Streszczenie

Limfocyty Th17 naleza do populacji efektorowych limfocytow T pomocniczych
odgrywajacych w organizmie cztowieka rolg zarowno pozytywna jak i negatywng m.in.
poprzez wydzielane cytokiny IL-17A, IL-17F, IL-21 oraz 1L-22. Rozwdj limfocytow
Th17 z dziewiczych komorek CD4+ zapoczatkowywany jest przez zestaw cytokin
inicjujacych odpowiedni program réznicujacy prowadzacy do ekspresji czynnikow
transkrypcyjnych (STAT3, RORyT) oraz genow kodujacych cytokiny (IL-17).

Limfocyty Thl7 uczestniczag gldwnie w zwalczaniu patogenéw grzybiczych
(Candida albicans) oraz bakteryjnych (Staphylococcus aureus, Bacillus anthracis)
w obrebie bton $luzowych uktadu oddechowego i pokarmowego. Czgsto jednak
zapalenie, w ktorym posrednicza komoérki Th17, w warunkach zaburzonej rownowagi
w uktadzie odpornosciowym, prowadzi do wielu choréb autoimmunologicznych, np.
reumatoidalnego zapalenia stawow, zapalenia mozgu 1 rdzenia, stwardnienia rozsianego
1 tuszczycy.

Komoérki Th17 sg stosunkowo stabo poznane pod wzglegdem molekularnym.
Zidentyfikowane do tej pory geny podlegajace zmianom w ekspresji w trakcie ich
réznicowania z prekursorowych komoérek CD4+ nie do konca dobrze je charakteryzuja,
gdyz zdarza sig¢, ze ulegaja zmianom ekspresji takze w innych typach komorek.

Celem rozprawy doktorskiej byta identyfikacja gendéw, ktérych ekspresja podlega
zmianom w trakcie roznicowania limfocytow Thl7 z prekursorowych komorek CD4+
izolowanych z krwi obwodowej czlowieka, i wyodregbnienie genéw ktore moga stanowic
doktadniejsza sygnature molekularna dla tych komorek. Kolejnym celem badan byta
analiza wybranych zmian epigenetycznych zwigzanych ze zroéznicowang ekspresja
zidentyfikowanych genow w komorkach Thl, Th2, Th17 1 Treg 1 proba identyfikacji
markerow epigenetycznych korelujacych z wysoka ekspresja zidentyfikowanych genow.

W ramach realizacji pracy doktorskiej z komoérek PBMC izolowanych
z kozuszkéw limfocytarno-leukocytarnych pozyskiwanych od zdrowych, anonimowych
dawcow uzyskiwano komoérki CD4+, ktore nastepnie roznicowano w kierunku komorek
Thl, Th2, Th17 i Treg. Réznicowanie w kierunku limfocytow Thl7 prowadzono
w medium Yssel z ludzka surowicag AB 1 cytokinami (IL-1pB, IL-6, 1L-23, TGF-B)
w obecnosci antygenow CD2/CD3/CD28. Catkowite zrdéznicowanie otrzymanych

populacji komoérek Th17 potwierdzano pomiarem ilosci wydzielanej IL-17 przy uzyciu



techniki ELISA oraz pomiarem ekspresji genow RORyT, IL17A, i IL17F na poziomie
mRNA przy uzyciu techniki RT-PCR w czasie rzeczywistym.

Ze zroznicowanych komoérek Th17 oraz komoérek CD4+ wytworzono biblioteki
cDNA, ktére nastgpnie przeanalizowano metoda sekwencjonowania RNA o wysokiej
rozdzielczo$ci (RNA-seq). Po zlokalizowaniu otrzymanych krotkich sekwencji DNA
w obrebie genomu referencyjnego wytypowano geny o statystycznie istotnych réznicach
w wartosciach ekspresji pomiedzy probkami. Wytypowane geny poddano nast¢pnie
analizie funkcjonalnej z zastosowaniem bazy KEGG oraz bazy danych ontologii
genowych. Zaobserwowano udzial produktow analizowanych genéw m.in. w szlakach
sygnatowych zwigzanych z réznicowaniem komorek Th17, w szlakach sygnatowych
inicjowanych przez IL-17 czy tez w szlakach sygnatowych aktywnych w nowotworach.
Analiza ontologii genowych w kontek§cie procesoOw biologicznych, w ktoérych
uczestniczg ich produkty wykazata, ze najliczniej reprezentowane byty geny kodujace
biatka powigzane z procesami rdznicowania komorek oraz z regulacja procesoOw
zachodzacych w uktadzie odporno$ciowym. Sposrod uzyskanej grupy genow, ktore
zmienialy swojg ekspresj¢ podczas roznicowania limfocytéw Thl7 podjeto probe
wytypowania gendéw specyficznych dla komorek Th17. W celu identyfikacji genow
specyficznych dla Thl7, przeprowadzono analiz¢ ekspresji kilkudziesieciu genow
w komorkach Thl, Th2, Thl7 i Treg pochodzacymi od dwoch dawcow przy
zastosowaniu metody RT-PCR w czasie rzeczywistym. Ta wstepna analiza pozwolita na
wytypowanie trzech genéw: APOD (koduje apolipoproteing D), C1QL1 (koduje sktadnik
dopetniacza 1, g podobnego do podkomponentu 1) i CTSL (koduje katepsyne L), ktorych
ekspresja byta najwyzsza w komorkach Th17. Zgodnie z wstgpnymi badaniami, analiza
ekspresji wytypowanych gendéw na poziomie mRNA wykazata, Zze ich ekspresja
w komoérkach Th17 byta istotnie statystycznie wyzsza w poréwnaniu do pozostatych
subpopulacji komorek CD4+. Ekspresje badanych gendéw potwierdzono takze na
poziomie biatka przy zastosowaniu metod western blottingu i ELISA. Obecno$¢ biatka
katepsyny L (CTSL) zaobserwowano wytacznie w limfocytach Th17 natomiast ekspresja
biatka APOD w pozostatych analizowanych subpopulacjach limfocytow CD4+ byta na
znacznie nizszym poziomie. Wystepowanie biatka C1QL1 zaobserwowano w komorkach
Th17 i Treg, przy czym w limfocytach Th17 ekspresja byta kilkukrotnie wyzsza.

W kolejnym etapie badan podjeto probe okreslenia wystgpowania specyficznych
modyfikacji epigenetycznych, ktore moglyby by¢ zwiazane z wysoka ekspresja APOD,
C1QL1 i CTSL w limfocytach Th17. Analizie poddano wybrane wzorce metylacji



1 acetylacji histonow w regionach promotorowych zidentyfikowanych genéw
w subpopulacjach limfocytow T in vivo przy zastosowaniu techniki immunoprecypitacji
chromatyny (ChlIP). Stwierdzono, ze wysoka ekspresja genow APOD, C1QL1 i CTSL
w ludzkich komorkach Th17 jest zwigzana z wysokimi poziomami acetylowanego
histonu H2BK12 w ich regionach promotorowych.

Ekspresja zidentyfikowanych specyficznych gendéw i ich produktéw biatkowych
maja potencjalne znaczenie kliniczne w identyfikacji zapalenia zwigzanego z komorkami
Th17 1 w przysztosci mogg stanowi¢ cele terapeutyczne w przebiegu chorob z udziatem

komorek Th17.






