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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Macieja Rafata Wakuly pt. ,, Wplyw ludzkiego biatka
HAX1 na morfologie i funkcjonowanie mitochondriow w komorkach nowotworowych”

Promotor — dr hab. Ewa Grzybowska

Badania biatka HAX1 i kodujgcego je genu prowadzone sg przez prof. Janusza
Siedleckiego, dr hab. Ewe Grzybowska i ich wspolpracownikow od kilkunastu lat, ale jak
wiele biatek eukariotycznych ma ono rozne funkcje i podejrzewam, ze niepredko bedg one
wszystkie zbadane. Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska zajmuje sie wptywem tego
biatka na moj ulubiony obiekt czyli mitochondria.

Ekspresja badanego biatka jest podwyzszona w niektorych nowotworach a jego brak
prowadzi do choroby Kostmanna. Punktem wyjscia recenzowanej rozprawy byl fakt, ze dane
literaturowe najczesciej podaja, ze bialko to jest zlokalizowane w mitochondriach, ale nie
byly znane inne jego dziatania niz wplywanie na apoptoze. Praca miala 5 okreslonych celow —
dotyczyly uktadu doswiadczalnego do zbadania wptywu biatka HA X1 na funkcje
mitochondriow, weryfikacji lokalizacji tego biatka, zbadanie jego interaktorow, ustalenie
wplywu braku HAX1 na transkryptom komorek i zbadanie wplywu HAX1 na wybrane
funkcje mitochondriow.

Modelem doswiadczalnym bylty linie komorkowe raka szyjki macicy (HeL.a) i ostrej
bialaczki (HL-60), kontrolne i z delecjg genu HAX1.

Po uzyskaniu wyzej wymienionych linii komorkowych dalsza czesc pracy polegata na
ustaleniu lokalizacji komorkowej biatka i na okresleniu jaka sekwencja (jak sie okazato, 26
pierwszych aminokwasow, a nie jak sugerowaly wczesniejsze dane literaturowe 60

pierwszych aminokwasow) jest niezbedna dla jego lokalizacji w mitochondriach. Nastepnie



pan mgr Wakuta scharakteryzowat interakcje pomiedzy HAX1 i biatkami mitochondrialnymi,
dysponujqc uzyskanymi w ramach tej pracy doktorskiej kontrolnymi liniami komorkowymi
pozbawionymi biatka HAX1. Do blizszej charakterystyki interakcji wybrano dwa bialka,
ktore byly najsilniej whogacone w probkach po immunoprecypitacji HAX1 — CLPB i
SCL25A13. Po zweryfikowaniu, ze interakcje te faktycznie zachodzg ustalono jak kontaktujg
sie ze sobg te bialka. Zbadano tez bardzo starannie co sie dzieje z tymi interaktorami w liniach
komorek nie produkujacych biatka HAX1 — i stwierdzono niewielkie obnizenie poziomu i
transkryptow i samych biatek gdy nie jest obecne biatko HA X1, natomiast lokalizacja obu
badanych bialek nie zmienila sie.

Ciekawym wynikiem badan jest stwierdzenie zmian w fizjologii komérek
pozbawionych biatka HAX1 — majg one m.in. wyzszy poziom agregatow biatkowych i
zwiekszong wrazliwosc na inhibitor proteasomu MG-132 i nadtlenek wodoru. Agregaty nie
majg lokalizacji mitochondrialnej, w dyskusji doktorant sugeruje, Zze moze to by¢ zwigzane z
tym, ze kontrola jakosci w kompartymencie mitochondrialnym, w ktérym normalnie
lokalizuje sie HAX1 jest zwigzana z cytoplazmatyczng odpowiedzig na stres, co zresztg
pasuje do zwiekszonej wrazliwosci komorek Hel.a bez HA X1 na hamowanie proteasomu.

Kolejnym etapem pracy byla analiza transkryptomiczna, a mianowicie ustalenie jakie
geny ulegaja koekspresji z genem HAX1, z wykorzystaniem danych pacjentek z rakiem szyjki
macicy i chorych na ostrg bialaczke szpikowgq (odpowiednio do stosowanych modeli
komorkowych). Geny, ktorych koekspresja byta najbardziej prawdopodobna zaliczajq sie do 2
grup procesow zwiazanych z mitochondriami (translacja mitochondrialna oraz tancuch
oddechowy i fosforylacja oksydacyjna) oraz z lokalizowaniem biatek do bton, co bardzo
dobrze pasuje do ustalonej eksperymentalnie lokalizacji badanego biatka. Zbadano takze jak
HAX1 wplywa na transkryptom komorek ostrej biataczki szpikowej wykorzystujac uzyskang
linie komorkowg pozbawiong ekspresji tego biatka. Stwierdzono obnizenie poziomu
transkryptow szeregu genow odpowiedzialnych za translacje mitochondrialng i fosforylacje
oksydacyjng.

Ostatnia grupa badan dotyczyta podstawowego pytania pracy — jak HAX1 wplywa na
rozne parametry mitochondrialne takie jak oddychanie, ultrastruktura, translacja i cykl
mocznikowy. Na podstawie uzyskanych wynikéw mozna bylto oczekiwac, ze brak ekspresji
genu HAX1 moze miec rozne efekty, jednak w zasadzie ich nie stwierdzono poza
spowolnieniem zahamowania kompleksu I przez jego inhibitor rotenon. Wydaje mi sie, ze

warto by bylo uzy¢ wiecej niz jedno bialko ulegajace translacji w mitochondriach do tego



badania, bo wycigganie wniosku na podstawie jednego z 13 takich bialek jest uzasadnione, ale
moze warto by bylo np. przebadac ktores z bialek z kompleksu I.

Praca ma klasyczny uklad, z suplementem przedstawiajgcym m.in. dodatkowe zdjecia
oraz spis konstruktow DNA i interaktorow HAX1. Praca jest dluga — 200 stron — ale nie moge
tego krytykowac, nie widze niczego zbednego ani powtarzajgcego sie. Jezyk pracy jest
klarowny, sposab przedstawiania badan i wynikow logiczny i jasny. Bardzo mi sie podoba
opis wynikow — z punktami uzasadnienie na poczgtku danego dzialu i podsumowanie na
koncu — to bardzo ulatwia czytanie pracy, i pokazuje tez jak doktorant podchodzit do
kolejnych — licznych — eksperymentow. Takze bardzo pomocny jest podany na str. 86
schemat planu badawczego. Jest bardzo mato literowek, poza chyba jednym spowodowanym
przez spellcheck — tam gdzie co$ odnosi sie do neutrofili jest wszedzie neutrofilii. Noi w 2
miejscach doktorant odnosi sie do swojej pracy jako do pracy dyplomowej, zazwyczaj okresla
sie rozprawe doktorskg jako prace doktorska, nie dyplomowq (str. 161 i 164). Obecnie stosuje
sie nazwe choroba Huntingtona, uzywana przez doktoranta nazwa plasawica Huntingtona jest
rzadko stosowana. Jeszcze jedna uwaga to fakt, ze grecka litera alfa sie jakos znajduje przy
wszystkich zdjeciach zeli, dajac twory takie jak alfa-beta actin, alfa-HAX itp. (np. str. 123,
sir: 152).

Mam w zasadzie jedng uwage merytoryczng, a mianowicie str. 169 ,Dzieje si¢ tak nie
tylko dlatego, ze kluczowe podjednostki ETC sg produkowane na mitochondrialnych
rybosomach” - jednak ogromna wigkszosc¢ podjednostek ETC nie jest, bo powstaje na
rybosomach cytoplazmatycznych, i trudno powiedziec, ze nie sg one (biatka ETC
zakodowane w jadrze) kluczowe. Zresztg doktorant zdaje sobie z tego sprawe, co wynika z
dalszej czesci cytowanego zdania.

Mam jedno pytanie do pracy — na str. 170 jest zdanie ,konsekwencje tej zmiany
wywolujg tkankowo-specyficzne odpowiedzi komorkowe”. Czy ustalone linie komorkowe sg
naprawde modelem tkanek, szczegolnie jesli wyniki uzyskano na 2 liniach komorkowych 2
roznych nowotworow.

Doktorant opanowal wiele metod biologii molekularnej, i takze znakomicie potrafi i
opisywac i analizowac wlasne dane i jasno okreslac co jest zrobione a takze jakie dalsze
badania powinny byc przeprowadzone, natomiast wstep jest tak dobrze napisany, ze moze
warto go opublikowac w nieco skroconej wersji. Bardzo mi sie podoba sie forma
prezentowania dyskusji, rozwazanie mozliwych wyjasnien uzyskanych wynikow, a nie tylko
klasyczne w dyskusjach ich omawianie. Swiadczy to i o dojrzatosci autora pracy i o jego

Swietnej znajomosci szerokiej literatury przedmiotu.



Zwracam sie wiec do Rady Centrum Onkologii — Instytutu im. Marii Curie-
Sktodowskiej o dopuszczenie pana mgr Macieja Wakuly do dalszych etapow przewodu
doktorskiego. Wnosze tez o wyrodznienie pracy odpowiednig nagrodg. Jest to jedna z
najlepszych prac, jakie zdarzyto mi sie recenzowac. Doktorant jest wspotautorem 7 publikacji
z listy filadelfijskiej, w tym dwu 1-autorskich, a jedna z nich przedstawiajaca czes¢ wynikow
uzyskanych w ocenianej rozprawie ukazata sie¢ w pismie Bioscience Reports o IF 2,92. Sama
praca jest wyjatkowo dobrze napisana i wnosi wiele nowych danych o roli biatka HAX&W

procesach mitochondrialnych.
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