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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Eweliny Macech-Klickiej pt. "Identyfikacja RNA
wigzanych przez ludzkie bialko HAX-1 z uzyciem metody CRAC"

Mija ponad pietnascie lat od ustalenia pelnej sekwencji ludzkiego genomu, i wcigz jestesmy
bardzo daleko od zrozumienia wszystkich aspektow jego dziatania. Jedng z podstawowych
trudnosci, na jakie napotyka wspolczesna biologia molekularna, jest mnogos¢ produktow
biatkowych jakie moga powstaé z jednego genu oraz wielos¢ interakeji biatko-biatko i biatko-
RNA jakie moga zachodzi¢ w roznych przedziatach komorki. Ostatnia dekada przyniosta
wiele danych na temat nieoczekiwanej obecnosci wielu biatek na przyktad w mitochondriach,
gdzie pomimo braku sekwencji sygnalowej, w okre$lonych stanach fizjologicznych

znaleziono takie bialka jak telomeraza, Argonaute czy TP53.

Ten skomplikowany obraz wedréwek bialek pelnigcych rozne funkcje w zaleznosci od
miejsca w komorce i interakcji z rozmaitymi partnerami stanowi wyzwanie dla badaczy
pragnacych ustali¢ role danego genu. W Instytucie Onkologii w Warszawie pod kierunkiem
prof. dr hab. Janusza Siedleckiego i prof. dr hab. Ewy Grzybowskiej od wielu lat prowadzone
sg prace nad ludzkim biatkiem HAX-1.



Bialko HAX-1 zostato wykryte jako interaktor HS-1 czyli biatka specyficznego dla komorek
hematopoetycznych bedacego substratem kinazy Src. HAx-1 jest partnerem wielu innych
biatek, i lokalizuje si¢ w wielu przedziatach komérkowych: w blonie jadrowej, w retikulum
cytoplazmatycznym, w mitochondriach, a takze, co udowodnili badacze z Centrum Onkologii
w Warszawie - w granulach gromadzgcych RNA (tzw. p-bodies). Tak wigc biatko HAX-1
jest wielofunkcyjne i uczestniczy w wielu procesach komorkowych takich jak apoptoza,
migracja komérek, endocytoza, metastaza komorek nowotworowych i metabolizm RNA.
Zwiekszona ekspresja genu HAX-1 byla obserwowana w réznych guzach litych, jak m. in,
nowotworach okreznicy, ptuc, piersi i raku kolczystokomérkowym skory. W przypadku tego
ostatniego nowotworu ekspresja HAX-1 indukowala inwazyjno$¢ i opornos¢ na
chemioterapi¢. Z kolei hamowanie apoptozy przez HAX-1 wydaje si¢ by¢ zwigzane z
interakcja tego bialka ze szlakiem sygnalowym biatka Grb7. Delecja HAX-1 u myszy
powoduje silna redukcje limfocytéw w szpiku i $ledzionie, bardzo rzadko wystgpujace

mutacje u cztowieka zwigzane sa z neutropenig w tzw. zespole Kostmanna.

Z powyzszych powodow zajecie si¢ dalsza charakterystyka biatka HAX-1 bylo w pelni
uzasadnionym celem badawczym. Doktorantka postanowita uzna¢ za punkt wyjscia wazne
odkrycie zespotu prof. Ewy Grzybowskiej, lokalizujace biatko HAX-1 w cialkach p,
gromadzacych RNA. Ponadto dane literaturowe wskazywaly na wigzanie HAX-1 do dwoch
transkryptow: RNA kodujacego wimentyng i RNA kodujacego beta polimeraz DNA.
Doktorantka postawita interesujaca hipotezg, ze wyzej wymienione transkrypty nie sg
jedynymi, i ze biatko HAX-1 moze wigzaé inne czasteczki RNA. W celu sprawdzenia tej
hipotezy i identyfikacji dodatkowych transkryptow doktorantka postanowila wykorzystac
metode CRAC, opracowana m. in. przez dra G. Kudl¢ z grupy prof. Tollerveya z
Uniwersytetu w Edynburgu. Metoda ta polega na chromatografii powinowactwa kompleksow
badanego biatka z RNA, a nastepnie na sekwencjonowaniu nowej generacji wychwyconych
RNA. Kompleksowanie uzyskuje sie przez tzw. cross-linking $wiattem UV o diugosci 254
nm. Badane biatko jest kodowane przez konstrukt stanowiacy fuzje rejonu
heksahistydynowego i rejonu fragmentu biatka A oddzielonych linkerem wrazliwym na
proteaze TEV. W ten sposob po uwolnieniu kompleksow z naswietlonych komérki mozna

dokonaé oczyszczania stosujac kolejno ztoza zawierajace IgG a nastepnie nikiel. Oczyszczone



kompleksy RNA-bialko HAX-1 trawi si¢ proteaza, za$ uwolnione RNA poddaje si¢

sekwencjonowaniu nowej generacji.

Na uznanie zastuguje zastosowanie przez doktorantke dwoch rodzajow fuzji genowych do
chromatografii powinowactwa: zarowno na N- koncu biatka HAX-1, jak i na jego C-koncu.
Jak sie bowiem okazato, tylko fuzja N-koncowa byla w stanie efektywnie wigza¢ RNA,
oznacza to, ze wolny C-koniec biatka HAX-1 jest niezbedny do rozpoznawania

komorkowych transkryptow.

Analiza sekwencji RNA zwigzanych przez biatko HAX-1 przyniosta niezwykle cenne
informacje. Po pierwsze, zidentyfikowano i opisano osiem transkryptow najsilniej wigzanych
przez biatko HAX-1. Po drugie, korelowano uzyskane wyniki z badaniami
transkryptomicznymi ukazujgcymi zmiany pozioméw konkretnych RNA po wyciszeniu
biatka HAX1. Ponadto doktorantka wykonala szereg badan po wyciszeniu genu kodujgcego
HAX-1. Zmiany poziomu mRNA HAX-1 wplywaly na poziomy transkrypcji genow

zwigzanych z migracjg komorek.

Za najwazniejszy wynik uzyskany w recenzowanej pracy uwazam obserwacje, ze biatko
HAX-1 wiaze si¢ preferencyjnie do obszarow intronowych w RNA. Jest to niezwykle wazne
dla dalszych prac nad funkcja HAX-1 w metabolizmie RNA. Autorka postawita trzy hipotezy,
ktore beda musialy by¢ testowane przez nastgpne pokolenia badaczy studiujacych biatko
HAX-1:

1. biatko HAX-1 pelni role w procesie tzw. zatrzymywania introndw w mRNA
2. HAX-1 bierze udzial w splicingu

3. HAX-1 kieruje transkrypty na droge degradacji

Tak wiec podstawowa zaletg ocenianej rozprawy doktorskiej jest uzyskanie nowych, cennych

wynikéw i otworzenie na ich podstawie zupetnie nowych perspektyw badawczych.



Eksperymenty przeprowadzane przez autorke naleza do arsenalu nowoczesnych metod

biologii molekularne;j.

Rozprawa doktorska napisana jest w sposob klasyczny, to znaczy ma formg¢ maszynopisu. Z
obowiagzku recenzenta zmuszony jestem przedstawi¢ kilka uwag krytycznych, ktore jednak
dotycza wylacznie sposobu prezentacji. Wstep zawiera stanowczo za mato informacji na
temat biatka HAX-1, ktore jest przeciez obiektem badan opisywanych w tej pracy. W bazie
danych PubMed mozna znalez¢ 75 publikacji na temat HAX-1, z ktérych doktorantka cytuje
jedynie 16, i omawia bardzo pobieznie poswigcajac zaledwie jedng strone tekstu. Z kolei w
dyskusji oczekiwatbym propozycji konkretnych dalszych badan nad udziatem biatka HAX w
splicingu lub degradacji mRNA.

Powyzsze uwagi nie umniejszajg mojej wysokiej oceny przedstawionej rozprawy
doktorskiej. Badania zostaly prawidtowo zaplanowane i dobrze przeprowadzone. Uzyskane
wyniki sa cennym wkiadem do wiedzy na temat dziatania biatka HAX-1 petnigcego istotng i

wcigz nie do konca poznana role w procesach nowotworzenia.

7 powyzszych powodow uwazam, ze przedstawiona do oceny rozprawa doktorska pani
magister Eweliny Macech-Klickiej spetnia wszystkie ustawowe wymagania stawiane pracom
doktorskim i dlatego wnosze do Wysokiej Rady Naukowej Centrum Onkologii-Instytutu im.
Marii Sktodowskiej-Curie o dopuszczenie pani Eweliny Macech-Klickiej do dalszych etapow

przewodu doktorskiego.




