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Ocena rozprawy

na stopien naukowy doktora nauk przyrodniczych mgr inz. tukasza Sniezewskiego z
Laboratorium Immunologii Molekularnej i Komérkowej Zaktadu Immunologii
Nowotworow Instytutu Immunologii i Terapii Do$wiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda
Polskiej Akademii Nauk we Wroctawiu pt.

»Charakterystyka aktywnosci promotora genu NWC u wybranych przedstawicieli
kregowcow”.

Molekularne podstawy powstawania specyficznej odpowiedzi immunologicznej
nalezg do kluczowych probleméw wspétczesnej immunologii podstawowej. Na
ztozono$¢ tego zagadnienia sktada sie kilka aspektéw, zresztg powigzanych ze soba. Po
pierwsze, dazenie do coraz bardziej precyzyjnego rozpoznania i eliminacji z ustroju
obcych struktur bylo $ciSle powigzane z rozwojem i ewolucjg réznych gatunkéw
zwierzat. Po drugie, zwalczanie patogenéw zewngtrzkomoérkowych vs. wewngtrz-
komorkowych wymagato innego podejécia gospodarza, ale zapewnienia tej samej
swoisto$ci wobec intruza. Po trzecie, zmienno$¢ patogenéw, pojawianie sie nowych
mikrobéw dotad nie wystepujacych w $wiecie ozywionym, stwarzato konieczno$¢
plastyczno$ci systemu odporno$ciowego, w tym jego zdolnoéci do rozpoznawania cech
fenotypowych dotad catkowicie nieznanych. Jednoczesnie istniata presja stosunkowo
szybkiego rozwigzania tego ,conundrum”, gdyz grozitlo to wyginieciem gatunkéw
nieprzystosowanych do swoistej obrony. Nie ulega watpliwosci, ze szereg gatunkéw
zwierzat zostato wyeliminowanych z kroélestwa fauny wiasnie z powodu braku
przystosowania.

Mgr tukasz Sniezewski podjat trudne zadanie majgce na celu wyja$nienie na
poziomie molekularnym, jakie czynniki warunkowaty powstanie, réznorodno$é¢ i
skuteczno$¢ kluczowych narzedzi swoistosci, czyli receptoréw dla antygenu, w
przebiegu ewolucji. Z wczes$niejszych badan wiadomo byto, Ze za zmienno$é tego
receptora odpowiedzialne sg geny RAG-1 i RAG-2 (recombination-activating genes).
Koduja one podjednostki rekombinazy V(D)], ktéra prowadzi do przegrupowania
(rearanzacji) segmentéw genéw V(D) kodujacych przeciwciata i receptory limfocytéw
T. Geny te znajdujg si¢ w bardzo bliskiej odlegto$ci od innego genu NWC. Wiele danych
przemawia natomiast, ze geny RAG majg cechy transpozonu (genu wedrujacego), ktéry
integrowat si¢ w miejsce o wysokim potencjale do aktywacji transkrypcji. Kandydat
postanowit wiec przebada¢, czy promotor genu NWC ma wiaéciwoséci promotora
dwukierunkowego i czy jest to cecha konserwowana w ewolucji gatunkéw.

Wstep pracy wprowadza czytelnika w arkana budowy immunoglobulin i
receptora dla antygenu limfocytéw T. Autor szczegétowo omawia domenowg budowe
biatek RAG-1 i RAG-2 oraz molekularne mechanizmy ich aktywnosci. Duzo miejsca
pos$wieca genom RAG-1 i RAG-2 oraz regulacji ich ekspresji. Uzasadnia i poswiadcza
transpozonowe pochodzenie tych genéw przez poréwnanie do dobrze poznanych
transpozonoéw Transib. Omawia takze inne rodzaje transpozonéw oraz mechanizmy
zapobiegajace zaburzeniom integralno$ci genomu zwigzane z ich obecnoécig.
Najkorzystniejszg opcjg dla ustroju jest integracja transpozonu z genomem gospodarza
w orientacji gtowa do gtowy (head-to head), ale w sasiedztwie innego genu majacego
promotor dwukierunkowy. Zapobiega to tzw. wyciszeniu epigenetycznemu.

Koncowa czg$¢ Wstepu jest posSwiecona genowi NWC. Ekspresja tego genu u myszy jest
najwyzsza w jgdrach oraz w mézgu. O jego zwigzkach z RAG $wiadczy powstawanie



w dojrzewajacych limfocytach T transkryptoéw hybrydowych RAG-1/NWC. Autor zwraca
takze uwage na wysokg konserwacje ewolucyjng genu NWC w $wiecie zwierzat. Poza
kregowcami ortologi tego genu wykryto u wielu gatunkéw bezkregowcéw. Interesujacy
jest rowniez fakt, Ze gen NWC nie stworzyt genu hybrydowego z genami RAG,
zachowujac petng niezalezno$¢ tych ostatnich.

W podsumowaniu Wstepu nalezy stwierdzi¢, ze stanowi on bardzo dobre i zrozumiate
wprowadzenie do dalszych etapéw rozprawy.

Cel pracy - faktycznie dotyczy dwdch zagadnien. Pierwsze to zbadanie, czy promotor
genu NWC ma istotnie cechy aktywno$ci dwukierunkowej, oraz czy ta cecha jest
konserwowana w ewolucji. Drugie - to ocena ekspresji rdznych wiasciwosci
homologéw genu NWC u wybranych przedstawicieli kregowcéw w tym u czlowieka.
Materiaty i Metody - stanowig najwieksza objeto$ciowo cze$¢ rozprawy, liczg 36 stron.
Stanowi to jednak zalete pracy, gdyz posrednio $wiadczy to o wszechstronnym
podejéciu technicznym autora do realizacji postawionych celéw, a takze o Jego
pracowitosci. Opisy wszystkich uzytych technik sg doktadne i ilustrowane
przejrzystymi schematami. W osobnej tabeli podano zestawienie wszystkich starteréw
oligonukleotydowych uzytych w reakcjach PCR.

W Wynikach Kandydat wykazat aktywno$¢ dwukierunkowa promotora genu
NWC przez uzyskanie fragmentoéw promotora w reakcji PCR, ich klonowanie i selekcje
Klonobw  pozwalajgca na  okre$lenie  kierunku aktywno$ci  promotorowe;.
Przeprowadzono takze analiz¢ delecyjng promotora dla ustalenia, ktére jego fragmenty
warunkujg aktywno$¢. Wykazano réwniez oddzialywanie czynnika transkrypcyjnego
Zfp 143 z badanym promotorem mysim. Stanowito to posredni dowdd
dwukierunkowo$ci promotora, bo wspomniany czynnik transkrypcyjny jest
odpowiedzialny za regulacje aktywno$ci promotoréw dwukierunkowych.

Kolejnym etapem badan Autora byta ocena organizacji locus genéw RAG/NWC u
przedstawicieli 3 gatunkéw kregowcéw ~ Homo sapiens, Xenopus tropicalis i Danio rerio,
wybranych ze wzgledu ba znang kompletng sekwencje genomu. W odniesieniu do
wspomnianych 3 gatunkéw ustalono geny bedace ortologami mysiego genu NWC a takze
obecno$¢ i aktywno$¢ dwukierunkowego promotora NWC. Promotory te wykazywaty
reaktywno$¢ z czynnikiem transkrypcyjnym Zfp143. Ekspresje genu NWC wykazano w
wielu narzadach badanych 3 kregowcédw. Ponadto przeprowadzono sekwencjonowanie
promotoréw NWC i wyznaczono punkty startu transkrypcji genu NWC u omawianych
gatunkow. Stwierdzono wysoka homologie struktury, aktywnosci i funkcji omawianych
promotoré6w NWC z promotorem mysim.

Dyskusja jest stosunkowo krétka i zawiera 2 gtéwne przestania. Pierwsze dotyczy
wystepowania gendéw o cechach podobnych do transpozonéw w $wiecie zwierzat,
zaréwno kregowcéw jak i bezkregowcéw. I tak np. transpozony rodziny Transib
wystepujg u wielu gatunkéw bezkregowcéw i kodujg biatka podobne do RAG. Niejasna
jest historia ewolucyjna transpozonu RAG, gdyz jego wystepowanie nie jest regularne u
zwierzat na roznym szczeblu rozwoju filogenetycznego. Autor wymienia 2 hipotezy
bedgce probg wyjasnienia tego zjawiska, transmisje wertykalng zaktadajgca, ze rézna
lokalizacja transpozonu zalezata od wigczenia do pierwotnego transpozonu Transib
genu podobnego do RAG-Z2 i transmisje horyzontalng polegajaca na niezaleznej
integracji transpozonu RAG do genomoéw réznych organizmoéw w czasie ewolucji.

Prace koncza Podsumowanie i Wnioski. W tym pierwszym Autor wymienia cechy genu
promotora NWC, konserwowane w przebiegu ewolucji. W odniesieniu do Wnioskéw
najwazniejszy wydaje si¢ wniosek 4. Wedtug autora, jedna z integracji transpozonu RAG



w locus genu NWC w przebiegu ewolucji doprowadzita do powstania odpornosci
adaptacyjne;j.

Rozprawa zawiera 131 stron, 37 rycin i 18 tabel. Na koncu znajduje si¢ zatgcznik z
sekwencjami genomowego DNA Xenopus tropicalis. PiSmiennictwo obejmuje 116
pozycji, w tym z najnowszych danych, bardzo dobrze dobranego do tresci pracy. Zwraca
uwage fakt, ze w 3 pozycjach piSmiennictwa wspoétautorem jest mgr Sniezewski.
Swiadczy to dobrze o kompetencjach merytorycznych Kandydata do podjecia tematu
rozprawy. Do drobnych uwag krytycznych zaliczam:

1. Brak schematu genomowej organizacji genéw kodujgcych tancuchy y i 6

receptora TCR (jak na Ryc. 4 dla tancuchéw a i ).

2. Ryc. 13 - brak referencji piSmiennictwa

3. Materiat i Metody: brak ogdélnego schematu do$wiadczen pomijajgcego szczegoty

techniczne procedur laboratoryjnych.

4. W Wynikach zwykle nie cytuje sie pozycji piSmiennictwa.

Pomimo tych uwag rozprawe oceniam bardzo wysoko ze wzgledu na szerokie
podejscie do tematu, wnikliwe podejscie do zwigzkéw z ewolucja, bardzo bogaty
warsztat badawczy i narracje zrozumiatg dla czytelnika nie zaangazowanego w
opisywanej problematyce.

Stawiam wniosek do Wysokiej Rady Naukowej Instytutu Immunologii i Terapii
Doswiadczalnej PAN im. Ludwika Hirszfelda we Wroctawiu o dopuszczenie mgr. Inz.
Lukasza Sniezewskiego do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Jednocze$nie postuluje wyrodznienie rozprawy.
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Poznan, 5 kwietnia 2018 r. Prof. zw. dr hab. med. Jan 0. Zeromski



