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1. Imie i Nazwisko: Kinga Kamieniarz-Gdula (nazwisko rodowe: Kamieniarz)

2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe:

01/2011 Doktor nauk przyrodniczych (doctor rerum naturalium)
Praca doktorska pt. “Functional analysis of linker histone H1 modifications and
variants”, promotorzy: Dr Robert Schneider oraz Prof. Rudolf Grosschedl|, Uniwersytet
im. Aberta Ludwiga we Fryburgu i. Br., Niemcy

03/2007 Licencjat biologii, specjalno$¢: bioinformatyka
Praca licencjacka pt. “Analiza in silico funkcji zewnatrzkomérkowej domeny
podjednostki GIuR2 receptora AMPA w rozwoju kolcow dendrytycznych”, promotor:
prof. dr hab. Wojciech Kartowski, Uniwersytet im. Adama Mickiewicza w Poznaniu

05/2006 Magister biotechnologii
Praca magisterska pt. “ldentyfikacja infekcji Leptotrichia amnionii i Gardnerella
vaginalis w wymazach z szyjki macicy”, promotor: prof. dr hab. Anna GoZdzicka-
Jézefiak, Uniwersytet im. Adama Mickiewicza w Poznaniu

07/2004 Licencjat biotechnologii
Praca licencjacka pt. “Zastosowanie AAV jako wektoréw w terapii genowej”,
promotor: prof. dr hab. Anna Gozdzicka-Jézefiak, Uniwersytet im. Adama Mickiewicza
w Poznaniu

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych

06/2012 — obecnie

Postdoc, Sir William Dunn School of Pathology, University of Oxford, Oxford, Wielka Brytania
02/2011-05/2012

Postdoc, Max-Planck-Institute of Immunobiology and Epigenetics, Fryburg, Niemcy
10/2006-01/2011

Doktorant, International Max Planck Research School for Molecular and Cellular Biology (IMPRS-
MCB), Max-Planck-Institute of Immunobiology and Epigenetics, Fryburg, Niemcy

4. Wskazanie osiggniecia wynikajacego 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. 2017 r. poz.
1789):

a) Tytut osiggniecia naukowego:

Mechanizmy procesu terminacji transkrypcji oraz jego znaczenie w regulacji ekspresji genow
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b) Publikacje wchodzgce w sktad osiggniecia naukowego:

Osiggniecie naukowe stanowi cykl pieciu publikacji, ktérych sumaryczny impact factor wynosi
73.974.

1: White E, Kamieniarz-Gdula K, Dye MJ, Proudfoot NJ. AT-rich sequence elements promote nascent
transcript cleavage leading to RNA polymerase Il termination. Nucleic Acids Res. 2013 Feb
1;41(3):1797-806. IF 2013 = 8.808

2: Skourti-Stathaki K, Kamieniarz-Gdula K, Proudfoot NJ. R-loops induce repressive chromatin marks
over mammalian gene terminators. Nature. 2014 Dec 18;516(7531):436-9. IF 2014 = 41.456

3: Volanakis A*, Kamieniarz-Gdula K**, Schlackow M, Proudfoot NJ. WNKI1 kinase and the
termination factor PCF11 connect nuclear mRNA export with transcription. Genes Dev. 2017 Nov
1;31(21):2175-2185. IF 2017 = 9.462

4: Kamieniarz-Gdula K**, Gdula MR*, Panser K, Nojima T, Monks J, Wisniewski JR, Riepsaame J,
Brockdorff N, Pauli A, Proudfoot NJ. Selective Roles of Vertebrate PCF11 in Premature and Full-
Length Transcript Termination. Mol Cell. 2019 Apr 4;74(1):158-172.e9. IF 2017 (latest available) =
14.248

5: Kamieniarz-Gdula K*, Proudfoot N. Transcriptional control by premature termination: a forgotten
mechanism. Peer) 2019 Mar https://doi.org/10.7287/peerj.preprints.27590v1 (Preprint of review
article in press in August 2019 issue of Trends in Genetics)

* dzielone pierwsze autorstwo # Autorstwo korespondencyjne habilitantki

c¢) Omodwienie celu naukowego ww. prac i osiggnietych wynikow wraz z omdwieniem ich
ewentualnego wykorzystania.

Osiggniecie naukowe stanowi cykl pieciu publikacji, ktére powstaty w wyniku mojego stazu
podoktorskiego w laboratorium profesora Nicholasa Proudfoota na Uniwersytecie Oxfordzkim
pomiedzy czerwcem 2012 a kwietniem 2019.

Celem naukowym prac byto uzyskanie lepszego zrozumienia mechanizméw prowadzacych do
terminacji transkrypcji, jak rowniez wskazanie roli, jakg terminacja transcripcji odgrywa w regulacji
ekspresji gendw.

Transkrypcja za posrednictwem RNA polimerazy Il (Pol 1l) odbywa sie w cyklu inicjacji, elongacji i
terminacji. Terminacja transkrypcji zatrzymuje synteze RNA poprzez uwolnienie Pol Il oraz RNA z
matrycy DNA. Proces ten jest niezbedny dla wydajnej i prawidtowej ekspresji genow z kilku
powododw. Po pierwsze, terminacja zaznacza konce jednostek transkrypcyjnych i uwalnia transkrypty,
aby mogty spetni¢ swoje biologiczne zadania. Po drugie, zapewnia dostepnosc Pol Il dla kolejnych
rund syntezy RNA. Po trzecie, terminacja ogranicza tez zasieg niekodujacej transkrypcji (Jensen et al.,
2013; Porrua et al., 2016; Proudfoot, 2016). Terminacja jest mechanistycznie powigzana z obrobka 3’
korica pre-mRNA. Pol Il staje sie zdolna do terminacji po transkrybowaniu sygnatu poliadenylacji
(ang. polyadenylation signal, poly(A) signal). Sygnat poliadenylacji w rodzacym sie RNA jest
rozpoznawany przez maszynerie obrobki 3’ korica RNA, ktdéra powoduje ciecie i poliadenylacje RNA
(ang. cleavage and polyadenylation, CPA) 10-30 nukleotyddw ponizej, w tzw. miejscu poliadenylacji
(ang. polyadenylation site, PAS) (Proudfoot, 2011). Chociaz ciecie i poliadenylacja RNA (CPA)
zachodzi w okreslonych miejscach (PAS), to Pol Il moze kontynuowad transkrypcje dalszych sekwencji
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odtaczajac sie od DNA (tj. terminujgc transkrypcje) w szerokim oknie genomowym za PAS. Wiekszos$¢
ssaczych gendw zawiera wiele alternatywnych sygnatéw poliadenylacji, wytwarzane sg wiec RNA o
réznych 3’ koncach, co nazywane jest alternatywng poliadenylacjg (APA) (Tian and Manley, 2017).

W 2012 roku, kiedy dotgczytam do grupy prowadzonej przez prof. Proudfoota, wszystkie dotychczas
opublikowane prace z jego grupy bazowaty na analizie pojedynczych, modelowych gendw. Byto to
istotnym ograniczeniem dla laboratorium zajmujgcego sie transkrypcjg, poniewaz w latach
dwutysiecznych zsekwencjonowano ludzi genom oraz wprowadzono technologie sekwencjonowania
nowej generacji, ktdre umozliwiaty badanie transkrypcji cato-genomowo. Bytam pierwszg osobg w
laboratorium posiadajgcg umiejetnosci bioinformatyczne i doswiadczenie w genomice, dlatego moja
poczatkowa praca miata na celu poszerzenie istniejgcych eksperymentalnych danych w laboratorium
przez meta-analize opublikowanych przez inne grupy zestawdw danych genomowych. To
doprowadzito do czterech wspétautorskich publikacji (White et al., 2013; Skourti-Stathaki et al.,
2014; White et al.,, 2014; Hatchi et al., 2015), z ktorych dwie pierwsze prace wchodzg w sktad
osiggniecia naukowego. Publikacje 1 (White et al., 2013) i 2 (Skourti-Stathaki et al., 2014) byty
pracami majacymi na celu lepsze zrozumienie dwdch réznych mechanizmdéw terminacji transcrypcji
u ssakéw: terminacji typu wspottranskrypcyjnego ciecia (ang. cotranscriptional cleavage, CoTC)
(White et al., 2013) oraz terminacji zaleznej od zatrzymania Pol Il (Skourti-Stathaki et al., 2014).
Wszystkie prace doswiadczalne w tych dwdch publikacjach byty wykonane przez, odpowiednio, dr
Eleanor White oraz dr Konstantine Skourti-Stathaki. M6j udziat polegat na przeniesieniu wynikdw ich
badan na jednym genie do poziomu genomowego przez analize bioinformatyczng, glownie uzywajac
opublikowanych zestawow danych sekwencjonowania nowej generacji (NGS).

Terminacja Pol Il zalezna jest od sygnatéw obrdobki RNA jak réwniez specyficznych elementéw
terminatorowych, zlokalizowanych ponizej miejsca poliadenylacji (PAS). Jedng z dwdch gtéwnych
klas terminatoréw opisanych do tej pory jest element wspdttranskrypcyjnego ciecia CoTC. W
publikacji 1 (White, Kamieniarz-Gdula et al., 2013) pokazaliémy, ze obszary homopolimeréw A/T
znajdujace sie w terminatorze ludzkiego genu B-globiny odgrywaja decydujaca role w terminacji Pol
Il. Wykorzystatam analize mutacji przeprowadzong przez dr White, jak rowniez we wczesniejszej
opublikowanej pracy o CoTC (Dye and Proudfoot, 2001) do zdefiniowania zbioru funkcjonalnych i
niefunkcjonalnych terminatoréw pochodnych od ludzkiej B-globiny. Komputerowa analiza tego
zbioru pozwolita mi zaproponowac uproszczony motyw obszaru 9 AT ( ang. 9 AT tract), ktéry
odpowiada dziewieciu rozproszonym obszarom AT o dtugosci minimum 5 nukleotyddw,
przedzielonym przez co najmniej jeden nukleotyd G lub C. Dopasowanie wzoréw ujawnito, ze 70%
regiondw terminatorowych w genomie cztowieka zawiera ten motyw, ale jest on tez powszechny w
innych rejonach genomu, np. 67% rejondw promotorowych réwniez zawiera ten motyw. Sytuacja ta
wyglada podobnie w przypadku motywu ‘TATA box’ (TATAAAA), ktéry jest obecny w 37% rejondw
promotorowych, jak rowniez w 40% rejondw terminatorowych. Moja analiza sugeruje, ze sama
obecno$é motywu takiego jak ‘TATA box’ albo ‘9 AT tract’ nie gwarantuje inicjacji/terminacji.
Przewidujemy, ze kiedy Pol Il natrafia na motyw ‘9 AT tract’ we wtasciwym kontekscie, tj. za
funkcjonalnym PAS, to wdéwczas motyw ten moze prowadzi¢ do terminacji transkrypcji. Zeby
potwierdzié, ze zidentyfikowane komputerowo motywy ‘9 AT tract’ majg zdolnos¢ funkcjonowania
jako elementy terminatorowe, dwa takie motywy zostaty sklonowane i ich zdolnos¢ do wywotywania
terminacji transkrypcji zweryfikowana eksperymentalnie. Podsumowujac, nasze dane wspierajg
koncepcje, ze terminacja trankrypcji typu CoTC moze by¢ szeroko rozpowszechnionym fenomenem.

Poza terminacjg transkrypcji typu CoTC, inny opisany mechanizm dziatajgcy w komarkach ssaczych to
terminacja transkrypcji zalezna od zatrzymania Pol Il (ang. pause-type). W przypadku terminacji
‘pause-type’, ciecie RNA na PAS umozliwia dostep dla egzonukleazy 5’-3’ XRN2, ktéra degraduje
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rodzacy sie RNA prowadzgc do terminacji. Elementy zatrzymujece Pol Il wspierajg proces terminacji
przez zwolnienie procesu elongacji, umozliwiajagc ‘dogonienie’ Pol Il przez XRN2 (Gromak et al.,
2006). Poprzednio wykazano, ze petle R (ang. R-loops, trzyniciowe struktury kwaséw nukleinowych,
sktadajgce sie z hybrydy DNA:RNA oraz pojedynczo-niciowego DNA) , utatwiajg zatrzymywanie sie
Pol Il przed wydajng terminacjg (Skourti-Stathaki et al., 2011), ale sposéb w jaki sie to odbywa nie byt
jasny. W publikacji 2 (Skourti-Stathaki, Kamieniarz-Gdula i Proudfoot, 2014) opisaliSmy mechanizm
terminacji transkrypcji odbywajgcy sie za posrednictwem petli R. Pokazalismy, ze petle R wywotujg
transkrypcje antysensowng na bogatym w guaniny elemencie terminatorowym genu [-aktyny. To
prowadzi do rekrutacji biatek wyciszajgcych DICER, AGO1, AGO2 oraz metyltransferazy histonowej
G9a, a nastepnie do ustanowienia represyjnego znacznika H3K9me2 oraz przytaczenia sie biatka
heterochromatynowego HP1y. Wspdlnie te wydarzenia wspieraja zatrzymanie sie Pol Il przed
wydajng terminacjg transkrypcji. Uzytam nastepnie dostepnych publicznie zestawdw danych dla Pol
Il, G9a, HP1ly oraz petli R i wykonatam meta-analize genomowg identyfikujgc 2299 rejondédw
terminatorowych, ktére jak przewidujemy zwigzane s z terminacjg transkrypcji ‘pause-type’
zwigzang z obecnoscig petli R. To poszerzyto ciekawe wyniki z genu B-aktyny do kontekstu cato-
genomowego. Kilka ze zidentyfikowanych komputerowo nowych rejonéw terminacji typu pause-
type zostato zweryfikowane eksperymentalnie. Udato nam sie tez dodatkowo potwierdzi¢
powszechnos$é tego mechanizmu terminacji przez cato-genomowy pomiar zatrzymywania sie Pol |l
przy uzyciu metody ChlIP-seq, w warunkach zahamowania formowania sie petli R oraz H3K9me?2.
Podsumowujac, ujawnilismy nieoczekiwane potgczenie miedzy petlami R a zaleznym od interferencji
RNA formowaniem sie znacznika heterochromatynowego H3K9me2 na terminatorach ‘pause-type’
na ssaczych genach kodujgcych biatka. Przewidujemy, ze petle R wspierajg tworzenie sie struktury
chromatynowej, ktdra okresla rejony terminatorowe dla znaczgcego podzbioru ssaczych genéw.

Podczas gdy publikacje 1 i 2 skupiaty sie na mechanizmach prowadzacych do terminacji transkrypcji,
moja dalsza praca miata na celu lepsze zrozumienie roli, jakg terminacja transkrypcji odgrywa w
regulacji ekspresji gendw. W tym celu zdecydowatam sie zbadac biatko PCF11, o ktdrym byto
wiadomo z badani nad drozdzami, ze jest kluczowym czynnikiem nie tylko dla terminacji transkrypcji,
ale rowniez dziatajgcym na pograniczu kilku proceséw jgdrowych, tymczasem nie zostato ono dobrze
scharakteryzowane u cztowieka. PCF11 petni waing role w cieciu i poliadenylacji RNA (CPA) (Amrani
et al., 1997; de Vries et al., 2000; Gross and Moore, 2001), terminacji transkrypcji (Sadowski et al.,
2003; Zhang et al., 2005; Zhang and Gilmour, 2006; West and Proudfoot, 2008) oraz jagdrowym
eksporcie mRNA (Johnson et al., 2009).

Jednym z pierwszych doswiadczen, ktére poprowadzito do publikacji 3 (Volanakis, Kamieniarz-Gdula
et al.,, 2017) byto ustalenie przeze mnie modyfikacji post-translacyjnych endogennego ludzkiego
PCF11 przy pomocy spektrometrii mas. Moje zainteresowanie modyfikacjami post-translacyjnymi
podyktowane byto tym, ze s3 one zaangazowane w przekazywanie sygnatu i czesto petnig funkcje
regulatorowe. Sposrdod wielu modyfikacji, ktére wykrytam, mojg uwage zwrdcito miejsce fosforylacji
na serynie 120 i/lub treoninie 121 (5120/T121) znajdujgce sie w domenie PCF11 odpowiedzialnej za
jego oddziatywanie z C-terminalng domeng (CTD) najwiekszej podjednostki Pol Il. Powodem mojego
zainteresowania byto to, ze domena PCF11 oddziatujgca z CTD (ang. CTD-interacting domain, CID) u
drozdzy jest kluczowa dla procesu terminacji transkrypcji (Sadowski et al., 2003). Modelowanie
struktury trzeciorzedowej ludzkiego PCF11 in silico, na bazie struktury krystalograficznej
drozdzowego PCF11 znajdujgcego sie w kompleksie z peptydem CTD (Meinhart and Cramer, 2004),
pozwolito mi przewidzie¢, ze fosforylacja w tym miejscu prawdopodobnie prowadzi do ostabienia
oddziatywania miedzy PCF11 a Pol Il. W prowadzonych réwnolegle doswiadczeniach wykrytam
partnerdw interakcyjnych ludzkiego PCF11 przy pomocy spektrometrii mas. W moich preparatach
wykrytam tylko jedng kinaze, WNK1. Byto to dla mnie zaskoczeniem, poniewaz dotychczas kinaza
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WNK1 znana byta jako regulator transportu jonowego, zlokalizowany w cytoplazmie (Shekarabi et
al,, 2017), i nie byty znane zadne jadrowe funkcje tego enzymu. Tymczasem, w wyrazny i
powtarzalny sposdb wykrywatam interakcje pomiedzy PCF11 oraz WNK1 w ekstraktach z jadra
komérkowego. Co ciekawe, kinazo-specyficzne przewidywanie in silico miejsc fosforylacji na PCF11,
okazato sie, ze uzyskane przewidywania wskazaty na to, ze rodzina kinaz WNK jest przypuszczalnie
zdolna do fosforylacji jednego miejsca w PCF11: T121, znajdujgcego sie w domenie CID.
Podsumowujac, odkrytam, ze WNK1 oddziatuje z biatkiem PCF11 w ekstraktach z jadra
komérkowego, i jest przewidywang kinazg fosforylujgcg reszte aminokwasowg wazng dla
odziatywania PCF11 z Pol Il. W tym czasie do mojego projektu dotaczyt doktorant, Adam Volanakis,
ktéry pracowat pod mojg opiekg naukowa. Wspdlnie potwierdziliémy lokalizacje WNK1 w jadrze
komodrkowym przy pomocy immunofluorescencji. Nieoczekiwanie wykrylismy akumulacje sygnatu
WNK1 na obrzezu jgdra komdrkowego. To sktonito nas do postawienia hipotezy, ze WNK1 moze by¢
zwigzany z jgdrowym eksportem mRNA. Aby sprawdzi¢ tg mozliwosé, zmierzylismy efekt obnizenia
poziomu WNK1 na poziom mRNA w jadrze i cytoplazmie przy uzyciu metod RT-qPCR oraz oligo-dT
FISH. Obie metody wskazaty, ze obnizenie poziomu WNK1 skutkuje zwiekszeniem sie stosunku
jadrowego do cytoplazmatycznego mRNA, w zgodzie z naszg hipoteza. Stwierdzilismy, ze defekt
eksportu  mRNA nastepuje na skutek zaktdcenia w uwalnianiu czasteczek mRNP z locus
transkryjnego, z rownoczesnym formowaniem sie ,ciezkiej chromatyny” (Rougemaille et al., 2008;
Jensen et al., 2013). Jadrowy eksport mRNA byt réwniez wadliwy gdy aktywnosé kinazy WNK1 byta
hamowana przy pomocy chemicznego inhibitora. To sktonito nas do sprawdzenia, czy w procesie tym
nie gra roli fosforylacja PCF11. Potwierdzilismy przewidywanie, ze WNK1 fosforyluje PCF11 na
S$120/T121. Nastepne, kluczowe eksperymenty wskazaty, ze wprowadzenie do komdrek mutacji
punktowych PCF11 S120/T121 wywotywato podobny do zmniejszenie poziomu WNK1 efekt:
akumulacje mRNA w jadrze, jak réwniez nieprawidtowe przebywanie mRNA na chromatynie. Na
koncu zweryfikowalismy eksperymentalnie, ze fosforylacja PCF11 na $S120/T121 rzeczywiscie ostabia
odziatywanie miedzy PCF11 a Pol Il. Na tej podstawie przewidujemy, ze WNK1 oraz wywotywana
przez ta kinaze fosforylacja domeny CID PCF11 wspiera uwalnianie transkryptéw od zwigzanej z
chromatyna Pol Il. To z kolei utatwia eksport mRNA do cytoplazmy.

Réwnoczesnie z badaniami nad rolg fosforylacji PCF11 w eksporcie mRNA z jagdra komdrkowego,
pracowatam nad okresleniem funkcji PCF11 na poziomie transkrypcji RNA. Projekt prowadzacy do
publikacji 4 (Kamieniarz-Gdula et al., 2019) rozpoczetam od weryfikacji, czy PCF11 rzeczywiscie
funkcjonuje jako ogdlny czynnik terminacji w komdrkach ludzkich. W tym celu obnizytam poziom
PCF11 przy pomocy siRNA i zastosowatam trzy rodzaje pomiaréw w celu sprawdzenia réznych
aspektow terminacji transkrypcji. Dla wizualizacji wigzania sie Pol Il do chromatyny zastosowatam
ChlP-seq. Transkrypcje mierzytam przy pomocy analizy RNA zwigzanego z chromatyng (chrRNA),
ktore jest wzbogacone w powstajgce dopiero transkrypty. Uzytam réwniez nowej techniki mNET-seq
(Nojima et al., 2015, 2016), ktéra wykrywa nowo powstate transkrypty w aktywnym miejscu Pol I,
wykrywajac specyficzng dla rejonéw terminatorowych forme Pol Il CTD fosforylowang na treoninie 4
(T4ph) (Heidemann et al., 2013; Schlackow et al., 2017). Jest to aktualnie najbardziej specyficzna
metoda wykrywania terminacji transkrypcji w komérkach ludzkich. Zgodnie z oczekiwaniami,
obnizenie poziomu PCF11 prowadzito do przeczytu transkrypcji, ktory jest cechg charakterystyczng
wadliwej terminacji. Nastepnie ustalilismy wykorzystanie aktywnych PAS poprzez sekwencjonowanie
3’ koncow jadrowego poliadenylowanego RNA (3’'mRNA-seq) z komadrek kontrolnych i pozbawionych
PCF11. To pozwolito nam wykazaé, ze PCF11 generalnie sprzyja uzywaniu proksymalnych PAS w
komérkach ludzkich. Réwnoczesnie stwierdzilismy, ze opdznienie terminacji zachodzace na skutek
obnizenia poziomu PCF11 czesto zachodzi przy braku dystalnego przesuniecia APA. Stad
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whnioskujemy, ze PCF11 usprawnia zaréwno obrdbke 3’ konca RNA, jak réwniez niezaleznie
terminacje tranksrypcij.

Nastepnie ustalilismy genomowy profil PCF11 przy pomocy ChIP-seq. WykryliSmy czeste wigzanie sie
PCF11 na 3’ koncach gendw, ponizej PAS, w zgodzie z funkcjg PCF11 w terminacji. Jednak wigzanie
sie w rejonach promotorowych byto rowniez bardzo rozpowszechnione. Cho¢ obecnosé¢ PCF11 byta
wykrywalna zaréwno na kodujacych jak i niekodujgcych jednostkach transkrypcyjnych, zaledwie
potowa aktywnych, ulegajacych poliadenylacji genéw kodujgcych biatka wskazywata na istotne
wzbogacenie PCF11 (4516/8389). Analiza danych ChlIP-seq wskazata, ze szczegdlnie wysoki poziom
PCF11 wystepuje pomiedzy potozonymi blisko siebie genami. Wzbogacenie PCF11 pomiedzy blisko
potozonymi jednostkami transkrypcyjnymi moze stuzyé zapobieganiu transkrypcyjnego naktadania
sie pomiedzy sgsiadujgcymi genami, ograniczajgc zjawisko interferencji transkrypcji. W zgodzie z tg
hipotezg, geny, ktdorych ekspresja byfa istotnie obnizona przy zniesionej ekspresji PCF11 miaty
$rednio 5.5-krotnie mniejsze odstepny w stosunku do gendw niewrazliwych na PCF11. Wykrylismy
interferencje transkrypcyjng przy zniesionej ekspresji PCF11 zarowno w przypadku gendw w
orientacji zbieznej jak i tandemowej. Podsumowujgcy, stwierdziliSmy, ze przerywanie gendw za
posrednictwem PCF11 jest istotne dla zapewnienia wydajnej ekspresji potozonych blisko siebie
genodw.

Wybidrczy wzér wzbogacenia genomowego PCF11 zachecit nas do sprawdzenia poziomu biatka
PCF11 w stosunku do Pol Il oraz innych podjednostek maszynerii obrébki 3’ korica RNA, uzywajac do
tego celu metody globalnej ilosciowe] proteomiki. Ku naszemu zaskoczeniu wykryliémy, ze poziom
PCF11 jest sub-stechiometryczny w stosunku do innych podjednostek kompleksu CPA we wszystkich
testowanych ludzkich komdrkach i tkankach. PCF11 jest najmniej licznie wystepujgcym biatkiem w
tym kompleksie, $rednio wykazujac 10-20-krotnie nizszg ilos¢ molekut na komérke w stosunku do
innych podjednostek CPA i Pol Il. Sub-stechiometryczna natura biatka PCF11 jest odzwierciedlona w
poziomie jego MRNA, ktdre jest jednym z mniej licznych i stabilnych mRNA kompleksu CPA. Niski
poziom biatka i mRNA PCF11 zasugerowat nam, ze moze podlega¢ ono regulacji na poziomie
transkrypcji. Zauwazytam woéwczas, ze gen PCF11 ma ewolucyjnie zachowany pierwszy intron.
Najbardziej zachowany region tego intronu zawiera tandemowe heksamery AATAAA, oflankowane z
obu stron przez elementy wspomagajgce rekrutacje czynnikdw CPA. Te sekwencje razem tworzg
silny sygnat poliadenylacji, ktérego wysoky aktywnos¢ wykryliSmy w naszych zestawach danych
3’'mRNA-seq. Nazwalismy ten element PAS1. Co ciekawe, PCF11 wykazywat nie tylko wigzanie do 3’
konca wtasnego genu, ale rdwniez ponizej PAS1. Na tej podstawie postawitam hipoteze, ze PCF11
moze autoregulowac swoj poziom przez APA i przewczesng terminacje.

Aby zweryfikowac tg hipoteze, najpierw sprawdzitam wptyw obnizenia poziomu PCF11 na uzywanie
PAS1. Uzytam siRNA, ktére specyficznie celowaty w petnej dtugosci RNA PCF11 (ang. full-length
PCF11, fIPCF11), natomiast nie w krotka izoforme sPCF11 (ang. short PCF11), koriczacy sie na PAS1.
W zgodzie z postawiong hipotezg, obnizenie poziomu biatka PCF11, uzywanie PAS1 spadto silnie,
skutkujgc obnizeniem poziomu mMmRNA sPCF11 4-krotnie bardziej niz fIPCF11l. Zgodnie z tym
wynikiem, poziom znacznika terminacji transkrypcji, T4ph mNET-seq, obnizyt sie ponizej PAS1,
natomiast podwyzszyt na 3’ koricu genu PCF11. Rowniez sygnat chRNA-seq podwyzszyt sie na catym
genie PCF11. Potaczenie tych wynikdw sugeruje, ze uzycie PAS1 scisle zalezy od poziomy biatka
PCF11, oraz, ze przedwczesna terminacja za posrednictwem PAS1 reguluje transkrypcje mRNA
fIPCF11. Aby bardziej bezposrednio zademonstrowaé role PCF11 PAS1 w autoregulacji, specyficznie
usuneliémy sekwencje PAS1 z pierwszego intronu PCF11 przy pomocy techniki CRISPR/Cas9.
Zbadalismy cztery klony komédrkowe z delecjg PAS1 i stwierdziliSmy, ze wszystkie one wykazywaty
zwiekszony poziom zaréwno mRNA, jak rowniez biatka PCF11. Podsumowujac, PAS1 jest uzywany
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preferencyjnie, gdy poziom biatka PCF11 jest wysoki, natomiast jego uzycie zmniejsza sie gdy poziom
PCF11 jest niski, utrzymujgc stalty poziom PCF11l. Dodatkowo, usuniecie PAS1 skutkuje
podwyzszeniem sie transkrypcji PCF11 oraz poziomu jego mRNA i biatka. Te wyniki wskazujg na to, ze
zalezna od PAS1 przedwczesna terminacja transkrypcji pozwala na precyzyjne utrzymywanie
ekspresji PCF11 pozwalajac na homeostaze PCF11.

PAS1 PCF11 jest ewolucyjnie niezmienny u kregowcéw i stwierdziliémy jego aktywne uzywanie u
wielu gatunkéw, wiaczajagc w to danio pregowanego. Dlatego skorzystalismy z tego modelu
zwierzecego, zeby ocenié role PCF11 w rozwoju kregowcdw. Najpierw uzyskalismy knock-out rybiego
PCF11 (zebrafish PCF11, zPCF11™"). Embriony zPCF11™" -/- umieraty pomiedzy pierwsza a druga
dobga po zaptodnieniu, na skutek nekrozy mézgu. Te dane stanowig pierwszy dowdd na to, ze PCF11
jest niezbedny dla rozwoju kregowcéw. Zeby oceni¢ czy PAS1 odgrywa role w rozwoju danio
pregowanego, nastepnie specyficznie usuneliémy PAS1. Mutanty zPCF11"*" -/- wykazywaty fenotyp
utraty sprawnosci. Aby ustali¢, czy autoregulacja PCF11 za pomocg PAS1 zachodzi u danio
pegowanego, wykonalismy 3’mRNA-seq na embrionach dzikich i zmutowanych zPCF11™" j
zPCF11”*'. Doswiadczenia te wykazaty, ze brak funkcjonalnego biatka zPCF11 prowadzi do ponad 4-
krotnego obnizenia uzywania PAS1, i rédwnoczesnego 2-krotnego podwyiszenia poziomu mRNA
fIPCF11. Embriony mutantéw zPCF11™°! -/- réwniez wykazywaty ok 1.5-krotnie podwyzszony poziom
mRNA fIPCF11. Podsumowujgc, zaréwno w hodowanych komdrkach ludzkich, jak rowniez podczas
rozwoju ryb danio pregowany, przedwczesna terminacja transkrypcji zalezna od PAS1 umozliwia
autoregulacje PCF11 oraz jego homeostaze. Nasze dane sugerujg réwniez, ze autoregulacja PCF11
przy pomocy PAS1 zwieksza sprawnos¢ zwierzat.

W pracy tej pokazalismy, ze PCF11 reguluje wiasng ekspresje poprzez przedwczesng terminacje,
oraz, ze sprzyja wczesnemu CPA oraz wczesnej terminacji w obrebie catego genomu. To wskazato
mozliwos$é, ze PCF11 moze powstrzymywac transkrypcje rowniez innych genéw. Aby zweryfikowac te
hipoteze, przeszukaliSmy nasze zestawy danych z komédrek ludzkich pod katem gendéw kodujgcych
biatka, ktérych ekspresja zwiekszata sie istotnie po obnizeniu poziomu PCF11, i ktére réwnoczesnie
wykazywaty obnizony poziom wewnatrzgenowego CPA i/lub obnizony poziom wewnatrzgenowej
terminacji. W ten sposéb ustalilismy zbidr 218 gendw regulowanych przez przedwczesng terminacje
zalezng od PCF11. Co ciekawe, analiza ontologii tych gendw wskazata na to, ze s3 one wzbogacone w
geny regulujgce ekspresje innych gendw, zaréwno na poziomie transkrypcji jak i obrobki RNA.
PowtdrzyliSmy nastepnie analize dla zestawu danio pregowanego i zidentyfikowalismy 108 genéw
potencjalnie regulowanych przez PCFll-zalezng przedwczesng terminacje. Geny te rdowniez
wykazywaty wzbogacenie regulatoréw transkrypcji. Co istotne, zaobserwowali$my PCF1l1-zaleing
wczesng terminacje na tych samych genach u ludzi i ryb, w szczegdlnosci na genach kodujgcych
czynniki obrébki 3’ korica RNA. Tak wiec, zaréwno w ludzkich komérkach jak réwniez podczas
rozwoju danio pregowanego, PCF11l negatywnie reguluje podzbiér gendw przy pomocy
przedwczesnej terminacji.

Na koniec ustalilismy czy zPCF11 u ryb pozytywnie reguluje blisko potozone geny, tak jak ma to
miejsce w ludzkich komérkach. Analiza dystansu gendw ujawnita, ze geny, ktorych ekspresja obnizyta
sie po usunieciu zPCF11 byty istotnie blizej potozone od gendéw niewrazliwych na zPCF11.
Podsumowujac, przeciwstawne dziatania PCF11 wzmacniajgce ekspresje blisko potozonych gendw,
przy réwnoczesnym hamowaniu transkrypcji innego zastawu gendw, wzbogaconych o geny
regulujgce ekspresje innych gendw, jest zachowane ewolucyjnie u kregowcdédw od ryb do ludzi.

Najbardziej zaskakujgcym i ekscytujgcym odkryciem w publikacji 4 (Kamieniarz-Gdula et al., 2019)
byto wykazanie, ze podzbidr ludzkich genédw w normalnych warunkach podlega negatywnej regulacji
na skutek wywotywanej przez PCF11 ich przedwczesnej terminacji. To sktonito mnie do przeszukania
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literatury naukowej pod katem innych badan moggcych $wiadczy¢ o roli przedwczesnej terminacji
transkrypcji w kontroli transkrypcji u metazoa, oraz napisania artykutu przeglagdowego na ten temat
do czasopisma Trends in Genetics, publikacja 5 (Kamieniarz-Gdula and Proudfoot, 2019). Rola
przedwczesnej terminacji jako waznego mechanizmu kontroli transkrypcji jest dobrze
udokumentowana u bakterii i drozdzy. Tymczasem rola tego mechanizmu w ekspresji gendéw u
metazoa nie zostata do tej pory doceniona. Jest to zwigzane z dwoma ograniczeniami: Po pierwsze,
maszyneria odpowiedzialna za przedwczesng terminacje u organizmow nizszych nie spetnia tej
funkcji u metazoa. Po drugie wiele przedwczesnie terminowanch transkryptéw jest wyjgtkowo
niestabilne, co utrudnia ich badanie. Jednak najnowsze postepy technologiczne dajg nowy wglad w
przedwczesng terminacje transkrypcji. Przedwczesna terminacja okazuje sie byé czesta jak rowniez
szeroko rozpowszechniona genomowo, i moze nastepowaé albo w poblizu promotora albo
wewnatrzgenowo. Stabilne, przedwczesnie terminowane transkrypty przyczyniajg sie do ztozonosci
transkryptomu, jako szczegdlne przypadki alternatywnej poliadenylacji wewngatrzgenowe;.
Niezaleznie od stabilnosci transkryptu i jego funkcji, przedwczesna terminacja przeciwdziata
tworzeniu petnej dtugosci transkryptow, w ten sposdb negatywnie regulujgc ekspresje genow. W
szczegdlnosci w ten sposéb kontrolowana jest ekspresja wielu regulatoréw transkrypcyjnych. W
zaleznosci od kontekstu, przedwczesna terminacja moze by¢ korzystna lub szkodliwa dla organizmu.
W rezultacie zapewne istnieje wiele czynnikdw kontrolujgcych ten proces, w publikacji 5
przedstawiam propozycje czynnikdw, ktdre mogg petnic¢ taka role.

Podsumowujac, najwazniejsze wyniki mojego osiggniecia naukowego to:

e opisanie powszechnego wystepowania motywu ‘9 AT tracts’ oraz jego zdolnosci terminacji
transcripcji;

e opisanie nowego mechanizmu terminacji transkrypcji zaleznej od zatrzymywania Pol Il i petli R;

e pokazania roli fosforylacji czynnika terminacji PCF11 oraz jego kinazy WNK1 w t3czeniu
transkrypcji z jagdrowym eksportem mRNA;

e wykazanie, ze PCF11 u kregowcow reguluje ekpresje gendw poprzez wzmocnienie ekspresji
blisko potozonych gendéw, ale réwniez obnizenie ekspresji podzbioru regulatoréow transkrypcji
poprzez przedwczesng terminacje;

e przedstawienie pierwszego przegladu literatury wykazujgcego dowody na role przedwczesnej
terminacji transkrypcji w regulacji gendw u metazoa.

Celem osiggniecia naukowego nie byty zastosowania praktyczne. Niemniej jednak, poniewaz badania
te dotycza bardzo fundamentalnych mechanizméw zycia, jest prawdopodobne, ze okazg sie one
istotne w wielu procesach chorobowych u ludzi.

5. Omoéwienie pozostatych osiggnie¢ naukowo - badawczych.

Przed podjeciem pracy w grupie prof. Proudfoota w Oksfordzie, moja badania w czasie doktoratu
oraz rocznego stazu podoktorskiego przeprowadzitam w Max-Planck-Institute of Immunobiology
and Epigenetics we Fryburgu, Niemczech (w okresie pazdziernik 2006 — maj 2012), w grupie prof.
Roberta Schneidera. Moje badania tam dotyczyty tematyki biologii chromatyny oraz epigenetyki. W
tym czasie znaczgco przyczynitam sie do kilku projektéw, co doprowadzito do wspétautorstwa w
czterech pracach badawczych (w dwdch z nich jestem dzielonym pierwszym autorem) oraz do
napisania czterech artykutéw przeglagdowych. Dwa z moich gtéwnych osiggnie¢ (prac pierwszo-
autorskich) sg zaprezentowane ponizej.
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Badania nad funkcjq acetylacji histonu tqcznikowego H1

Modifikacje post-translacyjne chromatyny sg szeroko badane, natomiast nadal mato wiadomo o
modyfikacjach histondéw tgcznikowych, ktére odgrywaja kluczowa role w strukturze chromatyny
wyzszego rzedu. Celem mojego projektu doktorskiego byto uzyskanie po raz pierwszy funkcjonalnego
wgladu w acetylacje histonu tacznikowego H1, skupiajac sie na szeroko rozpowszechnionym
wariancie H1.4. W tej pracy (Kamieniarz et al., 2012), wykazaliSmy, ze ewolucyjnie zachowane
miejsce acetylacji H1.4K34ac, modyfikowane przez acetyltransferaze GCN5, jest wzbogacone na
promotorach aktywnych gendw, gdzie stymuluje transkrypcje przez zwiekszenie ruchliwosci H1 oraz
rekrutacje ogélnego czynnika transkrypcji TFIID. Dalej, odkryliémy, ze H1.4K34ac jest dynamiczna
podczas spermatogenezy oraz znakuje niezréznicowane komérki takie jak indukowane komorki
pluripotencjalne oraz komodrki nowotworowe nasieniaka. Na podstawie naszych wynikdéw
zaproponowalismy model, w ktérym H1.4K34ac jest regulatorem funkcji chromatyny zdolnym do
zamiany represora na aktywatora transkrypcji. Chociaz badania te miaty na celu zbadanie waznego i
niepoznanego dotychczas aspektu metabolizmu chromatyny, i miaty juz przez to duzg wartos$é
naukowg, dodatkowo wykryliémy, ze H1.4K34ac ma znaczenie medyczne i moze stanowié marker
molekularny nowotwordw komoérek zarodkowych. Projekt ten byt kamieniem milowym w mojej
naukowej edukacji, pozwalajgc mi naby¢é waine umiejetnosci badawcze, laboratoryjne,
komputerowe, jak réwniez zdolnosci dodatkowe. Po raz pierwszy rozpoczetam i prowadzitam projekt
badawczy od poczatku do konca, zyskatam szeroky wiedze teoretyczng w dziedzinie epigenetyki,
biologii chromatyny i transkrypcji, i nauczytam sie szerokiego wachlarza istotnych technik
eksperymentalnych obejmujgcych biochemie, biologie molekularng i komodrkowg jak réwiez
wyspecjalizowane metody chromatynowe. Poszerzytam rdwniez znaczgco swoje kompetencje
bioinformatyczne podczas analizy wtasnych danych genomowych, i rozwinetam umiejetnosci
interpersonalne pracujac z kolaborantami z réznych dziedzin nauki (np. chemii i medycyny).

Badania nad genomowym rozmieszczeniem kanonicznych wariantow histonu tgcznikowego H1

Warianty histondow to izoformy biatkowe kodowane przez rézne geny, ktére odgrywajg kluczowa role
w zréznicowaniu struktury chromatyny. Wykazano, ze warianty histondw rdzeniowych majg
decydujgce znaczenie w tak réznorodnych procesach jak transkrypcja, segregacja chromosomow,
naprawa i rekombinacja DNA, remodelowanie chromatyny czy specyficzne dla linii zarodkowej
pakowanie i aktywacja DNA. Jednak poznanie funkcji wariantdw histonu facznikowego byto
dotychczas utrudnione poprzez brak przeciwciat specyficznych dla poszczegdlnych isoform. W tej
pracy (lzzo, Kamieniarz-Gdula et al., 2013) uzyliSmy niezaleznej od przeciwciat metody DamID (ang.
DNA adenine methyltransferase Identification) zeby systematycznie zmapowaé rozmieszczenie
genomowe wszystkich kanonicznych podtypéw H1 wystepujacych w somatycznych komadrkach
ludzkich, tj. H1.1-H1.5. Ustalilismy, ze ich rozmieszczenie jest regulowane na wielu poziomach, oraz
ze H1 moze odgrywaé kluczowa role w regulacji ekspresji gendw oraz organizacji chromatyny
wyzszego rzedu. Co wiecej, nasze dane ujawnity wyraznie odrebny profil wigzania sie wariantu H1.1
do chromatyny, sugerujgcy jego aktywujaca role w procesach regulowanych przez chromatyne. Co
istotne, nasza praca dostarczyta waznego zrédta danych dla dalszych badan nad molekularnym
mechanizmem regulacji wigzania sie H1 do chromatyny, znaczenia réznorodnosci H1 u organizméw
wyzszych, oraz potgczyly strukture jednowymiarowag z wyiszego rzedu strukturg chromatyny,
dlatego przewidujemy ich znaczace oddziatywanie naukowe. Prowadzenie badan w tym projekcie
znacznie polepszyto moje kompetencje, dajagc mi znajomos¢ zaawansowanej techniki DamID oraz
pozwolity mi rozwing¢ umiejetnosci bioinformatyczne w dziedzinie analizy genomowej. Co wiecej,
poniewaz projekt ten prowadzony byt réwnolegle do moich badan nad acetylacjg histonu

10



Zatgcznik 3 (autoreferat) Postepowanie habilitacyjne — dr Kinga Kamieniarz-Gdula

tacznikowego, przyczynit sie on do poprawy moich umiejetnosci organizacyjnych i zarzadzania
czasem.

Podczas studidow na Uniwersytecie im. Adama Mickiewicza w Poznaniu, uczestniczytam w
badaniach w Zakfadzie Wirusologii Molekularnej pod kierownictwem pani prof. dr hab. Anny
Gozdzickiej-Jozefiak, jak rowniez w CNR Institute of Neuroscience w Mediolanie, Wtoszech, podczas
pobytu w labotorium dr Marii Passafaro w ramach programu Socrates Erasmus. Badania te
przyczynity sie do mojego wspodtautorstwa w trzech pracach badawczych oraz dwdéch artykutach
przegladowych.

Jesli chodzi o wspétczynniki bibliograficzne, méj raport cytowalnosci z bazy Web of Science wskazuje
16 publikacji, cytowanych 1062 razy, h-index = 11, oraz sumaryczny impact factor z bazy Journal
Citation Reports rowny 186.261.

Mam rowniez doswiadczenie w pozyskiwaniu funduszy na badania. Pomagatam prof. Robertowi
Schneiderowi oraz prof. Nicholasowi Proudfootowi w ich wnioskach grantowych, jak
wyszczegoblniono w zataczniku 5. Ponadto w trakcie stazu podoktorskiego zdobytam stypendium
Marie Sktodowska-Curie Intra-European Fellowship (€230,000). Niedawno zdobytam dwa granty
badawcze umozliwiajgcy mdj powrdt do Polski i zatozenie witasnej grupy badawczej: jeden z
programu NAWA Polskie Powroty (2,174,996 PLN) oraz jeden z programu NCN Sonata Bis 8
(3,320,500 PLN).

Inne osiggniecia wymienione sg w zatgczniku 5.
Przyszte kierunki badawcze

Dtugoterminowg wizjg mojego niezaleznego laboratorium bedzie lepsze zrozumienie znaczenia
terminacji transkrypcji dla regulacji genéw, oraz jego powigzan z innymi poziomami ekspresji genéw
— chromatyny, obrdbki RNA oraz eksportu jgdrowego. Jestem dobrze przygotowana, zeby prowadzic
tego typu interdyscyplinarne badania, poniewaz podczas doktoratu i stazu podoktorskiego
pracowatam najpierw w tematyce biologii chromatyny oraz epigenetyki (Kamieniarz et al., 2012; Izzo
et al., 2013; Tropberger et al., 2013; Waldmann et al., 2011), a nastepnie mechanizmdéw transkrypcji
i obrobki 3’ korica RNA (Kamieniarz-Gdula et al., 2019; Skourti-Stathaki et al., 2014; White et al.,
2013, 2014; Hatchi et al., 2015), zahaczajac o eksport jadrowy (Volanakis et al., 2017). Co wiecej,
posiadam zaréwno eksperymentalne jak i komputerowe umiejetnosci potrzebne dla
zaproponowanych podejs¢ genomowych.

W projekcie finansowanym przez NCN Sonata Bis, moim celem bedzie ujawnienie roli i mechanizmu
przedwczesnej terminacji transkrypcji w regulacji ekspresji gendw w ludzkich komaérkach. Projekt ma
trzy specyficzne cele: 1. Wyjasnienie mechanizmu przedwczesnej terminacji transkrypcji przez
molekularng dysekcje réznych funkcji PCF11 u kregowcéw (wigzania Pol Il, wigzania RNA, oraz
stymulacji ciecia RNA). 2. Okreslenie $rodowiska chromatynowego w rejonach genomowych, w
ktdrych ma miejsce przedwczesna, normalna i zabezpieczajgca (ang. failsafe) terminacja transkrypcji,
oraz sprawdzenie zmian w chromatynie na skutek zaburzen terminacji. 3. Zdefiniowanie czestosci
wystepowania przedwczesnej terminacji w warunkach fizjologicznych, oraz szukanie nowych
czynnikéw wywotujgcych przedwczesng terminacje.

Ogdlnym celem projektu finansowanego przez program NAWA Polskie Powroty jest ustalenie jak
zmienia sie normalna terminacja transkrypcji na koncach gendéw, jak réwniez przedwczesna
terminacja, podczas procesu nowotworzenia. Cele specyficzne sg nastepujgce: 1. Pordwnanie profili
terminacji transkrypcji pomiedzy normalnymi a rakowymi komadrkami. 2. Ustalenie zwigzku miedzy
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poziomem biatka czynnikdéw terminacyjnych a ich sposobem wigzania sie do chromatyny. 3.
Wykonanie meta-analizy danych pochodzacych z guzéw pierwotnych oraz otaczajacej je zdrowej
tkanki od pacjentéw pod katem wystepowania przedwczesnej terminacji.

Potencjat regulacyjny przedwczesnej terminacji transkrypcji nie zostat zbadany u organizméw
wyzszych, mimo, ze znane jest jej kluczowe znaczenie u bakterii i drozdzy. Zaproponowane projekty
pozwolg na poznanie roli i mechanizmu przedwczesnej terminacji u kregowcdw, jak rowniez utoruja
droge nowej poddziedzinie badan transkrypcyjnych. Dodatkowym wymiarem badan bedzie
studiowanie tego mechanizmu podczas procesu nowotworzenia. Ta tematyka badawcza odnosi sie
do fundamentalnych mechanizmoéw regulacji gendw, dlatego ma duze znaczenie naukowe.
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