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3. Informacje o  dotychczasowym  zatrudnieniu w  jednostkach
naukowych/artystycznych

2004 - obecnie
Asystent a nastepnie adiunkt w Instytucie
Biologii Medycznej PAN, £6dz, Pracownia
Regulacji Transkrypcyjnej

2004 - 2008 Stuchacz stacjonarnego Studium
Doktoranckiego Biochemiczno-
Biofizycznego Ut przy Wydziale Biologii
i Ochrony Srodowiska

4. Wskazanie osiagniecia naukowego wynikajgcego z art. 16 ust. 2 ustawy z
dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o
stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.U. nr 65, poz. 595 ze zm.).

‘W przypadku, gdy osiagnieciem tym jest praca/prace wspoélne, nalezy przedstawié¢
o$wiadczenia wszystkich jej wspotautoréw, okreslajgce indywidualny wkiad kazdego
z nich w jej powstawanie (zatacznik Z8)

a) tytut osiagnigcia naukowegol/artystycznego

»Molekularne mechanizmy regulacji ekspresji genu RORyT”’
Przedstawione do oceny osiaggniecie naukowe stanowi monotematyczny cykl
czterech oryginalnych publikacji naukowych, znajdujgcych sie w bazie Journal
Citation Reports (JCR). Sumaryczny IF wynosi 17,156 (MNiSW - 135 pkt.).
Wymienione prace powstaty po uzyskaniu stopnia doktora nauk biologicznych.

b) Publikacje wchodzace w skiad osiagniecia naukowego.

1. Ratajewski M, Walczak-Drzewiecka A, Salkowska A, Dastych J: Upstream
stimulating factors regulate the expression of RORyT in human lymphocytes. J
IMMUNOL. 2012; 189(6): 3034-42. IF=5,520; Punkty MNiSW = 40 pkt. (praca
oryginalna)

Moj wkiad w powstaniu pracy polegat na: wypracowaniu koncepcji badawczej,
nadzorze nad przebiegiem badann opisanych w pracy, opracowaniu
I optymalizacji warunkéw | metod stosowanych w pracy, wykonaniu
wiekszosci eksperymentalnej czesci pracy, analizie wynikéw, przygotowaniu
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rycin i udziale w napisaniu manuskryptu. Udziat w realizacji pracy oceniam na
80%.

. Ratajewski M, Walczak-Drzewiecka A, Gorzkiewicz M, Satkowska A, Dastych

J: Expression of human gene coding RORyYT receptor depends on the Sp2
transcription factor. J LEUKOC BIOL. 2016 100(5): 1213-1223. IF=4,018;
Punkty MNiSW = 35 pkt. (praca oryginalna)

Moj wkiad w powstaniu pracy polegat na: wypracowaniu koncepcji badawczej,
nadzorze nad przebiegiem badan opisanych w pracy, opracowaniu
I optymalizacji warunkéw i metod stosowanych w pracy, wykonaniu wiekszosci
eksperymentalnej czesci pracy, analizie wynikéw, przygotowaniu rycin
I udziale w napisaniu manuskryptu. Udziat w realizacji pracy oceniam na 80%.
Ratajewski M, Stomka M, Karas K, Sobalska-Kwapis M, Korycka-Machata M,
Satkowska A, Dziadek J, Strapagiel D, Dastych J: Functional Analysis of the
rs774872314, rs116171003, rs200231898 and rs201107751 Polymorphisms
in the Human RORyT Gene Promoter Region. GENES (BASEL). 2017; 8(4).
pii: E126. IF=3,600; Punkty MNiSW = 25 pkt. (praca oryginalna)

Moj wkiad w powstaniu pracy polegat na: wypracowaniu koncepcji badawczej,
nadzorze nad przebiegiem badann opisanych w pracy, opracowaniu
i optymalizacji warunkéw i metod stosowanych w pracy, konstrukcji wektora
reporterowego i mutantéw oraz analizie ich aktywnos$ci transkrypcyjnej,
analizie wynikéw, przygotowaniu rycin i napisaniu manuskryptu (autor
korespondujgcy). Udziat w realizacji pracy oceniam na 65%.

Satkowska A, Karas K, Walczak-Drzewiecka A, Dastych J, Ratajewski M:
Differentiation stage-specific effect of histone deacetylase inhibitors on the
expression of RORyT in human lymphocytes. J LEUKOC BIOL. 2017; 102(6):
1487-1495. IF=4,018; Punkty MNiSW = 35 pkt. (praca oryginalna)

Moj wktad w powstaniu pracy polegat na: wypracowaniu koncepcji badawczej,
konstrukcji wektoréw reporterowych, cafo$ciowej analizie efektéw inhibitoréw
deacetylaz histonéw w komorkach Jurkat, analizie danych, przygotowaniu
rycin i napisaniu manuskryptu (autor korespondujgcy). Udziat w realizacji
pracy oceniam na 55%.

W zataczeniu :

potwierdzenie IF z posSwiadczeniem przez Biblioteke Uniwersytetu
Medycznego w todzi (zatgcznik nr 6)

kopie powyzszych prac (zatgcznik nr 7)

oswiadczenie wspoétautoréw o indywidualnym wktadzie autorskim (zatacznik nr
8)

c) Oméwienie osiagnie¢ naukowych przediozonych do oceny
(z podaniem, dla kazdego etapu przedstawianej pracy celu, osiagnieé i
mozliwych zastosowarn)
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W przeszto$ci uwazano, ze komorki T pomocnicze (Th) stanowig pojedyncza
grupe limfocytéw T. Obecnie wyrdznia sie az dziewie¢ subpopulacji: Th1, Th2, Th17,
Treg, Th9, Th22 oraz Tfh, przy czym jedynie pierwsze cztery sg wzglednie dobrze
scharakteryzowane pod wzgledem czynnikéw transkrypcyjnych, ktére zawiadujg ich
roznicowaniem oraz cytokin, ktére te komorki wydzielajg. Réznicowanie komorek Th1
opiera si¢ na czynniku t-bet a ich rolg jest eliminacja wewnatrzkomérkowych
patogenow: komoérki te wydzielaja IFN-y, ktéry aktywuje makrofagi. Rbéznicowanie
komorek Th2 =zalezne jest od czynnika GATA3. Rolg tych limfocytow jest
rozpoznawanie antygendéw w tym alergenéw i wzbudzanie odpowiedzi skierowanej
przeciwko zewnatrzkomoérkowym patogenom, w tym pasozytom, poprzez produkcje
IL-4, IL-5 oraz IL-13. Réznicowaniem komorek T regulatorowych (Treg) kieruje
czynnik FOXP3, a komoérki te petnig role supresorowsg. Dzieje sie tak za sprawg
wydzielania cytokin IL-10 oraz TGF-B oraz oddziatywan z biatkami TIGIT
i CTLA-4. Limfocyty Treg uczestniczg w utrzymywaniu tolerancji immunologicznej,
hamujg autoagresje oraz odpowiedz przeciwko nowotworom.

Limfocyty Th17 odgrywajg kluczowa role w obronie gospodarza przeciwko
takim drobnoustrojom jak: Bacillus anthracis, Staphylococcus aureus i Candida
albicans. Niestety, przez udziat w niszczeniu tkanek w chorobach
autoimmunologicznych (reumatoidalne zapalenie stawéw, stwardnienie rozsiane,
tuszczyca, choroba Gravesa-Basedowa, nieswoiste zapalenie jelit) limfocyty Th17
postrzegane sg jako komorki w duzej mierze szkodliwe. RORyT jest sygnaturowym
czynnikiem transkrypcyjnym dla limfocytow Th17, niezbednym do podtrzymania
roznicowania naiwnych komérek CD4+ w kierunku Th17 i regulujacym ekspresje
charakterystycznych dla tej grupy komoérek cytokin prozapalnych — interleukiny 17A
(IL17A) oraz interleukiny 17F (IL17F). Modulacja funkcji limfocytow Th17 poprzez
wptywanie na aktywnos$¢ czynnika transkrypcyjnego RORyT oraz/lub jego ekspresije,
tym samym procesow, w ktorych te komorki uczestniczg, jest obiektem
zainteresowania badaczy zajmujgcych sie biologig limfocytow Th17 oraz rozwojem
nowych metod leczenia choréb autoimmunologicznych poprzez efektywng
immunomodulacje hamujgcg patogenng odpowiedz odpornoéciows.

Biatko RORYT jest produktem genu RORC. W obrebie genu RORC istniejg
dwa alternatywne promotory, ktérych uzycie przez maszynerie transkrypcyjna,
prowadzi do powstania dwoéch transkryptéw i w efekcie ekspresji dwéch biatkowych
izoform (bedacych czynnikami transkrypcyjnymi): RORy i RORyT. RORYy jest o 21
aminokwaséw dtuzszym biatkiem od RORyT, a réznice w sekwencji aminokwasowej
dotyczg korica N-terminalnego. Obydwie izoformy rézni takze dystrybucja tkankowa:
RORYy podlega ekspresji w wiekszosci tkanek m.in. w watrobie, miesniach i nerkach,
gdzie reguluje ekspresje gendw zwigzanych 2z metabolizmem i cyklem
okotodobowym, podczas gdy ekspresja RORyT ograniczona jest tylko do pewnych
subpopulacji limfocytow CD4 pozytywnych, gtéwnie limfocytéw Th17.

Gfownym celem przedstawionego do oceny cyklu publikacji byfa
identyfikacja i charakterystyka wybranych mechanizméw regulujgcych proces
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ekspresji ludzkiego genu RORyT i ich udzialu w procesie réznicowania
komorek Th17.

W pierwszej pracy, przedstawionej do oceny, zidentyfikowano sekwencje
promotorowg ludzkiego genu RORyT. W pracy zastosowano szereg wektorow
reporterowych zawierajacych mutanty delecyjne, a takze okreslono wazne dla
aktywnosci promotora, miejsca wigzania czynnikéw transkrypcyjnych. Analiza
ekspresji mRNA w liniach komoérkowych o réznym pochodzeniu tkankowym
wykazata, ze RORy i RORyT nie wystepuja w komoérkach cztowieka razem. Dotyczy
to takze pierwotnych limfocytow Th17, co jest wyrazng réznicg w stosunku do
limfocytow Th17 myszy, w ktérych zaréwno Rory i RoryT podlegaja ekspresji na
podobnym poziomie. Przy zastosowaniu techniki genéw reporterowych wykazano, ze
w regionach -180/+78 oraz -341/-180 (liczac od miejsca inicjacji translacji) znajduja
si¢ sekwencje odpowiadajace za tkankowo-swoistg (specyficzng dla komorek
limfocytow) aktywno$¢ promotora genu RORyT. Skrining z zastosowaniem wektorow
ekspresyjnych dla czynnikéw transkrypcyjnych aktywujgcych promotor pozwolit
zidentyfikowa¢ biatka USF-1 i USF-2 jako potencjalne aktywatory badanego
promotora. Analiza bioinformatyczna sekwencji promotorowej programem
Matinspector wykazata obecno$¢ czterech miejsc typu E-BOX (CANNTG)
rozpoznawanych przez czynniki transkrypcyjne z rodziny USF. Co wiece;j,
poréwnanie sekwencji promotorowych genu RORyT cztowieka, szympansa, bydta
domowego i myszy, z zastosowaniem programu ClustalW, wykazato wysoki stopien
zachowania ewolucyjnego zwtaszcza miejsc E-BOX1 i E-BOX2. Wprowadzenie
mutaciji, ktére niszczyty poszczegdine miejsca E-BOX potwierdzito, ze E-BOX4 i E-
BOX3 maja raczej niewielki wptyw na aktywno$¢ bazalng badanego promotora oraz
Jego indukowalno$¢ przez biatka USF-1 i USF-2. Mutageneza najbardziej ewolucyjnie
zachowanych miejsc E-BOX2 i E-BOX1 znaczgco obnizata zdolnoé¢ promotora do
odpowiedzi na nadekspresje czynnikéw USF-1 i USF-2 i catkowicie znosito te
odpowiedz w przypadku jednoczesnego wprowadzenia mutacji do obu miejsc.
Dodatkowo okazato sie, ze E-BOX2 jest elementem niezbednym do zachowania
aktywnosci wzmacniajgcej sekwencji -341/-180, gdyz zmutowanie tego miejsca
zmniejszato aktywno$¢ sekwencji -341/+78 do poziomu obserwowalnego dla
fragmentu -180/+78. Pomiar zmiany ruchliwosci elektroforetycznej (EMSA) wykazat,
ze wszystkie cztery sekwencje E-BOX zdolne sg do wigzania zaréwno biatka USF-1
jak i USF-2. Wyniki te zostaty réwniez potwierdzone w zywych komérkach przy
zastosowaniu techniki immunoprecypitacji chromatyny (ChIP). Zahamowanie
ekspresji czynnikébw USF-1 i USF-2 przy uzyciu specyficznych siRNA potwierdzito
aktywatorowg funkcje tych biatek w regulacji ekspresji ludzkiego genu RORyT
zarowno w linii komoérkowej Jurkat jak i réznicowanych in vitro, pierwotnych
komorkach Th17. Nie udato sie zaobserwowaé¢ zahamowania ekspresiji interleukiny
17A oraz jej wydzielania. Moze by¢ to efektem niedostatecznej inhibicji czynnikéw
USF (a co za tym idzie takze RORyT) wynikajacej z niskiej wydajnosci nukleofekcji
komorek pierwotnych lub udziatu innych czynnikéw transkrypcyjnych (niz RORyT) w
regulacje ekspresji IL17A, np. czynnika NFAT. Przeprowadzone badania wykazaly
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po raz pierwszy istnienie powigzania miedzy czynnikami USF, regulujacymi
ekspresje wielu genéw zaangazowanych w utrzymywanie homeostazy glukozy
i lipidow, a RORyT, co z kolei sugeruje potencjalny zwiazek choréb
metabolicznych i stanu zapalnego wywolywanego przez komérki Th17.

Kolejnym celem badawczym w przedstawianym cyklu publikacji byto
okreslenie ktére elementy w sekwencji -180/+78 (zawierajgcej miejsca inicjacii
transkrypcji) promotora genu RORyT sa niezbedne dla zachowania jego aktywnosci
podstawowej. Odpowiedz na to pytanie zawarto w przedstawionej do oceny
pracy nr 2, w ktorej zidentyfikowano specyficzne dla naczelnych miejsca
wigzania dla czynnikéw transkrypcyjnych z rodziny Sp.

Analiza in silico proksymalnego fragmentu genu RORyT wykazata istnienie
dwoch elementéw typu GC-BOX w regionach -90/-76 (GC-BOX1) oraz +30/+37 (GC-
BOX2) zdolnych do wigzania czynnikéw z rodziny Sp. Poréwnanie proksymalnych
fragmentéw promotora RORyT cziowieka, szympansa, goryla, orangutana, bydta
domowego, oraz myszy wykazafto, ze obie sekwencje typu GC-BOX zachowane sa
tylko u naczelnych. Do sprawdzenia funkcjonalnosci zidentyfikowanych miejsc, uzyto
mitramycyny A, antybiotyku wyizolowanego ze Streptomyces plicatus, wigzgcego sie
do DNA w obszarach bogatych w pary GC i hamujgcego interakcje czynnikéw Sp
z DNA. Mitramycyna A w sposéb istotny hamowata aktywno$¢ badanego promotora,
a zastosowanie mutantow delecyjnych wskazato, ze elementy odpowiedzi na
antybiotyk znajdujg sie we fragmencie -180/+78, co byto zgodne z wynikami
uzyskanymi metodami bioinformatycznymi. Test zmiany ruchliwosci
elektroforetycznej (EMSA) potwierdzit, ze w warunkach in vitro sekwencja DNA
zawierajgca GC-BOX1 specyficznie wigze biatko Sp2, podczas gdy sekwencja
zawierajgca GC-BOX2 wigze zaréwno biatka Sp2 jak i Sp1. Wigzania innych biatek
z tej rodziny (Sp3 i Sp4) nie stwierdzono. Wigzanie sie czynnikéw z rodziny Sp do
promotora genu RORyT w zywych komoérkach zostato potwierdzone przy
zastosowaniu techniki immunoprecypitacji chromatyny. Najwickszg liczbe kopii
promotora RORyT zaobserwowano w probach immunoprecypitowanych
przeciwciatami skierowanymi przeciwko Sp2 oraz Sp1 zaréwno w komérkach linii
Jurkat jak i pierwotnych komérkach Th17. Obecno$é mitramycyny A za$ ten efekt
wyraznie obnizata. Mutageneza kierowana miejsc GC-BOX1 lub GC-BOX2
hamowata aktywno$¢ promotora, wskazujac ze: a) kazde z nich jest kluczowe dla
zachowania jego funkcji; b) prawdopodobnie, biatka zwigzane z tymi miejscami
wzajemne ze sobg oddziatujg. Zahamowanie ekspresji Sp2 (poprzez uzycie
specyficznego siRNA) w komorkach linii Jurkat i pierwotnych komérkach Th17
skutkowato obnizeniem ekspresji RORyT oraz RORyT-zaleznych genéw: IL17A
i IL17F, oraz wydzielaniem IL17A/F. Co ciekawe, choé¢ mitramycyna A byta bardzo
skuteczna w inhibicji ekspresji RORyT, nie wptywata na ekspresje IL17A i IL17F.
Prawdopodobnie wynika to z faktu, ze w przeciwienstwie do siRNA, mitramycyna A
nie jest specyficznym inhibitorem, a jej plejotropowe dziatania mogg mie¢ trudny do
przewidzenia efekt. Tym niemniej, nie mozna wykluczy¢, ze wynalezienie nowych
bardziej specyficznych inhibitoréw biatek Sp1/Sp2 mogtoby znalezé zastosowanie
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w leczeniu choréb autoimmunologicznych. W podsumowaniu, w pracy nr 2
jednoznacznie wykazano, ze miejsca GC-BOX1 i GC-BOX2 w proksymalnym
promotorze genu RORyT sa niezbedne do zachowania aktywnosci tego
promotora, a biatko Sp2 wigZzace si¢ do tych miejsc jest kluczowym
regulatorem ekspresji RORyT w ludzkich limfocytach.

Niektére polimorfizmy w regionach regulatorowych genéw zwigzane sg
z wystepowaniem standéw patologicznych lub ich nasileniem. Zdarza sie takze, ze
polimorfizmy chronig przed wystapieniem choroby. Dlatego racjonalnym
rozwinigciem badan nad promotorem ludzkiego genu RORyT byto poszukiwanie
w jego sekwencji polimorfizméw, ktére moglyby wplywaé na jego aktywno$é.
Interesujace dane na ten temat przedstawiono w pracy nr 3. Analiza baz danych
zawierajgcych warianty genetyczne (NCBI Variation Resources) wykazata istnienie
czterech polimorfizméw w miejscu GC-BOX2: rs774872314 G>A, rs116171003 G>T,
rs200231898 C>T oraz rs201107751 G>A. Wprowadzenie tych polimorfizméw do
miejsca GC-BOX2 doprowadzito do spadku aktywnosci transkrypcyjnej promotora
nastepujgco: dla rs774872314 o 41%, dla rs116171003 o 48%, dla rs200231898 o
20%, a dla rs201107751 do niemal catkowitego zahamowania funkcji promotorowe;.
Kolejnych danych dostarczyto zbadanie jak poszczegéine polimorfizmy wptywajg na
wigzanie biatek Sp1 i Sp2 do znakowanej sondy w tescie ruchliwosci
elektroforetycznej (EMSA). Wprowadzenie polimorfizméw majgcych najwiekszy
negatywny wptyw na aktywnosé¢ promotora genu RORyT. rs774872314,
rs116171003, oraz rs201107751 skutkowato mniejszym wigzaniem biatka Sp2
I catkowitym brakiem wigzania biatka Sp1, za$ polimorfizm rs200231898 wptywat
tylko na wigzanie Sp2. Przy zastosowaniu dodatkowych technik do$wiadczalnych:
analizy krzywej topnienia w wysokiej rozdzielczosci (HRM) i sekwencjonowania,
sprawdzono jak zidentyfikowane polimorfizmy rozktadajg sie w populacji polskie;j.
W badanej probie 5130 oséb zidentyfikowano wystepowanie polimorfizmu
rs116171003 o czestosci 3.42% i rozktadzie genotypow: GG=96.575%, GT=3.385%,
TT=0.040%. Wyniki uzyskane w pracy nr 3 potwierdzaja kluczowa role
sekwencji GC-BOX2 dla zachowania aktywnosci promotora genu RORYyT.
Wskazujg takze wazna role biatka Sp1 (by¢ moze jako biatka dokujacego) dla
aktywnosci transaktywacyjnej badanego promotora, czego nie udato sie
potwierdzic we wczesniejszej pracy. Ponadto w pracy tej wykazano, ze
polimorfizmy w miejscu GC-BOX2 moga potencjalnie negatywnie wplywaé na
ekspresje genu RORyT, co moze sie przektada¢ na ostabienie odpowiedzi
odpornosciowej (polimorfizm rs201107751) lub na mniejsza podatno$é na
choroby autoimmunologiczne (polimorfizmy rs774872314, rs116171003,
rs200231898).

Wiele badan z wykorzystaniem modelu mysiego wskazywato na potencjalny
udziat deacetylaz histonébw w regulacje ekspresji i funkcji Roryt. Zastosowanie
inhibitorow deacetylaz histonéw przez rézne grupy badawcze prowadzito do wynikéw
sprzecznych zaréwno pod katem ekspresji Roryt jak i wptywu tych zwigzkow na
komorki Th17. Wskazywato to na potrzebe sprawdzenia jak inhibicja deacetylaz
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histonéw wptywa na ekspresje RORyT i komorki Th17 cztowieka. Nowe dane na ten
temat oraz propozycje wyjasnienia obecnych w literaturze przedmiotu sprzecznych
wynikow przedstawiono w pracy nr 4. Badania przeprowadzono na 3 modelach
badawczych: pierwotnych komdrkach CD4+ réznicujgcych w kierunku limfocytéw
Th17, w petni zréznicowanych komérkach Th17 oraz linii Jurkat (komorki ostrej
biataczki z komérek T) z wykorzystaniem dwoch inhibitoréw deacetylazy histonéw:
apicydyny i maslanu sodu. W naiwnych komérkach CD4+ roznicujgcych w kierunku
limfocytow Th17 w obecnosci inhibitorow deacetylaz histonéw stwierdzono
zahamowanie ekspresji RORyT oraz IL17A, IL17F, IL9, IL21, IL6 oraz wydzielania
IL17A/F. Dodatkowo w komoérkach poddanych dziataniu apicydyny zahamowaniu
ulegat receptor dla IL6 (/L6R). Niespodziewanie, w komérkach tych przy uzyciu
techniki immunoprecypitacji chromatyny wykazano wzrost stezenia acetylowanego
histonu H4 zwigzanego z promotorem genu RORyT. Gdy w petni zréznicowane
komorki Th17 poddano dziataniu obu inhibitoréw, obserwowano wzrost ekspresji
RORYyT oraz IL17A, IL17F a takze wydzielana IL17A/F, co skorelowane bylo ze
wzrostem stezenia acetylowanej formy histonu H4 (acetylacja na lizynie 16 — H4K16)
na promotorze genu RORyT. W przypadku komorek linii Jurkat, apicydyna i maslan
sodu réwniez prowadzity do indukcji ekspresji RORyT, co takze bylo zwigzane ze
zwiekszeniem wigzanie acetylowanych form histonu H4 (H4K8 dla maslanu sodu
I H4K16 dla apicydyny). Co wiecej, oba inhibitory deacetylaz histonéw indukowaty
rowniez aktywno$¢ promotora genu RORyT, a miejscem docelowym ich dziatania
byly sekwencje wcze$niej zidentyfikowane jako kluczowe dla zachowania petnej
aktywnosci transkrypcyjnej tego promotora. Wyniki zamieszczone w pracy nr 4
wskazuja, ze efekt inhibitorow deacetylazy histonéw na ekspresje RORyT oraz
RORyT-zaleznych genéw zalezy od stopnia zréznicowania komoérek Th17. Te
obserwacje nalezy uwzgledni¢ rozwazajac plany zastosowania inhibitoréw
deacetylaz histonéw w leczeniu choréb autoimmunologicznych lub choréb
nowotworowych, w ktérych komérki Th17 odgrywaja nie w petni poznanag
funkcje.

Za najwazniejsze osiggniecia w przedstawionym cyklu publikacji uwazam:

* pierwszg charakterystyke promotora genu RORYyT cztowieka

* wykazanie, ze sekwencja wzmacniajgca zidentyfikowana w regionie -341/-180
promotora RORyT zalezna jest od miejsca typu E-BOX

* wskazanie mechanizmu molekularnego potencjalnego zwigzku miedzy
chorobami metabolicznymi, a stanem zapalnym spowodowanym przez
limfocyty Th17

* odkrycie, ze kluczowymi dla zachowania aktywnosci promotora genu RORyT
w limfocytach cztowieka sg dwa, specyficzne dla naczelnych, miejsca typu
GC-BOX do ktérych wigza sie biatka Sp1 i Sp2

* wykazanie, ze regulacia genu RORyT u cziowieka i myszy jest
najprawdopodobniej rézna
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= wykazanie, ze polimorfizmy w regionie regulatorowym genu RORyT wplywajg
na aktywno$¢ promotora i moga mie¢ potencjalne znaczenie kliniczne

* wykazanie, ze efekty zastosowania inhibitoréw deacetylazy histonéw zalezg
od stopnia zréznicowania limfocytow Th17

Choroby autoimmunologiczne sg powaznym problemem medycznym. Dane
epidemiologiczne wskazuja, ze najbardziej powszechne choroby z tej grupy, takie jak
reumatoidalne zapalenie stawow, dotykaja w krajach europejskich nawet do 10%
catej populacji. Duza liczba choréb z tej kategorii ma charakter przewlektych,
nieuleczalnych schorzen, ktére wymagajg od chorego przyjmowania lekéw do konca
zycia. Stosowane w terapii tych choréb leki immunosupresyjne majg wiele skutkéw
ubocznych. Zeby zmniejszy¢é lub wyeliminowaé ich zastosowanie, potrzebne jest
znalezienie nowych tarcz terapeutycznych. RORyT, czynnik transkrypcyjny
niezbedny do réznicowania komoérek Th17, majacych szczegdlne znaczenie
w patogenezie chorob z autoagresji, wydaje sie by¢ takg tarcza. Poznanie
mechanizméw jego regulacji, moze przyczyni¢ sie do rozwoju terapii celowanych,
mogacych zwieksza¢ mozliwosci modulacji funkcji okreslonych komoérek uktadu
immunologicznego.

d) Omoéwienie pozostalych osiagnie¢ naukowo-badawczych

1. Badanie mechanizméw opornosci wielolekowej czerniakow

Oporno$¢ lekowa (ang. drug resistance) jest zjawiskiem nabycia przez komorki
nowotworowe opornosci na chemioterapeutyki. Jest ona przyczyna nieskutecznosci
wielu rodzajéw chemioterapii. Czerniak ztosliwy jest samoistnie oporny na wiele
rodzajow terapii m.in. radioterapie czy konwencjonalng chemioterapie, a mechanizmy
nabywania opornosci przez komérki czerniaka sa nieznane, cho¢ podejrzewa sie, ze
nadekspresja biatek antyapoptotycznych (np. BCL-2), transporteréw z rodziny ABC
(np. ABCB5), onkogenéw (np. BRAF, MITF) oraz oddziatywania miedzykomérkowe
w mikrosrodowisku guza moga mie¢ znaczenie. Czynnik transkrypcyjny Sp1 znany
jest gtownie z regulacji ekspresji konstytutywnych genéw metabolizmu
podstawowego, tym niemniej jego liczne modyfikacje posttranslacyjne
I oddziatywania z innymi biatkami i udziat w regulacji genéw zaangazowanych w
nowotworzenie czyniag go potencjalnym celem terapii przeciwnowotworowych.
Zastosowanie mitramycyny A w komorkach czerniaka, hamowato ekspresje panelu
biatek opornosci wielolekowej zwigzanych z czerniakiem: ABCB8, ABCB10, ABCC1
oraz ABCC2 oraz uwrazliwiato te komérki na dziatanie doksorubicyny [Sachrajda i
Ratajewski, 2011]. Skrining biblioteki chemicznej przeprowadzony w celu znalezienia
substancji czynnych wobec komoérek czerniaka, doprowadzit do identyfikacji zwiazku
AC-93253, inhibitora sirtuiny 2, ktéry hamowat proliferacje komoérek czerniaka, ich
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zdolno$¢ do migracji oraz zmieniat rozktad faz cyklu komorkowego i uwrazliwiat
komorki na dziatanie doksorubicyny. Byto to skorelowane z zahamowaniem ekspresji
genéw kodujgcych biatka opornosci wielolekowej (m.in. ABCB5, ABCB8, ABCC1),
onkogenodw (np. MITF, NRAS), regulatoréw cyklu komérkowego (np. MKI67, CCNAZ2,
CCNE1, CCNE2, CDK2) i zwigzanych z apoptoza (np. BCL2, BIRC5) [Karwaciak i in.
2015].

Publikacje habilitanta dotyczace tej tematyki

= Sachrajda |, Ratajewski M: Mithramycin A suppresses expression of the
human melanoma-associated gene ABCB8. MOL GENET GENOMICS. 2011;
285(1): 57-65.

* Karwaciak |, Gorzkiewicz M, Ryba K, Dastych J, Pulaski L, Ratajewski M: AC-
93253 triggers the downregulation of melanoma progression markers and the
inhibition of melanoma cell proliferation. CHEM BIOL INTERACT. 2015; 236:
9-18.

2. Badanie mechanizméw regulacji transkrypcji genu HIF1A

HIF1A koduje biatko HIF1 alfa, ktére uwazane jest za gtéwny czynnik transkrypcyjny
regulujgcy fizjologie komorki w odpowiedzi na hipoksje. W literaturze naukowej
istniato przekonanie, ze HIF1A jest genem konstytutywnym, ktérego ekspresja we
wszystkich komoérkach jest na podobnym poziomie, a regulacja odbywa sie poprzez
dobrze poznane mechanizmy. Okazato sie jednak, ze w komoérkach tucznych
transkrypcje HIF1A mozna pobudzi¢ poprzez szlak kalcyneuryny. Kalcyneuryna
aktywuje czynnik transkrypcyjny NFAT, ktéry wiaze sie do miejsca w promotorze
genu HIF1A i zwieksza jego ilo$¢ na poziomie mRNA i biatka [Walczak-Drzewiecka i
in. 2008]. Analiza ekspresji HIFTA w roéznych liniach komérkowych oraz rdéznych
komoérkach (np. komorki CD34+ izolowane ze szpiku lub krwi obwodowej) wykazata
istnienie réznic w poziomie jego ekspresji. Stwierdzono, ze niski poziom ekspresji
HIF1A w niektorych komoérkach skorelowany jest z hipermetylacjia wyspy CpG w
sekwencji 5'-flankujgcej gen HIF1A [Walczak-Drzewiecka i wsp. 2010]. Podczas
dalszych prac nad tym zagadnieniem zaobserwowano, ze réznicowanie pierwotnych
komoérek CD133+ w kierunku dojrzatych komérek tucznych wigze sie ze wzrostem
ekspresji HIF1A (stopniowy spadek poziomu metylacji wyspy CpG) oraz spadkiem
ekspresji CD34 (wzrost poziomu metylacji cytozyn w promotorze genu) [Walczak-
Drzewiecka i in. 2013].

Publikacje habilitanta dotyczace tej tematyki

Przed doktoratem:

* Walczak-Drzewiecka A, Ratajewski M, Wagner W, Dastych J: HIF-1alpha is
up-regulated in activated mast cells by a process that involves calcineurin and
NFAT. J IMMUNOL. 2008; 181(3): 1665-72.
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Po doktoracie:
* Walczak-Drzewiecka A, Ratajewski M, Putaski t, Dastych J: DNA
methylation-dependent suppression of HIF1A in an immature hematopoietic
cell line HMC-1. BIOCHEM BIOPHYS RES COMMUN. 2010; 391(1): 1028-32.
* Walczak-Drzewiecka A, Salkowska A, Ratajewski M, Dastych J: Epigenetic
regulation of CD34 and HIF1A expression during the differentiation of human
mast cells. IMMUNOGENETICS. 2013; 65(6): 429-38.

3. Poszukiwanie nowych substancji aktywujacych receptor jadrowy
PXR

Receptory jadrowe to rodzina czynnikéw transkrypcyjnych, ktére majg podobna,
domenowg strukture i dziatajg jako czynniki transkrypcyjne indukowane ligandem.
Mate, hydrofobowe czasteczki wiazace sie do domeny wigzacej ligand (LBD)
receptora, zmieniajgce jego aktywno$¢ transkrypcyjna, nazywajg sie ligandami. Wiele
receptoréw jgdrowych funkcjonuje jako sensory ksenobiotykéw zdolnych do regulacji
ich (wlasnego) metabolizmu i potozenia (poprzez regulacje ekspresji genow
kodujgcych enzymy i biatka transporterowe). Ksenobiotyki oddziatujac z receptorami
jadrowymi czesto zaburzajg funkcjonowanie uktadu hormonalnego, powodujg zmiany
w metabolizmie lekéw, prowadzace do wystapienia efektow niepozadanych. Jednym
z receptorow jgdrowych biorgcych udziat w biotransformaciji ksenobiotykéw jest PXR
(pregnane X receptor), ktoéry po utworzeniu heterodimeru z innym receptorem
jadrowym RXR (retinoic acid X receptor) reguluje ekspresje szeregu enzymow fazy |
(m.in. CYP2B6, CYP2C9, CYP3A4, CYP3A7), fazy Il (m.in. UGT, GST i SULT) oraz
transporterow (np. ABCB1, OATP2). Do poszukiwan potencjalnych ligandéw
receptora PXR wykorzystano skonstruowang linie reporterowa - stabilnie
stransfekowang wektorem reporterowym (zawierajgcym elementy odpowiedzi dla
czynnika PXR) linie komoérek HepG2 (komorki raka watrobowokomorkowego).
W  skriningu biblioteki mykotoksyn wytowiono aflatoksyny (B1, M1 i G1) jako
potencjalne aktywatory PXR-zaleznej transkrypcji. Aflatoksyny byty zdolne do indukgji
ekspresji genu CYP3A4 (ktéry odpowiada m.in. za biotransformacje aflatoksyn) oraz
zwigkszenia zwigzanego z jego promotorem biatka PXR. Analiza ekspresji
mikromacierzowej wykazata dodatkowo, ze aflatoksyna B1 wplywa na ekspresje
genow fazy | i Il a takze tych zaangazowanych w metabolizm cholesterolu
[Ratajewski i in. 2011]. Skrining biblioteki 1120 substancji oraz 3-stopniowa walidacja
uzyskanych wynikéw doprowadzity do identyfikacji 19 substancji zdolnych do PXR-
zaleznej indukcji transkrypcji. Wspotczynnik korelacji miedzy eksperymentalnie
zmierzong transaktywacja PXR a strukturalnymi deskryptorami zidentyfikowanych
zwigzkéw uzyskat wysokie wartosci. Grupowanie za pomocg wielowymiarowego
skalowania wykazato, ze zwigzki, ktére przeszty 3-stopniowg walidacje, nie grupujg
sie w jednym klasterze, ale nalezg do kliku, strukturalnie réznych grup. Co ciekawe,
czes¢ z nich lokowata sie w poblizu dobrze poznanego ligandu PXR, rifampicyny.
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Wyniki uzyskane w pracy wyjasniajg mechanistycznie takze obserwowalne kliniczne
interakcje miedzy newaraping a mykofenolanem mofetylu. Jak udowodniono, kwas
mykofenolowy zaleznie od PXR, indukuje ekspresje CYP3A4 uczestniczgcego
w metabolizmie newarapiny. Zwiekszona ilo$¢ aktywnego enzymu, skutkuje
zmniejszonym stezeniem leku w surowicy [Ratajewski i in. 2015]. Wytworzona linia
komérkowa okazata sie by¢é réwniez przydatna do monitorowania atypowej,
niezaleznej od mikrocystyny, toksycznosci ekstraktow z sinic. Indukcja PXR-zaleznej
transkrypcji przez (niezidentyfikowane) zwiazki znajdujgce sie w sinicach, moze
wyjasniac toksyczne efekty jakie sinice wywotujg w komoérkach watroby posrednio
(przez metabolity) lub bezposrednio [Mankiewicz-Boczek i in. 2015].

Publikacje habilitanta dotyczace tej tematyki

* Ratajewski M, Walczak-Drzewiecka A, Satkowska A, Dastych J: Aflatoxins
upregulate CYP3A4 mRNA expression in a process that involves the PXR
transcription factor. TOXICOLOGY LETT. 2011; 205(2): 146-53.

* Ratajewski M, Grzelak |, Wisniewska K, Ryba K, Gorzkiewicz M, Walczak-
Drzewiecka A, Hoffmann M, Dastych J: Screening of a chemical library reveals
novel PXR-activating pharmacologic compounds. TOXICOLOGY LETT. 2015;
232(1): 193-202.

* Mankiewicz-Boczek J, Karwaciak |, Ratajewski M, Gagata |, Jurczak T,
Zalewski M, Putaski t: Application of cellular biosensors for detection of
atypical toxic bioactivity in microcystin-containing cyanobacterial extracts.
AQUAT TOXICOL. 2015;168: 1-10.

4. Transkrypcyjne mechanizmy regulacji ekspresji genu ABCC6

Pseudoxanthoma elasticum (PXE) jest chorobg tkanki facznej polegajgcg na
mineralizacji i pekaniu witékien elastynowych. Manifestacje choroby dotyczg skéry,
oka (btony Brucha) oraz naczyn krwiono$nych. U chorych na PXE wystepujg mutacje
w genie kodujgcym transporter ABCC6 (o nieznanej funkcji i nieznanym substracie),
ktory wykazuje wybitnie watrobowo-specyficzng ekspresje. PXE uwazana jest za
chorobe metaboliczng, spowodowang brakiem niezidentyfikowanej substancji
transportowanej z watroby do krwi. W przeszto$ci poznanie mechanizméw regulacji
ekspresji przyczynito sie do poznania funkcji niektérych transporteréw z rodziny ABC,
dlatego tez, podjeto sie szczegdtowej analizy mechanizméw jakim gen ABCC6
podlega regulacji w komérkach watroby. Badanie aktywnos$ci promotora genu
ABCC6 wykazato istnienie aktywatorowej, watrobowo-swoistej sekwencji w obszarze
-332/-145. W regionie tym zidentyfikowano takze potencjalng wyspe CpG. Analiza
metylacji in vivo wykazata, ze w komorkach, w ktoérych gen ABCC6 nie podlega
ekspresji, wyspa ta jest metylowana, podczas gdy w komérkach w ktorych ABCC6
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podlega ekspresji, nie obserwowano metylowanych cytozyn w jej obrebie [Aranyi i in.
2005]. Uzycie znanych agonistow receptoréow jadrowych doprowadzito do znalezienia
receptora RXR jako czynnika indukujacego ekspresje genu ABCC6 przez retinoidy
[Ratajewski i in. 2006]. Skrining biblioteki czynnikéw transkrypcyjnych wykazat, ze
czynniki z rodziny PLAG (PLAG1 i PLAGL1) sg zdolne do indukcji badanego
promotora. Analiza delecyjna wykazata, ze miejsca ich odpowiedzi znajdujg sie
w pozycjach -223/-208 oraz -167/-145, a wiec w obszarze sekwencji odpowiedzialne;
za tkankowo-swoistg ekspresje genu. Dalsze badania wskazaty, ze czynniki PLAG sg
raczej posrednio, a nie bezposrednio zaangazowane w watrobowo-swoistg ekspresje
ABCC6 prawdopodobnie poprzez bezposrednie oddziatywanie z innym czynnikiem
transkrypcyjnym [Ratajewski i in. 2008]. Jedyny polimorfizm (-219A>C) w regionie
regulatorowym genu ABCC6 wystepujacy czesciej u chorych na psudoxanthoma
elasticum zlokalizowany jest w jednym z wcze$niej zidentyfikowanym miejscu PLAG.
Wprowadzenie tego polimorfizmu do promotora nie zmieniato jego odpowiedzi na
nadekspresje czynnikow PLAG, ale wprowadzenie analogicznej mutacji w obszarze
drugiego miejsca PLAG, nie tylko zmniejszato odpowiedz na czynniki PLAG, ale
catkowicie hamowato watrobowo-swoistg aktywno$¢ regionu -332/-145 promotora
genu ABCC6 [Ratajewski i in. 2009]. Dalsze badania pozwolity zidentyfikowac
czynnik HNF4a jako gtéwny regulator watrobowo-specyficznej ekspresji genu
ABCC6. Aktywacja szlaku ERK1/2 prowadzi do zahamowania wigzania tego
czynnika transkrypcyjnego do promotora i w konsekwencji do zahamowania ekspresji
ABCCE6 [de Boussac i in. 2010]. Uzycie testu nadwrazliwo$ci na DNaze | pozwolito
odnalez¢ dodatkowy region regulatorowy w pierwszym intronie genu ABCC6
o charakterze sekwencji wzmacniajgcej, zaleznej od czynnika — C/EBPR, ktéry nie
tylko uczestniczy w tkankowo-swoistej ekspresji genu, ale moze petni¢ funkcje
metabolicznego sensora [Ratajewski i in. 2012].

Publikacje habilitanta dotyczace tej tematyki

Przed doktoratem:

* Aranyi T, Ratajewski M, Bardoczy V, Pulaski L, Bors A, Tordai A, Varadi A:
Identification of a DNA methylation-dependent activator sequence in the
pseudoxanthoma elasticum gene, ABCC6. J BIOL CHEM. 2005; 280(19):
18643-50.

* Ratajewski M, Bartosz G, Pulaski L: Expression of the human ABCC6 gene is
induced by retinoids through the retinoid X receptor. BIOCHEM BIOPHYS
RES COMMUN. 2006; 350(4):1082-7.

= Ratajewski M, Van de Ven WJ, Bartosz G, Pulaski L: The human
pseudoxanthoma elasticum gene ABCC6 is transcriptionally regulated by
PLAG family transcription factors. HUM GENET. 2008; 124(5): 451-63.
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= Ratajewski M, de Boussac H, Pulaski L: Liver-specific enhancer in ABCC6
promoter-Functional evidence from natural polymorphisms. BIOCHEM
BIOPHYS RES COMMUN. 2009; 383(1): 73-7.

* de Boussac H, Ratajewski M, Sachrajda |, Koblos G, Tordai A, Pulaski L,
Buday L, Varadi A, Aranyi T: The ERK1/2-hepatocyte nuclear factor 4alpha
axis regulates human ABCC6 gene expression in hepatocytes. J BIOL CHEM.
2010; 285(30): 22800-8.

* Ratajewski M, de Boussac H, Sachrajda |, Bacquet C, Kovacs T, Varadi A,
Pulaski L, Aranyi T: ABCC6 expression is regulated by CCAAT/enhancer-
binding protein activating a primate-specific sequence located in the first intron
of the gene. J INVEST DERMATOL. 2012; 132(12): 2709-17.

5. Klonowanie i charakterystyka promotoréw genéw kodujacych
biatka mitochondrialne.

Regulacja ekspresji genéw kodujacy biatka mitochondrialne ma gtéwnie charakter
regulacji transkrypcyjnej. W promotorach takich genéw czesto mozna odnalezé
zwigkszong liczbe charakterystycznych elementow odpowiedzi dla czynnikoéw
zwigzanych z regulacjg funkcji mitochondriéw. Nieprawidtowa praca mitochondriéw
zwigzana jest z wieloma chorobami, a okreslenie mechanizmoéw, ktére tg praca
kieruja, moze dostarczyé nowych tarcz terapeutycznych. Gen GDAP1 koduje biatko
lokujgce sie w zewnetrznej btonie mitochondrialnej. Mutacje w tym genie prowadza
do wystapienia dziedzicznych neuropatii ruchowo-czuciowych (choroba Charcota-
Mariego-Tootha typ CMT2H oraz CMT4A). Przeprowadzone eksperymenty po raz
pierwszy pokazaty, ze ekspresja GDAP1 nie jest ograniczona do komoérek uktadu
nerwowego. Regulacjg ekspresji tego genu kieruje m.in. czynnik YY1, petnigcy
wazne funkcje w regulacji znanych genéw mitochondrialnych a takze w rozwoju
catego uktadu nerwowego [Ratajewski i Putaski, 2009].

ABCB10 jest transporterem z rodziny ABC, ktérego biatkowy produkt lokuje sie w
wewnetrznej btonie mitochondriéw. Cho¢ jego funkcja bona fide jest nieznana, jest
on niezbedny do procesu hemoglobinizacji i erytropoezy. W promotorze genu
ABCB10 zidentyfikowano kilka miejsc wigzania dla czynnikow z rodziny E2F.
Szczegbdtowa analiza pozwolita na wskazanie roli czynnika E2F4 w pozytywng
regulacje tego genu [Karwaciak i in. 2014].

Publikacje habilitanta dotyczace tej tematyki

= Ratajewski M, Pulaski L: YY1-dependent transcriptional regulation of the
human GDAP1 gene. GENOMICS 2009; 94(6): 407-13.
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* Karwaciak |, Pulaski L, Ratajewski M: Regulation of the human ABCB10 gene
by E2F transcription factors. GENOMICS 2014; 104(6 Pt B): 520-9.
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