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Recenzja rozprawy doktorskiej Pana mgra inz. Lukasza Snieiewskiego
zatytulowanej ,, Charakterystyka aktywnosci promotora genu NWC u

wybranych przedstawicieli kregowcow”

Od kilku lat mam zaszczyt opiniowaé prace dotyczace genu NWC odkrytego, w sasiedztwie
genow RAG, przez wroctawski Zespot profesora Pawta Kisielowa. Poprzednio miatam okazje
doceni¢ wktad dr hab. Malgorzaty Cebrat w poznanie struktury 1 funkcji tego genu, a obecnie
zapoznatam si¢ z osiagnieciami jej doktoranta, Pana Lukasza SnieZewskiego. Doktorant jest
juz wspotautorem o$miu oryginalnych prac naukowo-badawczych z bazy PubMed (patrz
ponizej), sposrod ktorych cztery (pod$wietlone) dotycza genu NWC. W najnowszej z tych
prac (2018) Pan L. Sniezyfiski jest pierwszym autorem, zwyczajowo odpowiedzialnym za
zgromadzenie wszystkich danych i przygotowanie pierwszej wersji tekstu.

Autorzy (Kisielow, Miazek, Cebrat) pierwszej pracy (2008) dotyczacej genu NWC, powiazali
jego aktywnos¢ z sasiadujacymi genami RAG (Recombination Activating Genes)
odpowiedzialnymi za generowanie réznorodnoéci receptoréw limfocytow B i T (Generators
of Diversity - GOD). Juz wowczas przypuszczano, ze geny RAG sg mobilnymi elementami
genetycznymi — transpozonami. Kolejne lata poszerzyly wiedze na temat transpozonow, ktdre
w genomie gospodarza mogg ulec wyciszeniu jako potencjalnie szkodliwe, albo
~udomowieniu”, czemu sprzyja ich integracja z fragmentem DNA o aktywnosci
transkrypeyjnej. Sposrod przebadanych pod tym katem gatunkow - geny RAG wystepuja u
szkartupni, lancetnika i zuchwowcéw, lecz tylko u tych ostatnich doszto do integracji i
udomowienia transpozonu RAG w locus genu NWC, czemu mogta sprzyja¢ dwukierunkowa
aktywnos¢ promotora tego genu. Zadaniem Pana Eukasza SnieZewskiego byta wlasnie

charakterystyka aktywnosci promotora genu NWC u wybranych przedstawicieli kregowcow.
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Praca doktorska Pana mgra fukasza S11ieZewskiego, obejmujaca 132 strony maszynopisu, ma
uktad tradycyjny. Po streszezeniu polsko- i anglojgzycznym pojawia sie wykaz 66 uzywanych
W niej skr6téw z rozwinigciem angielskim i polskim, a nastepnie spis tresei. » Wstep” (str. 15-
35), ilustrowany 13 bardzo czytelnymi schematami, przypomina strukture i funkcje
receptorow rozpoznajacych antygeny przez limfoeyty T i B, oraz przebieg rearanzacji genéow
V(D)J warunkujacej ogromne zréznicowanie tych receptorow, a takze wiasciwosci i
transpozonowe pochodzenie genéw RAG-1 i RAG-2 odpowiedzialnych za proces rearanzacji.
Pojawiajq sie tu podrozdzialy o genie NWC , Jego ewolucyjnej konserwacii i lokalizacji
wzgledem genu RAG-1/-2. Na takim tle przedstawiono ,,Cel” badan (str. 36), ktérym byla
odpowiedz na pytanie, czy promotor genu NWC posiada aktywnosé dwukierunkows oraz czy
jest ona cecha konserwowang ewolucyjnie, oraz wypunktowano cele szczegotowe,
mianowicie: 1) poszukiwanie ekspresji homologéw genu NWC w tkankach i liniach
komérkowych gatunkéw zuchwowceow o poznanych sekwencjach genomu: myszy Mus
musculus, cztowieka Homo sapiens, zaby pazurzastej Xenopus tropicalis i danio pregowanego

Danio rerio; 2) wyznaczenie punktu starty transkrypcji tych genow; 3) analize aktywnosci ich



promotoréw (w tym ustalenie kierunku dziatania); 4) udziat homologéw czynnika

transkrypcyjnego ZFP143 w regulacji aktywnosci promotorow.

»Materialy i metody” zaprezentowano w sposob wzorowy (str. 37-73), co dowodzi, ze Autor
opanowat wiele technik molekularnych i ma znakomite umiejetnosei bioinformatyczne. W
»Wynikach” (str. 74-101) udokumentowano szczegOtowo i krytycznie realizacjg celow badan,
przy czym zwraca uwagg bardzo staranne przygotowanie Rycin i Tabel. Narzedzia
molekularne oraz istniejace bazy danych byty wystarczajace do analiz u myszy i czlowieka,
natomiast w przypadku X. tropicalis konieczne byto zsekwencjonowanie promotora genu
XINWC, ktdra to sekwencje¢ zdeponowano w bazie GenBank i umieszczono w »Zataczniku”
pracy (str. 131-132). W przypadku D. rerio, niewysoki poziom transfekcji komérek linii ZF4
uniemozIliwit uzyskanie wiarygodnych danych o udziale czynnika transkrypcyjnego w

regulacji promotora genu drNWC.

Pomimo przeszkod natury technicznej udowodniono, ze u badanych gatunkow zuchwowcéw
promotory genu NWC cechuja si¢ dwukierunkowa aktywnoscia i wskazano sekwencje
kluczowe dla ich dziatania, rozpoznawane przez czynnik transkrypeyjny Zfp143/ZNF143 (str.
100).

Prace wieniczy bardzo dobrze napisana »Dyskusja” (str. 102-112) z dwoma znakomitymi
schematami (ryc. 36 i 37), ktéra koncentruje sie na ewolucyjnych aspektach integracji
transpozonu RAG z genami gospodarza oraz regulacii ekspresji gendow w locus RAG/NWC. Po
niej nastepuje zwiezte ,,Podsumowanie i wnioski” (str. 113), 116 pozycji ,,Pismiennictwa”

oraz ,,Spis (37) rycin i (18) tabel”.

Praca doktorska Pana ¥.ukasza SnieZewskiego jest zredagowana bardzo starannie. Z
obowiazku wskazg, ze na stronie 5 powinna si¢ pojawi¢ kursywa przy genach V(D)J, a przy
pierwszym uzyciu nazw lacinskich badanych gatunkéw powinny by¢ uzyte ich pelne nazwy,
rodzajowa i gatunkowa, a wiec Mus musculus, Homo sapiens, Xenopus tropicalis 1 Danio
rerio. Na stronie 37 powinno by¢ napisane, ze Xenopus tropicalis jest przedstawicielem

RODZAJU Xenopus (nie ,,gatunku Xenopus ™).

W Dyskusji Autor poswieca sporo uwagl informacjom o homologu genu NWC u

intrygujacego gatunku plaskowca, Trichoplast adhaerens 1 na str. 108 pisze: ,Ustalenie



charakteru aktywno$ci promotora homologa genu NWC u organizmu bezkregowego
uzupetnitoby obraz przedstawiany w niniejszej pracy. Niewykluczone, ze ta tematyka
badawcza zostanie podjeta dla innego modelu bezkregowca.” Zapewne Autor ma na mysli
gatunki o dobrze poznanym genomie, czyli Drosophila melanogaster czy Caenorhabditis
elegans, jednak nie moge si¢ oprze¢ checi podsuniecia wroctawskiemu Zespotowi
bezkrggowca, ktdrego brak na drzewie filogenetycznym z Ryciny 36, a mianowicie
dzdzownicy kompostowej Eisenia andrei, przedstawiciela pierscienic (Annelida). Jest to
gatunek o zsekwencjonowanej duzej czesci genomu, bardzo fatwy w hodowli i atrakcyjny dla
przedstawicieli wielu dyscyplin naukowych (np. patrz Swiderska et al. DCI 67: 404-412, 2017; doi:
10.1016/j.dci.2016.08.011; Plytycz et al. PLoS One, January 25, 2018, doi.org/10.1372/journal.pone.0191711).
W razie zapotrzebowania - z przyjemnoscia stuze okazami tego gatunku i wskazowkami

praktycznymi.

W trakcie przygotowywania niniejszej rozprawy i zwiazanych z nig publikacji, Autor nabyt
wiedze i umiejetnosé pracy z zabg szponiasta Xenopus tropicalis oraz linia komérkows X TC-
2 wyprowadzong od okazu innego gatunku ptaza, Xenopus laevis. O$mielam si¢ sugerowac,
by te umiejetnosci spozytkowaé dla dotozenia wroctawskiej cegietki do monumentalnego
dzieta opublikowanego w Nature (patrz ponizej) na temat ewoluc;ji allotetraploidalnego
genomu Xenopus laevis. Uwaza sig, ze diploidalny przodek X. tropicalis byl protoplasta wielu
gatunkow rodzaju Xenopus rézniacych sie ploidalnoscia, az do 12 powtdrzen u
dodekaploidalnego X. ruvenzoriensis. Udowodniono aktywny udziat transpozonéw w
ewolucji rodzaju Xenopus. Co wigcej, poliploidyzacje X, laevis mozna latwo zaindukowaé w
warunkach laboratoryjnych. Ciekawe, ile loci RAG/NWC pracuje u poliploidow? Czy i w jaki

sposob sg wyciszane pozostate?
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Z mojego punktu widzenia, minusem tropikalnego rodzaju Xenopus jest brak wyraznej
cyklicznosci - sezonowej, ktéra otwiera ogromne pole badawcze u plazéw strefy
umiarkowanej. Na przyklad, u zyjacych w Polsce zab zielonych, Rana temporaria, grasica w
zimie ulega prawie catkowitej atrofii, a odradza si¢ wiosng, i w lecie ma bogata w limfocyty
kor¢ nawet u okazéw bardzo starych (np. patrz Plytycz et al. J. Exp. Zool. 273: 451-460, 1995;
Miodonski et al. Cell Tissue Res. 281: 543-549, 1995; Plytycz et al. Immunol. Today, 17: 442, 1996). Co jest
sygnatem do corocznego, odwracalnego, wyciszania/pobudzania ekspresji gendow RAG/NWC

w grasicy R. temporaria?

W moim przekonaniu, dobra praca naukowa to ta, ktora sprzyja stawianiu kolejnych pytan i
poszukiwaniu odpowiedzi. Rozprawa doktorska Pana Lukasza SnieZewskiego, oraz cykl

publikacji, do powstania ktorych si¢ przyczynil, w pelni spetniaja to kryterium.

Przedstawiona do zaopiniowania rozprawa,,, Charakterystyka aktywnosci
promotora genu NWC u wybranych przedstawicieli kregowcow” spetnia
warunki stawiane rozprawom doktorskim, wiec zwracam si¢ do Rady Naukowej
Instytutu Immunologii i Terapii Do$wiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda o
dopuszczenie Pana mgra inz. Lukasza Snieiewskiego do dalszych etapow
przewodu doktorskiego. Z pelnym przekonaniem stawiam tez wniosek o

wyroznienie tej rozprawy.



