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Recenzja
Rozprawy doktorskiej mgr Macieja Rafata Wakuty
p.t. ,Wptyw ludzkiego biata HAX1 na morfologie i funkcjonowanie mitochondriow w
komérkach nowotworowych”
wykonanej w Zaktadzie Onkologii Molekularnej i Translacyjnej Narodowego Instytutu

Onkologii im. Marii Sktodowskiej-Curie pod kierunkiem dr hab. Ewy Grzybowskie;.

Celem pracy doktorskiej mgr Macieja Wakuty byto zdefiniowanie funkcji biatka HAX1w
komodrkach ludzkich. Mutacje w genie kodujgcym to biatko zidentyfikowano u pacjentow
cierpigcych na wrodzong neutropenie Kostmanna, oraz z zaburzeniami neurologicznymi.
Ponadto w wielu typach nowotworéw poziom biatka HAX jest podwyzszony. Biatku HAX1
przypisuje sie lokalizacje mitochondrialng ale takze cytoplazmatyczng czy jadrowg oraz
udziat w apoptozie i migracji komoérek. Literatura na jego temat nie jest jednak spdjna dlatego
Doktorant podjgt sie zbadania lokalizacji biatka HAX1 a takze wykorzystujgc techniki
wielkoskalowe identyfikacji procesow komdrkowych, w ktére jest ono zaangazowane. Biorgc
pod uwage jednoznaczne jednak doniesienia na temat znaczenia tego biatka w procesach
chorobowych podjete zagadnienie jest bardzo wazne, a wyniki jego rozprawy sg istotne,
gdyz wiedza ta w przysztosci moze przystuzy¢ sie do opracowania terapii chordb zwigzanych
z dysfunkcjg HAX1.

Formalny opis rozprawy:

Rozprawa doktorska mgra Macieja Wakuty zostata napisana w jezyku polskim i
sktada sie z czterech gtéwnych rozdziatéw: wstepu, opisu materiatow i metod, wynikéw i
dyskusji wynikéw. Ponadto zawiera streszczenie w jezyku polskim i angielskim, jasno ujete

cele pracy, wnioski z pracy, spis tresci, stosowanych skrotow, literatury odwotujgcej



czytelnika do 224 artykutdw oraz suplementu zawierajgcego trzy tabele i czternascie

dodatkowych rycin.

Streszczenie podsumowuje prace bardzo dobrze, jest spdjne z celami pracy. Wstep (34
strony, 3 ryciny) wprowadza czytelnika w tematyke rozprawy: w wybrane aspekty funkgciji
mitochondriéw w szczegolnosci w patologii chordb oraz przedstawia obecny stan wiedzy na
temat roli biatka HAX1. Wstep zawiera krétkie posumowanie przedstawionych informacji

koncentrujgc czytelnika na kwestiach najistotniejszych.

W rozdziale Materiaty i Metody (obejmujgcym 33 strony) Doktorant opisuje stosowane
metody, opatrzyt je jednych schematem utatwiajagcym zrozumienie podejscia, zbiera uzyte i
wytworzone przez siebie materiaty oraz schematy eksperymentéw np. immunoprecypitacji w
11 tabel.

Rozdziat Wyniki (obejmujgcy 69 stron, 41 rycin i 15 tabel) Doktorant rozpoczat
schematem go podsumowujgcym. Pierwsza cze$¢ wynikow zapoznaje z modelami

badawczymi i opisuje konstrukcje oraz weryfikacje linii pozbawionych biatka HAX1.

W drugiej czesci wynikow Autor opisat eksperymenty, ktére pozwolity jednoznacznie
umiejscowi¢ biatko HAX1 w mitochondriach i zidentyfikowa¢ N-terminalny fragment

sekwenc;ji kierujgcej je do mitochondridw.

W trzeciej czesci wynikéw Autor przedstawia badania doprowadzajgce do identyfikacji
potencjalnych partneréw biatkowych biatka HAX1. Potwierdzit odziatywanie z dwoma
biatkami zidentyfikowanymi w eksperymencie pull-down-MS in vivo metodg FRET oraz
metodg koimunoprecypitacji z HAX1, zawezajgc oddzialywanie do fragmentéw/domen biatek
CLPB i SLC25A13. Kierujgc sie zidentyfikowanymi oddziatywaniami Doktorant pokazat, ze
biatko HAX1 jest niezbedne do utrzymania prawidtowej homeostazy biatek w komorce oraz
homeostazy redoks w mitochondriach. Dodatkowo dostarczyt argumentow wskazujgcych na
role HAX1 w transporcie asparaginianu wykazujgc jego oddziatywanie z transporterami
SLC25A12 i SLC25A11 tego szlaku.

W czwartej czesci eksperymentalnej rozprawy Autor dokonat analizy danych
transkryptomicznych z bazy danych TCGA, koncentrujgc sie na danych z komérek rakéw
szyjki macicy i biataczki szpikowej, i wytypowat geny ktorych ekspresja jest skorelowana z
ekspresjg HAX1. Niezaleznie zbadat zmiany w profilu ekspresji genéw w linii HAX1 KO za
pomocg sekwencjonowania nastepnej generacji. Wsrod gendw o podwyzszonej ekspresji
zidentyfikowat gen ASS7, ktéry koduje syntetaze arginino-bursztynianowa. Enzym ten
wigcza do cyklu mocznikowego asparaginian wyeksportowany z macierzy mitochondrialnej

do cytoplazmy przez biatka SLC25A12/13. Natomiast geny kodujgce podjednostki



mitochondrialnego rybosomu czy fancucha oddechowego znalazty sie w grupie genéw o
obnizonej ekspresji. Oba podejscia wskazujg na role HAX1 w przebiegu translacji w

mitochondriach oraz aktywnosci OXPHOS.

Dlatego w pigtej czesci wynikdw Doktorant zanalizowat oddychanie komorkowe,
ultrastrukture mitochondriéw i poziom translacji w mitochondriach w liniach HAX1 KO.
Znaczacych zmian nie znalazt ale zaobserwowal opdznienie zahamowania aktywnosci
kompleksu | po zastosowaniu rotenonu - inhibitora tego kompleksu. Odkryt natomiast, ze
istotnie biatko ASS1 akumuluje sie bardzo w lichii HL60 HAX1 KO ale nie w linii Hela,
potwierdzajgc tym samym wyniki eksperymentu NGS i znaczenie HAX1 w aktywnosci cyklu

mocznikowego.

Dyskusja (obejmujgca 18 stron i 1 rycine), zakohczona podsumowaniem, odnosi sie do
gtownych odkry¢ Doktoranta i umieszcza je w wsrod opublikowanych danych na temat biatka
HAX1. Dodatkowo Doktorant wzbogacit dyskusje w rozwazania teoretyczne funkcji
potencjalnego kompleksu HAX1 z CLPB i SLC25A13.

Najwazniejsze osiggniecia pracy badawczej Doktoranta to:

- zawezenie lokalizacji biatka HAX1 do mitochondriow i wykluczenie obecnosci HAX1 w

innych przedziatach komorkowych;

- identyfikacja kolejnych, dotad nie opublikowanych partneréw biatkowych CLPB, SLC25A13,
SLC25A12 i SLC25A11, w szczegodlnosci wskazanie fragmentu HAX1 istotnego w tym

oddziatywaniu;

- odkrycie znaczenia biatka HAX1 w homeostazie biatek i regulacji szlaku wahadta
jabtlczanowo-asparaginowego. To ostatnie odkrycie tym wazniejsze, ze wigze ze sobg
obserwacje podwyzszonego poziomu HAX1 z obnizeniem akumulacji ASS1 w komdrkach
nowotworowych, wskazujgc by¢ moze na mechanizm w jaki przyczyniajg sie one do

przebiegu procesu nowotworowego.

Po wnikliwym zapoznaniu sie z wynikami eksperymentéw zgadzam sie z wnioskami

przedstawionymi przez Doktoranta w rozdziale Wnioski.
Mam kilka uwag i pytan do Doktoranta:

1) Wspomniat Pan we wstepie, ze istniejg cztery rézne warianty transkryptu HAX1.
Utatwitoby zrozumienie miejsc i opisu skutkébw mutacji w HAX1 zwigzanych z chorobami,
gdyby przedstawit to pan na schemacie, zwtaszcza, ze sie pan do wariantu ll-giego odnosi.

Utrudnienie w zrozumieniu miatam takze dlatego, ze o0 mdéwigc o mutacjach zastosowat pan



symbolike substytucji reszt aminokwasowych w biatku. Pisze tez pan o ,grupach mutacji’
podajgc jedng substytucje w biatku — oczywiscie mutacje w DNA mogg by¢ rézne skutkujgc
takg samg substytucjg reszty aminokwasowej w biatku. Prosze o uzupetnienie tych
informaciji, gdyz paragraf 1.3.1 z tego powodu nie jest jasny. Réwniez widzac ryc. 4.2.2.1
nasuwa sie pytanie czy to sekwencja kompletna biatka a jak sie majg warianty? W dyskusji
pan wspomniat, ze warianty biatka nigdy nie zostaty zidentyfikowane/opisane. Warto byto o
tym uswiadomi¢ czytelnika przy tej okazji. Czy w opisie przypadkéw pacjentéw sg informacje
o funkcjonowaniu mitochondriow w komorkach z patogennymi wariantami HAX1? To z

pewnos$cig warto zbada¢ na modelu komorkowym.

2) Czy sg prace na temat znaczenia czy zwigzku funkcji mitochondrialnych w migraciji

komorek, w szczegodlnosci tych funkcji wymagajacych biatka HAX1?

3) Co pan uwaza na temat wytacznej lokalizacji mitochondrialnej biatka HAX1, ktéra w pana
modelu badawczym ma miejsce? Zwazywszy, ze trzeci naturalnie wystepujgcy wariant
transkryptu HAX1 pozbawiony jest pierwszych 26 kodonéw (koduje zatem HAX1 A1-26AA).
To wyraznie sugeruje populacje HAX1 pozamitochondrialng (zabrakio odniesienia do

referencji przy tej informaciji).

4) Komentarz do biatek obecnych w precypitacie na ztozu zwigzanym z anty-HAX1:
wspotoczyscity sie dwie podjednostki kompleksu oksydazy cytochromowej MT-CO2 oraz
COX411, ktére zaktadajgc lokalizacje HAX1 w IMS maja szanse z nim oddziatywa¢, bo majg
fragmenty wyeksponowane do IMS. A jednoczesnie zidentyfikowano tez podjednostke b
syntazy ATP i ésmg kompleksu b-c1, ktére sg zakotwiczone w btonie wewnetrznej albo
catkowicie albo wyeksponowane do macierzy. Wiec albo to oddziatywanie nie jest prawdziwe
albo HAX1 znajduje sie tez w macierzy mitochondrialnej. My$lat pan by to zbada¢? Majgc w
reku specyficzne przeciwciato eksperyment frakcjonowania mitochondriéw i traktowania
frakcji proteinazg K datby odpowiedz. Drozdzowy szczep Bi-Genomic-Split GFP réwniez
warto by tu wykorzystaé. Réwniez w tym eksperymencie dominujg dwie podjednostki
tubuliny. Zwazywszy, ze rotenon hamuje sktadanie tubulin a jednoczesnie opdznia inhibicje

kompleksu | w liniach HAX1 KO to oddziatywanie moze by¢ prawdziwe?

5) W analizie stanu redox mitochondriéw (paragraf 3.2.7.4 oraz Ryc. 4.3.6.2 i 4.3.6.3 ile

komérek przeanalizowano?

6) Ryc. 4.3.2.5 — dlaczego biatko SLC25A13 uzyt pan w fuzji N-terminalnej a nie C-

terminalnej, w przeciwienstwie do CLPB?



7) Tabela 4.3.3.2 i ryc. 4.3.3.4 (powinno by¢ 4.3.3.3) — co spowodowato uzycie C-terminalnej
fuzji HAX1-EGFP a nie HAX1-myc (jak na figurze 4.3.2.2) do precypitacji z CLPB-FLAG,

zwtaszcza, ze takie biatko lokalizowato sie réwniez w cytoplazmie?

8) Warto by byto policzy¢ akumulacje biatek na rycinach 4.3.4.1 i 4.5.3.1 oraz poda¢ w
ktérym momencie pomiaru jakie substraty oddechowe czy inhibitory byty dodawane na ryc.
451.1A, 4.5.1.2A oraz 4.5.1.3A.

9) Czy prébowat pan stworzyé¢ linie z nadekspresjg biatka HAX1, czyli zasymulowaé sytuacje

opisang w niektérych guzach, by zbadaé¢ badane procesy w takiej linii?

W rozprawie Autor nie ustrzegt sie skrotéw myslowych czy niescistosci, nielicznych
jednak literéwek i btedéw edytorskich/jezykowych, np. uzywanie nazwy aminokwasu zamiast
reszty aminokwasu czy pomytki w numeracji Rycin czy ich cytacji w tekscie. Nie obnizajg one

wartosci naukowej rozprawy niemniej z obowigzku niektore wymienie:

1) Skrét myslowy ,grupa gendéw kodujgcych mitochondrialny rybosom” — paragraf 4.4.2,
zapewne miat pan na mysli podjednostki rybosomu; czy ,homozygoty posiadajagce mutacje
R86X”. Inny przyktad niezgrabnosci jezykowej: ,U ludzi niezdolnych do syntezy tego
biatka.... Czy nie produkujgcych HAX1".

2) Fragment zdania w streszczeniu ,poziom HAX1 wptywa ilo$¢ transkryptéw” nie jest
zgodny z prawdg, bo eksperyment przeprowadzony byt w liniach z brakiem biatka HAX1 a

nie regulowang ekspresjg czy nadekspresjg biatka HAX1.

3) Cho¢ wiele enzymow syntetyzujacych zwigzki istotnie nazywa sie po polsku syntetazami,

to jednak w kontek$cie mitochondrialnej syntazy ATP nie uzywa sie tego okreslenia.
4) Zgrabniej po polsku brzmi przedziat komérkowy niz kompartment.

5) tatwiej zrozumieC: przestrzen miedzybtonowa mitochondridw niz ,cytoplazmatyczna
strona IMM”. Fragment: ,mitochondria odgrywajg bardzo znaczacg role” — bardzo jest tu

niepotrzebne.

6) Brak niektorych, uzywanych skrotéow na liscie, np.: CJ, IBM, TET, IHDM, GCSF, UPRAM,
ER-SURF.

7) Termin ,stezenie” odnosi sie raczej do zwigzkéw niz do komérek — paragraf 3.2.2.1 i
3.2.2.5.

Podsumowujgc, przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska przedstawia nowe

odkrycia badawcze. Uwazam, ze wnioski wyciggniete z przeprowadzonych badan zostaty



przez Doktoranta wiasciwie uzasadnione. Czes¢ wynikéw otrzymanych przez Doktoranta
zostato opublikowanych w dwoch artykutach, w ktorych Doktorant jest pierwszym autorem,
ale jego dorobek naukowy jest szerszy co wskazuje na zaangazowanie w projekty catego
zespotu. Przedstawione przeze mnie komentarze oraz uwagi dotyczgce rozprawy mgr
Macieja Rafata Wakuty w wiekszosci majg charakter drugorzedny i w zadnym stopniu nie
obnizajg wartosci merytorycznej rozprawy doktorskiej. Dlatego tez, stwierdzam, ze
przedstawiona mi do recenzji praca doktorska mgr Macieja Rafata Wakuty w petni spetnia
wymagania formalne stawiane rozprawom doktorskim i wnosze do Rady Naukowej
Narodowego Instytutu Onkologii o dopuszczenie pana mgr Macieja Rafata Wakulty do

dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Ro6za Kucharczyk
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