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Ocena rozprawy doktorskiej Aleksandry Sek
pt. ,Regulacja aktywnosci mitochondrialnego kanalu potasowego przez

niskoczgsteczkowe zwiazki syntetyczne pochodzenia roslinnego”

Rozprawa doktorska Aleksandry Sek pt. ,,Regulacja aktywnosci mitochondrialnego kanatu
potasowego przez niskoczasteczkowe zwigzki syntetyczne pochodzenia roslinnego™ to
obszerne opracowanie, ktére mogloby by¢ podstawag do ubiegania si¢ z powodzeniem nie
o jeden, a o dwa doktoraty. By¢ moze Doktorantka czula si¢ zobowigzana do wypetnienia
wysokich wymagan obu promotoréw: profesora Adama Szewczyka i profesora Tomasza
Bauera. Z zadania tego wywiazala si¢ znakomicie.

Autorka jako pierwsza zidentyfikowala i scharakteryzowata kanaly potasowe typu
mitoBKca w wewnetrznej bonie mitochondrialnej ludzkich komdrek nabtonka oskrzelowego
(HBE). Ponadto, w celu poszerzenia mozliwosci badawczych, wykorzystata stabilng linie
komoérek HEK293 z wbudowang do mitochondriéw izoforma katalityczng (VEDEC) kanatu
mitoBKca z kardiomiocytow. Model ten roznit si¢ od komoérek HBE m.in. nieobecnoscig
podjednostek regulatorowych badanego kanatu. Kanaty jonowe typu BKca zostaty nastepnie
doktadnie scharakteryzowane dzigki zastosowaniu techniki patch-clamp. Ze wzgledu na znana
z wezesniejszych badan, wazna rolg aktywacji kanaléw mitoBKca w kardio- i neuroproteke;ji,
Autorka zbadata wplyw kilkunastu zwigzkéw chemicznych na aktywnos$¢ kanatéw BKca
w dwoéch ww. modelach dos§wiadczalnych. Prace z Jej udzialem beda z pewnoscig przydatne
w analizie etiologii niektorych choréb uktadu oddechowego.

W pierwszym etapie badan Autorka udowodnita, ze rejestrowane metoda patch-clamp
prady jonowe to efekt otwaré kanalu potasowego typu mitoBKca Swiadezy o tym
przewodnictwo jednostkowe rzedu 290 pS (w obecnosci 150 mM roztworu KCI po obu
stronach skrawka btony), podatno$é na wysokie stezenie jonéw Ca*", calkowite hamowanie
aktywnosci kanatu przez 1 pM paksyling, inhibitor kanaléw mitoBKca oraz w nieco mniejszym

stopniu przez inny inhibitor, iberiotoksyne, z drugiej strony aktywacja kanalu po zastosowaniu



znanego aktywatora, NS11021. Wprawdzie Autorka nie sprawdzata selektywnosci kanatu, ale
sktad roztworéw po obu stronach blony pozwolit na przeptyw gtéwnie pradéw potasowych.

Ponadto, stosujac technike PCR i RT-qPCR, Doktorantka wykazata transkrypcje
podjednostek Kkatalitycznych o i podjednostek regulatorowych B3 i B4 kanalu BKca
w komérkach HBE. W celu sprawdzenia komoérkowej lokalizacji podjednostek tworzacych
kanat zastosowata technike Western blot. Potwierdzeniem wynikéw uzyskanych metodg patch-
clamp na izolowanych mitoplastach bylo zidentyfikowanie podjednostek o i {3 kanatu
mitoBKca we frakcji mitochondrialnej komoérek HBE. Dodatkowo, Doktorantka zbadata efekt
aktywacji kanatéw mitoBKca w nienaruszonych komoérkach HBE. Aktywacja tych kanatow,
w tym przypadku po dodaniu NS11021, powinna spowodowa¢ depolaryzacj¢ wewngtrznej
blony mitochondrialnej, co rzeczywiscie miato miejsce, a zostalo zarejestrowane dzigki
zastosowaniu sondy fluorescencyjnej JC10 w cytometrii przeptywowej. Inny typ badan
przyzyciowych polegal na pokazaniu, ze po dodaniu wspomnianego aktywatora kanatéw BKca
wyraznie wzrasta poziom oddychania mierzony zuzyciem tlenu. Efekt ten byt prawie
catkowicie znoszony przez paksyline.

Niemal wszystkie wymienione wyzej typy eksperymentéw byty nastgpnie powtorzone
przez Doktorantke na linii komorkowej HEK293-BK-DEC, w ktérej mitochondriach wyrazona
zostata izoforma (VEDEC) podjednostki o kanatu mitoBKca nieobecnego natywnie
w komérkach HEK293. Pomiary wykonane technika patch-clamp pozwolily stwierdzi¢,
ze zaimplementowane do komoérek HEH293 biatko pelni funkcje kanalu typu mitoBKca.
Swiadczyto o tym typowe przewodnictwo, zalezno$¢ o stezenia jonéw wapnia oraz catkowita
inhibicja pradéw po zastosowaniu paksyliny. Réznice w stosunku do komoérek HBE to
zwiekszone prawdopodobiefistwo otwar¢ kanatu, wigksza gestos$¢ powierzchniowa kanalow
oraz brak istotnej aktywacji przez NS11021. Ten ostatni wynik byl zapewne spowodowany
wysoka aktywnoscia, bliska nasycenia, kanatéw nietraktowanych aktywatorem.

Stosujac znakowanie immunofluorescencyjne, Autorka rozprawy wykazata obecnos¢
wariantu podjednostki o kanatu BKca m.in. w mitochondriach. Tak jak w przypadku
poprzedniego modelu, zastosowano techniki PCR oraz Western blot w celu sprawdzenia
obecnosci podjednostki katalitycznej kanatu w mitochondriach linii komérkowej HEK293-
BK_DEC. Eksperymenty te potwierdzily jednoznacznie ekspresj¢ wprowadzonego genu
w mitochondriach tych komérek. Konsekwencja obecnosci i wysokiej aktywnosci badanego

kanahu byto zwiekszenie szybkosci oddychania w komoérkach HEK293-BK_DEC w stosunku



do kontrolnych komérek HEK293, co Autorka wykazala prezentujac wyniki pomiardéw
z uzyciem oksygrafu.

Podsumowujac tg cze$¢ rozprawy doktorskiej stwierdzam, ze jest to wazny przyczynek
do poznania mechanizméw funkcjonowania kanaléw jonowych typu mitoBKca
w mitochondriach komorek nablonka oskrzelowego. Dolaczenie wynikéw badan
z zastosowaniem linii komdrkowej HEK293-BK DEC pozwolilo na uzyskanie cennych
informacji dotyczacych funkcjonowania samej podjednostki VEDEC zawierajgcej por kanatu.
Ponadto poréwnanie wynikéw z obu modeli eksperymentalnych rzucito nowe $wiatto na role
podjednostek regulatorowych f.

Dysponujac dobrze zdefiniowanymi modelami do§wiadczalnymi, Doktorantka podjeta
si¢ zmudnej analizy wpltywu réznorodnych substancji na aktywno$é kanatow typu mitoBKca.
W pierwszym etapie analizie poddata zwigzki z grupy flawonoidéw, gléwnie naringenine i jej
pochodne. Wybdr tej grupy zwigzkéow spowodowany byl wczesniejszymi doniesieniami
o aktywacyjnej roli naringeniny w stosunku do kanaléw mitoBKca z fibroblastéw skory
i komérek endotelialnych. Efektu takiego nie stwierdzono w stosunku do kanatéw badanych
w niniejszej pracy. Nastgpnie Doktorantka poddata szczegélowej analizie wptyw siedmiu
pochodnych naringeniny na aktywno$¢ kanatow mitoBKCa z komoérek HBE oraz
mitoBK_DEC wyrazonych w komérkach HEK293. Zaden z tych zwiazkéw nie wywolal
ochronnego efektu w stosunku do czynnikéw wywolujacych apoptoze lub nekroze. Wrecz
przeciwnie, kilka z tych zwigzkdw zwigkszato liczbe komoérek, ktére ulegty uszkodzeniu. Jedna
z przebadanych substancji, 7-O-prenylo-naringenina spowodowata wprawdzie istotng
aktywacje badanych kanatéw, jednak nie mialo to istotnego wplywu na cytoprotekcje.

Inng grupa przetestowanych zwiazkéw nalezacych do flawonoidéw pochodzenia
roslinnego byly antocyjany. Doktorantka zbadata wpltyw 3-glukozydu malwidyny, 3-glukozydu
peonidyny oraz 3-glikozydu petunidyny na aktywnos¢ kanatéw mitoBKca. Autorka wykazata,
ze zaden z tych zwigzkdw nie wplywal na przezywalnos¢ komérek HBE, mimo ze jeden z nich
3-glukozyd petunidyny hamowat aktywnos¢ kanalu mitoBKc, w mikromolowych stezeniach.

Ostatnia czg$¢ eksperymentéw miala na celu przebadanie osmiu zwigzkéw bedacych
pochodnymi paksyliny, efektywnego inhibitora kanatéw BKca. Tu wybér padt na komérki
HEK?293-BK_DEC jako na obiekt badan. Wynikalo to zapewne z potrzeby zbadania wpltywu
tych substancji na por kanatu, a nie na jego podjednostki regulatorowe.

Badania technikg patch-clamp wykazaly znacznie mniejszy potencjat inhibicyjny
pochodnych paksyliny w stosunku do samej paksyliny. Owszem, kilka przebadanych

alkaloidow: weratryna, homotropina i chlorowodorek semperwiryny powodowaty wyrazny
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spadek prawdopodobienstwa otwar¢ kanaléw mitoBKca, ale dopiero w stezeniach rzedu 30 pM,
a wiec 30-krotnie wyzszych niz w przypadku paksyliny. Ponadto, 3 sposroéd 8 przebadanych
zwigzkOw: jerwina, pristimerina i chlorowodorek semperwiryny wykazaty toksyczny wplyw
na komoérki HEK293-BK DEC indukujac apoptoze i nekroze. Tak wiec, zadna z pochodnych
paksyliny nie okazata si¢ rownie skutecznym badz lepszym inhibitorem niz paksylina. Mimo
braku spektakularnego sukcesu w tej czgsci badan, Doktorantka wykazata, jak nalezy doktadnie
i kompleksowo przeprowadza¢ badania przesiewowe potencjalnych inhibitoréw badz
aktywatoréw kanalow jonowych. Stawka tego typu pomiaréw bylo wskazanie potencjalnego
lekw/lekéw na schorzenia z udzialem kanaléw jonowych typu mitoBKca. Z drugiej strony,
poréwnanie struktury chemicznej paksyliny i jej pochodnych moze przyczynié¢ si¢ do
wyjasnienia mechanizmu molekularnego procesu inhibicji badanego kanatu, co jest
niewatpliwie waznym osiggnigciem.

Formalna strona rozprawy nie budzi wiekszych zastrzezen. Praca jest obszerna, liczy
189 stron. Zawiera 76 rycin, z czego w sekcji Wyniki jest ich az 63, co $wiadczy o szerokim
zakresie przeprowadzonych badan. Jakos¢ tych rycin jest na ogét bardzo dobra. Praca napisana
jest poprawnym jezykiem naukowym opisujagcym w sposob zwiezly zlozone zagadnienia. Prace
poprzedza Indeks skrotow liczacy prawie 5 stron. Po nim nastepuje zwiezle Streszczenie
w jezyku polskim oraz w jezyku angielskim. Wistep to 24-stronicowe wprowadzenie do tematyki
poruszanej w rozprawie. Autorka omawia w nim kolejno budowe i funkcje komoérek nabtonka
oskrzelowego — jednego z obiektéw badan, budoweg i funkcje mitochondriéw ze szczegdlnym
uwzglednieniem transportu jonéw 1 roli strumieni jonowych w regulacji proceséw
oddechowych. W dalszej czesci przedstawia charakterystyke kanaldw potasowych
funkcjonujacych w mitochondriach, by nastepnie skupi¢ sie kanale mitoBKc, - jego strukturze,
regulacji, farmakologii i funkcji w mitochondriach. Kolejne podrozdziaty Wstgpu zawieraja
charakterystyke zwigzkow chemicznych, pochodnych naringeniny oraz pochodnych paksyliny
bedacych przedmiotem badan Doktorantki. #Wsfep napisany. jest hierarchicznie - od zagadnien
ogdblnych do szczegdtowych i stanowi doskonate tlo dla Zatozer i celu badarn przedstawionych
w kolejnej sekcji. Rozdziat Material i metody odzwierciedla szeroki wachlarz stosowanych
metod i ztozono$¢ pracy. Wystarczy podaé, ze Autorka opisuje w nim co najmniej 13
skomplikowanych technik badawczych, takich jak patch-clamp, izolacja RNA, synteza cDNA,
PCR, RT-qPCR, Western blot, elektroforeza, immunolokalizacja, cytometria przeptywowa
i wiele innych. Na szczeg6lne podkreslenie zastuguje znakomite opanowanie tych technik przez

Doktorantke. Szeroki zakres rozprawy wynikaé¢ musial z niezawodnosci stosowanych metod,



co pozwolito na ich rutynowe stosowanie. Z drugiej strony, budzi respekt zgromadzenie takie;j
liczby precyzyjnych aparatéw w Pracowni Wewnatrzkomoérkowych Kanatow Jonowych.

W czgéci Wyniki Autorka przestawila krok po kroku rezultaty przeprowadzonych
eksperymentdw. Zostaly one zilustrowane za pomoca rycin przedstawiajacych wybrane zapisy
uzyskane technika patch-clamp oraz diagramy podsumowujace wyniki uzyskane w trakcie
kilku powtérzen. Kazdy podrozdzial konczy si¢ krétkim podsumowaniem omawianych
wynikéw. Jest to bardzo pomocne. Moim zdaniem, wyniki dotyczace wptywu poszczegdlnych
grup zwigzkéw chemicznych na aktywno$¢ kanatéw mitoBKca moglyby by¢ przedstawione w
postaci tabel. Umozliwitoby to lepsze ich poréwnanie. Analiza statystyczna wynikdéw nie budzi
moich zastrzezen.

Rozdziat Dyskusja jest, w mojej ocenie, dobrym przykladem jak nalezy pisa¢ tego typu
podsumowania. Po krétkim rysie historycznym, Autorka przedstawia uzyskane przez siebie
wyniki na tle doniesien literaturowych. Przedstawia przekonywujace interpretacje otrzymanych
rezultatéw. Tu szczegdlnie chcialbym zwrécié uwage na interpretacje eksperymentéw metoda
patch-clamp z zastosowaniem iberiotoksyny i jondw wapnia raz z jednej raz z drugiej strony
wewnetrznej blony mitochondrialnej. Autorka wnioskuje na tej podstawie na temat topologii
podjednostek o kanalu, a szczegodlnie potozenia domen wigzacych ww. substancje.
Doktorantka, na podstawie wilasnych wynikdw, przypisuje nieobecnos¢ podjednostek
regulatorowych 3 w komdrkach HEK293-BK DEC r6znicom w aktywacji badanych kanatow
w stosunku do tych z komoérek HBE. Ponadto, Autorka podkresla stwierdzong przez siebie
ekspresje genu kodujacego podjednostke VEDEC nie tylko w mitochondriach, jak dotychczas
sadzono, ale tez w blonie plazmatycznej i blonach siateczki $rédplazmatycznej. Tu akurat
w przypadku uktadu heterologicznego, jakim sa komérki HEH293 zalecatbym ostroznos¢.

W tak obszernym opracowaniu trudno bylto ustrzec si¢ stosunkowo malo istotnych
bledéw. Ponizej przedstawiam ich skrécong liste.

We Wstepie, str. 18 Autorka stwierdza: .,...blony biologiczne sktadajg si¢ z tych samych
dwoéch podstawowych budulcow: lipidéw i bialek™. Brak wzmianki o oligosacharydach
w blonach plazmatycznych.

W podrozdziale 1.2. str. 19 zdanie: ,,Wiekszo$¢ komoérek eukariotycznych posiada
podobny sktad jonowy w cytoplazmie...” nie dotyczy np. komoérek roslinnych. Zdanie to
powinno zatem brzmie¢: Wigkszo$¢ komorek eukariotycznych zwierzat posiada podobny
sktad jonowy w cytoplazmie...”.

Wyrazne zawegzenie informacji do komorek zwierzecych pozwolitoby uniknaé
kolejnych nieprecyzyjnych stwierdzen, jak np. .....transport aktywny, z udzialem pomp,
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zachodzi z wykorzystaniem energii... ATP” (str. 19). Nie tylko ATP. Podobnie ,,Na™-K"-
ATPaza nie jest obecna w ,,zdecydowanej wigkszosci komorek eukariotycznych” (str. 20).

W wielu miejscach rozprawy Autorka uzywa blednie terminu ,,ilo$¢” zamiast ,,liczba”
w odniesieniu do obiektéw policzalnych.

Fotografie komorek na Rycinie 10 sg zbyt mate. Nie wida¢ szczegdtow.

Rycina 14 — kolory stupkow sg niemal identyczne. To samo dotyczy ryciny 25 B.

Rycina 20 — brak zaznaczonego wyniku dla,,1 pM NS1619 + 1 uM pax”. Powinno by¢
tak jak na Ryc. 19.

Strona 163 - stwierdzenie .,...tancuch oddechowy zwigksza swojg aktywnos¢ w celu...”
wymaga korekty.

W rozdziale Bibliografia Autorka konsekwentnie stosuje zasade podawania tylko
jednego nazwiska wspoétautora cytowanej pracy wraz z dodatkiem ,.et al.” w przypadku, gdy
liczba wspotautoréw jest wigksza niz dwoch. Uwazam to za niefortunne. Podobnie jak
uzywanie wielkich liter we wszystkich stowach w przypadku niektdrych tytutéw artykutéw. Tu
akurat zabraklo konsekwencji.

Powyzsze uwagi nie wplywaja na wysoka ocen¢ wartosci merytorycznej rozprawy.
Dziwitbym si¢, gdyby nie byto btedow w tak obszernym opracowaniu.

Podsumowujac, stwierdzam z catym przekonaniem, ze rozprawa doktorska Aleksandry
Sek spetnia warunki okreslone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie
wyzszym i nauce (Dz. U. 22021 r. poz. 478, 619, 1630).

Ze wzgledu na wysoka jako$¢ rozprawy i znaczenie zaprezentowanych wynikow

wnosze o0 wyrdznienie Autorki stosowng nagroda.

Lublin, 18 listopada 2022 r.
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Warszawa, 22.11.2022

Dr hab. Joanna Cymerys-Bulenda

Katedra Nauk Przedklinicznych

Instytut Medycyny Weterynaryjnej

Szkota Gléwna Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie

RECENZJA

rozprawy doktorskiej mgr Aleksandry S¢k
pod tytulem:
»Regulacja aktywno$ci mitochondrialnego kanalu potasowego przez niskoczasteczkowe
zwigzki syntetyczne oraz pochodzenia roslinnego”

Praca doktorska Pani mgr Aleksandry Sek pt. ,Regulacja aktywnosci
mitochondrialnego kanalu potasowego przez niskoczasteczkowe zwigzki syntetyczne oraz
pochodzenia roslinnego™ zostala zrealizowana w Pracowni Wewnatrzkomérkowych Kanatow
Jonowych Instytutu Biologii Do$wiadczalnej im. M. Nenckiego PAN oraz w Pracowni
Stereokontrolowanej Syntezy Organicznej Wydziatu Chemii Uniwersytetu Warszawskiego, w
ramach interdyscyplinarnych studiéw doktoranckich TRI-BIO-CHEM. Interdyscyplinarne
studia doktoranckie ,,TRI-BIO-CHEM" prowadzone przez trzy jednostki partnerskie (Wydzial
Chemii Uniwersytetu Warszawskiego, Wydzial Chemiczny Politechniki Warszawskiej,
Instytut Biologii Do$wiadczalnej im. M. Nenckiego) w ramach Projektu Operacyjnego Wiedza
Edukacja Rozwoj 2014-2020, wspotfinansowane byly ze $rodkéw Europejskiego Funduszu
Spolecznego, POWR.03.02.00-00-1007/16-00 (POWER 2014-2020). Promotorami w tym
przewodzie doktorskim byli Prof. dr hab. Adam Szewczyk z Instytut Biologii Doswiadczalne;j
im. M. Nenckiego PAN w Warszawie oraz Prof. dr hab. Tomasz Bauer z Wydzial Chemii

Uniwersytetu Warszawskiego.

Praca ma posta¢ bardzo obszernej monografii (189 stron), opracowanej zgodnie z
zasadami przyjetymi dla prac doswiadczalnych w dziedzinie nauk biologicznych i medycznych.
Autorka przyjela klasyczny uklad opracowania, dzielac je na: Wstep, Zalozenia i cele,
Materiaty i metody, Wyniki, Dyskusje, Podsumowanie i Wnioski oraz Spis literatury. Podjeta
tematyka badawcza, bez watpienia, wpisuje sie¢ w aktualne trendy badawcze, nasilenie

opracowan jej poswigconych mozna obserwowa¢ zwlaszeza w ostatnich latach, $wiadezy o tym



liczba prac zacytowanych przez autorke. Ponad 50% wszystkich publikacji stanowig pozycje z
lat 2012-2022 (137 pozycji). Rozprawa zawiera streszczenia pracy w jezyku polskim i
angielskim oraz wykaz stosowanych skrotéw. Na koncu opracowania Doktorantka zamieécila
liste prac wilasnych, opublikowanych w latach 2018-2022, w liczbie 9 publikacji naukowych (6
prac doswiadczalnych i 3 prace przegladowe). Doktorantka podaje, ze jest pierwszym autorem
dwoch prac doswiadczalnych obejmujacych tematyke prezentowanej rozprawy doktorskiej
(Jednej opublikowanej i drugiej w przygotowaniu) oraz wspolautorem 6 pozostalych prac.
Wykaz ten stanowi dodatkowa informacj¢ dla recenzenta, wazng dla oceny osobistego wktadu
mgr Aleksandry Sek w dokonania naukowe wieloosobowego zespotu badaczy, prowadzacych
konsekwentne  wielokierunkowe  badania  wilasciwosci  elektrofizjologicznych i

farmakologicznych kanaléw mitochondrialnych.

Tytul rozprawy doktorskiej sformulowany jest poprawnie i odzwierciedla cel badan

zrealizowanych przez Panig mgr Aleksandre Sek.

Na cz¢$¢ teoretyczng rozprawy doktorskiej (Wstep) sklada sie sze$¢ podrozdziatéw.
W pierwszej czedci Autorka przedstawita ogdlng charakterystyke komorek nabtonka dolnych
drég oddechowych, jako komoérek modelowych w prezentowanych do$wiadczeniach.
Nastgpnie opisala rolg¢ jonéw potasu w metabolizmie komorki i dokonala przegladu
piSmiennictwa dotyczacego budowy i funkcji mitochondriéw, ze szczegdlnym uwzglednieniem
znaczenia transportu jonow potasu w tych organellach. W czwartym podrozdziale, dla mnie
szczegOlnie interesujgcym, Doktorantka przedstawita role mitochondrialnych kanatéw
potasowych jaka odgrywaja w procesach cytoprotekcji i $mierci komoérkowej. Nastepnie
opisala charakterystyke kanatu potasowego o duzym przewodnictwie regulowanym jonami
wapnia (kanal BKca), w ostatnim podrozdziale zas, skupila si¢ na opisie wasciwosci i funkcji
modulatoréw mitochondrialnych kanaléw potasowych - niskoczasteczkowych zwiazkow
syntetycznych i pochodzenia naturalnego.

Wstep do przedmiotowej pracy doktorskiej napisany zostat prawidtowo pod wzgledem
merytorycznym i starannosci jezykowej. Jego tres¢ i forma $wiadczg o dobrym przygotowaniu

teoretycznym Doktorantki.

Cel badawczy, ktory przyjela Doktorantka w rozprawie doktorskiej (strona 43), jest
interesujacy, warty podjgcia naukowego wysitku, badan i analiz. Szczegélne zainteresowanie
mitochondrialnymi kanatami potasowymi, wynika z roli jaka odgrywaja w procesach

cytoprotekeji i $mierci komoérkowej. W ostatnich latach zidentyfikowano wiele r6znych



mitochondrialnych kanaléw potasowych, petnigcych kluczows role ochronng w komérkach
tkanek narazonych na uszkodzenia, min.: neuronach, fibroblastach, keratynocytach,
kardiomiocytach czy komoérkach $rodblonka. Dodatkowo istotnym elementem badan,
majacych na celu poznanie mechanizméw cytoprotekcji i $mierci komorki, stalo sig
poszukiwanie nowych aktywatoréw i inhibitorow mitochondrialnych kanaléw potasowych,
ktore moga by¢ zaangazowane w wyzej wymienione mechanizmy.

Biorac pod uwagg opisany przez Doktorantke aktualny stan wiedzy, a w szczegolnosci
wskazanie jej braku w przypadku innych tkanek bezposrednio poddawanych wplywowi
czynnikow uszkadzajacych, takich jak komorki nabtonka oskrzelowego, uwazam ze
Doktorantka podjela si¢ wartosciowego wyzwania, w pelni uzasadniajgcego po$wiecenie mu
pracy na poziomie doktoratu. Badania przeprowadzone w ramach rozprawy doktorskiej miaty
na celu zidentyfikowanie mitochondrialnego kanatu potasowego w ludzkich komorkach
nabtonka oskrzelowego (HBE), poréwnanie aktywnosci endogennie wystepujgcego
mitochondrialnego kanalu potasowego z egzogennym kanatem (izoforma VEDEC kanatu
potasowego), wprowadzonego do wewngtrznej blony mitochondrialnej komorek,
niewykazujacych jego obecnosci (ludzkie embrionalne komorki nerki, HEK293). Dodatkowo
zbadanie wplywu zwigzkéw pochodzenia naturalnego oraz syntetycznego, bedacych
pochodnymi naringeniny oraz paksyliny (inhibitor kanalu potasowego) na aktywnosé

pochodzgcego endogennie i egzogennie mitochondrialnego kanatu potasowego.

Rozdzial Materialy i metody zawiera szczegolowy opis uzytych materialéw i technik
badawczych, umozliwiajacych ich wykonanie w warunkach laboratoryjnych, z zachowaniem
poréwnywanych parametréw. Doswiadczenia zostaly przeprowadzone z wykorzystaniem linii
komérkowych, réznigcych si¢ obecnoscia mitochondrialnego bialka kanatowego (BKc,) -
ludzkich komoérek nabtonka oskrzelowego (HBE), charakteryzujgcych sie wystepowaniem
endogennego kanalu BKca oraz ludzkich embrionalnych komérek nerki 293 (HEK293), ktére
nie wykazuja ekspresji tego kanatu, do ktérych drogg transfekcji zostal wprowadzony gen
kodujaey izoformg¢ VEDEC kanatu BKca. Zwigzki niskoczasteczkowe, ktérych wplyw na
mitochondrialny kanal BKca i BK_DEC, doktorantka badala w niniejszej rozprawie,
antocyjany, pochodne naringeniny oraz zwiazki o strukturze zblizonej do paksyliny zostaty
pogrupowane i przejrzyscie opisane w Tabeli 1-3.

Podstawowg metodg badawcza zastosowana przez Doktorantke byla technika
elektrofizjologiczna patch-clamp, umozliwiajaca identyfikacje mitochondrialnych kanalow

potasowych oraz zbadanie wplywu zwigzkow niskoczasteczkowych na ich aktywnosé. W celu

3



wykonania pomiarow elekrofizjologicznych z wykorzystaniem techniki stabilizacji skrawka
blony, umozliwiajacych oceng przeptywu jondw przez pojedynczy kanat jonowy, doktorantka
przeprowadzala izolacj¢ mitochondriow z komorek badanych linii komorkowych i preparacje
mitoplastow. Dodatkowa identyfikacja i charakterystyka kanaléw potasowych BKca
pochodzacych z linii komérkowej HBE oraz kanatu mitoBK DEC z komoérek HEK293-
BK_DEC wykonana zostala z wykorzystaniem technik biologii molekularnej, obejmujgcych
analiz¢ poziomu ekspresji genow kodujacych podjednostki kanatlu (RT-qPCR) oraz analize
bialek budujgcych kanal (metoda Western blot), a takze technik wizualizacji z wykorzystaniem
mikroskopu konfokalnego (barwienie immunofluorescencyjne). Przeprowadzono takze
oznaczanie potencjalu wewngtrznej blony mitochondrialnej (ocena wplywu modulatoréw
kanalu na potencjal blony), przy uzyciu cytometrii przeptywowej. Ponadto, Doktorantka
wykonala analiz¢ oddychania komoérkowego, w obecnosci modulatoréw kanatu BKca,
wykorzystujac dwie techniki laboratoryjne — pomiar szybkosci zuzycia tlenu z wykorzystaniem
oksygrafu oraz urzadzenia Seahorse. Ocenita réwniez przezywalno$¢ komorek z
wykorzystaniem metody umozliwiajacej zbadanie odsetka komorek apoptotycznych i
nekrotycznych. Ten krétki opis wskazuje na bogaty warsztat badawczy wykorzystywany przez
Doktorantk¢ w prowadzonych badaniach, warto to podkre$li¢ i pochwalié¢. Bardzo przydatne
Jest zamieszczenie, w tym rozdziale, Tabel i Rycin, ktére utatwiaja zrozumienie wykonanych

doswiadczen.

W rozdziale Wyniki mgr Aleksandra Sek przedstawila uzyskane wyniki
przeprowadzonych badan w postaci opisowej oraz graficznej, na licznych Rycinach (62 ryciny).
Podkresli¢ nalezy, ze jest to gléwna i najobszerniejsza (83 strony) cze$¢ pracy doktorskiej. W
niej Doktorantka dokladnie omoéwila otrzymane wyniki i starannie je udokumentowata.
Przestudiowanie wszystkich opisanych wynikéw i wielowatkowych analiz, nie byto zadaniem
tatwym. Bardzo przydatne okazalo si¢ zamieszczenie w ramach rozdziatu ,,podsumowan”

kazdego podrozdziatu, utatwia one usystematyzowanie opisanych wynikéw bada.

Dodatkowo, niezwykle pomocna okazala si¢ wzorcowo napisana Dyskusja (20 stron),
w ktorej Doktorantka skomentowata poszczegdlne obszary badan i uzyskane w nich wyniki.
Nastepnie poddala je analizie w oparciu o dane z obszernie cytowane;j literatury $wiatowej.
Krytyczna ocena wynikéw badan wiasnych i pi$miennictwa $wiadczy o wszechstronne;j

znajomosci tematu i bardzo dobrym przygotowaniu merytorycznym Doktorantki.



Rozprawa doktorska konczy si¢ szescioma Wnioskami, ktére odpowiadajg uzyskanym
wynikom i §cisle koreluja z zalozonym celem pracy. Chciatabym w tym miejscu podkreslié
zaledwie niektore wyniki i wnioski opisane w monografii mgr Aleksandry Sek, ktére uznalam
za bardzo interesujgce i wazne dla dalszych badan poznawczych, jak i praktycznych.

W niniejszej rozprawie doktorskiej, po raz pierwszy, zidentyfikowano i
scharakteryzowano mitochondrialny kanat potasowy o duzym przewodnictwie regulowany
jonami Ca*" w ludzkich komérkach nablonka oskrzelowego. Dodatkowo, zdefiniowana przez
Doktorantke aktywno$¢ kontrolna kanatu potasowego BKca postuzyla jako model badawezy w
poszukiwaniu nowych modulatoréw kanalu. Udowodniono, ze ludzkie embrionalne komérki
nerki (HEK293) stanowia przydatny i wiarygodny model badawczy do transfekeji plazmidem
zawierajagcym gen kodujacy VEDEC izoform¢ kanalu mitoBKca oraz scharakteryzowano
elektrofizjologicznie i farmakologicznie kanal mitoBK-DEC z nowej linii komérkowej
HEK293-BK_DEC. Opisano, po raz pierwszy, ze chalkon 4’, 5, 7 —tri-O-metylo-naringeniny
blokuje aktywnos¢ obu badanych kanatéw mitoBKCa zaréwno z komérek HBE jak i HEK293-
BK_DEC i moze by¢ potencjalnym nowym inhibitorem kanatéw potasowych. Wykazano,
rOwniez po raz pierwszy, ze pochodne naringeniny rézniace sie grupami funkcyjnymi wykazuja
rozne efekty na aktywnos¢ mitochondrialnych kanaléw potasowych, na przykiad pochodna
naringeniny - flawonoid 7-O-prenylo-naringenina aktywuje kanal wystepujacy zaréwno
endogennie (mitoBKCa) w komérkach HBE jak i egzogennie (mitoBK_DEC) w komérkach
HEK293-BK_DEC. I wreszcie rowniez po raz pierwszy, zbadano i opisano, dziatanie
zwigzkow o strukturze zblizonej do paksyliny (inhibitora kanaléw potasowych) na aktywnosé
kanalu mitoBK_DEC.

Pod wzgledem merytorycznym praca zasluguje na wysoka oceng, niemniej jednak

cheialabym przedstawi¢ pewne zastrzezenia, cz¢s¢ z nich moze mie¢ charakter dyskusyjny.

* Gloéwna uwaga dotyczy analizy obecnosci i lokalizacji podjednostki o kanatu BKca
przeprowadzonej za pomoca barwienia immunofluorescencyjnego i wizualizacji w
mikroskopie konfokalnym. Doktorantka wyznakowata fluorescencyjnie mitochondria
(barwniki MitoRed), siateczke $rodplazmatyczng (anty-P4HB), blone komérkowa
(anty-ATPaza Na+-K+-) oraz tworzacg por kanalu BKca podjednostke a (anty-slol).
Bialym kwadratem zaznaczyla miejsce wystepowania natozonej fluorescencii
podjednostki o kanatu BKca z opisanym powyzej elementem komérkowym, czyli tzw.

kolokalizacje. Analiza nalozenia wyznakowanych obrazéw dala podstawe do



wysunigcia przez Doktorantke wniosku o wystepowaniu podjednostki o, zarébwno w
mitochondriach jak i w siateczce §rddplazmatycznej oraz blonie komérkowe;.
Uwazam, ze na podstawie przedstawionych przez Doktorantke zdje¢ (Rycina 33),
ktorych jakos¢ powinna by¢ poprawiona, trudno jednoznacznie stwierdzié o zajsciu
kolokalizacji. Warto byloby, przedstawi¢ miejsce nalozenia fluorescencji réwniez w
postaci histogramu lub fluorogramu i poda¢ wspoiczynnik korelacji.

Czy Doktorantka moze wyjasni¢ doktadniej, jakie parametry zastosowata do okreslenia,
czy dwa wyznakowane fluorescencyjnie elementy sg kolokalizowane? Z jakiego testu
(rozszerzenia) programu Imagel korzystata i czy probowata ustali¢c wspélezynnik

korelacji? A takze ile zdje¢ analizowala w kazdym eksperymencie?

Praca jest napisana bardzo dobrym i dojrzatym jezykiem naukowym, a brak powaznych
bledow skladniowych zastuguje na szczegélna pochwale. Znalaztam jedynie drobne bledy
interpunkcyjne oraz pewne niezrecznosci jezykowe, na przyklad uzycie sformutowania
~komoérki wysiewano” w kilku miejscach rozprawy (strona 61, 66, 70), jest wedtug mnie nie
najlepsze. Lepiej pisaé: ,,zakladano hodowlg komorek o gestosci” lub ,,zawiesine komérek o

gestosci x/ml przenoszono na”.

W trakeie analizy rozprawy doktorskiej nasungly mi si¢ réwniez nastepujace pytania do
Pani mgr Aleksandry Segk: Czy Doktorantka moze wyjasni¢ zasadno$é¢ stosowania hodowli
komérkowych pomigdzy 6 a 25 pasazem, w przypadku komérek nablonka oskrzelowego oraz
pomigdzy pasazem 4 a 25, w przypadku embrionalnych komérek nerki. Czy sprawdzane byly
linie komérkowe o wyzszych pasazach? Czy w przypadku linii transfekowanej HEK293-BK-

DEC obserwowano roznice w ekspresji kanalu BKc¢, pomiedzy pasazami?

Podsumowujge, wymienione powyzej sugestie i uwagi nie zmieniaja mojej pozytywnej
opinii o pracy. Pragng podkresli¢, ze Pani mgr Aleksandra Sek bardzo dobrze wywiazala Si¢ z
postawionego zadania, wykonujac pionierskie badania, przy uzyciu roznorodnych metod
badawczych, gwarantujacych uzyskanie wiarygodnych wynikoéw. Doktorantka umiejetnie
dostrzegla i wypelnita luke¢ badawcza, a podjeta tematyka jest aktualna i ma potencjat
aplikacyjny. Opublikowanie czgsci wynikow rozprawy doktorskiej w czasopismie z listy
Journal Citation Reports, jest rowniez godne podkreslenia w recenzji rozprawy Pani mgr
Aleksandry Sek.



Stwierdzam, ze rozprawa doktorska Pani mgr Aleksandry Se¢k, pt. ,,Regulacja
aktywnosci mitochondrialnego kanalu potasowego przez niskoczasteczkowe zwigzki
syntetyczne oraz pochodzenia roslinnego” spetnia ustawowe wymagania stawiane kandydatom
do stopnia doktora, okreslone ustawg o stopniach i tytutach naukowych, 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).

Mam zaszczyt przedstawi¢ Radzie Naukowej Instytutu Biologii Do§wiadczalnej im. M.
Nenckiego PAN w Warszawie wniosek o przyjecie rozprawy i dopuszezenie mgr Aleksandry
S¢k do dalszych etapow przewodu doktorskiego. Ponadto, uwzgledniajgc oryginalny i

nowatorski charakter wykonanych badan, wnioskuje o wyréznienie pracy stosowng nagrode.
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Recenzja
Rozprawy doktorskiej Pani mgr Aleksandry Sek
»Regulacja aktywnosci mitochondrialnego kanalu potasowego przez niskoczgsteczkowe
zwiazki syntetyczne oraz pochodzenia roslinnego”
wykonanej pod kierunkiem Prof. dr hab. Adama Szewczyka z Instytutu Biologii Doswiadczalne;j
im. M. Nenckiego PAN oraz Prof. dr hab. Tomasza Bauera z Wydzialu Chemii Uniwersytetu

Warszawskiego.

Kanaty potasowe wystepuja w wiekszosci rodzajow komorek eukariotycznych i stanowia
najliczniejsza rodzing biatek blonowych, ktérych rolg jest zachowanie homeostazy jonowej
zarowno w komdrkach pobudliwych jak neurony i kardiomiocyty oraz niepobudliwych.
Dotychczas zidentyfikowane i scharakteryzowane kanaty potasowe pozwalaja na ich klasyfikacje
pod wzgledem struktury, lokalizacji oraz sposobu regulacji aktywnosci. Jednym z rodzajow
kanalow potasowych sa mitochondrialne kanaty potasowe. Uwaza sie, ze aktywacja kanatéw
potasowych zlokalizowanych w wewnetrznej btonie mitochondrialnej prowadzi do uruchomienia
mechanizméw cytoprotekcyjnych. Zatem, w kontekscie fundamentalnego znaczenia kanatoéw
potasowych w organizmach zywych kluczowym jest podejmowanie badan nad ich
charakterystyka.

W ramach przedstawionej rozprawy Doktorantka podjeta si¢ zidentyfikowania mitochondrialnego
kanatu potasowego o duzej aktywnosci regulowanego wapniem mitoBKca w ludzkich komoérkach
nabtonka oskrzelowego (HBE) oraz charakterystyki izoformy VEDEC tego kanatu uzyskanej w
wyniku transfekcji komorek jej pierwotnie pozbawionych (HEK293). Uzyskane modele
mitochondrialnego kanatu potasowego o pochodzeniu endogennym mitoBKca oraz jego
egzogennej izoformy VEDEC zostaly scharakteryzowane z wykorzystaniem techniki patch-
clamp, umozliwiajacej przedstawienie charakterystyki elektrofizjologicznej kanatu oraz efektu
oddziatywania znanych oraz nowych modulatoréw syntetycznych oraz pochodzenia roslinnego
na aktywno$¢ kanatéw mitoBKca. Poszukiwanie nowych modulatorow kanatéw podnosi aspekt
aplikacyjnosci niniejszej pracy doktorskiej bowiem moze przyczynié sie¢ w przysztosci do

rozwoju nowych strategii terapeutycznych choréb niedokrwiennych.
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Recenzowana rozprawa doktorska ma postaé¢ obszernej monografii i sktada si¢ z typowych dla
prac eksperymentalnych czesci, a cato$¢ opracowana jest starannie i zrozumiale. Wstgp stanowi
dobre wprowadzenie w tematyke pracy. Znajdujemy w nim charakterystyke mitochondrialnych
kanaldow potasowych uwzgledniajaca najnowsze dane literaturowe oraz przeglad
niskoczgsteczkowych zwigzkéw syntetycznych oraz pochodzenia ro$linnego pomocny w
rozumieniu czeSci zawierajacej wyniki. W czesci ,,Wstepu” poswigconej udziatowi
mitochondrialnych kanatéw potasowych w cytoprotekcji oraz $§mierci komérkowej, Doktorantka
pisze o efekcie dziatania inhibitora kanatu Kv1.3 powodujacej selektywna $mier¢ komorek
nowotworowych przewleklej biataczki limfocytowej B, nie wplywajac na komorki zdrowe.
Chciatabym pozna¢ zdanie Doktorantki na pytanie dlaczego inhibitor Kv1.3 wywotuje efekt
cytotoksyczny jedynie w komoérkach nowotworowych? Czy podobne efekty selektywnego
niszczenia komoérek nowotworowych uzyskano réwniez w przypadku badania innych rodzajow
kanatéw potasowych?

Zalozenia i cele pracy sformulowane sa zrozumiale. Czg$¢ pracy ,Materialy i Metody”
rozpoczyna si¢ od spisu niskoczasteczkowych zwigzkéw chemicznych wykorzystywanych w
prezentowanych wynikach badan. W tej czgsci zabraklo mi wyjasnienia, ktére ze zwigzkdéw
wykorzystano w niniejszej pracy po raz pierwszy i w jaki sposob zostaty one wyselekcjonowane?
Czy w wyborze nowych zwigzkow do modulowania aktywnosci kanaldw postuzono sie¢
programami umozliwiajacymi symulacj¢ efektu ich oddzialywania na badane kanaly potasowe?
Poniewaz w tej samej czesci pracy, zdjecia prezentujace komorki linii HEK293 i komorki po
transfekcji (HEK293-BK _DEC) (Rys.10) rdéznig sie, chciatabym zapytaé, czy obecnosé
podjednostki VEDEC wywoluje roznice we wzroscie komorek po transfekcji wzgledem kontroli?
Juz podczas czytania czesci ,,Materialy i Metody” zwrécitam szczegdlng uwage na bogactwo i
réznorodnos¢ wykorzystanych technik i metod badawczych. Wymieni¢ dla przyktadu kilka:
pomiary elektrofizjologiczne wykorzystujace technike patch-clump, analizy oddychania
komorkowego z wykorzystaniem elektrody tlenowej Clarka oraz Seahorse, metody biologii
molekularnej w tym, analize¢ poziomu ekspresji genu metoda RT- PCR, a takze mikroskopia oraz
metody badania biatek jak western blot i immunodetekcja.

W pierwszej czesci wynikéw Doktorantka przedstawienia charakterystyke funkcjonalng
mitochondrialnego kanatu potasowego BKca w komoérkach nabtonka oskrzelowego. Wyniki te po
raz pierwszy wskazuja na obecnos¢ mitoBKca w komdrkach nablonka oskrzelowego co wskazuje
na nowatorstwo przedtozonej mi do oceny rozprawy doktorskiej. Analizy stanowiace podstawe

tego osiagniecia oparte sa na technice patch-clump, umozliwiajacej wyznaczenie takich
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parametréw jak przewodnictwo kanatu, zaleznos¢ pradowo-napigciowa, $rednie czasy otwarg,
regulacja aktywnosci kanatu przez zmiany stgzenia jonéw wapnia, oraz wpltyw modulatoréw.
Doktorantka wyréznita dwa rodzaje aktywnosci kanatowej mitoBKca w tych samych warunkach
doswiadczalnych zwanej dalej kontrolnej (286,2 + 5,5 pS) i zwigkszonej (287,8 + 2,8 pS). Obie
te aktywnosci kanatu sa tozsame z charakterystyka mitoBKca, bowiem sa wrazliwe na inhibitor
paksyling, zmiany stgzenia jonow wapnia oraz zmiang aktywnosci w zaleznosci od napigcia
wykazujac wyzsze prawdopodobienstwo otwaré przy dodatnich potencjatach. Wrazliwos$¢ na
taki aktywator jak NS11021 byta jednak rézna dla obu populacji kanatéw do czego nieco p6zniej
sformutuj¢ pytanie. W dalszej czeSci wynikow nastgpuje charakterystyka biochemiczna
mitoBKca. Wyniki pochodzace z analiz RT-PCR, wskazuja na obecno$é¢ gendéw kodujacych
podjednostki a, B3 i B4 kanalu mitoBKca, co znalazto potwierdzenie na poziomie bialek o masie
odpowiednio 120, 27 i 24 kDa (Ryc.25). Majac jednak na uwadze identyfikacje kanatu w dwdéch
populacjach pojawia si¢ pytanie czy dwie aktywnosci kanatlu mogg wynikaé¢ z ich odmienne;j
budowy? czego na podstawie zastosowanych metod badawczych nie mozemy rozsadzi¢. Mam
réwniez na uwadze fakt odmiennej odpowiedzi obu populacji kanatu na wspomniany aktywator
NS11021, co réwniez pokazuja wyniki z cytometrii przeplywowej, wywolujace rézny efekt tego
modulatora na potencjat wewnatrz blonowy (Rycina 26). Jakie badania zaproponowataby
Doktorantka, aby lepiej scharakteryzowa¢ obie populacje kanatéw potasowych pod wzgledem
ich struktury?

Druga czg$¢ rozprawy doktorskiej dotyczyta analizy biofizycznej izoformy VEDEC kanatu mito
BKca linii komérkowej HEK293-BK DEC do czego zostata zastosowana podobna do mitoBKca
komorek HBE metodyka badan. Uzyskane wartosci wyznaczonych parametréw dla mitoBKca w
linii komérkowej HEK293-BK DEC pozostaja w zgodzie z danymi literaturowymi i nie
pozostawiaja watpliwosci co do funkcjonalnej tozsamosci analizowanego kanatu potasowego.
Doktorantka wykazata, ze aktywnos$¢ kanatu potasowego, jest zalezna od napigcia, a jego
przewodnictwo wynosi 288,9+ 4,2 pS, a wigc jest podobne do wyznaczonej aktywnosci mito
BKca w komdrkach HBE. Jednak kanat BK_ DEC w komorkach transfekowanych charakteryzuje
si¢ aktywnoscia kilku kanalow w analizowanym fragmencie blony. W mojej ocenie zabraklo tu
analiz kontrolnych na komdrkach HEK293 z wykorzystaniem techniki patch-clump, ktore
wykonane w tych samych warunkach doswiadczalnych wykluczylyby obecnos¢ endogennej
izoformy tego biatka kanalowego. Tym bardziej, ze przedstawione wyniki z obrazowania za
pomoca mikroskopii konfokalnej (Ryc.33) sugeruja lokalizacj¢ produktu ekspresji izoformy

VEDEC poza mitochondriami rowniez w siateczce endoplazmatycznej oraz btonie komérkowe;.
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Z wielkim zaciekawieniem przeczytalam réwniez czgs¢ dotyczacg charakterystyki
biochemicznej poddanej ekspresji izoformy VEDEC kanalu mito BKca a linii komoérkowej
HEK293-BK_DEC. Nie mam watpliwosci co do obecnosci transkryptu oraz biatka tworzacego
por kanatu BKca izoformy VEDEC podjednostki a, w komérkach HEK239-BK DEC.
Zastanawia mnie jedynie czg$¢ analiz z RT-PCR dla linii HEK293. Na poziomie ekspresji genéw
w linii nietransfekowanej (Ryc.34) wykazano obecno$¢ produktu na wysokosci 167 pz., ktory jak
pisze Doktorantka ,,wskazuje na ekspresj¢ transkryptu genu kodujgcego podjednostke oo BKca”.
Produkt reakcji RT-PCR dla linii transfekowanych plazmidem kodujacym podjednostke o
wynosi jednak 452 pz. Z kolei na poziomie analiz biatkowych w pkt. 4.5.3 obecnosé
podjednostki a stwierdzono, jak mozna przypuszczaé, tylko w linii transfekowanej (Rycina 35).
Ta cze¢$¢ jest dla mnie niejasna i prosze o jej wyjasnienie. W dalszej czgsci pracy znajduja sie
wyniki dotyczace zbadania zwigzku pomiedzy oddychaniem komoérkowym, a obecnoscig kanatu
mitoBK_DEC wykonane w oparciu o metody z wykorzystaniem elektrody tlenowej Clarka
(oksygraf) oraz Seahorse. Analizy przeprowadzone za pomocg obu zastosowanych metod
pomiarowych przyniosty poréwnywalne wyniki, ktére jednoznacznie wskazaty, ze obecnos$é
kanalu mito BKca zwigksza szybkos¢ zuzycia tlenu. To bardzo cenne wyniki poniewaz wskazuja
na powigzanie kondycji mitochondriéw z obecnoscia kanatu potasowego co potwierdzaja dwie,
dostepne metody pozwalajace okresli¢ wartosci parametrow bioenergetycznych. Chciatabym
zapyta¢ Doktorantke, jakie inne biatka wewnetrznej blony mitochondrialnej moglyby
wywotywaé podobny efekt jakim jest zwigkszenie zuzycia tlenu przez mitochondria? Czy mogg
to by¢ biatka transportujace inne czasteczki np. biatka? Czy istnieje zwiazek pomiedzy
funkcjonowaniem mitochondrialnych kanatéw potasowych, a transportem bialek przez
wewnetrzng blong¢ mitochondrialng? Doktorantka przedstawita réwniez wyniki z modulacji
aktywnosci kanatu potasowego z komoérek nabtonka oskrzelowego oraz wersji kanatu BK_DEC.
Flawonoidy i ich pochodne wykorzystano w przypadku kanalu mitoBKca natomiast zwigzki
niskoczasteczkowe (pochodne paksyliny) wybrano w przypadku mitoBK DEC. Wyniki te
sugeruja, ze wybrane flawonoidy wywotuja rézne efekty na aktywno$é¢ mitochondrialnych
kanaléw potasowych co wiaze si¢ z rodzajami grup funkcyjnych zawartymi w modyfikowanych
zwigzkach natomiast antocyjany efektu aktywujacego nie wykazuja. To bardzo cenne wyniki
poniewaz po raz pierwszy zostaly przedstawione wyniki dziatania zwigzkow o strukturze
zblizonej do paksyliny na aktywnos¢ kanatu mitoBK DEC. Zwigzki te wywotuja jednak
mniejszy efekt na prawdopodobienstwo otwar¢ kanaléw potasowych niz znany efekt hamowania
wywotywany przez paksyling. Dyskusja napisana jest bardzo dobrze z licznym odniesieniem si¢

do aktualnej wiedzy nie budzi moich zastrzezen. W wielu miejscach znalaztam sprawng
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interpretacje uzyskanych wynikéw w kwestiach, tego wymagajacych. Dobrze napisana dyskusja
wskazuje na dojrzato$¢ naukowa mlodego badacza, ktory zdobyl wiedze i doswiadczenie na

bardzo bogatym warsztacie pracy.

Podsumowujac rozprawa doktorska przygotowana przez Panig mgr Aleksandre S¢k prezentuje
wysoki poziom merytoryczny i naukowy, a jako$¢ i dobor zastosowanych metod badawczych
zastuguje na podkreslenie. W $wietle przedstawionych wynikdw z przekonaniem stwierdzam, ze
Pani Aleksandra Sek zrealizowala w peli zalozone cele badawcze. Warto podkreslic, ze
uzyskane w ramach niniejszej rozprawy doktorskiej wyniki dotyczace identyfikacji kanatu
potasowego o duzym przewodnictwie regulowanego wapniem w komoérkach nabtonka
oskrzelowego zostaty opublikowane w Molecules w 2021, w ktorej Pani Aleksandra Sek jest
pierwszym autorem. Dodam, ze w tematyce rozprawy, Doktorantka jest rowniez wspotautorem
dwoch prac przegladowych oraz pierwszym autorem w pracy eksperymentalnej bedacej w
przygotowaniu na temat regulacji mitoBKca pochodnymi naringeniny. Poza tym wspotautorstwo
w 5 pracach eksperymentalnych oraz pracy przegladowej spoza tematyki doktoratu, w takich
czasopismach jak Biomedicine and Pharmacotherapy, Molecules czy Antioxidants, wskazuje na

spora wiedze merytoryczng oraz wysokie zaangazowanie Doktorantki.

Przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska Pani mgr Aleksandry S¢k pt. :,,Regulacja
aktywnosci mitochondrialnego kanatu potasowego przez niskoczasteczkowe zwigzki syntetyczne
oraz pochodzenia roslinnego”, 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), zatem zwracam
si¢ do Rady Naukowej Instytutu im. M. Nenckiego PAN w Warszawie z wnioskiem o
dopuszczenie Pani mgr Aleksandrg Sek do dalszych etapéw przewodu doktorskiego. Biorac pod
uwage wysokg wartos¢ rozprawy oraz jej nowatorski charakter, wnioskuje o wyrdznienie

niniejszej rozprawy stosowng nagroda.

Ma%gorz;\'vojtkowska
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