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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Rafała Pawła Kampy 

pt. ”Flawonoidy kardioprotekcyjne – nowe regulatory mitochondrialnych kanałów potasowych” 

 

Przedstawiona do recenzji praca doktorska mgr Rafała Pawła Kampy została przygotowana 

pod kierunkiem dr hab. Piotra Bednarczyka, prof. SGGW, w ramach wsparcia finansowego 

przyznanego przez NCN dla  projektów OPUS oraz ETIUDA. Celem pracy było scharakteryzowanie 

wpływu wybranych flawonoidów kardioprotekcyjnych na aktywność mitochondrialnego kanału 

potasowego regulowanego jonami wapnia mitoBKca z zastosowaniem metody patch-clamp, a także 

metod biochemicznych i technik molekularnych. Do realizacji tego celu wykorzystano ludzką linię 

komórek śródbłonka naczyniowego EA.hy926. 

W dobie rozwoju chorób cywilizacyjnych, jakimi niewątpliwie są choroby sercowo-naczyniowo 

powodowane przez stres, używki i niezdrowy styl życia, poszukiwanie nowych metod leczenia oraz 

skutecznych i specyficznych leków, zwłaszcza pochodzenia naturalnego, nie powodujących skutków 

ubocznych wydaje się kluczowym wyzwaniem. Same flawonoidy to znane od lat substancje 

pochodzenia roślinnego o właściwościach antyoksydacyjnych. Jednak ich wpływ na mitochondria, 

szczególnie  na biorące udział w cytoprotekcji, mitochondrialne kanały potasowe nie został do tej pory 

wyjaśniony. Podjęty zatem przez pana mgr. Rafała Kampę temat jest szczególnie interesujący, a 

uzyskane wyniki posiadają duży potencjał aplikacyjny. 

Na podstawie dostępnej literatury Doktorant wyselekcjonował flawonoidy o możliwie 

największym potencjale cytoprotekcyjnym i badał ich wpływ - w rożnych stężeniach i warunkach (m.in. 

zmieniającego się stężenie jonów wapnia czy przyłożonego napięcia) na aktywność kanału 

potasowego mitoBKca, a także oddychanie mitochondriów, potencjał wewnętrznej błony 

mitochondrialnej, migrację komórek, możliwość indukowania apoptozy i nekrozy, a także na ekspresję 

genów kodujących i poziomu białka podjednostek kanału mitoBKca dla najsilniejszego 
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zdefiniowanego aktywatora tego kanału – kwercytyny. Autor realizując projekt musiał zatem posiąść 

znajomość wielu metod badawczych i technik laboratoryjnych takich jak: prowadzenie hodowli 

komórkowej, izolacja mitochondriów, preparacja mitoplastów, badanie aktywności kanałów metodą 

patch-clamp, pomiary metodą cytometrii przepływowej, izolacja RNA, PCR w czasie rzeczywistym, czy 

identyfikacja białek metodą western blot.  

  Do dysertacji załączony jest wykaz prac opublikowanych w trakcie realizacji doktoratu, z tego 

w trzech pracach przedstawiono wyniki z badań nad wpływem flawonoidów na kanał mitoBKca. Na 

szczególną uwagę zasługuje fakt, że są to wyniki opublikowane w bardzo dobrych czasopismach, 

Biomedicine & Pharmacotherapy, IF 6.52; Experimental Dermatology, IF 3.96, a Doktorant w dwóch z 

nich jest pierwszym autorem, w trzeciej, Molecules, IF 4.4 jego wkład w pracę jest równy z udziałem dr 

Anny Kicińskiej. Świadczy to o umiejętności Doktoranta do pisania prac naukowych, prezentowania i 

analizowania otrzymanych w trakcie badań wyników. Pan Rafał Kampa jest także współautorem w 4 

innych publikacjach, skupiających się wokół tematyki aktywności i funkcji mitochondrialnych kanałów 

potasowych oraz współautorem rozdziału książki Mitochondrial Medicine. Methods in Molecular 

Biology, w którym opisano zastosowanie techniki patch-clamp w badaniu aktywności kanałów 

wewnętrznej błony mitochondrialnej, Dwie kolejne publikacje są obecnie w przygotowaniu. 

Przedłożona do recenzji rozprawa doktorska stanowi obszerne opracowanie tematu 

przedstawione na 167 stronach. Praca zawiera wszystkie niezbędne rozdziały, które są 

charakterystyczne dla prac eksperymentalnych (Wprowadzenie, Materiały i metody, Założenia i cele 

pracy, Wyniki, Dyskusja, Wnioski, Streszczenie w j. polskim i j. angielskim). Proporcje poszczególnych 

rozdziałów są właściwe, opis wyników i dyskusja zajmują ponad połowę pracy. W pracy doktorskiej 

znajduje się 8 tabel i 68 rycin, w tym rysunki własne Autora oraz spis zawartych w tekście licznych 

skrótów. Rozprawę kończy spis literatury, który obejmuje 267 prac, w większości są to oryginalne i 

najnowsze publikacje, wykorzystane głównie we wstępie i dyskusji. Praca napisana jest bardzo jasno 

z nielicznymi sformułowaniami potocznymi (np. str. 42, szybkie i wolne wirowanie), lub 

nieprecyzyjnymi (np. str. 16 – „energia syntetyzowana w mitochondriach” - energii nie można 

produkować, można zamieniać rodzaje energii), czy błędami edytorskimi, (interpunkcyjne, literówki). 

Format pracy jest przejrzysty, jasny i przyjazny dla czytelnika. To co zwraca uwagę to brak akapitów w 

całej pracy, być może wynikający z błędu podczas jej formatowania. 

We Wprowadzeniu Doktorant bazując na wielu materiałach źródłowych wprowadza czytelnika 

krok po kroku w tematykę pracy, przedstawia aktualne dane dotyczące budowy i funkcji 

mitochondriów, a także roli tych organelli w chorobach układu sercowo-naczyniowego ze szczególnym 

uwzględnieniem mitochondrialnych kanałów potasowych regulowanych jonami wapnia. W drugiej 

części rozdziału Autor skupia się na właściwościach i funkcjach flawonoidów wykorzystanych do 
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przeprowadzenia badań, takich jak naringenina i jej pochodne, luteolina (po raz pierwszy badano jej 

wpływ na kanał mitoBKca w tej pracy), cyjanidyna, kwercytyna opisanych w literaturze jako związki o 

potencjale kardioprotekcyjnym. Z przedstawionych we Wprowadzeniu treści wyłania się jasno cel 

pracy przedstawiony w rozdziale Założenia i cel rozprawy, w którym zostają sformułowane: cele 

główne tj. pomiary elektrofizjologiczne aktywności kanału mitoBKca w obecności flawonoidów metodą 

patch-clamp i towarzyszące tym regulacjom zmiany biochemiczne i fizjologiczne mitochondriów, 

zostają sformułowane także cele szczegółowe. 

W rozdziale Materiały i metody scharakteryzowane zostały przez Autora wykorzystane w 

badaniach substancje chemiczne tj. flawonoidy kardioprotekcyjne, modulatory kanału mitoBKca 

(niezbędne do określenia aktywności kanału) oraz pozostałe substancje tj. FCCP- rozprzęgacz 

mitochondriów i cykloheksymid - czynnik indukcji apoptozy. Ponadto opisany został model badawczy 

czyli komórki śródbłonka naczyniowego oraz kolejne zastosowane w pracy metody, w tym izolacja 

mitochondriów, mitoplastów, pomiary elektrofizjologiczne, pomiar potencjału błonowego metodą 

cytometrii przepływowej, oksygraficzny pomiar oddychania komórkowego, ocena przeżywalności i 

migracji komórek, ocena poziomu ekspresji genów metodą PCR w czasie rzeczywistym, a także 

poziomu białek metodą Western blot przy użyciu specyficznych przeciwciał oraz analizy statystyczne.   

Ta część pracy opisana jest w jasny, zrozumiały sposób, dodatkowo przy opisie niektórych metod, 

opatrzona schematami obrazującymi poszczególne etapy eksperymentu. Sugerowałabym jedynie by 

w opisie Tabel co do zastosowanych przeciwciał (Tab. 7) i sekwencji starterów dla analizowanych 

genów (Tab. 9) przypomnieć czytelnikowi czego dotyczą skróty. Prosiłabym także Doktoranta o 

odpowiedź na kilka pytań: 

• Czy aplikowane stężenia flawonoidów oraz modulatorów mitoBKca były dobrane na 

podstawie doniesień literaturowych, czy też ilość podawanych substancji określano 

eksperymentalnie? Jakie jest uzasadnienie tak dobranych stężeń? 

• Z czego wynikają różnice w czasie inkubacji flawonoidów i modulatorów kanału mitoBKca z 

komórkami śródbłonka w różnych typach eksperymentów: np. jeden punkt pomiarowy 1.5 h 

dla analizy potencjału błonowego, kilka punktów pomiarowych dla apoptozy czy 12 h dla 

zbadania poziomu ekspresji genów kodujących i białek kanału mitoBKca? 

• Czy do pomiarów oddychania komórkowego stosowano substraty oddechowe? Czy wiadomo 

(z literatury lub obserwacji) jak flawonoidy mogą oddziaływać na parametry bioenergetyczne 

tj. kontrola oddechowa (KO), indeks ADP/O czy aktywność białka rozprzęgającego (UCP)? 

Czy możliwa jest kooperacja między białkiem UCP, a kanałem mitoBKca? 
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Rozdział Wyniki przedstawiony jest w dwóch wydzielonych podrozdziałach. W pierwszym z nich 

Autor przedstawia właściwości biochemiczne i farmakologiczne kanału mitoBKca w komórkach 

śródbłonka, w warunkach kontrolnych, określone na podstawie aktywności (prawdopodobieństwa 

otwarć) kanału w obecności aktywatora (NS11021), inhibitora (paksyliny) i modulatora (wapń,). I tu 

moje pytanie: 

• Czy właściwości mitochondrialnego kanału potasowego o dużym przewodnictwie 

regulowanego jonami Ca - mitoKBca z linii komórek śródbłonka naczyniowego hodowanych 

w wysokim stężeniu glukozy (4.5 g/l) różnią się od tych pochodzących z komórek śródbłonka 

hodowanych w niskim stężeniu glukozy? (1 g/l) 

                     

 Kolejny podrozdział dotyczy już regulacji kanału mitoBKca przez flawonoidy. Autor opisuje 

wpływ wyselekcjonowanych substancji na aktywność kanału, potencjał błonowy mitochondriów, 

przeżywalność komórek, właściwości cytoprotekcyjne i udział  flawonoidów w migracji komórek. 

Wyniki opisane są w staranny i zwięzły sposób, opatrzone licznymi rycinami i fotografiami. Choć 

zdjęcia obrazujące migrację komórek czy wskazujące na cytoprotekcyjny efekt flawonoidów są 

czytelne, to powiększenie ich rozmiaru wzmocniłoby ten rodzaj dokumentacji wyników.  

Dla kwercytyny, która wykazywała wyjątkowo silny wpływ na aktywację mitoBKca analizowano 

dodatkowo poziom białka kanału mitoBKca i jego jednostek regulatorowych oraz ekspresję genów 

kodujących podjednostki kanału. W przypadku tego flawonoidu wykonano także pomiar zużycia tlenu 

przez komórki śródbłonka. W tym miejscu chciałby zapytać: 

• Dlaczego wpływ innych wyselekcjonowanych substancji kardioprotekcyjnych 

wykorzystywanych w pracy nie był badany pod kątem zmian w poziomie oddychania 

komórkowego?  

Na uwagę zasługuje podjęcie przez Doktoranta dodatkowych badań w których wykorzystano 

flawonoid strukturalnie podobny do kwercytyny - izoramentynę, gdzie grupa hydroksylowa w pozycji 3’ 

pierścienia kwercytyny zastąpiona została grupą metoksylową. Otrzymane wyniki wskazują na 

kluczową funkcję grupy OH kwercytyny w aktywacji kanału mitoKBca oraz braku blokowania przez 

paksylinę. 

W rozdziale Dyskusja, Doktorant, po krótkim wstępie omawia i dyskutuje w kontekście 

dostępnej literatury udział flawonoidów w cytoprotekcji oraz modulowaniu przewodnictwa kanału 

mitoBKca, potencjału błony mitochondrialnej i oddychania komórkowego, indukcji procesów apoptozy, 

nekrozy oraz wpływu flawonoidów na migrację komórek. We wstępie do tego rozdziału (str. 119) 

bardziej precyzyjne byłoby zdanie „flawonoidy kardioprotekcyjne i pochodne naringeniny.”  
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Rozdział Dyskusja pokazuje dojrzałość Autora, który sprawnie porusza się w obszarze 

tematyki, której praca dotyczy i w wyważony sposób omawia otrzymane przez siebie wyniki badań nad 

wpływem flawonoidów na kanał mitoBKca oraz towarzyszce temu zmiany w metabolizmie i fizjologii 

mitochondriów z badaniami na innych modelach badawczych np. glejeka i fibroblastów skóry. Autor 

dyskutuje także wpływ flawonoidów na plazmatyczny kanał BKca i jego rolę w funkcjonowaniu 

neuronów, łagodzeniu stanów zapalnych, hamowaniu wzrostu komórek nowotworowych czy 

rozkurczaniu mięśni gładkich tętnic. Uwypuklone zostają przez Doktoranta różnice w aktywności 

flawonoidów na cytoplazmatyczny i mitochondrialny kanał potasowy, przykładowo już 3 µM 

kwercytyna, flawononoid o największej aktywności na mitoBKca i największym potencjale 

kardioprotekcyjnym w takich stężeniach nie aktywuje cytoplazmatycznego kanału mitoBKca. Stężenia 

30 µM, które go aktywują w mitochondriach indukują już nekrozę.  

W nawiązaniu do tej części pracy i wątku wspomnianego w Dyskusji chciałbym zapytać:  

• Jakie jest zdanie Doktoranta dotyczące oddziaływania flawonoidów na mitoBKca w 

warunkach in vivo (czyli w warunkach odzwierciedlających przyjmowania flawonoidów np. w 

postaci leków)? Jaki wpływ na aktywność kanału mogą mieć metabolity pośrednie 

flawonoidów czy środowisko wewnątrzkomórkowe?  

I dalej:  

• W technice patch-clamp zastosowanej w pracy flawonoidy podawano z wykorzystaniem 

systemu perfuzyjnego bezpośrednio oddziałując na kanał. Jak mogłaby wyglądać aktywność 

kanału mitoKBca gdyby najpierw inkubowano badane substancje z komórkami, a następnie 

badano metodą patch-clamp badano jego aktywność?  

 

Podsumowując tą część pracy, brakuje mi zamykających Dyskusję rozważań Autora, które spinałoby 

wszystkie elementy dysertacji oraz pokazywały perspektywę dalszych badań nad wpływem związków 

pochodzenia roślinnego na mitochondrialne kanały potasowe czy potencjalnego wykorzystania tych 

substancji w zapobieganiu i leczeniu chorób sercowo-naczyniowych. 

Streszczenie w zwarty sposób opisuje całokształt badań. W części Bibliografia znajduje się 

bogaty dobór różnorodnych publikacji, co świadczy o swobodnym poruszaniu się Doktoranta w 

obszarze, którym się zajmuje. W niektórych pozycjach literaturowych brakuje jednak stron, np. pozycja 

122, 146, 170, 174,193. 
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                                   Największe osiągnięcia przedłożonej do recenzji rozprawy doktorskiej to: 

• Zidentyfikowanie i scharakteryzowanie po raz pierwszy nowych aktywatorów kanału 

mitoBKca – flawonoidów: naringeniny i kwercytyny 

• Wykazanie silnego cytoprotekcyjnego efektu działania kwercytyny oraz wpływu tego 

flawonoidu na mitochondrialny potencjał błonowy, oddychanie i migrację komórek śródbłonka 

naczyniowego oraz ekspresję genów i poziom białka kanału mitoBKca 

• Wykazanie po raz pierwszy przy wykorzystaniu metody patch-clamp interakcji między 

kwercytyną, a paksyliną 

• Wykazanie ochronnego działania naringeniny przed apoptozą i nekrozą komórek 

• Wykazanie, że luteolina i cyjanidyna aktywują kanał mitoBKca w warunkach zredukowanych 

 

Przedstawioną do recenzji rozprawę doktorską pana mgr. Rafała Kampy oceniam bardzo 

wysoko. Jest opracowaniem opartym na oryginalnych wynikach, zawierającym elementy nowości 

naukowej, opublikowanym w bardzo dobrych czasopismach naukowych. Postawione cele badawcze 

zostały przez Doktoranta zrealizowane i pieczołowicie opisane. Praca doktorska wskazuje na bogaty 

warsztat badawczy Autora oraz ogólną i specjalistyczną wiedzę. Drobne błędy i niedociągnięcia w 

tekście nie wpływają na pozytywną ocenę merytoryczną całego projektu. 

 

Przedłożona mi do recenzji rozprawa doktorska spełnia warunki określone w art. 187 Ustawy z dnia 

20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyższym i nauce (Dz. U. z 2021 r. poz. 478, 619, 1630) oraz 

załącznika nr. 1 Regulaminu Rady Naukowej z 13.04.2018 r. Dlatego zwracam się do Wysokiej Rady 

o dopuszczenia mgr. Rafała Kampy do dalszych etapów przewodu doktorskiego. Ponadto, ze względu 

na wysoką merytoryczną wartość pracy wnoszę o jej wyróżnienie. 

                                                                            

                                                                               dr hab. Małgorzata Słocińska, prof. UAM 
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