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CENZJA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ

PANI MGR ADRIANNY DABROWSKIEJ-HULKA
ROLA MITOCHONDRIALNEGO KANALU BKca W FIZJOLOGII 1 USZKODZENIACH
KOMOREK NABEONKA ODDECHOWEGO WYWOEANYCH PRZEZ PYLY MIEJSKIE

Pyly miejskie naleza do najbardziej agresywnych czynnikéw $rodowiskowych oddziatujagcych
na nabtonek oddechowy. Nawet krétkotrwata ekspozycja na zawieszone czastki prowadzi do
mikrouszkodzen powierzchni nablonka, zaburzenia pracy rzgsek oraz ostabienia bariery
Sluzowo-rzgskowej, stanowigcej pierwsza lini¢ obrony uktadu oddechowego. Pyty te nasilaja
nadreaktywno$¢ oskrzeli wynikajaca z przewleklego stanu zapalnego, co ostabia bariere
ochronng dr6g oddechowych i sprzyja rozwojowi astmy oraz przewleklej obturacyjnej choroby
pluc. Ultradrobne czastki zawierajace metale ci¢zkie czy wielopierscieniowe weglowodory
aromatyczne przedostaja si¢ do krwiobiegu, wywolujac stan zapalny ogdlnoustrojowy
prowadzacy do choréb sercowo-naczyniowych, a dlugotrwata ekspozycja na toksyczne
sktadniki pytéw zwigksza ryzyko rozwoju nowotwordéw phuc. Przedstawiona mi do recenzji
rozprawa doktorska Pani mgr Adrianny Dabrowskiej-Hulka doskonale wpisuje si¢ w ta
aktualng i wazng tematyke. Wysokie stgzenia pytéw w duzych miastach utrzymujg si¢ mimo
regulacji Srodowiskowych, co powoduje stalg ekspozycje populacji na szkodliwe czastki.
Jednoczesnie ro$nie czgsto$¢ choréb ukladu oddechowego, sercowo-naczyniowego i
nowotwordw, ktérych patogeneza jest bezposrednio zwigzana z zanieczyszczeniem powietrza.
Badania nad mechanizmami dziatania pyléw, ich wptywem na nabtonek oddechowy oraz
konsekwencjami ogdlnoustrojowymi sg kluczowe dla zdrowia publicznego.

Rozprawa doktorska Pani mgr A. Dgbrowskiej-Hulka ma typowa strukturg¢ tzn. zawiera
wprowadzenie z jasno okres§lonym celem, przeglad literatury przedstawiajacy aktualny stan
wiedzy, opis zastosowanej metodologii, prezentacj¢ wynikéw, ich oméwienie w rozdziale
dyskusja oraz wnioski podsumowujace realizacj¢ celéw i weryfikacjg hipotez. Praca doktorska
zostala zrealizowana w Katedrze Fizyki i Biofizyki Instytutu Biologii SGGW pod kierunkiem
Pana prof. dr hab. Piotra Bednarczyka, funkcj¢ promotora pomocniczego peinita Pani dr
Agnieszka Lukasik. Badania przedstawione w ramach rozprawy doktorskiej byt sfinansowane
dzigki wsparciu Narodowego Centrum Nauki, konkurs OPUS 18.

W dalsze cze¢éci recenzji odniosg si¢ do jej poszczegdlnych czesci.



Wprowadzenie do rozprawy ma charakter og6lny i stanowi szeroki kontekst dla podjetej
tematyki badawczej. Obejmuje ono oméwienie czynnikéw uszkadzajgcych komorki, ze
szczegblnym uwzglednieniem pytéw miejskich, ich Zrédet, rodzajow, sktadu chemicznego oraz
wplywu na uklad oddechowy cziowieka. Kolejny rozdzial przedstawia budowe i funkcje
nablonka oddechowego, stanowigcego podstawowg barier¢ ochronng drég oddechowych.
Nastepna czg¢$¢ dotyczy mitochondriéw, w tym roli kanalow jonowych w regulacji ich funkcji
i odpowiedzi komérkowej na stres. Ostatni podrozdziat czgsci teoretycznej stanowi przeglad
wybranych zwiazkéw pochodzenia naturalnego o dziataniu ochronnym, ze szczegélnym
uwzglednieniem ich wptywu na mitochondrialne kanaty potasowe. Do tej czg$ci rozprawy mam
pytanie dotyczace wiasciwosci biologicznych kwercetyny. Ten flawonoid o bardzo wysokim
potencjale przeciwutleniajgcym moze wykazywa¢ dziatanie prooksydacyjne w specyficznych
warunkach np. zwigzanych z zastosowanym stgzeniem czy w obecnoéci jondéw metali
przejSciowych. Mam pytanie na ile powyzsze wiasciwosci maja znaczenie na aktywno$é
cytoprotekcyjng kwercetyny w kontekscie nabtonka oddechowego.

Cel pracy jest klarownie sformulowany i skladaja si¢ na niego dwa zadania majgce
zweryfikowac hipotezy, ze mitochondrialny kanat BKc. pelni wazng rol¢ w fizjologii komorek
nablonka oddechowego oraz aktywacja mitochondrialnego kanatu BKca jest istotnym
elementem ochrony w uszkodzeniach komoérek nabtonka oddechowego wywotanych przez pyty
miejskie. Realizacja celow szczegétowych pozwolita na realizacje zatozen — cel gtéwny pracy

zostal osiagniety.

Zastosowany w rozprawie szeroki wachlarz metod badawczych §wiadczy o wysokim
doswiadczeniu laboratoryjnym i praktycznym Doktorantki. Opis metod w rozdziale Materiaty
i metody jest na tyle kompletny i precyzyjny, ze umozliwia odtworzenie czg$ci do§wiadczalnej
pracy. Doktorantka wykorzystata rozbudowany zestaw technik biofizycznych, pozwalajacych
na analiz¢ aktywnosci kanatu mitoBKc. w mitochondriach, oceng zuzycia tlenu w przebiegu
oddychania komoérkowego oraz monitorowanie zmian potencjalu blony wewnetrznej
mitochondriéw. Uzupetnieniem tych badan byty metody biochemiczne, ktére umozliwity oceng
cytotoksycznosci, pomiar produkcji reaktywnych form tlenu oraz analizg profilu biatkowego z
zastosowaniem techniki Western blot. Badania przeprowadzono z wykorzystaniem ludzkiej
linii komérek nablonka drog oddechowych HBE oraz, co nalezy szczegblnie podkreslié,
unikalnej linii HBE z delecja w genie kodujagcym kanat jonowy BKCa. Linia ta zostata
wytworzona we wspélpracy z Pracownia Wewnatrzkomérkowych Kanatéw Jonowych
Instytutu Biologii Do$wiadczalnej im. M. Nenckiego PAN. W zwigzku z tym mam pytanie o
zakres ewentualnego udzialu Doktorantki w realizacji tej wspotpracy naukowe;j.

W rozdziale dotyczacym wynikéw material badawczy zostat przedstawiony w formie
przejrzystych, starannie opracowanych rycin i wykresow, ktore znaczaco utatwiajg interpretacje
uzyskanych danych. W pierwszej czgsci badan Doktorantka wykazala bezposredni wplyw



kwercetyna na aktywacje kanalu mitoBKca, podczas gdy izoramnetyna nie wptywa na jego
dziatanie, a penitrem A go blokuje. W komérkach HBEWT nie stwierdzono konkurencji
wigzania mi¢dzy kwercetyng a penitremem A. Kwercetyna, podobnie jak NS11021, zwigksza
tempo oddychania mitochondrialnego oraz powoduje depolaryzacj¢ blony wewngtrznej w
sposob zalezny od st¢zenia. Badania te pokazuja, ze kwercetyna jest aktywatorem kanalu
mitoBKca i wywotuje charakterystyczne zmiany funkcjonalne mitochondriéw.

W kolejnej czeéci badan Doktorantka charakteryzuj¢ efekt PM na linic HBEWT. Badania
wykazaly, ze PM wywotluje stres oksydacyjny w komérkach HBE WT, co potwierdzono
barwieniem fluorescencyjnym z sondg H2ZDCFDA. Kwercetyna w najwyzszym testowanym
stezeniu (10 pg/ml) skutecznie ogranicza ten efekt, zmniejszajac poziom RFT. Zbiezne wyniki
uzyskano w pomiarach TEER, wskazujac, ze dziatanie ochronne kwercetyny wynika z
aktywacji kanatow mitoBKca.

Nastegpnie Doktorantka scharakteryzowata wrazliwos¢ linii komérkowej HBE z delecjg w genie
kodujgcym kanat jonowy BKc. (HBEAaBK) w poréwnaniu do typu dzikiego. Do tej czgsci
rozprawy mam pytanie, jak zdaniem Doktorantki, mozna wyja$ni¢ zwigkszong produkcj¢ RFT
przez linie HBEAoBK w obecno$ci PM w poréwnaniu z komérkami typu dzikiego?

Badania poréwnawcze obu linii komérkowych wykazaty istotng rol¢ kanalu mitoBKca w
procesie oddychania komoérkowego oraz réznice w ekspresji biatek kompleksow III i IV
tancucha oddechowego. Biorac pod uwagg ekspozycj¢ komérek na reaktywne formy tlenu,
zalezng m.in. od zastosowanych zwigzkéw chemicznych, w poczatkowym etapie badan
okre$lono wrazliwo$¢ obu analizowanych linii komérkowych, wykorzystujac trzy niezalezne
techniki pomiarowe. Doktorantka zaobserwowata efekt ochronny kwercetyny o stgzeniu 10
ug/ml wobec stresu oksydacyjnego indukowanego przez PM, co potwierdzajg wyniki uzyskane
we wszystkich zastosowanych metodach.

Doktorantka w sposéb merytoryczny odniosta si¢ do wynikéw tych wielowatkowych badan w
czg$ci rozdziale Dyskusja. Wykorzystata przy tym starannie dobrang i adekwatng literaturg
naukows, co pozwolilo Jej nie tylko na interpretacj¢ uzyskanych danych, lecz takze na
umiejscowienie ich w szerszym kontekécie badan nad funkcja kanalu mitoBKca. Trafne
zestawienie wiasnych obserwacji z doniesieniami innych zespotéw badawczych Swiadczy o Jej
wysokiej kompetencji analitycznej oraz umiej¢tnosci krytycznego prowadzenia dyskusji
naukowej. Do tej czgsci rozprawy mam pytanie, jakie wedlug wiedzy Doktorantki istniejg
przestanki literaturowe dotyczace molekulamych podstaw uzyskanych przez nig wynikow
badan oraz czy moga one stanowi¢ podstawe do praktycznych zastosowan w ramach terapii
chor6b zwigzanych z szeroko rozumianymi zaburzeniami uktadu oddechowego?

Ponadto, Doktorantka jest wsp&tautorka czterech publikacji naukowych o tgcznym Impact
Factor wynoszacym 16,9. Jej aktywno$¢ naukowa obejmuje udzial w konferencjach o zasiggu



krajowym oraz uczestnictwo w licznych kursach i szkoleniach, organizowanych gtéwnie przez
firm¢ Merck, bezposrednio zwigzanych z tematyka prowadzonej dziatalnos$ci badawcze;j.

Podsumowujac stwierdzam, ze przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska Pani mgr
Adrianny Dgbrowskiej-Hulka Rola mitochondrialnego kanatu BKca w fizjologii i
uszkodzeniach komdrek nablonka oddechowego wywolanych przez pyly miejskie stanowi
oryginalne rozwigzanie problemu naukowego i spelnia warunki okre§lone w Ustawie z dnia 20
lipca 2018 r. Prawo o Szkolnictwie Wyzszym i Nauce. Uwzgl¢dniajac udokumentowang
zdolno§¢ Doktorantki do samodzielnego prowadzenia badafi naukowych oraz Jej
przygotowanie merytoryczne, wnosz¢ do Rada Dyscypliny Nauki Biologiczne Szkoty Glownej
Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie o przyjecie rozprawy i dopuszczenie Pani mgr
Adrianny Dabrowskiej-Hulka do dalszych etapéw postepowania doktorskiego.
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