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RECENZIJA

rozprawy doktorskiej mgra Mateusza Chmielarczyka

pt. Identyfikacja i analiza nowych oddziatywan antyapoptotycznego
czynnika HAX1 i ich rola w procesie
nowotworowym

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska zostata przygotowana w Zaktadzie
Onkologii Molekularnej i Translacyjnej Narodowego Instytutu Onkologii im. Marii Sktodowskiej-
Curie — Panstwowego Instytutu Badawczego w Warszawie. Promotorem rozprawy jest Pani dr
hab. Ewa Grzybowska.

Zastosowanie metod wysokoprzepustowych zaréwno w zespole promotora, jak i przez
inne grupy badawcze ujawnity uprzednio szereg interakcji pomigdzy czynnikiem HAX1 a jego
partnerami biatkowymi, jednakze informacje na ich temat sa nadal ograniczone i dlatego podjgcie
proby identyfikacji przez mgra Mateusza Chmielarczyka nowych oddziatywari i ich
scharakteryzowania uwazam za jak najbardziej uzasadnione. Na wyniki rozprawy doktorskiej
sktadaja sie wieloletnie badania stanowiagce cze$¢ wiekszego projektu/projektow, w ktorych
Autor brat udziat. Badania te zostaty opublikowane w postaci wieloautorskiej pracy, ktéra ukazata
sie w roku 2020 w Bioscience Reports. Ponadto, Doktorant zostat wiaczony do prac nad
charakterystyka biatka HAX1, co zaowocowato wspétautorstwem trzech kolejnych publikacji, ich
wyniki nie wchodzg jednak w sktad niniejszej rozprawy.

Ambitnym celem przedstawionej pracy byta proba okreslenia tzw. interaktomu
biatkowego HAX1, co mogtoby pozwoli¢ na pogtebienie wiedzy na temat proceséw biologicznych,
w ktére czynnik ten moze by¢ zaangazowany. Projekt ten wymagat ogromnej pracy oraz
wykorzystania réznych technik, od klonowania i przygotowania konstruktow plazmidowych do
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analiz za pomoca wysokoprzepustowego systemu dwuhybrydowego oraz immunoprecypitacji
pofaczonej ze spektrometria mas, a nastepnie szczegdtowych analiz biochemicznych,
obrazowania oraz analizy poziomu mRNA i biatek w komérce. Zaplanowane doswiadczenia byty
pracochtonne, ale ich analiza wymagata réwnie duzego wysitku. Ze wszystkich tych zadar
Doktorant wywigzat sie bardzo dobrze. Mimo ze nie wszystkie wyniki pokazuja spektakularne

roznice, to przedstawiona praca jest przyktadem solidnego i rzetelnego podejscia do zagadnienia.

Gtéwne wnioski ptynace z rozprawy to:

1. Zastosowane metod wysokoprzepustowych umozliwito identyfikacje nowych,
nieopisanych wczeséniej odziatywan HAX1. W zaleznosci od wybranej techniki byty to: biatko
odpowiedzialne za wzrost komorek, HRAS, ptytkopochodny czynnik wzrostu, PDGF-B i
zalezna od ATP helikaza RNA, DDX3X. Wszystkie te biatka zwigzane sy z rozwojem
nowotworéw lub agresywnoscia guza.

2. Za pomocyg szczegotowych testéw potwierdzono i doktadnie scharakteryzowano
oddziatywanie pomiedzy HAX1 a HRAS. Okazato sie, ze procesy zachodzace po zwigzaniu
HRAS moga miec znaczenie w procesie nowotworzenia.

3. Nie udato sie potwierdzi¢ wptywu HAX1 na proces przerzutowania komérek raka piersi,
pomimo zwigkszonego poziomu biatek macierzy zewnatrzkomérkowej w obecnosci HAX1.

4. Wykazano, ze HAX1 reguluje ekspresje receptora progesteronu.

Jak wida¢, praca jest wielowagtkowa i chociaz wnosi wiele nowych, cennych informacji na temat
oddziatywan antyapoptycznego czynnika HAX1 i jego roli w procesie nowotworowym, to na jej
podstawie trudno sobie skonstruowac jakas jednolitg historie. Watpliwosci tez moze budzic to,
na ile stosowane testy odzwierciedlajg rzeczywistg sytuacje w komérce. Mysle, ze Autor byt w
petni Swiadomy ograniczeri stosowanych przez siebie metod. Zastanawiajacy jest dla mnie fakt
niskiej pokrywalnosci wynikéw uzyskanych w drozdzowym systemie dwuhybrydowym i za
pomoca spektrometrii mas (MS). Doktorant wyttumaczyt to niedoskonatoscig uktadu
drozdzowego. Jednakze, dlaczego nie udato sie wynikdéw uzyskanych w tym systemie
zidentyfikowa¢ technikg MS, ktdra jest duzo bardziej wiarygodna i za pomoca ktérej wykryto 63
nowe potencjalne oddziatywania? Ponadto, dlaczego interakcje HAX1 z biatkiem RAS udato sie
zidentyfikowac z biblioteki cDNA, a nie udato sie zidentyfikowaé za pomoca spektrometrii mas?

Jaka moze by¢ tego przyczyna? Prositabym o komentarz.



Opracowanie stanowigce rozprawe doktorska jest starannie przygotowane, cho¢ Autor
nie ustrzegt sie btedow redakcyjnych. Praca sktada sie z 24 stron wstepu, zwieZle i jasno
przedstawionego celu badan, omoéwienia metodyki (17 stron), dokfadnego i obszernego opisu
uzyskanych wynikéw (47 strony), dyskusji (16 stron) i wnioskdw oraz streszczenia w jezyku
polskim i angielskim, a takze spisu publikacji (150 pozycji) i suplementu zawierajacego tabele
prezentujgce catosciowe wyniki uzyskane metodami wysokoprzepustowymi.

Wstep jest napisany poprawnie. Zawiera wiekszo$¢ najwazniejszych informacji
niezbednych do zrozumienia dalszych czesci rozprawy, poza tym zawiera klarowne ilustracje.
Inne czesci napisane sg tez bez zarzutu, cho¢ Doktorant nie ustrzegt sie w dyskusji pewnych
powtorzen ze wstepu, co jest czestym mankamentem wielu rozpraw doktorskich. Nalezy
podkresli¢, ze interpretacja wynikéw jest rzeczowa, pozbawiona nadinterpretacji, co wskazuje na
krytyczne podejscie Kandydata do otrzymanych danych oraz jego dojrzatos¢ naukows. Troche
brakuje zbiorczych podsumowan i uogdlnien pokazujacych, jakie jest globalne znaczenie
otrzymanych wynikéw oraz jak wyniki te mozna wykorzysta¢, a takie, co jest najbardziej
ciekawym punktem wyijscia do dalszych badan.

Podsumowujac, przedstawiona praca jest interesujgca i wnosi sporo nowego do

identyfikacji oddziatywan biatka HAX1 i rozszyfrowania ich wptywu na proces onkogenezy.

Uwagi szczegotowe:

e Strona 35, rys. 5: Wydaje mi sie, ze blot ten powinien znalei¢ sie w czesci Wyniki.
Dlaczego pokazano analize western blot wyciszania biatka HAX1 tylko dla linii MCF-7, a
co z pozostatymi liniami komérkowymi wykorzystanymi w pracy, takimi jak Hela i MDA-
MB-2317?

e Uwazam, ze opisy tabel powinny znaleic sie raczej nad tabelami niz pod nimi. Taki kanon
jest ogodlnie przyjety.

e Strona 39, linia 3: Zamieszczony jest tu rownowaznik zdania, ktéry nie wnosi zadne;j
informacji. Mozna sie domyslac, ze chodzi o uzyskanie bakterii chemokompetentnych
metodg Inoue.

e Strona 39, linie 7-8: Nie wydaje mi sie, aby istniata taka aparatura jak ,wytrzgsarka
bakteryjna”.

e Strona 52, Wyniki: ciekawa jestem, czym sie kierowano w wyborze do badan cDNA,

uzyskanego z takich struktur moézgu jak istota czarna, podwzgérze i hipokamp?
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Skad sie wzieto biatko bakteryjne w droidzowym systemie dwuhybrydowym przy
przeszukiwaniu ludzkich bibliotek cDNA?

Strona 69, rys. 21A i 46: brak analizy statystycznej; nie podano, czy réznice byly istotne
statystycznie? Btagd w numeracji rysunku 46 (powinien by¢ 38) i dalszych.

e Strona 73, 77 i 80; rys. 24, 25, 29 i 33: skrot SEM (z ang. standard error of the mean)
oznacza btad standardowy $redniej, a nie odchylenie standardowe. Skrét dla odchylenia
standardowego to SD (z ang. standard deviation). Nie ma czegos$ takiego, jak ,$rednie
odchylenie standardowe” i ,$redni btad standardowy”, sg natomiast: ,odchylenie
standardowe sredniej” i, btad standardowy sredniej”. Jestem przekonana, ze oto wtasnie
chodzito Autorowi.

Ryc. 25: dlaczego podano dwie wartosci istotnosci statystycznej? p=0.016 jest mniejsze
od 0.05. Poza tym uwazam, ze lepiej bytoby tutaj zrobi¢ analize wariancji, a nastepnie
wybraé ktéras z analiz typu post-hoc.

e Brak odniesienia w tekscie do rys. 20A i 37B.

e Rozdziat4.4.2i4.5.1, rys. 40-43: dlaczego wykonano trzy rézne kontrole ,tadowania” dla
badanych prébek, a mianowicie: analize stain free SDS-PAGE (rys. 40 i 43), oznaczanie
GAPDH (rys. 41) i beta aktyny (rys. 42)?

e Rys. 47 powinien nosi¢ numer 46.

Powyisze uwagi majg charakter redakcyjny i nie majg wptywu na mojg wysokg ocene
rozprawy doktorskiej mgra Mateusza Chmielarczyka. Doktorant pokazat znaczenie biologiczne
(lub brak znaczenia) interakcji HAX1 z kilkoma nowymi partnerami biatkowymi. Uzyskane przez
Doktoranta resultaty sa nowatorskie i wartosciowe, stanowig zarazem punkt wyjscia do dalszych
szczegotowych badan. Zaréwno zawartos¢ merytoryczna rozprawy, jak i sposob przedstawienia
wynikéw swiadczg o zdolnosci Kandydata do samodzielnego prowadzenia pracy naukowej, a
zatem w petni uzasadniajg jego ubieganie sie o stopien doktora. Stwierdzam wiec, ze
przedstawiona do oceny rozprawa w petni spetnia warunki okreslone w art. 13 Ustawy z dnia
14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie
sztuki (Dz. U. z 2017 r. poz. 1789) i zarazem zwracam si¢ do Rady Naukowej Narodowego
Instytutu Onkologii im. Marii Skiodowskiej-Curie — Paristwowego Instytutu Badawczego w
Warszawie o jej przyjecie i dopuszczenie mgra Mateusza Chmielarczyka do dalszych etapow

przewodu doktorskiego.
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