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Recenzja rozprawy doktorskiej

pt. "Udzial biatka PC4 (Positive Cofactor 4) w regulacji ekspresji zaleznych od replikacji
genow histonéw w komorkach HeLa”

Dla: Rady Wydzialu Biologii Uniwersytetu Adama Mickiewicza

Doktorantka: Pani mgr Aleksandra Brzek

Rozprawa Pani Aleksandry Brzek koncertuje sie na sprawdzeniu hipotezy, ze biatko PC4
znane jako ko-regulator transkrypcyjny, ma specyficzny wptyw na poziom ekspresji genéw
kodujgcych histony, lecz jedynie tych ktére ulegaja ekspresji w czasie replikacji DNA, tzn. w
fazie S cyklu komérkowego. Punktem wyjscia rozprawy bylo wykrycie w laboratorium Pani
Brzgk interakcji pomigdzy biatkiem CP4 a biatkiem Lsm11. To ostatnie stanowi jeden ze
skiadnikéw czgstki U7snRNP, zaangazowanej w dojrzewanie konca 3> mRNA kodujacych
ten typ bialek histonowych. Rownie wazna w kontekscie podjetych badan byla wezesniej
opisana interakcja pomigdzy PC4 a biatkiem CstF64 poniewaz to ostatnie stanowi skiadnik
zaangazowanych w 6w proces dojrzewania, kompleksow HCC (ang. histone cleavage
complex) oraz. CPA (ang. cleavage and polyadenylation complex). Udzial bialka PC4 w tym
procesie nie byl dotad znany. Zastosowanie immunoprecypitacji chromatyny w powigzaniu z
ilosciowym PCR uwidocznilo negatywny wplyw biatka PC4 na transkrypcje histonéw
zaleznych od replikacji. Ow negatywny wptyw dotyczyl fazy S cyklu komorkowego, w ktorej
dochodzi do intensywnej syntezy tych bialek. Pani Brzek pokazata negatywny wplyw biatka
PC4 w tej fazie na wigzanie si¢ polimerazy RNA I w obrebie gendéw kodujacych powyzsze

histony. Ten wplyw zostal potwierdzony w doswiadczeniu odwrotnym, wskazujacym, ze
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obnizenie poziomu biatka PC4 mialo pozytywny wplyw na wiazanie si¢ polimerazy Il w
obrebie genow kodujacych histony zalezne od replikacji. Dalszym potwierdzeniem tego
wplywu w tym doswiadczeniu bylo pokazanie wzrostu poziomu transkryptéw kodujacych ten
typ histonow. Natomiast w fazie G1 w ktorej transkrypcja genow kodujacych histony zalezne
od replikacji jest niska, wzrost poziomu PC4 powodowal intensywniejsze wigzanie si¢
polimerazy Il w ich obrebie. Jednak ten wzrost nie przekladal sie na zwigkszenie transkrypcji
genow histonowych zaleznych od replikacji.

Ponadto Pani Brzek pokazata wptyw biatka CP4 na dojrzewanie konca 3° mRNA
kodujacych histony zalezne od replikacji i rOwniez to, ze w tym procesie odgrywa rolg
negatywnego regulatora, cho¢ niezaleznego od cyklu komoérkowego. Biorac pod uwage
obserwacje, ze zaburzenie regulacji ekspresji genéw histonowych zaleznych od replikacji
wplywalo negatywnie na przebieg cyklu komoérkowego Autorka postanowita sprawdzi¢, czy
tempo wzrostu komorek z wyciszong lub wzmozong ekspresja PC4 ulega zmianie w stosunku
do komorek kontrolnych. Pokazata negatywny wplyw biatka PC4 na wzrost komorek,
potwierdzony testem MTT na ich zywotnos¢, jednak jedynie w uktadzie w ktérym wyciszata
jego ekspresje. W ukladzie przeciwnym, czyli nadekspresji biatka CP4 efektu nie uzyskata. W
konfrontacji z wynikami dotyczgcymi wplywu PC4 na wydajnos¢ transkrypcji 1 dojrzewania
konca 3" mRNA histonéw zaleznych od replikacji Autorka przypuszcza, ze obserwowany
efekt na proliferacj¢ pod wpltywem wyciszenia PC4 mogt by¢ spowodowany ogdlnym
wzrostem wydajnos$ci syntezy histonow zaleznych od replikacji. Sprawdzita, ze ten efekt nie
byl spowodowany zmianami zawarto$ci komoérek w poszczegélnych fazach cyklu zyciowego
poniewaz takich zmian nie zaobserwowala. Zastosowanie synchronizacji komérek pozwolito
sprecyzowac, ze pozytywny efekt na proliferacje w stanie wyciszenia ekspresji PC4, mogt
by¢ spowodowany wywotanym pod wptywem tego dzialania skréceniem fazy S cyklu
komorkowego.

W dyskusji Autorka interesujaco interpretuje uzyskane wyniki oraz sugeruje dalsze
kroki, ktore moga prowadzi¢ do lepszego poznania mechanizmu dziatania PC4, z jednej
strony jako aktywatora za$ z drugiej represora transkrypcji histonéw, w kontekscie
odmiennych faz (G1 wobec S) cyklu komérkowego. Rozprawa konczy si¢ ciekawa hipoteza,
ze biatko CP4 mogloby funkcjonowac jako straznik poziomu indukcji ekspresji genow
kodujacych histony zalezne od replikacji w fazie S cyklu komérkowego. Stwarza to wazng
perspektywe dalszych badan.

Nalezy podkresli¢ bardzo dobre przygotowane przez Autorke narze¢dzia ktore

sprawdzila jako wiarygodne. Mam na mysli w szczegolnosci linie komérek HeLa ze stabilng
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nadekspresja oraz indukowanym wyciszeniem genu PC4 oraz linie kontrolne. Ponadto
dokonata wlasciwego wyboru metodologii, w tym koimmunoprecypitacj¢ chromatyny w
polaczeniu z wysokoprzepustowym sekwencjonowaniem DNA. W szczegélnosei, ze wzgledu
na badania PC4 w kontekscie cyklu komoérkowego, opracowata synchronizacje komorek w

fazie S 1 G1, jako przeciwstawne konteksty w badaniu CP4.

Drobne uwagi krytyczne:

1. Tytul Ryciny 8 na str. 28 powinien by¢ bardziej precyzyjny, np. ,.,odzialywanie PC4 z
bialkiem Lsm11 czgstki U7 snRNP”. Ponadto brak strzalek wskazujacych opisywane biatka
oraz mase tych biatek. Jest to istotne poniewaz w kazdej Sciezce wystgpuje wiecej niz jeden
prazek a ponadto blot jest do$¢ niewyrazny. Poza tym brak informacji kto jest autorem
przedstawionego doswiadczenia.

2. W opisie Ryciny 9 na stronie 29 zawarta jest informacja, ze jako kontrole negatywna Ip
zastosowano ztoze nieoplaszczone przeciwcialem. Znacznie precyzyjniejsza kontrola
negatywng bytaby nieimmunizowana surowica. W tytule zamiast ,,w cyklu komorkowym™
lepiej bytoby uzy¢ sformutowania ,,w fazie G1 oraz S cyklu komérkowego™. Ponadto brak
informacji kto wykonat to doswiadczenie.

3. W komentarzu do Ryciny 10 na stronie 29 zawarta jest informacja, ze poziom fosforylacji
biatka PC4 nie zmienia sie w cyklu zyciowym, gdy tymczasem na rycinie wida¢, ze w fazie S
jest o polowe nizszy. Czyzby ta rdznica byla zbyt mala by traktowac ja jako istotna? Takze
tutaj brak autoréw przedstawionego wyniku.

4. Na stronie 26, druga linia od dotu: lepiej pasowatoby sformutowanie "ogolnych” niz
generalnych” czynnikow transkrypcyjnych.

5. Sformulowanie ,,dane w trakcie publikacji” nie jest precyzyjne. Nie wiadomo czy
manuskrypt w przygotowaniu, czy wystany do redakcji, czy w rewizji. Ponadto Autorka nie
podaje autoréw tych danych.

6. Co znaczy zdanie na stronie 28 w przedostatnim akapicie ,.badacze zbadali poziom
oddziatywania pomiedzy biatkami CstF64 a PC4”? Czy chodzi o ilos¢ kompleksu
wykrywanego kompleksu w komorce, wigcej lub mniej?

7. Nie jest dla mnie zrozumiate zdanie: ,,biatko PC4 mogloby wptywac na poziom ekspresji
genow kodujacych histony zalezne od replikacji nie tylko na poziomie transkrypcyjnym jako
ko-regulator, ale i ko-transkrypcyjnym poprzez oddziatywanie z biatkiem CstF64 oraz czastka
U7 snRNP”. Jaka jest roznica pomig¢dzy ko-regulator transkrypcji a aktywnos¢ ko-
transkrypcyjna?

8. W niektorych miejscach rozprawy pojawit si¢ zargon. Na stronie 65 i innych wielokrotnie
powtarza si¢ zwrot ,,Dnazowanie komorek™. Pojecia ,.doczyszczanie chromatyny™ i
rozpruwanie” (cho¢ to ostatnie jest bardzo obrazowe) nie sg zbyt szczesliwe.



9. W Rycinie 14A przy braku doksycykliny dochodzi do istotnego wyciszenia PC4 na
poziomie RNA. Czy poziom 0 w rycinie 14C oznacza endogenny poziom mRNA PC4 w
komérkach HeLa ktore nie byly niczym traktowane? Dopiero dalej w tekscie znajduje, ze
byty to komorki HeLa z nadekspresja EBFP. Zastanawiam si¢ nad oceng poziomu
nadekspresji PC4 w Hela w stosunku do komoérek nietraktowanych w Rycinie 14D, ze
wzgledu na bardzo duzg roznice w ilosci nalozonego biatka na niekorzysé sciezki
reprezentujacej nadekspresje. Autorka ocenia wzrost na 5.6x. Zatem na ile nadekspresja
faktycznie przekraczala poziom endogennego PC4?

10. Na Rycinie 17 poszczegélne fazy cyklu komérkowego na wykresach (poszczegolne piki)
nie sg oznakowane (np. Go/G1, S, G2/M) a oznaczenia te wystepujg jedynie na okraglych
diagramach.

11. Na stronie 72 raczej DNA uzyskany z chromatyny miat dtugos¢ 150-700pz a nie
chromatyna? Ten sam btad wystepuje w opisie Ryciny 18. Czyzby byly to kompleksy
DNA/biatko? Chyba nie, skoro supernatant po sonikacji traktowano proteinaza K oraz
RNaza?

12. Na stronie 73 pomiedzy opisem o inkubacji z przeciwcialem a przygotowaniem bibliotek
DNA brak opisu etapu taczacego te kroki.

13. W tekscie opisujacym wyniki brak wzmianki na temat Ryciny 34. Odnalaziam jg dopiero
w opisie Ryciny 35.

Whiosek koncowy:

Rozprawe Pani mgr Aleksandry Brzek uwazam za bardzo wartosciowa i przeczytalam jg z
duzym zainteresowaniem. Rozprawa poszerza wiedzg na temat mechanizmu koordynacji
syntezy histonéw zaleznych od replikacji z cyklem komoérkowym. Zawiera wiele cennych
wynikéw a ponadto zarys perspektywy dalszych badan. Dlatego przedlozong mi rozprawe
uwazam za spelniajacg formalne warunki stawiane rozprawom doktorskim i wnioskuj¢ o
dopuszczenie Pani mgr Aleksandry Brzek do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Ponadto, biorgc pod uwage warto$¢ uzyskanych wynikéw, wnosz¢ o wyroznienie rozprawy.
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