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Recenzja rozprawy doktorskiej

pt. ’Kompozycja i dynamika chromatyny w obszarach terminacji transkrypcji u czlowieka”

Doktorantka: Pani mgr Magda Kopczynska

Rozprawa dotyczy regulacji ekspresji genow kodujacych bialka na etapie terminacji transkrypcji,
interesujacej, bo znacznie stabiej poznanej niz inicjacja i elongacja, i stanowiacej duze wyzwanie
metodologiczne. Zostata przygotowana pod kierunkiem prof. UAM dr. hab. Pani Kingi Kamieniarz-
Gduli, ktorej dorobek dotyczacy powyzszego problemu jest znakomity. Rozprawa ma forme
hybrydowa. Jest bioinformatyczna. Wyniki zostaty zawarte w opublikowanym w Nucleic Acid Research
artykule oryginalnym oraz w nieopublikowanym manuskrypcie oryginalnym, oba z jej pierwszym
autorstwem. Ponadto Pani Kopczynska jest drugim autorem artykutu opublikowanego jako preview w
Neuron Cell Press. Wreszcie cze$¢ wynikow opisanych w rozprawie nie ma jeszcze formy manuskryptu.
Rozprawa zawiera wstep, cel, opis wynikow, dyskusj¢ oraz kopie publikacji NAR oraz Neuron. W opisie
wynikéw Autorka oswiadczyla, jaka ich czgs$¢ uzyskata osobiscie, oraz zawarta stosowne oswiadczenia

pozostatych autoréw o ich udziale.

ARTYKUL 1 Skoro centrum badan stanowi kwestia regulacji transkrypcji na poziomie terminacji, Pani
Kopczynska skupila si¢ na ambitnym zadaniu: wypracowaniu narzg¢dzia bioinformatycznego
pozwalajacego terminacje¢ zlokalizowa¢. Punktem wyjscia byly badania innych autoréw wykonane w
drozdzach, wedlug ktérych treonina w pozycji 4 C-koncowej domeny RNAPII (T4ph) w genach
kodujacych biatka wystepuje w miejscach stopowania polimerazy. Inni autorzy pokazali negatywny
wplyw mutacji tejze treoniny na zywotnos¢ komorek ludzkich w hodowli. W swoich badaniach nad
znaczeniem T4ph skorzystata ze zbiorow danych pochodzacych z réznych grup zwierzat, danych
uzyskanych z zastosowaniem techniki NET-seq. Technika ta umozliwia oznaczenie pozycji RNAPII i

jej stopowania z dokladnoscia jednego nukleotydu w obrebie genu oraz zapewnia specyficznos¢ w
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stosunku do nici. Za pomoca zaprojektowanych przez nia analiz bioinformatycznych powyzszych
zbiorow danych pokazata istotne ogolnogenomowe wzbogacenie T4ph w miejscach stopowania
RNAPII, w ktorychkolwiek miejscach genu wystgpuje. Analizy te wskazaly na obecnosé¢ T4ph
poczawszy od miejsca startu transkrypcji (TSS), w ktorym powszechnie dochodzi do stopowania
transkrypcji RNPII okoto 20—40 nukleotydow w dot od TSS. Koncentracja T4ph byta coraz wicksza ku
koncowej terminacji i skumulowana okolo 2 kz ponizej miejsca poliadenylacji (PAS). Miejsca
koncentracji T4ph nazwata ,,oknami terminacyjnymi” transkrypcji. Zatem waznym osiagnieciem w tej
czesci rozprawy bylo pokazanie T4ph jako markera stopowania RNPII, co byto bardzo istotne dla
dalszej czesci badan. Owe okna terminacji okazaly si¢ charakterystyczne dla genéw kodujacych bialka,
natomiast nie sa obecne w genach niekodujacych. W tych ostatnich T4ph jest mniej obecna i roztozona
na calej dlugosci genu. Analiza bioinformatyczna zbiorow danych powyzszych, opartych na
powyzszych precyzyjnych technikach transkryptomicznych, pozwolita rowniez uchwycié¢ miejsca

przedwczesnej terminacji ponizej TSS w pojedynczych genach.

BADANIA NIEOPUBLIKOWANE Bardzo istotny aspekt dalszych czesci badan stanowita proba
odréznienia terminacji koncowej od przedwczesnej. W nieopublikowanej czesci badafh Pani
Kopczynska opisata analiz¢ przeprowadzong pod tym katem na zbiorach danych T4ph mNET-seq
genow kodujacych biatka komoérek Hela. Zaprojektowane przez nia analizy bioinformatyczne
pozwolity ten cel osiggna¢. W dalszej czesci, w poszukiwaniu molekularnego podtoza tych dwoch
typow terminacji, skorzystata z 17 zbioréw danych ENCODE CHIP-seq pokrywajacych rézne znaczniki
epigenetyczne w histonach oraz inne zwiazane z chromatyna. Stwierdzila, ze zaréwno koncowe, jak i
przedwczesne miejsca terminacji transkrypcji sa istotnie wzbogacone w czynniki zaangazowane w
tworzenie petli chromatynowych, najczesciej CTCF, SMC3 oraz MAZ. Ponadto wzbogacenie w SMC3
oraz MAZ bylo wigksze w przypadku okien terminacyjnych zwiazanych z przedwczesna terminacja niz
z koficowa, jednak podkresla, ze badania te wymagaja potwierdzenia. Ta niepublikowana cze$¢ badan

Jjest szczegodlnie interesujaca i oby znalazta ciag dalszy w przysztosci.

ARTYKUL 2 Drugi artykut skoncentrowany jest na metylotransferazie SETD2 w kontekscie regulacji
terminacji transkrypcji. Inspiracja do tej czesci badafn byla wczedniejsza obserwacja uzyskana w
komorkach raka nerki, wskazujaca na zwiazek pomiedzy utrata aktywnosci SETD2 a opdzniona
terminacja transkrypcji przez RNPII. Zglebienie mechanizmu u podloza tej obserwacji wpisywalo sie
znakomicie w glowny cel rozprawy — regulacje transkrypcji na poziomie terminacji. Metylotransferaza
SETD2 jest godna uwagi takze dlatego, ze jako jedyna metylotransferaza histonowa odpowiada za
potrojng metylacj¢ lizyny 36 histonu H3 u ssakow. Wsérdd dynamicznych chromatynowych
epigenetycznych znacznikow ten typ metylacji histonu 3 jest szczegdlny, poniewaz pokrywa
transkrybowany gen na calej dlugosci, ulegajac stopniowemu wzmocnieniu w kierunku 3°, osiagajac

najwyzszy poziom w miejscu poliadenylacji (PAS). Pojawia si¢ ko-transkrypcyjnie przez odziatywanie
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SETD2 m .in., z domeng CTD aktywnej RNPII. Badania nad dynamika tego zjawiska w niniejszej
rozprawie staly si¢ mozliwe dzigki dostgpnym zbiorom danych transkryptomicznych uzyskanych przy
zastosowaniu nowoczesnej techniki sekwencjonowania RNA zwanej POINT-seq. Technika ta
umozliwia precyzyjne, z doktadnoscia do jednego nukleotydu, mapowanie miejsc startu transkrypcji
oraz ko-transkrypcyjnej obrobki RNA. Dane poddane analizie przez Paniag Kopczynska pochodzity z
komoérek U20S wywodzacych si¢ z osteosarcoma, w ktorych przeprowadzono knockout genu SETD2.
Zaskoczeniem w stosunku do oczekiwan byta obserwacja, ze wigkszos¢, bo az okoto 76% genow (klasa
1), nie wykazala opdznionej terminacji transkrypcji, a jedynie ostabiona o 1/3 inicjacj¢. Natomiast
oczekiwana opdzniona terminacja transkrypcji, ktérej dodatkowo towarzyszyto nieprawidlowe cigcie
transkryptu, wystepowata zaledwie u 24% badanych genéw (klasa II). W tej grupie inicjacja transkrypcji
byla prawidlowa, lecz towarzyszyta jej inicjacja kryptyczna, szczegoélnie blisko konca genu. Skoro
zarébwno w kontekscie knockoutu SETD2, jak i w kontekscie mutacji katalitycznej zjawisko to
wystepowato, zapewne wskazuje to na bezposredni wpltyw T4ph. Ponadto przeprowadzona analiza
pokazala brak powigzania opdznionej terminacji w genach klasy Il z mechanizmem alternatywnej
poliadenylacji (APA).

Dalej, by potwierdzi¢ zjawisko opoznionej terminacji gendw klasy II stanowiacych gltéwny
punkt zainteresowania, Pani Kopczynska dokonata pomiaru terminalnego stopowania RNPII, stosujac
jako miare tego zjawiska wypracowana w poprzednim artykule rozprawy z NAR analiz¢ okien
terminacyjnych T4ph-mNETseq. Osiagnigciem w tej czgsci rozprawy bylo stwierdzenie zbieznosci
uzyskanych wynikéw. Bowiem okna terminacyjne zdefiniowane koncentracja T4ph pokrywaly si¢ z
miejscami zaniku potrdjnej metylacji histonu 3 w lizynie 36 (H3K36me3). Stanowito to potwierdzenie
zjawiska opdznionej terminacji przy zastosowaniu technologii POINT-seq. Dalsze badania nad klasg I
i II genow, zglebienie ich odmiennej odpowiedzi na dysfunkcje SETD2 w kontekscie transkrypcji
stanowig interesujaca perspektywe. Skoro metylotransferaza SETD?2 jest zaangazowana w alternatywny
splicing, czy nie jest to kryterium dalszych badan, dla rozstrzygnigcia przyczyny odmiennej reakcji obu

klas gendw na dysfunkcje SETD2?

ARTYKUL 3. Artykut preview opublikowany w Neuron Cell Press jest teoretyczna polemiczna
dyskusja nad znaczeniem przedwczesnej terminacji w regulacji transkrypcji i fizjologii komorki w
kontekscie chorob neurodegeneracyjnych. Przedmiotem dyskusji jest neurodegeneracyjna choroba
PCHI10 spowodowana homozygotyczna mutacja zmiany sensu R140H w biatku CLPI1, skladniku
maszynerii odpowiedzialnej za obrobke konca 3’ pre-mRNA w neuronach motorycznych. Na poziomie
molekularnym prawidlowe neurony motoryczne posiadaja wysoka réznorodnos¢ uzycia ré6znych miejsc
poliadenylacji wewnatrz genu, w tym w intronach i regionach kodujacych, wskazujaca na znaczny
zakres przedwczesnej terminacji transkrypcji. Natomiast w przypadku choroby PCH10 zréznicowanie
izoform pod wzgledem 3’UTR jest znacznie mniejsze, z akcentem na wyzsza czesto$¢ izoform

dtuzszych. W rozwazaniach tej kwestii nasuwa si¢ pytanie, jak rozrézni¢ przedwczesng terminacj¢
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transkrypcji od uzycia przez komorke wezesniejszych proksymalnych sygnatow poliadenylacji?
Ponadto knockout genu CLP1 w neuronach motorycznych spowodowal przesuniecie uzycia APA w
kierunku terminacji proksymalnej, a wigc sytuacje przeciwna do PCH10. Nasuwa si¢ ogélna refleksja,
Jjak bardzo rézny efekt moze wywota¢ specyficzna mutacja genu w funkcji kodowanego przez nie biatka
od catkowitego usunigcia genu. By¢ moze w przypadku mutacji R140H mamy do czynienia ze

zjawiskiem gain of function?

Podsumowanie

Rozprawa jest kilkuwarstwowa i bardzo interesujaca. Pod jej tytulem kryje sie analiza kilku bardzo
ciekawych zjawisk epigenetycznych chromatyny towarzyszacych transkrypcji, pehiacych role
regulatorowa, aby lepiej poznac regulacj¢ terminacji. W swoich badaniach Pani Kopczynska korzystata
ze zbiorow danych, ktore byly uzyskane w oparciu o najnowoczesniejsze techniki transkryptomiczne
mNET-seq oraz POINT-seq. Bardzo dokladnie opisata ciagi analiz bioinformatycznych, ktére
zaprojektowata i z powodzeniem zastosowata. Waznym osiagnieciem bylo wypracowanie markera
stopowania RNPII w postaci miejsc koncentracji T4ph. Ponadto pokazanie roli SETD2 w zapewnianiu
wiernosci transkrypcji oraz wskazanie po raz pierwszy na role SETD2 w promowaniu wydajnosci ciecia
3'-transkryptu oraz zapobieganiu Kkryptycznej inicjacji transkrypcji maja duza warto$é. Bardzo
docenitam krytycyzm Pani Kopczynskiej w interpretacji wynikow i zwrdcenie uwagi na konieczno$é
wypracowania bardziej precyzyjnych metod analizy w przyszlosci. Waznym aspektem rozprawy jest
znaczenie tych badan dla medycyny, np. w ocenie mutacji w regionach niekodujacych i ich powiazania

z chorobami cztowieka.

Whiosek koncowy

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska Pani mgr Magdy Kopczynskiej jest bardzo wartosciowa
1 bez watpienia spetnia warunki okreslone w Ustawie z dnia 20 lipca 2018 roku prawo o szkolnictwie
wyzszym i nauce (Dz.U. z 2018 r. poz. 1668 ze zm.), Ustawie z dnia 3 lipca 2018 r. Przepisy
wprowadzajace ustawg — Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. z 2018 r. poz. 1669 ze zm.).
Dlatego wnioskuj¢ do Rady Naukowej Dyscypliny nauki biologiczne Uniwersytetu Adama

Mickiewicza o dopuszczenie Pani mgr Magdy Kopczynskiej do dalszych etapéw postgpowania o

nadanie stopnia doktora.
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