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Przedlozona do recenzji rozprawa doktorska pt. ,,Charakterystyka ognisk naprawczych
53BP1 we wezesnej odpowiedzi na klaster dwuniciowych peknig¢ DNA indukowanych metoda
CRISPR-Cas9 lub S$wiattem widzialnym” porusza niezwykle ciekawe merytorycznie
1 potrzebne zagadnienia dotyczgce proceséw naprawy DNA oraz organizacji przestrzennej tych
procesow. Na uwage zastuguje wykorzystanie w przeprowadzonych badaniach technologii
CRISPR - systemu, ktorego odkrycie i mozliwos¢ aplikacji w komérkach eukariotycznych

zrewolucjonizowalo wspolczesng inZynierie genetyczna.

Rozprawa autorstwa mgr Julity Wesotowskicj ma typowy 1 wlasciwy uklad dla
rozprawy na stopien doktora w dziedzinie nauk $cistych i przyrodniczych w dyscyplinie nauki
biologiczne. Obejmuje 120 stron maszynopisu oraz plyt¢ z wersja elektroniczng rozprawy
i dwoma zatgcznikami w formacie .avi, stanowiacymi poklatkowe filmy prezentujgce
przyzyciowe obserwacje komorek na poziomie mikroskopu konfokalnego. W tym kontekscie,
zwracam uwagg na konieczno$¢ stosowania odpowiedniej kompresji filmow, aby mozliwe byto
ich otwarcie na szerokiej gamie urzgdzeni wyposazonych w odmienne systemy operacyjne,

szczegOlnie przez osoby niezajmujgce sig na co dzien obrobka sekwencji utworzonych ze zdjeé
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mikroskopowych. Rozprawa zostala podzielona na nastgpujace rozdzialy: ,,Wstep”, ,,Cel
pracy”, ,Materialy 1 metody”, ,,Wyniki” 1 ,,Dyskusja”. Rozprawa zostala poprzedzona
obszernym ,,Wykazem skrotow” 1 ,Streszczeniem” w jezyku polskim i angielskim,

a zakonczona ,,Spisem rycin i tabel oraz zalacznikéw” oraz ,Literatura”.

Sposéb edycji pracy nie budzi wigkszych zastrzezen. Odnotowalem bardzo niewiele
bledéow literowych 1 stylistycznych. Z obowiazku recenzenta wskazuj¢ jednak brak jasno
sformutowanych wnioskéw wynikajgcych z przeprowadzonych badan w formie osobnego
rozdziatu pracy. Jednakze sposob przedstawienia tre§ci oraz forma zachowania logicznego

postepowania badawczego zastuguja na uznanie.

Wstep do pracy obejmuje swoim zakresem obszerne nastepujace podrozdziaty:
,Dwuniciowe peknigcia DNA i ich wplyw na aktywnos¢ komdérki”, , Mechanizmy naprawy
dwuniciowych peknie¢ DNA” (w tym ,.Eaczenie nichomologicznych zakonczen DNA i $ciezki
alternatywne” 1 ,,Rekombinacja homologiczna™), ,,Biatka rozpoznawcze i ich rola w regulacji
$ciezek naprawczych” (w tym ,,53BP1 i jego partnerzy molekularni w naprawie dwuniciowych
peknie¢ DNA” i ,,BRCA1 i jego rola w naprawie dwuniciowych peknig¢ DNA”), ,,Indukcja
uszkodzen DNA w badaniach biologicznych” (w tym ,,Lokalne naswietlanie chromatyny
skupiona wigzka §wiatla laserowego™ i ,Molekularne nozyczki — metoda CRISPR-Cas9”).
Zagadnia wprowadzajace w cze$¢ doSwiadczalng pracy =zostaly opatrzone tabelg
przedstawiajacg zestawienie najwazniejszych informacji o gtéwnych i alternatywnych
Sciezkach naprawy dwuniciowych pegknig¢ DNA oraz rycinami prezentujacymi aktywacje
$ciezek naprawczych w kontekécie fazy cyklu komérkowego oraz domeny strukturalne 53BP1
i funkcjonalne BRCA1 ze wskazaniem ich oddziatywan z innymi czynnikami naprawczymi.
Warto byloby graficzniec przedstawi¢ dzialanie systemow CRISPR wykorzystywanych

w badaniach bedacych przedmiotem niniejszej rozprawy.

Cele badawcze podjetych badan dotyczyly okreSlenia: czy (1) istniejg rdznice
w architekturze ognisk tworzonych przez biatko 53BP1 w odpowiedzi na: (a) klaster uszkodzen
DNA w objetosci chromatyny poddawanej lokalnemu na$wietlaniu skupiong wigzka Swiatla
widzialnego oraz (b) klaster uszkodzen DNA wygenerowanych w znanej, Scisle zdefiniowane;j
sekwencji genomu na chromosomie 3, ktora jest rozpoznawana i enzymatycznie przecinana

przez endonukleaze Cas9; czy (2) uszkodzenia DNA indukowane systemem CRISPR/Cas9
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uruchamiajg zawsze jeden typ Sciezki naprawczej — na drodze lgczenia niehomologicznych
koncow DNA lub rekombinacji homologicznej niezaleznie od fazy cyklu komoérkowego; czy
(3) istniejg roznice w preferowanej przez komorke Sciezce naprawczej DNA uszkodzonego
przy pomocy endonukleazy Cas9 i w przypadku jednoczesnego dziatania pary nikaz Cas9n; czy
(4) ogniskom 53BP 1 powstalym w sgsiedztwie Cas9 towarzysza ogniska biatka PML i innych

czynnikdw naprawczych.

Rozprawa doktorska mgr Julity Wesotowskiej zostata bardzo dobrze zaplanowana,
a dobrane przez Doktorantke techniki badawcze zostaly bardzo szczegdlowo opisane
w rozdziale ,,Materiaty i metody” i pozwolily na realizacje wszystkich szczegétowych celow
badawczych. W kontekscie opisu metod, Doktorantka nie przestawita sposobu i warunkéw
utrwalania komoérek, cho¢ informacja o formaldehydzie i jego 4% roztworze roboczym znalazla
si¢ w sekcji ,,Odczynniki stosowane do barwienia immunofluorescencyjnego” tabeli nr 3
pn. ,Lista odczynnikoéw wykorzystywanych w hodowlach komoérkowych i barwieniach
immunofluorescencyjnych”. Doktorantka pomingta rowniez kwestie ilosciowej suplementacji
medium hodowlanego DMEM/F-12 wodorowgglanem sodu przy opisie przyzyciowego
obrazowania komorek pod mikroskopem konfokalnym. Nie mniej jednak bardzo wysoko
oceniam Swiadomo$¢ metodologiczna megr Julity Wesotowskiej, co znajduje potwierdzenie
w wielokrotnie podkre$lanych w tekécie rozprawy ograniczeniach aparaturowych lub

metodologicznych.

Badania podjete przez Doktorantka zostaly opisane w rozdziale ,,Wyniki”. Opis
wynikOw zostal poparty czytelnymi rycinami prezentujgcymi m.in. zestawienia obrazdw
mikroskopowych, wykresy czy schemat eksperymentu. W pierwszej fazie przeprowadzonych
badan, Doktorantka zoptymalizowala dawki energii dla trzech dlugosci fali $wiatta
widzialnego: 458 nm, 488 nm oraz 561 nm, ktére wymagane sa do skutecznej indukcji
dwuniciowych pgknigé¢ DNA zidentyfikowanych poprzez obserwacje zgromadzonego ogniska
biatka 53BP1 w nasdwietlanym miejscu w komoérkach HeLa. Badania pokazaty, ze juz niewielka
dawka energii $wiatla niebieskiego (o ditugosci fali 458 nm i 488 nm), > 25 pJ 1 90 pJ, jest
wystarczajaca, aby zaobserwowaé gromadzenie si¢ biatka 53BP1 w przeciggu kilku minut.
Z kolei $wiatlo zielone (o dlugosci fali 561 nm) wymagalo dostarczenia dawki energii
wynoszace) 20 000 pJ. Badania wykazaly, ze indukcja uszkodzenia nie zalezy od strumienia

fotonow, ale od catkowitej dawki energii dostarczonej do wybranego miejsca w jadrze
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komoérkowym. Kolejnym krokiem bylto obliczenie powierzchni maksymalnych przekrojow
ognisk naprawczych indukowanych $wiattem widzialnym. Powierzchnie te mieScily sig
w przedziale 2 a 4,5 pm?, a najwigksze ogniska zostaly zaobserwowane po na$wietleniu
chromatyny wiazka $wiatla laserowego o dlugosci fali 488 nm. Ogniska naprawcze powstate
w odpowicdzi na dziatanie Cas9 w komorkach U-2 OS w maksymalnym przekroju zajmowaty
znacznie mniejszg powierzchnig (§rednio pomigdzy 0,75a 1,2 um?, jednakze odnotowano takze
przypadki wigkszych ognisk 53BP1 o powierzchni nawet bliskiej 3.5 um?), Ciekawym jest, ze
podczas obrazowania komorek kontrolnych z nieaktywna endonukleazg dCas9, Doktorantka
zaobserwowala niewielki odsetka komérek, w ktérych kolokalizowano sygnat pochodzacy
z biatka 53BP1 i innych markeréw naprawy peknigé dwuniciowych peknigé DNA (YH2A.X
i BRCA1) z sygnatem dCas9. Dotyczylto najezgéciej tylko jednego ogniska dCas9. Analiza
odleglosci migdzy maksimami intensywnosci fluorescencji sygnatow pochodzacych od Cas9
i 53BP1 wykazala, ze $rednio 3,6 na 12 ognisk endonukleazy wystgpowato w odleglosci do
1 um od biatka naprawczego. Interesujacym jest, ze Doktorantka obserwowata zwiekszong niz
liczba potencjalnych miejsc docelowych dla systemu CRISPR liczbg ognisk Cas9. Podobng
analize wykonano na komérkach, do ktérych wprowadzono jednoczesnie dwie nikazy Cas9n,
ktére indukuja jednoniciowe peknigcie DNA na przeciwlegtych niciach. W tym przypadku
liczba ognisk Cas9n odpowiadata §redniej liczbie miejsc docelowych, z czego sygnaty $rednio
2,5 ognisk z 4 korelowato z sygnatem 53BP1. Doktorantka zaobserwowata réwniez mniejszg
liczbe ognisk 53BP1 niekorelujgeych przestrzennie z sygnatem Cas9n. Dokonano réwniez
jednoczesnej obserwacji sygnatdw pochodzacych z sytemu CRISPR oraz 53BP1 i BRCAI,
53BP1 i PML oraz BRCAI i PML, wykazujac, ze sygnaty 53BP1 i BRCAI oraz 53BP1 1 PML
wspdtwystepuja w sasiedztwie ogniska endonukleazy, a BRCAI i PML nie wykazuja
bezposredniego przylegania, nawet pomimo niewielkich odlegtosci miedzy nimi 1 lokalizacji
w poblizu Cas9n. Bardzo wysoko oceniam tok badawczy i jako$¢ przedstawiania i opisu
wynikéw. Po raz kolejny zwracam uwagg na bardzo duzg $wiadomo$¢ Doktorantki
o ograniczeniach metodologicznych. W kontekscie oznaczen trajektorii odcigtego
i nieodcietego ogniska interesujgcym 1 zasadnym wydataby si¢ ocena kierunkowosci

i predkosci analizowanych elementow.

Otrzymane wyniki zostaly oméwione przez Doktorantke w kontekscie doniesien

literaturowych w rozdziale ,.Dyskusja”. Rozdziat ten zostat podzielony na nastgpujace
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podrozdziaty: ,,Ogniska 53BP1 reprezentujg rzeczywiste miejsca uszkodzenia DNA” (w tym
., Wykrywanie indywidualnych dwuniciowych pgknie¢ DNA poprzez obserwacje ognisk S3BP1
po naswietleniu chromatyny $wiattem widzialnym” i ,,Detekcja dwuniciowych peknigé DNA
za poSrednictwem obserwacji ognisk 53BP1 po indukcji klastra uszkodzen metodg CRISPR-
Cas9”), ,,Ogniska aktywnej endonukleazy Cas9 a brak wspotwystepowania sygnatu markeroéw
naprawy”, ,,Architektura ogniska naprawczego oraz jego lokalizacja wzgledem uszkodzenia”
(w tym ,Architektura ogniska 53BP1 oraz jego lokalizacja wzgledem uszkodzenia przy
pomocy $wiatta widzialnego™ i ,,Architektura ogniska 53BP1 oraz jego lokalizacja wzglgdem
uszkodzenia przy pomocy systemu CRISPR-Cas9”), ,,Znaczenie biatka 53BP1 w naprawie
uszkodzei DNA indukowanych metoda CRISPR-Cas9” oraz ,Nowe kierunki badan
zmierzajacych do identyfikacji uruchamianych $ciezek naprawczych dwuniciowych peknigc
DNA”. ,.Dyskusja” zostala napisana rzeczowo, merytorycznic i obejmuje najistotniejsze
zagadnienia zwigzane z przeprowadzonymi badaniami i zakresem przedmiotowym rozprawy.
Sposdb konsekwentnego podziatu trescei §wiadezy o szerokiej wiedzy i dojrzalosci naukowej

Doktorantki.

Czgé¢ merytoryczna ,,Dyskusji” koficzy konkluzja wskazujaca, ze wyniki
przedstawione w niniejszej rozprawie umozliwity opis niektorych aspektow funkcjonalnych
ognisk 53BP1 w uszkodzeniach DNA indukowanych $wiattem widzialnym i technologia
CRISPR, a kontynuacja badan i proba odpowiedzi na pytania stanowigce cele pracy umozliwig

lepsze scharakteryzowanie poszczegodlnych $ciezek naprawczy DNA.

W podsumowaniu recenzji uwazam, ze ujete w rozprawie doktorskiej wyniki sg
przydatne z punktu widzenia zrozumienia mechanizméw naprawy DNA w kontekscie ich
organizacji przestrzennej i beda stanowi¢ element wyj$ciowy do dalszych badan podstawowych
prébujgeych wyjasnié np. konieczno$¢ nagromadzenia si¢ znacznej ilosci czgsteczek biatka
53BP1 oraz innych biatkowych czynnikow zwigzanych z mechanizmami naprawczymi,

niezaleznie od liczby indukowanych peknig¢ DNA.

Poprzez realizacje pracy Doktorantka pokazata, ze potrafi samodzielnie prowadzié
badania naukowe, korzystaé ze wspoOtpracy naukowej, a takze w pelni wykorzysta¢ dostepny
warsztat naukowy. Potrafi rowniez przeprowadzi¢ dyskusj¢ swoich wynikéw z wynikami

innych grup badawczych. Stad jednoznacznie stwierdzam, ze rozprawa doktorska mgr Julity
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Wesolowskiej pt. ,,Charakterystyka ognisk naprawczych 53BP1 we wczesnej odpowiedzi na
klaster dwuniciowych pegknie¢ DNA indukowanych metodg CRISPR-Cas9 lub $wiattem
widzialnym” spelnia wymagania okre§lone w art. 187 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. — Prawo
o szkolnictwie wyzszym i nauce (tj. Dz. U. 22018 r. poz. 1668, z p6zn. zm.). Dlatego wnioskuje
do Wysokiej Rady Dyscypliny Nauki Biologiczne Uniwersytetu Jagiellofiskiego w Krakowie
o dopuszczenie mgr Julity Wesotowskiej do dalszych etapéw postepowania doktorskiego.
Ponadto, z uwagi na wysoki charakter poznawczy pracy, jako§é przeprowadzonych badan
z uzyciem zaawansowanych narz¢dzi badawczych, a takze istotnos¢ przeprowadzonej analizy
w kontekécie rozwoju nauki, wnioskuje do Wysokiej Rady Dyscypliny Nauki Biologiczne
Uniwersytetu Jagielloniskiego w Krakowie o wyrdznienie rozprawy doktorskiej autorstwa mgr

Julity Wesotowskiej.




