J\— L
S e  nencki institute
/\ of experimental biologv

Warszawa, 26.02.2025r.

dr hab. Bogusz Kulawiak

Pracownia Wewnatrzkomérkowych
Kanatéw Jonowych

Instytut Biologii Doswiadczalnej PAN
ul. Pasteura 3, 02-093 Warszawa
e-mail: b.kulawiak@nencki.edu.pl

Recenzja pracy doktorskiej mgr Martyny Baranek-Grabinskiej pt. Udziat ludzkich
paralogéw biatka VDAC w przeciwdziataniu skutkom stresu oksydacyjnego wywotanego
brakiem dysmutaz wewnatrzkomoérkowych.

Przedstawiona do recenzji praca wykonana zostata pod kierunkiem prof. dr hab. Hanny
Kmity oraz dr hab. Andonisa Karachitosa w Zaktadzie Bioenergetyki Instytutu Biologii
Molekularnej i Biotechnologii Wydziatu Biologii Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w
Poznaniu. Gtéwnym celem pracy byta rola ludzkich paralogéw biatka VDAC (kanatu zaleznego
od napiecia zlokalizowanego w zewnetrznej btonie mitochondriéw) jako sensora zmian stanu
redoks w mitochondriach.

Regulacja oraz rola kanatéw VDAC zlokalizowanych w zewnetrznej btonie
mitochondrialnej jest przedmiotem intensywnych badan wielu grup badawczych. Temat
dotyczacy roli tych biatek w regulacji stanu redoks w komadrkach jest szczegdlnie interesujgcy
biorac pod uwage kluczowa funkcje tych biatek w regulacji transportu metabolitéw w poprzek
zewnetrznej btony mitochondrialnej, czyli miedzy mitochondriami a cytoplazmga. Regulacja
aktywnosci kanatéw VDAC jest kluczowa dla utrzymania prawidtowego funkcjonowania
mitochondriéw, w tym procesu fosforylacji oksydacyjnej bedgcym gtéwnym zrédtem ATP w
komoérkach. Prawidtowa regulacja, tych proceséw jest niezbedna dla funkcjonowania komarek
i tkanek. Ludzkie biatka rodziny VDAC obejmujg trzy warianty tego kanatu hVDAC1, hVDAC2 i
hVCDAC3. Regulacja aktywnosci tych kanatéw w zaleznosci od stanu redoks mitochondriéw
jest istotnym tematem badan podejmowanych w ostatnim czasie. Wiele wskazuje na to, ze
aktywnosc¢ kanatu hVDAC3, moze by¢ zalezna od stanu redoks i przez to odpowiedzialna za
petnienia roli czujnika zmian zwigzanych np. ze stresem oksydacyjnym. Tematyka badawcza
podjeta w niniejszej pracy wpisuje sie zatem w aktualny trend badan nad funkcjg
mitochondriéw oraz ich udziatem w mechanizmach cytoprotekcyjnych.

Z uwagi na fakt, ze duza czes¢ uzyskanych w trakcie realizacji pracy wynikéw zostata
opublikowana praca nie zostata przedstawiona w klasycznym uktadzie jednolitej pracy
doktorskiej, a jej gtéwnga czesc stanowia publikacje eksperymentalne, ktorych wspotautorky
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jest Doktorantka. Rozprawe otwiera streszczenie oraz zyciorys naukowy w syntetyczny sposob
pokazujacy aktywno$¢ naukowa Doktorantki. Zyciorys zawiera liste prac sktadajacych sie na
rozprawe doktorskg oraz liste osiggnie¢ naukowych a takze pokazuje udziat w konferencjach i
zjazdach naukowych. W dalszej czesci zaprezentowany jest cel pracy, krotki wstep oraz
syntetyczny opis wynikow rozprawy doktorskiej. Zasadniczg cze$¢ pracy stanowi zestaw prac
eksperymentalnych sktadajgcych sie na recenzowang rozprawe. Uwazam, ze wybor takiej
formy pracy za uzasadniony i w mojej ocenie pozwala na obiektywng ocene osiggniec
Doktorantki.

Gtéwny cel rozprawy jest jasno sformutowany i sktada z trzech czesci. Celami pracy byto
okreslenie wystepowania wariantéw biatek VDAC u bezkregowcéw potencjalnie bedacych
sensorami stanu redoks, uzyskanie nowych modeli drozdzowych stuzacych do ekspresji
ludzkich paralogéw biatek VDAC oraz zbadanie wptyw tfa genetycznego drozdzy. Ponadto
podjeto prébe okreslenia funkcji tych paralogdw w przeciwdziataniu stresu oksydacyjnemu.

Poszczegblne czastkowe cele rozprawy odpowiadajg poszczegélnym pracom
eksperymentalnym. Uktad tych prac jest logiczny i bardzo dobrze prowadzi czytelnika przez
studiowane zagadnienia. Dwie pierwsze publikacje ukazaty sie w czasopismach o zasiegu
miedzynarodowym. Pierwsza we Frontiers in Physiology, druga w International Journal of
Molecular Sciences a trzecia praca zostata zatgczona jako manuskrypt przygotowany do
wystania do czasopisma Biochimica at Biophysica Acta — Bioenergetics. Wszystkie trzy
czasopisma s3g uznane i rozpoznawalne. Mimo pewnych kontrowersji zwigzanych z
wydawnictwem MDPI (wydawcg 1JMS) trzeba podkresli¢, ze czasopismo to jest jednym z
najstarszych i chyba najbardziej rozpoznawalnym w puli tego wydawcy. Doktorantka jest
pierwszym autorem w pracach eksperymentalnych (publikacje nr 2 i 3) oraz trzecim autorem
(z czterech) w publikacji nr 1. Wktad Doktorantki i pozostatych autoréw jest ponadto wskazany
w zatgczonych oswiadczeniach.

Elementem wprowadzajagcym w tematyke pracy doktorskiej jest krotki, ponad trzy
stronnicowy wstep. Po wstepie nastepuje opis gtownych tez i uzyskanych wynikéw
zaprezentowanych w dotgczonych pracach.

Wstep w jasny, syntetyczny i konkretny sposdb przedstawia podstawowe zagadnienia
zwigzane z funkcjonowaniem mitochondriéw, funkcji dysmutaz ponadtlenkowych w regulacji
homeostazy redoks oraz budowy i funkcji biatek z rodziny VDAC. Z uwagi na forme pracy, ktérej
gtéwng czescig sg publikacje zawierajgce wtasny wstep do danej pracy rozumiem i akceptuje
zaprezentowang forme wstepu. Pomimo krotkiej formy, wstep pozwala na zorientowanie sie
i zrozumienie idei pracy. Catos¢ napisana jest dobrym jezykiem bez wiekszych btedow
stylistycznych. Mysle jednak, ze mozna byto nieco doktadniej opisa¢ pewne zagadnienia.
Dotyczy to na przyktad mechanizmu syntezy reaktywnych form tlenu w mitochondriach, a w
szczegllnosci wyttumaczy¢ dlaczego reaktywne formy tlenu moga by¢ wydzielane do
przestrzeni miedzybtonowej i macierzy mitochondrialnej. Ponadto wydaje mi sie, ze wigcej

miejsca mozna byto poswiecic¢ roli H2S jako regulatora funkcji mitochondridw i homeostazy
redoks. Oba watki sg istotnymi elementami pracy, przewijajg sie w zatgczonych publikacjach i
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z tego wzgledu ich lepszy opis bytby wskazany we wstepie lub w czesci komentujgcej uzyskane
wyniki zaprezentowane w zatgczonych publikacjach. Jednak mimo tych drobnych zastrzezen
catos¢ oceniam pozytywnie.

Podobnie do wstepu opis uzyskanych wynikéw zaprezentowany w formie krétkich
streszczen dotgczonych prac jest napisany klarownie i w jasny sposéb ttumaczy cel, metodyke
i wnioski ptynace z uzyskanych danych.

Pierwsza z zaprezentowanych prac skupia sie na analizie ewolucji oraz obecnosci form
VDAC wrazliwych na zmiany stanu redoks (rsVDAC) w réznych organizmach, z uwzglednieniem
roli tego biatka jako czujnika warunkéw srodowiskowych. Jest to praca wykorzystujaca analizy
bioinformatyczne pozwalajace na analize ekspresji réznych wariantéw biatek VDAC, wskazanie
réznic i podobienistw miedzy tymi biatkami wystepujagcymi w organizmach zamieszkujacych
rézne srodowiska. Autorzy dochodzg do wniosku, ze biatko VDAC moze petnié role czujnika
stanu redoks a w przypadku wspoétwystepowania kilku wariantéw tego biatka role czujnika
prawdopodobnie petni jeden z nich. Praca stanowi bardzo dobry punkt wyjscia do kolejnych
prac eksperymentalnych. Domyslam sie, ze byta ona bardzo cennym etapem pozwalajacym
Doktorantce dobrze zrozumie¢ badane zagadnienie.

Druga praca, w ktérej doktorantka jest pierwszym autorem zostata opublikowana w
czasopi$mie International Journal of Molecular Sciences. W pracy opisano przygotowanie
nowych modeli drozdzdowych pozbawionych jednoczesnie biatek yVDAC1 i yVDAC2. W
uzyskanych modelach ekspresjonowano nastepnie ludzkie paralogi biatka VDAC w celu
zweryfikowania ich zdolnosci do komplementacji uzyskanego fenotypu. Wszystkie trzy
paralogi byty w stanie komplementowac fenotyp delecyjny, jednak zdolnos¢ ta w duzej mierze
zalezata od tfa genetycznego drozdzy. Zauwazono tez, ze zdolno$é hVDAC3 jest zalezna od
modyfikacji cystein co sugeruje, ze moze on dziata¢ jako sensor redoks. Wiele wskazuje na to,
ze zdolnos¢ biatka hVDAC3 do komplementacji jest zalezna od poziomu H,S i obecnosci
cystein. Model drozdzowy zaproponowany przez autoréw moze byé cennym narzedziem do
badan nad mechanizmami regulacji kanatéw VDAC w warunkach stresu oksydacyjnego.

Jak wspomniano wyzej podstawg dla opracowania modelu badawczego byty drozdze
Saccharomyces cerevisiae. Model drozdzowy jest czesto wykorzystywany do studiowania
funkcji mitochondriéw, ich biogenezy czy badan bioenergetycznych z uwagi na relatywna
tatwos¢ dokonywania manipulacji genetycznych oraz szybki wzrost. Wykorzystanie modeli
drozdzowych pozwala na analize podstawowych funkcji biatek pochodzacych z réznych
organizméw a jednoczesnie pozwala na unikniecie technicznych komplikacji zwigzanych z
wykorzystaniem modeli opartych o komérki ssacze. Z tego punktu widzenia, uwazam, ze dobér
modelu badawczego jest jak najbardziej uzasadniony.

W trzeciej pracy, ktdérej pierwszym autorem jest Pani mgr Martyna Baranek-Grabiriska
podjeto sie proby zbadania roli ludzkich biatek VDAC w modelach drozdzowych pozbawionych
dwoéch dysmutaz ponadtlenkowych SOD1 i SOD2 lokalizujgcych w mitochondriach. Oba biatka
pozwalajg na efektywng eliminacje anionorodnikow ponadtlenkowych powstajgcych w
mitochondriach, a ich brak skutkuje stresem oksydacyjnym i zwiekszong cytotoksycznoscig. W
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niniejszej pracy autorzy podjeli probe uzyskania mutantéw pozbawionych obu enzyméw w
celu indukcji stresu oksydacyjnego. Skutkowato to ograniczeniem wzrostu uzyskanych
mutantéw. Nastepnie weryfikowano zdolnos¢ ludzkich paralogéw biatka VDAC jako
elementow szlakdw cytoprotekcyjnych mogacych ogranicza¢ efekty cytotoksyczne
wynikajace z zaburzonej homeostazy redoks. Ponadto monitorowano wptyw tych paralogéw
na funkcje mitochondriéw takich jak zmiany potencjatu btonowego czy szybkosci oddychania,
a takze poziom reaktywnych form tlenu.

Autorzy jasno pokazujg, ze ludzki paralog hVDAC3 pozwala na dostosowanie sie do
sytuacji skutkujacej stresem oksydacyjnym. Ekspresja paralogéw hVDAC1 i hVDAC2 skutkuje
obnizonym wzrostem w poréwnaniu do sytuacji gdy komorki ekspresjonuja paralog hVDAC3.
Co istotne mutageneza tego paralogu pozbawiajgca biatko cystein powodowata znaczace
ograniczenie wzrostu uzyskanych mutantéw. Obecno$¢ biatka hVDAC3 skutkowata
obnizeniem poziomu reaktywnych form tlenu w komédrkach pozbawionych obu dysmutaz.
Badania skupiajace sie na funkcji mitochondriéw, w tym potencjatu btonowego czy morfologii
mitochondriéw réwniez wskazaty na kluczowa role biatka hVDAC3. Doceniam uwzglednienie
w prezentowanych publikacjach schematéw ttumaczacych role biatka hVDAC3 w regulacji
zaleznej od stanu redoks.

Uwazam, ze zaprezentowana praca doktorska jest ciekawa i inspirujgca. Prezentacja
pracy w oparciu o publikacje powoduje, ze zapewne nie wszystkie uzyskane dane zostaty
uwzglednione w omawianej rozprawie. Sktonito mnie to do pewnych przemyslen i zadania
kilku pytan dotyczacych prezentowanych prac. Wynikajg one réwniez z wtasnych doswiadczen
i zainteresowan naukowych.

1. W jaki sposéb wytypowano gRNA majacy na celu wprowadzenie mutacji
skutkujacych usunieciem yVDACL1 oraz biatek SOD1 i SOD2; czy wzieto pod uwage mozliwosé
odziatywania zaprojektowanych gRNA w innych fragmentach DNA (tzw. off-targety) i w
zwigzku z tym uszkodzeniem/dysfunkcjg innych genow?

2. W publikacji nr 2 wskazano na zauwazalng réznice we wzroscie miedzy uzyskanymi
mutantami w zaleznosci od tta genetycznego. Chciatem zapytac sie o réznice we wzroscie
podwdjnego mutanta Aporl/Apor2 w poréwnaniu do szczepu Aporl (Figura 2). Czy uzyskano
jedynie jeden czy wiecej klondw, a jesli tak to czy wszystkie klony wykazujg ten sam fenotyp?

3. Wykazano, ze ekspresja paralogéw hVDAC, w szczegdlnosci hVDAC3 w rdzny sposdb
wptywa na wzrost badanych szczepow. Wydaje sie, ze zastosowane podejscie
eksperymentalne powinno skutkowa¢ podobnym poziomem ekspresji wszystkich
wprowadzonych paralogéw jednak nasuwa sie pytanie o rzeczywisty poziom biatka w
badanych komérkach. Czy poréwnywano poziomy paralogéw hVDAC, w tym hVDAC3 typu

dzikiego oraz mutanta ACys na poziomie biatkowym w réznych szczepach?
4. Czy podjeto prébe zbadania bezposredniego wptywu H,S na aktywnos$é hVDACS i
jego mutantow cysteinowych?
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5. W zaprezentowanym modelu sugeruje sie, ze N-koniec hVDAC3 oddziatuje z
cysteinami wewnatrz kanatu. Wiadomo, ze w mitochondrialnej przestrzeni miedzybtonowej
oraz btonie wewnetrznej mitochondriéw wystepuja biatka wrazliwe na zmiany stanu redoks.
Wiemy tez, ze wiele biatek mitochondrialnych oddziatuje ze sobg tworzac mniej lub bardziej
trwate kompleksy biatkowe. Czy nalezy wykluczy¢ oddziatywanie z innym biatkiem/biatkami,
ktére miatoby wptyw na aktywnos$é hVDAC3 jako sensora redoks?

6. Czy rozwazano zastosowanie w otrzymanych modelach inhibitorow tarncucha
oddechowego w celu indukcji stresu oksydacyjnego (np. z wykorzystaniem antymycyny A)?
By¢ moze pozwolitoby to na obserwacje roli hVDAC3 i jego mutantéw cysteinowych w sytuacji
nagtej deregulacji homeostazy redoks w mitochondriach i bytoby komplementarne do modeli
z trwale indukowanym stresem oksydacyjnym?

7. Na koniec chciatem zada¢ pytanie o przysztos¢ - czy rozwazano weryfikacje
uzyskanych wynikow w modelach opartych o komaérki ssacze? W mojej opinii opanowanie
techniki CRISPR/Cas9 zaprezentowane w niniejszej pracy daje taka realng perspektywe.

Podsumowujac, uwazam, ze rozprawa doktorska mgr Martyny Baranek-Grabinskiej
jest napisana dobrze, otrzymane wyniki sg interesujgce a uzyskane modele badawcze mogg
by¢ z powodzeniem wykorzystywane w badaniach roli ludzkich biatek z rodziny VDAC. Dobér
modeli oraz metod badawczych umozliwit realizacje zatozonych celéw badawczych. Zgtoszone
uwagi i komentarze nie rzutuja na moja bardzo wysokg ocene pracy.

Stwierdzam, ze przedstawiona do recenzji rozprawa Pani mgr Martyny Baranek-
Grabinskiej pt. ,Udziat ludzkich paralogéw biatka VDAC w przeciwdziataniu skutkom stresu
oksydacyjnego wywotanego brakiem dysmutaz wewngtrzkomérkowych” spetnia wszystkie
warunki okreslone w art. 187 ust. 1-2 Ustawy Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce z dnia 20
lipca 2018 roku i wnioskuje o dopuszczenie Pani mgr Martyny Baranek-Grabinskiej do dalszych
etapdéw przewodu doktorskiego.

dr hab. Bogusz Kulawiak
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