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Recenzja
pracy doktorskiej Darii Grobys
pt. ,Udziat kanatu VDAC w patogenezie choroby Huntingtona w oparciu o badania
modeli komérkowych”

Choroba Huntingtona (HD) nalezy do grupy neurodegeneracyjnych, uwarunkowanych
genetycznie, dziedzicznych choréb mézgu. W przebiegu choroby Huntingtona dochodzi do
narastajgcej w czasie utraty neurondw, gtéwnie w obszarze prgzkowia i gtebszych warstw
kory mozgowej. Zaliczana jest ona do choréb zwigzanych z ekspansjg reszt glutaminowych.
Przyczyng choroby jest mutacja w pierwszym egzonie genu HTT kodujgcym biatko
huntingtyne (Htt). Mutacja ta polega na ekspansji trojki nukleotydowej CAG (kodon
odpowiadajgcy glutaminie), co powoduje pojawienie sie dtugiego ciagu glutamin w sekwengji
aminokwasowej huntingtyny. Jesli powtérzen trojki CAG jest wiecej niz 35, mutacja staje sie
niestabilna i przy kolejnych podziatach komérkowych liczba powtérzen sie zwigksza. Do tej
pory nie udato si¢ opracowaé skutecznej strategii terapeutycznej, ktéra opézniataby lub
istotnie spowalniata postgep choroby. Huntingtyna jest biatkiem charakterystycznym dla
kregowcow, zlokalizowanym gtéwnie w cytoplazmie, wykazujgcym aktywnosé
antyapoptotyczng, zdolno$¢ oddziatywania z wieloma biatkami oraz uczestniczgcym
w transporcie pecherzykbw w obrebie komoérki i czynnikow transkrypcyjnych miedzy
cytoplazmg i jgdrem komérkowym. Uwaza sig, ze przyczyna pojawienia sie¢ objawdw
chorobowych moze by¢ zaréwno utrata funkcji przez Htt jak i pojawienie sie nowych funkgji
zmutowanej huntingtyny (mHtt). Wiadomo jednak, ze neurotoksyczno$é mHitt jest powigzana
z aktywnoscig mitochondriéw. Badania dotyczace roli dysfunkcji mitochondriow
w patogenezie choroby Huntingtona prowadzone sg od wielu lat. Nie ulega watpliwosci,

iz prawidtowe funkcjonowanie neuronéw wymaga duzego zasilania energetycznego,
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realizowanego przez mitochondria. Prawidiowo dziatajagce mitochondria sg gwarancja
wtasciwego funkcjonowania neuronéw. Badania na zwierzetach pozwolity zidentyfikowaéd
zmiany w aktywnosci mitochondriéw, ktére towarzysza patogenezie choroby Huntingtona:
nalezg do nich oddziatywanie mHtt z zewnetrzng blong mitochondrialng, zmniejszenie
syntezy ATP, zmiana wrazliwo$ci na jony wapnia i zwiekszona podatno$é na permabilizacje
bton mitochondrialnych (MMP). Jednak mechanizm molekularny pojawiajgcych sie zmian jest
nadal dyskutowany. Prawidtowo dziatajacy fancuch oddechowy jest kluczowy dia
metabolicznych funkcji mitochondriéw, a jego wtasciwe funkcjonowanie wymaga prawidtowo
przebiegajgcego importu biatka i transportu metabolitéw. Jednym z podstawowych narzedzi
wymiany metabolitbw migdzy mitochondriami i cytoplazma jest kanat VDAC.
W mitochondriach ludzkich wystepuijg trzy izoformy biatka VDAC: VDAC1, VDAC2 i VDAC3.
Biatko to tworzy w zewnetrznej btonie mitochondrialnej zalezny od potencjatu kanat anionowy
ktdrego dziatanie ma kluczowe znaczenie dla wielu proceséw komérkowych, w tym dostepu
ATP, homeostazy wapniowej i aktywacji apoptozy. Od dawna wspomina sie o znaczeniu
VDAC w przebiegu wielu choréb, w tym choréb neurodegeneracyjnych.

Badania prowadzone przez mgr Darie Grobys skupity sie wokét zwigzanego z kanatem
VDAC aspektu mechanizmu patogenezy choroby Huntigtona. Przedmiotem pracy doktorskiej
mgr Grobys byto wyjasnienie czy biatko kanatowe VDAC, kluczowy regulator funkcji
mitochondrialnych, moze oddziatywa¢ z huntingtyna i jej zmutowana formg, co wskazatoby
na jego udziat w przebiegu HD. Zeby osiagng¢ zamierzony cel doktorantka sformutowata
6 zadan badawczych obejmujacych: skonstruowanie nowego modelu HD w drozdzach
Sacharomyces cerevisae, prezentujacego rézne warianty indukowanej ekspresiji Htt i mHitt,
w obecnosci drozdzowego biatka yVDAC oraz trzech izoform ludzkiego biatka VDAC
(hVDAC1-hVDAC3), analize¢ wptywu ekspresji Htt i mHtt na parametry bioenergetyczne
drozdzowego modelu HD, z uwzglednieniem stresu temperaturowego oraz wykorzystanie
szczurzego modelu HD (komérki PC12-HD-Q23 i PC12-HD-Q74) do badania wplywu
ekspresji Htt/mHtt na aktywnos¢ kanatowa biatka VDAC i poziom ekspres;ji jego izoform.
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Doktorantka skonstruowata model HD w oparciu 0 19 szczepow drozdzy S. cerevisiae M3
(szczep dziki), Apor1T4 (mutant delecyjny pozbawiony genu POR1), wykorzystujgc ponadto
konstrukty YIP351Q25 i YIP351Q103 (wprowadzajace sekwencje kodujgce, odpowiednio,
Htt i mHtt) oraz pYX212hVDAC1-3 (wprowadzajgce sekwencje ludzkich izoform VDAC).
Model zawiera takze dwa markery selekcyjne LEU2 oraz URA3. Mgr Grobys uzyskata rozne
warianty indukowanej ekspresji natywnej i zmutowanej wersji huntingtyny w obecnosci lub
przy braku funkcjonalnego drozdzowego kanatu VDAC (yVDAC1) oraz 3 izoform ludzkiego
biatka VDAC (hVDAC1, hVDAC2, hVDAC3), jak i markera auksotroficznego LEU2.
Wykorzystujgc mozliwoéé swobodnego manipulowania odpowiednimi konstruktami,
doktorantka mogta wptywaé na warunki eksperymentu analizujgc przezywalno$¢ komorek
drozdzowych oraz funkcje bioenergetyczne mitochondriéw w tych komérkach w warunkach
normalnego wzrostu drozdzy (28°C) oraz stresu temperaturowego (37°C) w obecnosci
wszystkich konstruktéw, badz réznej ich aranzacji, co bardzo zwigkszyto mozliwos¢
uzyskania ciekawych wynikéw i oryginalnych wnioskéw.
Mgr Grobys wykazata, ze ekspresja Htt i mHtt potgczona z ekspresjg natywnego
drozdzowego yVDAC1 w warunkach natywnych (28°C) oraz szoku temperaturowego
ti. 37°C, nie wywiera wplywu na parametry bioenergetyczne komérek, natomiast
w przypadku wytaczenia ekspresji yVDAC i aktywacji ekspresji hVDAC1 obserwowana jest
wyrazna zmiana analizowanych parametréw bioenergetycznych, ktérej towarzyszy zmiana
w przezywalnoéci komérek. Doktorantka zaobserwowata takze, ze mHtt, ale nie Htt, zmienia
rozktad przewodnictwa kanatéw tworzonych przez izoformy szczurzego biatka VDAC.
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Innym waznym odkryciem doktorantki byto wykazanie, ze cytotoksyczno$¢ mHitt jest
zwigzana z wysokim poziomem ekspresji VDAC1, najczesciej wystepujgcego wariantu biatka
VDAC. Wynik ten zostat potwierdzony w komoérkach szczurzych PC12. Natomiast biatka
VDAC 2 i VDAC3 nie wywotujg podobnych efektow. Pewne metaboliczne niedoskonatosci
uktadu drozdzowego (np. obecno$¢ galaktozy w pozywce), ktére doktorantka potrafita
zdefiniowac nie udaremnity uzyskania intersujacych wynikéw. Nalezy jednak zaznaczyé, ze
wyniki uzyskane dla obu modeli HD sa w duzym stopniu spéjne.

Mgr Grobys wykazata sie¢ umiejetnosciag wykorzystania skomplikowanej metodologii
pracujgc na dwéch réznych systemach komérkowych. Warto podkreslié, ze doktorantka
w swoich badaniach tgczyta réznorodne techniki badawcze: biologie molekularng z fizjologia
komorki, jak np. zastosowanie pomiaréw oksygraficznych, ktére umozliwity jej wyznaczanie
szybkosci zuzycia tlenu w wybranych stanach oddechowych oraz stanu sprzezenia
energetycznego mitochondriéw w badanych komoérkach drozdzy. Mgr Grobys badata takze
przewodnictwo kanatowe biatka VDAC w sztucznych btonach lipidowych. Zatem, opisane
w pracy doktorskiej wyniki mgr Grobys uzyskata dzigki wieloaspektowym eksperymentom,
a ich istotno$§¢ statystyczna zostata przez nig zweryfikowana.

Uktad pracy i jej podziat na rozdziaty sa poprawne i zgodne z ogdlnie przyjetymi
zasadami dla prac doktorskich.

Rozprawe rozpoczyna Wstep napisany przejrzyscie i zrozumiale na 36 stronach. Mgr Grobys
opatrzyta te cze$¢ opracowania przemyslanymi rysunkami utatwiajgcymi zrozumienie tekstu.
Cze$¢ Materiaty i Metody, w ktérej autorka doktadnie opisuje wszystkie wykorzystane
w pracy procedury eksperymentaine, jest napisany w sposéb klarowny, éwiadczacy o jej
duzej wiedzy w zakresie prowadzonych eksperymentéw. Wyniki badan przedstawione na
38 stronach sg opisane szczegdtowo i opatrzone duzg iloscig rysunkéw oraz tabel, ktore
utatwiajg podgzanie za tokiem myslenia autorki. Doktorantka wnikliwie podeszta do
wielostronnego analizowania swojego modelu HD w drozdzach postugujac sie przemyslana
grupg badan kontrolnych stuzgcych weryfikacji uzyskanych wynikéw, o czym wspominatam
wczesnie]. Czes¢ Dyskusja oceniam wysoko za powazng analize badanego tematu
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i wykorzystanie najnowszych publikacji do interpretaciji i oméwienia uzyskanych wynikéw na
podstawie, ktorych mgr Grobys sformutowata wnioski kofncowe podsumowujace
najwazniejsze osiggniecia niniejszej pracy doktorskiej.

Reasumujgc, wyniki badar uzyskane przez mgr Darig Grobys jednoznacznie wskazuja, ze
uzyskata ona funkcjonalny model badawczy choroby Huntingtona w drozdzach
Sacharomyces cerevisiae z funkcjonalng ekspresjg kluczowych dla jej badan biatek.
Doktorantka rozszerzyta zakres eksperymentéw o drugi model zbudowany w oparciu
o komorki szczurze, ktéry pomagt jej zweryfikowac i rozszerzyé zakres prowadzonych badan.

Jednak ze wzgledéw formalnych recenzent musi zaznaczy¢, ze mgr Grobys nie ustrzegta sie
drobnych btedéw redakcyjnych, stylistycznych i niescistosci terminologicznych. Na przyktad
nie zgadzam sig¢ zeby bufory nazywac¢ ptynami, jesli w ich sktadzie znajduje sie sktadnik
okreslajacy pH.

Uwazam, ze doktorantka za stabo podkreslita w podsumowaniu wynikéw watek
bioenergetyczny pracy badawczej, ktéry bardzo podnosi poziom uzyskanych wynikéw.
Uchybienia te nie majg jednak wigkszego znaczenia dla oceny formalnej i merytoryczne;
pracy przygotowanej przez mgr Grobys.

Przedstawione w pracy doktorskiej wyniki pozwalajg stwierdzi¢, ze doktorantka stworzyta
dobrze udokumentowany model HD w uktadzie drozdzowym pozwalajgcy na prowadzenie
badan nad wptywem Htt i mHtt na funkcjonowanie mitochondriéw, w réznych kluczowych dla
nich aspektach, postugujac si¢ skomplikowang technicznie metodologia, uzyskujac wyniki
statystycznie istotne, ktore sg juz czesciowo opublikowano w pracy o zasiegu
miedzynarodowym.
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Obowigzkiem recenzenta jest zadanie kilku pytan:

1. Chciatam prosi¢ o wyjasnienie dlaczego zmutowana huntingtyna nie oddziatuje
z biatkiem yVDAC w drozdzach oraz w jaki sposéb mitochondria drozdzowe
kompensujg brak yVDAC.

2. W opracowaniu literaturowym mgr Grobys przedstawita w tabelach komérkowe
i zwierzgce modele badawcze choroby Huntingtona. W trakcie realizacji pracy
doktorskiej byty stosowane dwa modele badawcze (drozdzowy i ssaczy). W dyskusji
pracy doktorskiej zabrakio mi szerszej polemiki na temat tego co wyrdznia drozdzowy
model na tle istniejgcych lub wybranych modeli HD. W zwigzku z tym prosze
0 wypowiedz na ten temat.

Podsumowujac, rozprawa doktorska mgr Darii Grobys zawiera cenne naukowe wyniki
i stanowi wartosciowy wktad w badania podfoza molekularnego patogenezy choroby
Huntingtona. Zatem, rozprawa doktorska mgr Darii Grobys odpowiada warunkom Ustawy
z dnia 14 marca 2003r o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule
w zakresie sztuki (Dz. U. z 2016, poz. 882). Recenzent chciatby takze podkreslié, ze dorobek
naukowy mgr Darii Grobys uzasadnia nadanie jej stopnia naukowego doktora nauk
biologicznych. Na dorobek ten sktadajg sie trzy prace opublikowane w 2016 roku
w czasopismach o zasiggu migdzynarodowym (Front Oncol., Eur J Cell Biol. Mitochondrion),
w tym jedna bezposrednio dotyczaca tematu pracy doktorskiej, w ktérych doktorantka jest
drugim autorem. W zwigzku z tym, recenzent wnosi o dopuszczenie mgr Darii Grobys do
dalszych etapow przewodu doktorskiego. Ze wzgledu na wysokg wartoé¢ naukowa,
potwierdzong publikacjami, recenzent wnioskuje o wyrdznienie rozprawy doktorskiej
mgr Darii Grobys.
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