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Recenzja rozprawy doktorskiej Pana mgra inz. Mikolaja
Klossowicza pt. ,,Ograniczona proteoliza bialka adaptorowego
LAT: nowy mechanizm regulacji sygnalizacji
wewnatrzkomorkowej limfocytow T”.

Przedstawiona do recenzji rozprawa dotyczy badaf strukturalnych i funkcjonalnych biatka
adaptorowego LAT, ktore jest czg$cia ztozonego kompleksu zwigzanego z receptorem TCR.

LAT jest cytoplazmatycznym biatkiem zakotwiczonym w blonie komérkowej, jego
aktywnos$¢ regulowana jest w wyniku modyfikacji potranslacyjnych: palmitynacii,
fosforylacji i ubikwitynacji. W zalezno$ci od typu przylaczonych biatek sygnatowych LAT
moze pozytywnie lub negatywnie regulowaé receptor TCR. Obecnos¢ biatka adaptorowego
LAT jest krytyczna dla rozwoju i aktywacji limfocytow T. U myszy z nokautem biatka LAT
stwierdzono zatrzymanie dojrzewania tymocytéw na etapie komorek podwajnie negatywnych
DN i brak dojrzatych limfocytéw na obwodzie. Dane literaturowe wskazywaly, ze bialko
LAT moze ulegal czgsciowej degradacji przy pomocy kaspaz. Wlasnie to zagadnienie
Doktorant postanowil w swojej pracy doglebnie zbadaé. Drugim celem pracy bylo okreslenie
wplywu dodatkowej sekwencji aminokwasowej w biatku LAT zwiazanej z obecnosciag

intronu 6 na proces degradacji izoformy LATI6.

Przedstawiona do oceny praca jest bardzo obszerna, obejmuje 195 stron maszynopisu i ma
typowy uklad przyjety dla rozpraw doktorskich. Zawiera 4 gléwne rozdzialy: wstep (47
stron), materialy i metody (40 stron), wyniki (33 stron) oraz dyskusje i wnioski (20 stron).
Doktorant zamiescil rowniez spis tresci, wykaz skrétéw, liste wlasnych publikacji i

komunikatow zjazdowych oraz zrédia finansowania, streszczenie pracy w jezyku polskim i




angielskim oraz cel pracy. Na koficu pracy umieszczono cytowane pismiennictwo liczace 278
pozycji oraz liste rycin i tabel.

Praca powstala w ramach dwoch projektéw grantowych Narodowego Centrum Nauki oraz
projektu unijnego GrantPlus, otrzymanego przez Doktoranta. Wyniki pracy zostaly
opublikowane w trzech czasopismach z listy filadelfijskiejo o facznym wspétczynniku Impact
Factor wynoszacym 8,66. W dwoch publikacjach Doktorant jest pierwszym autorem, w
trzeciej drugim. Rezultaty pracy przedstawiono réwniez na czterech konferencjach

miedzynarodowych..

Praca napisana jest poprawnym jezykiem i dobrze zredagowana. Zawiera tylko nieliczne
bledy edytorskie;

Str. 25 indukujg produkcji  powinno by¢ indukujg produkeje

Str. 26 odwod powinno by¢ obwod

Str. 27 nierecetoprowe  powinno by¢ niereceptorowe

Str. 27 inicjuje powinno by¢ inicjuje

Str. 28 ztaka powinno by¢ z taka

Str. 31 przezblonowym  powinno by¢  transmembranowym

Str. 120 obiema izoform powinno by¢é  obiema izoformami

Str. 151 tych oddziatlywania powinno by¢ tych oddzialywan

Stowo ,,ubikwitynacja” uzywane jest zamiennie z ,,ubikwitylacja”. To drugie okreslenie jest
mniej poprawne.

W opisie skrotow brak jest polskich objasnien.

W pozycjach literaturowych 197 i 203 brak jest stron lub numeru doi.

W obszernym wstepie Doktorant szczegélowo opisal mechanizmy przekazywania sygnalu
poprzez receptor TCR, rolg roznych biatek adaptorowych zaangazowanych w ten proces.
Doktadnie opisano budowe i funkcje bialka LAT oraz procesy apoptozy i degradacji bialek
zachodzace w komorkach. Duza liczba cytowanego pismiennictwa swiadczy o dobrym
rozeznaniu tematyki pracy przez Doktoranta. Niektore rozdzialy nie powigzane bezposrednio
z tematem pracy zostaty zbyt obszernie opisane.

Do realizacji zaplanowanych badan Doktorant dobrat odpowiednie techniki biologii
molekularnej i komorkowej, ktore zostaly opisane w sposéb szczegotowy i klarowny. Badania
przeprowadzono na mysich tymocytach, mysich i ludzkich komérkach PBMC, oraz ludzkich

liniach komorkowych Jurkat, JCaM2, HEK293T i mysich liniach NIH3T3 oraz VLC3-3M2.



Jedyna krytyczna uwaga dotyczy braku danych statystycznych. W opisie metod, jak rowniez
w opisie wynikow nie podano, czy i ile razy doswiadczenia byly powtarzane.

Omowienie wynikéw rozpoczeto od analizy ekspresji rzadko wystgpujacej wydluzonej
izoformy genu LAT zawierajacej intron 6. Nie wykryto takiej izoformy w komérkach PBMC
myszy, natomiast wystepowala u cztowieka , psa, kota i $wini. Co ciekawe u bydta wystepuje
wylgcznie transkrypt zawierajacy zachowany intron 6. Wykazano, ze ekspresja izoformy
LATi6 zwigzana jest z wystgpowaniem powtorzen guaninowych GGG wewnatrz intronu 6.
Metodg western blotting wykryto funkcjonalne biatko LATi6 w komorkach HEK293T
transfekowanych genem LATi6, a w transfekowanych komérkach JCaM2 metodg
mikroskopii konfokalnej pokazano, ze izoforma LATi6 zwigzana jest blong komorkowa
podobnie jak kanoniczna forma biatka LAT. Kolejne doswiadczenia pokazaly, ze izoforma
LATI6 jest w pelni funkcjonalng formg zdolng to przekazywania sygnatu poprzez receptor
TCR, ulegala ona jednak szybszej degradacji pod wptywem czynnikéw apoptotycznych w
poréwnaniu z kanoniczng formg LAT.

Badania procesu degradacji przeprowadzono na mysich tymocytach oraz naiwnych i
aktywowanych limfocytach T traktowanych réznymi czynnikami proapoptotycznymi. Do
analizy wykorzystano dwa rozne przeciwciata anty LAT. Przeciwcialo rozpoznajace N-
kofcowy fragment biatka LAT bylo uzyteczne w metodzie western blotting i pokazywato
niskoczasteczkowe produkty degradacji. Natomiast przeciwciato przeciwko C-koncowemu
fragmentowi rozpoznawalo wylacznie peing czgsteczke LAT i pokazywato obnizenie
ekspresji LAT w wyniku procesu degradacji. To drugie przeciwciato Doktorant wykorzystat
do opracowania bardzo czutej metody monitorowania procesu degradacji przy uzyciu
cytometrii przeplywowej. Pokazano, ze proces degradacji biatka LAT najintensywniej
przebiega w tymocytach a fosforylacja tyrozyn w biatku LAT chroni je przed degradacia.

W celu identyfikacji proteaz biorgcych udziat w procesie degradacji uzyto kilku
specyficznych inhibitoréw. Otrzymane wyniki wskazywaty na udzial kaspaz i proteaz
serynowych, mozliwie kaspazy 8 i/lub granzymu B. Doktorant nie potwierdzit jednak takiej
mozliwosci innymi metodami oznaczajac np. w komorkach obecnos¢ aktywnych form kaspaz
i granzyméw metoda western blotting lub ELISA.

Wilaczenie analizy degradacji biatka LAT do wieloparametrowej cytometrii przeplywowej
pozwala na identyfikacje bardzo nielicznych subpopulacji komorek. W celu sprawdzenie
przydatnosci nowo opracowanej metody w praktyce, badano proces degradacji biatka LAT w

komorkach T regulatorowych. Pokazano, ze prekursory komorek Treg o fenotypie



CD4'CD8""“FoxP3" s odporne na degradacje biatka LAT indukowang przeciwcialem anty
CD3.

W dziale Dyskusja i wnioski otrzymane przez Doktoranta wyniki zostaty poddane obszernej i
wnikliwej analizie. Doktorant konfrontuje wiasne wyniki z wynikami otrzymanymi przez
innych autorow i wysuwa odpowiednie wnioski. Wskazuje réwniez na te elementy pracy,
ktore moga by¢ rozwijane w dalszych badaniach. Dyskusja zakoficzona jest krotkim
podsumowaniem najwazniejszych osiggnie¢ pracy, do ktorych naleza: wykazanie obecnosci
w petni funkcjonalnej izoformy bialka LATi6 oraz poszerzenie wiedzy na temat czgsciowej
degradacji biatka LAT. Otrzymane wyniki sg oryginalne i przyczynity si¢ do lepszego

poznania mechanizmow zachodzacych podczas dojrzewania i aktywacji komorek T.

Chciatbym prosi¢ Doktoranta o ustosunkowanie sie do kilku kwestii:

- czy rozwazana byta mozliwos¢ udziatu w degradacji bialka LAT katepsyn i kalpain

- udzial granzymu B jest mozliwy tylko w obwodowych komérkach T. W grasicy
stwierdzono obecno$é mRNA dla granzymu B jedynie we wezesnej populacji tymocytow
podwdjnie negatywnych

- izoforma LAT z intronem 6 w niektorych komorkach stanowi jedynie kilka procent
kanonicznej formy LAT i wykazuje krotszy czas poltrwania. Czy faktycznie moze mieé
dominujacy wptyw na szlaki sygnalowe w komorce?

- obecno$¢ funkcjonalnego biatka LATi6 pokazano metodg WB w transfekowanych
komérkach JCaM2 i HEK293T. Dlaczego nie udalo si¢ tego pokaza¢ w komorkach Jurkat i
mysich tymocytach i ludzkich komérkach PBMC?

Podsumowujac nalezy stwierdzi¢, ze Doktorant zrealizowal postawione cele, a otrzymane
wyniki zostaly opublikowane. Wykazal si¢ bardzo dobra znajomoscia tematu i opanowaniem
nowoczesnych technik badawczych.

Na uwage zasluguje opracowana przez Doktoranta nowa szybka metoda oznaczania
degradaciji bialka LAT na zywych komoérkach przy uzyciu cytofluorymetru przeptywowego,
ktora moglaby znalezé zastosowanie w  diagnostyce niektorych nowotworéow i choréb
autoimmunologicznych. Degradacja biatka LAT moze byé¢ rowniez wykorzystana jako

marker wczesnej apoptozy oraz do identyfikacji niektorych populacji komorek T.



Przedstawiona do recenzji praca spefnia wymogi stawiane rozprawom doktorskim zaréwno
pod wzglgdem formalnym jak i merytorycznym i dlatego stawiam wniosek do Wysokiej Rady
Naukowej Instytutu Immunologii i Terapii Doswiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda we
Wroctawiu o dopuszczenie Pana mgra inz. Mikofaja Klossowicza do dalszych etapow

przewodu doktorskiego. Rownoczesnie wnioskuje o wyrdznienie rozprawy.
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