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RECENZJA
rozprawy doktorskiej mgr. Darii Grobys
pt. ,,Udziat kanatu VDAC w patogenezie choroby Huntingtona w oparciu o badania
modeli komdrkowych” wykonanej pod kierunkiem prof. dr hab. Hanny Kmity oraz
promotora pomocniczego dr Andonisa Karachitosa z Wydziatu Biologii Molekularnej i

Biotechnologii, Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu.

Mitochondria sa wielofunkcyjnymi organellami, decydujacymi o zyciu lub $mierci komorki. W
przebiegu wielu powaznych choréb takich jak np. choroby nowotworowe, kardiomiopatie, cukrzyca oraz
w szeregu choréb neurodegeneracyjnych wykazano zaburzenia funkcjonowania mitochondriéw. Sposrod
choréb neurodegeneracyjnych, w ktérych stwierdzono dysfunkcje mitochondriéw najczesciej wymienia
sie chorobe Parkinsona, Alzheimera, stwardnienie zanikowe boczne - ALS oraz plgsawice Huntingtona.
Ta ostatnia to postepujgca choroba, uwarunkowana genetycznie, dziedziczna, u podtoza ktorej lezy
mutacja w genie huntingtyny. Wiadomo, ze zmutowana posta¢ biatka huntingtyny moze oddziatywac z
zewngtrzng blong mitochondrialng i zaburzaé ich funkcjonowanie. Jednym z kluczowych biatek
zewngtrznej blony mitochondrialnej odpowiedzialnych za funkcjonowanie mitochondriow jest biatko
VDAC. Problematyka przedstawiona w tej rozprawie doktorskiej, czyli rola biatka VDAC w
patofizjologii choroby Huntingtona bardzo trafnie wpisuje si¢ w nurt badan i znajduje gl¢bokie

uzasadnienie.

Formalny opis rozprawy
Przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska jest zawarta na 155 stronach i ma w zasadzie
typowy uklad dla tego rodzaju opracowar. Rozpoczyna si¢ spisem tresci, streszczeniem po angielsku i

polsku, wstep liczy 40 stron. Po krotkim sprecyzowaniu celow pracy znajduje sig liczacy 13 stron
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rozdzial ,Materialy” i 19 stron rozdziat ,.Metody”. Wyniki liczg 40 stron, po nich nastgpuje 9 stronicowa
dyskusja i podsumowanie obejmujace 2 strony. Rozprawa konczy si¢ 2 stronicowym ,,Zalgcznikiem™ oraz

15 stronicowym pismiennictwem, na ktore sktada si¢ 285 pozycji literatury.

Ocena merytoryczna

Wstep to podsumowanie dotychczasowej wiedzy o dziedzinie, ktorej poswigcona jest rozprawa, a
wiec znaczenia biatka VDAC w funkcjonowaniu mitochondriéw oraz roli biatka Htt w chorobie
Huntingtona. Nie mam w zasadzie uwag do tej czesci rozprawy, jest napisana w sposéb czytelny i
zrozumialy. Chcialabym jedynie zwroci¢ uwage na to, ze w podrozdziale 2.2.2 umieszczone sg
informacje na podstawie badaf modelu drozdzowego bez komentarza jaki jest posredni udzial kanatu
VDAC w regulacji ekspresji gendw u ssakéw ( np. rozdziat 2.2.2). Brakuje mi tez informacji o tym jaki
jest ilosciowy udzial poszczeg6lnych izoform ssaczych VDAC1/2/3 w réznych tkankach/organach (np.,
ze najwiecej izoformy VDAC1/2 jest w sercu, watrobie, mig$niach szkieletowych i mozgu), a taka
informacja przydatna bytaby w dyskusji wynikéw (np. przy ocenie ilosciowej udziatu izoform biatka
VDAC w preparatach komorek PC12).

Autorka nie ustrzegla si¢ drobnych niefortunnych sformutowan w tej czgsci rozprawy, ktérych
tylko przyklady pozwole sobie przytoczy¢:

1. nie powinno uzywac si¢ okreslenia ,.ekspresja biatka™ jest ..ekspresja genu biatka”,

2. uzyto sformutowania ,,10% blony komérkowej moze by¢ pokryte mitochondriami™ str. 29.
Wlasciwie powinno by¢ napisane, ze jest ,,zlokalizowane w poblizu blony komérkowej™,

3. sygnaly ,,anterogradowe i retrogradowe™ nie ma takich stow w jezyku polskim (to sg
neologizmy z ang.),

4. nie uzywa si¢ obecnie okreslenia ,.liczba mitochondriéw”, z tego wzgledy, Zze mitochondria sg
bardzo dynamiczng strukturg nie do policzenia, raczej uzywa si¢ okreslenia ,,masa mitochondriow”

5. nie jest dla mnie zrozumialy rysunek 8, jezeli Doktoranka chciala na tym schemacie
podsumowac¢ informacje, ktore opisata we Wstepie, to niestety ale dla czytelnika nie jest to pomocny

rysunek.
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Cel pracy to wedtug Doktorantki ,.sprawdzenie czy biatko VDAC jest istotne dla dzialania Htt
i/lub mHtt w komoérkach, co w konsekwencji wskazywaloby na jego udzial w patogenezie HD.
Postanowiono takze sprawdzié¢ znaczenie obecnosci izoform biatka VDAC dla obserwowanych efektow
ekspresji Htt i mHtt.” Do realizacji tak do$¢ szeroko postawionego celu, zostato przedstawionych szesc

zadan badawczych.

Dla realizacji zamierzen Doktorant zastosowal wiele technik badawczych opisanych w rozdziale
material i metody. Zawiera on spis uzytych w toku badan odczynnikéw, konstruktow/plazmidow oraz
opis zastosowanych w toku pracy metod w tym: prowadzenia hodowli drozdzy i komérek PC12, procedur
izolacji mitochondriow itd. Opis metod jest moim zdaniem wyczerpujacy 1 klarowny.

Doktorant nie ustrzeg! sie jednak drobnych potknie¢ szczegélnie przy uzyciu wielu potocznych 1

nieprecyzyjnych sformutowan np. resuspendowano, suspensja komorek czy stan basal.

Rozdzial ,,Wyniki” Doktorantka rozpoczela od opisania otrzymanych modeli drozdzowych z
dzikim typem oraz ze zmutowang forma huntingtyny oraz z biatkiem VDAC. Przy weryfikacji poziomu
biatek VDAC (zarowno yVDAC jak i hVDAC1/2/3) sugerowalabym umieszczenie réwniez kontroli w
postaci naniesionego na zel lizatu otrzymanego nie tylko z wyizolowanych mitochondriow, ale takze z
catych komérek. Chciatabym réwniez zaznaczy¢, ze porownywanie roznic w poziomie bialek VDAC w
probie z wyizolowanych mitochondriow, nie jest metoda ilosciowa Rys.14.

Wyniki sg opisane poprawnie, ryciny sg staranne, aczkolwiek w opisie wynikow brakuje mi doktadnego
opisania o jakg warto$¢ parametry malejg lub wzrastaja (doktorantka uzywa sformutowan tego typu:
,hiewielkie zmniejszenie wartos$ci tego parametru”, ,,istotne zmniejszenie wartosci tych parametrow™
itp.).

W tej czesci rozprawy mozna zauwazy¢ trochg niescistosci 1 niestarannosci w:

1. opisach pod rysunkami

- na rysunku 23 brakuje mi bezposrednio pod rysunkiem doktadnego opisu (czytelnik musi szuka¢ w
tekscie rozdzialu i w opisie metod)

- na rysunku 32 na osi Y powinno by¢ podpisane *Wskaznik przezywalnosci.....”

2. w uzytych sformutowaniach (tylko dla przykladu podam te co najbardziej mi przeszkadzaty)

- ,,aktualne sprzezenie komérek™ str. 107, chyba powinno by¢ mitochondriow
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- ,szczurzy model” - badania przeprowadzano na modelu komérkowym (komérki PC12)
- nie uzytabym takze sformutowania, ze badano “parametry bioenergetyczne”, (badano tylko oddychanie/
zuzycie tlenu). Okreslenie ,,parametry bioenergetyczne™ to jest trochg szersze pojgcie (np. pomiary

potencjatu na blonie mitochondrialnej, poziomu ATP czy aktywnosci fancucha oddechowego)

Dyskusja jest napisana poprawnie. Umiejetnie dyskutuje Autorka swoje wyniki i przemyslenia w
oparciu o dane literaturowe. Umieszczone na koncu szczegdétowe wnioski, podsumowuja co zostato

zbadane.

Ocena edytorskiej strony rozprawy

Praca jest zredagowana w miare staranny sposob, napisana w zasadzie poprawnym jezykiem.
Doktorant jednak nie ustrzegl si¢ szeregu drobnych bledéw gramatycznych i stylistycznych czy literowek,
ktore jednak nie wplynely na zrozumienie tekstu. Jedynie obowiazek recenzenta skiania mnie do
zwrdcenia uwagi na niewielkie uchybienia edytorsko-jezykowo-terminologiczne. Te najwazniejsze
omoéwione zostang z Doktorantem osobiscie. Pragne jeszcze zaznaczy¢€, ze w rozprawie doktorskiej
powinno sie uzywa¢ terminéw polskich i np. zamiast ,,matriks” powinno by¢ ,.macierz”, ,,retikulum
endoplazmatyczne™ / ,,siateczka endoplazmatyczna™, itd. Jeszcze jedna uwaga dotyczy zbyt skapej listy
uzywanych skrétow, a w zaproponowanej liscie skrotow przez Autorke mozna znalez¢ wiele bledow np.
,,Htt- natywna wersja huntingtyny™ — to nie jest natywna wersja tylko dziki typ tego biatka, ,, MAD-
degradacja zwigzana z mitochondriami” powinno by¢ ,,Sciezka regulujaca/kontrolujaca degradacje™,
NRF1/2 to po prostu czynniki transkrypcyjne. W rozprawie bardzo czgsto, raz byt uzywany skrot a raz
pelna nazwa szczepOw, co tez trochg czyni batagan i jest utrudnieniem dla czytelnika.

Praca jest zredagowana w sposdb staranny, napisana w zasadzie poprawnym jezykiem. Doktorant
jednak nie ustrzegt si¢ szeregu drobnych bledéw gramatycznych i stylistycznych czy literowek, ktore

szczegolnie nie wplynely na zrozumienie tekstu.

Podsumowanie
Rozprawa doktorska Pani mgr Darii Grobys ma duzg wartos¢ poznawcza i niewatpliwie wzbogaca
nasza wiedzg. Szczegdlnie cenne jest opracowanie modelu badawczego (drozdzowego) choroby

Huntingtona ze szczegdlnym uwzglednieniem obecnosci biatka VDAC (ludzkich izoform).
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Poszczegdlne rozdzialy sg zwarte a glowny cel badawczy znajduje w kazdym z nich wlasciwe

miejsce. Dobrze udokumentowane, oryginalne wyniki badan swiadcza o dobrym przygotowaniu Autora

do samodzielnej pracy naukowej, o umiej¢tnosci zdefiniowania problemu badawczego i jego rozwigzania,

a takze o znajomosci rozleglego pismiennictwa w badanej dziedzinie i zdolnosci dyskusji wlasnych
wynikéw badawczych w oparciu o dane literaturowe. Uzyskane wyniki sa nowatorskie i stanowig
podstawe do dalszych badan nad rola mitochondriéw w chorobie Huntingtona. Przedstawione w recenzji

drobne uwagi i komentarze, nie umniejszaja pozytywnej oceny rozprawy.

Rozprawa doktorska speinia warunki okreslone w art. 13 Ustawy z dnia 14 marca 2003 roku o
stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. nr 65, poz
595) z p6Zniejszymi zmianami. Biorac pod uwage powyzsze, przedktadam wniosek do Rady Wydziatu
Biologii Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w Poznaniu o dopuszczenie Pani Magister Darii Grobys
do dalszych etapéw przewodu doktorskiego w celu uzyskania przez Nig stopnia doktora nauk

biologicznych w dyscyplinie biochemia.
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