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Recenzja pracy doktorskiej

Praca doktorska przedstawiona przez Panig mgr Shur Karoling Galecka zatytulowana
»Mitochondrialny kanal potasowy typu BKca o duzym przewodnictwie aktywowany
jonami wapnia — budowa i interakcje”.

Mitochondria to organelle fundamentalne dla szeregu proceséw metabolicznych,
waznych dla utrzymania homeostazy energetycznej catej komorki. Kluczowa ich rolg jest
generowanie potencjatu transmembranowego, ktory jest wykorzystywany do syntezy ATP lub
transportu roznych czgsteczek. Réwnowaga redoks w mitochondriach zapobiega zaréwno
catkowitemu rozproszeniu potencjatu, jak i generowaniu reaktywnych form tlenu w sytuacji
wytworzenia si¢ bardzo wysokiego potencjalu. Regulacja potencjatu jest mozliwa dzigki tak
zwanym systemom rozpraszania energii, ktore umozliwiajg drobne zmiany wartosci potencjatu.
Te subtelng modulacj¢ zapewniaja, wsrod innych biatek, mitochondrialne kanaty potasowe
m.in. mito BKc,, czyli kanat K* o wysokim przewodnictwie aktywowany przez wapn - gléwny
przedmiot badan w niniejszej pracy.

Gléwnymi celami pracy doktorskiej byly:

1. weryfikacja hipotezy méwigcej, ze izoforma VEDEC podjednostki oo moze tworzy¢ kanat
mitoBKca. [zoforma ta, bedaca produktem alternatywnego sktadania produktu genu KCNMAI,
kodujgcego kanaty BKca zlokalizowane w blonie plazmatycznej, jest kierowana do
mitochondriow. Jednakze brak byto bezposrednich dowoddw, ze biatko to tworzy funkcjonalny
kanat w mitochondriach.

2. proba identyfikacji nowych partnerow biatkowych podjednostki regulatorowej 4 kanatlu
BKca przy wykorzystaniu techniki biotynylacji przez ligazg TurbolID.

Aby osiggng¢ te cele, doktorantka wykorzystata zestaw wielu technik, zarowno z
zakresu szeroko pojetej biologii molekularnej i biochemii, jak przygotowanie niektoérych
wektoréw plazmidowych, przejsciowa transfekcja linii komorkowych z zastosowaniem
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wektoréw kodujacych podjednostki kanatu BKca, BN-PAGE lub SDS-PAGE, a nastepnie
immunodetekcja, jak i1 metod elektrofizjologicznych, takich jak patch-clamp blony
wewngtrznej mitochondridw oraz technik obrazowania przy uzyciu mikroskopu konfokalnego.
W przeprowadzonych eksperymentach zastosowata odpowiednie metody eksperymentalne
obejmujace  hodowlg linii  komoérkowych, izolacje mitochondriow, czy tez
koimmunoprecypitacje. Wyniki zostaty uzyskane dzigki wielu dobrze zaprojektowanym i
pracochtonnym eksperymentom. Ich istotno$¢ zostata potwierdzona metodami statystycznymi.

Opisane przez autorke wyniki pozwalaja na wyciggniecie nastepujacych wnioskow:

1. Izoforma VEDEC moze tworzy¢ funkcjonalny kanat typu mitoBKca, gdyz przy uzyciu
techniki patch-clamp zarejestrowano obecnos¢ kanatu o charakterystyce kanalu potasowego o
duzym przewodnictwie aktywowanego jonami wapnia w mitochondriach komérek HEK293T
po przejsciowej transfekcji plazmidem zawierajacym gen kodujacy izoforme¢ VEDEC kanatu
mitoBKca. Ponadto, obserwowany kanat ulegat regulacji przez modulatory kanatu mitoBKca.
Stwierdzono czg¢sciowa lokalizacje tego kanatu we frakcji mitochondrialne;.

Dowiedziono réwniez, ze komoérki HEK293T stanowig nowy model badawczy mozliwy do
wykorzystania w badaniach mitochondrialnych kanaléw potasowych.

2. Podjednostka P4 kanatu BKca oddzialuje z licznymi biatkami w wielu organellach
komoérkowych, jednakze nie potwierdzono jednoznacznie interakcji tej podjednostki z biatkami
tancucha oddechowego. Stwierdzono, ze biatko TMX1 tworzy kompleksy z podjednostka
regulatorowa (B4). Wykazano jednoczesnie, ze biatko TMX1 moze wchodzi¢ w interakcje
rowniez z podjednostka o (VEDEC) kanalu BKca co sugeruje interakcje catego kanatu z tym
biatkiem.

Rozprawa przedstawia wyniki o duzej wartosci naukowej i jest poprawnie napisana pod
wzgledem formalnym. Wstep przygotowuje czytelnika do zrozumienia dalszej czesci pracy. W
tej obszernej rozprawie omoéwiono zastosowane Materialy i metody, szczegdltowo
przedyskutowano uzyskane Wyniki, wskazano kierunki dalszych badan, a w Podsumowaniu i
wnioskach przedstawiono najwazniejsze uzyskane rezultaty. Dyskusja jest starannie
przemyslana i wywazona.

Praca jednakze zawiera, szczegdlnie we Wstepie, pewne btedy sktadniowe i leksykalne, takze
literowki. Mysle, ze mozna byto wykonac¢ staranniejszg korekte tekstu.

Recenzent bylby réwniez wdzigczny za udzielenie odpowiedzi na nastepujace pytania i
ustosunkowanie si¢ do uwag:

1. W Materiatach i Metodach autorka podaje opis reakcji PCR, gdzie ilo$¢ sktadnikow
mieszaniny reakcyjnej podano w objgtosciach, a powinno by¢ podane w stezeniach roboczych.
Ponadto, doktorantka informuje, ze Zele agarozowe do rozdzielania produktéw PCR miaty
stezenie 0,7-1%, co wydaje si¢ by¢ nielogiczne, biorgc pod uwage rozdziat tak krétkich
produktow (100-300 pz). W tym przypadku powinien by¢ przygotowany zel ~2%.



2. W eksperymencie analizy ekspresji genéw kodujacych podjednostke B4 w liniach
komorkowych HEK293T i astrocytoma U87 w opisie rysunku 29 podano spodziewane dtugosci
produktow: Sciezka 1/2 (118/119, 168 pz), Sciezka 3/4 (104/105, 278 pz). Jednak recenzent
stwierdza tu pewng niespdjnos¢, poniewaz produkty przedstawione na zdjeciu po pierwsze sa
dos¢ mocno rozmyte, co moze $wiadczy¢ o niespecyficznej amplifikacji, a po drugie majg inne
wielkosci od podanych w opisie. Czy mozna to wyjasni¢? Czy zostala przeprowadzona kontrola
dla poszczegdlnych par starteréw bez matrycy? Ponadto, na wszystkich prezentowanych zelach
nie pokazano $ciezki z markerem masy, co jest nieprawidtowoscig w odniesieniu do wiasciwe;j
praktyki laboratoryjne;.

3. Odnosnie analizy ekspresji genow KCNMAL1, izoformy VEDEC oraz KCNMB4 wzgledem
gendw referencyjnych w reakcji RT-PCR, podawanie wartosci Ct jako ostatecznych wartosci
ilosciowych nie jest zalecane, poniewaz wartosci Ct sg do$¢ abstrakcyjne. Sama wartos¢ Ct jest
niekompletna ilosciowo, poniewaz interpretacja ilosciowa wartosci Ct zalezy od wydajnosci
fazy wykladniczej. Recenzent zdaje sobie sprawe, ze wyniki z tej czesci pracy zostaty
opublikowane, co nie zmienia faktu, ze lepiej byloby zastosowac analize AACt. Ponadto, czy
liczba n=4 dotyczy powtérzen technicznych? Jesli tak, czy bylo wykonane tylko jedno
powtorzenie biologiczne?

4. Autorka badajac wystepowanie w linit HEK293T podjednostki 34 stwierdza, ze przeciwciato
firmy Proteintech znakowato prazek na zadanej wysokosci (24 kDa), jedynie we frakcji
zawierajacej homogenat komorkowy. Recenzent nie jest przekonany o obecnosci tego prazka
na kliszy. Dodatkowo, w catej pracy brak jest zdjecia jakiejkolwiek membrany ze $ciezkg z
markerem masy. Recenzent jednoczesnie zdaje sobie sprawe, ze wyniki te nie miaty istotnego

znaczenia dla pracy i byly tylko probg sprawdzenia obecnosci podjednostki f4 w komadrkach
HEK293T.

5. Na rysunku 40 doktorantka pokazuje zdjecie kliszy po immunodetekcji z przeciwciatem
anty-FLAG, gdzie znéw marker masy zaznaczony po lewej nie koresponduje z opisem w
tekscie: znakowanie membrany przeciwciatem FLAG powinno wykaza¢ obecnosé badanych
biatek na wysokosci ~27 kDa dla f4-FLAG oraz ~62 kDa dla 4-FLAG-TurbolD. Prazek p4-
FLAG migruje na wysokosci 35-40 kDa wg markera. Jak doktorantka ttumaczy t¢ rozbiezno$¢?

6. W eksperymencie z zastosowaniem techniki patch-clamp w pipecie pozostawat skrawek
wewnetrznej btony mitochondrialnej tworzac konfiguracje inside-out (strona zewngtrzna
mitochondrium znajdowata si¢ od strony elektrody pomiarowej, a strona macierzy
mitochondrialnej skierowana byta w strong roztworu w szalce). Czy autorka moglaby wyjasnié
sposob podawania aktywatora, ktory wg danych dziata od strony zewnetrznej, czyli od strony
elektrody pomiarowej? Doktorantka opisuje bowiem w Wynikach, ze NS11021 podawano w
czasie rejestracji kanatu w buforze zawierajacym 100 uM stezenie jonow wapnia, a jony wapnia
przeciez reguluja kanat od strony wewng¢trzne;.

Powyzsze pytania i komentarze nie umniejszajg wartosci naukowej rozprawy
doktorskiej przedstawionej przez doktorantke. Co wigcej, w mojej opinii autorka wykazata si¢
dobrym przygotowaniem zaréwno teoretycznym, jak i eksperymentalnym. Podsumowujac,
eksperymenty przeprowadzone przez mgr Shur Karoling Gatecka opieraja si¢ na aktualnym
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stanie wiedzy, a ich wyniki wnosza istotny wkiad w dziedzine badan. Cze$¢ wynikow zostata
opublikowana w czasopi$mie Scientific Reports z listy JCR z IF 3,8 (wg danych z 2023 roku).
Omawiana rozprawa doktorska pokazuje umiejetno$¢ samodzielnego prowadzenia pracy
naukowej przez autorke pracy oraz stanowi oryginalne rozwigzanie problemu naukowego
dowodzacego, ze izoforma VEDEC moze tworzy¢ funkcjonalny kanat typu mitoBKc, oraz, ze
biatko TMX1, o aktywnosci reduktazy dwusiarczkowej, wchodzi w interakcje z tym kanatem.
Przedstawiona rozprawa doktorska spetnia warunki okreslone przez art. 187 Ustawy z dnia 20
lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. z 2023 r. poz. 742 z p6zn. zm.). W
zwigzku z powyzszym, wnioskuje do Rady Naukowej Instytutu Biologii Doswiadczalnej o
dopuszczenie Pani mgr Shur Karoliny Gateckiej do dalszych etapéw postepowania w sprawie
nadania stopnia doktora.

Nina Antos-Krzeminska
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Recenzja
Rozprawy doktorskiej mgr Shur Karoliny Galeckiej
Pod tytulem:

..Mitochondrialny kanal potasowy typu BKCa o duzym przewodnictwie aktywowany jonami wapnia —

budowa i interakcje”.

Aktywacja mitochondrialnego kanalu potasowego typu BKCa zabezpiecza komorki przed
negatywnymi efektami niedotlenienia, ktére ma miejsce na przyklad podczas zawalu serca lub udaru
mozgu. Wspomniane patologie wystepuja czgsto i sg obarczone duzg $miertelnoscig. W zwigzku z tym

badania dotyczgce mitochondrialnego kanatu potasowego typu BKCa majg bardzo duze znaczenie.

Praca skiada si¢ z dwoch czgsci. W pierwszej udowodniono, ze izoforma VEDEC podjednostki o
kanalu BKCa tworzy funkcjonalny kanal w wewnetrznej blonie mitochondrialnej. Najpierw
transfekowano komérki HEK293T plazmidem kodujacym izoforme VEDEC a nastepnie przy pomocy
techniki elektrofizjologicznej patch-clamp rejestrowano pojedyncze kanaly z mitoplastow. Wykazano,
ze wilasciwosci kinetyczne i farmakologiczne rejestrowanych kanaléw sg charakterystyczne dla
kanatéw BKCa. Zasugerowano rowniez, ze komorki HEK293T moga stanowi¢ model doswiadczalny
do badan mitochondrialnych kanatéw potasowych. W drugiej czesci rozprawy doktorskiej
zidentyfikowano potencjalnych partneréw biatkowych podjednostki p kanatu BKCa z wykorzystaniem
techniki biotynylacji bialek i spektrometrii mas. Waznym rezultatem pracy jest wykazanie, ze jednym
z biotynylowanych biatek bylo biatko TMXI, ktorego interakcj¢ z podjednostkg B kanatu BKCa
potwierdzono przy pomocy koimmunoprecypitacji. Koimmunoprecypitacja wykazala takze, ze nie

tylko podjednostka B ale réwniez izoforma VEDEC podjednostki a kanalu BKCa wchodzi w



interakcj¢ z bialkiem TMXI1. Praca stanowi oryginalne rozwigzanie postawionych problemdéw

naukowych poniewaz wspomniane wyzej wyniki zostaly opisane po raz pierwszy.

W jasno napisanym wstgpie Doktorantka prezentuje ogolng wiedze teoretyczng dotyczacg tematyki
pracy doktorskiej. W pierwszej czgsci wstgpu opisana zostala budowa i funkcja mitochondriéw jak
rowniez rézne podtypy kanaléw potasowych znajdujacych sie w wewnetrznej blonie mitochondrialnej.
W drugiej czgsci natomiast opisano budowe, modulatory, interakcje oraz funkcje mitochondrialnego
kanatu potasowego typu BKCa o duzym przewodnictwie. Przeczytanie wstepu bardzo utatwia

zrozumienie calej pracy doktorskie;j.

W metodyce bardzo szczegdlowo scharakteryzowano techniki wykorzystane w pracy takie jak miedzy
innymi: patch-clamp, PCR, Western blot a takze metody transfekcji, biotynylacji bialek oraz
koimmunoprecypitacji. Eksperymenty zostaly wykonane wieloma metodami co bardzo wzmacnia cata
prace. Na uwage zasliguje opanowanie przez doktorantke trudnej technicznie metody

elektrofizjologicznej patch-clamp.

Praca doktorska prezentuje duza ilos¢ wynikow, ktore zostaly zobrazowane na kilkudziesieciu dobrze
skonstruowanych rycinach. Swiadczy to o duzym nakladzie pracy doktorantki. Czes¢ wynikow
opisanych w pracy zostala opublikowana w prestizowych migedzynarodowych czasopismach.
Przeczytanie metodyki‘ i rezultatow pozwala stwierdzi¢, ze Doktorantka wykazuje umiejetnosé

samodzielnego prowadzenia pracy naukowe;.

Na poczatku dyskusji przeanalizowano podobienstwa kanatu mitoBKCa rejestrowanego w niniejszej
pracy do kanaléw mitoBKCa z innych tkanek i narzadow. Nastepnie przedyskutowano dostepne dane
na temat budowy molekularnej mitochondrialnych kanalow potasowych. Przedyskutowano réwniez

zagadnienie importu kanatéw potasowych do mitochondridéw.

W drugiej czgsei dyskusji oméwiono potencjalne interakcje kanatu mitoBKCa z biatkami tafcucha
oddechowego. Przedyskutowano rowniez budowe, lokalizacje w komérce i funkcje biatka TMXI1,
ktérego interakcja z podjednostkami kanalu BKCa zostala udowodniona przy uzyciu techniki
koimmunoprecypitacji. Oméwiono rowniez znaczenie i konsekwencje oddzialywania biatka TMX1 z

podjednostkami kanatu BKCa.

Na uwage zastuguje trafny i bardzo szeroki dobor literatury. W pracy doktorskiej zacytowano 279

publikacji co $wiadczy o duzym nakladzie pracy Doktorantki.

W ostatnim akapicie dyskusji Doktorantka pisze: ,, Ponadto, biatko TMX1 jest obiecujagcym celem
terapeutycznym w kontekscie chordb zwigzanych z zaburzeniami homeostazy wapnia, stresem ER i
nowotworami ”. W dyskusji zabraklo mi szerokiej odpowiedzi na pytanie w jaki sposéb nowe leki

dziatajace na biatko TMX1 mogtyby hamowaé rozwdj wspomnianych chorob ? I kolejne pytanie,



jakie mogloby by¢ znaczenie interakcji biatka TMX1 z podjednostkami kanalu BKCa dla dzialania
potencjalnych nowych lekéw wplywajacych na biatko TMX1 ?

Na koncu pracy doktorskiej zaprezentowano tytuly prac, ktorych wspélautorka jest Doktorantka. Nie
podano jednak punkéw Impact Factor i punktacji MNiSW wspomnianych prac. Taka informacja

znacznie ulatwilaby recenzj¢ pracy doktorskiej.

Dyskusj¢ podzielono na podrozdzialy. Wyodrebnienie wiegkszej ilosci podrozdzialow réwniez

utatwitoby czytanie dyskusji i w konsekwencji recenzje pracy.

W rezultatach na stronie 72 stwierdzono, ze w badanych mitoplastach wyizolowanych z
transfekowanych komorek obserwowano aktywnoéé¢ kanalowa tylko w 12% rejestracji. W dyskus;ji
zabrakto mi wyczerpujacej odpowiedzi na pytanie dlaczego kanal mitoBKCa pojawial sie¢ w tak

niskim procencie rejestracji.

Powyzsze pytania i uwagi nie zmieniaja mojej bardzo pozytywnej oceny rozprawy doktorskiej.
Stwierdzam bez najmniejszych watpliwosci, ze rozprawa doktorska spetnia warunki okreslone w art.
187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. z 2023 r. poz. 742 z
pozn. zm.). W zwigzku z powyzszym, wnioskuj¢ do Rady Naukowej Instytutu Biologii
Doswiadczalnej o dopuszczenie mgr Shur Karoliny Gateckiej do dalszych etapow postepowania w

sprawie nadania stopnia doktora.

dr hab. n. med. Bartlomiej Szulczyk
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Recenzja rozprawy doktorskiej Pani mgr Shur Karoliny Galeckiej ,,Mitochondrialny
kanal potasowy typu BKca o duzym przewodnictwie aktywowany jonami wapnia —
budowa i interakcje”.

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska Pani mgr Shur Karoliny Gateckiej zostata
wykonana w Pracowni Wewnatrzkomorkowych Kanaléw Jonowych Instytutu Biologii
Doswiadczalnej im. Marcelego Nenckiego Polskiej Akademii Nauk w Warszawie pod
kierunkiem Pana dr hab. Bogusza Kulawiaka. Badania prowadzono w ramach projektu
badawczego finansowanego z grantu Narodowego Centrum Nauki przyznanego w programie
Sonata Bis dla dr hab. B. Kulawiaka.

Grupa badawcza Pracowni Wewnatrzkomorkowych Kanaléw Jonowych Instytutu
Biologii Doswiadczalnej PAN specjalizuje si¢ od wielu lat w badaniach mitochondrialnych
kanatow potasowych odnoszgc w tej tematyce liczne sukcesy. Zlokalizowane w wewngtrznej
blonie mitochondrialnej kanaly potasowe stanowiag czgs¢ mitochondrialnego cyklu jonow
potasu. Kanaty potasowe zostaty odkryte w mitochondriach ponad 30 lat temu i od tego czasu
badania dotyczace ich wlasciwosci biofizycznych i farmakologicznych, regulacji aktywnosci,
roli w ochronie komorek przed uszkodzeniami i funkcjonowaniu komdrek nowotworowych
stanowig niezwykle wazny wklad w opracowanie skutecznych terapii chordb cztowieka.
Wiedza o dostarczaniu podjednostek kanatow potasowych do réznych przedziatlow komorki,
mechanizmach lezgcych u podstaw roli ochronnej kanatéw, ich oddzialywaniu z innymi
biatkami i znaczeniu tych oddziatywan jest wcigz mocno ograniczona.

Przedmiotem badan recenzowanej rozprawy doktorskiej jest mitochondrialny kanat
potasowy o duzym przewodnictwie regulowany napieciem i aktywowany jonami wapnia BKca.
Wezesniejsze badania wykazaly, ze izoforma VEDEC podjednostki o kanalu potasowego
BKc, jest kierowana do mitochondrium, jednak nie bylo bezposrednich dowoddéw na to, ze
biatko to tworzy funkcjonalny kanal w mitochondriach. W swej rozprawie Doktorantka podjeta
si¢ weryfikacji czy izoforma VEDEC podjednostki o kanalu potasowego BKca tworzy
funkcjonalny kanat w mitochondriach komérek czlowieka oraz identyfikacji partnerow
biatkowych podjednostki 3 kanatu BKca w catych komoérkach i mitochondriach. Zagadnienia
podjete przez Panig Shur Gatecky sg zatem aktualne i wazne, a otrzymane w trakcie realizacji
rozprawy wyniki sg w pelni oryginalne i nowatorskie. Na uwage zastuguje fakt, ze czegsé
wynikéw przedstawionych w pracy doktorskiej zostata opublikowana w formie oryginalne;j
pracy eksperymentalnej w czasopismie Scientific Reports (2021 r.), w ktérej Pani mgr Shur
Gatecka jest pierwszym (rownorzednym) autorem.

Ocena formalna

Rozprawa doktorska Pani mgr Shur Galeckiej zostata przygotowana w jezyku polskim
1 pod wzgledem strukturalnym nie odbiega od ogélnie przyje¢tego uktadu tego typu opracowan.



Rozprawa sktada si¢ z nastgpujacych rozdziatow: streszczenia w jezyku polskim i1 angielskim,
bardzo starannie przygotowanego spisu uzywanych skrétow, wstepu, zalozen i celéw pracy,
materialow i metod, wynikéw, dyskusji, podsumowania i wnioskoéw oraz spisu literatury. Na
koncu pracy umieszczone zostaly w formie zalgcznikow dwie tabele zawierajgce
zidentyfikowane w eksperymentach TurbolD biatka.

Dwudziestoosmiostronicowy Wstep zawiera wszystkie niezbedne informacje, by
wprowadzi¢ czytelnika w temat rozprawy i czyta si¢ go z zainteresowaniem. Lektura tej czesci
rozprawy nie pozostawia watpliwosci, ze Doktorantka posiada duza wiedzg w zakresie
fizjologii mitochondriow, zwtaszcza w zakresie problematyki mitochondrialnych kanatéw
potasowych. Kilka samodzielnie przygotowanych przez Doktorantke rycin ilustruje omawiane
zagadnienia.

Zatozenia i gtéwne cele badawcze zostaty jasno i precyzyjnie zdefiniowane: zamiarem
Doktorantki byla weryfikacja hipotezy modwigcej o tworzeniu funkcjonalnego kanatu
mitoBKca przez izoforme¢ VEDEC oraz identyfikacja partneréw biatkowych kanatow BKca w
komoérce 1 w szczegolnosci w mitochondriach.

Rozdziat Materialy i Metody to roéwniez 28 stron szczegdtowo przedstawionych metod
biologii molekularnej i komoérkowej, biochemii i biofizyki. R6znorodno$¢ wykorzystanych
technik jest bardzo duza, a zastosowane w przedstawionej rozprawie podejscia badawcze
zostaly odpowiednio dobrane do zatozonych celow. Wykorzystane w badaniach wektory
genetyczne opisano ze szczegoOtami, uzupetiajgc informacje mapg danego plazmidu. Opisy
niektérych bardziej ztozonych doswiadczen proteomicznych i elektrofizjologicznych zostaty
uzupelione przez Doktorantke o samodzielnie przygotowane schematy. Informacje, ktore
zawarte s3 w tym rozdziale, umozliwig w przysztosci powtdrzenie eksperymentow przez
niezalezne grupy badawcze. Zabraklo mi w tym miejscu jedynie zbiorczej informacji o
zastosowanych przeciwciatach — zrodle ich pochodzenia i stosowanym rozcienczeniu.

Najwazniejszg i najobszerniejszg czgs¢ rozprawy doktorskiej Pani mgr Shur Gateckiej
stanowi rozdzial Wyniki, ktéry Doktorantka podzielita na dwie gtowne czgsci. W obu
czesciach opis uzyskanych danych jest uporzadkowany i wyczerpujacy i czesto zawiera krotka
interpretacje wynikéw. Uktad kolejnych podrozdziatow jest logiczny. Wyniki zostaly
przedstawione na licznych rycinach i wykresach i w tabelach. Dodatkowo, Doktorantka
przygotowata schematy ilustrujace przebieg badania aktywnosci kanatowej w mitochondriach
komorek HEK293T oraz do$wiadczenia opartego na identyfikacji partnerow biatkowych
podjednostek kanatu BKc, metodg TurbolD. Wiekszos$¢ ilustracji jest czytelna 1 zawiera
doktadne opisy. Jedynie na rycinach przedstawiajacych wyniki analiz Western blot brakowato
mi informacji o oczekiwanej (teoretycznej) masie molekularnej biatka czy kompleksu
biatkowego. Taka informacja utatwitaby interpretacje wynikow immunoblottingu, zwazywszy,
ze bardzo czesto zastosowane przeciwciata nie byly w petni specyficzne wobec badanego
biatka.

Rozdziat Dyskusja podzielony zostal na dwie gléwne czesci, ktére odnoszg si¢ do
zdefiniowanych celéw badawczych i1 uzyskanych wynikow. Doktorantka wyczerpujgco
dyskutuje otrzymane wyniki. Problematyka badan zostala tu przedstawiona przyst¢pnie i jasno,
nie ma przetadowania trescig, co powoduje, ze rozdzial ten czytatam z duzg przyjemnoscia.

Prace konczy rozdzial Podsumowanie i wnioski, w ktérym Doktorantka zwigzle
przedstawita najwazniejsze osiggniecia.

Recenzowana praca zostata starannie przygotowana pod wzgledem edytorskim, uktadu
1 estetyki. W pracy wystepuja dos¢ liczne bledy jezykowe, jednak nie wpltywaja one na
ostateczny odbidr tekstu. Odnosniki do literatury stosowane sg prawidlowo. Autorka nie
ustrzegla si¢ zargonu laboratoryjnego: w pracy znalazly si¢ np. zwroty typu ,.komorki z
nokautem” czy ,,dzikie serce”. Z kolei zdanie ,,Poza tym inne bialka jak: lamina A i C, oraz
biatka zawierajacego walozyne (VCP, ang. valosin-containing protein), zasadowym biatkiem



mieliny, biatko mieliny PO, izoforma L periaxin, apolipoproteina, biatko podobne do
hipokalcyny 1, prekursor retikulokalbina 3, kalmodulina, czynnik inicjujacy synteze 4A i
kalbindyna 27 (str. 36) jest niezrozumiatle. W pracy zastosowano sformutowania
,mitochondrialne DNA”, ,plazmidowe DNA” czy ,transferowe RNA” zamiast
mitochondrialny/plazmidowy/transferowy DNA/RNA (ten kwas). Pomimo powyzszych
krytycznych uwag, moja ocena pracy od strony formalnej jest wysoka.

Ocena merytoryczna

Na wstepie chciatabym podkresli¢, ze Pani mgr Shur Gatecka wykonala ogromna prace
opartg na zrdéznicowanych metodach badawczych z obszaru biologii molekularnej, biologii
komérki, biofizyki i biochemii. Szeroki zakres i ztozono$¢ przeprowadzonych badan, ktore
stanowity logiczny cigg doswiadczen zashuguje na uznanie.

Celem przeprowadzonych badan bylo znalezienie odpowiedzi na dwa gléwne pytania:
(i) czy izoforma VEDEC podjednostki o kanatu BKca tworzy funkcjonalny kanat w
mitochondriach komérek HEK293T; (ii) jakie biatka wchodzg w interakcje z podjednostka B
kanatu BKca w catych komorkach 1 w mitochondriach.

W swoich badaniach Doktorantka wykorzystata linie komoérek eukariotycznych
HEK293T, w ktorych ekspresja i aktywnos¢ kanatéw typu BKca 1 mitoBKca jest niewielka. W
pierwszym etapie badan, Doktorantka wykorzystujac komorki HEK293T przejsciowo
transfekowane plazmidem kodujagcym izoform¢ VEDEC kanatu BKca. wykazata, ze w
komérkach tych dochodzi do ekspresji izoformy VEDEC, ktora tworzy funkcjonalny kanat w
wewnetrznej blonie mitochondrialnej. Aktywnosé elektrofizjologiczna kanatu zbadano z
wykorzystaniem izolowanych mitoplastow i techniki patch-clamp. Doktorantka dowiodla, ze
aktywno$¢ kanatu w transfekowanych komorkach HEK293T odpowiada parametrom
elektrofizjologicznym kanatu potasowego o duzym przewodnictwie aktywowanego jonami
Ca”*: kanal wykazywal zaleznos$¢ od przytozonego napiecia i byt aktywowany jonami wapnia.
Dodatkowo zastosowanie modulatorow kanatéw BKca wykazalo, ze badany kanat byl
aktywowany przez NS11021 i hamowany przez heming i paksyling.

Doktorantka potwierdzila lokalizacje mitochondrialng izoformy VEDEC podjednostki
o kanalu BKca z wykorzystaniem techniki Western blot i izolowanych frakcji
mitochondrialnych oraz w oparciu o analizy immunofluorescencyjne z zastosowaniem
mikroskopii konfokalnej. Badania przeprowadzone za pomoca mikroskopii konfokalne;j
dodatkowo wykazaly, ze podjednostka VEDEC kanalu BKca lokalizuje si¢ nie tylko w
mitochondriach, ale i w retikulum endoplazmatycznym.

Otrzymane wyniki sg bardzo warto$ciowe, gdyz wskazuja po raz pierwszy na tworzenie
przez izoform¢ VEDEC podjednostki o funkcjonalnego kanatu potasowego BKca w
mitochondriach komorek ssakow.

Drugg cze$¢ pracy poswiecono identyfikacji biatlek oddziatujacych z podjednostka [3
kanalu BKca w catych komorkach i frakcjach mitochondrialnych w oparciu o technike
TurboID, ktéra umozliwia identyfikacje bialek z bliskiego otoczenia biatka docelowego.
Nalezy podkresli¢, ze zastosowane przez Doktorantke podejscie proteomiczne wymagato
starannego opracowania roéznych konstruktow genetycznych i wielu innych czasochionnych
przygotowan zwigzanych z analizg ekspresji i lokalizacja komoérkowa badanej podjednostki
kanatu sprzezonej z ligazg TurbolD. Na uznanie zastuguje zastosowanie dodatkowych kontroli
w postaci konstruktow, ktorych produkty ekspresji swobodnie i przypadkowo biotynylowaty
bialka w macierzy i przestrzeni miedzybtonowej mitochondriow, co ograniczylo liczbe
wykrytych bialek w probie docelowej. Przeprowadzone doswiadczenia nie potwierdzity
interakcji podjednostki B kanalu BKca z elementami fancucha oddechowego. Jednoczesnie
uzyskane wyniki wskazujg na istnienie oddziatywan podjednostki  z wieloma biatkami
pochodzacymi z réznych przedzialow komorki. Jednym z ,.ciekawszych” moim zdaniem



partneréw biatkowych mitochondrialnej podjednostki B kanatu BKc. sa biatka kompleksu
MICOS. Brak potwierdzenia interakcji komponentéw MICOS z ta podjednostka na drodze ko-
immunoprecypitacji moze jednak wskazywac na przejsciowe oddziatywania tych biatek. Jak
stusznie zauwazyta Doktorantka, otrzymane dane nalezaloby zweryfikowa¢ innymi metodami.

Bialkiem, ktore zostalo zidentyfikowane we frakcjach mitochondrialnych we
wszystkich czterech powtorzeniach eksperymentu TurboID byto biatko TMX1. Oddziatywanie
TMX1 z podjednostkg B kanatu BKca zostalo potwierdzone metoda oparta na ko-
immunoprecypitacji. Co wigcej, Doktorantka wykazata interakcje TMXI1 rowniez z
podjednostkg o kanatu BK ca. Znaczenie oddziatywania biatka TMX1 z podjednostkami kanatu
BK . w kontekscie aktywnosci kanatu i funkcjonowania mitochondriow zostalo szczegoélowo
omoéwione przez Doktorantke w Dyskusji.

Chcialabym w tym miejscu wyrazi¢ stowa uznania dla Doktorantki za dolozenie
wszelkich staran, aby wytypowane interakcje biatkowe zidentyfikowane na drodze analiz
TurboID weryfikowa¢ innymi metodami proteomicznymi. Doktorantka zastosowata podejscia
proteomiczne typu ko-immunoprecypitacja i rozdziat BN-PAGE potaczony z immunodetekcja,
co wymagato kolejnych przygotowan konstruktéw genetycznych. Wysilek ten zaowocowat
duza iloscia danych, ktére niestety nie zawsze dostarczyly jednoznacznych dowodow
potwierdzajacych interakcje podjednostki B kanatu BKca z wytypowanymi na drodze TurboID
biatkami.

Podsumowujac, otrzymane dane mogg w przysztosci pomdc w lepszym zrozumieniu
roli fizjologicznej kanatu potasowego mitoBKca i zlozonej sieci zaleznosci pomigdzy
podjednostkami tego kanatu a biatkami w mitochondriach i innych organellach w komorkach
cztowieka.

Lektura rozprawy doktorskiej Pani mgr Shur Galeckiej nasungta mi kilka uwag i pytan, na
ktore cheiatabym prosi¢ Doktorantke o udzielenie odpowiedzi:

. We Wstepie umiescita Pani informacje o MIA jako kompleksie wewngtrznej blony
mitochondrialnej (str. 15). Czy miala Pani na mysli kompleks zaangazowany w import i
skladanie bialek przestrzeni miedzyblonowej? Wedtug mojej wiedzy biatko Mia jako element
szlaku MIA to biatko przestrzeni miedzybtonowe;.

. Piszac ,,Zgodnie z bazg danych Ensembl odnotowano 96 transkryptéw genu kodujacego ludzki
kanal BKc,” (str. 29) wydaje sie, ze raczej nie miata Pani na mysli rzeczywistej liczby
transkryptow, lecz liczbe r6znych produktow alternatywnego splicingu?

. Rowniez we Wstepie wspomniala Pani o miejscu fosforylacji w obrebie sekwencji
podjednostki o kanatu mitoBKca (str. 28). Czy fosforylacja/defosforylacja podjednostek kanatu
moze by¢ jedng z form regulacji aktywnosci kanatu? Czy ta modyfikacja postranslacyjna moze
wplywaé na interakcje z podjednostkami regulatorowymi kanalu lub innymi biatkami
mitochondrialnymi?

. Tytut rozdzialu 6.1.1. wskazuje, ze przeprowadzone do$wiadczenie polegalo na analizie
jakosciowej ekspresji podjednostki o w komorkach HEK293T transfekowanych plazmidem
kodujgcym izoforme VEDEC. W tekscie opisujacym doswiadczenie oraz w podpisie Ryciny
11 wymienia Pani jednakze typ dziki komérek HEK293T, czyli jak rozumiem komorki, ktore
nie byly transfekowane plazmidem. Z kolei wynik poziomu ekspresji genu KCNMAI
kodujacego podjednostke o w komorkach U-87 MG i komérkach HEK293T sugeruje, ze w
badaniu zbadano komoérki HEK293T transfekowane plazmidem kodujacym izoforme VEDEC.
Bardzo prosze o wyjasnienie.

. W dos$wiadczeniach badajgcym regulacje aktywnosci kanatu mitoBKca przez jony wapnia
(rozdzialy 6.1.4 i 6.1.5) zaobserwowata Pani niezdolno$¢ do powrotu do petnej aktywnosci



kanalu pomimo przywrocenia warunkéw kontrolnych (100 uM Ca?*). Jak mozna wytlumaczy¢
takie zjawisko?

. W podsumowaniu analiz Western blot potwierdzajacych lokalizacj¢ mitochondrialng
podjednostki VEDEC w komoérkach HEK293T (rozdziat 6.1.7.) stwierdza Pani, ze ,,Wynik ten
sugeruje, ze w komorkach HEK293T pomimo obecnosci transkryptow genu KCNMAI
prawdopodobnie nie wystepuje biatko tworzace kanat BKc.”. Biorac pod uwage, ze
zastosowane przeciwciata rozpoznajg wszystkie izoformy podjednostki o kanatu BKca, moim
zdaniem taki wniosek moglaby Pani wyciggna¢, gdyby do badan zostaly wykorzystane cale
komorki (transfekowane i nie poddane przejsciowej transfekeji), a nie izolowane organella.

. Analiza ekspresji podjednostki 4 na poziomie biatka w komorkach HEK293T (rozdziat 6.1.8.)
nie jest wiarygodna. Czy mozna mieé¢ pewno$¢, ze komercyjne przeciwciala sg rzeczywiscie
swoiste dla podjednostki B4 kanalu BKca?

. Zastanawiajgca jest mata liczba biatek mitochondrialnych (jedynie okoto 6% sposrod
zidentyfikowanych bialek biotynylowanych) zidentyfikowanych jako biatka wchodzace w
interakcje z podjednostka B4 kanatu BKc, we frakcji wzbogaconej w mitochondria. Dlaczego
do doswiadczenia zastosowano frakcje ,,wzbogacone” w mitochondria, a nie oczyszczone
organella?

. W Dyskusji zabrakto mi krytycznego podejscia do zastosowanej metody TurboID. Biorac pod
uwage ogromng liczbe zidentyfikowanych biatek, sposréd ktorych jedynie niewielka czes¢
zostala ostatecznie wzieta pod uwage jako unikatowe biatka biotynylowane we frakcjach
mitochondrialnych (rozdziat 6.2.5., Rycina 46), czy podejscie proteomiczne oparte na TurbolD
nie wydaje si¢ Pani by¢ mato specyficznym?

Podsumowanie

Pani mgr Shur Karolina Galecka zrealizowata wszystkie sformutowane cele rozprawy
wykonujgc bardzo szerokie i zroznicowane pod wzgledem metodycznym badania. Doktorantka
probowata réwniez odpowiedzie¢ na pytania pojawiajace si¢ podczas realizacji tez rozprawy.
Otrzymane wyniki s3 w pelni oryginalne i dostarczajg waznych informacji na temat
mechanizméw funkcjonowania kanalu mitoBKca w komorkach ssaczych. Doktorantka
wykazala sie dojrzatoscig w planowaniu i prowadzeniu prac badawczych. Eksperymenty
zostaly przeprowadzone rzetelnie, a prezentowane dane byty weryfikowane z uzyciem réznych
technik badawczych. Moje krytyczne uwagi nie maja wptywu na wysoka oceng powyzszej
rozprawy, za$ pytania i uwagi zawarte w ramach oceny merytorycznej stanowig punkt wyjscia
do dyskusji w czasie obrony. W tym miejscu chciatabym rowniez podkresli¢, ze Pani mgr Shur
Gatecka jest wspotautorkg pieciu publikacji naukowych: wspomnianej pracy eksperymentalnej
opublikowanej w czasopi$mie Scientific Reports oraz trzech prac przegladowych i protokotu
stanowigcego rozdziat ksigzki. Jedna publikacja jest obecnie w przygotowaniu.

W podsumowaniu stwierdzam, ze oceniana przeze mnie rozprawa doktorska
speinia warunki okres$lone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie
wyzszym i nauce (Dz. U. z 2023 r. poz. 742 z pézn. zm.). W zwiazku z powyzszym,
wnioskuje¢ do Rady Naukowej Instytutu Biologii Doswiadczalnej o dopuszczenie Pani mgr
Shur Karoliny Galeckiej do dalszych etapow postepowania w sprawie nadania stopnia
doktora. Jednoczes$nie, z uwagi na szeroki zakres prac badawczych i duza zlozonos¢
prowadzonych badan prowadzacych do uzyskania wartosciowych wynikow sktadam wniosek
do Rady Naukowej Instytutu Biologii Doswiadczalnej o wyrdznienie rozprawy doktorskiej
Pani mgr Shur Karoliny Gateckiej.

Dr hab. Malgorzata Heidorn-Czarna

ﬁaigmm KR exdorw- CLorna.
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