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Ocena rozprawy doktorskiej
mgr Mateusza Jana Chmielarczyka
pL.
Identyfikacja i analiza nowych oddzialywan antyapoptotycznego czynnika HAX1 i ich rola w

procesie nOWotworowym

1. Tematyka rozprawy doktorskiej

Badania obj¢te rozprawa dotycza poznania nowych funkcji komorkowych biatka HAX1 (ang.
Haematopoietic cel-specific Lyn substrate 1 - associated protein X-1), odkrytego po raz
pierwszy 25 lat temu. Liczne i szerokie badania pokazaly jego wystgpowanie w mitochondriach
ale takze w jadrach, cytoplazmie i blonie komorkowej. Zgromadzono réwniez wiele danych
wskazujacych na zaangazowanie tego bialtka w apoptozie, migracji. adhezji i homostazie
wapniowej. Niezwykle ciekawym spostrzezeniem byl zwigkszony poziom ekspresji biatka
HAXT w kilku nowotworach. Zrozumiale jest zatem, ze waznym zagadnieniem jest molekularny
mechanizm funkcjonowania tego bialka w procesic nowotworowym. Niezbedna jest zatem
glgboka analiza jego oddzialywan z réznorodnymi skiadnikami komoérkowymi a nastgpnie
identyfikacja strukturalnych domen zaangazowanych w swoiste rozpoznanie ligandow. Jest to
oczywiste 1 konieczne, jesli strategicznym celem badan jest opracowanie nowego Srodka
przeciwnowotworowego. Takie dzialania moga by¢ latwiejsze i bardzie) skuteczne. jesli znana
Jest struktura przestrzenna biatka, w tym przypadku HAX1. Problemem jest. jak na razie, brak
wiedzy o budowie Il rz, ktora jak si¢ wyvdaje jest kluczowa dla poznania molekularnego
mechanizmu rozpoznania ligandow oraz ich funkcjonalne znaczenie.

Obecnie brak informacji o strukturze krysztatu HAX1 ani tez o badaniach spektroskopowych z
zastosowaniem spektrometrii magnetycznego rezonansu jadrowego lub dichroizmu kolowego.
Ograniczenia te moglyby by¢ jednak pokonane przez wykorzystanie dynamicznie rozwijajgcej

si¢ techniki Cry-EM.



Dotychczasowe proby modelowania dostarczyly ograniczonych 1 niepewnych informacji o
budowie przestrzennej oraz miejscach wigzania niektorych jonéw. Na obecnym etapie badan
HAX1 wydaje si¢, ze bialko to nalezy do grupy nicuporzadkowanych wewngtrznie. Zatem
multifunkcjonalno$¢ oraz plastycznos¢ strukturalna powoduja, Ze poznanie mechanizmu jego
funkcjonowania w procesie nowotworowym jest bardzo trudnym problemem badawczym, z
ktorym mgr Mateusz J. Chmielarczyk, pod kierunkiem prof. dr hab. Ewy A. Grzybowskiej.
zmierzy} si¢ w ocenianej rozprawie doktorskiej. Mozna nawet powiedzie¢, ze poszukiwania
swoistych oddzialywan biatkka HAX1 z réznymi skladnikami komdérkowymi na obecnym etapie

sa podobne do znajdowania igly w stogu siana.

2. Cele pracy doktorskiej

Gtownym celem pracy bylo znalezienie i charakterystyka bialek swoiscie oddzialywujacych z
HAX oraz ich rola w procesic nowotworzenia. Potencjalng grupe 36 bialek wykazujacych
oddziatywania biatko-biatko. otrzymano z analizy drozdzowego systemu dwuhybrydowego. Dla
wyodrgbnienia bialek wybiorczo oddziatywujacych z HAXI1 wykorzystano szereg technik
eksperymentalnych jak ko-immuno-precypitacja oraz jej polaczenie z spektrometria mas, a takze
inne testy funkcjonalne stosowane w badaniach komérkowych.

Na podstawie analizy otrzymanych danych zaproponowano, ze jednym z biatek
charakteryzujacych si¢ duzym powinowactwem do HAXI jest bialko HRAS. Ze wzgledu na
Jjego zaangazowanie W procesie nowotworowej transformacji komorki, wlasnie oddziatywania z
tym bialkiem (p21) poddano dalszej analiziee. HAX1 poprzez domen¢ przy koncu
karboksylowym oddziatuje takze z innymi biatkami rodziny RAS. Wykazano rowniez, ze HAXI
aktywuje HRAS oraz szlak MAPK i moduluje transport HRAS w komorce. Eksperymenty
potwierdzajace te obserwacje zostaly wyczerpujaco opisane i przedyskutowane.

Mozna stwierdzi¢, ze cel pracy doktorskiej zostal osiagniety.

Praca liczy 127 stron i skiada si¢ z 7 rozdzialow. We wstepie doktorant omawia aktualny stan
wiedzy o0 HAX1 oraz metody badawcze oddzialywan pomiedzy bialkami (33 strony). Cele pracy
zostaly opisane ogolnie (1 strona), a materialy 1 metody bardzo dokladnie (19 stron). Formalnie
najdtuzszym fragmentem sa wyniki (46 stron), ale dyskusja liczy tylko 14 stron. Spis literatury
liczy 150 pozycji.

3. Glowne wyniki badan przedstawionych w rozprawie
3.1. Przeanalizowano 9 bibliotek ludzkich cDNA wykorzystujac drozdzowy system

dwuhybrydowy. Lacznie wyodrgbniono 36 bialek oddziatujacych z HAXI.



3.2. Wykazano, ze sekwencja aminokwasow przy koncu karboksylowym (150-279) jest
zaangazowana w wigzanie bialek, gdzie biatko HAX1 bylo przyneta w systemie
dwuhybrydowym.

3.3. Fragment przy koncu C jest rowniez miejscem wigzania dla HAX1 kiedy bylo ofiarg w

Y2H.
. Wyselekcjonowano 13 bialek o najwigkszym powinowactwie do HAX1.
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. Analiza immunoprecypitacji specyficznej dla HAX1 oraz spektroskopii mas pokazata grupe
63 bialek, ktore mozna podzieli¢ na 3 grupy zaangazowane w cykl Krebsa, metabolizm
RNA oraz translacje.

3.6. Porownanie wynikow otrzymanych z drozdzowego systemu dwuhybrydowego oraz
spektroskopii mas pokazato, ze tylko biatko CLPB jest identyfikowane w obu tych
metodach.

3.7. Do walidacji wybrano 7 bialek HRAS, CRYAB, PDGF-$, TRIM2S, TRIP10, DDX3X i
SET, ktore maja wlasciwosci onkogenne. Immunoprecypitacja potwierdzita interakcje trzech
bialek HRAS, DD3X3 i PDGF-f z HAX1.

3.8. Bialka KRAS, NRAS, HRAS i niektore mutanty oddziatuja z HAX1.

3.9. W czgsci komorek (10%) stwierdzono obecnos¢é HAX1 i HRAS w aparacie Golgiego.

3.10. Oddziatywania HAX1 z HRAS stymuluja aktywacj¢ p21.

3.11. Obnizenie poziomu ekspresji urokinazowego akceptora plazminogenu oraz tenascyny C

jest wynikiem wyciszenia genu HAX1.

4. Uwagi do pracy

4.1. Glownym celem pracy bylo znalezienie swoistych oddziatywan bialkowych HAXI
istotnych dla procesu karcinogenezy. Kluczowym warunkiem powodzenia tych wysitkow
byla 1 jest znajomos¢ struktury HAX]1. ktore na obecnym etapie badan nie jest znana.
Doktorant powoluje si¢ na prace innych autorow wskazujacych, ze biatko to jest
wewngtrznie nieuporzadkowane. W takiej sytuacji nalezy wykorzysta¢ wszelkie dostepne
narzg¢dzia biologii molekularnej do analizy bialek. Podstawa jest sekwencja aminokwasow
HAXI, ktorej w pracy nie zauwazylem. Doktorant jej nie zamiescil. Z pobieznej analizy
sekwencji warto podkresli¢ duza liczbg ujemnie natadowanych aminokwasow (Asp. Glu)
oraz aminokwasow z tadunkiem dodatnim (Arg. Lys). lacznie 31. Na uwage zashiguje
rowniez duza ilos¢ Pro., Gly oraz aminokwasow hydrofilowych. Punkt izoelektryczny HAX 1
wynosi 4.76. Sa to elementarne informacje majgce olbrzymie znaczenie w poznaniu

struktury 1 funkcji biatka.



4.3.

4.4.

4.6.

4.7.

4.8.

4.9.

. Jakie metody przewidywania struktury bialek stosowal doktorant w swoich doswiadczeniach
z HAX1?
Przy koncu aminowym HAXI znajduje si¢ oligopeptyd zawierajacy 11 ujemnie

naladowanych aminiokwasow (30-41), ktory zostal zakwalifikowany jako region
nieuporzadkowany. Czy grupy karboksylowe kwasu asparaginowego i glutaminowego nie
maja mozliwosci oddzialywania z kationami (aminokwasy o ladunku dodatnim lub jon
metalu)?

Doktorant przywoluje wezesniejsze badania innych autordw, ze fragment biatka HAX| przy
koncu aminowym (aminokwasy 1-59) jest odpowiedzialny za transport do mitochondriow.
Cecha wspolng peptydow sygnalnych jest ich struktura helikalna. Czy ten warunek jest
spelniony w biatku HAX1?

. Region biatka HAX1 (138-170) proponowany jest jako miejsce wigzania wapnia. Czy takie

oddziatywania zapewniaja 3 reszty kwasu asparaginowego i jedna kwasu glutaminowego?
Na stronie 19 doktorant przywoluje prace wskazujace na zaangazowanie biatka HAX1 w
internalizacji integryny oraz bezposrednie oddzialywanie z podjednostka integryny (Tabela
1). Dlaczego w badaniach wiasnych nie zauwazono oddzialtywan HAXI z integryna?

W badaniach przesiewowych potwierdzono oddziatywania HAX1 z trzema biatkami HRAS,
DDGF-B 1 DDX3X. z ktérych tylko oddzialywanie HAX1 z biatkiem p21 pozostalo w
zainteresowaniach doktoranta (Tabela 9). Dlaczego dwa pozostale biatka nie byly dalej
analizowane?

Doktorant stwierdza niska ,.pokrywalnos$¢™ wynikow testow przesiewowych i thumaczy to
niska specyficznoscig tkankowa kompleksow z HAX1. W jaki sposob doktorant oceniat
SWOIStosc¢ testu?

Doktorant nie zauwazyl zwiazku miedzy ekspresja HAX1 a inwazyjnoscia mimo

zroznicowanej ekspresji niektorych bialek ECM. chociaz sa inne obserwacje w tym zakresie.

4.10. Jakie byly przestanki wyboru okreslonych fragmentow sekwencji HAX1 do analizy

oddzialywan w drozdzowym systemie dwuhybrydowym?

4.11. Jakie byly podstawy wyboru wariantow biatka HAX 1 do oddzialywan z HRAS (str. 65)?
4.12. Czy w badaniach oddziatywan HAX1 z HRAS doktorant rozwazal wplyw modyfikacji

potranslacyjnych p21, ktére sa wazne dla jego funkgji. ale byé¢ moze do oddziatywania z
XAXI1. Wiadomo, ze fragment przy koncu karboksylowym jest izoprenylowany a reszty

cystein C181 i C184 s3 palmitylowane.

4.13. Autor pracy powinien dofozy¢ staran do wlasciwej redakcji tekstu, w ktorym jest duzo

zargonu laboratoryjnego. Przytaczam kilka przyktadow:
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- pokrywalnos¢ sekwencji (str. 11),

- prognozowane struktury (str. 11),

- zamodelowano struktury (str. 11),

- analiza typu NMR (str. 12),

- srodowisko nasladujace btony lipidowe (str. 12),

- IDP pomagaja w modyfikacjach posttranslacyjnych (str. 12),

- kolejne pokolenie proteomikow,

- do zajscia ubikwitynacji (str. 13),

- a takze biatka, ktore maja raptem kilka oddziatywan (str. 13),

- analiza funkcjonalna roli biatka HAX1 (str. 86).

- takie cechy HAX1 jak polarnos¢ (str. 14),

- brak odniesienia w tekscie do Ryc. 10. 11. 16, 17.

- podpis pod Ryc. 13,

- paragraf . Wyniki” nie powinien zawiera¢ dyskusji wynikow doswiadczen wtasnych. To
powinno by¢ w . .Dyskusji”. np. Ryc. 19, str. 71,

- td.

. Wniosek koncowy

1. Wyniki badan przedstawione w pracy doktorskiej mgr Mateusza Jana Chmielarczyka sa
bogatym materialem eksperymentalnym dotyczacym badan nowych, nieznanych bialek oraz
ich wzajemnych oddzialywan w procesie nowotworowym. Rozprawa stanowi takze istotny

wkiad do poznania oddziatywan biatka p21, a w og6inosci bialek G.

)

. Stwierdzam, ze oceniana praca spelnia wymogi stawiane rozprawom doktorskim zgodnie z
Ustawa z dnia 14 marca 2003 o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach 1
tytule w zakresie sztuki (Dz. U, z 2003 r.. Nr 65. poz. 595 z pozniejszymi zmianami
wprowadzonymi przez Dz. U. z 2005 r.. Nr 164, poz. 1365, Dz. U. z 2010 r.. Nr 96, poz.
620, Dz. U. z 2010, Nr 182, poz. 1228) i wnosz¢ do Rady Naukowej Narodowego Instytutu
Onkologii ~ Panstwowego Instytutu Badawczego o dopuszczenie p. mgr Mateusza Jana

Chmielarczyka do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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