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4.1. Tytul osiagniecia naukowego

»2Mechanizmy dziatania i funkcje paralogow VDAC: analiza VDAC3 cztowieka i VDAC2

drozdzy Saccharomyces cerevisiae”


https://orcid.org/0000-0002-7684-1549

4.2. Wykaz publikacji wchodzacych w sklad osiggniecia naukowego

C1. Karachitos A, Grobys D, Antoniewicz M, Jedut S, Jordan J, Kmita H. (2016) Human
VDAC isoforms differ in their capability to interact with minocycline and to contribute to its
cytoprotective activity. Mitochondrion. 28: 38-48. doi: 10.1016/j.mit0.2016.03.004.

IF2016: 3,704, 1F2022: 4,4
punktacja MNiSWao16: 30 (A), punktacja MEiN2g23: 100

Udzial witasny: wspotautorstwo koncepcji pracy, transformacja szczepow drozdzy, testy
przezywalnosci  komorek  drozdzy, izolacja mitochondriow, pomiary oksygraficzne,
oczyszczanie biatek VDAC, pomiary przewodnictwa kanatow VDAC w sztucznych btonach
lipidowych, opracowanie i interpretacjia wynikéw, przygotowanie rycin, wspotudziat w

przygotowaniu wersji roboczej manuskryptu oraz koncowej pracy.

C2. Karachitos A, Jordan J, Kmita H. VDAC-Targeted Drugs Affecting Cytoprotection and
Mitochondrial Physiology in Cerebrovascular and Cardiovascular Diseases. 2017 Curr Med
Chem. 24: 4419-4434. doi: 10.2174/0929867324666170530073238. Praca przegladowa.

IF2017: 3,479, 1F2022: 4,1
punktacja MNiSW2o17: 40 (A), punktacja MEiN2g23: 100

Udzial wiasny: wspoltworzenie koncepcji pracy, selekcja literatury, analiza i synteza
zgromadzonych danych, przygotowanie rysunkéw, wspotudzial w przygotowaniu wersji

roboczej manuskryptu oraz koricowej pracy.

C3. Guardiani C*, Magri A*, Karachitos A*, Di Rosa MC, Reina S, Bodrenko I, Messina A,
Kmita H, Ceccarelli M, De Pinto V. (2018) yVDAC?2, the second mitochondrial porin isoform
of Saccharomyces cerevisiae. Biochim Biophys Acta Bioenerg. 1859: 270-279. doi:
10.1016/j.bbabi0.2018.01.008. *Roéwny udziat.

IF2018: 4,441, IF2022: 4,3
punktacja MNiSW2o1s: 40 (A), punktacja MEiN2g23: 100

Udzial wilasny: przygotowanie planu badan dotyczgcych analizy elektrofizjologicznej,
konstrukcja systemu do nadekspresji biatka yVDAC2 w drozdzach, opracowanie protokotu do
oczyszczania kanatu yVDAC2, pomiary przewodnictwa kanatu yVDAC2 w sztucznych blonach
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lipidowych, opracowanie i interpretacia wynikéw, przygotowanie rycin, wspotudzial w

przygotowaniu wersji roboczej manuskryptu i jego koncowej wersji.

C4. Karachitos A, Kmita H. (2019) Voltage-dependent anion channel isoform 3 as a potential
male contraceptive drug target. Future Med Chem. 11: 857-867. doi: 10.4155/fmc-2018-0328.

Praca przegladowa.

IF2010: 3,607, 1F2022: 4,2
punktacja MNiSW2o19: 100, punktacja MEiN2o23: 100

Udzial wlasny: autorstwo koncepcji pracy, selekcja literatury, analiza i synteza zgromadzonych
danych, przygotowanie rysunkow, przygotowaniu wersji roboczej manuskryptu i jego koncowej

wersji.

C5. Magri A*, Karachitos A*, Di Rosa MC, Reina S, Conti Nibali S, Messina A, Kmita H, De
Pinto V. (2019) Recombinant yeast VDAC2: a comparison of electrophysiological features
with the native form. FEBS Open Bio. 9: 1184-1193. doi: 10.1002/2211-5463.12574. ¥*Rowny

udziat.
IF2010: 2,231, 1F2022: 2,6
punktacja MNiSW2o19: 70, punktacja MEiN2023: 70

Udzial wiasny: przygotowanie planu analizy elektrofizjologicznej, pomiary przewodnictwa
kanatu yVDAC2 w sztucznych btonach lipidowych, wspotudziat w opracowaniu i interpretacji
wynikow dotyczgcych parametrow elektrofizjologicznych kanatow VDAC, wspétudzial w

przygotowaniu wersji roboczej manuskryptu i jego wersji koricowej.

C6. Karachitos A*, Grabinski W, Baranek M, Kmita H. (2021) Redox-Sensitive VDAC: A
Possible Function as an Environmental Stress Sensor Revealed by Bioinformatic Analysis.
Front Physiol. 12: 750627. doi: 10.3389/fphys.2021.750627. *Autor korespondencyjny.

IF2021: 4,755, IF2023: 4,0

punktacja MNiSWao21: 100, punktacja MEiN2023: 100



Udzial witasny: autorstwo koncepcji pracy, opracowanie struktury i metodyki badan,
bioinformatyczne analizy danych, opracowanie i interpretacja wynikoéw, przygotowanie rycin |

ilustracji, uczestnictwo w przygotowaniu wersji roboczej manuskryptu oraz koncowej pracy.

4.3. Omoéwienie celu naukowego prac stanowigcych osiagniecie naukowe i otrzymanych

wynikow

4.3.1. Wstep

Zalezny od potencjatlu kanat o selektywnos$ci anionowej (ang. voltage-dependent anion
channel, VDAC) jest jednym z najbardziej zbadanych biatek zewnetrznej blony
mitochondrialnej, odgrywajacym kluczowa role w energetyce komorkowej. Kanaty VDAC
stanowig gtowng droge dla wymiany metabolitow i jonow nieorganicznych miedzy
mitochondriami a cytoplazma®. Ich funkcje s3 nie tylko zwigzane z podstawowym
metabolizmem energetycznym, ale rowniez z takimi procesami jak regulowana $mieré

komorki, sygnalizacja komérkowa i homeostaza wapniowa?2,

Strukturalnie VDAC jest biatkiem tworzacym B-beczutke, ztozong z 19 segmentdéw o strukturze
B, tworzacych hydrofilowy kanal, przez ktéry moga przechodzi¢ rdzne transportowane
czasteczki i N-koncowego segmentu o strukturze helisy-o, ktora znajduje sie wewnatrz poru*
’. Otwarcie i zamkniecie kanatu jest zalezne od napigcia blonowego, co pozwala na precyzyjng
kontrole przeptywu jonéw nieorganicznych i metabolitow3®. W zaleznosci od warunkéw
srodowiskowych 1 sygnatow komodrkowych, w tym oddziatywan z szeregiem bialek
komorkowych?®, kanaty VDAC moga przechodzi¢ przez rdzne stany konformacyjne, co

wplywa na ich selektywno$é i przepuszczalno$é?.

W toku ewolucji gen kodujacy VDAC u drozdzy Saccharomyces cerevisiae ulegt duplikacji i
roznicowaniu, co doprowadzito do powstania dwoch paralogéw: VDAC1 i VDAC2*. Podobne
procesy zaszly rowniez w innych organizmach, co skutkuje r6zng liczbg paralogow VDAC. Na
przyktad, w mitochondriach czlowieka wystepuja trzy paralogi biatka VDAC (VDACI1-
VDAC3). Ich ekspresja jest rézna w poszczegodlnych tkankach i organach, a ich dysfunkcja

wigze si¢ z réznymi stanami patofizjologicznymi®? 2>,

Biorac pod uwage zwigzek kanatu VDAC z réznymi szlakami regulowanej $mierci komorki,
jest on doskonalym celem ukierunkowanej strategii terapeutycznej, majacej charakter

cytotoksyczny lub cytoprotekcyjny. Selektywne oddziatywanie réznych substancji z
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poszczegolnymi paralogami VDAC, to jedna ze strategii 0 ogromnym potencjale w terapii

® chorob sercowo-naczyniowych i choréb naczyniowych moézgu®’, tocznia

nowotworow!
rumienowatego lub zespoléw toczniopodobnych!® jak rowniez potencjalna strategia

znalezienia substancji wykazujacych wlasciwosci antykoncepcyjne u mezczyzn'®.

Wprowadzenie to ma na celu podkreslenie ztozono$ci i plejotropizmu biatek VDAC, ktore nie
tylko transportuja jony nieorganiczne i metabolity, ale rowniez uczestnicza w szerokim
spektrum proceséw biologicznych i patologicznych. Badania obejmujace cykl prac (od C1 do
C6), dostarczajg nowych i kluczowych informacji na temat funkcjonalnego zréznicowania
biatek VDAC, w tym ludzkiego VDAC3 1 drozdzowego VDAC2, co ma kluczowe znaczenie

dla przysztych badan w tej dynamicznie rozwijajacej si¢ dziedzinie.

4.3.2.Cel pracy

Celem wykonanych badan byto lepsze zrozumienie roli i funkcji wybranych paralogow VDAC,
konkretnie VDACS3 u cztowicka i VDAC2 u drozdzy S. cerevisiae, z wyjatkowym naciskiem
na odkrycie ich funkcji kanalowej, ktéra byta negowana do momentu podjecia tych badan.
Pierwszym etapem badan bylo zrozumienie mechanizméw dziatania tych kanatow w
komorkach drozdzy, wykorzystanych powszechnie jako model komorki eukariotyczne;.
Komorki drozdzy shuzyly rowniez jako platforma do nadprodukcji i izolacji ludzkich biatek
VDAC, co stanowito drugi etap badan. W ramach badan zastosowano zaawansowang technike
pomiaru aktywnos$ci kanalowej w sztucznych btonach lipidowych, znana jako metodg czarnych
btonek (ang. black lipid membrane, BLM). Ta metoda pozwolita na scharakteryzowanie cech
elektrofizjologicznych badanych kanalow. Do tych cech naleza: selektywno$¢ jonowa,
zaleznos$¢ od potencjatu oraz dynamika otwierania 1 zamykania. Ostatecznym celem badan byto
okreslenie roli biologicznej i zaproponowanie potencjalnych zastosowan biomedycznych
ludzkiego biatka VDAC3, w tym dotyczacych jego udzialu w patogenezie chorob

naczyniowych i neurodegeneracyjnych oraz me¢skiej nieptodnosci.



4.3.3. Uzyskane wyniki

4.3.3.1. Ludzki VDAC3 tworzy funkcjonalny kanal i moze by¢ celem dzialania réznych

lekow

Przepuszczalno$¢ bton mitochondrialnych odgrywa kluczowa role w regulacji wymiany
metabolitow pomigdzy mitochondriami a cytoplazmg. Kanat VDAC, begdacy glownym
biatkiem zewng¢trznej blony mitochondrialnej, zarzadza przeplywem matych jonow i substancji
rozpuszczalnych w wodzie, takich jak substraty oddechowe. Nieprawidtowos$ci w tej wymianie

moga skutkowaé réznymi zaburzeniami funkcji mitochondriow?®.

U ssakow wystepuja trzy paralogi VDAC, kazdy kodowany przez inny gen. Struktury 3D
VDACI i VDAC2 s3 bardzo dobrze poznane i wykazuja duze podobienstwo*’. Dzigki
wysokiemu stopniowi zgodno$ci sekwencji aminokwasowej, mozna roéwniez zbudowaé
wiarygodny model VDAC3%. Mimo strukturalnych podobiefistw, réznice W sekwencjach
aminokwasowych sugeruja specyficzne znaczenie funkcjonalne dla kazdego z tych

paralogow?1%2,

Przepuszczalno$¢ kanatow VDAC moze by¢ mierzona w izolowanych mitochondriach 1 w
uktadach rekonstytuowanych?. Przepuszczalnoé¢ VDAC w izolowanych mitochondriach
wymaga skomplikowanych pomiarow, a takze oceny ciaglo$ci mitochondrialnej btony
zewnetrznej, poniewaz izolacja mitochondriéw moze prowadzi¢ do jej uszkodzenia®*. Dlatego,
najpopularniejsza 1 najbardziej wiarygodng metoda s3 pomiary elektrofizjologiczne
izolowanych i oczyszczonych kanatéw, rekonstytuowanych w sztucznych w blonach

fosfolipidowych, w tym metoda BLM.

Wiasciwosci kanalu VDAC poddanego rekonstytucji zostaly po raz pierwszy opisane w 1976
roku® i od tego czasu zostaty bardzo doktadnie zbadane>?®. W skrocie, VDAC tworzy tylko
jeden otwarty stan, w ktorym wykazuje przewodnictwo elektryczne okoto 4 nS w 1 M KCl i
selektywno$¢ dla aniondw. Ze wzgledu na zalezno$¢ od napigcia, przy wyzszych potencjatach
(30 mV lub wiecej), kanal VDAC przechodzi w jeden ze stanow zamknigtych, w przypadku
ktorych jego przewodnictwo maleje a selektywnos$¢ zmienia si¢ w kierunku kationowej, co

uniemozliwia transport metabolitow bedacych anionami3,

Po rekonstytucji w sztucznych btonach lipidowych, ludzkie VDAC1 i VDAC2 wykazuja
kanoniczne wlasciwosci elektrofizjologiczne rekonstytuowanego biatka VDAC: wysokie

przewodnictwo 1 selektywnos$¢ anionowa oraz zdolno$¢ do przej$cia z otwartego stanu o



wysokim przewodnictwie do jednego ze stanéw zamknietych 0 zmienionej selektywnosci i
nizszym przewodnictwie, w zaleznoéci od przylozonego napiecial®%?, Natomiast ludzki
VDAC3 dlugo pozostawat stabo scharakteryzowany, gléwnie ze wzgledu na trudnosci
zwigzane z izolacjg bialka, a ograniczone opublikowane wyniki dostarczaty sprzecznych
danych elektrofizjologicznych. Inne renomowane laboratoria zglaszaty, ze VDAC3 tworzy
kanaty o malym i niestabilnym przewodnictwie, ktore nie wykazuja zaleznosci od potencjatu
elektrycznego, z wartoscia przewodnictwa okoto 0,09 nS w 1 M KCI?"28, W zwigzku z tym
VDAC3 byt powszechnie uwazany za biatko regulatorowe, a nie kanal transportowy?>%, w

przeciwienstwie do jednoznacznej roli VDAC1 i VDAC2 w przepuszczalnosci

mitochondrialnej btony zewnetrznej!.

Praca Karachitos i in. 2016 (C1) stanowi rozwinigcie wczesniejszych badan, ktore zostaly
opublikowane w 2012 roku jako cze$¢ mojej pracy doktorskiej. Wyniki tych badan wskazywaty
na istotne znaczenie VDAC w cytoprotekcyjnym dziataniu minocykliny (pdtsyntetycznego
antybiotyku z grupy tetracyklin) na komorki drozdzy w warunkach stresu oksydacyjnego®L.
Zatem, celem badan byto stwierdzenie, czy cytoprotekcyjny efekt minocykliny w kontekscie
stresu oksydacyjnego indukowanego w komorkach drozdzy przez H.O» moze zaleze¢ od
obecnosci danego paralogu ludzkiego VDAC. W wyniku tych badan dokonalismy istotnego
odkrycia, mianowicie ze paralog VDAC3 wykazuje cechy funkcjonalne typowe dla kanatow

VDAC.

Obserwacja ta byta skutkiem zastosowania roznorodnych metod badawczych, w tym testow
komplementacji w komoérkach drozdzy, pomiarow oksygraficznych oraz analizy funkcji kanatu
po jego rekonstytucji w sztucznych btonach lipidowych. Mimo solidnego potwierdzenia
kanonicznej aktywnos$ci kanalowe; VDAC3 czlowieka, napotkaliSmy na trudnosci w
opublikowaniu otrzymanych wynikoéw. Wynikalo to z powszechnie przyj¢tego przekonania, ze

ludzki VDACS3 nie petni funkcji kanatu.

W tym kontekscie kluczowa role odegrata praca opublikowana przez Okazaki i
wspotpracownikow w 2015 roku®2. W tej pracy autorzy wykazali, ze ludzki paralog VDAC3
oczyszczony z bakterii wykazuje rozne wlasciwosci, w tym nizsze wartosci przewodnictwa i
brak zalezno$ci od potencjatu. Co wigcej, zdotali oni przywrdci¢ zalezno$¢ od potencjatu po
dodaniu czynnikoéw redukujacych, co wskazuje na istotng rolg reszt cysteiny w aktywnosci

kanalowej VDACS3. Ta praca otworzyta nam mozliwo$¢ publikacji naszych wynikow.

W efekcie, w pracy C1, moglismy jako pierwsi przedstawi¢ dowody na to, ze ludzki VDAC3,

poddany heterologicznej ekspresji w komorkach drozdzy i izolowany z mitochondriéw
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drozdzy, posiada wtasciwosci kanatowe bardzo zblizone do tych obserwowanych dla VDACL.
Co wigcej, nasze badania wykazaly, ze to wilasnie paralog VDAC3 jest kluczowy dla
cytoprotekcyjnych  wilasciwo$ci  minocykliny w  warunkach stresu oksydacyjnego
indukowanego przez H2O2. Te wyniki dostarczajg pierwszych wskazoéwek do zrozumienia

roéznic w funkcjach VDAC3 i pozostatych paralogdw.

Nasze odkrycia zyskaty uznanie w srodowisku naukowym i wptyngty na trwajaca dyskusje
dotyczacg roli réznych paralogbw VDAC w funkcjonowaniu mitochondriow i komoérek. W
2020 roku zespo6t biofizykow z USA, odwotujac si¢ do naszej pracy, jednoznacznie potwierdzit,
ze ludzki VDAC3 moze tworzy¢ kanaly, ktore transportujg jony nieorganiczne i metabolity w

sposdb porownywalny do VDAC1%,

To otwiera nowe mozliwosci terapeutyczne, zwlaszcza w kontekscie chordb naczyniowo-
mozgowych i sercowo-naczyniowych, co bylo gtéwnym tematem pracy przegladowej
Karachitos i in., 2017 C2. W artykule tym podkreslili§my roéwniez potencjalne zastosowanie
lekow wptywajacych na VDAC jako lekow cytoprotekcyjnych. W tym kontek$cie, nasze
wczesniejsze ustalenia dotyczace unikatowych wilasciwosci kanatowych paralogu VDAC3
staja si¢ szczegodlnie istotne. UstaliliSmy, ze to wiasnie VDAC3, a nie inne paralogi VDAC, jest

kluczowy dla cytoprotekcyjnych wtasciwosci minocykliny w sytuacjach stresu oksydacyjnego.

W pracy przegladowej Karachitos i Kmita, 2019 C4 skupili$my si¢ na roli ludzkiego paralogu
VDAC3 w motoryce i morfologii plemnikow ludzkich. Celem bylo zbadanie mozliwosci
wykorzystania VDAC3 jako potencjalnego celu dla meskich srodkéw antykoncepcyjnych. W
pracy podkreslilismy, ze VDAC3 odgrywa kluczowa role w regulacji transportu ATP i1
homeostazy Ca®*, co jest istotne dla ruchliwoéci plemnikéw. Opisalismy zidentyfikowane
mutacje w genie kodujacym VDAC3 u pacjentdow z niska ruchliwos$cig plemnikow, co sugeruje,

ze te mutacje moga wptywac na strukture i1 funkcje kanatu VDACS3.

W pracy tej zwrocilisSmy takze uwage na to, ze brak lub nieprawidtowe funkcjonowanie
VDAC3 moze prowadzi¢ do nieptodnosci. VDACS3 jest rowniez zwigzany z procesami takimi
jak reakcja akrosomalna, ktora jest kluczowa dla funkcji plemnikéw. W zwiazku z tym
zasugerowalismy, ze zrozumienie roli VDAC3 w motoryce plemnikéw moze otworzyé nowe
mozliwosci w dziedzinie antykoncepcji meskiej. Praca C4 stanowi zatem wazny krok w
zrozumieniu roli VDAC3 w funkcjonowaniu plemnikow, co ma istotne znaczenie dla

potencjalnych zastosowan tego kanatu jako celu dla nowych form meskiej antykoncepcji.



Podsumowujac, obie prace przegladowe podkreslajg, ze VDACS3 jest kluczowym elementem
réznych aspektow funkcjonowania komorek, od mechanizméw ochrony przed stresem

oksydacyjnym do ruchliwosci plemnikow. To z kolei otwiera nowe $ciezki dla badan i terapii.

4.3.3.2. Drozdzowy VDAC?2 jest bialkiem kanalowym i charakteryzuje si¢ kanonicznymi

wlasciwosciami elektrofizjologicznymi.

Chociaz mechanizmy dzialania VDAC u ssakéw sa dobrze zrozumiane, ich drozdzowe
odpowiedniki nie byty tak doktadnie badane. Do niedawna uwazano, ze drozdze S. cerevisiae
posiadajg tylko jeden gen kodujacy VDAC (VDACL1), znany jako PORL1. Jednakze, obserwacje
zawarte w pracy opublikowanej w 1997 roku** wskazaly, ze drozdze z usunietym genem POR1
(mutanty Aporl) moga przetrwaé na pozywce z niefermentujacym zrodtem wegla (pozywka ta
wymaga metabolizmu tlenowego) w nizszych temperaturach, co sugeruje istnienie
alternatywnego  mechanizmu transportu  metabolitow  przez  zewnetrzng — blong
mitochondrialng®*. Badania te ujawnily drugi gen VDAC w drozdzach, oznaczony jako POR2,
ktory koduje biatko VDAC2. Gen POR2 moze kompensowaé defekty wzrostu mutantow
Aporl, ale tylko po nadekspresji. Podwdjny mutant Aporl/Apor2 charakteryzuje si¢ bardzo

134, Co wiecej, mutanty Apor2 nie

ograniczonym wzrostem w poréwnaniu do mutanta Apor
wykazywaty zadnych fenotypowych zaburzen, co sugerowato, ze w mitochondriach drozdzy
VDAC?2 jest mniej istotnym biatkiem niz VDAC1, uczestniczacym jednak w transporcie przez

zewnetrzng btone mitochondrialng i prawdopodobnie posiadajacym funkcje kanatowe.

W pracy Guardiani i in., 2018 (C3), skupili$my si¢ na doktadnej charakterystyce strukturalnej
i funkcjonalnej VDAC?2, drugiego biatka VDAC w drozdzach S. cerevisiae. Do realizacji tego
ambitnego projektu zaangazowane byly miedzynarodowe zespoly badawcze. Nad
eksperymentami elektrofizjologicznymi pracowat nasz zespo6t (pod kierunkiem prof. Hanny
Kmity) oraz zespot z Uniwersytetu w Katanii (Wtochy) prowadzony przez prof. Vito De Pinto,
ktory jest uznawany za wybitnego eksperta w dziedzinie kanatow VDAC. Symulacje dynamiki
molekularnej byly realizowane przez zespot kierowany przez prof. Matteo Ceccarelli z

Uniwersytetu w Cagliari (Wtochy).

Wykorzystujac zaawansowane metody, takie jak symulacje dynamiki molekularnej oraz
pomiary elektrofizjologiczne (metoda BLM), mogliSmy zbudowaé¢ modele homologiczne
drozdzowych biatek VDACI1 1 VDAC2. Te modele pozwolity nam na analiz¢ cech kanatlu, w
tym $ciezek transportu K* i CI". Ze wzgledu na niski poziom ekspresji genu kodujacego VDAC2
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w komorkach drozdzy, zdecydowaliSmy si¢ na nadekspresje tego genu w komodrkach z
usunietym genem POR1 (Aporl) i pod kontrola promotora tego genu. Nastepnie
opracowali§my skuteczng metode oczyszczania biatka z izolowanych mitochondriow przy
uzyciu detergentu LDAO. Dzigki tej strategii mogliSmy przeprowadzi¢ szczegoétowa analizg

elektrofizjologiczng VDAC2 metoda BLM.

Wykazali$my, ze drozdzowy VDAC2 ma zdolno$¢ tworzenia kanatlu. Jego przewodnictwo,
zalezno$¢ od napiecia i selektywno$é jonowa byly podobne do wartosci otrzymywanych dla
drozdzowego VDACI i bialek VDAC innych organizméw. Zatem w pracy tej po raz pierwszy
wykryto 1 scharakteryzowano cechy kanalu VDAC?2.

Po zidentyfikowaniu i opisaniu wtasciwosci VDAC2 drozdzy w pracy C3, kolejna praca, {j.,
Magri i in., 2019 (C5), dotyczyla poréwnania elektrofizjologicznych cech VDAC2
uzyskiwanego przy zastosowaniu roznych metod. Poréwnano VDAC2 o0czyszczony po
nadekspresji w komorkach bakterii (VDAC2 rekombinowany) i VDAC2 otrzymany metoda
opisang w pracy C3 (VDAC2 natywny), co pozwolito na glgbsze zrozumienie mechanizmow
regulujacych jego aktywnos$¢. Analiza wykazata, ze rekombinowany VDAC?2, podobnie jak
jego natywna forma, moze tworzy¢ kanaty zalezne od napiecia, a jego Srednie przewodnictwo
moze by¢ podobne do tego wykazywanego przez natywna forme. Jednakze rekombinowany
VDAC?2 charakteryzowal si¢ mniejszg wrazliwos$cig na zmiany napig¢cia w poréwnaniu z jego
natywnym odpowiednikiem. Wymagat ponadto zastosowania wyzszych napig¢, aby mozliwe
bylo zamkniecie kanatu. Zauwazono réwniez réznice w selektywnosci wzgledem jonoéw

migdzy natywng a rekombinowang forma.

Badania te potwierdzity, ze VDAC2 drozdzy ma zdolno$¢ tworzenia kanatéw, co zaprzeczato
wczesniejszym doniesieniom. Sugerowaly rowniez, ze modyfikacje potranslacyjne w
komorkach eukariotycznych moga wptywac na zalezno$¢ od napigcia i selektywnos$¢ jonowa

VDAC2, podobnie jak w przypadku ludzkiego biatka VDACS3.

Dzieki miedzynarodowej wspotpracy 1 zastosowaniu zaawansowanych technik badawczych,
udato nam si¢ doktadnie opisa¢ aktywnos¢ elektrotizjologiczng VDAC?2. Jest to wazny krok w
zrozumieniu jego roli w biologii komoérki drozdzy S. cerevisiae i wykorzystania tych komorek
w badaniu funkcjonalnego zréznicowania paralogéw ludzkiego VDAC, co jest podej$ciem.

waznym dla zrozumienia funkcji VDAC w komorkach ssakow.
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4.3.3.3. Pelnigcy funkcje czujnika redoks ludzki VDAC3 i jego analogi u innych
organizmow dostarczaja kluczowych informacji o ewolucyjnie zachowanych

mechanizmach odpowiedzi na stres Srodowiskowy.

Reszty cysteiny wchodzace w sklad VDAC3 moga ulega¢ utlenieniu pod wpltywem
reaktywnych form tlenu (RFT), co moze wptywaé na funkcje tego kanatu®>*°. Utlenienie reszt
cysteiny moze prowadzi¢ do zmian konformacyjnych w strukturze biatka, co z kolei moze
wplynaé na jego aktywnosé jako kanatu®?. W kontekscie stresu oksydacyjnego, takie zmiany
mogg mie¢ znaczenie dla regulacji przeptywu jonow nieorganicznych i metabolitow przez

zewngtrzng btong¢ mitochondrialng.

Praca Karachitos i in., 2021 (C6) zaklada, ze stres oksydacyjny, wynikajacy z braku
réwnowagi miedzy produkcja RFT a zdolno$ciami antyoksydacyjnymi komorek, moze
wplywac na funkcje kanalu VDAC w mitochondriach. SkupiliSmy si¢ na analizie sekwencji
aminokwasowych VDAC w réznych organizmach, aby zidentyfikowa¢ potencjalne miejsca, w
ktorych reszty cysteiny moga ulega¢ utlenieniu, co z kolei mogloby wplywaé na wtasciwosci

kanatu.

Zauwazylismy, ze w organizmach, ktére maja tylko jeden gen kodujacy VDAC czgsto brakuje
tzw. "wrazliwego na redoks" VDAC, reprezentowanego przez ludzki VDAC3. Kanat VDAC
wrazliwy na redoks jest specyficznym typem kanatu, ktory posiada zdolno$¢ do modyfikacji
swojej struktury i funkcji w odpowiedzi na zmiany w stanie redoks komorki. Kluczowa cecha
tego kanatu jest obecnos$¢ reszt cysteiny, ktore mogg ulega¢ utlenieniu lub redukcji. Tworzone
przez te reszty cysteiny wigzania dwusiarczkowe sa kluczowe dla wtasciwosci kanatu, takich
jak przewodnictwo i selektywnos$¢ dla jonow. Tymczasem w organizmach z wieloma
paralogami VDAC, takich jak Drosophila melanogaster czy ludzie, istnieja paralogi VDAC,
ktore sg wrazliwe na redoks, a ich geny ulegaja ekspresji w specyficznych tkankach. Ludzki
VDACL jest wszechobecny w ludzkich tkankach i charakteryzuje si¢ najwyzszym poziomem
ekspresji®®. W przeciwienstwie do VDAC1, VDAC3 ulega ekspresji na szczegdlnie wysokim

37

poziomie w jadrach, a jego nokaut w modelu mysim prowadzi do nieptodnosci samcow>’, co

podkresla jego znaczenie w biologii rozrodu.

D. melanogaster posiada cztery paralogi VDAC: Dmel/porin, Dmel/porin2, Dmel/CG17140 i
Dmel/CG17139. Jeden z nich, Dmel/porin, jest wszechobecny w rdéznych tkankach, natomiast
pozostale trzy sg specyficzne dla meskiego narzadu rozrodczego®®. Nokaut wszystkich genow
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kodujacych paralogi VDAC u D. melanogaster prowadzi do defektéw w oddychaniu tlenowym,
nieprawidtowej morfologii mitochondriow w migéniach, dysfunkcji synaptycznej oraz
powoduje nieptodnos¢ u samcoéw®. Co ciekawe, paralogi Dmel/CG17140 i Dmel/CG17139,
charakteryzuja si¢ obecnoscig kilku reszt cysteiny, z ktorych jedna znajduje si¢ w ich N-koncu.
Ta cecha jest bardzo podobna do ludzkiego VDAC3, ktory roéwniez posiada reszte cysteiny W
regionie N-konca. Chociaz geny kodujace te biatka ewoluowaly niezaleznie, podobne cechy
strukturalne Dmel/CG17140 i Dmel/CG17139 oraz VDACS3 sugeruja, ze moga one stanowié
funkcjonalne analogi, petnigce specyficzne funkcje w mechanizmach odpowiedzi na stres

oksydacyjny lub inne warunki srodowiskowe.

Nasze obserwacje sugeruja rowniez, ze pasozyty czg¢sto maja tylko jeden wariant VDAC, ktory
jest wrazliwy na redoks. To prowadzi do hipotezy, ze ewolucja VDAC moze by¢
uwarunkowana przez stres $rodowiskowy i ze kanal ten moze odgrywac rol¢ w adaptacji
organizméw do roznych warunkoéw srodowiskowych. Zarowno pasozyty, jak 1 plemniki sg
narazone na podobne warunki srodowiskowe, takie jak stres oksydacyjny. Pasozyty, bedac w
organizmach gospodarzy, sa narazone na r6zne mechanizmy obronne, w tym na RFT. Podobnie
plemniki sg "obce" zaréwno dla me¢zczyzny, ktory je produkuje, jak i dla kobiety, ktora je
otrzymuje. Narzady uktadu rozrodczego kobiety sa narazone na kolonizacj¢ przez patogeny i
dlatego rozwijajg rozne mechanizmy obronne, w tym produkcj¢ RFT, ktore moga potencjalnie
uszkodzi¢ plemniki. W zwigzku z tym, zardwno pasozyty, jak i plemniki moga wymagaé

silniejszych czujnikow redoks, aby przetrwac w tych warunkach.

Praca C6 wnosi istotny wktad do zrozumienia roli i funkcji kanatow VDAC w konteks$cie stresu
oksydacyjnego i adaptacji do r6znych warunkow srodowiskowych. Przedstawione ustalenia
moga znaczaco wptynac¢ na przyszite badania nad komorkowymi mechanizmami odpornosci na
stres oraz otwieraja nowe mozliwosci w zakresie leczenia chordb zwigzanych z dysfunkcja

mitochondriéw i nieptodnoscia.

4.4. Omowienie pozostalych osiaggnie¢ naukowych, ktérych wyniki umieszczone sa w
pracach naukowych (Publikacje stanowigce pozostale osiggni¢cia naukowe wskazano w

zalaczonym dokumencie ,,Zatacznik 4a - Wykaz osiggnie¢ naukowych”)
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4.4.1. Tytul pozostalego osiagniecia naukowego

,,Mitochondrialne podtoze anhydrobiozy niesporczakow”

4.4.2. Wstep

W ciggu ostatnich lat uczestniczylem w badaniach nad zjawiskiem anhydrobiozy
niesporczakow. Anhydrobioza to fascynujaca adaptacja, ktora pozwala pewnym organizmom
przetrwaé w skrajnie niekorzystnych warunkach, wynikajacych z niedoboru wody*°. Zjawisko
to jest obserwowane nie tylko wéréd mikroorganizmoéw, ale takze wsrdd roslin oraz pewnych
gatunkow malych bezkregowcow. Szczegdlnie interesujacym przyktadem organizmow
zdolnych do anhydrobiozy sa niesporczaki, zaliczane do bezkregowcow. Moje zaangazowanie
w te badania wynikalo z zainteresowania zagadnieniem funkcjonowania mitochondriéw w
warunkach stresowych, co znajduje takze odzwierciedlenie w publikacjach zaliczonych do

monotematycznego cyklu publikacji (P21-P24).

Proces anhydrobiozy u niesporczakow mozna podzieli¢ na trzy gldwne etapy: dehydratacja
(odwodnienie), w ktorym tworzy si¢ charakterystyczna "barytka", nast¢pnie faza barytki, a na
koncu etap rehydratacji (nawodnienia)*!. W trakcie fazy barylki, niesporczak traci znaczng ilo§¢
wody (nawet powyzej 90%), co skutkuje zmniejszeniem jego objetosci o okoto 70%. Organizm
przyjmuje wtedy ksztalt przypominajacy beczke, co jest wynikiem obkurczania si¢ wzdtuz osi
ciala, wciagniecia glowy i cofnigcia si¢ ndg oraz reorganizacji narzagdow wewnetrznych i
komorek*. Jednak te zmiany nie s3 trwate. W momencie, gdy warunki stajg si¢ bardziej
korzystne 1 nastepuje rehydratacja, niesporczak "ozywa", czemu towarzyszy przywrdcenie

wyjsciowej formy i funkcji®2.

Na poziomie morfologii organizmu, anhydrobioza jest zjawiskiem dobrze zbadanym i stanowi
cickawy przyklad adaptacji organizmow do przetrwania w ekstremalnych warunkach.
Jednakze, odpowiednie mechanizmy komoérkowe wcigz wymagaja wyjasnienia. Badania nad
tym zjawiskiem ujawnily kilka wspolnych elementéw u bezkregowcdéw. Wsrdd nich nalezy
wspomnie¢ biatka poznej embriogenezy (LEA) oraz biatka szoku cieplnego (HSP). Niemniej
jednak, niektére mechanizmy sa bardziej charakterystyczne dla pewnych gatunkow
bezkregowcoOw niz dla innych, co wskazuje na ztozono$¢ tego procesu na poziomie

komorkowym*,
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Jednakze wspdlng ptaszczyzng w rozpatrywaniu mechanizméw komoérkowych zwigzanych z
anhydrobioza u réznych organizméw wydaje si¢ by¢ funkcjonowanie mitochondriow.
Anhydrobioza jest bowiem procesem uporzagdkowanym, wymagajacym zasilania
energetycznego. Na przyktad, w przypadku niesporczakow zauwazono, ze rozprzg¢zenie
mitochondriow zaktoca proces tworzenia si¢ barytki, co jest kluczowym etapem
anhydrobiozy*. Co wiecej, mitochondria moga odgrywaé wazna role w procesie rehydratacji
po okresie anhydrobiozy®®. Mimo tych obserwacji, dokladna rola mitochondriéow w
anhydrobiozie, w tym niesporczakow, nadal nie zostala wyjasniona, chociaz badania nad
biatkami mitochondrialnymi, ktore s3 zaangazowane w reakcje na warunki stresowe, moga
dostarczy¢ kluczowych informacji na temat komorkowego podtoza anhydrobiozy. Wynika to

prawdopodobnie z braku odpowiednich rozwigzan metodycznych.

Moje badania, przeprowadzone w ramach projektu kierowanego przez prof. Hann¢ Kmite,
dostarczyty kluczowych informacji dotyczacych roli mitochondrialnej alternatywnej oksydazy
(AOX) u niesporczakow. AOX to specyficzne biatko zlokalizowane w wewng¢trznej blonie
mitochondrialnej, ktore nie jest hamowane przez cyjanek i wiaze jony zelaza*®8. Co istotne,
wprowadza ono alternatywng $ciezke w mitochondrialnym tancuchu oddechowym na poziomie
koenzymu Q. Dzigki temu, AOX umozliwia bezposredni transfer elektronéw z kompleksu |
i/lub 1I przez koenzym Q do tlenu, omijajac tradycyjny szlak cytochromowy, ktory sktada sig¢
kompleksu III i IV. Wspolpracujac z zespotem prof. Kmity, uczestniczytem w wykazaniu
funkcjonalnosci AOX u niesporczakow. To odkrycie rzuca nowe $wiatlo na zrozumienie
funkcjonowania mitochondriéw niesporczakdow, zwtaszcza w kontekscie ich zdolnosci do

przetrwania w ekstremalnych warunkach, dzigki procesom takim jak anhydrobioza.

4.4.3.Uzyskane wyniki

Publikacja Kaczmarek i in., 2019 (P21) to praca przegladowa, zawierajaca miedzy innymi
aktualne informacje dotyczace komorkowego podloza anhydrobiozy. W pracy tej
przedstawiono takze dwa modele wyjasniajace wptyw anhydrobiozy na proces starzenia sig:
"Spiaca Krolewna" i ,,Portret Doriana Graya". Zgodnie z modelem , Spiacej Krolewny",
organizmy w trakcie anhydrobiozy nie starzejg si¢, podczas gdy model ,,Portret Doriana Graya"
przewiduje, ze W trakcie anhydrobiozy organizm starzeje si¢, przynajmniej na poczatkowych
jej etapach. Eksperymentalna weryfikacja tych modeli moze mie¢ kluczowe znaczenie dla

wykorzystania anhydrobiozy w hamowaniu procesu starzenia si¢ organizméw. Wymaga to
15



jednak najpierw wyjasnienia komorkowych mechanizmoéw anhydrobiozy, w tym udziatu biatek

mitochondrialnych.

Moj udziat w publikacji polegat na aktywnym udziale w dyskusjach zespotu nad interpretacja
zgromadzonych danych oraz w ksztaltowaniu koncowych wnioskéw pracy. Moje
doswiadczenie w zakresie biologii molekularnej i biochemii pozwolito na glgbsze zrozumienie
omawianych zagadnien oraz wskazanie potencjalnych kierunkow dalszych badan w tej
dziedzinie. Ponadto uczestniczylem w przygotowaniu maszynopisu i jego koncowej wersji,

uwzgledniajacej uwagi recenzentow

Publikacja Wojciechowska i in., 2021a (P22) dotyczy roli AOX w anhydrobiozie niesporczaka
Milnesium inceptum. Kluczowe znaczenie dla prowadzonych badan miato potwierdzenie
funkcjonalnosci AOX tego gatunku niesporczaka. Potwierdzenie to uzasadnialo zastosowanie
inhibitora AOX (BHAM; kwas benzohydroksamowy) podczas eksperymentalnie
przeprowadzonej anhydrobiozy. Na tej podstawie stwierdzono, ze znaczenie AOX wzrasta

wraz z czasem trwania fazy baryiki, ale enzym ten nie jest istotny w etapie rehydratacji.

W pracy wykorzystano model drozdzowy S. cerevisiae do heterologicznej ekspresji genu AOX
niesporczaka. Dzigki temu, po raz pierwszy, udalo si¢ potwierdzi¢ funkcjonalnos¢ AOX
niesporczaka. Eksperymenty wykazaty, ze ekspresja AOX M. inceptum w komorkach drozdzy
prowadzita do wrazliwo$ci ich oddychania na BHAM i zmniejszala wrazliwos¢ tego

oddychania na KCN.

Moje zaangazowanie w prace¢ polegalo na zaplanowaniu i wykonaniu eksperymentow z
wykorzystaniem modelu drozdZzowego. Opracowatem i stworzylem model drozdzowy z
ekspresja AOX niesporczaka, a nastgpnie wykonatem badania oksygraficzne, ktore
potwierdzity funkcjonalnos¢ AOX w mitochondriach drozdzy. M§j udziat w publikacji polegat
rowniez na wykonaniu analiz bioinformatycznych, ktoére pozwolity na stworzenie modelu 3D
oraz porownanie Sekwencji AOX niesporczakow. Ponadto uczestniczytem w opracowaniu
koncepcji publikacji oraz w przygotowaniu maszynopisu i jego koncowej wersji,
uwzgledniajgcej uwagi recenzentow.

Kolejna publikacja Wojciechowska i in., 2021b (P23) dotyczy potwierdzenia funkcjonalnosci
AOX w nienaruszonych osobnikach reprezentujacych inny gatunek niesporczaka, tj. Hypsibius
exemplaris. Mialo to kluczowe znaczenie dla wyjasnienia wynikow testu toksycznosci in vivo,
badajacego wplyw KCN (inhibitor drogi cytochromowej) i BHAM (inhibitor AOX) na

aktywnos$¢ niesporczakow (okreslang na podstawie ich ruchliwosci). Wyniki tego testu
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wskazaly miedzy innymi, ze wyeliminowanie aktywno$ci osobnikow w obecnosci KCN
wymagato podania BHAM. Pozostawato to w zgodzie z odpowiednimi zmianami potencjatu
wewnetrznej blony mitochondrialnej (AY) wykrywanymi w nienaruszonych osobnikach oraz
ich oddychaniem czyli szybko$cig zuzycia tlenu. Zgodnos¢ tych danych pozwala takze na
wniosek, ze aktywno$¢ AOX w niesporczakach moze by¢ monitorowana zarOwno przez
obserwacj¢ zachowania zwierzat, jak i przez pomiar oddychania nienaruszonych osobnikow i

detekcje AY w ich mitochondriach.

Moéj udziat w publikacji polegat na opracowaniu metody monitorowania AY w nienaruszonych
osobnikach i wykonaniu eksperymentéw wykorzystujacych te metode. Ponadto, wspotpracujac
z zespolem, bralem udziat w analizie i interpretacji uzyskanych danych oraz w przygotowaniu

maszynopisu i jego koncowej wersji, uwzgledniajacej uwagi recenzentow.

W publikacji Poprawa i in., 2022 (P24) zweryfikowano mozliwos¢ stosowania Hypsibius
exemplaris jako modelu w badaniu anhydrobiozy niesporczakow. Ten gatunek niesporczaka
jest jednym z najlepiej przebadanych i czesto uzywanych jako model laboratoryjny do ré6znych
badan. Jednak dostepne dane sugerowaty, ze zdolno$¢ tego gatunku do anhydrobiozy moze by¢
przeceniana. W ramach przeprowadzonych badan przetestowano rézne protokoty anhydrobiozy
w warunkach laboratoryjnych, roznigce si¢ poziomem jej przezywalnosci, i wykonano analize
strukturalng komodrek w obrebie barytek, za pomoca mikroskopii elektronowej. Stwierdzono,
ze nawet w prawidlowo uformowanych barytkach dochodzi¢ moze do proceséw
degeneracyjnych, obejmujacych takze mitochondria. Zmiany degeneracyjne w mitochondriach
wskazywaly na upos$ledzenie procesu fosforylacji oksydacyjnej, co wspotwystepowato ze
zmniejszong przezywalno$cig anhydrobiozy. Wyniki te wskazuja, ze H. exemplaris nie jest
dobrym modelem do badah nad anhydrobiozg ze wzgledu na wysokie prawdopodobienstwo

uposledzenia zasilania energetycznego procesow komoérkowych.

Moj udziat polegal na opracowaniu i przeprowadzeniu eksperymentow, ktore miaty na celu
ocen¢ przezywalnosci anhydrobiozy w roznych warunkach. Ponadto uczestniczylem w
opracowaniu koncepcji publikacji oraz w przygotowaniu maszynopisu i jego koncowej wersji,
uwzgledniajacej uwagi recenzentow.

Podsumowujac, moje badania dostarczyly skuteczne rozwigzania metodyczne, pozwalajace na
wglad w stan funkcjonalny mitochondriow niesporczakow oraz przyczynily si¢ do

sformutowania istotnych wnioskow dotyczacych znaczenia obecnosci AOX w mitochondriach

niesporczakow, w tym rowniez dla przebiegu anhydrobiozy.
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5. Informacja o wykazywaniu si¢ istotng aktywnos$cia naukowa albo artystyczna
realizowana w wie¢cej niz jednej uczelni, instytucji naukowej lub instytucji kultury, w

szczegolnosci zagranicznej.

18 czerwca — 30 lipca 2012 - Staz naukowo-badawczy w Laboratorium Neurofarmakologii
na Uniwersytecie Medycznym Kastylli-La Mancha w Albacete w Hiszpanii. Pod
kierunkiem prof. Joaquina Jordana mialem okazj¢ przeprowadzi¢ badania nad wpltywem
roznych lekéw na mitochondria. Moje badania koncentrowaty si¢ gldwnie na analizie trzech

substancji: minocykliny, Mdivi-1 oraz metadonu.

Jako material biologiczny wykorzystywalem myszy oraz linie komodrkowe ludzkiej
neuroblastomy (linia SH-SY5Y). Jednym z kluczowych elementéw mojego stazu byto
izolowanie mitochondriéw z watroby myszy, co pozwolito na doktadniejsze badania ich funkcji
1 reakcji na wprowadzone substancje. Wykonywalem pomiary oksygraficzne, zaréwno z
uzyciem izolowanych mitochondriéw, jak i catych komoérek SH-SY5Y, aby zrozumie¢

bioenergetyczne mechanizmy dziatania lekow.

Dodatkowo, zastosowalem techniki biologii molekularnej, takie jak transfekcja ludzkich
komorek konstruktami umozliwiajagcymi znakowanie fluorescencyjne mitochondriow

(mitoDsRed). Dzigki temu mialem mozliwos¢ obrazowania struktur komoérkowych za pomoca
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mikroskopii konfokalnej, co znaczaco wzbogacito moje badania. Efektem tego stazu sg prace
opublikowane wspdlnie z prof. Joaquinem Jordanem, oznaczone jako C1, C2, P17 (Zatacznik

4a).

15 — 21 wrzes$nia 2014 — staz haukowo-badawczy w Zakladzie Struktury i Funkcji Blon
Biologicznych na Woydziale Biologii Strukturalnej i Bioinformatyki, Wolnego
Uniwersytetu Brukselskiego w Belgii, finansowany przez polsko-belgijski projekt
badawczy w ramach porozumienia o wspolpracy naukowej miedzy PAN i FRS-FNRS pt.
“Molekularne uwarunkowania transportu nukleotydow przez kanal VDAC”,
koordynowany przez prof. Hanne¢ Kmite (Strona polska) i prof. Fabrice’a Homble (strona
belgijska). Projekt ten zaktadat mi¢dzynarodowg wymiang pracownikéw naukowych, a ja

miatem przyjemnos¢ by¢ jednym z kilku uczestnikow z polskiego zespotu.

W ramach tego projektu do Polski przyjezdzali réwniez belgijscy naukowcy, w tym wybitny i
doswiadczony fizjolog Prof. Fabrice Homble, specjalizujacy si¢ w technikach pomiarow
elektrofizjologicznych kanatow VDAC. Profesor Homble peinil role mojego mentora,
przekazujac mi niezbedng wiedze teoretyczng i praktyczng. Dzigki jego wsparciu nauczylem
si¢, jak prawidlowo konfigurowaé sprzet, optymalizowaé pomiary i przeprowadzaé analizy

metoda BLM.

Podczas mojego stazu skoncentrowatem si¢ na nauce wykonywania pomiarow w sztucznych
btonach lipidowych, co bylo kluczowym elementem dla osiagnigcia celoéw badawczych w

ramach catego cyklu prac dotyczacych pomiarow aktywnosci kanatowych VDAC (C1, C3, C5

P20, zatacznik 4a). Wiedza i do$wiadczenie, ktore zdobylem podczas tego stazu, znaczaco

przyczynity si¢ do realizacji moich badan.

6. Informacja o osiagnieciach dydaktycznych, organizacyjnych oraz popularyzujacych

nauke lub sztuke.

6.1. Dzialalno$¢ dydaktyczna

Prowadze zajecia dydaktyczne na Wydziale Psychologii oraz Biologii UAM, obejmujac
réznorodne kursy i przedmioty. W ciggu mojej kariery akademickiej mialem przyjemno$¢
wspolpracowac przy wielu pracach dyplomowych. Bylem promotorem 14 prac licencjackich,
3 prac magisterskich oraz pelnitem funkcj¢ promotora pomocniczego w 3 pracach doktorskich,
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z ktorych jedna zostata juz zakonczona. Moje do$wiadczenie w pracy dydaktycznej oraz

wspoOtpracy z mlodymi naukowcami jest dla mnie zrodlem wielkiej satysfakc;ji.

6.1.1. Prowadzone zajecia dydaktyczne

Od roku 2009 prowadze zajecia dydaktyczne zarowno na Wydziale Psychologii UAM, jak i na
Wyadziale Biologii UAM. Na Wydziale Psychologii prowadz¢ zajecia z przedmiotu o nazwie
"Wprowadzenie do psychologii biologicznej", ktéry ma na celu zorientowanie studentow w
podstawowych mechanizmach i teoriach lezacych u podstaw opisu czlowieka jako istoty

biologicznej

W ramach Wydziatu Biologii, prowadzitem szereg kursow eksperymentalnych, w tym
"Inzynieria biatek", "Enzymologia" oraz "Biochemia"” Jestem prowadzacymi i koordynatorem
najnowszej wersji przedmiotu "Systemy eukariotyczne w inzynierii bialek". Opracowatem nie
tylko jego aktualng wersje, ale rowniez znaczaco przyczynitem si¢ do ksztaltu pierwotnej edycji
tego kursu. Jestem jednym z prowadzacych oraz koordynatorow przedmiotu dla studentow
kierunku biotechnologia o nazwie "Wykorzystanie organizmow modyfikowanych genetycznie
w procesach produkcyjnych". Dodatkowo, prowadze réwniez cze$¢ zajec laboratoryjnych na
przedmiocie "Hodowla organizméw modelowych wykorzystywanych w biotechnologii". W tej
czesci skupiamy sie przede wszystkim na drozdzach jako jednym z kluczowych organizmow
modelowych w biotechnologii. Studenci ucza si¢, jak hodowa¢ drozdze, jakie sg ich
wlasciwosci 1 jak mozna je wykorzysta¢ w badaniach naukowych oraz w produkcji
przemystowej. Moje doswiadczenie w pracy z drozdzami pozwala mi przekaza¢ studentom

praktyczng wiedze na temat tego waznego organizmu modelowego.

Prowadz¢ dwa przedmioty w jezyku angielskim: "Basic Molecular Methods" oraz "Molecular

Basis of Cytoprotection", dla studentow anglojezycznych.

Jestem rowniez zaangazowany w dzialalno§¢ mentoringowg 1 tutoringowg. W ramach
programu "Kierowanie rozwojem aktywnosci badawczej — WILK (Wsparcie i Lokowanie
Kompetencji)" mialem okazje prowadzi¢ indywidualne sesje tutoringowe z dwoma studentami,

a takze pelnitem rol¢ mentora dla czterech innych uczestnikow programu.

W  kontekscie dodatkowych zadan dydaktycznych, sporzadzitem czg§¢ protokotdéw
laboratoryjnych dla przedmiotu "Podstawy biogerontologii”, oferowanego na kierunku
"Neurobiologia”.
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6.1.2. Promotorstwo prac licencjackich, magisterskich i doktorskich

Rodzaj pracy Liczba prac
Prace licencjackie 14
Prace magisterskie 3
Prace doktorskie (promotor pomocniczy) | 1 (zakonczony) + 2 (trwajace)

6.1.2.1. Prace licencjackie

1. Temat pracy: ,,Analiza funkcjonalna biatka kanalowego Tom40, po jego nadekspresji
w drozdzach Saccharomyces cerevisiae”.
Autor: Kamil Swedrowski
Data egzaminu: 15 lipca 2015

2. Temat pracy: ,,Wykorzystanie metody MTT do oceny przezywalnosci komorek
szczurzego modelu choroby Huntingtona w warunkach hamowania fragmentacji
mitochondriow”.
Autor: Adrian Sobusiak
Data egzaminu: 15 lipca 2015

3. Temat pracy: ,,Konstrukcja szczepow Saccharomyces cerevisiae z nadekspresja biatka
YVDAC2”.
Autor: Michat Paruzel
Data egzaminu: 20 lipca 2016

4. Temat pracy: ,,Ocena statusu energetycznego komorek drozdzy Saccharomyces
cerevisiae pozbawionych funkcjonalnego biatka VDAC2”.
Autor: Pawet Pawelczak
Data egzaminu: 20 wrze$nia 2016

5. Temat pracy: ,Energetyka megskich komoérek rozrodczych i jej znaczenie w
nieptodnosci”.
Autor: Monika Kaczorowska
Data egzaminu: 11 lipca 2017

6. Temat pracy: ,,Zaburzenia dynamiki mitochondriéw w chorobie Alzheimera”.
Autor: Katarzyna Kurek

Data egzaminu: 19 wrzes$nia 2017
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7. Temat pracy: ,Heterologiczna ekspresja biatka VDAC niesporczaka Hypsibius
dujardini w komorkach drozdzy Saccharomyces cerevisiae”.
Autor: Agnieszka Walkowiak
Data egzaminu: 12 lipca 2018

8. Temat pracy: ,,Mutacje w genie VDAC3 u pacjentow z matg ruchliwos$cig plemnikow”.
Autor: Joanna Budzik
Data egzaminu: 22 lipca 2019

9. Temat pracy: ,,Alternatywne warianty splicingowe genu VDAC3 w plemnikach
cztowieka”.
Autor: Ewelina Hejenkowska
Data egzaminu: 20 sierpnia 2019

10. Temat pracy: ,,Rola biatka VDAC3 w patogenezie chorob cztowieka”.
Autor: Anna Wierzbicka
Data egzaminu: 10 pazdziernika 2019

11. Temat pracy: ,Konstrukcja transgenicznego szczepu drozdzy Saccharomyces
cerevisiae zawierajacego gen pcVDAC z fasoli wielokwiatowej (Phaseolus coccineus
L.)”.
Autor: Paulina Sliska
Data egzaminu: 14 wrze$nia 2020

12. Temat pracy: ,,Ekspresja rekombinowanego ludzkiego biatka ACE2 wbudowanego w
Sciang komorkowa drozdzy”.
Autor: Weronika Sliwinska
Data egzaminu: 15 lipca 2022

13. Temat pracy: ,,Ekspresja hybrydowego biatkka hVDAC2-hVDAC3 i jej wplyw na
fenotyp drozdzy”.
Autor: Katarzyna Krawczyk
Data egzaminu: 5 wrze$nia 2022

14. Temat pracy: ,,Konstrukcja oraz analiza fenotypu drozdzy z ekspresja genu kodujacego
ludzkie biatko Tom70”.
Autor: Varvara VVonsovych

Data egzaminu: 18 lipca 2023

6.1.2.2. Prace magisterskie
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1. Temat pracy: ,Wplyw delecji genu kodujacego dysmutaze anionorodnika
ponadtlenkowego (CuZn-SOD) na funkcjonowanie komoérek drozdzy Saccharomyces
cerevisiae z ekspresja izoform ludzkiego biatka VDAC”

Autor: Martyna Baranek-Grabinska
Data egzaminu: 26 lipca 2019

2. Temat pracy: Analiza funkcjonalna mutacji w genie kodujacym ludzkie biatko VDAC3
Autor: Agnieszka Walkowiak
Data egzaminu: 15 pazdziernika 2020

3. Temat pracy: “Analysis of functional differences between human VDAC3 isoforms”
(praca w j. angielskim)

Autor: Ewelina Hejenkowska

Data egzaminu: 14 wrze$nia 2022

6.1.2.3. Prace doktorskie

1 zakonczony przewod doktorski, w ktérym pelnilem funkcj¢ promotora pomocniczego.

imie i nazwisko doktora: Daria Grobys; tytut rozprawy doktorskiej: ,,Udziat kanalu VDAC w
patogenezie choroby Huntingtona w oparciu o badania modeli komérkowych"; afiliacja
przewodu doktorskiego: Wydzial Biologii UAM, IBMiB, Zaktad Bioenergetyki; data

wszczecia przewodu: styczen 2017; data nadania stopnia naukowego: 23 marca 2018.

Obecnie - promotor pomocniczy w dwodch realizowanych prac doktorskich:

1. TImie¢ i nazwiska doktorantki: mgr Martyna Baranek-Grabinska
Temat: ,,Udziat ludzkich paralogéw biatka VDAC w przeciwdziataniu skutkom stresu
oksydacyjnego wywotlanego brakiem dysmutaz wewnatrzkomorkowych™.
Promotor: prof. Hanna Kmita

2. Imie i nazwisko doktoranta: mgr Wojciech Grabinski
Temat: ,,System drozdzowy do przeszukiwania inhibitorow gtéwnej proteazy SARS-
CoV-2”.

Promotor: prof. Hanna Kmita
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6.1.3. Recenzowanie prac dyplomowych

Rodzaj recenzowanej pracy Liczba prac
Prace licencjackie 8
Prace magisterskie 3
Prace doktorskie 1

6.1.3.1. Recenzowanie prac licencjackich

1. Temat pracy: ,,Subkomorkowa lokalizacja przetwarzania matych jaderkowych RNA
(snoRNA) do krotkich RNA”
Autor: Anna Wasilewska
Promotor: Kamilla Grzywacz
Data egzaminu: 7 lipca 2017

2. Temat pracy: ,,Ocena przezywalnosci komoérek drozdzy Saccharomyces cerevisiae
pozbawionych dysmutazy ponadtlenkowej 1 (ASODI1) i z ekspresja biatka
rozprzegajacego ameby Acanthamoeba castellanii”
Autor: Katarzyna Jasiewicz
Promotor: Nina Antos-Krzeminska
Data egzaminu: 19 wrze$nia 2017

3. Temat pracy: ,,Analiza przezywalnosci komorek drozdzy Saccharomyces cerevisiae
pozbawionych dysmutazy ponadtlenkowej 2 (ASOD2) i z ekspresja biatka
rozprzggajacego ameby Acanthamoeba castellanii”
Autor: Klaudia Gradzka
Promotor: Nina Antos-Krzeminska
Data egzaminu: 19 wrze$nia 2017

4. Temat pracy: ,Ekspresja alternatywnej oksydazy w kontekscie dysfunkcji
mitochondrialnych, perspektywy terapeutyczne”
Autor: Karolina Kulesza
Promotor: Nina Antos-Krzeminska

Data egzaminu: 30 pazdziernika 2017
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5. Temat pracy: ,,Znaczenie hamowania aktywnosci kinazy difosforanoéw nukleozydow
(NDPK) dla oddychania komorek ameby Acanthamoeba castellanii”
Autor: Oliwia Kozakiewicz
Promotor: Andrzej Woyda-Ploszczyca
Data egzaminu: 23 lipca 2018

6. Temat pracy: ,,Analiza oddziatywania bialka HNRNP UL1 z czasteczka U7 snRNA z
zastosowaniem techniki immunoprecypitacji RNA”
Autor: Izabela Szcze$niak
Promotor: Katarzyna Raczynska
Data egzaminu: 20 sierpnia 2019

7. Temat pracy: ,,Analiza oddziatywan genetycznych pomig¢dzy roslinnymi homologami
podjednostek acetylotransferazy NuA4 i wybranymi czynnikami transkrypcyjnymi
kontrolujacymi rozwoj aparatu fotosyntetycznego”
Autor: Katarzyna Hubert
Promotor: Tomasz Bieluszewski
Data egzaminu: 20 wrze$nia 2019

8. Temat pracy: ,Rola mitochondriow w patomechanizmie oraz terapii dystrofii
mi¢$niowej Duchenne’a”
Autor: Aleksandra Karzycka
Promotor: Patryk Konieczny

Data egzaminu: 20 pazdziernika 2021

6.1.3.2. Recenzowanie prac magisterskich

1. Temat pracy: “Biotechnological production of the major latex protein from
Chelidonium majus L. for biomedical purposes” (praca w j. angielskim)
Autor: Oliwia Mazur
Promotor: Robert Nawrot
Data egzaminu: 19 lipca 2021
2. Temat pracy: “Purification of the recombinant glycine-rich protein from Chelidonium
majus L. for its potential biomedical use”
Autor: Aleksy Krasicki
Promotor: Robert Nawrot
Data egzaminu: 30 wrze$nia 2022
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3. Temat pracy: “Purification of the recombinant major latex protein (CmMLP) with
antiviral potential from Chelidonium majus L.”
Autor: Konrad Dziura
Promotor: Robert Nawrot

Data egzaminu: 18 lipca 2023

6.1.3.3. Recenzowanie pracy doktorskiej

Tytul rozprawy doktorskiej: ,,Molecular study of VDACI of Saccharomyces cerevisiae:
Functional characterisation of the effect of lipids and of the addition of a 6xHistidine-
tag on yeast VDAC1"

Autor pracy: Gaélle Massart

Promotor: Fabrice Homblé

Kopromotor: Martine Prévost

Data obrony pracy doktorskiej: 05 pazdziernika 2017

Afiliacja przewodu doktorskiego: Wolny Uniwersytet Brukselski, Wydziat Chemii

6.1.4.Inne osiggniecia dydaktyczne

e Tlumaczenie dwoch rozdziatow: ,,Weglowodany” oraz ,, Kanaly i pompy btonowe” w

podregczniku Berg i in. (2018) Biochemia. PWN Warszawa, wydanie V.

e Tlumaczenie rozdziatu: ,, Transport przez blony” w podrgczniku Alberts i in. (2019)

Podstawy biologii komorki. PWN Warszawa, wydanie II1.

e 19-30.08.2019 - opieka nad stazysta w programie Stazy Badawczo-Rozwojowych
E(x)plory 2019 realizowanych przez Fundacj¢ Zaawansowanych Technologii.

e Od 2022 — obecnie - opiekun naukowy lic. Weroniki Sliwinskiej — laureatki grantu
badawczego ,,Study@research”, realizowanego w ramach Programu ,Inicjatywa

Doskonato$ci — Uczelnia Badawcza”, UAM.

6.2. Dzialalno$¢ organizacyjna

e 2015 — opiekun I roku Biotechnologii na Wydziale Biologii UAM
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2017 - cztonek komitetu organizacyjnego konferencji naukowe;j ,,6th Mitochondrion”

2020 - obecnie — cztonek Zespotu Oceniajacego na Wydziale Biologii UAM.

6.3. Dzialalno$¢ popularyzatorska

2015 r. prowadzenie pokazow laboratoryjnych pt. ,,Kolorowa kuchnia biochemiczna u
biologéw” na Poznanskim Festiwalu Nauki i Sztuki

2017 — przygotowanie i prowadzenie warsztatow/laboratoriow pt. ,,Z wizyta u
sluzowca” w ramach IV Edycji Dni Akademickich zorganizowanych dla uczniow klas
patronackich Wydziatu Biologii UAM.

2018 - przygotowanie i prowadzenie warsztatow pt. ,,Niesporczaki - wodne cwaniaki”
w ramach Nocy Naukowcow.

2021 — wyktad pt. ,,Mikrobohaterowie w akcji, czyli jak drozdze pomagaja nam w
badaniach naukowych” na Dniach Kandydata UAM.

7. Inne informacje, dotyczgce kariery zawodowej.

7.1. Uzyskane nagrody i wyroznienia

2010 - stypendium w ramach projektu pt. ,,Wsparcie stypendialne dla doktorantéw na
kierunkach uznanych za strategiczne z punktu widzenia rozwoju Wielkopolski”,
Dzialanie 8.2 Transfer wiedzy, Poddziatanie 8.2.2 Regionalne Strategie Innowacji
Programu Operacyjnego Kapital Ludzki.

2010 - grant wyjazdowy na 16 Europejska Konferencje Bioenergetyczng — EBEC w
Warszawie.

2010 - stypendium wyjazdowe ,,10th Young Scientist Forum” w Goéteborg (Szwecja),
organizowane przez Europejska Federacje Towarzystw Biochemicznych (FEBS).
2012 - stypendium Fundacji Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza.

2012 - wyrdznienie Dziekana Wydziatu Biologii za osiggni¢cia naukowe uzyskane w
czasie studiow doktoranckich na Wydziale Biologii Uniwersytetu im. Adama
Mickiewicza w Poznaniu w roku akademickim 2011/2012.

2012 - stypendium Miasta Poznania dla mtodych badaczy.

2013 - wyrdznienie pracy doktorskiej przez Rad¢ Wydzialu Biologii.
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e 2014 - wyroznienie za plakat prezentowany podczas III Konferencji Naukowo-
Dydaktycznej Wydziatu Biologii UAM.

e 2017 - nagroda Zespotowa III stopnia Rektora UAM za osiggnigcia w pracy naukowe;.

7.2. Ukonczone kursy i szkolenia

e 57 lutego 2015 — szkolenie dla pracownikow Wydziatu Biologii, UAM w Poznaniu,
uprawniajace do korzystania z metod e-learningu i b-learningu w ksztatceniu studentow.

e 10-14 wrzesnia 2018 — ukonczony kurs ,Programowanie w jezyku Python dla
poczatkujacych”, organizowany przez Zintegrowane Centrum Podnoszenia
Kompetencji WNGiG UAM Poznan.

e 11 maja 2022 — ukonczone zaawansowane szkolenie ze spektroskopii korelacji
fluorescencji (FCS).

e 7 wrzeénia — 9 grudnia 2022 — ukonczenie Szkoty Tutorow Akademickich i uzyskanie

certyfikatu tutora | stopnia.

PODPIS ZAUFANY

ANDONIS
KARACHITOS

26.09.2023 09:26:02 [GMT+2]
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