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RECENZJA PRACY DOKTORSKIEJ

Pani mgr Julity Wesotowskiej

Pt. ,,Charakterystyka ognisk naprawczych 53BP1 we wczesnej odpowiedzi na klaster dwuniciowych
peknie¢ DNA indukowanych metodg CRISPR-Cas9 lub s$wiattem widzialnym”. Wykonanej pod
kierunkiem Prof. dr hab. Jerzego Dobruckiego (promotor) i Dr. Mirostawa Zarebskiego (promotor
pomocniczy) w Zaktadzie Biofizyki Komorki, Wydziatu Biochemii, Biofizyki i Biotechnologii

Uniwersytetu Jagielloriskiego w Krakowie.

Zespot Prof. Dobruckiego od lat zajmuje sie opracowywaniem nowych metod badawczych
wykorzystujgcych miedzy innymi mikroskopie optyczng w celu wywotywania uszkodzen DNA w
wybranym miejscu jgdra komérkowego czy konkretnej sekwencji zasad DNA, a takze metod detekgc;ji
tych uszkodzen w zywych komdrkach. W nurt tych badan doskonale wpisuje sie przedstawiona mi do
recenzji praca mgr Wesotowskiej, ktorej celem byto scharakteryzowanie ognisk naprawczych biatka
53BP1 powstatych w odpowiedzi komérkowej na uszkodzenia DNA indukowanych przez aktywnosé
endonukleazy Cas9 systemu CRISPR typu Il lub skupiong wigzka swiatta laserowego o dtugosci fali z

zakresu widzialnego.

Rozprawa mgr Julii Wesotowskiej przygotowana w jezyku polskim, jest zorganizowana w klasycznym
uktadzie, z podziatem na gtdéwne czesci obejmujace: Wykaz stosowanych skréotéw, wstep teoretyczny,
przedstawienie celu pracy, opis materiatdow i metod uzywanych do realizacji projektu, opis uzyskanych
przez doktorantke wynikéw, ich dyskusje i ptyngce z nich wnioski, oraz biografie liczagca 178 pozycji
literaturowych, zamykajgca catos¢. Dysertacja zawiera obowigzkowe streszczenia napisane w jezyku
polskim i angielskim, ktére doskonale podsumowujg tematyke, cele badan oraz gtéwne wyniki
projektu. Praca sktada sie z 120 stron i jest ilustrowana piecioma tabelami oraz trzydziestoma rycinami,

z czego dwadziescia cztery przedstawia wyniki. W ramach pracy dotgczono ptyte CD zawierajgcg plik
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PDF z rozprawq oraz dwa zataczniki zawierajgce filmy, ktére stanowig integralng czes¢ opisanych

wynikéw.

WSTEP pracy napisany z duzym rozmachem i dobrze poparty danymi literaturowymi opisuje
dotychczasowa wiedze na temat mechanizmoéw powstawania i naprawy dwuniciowych peknie¢ DNA
oraz biatek w nie zaangazowanych, ze szczegdlnym uwzglednieniem biatek 53BP1 i BRCA-1. Jest to
wiedza niezwykle rozlegta, dlatego chciatabym szczegdlnie pochwali¢ autorke za bardzo tadny,
ciekawy, drobiazgowy, ale nie przetadowany opis wyzej wspomnianych proceséw i biatek. Jedyne
czego mi zabrakto w tej czesci pracy byta rycina, ktéra schematycznie podsumowataby opisane procesy
naprawy. W dodatkowym podrozdziale wstepu opisano stosowane metody indukcji uszkodzern DNA
w badaniach biologicznych wraz z ich zaletami i wadami. Podrozdziat ten pozwolit mi na petniejsze

zrozumienie szczegdtowych celdw pracy, zaplanowanych eksperymentéw i uzyskanych wynikow.

Gtéwne CELE PRACY, ktérymi byty: 1) Zbadanie rdznic w architekturze ognisk tworzonych przez biatko
53BP1 w odpowiedzi na uszkodzenia DNA poddawanego lokalnemu naswietlaniu skupiong wigzka
Swiatta widzialnego lub wygenerowanych w znanej, scisle zdefiniowanej sekwencji genomu na
chromosomie 3, systemem CRISPR/Cas9, 2) sprawdzenie czy uszkodzenia DNA indukowane systemem
CRISPR/Cas9 uruchamiajg zawsze jeden typ S$ciezki naprawczej — na drodze fjczenia
niehomologicznych koncéw DNA lub rekombinacji homologicznej, niezaleznie od fazy cyklu
komarkowego, 3) zbadanie, czy istniejg rdznice w preferowanej przez komérke $ciezce naprawczej
DNA uszkodzonego przy pomocy endonukleazy Cas9 i w przypadku jednoczesnego dziatania pary nikaz
Cas9n, 4) sprawdzenie, czy ogniskom 53BP1 powstatym w sgsiedztwie Cas9 towarzyszg ogniska biatka
PML i innych czynnikdw naprawczych, zostaty jasno sformutowane i przedstawiajg plan badan

przedstawionych wynikéw.

W podrozdziale MATERIALY opisano wykorzystywane linie komdrkowe, szczepy bakteryjne i w postaci
tabeli uzyte wektory plazmidowe wraz z ich modyfikacjami. W dalszej czesci w kolejnej tabeli
przedstawiono pozywki, odczynniki i roztwory do hodowli komérkowych i wykaz stosowanych
przeciwciat pierwszo- i drugo-rzedowych. W podrozdziale METODY opisano hodowle in vitro komdrek
Hela i U-2 OS, metody ich transfekcji, barwierh immunofluorescencyjnych, namnazania i oczyszczania
wektoréow plazmidowych, a takze metody obrazowania, indukcji uszkodzen DNA z wykorzystaniem

mikroskopii optycznej i analizy obrazéw danych mikroskopowych.
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Opis WYNIKOW otwiera krétki opis biatka 53BP1, ktére w dalszej czeéci tego rozdziatu jest gtéwnym
markerem dwuniciowych peknie¢ DNA. Do indukcji peknie¢ DNA przy uzyciu skupionej wigzki Swiatta
widzialnego wykorzystano trzy dtugosci fali Swiatta widzialnego: 458 nm, 488 nm oraz 561 nm. Metoda
polegata na lokalnym naswietleniu chromatyny zywych komodrek niskg dawka energii bez obecnosci
substancji fotouczulajgcych. Detekcje dwuniciowych peknie¢ DNA przeprowadzono posrednio przez
obserwacje powstawania ognisk 53BP1 z uzyciem mikroskopu konfokalnego, w zywych lub
utrwalonych komérkach. Badania pokazaty, ze do uzyskania podobnej wydajnosci powstawania ognisk
biatka 53BP1 wymagana jest znacznie nizsza dawka energii Swiatta niebieskiego (18 W dla $wiatta o
dtugosci fali 458 nm i 90 W, dla 488 nm), niz w przypadku wykorzystania $wiatta zielonego o dtugosci
fali 561 nm, dla ktérego wymagana byta dawka 2 mJ. Do tej czesci wynikow mam kilka pytan. Dane
jakosciowe poparte byty danymi ilosciowymi (Ryc. 7 i 8), jednakze nie znalaztam nigdzie informacji, ile
réznych hodowli i komdrek przebadano? Na rycinie 6 w panelu 1D i 2D widocznych jest kilka drobnych
skupisk biatka 53BP1, ktére potem tworzg jedno wieksze foci (czasem z mikrosatelitg). Czy na
pierwszym etapie mozemy zobaczy¢ rzeczywistg liczbe peknie¢, ktérych w pdziniejszym etapie nie
mozna juz rozrdzni¢ ze wzgledu na nagromadzenie sie znakowanego biatka 53BP1 i ograniczenie w
postaci rozdzielczosci uzytej do obrazowania metody? Zastanawiaty mnie réwniez ogniska 53BP1 poza
naswietlanym obszarem (np. Ryc. 5 panel 2A i 2C, Ryc. 6 panel 1B). Czy zbadano, ile ich wystepuje w

kontrolnych, nienaswietlanych komadrkach? Jaka moze by¢ przyczyna ich wystepowania?

Do uzyskania uszkodzen DNA w kolejnej czesci wynikéw wykorzystano metode CRISPR-Cas9
umozliwiajgcg wygenerowanie peknie¢ DNA w konkretnej sekwencji DNA, ktéra w przestawionej
pracy zlokalizowana byta w subtelomerowym regionie ludzkiego chromosomu 3. Dzieki zastosowaniu
znakowanego fluorescencyjnie biatka Cas9 mozliwa byta obserwacja miejsc wigzania i dziatania
endonukleazy. Obliczano korelacje przestrzenng ognisk Cas9 i 53BP1, sprawdzajgc, ile z nich znajduje
sie w odlegtosci ponizej i powyzej 1 um odlegtosci od siebie. Chciatabym zapytac¢ czym podyktowane
byto przyjecie takiej granicy? Wykazano, ze srednio 3,6 na 12 ognisk endonukleazy wystepuje w
odlegtosci do 1 um od biatka naprawczego. Czy mozliwe, ze w pozostatych miejscach biatka naprawcze
wystepujg w tak niskim stezeniu, ze nie jest mozliwa ich detekcja? Moze ze wzgledu na silne
upakowanie sekwencji powtarzalnych w regionie subtelomerowym dostepnosé do uszkodzenia dla
biatek naprawczych jest ograniczona? Chciatabym takze dowiedzie¢ sie, czy sprawdzano specyficznosc
wigzania Cas9 do chromosomu 3 za pomocay fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ z sonda

komplementarng do terytorium chromosomowego ludzkiego chromosomu 3?

Podobna analiza zostata przeprowadzona w ukfadzie, w ktérym do komdrek wprowadzono

jednoczesnie dwie nikazy Cas9n indukujgce jednoniciowe pekniecia DNA na przeciwlegtych niciach. W

Instytut Biologii Doswiadczalnej im. Marcelego Nenckiego, Polska Akademia Nauk 3
ul. Pasteura 3, 02-093 Warszawa

tel.: (+48 22) 58 92 207, email: dyrekcja@nencki.edu.pl

www.nencki.edu.pl



J\=. S i .
);S instytut biologii doswiadczalnej

im. Marcelego Nenckiego PAN
tym przypadku srednio 2,5 ognisk Cas9n korelowata z sygnatem 53BP1, a liczba foci Cas9n
odpowiadata Sredniej liczbie miejsc docelowych, czyli 4 kopii chromosomu 3, co Swiadczytoby o

wiekszej specyficznosci takiego uktadu.

W dalszej czesci wynikéw obliczono powierzchnie maksymalnych przekrojow ognisk naprawczych
indukowanych sSwiattem widzialnym i metodg CRISPR-Cas9. W odpowiedzi na naswietlanie
chromatyny wielko$¢ ognisk biatka 53BP1 wahata sie $rednio miedzy 2 a 4,5 um?, a w przypadku
uszkodzen indukowanych endonukleazg Cas9 ogniska zajmowaty znacznie mniejszg powierzchnie —
$rednio miedzy 0,75 a 1,2 um?. Chciatabym dowiedzie¢ sie czy zaobserwowane rdznice nie wynikajg z
przestrzennej budowy powstajgcych ognisk naprawy. W przypadku naswietlania promien lasera
skoncentrowany jest na jakies konkretnej objetosci chromatyny, podczas gdy endonukleza wigze sie w
wielu miejscach, ale na bardzo matym odcinku DNA (ok. 35 kb), ktére znajduje sie na dodatek w rejonie
o silnym upakowaniu. Dla poréwnania badane przez Trzaskome i wsp. (Trzaskoma i wsp. 2020) 1 Mb
domeny chromatynowe miaty przekrdj okoto 3 um?2. W jaki sposdb wielko$¢ ognisk indukowanych

Swiattem widzialnym korelowata z wielkoscig naswietlanego ROI?

Na koniec zbadano wspdtwystepowanie sygnatdw pochodzacych z systemu CRISPR-Cas9 oraz 53BP1i
biatek BRCA- 1 i PML. Wyniki jakosciowe wskazywaty na korelacje przestrzenng ognisk endonukleazy
z sygnatami biatek 53BP1 i BRCA-1 oraz 53BP1 i PML. Jednakze nie zaobserwowano bezposredniego

przylegania sygnatoéw BRCA-1 i PML pomimo ich specyficznej lokalizacji w poblizu endonukleazy.

Bardzo ciekawymi wedtug mnie obserwacjami dokonanymi w komdrkach z réznymi wersjami systemu
CRISPR-Cas9, byt niewielki odsetek komédrek, w ktérych nieaktywna forma endonukleazy dCas9
wspoétwystepowata ona z biatkiem 53BP1 i innymi markerami naprawy dwuniciowych peknie¢ DNA jak
YH2A.Xi BRCA-1. Dodatkowo kolokalizacja ta dotyczyta tylko jednego z czterech ognisk dCas9. Ponadto
w niektérych komoérkach ditugotrwata ekspresja aktywnej endonukleazy Cas9 prowadzita do
catkowitego odciecia fragmentu chromosomu, a takze do powstawania aberracji chromosomowych w
postaci mostkdw chromosomowych i mikrojgder. Nie znalaztam jednak informacji jak czeste byty to
zjawiska, czy zrobionoich ilo$ciowq analize? Komérki linii nowotworowych czesto wykazujg zaburzenia

mitozy, ciekawi mnie wiec na ile byta to wina ekspres;ji biatek i dziatania systemu CRISPR-Cas9.

W rozdziale DYSKUSJA doktorantka umiejetnie konfrontuje uzyskane przez siebie wyniki z danymi
literaturowymi i niepublikowanymi wynikami innych cztonkéw zespotu Prof. Dobruckiego. W sposdb
bardzo dojrzaty dyskutuje zastosowane przez siebie metody rozwazajac ich strony pozytywne i
ograniczenia, ktére w zwiezty sposéb podsumowane zostaty w tabeli 5. Uwazam, ze Dyskusja, obok
Wstepu to najmocniejsze i bardzo ciekawe czesci tej rozprawy, ktore pokazujg szeroka wiedze i
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dojrzatos¢ naukowg doktorantki, a takze talent do przekazywania wiedzy w zrozumiaty,

ustrukturyzowany i nieprzetadowany szczegétami i naukowym zargonem sposdb.

Rozprawa zakoriczona jest bardzo krétkim podsumowaniem i wnioskami ptyngcymi z uzyskanych

wynikéw i wskazuje mozliwosci kontynuowania przeprowadzonych badan.

W powyzszej ocenie przedstawitam pytania, uwagi i komentarze, niemniej uwazam, ze rozprawa
potwierdza ogromng wiedze teoretyczng doktorantki. Z pewnoscig pokazuje tez jej umiejetnosé

samodzielnego prowadzenia badan naukowych i dyskusji uzyskanych wynikow.

Stwierdzam, ze rozprawa doktorska mgr Julity Wesotowskiej spetnia warunki okreslone w art. 187
Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. z 2018 r. poz. 1668 z pozn.
Zm). Zwracam sie wnioskiem do Rady Dyscypliny Nauki biologiczne Uniwersytetu Jagiellonskiego o
przyjecie rozprawy i dopuszczenie Pani mgr Julity Wesotowskiej do dalszych etapéw postepowania o

nadanie stopnia doktora w dziedzinie nauk scistych i przyrodniczych w dyscyplinie nauki biologiczne.

Dr hab. Adriana Magalska
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