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RECENZIA

rozprawy doktorskiej mgra inz. Mikotaja Kiossowicza pt. Ograniczona proteoliza biatka

adaptorowego LAT: nowy mechanizm regulacji sygnalizacji wewnatrzkomérkowej limfocytow T

Procesy wewnatrzkomorkowej transdukcji sygnatéow w limfocytach badane s przez wiele
zespotdw na catym $wiecie juz od okoto trzech dekad. Nie znaczy to jednak, pomimo nagromadzenia
ogromnej liczby obserwacji opisanych w literalnie tysigcach publikacji, ze na ten temat wiadomo juz
wszystko.

Transdukcja sygnatéw w limfocytach T, pomiedzy receptorem dla antygenu (TCR)
wspotistniejgcym z kompleksem CD3 a, ostatecznie, odpowiednimi genami ulegajacymi transkrypcji
na potrzeby skutecznej odpowiedzi immunologicznej, wymaga sprawnej, zorganizowanej czasowo i
przestrzennie bezposrednie] interakcji pomiedzy okoto 30 biatkami. Biatka te nalezg gtownie do
rodziny kinaz biatkowych, sa wérod nich fosfatazy, fosfolipazy, liczne czynniki transkrypcyjne itp.
Osobnag, zréznicowang grupg stanowig tzw. biatka adaptorowe — jak sama nazwa wskazuje petnigce
role {acznikéw pomiedzy biatkami o innym przeznaczeniu. taczniki te nie s3 jedynie biernymi
klamrami; potrafig zarowno aktywowaé jak i inaktywowac wigzace sig do nich biatka, ostatecznie
wplywajac na wielkos¢ | czas trwania sygnatéw rozpoczgtych przez kontakt TCR/CD3 z
prezentowanym epitopem. W oczywisty sposéb ma to znaczenie dla efektywnosci odpowiedzi
limfocytow T na pobudzenie antygenowe; zaburzenia czynnoéci biatek adaptorowych obserwowano
zardwno w przypadku niedoborow odpornoéci adaptatywnej, jak tez jej nieprawidfowego natgzenia i
Jkierunku” lezacego u podstaw nadwrazliwoéci i choréb autoimmunizacyjnych. Wreszcie, biatka
adaptorowe mogg stac sie — w drodze mutacji — onkogenami i prowokowac rozwoj nowotworow (np.
chtoniakdwy).

Bedace przedmiotem badan wigczonych do ocenianej rozprawy biatko LAT nalezy do
kategorii biatek adaptorowych w limfocytach T i jego gtéwna funkcja polega na potgczeniu aktywnego

kompleksu TCR/CD3 (i towarzyszgcych kinaz) z dalszymi elementami Sciezki transdukcji sygnatu.
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Wydawaloby sie, ze w zwigzku z tg - pojeciowo stosunkowo prostg — funkcjg o biatku LAT wiemy juz
wszystko, zwiaszcza, ze opisane zostato juz prawie doktadnie 20 lat temu (Zhang i wsp., Cell. 1998 Jan
: 92(1):83-92. Okazuje sig jednak, ze pewne zagadnienia pozostaty otwarte. Jednym z nich jest
mechanizm kontroli nad iloécig i aktywnoscig LAT w stymulowanych limfocytach. Od dawna
wiadomo, 7e powstajgce w trakcie aktywacji kompleksy LAT/SLP76 ulegaja endocytozie, po czym LAT
podlega ubikwitylacji i degradacji w proteasomach. Doktorant zajat sie jednak inng mozliwoscig —
ograniczong proteolizg biatka LAT jako sposobem na spowodowanie zmiany jego aktywnosci, a w
konsekwencji sity i czasu trwania transdukowanego sygnatu Takie podejscie jest nowatorskie i
ciekawe. Recenzentowi, zajmujacemu sie od ponad dwoch dekad zjawiskami ograniczonej proteolizy
w normalnych i biataczkowych limfocytach jest ono szczegdlinie bliskie. Dlatego uwazam podjecie
przez mgra Ktossowicza tej tematyki badawczej za w petni uzasadnione.

Rozprawa napisana jest w zasadniczo typowym ukfadzie, chociaz zwracajg uwage pewne
odmiennoéci w stosunku do standardu, jak np. 10-stronicowa (1) lista stosowanych odczynnikow, czy
tez lista wykorzystanego w badaniach sprzetu laboratoryjnego, Tabela 6.1 zawierajaca ,statystyki
publikacji” (?) czyli Hczbe wykorzystanych publikacji, stron internetowych, podziat na literature
obcojezyczng i krajowa czy tez liczebno$¢ prac opublikowanych w ostatniej dekadzie i wczesniej) a
takze umieszczony na koricu spis tabel i rycin zamieszczonych w pracy. Inng, trochg irytujaca,
odmiennoscig jest brak jednoznacznie, skrétowo sformutowanych wnioskéw do jakich
doprowadzity doktoranta wyniki przeprowadzonych badan; jest tylko 20-stronicowy rozdziaf
,Dyskusja i wnioski”, ale samych wnioskow brak. Bardzo prosze doktoranta o ich sformutowanie i
przedstawienie podczas publicznej obrony.

Zwraca uwage pewna dysproporcja objgtosci poszczegdlnych formalnych czgsci rozprawy. |
tak, Wstep zajmuje 47 stron, rozdziat Materiaty i metody az 40 stron (1), Wyniki (ktérych zwykle jest
najwiecej) to tylko 33 strony i wreszcie wspomniana juz Dyskusja zaledwie 20 stron.

Wstep jest praktycznie kompletnym, erudycyjnym podsumowaniem obecnej wiedzy na temat biatka
LAT (co jest oczywiste; tu znajdujq sie przestanki do podjetych badan). Te informacje pochodzg z
bogatego zasobu literatury fachowej na temat LAT (baza PUBMED zwraca okoto 800 tytutow; warto
tu wspomnie¢, ze lista pozycji literatury wykorzystanych w rozprawie liczy az 278 tytutdw; nieco
ponad potowa z ich pochodzi z ostatniej dekady). Wg recenzenta ta czg$¢ Wstepu mogtaby sie stac
materiatem dla pracy przeglagdowej doktoranta. Uzasadniona jest takze czesc wstgpu dotyczaca
wewnatrzkomérkowych mechanizmow degradacji biatek. Wstep zawiera jednak takze — moim
zdaniem zbyt rozbudowang - informacjg o zjawisku apoptozy czy tez o regulatorowych limfocytach T
(Treg). W odniesieniu do tych ostatnich, we wstepie znajdujemy podrozdziat o prowokacyjnym tytule
,Limfocyty T regulatorowe — komorki w stanie permanentnej anergii?” (str. 65). | tu mam
zastrzezenie merytoryczne. Anergia limfocyta, jak sam doktorant definiuje na str 66, to ,brak

sdolnoéci do wzbudzenia jakiejkolwiek odpowiedzi po rozpoznaniu antygenu”. Natomiast limfocyty



Treg sg jak najbardziej aktywne; m.in., ulegajg namnozeniu w schytkowej fazie odpowiedzi, produkujg
cytokiny przeciwzapalne, granzymy i perforyny - nazwanie ich - chotby prowokacyjne —
permanentnie anergicznymi jest btedem (zreszta autor nie wyjasénia tej koncepcji w tekscie, a raczej
wskazuje na ,znaczace roznice” pomiedzy Treg i anergicznymi limfocytami; po co wiec prowokacja?).

Podsumowujgc - przeczytanie Wstgpu nie naprowadza czytelnika na mozliwe cele
podjetych badan, natomiast rozciencza” informacje istotng przez dodanie informacji niepotrzebnej.

Tu trzeba niestety wspomniec o stabej jakosci jezykowej rozprawy, widoczne] szczegblnie

wihasénie we Wsteplie. Zawiera on dostownle dziesiatki, jesli nie setki Jiterowek” (np. ,kinezy” zamiast
Jkinazy”, ,integracji” zamiast interakcji”, ,stadowanymi” zamiast ,sktadanymi”, ,udziat proteasom
w tworzenia” zamiast ,udzial proteasomu W tworzeniu” , ,spektofotometr” zamiast
,spektrofotometr”itd), niepoprawne uzycia terminu ,ilo$¢ komérek” (powinno by¢ ,liczba”, komorki
sg policzaine), liczenie komdrek za pomoca (nieznanej) ,komory Burcknera” — powinno by¢ Biirkera,
a takze ,chordéb autoagresywnych” — powinno by¢ ,,choroh z autoagresji” chociaz i ta nazwa jest
obecnie stusznie wypierana przez ,choroby autoimmunizacyjne”. W tekscie pojawiajg sig dziwne
sformutowania (np. ,przeszukanie przez limfocyt T catej komérki” na str 25) itd. Ponadto, we Wstepie
czasaml pajawiajg sig nowe terminy bez ich zdefiniowania (np. ,sygnatosom” — termin zawarty juz w
tytule podrozdziatu 1.3.3.1 na str. 31 i kluczowy dla zrozumienia roli LAT nie jest formalnie
zdefiniowany). W zamieszczonym we wsteple Rysunku 1.3 (dotyczacym poréwnania sekwencji
aminokwasowych biatek LAT u ssakéw) wymienione s3: cztowiek, bydto, mysz i szczur. P6t biedy z
czlowiekiem, gdyz aktualnie mamy tylko jeden gatunek ludzki — Homo sapiens; natomiast pozostate
trzy okreslenia s zbyt ogdlnikowe (zwtaszcza ,bydto”) - powinny by¢ uzyte nazwy gatunkowe (np. w
réznych gatunkach ,bydta” porownywane sekwencje moga — teoretycznie - by¢ réine). Takie
przygotowanie referencji nie ustrzegio sie od btedu: na str. 144 cytowana jest praca ,Alamet et al.
1997, ktérej nie ma na liscie cytowanych publikacji. Co ciekawe, takze w publikacji (Ktossowicz i wsp.
2013) w ktdrej znajduja sig opisane w rozprawle wyniki (do tej sprawy wroce ponizej) znajdujemy
poprawng referencje do pracy ,Alam et al. 1997”, ale samej publikacji brak wérod referencji {dla
zainteresowanych: chodzi o ciekawg pracg Specific Activation of the Cysteine Protease CPP32 during
the Negative Selection of T Cells in the Thymus. Antoine Alam, Michel Y. Braun, Franca Hartgers,
Sylvie Lesage, Luchino Cohen, Patrice Hugo, Francois Denis, Rafick-Pierre Sékaly J Exp Med. 1997 Nov
3; 186(9): 15031512, ktére] zacytowanie jest jak najbardziej uzasadnione.

Wszystko to sprawia wrazenie, ze rozprawa zostata napisana, ale nie przeczytana przed
drukiem w celu ,wyfapania” takich bigdow.

Jedli chodzi o (jak wspomniatem, bardzo rozbudowany) opis materiatéw i metod stosowanych
w pracy, to zabrakio mi (strona 85) informacji o zgodzie odpowiedniej komisji ds. etyki w badaniach
naukowych na pozyskanie krwi obwodowe] zdrowych dawcow. W tym samym punkcie 3.1.5.3.

brakuje takze informacji, w jaki sposob uzyskano z krwi oczyszczone limfocyty T. Ponadto,



stwierdzenie dotyczgce etyki badan na zwierzetach (uzyskania zgody KE na takie badania) dotyczy
wytgcznie myszy (jak wynika z poprzedzajacego je opisu). Natomiast w pracy uzyskano materiat takze
od niesprecyzownej liczby kotow, psow, $win (domowych) i kréw (patrz wyniki na Rysunku 4.2). Czy
istnieje zgoda odpowiedniej KE na te badania? Dalej, na liscie sprzetu (str. 87-88) o podtytule
,Hodowle komérkowe/cytometria/mikroskopia” NIE wymieniono zadnego cytometru {o rodzaju
uzytego instrumentu dowiadujemy sie pozniej z tekstu). Po co zamieszcza¢ niekompletng listg? To
kolejny dowdd braku starannosci edytorskiej i/lub wielkiego podpiechu przy pisaniu rozprawy.

Ponadto, opisy metod nie zawieraja praktycznie jakichkolwiek odniesien do Zrodet tychze.
Stwarza to wrazenie, ze doktorant sam opracowat wszystkie te metody, co oczywiscie nie moze by¢
prawdg. Brak takowych odnleslen nie pozwala na stwierdzenie poprawnosci uzytej metody i jej
dostosowania do celu badar, a opisy czgsto s3 zhyt skrotowe. Na przykiad opis transformacji bakterii
metoda elektroporacji (str. 99) wydaje sle urwany w pofowie. Dowiadujemy sig z niego o samej
elektroporacji, a nastepnie o wysianiu bakterii na pozywki, ale juz nie o selekcji bakterii ktére ulegly
transformacji od tych, ktore nie stransformowaty, ani tez 0 wydajnosci tej techniki w tym konkretnym
przypadku. Podobnie staby jest opis analizy cytofluorymetrycznej (str. 101-2). Nie dowiadujemy sig z
niego, ile komdrek analizowano z kolejnej probki, jakie byty konfiguracje przeciwciat do barwien
(wspomniany w tym opisie cytometr FACSort™ moze rownoczesnie oceni¢ tylko trzy kolory
fluorescencji (zielona, zoftg | czerwong) wzbudzane] laserem argonowym (linia 488 nm). Nie podano,
jakiej kontroli izotypowej uzyto. W przypadku barwien biatek wewnatrzkomdrkowych w opisie
wspomniano, ze proces utrwalania/permeabilizacji komoérek prowadzono przez 20h (str. 102) —co z
pewnoscig jest niemozliwe! Wreszcie, mam duzg watpliwo$¢ odnosnie uzycia cytometru FACSort do
oceny fluorescencji przeciwciat czy aneksyny V zwiazanej z fluorochromem APC, gdyz fluorescencja
APC praktycznie nie wzbudza sig pod wplywem niebieskiego $wiatta 488nm. Albo wiec wyniki s3
nieprawdziwe, albo uzywano innego cytometru. Jakiego? Z odpowiedniej czesci publikacji (Ktossowicz
i wsp. 2013) dowiadujemy sig, ze byly to bardziej odpowiednie do tego zadania cytometry
FACScalibur lub Fortessa. Ktérego z nich uzyto do oceny wigzania APC-Aneksyny do komorek??

Dalej, kluczowe badanie procesu degradacji LAT w aktywowanych mysich limfocytach T (opis
metody str. 109) wykonano po najwczesnie] 16 godzinach stymulacji anty-CD3 i anty-CD-28 i
kolejnych 4 godzinach inkubacji z majacym wywotaé apoptoze AICD przeciwciatem anty-Fas. Dlaczego
stosowano tak diugi okres tej ostatniej inkubacji? Czy zostat on dobrany na podstawie pilotowych
do$wiadczen, w ktérych uzyto réznych czasow ekspozycji na anty-Fas?

Poniewaz rozprawy doktorskie czesto sa Zrodtem takich ,technicznych” informacji, metodyka
powinna by¢ w nich opisana bardzo starannie (albo, jak wspomniatem, wsparta odniesieniem do prac
zrodtowych; obydwu zabrakio w ocenianej rozprawie). Jedyna referencja w ,Materiatach i

metodach” to zacytowanie pozycji [20] na stronie 101. Abstrahujac od zmienionej konwencji zapisu



referencji w tekécie (pozostate to nazwisko autora i rok publikacji), na lidcie cytowanych w rozprawie

referencji w poz. 20 znajdujemy pracg Berget dotyczgcg rozpoznawania egzonow!

sformutowane przez doktoranta cele pracy obejmuja charakterystyke procesu degradacji LAT
a takze jego izoformy z zachowanym fragmentem peptydowym odpowiadajacym intronowi i6 (LAT),
w tym identyfikacje enzymow degradujgcych, kinetyke procesu degradacji w kontekscie apoptozy, a
takze opracowanie metody pomiaru procesu degradacji LAT w pojedynczych komérkach T.
Dodatkowym celem byto zbadanie wptywu ww fragmentu peptydowego obecnego w izoformie LAT
na funkcje tego biatka. Cele te, chociaz nie do konca wynikajace ze Wstepu, sg uzasadnione

niedoborami wiedzy w tej dziedzinie i zostaly przez doktoranta zrealizowane.

| tak, w jednojadrzastych komérkach ludzkiej krwi obwodowej (PBMC) doktorant wykazat
obecnoéé nie tylko oryginalnej izoformy LAT, ale takie zawierajacej transkrybowany intron
izoformy LAT,. Wykazat tez, ze obydwie izoformy wystepujg w réznych proporcjach w PBMC
pochodzacych od myszy, kota, psa, éwini i krowy, przy czym mysz ma tylko LAT, za$ krowa —
wylacznie LAT,. Nie jest jasne (gdyz w rozprawie brak takiej informacji) jakich starteréw uzyt
doktorant do reakcji RT-PCR dla materiatu zwierzgcego; z Rys. 1.3 wynika, Ze sekwencja intronu 6 u
cztowieka i u ,bydta” rdini sig znacznie. Samo pokazanie na Rys. 4.1.A obszaréw obejmowanych
przez startery F1, R1, oraz R2 nie wystarcza. Pomimo, ze sekwencje te mozna znalezé w Tabeli 1
bedacej suplementem do pracy Ktossowicz i wsp. 2014, poprosze o ich prezentacje w trakcie
publicznej obrony z pokazaniem roznic sekwencji.

Dalej, analizujgc rézne sekwencje intranu i6, doktorant wykazal, ze poziom ekspresji
izoformy LATi6 zalezy od liczby obecnych w obszarze i6 powtérzen motywoéw poliguaninowych
bedacych wzmacniaczami splicingowymi (ISE GGG).

Z kolei, dekodujac sekwencje aminokwasow zakodowanga w intronie 6, autor wykazat jej
wzgledne wzbogacenie w glicyng (20% aminokwaséw kodowanych przez intron) czgsciowo
skojarzong w dwie pary z resztami z tryptofanu, a takze w proling. Dalsza informatyczna analiza tej
sekwencji doprowadzita autora do konstatacji, ze ten fragment biatka LAT,s moze stanowic¢
dodatkowe miejsce dokowania dla kinazy ERK2, ktora nie faczy sie z kanoniczng forma LAT. Obecnos¢
peptydu i6 ma takze powodowaé brak miejsca wigzgcego inng niezmiernie istotng w transdukcji
sygnatéw w limfocytach T kinaze — LCK. Sugerowatoby to nieco inng strukture sygnatosomu w
przypadku Lat i LAT;;. Wprawdzie autor zastrzega, 7e nie posiada potwierdzen doswiadczalnych
takich zmian w sygnatosomie, proszg o zaprezentowanie porownawcze sygnatosomu LAT (na bazie
Rys. 1.2) i mozliwego ,sygnatosomu LAT” z ewentualnym omowieniem czynnosciowych skutkow
zmiany w trakcie publicznej obrony. Autor wykazat natomiast (techniky transfekcji odpowiednich

plazmidéw do komoérek HEK), ze komorki eukariotyczne mogg w ogole dokonywac efektywnej
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produkcji biatka LAT;, €O poprzedzito do$wiadczalng prébe okreslenia komokowej lokalizacji obydwu
izoform. Te ostatnie badania wykazaty, ze LAT, podobnie jak LAT, lokalizuje sie w btonie
komérkowej. Do badan tych wykorzystano ciekawa linie komorek pochodnych Jurkat — JcaM2,
oryginalnie LAT-/-, do ktorej wtransfekowano geny biatek fuzyjnych LAT-ZsGreen i LATs-ZsGreen co
umozliwito obserwacje komérkowego rozmieszczenia tych form. Rozwinieciem tych obserwacji byto
wykazanie, ze LAT oraz LATi lokalizuja sie specyficznie we frakgji nierozpuszczalnej w detergentach
niejonowych (tratew lipidowych lub mikroklastrow) — to rowniez sugeruje funkcjonalnos$c LATs.

Kolejny aspekt badarn zawartych w rozprawie to proba wykazania udziatu biatka LATe w
aktywacji limfocytéw T. Technikg mikroskopii fluorescencyjnej wykazano lokalizacje LAT oraz LATs W
synapsach immunologicznych pomigdzy komorkami JCaM2 wyposazonymi w LAT-ZsGreen lub LATie-
7sGreen a ziarnami stymulujgcymi pokrytymi przeciwciatami anty-CD3 i anty-CD28. Natomiast
technikg cytometrii przeptywowej wykazano identyczny poziom aktywacji obydwu tych typdw
komérek pod wptywem antyCD3 i anty-CD28 oceniany przez wzrost ekspresji markera wczesnej
aktywacji = CD69. Moze to $wiadczyé to o funkcjanalnej identycznosci LAT oraz LATI6 (pomimo roznic
w wigzaniu kinaz wspomnianej powyZej). Zastrzezenie recenzenta budzi tu zawarte w rozprawie
stwierdzenie (str. 127), ze wyniki badari wskazuja na petng funkcjonalnos¢ LATiE w limfocytach T,
podczas gdy komorki Jurkat, dodatkowo modyfikowane (linia JCaM2) to wyprowadzona z
szybkorosnace] ostrej biataczki z limfoblastéw T, wysoce heterogenna (co najmniej oligoklonaina)
linia komérkowa, w ktérej transdukcja sygnatow przebiega inaczej (co najmniej z inng dynamika) niz
w nienowotworowych limfocytach T cztowieka. Proszg o dowéd, lub przynajmniej propozycjg
doswiadczenia, pozwalajacego na wykazanie, iz LAT dziata tak samo w ludzkich
nienowotworowych limfocytach T krwi obwodowej jak w ww liniach komérek nowotworowych.

Dalej, zgodnie z zatozonymi celami, doktorant zajat sie mechanizmami degradacji izoform LAT
i LAT,s. Wykazat, ze LATI6 charakteryzuje sig znacznie (o okoto 1/3) kr6tszym okresem pottrwania, a
takze, ze degradacja LAT w komarkach JCaM2 wyposazonych w LAT lub LAT; nie jest skutkiem
aktywnosci proteasoméw (Rys. 4.14) i zachodzi poczynajac od C-terminalnego korica czgsteczki, co
zainspirowato go do szukania innych mechanizméw proteolitycznej degradacji izoform LAT.
Obserwacja degradacji LAT do fragmentow 17, 23 i 28 kDa w mysich tymocytach stymulowanych
anty-CD3 i anty-Fas, lub eksponowanych na deksametazon lub etopozyd, a takze w spoczynkowych
(btednie okre$lanych jako ,naiwne”, traktowanych proapoptotycznymi zwigzkami etopozydem i
staurosporyng) i aktywowanych anty-CD3/anty-CD28 oraz indukowanych anty-Fas limfocytach T z
mysich weztdéw chtonnych (czyli w komérkach ulegajacych programowanej smierci AICD/apoptozie)
data doktorantowi asumpt do sprawdzenia, czy enzymami odpowiedzialnymi za tg ograniczong
proteolize LAT nie mogg byc kaspazy.

Pierwszym dowodem na stusznosc takiej hipotezy byto ustalenie obecnosci w czgsteczkach

LAT sekwencji oligopeptydowych bedacych ewolucyjnie konserwowanymi miejscami ciecia przez



kaspazy oraz granzym B (Rys. 4.18A), a kolejnym — wykazanie zahamowania degradacji LAT przez
swoiste inhibitory kaspaz i granzymu B. Poszerzenie tej analizy sekwencji o ustalenie przyblizonych
mas czasteczkowych peptydow pochodnych LAT, uzyskanych w wyniku cigcia w podanych
miejscach, dalej uwiarygodnitoby tez¢ o udziale kaspaz w degradacji LAT, gdyby te masy byly
sblizone do obserwowanych (17, 23 i 28 kDA); niestety autor nie przeprowadzit takiej analizy —
poprosze o jej przeprowadzenie i prezentacj¢ podczas publicznej obrony. Autor wspomina
wprawdzie w dyskusji (str 161) ze fragment 17 kDa moze by¢ skutkiem cigcia w miejscu DEDD, ale nie
pokazuje danych. Na Rys. 4.18B autor przedstawia przykfadowy wynik do$wiadczenia, w ktdrym
proteolize LAT w tymocytach mysich indukowang deksametazonem prébowano zahamowac
dziataniem inhibitoréw oligopeptydowych okreslanych skrétami zZVAD, zIETD oraz zVDVAD. Opisujac
go, autor stwierdza, ze inhibitor swoisty dla kaspazy 8 oraz granzymu B, okreslany jako z IETD,
ogranicza degradacje LAT co domysinie ma by¢ dowodem na udziat obydwu tych proteaz w
degradacji LAT. Jednak bez analizy densytometrycznej wynikéw tych doswiadczenr przy
odpowiedniej liczbie ich powtérzen (a w rozprawie nie ma informacji, ile takich powtorzen
wykonano) obserwacja bardzo niewielkiej zmiany wielkosci prazkow odpowiadajacych peptydowi
17 i 23 kDa w poréwnaniy do kontroli nie uprawnia do takiej interpretacji. Poproszg o
przedstawlenie takle] anallzy podczas publicznej obrony. Jedynym skutecznym inhibitorem
degradacji LAT w tymocytach wystawlonych na dziatanie deksametazonu jest zVAD. Niestety, ten
inhibitor jest BARDZO nieswoisty - oprécz kaspaz, hamuje takie dziatanie innych peptydaz
cysteinowych, miedzy innymi katepsyn i kalpain. Moze wiec to ktore$ z tych proteaz degradujg LAT,
swiaszcza ze obydwie rodziny (w szczegoInosci kalpainy) potrafia produkowac dtugie fragmenty
cietych biatek? Sprawdzenie tej hipotezy wymagatoby zastosowania innych swoistych inhibitordéw,
najlepiej techniki interferencji RNA, bedacej najbardziej efektywnym sposobem na zmniejszenie
aktywnosci badanego enzymu w zywych komérkach, albo tez proby degradacji czystego LAT czystym
enzymem okre$lonego typu w uktadzie 1:1 in vitro. Zaréwno biatko LAT (rekombinowane) jak i
preparaty raéznych kaspaz, katepsyn, granzymdw i kalpain sa komercyjnie dostepne. O ile to
technicznie mozliwe, prosze o przeprowadzenle i zaprezentowanie wynikow doswiadczenia, w
ktérym rekombinowany LAT poddano dziatanlu kaspazy 8 lub granzymu B w czystym uktadzie in
vitro.

Kolejne ciekawe obserwacje doktoranta to stwierdzenie iz fosforylacja LAT in vitro zapobiega
przynajmniej czgsciowo jego degradacji w komérkach traktowanych ~ H202, anty-Fas lub
etopozydem. Co interesujace, udokumentowana fosforylacja LAT w trakcie aktywacji tymocytow i
limfocytow T za pomocg anty-CD3 nie czyni go odpornym na degradacje. Autor stusznie interpretuje
te roznice jako mozliwy efekt selekcji na etapie réznicowania tymocytow.

Ostatnim doéwiadczalnym skiadnikiem rozprawy jest zaprezentowanie cytometrycznej

metody oceny degradacji LAT w pojedynczych tymocytach/limfocytach T i wykorzystanie jej do
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wykazania udziatu kaspaz w tym procesie oraz poréwnania procesu degradacji w tymocytach
CD4+CD8low (potencjalnie zawierajgcych nTreg). Autor wykorzystuje tu przeciwciato M-19,
rozpoznajgce C-terminalny odcinek LAT, ktory, jak pamigtamy, jest odcinany najwczesniej. Jest to
bardzo pomystowe podejscie. Przedstawiona metoda rzeczywiscie pozwala na oceng utraty LAT z
badanych komorek i dobrze koreluje z badaniami technikg Western blot, jest wiec przydatnym
narzedziem badawczym. Cytogramy ekspresji biatak LAT otrzymane w komorkach kontroinych oraz
indukowanych deksametazonem w obecnoéci lub bez wspomnianych inhibitoréw ( Rys. 4.23; ZVAD
itd.) réznig sie w przewidywany sposdh. Podobnie jak w przypadku badan technikg WB jedynie zZVAD i
czeéciowo zIETD hamuje degradacjg LAT; moje zastrzezenia odnosnie interpretacji tych wynikow sig
nie zmieniajg. W szczeg6lnosci, autor dodat do panelu inhibitor kaspazy 3 - zDQMD, kaspazy 317 —
7DEVD oraz kaspazy 9 - 2zLEHD; zaden z pich nie zapobiegt degradacji LAT w obecnosci
deksametazonu. Degradacja w tych warunkach zostata natomiast znacznie zredukowana przez
dziatanie cykloheximidu. Jak autor interpretuje ten wynik, ktory nie zostal przedyskutowany w
rozprawie? Z kolei Rysunek 4.24A zawiera przykladowe wyniki oznaczenia degradacji LAT w
subpopulacji mysich tymocytow o wspomnianym fenotypie CD4+CD8low. Jak fatwo zauwazy¢,
odsetek tych tymocytéw, ktére utracity LAT, wynidst 19.3% w proébie kontrolnej i 37.1% w probie
stymulowanej anty-CD3 i wartosci te dotycza komérek negatywnych wzgledem ekspresji FoxP3.
Obecne w tych samych probkach tymocyty FoxP3+ nie wykazaty degradacji LAT w warunkach
doswiadczenia, co pozwolito autorowl na stuszng aczkolweik zle sformutowang konkluzje, ze s one
 niewrazliwe na degradacje LAT”. Wrazliwym Jest co$ na czynnik wywotujacy zmiane w tym czyms, a
nie na efekt tej zmiany. W tym konkretnym przypadku badane komorki byty niewrazliwe na
stymulacje anty-CD3g, w innych tymocytach prowadzgcq do degradacji LAT. Dalsze badanie tej
ciekawe] populacji (Rys. 4.24B) wykazato, ze jest to heterogenna grupa komorek o réznym fenotypie
antygenow aktywacyjnych i zwigzanych z rdznicowaniem tymocytéw CD24 i CD69. Niestety
utrudnieniem zrozumienia tych wynikéw jest pojawienie sig dwdéch paneli (dot-plotéw) pokazujgcych
ekspresje TCRB oraz CD69 w tymocytach FoxP3+, opisanych jako LAT+CD4+CD8low, przy czym
odsetkowe wartoéci czterech wyréznionych na tych panelach populacji sg rozne. Podobnie w dolnym
rzedzie plotdéw, w ktérym pokazano ekspresjg CD3e vs CD24, te same dwa ostatnie ploty domysinie
oznaczone jako LAT+CD4+CD8low wykazujg dramatycznie rézne odsetki  (np. wyrdzniona
subpopulacja CD3g+CD24+ stanowi 88% na jednym i tylko 13% na drugim panelu. Bardzo proszg o
wyjasénienie tych réznic w trakcie publicznej obrony.

Rozprawe korczy stosunkowo krotka dyskusja (rozdziat 5, zatytutowany Dyskusja i Wnioski,
ale jak juz wspomniatem niezawierajacy sformutowanych wnioskow). Zasadniczo poprawnie
przedyskutowano w niej wiasne wyniki w kontekscie literatury. Pozostajg jednak pytania, na ktore
nie znalaztem tutaj odpowiedzi. | tak, bytoby bardzo interesujace gdyby autor podat informacjg, jaki

odsetek normalnych mysich tymocytow i limfocytéw T, a takze ludzkich limfocytéw T, zawiera biatko



izoformy LATi6, czy jest ona wspotwyrazana w tych komdrkach z kanoniczng forma LAT? Na stronie
152 w Dyskusji znajdujemy (niestety) informacje, ze préba uzyskania przeciwciata ,anty-i6”
zakonczyla sie niepowodzeniem. Bez takiego narzedzia uzyskanie powyzsze] informacji jest trudne,
ale nie niemozliwe; mozna wysortowaé okreslong interesujgcg populacje limfocytow (np. Treg), a
nastepnie sprawdzi¢  technikg WB (moze po rozdzieleniu biatek technika ogniskowania
izoelektrycznego, a nie tylko prostym PAGE) czy w komorkach wystepuja obydwie formy i w jakiej
proporcji, uzywajgc standardowych przeciwciat anty-LAT. Wykazanie tej obecnosci pozwolitoby na
dociekania o funkcji LATi6 w badanych komorkach. Obecnoéé biatka LATI6 w komorkach
transfekowanych jego genem nie stanowi tu dowodu, ze tak samo bedzie w natywnych limfocytach
T. Te doéwiadczenia udowadniajg jedynie, ze MOZE ono by¢ obecne oraz, ze w takim przypadku
powinno sie lokalizowac do tratew btonowych GEM. Mam nadziejg, ze autor rozwazy powyzsze jako
propozycje dalszych badan tega ciekawego zagadnienia.

Ciekawe sg rozwazania odnosnie mozliwej roli izoformy LATi6 jako czynnika
przyspieszajgcego zakoriczenle czgscl inicjacyjnej procesu transdukcji sygnatu od TCR/CD3. W tym
kontekécie warto by bylo (pod warunkiem posiadania odpowiednich narzedzi) poréwnac poziom
biatka LATi6 w réznych stanach chorobowych (nienowotworowych), w ktérych aktywacja limfocytow
T (badz tworzenie Treg) jest zaburzone. Podobnie, bardzo waine (jako potencjalne nowe
mechanizmy prawidtowej, a takze zaburzonej kontroli nad transdukcja sygnatu w limfocytach T) sg
badania degradacji LAT. Z pewnoscig powinny one by¢ kontynuowane, z wykorzystaniem réznych
populacji limfocytéw T ex vivo, preferencyjnie ludzkich, nie tylko w warunkach wymuszonej apoptozy
ale w trakcie prawidtowej odpowledzi na stymulacje polikionalng lub antygenowa. Do tych badan z

pewnoscig bardzo przydatnym narzedziem bedzle cytometryczna metoda oceny degradacji LAT.

Jak wspomniatem, lista pozycji literatury wykorzystanych w rozprawie to az 278. To bardzo
imponujaca liczba; niestety tyzkg dziegciu moze by¢, ze przeliczenie pierwszych wystapien danej
pozycji w tekscie pracy (gtownie we Wstepie i Dyskusji, poniewaz jak wspomniatem w rozdziatach
dotyczacych metod i wynikow autor nie odwotywat sie do zadnych referenciji) zwraca zaledwie 254
prac; wyglada wiec na to, ze okoto 20 prac (dopuszczajac biad zliczenia) nie zostato w ogéle
zacytowane w rozprawie! To niestety kolejny dowdd edytorskiej niestarannosci i pospiechu podczas

przygotowania rozprawy.

Niestety, mam takie pewne zastrzezenia formalne. Otdéz, wigkszo$¢ badan
zaprezentowanych w rozprawle, zostato opublikowane juz w latach 2013-14, podczas gdy rozprawa
pochodzi z roku 2018. Z trzech prac, w 2 doktorant jest pierwszym autorem (1: Ktossowicz M, Marek-
Bukowiec K, Arbulo-Echevarria MM, $cirka B, Majkowski M,Sikorski AF, Aguado E, Miazek A.

identification of functional, short-lived isoform of linker for activation of T cells (LAT). Genes Immun.



2014 Oct;15(7):449-56. doi: 10.1038/gene.2014.35. Epub 2014 Jul 10. PubMed PMID: 25008862. 2:
Ktossowicz M, Scirka B, Suchanek J, Marek-Bukowiec K, Kisielow P, Aguado E, Miazek A. Assessment
of caspase mediated degradation of linker for activation of T cells (LAT) at a single cell level.
Immunol Methods. 2013 Mar 29;389(1-2):9-17. doi: 10.1016/}.jim.2012.12.004. Epub 2012 Dec 20.
PubMed PMID:23261919.), zaé w trzeciej, a chronologicznie pierwszej (Garcia-Blesa A, Klossowicz M,
Lopez-Osuna C, Martinez-Florensa M, Malissen B, Garcia-Cozar FJ, Miazek A, Aguado E. The
membrane adaptor LAT is proteolytically cleaved following Fas engagement in a tyrosine
phosphorylation-dependent fashion.Biochem J. 2013  Mar  15;450(3):511-21. doi:
10.1042/BJ20121135) jest drugim autorem. Prace te zostaly wymienione przez doktoranta na
nienumerowanej stronie przed spisem tresci, natomiast praktycznie nie ma do nich odniesien w
tekscie pracy.

Z prac tych pochodzi wigkszo$¢ wynikéw, przedstawionych na rys. 4.1- 4.24, z wyjgtkiem
wynikéw analiz bioinformatycznych (Rys. 4.3 i Tab. 4.2, Rys. 4.6, 4.7, 4.8), wyniku oceny ekspresji
biatka izoformy LATI6 w transfekowanych komdrkach HEK293T (Rys. 4.9), Rys. 4.16C pokazujgcego
kinetyke degradacji LAT w aktywowanych mysich limfocytach T pod wplywem indukcji anty-Fas, i
wreszcie Rys. 4.23B, gdzie zjlustrowano wplyw cykloheximidu hamujacy degradacjg LAT w
tymocytach. Te ,nowe” wyniki sg ciekawe, ale sg jedynie uzupetnieniem tych juz zamieszczonych w
pracy a pochodzacych z publikacji. llustracje 4.1-4.24 sg wiec w wigkszosci bezposrednimi kopiami
flustracji z ww publikacji, w ktérych jedynie spolszczono opisy. W przypadku pracy Garcia-Blesa i wsp.
dowiadujemy sie z niej, ze doktorant wykonywat zawarte w niej badania na tymocytach oraz na
komérkach linii VL3-3M2 i tylko te wyniki z tej publikacji s zamieszczone w rozprawie. Nie wiadomo
natomiast, ktore wyniki zawarte w pozostatych dwoch pracach byty otrzymane przez doktoranta, a
jesli czes¢ byfa innego autorstwa, to czy mial on zgode wspdtautoréw na ich wykorzystanie w
rozprawie? Ponadto, w rozprawle znajdujemy co najmniej niektére zdania, bedace bezposrednim
ttumaczeniem z ww prac; np. na str. 144 zdanie ,Paniewaz zaledwie 0.07% tymocytow..” jest
bezposrednim ttumaczeniem odpowiedniego zdania z publikacji Ktossowicz i wsp Imm Meth 2013.

Sprawia to wrazenie ograniczonego, ale jednak autoplagiatu.

Moje pytania s wiec nastgpujace:
e Dlaczego zaprezentowang rozprawg doktorska dzieli okoto 4 lat od opublikowania
przewazajacej czesci zawartych w niej wynikéw w trzech publikacjach?
e Dlaczego doktorant nie podjat proby obrony na podstawie ,zszywki” tych trzech prac
opatrzonej krétkim tekstem omowienia?
o Jaki byt rzeczywisty wkiad badawczy doktoranta w prace, w ktérych byt on pierwszym

autorem? (Zwyczajowo, powinien przekraczac 50%)
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e Czy doktorant miaf zgode wszystkich krajowych i zagranicznych wspotautorow trzech

ww prac na ich wykorzystanie w swojej rozprawie doktorskiej?
Konkluzja

Podsumowujgc, rozprawa doktorska ~mgra inz. Mikotaja Klossowicza ma walor
interesujacego, waznego poznawczo i potencjalpie klinicznie tematu, zostafa zasadniczo poprawnie
wykonana od strony metodycznej (jak ocenlam, gtéwnie przez niego samego) i pozwolita na
poczynienie nowych | interesujgcych obserwacji, co potwierdza fakt opublikowania znacznej
wiekszosci z nich, Natomiast sama rozprawa napisana jest bardzo niestarannie. Pewne watpliwosci
stwarza interpretacja wynikéw, zwfaszcza w odniesieniu do kluczowych obserwacji udziatu réznych
proteaz w degradacji LAT. Powyze] sformutowatem takze moje watpliwosci dotyczace strony
formalnej przedstawionej do recenzji rozprawy. Mimo tych i innych zawartych w recenzji powyzej
uwag merytorycznych, edytorskich, a takze formalnych uwazam, ze rozprawa zasadniczo spetnia
ustawowe wymagania stawiane rozprawom na stopiern doktora nauk. Warunkiem mojej petnej
akceptacji rozprawy jako podstawy do ublegania si¢ doktoranta o stopien doktora nauk bedzie
uzyskanie wyjaéniert odnosnie wszystkich ww kwestii.

Dlatego przedktadam Wysokiej Radzie Naukowej Instytutu Immunologii i Terapii
Doéwiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda PAN warunkowy wniosek o dopuszczenie mgra inz.

Mikotaja Ktossowicza do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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