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Ocena rozprawy doktorskiej Pani mgr Martyny Baranek-Grabinskiej pt.:
»Udziat ludzkich paralogéw biatka VDAC w przeciwdziataniu skutkom stresu
oksydacyjnego wywotanego brakiem dysmutaz wewnatrzkomérkowych”

Tematyka i cele rozprawy

Rozprawa doktorska Pani mgr Martyny Baranek-Grabiriskiej powstata w
Zaktadzie Bioenergetyki Wydziatu Biologii Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w
Poznaniu. Promotorem pracy jest Pani prof. dr hab. Hanna Kmita, a promotorem
pomocniczym — Pan dr hab. Andonis Karachitos. Praca ta doskonale wpisuje sie w
tematyke badawczg prowadzong przez Promotoréw, ktdérzy majg znaczace
osiggnigcia w badaniach funkcjonowania biatek VDAC (ang. Voltage-Dependent Anion
Channel) w kontekscie stanu redoks komorek oraz ich roli w ochronie przed stresem
oksydacyjnym. Praca jest przygotowana wedtug obowigzujgcej od roku 2018 ustawy
o tytule i stopniach naukowych, pozwalajacej na przedstawienie rozprawy doktorskiej
w postaci zbioru opublikowanych prac.

Podjeta tematyka badawcza dotyczy funkcji paralogéw biatek VDAC, zwtaszcza
w kontekscie roli reszt cysteiny i ich wptywu na stan redoks oraz adaptacje organizméw
do zmiennych warunkéw S$rodowiskowych. Chociaz od dawna znamy podstawy
funkcjonowania VDAC i jeste$§my $wiadomi ich istotnoéci u wielu organizméw, nadal
jesteSmy jeszcze daleko od zrozumienia molekularnych detali tego procesu. Pisze o
tym aby podkresli¢, ze tematyka wybrana przez Doktorantke i Jej Promotoréw jest w
petni oryginalna, a zaplanowane i wykonane przez mgr Martyne Baranek-Grabirnska
doswiadczenia odpowiadajg na wazne biologiczne pytania.

Ocena formalna rozprawy

Na rozprawe skfadajg sie trzy prace eksperymentaine, w dwéch z nich Pani mgr
Baranek-Grabifiska jest pierwszym autorem. Jedna praca ukazata sie w
rozpoznawanym czasopiémie naukowym, kolejna — jest na etapie recenzji, a trzecia
jest przygotowana do zilozenia w redakcji. Na podstawie zatgczonego wykazu
realizowanych zadarn stwierdzam, ze Doktorantka aktywnie uczestniczyta w wykonaniu
znacznej czesci eksperymentéw, co wskazuje na Jej znaczgcy udziat w powstaniu
wszystkich publikacji.




Zgodnie z wymogami publikacje te poprzedzone sg w przedstawionej rozprawie
omoéwieniem zagadnienia i uzyskanych wynikéw. W rozprawie, rozpoczynajgcej sie od
streszczenia w jezyku polskim i angielskim, znajduje sie wstep, omawiajgcy kluczowg
role dysmutaz ponadtlenkowych (SOD) podczas stresu oksydacyjnego oraz ich
powigzanie z VDAC, biatkiem tworzacym kanat transportujacy jony przez zewnetrzng
btone mitochondrialng. Doktorantka podkreslita, ze kanat VDAC jest istotny nie tylko
dla prawidtowego dziatania mitochondrium, ale réwniez catej komorki.

Nastepnie Doktorantka podata cel pracy, precyzyjnie definiujgc go w trzech
punktach, tj. okreslenie wystepowania wariantu VDAC wrazliwego na stan redoks
(rsVDAC) u bezkregowcéw, poznanie znaczenia genotypu drozdzy na przezywalno$é
w warunkach ekspresji ludzkich paralogéw VDAC oraz okreslenie wptywu eliminacji
dysmutaz ponadtlenkowych na przezywalno$¢ i poziom stresu oksydacyjnego.
Wszystkie cele sg ze sobg powigzane i prowadzg do gtéwnej tezy pracy.

Ocena merytoryczna rozprawy

Cele szczegdtowe nakreslone przez Doktorantke odpowiadajg wynikom
uzyskanym w trzech pracach. Ich warto§¢ naukowg najlepiej obrazuje fakt, ze zostaty
opublikowane lub sg kierowane do znanych czasopism naukowych.

W pierwszej z nich, opublikowanej w Frontiers in Physiology Pani mgr Baranek-
Grabinska podjefa sie bioinformatycznej analizy kanatéw VDAC wrazliwych na stan
redoks, z uwzglednieniem szczegoélnej roli reszt cysteiny w modulacji aktywnosci
VDAC w odpowiedzi na zmiany stanu redoks w komoérce. Badanie obejmowato szeroki
zakres organizmow, od bezkregowcdéw po pasozyty, co rzutuje na uniwersalnos$é
wynikow. Duzg zaletg tej publikacji jest, obok wspomnianej juz ztozono$ci badan,
rowniez innowacyjne podej$cie — kanaty VDAC nie byly dotad badane w tak szerokim
zakresie ewolucyjnym i ekologicznym. W tym rozdziale brakuje mi kilku informagiji i
prosze Doktorantke o komentarz do nastepujgcych pytan:

e Czy uzywane narzedzia bioinformatyczne pozwolily na petng predykcje
strukturalng, czy tylko na wskazanie miejsca wystepowania reszt cysteiny?

e Zaobserwowata Pani, ze ,warianty VDAC w przypadku ktérych istnieje
moZzliwo$¢ tworzenia wigzar dwusiarczkowych przy udziale reszt cysteiny z
konica N wystepujg czesciej w organizmach zlozonych niz w organizmach
prostych”. Czy zaobserwowata Pani podobne roznice w zaleznosci miedzy
liczbg reszt cysteiny a funkcjonalnosciag VDAC u réznych grup
taksonomicznych?

e Ze swoich analiz wysuneta Pani wniosek, Ze u organizméw pasozytniczych w
wigkszosci wystepuje jeden wariant VDAC, ktéry jest jednoczesénie czujnikiem
redoks, istotnym dla adaptacji do stresu oksydacyjnego. Ciekawi mnie zatem
jakie zmiany w strukturze VDAC bylyby szczegdlnie istotne w kontekscie
adaptacji pasozytow do tego stresu oraz czy na podstawie przeprowadzonych
przez Panig analiz bytaby Pani w stanie wskaza¢ réznice ewolucyjne w
strukturze VDAC, ktére mogtyby wptywac¢ na wybér konkretnego VDAC na ten
dziatajgcy jako rsVDAC?
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Co istotne, w pierwszej publikacji uzyskano wazne informacje na temat powigzania
paralogobw VDAC z adaptacjg do warunkéw $rodowiskowych, co bylo punktem
wyjsciowym do analiz przedstawionych w drugiej publikacji (w trakcie recenzji w
redakcji czasopisma International Journal of Molecular Sciences), w ktérej Doktorantka
obrata za cel zbadanie roli genotypu Saccharomyces cerevisiae w heterologicznej
ekspresji ludzkich paralogéw VDAC. Ponownie, zakres tematyczny i tej pracy jest w
petni nowatorski i skupia sie na aspektach, ktére wczeséniej byty pomijane przez innych
badaczy, ti. obecno$¢ u drozdzy paralogu VDAC2 oraz rola genotypu drozdzy.
Doktorantka utworzyta nowy model drozdzowy do badan roli kanatéw VDAC, tj.
podwojny mutant (Apor1Apor2) w tle genetycznym réznych szczep6w (BY4741 i M3)
oraz zastosowata zréznicowane warunki hodowli drozdzy. Dzieki temu zaobserwowata
istotne relacje genotyp-fenotyp oraz — ponownie — istotno$¢ reszt cysteiny. Takie
badania majg szczegdine znaczenie w kontekscie ludzkich choréb. Do tej ($wietnie
opisanej w publikacji) cze$ci pracy mam nastepujace pytania:

e Zaobserwowata Pani zdolno$¢ komplementacji fenotypu podwojnego mutanta
drozdzowego przez ludzki paralog VDAC3ACys (w ktorym wszystkie reszty
cysteiny zastgpiono resztami alaniny), ale wytacznie w szczepie M3. Szczep
ten, w odroznieniu do BY4741, posiada gen MET15, wiec logiczne byto
wysunigcie wniosku o kluczowym znaczeniu MET15 dla wyzej opisanej
komplementacji. Czy sadzi Pani, ze zaobserwowane roéznice w komplementacji
fenotypu pomiedzy szczepami BY4741 i M3 moga wynikaé réwniez z innych
réznic w ich genotypach?

e Czy zastosowanie innych warunkéw stresowych mogtoby ujawnié dodatkowe
réznice w fenotypach mutantéw BY4741- Apor1Apor2 i M3- Apor1Apor2? Czy
istniejg dane literaturowe wskazujace na takg mozliwo$¢?

Trzecia praca wchodzgca w sktad rozprawy doktorskiej (przygotowana do wystania
do redakcji) ponownie wynika z pytan, ktére powstaty jako pochodna odpowiedzi na
zagadnienia poruszane w Publikacji 2. Doktorantka postanowita uzupetni¢ otrzymany
wczesniej model drozdzowy o eliminacje dysmutaz ponadtlenkowych SOD1 i SOD2.

e Zastanawia mnie dlaczego préby usuniecia obu genéw dysmutaz w mutantach
BY4741-Apor1Apor2 nie powiodly sie. Czy byly specyficzne trudnosci z
procedurg w tym tle genetycznym?

e W warunkach stresu oksydacyjnego drozdze z heterologiczng ekspresja
hVDAC3 wykazujg lepszg adaptacje niz komérki z heterologiczng ekspresija
paralogbw hVDAC1 lub hVDAC2. Czy sadzi Pani, ze obecno$é innych
paralogbw hVDAC mogtaby wplywaé (pozytywnie Ilub negatywnie) na
protekcyjne dziatanie hVDAC3 w warunkach stresu oksydacyjnego?

Wszystkie przedstawione powyzej komentarze w najmniejszym stopniu nie
majg na celu umniejszania wartoéci merytorycznej pracy. Moje uwagi majg raczej
charakter polemiczny i sg podyktowane checig dyskusji. Naukowa warto$é niniejszej
rozprawy pozostaje bardzo wysoka i szczegolnie cenie te czes¢, w ktorej Doktorantka
opisuje dyskusje nad uzyskanymi wynikami. Ta polemika z danymi uzyskanymi przez
innych oparta jest na dobrze dobranej literaturze naukowej i wskazuje, ze Pani
Magister znakomicie zna literature naukowa poswiecong tematyce pracy.
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Whioski konncowe

Rozprawe doktorskg Pani mgr Martyny Baranek-Grabinskiej oceniam bardzo
dobrze, uwazam za warto$ciowg naukowo i przeczytatam z duzym zainteresowaniem.
Autorka przedstawita w niej oryginalne i interesujgce wyniki naukowe, ktore
dostarczajg nowej wiedzy na temat funkcjonowania kanatéw VDAC wrazliwych na stan
redukcyjno-oksydacyjny.

Oceniana praca spetnia wszystkie warunki stawiane rozprawom doktorskim.
Dlatego zwracam si¢ do Rady Naukowej Dyscypliny Nauki Biologiczne Uniwersytetu
im. Adama Mickiewicza w Poznaniu o dopuszczenie Pani mgr Martyny Baranek-
Grabinskiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

KeunsUe qu By

dr hab. Kamilla Grzywacz, prof. ICHB PAN
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