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Ocena

rozprawy ha stopien naukowy doktora nauk przyrodniczych magister biotechnologii Karoliny
Marek-Borowiec z Laboratorium i Zaktadu Immunologii Nowotwordéw Instytutu Immunologii i

Terapii Do$wiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda PAN we Wroctawiu pt.
Rola czynnikéw cis i trans w regulacji poziomu ekspresji biatka adaptorowego LAT.

Immunologia — nauka o odpornosci, przestaje by¢ w XXI wieku naukg o obecnosci i funkcji komorek,
ich receptoréw, czy ptynoéw biologicznych. Podobnie jak wiele innych dziedzin, wkroczyta w
mikrokosmos molekut biatkowych i enzymatycznych, kwasow nukleinowych i ich fragmentow,
wzajemnych oddziatywan, ekspresji etc. Pojecie genomu i kodu genetycznego okazafo sie za waskie
dla wyjasnienia zfozonych zjawisk biologicznych. Coraz wazniejsze miejsce zajmuje obecnie
fenomenologia epigenetyczna pozwalajaca lepiej zrozumie¢ mechanizmy regulacji ekspresji genu.
Biatka histonowe tworzace wraz z DNA chromatyng jadrowa, odpowiadaja za funkcje regulatorowe
epigenomu, wykazujac duzg elastycznosc¢ na bodzce érodowiska. Jednym z wielu gendéw kodujgcych
biatko o wyraznych wiasciwosciach regulacyjnych jest LAT (ang. Linker for Activation of T cells).
Biatko LAT, produkt tego genu petni kluczowq role w rozwoju komdrek ukfadu immunologicznego,
gtéwnie limfocytéw T w pierwotnych i wtérnych narzadach limfatycznych. Mechanizm dziatania
tego biatka, kooperacja z produktami innych genéw w przebiegu aktywacji limfocytow T, zaréwno
normalnych jak i w stanach chorobowych — pozostaja w dalszym ciggu niewyjasnione na poziomie
molekularnym. Kandydatka, mgr Karolina M-B. postanowita zmierzy¢ sie¢ z tym wyzwaniem,
korzystajac z modelu 2 ludzkich lini komérkowych, Jurkat — ostrej biataczki limfoblastycznej T oraz
jej pochodnej, mutantu JCaM2, w ktorej doszto do braku ekspresji genu LAT. Celem badari byto
znalezienie przyczyn molekularnych deficytu genu LAT i identyfikacja czynnikdw regulatorowych cis

i trans,. niezbednych dla wiasciwej regulacji transkrypcji LAT.

Wprowadzenie do Rozprawy, poprzedzone spisem treéci i wykazem skrotow, jest
kompetentnym przedstawieniem zagadnier bedacych przedmiotem badan, zrozumiatym nawet dla
nieprzygotowanego czytelnika. Autorka omawia kolejno zasady i poziomy ekspresji genow,
zagadnienie epigenomu i jego modyfikacje a zwtaszcza metylacjg i acetylacje. Duzo miejsca
poséwieca regulacji ekspresji na poziomie transkrypcji. Dzieli czynniki regulatorowe na 2 grupy, cis i
trans. Do cis zalicza promotory minimalne (rdzeniowe), sekwencje w ich poblizu obecne w DNA jak

motywy wyciszajace/wzmacniajace transkrypcje, insulatory oraz elementy naprowadzajace. Trans



obejmuja czynniki transkrypcyjne, modyfikowane histony, niekodujgce mate RNA. Wynikiem
oddzialywan pomiegdzy cis i trans moze by¢ zarowno indukcja jak i represja sekwencji kodujacych
genomu. Autorka podkresla ztozony proces inicjacji transkrypcji, udziat w nim kilkudziesigciu biatek,
interakcje czynnikéw transkrypcyjnych z promotorami i enhancerami genowymi, werbowanie biatek
pomocniczych a zwlaszcza enzymow modyfikujgcych histony i remodulujace chromatyne przez
czynniki transkrypcyjne. Wiasciwa synteza RNA jest nastepstwem interakcji polimerazy RNA z
chromatyna. Kolejno, Kandydatka omawia translacje,. wymienia jej 3 etapy, inicjacjg, elongacjg |
terminacje. Zwraca uwagg na zlozonosS¢ tej ostatniej, wymagajacej udziatu 3 tripletow
nukleotydowych i 3 czynnikéw uwalniajacych, warunkujacych oddysocjowanie nowo wytworzonego
biatka z rybosomu. Duzo uwagi poswigca genom 0 ekspresji tkankowo-specyficznej i hipotezom
zwigzanym z powstawaniem biatek o tych cechach. Z danych NGS (next generation sequencing)
wynika, ze chromatyna tych gendw rozni sig od innych wzorem modyfikacji histonow, metylacija,
obecnoécig niestabilnych czasteczek nukleosomow itp. Nastgpnym omawianym zagadnieniem
Wstepu jest problem zmian profilu ekspresji genéw w trakcie rozwoju i aktywacji limfocytow T.
Kandydatka stusznie zaczyna wywod od macierzystych komérek hematopoetycznych i od roli
cytokin w wyborze $ciezki roznicowania komorek i podaje, ze w procesie tym bierze udziat co
najmniej 50 czynnikéw transkrypcyjnych. Ciekawym stwierdzeniem jest informacja (szkoda, ze nie
poparta pozycja pismiennictwa), ze prekursory limfocytéw T (CLP — common lymphoid progenitors)
maja potencjat réznicowania sig rowniez w komorki dendrytyczne i monocyty. Rozwdj limfocytow T
w grasicy omoéwiony jest szczegétowo z uwzglednieniem czynnika transkrypcyjnego NOTCHI1 i

kolejnych stadiéw DN (double negative) komorek T.

Koricowa cze$¢ Wstepu Kandydatka poswigcita roli biatek adaptorowych a w szczego6lnosci biatka
LAT w funkcjonowaniu limfocytéw T. Biatka adaptorowe , nie majace aktywnosci enzymatycznej, sa
obecnie uwazane za faczniki molekularne miedzy receptorami powierzchni komorki a czasteczkami
warunkujacymi wewngtrzkomdrkowa transdukcje sygnatu. Wéréd wielu biatek adaptorowych LAT
wyrdznia sig tym, ze pierwszy ulega aktywacji po sygnale z receptora TCR i po fosforylacji reszt
tyrozynowych przez kinazg ZAP-70. Wchodzi w interakcje z wieloma biatkami tworzac kompleksy
biatkowe niezbedne dla dalszego przekazu sygnatu aktywacji. Warto tu dodaé, ze zidentyfikowano
wiele innych biatek adaptorowych jak SLP-76, NCK i inne, ale LAT jest obecnie najlepiej poznanym.

Autorka przytacza dane z badarn na myszach, z ktorych wynika, ze zwierzeta LAT-/- sa catkowicie



pozbawione dojrzatych limfocytow T. Dysfunkcja genu LAT spowodowana zastgpieniem kodonu
tyrozyny kodonem fenyloalaniny prowadzi natomiast do silnej proliferacji limfocytow TCD4+ o
fenotypie Th2, sekrecji cytokin prozapélnych i produkcji autoprzeciwciat przez limfocyty B.
Powyzsze dane staty sie przyczyna duzego zainteresowania problematyka biatka LAT w odniesieniu
do ludzkich chordb autoimmunizacyjnych i zapalnych takich jak toczen uktadowy, reumatoidalne

zapalenie stawdw czy astma.

W zakorczeniu Wstepu Kandydatka krétko scharakteryzowata czynniki transkrypcyjne dziatajgce
jako pozytywne/lub negatywne regulatory biatka LAT a takze czynniki wywotujgce jego ekspresje jak
ester forbolu (PMA) czy przeciwciato anty-CD3. Wspomniany wczesniej Cel badan zostat
uzupetniony o poszukiwanie przyczyn zjawiska reekspresji biatka LAT w stymulowanych przez PMA

komorkach JCaM2, pozbawionych w wyniku mutacji jego ekspresiji.

Materiaty i Metody rozprawy sa rozbudowane i w petni zgodne ze wspétczesng wiedzg i
praktyka biologii molekularnej. Sekwencjonowanie genu LAT zostato powigzane z analizg in silico
konsekwencji jego mutacji. Dla analiz reporterowych Autorka stworzyta panel dziewigciu
konstruktéw posiadajacych fragmenty sekwencji genomowej genu LAT. Korzystata szeroko z
dostepnych publicznie zbioréw danych z projektéw sekwencjonowania nowej generacji (NGS) w

bazie GEO oraz na serwerze ENCODE.

Wyniki zawieraja bardzo duzo nowych informacji. Sekwencjonowanie plazmidéw z fragmentem,
genu LAT z komérek Jurkat i JCaM2 pozwolito na wykrycie 2 mutacji w genie LAT komorek JCaM2,
nieobecnych w komérkach Jurkat. Korzystajac z analizy In silico, Autorka wykazata, ze wykryte
mutacje znajdujg sie w miejscach genu o sekwencji konsensusowej dla biatek — aktywatorow
transkrypcji. Na podstawie testéw reporterowych z uzyciem plazmidéw majacych wklonowany
intron z mutacjg punktowa, wykazano, ze obecnos¢ mutacji powoduje spadek aktywnosci

promotora o 50%, co moze ttumaczy¢ break ekspresji biatka LAT w zmutowanych komarkach.

Przebadano takie profile interakcji biatek biatek regulatorowych z sekwencjg genu LAT i LAT2
obecnego w linii B-komdrkowej. W przypadku linii T-komdrkowe] (Jurkat) aktywnos¢ transkrypcyjna
znajduje sie gtéwnie w obrebie sekwencji promotora proksymalnego o zwigkszonej wrazliwosci na

ciecie DNA-azg I, w przeciwienstwie do linii B-komorkowej majacej gen LAT2.



Ciekawa obserwacja byto spostrzezenie, ze kwas walproinowy, znany lek antyepileptyczny
dziata hamujaco na ekspresje LAT indukowana PMA, na etapie regulacji transkrypcji. Wykazano
takze wazna role tzw. biatek SP, petnigcych funkcje czynnikéw transkrypcyjnych, w aktywnosci
promotora proksymalnego. Ich inaktywacja obnizata aktywno$¢ promotora o 50%. Swiadczyto to

razem, o duzej ztozonoéci mechanizméw odpowiedzialnych za ekspresjg LAT w komorce.

Dyskusja jest stosunkowo krétka ale charakteryzujgca w kompetentny sposdb uzyskane wyniki w
konfrontacji z danymi z pismiennictwa. Sze$¢ wnioskow pracy trudno nazwa¢ wnioskami, bo sg to
ogdlne stwierdzenia bedace podsumowaniem wynikéw. ,Wnioski” 2 i 4 sg bardzo podobne, dotycza

poznania nowych czynnikow regulatorowych (cis i trans) i moga by¢ zastgpione jednym zdaniem.

Piémiennictwo liczy 216 pozycji, jest bardzo dobrze dobrane, catkowicie anglojezyczne i jak
najbardziej odpowiadajace wspotczesnej wiedzy. Kilkunastu cytowanych autoréw w tekscie pracy
nie mogtem jednak znalez¢ w spisie piSmiennictwa. Ponadto, wydaje sie, ze tytut rozprawy
akcentujacy role czynnikdw cis i trans w regulacji poziomu ekspresji biatka LAT jest niezupetnie

zgodny z catoksztattem badan, ktorych zakres jest znacznie szerszy.

Pomimo tych drobnych formalnych uwag krytycznych catoéé rozprawy oceniam bardzo wysoko ze
wzgledu na wazno$¢ tematu, wysoki i w petni aktualny poziom warsztatu badawczego a takze
intelektualng dojrzato$é Autorki, widoczng chocby w powszechnym korzystaniu z 10 Zrodet

internetowych w tworzeniu nowych idei i koncepciji badawczych.

Stawiam wniosek do Wysokiej Rady Naukowej Instytutu Immunologii i Terapii Doswiadczalnej im.
Ludwika Hirszfelda Polskiej Akademii Nauk we Wroctawiu o dopuszczenie mgr Karoliny Marek-

Bukowiec do dalszych etapéw przewodu doktorskiego. Jednocze$nie postuluje wyrdznienie pracy.

Zziﬁi m/ ki
Prof. hab med Jan Zeroms

Poznan, 20 maja 2016 r



