CENTRUM 2N \Vydziat Matematyki
NOWYCH @ i Nauk Informacyjnych
TECHNOLOGII POLITECHNIKA WARSZAWSKA
Laboratory of Bioinformatics and Computational Genomics LB!GO Warszawa,

Faculty of Mathematics and Information Science, Warsaw University of Technology 10.10.2023

ul. Koszykowa 75, 00-662 Warsaw, Poland
Laboratory of Functional and Structural Genomics LFSG
Centre of New Technologies, University of Warsaw

Banacha 2c Street, 02-097 Warsaw, Poland

+48504726203, Dariusz.Plewczynski@pw.edu.pl, https://plewczynski-lab.org

Warsaw, 10/10/2023
Prof. dr hab. Dariusz Plewczynski
Laboratory of Bioinformatics and Computational Genomics,
Faculty of Mathematics and Information Science,
Warsaw University of Technology
Laboratory of Functional and Structural Genomics
Centre of New Technologies
University of Warsaw

Recenzja Rozprawy Doktorskiej
mgr Julity Wesotowskiej

Charakterystyka ognisk naprawczych 53BP1 we wczesnej odpowiedzi na
klaster dwuniciowych peknie¢ DNA indukowanych metodqg CRISPR-Cas9 lub
Swiattem widzialnym

wykonanej w Zaktadzie Biofizyki Komorki
na Wydziale Biochemii, Biofizyki i Biotechnologii
Uniwersytetu Jagiellonskiego w Krakowie

pod kierunkiem promotorow
profesora doktora habilitowanego Jerzego Dobruckiego
oraz
doktora Mirostawa Zarebskiego

zgtoszonej do Rady Dyscypliny Naukowej
Nauki Biologiczne
Uniwersytetu Jagiellonskiego



Genom ludzki sktada sie z okoto 3 miliardow par zasad DNA, ktéore s3
gesto upakowane w 23 pary chromosoméw (tgcznie 46 chromosomow).
Sekwencja DNA zawiera okoto 20 000 - 25 000 gendw, ktore kodujg biatka oraz
wiele innych regionéw regulatorowych. Jesliby rozciggna¢ cate DNA zawarte w
pojedynczej komérce ludzkiej, miatoby ono dtugos¢ okoto 2 metrow. Pokazuje
to skale problemu wiernego utrzymania tak rozlegtego magazynu informacji
biologicznej, ktéry nie tylko stuzy jej przechowywaniu, ale tez jest aktywnie
uzywany w trakcie zycia komorki.

Stabilnos¢ genomu jest wiec kluczowym aspektem zachowania
integralnosci DNA i zdrowia na poziomie komérkowym i catego organizmu.
Komorki muszg sprosta¢ wyzwaniu naprawy tysiecy uszkodzen DNA
spowodowanych czynnikami zarowno endogennymi, jak i egzogennymi, w tym
reaktywnymi formami tlenu, wolnymi rodnikami, promieniowaniem UV i
chemicznymi mutagenami, etc. Mechanizmy naprawy DNA, zaréwno
pojedynczej nici (naprawa niesparowanych zasad, naprawa przez wycinanie
zasad lub wielu nukleotydow) jak i podwdjnej nici DNA (tgczenie
niehomologicznych zakonczen i rekombinacja homologiczna), sg intensywnie
wdrazane aby po pierwsze identyfikowaé a nastepnie naprawia¢ uszkodzenia
obu typdw, w celu zachowania ciggtosci i wiernosci sekwencji DNA.

Genom ludzki jest szczegdlnie podatny na mutacje, ktére moga
prowadzi¢ do rozwoju choréb, w tym nowotwordw. Zaawansowane
mechanizmy kontroli wiernosci, takie jak systemy sprawdzajgce poprawnosé
replikacji DNA s3 niezbedne, zeby zminimalizowac ryzyko takich zdarzen, co jest
kluczowe dla zachowania funkcji komorki i zapobiegania rozwojowi chordéb
zwigzanych z mutacjami, takich jak nowotwory. Mimo tych synergicznych
mechanizmow obronnych zapewniajgcych stabilnos¢ i integralnos¢ genomu,
mutacje i uszkodzenia DNA wystepujg, co podkresla ztozonos¢ proceséow
odpowiedzialnych za stabilnos¢ genomu.

Dwuniciowe pekniecia DNA (DSBs) stanowig jeden z najpowazniejszych
typow uszkodzen DNA, ktore mogg prowadzi¢ do niestabilnosci genomu i, w
konsekwencji, do powstawania mutacji, translokacji chromosomoéow i
aneuploidii. DSBs mogg by¢ wywotane przez rdézne czynniki, takie jak
promieniowanie jonizujgce, chemikalia czy stresy metaboliczne, ale réwniez
moga by¢ wynikiem naturalnych procesow biologicznych, jak rekombinacja
meiotyczna. Komoérki w odpowiedzi na to zagrozenie rozwinety wyrafinowane
mechanizmy naprawy, wsrdd ktorych najwazniejsze to homologiczne faczenie
koncéw (HR) i niehomologiczne tgczenie korcéw (NHEJ). HR wykorzystuje



homologiczny sekwencje DNA jako szablon do doktadnej naprawy DSB, co czyni
go bardziej precyzyjnym, ale jest ograniczony do fazy S i G2 cyklu
komorkowego, gdy dostepna jest kopia siostrzana. Z kolei NHEJ, ktory moze
dziata¢ w kazdej fazie cyklu komorkowego, taczy bezposrednio korice DSB, co
jednak moze prowadzi¢ do matych delecji lub insercji. W ten sposdb komorki
zachowujg integralnosc i stabilnos¢ swojego genomu, choé nie zawsze z petng
doktadnoscia.

W ramach krajobrazu biatek uczestniczagcych w naprawie dwuniciowych
peknie¢ DNA (DSB) biatko 53BP1 odgrywa kluczowg role, dziatajac jako istotny
sktadnik odpowiedzi komorki na uszkodzenie DNA. Jego funkcja jest
wielowatkowa: uczestniczy w rekrutacji innych biatek naprawczych do miejsca
uszkodzenia, moduluje procesy naprawy i uczestniczy w zatrzymywaniu cyklu
komorkowego, aby umozliwi¢ naprawe. 53BP1 promuje naprawe DNA przez
taczenie niehomologiczne koicéw (NHEJ), tj. proces, ktdry bezposrednio taczy
konce DSB i jest wazny dla zachowania integralnosci genomu w sytuacji braku
wzorca. Biatko to gromadzi sie w miejscach DSB, gdzie rozpoznaje i wigze sie z
modyfikowanymi histonami i innymi elementami chromatyny, tworzgc ogniska
naprawcze. Jego aktywnos$¢ jest regulowana przez inne mechanizmy naprawy
DNA, co pozwala na precyzyjne i skoordynowane dziatanie w odpowiedzi na
rozne typy uszkodzen DNA.

Przedstawiona mi do recenzji praca mgr. Julity Wesotowskiej jest
skoncentrowana na badaniu komoérkowych mechanizméw odpowiedzialnych za
utrzymanie stabilnosci genomu, co stanowi podstawowg ceche zapewniajaca
przetrwanie komorki i przekazywanie nienaruszonego materiatu genetycznego
kolejnym pokoleniom. Autorka zagtebia sie w badanie szczegétowych
mechanizmow uszkodzen i naprawy DNA, z naciskiem na role biatka 53BP1 w
naprawie dwuniciowych peknie¢ DNA (DSB), jednego z najpowazniejszych
typow uszkodzen DNA. Jest to o tyle istotne, ze DSB sg odpowiedzialne za wiele
patologicznych mutacji charakteryzujgcych szerokie spektrum chorob
obserwowanych w populacji ludzkie;j.

Gtownym celem badan Wesoftowskiej byto scharakteryzowanie ognisk
naprawczych biatka 53BP1 indukowanych sztucznie (kontrolowane
doswiadczenie) przez uszkodzenia DNA spowodowane aktywnoscig CRISPR-
Cas9 lub skoncentrowanym sSwiattem widzialnym. Przeprowadzone
eksperymenty obejmowaty optymalizacje dawek energii potrzebnych do



indukcji DSB za pomocg S$Swiatta widzialnego oraz badanie maksymalnych
przekrojow poprzecznych ognisk naprawczych.

W mysl wymagan Ustawy o stopniach naukowych i tytule naukowym
oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki z dnia 14 marca 2003 r. (Dz.U. 2017
poz. 1789, z pdin. zm.) oraz Rozporzgdzenia Ministra Nauki i Szkolnictwa
Wyzszego z dnia 19 stycznia 2018 r. w sprawie szczegétowego trybu i
warunkow przeprowadzania czynnosci w przewodzie doktorskim, w
postepowaniu habilitacyjnym oraz w postepowaniu o nadanie tytutu profesora
(Dz.U. 2018 poz. 261), jak rdwniez art. 187 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo
o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2021 r. poz. 478, 619, 1630),
przedmiotem mojej oceny jest oryginalno$¢ rozwigzanego problemu
naukowego, ogdlna wiedza teoretyczna Kandydata w dziedzinie biologii, a takze
umiejetnos$¢ samodzielnego prowadzenia pracy naukowej.

Przedmiot mojej oceny, czyli rozprawa doktorska, moim zdaniem jest w
petni zgodny z warunkami okreslonymi w powyzszych Ustawach, a nawet
przekracza zwyczajowe wymagania. Autorka prezentuje wyjatkowa
oryginalno$¢ sformutowania i rozwigzania problemu naukowego, szeroka
wiedze teoretyczng z zakresu biologii molekularnej i ewolucyjnej, a takze
umiejetno$¢ prowadzenia wytrwatej i twodrczej pracy naukowej. Nie mam
zadnych powazinych uwag do rozprawy doktorskiej, jakos¢ przedstawienia
metodologii i wynikow badan, dorobku publikacyjnego Kandydatki. Catos¢
rozprawy w petni zastuguje na zaakceptowanie przez Rade Dyscypliny, a nawet
jestem przekonany zastuguje na wyrdznienie.

Rozprawa doktorska Pani mgr mgr Julity Wesotowskiej zostata wykonana
w Zaktadzie Biofizyki Komaérki, na Wydziale Biochemii, Biofizyki i Biotechnologii
Uniwersytetu Jagiellonskiego w Krakowie pod kierunkiem promotoréow
profesora doktora habilitowanego Jerzego Dobruckiego, oraz doktora
Mirostawa Zarebskiego.

Praca liczy sobie 120 stron wraz z odniesieniami literaturowymi, w tym
do artykutdw opublikowanych przez zespot w punktowanych czasopismach
naukowych. Skupia sie na charakterystyce ognisk naprawczych 53BP1 we
wczesnej odpowiedzi na dwuniciowe pekniecia DNA, przy wykorzystaniu metod
biologii molekularnej i innych metod z dziedziny biofizyki DNA, ciekawie
wykorzystujgc mechanizm indukcji peknie¢ za pomocg CRISPR-Cas9 lub swiatta
widzialnego.



Motywacjg do napisania pracy doktorskiej Julity Wesotowskiej byta che¢
zgtebienia mechanizméw odpowiedzi komoérek na uszkodzenia DNA, w
szczegolnosci roli biatka 53BP1 w kontekscie dwuniciowych peknie¢ DNA.
Badania skoncentrowaty sie na charakteryzacji ognisk naprawczych 53BP1 i ich
roli we wczesnej odpowiedzi na uszkodzenia DNA indukowane za pomocg
metody CRISPR-Cas9 oraz Swiattem widzialnym. Praca miata na celu wizualiacje
przestrzenng ztozonych procesow naprawy DNA, ktdore sg kluczowe dla
zachowania stabilnosci genomu. Zrozumienie tych mechanizméw moze
przyczyni¢ sie do rozwoju nowych strategii w diagnozowaniu i leczeniu chorob
zwigzanych z uszkodzeniem DNA, w tym raka. Komoérki nowotworowe wykazujg
zaburzenia w mechanizmach naprawy DNA, dlatego tez prowadzone badania
moga dostarczy¢ istotnych informacji niezbednych do opracowania skutecznych
terapii przeciwnowotworowych i gtebszego zrozumienia mechanizméw
odpornosci na juz stosowane terapie w klinikach.

Lista prac naukowych opublikowanych z promotorem przez Doktorantke
w trakcie prac nad doktoratem obejmuje jedng, kluczowga pozycje powigzang z
tematykg pracy doktorskiej co spetnia formalne wymagania okreslajgce
minimalng liczbe publikacji przy ztozeniu rozprawy doktorskiej. Ponizej
informacje bibliometryczne o powyzszej publikacji zwigzanej z doktoratem:

7 [P1] Zarebski M, Bosire R, Wesolowska J, Szelest O, Eatmann A,
Jasinska-Konior K, Kepp O, Kroemer G, Szabo G, Dobrucki JW. (23021)
Translocation of chromatin proteins to nucleoli-The influence of protein
dynamics on post-fixation localization. Cytometry A. 2021
Dec;99(12):1230-1239. doi: 10.1002/cyto.a.24464. Epub 2021 Jun 10.
PMID: 34110091

Publikacja porusza ciekawy temat potencjalnych rozbieznosci miedzy
lokalizacjg biatek w jagdrach zywych komodrek a ich obserwowanymi pozycjami
po utrwaleniu. Autorzy odkryli, ze architektoniczne biatka jadrowe, takie jak
HMGB1 i H1, mogg zmieniac lokalizacje podczas procesu utrwalania. Podczas
gdy zwykle sg one zwigzane z chromatyng, utrwalenie moze prowadzi¢ do ich
przeniesienia do jgderka. Takiego zjawiska nie obserwuje sie u bardziej stabilnie
zwigzanych z DNA biatek, jak histon H2B, czy inne histony. Autorzy publikacji
przypisujg to przeniesienie zmianom w strukturze DNA podczas utrwalenia, a
takze stabszemu wigzaniu sie bardziej dynamicznych (mobilnych) biatek
architektonicznych z DNA. Uzyskane wyniki podkreslajg znaczenie
uwzglednienia dynamiki biatek podczas interpretacji danych z komoérek
utrwalonych.



Odtaczenie dynamicznych biatek od chromatyny moze by¢ réwniez
indukowane w komorkach juz utrwalonych metodami nieusieciowanymi, gdy
struktura DNA jest znieksztatcona przez czasteczki interkalujgce. Biatka
przeniesione podczas utrwalania z chromatyny do jaderek wigzg sie tam ze
strukturami zawierajagcymi RNA, co moze prowadzi¢ do btednej interpretacji
otrzymanych wynikow.

Przejde teraz do omowienia samej pracy doktorskiej.

Autorka skupia w niej na dwuniciowych peknieciach DNA (DSB), w
szczegdlnosci takich ktére sg naprawiane przez biatko 53BP1 poprzez tgczenie
niehomologicznych koncéw DNA (NHEJ). Badania doktorantki miaty na celu
scharakteryzowanie ognisk naprawczych 53BP1 w odpowiedzi na uszkodzenia
DNA indukowane przez CRISPR-Cas9 oraz swiatto widzialne. Wstepne wyniki
wykazaty, ze indukcja uszkodzen DNA zalezy od catkowitej dostarczonej dawki
energii, a nie od strumienia fotondéw; rozne dfugosci fal swietlnych wymagaja
roznych dawek energii do indukcji widocznej akumulacji 53BP1.

W swoich badaniach mgr Julina Wesoftowska zaobserwowata réwniez ko-
lokalizacje 53BP1 i innych markeréw naprawy DSB z nieaktywnym dCas9, co
wskazuje na ich potencjalne posrednie lub bezposrednie interakcje fizyczne
miedzy tymi biatkami. Przeanalizowano przestrzenng korelacje miedzy
aktywnym Cas9 i 53BP1, potwierdzajgc ich wspotwystepowanie w niektérych
przypadkach. Jednoczesna obserwacja sygnatow z CRISPR-Cas9 i par biatek
wykazata czeste wspotwystepowanie w poblizu ognisk endonukleazy, co
sugeruje znaczacy role 53BP1 w ogniskach naprawczych.

Badania doktorantki umozliwity wglad w mechanizmy komadrkowe stojgce za
naprawg DNA i stabilnoscia genomu, co w opinii recenzenta moze miec
znaczgcy wptyw na zrozumienie onkogenezy oraz chorob genetycznych.

Rozdziat pierwszy zawiera wykaz skrotéw uzyty w pracy. Rozdziat drugi to
streszczenie w jezyku polskim. Rozdziat trzeci zawiera szczegdtowe streszczenie
w jezyku angielskim. Rozdziat czwarty stanowi wstep w tematyke doktoratu,
opisujac podstawowe pojecia, mechanizmy molekularne czy zagadnienia
metodologiczne. Rozdziat pigty opisuje bardzo skrétowo cele pracy. Rozdziaty
szosty skupia sie na opisaniu materiatéw i metodologii pracy. Rozdziat siédmy
zawiera uzyskane przez doktorantke wyniki, zas rozdziat 6smy stanowi prawie
13 stronicowa dyskusja zawiera kluczowe wnioski z rozprawy. Ostatnie dwa
rozdziaty to spis rycin, tabel i zatgcznikow oraz literatura przedmiotu.



We wprowadzeniu doktorantka skupia sie na przedstawieniu
mechanizmow komorkowych, ktére zapewniajg replikacje i naprawe DNA,
dodatkowo utrzymujac integralnosc i stabilnos¢ genomu, co jest kluczowe dla
prawidtowych funkcji komdrkowych. Autorka zwraca uwage na wysoka
precyzje i czutos¢ tych proceséw, wspomaganych przez dodatkowe
mechanizmy molekularne monitorujgce ich poprawnosé. Ztozona maszyneria
naprawcza angazuje wiele biatek enzymatycznych i nieenzymatycznych,
wykrywa i oznacza miejsca uszkodzen DNA, wprowadza modyfikacje po-
translacyjne biatek chromatynowych. Te biatka umozliwiajg kondensacje i
relaksacje chromatyny wokdt miejsca uszkodzenia, inicjujg kaskade
sygnalizacyjng, ktéra umozliwia rekrutacje dodatkowych czynnikow
naprawczych i prowadzi do re-ligacji, czyli ponownego faczenia przerwanych
koncow nici DNA. Autorka omawia obecng wiedze na temat dwuniciowych
peknie¢ DNA, mechanizmow naprawczych oraz metod ich badania. Rozdziat
czwarty stanowi bardziej szczegdétowe rozwiniecie wstepu skupiajgc sie na
wptywie dwuniciowych peknie¢ DNA na aktywnos¢ komodrkowg, mechanizmach
naprawy dwuniciowych peknie¢ DNA, roli biatek rozpoznawczych w regulacji
Sciezek naprawczych oraz na metodach indukcji uszkodzen DNA stosowanych w
badaniach biologicznych.

Celem pracy doktorantki byto zbadanie architektury ognisk tworzonych
przez biatko 53BP1 w odpowiedzi na rozne typy uszkodzen DNA: indukowanych
lokalnym  naswietlaniem skupiong wigzkg Swiatta widzialnego oraz
wygenerowanych przez endonukleaze Cas9 w miejscu wystepowania
okresSlonej sekwencji genomu. Pani Magister zamierzata ustali¢, czy
uszkodzenia DNA indukowane systemem CRISPR/Cas9 zawsze uruchamiajg
jeden typ Sciezki naprawczej, niezaleznie od fazy cyklu komodrkowego. Praca
miata na celu réwniez zrozumienie, czy istniejg réznice w preferowanej Sciezce
naprawczej DNA uszkodzonego przez endonukleaze Cas9 w poréwnaniu z
dziataniem pary nikaz Cas9n, oraz sprawdzenie czy ogniskom 53BP1 towarzyszg
rowniez skupienia biatka PML i innych czynnikdw naprawczych.

W rozdziale szostym Autorka przedstawia szczegdtowy opis materiatow
uzytych w badaniach. Zdaniem recenzenta takie szczegétowe informacje o
materiatach sg kluczowe dla reprodukowalnosci eksperymentow w badaniach
naukowych. Na przyktad w doswiadczeniach CRISPR-Cas9 uzyto plazmidow
kodujgcych endonukleaze Cas9 i jej modyfikacje, jak rowniez sgRNA z



sekwencjg adresujgcg do subtelomerowego regionu q29 chromosomu 3.
Nastepnie opisane zostaly metody biologii molekularnej uzyte w
przeprowadzonych doswiadczeniach, umozliwiajgce Sledzenie interakcji miedzy
sktadnikami systemu CRISPR-Cas9 i biatkiem 53BP1, a takze dynamiki i
odpowiedzi komorek na uszkodzenia DNA.

Rozdziat siédmy poswiecony jest otrzymanym wynikom badan, ktére
skupiaty sie na analizie przestrzennej organizacji ognisk biatka 53BP1
powstajgcych w odpowiedzi na dwuniciowe pekniecia DNA. Autorka badata te
ogniska w kontekscie uszkodzen chromatyny indukowanych przez skupiong
wigzke Swiatta widzialnego i endonukleaze Cas9 systemu CRISPR.
Przeprowadzita réwniez optymalizacje minimalnej dawki Swiatfa, ktora
efektywnie wprowadza uszkodzenie chromatyny, oraz zbadata lokalizacje
ognisk 53BP1 w kontekscie miejsc docelowych dla systemu CRISPR-Cas9.
Wyniki wykazaty, ze rézne czynniki naprawcze DNA, takie jak BRCA1 i PML,
rowniez znajdujg sie w bliskim sgsiedztwie ognisk dCas9. Przeprowadzono
analize architektury ognisk 53BP1, ktéra uwidocznita rdéznice w rozmiarach
ognisk w odpowiedzi na rézne typy uszkodzenn DNA. Badania pokazaty rowniez,
ze dtugotrwata obecnos¢ aktywnej endonukleazy Cas9 moze prowadzi¢ do
catkowitego odciecia fragmentu chromosomu, mimo obecnosci ogniska
naprawczego. Badania ujawnity na przyktad, ze dtugotrwata obecnosé¢ aktywnej
endonukleazy Cas9 moze prowadzi¢ do catkowitego odciecia fragmentu
chromosomu, mimo obecnosci ogniska naprawczego. Komorki z aktywnym
systemem CRISPR-Cas9 mogty rowniez ulegaé nieprawidtowym podziatom, co
podkresla skomplikowang dynamike interakcji miedzy mechanizmami naprawy
DNA a narzedziami genetycznymi, takimi jak CRISPR. Uwazam to za bardzo
interesujgcy wniosek z przeprowadzonych badan.

Rozdziat dsmy i ostatni zawiera dyskusje koncentrujgcych sie na roli i
reprezentacji ognisk 53BP1 jako rzeczywistych miejsc uszkodzern DNA. Analiza
obejmowata wykrywanie indywidualnych dwuniciowych peknie¢ DNA poprzez
obserwacje ognisk 53BP1, zardwno po naswietleniu chromatyny sSwiattem
widzialnym, jak i po indukcji klastra uszkodzen metodg CRISPR-Cas9. Badano
rowniez zwigzek miedzy ogniskami aktywnej endonukleazy Cas9 a brakiem
wspotwystepowania sygnatu markeréow naprawy. W pracy omoéwiono
architekture ogniska naprawczego i jego lokalizacje wzgledem uszkodzenia.
Wprowadzono pordéwnanie pomiedzy efektami obserwowanymi przy
zastosowaniu Swiatta widzialnego i systemu CRISPR-Cas9. Zwrdcono szczegolng
uwage na znaczenie biatka 53BP1 w procesie naprawy uszkodzen DNA



indukowanych za pomocg metody CRISPR-Cas9, podkreslajac jego kluczowg
role w odpowiedzi komorkowej na uszkodzenia DNA.

Pod koniec dyskusji zasygnalizowano nowe kierunki badan, ktére majg na
celu identyfikacje i analize sciezek naprawczych aktywowanych w odpowiedzi
na dwuniciowe pekniecia DNA. Celem tych badan jest lepsze zrozumienie
mechanizmow naprawy DNA i ich potencjalne zastosowania w kontekscie
terapeutycznym i biotechnologicznym. Waznym aspektem badan to zaleznos¢
miedzy cyklem komérkowym a uruchamiang sciezkg naprawczg. W pracy
uzywano klasycznego, nieindukowalnego systemu CRISPR. Autorka zauwaza, ze
najczesciej  uruchamiana Sciezka to naprawa poprzez f3czenie
niehomologicznych koncow.

Uwzgledniono rdowniez mozliwos¢, ze nie wszystkie ogniska Cas9
sgsiadujg z markerami dwoéch gtéwnych sSciezek naprawczych, sugerujac, ze
moze to oznacza¢ rozlegte uszkodzenie DNA i uruchomienie jednej z
alternatywnych Sciezek. Niezbedne s3 dalsze badania do eksploracji i
potwierdzenia tego zjawiska. Podsumowujac, dyskusja przeprowadzona przez
Doktorantke podkresla potrzebe kontynuacji badan nad mechanizmami
naprawy DNA, zwracajgc szczegdlng uwage na zrozumienie roli i dziatania
systemu CRISPR-Cas9 oraz zwigzku miedzy cyklem komodrkowym a
uruchamianymi sciezkami naprawczymi.

Podsumowujac, praca doktorska oferuje wglad w skomplikowane i
wieloczynnikowe (ztozone) mechanizmy molekularne, ktére komorki
wykorzystujg do identyfikacji i naprawy uszkodzen DNA. Zrozumienie roli i
funkcji biatek naprawczych oraz potencjalnych implikacji zwigzanych z uzyciem
technologii CRISPR-Cas9 bedzie miato, a nawet juz ma, istotne znaczenie nie
tylko w badaniach, ale rowniez terapiach genetycznych. Dane i analizy zawarte
W pracy moga sie przydac¢ w przysztych badaniach nad rozwojem takich terapii i
oraz optymalizacji strategii leczenia chordéb zwigzanych z uszkodzeniem DNA.

Pytania i uwagi do doktorantki:

"1 Doktadnos¢ Metodologii: Jak doktadna i powtarzalna jest metoda indukgji
dwuniciowych peknie¢ DNA za pomocg CRISPR-Cas9 i sSwiatta
widzialnego? Jak zaplanowano replikaty techniczne i biologiczne
doswiadczen? Jak oszacowac btedy czy zmiennos¢ wynikéw w zaleznosci
od warunkoéw eksperymentalnych?



Optymalizacja Dawek Swiatta: Czy proces optymalizacji dawek $wiatta
byt wystarczajgco szeroki, aby uwzglednic¢ rézne typy komorek i ich rdzne
reakcje na swiatfo widzialne, czy tez zaobserwowano matg zmiennosé? W
szczegdlnosci dlaczego swiatto zielone wymaga znacznie wyzszej dawki
energii do indukcji dwuniciowych peknie¢ DNA w poréwnaniu do Swiatta
niebieskiego? Nie do konca jest dla mnie zrozumiate stwierdzenie, ze
wykazano iz indukcja uszkodzenia nie zalezy od strumienia fotondw, lecz
od catkowitej dawki energii dostarczonej do wybranego miejsca w jadrze
komaorkowym. Jakie sg implikacje tych obserwac;ji?

Rola 53BP1: Jakie sg mechanizmy, przez ktdre 53BP1 uczestniczy w
naprawie DNA? Czy jest jedynym biatkiem, ktére odgrywa te role, czy
moze dziata¢ w potaczeniu z innymi biatkami, a jesli tak to jakimi i w jakiej
mozliwej konfiguracji przestrzennej? Jak dfugo ogniska 53BP1 pozostajg
aktywne w odpowiedzi na uszkodzenia DNA? Jakie sg dtugoterminowe
efekty ich aktywacji na komoérke?

Kolokalizacja Sygnatdow: Jaka role odgrywa kolokalizacja sygnatéw 53BP1
i Cas9 w mechanizmach naprawy DNA? Jak mozna oszacowal czas
trwania takiej kolokalizacji, oraz potwierdzi¢ na poziomie molekularnym
fizyczne interakcje miedzy biatkami?

Analiza Algorytmiczna: Czy algorytm obliczeniowy uzyty do analizy
odlegtosci miedzy maksimami intensywnosci fluorescencji jest
uniwersalny i moze by¢ stosowany do innych badan w tej dziedzinie? Jak
unikngé zmudnego recznego zliczania i mierzenia ognisk 53BP1?
Statystyczna Analiza Danych: Jak analizowano i interpretowano
zgromadzone dane numeryczne? Jakie metody statystyczne zastosowano
do analizy danych i jak zapewniono kontrole jakosci wynikéw?
Interpretacja Mechanizmow Naprawy: Czy mechanizmy naprawy DNA
zostaly wyczerpujaco opisane? Czy mozna co$s powiedzie¢ o
alternatywnych sciezkach naprawczych na podstawie wynikow projektu?
Metody genomiczne w oparciu o sekwencjonowanie nastepnej generacji:
Czy wybrane metody badawcze, takie jak CRISPR-Cas9 i mikroskopia
Swietlna, sg wystarczajgce do opisania mechanizmdéw naprawy DNA? Czy
planowane sg prace okreslajgce bardziej precyzyjnie lokalizacje
genomiczng uszkodzen, ich specyficznos¢ sekwencyjng (np. dzieki
metodom uczenia maszynowego), ewentualnie czy uzycie mikroskopii
super-rozdzielczej przyniostoby korzysci w zrozumieniu problemu?
Kolejne Badania: Czy badanie bedzie rozszerzane, aby uwzgledni¢ inne
biatka i mechanizmy naprawy DNA, ktére mogg dziataé¢ rownolegle lub w
synergii z 53BP1 w kontekscie uszkodzern DNA?



"1 Znaczenie dla Terapii: Jak odkrycia zawarte w rozprawie doktorskiej
moga wptywac na rozwoj nowych terapii przeciwnowotworowych i
leczenia choréb genetycznych? Czy istniejg juz badania kliniczne
potwierdzajgce waznos¢ peknie¢ w procesie medycznym? Jakie s3g
potencjalne ograniczenia i wyzwania zwigzane z wykorzystaniem tych
odkry¢ w praktycznych zastosowaniach klinicznych?

Ocena koncowa

Rozprawa przedstawiona przez Doktorantke jest napisana jest
interesujgco. Kandydatka pokazata, ze dobrze rozumie i umiejetnie uzywa
rozne metody biologii molekularnej, potrafi formutowac hipotezy badawcze i je
nastepnie weryfikowaé eksperymentalnie.

Rozprawa doktorska swiadczy o dobrym zrozumieniu przez Kandydatke
stawianych zadan badawczych. Cele rozprawy udato sie zrealizowad.
Doktorantka wykazata, ze zna i umiejetnie uzywa odpowiednio dobrane
metody doswiadczalne, formutuje hipotezy badawcze i je weryfikuje, tak wiec
0gdlng wiedze Doktorantki w dziedzinie nauk biologicznych w tematyce
projektu nalezy ocenic pozytywnie.

Oceniam, ze rozprawa ta spefnia zwyczajowe i ustawowe wymogi,
stawiane rozprawom doktorskim, stanowi oryginalne rozwigzanie problemu
naukowego, unaocznia ogoélng wiedze doswiadczalng kandydata w zakresie
biologii molekularnej oraz pokazuje umiejetnos¢ samodzielnego prowadzenia
pracy naukowej. Wnosze zatem do Rady Dyscypliny Naukowej Nauk
Biologicznych Uniwersytetu Jagielloniskiego o dopuszczenie Pani magister Julity
Wesotowskiej do dalszych etapdw przewodu doktorskiego.
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