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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Adrianny Dabrowskiej-Hulki
pt. ,,Rola mitochondrialnego kanalu BKca w fizjologii i uszkodzeniach

komorek nablonka oddechowego wywolanych przez pyly miejskie”

Przedstawiona do recenzji praca doktorska mgr Adrianny Dabrowskiej-Hulki zostala
przygotowana pod kierunkiem Prof. dr hab. Piotra Bednarczyka oraz Promotora pomocniczego
dr Agnieszki Lukasiak dzieki wsparciu finansowemu przyznanemu przez NCN w ramach
konkursu OPUS 18 (nr 2019/35/B/NZ1/02546). Celem pracy bylo okreélenie udzialu
mitochondrialnego kanatu potasowego regulowanego jonami wapnia (mitoBKca) w fizjologii
komorek nablonka oddechowego oraz analiza roli aktywacji mitoBKca w odpowiedzi na
uszkodzenia komdrek nablonka oddechowego przez pyly miejskie. Praca doktorska Pani A.
Dabrowskiej-Hulki stanowi kontynuacje badan prowadzonych od wielu lat przez zesp6! prof.
Piotra Bednarczyka skupiajacych sie na poznaniu mechanizméw dziatania oraz funkcji
wewnatrzkomoérkowych kanatéw potasowych a takze ich potencjalnego udziatu w terapii wielu
choréb, w tym chordb niedokrwiennych serca, czy nowotworéw uktadu nerwowego.

Ocena strony formalnej rozprawy doktorskiej

Przedlozona do recenzji rozprawa doktorska ma charakter monografii naukowej
stanowigc obszerne opracowanie wybranego tematu przedstawione na 162 stronach. Praca
zawiera wszystkie niezbedne rozdzialy charakterystyczne dla prac eksperymentalnych tj.
Streszczenie w jezyku polskim i w jezyku angielskim, Spis skrétéw, Wstep, Cel pracy,
Materialy i metody, Wyniki, Dyskusja, Wnioski. Rozprawe konczy Spis literatury, ktéry
obejmuje 268 prac, w wigkszodci sg to oryginalne i najnowsze publikacje, wykorzystane
gtéwnie we Wstepie i Dyskusji. W pracy doktorskiej znajduje sig 58 rycin, grafik i figur,
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przygotowanych przez Autorke w programach Biorender, CorelDRAW 12, PowerPoint oraz
GraphPad Prism. Dodatkowo w dysertacji znajdujemy Spis publikacji naukowych, ktérych
Kandydatka do stopnia doktora jest wspotautorem, wskazniki naukometryczne, oraz dane o
pozostalych aktywnosciach Doktorantki takich jak konferencje, szkolenia i seminaria, w
ktorych brata udziat.

Caloéé opracowania cechuje si¢ przejrzystg struktura i logicznym ukladem tresci, nie budzacym
zastrzezen recenzenta, Praca doktorska zostala napisana w sposdb przejrzysty i zrozumiaty,
cho¢ wkradly sie takze drobne bledy edytorskie (np. str. 111, nieprawidlowy odnosnik do
rysunku w tek$cie). Szata graficzna przedstawionej do recenzji dysertacji jest bardzo staranna;
na uwage zastugujg schematy graficzne przebiegu eksperymentdéw czy fotografie urzadzen
pomiarowych wykorzystywanych w realizacji badan.

Wyniki przedstawione w dysertacji zostaty czgéciowo opublikowane w 4 czasopismach o
zasiegu miedzynarodowym (International Jowrnal of Molecular Sciences, Membranes,
Mitochondrion, Scientific Reports). Sumaryczny IF prezentowanych publikacji, ktére ukazaty
si¢ w latach 2022-2025 to 16.9, sumaryczna liczna punktéw MNiSW to 480. W pierwszej pracy
ovublikowanej w IJMS Autorka jest pierwszym autorem. Mimo braku zalgczonych oswiadczen
co do udzialu Doktorantki w poszczegoinych manuskryptach, ktore ulatwiloby Recenzentowi
ocene Jej wkladu w badania, analiza adnotacji zawartych w publikacjach wskazuje na aktywny
udziat Pani Adrianny Dgbrowskiej-Hulki w optymalizacji metodologii prowadzonych badan,
przeprowadzeniu eksperymentow, opracowaniu i analizie wynikow oraz przygotowywaniu
manuskryptow do publikacji.

Ocena merytoryczna rozprawy doktorskief

Zanieczyszczenie powietrza atmosferycznego stanowi jeden z istotnych czynnikéw
Srodowiskowych wpiywajacych na funkcjonowanie uktadu oddechowego. Pierwsza barierg
kontaktu z wdychanymi zanieczyszczeniami stanowi nablonek drég oddechowych w zwigzku
z czym ekspozycja na pyly miejskie moze prowadzi¢ do nasilonego stresu oksydacyjnego i
zaburzen funkcji mitochondriéw w komérkach nablonka drog oddechowych, W tym kontekscie
szczegblnego znaczenia nabierajg mitochondrialne kanaty potasowe (mitoK*), ktérych
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aktywnosé¢ moze pelnié funkcje cytoprotekcyjng poprzez modulacj¢ potencjatu
mitochondrialnego, produkcji ROS oraz odpowiedzi komoérki na stres. Analiza aktywnosci
mitoK* moze zatem pozwoli¢ na lepsze poznanie mechanizméw komorkowej odpowiedzi
nabtonka drég oddechowych na zanieczyszczenia. Okreélenie, czy pyly miejskie moduluja
aktywno$¢ tych kanaléw moze dostarczy¢ nowych informacji na temat udziatu mitochondriéw
w odpowiedzi nablonka oddechowego na stres S$rodowiskowy oraz potencjalnych
mechanizméw zaburzenia jego funkcji. W przysztosci wyniki takich badan mogg mie¢ wymiar
praktyczny zwigzany z wyKorzystaniem mitoK® jako markeréw wrazliwosci na
zanieczyszczenie powietrza czy do oceny biologicznej toksycznosci poszezegdlnych frakcji
pytow, dlatego badania podjete przez Panig Adrianng Dgbrowskq-Hulke wwazam za bardzo
interesujgce i o duzym potencjale aplikacyjnym.

We Wstepie przedstawione] do recenzji monografii mgr Adrianny Dabrowskiej-Hulki znalazty
sie informacje wprowadzajace nas w tematyke pracy oraz uzasadnienie podjetego kierunku
badan. Doktorantka charakteryzuje Zrédta, rodzaje i sklad pytéw miejskich, opisuje budowe i
funkcje nabtonka oddechowego, budowe i funkcje mitochondriéw oraz wplyw pyléw na jego
funkcjonowanie, a takze kanaly potasowe, ze szczegbélnym uwzglednieniem kanaldw K
zaleznych od wapnia. Czytamy réwniez o udziale mitochondrialnych kanaléw potasowych w
cytoprotekcji, brakuje jednak klarownej argumentacji dlaczego to ten konkreiny kanal, zalezny
od wapnia mitochondrialny kanal potasowy, mitoBKc, (a nie np. kanat mitoK 47p) znalazt sig w
centrum zainteresowan Autorki w odniesieniu do wplywu zanieczyszczen miejskich na nablonek
oddechowy?

Badania w ramach pracy doktorskiej przeprowadzono na modelu linii ludzkich komérek
nabltonka oskrzeli, oznaczonej w pracy jako HBE WT, w ktérych obecnoéé¢ kanatéw typu BKca
zarowno w blonie plazmatycznej, jak i mitochondriach zostala wezesniej scharakteryzowana
przez zespol prof. P. Bednarczyka. Na szczegblne podkredlenie zastuguje wykorzystanie w
badaniach linii komoérkowej HBE AaKBK, pozbawionej obu tych bialek kanalowych,
wyprowadzongj z uzyciem metody CRISPR/Cas9. Jest to bardzo wartosciowy model
badawczy, pozwalajacy na potwierdzenie lub wykluczenie udzialu kanaléw potasowych w
badanych procesach komorkowych i mitochondrialnych zaobserwowanych w linii HBE WT.

Autorka dysertacji postawila w ramach pracy doktorskiej dwa gléwne cele badawcze:
Pierwszym zadaniem bylo okre$lenic udzialu mitoKBca w fizjologii komorek nablonka
oddechowego, a nastepnie analiza roli aktywnego kanatu w kontekscie uszkodzen wywotanych
przez pyly miejskie (PM), do ktdrych to wybrano pyty o drednicy 4 pm (PM 4.0), ze wzglgdu
na ich skuteczne docieranie w rejon nabtonka oskrzeli uktadu oddechowego cztowicka. W
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realizacji obu tych zadan badawczych Autorka wykorzystala specyficzne modulatory kanalu,
aktywatory kanalu potasowego pochodzenia naturalnego, polifenole: kwercetyng i
izoramnetyne oraz inhibitor penitrem A. Doktorantka musiata naby¢ szereg umiejgtnosci
badawczych by osiagngé postawione cele tj. prowadzenie hodowli komérkowych, analiza
przewodnictwa kanatéw metods patch-clamp, pomiary oddychania komérkowego i potencjatu
blonowego, analizy poziomu ROS i apoptozy czy pomiary oporu przeznabtonkowgo (TEER).
Badania przeprowadzone w trakcie realizacji pracy doktorskiej zostaty dobrze zaprojektowane
a wyniki przedstawione w sposéb prawidlowy.

Najwazniejsze obserwacje jakie wynikajg z dysertacji, potwierdzajace postawione przez
Doktorantke hipotezy wskazuja na 1) istotne funkcje BKca w fizjologii komoérek nablonka
oddechowego oraz w formowaniu monowarstwy komoérek nablonkowych HBE WT oraz 2)
ochronne funkcje aktywnego mitoBKca w uszkodzeniach komérek nablonka wywotanych przez
pyly migjskie PM 4.0 w zakresie przezywalnosci komorek jak i opornosci warstwy nabtonka
oddechowego. W czesci pracy, w ktorej priedstawione sq Wnioski, brakuje mi jednak
szerszego spojrzenia Autorki na otrzymane wyniki pracy i ich potencjalne znaczenie
praktyczne? Ponadto, jakie kierunki badan w priyszlo$ci nalezaloby obraé by w pelni poznac
I wyjasnié mechanizmy dzialania oraz funkcje kanaldw potasowych, na jakie moZliwe
problemy mozemy sie natkngé w trakcje ich realizacji? Cennym bylby réwniez abstrakt
graficzny w tej czesci kompilujgey calo$é uzyskanych obserwacyi.

Nawigzujgc do przedstawionych w dysertacji wynikéw chcialtabym poprosi¢ Doktorantke o
komentarze i odpowiedzi do nastepujgcych pytan:

- W czeSci pracy, w ktdrej przedstawione sq Wyniki (str. 81), mowa jest o dwdch
zidentyfikowanych w poprzednich badaniach populacjach kanatéw mitoKBca w ludzkich
komérkach nablonka oskrzeli. Czym réznig sig te populacje wzgledem siebie? Czy badano
réznice miedzy nimi w kontekscie uszkodzer wywolanych przez pyly miejskie?

- Na Rysunkach 30, 44 i 56, poziom RFT oraz ilosé mitochondriéw przedstawiono w
Jednostkach umownych. Na jakiej postawie? Czy byt to poziom fluorescencji?

- W eksperymentach, w kiérych badano aktywnosé kanalu mitoKBc. metodg patch-clamp:
prawdopodobieristwo otwaré przedstawiono w % (Rys. 23, Rys. 22- brak informacji). Co w tym
przypadku oznacza NPg rowne okolo 1 (lub wigcef po podaniu aktywatoréw)?



UNIWERSYTET IM. ADAMA MICKIEWICZA W POZNANIU

Wydzial Biologii
Zaldad Fizjologii i Biologii Rozwoju Zwierzat

- W eksperymentach majgcych na celu oceng toksycznosci PM, w tym analizg poziomu
reaktywnych form tlenu (ROS) czy apoptozy, komorki nablonka oddechowego byly inkubowane
m.in. z kwercetyng, ktora jest aktywatorem kanatéw potasowych BKca, zaréwno blonowych, jak
i tych mitochondrialnych. Czy efekty wywolane przez ten polifenol mozemy zatem wigzac Scisle
z aktywnoscig mitoBKca, czy takze z aktywacjq bfonowego BKca?

- Na podstawie zaobserwowanych wiaSciwosci antyoksydacyjnych kwercetyny i izoramnetyny
w obu testowanych liniach nabtonka oddechowego, Doktorantka wskazuje udzial mitoBKca w
ochronie komdrek przed uszkodzeniami wywolanymi przez pyly miejskie. Autorka sugeruje
Jjednak takze, iz aktywacja kanatu mitoBKca nie jest wprost powigzana z wiaSciwosciami
przeciwutleniajgcymi  kwercetyny. Jaki jest zatem proponowany mechanizm dzialania
badanego polifenolu w komérkach nablonka oskrzeli?

- Wiedzqc, iz kwercetyna posiada wlasciwosci cytoptotekcyjne, ale i cytotoksyczne (np. w
stosunku do komdrek nowotworowych) czy jej spozywanie w postaci suplementow diety bedzie
dzialalo prozdrowotnie i bedzie bezpieczne dla organizmu?

Reasumujge, przedstawiong do recenzji rozprawe doktorska Pani mgr Adrianny
Dgbrowskiej-Hulki oceniam bardzo pozytywnie. Jest opracowaniem opartym na oryginalnych
wynikach, a poczynione obserwacje maja charakter nowatorski. Postawione przez Doktorantke
cele badawcze zostaly w pelni zrealizowane 1 opisane, a postawione hipotezy badawcze
zweryfikowane. Praca doktorska wskazuje na umiejetnodé zastosowania przez Autorke
réznorodnych metod badawczych i analitycznych, pokazuje réwniez Jej merytoryczne
przygotowanie do przeprowadzonych badan, sprawnos$¢ w dyskusji otrzymanych wynikow
oraz umiejetnoéé krytycznego myélenia, na ktéra wskazuje m.in. s$wiadomos¢ ograniczen w
interpretacji wynikow, a Mimo, iz poznanie mechanizmdéw funkcjonowania mitochondrialnych
kanatéw potasowych oraz ich roli w komoérkach nablonka oddechowego wymaga kolejnych,
intensywnych badan, z pewnoscig niniejsza praca wnosi nowe wartosci do rozwoju nauk
biologicznych, zwlaszcza w zakresie biologii mitochondriow i ekotoksykologii.

Praca doktorska Pani Adrianny Dagbrowskiej-Hulki spetnia zatem wszelkie wymogi formalne
stawiane rozprawom doktorskim okreslone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o
szkolnictwie wyzszym i nauce Dz.U. z 2024 r. poz. 1571 z p6z. zm. Wobec powyzszego
wnioskuje o dopuszczenie mgr Adrianny Dabrowskiej-Hulki do dalszych etapdéw przewodu
doktorskiego.

prof. UAM, dr hab. Malgorzata Stocifiska
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