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RECENZJA
rozprawy doktorskiej mgr Aleksandry Brzek
»Udziat biatka PC4 (Positive Cofactor 4) w regulacji ekspresji
zaleznych od replikacji genéw histonéw w komérkach Hela”.

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska pani mgr Aleksandry Brzek zostata wykonana
pod kierunkiem pani dr hab. Katarzyny Doroty Raczyriskiej, a zrealizowana w Zaktadzie Ekspresji
Gendw Instytutu Biologii Molekularnej i Biotechnologii, na Uniwersytecie im. Adama Mickiewicza
w Poznaniu.

Badania wykonane w ramach pracy doktorskiej byty wsparte finansowaniem z kilku grantéw:
Narodowego Centrum Nauki (UMO-2013/11/N/NZ1/00010 i UMO-2012/05/B/NZ2/00826), Grantu
Dziekana Wydziatu Biologii (GDWB-06/2017) oraz dotacji przyznanej Poznanskiemu Konsorcjum RNA
(01/KNOW2/2014). Ponadto, analize danych ChIP-seq wykonano w Poznafiskim Centrum
Superkomputerowo-Sieciowym (na podstawie grantu obliczeniowego nr 312).

W swojej pracy Doktorantka analizowata wptyw biatka PC4 na poziom transkrypcji gendw
kodujacych histony zalezne od replikacji. W badaniach, w ktérych wykorzystata linie komdrkowg
Hela wykazafa, ze biatko PC4 negatywnie reguluje proces transkrypcji badanych genéw, przy czym
jego dziatanie jest uzaleznione od fazy cyklu komoérkowego. W Zaktadzie Ekspresji Genéw na
Uniwersytecie im. Adama Mickiewicza w Poznaniu od wielu lat z duzym powodzeniem prowadzone
sq badania nad metabolizmem RNA oraz m.in. wptywem budowy chromatyny na przebieg
transkrypcji prowadzonej przez polimeraze RNA Il i sprzezony z nia splicing. Obiekt badan
doktorantki, biatko PC4, jest znanym koregulatorem transkrypcyjnym oraz czynnikiem
uczestniczacym w terminacji transkrypcji poprzez oddziatywanie z biatkiem CstF64 (skfadnikiem
kompleksu ciecia i poliadenylacji oraz kompleksu ciecia transkryptéw kodujacych histony). Ponadto,
badania wykonane w Zakfadzie Ekspresji Genéw UAM oraz w Zaktadzie Biologii Komoérki na
Uniwersytecie Berneriskim w Szwajcarii pokazaty, ze biatko PC4 oddziatuje z czasteczka U7 snRNP
bioracg udziat w dojrzewaniu korica 3’ transkryptéw histonéw zaleznych od replikacji. Problematyka
badawcza przedstawionej do recenzji rozprawy doktorskiej wpisuje sie wiec w nurt interesujgcych
i bardzo waznych badan dotyczacych regulacji ekspresji genéw kodujacych histony i znajduje
gtebokie uzasadnienie.

Ocena formalna i merytoryczna

Rozprawa doktorska pani Aleksandry Brzek liczy 110 stron, zawiera 35 rycin, 7 tabel oraz 91
pozycji literaturowych. Praca zostata napisana w uktadzie tekstu typowym dla eksperymentalnych
prac doktorskich z rozdziatami w nastepujacej kolejnosci: tytut pracy, spis tresci, wykaz skrétéw,



streszczenie w jezyku polskim i angielskim, wstep, cel pracy, materialy, metody, wyniki, dyskusja,
podsumowanie i wnioski, wykaz rysunkéw i tabel oraz spis literatury.

We WSTEPIE do rozprawy Autorka na podstawie przegladu danych literaturowych
przedstawia wybrane zagadnienia zwigzane z budowa i funkcjg histonéw, regulacja ekspresji genéw
kodujacych histony zalezne od replikacji oraz dojrzewaniem korica 3’ pre-mRNA takich histondw.
Ponadto, szczegétowo charakteryzuje biatko PC4. W koricowej czesci tego rozdziatu Autorka
przedstawia wyniki badar dotyczacych oddziatywania biatka PC4 z czgsteczkg U7 snRNP oraz CstF64,
ktdre zostaly wykonane w Zaktadzie Ekspresji Genéw. Na podstawie tych wynikéw wysuwa hipoteze,
ze biatko PC4 moze wptywac na poziom ekspresji genéw kodujacych histony zalezne od replikacji nie
tylko na poziomie transkrypcyjnym jako koregulator, ale réwniez na poziomie kotranskrypcyjnym,
poprzez oddziatywanie z biatkiem CstF64 oraz czastkg U7 snRNP. Rozdziat »Wstep” zostat dobrze
przygotowany, napisany jest fadnym jezykiem i jest bogato ilustrowany, co utatwia zrozumienie
tekstu. Przedstawione informacje opieraja sie na aktualnym stanie wiedzy i sg przydatne do
przeanalizowania wynikéw badan eksperymentalnych wykonanych przez Doktorantke. Do tej czesci
pracy mam dwa pytania. Autorka szczegétowo opisuje sposoby transkrypcyjnej i kotranskrypcyjnej
regulacji ekspresji genéw kodujacych histony zalezne od replikacji. Ciekawi mnie czy coé wiadomo
o mozliwosci potranskrypcyjnej regulacji ekspresji badanych genéw, z uwagi na ich unikalng budowe.
Drugie pytanie dotyczy zaprezentowanych, nieopublikowanych danych uzyskanych w Zaktadzie
Ekspresji Genéw. Na rys. 10B (str. 29) Autorka prezentuje wynik analizy western blot, na podstawie
ktérego twierdzi, ze stan fosforylacji biatka PC4 nie zmienia sie w cyklu komérkowym. W mojej
(wizualnej) ocenie poziom fosforylowanego PC4 w komdrkach Hela synchronizowanych do fazy S
jest nizszy, dlatego prosze o skomentowanie uzyskanego wyniku.

W drugiej czesci swojej rozprawy Doktorantka jasno i zwiezle nakre$la CELE PRACY.
Z przegladu literatury wynika, ze do tej pory nie prowadzano badar nad wptywem biatka PC4 na
poziom ekspresji genéw kodujgcych histony zalezne od replikacji. Doktorantka stawia wiec hipoteze,
ze biatko PC4 moze bra¢ udziat w regulacji ekspresji genéw kodujgcych histony zalezne od replikacji
na poziomie transkrypcji, dzigki swojej aktywnosci jako koregulator transkrypcyjny, oraz na etapie
dojrzewania korica 3’ ich transkryptéw, dzieki oddziatywaniu z biatkiem CstF64 oraz czgstkg U7
SNRNP. W celu zweryfikowania postawionej hipotezy zaplanowata cztery zadania badawcze: (1)
Analiza wptywu biatka PC4 na poziom polimerazy RNA Il zwigzanej w obrebie gendéw kodujacych
histony zalezne od replikacji; (2) Zweryfikowanie, czy biatko PC4 wptywa na poziom transkryptéw
kodujgcych histony zalezne od replikacji; (3) Zbadanie wptywu biatka PC4 na proces dojrzewania
korica 3" pre-mRNA kodujacych histony zalezne od replikacji; (4) Oszacowanie wplywu nadekspresji
i wyciszenia ekspresji genu PC4 na przebieg cyklu komérkowego.

W kolejnym rozdziale Autorka opisuje wykorzystane w pracy MATERIALY a nastepnie
METODY. Warto podkresli¢, ze zaplanowane badania wykonane zostaly z wykorzystaniem
innowacyjnych metod eksperymentalnych, jak immunoprecypitacja chromatyny potgczona
z wysokoprzepustowym sekwencjonowaniem DNA (ChIP-seq) oraz zaawansowanych analiz
bioinformatycznych. Realizacja badari wymagata takze przygotowania nowych linii komdrkowych
i optymalizacji protokotéw badawczych. Doktorantka doktadnie opisuje zastosowane procedury
eksperymentalne, przy czym opis ten jest klarowny i wyczerpujacy, co $wiadczy o jej duzej wiedzy
w zakresie wykonywanych eksperymentéw.

W zasadniczym rozdziale pracy (liczacym 33 strony) Doktorantka przedstawia WYNIKI swoich
badan. W pierwszym etapie pracy, pani Aleksandra Brzek przygotowata trzy nowe linie komérkowe:
linig komérkowa Hela wykazujacy stabilng nadekspresje genu PC4 (PC4 OE), linie z indukowanym
wyciszeniem ekspresji genu PC4 (PC4 KD) oraz linie kontrolng dla PC4 KD (Hela scramble). Czwartg
linie¢ komérkowa, ktérg wykorzystywata w swoich badaniach, tj. linie kontrolng dla komérek PC4 OE
(Hela EBFP OE ze stabilng nadekspresjg genu wzmocnionej niebieskiej fluorescencji), uzyskata dzieki



uprzejmosci badaczy z Uniwersytetu Bernenskiego. Komérki PC4 KD cechowaly sie indukowang
ekspresjq czasteczek shRNA, ktdére ostatecznie, jako siRNA, naprowadzaty kompleks RISC na
transkrypt kodujacy biatko PC4. Poziom ekspresji czasteczki shRNA byt regulowany obecnoscig
doksycykliny w pozywce. Komérki PC4 OE syntetyzowaty biatko selekcyjne dsRed2. Wszystkie linie
komorkowe Doktorantka przygotowata metoda lentiwirusowg. Do tej czeéci pracy mam krétki
komentarz i jedno pytanie. (1) W celu wytworzenia czastek pseudowirusowych wykorzystane zostaty
komercyjnie dostepne plazmidy pomocnicze, natomiast sformutowanie Autorki »W celu zwiekszenia
bezpieczeristwa stosowania wektoréw lentiwirusowych w laboratorium, elementy genomu
lentiwirusa zostaty podzielone pomiedzy trzy plazmidy” sugeruje, ze przygotowata je samodzielnie.
(2) Chciatabym wiedzie¢ na jakiej podstawie wybrano sekwencje wyciszajgca transkrypt PC4 (shRNA),
ktora zostata odpowiednio wklonowana do wektora pLKO-tet-on. Autorka wskazuje 3 programy,
ktére wykorzystata do zaprojektowania sekwencji shRNA, jednak nie komentuje wyboru
odpowiedniej sekwenciji.

W kolejnych eksperymentach wykonanych w ramach pracy doktorskiej Doktorantka okreslita
optymalny czas indukcji ekspresji sekwencji wyciszajacej ekspresje genu PC4. Nastepnie,
wyselekcjonowala pozytywnie zmodyfikowane linie komérkowe, zaréwno PC4 KD jak i PC4 OF.
W zwigzku z tym, Ze uzyte plazmidy zawieraja rézne geny selekcyjne chciatabym zapyta¢ o wydajnos¢
transdukcji komérek Hela przygotowanymi wektorami. Na Rys. 15 (str. 68) Autorka pokazuje
komorki PC4 OE syntetyzujgce biatko selekcyjne — dsRed2, sfotografowane 36 godzin po transdukgji
czastkq pseudowirusowa. Nie pokazuje jednak analogicznego obrazu w éwietle widzialnym ani
zdjecia zrobionego poézniej, przy czym selekcja komérek na cytometrze wykonywana byta po 60
godzinach od rozpoczecia transdukgji.

Nastgpnym etapem pracy byta synchronizacja komérek Hela z nadekspresja i wyciszeniem ekspres;ji
genu PC4 do fazy S i G1. Doktorantka w duzej mierze wykorzystata stosowane protokoty, jednak
w przypadku synchronizacji komérek PC4 KD i komérek kontrolnych musiata zoptymalizowac szereg
poszczegdinych etapéw protokotu synchronizacji, co wykonata z duzym sukcesem.

Kluczowym eksperymentem Doktorantki byto sprawdzenie wplywu PC4 na poziom polimerazy
zwigzanej w obrebie genéw kodujacych histony zaleine od replikacji oraz niezaleine od replikaciji.
Wtym celu wykonata ona immunoprecypitacje chromatyny potaczong z wysokoprzepustowym
sekwencjonowaniem DNA (ChIP-seq) w komérkach Hela wykazujacych nadekspresje genu PC4 (PC4
OE) oraz w komérkach kontrolnych EBFP O, zsynchronizowanych do fazy S i G1 cyklu komérkowego.
W swojej analizie Doktorantka wykazata obnizenie poziomu RNAP2 w komérkach PC4 OE
zsynchronizowanych do fazy S oraz jego wzrost w komérkach zsynchronizowanych do fazy G1. Na
podstawie uzyskanych danych wygenerowata liste genéw kodujgcych histony zalezne od replikacji
(geny RDH), w obrebie ktérych poziom zwigzanej RNAP2 zmienit sie co najmniej dwukrotnie
w komorkach PC4 OE w stosunku do linii kontrolnej. Poniewaz eksperyment ChiP-seq zostat
wykonany tylko w jednym powtérzeniu biologicznym, Doktorantka przeprowadzita kolejne
eksperymenty immunoprecypitacji chromatyny i wykonata analize iloéci RNAP2 zwigzanej w obrebie
badanych genéw za pomocg reakcji qPCR. Uzyskane wyniki s3 spojne i wskazujg, ze biatko PC4 moze
funkcjonowac jako negatywny regulator poziomu polimerazy RNA Il zwigzanej w obrebie genéw
RDH. Aby dalej analizowa¢ odmienny wptyw biatka PC4 na poziom RNAP2 zwigzanej w obrebie
genow RDH w fazie S i G1 cyklu komérkowego Doktorantka wykonata kolejne eksperymenty ChiP-
qPCR, tym razem w komérkach z obnizonym poziomem biatka PC4 (PC4 KD). Waznym wynikiem jaki
uzyskata byta obserwacja, ze poziom RNAP2 w obrebie gendw RDH w komdrkach PC4 KD
zsynchronizowanych do fazy S byt podwyzszony wzgledem linii kontrolnej. W kolejnym etapie badar,
Doktorantka postanowita sprawdzi¢, czy zaobserwowane zmiany w ilosci RNAP2 zwigzanej w obrebie
gendow RDH przekfadaja sie¢ na wydajnos¢ procesu transkrypcji. Wykorzystujac technike gPCR
i odpowiednie startery oszacowata poziom transkryptow badanych genéw w komérkach PC4 OF oraz
PC4 KD. Zaobserwowata wzrost poziomu transkryptébw w przypadku komérek PC4 KD



zsynchronizowanych do fazy S, natomiast brak zmiany w przypadku tych samych komodrek
zsynchronizowanych do fazy G1. W przypadku komérek PC4 OE zsynchronizowanych zaréwno do
fazy S, jak i fazy G1, réznica w poziomie RNAP2 zwigzanej w obrebie genow RDH nie przekfadata sie
na zamiang wydajnosci transkrypcji. W nastepnej kolejnoéci Doktorantka postanowita sprawdzié czy
biatko PC4 wptywa na dojrzewanie korica 3’ pre-mRNA histonéw zaleznych od replikacji. Ponownie,
za pomoca reakcji qPCR i wykorzystujac odpowiednie startery, wykazata, ze w komérkach
z wyciszonym biatkiem PC4 poziom niedojrzatych transkryptéw kodujacych histony zaleine od
replikacji jest obnizony wzgledem komérek kontrolnych, natomiast w komérkach wykazujacych
nadekspresje genu PC4 poziom ten jest podniesiony. Uzyskany wynik oznacza, ze negatywny wptyw
biatka PC4 na dojrzewanie korica 3’ transkryptéw kodujacych RDH jest niezaleiny od fazy cyklu
komérkowego. W ostatnim etapie badah Doktorantka sprawdzita wptyw biatka PC4 na przebieg cyklu
komérkowego i wykazata, ze wyciszenie ekspresji genu PC4 zwieksza tempo proliferacji komérek ale
nie zmienia profilu rozktadu komdrek w cyklu komérkowym. Doktorantka indukowata wyciszenie
ekspresji PC4 maksymalnie przez 7 dni, natomiast nalezatoby sprawdzi¢, co sama sugeruje, jak
komorki PC4 KD funkcjonujg po dtuzszym czasie. Nie rozumiem dlaczego tak prosty eksperyment,
w ktorym komorki hodowane s3 kilka-kilkanascie dni diuzej nie zostat wykonany. Ponadto, uwazam
ze nalezatoby sie réwniez zastanowié jaki wptyw moze mie¢ wyciszenie ekspresji PC4 na inne geny
zaangazowane w regulacje cyklu komérkowego i tempo proliferacji komérek.

Wyniki przeprowadzonych badan zostaly szczegétowo przeanalizowane i klarownie przedstawione
z wykorzystaniem ciekawych rycin i wykreséw, co znacznie utatwia ich interpretacje oraz podazanie
za tokiem myslenia Autorki. Te cze$¢ pracy oceniam bardzo wysoko. Niemniej jednak, w moim
odczuciu Doktorantka nie wykorzystata w petni systemu badawczego, ktéry przygotowata. Na uwage
krytyczng zastuguje réwniez fakt, ze eksperyment Chip-Seq zostat wykonany tylko jeden raz i tylko
dla komérek z nadekspresjy genu PC4 oraz odpowiednich komérek kontrolnych. Takiego
eksperymentu nie wykonano dla komérek z wyciszeniem genu PC4. Co wiecej, w toku analizy
wynikéw nasuwajg sie pytania o odpowiednie kontrole, dlatego prosze o komentarz w tej kwestii.
Jakg kontrole mozna bytoby wykona¢ dla eksperymentéw ChiP, tak aby wyeliminowaé potencjalne
btedy powstate na etapie immunoprecypitacji lub péiniejszego sekwencjonowania? Co Doktorantka
sadzi o wykorzystaniu np. nieswoistych przeciwciat? Czy wykonane reakcje qPCR sa wiarygodne
a przeprowadzone testy wydajnoséci starteréw wystarczajgce? Ponadto, chciatabym zapyta¢ czy
wszystkie analizy gPCR zostaty wykonane na tym samym cDNA uzyskanym z tych samych osadéw
badanych komérek zsynchronizowanych do odpowiedniej fazy cyklu komoérkowego, czy materiat byt
pozyskiwany wielokrotnie.

Rozdziat DYSKUSJA jest napisany dojrzale i rzeczowo. Autorka zastanawia sie z jakimi
partnerami biatkowymi moze wspétdziata¢ badane przez nig biatko PC4, a takze w jaki sposéb taka
potencjalna koregulacja mogfaby aktywowa¢ transkrypcje genéw kodujgcych histony zalezne od
replikacji w fazie G1 a wycisza¢ jq w fazie S cyklu komdrkowego. Swoje wyniki i stawiane hipotezy
krytycznie zestawia z danymi literaturowymi i wiasciwie przedyskutowuje, co S$wiadczy o jej
doskonatej orientacji w badanej dziedzinie. Podobnie wysoko oceniam krétkie PODSUMOWANIE,
w ktérym Doktorantka w syntetycznej formie przedstawia najwazniejsze wnioski, a takze nakreéla
perspektywy dalszych badari. W tym miejscu chciatabym jednak poprosi¢ Doktorantke o rozwiniecie
tego watku i komentarz na temat mozliwosci wykorzystania linii komérkowych z podwyzszong
i obnizong ekspresja biatka PC4 do dalszych badan nad rolg biatka PC4 w reguladji gendéw RDH.

Rozprawa doktorska mgr Aleksandry Brzek zostata przygotowana bardzo starannie pod
wzgledem edytorskim i graficznym. Jest napisana zrozumiale i poprawnym, naukowym jezykiem.
Autorce zdarzajg sig tylko nieliczne btedy interpunkcyjne, stylistyczne, czy drobne pomytki, np. ,, 1000
nukleotydéw powyzej i 1000 nukleotydéw powyzej TSS”. Moja uwage zwrécito tez pdine
wprowadzenie skr6tow RDH i RIH (dopiero na str. 72), mimo ze narracja catej pracy od poczatku



skupia sig na genach kodujacych histony zalezne i niezalezne od replikacji. Te drobne uchybienia nie
wptywajg w zaden sposéb na zrozumienie tekstu i ocene pracy doktorskiej.

Podsumowanie

Problematyka badawcza podjeta przez mgr Aleksandre Brzek jest bardzo aktualna,
aotrzymane wyniki majg istotne znaczenie dla poznania funkcji biatka PC4. Za pomocy
eksperymentdw typu immunoprecypitacja chromatyny (ChIP) oraz RT-qPCR Doktorantka wykazata,
ze biatko PC4 jest negatywnym regulatorem transkrypcji genéw kodujgcych histony zaleine od
replikacji. Co wigcej, wptyw ten uzalezniony jest od fazy cyklu komérkowego. Ponadto, biatko PC4
wplywa na dojrzewanie korica 3’ transkryptéw badanych genow. Uwazam, ze na podstawie jednego
eksperymentu ChIP-seq nie mozna wycigga¢ daleko idgcych wnioskéw, jednakze Doktorantka swoje
obserwacje potwierdzita w kolejnych, wielokrotnie powtdrzonych eksperymentach opartych na
technice qPCR. Uzyskane wyniki s3 sp6jne i logiczne, zostaty réwniez rzetelnie opracowane
i wnikliwie przedyskutowane. Majg duzg warto$¢ poznawczg i niewatpliwie stanowig solidng
podstawg do dalszych badari nad regulacja ekspresji genéw kodujacych histony. W zwigzku
Zpowyzszym, recenzowang rozprawe doktorskg oceniam bardzo pozytywnie, a przedstawione
w recenzji drobne uwagi i komentarze w niczym nie umniejszaja tej oceny.

Podsumowujac os$wiadczam, ie przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska mgr
Aleksandry Brzek w petni spetnia wymogi stawiane tego typu pracom, okreslone w art. 13 ust. 1
Ustawy z dnia 14 marca 2003 roku o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach
i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. z 2017 r. poz. 1789) i wnosze do Wysokiej Rady Wydziatu Biologii
Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza o przyjecie tej rozprawy i dopuszczenie pani mgr Aleksandry
Brzgk do dalszych etap6w postepowania przewidzianego w przewodzie doktorskim.
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