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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Martyny Baranek-Grabinskiej pt. ,,Udziat ludzkich paralogéw
biatka VDAC w przeciwdziataniu skutkom stresu oksydacyjnego wywotanego brakiem dysmutaz
wewnatrzkomoérkowych”, wykonanej pod kierunkiem prof. dr hab. Hanny Kmity i wspét-
promotorstwem dr hab. Andonisa Karachitosa, w Zaktadzie Bioenergetyki Instytutu Biologii
Molekularnej i Biotechnologii Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska mgr Martyny Baranek-Grabihskiej jest kolejnym
efektem wieloletniej pracy, takze we wspétpracy miedzynarodowej, doswiadczonego zespotu naukowego,
kierowanego przez prof. dr hab. Hanne Kmite, zajmujgcego sie zrozumieniem funkcji kanatu VDAC. Kanat
ten tworzony jest przez jedno biatko, ale u wiekszosci organizméw w genomie obecne kilka gendw,
kodujgcych jego paralogi i funkcja paralogéw nie jest jasna. W zespole pani prof. dr hab. Hanny Kmity
odkryto, ze jednym z powoddw obecnosci i ewolucji paralogéw jest stres oksydacyjny w mitochondriach i
potrzeba regulacji kanatow VDAC w funkcji rwnowagi redoks, a zatem takze przekazywania sygnatéw przez
reaktywne formy tlenu. Zrozumienie funkcji i regulacji tych biatek jest tym bardziej wazne, ze zmiany w ich
funkcjonowaniu wigzg sie z szeregiem choréb, u podtoza ktérych sg dysfunkcje mitochondridw, np. cukrzycy,
choréb uktadu krwionosnego, neurodegeneracyjnych i roznych typach nowotworow.

Recenzowana rozprawa ma typowy uktad dla tego typu opracowan z dyscypliny nauk biologicznych,
przygotowanych w formie cyklu dwoéch publikacji naukowych i jednego manuskryptu przygotowanego do
publikacji. Tekst rozprawy liczy 33 strony i zawiera: zwigzte streszczenie w jezyku polskim i angielskim, wstep
teoretyczny, cel pracy, jej tezy i osiggniecia, podsumowanie, bibliografie, liste wlasnych publikacji i doniesien
konferencyjnych oraz artykuty jako zatgczniki. Dwie zatgczone prace sg opublikowane w Frontiers in
Physiology i International Journal of Molecular Sciences a trzecia w chwili sktadania rozprawy przygotowana
byta do wystania do BBA-Bioenergetics. Czasopisma te znajdujg sie¢ w wykazie MNiSW o odczynnikach
oddziatywania (odpowiednio 100 i 140 pkt.), impact factor (odpowiednio 4,755 i 4,9) oraz wskazniku JCI
(odpowiednio 0.71 i 0.99). Artykuty sg kilku-autorskie, mgr Martyna Baranek-Grabinska jest w dwdch
pierwszg autorkg a w jednej trzeciag. W konsekwencji, ocena rozprawy jest recenzjg manuskryptu
przygotowanego do publikacji oraz faktyczng oceng wktadu Doktorantki w publikacje, ktére sie na nig
sktadajg. Ponadto Doktorantka byta wykonawcg w trzech projektach: dwoch NCN oraz jednego z
macierzystej jednostki, sama uzyskata minigrant doktorancki na swoje badania, prezentowata 4-krotnie w
formie ustnej prezentacji wyniki swoich badan i 13-krotnie w formie posteréw. Powyzsze aktywnosci
Doktorantki swiadczg o jej pracowitosci i zaangazowaniu w prace zwigzane z poruszang tematykg a takze
umiejetnosci wspotpracy w zespole.

Rozprawa doktorska mgr Martyny Baranek-Grabinskiej rozpoczyna sie od teoretycznego wstepu.
Doktorantka w oparciu o najnowsze dane literaturowe wprowadzita czytelnika w tematyke, uzasadniajgc
jednoczesnie koniecznos¢ podjecia danej tematyki badawczej. Kwestia réznych funkcji ludzkich kanatéw
VDAC, obecnej wiedzy na temat ich regulacji i roznych funkcji reszt cysteiny w tych biatkach mogtaby byc¢
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rozwinieta bardziej, szczegdlnie, ze VDAC2 i VDAC3 sg bogate w reszty cysteiny i wydaje sie, ze ich funkcje
sg odmienne; co jest bardzo ciekawe.

Doktorantka jasno sprecyzowata cele swojej rozprawy, ktérymi byto i) okreslenie wystepowania u
bezkregowcédw wariantu redoks-wrazliwego rsVDAC, i powigzanie jego wystepowania z ich srodowiskiem i
trybem 2zycia; ii) charakterystyka funkcjonalno$ci hVDAC1, hVDAC2 i hVDAC3 w komodrkach drozdzy
pozbawionych genéw POR1 i POR2 dla ich przezywalnosci; iii) okreslenie wptywu eliminacji obu dysmutaz
ponadtlenkowych Sodl i Sod2 na przezywalnos¢ komoérek skonstruowanego modelu drozdzowego w
warunkach heterologicznej ekspresji hVDAC1, hVDAC2, hVDAC3 i hVDAC3ACys oraz charakterystyka
fizjologii mitochondriéw i poziomu anionorodnika ponadtlenkowego (O2--).

Wyniki uzyskane w publikacjach, ktére stanowig podstawe rozprawy mgr Martyny Baranek-Grabinskiej,
zostaty przedstawione w rozdziale Gtéwne tezy i osiggnigecia rozprawy doktorskiej. Kazdy z
podrozdziatow, opisujgcy 3 artykuty naukowe, zawiera sprecyzowane cele / pytania badawcze, zastosowane
podejscie badawcze oraz opis wynikdw i wnioskow i stanowi streszczenie 3 publikacji. Informacja o
zaangazowaniu Doktorantki w kazdg z prac zawarta jest w oswiadczeniach wspétautoréw dotgczonych do
kazdej pracy odrebnie, w tym oswiadczenie Doktorantki.

W publikacji pierwszej Doktorantka wraz z Zespotem przedstawia wyniki analizy obecnosci paralogow
VDAC w roznych organizmach, ich ilosci, obecnosci redoks-wrazliwego kanatu VDAC w relacji do stylu zycia.
Ciekawg zaleznoscig zaobserwowang przez Autorow jest obecnoé¢ jednej formy VDAC i zwykle redoks-
wrazliwej u organizmow pasozytniczych, co sugeruje, ze kanat VDAC moze penié kluczowg role w detekcji
i adaptacji do stresu oksydacyjnego generowanego przez srodowisko zycia, tutaj organizm gospodarza, ktory
bronigc sie przed patogenem wykorzystuje rézne mechanizmy, w tym ekspozycje patogenu na reaktywne
formy tlenu. Udziat Doktorantki w tej pracy nie byt wiodgcy i limitowat sie do udziatu w tworzeniu bazy danych,
analizie struktur biatek VDAC i redagowaniu czesci manuskryptu.

W publikacji drugiej Doktorantka otrzymata szczep w tle BY4741 (z mutacja w genie MET15) do
konstrukcji podwojnego mutanta por1A por2A do badan efektéw fenotypowych funkcji hVDAC1-3 oraz
hVDAC3ACys. Eksperymenty przeprowadzita réwnolegle w szczepie w tle M3 por1A por2A, uprzednio
uzywanym przez inne zespoty prowadzace podobne badania, w ktérym wystepuje gen MET15 typu dzikiego.
Do genomoéw obu szczepow w lokus genu POR1 wintegrowata sekwencje kodujgce ludzkie biatka hVDAC1-
31 hVDAC3ACYys a nastepnie badata ich funkcjonalno$¢ poprzez analize wzrostu w poréwnaniu do mutantéw
por2A i por1A por2A. Udziat Doktorantki byt wiodgcy w czesci eksperymentalnej pracy, a takze,
konsekwentnie, w czesci redakcyjnej juz opublikowanego manuskryptu.

W trzeciej pracy (manuskrypt przygotowany do publikacji w BBA-Bioenergetics), Doktorantka
postanowita sprawdzi¢ funkcjonalnos¢ ludzkich biatek hVDAC1-3, w tym hVDAC3ACys, w warunkach
endogennego stresu oksydacyjnego generowanego brakiem obu dysmutaz ponadtlenkowych Sodl i Sod2,
nie limitujgc sie do wzrostu, ale badajgc wybrane parametry fizjologiczne funkcjonowania mitochondridw jak
zuzycie tlenu czy potencjat na btonie wewnetrznej oraz morfologie sieci mitochondrialnej. Na podstawie
udostepnionych oswiadczen wspotautoréw manuskryptu mozna wywnioskowacé, ze jej wktad jest znaczacy,
bowiem obejmuje stworzenie szczepéw modelowych, testy fenotypowe, analize aktywnosci mitochondriéw i
zbadanie poziomu aniorodnika ponadtlenkowego.

Rozprawe zamyka podsumowanie osiggnie¢ naukowych, w ktérym zebrano najwazniejsze wyniki,
sformutowano uprawnione wnioski zgodnie z zatozonymi celami.

Do najistotniejszych wynikdéw uzyskanych przez Doktorantke mozna zaliczy¢:

- poprzez jej udziat w utworzeniu bazy danych biatek VDAC u réznych organizméw i analizie obecno$ci
rsVDACSs - uzyskanie ciekawych wnioskéw korelujgcych obecnosc rsVDACs ze stylem zycia, szczegdlnie w
organizmach patogennych;

- uzyskanie szczepow modelowych por1A por2A w ttach genetycznych BY4741 i M3 wyrazajgcych z lokus
genomowego genu POR1 ludzkie paralogi VDAC1-3 oraz VDAC3 pozbawiony reszt cysteiny i analiza ich
funkcjonalnosci w kontekscie komplementacji fenotypow wzrostowych szczepu por1A por24;
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- charakterystyka fizjologii mitochondriow w komodrkach szczepu BY4741 por2A i por2A sod1A sod2A
wyrazajgcych ludzkie paralogi VDAC1-3;

- wykazanie, ze funkcje paralogéw hVDAC1-3 w komorkach drozdzy sg rézne w procesie fosforylaciji
oksydacyjnej (wszystkie prowadzg do obnizonego potencjatu na btonie wewnetrznej) i generowania ROS (bo
tylko hVDAC1 i hVDAC2 prowadzg do zwigekszonej ilosci aniorodnika ponadtlenkowego);

- wykazanie funkcji redoks biatka ludzkiego VDAC3, ktéra zalezy od reszt cysteiny w tym biatku i koreluje z
komplementacjg fenotypu komérek por2A sod1A sod2A, przyczyniajgc sie do utrzymania niskiego poziomu
anionorodnika ponadtlenkowego, oraz wiekszego zuzycia tlenu w warunkach fosforylacji oksydacyjnej (ale
nie poprawy potencjatu na btonie wewnetrznej mitochondriow).

Praca doktorska mgr Martyny Baranek-Grabinskiej zostata przygotowana bardzo starannie. Zawiera
jedynie drobne potkniecia edytorskie, nieliczne btedy redakcyjne, jak np. okreslenie ,fermentujgce” zrddto
wegla, ktére jest raczej ,fermentacyjne”, czy ,uzyskanie wysokiego poziomu H>S mozna uzyskaé”. Znalazly
sie tez nieliczne btedy nomenklaturowe — np. nazwy biatek u drozdzy pisane sg z duzej litery a pozostate
literki nazwy matymi literami, nie tak jak u ludzi, gdzie catg nazwe pisze sie duzymi literami, podczas gdy
nazwy genow typu dzikiego duzymi literami i kursywg u drozdzy i u ludzi. Btedy te nie majg istotnego wptywu
na wartos¢ naukowag pracy.

Po analizie rozprawy nasuneto mi sie kilka spostrzezen oraz pytan, wzgledem ktérych chciatabym aby
Doktorantka odniosta sie podczas obrony:

- Dlaczego to hVDAC3 ma przypisang role czujnika stanu redoks w komoérkach cziowieka a nie hVDAC2,
ktéry ma o 3 reszty cysteiny wiecej? Z czego to wynika? Jaka jest rola cystein w hVDAC2 — prosze o
komentarz.
- Utrudnieniem w analizie wynikow jest brak wszystkich wariantow szczepdw na kazdej rycinie. To jest ogdlna
uwaga, ktéra mi sie nasuwa i powtarza sie w catej rozprawie.
Publikacja 2:
- W jaki spos6b mozna bytoby zbadac¢ hipoteze, ze réznice w mozliwosci komplementacii fenotypu mutantéw
BY4741-Apor1Apor2 i M3-Apor1Apor2 przez hVDAC3 zalezg od stanu utlenienia reszt cysteiny? To
wyjasnienie jakie Doktorantka formutuje, bazujac na danych literaturowych, by¢ moze tatwe do sprawdzenia
eksperymentalnie.
- Czy rozwazano uzycie BY4742 zamiast albo réownolegle do szczepu M3, gdyz ten szczep bytby idealnym
porownaniem do efektéw heterologicznej ekspresji ludzkich VDACs w BY47417? Czy testy komplemnetacji w
BY4742 przez hVDACs byly robione — jedli tak to jak sie majg w poréwnaniu do tta M3? Réwniez czy
sprawdzano fenotyp wzrostu wszystkich badanych szczepéw w obecnosci nadtlenku wodoru?
- Dlaczego wybrano substytucje reszt cysteiny do reszt alaniny a nie seryny?
- Jak eksperymentalnie Doktorantka zweryfikowataby swoje wyjasnienie: ,Sugeruje to, ze w obecnosci
MET15, reszty cysteiny w hVDAC3 mogg w sprzyjajgcych warunkach ulec utlenieniu, co moze utrudnia¢
bramkowanie kanatu tworzonego przez to biatko.”? To stwierdzenie jest sprzeczne z modelem w
manuskrypcie nr 3, na rycinie 8,: ,hWVDAC3, when oxidized, remains fixed in the open state, allowing
continuous passage of metabolites”. Prosze o wyjasnienie, czy tu sie pojawit btgd?
- Na Ryc. 3E brakuje mi dwdch szczepow kontrolnych WT i podwéjnych mutantéw Apor1Apor2. Sg one na
Ryc. 2 niemniej to kontrole, ktore zawsze powinny by¢ na jednej szalce i tak samo traktowane jak badane
szczepy. Zaktadam, ze w tle BY4741 ekspresja hVDACs powodowata wzrost zalezny od oddychania jak
szczepu typu dzikiego. Czy stusznie?
- Na tej samej Ryc. 3 komplementacja wzrostu oddechowego w temperaturze permisywnej przez hVDAC?2
jest taka jak hVDAC3ACYys, efekt odwrotny do warunkdéw w temperaturze restrykcyjnej. Jak Doktorantka to
interpretuje? Brak dyskusji tego wyniku.
Publikacja 3:
- Ryc. 2B — czy dla wszystkich hodowli pomiary ODeoo wykonywano na 10-krotnie rozcienczonych
hodowlach? Gestos¢ hodowli szczepdw w tle Asod1Asod?2 byta bardzo niska, rozcienczenie generowatoby
duzy bigd pomiaru.
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- brak informaciji o warunkach hodowli komérek w eksperymentach oznaczania poziomu 02", badania sieci
mitochondrialnej i potencjatu btony wewnetrznej. Pomiary na komérkach z pozywki glicerolowej bytyby
trudne, bo te komorki praktycznie nie rosng, niemniej taka informacja jest w rozdziale opisujgcym metodyke
pomiaroéw zuzycia tlenu? Dobrym rozwigzaniem bytaby pozywka z galaktozg. Prosze o uzupetnienie. W jaki
sposob uzyskano az OD = 4 komérek do pomiarow zuzycia tlenu przy tak stabym wzroscie?

- Ryc. 4B — w mojej ocenie mutant por1A por2A nie ma obnizonego potencjatu na btonie. Tio pochodzace z
mCherry jest na podobnym poziomie w tym mutancie co w szczepie kontrolnym bez CCCP w ref. 15.
Jednoczesnie dla szczepow por1A por2A yWDAC1 oraz hVDAC1, hVDAC2, i hVDAC3, o podobnym a nawet
wiekszym poziomie tta mCherry jak w komérkach mutanta por1A por2A Autorzy wnioskujg, ze potencjat na
bfonie jest normalny. Dlaczego? Czy w szczepie POR1 por2A wykonane byly pomiary potencjatu sondg
TMRM? Jakie sg to wartosci w poréwnaniu do szczepu por1A::hVDACL por2A?

Podsumowujac, pomimo licznych pytah, uwazam, ze przedstawiona mi do recenzji rozprawa ma wysokg
warto$¢ naukows, jest pracg oryginalng. Cykl doswiadczeh wykonanych w ramach tej pracy, ktérego celem
byto poszerzenie naszej wiedzy na temat funkcji biatek VDAC, ze szczegdlng koncentracjg na paralogu
VDACS3 i jego redoks zaleznej funkcji, jest logiczny i spéjny, i zostat juz cze$ciowo poddany krytycznej ocenie
przez ekspertdw na etapie ich publikacji. Rozprawa doktorska, z ktérg miatam przyjemnosé sie zapoznaé
wskazuje, ze Pani mgr Martyna Baranek-Grabinska opanowata warsztat technik szczegdlnie genetyki i
inzynierii genetycznej oraz biologii komorki drozdzy a takze w pewnym zakresie analizy bioinformatyczne.
Brakuje mi doswiadczenia z zakresu biochemii czy biologii molekularnej, m. in. techniki Western blot, ktéra
bytaby doskonatym uzupetnieniem przeprowadzonych badah zwtaszcza, ze przeciwciata rozpoznajgce
hVDAC3 i pozostate paralogi sg dostepne komercyjnie. Doktorantka zrealizowata postawiony cel swojej
rozprawy, co wskazuje, ze potrafi rozwigzywac problemy badawcze. Nie bez znaczenia w ocenie rozprawy
jest liczna prezentacja wynikow, szczegdlnie ustna.

Uwazam, ze recenzowana praca doktorska odpowiada wszystkim ustawowym wymogom stawianym
rozprawom doktorskim okreslonym zgodnie z wymaganiami okreslonymi w art. 187 ust. 1-2 i art. 190 ust. 3
Ustawy z dn. 20.07.2018 r. Prawo o Szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. 2024 poz. 1571). Na tej podstawie
sktadam wniosek do Rady Naukowej Wydziatu Biologii Uniwersytetu Adama Mickiewicza w Poznaniu o
dopuszczenie mgr Martyny Baranek-Grabinskiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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