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Pracy doktorskiej mgr Eweliny Macech-Klickiej,
doktorantki w Zaktadzie Onkologii Molekularnej i Translacyjnej

Centrum Onkologii — Instytucie im. Marii Sktodowskiej-Curie

Tytut pracy: "Identyfikacja RNA wigzanych przez ludzkie biatko HAX1

z uzyciem metody CRAC"

Biatko HAX1 zostato opisane jako czynnik oddziatujacy z biatkiem HS-1,
charakterystycznym dla komdrek hematopoetycznych, posredniczagcym w transdukgcji
sygnatu od receptora limfocytow B. Nastepnie okazato sie, ze biatko HAX1
wspétdziata réwniez z innymi biatkami, biorgc udziat w regulacji wielu proceséw
komérkowych, miedzy innymi apoptozy i migracji. Zdawano sobie sprawe, ze jest to
biatko niezbedne do prawidtowego dziatania organizmu — myszy pozbawione HAX1
przezywajg jedynie kilkanascie tygodni, gtdwnie z powodu zaburzen funkcji uktadu
nerwowego i odpornosciowego. Molekularne mechanizmy aktywnosci biatka HAX1
byty jednak przez dtugi czas stabo poznane.

Kilkanascie lat temu wykazano, ze HAX1 moze wigza¢ mRNA, a wigzanie to
moze mieé istotne znaczenie funkcjonalne. Potwierdzono je dla dwdch transkryptow:
najpierw dla wimentyny, gdzie wigzanie HAX1 jest niezbedne do prawidtowej
lokalizacji transkryptu w komorce, a nastepnie dla polimerazy DNA B, gdzie wigzanie
HAX1 moze mie¢ wptyw na poziom ekspresji genu. W obu przypadkach miejscem
wigzania byt odcinek 3'UTR transkryptéw. Uderzajace byto, ze transkrypty wigzace sie
z HAX1 nie wykazywaty podobienstw w sekwencji, poza obecnoscig odcinkéw o
strukturze spinki, wzbogaconych w uracyl. Obserwacja ta mogta sugerowaé, ze
wigzanie HAX1 nie ogranicza sie do dwéch transkryptéw, lecz moze mieé znacznie
wiekszy zakres.

Zagadnienie to stato sie przedmiotem rozprawy doktorskiej Pani mgr Eweliny
Macech-Klickiej. Temat ten stanowi bezposrednig kontynuacje wczesniejszych badan
pani dr hab. Ewy Grzybowskiej — Promotora pracy doktorskiej a jednoczesnie
wspotautora prac opisujacych wigzanie HAX1 do transkryptu polimerazy DNA .
Gtéwnym celem Doktorantki byto okreslenie czy HAX1 wigze sie z wiekszg liczbg

czasteczek RNA niz sadzono do tej pory oraz scharakteryzowanie tych oddziatywan.
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Prace prowadzone byly na uniesmiertelnionych ludzkich liniach komérkowych
pochodzenia nabtonkowego lub mezenchymalnego, hodowanych w standardowych
warunkach in vitro. Doktorantka skupita sie na probie identyfikacji catej puli RNA
wigzacych sie do biatka HAX1 oraz okresleniu miejsc wigzania w czgsteczkach RNA.
Temat byt wiec nie tylko bardzo ciekawy poznawczo, ale réwniez ambitny,
wymagajacy uzycia nowoczesnej metodyki. Dodatkowo Doktorantka postawita sobie
za zadanie wskazanie najwazniejszych transkryptow wigzacych sie z HAX1 i
sprawdzenie funkcjonalnego znaczenia takiego oddziatywania.

Analiza wybranych przez Doktorantke zagadnien wymagata zastosowania

technik z zakresu biologii komérki i biologii molekularnej, w tym metod
bioinformatycznych. Obejmowaty one konstrukcje i namnazanie wektoréw
plazmidowych do wyciszania i nadekspresji HAX1 oraz wyprowadzanie

zmodyfikowanych genetycznie linii komdrkowych, testy funkcjonalne (testy migracji
komdrek), analizy ekspresji gendw na poziomie mRNA (gRT-PCR) i biatka (western
bloting), analizy catego transkryptomu wykorzystujgce mikromacierze, izolacje RNA
zwigzanego z badanym biatkiem wykorzystujgce metode CRAC, sekwencjonowanie
NGS uzyskanego RNA oraz analizy bioinformatyczne wynikéw otrzymane z
mikromacierzy i NGS. Warto podkresli¢, ze uzyskiwane wyniki byty weryfikowane za
pomocg komplementarnych technik, co zastuguje na uznanie. Metodyka pracy byta
wiec nowoczesna, roznorodna i dobrana w sposdb pozwalajgcy na realizacje
wyznaczonych zadan.

Badania przeprowadzone zostaty przez Doktorantke z wykorzystaniem kilku
linii komérkowych: HEK293-FltInTRex (komdrki kontrolne oraz z nadekspresjg AGO2
lub indukowalng nadekspresjg HAX1), Hela (kontrolne i z wyciszong ekspresjg HAX1),
MDA-MB-231 (kontrolne i z wyciszong ekspresjag HAX1), MCF7 (kontrolne i z
wyciszong ekspresjg HAX1), HEK293 (kontrolne i z wyciszong ekspresjg HAX1). Linie
zmodyfikowane genetycznie zostaty przygotowane przez Doktorantke w ramach
prowadzonych badan lub uzyskane od wspdtpracujgcych zespotéw. Pochodzenie
komoérek jest jasno wskazane w opisie metodyki.

Najwazniejsze wyniki uzyskane przez Doktorantke to: i) wykazanie, ze HAX1
moze prawdopodobnie wigzaé¢ réznorodne klasy RNA, w tym liczne mRNA oraz
IncRNA, ii) wykazanie, ze miejsce wigzania transkryptow to przede wszystkim
sekwencje zlokalizowane w intronach. Doktorantka opisata réwniez wpltyw
wyciszenia HAX1 na migracje komdrek oraz na poziom ekspresji genow ktorych
MRNA moze wigzac sie do biatka HAX1.

Rozprawa doktorska mgr Eweliny Macech-Klickiej liczy 135 stron

maszynopisu, w tym 41 rysunkéw i fotografii oraz 7 tabel (w tym 2 w suplemencie).
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Cytowane pismiennictwo to 163 pozycje. Praca zbudowana jest w sposdb klasyczny i
obejmuje: Streszczenie, anglojezyczny Abstract, Wstep z wyodrebnionymi w osobny
podrozdziat Zatozeniami i Celami Pracy, Materiaty, Metody, Wyniki i Dyskusje. Catos¢
poprzedzona jest Spisem Tresci i Wykazem Skrétéw, a zakonczona Wnioskami oraz
Suplementem i Bibliografi3. Zaréwno kompozycja pracy jak i zawartos¢
poszczegdlnych czesci jest prawidiowa, a spis tresci jest dobrze przygotowany i
utatwia lekture pracy. Spis skrotéow jest bardzo rozbudowany i starannie
przygotowany. Pewna niekonsekwencja, czyli rezygnacja w niektérych przypadkach z
przytaczania/tworzenia nazw polskich i pozostanie przy nazwach angielskich, jest
akceptowalna. Mam jedynie watpliwos¢ co do rozwiniecia skrétu tRNA — lepiej mowic
o RNA transportujgcym a nie transportowym.

Streszczenie jest napisane poprawnie — dobrze wprowadza w temat,
wskazuje stosowane metody i podsumowuje ogdlne wnioski ptyngce z pracy. Brakuje
w nim natomiast informacji na jakich komérkach wykonywane byty badania oraz jaka
odpowiedz uzyskano na najwazniejsze pytanie — czy HAX1 moze wigzac wiekszg liczbe
transkryptéw i ewentualnie jakich. To posrednio wynika z tresci Streszczenia, ale
powinno by¢ napisane expressis verbis.

Liczacy 32 strony Wstep jest prawidtowo skomponowany, napisany ciekawie i
dobrze wprowadza w tematyke badan. Wstep rozpoczyna sie od omoéwienia etapéw
potranskrypcyjnej regulacji genéw u Eukaryota, w tym modyfikacji koncéw RNA,
sktadania transkryptéw, transportu RNA do cytoplazmy, stabilizacji mRNA i roli
sekwencji 3'UTR oraz inicjacji translacji. Nastepnie Doktorantka charakteryzuje cechy
biatek wigzacych RNA i ich role w regulacji ekspresji genéw i przechodzi do
doktadnego omdwienia obecnego stanu wiedzy na temat biatka HAX1 i wigzania
przez nie transkryptow. Ta cze$¢ Wstepu napisana jest dobrym stylem i poprawnym
jezykiem, ma logiczny uktad i jest ilustrowana przydatnymi schematami. Doktorantce
udaje sie unika¢ wrazenia przygotowania leksykonu, zamiast tego w sposdb jasny i
ciekawy opisuje kolejne procesy. Ostatnia cze$¢ Wstepu omawia metody stosowane
w badaniach oddziatywan biatko-RNA, w tym drozdzowy system tréjhybrydowy,
immunoprecypitacje RNA, technike CLIP, a zwtaszcza metode CRAC, bedaca
najwazniejszym narzedziem wykorzystanym w pracy. Ta cze$¢ Wstepu miejscami
sprawia wrazenie zbyt skrotowego i leksykalnego streszczenia protokotéw, bez
logicznych przejs¢ miedzy poszczegdlnymi opisami. Dobrym pomystem sg natomiast
krotkie podsumowania zalet i ograniczen poszczegdlnych metod oraz czytelne
schematy, zwykle bardziej informatywne od samego opisu. Szkoda, ze nie ma
krotkiego podsumowania metod, ze wskazaniem ktéra z nich i dlaczego wydaje sie

najlepsza. Caty Wstep tworzy jednak dobrg i logiczng catos¢ i uzasadnia celowos¢
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podjetych prac, a dobdr tresci i sposéb omawiania zagadnien potwierdzajg dobrg
orientacje Doktorantki w tematyce badan.

Gtéwny cel pracy okreslony jest jasno i jednoznacznie. Réwniez cele
szczegbtowe opisane sg precyzyjnie. Dobrym pomystem jest poprzedzenie opisu
celow krétkim podsumowaniem argumentéw przemawiajgcych za podjeciem badan.
Wida¢ dzieki temu, ze postawione pytania badawcze sg logiczng konsekwencjg
wczesniejszych prac.

Doktorantka na 31 stronach opisuje metody stosowane w pracy. Opisy te sg
bardzo wyczerpujace i szczegdtowe (facznie z informacjag, ze mleko odttuszczone
pochodzito ze Spodtdzielni Mleczarskiej w Gostyniu), w petni wystarczajgce do
powtdrzenia przeprowadzonych doswiadczen. Przedstawione s rowniez mapy
wszystkich uzywanych konstruktéw i sktad wszystkich buforéw. Opisy sg w zasadzie
protokotami laboratoryjnymi i moim zdaniem czes$¢ z nich mozna by skrdocié. Mam
jedynie uwage do opisu warunkéw wirowania — lepiej podawac¢ wartosci g niz rpm.
Warto bytoby tez dodaé informacje o analizie statystycznej wynikéw doswiadczen nie
zwigzanych z NGS i mikromacierzami, takich jak analiza migracji czy ekspresji gendw
okreslanej metoda qRT-PCR.

Wyniki (zajmujgce 32 strony) sg jasno przedstawione i zilustrowane
wykresami oraz zdjeciami. Ich interpretacja przez Doktorantke jest wiarygodna i
ostrozna, wskazujgca na dobre zrozumienie zaréwno znakomitych mozliwosci jak i
ograniczen stosowanych metod. Legendy rycin sg wystarczajgco doktadne. Ukfad
wynikow jest uporzadkowany bardziej pod katem stosowanych metod/typu
wykonywanych analiz niz kolejnych etapdéw poszukiwania odpowiedzi na postawione
pytania. Moze to sprawia¢ wrazenie przesuniecia réwnowagi miedzy drogg do
osiggniecia celu (metodyka) a samym celem (odpowiedz na pytanie). Prowadzenie
opisu zgodnie rozwigzywaniem problemu badawczego bytoby dla mnie ciekawsze i
bardziej uzasadnione, to jednak ocena subiektywna, a nie wartosciujgca. Opis
prowadzony jest konsekwentnie, moze by¢ wiec uznany za prawidtowy.

Pierwsza czes¢ opisu dotyczy przygotowania konstruktéw plazmidowych i
wyprowadzania linii komérkowych ze zmieniong ekspresjag HAX1, w tym linii
przygotowanych do uzycia w metodzie CRAC. Kolejna czes¢ to opis wykorzystania
CRAC do identyfikacji puli RNA wigzgcych sie do biatka HAX1. Identyfikacje
przeprowadzono z wykorzystaniem NGS na platformie Illumina Mi-Seq. W moim
przekonaniu ta czes¢ wynikdw stanowi najciekawszg i najbardziej wartosciowg
poznawczo cze$¢ pracy i bedzie prawdopodobnie podstawg zaréwno publikacji jak i
dalszych, bardziej szczegdétowych badan. W kolejnym etapie Doktorantka uzasadnia

wybdr osmiu transkryptéw zidentyfikowanych jako RNA wigzace sie do biatka HAX1.
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Ich dobor jest racjonalny — wybrane transkrypty reprezentujg rézne miejsca lokalizacji

sekwencji wigzgcej sie z biatkiem. Przeprowadzone badania miaty na celu
sprawdzenie czy wyciszenie ekspresji HAX1 wptywa na poziom ekspresji wybranych
osmiu transkryptéw. Doswiadczenia wykonano na linii HeLa, MDA-MB-231 i MCF-7.
Wyniki wskazujg, ze potencjalna regulacja nie ma charakteru uniwersalnego lecz jest
raczej charakterystyczna dla danej linii komérkowej. Interpretacja doswiadczen musi
by¢ ostrozna ze wzgledu na odmiennos¢ wynikdéw uzyskiwanych w przypadku
niektdrych genéw w poszczegdlnych klonach tej samej linii. Na uznanie zastuguje
wykonanie przez Doktorantke doswiadczen na réznych klonach, co pozwala od razu
zweryfikowac istotnosé biologiczng niektdorych obserwowanych korelacji. Kolejna
cze$¢ opisu wynikéw dotyczy analizy mikromacierzowej, majacej wykaza¢ wptyw
wyciszenia HAX1 na transkryptom badanych komérek linii HeLa, MDA-MB-231 i MCF-
7. Moim zdaniem interpretacja analiz mikromacierzowych przeprowadzonych na
liniach komérkowych (linia kontrolna versus linia z wyciszong ekspresjg badanego
genu) musi by¢ bardzo ostroina, zwtaszcza biorgc pod uwage opisane wczesniej
roznice w ekspresji analizowanych gendw miedzy poszczegdlnymi klonami linii.
Zastanawiam sie tez, czy nie lepszym rozwigzaniem bytoby wykonanie analizy
transkryptomowej NSG RNA-seq, analogicznie jak przy identyfikacji RNA zwigzanego z
HAX1. To mogtoby utatwi¢ poréwnywanie wynikéw i zwiekszy¢ mozliwosci
formutowania wiarygodnych wnioskéw. Ostatnia czes¢ Wynikéw to opis doswiadczen
analizujacych wptyw wyciszenia HAX1 na migracje komodrek trzech badanych linii w
tescie zarastania rysy in vitro.

Opis wynikéw nasuwa mi kilka pytan i sugestii:
- Str. 77, Ryc. 19: Legenda pod rycing moéwi o wyciszonej i niezmienionej ekspresji
genu. Linia kontrolna to linia z wprowadzonym konstruktem kontrolnym. Taki ukfad
jest prawidtowy. Jednak aby méwié o ekspresji niezmienionej w linii kontrolnej lepiej
bytoby pokaza¢ dodatkowo linie intact, bez modyfikacji. Lepiej bytoby tez nie
przycina¢ tak mocno zdjeé pokazujgcych prazki na blocie z linii HEK293, nawet jesli
dzieki temu unika sie pokazania ewentualnych prazkéw niespecyficznych.
- Str. 79, Ryc. 21 Na elektroforegramie pokazany jest marker masowy (A
RcoRI+Hindlll). Wydaje mi sie, ze podpis dtugosci prazkdw nie jest prawidtowy — to
nie wptywa na informacje wynikajaca z elektroforezy, ale prazek podpisany jako 4973
bp powinien mie¢ chyba dtugos¢ 3530 bp.
- Str. 87: opis konczy sie informacja, ze wyniki "poddano kolejnym analizom w celu

zawezenia listy zwigzanych RNA do tych najbardziej prawdopodobnych". Bytoby

ciekawe napisanie kilku zdan na temat rodzaju analiz, a przede wszystkim ich
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wynikéw — jakie RNA wytypowano. Taka informacja wynika posrednio z dalszych
opisow, ale lepiej bytoby jg umiesci¢ w tym miejscu.

- Badania poziomu ekspresji mRNA wybranych gendow (Ryc. 34): wartosciowe bytoby
sprawdzenie poziomu nie tylko mRNA, ale réwniez biatka. Moze sie bowiem okazaé,
ze interakcja z HAX1 nie wptywa na poziom transkryptu, ale moze wptywaé na
efektywnos¢ translacji. W opisie tych wynikow brakuje mi informacji o analizie
statystycznej, istotnosci réznic nie sg rowniez zaznaczone na wykresach. Opis
doswiadczen: "We wszystkich trzech badanych liniach uzyskano zmiany ekspresji
wybranych transkryptéw w kazdym z dwéch klondw z wyciszong ekspresjg genu
HAX1 w poréwnaniu dl klonu z niezmienionym poziomem ekspresji genu HAX1" jest
zbyt lakoniczny. Warto bytoby tez odnie$¢ sie do obserwowanych rdznic miedzy
liniami i miedzy klonami. Moze warto bytoby sprawdzié (analizujgc wiecej klondow dla
wybranego genu) na ile poziom wyciszenia HAX1 w rdinych klonach moze
przyczyniac sie do obserwowanych réznic?

- Str. 101: stwierdzenie, ze gen ARPC2 ma wyrazZnie obnizong ekspresje we wszystkich
trzech liniach wydaje mi sie dyskusyjne w przypadku linii MCF-7. Mam tez watpliwos¢
czy mozna mowié o analizie w 6 powtdérzeniach jesli sg to trzy powtdérzenia dla linii
kontrolnej i trzy powtdrzenia dla linii z wyciszong ekspresjag HAX1. Dla mnie to
doswiadczenie wykonane w trzech powtdrzeniach.

- Ryc. 37: brakuje informacji o analizie statystycznej i zaznaczenia istotnosci réznic na
wykresach.

- Ryc. 38: przy badaniach migracji metodg zarastania rysy istnieje ryzyko wptywu na
tempo zarastania rysy przez proliferacje, a nie tylko migracje komérek. W jaki sposdb
wykluczona zostata (lub sprawdzona) proliferacja badanych komdrek?

Dyskusja obejmuje 13 stron i skupia sie przede wszystkim na podsumowaniu
uzyskanych wynikédw oraz ich omoéwieniu w $wietle mozliwych regulacji ekspresji
gendw, wptywu na dojrzewanie RNA i mozliwe znaczenie funkcjonalne.
Whioskowanie to jest nieco spekulatywne ze wzgledu na typ uzyskanych w pracy
danych, ale uzasadnione. Sugerowane znaczenie biologiczne opisanych interakcji,
choé¢ bedzie wymagaé dalszych badan, jest bardzo ciekawe. Co istotne, wnioski
wysuwane sg ostroznie — w kazdym razie Doktorantka pisze o sugestiach i
wskazéwkach, a nie o dowodach wynikajgcych z przeprowadzonych badan. Nie
wysuwa tez wnioskéw o rzeczywistej zaleznosci proceséw na podstawie stwierdzenia
korelacji. Troche brakuje mi natomiast w Dyskusji proby wyjasnienia réznic miedzy
liniami, albo przedyskutowania podobnych rozbieznosci stwierdzanych w innych
badaniach — zwtaszcza préby rozwazenia na ile tego typu analizy odzwierciedlajg

rzeczywiste rdéznice biologiczne w komédrkach pierwotnych. Warto bytoby tez nieco

wdy

b4

UNIWERSYTET
JAGIELLONSKI
W KRAKOWIE

Wydziatl Biochemii,

Biofizyki i Biotechnologii

Zaktad Biotechnologii

Medycznej

prof. dr hab. Alicja Jozkowicz

ul. Gronostajowa 7
PL 30-387 Krakéw
tel. +48 12 664 6411
+48 519 347 621
fax +48 12 664 6918

alicja.jozkowicz@uj.edu.pl

http://biotka.mol.uj.edu.pl/zbm/



gtebiej przedyskutowac uzyskane wyniki w kontekscie pierwszej pracy opisujacej
interakcje HAX1 i RNA wimentyny, w ktdrej zwracano uwage na specyficznosc
wigzania. Duza i ciekawa czes¢ dyskusji poswiecona jest metodyce badania interakcji
RNA-biatko oraz ocenom profilu ekspresji gendw. Doktorantka wskazuje na
ograniczenia stosowanych w badaniach metod. Takie podejscie $wiadczy o
rzetelnosci badawczej i zastuguje na uznanie.

Whioski wyodrebnione w osobny podrozdziat stanowig liste najwazniejszych
obserwacji poczynionych w trakcie realizacji pracy. Sg one jasno sformutowane i majg
potwierdzenie w wynikach doswiadczen.

Praca pod wzgledem edytorskim przygotowana jest poprawnie, zawiera
troche btedéw literowych, ale sg one nie do unikniecia. Moze warto na przysztosé
pamietaé, ze nazwa fundacji The Wellcome Trust pochodzi od nazwiska, stad
pisownia przez dwa "L". Ten btgd pojawia sie wielokrotnie w pracy. Niezrecznosci
stylistyczne i btedy gramatyczne sg niewielkie (np. stosowanie rodzaju nijakiego do
RNA). Drobne niedociggniecia edytorskie nie wptywajg na jakos¢ merytoryczng pracy.

Podsumowujac, badania opisane przez Doktorantke dotyczg bardzo
ciekawego tematu, a wykonane zostaty z wykorzystaniem nowoczesnych i dobrze
dobranych metod. Pozwolity na uzyskanie wartosciowych i wazinych poznawczo
danych, ktére mogg by¢ réwniez punktem wyjscia dla wielu kolejnych prac. Uwazam,
ze pani mgr Ewelina Macech-Klicka zrealizowata zatozone cele badawcze i
stwierdzam, ze przedstawiona mi do recenzji praca spetnia wszystkie wymogi
rozprawy doktorskiej. W zwigzku z tym prosze wysokg Rade Centrum Onkologii-
Instytutu im. Marii Sktodowskiej-Curie o dopuszczenie pani mgr Eweliny Macech-

Klickiej do dalszych etapdw przewodu doktorskiego.

Z powazaniem,

Wy
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