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OCENA PRACY DOKTORSKIEJ MGR KAROLINY MIAREK-BUKOWIEC, ZATYTULOWANE):

ROLA CZYNNIKOW CIS | TRANS W REGULACJI POZIOMU BIAtKA ADAPTOROWEGO LAT

Praca doktorska pani mgr Karoliny Marek-Bukowiec przedstawia wyniki badan
przeprowadzonych przez doktorantke pod kierunkiem pana profesora dr hab. Arkadiusza
Migzka w Laboratorium Immunologii Nowotwordw, wchodzacym w sktad Zakfadu
Immunologii Nowotwordéw, Instytutu Immunologii i Terapii Doswiadczalnej PAN. Celem pracy
byto poznanie mechanizmoéw regulacji ekspresji ludzkiego genu LAT w limfocytach T. Biatko
kodowane przez gen LAT, nazwane linker for activation of T cells, jest istotnym elementem
przekazywania sygnatéw od aktywowanych receptoréow limfocytéow T (TCR). Nieprawidtowy
poziom lub nieprawidtowa aktywnos¢ biatka LAT jest wykrywana u oséb z zaburzeniami
ukfadu odpornosci, takimi jak autoagresja, alergia, czy zakazenia uposledzajgce odpornosé,
dlatego wydaje sie ze poznanie regulacji ekspresji tego biatka, oprécz wiedzy podstawowej,
moze przynies¢ tez korzysci praktyczne.

Zespot kierowany przez pana profesora Arkadiusza Migzka wywodzi sie z grupy badawczej
profesora Pawta Kisielowa, czyli najlepszej w Polsce grupy immunologoéw eksperymentalnych.
Ponadto, zespdt badawczy ma liczne kontakty miedzynarodowe wynikajace z pracy
promotora w bardzo dobrych zespotach zagranicznych immunologéw, zajmujgcych sie
limfocytami T. Mozna wiec przyjg¢, ze doktorantka znalazta idealne $rodowisko do
zrealizowania zatozonych celéw naukowych.

Przedstawiona do oceny praca liczy 114 strony, sktadajg sie na nig nastepujace rozdziaty:
spis tresci, wykaz skrétéw uzywanych w pracy, przedstawienie celu badan, opis stosowanych

materiatébw i metod, wyniki, dyskusja, wnioski, potem streszczenia w jezyku polskim



i angielskim, spis cytowanej literatury oraz irédet internetowych a na konicu spis tabel. Dos¢
nietypowe jest umieszczenie streszczed w konicowej czeéci rozprawy, wydaje sie, ze nie jest
to najlepsze rozwigzanie. Rolg streszczenia jest bowiem wprowadzenie czytelnika
w omawiany problem. Praca jest zredagowana starannie, jezyk i styl sa poprawne, nie ma
btedoéw gramatycznych i interpunkcyjnych, zawiera jednak troche tzw. literéwek.

Woprowadzenie liczy 26 stron i jego struktura jest wiasciwa. Zaczyna sie od ogdlnych
zagadnied zwigzanych z mechanizmami regulacji ekspresji gendw, nastepnie opisuje
mechanizm transkrypcji genow i translacji biatek. Dalej opisane sa modele komdrkowe
istotne dla pracy doktorskiej. Potem wprowadzenie zmierza ku badanemu biatku LAT, jego
funkcji w aktywacji limfocytow T, zaburzeniom dotyczacym tego biatka, ktére wystepuja
w chorobach uktadu odpornosci. Niestety, powaznym brakiem tej czesci pracy jest niemal
catkowity brak rycin i schematow. Biatko LAT jest elementem skomplikowanego systemu
sygnalizacji aktywowanego receptora TCR i bytoby duzym ufatwieniem dla czytelnika, gdyby
jego umiejscowienie w szlaku sygnatowym bylo zaprezentowane na rysunku.

W tej czesci pracy niezrozumiate jest dla mnie zdanie ze strony 15, ktére zaczyna sie od
stwierdzenia: ,Brak metylacji wykrywany jest w obszarach o duzym zageszczeniu sekwencji
CG...”. Wydaje mi sie, ze wykrywa sie metylacje, a nie ich brak.

Inna watpliwos$¢ nasuwa mi sie w zwigzku ze stwierdzeniem ze strony 31, ze ,Astma ...
stanowi jedng z najczesciej diagnozowanych choréb autoimmunizacyjnych...”. Moim zdaniem
astma jest powiktaniem diugotrwatych standéw alergicznych, i jej mechanizm jest inny niz
chordb z autoagresji.

Cel badan jest jasno i logicznie sformutowany. 15-stronicowy rozdziat ,Materiaty
i metody” jest jasno i szczegotowo napisany. Jedynym moim zastrzezeniem do tego rozdziatu
jest to, Ze nie podano w nim ile razy powtarzano eksperymenty. W szczegélnosci jest to
istotne w przypadku eksperymentdéw typu Western-blot.

Rozdziat ,, Wyniki” liczy 23 strony. Opisano w nim rezultaty eksperymentéw prowadzonych
przez doktorantke, oraz rezultaty analiz wykonanych z wykorzystaniem publicznie
dostepnych baz danych. Wyniki sg klarownie opisane i ilustrowane rycinami. Do drobnych
uchybieh moina zaliczy¢ to, ze w opisie ryciny 11 na stronie 66 nie zostalo wyjasnione
wystgpujace na rycinie oznaczenie LNs, ktdre nie jest tez wyjasnione w tekscie, ani w spisie
skrotéw. Na rycinie 11e podano liczhowe wartosci intensywnosdci prazkdw, nie jest jednak

jasne, czy dotyczy to jednego pomiaru, czy jest to Srednia z kilku pomiarow. Na stronie 67 jest



odwotanie do ryciny 3. Wynika z niego, ze na rycinie 3 powinny by¢ zilustrowane transkrypty
MRNA z komoérek JCaM2 stymulowanych PMA. Tymczasem rycina 3 nie zawiera takiego
wyniku.

W 12-stronicowej ,Dyskusji” doktorantka przedyskutowata swoje wyniki na tle danych
dostepnych w literaturze naukowej. Rozdziat ten jest dobrze napisany i jego tres$¢ swiadczy
o tym, ze doktorantka dobrze zna literature naukowa z badanej przez siebie dziedziny.

Na stronie 86 pracy znajduje sie rozdziat ,Wnioski”. Wnioskéw tych jest 6. Trudno mi sie
jednak zgodzi¢ z tym, ze sg to faktycznie wnioski, gdyz uzyte sformutowania sg raczej bardzo
skrétowym podsumowaniem tego co odkryto w trakcie realizacji pracy.

Cytowana literatura to 214 publikacji z badanej dziedziny. Wszystkie cytowane publikacje

sg anglojezyczne i pochodzg z renomowanych czasopism naukowych.

Analizujac prace doktorska pani mgr Karoliny Marek-Bukowiec nalezy podkresli¢, ze temat
pracy jest bardzo ciekawy naukowo, a eksperymenty zostaly logicznie zaplanowane
i starannie wykonane. Za najwazniejsze i najlepiej udokumentowane osiaggniecia tej pracy
uwazam:

» wykazanie, ze w podlinii komérek Jurkat (JCaM2), w ktérej biatko LAT nie jest

konstytutywnie obecne, gen kodujgcy to biatko jest zmutowany w dwdch miejscach.

e wykazanie, ze jedna z mutacji jest ulokowana w czesci promotorowej, a druga
w czesci kodujgcej i zmienia sktad aminokwasowy biatka LAT.

» wykazanie, Zze biatko ze zmienionym skfadem aminokwasowym ulega translacji
w komorkach i jest stabilne.

e wykazanie, ze mutacja w intronie 1 w istotny sposdb zmienia aktywnos¢ promotora.

* wykazanie, ze pomimo obecnosci dwdch opisanych mutacji, ekspresja biatka LAT
moze by¢ przywrdcona przez aktywacje wewnatrzkomorkowych Sciezek sygnatowych
za pomoca PMA.

* wykazanie udziatu czynnikdw transkrypcyjnych SP w regulacji regionu promotora,

ktéry ulegt mutacji w komorkach JCaM?2.

Wymienione wyzej osiggniecia byly mozliwe dzieki prawidlowemu sformutowaniu hipotez
badawczych, dobrze zaplanowanym eksperymentom oraz opanowaniu szerokiego zakresu

metod badawczych z zakresu biologii komorki oraz biologii molekularnej.



W trakcie lektury dyskusji pracy nasuneta mi sie jednak pewna uwaga polemiczna.
Autorka, po sprawdzeniu ze biatko LAT ze zmieniong sekwencja aminokwasowg ulega
translacji w prawidtowej wielkosci, oraz ze jest stabilne, zatozyfa ze biatko to ma prawidtowg
funkcje. Wydaje mi sie, ze takie zatozenie nalezy w jaki§ sposob zweryfikowac. Prosze wiec
o zaproponowanie eksperymentu, ktory mégtby wykazaé, czy réwniez funkcja zmutowanego
biatka LAT jest identyczna z funkcja prawidtowego odpowiednika.

Moje uwagi do przedstawionej do oceny rozprawy nie umniejszaja jej wartosci naukowej,
ani znaczenia przeprowadzonych eksperymentow. Praca doktorska mgr Karoliny Marek-
Bukowiec stanowi spdjng i dojrzale opracowang prace naukowq. Doktorantka wykazata, ze
posiada wiedze w swojej dyscyplinie naukowej, potrafi analizowa¢ wyniki i wyciggac z nich
uzasadnione wnioski. Podsumowujgc, moja ocena przedtozonej do recenzji pracy doktorskiej
zatytutowanej: Rola czynnikéw cis i trans w regulacji poziomu biatka adaptorowego LAT jest
pozytywna. Rozprawa doktorska spetnia warunki okreslone w Ustawie o stopniach
naukowych i tytule naukowym i dlatego wnosze o dopuszczenie mgr Karoliny Marek-
Bukowiec przez Rade Naukowa Instytutu Immunologii i Terapii Doswiadczalnej PAN do
dalszych etapéw przewodu doktorskiego. Wnosze tez do Wysokiej Rady o wyr6znienie
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ocenianej pracy.



