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Ocena rozprawy doktorskiej Rafata Pawta Kampy
pt. ,,Flawonoidy kardioprotekcyjne: nowe regulatory mitochondrialinych
kanatéw potasowych”

Praca doktorska mgr. Rafata Kampy jest udang prébg odpowiedzi na pytanie
dotyczace roli wybranych flawonoidéw i ich pochodnych w regulacji aktywnosci
kanatbw jonowych typu mitoBKca zlokalizowanych w wewnetrznej btonie
mitochondrialnej. Znaczenie tych badan polega na przesledzeniu istotnych etapow
mechanizmu kardioprotekcji zwigzanej ze stosowaniem diety wzbogaconej o te
flawonoidy. Oprécz badan aktywnosci kanatéw mitoBKca wykonanych technikg patch-
clamp, Autor badat zmiany potencjatu elekirycznego wewnetrznej blony
mitochondrialnej stosujgc cytometrie przeptywowg po dodaniu sondy fluorescencyjnej,
JC-10. Zaprezentowat tez wyniki pomiaréw poziomu oddychania komoérkowego
uzyskane za pomoca oksygrafu oraz testéw przezywalnosci i zdolnosci do migragiji
komorek. Szczegdlnie interesujgce wyniki uzyskat Autor po zastosowaniu kwercetyny,
co sktonito Go do rozszerzenia badan o techniki biologii molekularnej, m.in. analize
ekspresji genéw kodujgcych poszczegdine podjednostki badanego kanatu jonowego.
Badania przeprowadzone zostaty na linii ludzkich komoérek $rodbtonka naczyniowego
EA.hy926. Wybdr tej linii komorkowej byt istotny w kontekscie badan zjawiska
kardioprotekcji. Podsumowujac zatozenia pracy, nalezy pochwali¢ zaréwno wybor
flawonoidéw, odpowiedniej linii komoérkowej jak i metod badawczych do realizacji

ambitnych celéw.

Na szczegblng uwage zastugujg wyniki uzyskane po zastosowaniu naringeniny
i kwercetyny. Naringenina powodowata znaczny wzrost prawdopodobieristwa otwaré
kanatéw mitoBKca, a efekt ten byt zalezny od stezenia jonéw Ca?* w otoczeniu kanatu.
Naringenina nie wptywata znaczaco na potencjat membranowy wewnetrznej btony
mitochondrialnej, natomiast wykazywata wtasnosci cytoprotekcyjne w tescie apoptozy

wywotanej przez TNF-o wraz z cykloheksymidem. W kolejnych etapach badan Autor

1



zastosowat pochodne naringeniny: naringenine-TPP*, chalkon naringeniny i pochodng
cukrowg: 6-C-glukozyd naringeniny. Bardzo ciekawy, moim zdaniem, cho¢ trudny do
interpretacji wynik daly eksperymenty z naringening-TPP*. Zatozeniem tego
eksperymentu byto sprawdzenie, w jaki sposdb dotgczenie do naringeniny dodatniego
jonu TPP* wptywa na badane parametry. Zabieg ten miat spowodowa¢ gromadzenie
naringeniny-TPP* w macierzy mitochondrialnej. Dos¢ niespodziewanie, naringenina-
TPP* obnizata, a w stezeniach rzedu 10 uM wrecz hamowata aktywno$¢ kanatu
mitoBKca, z drugiej strony wykazywata znacznie lepsze parametry cytoprotekcyjne niz
czysta naringenina. Chetnie dowiedzialboym sie od Autora pracy jak mozna
interpretowac te pozorng sprzecznos¢: blokada kanatu mitoBKca - cytoprotekcja. W

rozdziale ,Dyskusja” nie znalaztem proby odpowiedzi na to pytanie.

Luteolina nie wykazywata istotnego wptywu na aktywnos¢ kanatéw mitoBKca ani
na poziom apoptozy i nekrozy badanych komérek. Zblizone wyniki otrzymano po

zastosowaniu cyjanidyny.

Najbardziej interesujgce wyniki uzyskat Doktorant po zastosowaniu kwercetyny.
Juz w stezeniu 3 uM powodowata ona znaczng aktywacje badanego kanatu. Co
szczegolnie istotne, kwercetyna uniemozliwiata blokade kanatu mitoBKca przez
paksyline — inhibitor tego typu kanatow. Zinterpretowano to jako zwigzanie kwercetyny
z kanatem w miejscu oddziatywania paksyliny. Starajgc sie dociec jaki jest mechanizm
molekularny efektu znoszenia inhibicji paksyling przez kwercetyne, Autor zastosowat
izoramnetyne — metylowg pochodng kwercetyny, réznigcg sie jednym podstawnikiem.
W tym przypadku ,ostona” przed paksyling nie miata miejsca, co wskazuje na kluczowg
role w tym procesie grupy OH w pierscieniu B kwercetyny.

Aby odpowiedzie¢ na pytanie: czy kwercetyna, oprécz bezposredniego
oddziatywania z kanatem mitoBKca, wpltywa rowniez na ekspresje gendw
poszczegoélnych jednostek tego kanatu przeprowadzono analizeé RT-qPCR.
Wykazano, ze kwercetyna na ogét obniza poziom ekspresji gendw podjednostek
kanatu, z wyjgtkiem podjednostki regulatorowej $3. Jest to niewatpliwie ciekawy wynik
otwierajgcy dyskusje na temat krétko- i dtugofalowych skutkédw stosowania
kwercetyny.

Strona formalna pracy doktorskiej mgr. Rafata Kampy nie budzi wiekszych

zastrzezen. Rozprawa jest napisana zwieztym naukowym jezykiem. Jest dzietem

2



obszernym, facznie liczy 167 stron. Uktad rozprawy jest typowy dla eksperymentainych
prac doktorskich. We ,Wstepie” Autor przedstawia aktualny stan wiedzy na temat
zagadnien bedacych podstawg przeprowadzonych badan. Warto podkresli¢ logiczng
kolejno$¢ podrozdziatow i unikanie informacji zbednych, niezwigzanych z tematem
badan. Tekst ilustrowany jest czytelnymi rycinami. Zatozenia i cel rozprawy zostaty
przedstawione w sposéb logiczny, a kolejne eksperymenty sg konsekwencjg wynikéw
uzyskiwanych w poprzednich badaniach. W rozdziale ,Materiaty i metody” omoéwiono
w sposob szczegdtowy badane substancje, uzytg linie komérkowa i stosowane metody
pomiarowe. Godny podkreslenia jest wtasciwy dobér metod badawczych, ich

réznorodnos¢ i wysoki stopien zaawansowania technicznego.

Rozdziat ,Wyniki” przedstawia szczegbtowy opis uzyskiwanych rezultatow. W
opisie tym mozna znalezé krotkie okreslenie celu wykonania konkretnych
eksperymentédw oraz wstepng interpretacje uzyskiwanych wynikéw. Ryciny
dokumentujgce otrzymywane wyniki sg czytelne i poprawne pod wzgledem

edytorskim. Opracowanie statystyczne nie budzi moich zastrzezen.

W rozdziale ,Dyskusja” Autor poréwnuje uzyskane przez siebie wyniki z danymi
z literatury. Nie we wszystkich przypadkach mégt dokonywaé takiego poréwnania,
albowiem czes¢ wynikéw stanowi absolutne novum. Autor na ogdt podejmuje préby
interpretacji uzyskanych przez siebie wynikéw. Zapewne z ostroznosci nie prébowat
interpretowa¢ wynikdw pozornie kontrowersyjnych, jak np. wspomnianego przypadku
efektébw podania naringeniny-TPP*. Taka ostroznosé¢ $wiadczy o duzym
doswiadczeniu w redagowaniu artykutéw naukowych, cho¢ akurat w przypadku
rozprawy doktorskiej nawet interpretacje o charakterze spekulacji mogtyby znalez¢
miejsce. Wyniki i ich interpretacje podsumowuje rozdziat 6. ,Wnioski”. Zawiera on
oprécz tradycyjnie sformutowanych konkluzji z przeprowadzonych eksperymentéw
tabele, ktéra w sposob pogladowy podsumowuje uzyskane wyniki.

Podsumowanie pracy stanowi ,Streszczenie w jezyku polskim” i w jezyku

angielskim.

W rozdziale ,Spis publikacji” Autor przytacza dane bibliograficzne publikaciji
zwigzanych bezposrednio z rozprawg doktorska, ktérych jest wspodtautorem. Wymienia
tez pozostate publikacje ze swoim udziatem. Jakos¢ i liczba tych publikacji $wiadczg o

pracowito$ci Autora i Jego zaangazowaniu w prace naukows.



Rozprawe konczy wykaz bibliografii obejmujgcy imponujacg liczbe 267 pozycji.
Z obowigzku recenzenta przedstawiam krotka liste niedociggnied.

Strona 12 powinno by¢ ,enzym przecinajgcy” zamiast ,enzym przecinajgce”;
Strony 12, 13 brak objasnien kilku skrétéw, m.in. TASK-3, TWIK;

Strona 19, sformutowanie ,Wynika to z powodu” wymaga poprawy;

Strona 33 ,Badania dowiodty ograniczeniu...” raczej ,ograniczenia’;

Strona 44, Rycina 9, schemat w srodku ryciny przedstawia ,mitoplast zassany
do pipety pomiarowej’, tymczasem widac¢ tam wyraznie tatke btony a nie caty mitoplast.

Nie jest dla mnie jasna konfiguracja zastosowana w badaniach patch-clamp.
Wbrew temu co przedstawiono na rycinie 9, Autor pisze na stronie 44: ,Nastepnie
pojedynczy mitoplast zasysano szklang pipeta...”, co wskazywatoby na konfiguracje
,mitoplast-attached” bedgcg odpowiednikiem konfiguracji ,cell-attached”, z drugiej
strony w dalszych czesciach pracy mowa jest o skrawkach. Czy rzeczywiscie byly to
izolowane skrawki btony, a jesli tak to w jaki sposéb je uzyskiwano i w jakiej byty

konfiguracji mitoplast-attached, inside-out czy outside-out?

W opisie sktadu roztworéw w pipecie i w medium nie znalaztem informacji w jaki

sposéb okreslano i jak uzyskiwano ich odpowiedni potencjat osmotyczny.
Strona 46 powinno by¢ ,....barwinka DNA...” zamiast ,...barwniku DNA..."”;

Strona 50, podrozdziat 3.8.2, brak nalezytych objasnien wzoru na koncu
podrozdziatu: (OD260), Factor (50);

Strony 110, 115 sformutowania ,Aby potwierdzi¢ ...”, ,Dla potwierdzenia ...” w

odniesieniu do celu wykonania eksperymentu sg niefortunne;

Strona 127 stwierdzenie ,... w celu jego otwarcia” w przypadku kanatu zatrgca

o teleologie;

W uzupetnieniu pytan postawionych w toku recenzji, miatbym jeszcze kilka
kolejnych:



Prawdopodobienstwo otwar¢ badanych kanatéw wykazuje znaczny rozrzut w
warunkach kontrolnych od kilkunastu do prawie 70%, czy jest to typowe dla kanatéw
mitoBKca?

Z jakiego powodu nie analizowano zmian przewodnictwa jednostkowego kanatu
po podaniu flawonoidéw? Na przyktad na stronie 102, na rycinie 51 wyraznie wida¢
prgdy o réznym przewodnictwie? Czy byt to inny kanat niz mitoBKCa, czy stan
podprzewodnictwa (ang. subconductance) tego kanatu?

Podsumowanie

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska Rafata Kampy jest pracag
znakomitg. Autor uzyskat bardzo ciekawe rezultaty majgce charakter odkry¢
naukowych o znaczeniu poznawczym, ale takze o potencjalnym znaczeniu
aplikacyjnym. O wadze tych odkry¢ Swiadczy miedzy innymi to, ze wiekszo$¢ z tych
wynikow zostata juz opublikowana w renomowanych czasopismach naukowych, badz
jest w fazie przygotowania do publikacji. Ponadto, uzyskane wyniki otwierajg szerokie

pole do dalszych badan.

Stwierdzam z catg stanowczos$cig, ze rozprawa doktorska Rafata Kampy
spetnia warunki okreslone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o
szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2021 r. poz. 478, 619, 1630) oraz w zatgczniku
nr. 1 Regulaminu Rady Naukowej z 13. 04. 2018 r.

Ze wzgledu na wysokg jako$¢ rozprawy i znaczenie zaprezentowanych

wynikdw wnosze o nagrodzenie jej Autora stosowng nagroda.

Lublin, 15 listopada 2021 r.
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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Rafata Pawta Kampy

pt. "Flawonoidy kardioprotekcyjne — nowe regulatory mitochondrialnych kanatéw potasowych”

Przedstawiona do recenzji praca doktorska mgr Rafata Pawta Kampy zostata przygotowana
pod kierunkiem dr hab. Piotra Bednarczyka, prof. SGGW, w ramach wsparcia finansowego
przyznanego przez NCN dla projektow OPUS oraz ETIUDA. Celem pracy byto scharakteryzowanie
wplywu wybranych flawonoidéw kardioprotekcyjnych na aktywno$é mitochondrialnego kanatu
potasowego regulowanego jonami waphia mitoBKCa z zastosowaniem metody patch-clamp, a takze
metod biochemicznych i technik molekularnych. Do realizacji tego celu wykorzystano ludzkg linie
komarek srédbtonka naczyniowego EA.hy926.

W dobie rozwoju choréb cywilizacyjnych, jakimi niewatpliwie sg choroby sercowo-naczyniowo
powodowane przez stres, uzywki i niezdrowy styl zycia, poszukiwanie nowych metod leczenia oraz
skutecznych i specyficznych lekéw, zwlaszcza pochodzenia naturalnego, nie powodujgcych skutkow
ubocznych wydaje sie kluczowym wyzwaniem. Same flawonoidy to znane od lat substancje
pochodzenia roslinnego o wtasciwosciach antyoksydacyjnych. Jednak ich wptyw na mitochondria,
szczegOlnie na biorgce udziat w cytoprotekcji, mitochondrialne kanaty potasowe nie zostat do tej pory
wyjasniony. Podjety zatem przez pana mgr. Rafata Kampe temat jest szczegdlnie interesujgcy, a
uzyskane wyniki posiadajg duzy potencjat aplikacyjny.

Na podstawie dostepnej literatury Doktorant wyselekcjonowat flawonoidy o mozliwie
najwiekszym potencjale cytoprotekcyjnym i badat ich wptyw - w roznych stezeniach i warunkach (m.in.
zmieniajgcego sie stezenie jonoéw wapnia czy przytozonego napiecia) na aktywnos¢ kanatu
potasowego mitoBKca, a takze oddychanie mitochondriow, potencjat wewnetrznej btony
mitochondrialnej, migracje komaérek, mozliwos¢ indukowania apoptozy i nekrozy, a takze na ekspresije

genéw kodujgcych i poziomu biatka podjednostek kanatu mitoBKca dla najsilniejszego
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zdefiniowanego aktywatora tego kanatu — kwercytyny. Autor realizujgc projekt musiat zatem posigsc

znajomos¢ wielu metod badawczych i technik laboratoryjnych takich jak: prowadzenie hodowli
komodrkowej, izolacja mitochondridow, preparacja mitoplastow, badanie aktywnosci kanatéw metodag
patch-clamp, pomiary metodg cytometrii przeptywowej, izolacja RNA, PCR w czasie rzeczywistym, czy
identyfikacja biatek metodg western blot.

Do dysertacji zatgczony jest wykaz prac opublikowanych w trakcie realizacji doktoratu, z tego
w trzech pracach przedstawiono wyniki z badan nad wptywem flawonoidéw na kanat mitoBKca. Na
szczegllng uwage zastuguje fakt, ze sg to wyniki opublikowane w bardzo dobrych czasopismach,
Biomedicine & Pharmacotherapy, IF 6.52; Experimental Dermatology, IF 3.96, a Doktorant w dwéch z
nich jest pierwszym autorem, w trzeciej, Molecules, IF 4.4 jego wktad w prace jest rowny z udziatem dr
Anny Kicinskiej. Swiadczy to o umiejetnosci Doktoranta do pisania prac naukowych, prezentowania i
analizowania otrzymanych w trakcie badan wynikow. Pan Rafat Kampa jest takze wspoétautorem w 4
innych publikacjach, skupiajgcych sie wokét tematyki aktywnosci i funkcji mitochondrialnych kanatow
potasowych oraz wspotautorem rozdziatu ksigzki Mitochondrial Medicine. Methods in Molecular
Biology, w ktérym opisano zastosowanie techniki patch-clamp w badaniu aktywnosci kanatéw
wewnetrznej btony mitochondrialnej, Dwie kolejne publikacje sg obecnie w przygotowaniu.

Przedtozona do recenzji rozprawa doktorska stanowi obszerne opracowanie tematu
przedstawione na 167 stronach. Praca zawiera wszystkie niezbedne rozdziaty, ktére sg
charakterystyczne dla prac eksperymentalnych (Wprowadzenie, Materiaty i metody, Zatozenia i cele
pracy, Wyniki, Dyskusja, Wnioski, Streszczenie w j. polskim i j. angielskim). Proporcje poszczegdélnych
rozdziatow sg wiasciwe, opis wynikéw i dyskusja zajmujg ponad potowe pracy. W pracy doktorskiej
znajduje sie 8 tabel i 68 rycin, w tym rysunki wtasne Autora oraz spis zawartych w tekscie licznych
skrétéw. Rozprawe konczy spis literatury, ktdry obejmuje 267 prac, w wiekszosci sg to oryginalne i
najnowsze publikacje, wykorzystane gtéwnie we wstepie i dyskusji. Praca napisana jest bardzo jasno
z nielicznymi sformutowaniami potocznymi (np. str. 42, szybkie i wolne wirowanie), lub
nieprecyzyjnymi (np. str. 16 — ,energia syntetyzowana w mitochondriach” - energii nie mozna
produkowa¢, mozna zamienia¢ rodzaje energii), czy btedami edytorskimi, (interpunkcyjne, literéwki).
Format pracy jest przejrzysty, jasny i przyjazny dla czytelnika. To co zwraca uwage to brak akapitow w
catej pracy, by¢ moze wynikajgcy z btedu podczas jej formatowania.

We Wprowadzeniu Doktorant bazujgc na wielu materiatach zrodtowych wprowadza czytelnika
krok po kroku w tematyke pracy, przedstawia aktualne dane dotyczace budowy i funkgciji
mitochondridéw, a takze roli tych organelli w chorobach uktadu sercowo-naczyniowego ze szczegdinym
uwzglednieniem mitochondrialnych kanatéw potasowych regulowanych jonami wapnia. W drugiej

czesci rozdziatu Autor skupia sie na wiasciwosciach i funkcjach flawonoidéw wykorzystanych do
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przeprowadzenia badan, takich jak naringenina i jej pochodne, luteolina (po raz pierwszy badano jej

wplyw na kanat mitoBKca w tej pracy), cyjanidyna, kwercytyna opisanych w literaturze jako zwigzki o
potencjale kardioprotekcyjnym. Z przedstawionych we Wprowadzeniu tresci wytania sie jasno cel
pracy przedstawiony w rozdziale Zafozenia i cel rozprawy, w ktérym zostajg sformutowane: cele
gtéwne tj. pomiary elektrofizjologiczne aktywnosci kanatu mitoBKca w obecnosci flawonoidéw metodg
patch-clamp i towarzyszgce tym regulacjom zmiany biochemiczne i fizjologiczne mitochondridw,
zostajg sformutowane takze cele szczegdtowe.

W rozdziale Materiaty i metody scharakteryzowane zostaly przez Autora wykorzystane w
badaniach substancje chemiczne tj. flawonoidy kardioprotekcyjne, modulatory kanatu mitoBKca
(niezbedne do okreslenia aktywnosci kanatu) oraz pozostate substancje tj. FCCP- rozprzegacz
mitochondriow i cykloheksymid - czynnik indukcji apoptozy. Ponadto opisany zostat model badawczy
czyli komorki srédbtonka naczyniowego oraz kolejne zastosowane w pracy metody, w tym izolacja
mitochondridow, mitoplastéw, pomiary elektrofizjologiczne, pomiar potencjatu btonowego metodag
cytometrii przeptywowej, oksygraficzny pomiar oddychania komérkowego, ocena przezywalnosci i
migracji komorek, ocena poziomu ekspresji gendw metodg PCR w czasie rzeczywistym, a takze
poziomu biatek metodg Western blot przy uzyciu specyficznych przeciwciat oraz analizy statystyczne.
Ta cze$¢ pracy opisana jest w jasny, zrozumiaty sposob, dodatkowo przy opisie niektorych metod,
opatrzona schematami obrazujgcymi poszczegodlne etapy eksperymentu. Sugerowatabym jedynie by
w opisie Tabel co do zastosowanych przeciwciat (Tab. 7) i sekwencji starteréow dla analizowanych
gendw (Tab. 9) przypomnie¢ czytelnikowi czego dotyczg skroty. Prositabym takze Doktoranta o
odpowiedz na kilka pytan:

e Czy aplikowane stezenia flawonoidéw oraz modulatorow mitoBKca byly dobrane na
podstawie doniesien literaturowych, czy tez ilos¢ podawanych substancji okre$lano
eksperymentalnie? Jakie jest uzasadnienie tak dobranych stezen?

e Z czego wynikajg réznice w czasie inkubacji flawonoidéw i modulatoréw kanatu mitoBKca z
komorkami $rédbfonka w réznych typach eksperymentéw: np. jeden punkt pomiarowy 1.5 h
dla analizy potencjatu btonowego, kilka punktéw pomiarowych dla apoptozy czy 12 h dla
zbadania poziomu ekspresji gendw kodujgcych i biatek kanafu mitoBKca?

e Czy do pomiaréw oddychania komoérkowego stosowano substraty oddechowe? Czy wiadomo
(z literatury lub obserwaciji) jak flawonoidy mogg oddziatywac¢ na parametry bioenergetyczne
tj. kontrola oddechowa (KO), indeks ADP/O czy aktywno$c¢ biatka rozprzegajgcego (UCP)?

Czy mozliwa jest kooperacja miedzy biatkiem UCP, a kanatem mitoBKca?
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Rozdziat Wyniki przedstawiony jest w dwoch wydzielonych podrozdziatach. W pierwszym z nich

Autor przedstawia wlasciwosci biochemiczne i farmakologiczne kanatu mitoBKCca w komodrkach
srodbtonka, w warunkach kontrolnych, okreslone na podstawie aktywnosci (prawdopodobienstwa
otwar¢) kanalu w obecnosci aktywatora (NS11021), inhibitora (paksyliny) i modulatora (wapn,). | tu
moje pytanie:
e Czy witasciwosci mitochondrialnego kanatu potasowego o duzym przewodnictwie
regulowanego jonami Ca - mitoKBca z linii komérek $rédbfonka naczyniowego hodowanych
w wysokim stezeniu glukozy (4.5 g/l) réznig sie od tych pochodzgcych z komérek srodbtonka
hodowanych w niskim stezeniu glukozy? (1 g/l)

Kolejny podrozdziat dotyczy juz regulacji kanatlu mitoBKca przez flawonoidy. Autor opisuje

wptyw wyselekcjonowanych substancji na aktywnos¢ kanatu, potencjat btonowy mitochondridw,
przezywalno$¢ komorek, witasciwosci cytoprotekcyjne i udziat flawonoidow w migracji komorek.
Wyniki opisane sg w staranny i zwiezly sposéb, opatrzone licznymi rycinami i fotografiami. Choé
zdjecia obrazujgce migracje komoérek czy wskazujgce na cytoprotekcyjny efekt flawonoidow sg
czytelne, to powigkszenie ich rozmiaru wzmocnitoby ten rodzaj dokumentacji wynikow.
Dla kwercytyny, ktéra wykazywata wyjatkowo silny wptyw na aktywacje mitoBKca analizowano
dodatkowo poziom biatka kanatu mitoBKca i jego jednostek regulatorowych oraz ekspresje gendéw
kodujgcych podjednostki kanatu. W przypadku tego flawonoidu wykonano takze pomiar zuzycia tlenu
przez komorki srodbtonka. W tym miejscu chciatby zapytaé:

e Dlaczego wptyw  innych  wyselekcjonowanych substancji kardioprotekcyjnych
wykorzystywanych w pracy nie byt badany pod katem zmian w poziomie oddychania
komorkowego?

Na uwage zastuguje podjecie przez Doktoranta dodatkowych badan w ktérych wykorzystano
flawonoid strukturalnie podobny do kwercytyny - izoramentyne, gdzie grupa hydroksylowa w pozycji 3’
pierscienia kwercytyny zastgpiona zostata grupg metoksylowg. Otrzymane wyniki wskazuja na
kluczowg funkcje grupy OH kwercytyny w aktywacji kanatu mitoKBca oraz braku blokowania przez
paksyline.

W rozdziale Dyskusja, Doktorant, po krétkim wstepie omawia i dyskutuje w kontekscie
dostepnej literatury udziat flawonoidow w cytoprotekcji oraz modulowaniu przewodnictwa kanatu
mitoBKca, potencjatu btony mitochondrialnej i oddychania komérkowego, indukcji proceséw apoptozy,
nekrozy oraz wplywu flawonoidéw na migracje komérek. We wstepie do tego rozdziatu (str. 119)

bardziej precyzyjne bytoby zdanie ,flawonoidy kardioprotekcyjne i pochodne naringeniny.”
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Rozdziat Dyskusja pokazuje dojrzato$¢ Autora, ktoéry sprawnie porusza sie w obszarze

tematyki, ktérej praca dotyczy i w wywazony sposéb omawia otrzymane przez siebie wyniki badan nad
wptywem flawonoidéw na kanat mitoBKca oraz towarzyszce temu zmiany w metabolizmie i fizjologii
mitochondridow z badaniami na innych modelach badawczych np. glejeka i fibroblastow skéry. Autor
dyskutuje takze wptyw flawonoidéw na plazmatyczny kanat BKca i jego role w funkcjonowaniu
neurondw, fagodzeniu stanéw zapalnych, hamowaniu wzrostu komodrek nowotworowych czy
rozkurczaniu miesni gtadkich tetnic. Uwypuklone zostajg przez Doktoranta réznice w aktywnosci
flawonoidéw na cytoplazmatyczny i mitochondrialny kanat potasowy, przyktadowo juz 3 uM
kwercytyna, flawononoid o najwigkszej aktywnosci na mitoBKca i najwigkszym potencjale
kardioprotekcyjnym w takich stezeniach nie aktywuje cytoplazmatycznego kanatu mitoBKca. Stezenia
30 uM, ktére go aktywujg w mitochondriach indukujg juz nekroze.

W nawigzaniu do tej czesci pracy i watku wspomnianego w Dyskusiji chciatbym zapytaé:

e Jakie jest zdanie Doktoranta dotyczgce oddziatywania flawonoidéw na mitoBKca w
warunkach in vivo (czyli w warunkach odzwierciedlajgcych przyjmowania flawonoidéw np. w
postaci lekow)? Jaki wptyw na aktywno$¢ kanatu mogg mie¢ metabolity posrednie
flawonoiddéw czy Srodowisko wewnatrzkomérkowe?

| dalej:

e W technice patch-clamp zastosowanej w pracy flawonoidy podawano z wykorzystaniem
systemu perfuzyjnego bezposrednio oddziatujgc na kanat. Jak mogtaby wygladac aktywnos$c
kanatu mitoKBca gdyby najpierw inkubowano badane substancje z komérkami, a nastepnie

badano metodg patch-clamp badano jego aktywnos$c¢?

Podsumowujgc tg czes¢ pracy, brakuje mi zamykajgcych Dyskusje rozwazan Autora, ktére spinatoby
wszystkie elementy dysertacji oraz pokazywaty perspektywe dalszych badan nad wptywem zwigzkéw
pochodzenia roslinnego na mitochondrialne kanaty potasowe czy potencjalnego wykorzystania tych
substancji w zapobieganiu i leczeniu choréb sercowo-naczyniowych.

Streszczenie w zwarty sposob opisuje catoksztatt badan. W czesci Bibliografia znajduje sie
bogaty dobdr réznorodnych publikacji, co swiadczy o swobodnym poruszaniu sie Doktoranta w
obszarze, ktérym sie zajmuje. W niektoérych pozycjach literaturowych brakuje jednak stron, np. pozycja
122, 146, 170, 174,193.
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Najwieksze osiggniecia przedtozonej do recenzji rozprawy doktorskiej to:

e Zidentyfikowanie i scharakteryzowanie po raz pierwszy nowych aktywatoréw kanatu
mitoBKca — flawonoidéw: naringeniny i kwercytyny

e Wykazanie silnego cytoprotekcyjnego efektu dziatania kwercytyny oraz wplywu tego
flawonoidu na mitochondrialny potencjat blonowy, oddychanie i migracje komoérek srédbtonka
naczyniowego oraz ekspresje gendw i poziom biatka kanatu mitoBKca

e Wykazanie po raz pierwszy przy wykorzystaniu metody patch-clamp interakcji miedzy
kwercytyng, a paksyling

e Wpykazanie ochronnego dziatania naringeniny przed apoptozg i nekrozg komorek

e Wykazanie, ze luteolina i cyjanidyna aktywujg kanat mitoBKca w warunkach zredukowanych

Przedstawiong do recenzji rozprawe doktorskg pana mgr. Rafata Kampy oceniam bardzo
wysoko. Jest opracowaniem opartym na oryginalnych wynikach, zawierajgcym elementy nowosci
naukowej, opublikowanym w bardzo dobrych czasopismach naukowych. Postawione cele badawcze
zostaty przez Doktoranta zrealizowane i pieczotowicie opisane. Praca doktorska wskazuje na bogaty
warsztat badawczy Autora oraz ogoélng i specjalistyczng wiedze. Drobne btedy i niedociggniecia w

tekscie nie wptywajg na pozytywng ocene merytoryczng catego projektu.

Przedtozona mi do recenzji rozprawa doktorska spetnia warunki okreslone w art. 187 Ustawy z dnia
20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2021 r. poz. 478, 619, 1630) oraz
zatgcznika nr. 1 Regulaminu Rady Naukowej z 13.04.2018 r. Dlatego zwracam sie do Wysokiej Rady
o dopuszczenia mgr. Rafata Kampy do dalszych etapéw przewodu doktorskiego. Ponadto, ze wzgledu

na wysokg merytoryczng warto$¢ pracy wnosze o jej wyréznienie.

dr hab. Matgorzata Stociniska, prof. UAM
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RECENZJA
rozprawy doktorskiej mgr. Rafala Pawla Kampy zatytulowanej:

» Flawonoidy kardioprotekcyjne: nowe regulatory mitochondrialnych kanaléw potasowych”

wykonanej pod kierunkiem Dr hab. n. farm. Piotra Bednarczyka, Prof. SGGW w Pracowni
Wewnatrzkomoérkowych Kanatéw Jonowych Instytutu Biologii Doswiadczalnej im. M. Neckiego PAN

w Warszawie.

Obserwowane zaburzenia pracy serca i ukfadu krazenia sa czesto wynikiem uposledzenia funkcji
mitochondrialnych, prowadzacych do powstawania szeregu zmian chorobowych w tym zmian
o charakterze miazdzycowym czy powaznych zmian niewydolnosciowych. Wyniki badan w ostatnim
okresie wskazuja na aktywny udziat mitochondriéw w procesie apoptozy, co czesto jest punktem wyjscia
do poszukiwaf nowych mechanizméw cytoprotekcyjnych. Publikowane badania pokazuja, ze
traktowanie chociazby tkanki migsnia sercowego aktywatorami kanatéw potasowych zwieksza
przezywalnos¢ tych komoérek podczas niedotlenienia/reperfuzji. Pomimo intensywnych poszukiwan,
doktadny mechanizm cytoprotekcji z udzialem jonéw potasu pozostaje nadal niewyjasniony, a substancje
pochodzenia roslinnego staja si¢ obecnie potencjalnym obiektem zainteresowania jako naturalne
regulatory mitochondrialnych kanatéw potasowych. Jednakze na chwile obecng nie ma danych
literaturowych o ich bezposrednim oddziatywaniu z mitochondrialnymi kanatami potasowymi, w tym
z kanalem mitoBKCa. Aktywacja tego wlasnie kanatu przez flawonoidy moze okazaé si¢ wiec nowa,
mitochondrialng $ciezka indukujaca procesy zwigzane z zjawiskiem kardioprotekcji, na przyktad
w komorkach srédbtonka naczyniowego.

Przestawiona do oceny dysertacja wpisuje si¢ w bardzo aktualny nurt prowadzonych obecnie
badan opisujacych kompleksowa i bardzo precyzyjna, analize regulacji aktywnosci kanatu mitoBKCa
przez wybrane zwigzki polifenolowe w tym flawonoidy i antocyjany z wykorzystaniem techniki patch-
clamp jak i okreslenie funkcjonalnych konsekwencji tej regulacji z zastosowaniem nowoczesnych
technik biofizycznych, biochemicznych oraz metod biologii molekularnej. Autor postawil sobie za
zadanie wiele ambitnych celow w tym w szczegdlnosci podjat sie prob: 1/ oceny podstawowych
wlasciwosci biofizycznych oraz farmakologicznych kanalu BKCa obecnego w wewnetrznej blonie
mitochondrialnej komoérek $rodbtonka naczyniowego linii EA.hy926 (badania regulacji kanalu przez
jony wapnia oraz znane modulatory: paksyling i NS11021), 2/ okreslenia technikg patch-clamp wptywu
wybranych do badan polifenoli w tym naringeniny, chalkonu naringeniny, naringeniny-TPP+, 6-C-
glukozydu naringeniny, cyjanidyny, luteoliny i kwercetyny na aktywno$é kanatu mitoBKCa
w komoérkach srédbtonka linii EA.hy926, 3/ analizy zmiany potencjalu wewnetrznej blony
mitochondrialnej w obecnosci naringeniny i jej pochodnej TPP+ oraz wybranych aglikonéw: cyjanidyny,

luteoliny i kwercetyny, z wykorzystaniem sondy fluorescencyjnej JC-10, 4/ pomiaru zmian zuzycia tlenu
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w komorkach srodbtonka naczyniowego linii EA.hy926 z wykorzystaniem oksygrafu pod wpltywem
naringeniny oraz kwercetyny, 5/ oceny bezpieczenstwa i toksycznosci oraz wlasciwosci protekcyjnych
‘naringeniny, naringeniny-TPP+, cyjanidyny, luteoliny i kwercetyny w modelu in vitro linii komérkowej
EA.hy926, 6/ charakterystyke aktywnosci kanalu mitoBKCa, zmian potencjatu mitochondriéw oraz
szybkosci oddychania komérek EA.hy926 pod wplywem flawonolu izoramnetyny, 7/ analize tempa
migracji komorek EA.hy926 pod wplywem naringeniny, cyjanidyny, luteoliny oraz kwercetyny w tescie
zarastania rysy czy gojenia rany (wound healing) oraz ostatecznie 8/ oceny wplywu kwercetyny na
zmiang ekspresji genéw i poziomu biatka podjednostek kanalu BKCa w mitochondriach komorek
srodbtonka naczyniowego komorek EA.hy926. W koncowym etapie uzyskane z badafn wyniki Autor
poddat ocenie statystycznej w oparciu o zastosowany test t-Studenta oraz wykorzystal jednoczynnikowa
badz dwuczynnikowa analize wariancji ANOVA z testem Tukey’a.

W mojej ocenie praca doktorska Pana mgr Rafala Kampy zawiera wilasciwie postawione
hipotezy badawcze zweryfikowane przy pomocy nowoczesnego warsztatu aparaturowego. Co wazne,
przyjete tezy i uzyskane w ich toku wyniki majag znaczenie nie tylko poznawcze ale
i praktyczne szczegdlnie w kontekscie skladnikow zywnosci funkcjonalnej (suplementy diety),
a ich sformulowanie $wiadczy o oryginalnosci podjetego tematu. W wyniku przeprowadzonych
doswiadczen, mgr Kampa wykazal, ze wybrane do analiz zwigzki polifenolowe regulujg aktywnos¢
mitochondrialnego kanalu potasowego o duzym przewodnictwie (mitoBKCa). Ponadto dowiodl, ze
regulacja ta ma wplyw na stabilno$¢ potencjatlu wewnetrznej blony mitochondrialnej, szybkosé
oddychania, migracj¢ oraz ochrone komoérek przed wuszkodzeniem. Oczywiscie, wzorowo
przeprowadzony eksperyment pozwolil doktorantowi na sformutowanie szeregu wiasciwie postawionych
wnioskow podsumowujacych przeprowadzong ocene regulacji mitochondrialnej przez wybrane do badan
zwigzki polifenolowe. Jako nowe aktywatory kanatu mitoBKCa wskazal na pochodne flawonolowe,
kwercetyng oraz izoramnetyng. Dwa pozostale zwiazki cyjanidyna i luteolina aktywowaty kanat
mitoBKCa w warunkach zredukowanych, podczas gdy w warunkach kontrolnych ich role okreslit jako
neutralng badz hamujaca. Inne pochodne w tym naringenina-TPP+, chalkon naringeniny oraz 6-C-
glukozyd naringeniny uznal jako inhibitory mitochondrialnego kanatu BKCa. Na uwage zastuguje fakt,
iz po raz pierwszy, wykorzystujac technike patch-clamp, odkryto interakcje pomiedzy kwercetyna,
a paksyling. Po aktywacji kanalu mitoBKCa przez kwercetyne, zastosowane biatko adaptorowe -
paksylina nie hamowata aktywnosci kanatu.

Doktorant dodatkowo opisat, ze kwercetyna powoduje depolaryzacje wewnetrznej blony
mitochondriow w komérkach srodblonka naczyniowego EA.hy926, zas naringenina-TPP+ wywoluje jej
hiperpolaryzacj¢. Zaobserwowal jednoczesnie, ze zbadane zwigzki, luteolina, cyjanidyna oraz
izoramnetyna nie wplywaja na zmiany potencjatu mitochondriéw, a zastosowana kwercetyna przyspiesza
oddychanie mitochondriéow w komorkach srodbtonka EA.hy926 w sposéb zalezny od stezenia. W
badaniach oceny bezpieczenstwa (cytotoksycznosci) dowiddl, iz analizowane flawonoidy nie indukowaty
smierci apoptotycznej czy nekrotycznej. Co prawda wyjatek jedynie wykazata kwercetyna w stezeniu 30
uM, ktéra wywolywala nekroze, jednakze na niskim poziomie istotnosci statystycznej. Dodatkowo, mgr
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Kampa wykazat, iz trzy z badanych zwiazkow flawonoidowych, kwercetyna, naringenina oraz
naringenina-TPP+ wplywaja na przezywalno$¢ komorek s$rodblonka EA.hy926 w warunkach
‘uszkodzenia indukowanego przez TNF-o/cykloheksymid. W toku dalszych bardzo pracochtonnych
zadan badawczych doktorant zastosowal test zarastania rysy, w ktorym poréwnujac poszczegdlne
zwigzki uznal, ze kwercetyna, luteolina i naringenina przyspieszaja proces migracji komorek, natomiast
inhibitor kanatu mitoBKCa, naringenina-TPP+ w poréwnaniu do migracji komorek nietraktowanych,
spowolniata zarastanie rysy. Koncowym etapem pracy byla odpowiedZz na pytanie czy kwercetyna
wplywa na ekspresje gendéw oraz poziom biatka kanatu mitoBKCa oraz jego jednostek regulatorowych,
ktora jednoznacznie wskazala na wzrost ekspresji genu i poziomu biatka podjednostki regulatorowej 3.

Majac na uwadze wysoki poziom merytoryczny ocenianej monografii, jej lektura nasuneta kilka
uwag i zapytan stwarzajac tym samym okazj¢ do dyskusji:

1. Nie odnalaztem w pracy rozwinigcia w dyskusji pewnych aspektow zaleznosci aktywnosé-
struktura SAR (structure-activity relationship) badanych zwigzkéw polifenolowych. Pomimo, iz
analiza SAR zdecydowanie powinna by¢ oceniona na podstawie wiekszej liczby badanych
zwiazkow warto byloby przynajmniej w ogdlnym zakresie pochyli¢ si¢ nad tym zagadnieniem.

2. Pewnym niedociagnigciem jest uznanie cyjanidyny za potaczenie flawonoidowe. Cyjanidyna,
faktycznie jest forma aglikonowa, ale z grupy wielofenolowych pochodnych flawanu, ktére sa
bezposrednio spokrewnione z katechinami czy proantocyjanidynami i zaliczona powinna by¢ do
grupy antocyjanidyn, aglikonéw antocyjanowych. W tym miejscu rowniez chcialbym zwrocic¢
uwage na niefortunne sformutowania obecne w tekscie rozprawy, dla przyktadu stwierdzenie, iz
6-C-glukozyd naringeniny jest pochodng zawierajaca reszte cukrows, skoro w nazwie
wymieniona jest juz glukoza.

3. Autor rozprawy wspomina réwniez, co zashuguje na podkreslenie, o pewnych bardzo waznych
kwestiach zwiazanych z metabolizmem zwigzkéw flawonoidowych w kontekscie uktadu
kompartmentowego jakim jest zywy organizm (badania w modelu in vivo, ocena
metabolomiczna w oparciu o techniki wielkoskalowe w tym migdzy innymi analizy LC-MS).
Jest to kluczowe zagadnienie, ktore réwniez w pewnym stopniu zobrazowatoby znaczaco badane
w pracy zaleznosci.

4. W ocenianej pracy zabrakto mi jednoznacznie, przynajmniej w niewielkim stopniu, wspomnianej
kwestii przefozenia uzyskanych wynikéw na wartos¢ aplikacyjna badanych polifenoli,

w kontekscie zywnosci funkcjonalnej i ich aktywnosci kardioprotekcyjne;.

Lektura dysertacji uprawnia mnie do stwierdzenia, ze Autor wykazal si¢ wyjatkowg zdolnoscia
w opanowaniu szeregu nowatorskich technik pracy w laboratorium biochemicznym/biologii
molekularnej. Przedstawione w pracy doktorskiej wyniki badan oraz obszerna, zrozumiata, i co wazne
dos¢ krytyczna dyskusja potwierdzaja dojrzalos¢ badawcza Doktoranta, jak i dociekliwo$¢ oraz
umiejetnos¢ stawiania i rozwigzywania probleméw badawczo-naukowych. Przeprowadzony eksperyment

wymagat w jego poczatkowej fazie szczegétowo przemyslanych i postawionych hipotez badawczych.




Ten schemat, jasno postawionych kolejnych etapéw badawczych, zostat zrealizowany bez zarzutu.
Strona techniczna rozprawy doktorskiej Pana mgr Rafata Kampy nie budzi moich najmniejszych
.zastrzezen tym bardziej, iz jest przygotowana z zachowaniem klasycznego i bardzo estetycznie
przygotowanego uktadu edytorskiego.

Podsumowujac, jednoznacznie stwierdzam, ze przedstawiona do oceny rozprawa
doktorska Pana mgr. Rafala Kampy spelnia warunki okreslone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca
2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2021 r. poz. 478, 619, 1630) oraz
Zalacznika nr 1 Regulaminu Rady Naukowej z 13 kwietnia 2018 r. Dysertacja jest niezwykle
wartosciowa zaréwno z naukowego jak i aplikacyjnego punktu widzenia. Wnosz¢ tym samym do
Wysokiej Rady Naukowej Instytutu Nenckiego PAN o dopuszczenie mgr. Rafala Kampy do
dalszych etapow przewodu doktorskiego rekomendujac tym samym do nadania stopnia doktora

nauk w dyscyplinie nauki biologiczne.

Dr hab. n. farm. Michat Tomczyk
Kierownik Zaktadu Farmakognoz;ji
Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku




	Recenzja 1 rozprawy doktorskiej mgr Rafała Kampy
	Recenzja 2 rozprawy doktorskiej mgr Rafała Kampy
	Recenzja 3 rozprawy doktorskiej mgr Rafała Kampy

