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STRESZCZENIE

Biatko LAT stanowi jeden z glownych mediatorow przekazywania sygnalow
srodowiskowych do wnetrza limfocytow T w czasie ich aktywacji. Badania nad tg czasteczka,
zapoczatkowane w latach 90-tych XX wieku, pozwolity na okreslenie jej kluczowego znaczenia
w procesie dojrzewania limfocytow T. Nokaut genu LAT u myszy powoduje zahamowanie
rozwoju tymocytéw w stadium komorek podwoéjnie negatywnych (CD4-CDS8-), co skutkuje
znacznym uposledzeniem dziatania swoistej odpowiedzi immunologicznej tych zwierzat
z powodu braku dojrzatych limfocytow T w obwodowych narzadach limfatycznych. Wéréd
wielu badan nad czasteczkg LAT niewielka uwage skupiono jednak na dwoch fenomenach,
ktorym ona podlega: wystepowaniu alternatywnej, utrwalonej ewolucyjnie izoformy oraz
procesowi jej czesciowej degradacji proteolitycznej. Wyjasnieniu tych dwoéch zjawisk

poswigcono niniejszg prace.

W toku prowadzonych badan okreslono, iz stanowigca znikomy procent transkryptu
genu LAT u cztowieka izoforma LATi6 (z zachowanym intronem 6) ulega translacji,
a powstajace na jej matrycy biatko posiada petng funkcjonalnos$¢ kanonicznej czasteczki LAT.
Dowiedziono réwniez, ze ekspresja tej izoformy w jednojadrzastych komodrkach krwi
obwodowej wybranych gatunkow ssakéw znaczaco si¢ miedzy sobg rdézni — od braku
wystepowaniu u myszy domowej do stanowienia jedynej izoformy mRNA genu LAT u bydta
domowego. Przy pomocy mutacji punktowych usuwajacych lub wprowadzajacych powtorzenia
poliguanidynowe w obreb sekwencji intronu 6 genu LAT u cztowieka wykazano, ze wlasnie te
elementy cis-regulatorowe s3 odpowiedzialne za kontrole wyciecia a tym samym
pozostawienie intronu 6 w dojrzalym mRNA genu LAT. Biatko LATi6 charakteryzuje si¢
identycznym profilem lokalizacji w obregbie przedzialow subkomoérkowych a takze réwnie
skutecznie posredniczy w przekazywaniu sygnalow w pierwszym etapie aktywacji limfocytow

T co kanoniczna forma biatka LAT. Cechuje si¢ jednak znacznie krotszym okresem pottrwania.



Moze mie¢ to wptyw na dalszy etap ksztattowania si¢ odpowiedzi immunologicznej limfocytu
T, a zwlaszcza jej] wzmocnienie, co zaobserwowano na drodze zwigkszonego wydzielania
interleukiny 2 w komorkach JCaM2 ekspresjonujacych izoform¢ LATi6 (w odniesieniu do
komorek JCaM2 LAT). Otrzymane wyniki sugeruja, ze obecnos$¢ izoformy LATi6 z punktu
widzenia ewolucji jest uzasadniona a wzmozony stopien jej degradacji moze prowadzi¢ do

zwigkszenia skutecznosci kontroli nad odpowiedzig odpornosciowa limfocytow T.

W drugim etapie badan skupiono si¢ na poznaniu biologicznej funkcji oraz
molekularnego mechanizmu ograniczonej proteolizy biatka LAT w limfocytach T 1 ich
prekursorach. Stosujac technike Western blot okreslono doktadny wzor degradacji biatka LAT
w lizatach z limfocytow T (i ich prekursoréw) poddanych dziataniu czynnikéw
proapoptotycznych. Ustalono, ze jeden z produktow degradacji biatka LAT — N-koncowy
fragment o wielkosci ok. 17 kDa — pozostaje zakotwiczony w btonie nawet po catkowitym
zdegradowaniu pozostatych czesci biatka LAT. Fragment ten mimo braku mozliwosci
tworzenia funkcjonalnego sygnatosomu zachowuje wybidrcza zdolno$¢ do oddziatywania
z bialkami inicjujacymi kaskady przekazywania sygnalow (TRAF6, kinaza LCK), co moze
przektada¢ si¢ na jego aktywno$¢ immunosupresyjng. Wykazano réwniez, ze za proces
proteolizy adaptora LAT odpowiedzialne sa kaspaza 8 i/lub granzym B. W dalszym etapie
badan dowiedziono, iz fosforylacja reszt tyrozyn regulatorowych adaptora LAT w sposob
skuteczny hamuje jego degradacje. Ze wzgledu na ograniczenia techniki Western blot, na
potrzeby pracy opracowano oryginalng metode identyfikacji degradacji biatka LAT na
poziomie pojedynczych komoérek z wykorzystaniem cytometrii przeptywowej. Stosujac te
technike okres$lono kinetyke degradacji adaptora LAT, potwierdzono udzial w tym procesie
biatek z rodziny kaspaz, a takze wykazano, ze zjawisko to wyprzedza w czasie przemieszczenie
si¢ fosfatydyloseryny na zewnetrz btony cytoplazmatycznej podczas inicjacji procesu
apoptozy. Przy jej uzyciu stwierdzono ponadto, ze tymocyty o fenotypie CD4"CD8"*"FoxP3"
sa oporne na proteoliz¢ biatka LAT wywotang silng stymulacja poprzez receptor TCR.
Degradacja biatka LAT, okreslona za pomocg opracowanej metody cyofluorometrycznej, moze
by¢ zatem z powodzeniem zastosowana jako wczesny marker apoptozy limfocytéw T
a oporno$¢ na nig jako dodatkowy marker charakteryzujacy subpopulacje limfocytow T

regulatorowych.



