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1. Imię i nazwisko 

Karol Kramarz 

2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe lub artystyczne – z podaniem podmiotu nadającego 

stopień, roku ich uzyskania oraz tytułu rozprawy doktorskiej 

• Dyplom doktora nauk biologicznych w zakresie biologii  

Uniwersytet Wrocławski, Wydział Nauk Biologicznych, Zakład Genetyki i Fizjologii Komórki 

Tytuł rozprawy doktorskiej: „Rola ortologów Rad5 w naprawie DNA u drożdży  

Saccharomyces cerevisiae i Schizosaccharomyces pombe”. 

Data uzyskania stopnia naukowego doktora: 30 czerwca 2016 r.  

Tytuł nadany uchwałą Rady Wydziału Nauk Biologicznych Uniwersytetu Wrocławskiego. 

Promotor: prof. dr hab. Robert Wysocki, promotor pomocniczy: dr hab. Dorota Dziadkowiec 

• Dyplom magistra biotechnologii w zakresie biotechnologii medycznej: 

Uniwersytet Wrocławski, Wydział Biotechnologii, Zakład Biotransformacji 

Tytuł pracy magisterskiej: „Rola paralogów Rad8 w naprawie DNA u Schizosaccharomyces pombe”.  

Data uzyskania tytułu magistra: 29 czerwca 2011 r. Promotor: dr hab. Dorota Dziadkowiec 

• Dyplom licencjata biotechnologii: 

Uniwersytet Wrocławski, Wydział Biotechnologii 

Tytuł pracy licencjackiej: „Punkty kontrolne w cyklu komórkowym Schizosaccharomyces pombe”.  

Data uzyskania tytułu licencjata: 17.09.2009 r. Promotor: dr hab. Dorota Dziadkowiec 

3. Informacja o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych 

1.10.2021 – obecnie – Adiunkt na etacie naukowym, kierownik Inkubatora Doskonałości Naukowej – 

Centrum Badawczego Naprawy DNA i Replikacji, Wydział Nauk Biologicznych, Uniwersytet 

Wrocławski, tytuł projektu: „Decoding SUMO-interactions at replication stress sites: mechanisms and 

consequences for genome maintenance”, okres realizacji: 1.10.2021 – 30.09.2025 (grant IDUB nr 

IDN.CBNDR 0320/2020/20). 

7.10.2016 – 31.05.2021 – staż podoktorski w Instytucie Curie, Paryż-Orsay, Francja, w zespole dr hab. 

Sarah Lambert (Team DNA Recombination, Replication and Genome Stability), z czego  

w okresie 1.03.2018 – 31.05.2021 samozatrudnienie w ramach finansowania otrzymanego od 

francuskiej organizacji wspierającej młodych doktorów: Fondation ARC pour la recherche sur le cancer 

na realizację projektu “Processing of replication forks at the nuclear periphery: Mechanism and impact 

on genome stability” (nr grantu PDF20171206749). 

1.10.2015 – 30.09.2016 – zatrudnienie na stanowisku asystenta w Zakładzie Genetyki i Fizjologii 

Komórki, Wydział Nauk Biologicznych, Uniwersytet Wrocławski. 
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4. Omówienie osiągnięć, o których mowa w art. 219 ust. 1 pkt. 2 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. 

Prawo o szkolnictwie wyższym i nauce (Dz. U. z 2021 r. poz. 478 z późn. zm.) 

Na przedstawione osiągnięcia naukowe składa się łącznie osiem współautorskich publikacji 

(sześć oryginalnych artykułów badawczych oraz dwie prace przeglądowe), które powstały w latach 

2020-2024. Cykl powiązanych ze sobą publikacji H1-H5 stanowi główne osiągnięcie habilitacyjne. Na 

drugie osiągnięcie habilitacyjne składają się publikacje H6-H8. Przedłożone prace dotyczą analizy 

mechanizmów odpowiedzi komórek drożdży rozszczepkowych Schizosaccharomyces pombe na stres 

replikacyjny, na podstawie badań przeprowadzonych po uzyskaniu przeze mnie stopnia doktora. 

Artykuły w Nature Communications (H1) z 2020 roku oraz w Methods in Molecular Biology (H3)  

z 2021 roku, w których jestem wiodącym współautorem, powstały w trakcie stażu podoktorskiego  

w Instytucie Curie we Francji, w zespole dr hab. Sary Lambert (staż odbywałem w latach 2016-2021). 

Ponadto w cykl ten wpisuje się również praca badawcza opublikowana w Nucleic Acids Research (H2) 

w 2024 roku oraz praca przeglądowa w Genes (H5) z 2021 roku, w których jestem  

ko-korespondencyjnym współautorem. Obie prace są efektem kontynuowanej współpracy z grupą  

dr hab. Sary Lambert z Instytutu Curie we Francji, po podjęciu przeze mnie zatrudnienia na 

Uniwersytecie Wrocławskim od 1.10.2021 r. Cykl głównego osiągnięcia zamyka publikacja  

w czasopiśmie Nucleic Acids Research (H4) z 2021 r., w której jestem drugim współautorem, a która 

jest efektem mojej współpracy z dr hab. Dorotą Dziadkowiec z Wydziału Biotechnologii Uniwersytetu 

Wrocławskiego podczas stażu podoktorskiego we Francji. 

Drugim osiągnięciem habilitacyjnym jest seria powiązanych tematycznie, oryginalnych prac 

badawczych opublikowanych odpowiednio w czasopiśmie Journal of Cell Science (H6) w 2020 r., gdzie 

jestem drugim współautorem, w Plos One (H7) z 2024 r., gdzie jestem autorem ko-korespondencyjnym, 

a także artykuł przeglądowy w DNA Repair (H8) z 2022 r., gdzie jestem wiodącym,  

ko-korespondencyjnym współautorem. Prace te realizowałem w trakcie stażu podoktorskiego  

w Instytucie Curie oraz w trakcie zatrudnienia na Uniwersytecie Wrocławskim we współpracy z dr hab. 

Dorotą Dziadkowiec.  

Mój wkład w prace składające się na osiągnięcia habilitacyjne podany jest szczegółowo  

w podrozdziale 4.1 dla głównego osiągnięcia oraz podrozdziale 4.2 dla drugiego osiągnięcia. 

Oświadczenia współautorów, umożliwiające wyodrębnienie mojego indywidualnego, merytorycznego 

udziału w przedstawionych pracach znajdują się w Załączniku nr 6, natomiast kopie publikacji 

składających się na opisane osiągnięcia naukowe w Załączniku nr 7. Świadectwo pracy, 

potwierdzające zatrudnienie w Instytucie Curie znajduje się w Załączniku nr 8. 
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4.1 Tytuł głównego osiągnięcia naukowego  

„Przestrzenne mechanizmy odpowiedzi na stres replikacyjny u drożdży rozszczepkowych 

Schizosaccharomyces pombe.” 

4.1.1 Wykaz publikacji wchodzących w skład głównego osiągnięcia naukowego 

H1. Kramarz K, Schirmeisen K, Boucherit V, Ait Saada A, Lovo C, Palancade B, Freudenreich C, 

Lambert SAE (2020). The nuclear pore primes recombination-dependent DNA synthesis at arrested 

forks by promoting SUMO removal. Nature Communications, 11:5643. doi: 10.1038/s41467-020-

19516-z  

IF2024 = 14,7 

IF5-letni = 16,1 

MNiSW2024 = 200 

Liczba cytowań wg SCOPUS bez autocytowań na dzień 19.02.2025 – 35 

Mój udział w powstanie pracy: 

1. Współudział w opracowaniu koncepcji pracy badawczej (sformułowanie hipotez badawczych 

na podstawie badań pilotażowych oraz istniejącego stanu wiedzy, projektowanie 

eksperymentów). 

2. Uzyskanie finansowania na realizację projektu z Fondation ARC pour la recherche sur le cancer 

“Processing of replication forks at the nuclear periphery: Mechanism and impact on genome 

stability” (nr grantu PDF20171206749), którego byłem kierownikiem. 

3. Zaprojektowanie i wykonanie poniższych eksperymentów: 

- Udowodniłem, że zablokowane widełki replikacyjne (wizualizowane poprzez LacO-LacI-

mCherry) są przemieszczane wewnątrz jądra komórkowego do otoczki jądrowej 

(obrazowanej poprzez nukleoporynę Npp106-GFP) przy użyciu fluorescencyjnej 

mikroskopii przyżyciowej (Rycina 1 B-C). 

- Wprowadziłem i zoptymalizowałem w zespole dr hab. Sary Lambert zaawansowane 

techniki mikroskopii przyżyciowej umożliwiające pomiary mobilności pojedynczych, 

zablokowanych widełek replikacyjnych wewnątrz jądra komórkowego na podstawie 

kalkulacji średnich przesunięć kwadratowych (z ang. Mean square displacement, MSD). Do 

wizualizacji zablokowanych widełek zastosowano system LacO-LacI-mCherry, otoczkę 

jądrową obrazowano dzięki Npp106-GFP. Obrazy z mikroskopu konfokalnego zbierane w 

interwałach co 1,5 s przez 5 min składałem i procesowałem w programie Fiji1. Pomiary 

wykonałem przy użyciu makra SpotTracker2 do programu Fiji. Metoda umożliwiła analizę 

mobilności widełek replikacyjnych w szczepie typu dzikiego, mutancie slx8-29 i pli1Δ 

(Rycina 1D, 3B, 5D). 
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- Wprowadziłem i zoptymalizowałem technikę obrazowania poklatkowego w czasie 

rzeczywistym dla przyżyciowych obserwacji pojedynczych komórek, w celu uzyskania 30 

minutowych filmów z mikroskopu konfokalnego, co umożliwiło ocenę czasu interakcji 

zablokowanych widełek replikacyjnych wizualizowanych poprzez system LacO z otoczką 

jądrową obrazowaną poprzez Npp106-GFP (Rycina 1 F-H). 

- Zoptymalizowałem technikę immunoprecypitacji chromatyny i analizy qPCR w celu 

potwierdzenia re-lokalizacji i dokowania zablokowanych widełek do porów jądrowych lub 

białek otoczki jądrowej (Ryciny 1E, 2B, 4E, 5C). 

- Zoptymalizowałem i wykonałem analizę replikacyjnych intermediatów dla zablokowanych 

widełek replikacyjnych techniką dwukierunkowej elektroforezy DNA w mutantach SUMO-

zależnych ligaz ubikwityny Rfp1/Rfp2-Slx8 oraz E3 SUMO ligazy Pli1 (z ang.  

bi-dimensional gel electrophoresis, 2DGE, Rycina 3F-G oraz Rycina 7A-B, a także Rycina 

3 w Suplemencie). 

- Wykonałem lub współuczestniczyłem w wykonaniu analiz częstości restartu replikacji  

w mutantach szlaku SUMOilacji oraz mutantach badanych nukleoporyn i proteasomu 

(Rycina 3D, 4B, 5E, 5G, 6B). 

- Zoptymalizowałem technikę immunoprecypitacji rekombinazy Rad51 w zestawie 

mutantów nukleoporyn oraz przeprowadziłem analizę wszystkich uzyskanych danych 

(Rycina 4C). 

- Wykonałem analizę FISH (z ang. fluorescence in situ hybridization) dla mutantów 

nukleoporyn, w celu zbadania ich wpływu na eksport mRNA z jądra komórkowego do 

cytoplazmy (Rycina w Suplemencie 4). 

- Wykonałem analizę rozdziału chromosomów po ekspozycji na hydroksymocznik techniką 

elektroforezy w polu pulsacyjnym (z ang. pulse field gel electrophoresis, PFGE) w celu 

zbadania wpływu mutacji genów nup132+ i pli1+ na wznawianie zatrzymanej replikacji. 

Pokazałem również opóźnienie w progresji przez cykl komórkowy techniką cytometrii 

przepływowej dla analizowanych mutantów (Rycina w Suplemencie 5). 

- Przygotowałem genetyczny system do sztucznego podczepiania zablokowanych widełek 

replikacyjnych do porów jądrowych oparty o ekspresję białka fuzyjnego Ulp1-LexA i jego 

silne wiązanie do sekwencji LexBS wstawionej w pobliżu blokady replikacji. System 

zwalidowano w mikroskopii przyżyciowej i poprzez immunoprecypitację chromatyny 

związanej z Ulp1-LexA, a następnie wykonano pomiary częstości restartu replikacji w 

mutancie nup132Δ (Rycina 6C-G). 

- Wykonałem i zoptymalizowałem immunoprecypitację chromatyny związanej z białkiem 

wiążącym jednoniciowe DNA – RPA w szczepie typu dzikiego i mutancie pli1Δ, w celu 
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zobrazowania długości resekcji na widełkach pod nieobecność ligazy SUMO Pli1 (Rycina 

7C). 

- Wykonałem większość mutantów drożdżowych dla wszystkich eksperymentów. Ponadto, 

uzyskałem kluczowego dla procesu recenzji genomowego integranta SUMO-KallR, 

umożliwiającego określenie wpływu formowania polimerycznych łańcuchów SUMO na re-

lokalizację zablokowanych widełek oraz proces wznawiania syntezy DNA (restart) na 

widełkach. 

- Przygotowałem model relokacji zablokowanych widełek replikacyjnych wewnątrz jądra 

komórkowego S. pombe na podstawie otrzymanych wyników (Rycina 7D). 

4. Analiza danych, analiza statystyczna i interpretacja wyników otrzymanych własnoręcznie oraz 

przez pozostałych wykonawców. 

5. Nadzór i koordynacja pracy pozostałych wykonawców. 

6. Przygotowanie projektu manuskryptu oraz graficzna prezentacja wszystkich wyników 

(wykonanie rycin i tabel). Współudział w napisaniu manuskryptu. 

7. Wykonanie niezbędnych eksperymentów wymaganych przez recenzentów, współudział  

w przygotowaniu odpowiedzi na uwagi recenzentów. 

8. Edycja manuskryptu wedle uwag recenzentów oraz przygotowanie ostatecznej wersji pracy 

(Rycin, głównego tekstu, Suplementu). 

 

H2.  Schirmeisen K, Naiman K, Fréon K, Besse L, Chakraborty S, Ait Saada A, Carr A, Kramarz K*, 

Lambert S* (2024). SUMO protease and proteasome recruitment at the nuclear periphery differently 

affect replication dynamics at arrested forks. Nucleic Acids Research, 52:8286-8302. doi: 

10.1093/nar/gkae526 

 *autor ko-korespondencyjny 

IF2024 = 16,6 

IF5-letni = 16,1 

MNiSW2024 = 200 

Liczba cytowań wg SCOPUS bez autocytowań na dzień 19.02.2025 - 5 

Mój udział w powstanie pracy: 

1. Współudział w opracowaniu koncepcji pracy badawczej (sformułowanie hipotez badawczych 

na podstawie własnoręcznie wykonanych badań pilotażowych oraz istniejącego stanu wiedzy, 

projektowanie eksperymentów). 

2. Uzyskanie finansowania na realizację projektu w trakcie pobytu na stażu podoktorskim  

z Fondation ARC pour la recherche sur le cancer “Processing of replication forks at the nuclear 

periphery: Mechanism and impact on genome stability” (nr grantu PDF20171206749), którego 
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byłem kierownikiem. Ponadto pozyskane przeze mnie środki w ramach Inkubatora 

Doskonałości Naukowej – Centrum Badawczego Naprawy DNA i Replikacji (grant  Inicjatywa 

Doskonałości – Uczelnia Badawcza IDUB o numerze IDN.CBNDR:0320/2020/20) umożliwiły 

wykonanie części badań ważnych dla publikacji na Uniwersytecie Wrocławskim. 

3. Zaprojektowanie i wykonanie poniższych eksperymentów: 

- Projektowanie i konstrukcja szczepów drożdżowych o skomplikowanych genotypach, 

użytych do kluczowych eksperymentów (Rycina 1, Rycina 6C-D) wykorzystania polimeraz 

DNA w sekwencjonowaniu następnej generacji dla komórek typu dzikiego, mutanta 

pozbawionego nukleoporyny nup132Δ oraz mutanta z niefunkcjonalnym proteasomem 

rpn10Δ. Brałem udział w analizie danych i formułowaniu wniosków. 

- Pokazałem rolę poszczególnych nukleoporyn z podjednostek ‘kosza jądrowego’  

w odpowiedzi komórek na ogólny stres replikacyjny poprzez testy wrażliwości na związki 

genotoksyczne oraz pulsacyjną elektroforezę całych chromosomów (PFGE) wraz z analizą 

progresji cyklu komórkowego techniką cytometrii przepływowej FACS (Rycina 1A-D w 

Suplemencie). 

- Wykonałem analizy częstości restartu replikacji dla przedstawionych mutantów 

nukleoporyn kosza jądrowego (Rycina 2A-B), analizy profili replikacyjnych techniką 

dwukierunkowej elektroforezy fragmentów DNA i densytometryczną analizę poziomu 

resekcji zablokowanych widełek replikacyjnych (Rycina 2C-D), a także przygotowałem 

szczepy drożdżowe wykorzystane w analizie mikroskopowej eksprymujące nukleoporynę 

Npp106 w fuzji z GFP oraz wizualizowaną za pomocą systemu LacO-LacI-mCherry 

blokadę widełek replikacyjnych a następnie zbadałem interakcje pomiędzy zablokowanymi 

widełkami a porami jądrowymi w mutantach pozbawionych podjednostek kosza jądrowego 

(Rycina 2E-F). 

- Przygotowałem konstrukt kodujący proteazę SUMO Ulp1 w fuzji z GFP na C-końcu  

(Ulp1-GFP) i sprawdziłem poziom białka fuzyjnego w szczepie typu dzikiego i mutancie 

nup132Δ techniką Western blot oraz przy użyciu mikroskopii przyżyciowej, aby 

zwalidować otrzymany konstrukt, kluczowy dla manuskryptu (część Ryciny 3A-B). 

- Oczyściłem białko Pmt3 (ortolog SUMO w S. pombe) i otrzymałem przeciwciało 

poliklonalne z królika (anty-SUMO), a następnie dokonałem jego walidacji, w oparciu  

o przygotowanego wcześniej mutanta delecyjnego pmt3Δ (pozbawionego SUMO), jako 

kontroli negatywnej do Western blot. Opracowałem protokół do wykorzystania 

otrzymanego przeciwciała w technice Western blot (potrzebny do przygotowania Ryciny 

3C).  
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- Przygotowałem w ramach pracy H1 mutanta SUMO-KallR, pozbawiony możliwości 

formowania polimerycznych łańcuchów, który został wykorzystany w analizie na Rycinie 

3C oraz 5D-E i 6A. 

- Przygotowałem genetyczny system do sztucznego podczepiania zablokowanych widełek 

replikacyjnych do porów jądrowych oparty o ekspresję białka fuzyjnego Ulp1-LexA i jego 

silne wiązanie do sekwencji LexBS wstawionej w pobliżu blokady replikacji (po raz 

pierwszy użyty i zwalidowany w publikacji H1). System wykorzystano w eksperymentach 

przedstawionych na Rycinie 5B-C. 

- Wykonałem immunoprecypitację chromatyny w celu sprawdzenia wiązania widełek 

replikacyjnych do porów jądrowych w mutancie nup60Δ i szczepie typu dzikiego po 

sztucznym podczepieniu widełek do proteazy SUMO Ulp1-LexA i jej silnego wiązania do 

sekwencji LexBS, wstawionej w pobliżu blokady replikacji (eksperyment ważny do 

odpowiedzi na uwagi recenzentów, Rycina 5 w Suplemencie). Umożliwiło to pokazanie, że 

sztuczne podczepienie widełek do Ulp1-LexA nie wpływa na dokowanie aktywnej blokady 

replikacji do porów jądrowych w mutancie nup60Δ oraz w szczepie typu dzikiego. 

- Wykonałem analizę wrażliwości mutantów nup132Δ oraz rpn10Δ na związki generujące 

stres replikacyjny (Rycina 6A w Suplemencie). 

4. Analiza i interpretacja wyników własnych i danych otrzymanych przez współpracowników. 

5. Nadzorowanie pracy wykonawców. 

6. Dyskusja i współudział w przygotowaniu projektu manuskryptu. 

7. Współudział w napisaniu manuskryptu. 

8. Współudział w przygotowaniu odpowiedzi na uwagi recenzentów, wykonanie części 

eksperymentów wymaganych przez recenzentów. 

9. Edycja manuskryptu wedle uwag recenzentów oraz przygotowanie ostatecznej wersji. 

H3. Kramarz K, Saada AA, Lambert SAE (2021). The Analysis of Recombination-Dependent 

Processing of Blocked Replication Forks by Bidimensional Gel Electrophoresis. In: Aguilera, A., 

Carreira, A. (eds) Homologous Recombination. Methods in Molecular Biology, vol. 2153. Humana, 

New York, NY. doi.org/10.1007/978-1-0716-0644-5_25 

IF2024 = n/a 

IF5-letni = n/a 

MNiSW2024 = 70 

Liczba cytowań wg SCOPUS bez autocytowań na dzień 19.02.2025 – 2 
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Mój udział w powstanie pracy: 

1. Optymalizacja techniki dwukierunkowej elektroforezy fragmentów DNA w laboratorium  

dr hab. Sary Lambert. Wykonanie reprezentatywnych eksperymentów zawartych w niniejszej 

pracy. 

2. Współudział w opracowaniu koncepcji i planu publikacji. 

3. Uzyskanie finansowania na realizację projektu w trakcie pobytu na stażu podoktorskim z 

Fondation ARC pour la recherche sur le cancer “Processing of replication forks at the nuclear 

periphery: Mechanism and impact on genome stability” (nr grantu PDF20171206749), którego 

byłem kierownikiem. 

4. Wykonanie rycin obrazujących etapy izolacji replikacyjnych produktów pośrednich jak  

i ostatecznych wyników, możliwych do uzyskania w prezentowanej metodzie. 

5. Przygotowanie pierwotnej wersji manuskryptu. 

6. Współudział w powstaniu ostatecznej wersji manuskryptu. 

H4. Muraszko J, Kramarz K, Argunhan B, Ito K, Baranowska G, Kurokawa Y, Murayama Y, 

Tsubouchi H, Lambert S, Iwasaki H, Dziadkowiec D (2021). Rrp1 translocase and ubiquitin ligase 

activities restrict the genome destabilising effects of Rad51 in fission yeast. Nucleic Acids Research, 

49:6832-6848. doi: 10.1093/nar/gkab511 

IF2024 = 16,6 

IF5-letni = 16,1 

MNiSW2024 = 200 

Liczba cytowań wg SCOPUS bez autocytowań na dzień 19.02.2025 - 3 

Mój udział w powstanie pracy: 

1. Wykonanie pilotażowej obserwacji (Rycina 1A) wskazującej, że delecja genu rrp1+ znacznie 

zwiększa toksyczność nadprodukcji rekombinazy Rad51, co stanowiło punkt wyjścia dla 

projektu. 

2. Uzyskanie finansowania na realizację projektu w trakcie pobytu na stażu podoktorskim  

z Fondation ARC pour la recherche sur le cancer “Processing of replication forks at the nuclear 

periphery: Mechanism and impact on genome stability” (nr grantu PDF20171206749), którego 

byłem kierownikiem. 

3. Zaprojektowanie i wykonanie kluczowych eksperymentów w odpowiedzi na krytykę 

recenzentów, decydujących o pozytywnym zakończeniu procesu recenzji i pokazujących 

fizjologiczną rolę białka Rrp1 na regulację rekombinazy Rad51: 

- Wprowadziłem i zoptymalizowałem technikę immunofluorescencji na utrwalonych 

komórkach, a następnie przeanalizowałem zdolność do akumulacji natywnych skupisk 
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rekombinazy Rad51 poprzez immunofluorescencję w szczepie kontrolnym i mutancie 

pozbawionym translokazy Rrp1 (Rycina 2A). 

- Zoptymalizowałem technikę immunoprecypitacji chromatyny związanej  

z rekombinazą Rad51. Wykonałem analizę qPCR wiązania rekombinazy Rad51 do 

regionu centromeru, zablokowanych widełek replikacyjnych i loci kontrolnych w 

szczepie typu dzikiego i mutancie pozbawionym białka Rrp1 (Rycina 2F). 

4. Analiza danych, analiza statystyczna i interpretacja wyników otrzymanych własnoręcznie oraz 

przez pozostałych wykonawców. 

5. Współudział w dyskusji treści, krytycznej edycji pierwotnej wersji manuskryptu, 

przygotowaniu odpowiedzi na uwagi recenzentów i finalnej wersji tekstu. 

6. Opracowanie modelu efektu działania białka Rrp1 na rekombinazę Rad51 (abstrakt graficzny 

na pierwszej stronie artykułu). 

H5. Schirmeisen K, Lambert SAE*, Kramarz K* (2021). SUMO-Based Regulation of Nuclear 

Positioning to Spatially Regulate Homologous Recombination Activities at Replication Stress Sites. 

Genes (Basel) 12:2010. doi: 10.3390/genes12122010 

*autor ko-korespondencyjny 

IF2024 = 2,8 

IF5-letni = 3,3 

MNiSW2024 = 100 

Liczba cytowań wg SCOPUS bez autocytowań na dzień 19.02.2025 - 8 

Mój udział w powstanie pracy: 

1. Współudział w opracowaniu koncepcji i planu publikacji (wybór zagadnień z zakresu 

SUMOilacji oraz mobilności różnych typów uszkodzeń DNA w jądrze komórkowym) 

2. Uzyskanie finansowania w ramach Inkubatora Doskonałości Naukowej – Centrum Badawczego 

Naprawy DNA i Replikacji (grant Inicjatywa Doskonałości – Uczelnia Badawcza IDUB  

o numerze IDN.CBNDR:0320/2020/20) 

3. Przygotowanie pierwotnej wersji manuskryptu. 

4. Koordynacja i udział w powstaniu rycin wizualizujących zagadnienia poruszane w artykule 

przeglądowym.  

5. Współudział w powstaniu ostatecznej wersji manuskryptu, końcowa edycja tekstu, 

przygotowanie odpowiedzi na uwagi recenzentów. 

6. Wysłanie pierwotnej i ostatecznej wersji artykułu do wydawnictwa oraz prowadzenie 

korespondencji z redakcją czasopisma. 
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PODSUMOWANIE 

Liczba publikacji składających się na główne osiągnięcie: 5 

Łączny IF publikacji składających się na główne osiągnięcie: 

w roku składania (IF2024) wniosku – 50,7 

IF5-letni  – 51,6 

Łączna punktacja MNiSW publikacji składających się na główne osiągnięcie: 

w roku składania wniosku – 770 

Łączna liczba cytowań publikacji składających się na główne osiągnięcie: 

 (bez autocytowań, wg SCOPUS na dzień 19.02.2025) – 53 

4.1.2 Omówienie głównego osiągnięcia naukowego pt. „Przestrzenne mechanizmy odpowiedzi na 

stres replikacyjny u drożdży rozszczepkowych Schizosaccharomyces pombe.” 

4.1.2.1 Wprowadzenie 

Komórki żywych organizmów są przez cały czas poddawane ekspozycji na czynniki 

uszkadzające DNA, zarówno pochodzenia egzogennego (np. promieniowanie UV), jak i endogennego 

(np. reaktywne formy tlenu). W każdej komórce ludzkiego organizmu dochodzi dziennie do dziesiątek 

tysięcy uszkodzeń DNA, które wymagają wydajnych procesów naprawczych3. Uszkodzenia DNA mogą 

bezpośrednio zaburzać powielanie informacji genetycznej – replikację DNA. Duplikacja materiału 

genetycznego to ściśle kontrolowany proces, przebiegający w trzech etapach4,5. Replikacja rozpoczyna 

się etapem inicjacji, w określonych miejscach startowych (z ang. origin of replication, ori).  

W następnym etapie, elongacji, utworzone w ori widełki replikacyjne poruszają się dwukierunkowo od 

miejsc inicjacji. Widełki replikacyjne to złożone, wielocząsteczkowe struktury umożliwiające lokalne 

rozplecenie podwójnej helisy oraz syntezę nowych nici DNA. W ostatnim etapie, terminacji, widełki 

replikacyjne ulegają fuzji ze zbieżnymi widełkami poruszającymi się z przeciwnego kierunku. Pomimo 

że genomy eukariotyczne zawierają liczne ori, w trakcie pojedynczej fazy S jedynie część potencjalnym 

miejsc inicjacji replikacji jest wykorzystywana do utworzenia widełek replikacyjnych. Pozostałe, 

nieaktywowane ori są replikowane pasywnie przez widełki poruszające się z sąsiednich miejsc 

startowych. Aktywacja zbyt dużej liczby miejsc startowych replikacji może być szkodliwa dla 

stabilności genomu, ponieważ prowadzi do wyczerpania zasobów niezbędnych do syntezy DNA (pula 

deoksyrybonukleotydów oraz podstawowych czynników replikacyjnych)6. Z drugiej strony, 

spowolniona progresja widełek replikacyjnych umożliwia uruchomienie nieaktywnych ori, co daje 

szansę na ukończenie replikacji przed wejściem komórki w mitozę. Zmiany dynamiki replikacji DNA 

są potencjalnie niebezpieczne i mogą prowadzić do błędów replikacyjnych prowadzących do 

niestabilności genomu. Zaburzenia replikacji DNA, zbiorczo nazywane są stresem replikacyjnym, 

manifestują się poprzez zatrzymanie bądź zwolnienie progresji widełek replikacyjnych7. Stres 
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replikacyjny może powstawać po napotkaniu przez widełki replikacyjne wewnętrznych przeszkód na 

DNA (np. silnie związane białka do DNA albo hybrydy DNA-RNA), uszkodzeń DNA lub struktur 

drugorzędowych obecnych na matrycy DNA. Nadmiar bądź niedobór aktywowanych ori albo brak 

pełnej koordynacji replikacji w cyklu komórkowym również mogą stanowić źródło stresu 

replikacyjnego. Zarówno spowolnione, jak i zatrzymane widełki replikacyjne mogą prowadzić do 

aktywacji potencjalnie mutagennych szlaków naprawy DNA. Ponadto, zaburzenia replikacji zwiększają 

ryzyko wejścia komórki w mitozę z nierozwiązanymi pośrednimi strukturami replikacyjnymi8. 

Prowadzi to do powstawania w miejscach stresu replikacyjnego specyficznych mostków DNA na 

niezreplikowanym DNA, które po rozciągnięciu w trakcie mitozy mogą zostać przerwane, prowadząc 

do uszkodzeń DNA przekazywanych do komórek potomnych9. Dlatego też aktywacja właściwych, 

ściśle kontrolowanych szlaków naprawy uszkodzeń i wznawiania syntezy DNA na zatrzymanych 

widełkach replikacyjnych jest kluczowa dla zachowania stabilności genomów organizmów 

eukariotycznych. 

Homologiczna rekombinacja (z ang. homologous recombination, HR) umożliwia zarówno 

naprawę dwuniciowych złamań DNA (z ang. Double Strand Breaks, DSB), jak również reinicjację 

zatrzymanej syntezy DNA podczas zaburzonej replikacji10,11. Mutacje w genach kodujących białka 

regulujące replikację DNA i HR są jedną z przyczyn starzenia organizmów oraz powstawania 

nowotworów u ludzi12. Białka te, jak i same mechanizmy naprawcze, w znacznym stopniu są 

ewolucyjnie zachowane i podobne wśród organizmów eukariotycznych. Nasze dzisiejsze zrozumienie 

procesów metabolicznych umożliwiających utrzymanie stabilności genomu bazuje w dużej mierze na 

badaniach podstawowych prowadzonych przy użyciu modelowych organizmów drożdży 

piekarniczych Saccharomyces cerevisiae oraz drożdży rozszczepkowych Schizosaccharomyces pombe, 

które dostarczyły fundamentalnych informacji na temat podstaw procesów związanych z naprawą 

DNA13. Co istotne, złożoność procesów naprawy DNA w komórkach ludzkich i powiązana z defektami 

w naprawie DNA transformacja nowotworowa zdrowych komórek wymagają dalszych badań, przy 

użyciu różnych modeli badawczych, w tym dobrze poznanych prostych organizmów 

jednokomórkowych, takich jak drożdże S. pombe. 

Podczas stresu replikacyjnego jednoniciowe DNA (z ang. single stranded DNA, ssDNA), 

eksponowane na zatrzymanych widełkach replikacyjnych, jest opłaszczane heterotrimerycznym 

kompleksem RPA, co stabilizuje ssDNA i zapobiega jego degradacji14. Fragmenty ssDNA-RPA 

stanowią sygnał i platformę dla przyłączenia białek naprawczych14. Nienaprawione zatrzymane widełki 

replikacyjne mogą ulec bezpośredniemu przekształceniu w dwuniciowe złamanie DNA w wyniku 

oddysocjowania białek replikacyjnych i rozpadu replisomu, a następnie rozcięcia przez 

endonukleazy15,16. Komórki drożdży i ludzi mogą wykorzystywać niehomologiczne łączenie końców  

(z ang. non-homologous end joining, NHEJ) albo HR, aby uchronić się przed utratą ciągłości łańcucha 

DNA. Kompleks KU70-80 jest kluczowym przełącznikiem między HR a NHEJ17. KU70-80 blokuje 

początkową resekcję końców DNA (nukleolityczną degradację jednej z nici DNA) przez kompleks 
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MRN-Ctp1 w miejscu uszkodzenia DNA/zatrzymania widełek i ułatwia ligację DNA – proces 

przeważający w komórkach ludzkich, który potencjalnie zwiększa ryzyko małych delecji/insercji18.  

HR, katalizowana przez rekombinazę Rad51, nie tylko umożliwia wznowienie syntezy DNA na 

zablokowanych widełkach, ale jest również wymagana do wydajnej fuzji z widełkami aktywowanymi 

z przeciwległego miejsca inicjacji replikacji10. Utworzenie nukleofilamentu przez Rad51 jest możliwe 

po usunięciu kompleksów RPA z ssDNA przez główny mediator HR, u drożdży białko Rad5219. 

Nukleacja rekombinazy Rad51 na ssDNA odbywa się przy udziale szeregu dodatkowych białek 

mediatorowych, które stymulują tworzenie nukleofilamentu i jego stabilizację20. W dalszym etapie 

procesu rekombinacji, białka mediatorowe wspomagają wymianę homologicznych fragmentów DNA. 

Utworzenie nukleofilamentu Rad51 na zatrzymanych widełkach replikacyjnych prowadzi do 

remodelowania struktury widełek przez rekombinazę. HR na widełkach replikacyjnych musi podlegać 

ścisłej kontroli, ze względu na możliwość niekontrolowanych rearanżacji chromosomowych, tj. zmian 

w strukturze chromosomów, obejmujących przemieszczenie, utratę lub duplikację fragmentów DNA. 

Post-translacyjne modyfikacje białek (z ang. post-translational modification, PTM) stanowią 

kluczowy aspekt regulacji odpowiedzi komórek na stres replikacyjny, warunkujący wybór i aktywację 

właściwych ścieżek naprawczych oraz rekrutację odpowiednich enzymów naprawczych21. Jedną  

z niezbędnych PTM jest SUMOilacja – kowalencyjne przyłączanie małego białka podobnego do 

ubikwityny – SUMO (z ang. Small Ubiquitin-like Modifier) do białek substratowych22,23. SUMOilacja 

warunkuje przeżywalność komórek eukariotycznych i reguluje procesy naprawy DNA zarówno u 

drożdży jak i u wyższych eukariontów, w tym ludzi. SUMOilacja wpływa na stabilność, lokalizację 

wewnątrzjądrową i funkcję modyfikowanych białek. Wiele badań wykazało, że zaburzenia w szlaku 

SUMOilacji mogą stanowić jedną z przyczyn chorób neurodegeneracyjnych i nowotworzenia u ludzi,  

a na poziomie molekularnym prowadzą do zmniejszonej efektywności naprawy DNA w miejscach 

stresu replikacyjnego i ogólnie zaburzają dynamikę replikacji DNA24,25. Dlatego też szczegółowe 

zrozumienie mechanizmów SUMOilacji daje potencjał do opracowania nowych strategii  

anty-nowotworowych, np. poprzez inhibicję przyłączania cząsteczek SUMO, co może prowadzić do 

ograniczenia proliferacji komórek nowotworowych26. Niestety, globalne hamowanie szlaku 

SUMOilacji jest toksyczne, a mutacje głównych enzymów zaangażowanych w SUMOilację prowadzą 

często do letalności, co wykazano na modelach drożdży i myszy27,28. W związku z tym, uzyskanie jak 

najbardziej szczegółowej wiedzy na temat mechanizmów SUMOilacji i ich wpływu na procesy 

odpowiedzi komórek na stres replikacyjny ma fundamentalne znaczenie dla opracowania nowych, 

bardziej specyficznych terapii i minimalizowania efektów ubocznych inhibicji SUMOilacji.  

Podobnie do procesu ubikwitynacji, SUMO jest przyłączane do swoich substratów poprzez 

kaskadę enzymów29. Cząsteczka SUMO, w pierwszej kolejności jest aktywowana poprzez przycięcie 

na C-końcu przez SENP SUMO proteazę Ulp1. Następnie, SUMO ulega trans-estryfikacji przez enzym 

E1 (Aos1-Uba2), aby w tej postaci zostać przeniesione na białka docelowe dzięki działaniu enzymu 

koniugującego E2 (Ubc9) oraz dwóch E3 ligaz SUMO (Nse2 i Pli1 u S. pombe), warunkujących 
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specyficzność reakcji30. Co ciekawe, w drożdżach rozszczepkowych SUMO jest kodowane przez 

pojedynczy gen pmt3+, a jego mutacja nie prowadzi do śmierci komórek, tak jak w przypadku ortologa 

SUMO z S. cerevisiae (SMT3). Brak pmt3+ wiąże się jednak z ciężkimi zaburzeniami wzrostu i hiper-

wrażliwością na substancje genotoksyczne. Wiele białek zaangażowanych w naprawę DNA podlega 

SUMOilacji poprzez przyłączanie SUMO do jednej lub kilku reszt lizylowych, co generuje odpowiednio 

mono-SUMOilację i multi-mono-SUMOilację. Następnie do cząsteczek SUMO na białkach mogą być 

dołączane kolejne cząsteczki SUMO, co prowadzi do utworzenia polimerycznych łańcuchów SUMO 

(poliSUMOilacja). Łańcuchy SUMO są rozpoznawane m. in. przez SUMO-zależne ligazy ubikwityny 

(z ang. SUMO-targeted ubiquitin ligases, STUbL), co może prowadzić do ubikwitynacji 

SUMOilowanych białek i ich degradacji w proteasomie31,32. SUMOilacja może być również 

bezpośrednio usuwana z białek docelowych dzięki aktywności proteaz SUMO (z ang. Sentrin/SUMO-

specific proteases, SENP) – Ulp1 i Ulp233,34. Uszkodzenia DNA bądź zablokowane widełki replikacyjne 

są miejsce jednoczesnego przyłączania cząsteczek SUMO do wielu substratów, co jest opisywane jako 

„chmury SUMO”. Badania proteomiczne wykazały, że grupowa SUMOilacja białek replisomu jest 

niezbędna dla efektywnej replikacji i procesów naprawy DNA, choć dokładne substraty na widełkach 

replikacyjnych nie zostały w pełni opisane35. 

Niektóre rodzaje uszkodzeń DNA, w tym zatrzymane widełki replikacyjne na powtórzonych 

trójnukleotydowych sekwencjach DNA (np. wielokrotnych CAG), mogą być przemieszczane wewnątrz 

jądra komórkowego, w celu aktywacji ściśle kontrolowanej ścieżki naprawczej36. Dotychczasowe 

badania sugerują, że większość dwuniciowych złamań DNA jest naprawiana w centralnej części jądra 

komórkowego. Procesy te zbiorczo sklasyfikowano jako kanoniczną HR, która jest możliwa gdy 

donorowe homologiczne sekwencje DNA są dostępne na chromatydzie siostrzanej37. Podobnie, 

większość krótkotrwale zablokowanych widełek replikacyjnych nie ulega przemieszczeniu w obrębie 

jądra komórkowego. W przypadku szczególnych, trudnych do naprawy uszkodzeń DNA albo widełek 

replikacyjnych niezdolnych do reinicjacji syntezy DNA, konieczna jest re-lokalizacja wewnątrzjądrowa, 

w celu aktywacji alternatywnych ścieżek naprawy DNA. Stanowi to dodatkowy poziom kontroli, który 

pomaga zachować integralność genomu. Co istotne, wewnątrzjądrowa re-lokalizacja uszkodzeń 

DNA/zablokowanych widełek replikacyjnych jest koordynowana przez SUMOilację38–40. Dynamika  

i czasoprzestrzenne umiejscowienie naprawy DNA wewnątrz jądra komórkowego są stosunkowo 

nowym i szerokim obszarem badań nad odpowiedzią komórek na stres replikacyjny. W przeciągu 

ostatnich dwóch dekad badania przeprowadzone przy użyciu różnych modeli badawczych (między 

innymi drożdży S. cerevisiae i muszki owocowej D. melanogaster) pokazały, że kompleksy porów 

jądrowych (z ang. nuclear pore complexes, NPC) stanowią miejsce dokowania trwale zatrzymanych 

widełek replikacyjnych, hiper-resekowanych DSB oraz zdegradowanych telomerów41,42. Relokacja do 

otoczki jądrowej wyżej wymienionych, trudnych do naprawy uszkodzeń DNA i zablokowanych widełek 

replikacyjnych umożliwia przestrzenną segregację procesów naprawczych w trójwymiarowym, wysoce 

zagęszczonym jądrze komórkowym. 
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Białkowo-lipidowa otoczka jądrowa, oddzielająca nukleoplazmę jądra komórkowego od 

cytoplazmy, jest przenikana przez makromolekularne kompleksy porów jądrowych43. NPC umożliwiają 

selektywny transport białek i RNA między jądrem a cytoplazmą, ale również odgrywają istotną rolę w 

utrzymaniu integralności genomu44,45. Każdy NPC jest zbudowany z wielu kopii około 30 różnych 

białek, zwanych nukleoporynami. Nukleoporyny łączą się w odrębne podkompleksy, które razem 

tworzą strukturę poru jądrowego. Struktura ta obejmuje osiem filamentów cytoplazmatycznych, 

symetryczny płaszcz centralny oraz osiem filamentów nukleoplazmatycznych tworzących kosz jądrowy 

(z ang. nuclear basket). Płaszcz centralny składa się z kompleksu pierścienia wewnętrznego, otoczonego 

pierścieniami zewnętrznymi, zlokalizowanymi po stronie cytoplazmatycznej i jądrowej. Pierścień 

wewnętrzny tworzy centralny kanał bogaty w nukleoporyny FG, pośredniczące w selektywnym 

transporcie cząsteczek. Głównymi elementami budującymi zewnętrzne pierścienie są Y-kształtne 

kompleksy Nup107-160 (występujące pod tą nazwą u ludzi i w S. pombe, a w S. cerevisiae jako 

kompleks Nup84). NPC wykazują silne interakcje ze szlakiem SUMOilacji: proteaza SUMO Ulp1 w 

normalnych warunkach jest związana z porem jądrowym, a w komórkach S. cerevisiae pokazano, że 

STUbL Slx8 może wchodzić w interakcję z białkiem Nup84 z Y-kompleksu34,38. 

4.1.2.2 Szczegółowy opis wyników wchodzących w skład głównego osiągnięcia naukowego 

Wiele cennych informacji na temat odpowiedzi komórek na stres replikacyjny uzyskano dzięki 

opracowanemu przez dr hab. Sarę Lambert genetycznemu systemowi w drożdżach rozszczepkowych, 

umożliwiającego zablokowanie pojedynczych widełek replikacyjnych RTS1-RFB (sekwencja RTS1 do 

której wiąże się specyficzne białko Rtf1, stanowiące blokadę replikacji, z ang. replication fork block, 

RFB)18,46,47. Dotychczas dowiedziono, że blokada replikacji RTS1-RFB, pomimo silnego zatrzymania 

replikacji na sekwencji RTS1 wstawionej w pobliżu genu ura4+ na chromosomie III, nie prowadzi do 

rozpadu widełek replikacyjnych i powstania w ich miejscu dwuniciowych złamań DNA48. Jest to bardzo 

istotna cecha systemu RTS1-RFB, jako że jego przetwarzanie wewnątrz jądra komórkowego nie wynika 

z aktywacji ścieżek naprawy dwuniciowych złamań DNA, które mogą być relokowane wewnątrz jądra 

komórkowego. Aktywna blokada RTS1-RFB ulega kontrolowanej, dwustopniowej resekcji – najpierw 

krótki fragment ssDNA jest generowany przez kompleks MRN-Ctp1, a następnie ssDNA jest wydłużane 

przez egzonukleazę Exo118,47. Umożliwia to przyłączanie białka mediatorowego Rad52, usuwanie RPA 

z ssDNA i efektywne wiązanie rekombinazy Rad51.  

W 2016 r., po rozpoczęciu pracy w Instytucie Curie w zespole dr hab. Sary Lambert, podjąłem 

się realizacji nowego projektu badawczego od podstaw. Moim celem było zbadanie czy indukowalna, 

białkowa blokada replikacji RTS1-RFB, używana w grupie dr hab. Sary Lambert, może ulegać 

przemieszczeniu wewnątrz jądra komórkowego i wchodzić w interakcję z otoczką jądrową w celu 

reinicjacji syntezy DNA w komórkach drożdży S. pombe. 

 



17 
 

Pod wpływem aktywacji blokady RTS1-RFB większość komórek wykazuje 

przemieszczanie dysfunkcyjnych widełek replikacyjnych do otoczki jądrowej, co pokazałem 

wykorzystując techniki przyżyciowej mikroskopii fluorescencyjnej (Ryc.1, H1). Wizualizacja 

blokady RTS1-RFB była możliwa dzięki integracji powtórzeń LacO wiążących białko LacI w fuzji  

z białkiem czerwonej fluorescencji mCherry, co pod mikroskopem fluorescencyjnym dawało obraz 

pojedynczego skupiska (focus). W celu szczegółowej analizy czasu oddziaływania aktywnej blokady 

RTS1-RFB z otoczką jądrową, zoptymalizowałem technikę poklatkowego obrazowania żywych 

komórek w mikroskopii konfokalnej, dzięki czemu przeprowadziłem na odrębnych komórkach pomiary 

czasów interakcji blokady RTS1-RFB z otoczką jądrową, wizualizowaną za pomocą wyznakowanej 

fluorescencyjnie nukleoporyny Npp106-GFP pierścienia wewnętrznego płaszcza centralnego NPC 

(Ryc.1, H1). Ponadto, wykonałem analizę mobilności zablokowanych widełek replikacyjnych, na 

podstawie średnich przesunięć kwadratowych (z ang. mean square displacement, MSD) i dowiodłem, 

że pod wpływem interakcji z otoczką jądrową ich zdolność do przemieszczania się wewnątrz jądra 

komórkowego jest znacznie zmniejszona. Sugerowało to, że zablokowane widełki replikacyjne są 

dokowane na otoczce jądrowej. Aby to potwierdzić, zaadaptowałem i zoptymalizowałem technikę 

immunoprecypitacji chromatynowej (z ang. chromatin immunoprecipitation, ChIP) 

nukleoporyny Npp106-GFP, a następnie przedstawiłem dowody, że zablokowane widełki 

replikacyjne RTS1-RFB są relokowane i dokowane do porów jądrowych, a nie do innych białek 

otoczki jądrowej (Ryc.1, H1). Wykorzystując mikroskopię fluorescencyjną i ChIP pokazałem, że 

zablokowane widełki replikacyjne ulegają re-lokalizacji do porów jądrowych po aktywności 

endonukleolitycznej MRN-Ctp1, generującej krótki fragment jednoniciowego DNA na widełkach.  

Re-lokalizacja do NPC zachodziła po dalszej aktywności mediatora HR Rad52 i przyłączeniu 

rekombinazy Rad51 do RTS1-RFB. Co ciekawe, w odróżnieniu od danych uzyskanych z S. cerevisiae  

i D. melanogaster, blokada replikacji poprzez silnie przyłączone białko w systemie RTS1-RFB 

generowała potrzebę remodelowania widełek replikacyjnych przez rekombinazę Rad51 – w mutancie 

rad51-II3A, który pozwala jedynie na łączenie rekombinazy do DNA, ale nie umożliwia katalitycznej 

aktywności Rad5147, relokacja RTS1-RFB do NPC nie zachodziła (Ryc. 2, H1). Podobnie jak w 

pozostałych organizmach modelowych, do zaobserwowania relokacji aktywnej blokady RTS1-

RFB i efektywnego restartu syntezy DNA na widełkach konieczna była SUMOilacja oraz SUMO-

zależna ligaza ubikwityny Slx8. Wykonane przeze mnie pomiary mobilności zablokowanych widełek 

replikacyjnych na podstawie kalkulacji MSD pokazały, że Slx8 jest konieczne dla właściwego 

ukierunkowania aktywnego RTS1-RFB w kierunku NPC – degradacja Slx8 skutkowała znacznie 

zwiększoną mobilnością widełek (Ryc. 3, H1). Slx8 nie wpływał natomiast na ochronę widełek przed 

nukleolityczną degradacją przez enzym Exo1 (Ryc. 3 oraz Ryc.3 w Suplemencie, H1), co pokazałem 

wykorzystując dwukierunkową elektroforezę fragmentów DNA (z ang. bi-dimensional gel 

electrophoresis, 2DGE). Jest to zaawansowana technika w biologii molekularnej, umożliwiająca 

wizualizację profili replikacyjnych wybranych locus genomowych, znajdujących się w pobliżu 
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aktywnych ori. Stopień złożoności metody sprawia, że pomimo opisania tej techniki w 1987 roku przez 

Bonitę Brewer i Waltona Fangmana49, przez ostatnie trzy dekady była ona używana przez stosunkowo 

nieliczne grupy badawcze. W 2020 roku otrzymaliśmy razem z dr hab. Sarą Lambert zaproszenie od dr 

Aury Carreiry i prof. Andrésa Aguilery do napisania rozdziału w książce „Homologous Recombination 

– Methods and Protocols” na temat wykorzystania techniki 2DGE w analizie przetwarzania 

zablokowanych widełek replikacyjnych przez rekombinację (H3). Szczegółowy protokół i sposób 

postępowania, oparte o dane eksperymentalne dla locus RTS1-RFB wraz z odpowiednimi 

przykładami umożliwiają wykorzystanie techniki 2DGE przez szerszą grupę naukowców 

badających mechanizmy odpowiedzi komórkowej na stres replikacyjny.  

W komórkach S. cerevisiae mutanty pozbawione genów kodujących nukleoporyny z różnych 

podjednostek NPC wykazują wrażliwość na związki genotoksyczne38. Wskazuje to na udział NPC  

w komórkowej odpowiedzi na uszkodzenia DNA i stres replikacyjny. W celu analizy roli NPC w 

restarcie zablokowanych widełek replikacyjnych u S. pombe, postanowiono sprawdzić wpływ 

nukleoporyny Nup132 – najliczniej występującego w komórce białka z kompleksu Y z zewnętrznego 

pierścienia poru jądrowego. Nup132 było potrzebne do prawidłowej odpowiedzi na stres replikacyjny 

(Ryc. 4, H1). Mutacja nup132+ miała istotny wpływ na zdolność do ukończenia replikacji zahamowanej 

przez hydroksymocznik (z ang. hydroxyurea, HU), co potwierdziłem poprzez rozdział całych 

chromosomów w pulsacyjnym polu elektrycznym (z ang. pulse field gel electrophoresis, PFGE,  

Ryc. 5 w Suplemencie, H1). HU inhibuje reduktazę rybonukleotydową, prowadząc do wyczerpania puli 

dostępnych deoksyrybonukleotydów i zatrzymania komórek w fazie S. Dowiedziono również rolę 

Nup132 w promowaniu zależnego od HR restartu zablokowanych widełek replikacyjnych (z ang. 

recombination-dependent replication, RDR), po uprzednim dokowaniu widełek na NPC  

i remodelowaniu widełek przez rekombinazę Rad51 (Ryc. 4, H1). W mutancie nup132Δ, pomimo 

niezaburzonej relokacji RTS1-RFB do NPC zaobserwowałem zmniejszoną o prawie połowę 

częstość wznawiania syntezy DNA w porównaniu do szczepu typu dzikiego, wykorzystując 

genetyczny system oparty o niefunkcjonalny wariant genu ura4+ w pobliżu którego wstawiona była 

blokada RTS1. W wyjściowym szczepie gen ura4+ jest nieaktywny, ze względu na 20-nukleotydową 

duplikację otoczoną regionami mikro-homologii, na których dochodzi do „ślizgania” się 

zrestartowanego przez rekombinację replisomu (z ang. replication slippage)50. W rezultacie wznowienia 

syntezy DNA poprzez RDR, duplikacja zostaje utracona, a funkcjonalność genu ura4+ przywrócona, 

co umożliwia monitorowanie liczby komórek i kalkulację częstości restartu replikacji na podstawie 

wzrostu mutantów na płytkach selekcyjnych pozbawionych uracylu.  

Delecja genu nup132+ prowadzi do delokalizacji z NPC proteazy SUMO Ulp151. Co więcej, 

utrata lokalizacji na porach jądrowych przez Ulp1 skutkuje obniżeniem całkowitej SUMOilacji białek 

w komórkach S. pombe, jako że Ulp1 bierze udział w dojrzewaniu cząsteczki SUMO (przycięcie na  

C-końcu w celu odsłonięcia motywu GG). Jednocześnie delokalizacja Ulp1 prowadzi do nadmiernej 

degradacji E3 ligazy SUMO Pli151. Dlatego też przetestowano wpływ E3 ligazy SUMO Pli1 
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odpowiedzialnej za większość (~90%) SUMOilacji białek w komórce52, w tym tworzenie łańcuchów 

SUMO oraz bezpośredni wpływ braku poliSUMOilacji na relokację i restart widełek replikacyjnych. 

Dowiodłem, że zarówno w mutancie pli1Δ, jak i w mutancie SUMO-KallR (w którym wszystkie lizyny 

w endogennej cząsteczce SUMO zmutowano w argininy, co uniemożliwiało formowanie łańcuchów 

SUMO), nie dochodzi do relokacji blokady RTS1-RFB do NPC. Co ciekawe, brak łańcuchów SUMO 

skutkuje niekontrolowaną, znacznie zwiększoną częstością RDR restartu syntezy DNA na 

zablokowanych widełkach, zachodzącą w nukleoplaźmie (Ryc. 5, H1). Ze względu na 

zaangażowanie STUbL Slx8 w relokację RTS1-RFB do NPC, postanowiono zbadać rolę proteasomu we 

wznawiania syntezy DNA w obrębie zablokowanych widełek replikacyjnych. W tym celu 

przygotowałem szczep pozbawiony genu rpn10+, który koduje regulatorową podjednostkę proteasomu. 

Jest to jeden z nielicznych pozostających przy życiu mutantów proteasomu (większość genów 

kodujących białka proteasomu jest niezbędna do życia komórki). Co więcej, brak genu rpn10+ skutkuje 

zaburzoną degradacją ubikwitynowanych białek53. Dowiodłem, że mutant rpn10Δ nie wykazywał 

defektu w relokacji RTS1-RFB do porów jądrowych, natomiast cechował się obniżoną częstością RDR 

w stosunku do szczepu typu dzikiego. Genetyczna analiza pomiędzy genami rpn10+ oraz nup132+ 

sugerowała niezależny wpływ proteasomu i proteazy SUMO Ulp1 na restart widełek. Aby 

potwierdzić rolę Ulp1 w restarcie zablokowanych widełek replikacyjnych, wykorzystałem strategię 

sztucznego przyłączenia Ulp1 do RTS1-RFB, dzięki zastosowaniu systemu opartego o wiązanie 

fuzyjnego białka Ulp1-LexA do sekwencji wiążącej LexBS (z ang. Lex Binding Site), wstawionej  

w pobliżu sekwencji RTS154. Wymuszone przyłączenie proteazy Ulp1 do widełek replikacyjnych było 

w stanie istotnie zwiększyć częstość restartu syntezy DNA w komórkach mutanta nup132Δ co 

wskazywało na konieczność deSUMOilacji białek replisomu jako czynnika kontrolnego RDR (Ryc. 6, 

H1). Ze względu na wpływ łańcuchów SUMO oraz ligazy SUMO Pli1 na relokację oraz częstość 

restartu zablokowanych widełek RTS1-RFB, postanowiono sprawdzić rolę Pli1 na zablokowanych 

widełkach replikacyjnych techniką dwukierunkowej elektroforezy DNA. Dowiodłem, że w mutancie 

pli1Δ dochodzi do nadmiernej resekcji na widełkach replikacyjnych (widocznej jako specyficzna 

struktura DNA w formie "ogona" wychodząca z sygnału zatrzymania widełek i opadająca w kierunku 

liniowego łuku, Ryc. 7, H1). Podsumowując, poliSUMOilacja białek, generowana przez ligazę Pli1, 

stanowi czynnik inicjujący relokację widełek replikacyjnych do NPC. Z drugiej strony aktywność 

Pli1 na widełkach jest konieczna w celu utrzymania integralności replisomu. Ponadto, widełki 

replikacyjne muszą zostać remodelowane przez rekombinazę Rad51, w celu efektywnego 

przeniesienia do porów jądrowych, co podsumowano w modelu (Ryc. 7, H1). 

Po opublikowaniu powyższych wyników i rozpoczęciu przeze mnie kierowania Inkubatorem 

Doskonałości Naukowej – Centrum Badawczym Naprawy DNA i Replikacji na Uniwersytecie 

Wrocławskim w październiku 2021 roku, postanowiliśmy napisać razem z dr hab. Sarą Lambert i jej 

doktorantką Kamilą Schirmeisen artykuł przeglądowy podsumowujący stan wiedzy na temat SUMO-

zależnej relokalizacji dysfunkcyjnych widełek replikacyjnych. Przeprowadzone badania (H1) 
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sugerowały inny mechanizm warunkujący relokację białkowego bloku replikacji, w stosunku do 

widełek replikacyjnych zatrzymanych na wielokrotnie powtórzonych sekwencjach trójnukleotydowych 

CAG w heterochromatynie. W systemie białkowego bloku, nie tylko była wymagana aktywność 

katalityczna rekombinazy Rad51, co wskazywało na remodelowanie widełek, ale również 

poliSUMOilacja, w szczególności formowanie łańcuchów SUMO na białkach replisomu.  

W przeciwieństwie do S. pombe, u drożdży piekarniczych mono-SUMOilacja generowana przez Mms21 

(Nse2 u S. pombe) była wystarczającym sygnałem do re-lokalizacji, a rekombinaza Rad51 ładowana 

była na zablokowane widełki replikacyjne dopiero po dokowaniu do porów jądrowych55. Wydaje się 

zatem, że w zależności od rodzaju blokady replikacji, relokacja do NPC może zachodzić, jednakże 

ładowanie rekombinazy Rad51 może być zarówno wymagane do przeniesienia na por jądrowy, 

jak i ściśle kontrolowane dopiero po zadokowaniu do NPC (Ryc. 2, H5). Na tej podstawie 

postawiono pytanie, w jaki sposób aktywowana jest właściwa ścieżka naprawy w zależności od typu 

uszkodzeń DNA? Wiadomo, że SUMOilacja stanowi łącznik pomiędzy przetwarzaniem lub stabilizacją 

zablokowanych widełek replikacyjnych a ich odpowiednim przemieszczaniem do NPC. Nadmierna 

SUMOilacja, w wyniku braku STUbL Slx8 skutkowała zwiększoną mobilnością RTS1-RFB. Z drugiej 

strony, brak E3 ligazy SUMO Pli1, prowadzący do znacznej redukcji poziomu SUMOilacji białek, 

skutkował zmniejszoną mobilnością RTS1-RFB (H1). Potwierdza to wpływ SUMOilacji na 

przestrzenną organizację metabolizmu DNA w celu zapewnienia integralności genomu. Mechanizmy 

warunkujące relokację widełek zatrzymanych na sekwencjach powtórzonych, takich jak wielokrotne 

CAG, są odmienne od tych zaangażowanych w relokację widełek zatrzymanych przez białkowe 

blokady. Komórki wyewoluowały szlaki ograniczające dostęp Rad51 do powtórzonych sekwencji, aby 

zminimalizować niepożądane rearanżacje genomu w wyniku HR i utrzymywać liczbę powtórzeń na 

stałym poziomie. W przypadku blokad replikacji poza powtórzonymi sekwencjami, szlaki te mogłyby 

zmniejszać efektywność restartu widełek, dlatego też mechanizm dla białkowego bloku RTS1-RFB 

różni się od tych opisanych dla sekwencji powtórzonych. Powyższe badania prowadziły do 

sformułowania końcowego pytania w artykule: jakie procesy w obrębie otoczki jądrowej i porów 

jądrowych warunkują efektywny restart syntezy DNA na zablokowanych widełkach 

replikacyjnych (H5)?  

W trakcie mojego zatrudnienia w Instytucie Curie, nawiązaliśmy współpracę z prof. Antonym 

Carrem i dr Karelem Naimanem z Sussex University w Anglii w celu zbadania dynamiki mechanizmów 

naprawczych na zablokowanych widełkach kontrolowanych przez NPC. W tym celu zaplanowaliśmy 

wykonanie analizy wykorzystania polimeraz replikacyjnych poprzez sekwencjonowanie nowej 

generacji (z ang. polymerase usage–sequencing, pu-seq) 56 na zablokowanych widełkach RTS1-RFB  

w mutantach nup132Δ i rpn10Δ. W celu przeprowadzenia analizy pu-seq, w trakcie mojego zatrudnienia 

w Instytucie Curie, przygotowałem zestaw niezbędnych mutantów, o skomplikowanych genotypach, 

umożliwiających inkorporację zwiększonej ilości rybonukleotydów podczas syntezy DNA. Wiązało się 

to z koniecznością wprowadzenia do szczepów z blokadą RTS1-RFB zmutowanych podjednostek 
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katalitycznych polimeraz replikacyjnych δ oraz ε, a także mutacji RNAzy H2, która normalnie usuwa 

rybonukleotydy wstawiane omyłkowo podczas replikacji. Zwiększona obecność rybonukleotydów na 

wiodącej i opóźnionej nici DNA umożliwia śledzenie wykorzystania zmutowanych Pol δ lub Pol ε na 

genomowym DNA56. Analiza pu-seq w warunkach trwale inaktywowanego bloku (RFB OFF) oraz po 

silnej aktywacji blokady replikacji (RFB ON), pokazała, że widełki restartowane na blokadzie  

RTS1-RFB są replikowane w sposób niekanoniczny, tj. obydwie nici DNA (opóźniona i wiodąca) są 

replikowane przez polimerazę δ56. Umożliwia to dokładne zmapowanie miejsca restartu i określenie 

dynamiki procesu w analizowanych mutantach. W mutancie nup132Δ, analiza pu-seq dla dwóch 

niezależnie otrzymanych przeze mnie klonów pokazała, że bez funkcjonalnego Y-kompleksu, 40% 

widełek nie ulegało efektywnemu restartowi syntezy DNA, jednak te widełki na których synteza 

DNA została wznowiona, zachowywały tempo replikacji takie jak w przypadku szczepu typu 

dzikiego (Ryc. 1, H2).  

Wcześniejsze badania (H1) wskazały, że obserwowany spadek częstości restartu syntezy DNA 

na zablokowanych widełkach RTS1-RFB w mutancie nup132Δ wynikał z delokalizacji proteazy SUMO 

Ulp1 z NPC. Umiejscowienie proteazy Ulp1 na porach jądrowych u drożdży piekarniczych jest 

warunkowane na dwa sposoby: poprzez nukleoporyny z Y-kompleksu, a także poprzez nukleoporyny  

z kosza jądrowego57. Dlatego też, rozpocząłem badania nad wpływem nukleoporyn kosza jądrowego na 

ponowne uruchomienie zablokowanych widełek replikacyjnych, gdyż ich rola w S. pombe nie została 

dotychczas zbadana. Kosz jądrowy u S. pombe składa się z pięciu nukleoporyn: Nup60, Nup61, Nup124, 

Alm1, możliwych do usunięcia standardowymi technikami genetycznymi oraz Nup211, białko 

kodowane przez niezbędny do życia komórki gen nup211+58. Po pierwsze, wykonałem standardową 

analizę otrzymanych mutantów na związki genotoksyczne i pokazałem, że mutant nup124Δ nie 

wykazywał wrażliwości na badane związki, natomiast wzrost mutantów nup60Δ i nup61Δ był 

zahamowany w obecności hydroksymocznika. Brak genu alm1+ skutkował hiper-wrażliwością 

komórek zarówno na stres replikacyjny, jak i na DSB generowane przez bleomycynę. W następnej 

kolejności przeanalizowano zdolność mutantów kosza jądrowego do ukończenia replikacji zatrzymanej 

działaniem hydroksymocznika (Ryc. 1 w Suplemencie, H2). Jedynie mutacja nup61+ wpływała na 

zdolność komórek do zakończenia replikacji, co zwizualizowano poprzez rozdział całych 

chromosomów techniką PFGE. Świadczy to o różnym zaangażowaniu poszczególnych nukleoporyn 

kosza jądrowego w procesy naprawy DNA. 

HU blokuje replikację globalnie, synchronizując komórki na początku fazy S cyklu 

komórkowego. W celu ustalenia roli kosza jądrowego w ponownym uruchomieniu zatrzymanych 

widełek replikacyjnych, wykorzystano opisany wcześniej system RTS1-RFB. Jedynie pod nieobecność 

nukleoporyn Nup60 oraz Alm1, częstość restartu replikacji RDR była dwukrotnie obniżona  

w stosunku do szczepu kontrolnego (Ryc. 2, H2). W dalszej analizie wykorzystałem technikę 

dwukierunkowej elektroforezy fragmentów DNA (wedle protokołu przedstawionego w publikacji H3), 

dzięki czemu pokazałem, że aktywacja blokady RTS1-RFB i resekcja na zatrzymanych widełkach nie 
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różniły się znacząco od profilu obserwowanego w szczepie kontrolnym typu dzikiego. Wskazywało to, 

że kontrolowana degradacja nowopowstających nici przez Exo1, a także stabilizacja blokady przez 

rekombinazę Rad51, nie były zaburzone w wyniku mutacji podjednostek kosza jądrowego. Na tej 

podstawie wyciągnięto wniosek, że defekt w restarcie replikacji obserwowany w mutantach nup60Δ  

i alm1Δ nie jest związany z zaburzeniami w początkowych etapach procesowania zablokowanych 

widełek replikacyjnych (Ryc.2, H2). Mając na uwadze, że aktywne blokady RTS1-RFB są 

przemieszczane do porów jądrowych, wykorzystałem przyżyciową mikroskopię fluorescencyjną (wedle 

metody wprowadzonej w publikacji H1) w celu analizy umiejscowienia RTS1-RFB wizualizowanego 

poprzez system LacO-LacI-mCherry w kontekście otoczki jądrowej wyznakowanej poprzez  

Npp106-GFP. Pośród analizowanych mutantów nukleoporyn kosza jądrowego, jedynie w mutancie 

alm1Δ zaobserwowałem brak przemieszczania blokady RTS1-RFB do otoczki jądrowej (Ryc.2, H2). 

Biorąc pod uwagę otrzymane dane, wyciągnięto wniosek, że Nup60 i Alm1 promują restart 

replikacji w różny sposób: Nup60 po zadokowaniu widełek do NPC, a Alm1 przed zadokowaniem 

widełek do NPC. 

Ze względu na zaobserwowane różnice pomiędzy fenotypami mutantów nukleoporyn kosza 

jądrowego, oraz pokazany wcześniej wpływ Nup132 z Y-kompleksu na umiejscowienie proteazy 

SUMO Ulp1 na NPC, postanowiono sprawdzić efekt mutacji nukleoporyn kosza jądrowego na 

lokalizację i ekspresję Ulp1. Delecja genu nup60+, tak jak genu nup132+, skutkowała niemal całkowitą 

utratą sygnału Ulp1-GFP w mikroskopii przyżyciowej, a także powodowała drastyczne obniżenie 

sygnału Ulp1 na Western blot (Ryc. 3, H2). Wiązało się to ze spadkiem poziomu koniugatów SUMO  

w mutancie nup60Δ, tak samo jak w komórkach nup132Δ. Brak pozostałych nukleoporyn kosza 

jądrowego (Nup61, Nup124 i Alm1) miał pośredni wpływ na poziom Ulp1 i nie prowadził do obniżenia 

poziomu koniugatów SUMO. Sugerowało to, że Ulp1 było w tych mutantach nukleoporyn właściwie 

lokalizowane do NPC. Co ciekawe, szczegółowe pomiary gęstości sygnału Ulp1 na otoczce jądrowej  

z wykorzystaniem pół-automatycznej metody analizy obrazów mikroskopowych w badanych 

mutantach, wykazały że do właściwej lokalizacji Ulp1 na NPC jest wymagana obecność głównie 

Nup60, ale także w pewnym stopniu Nup124, natomiast wykluczono wpływ Nup211 (Ryc. 4 oraz Ryc. 

4 w Suplemencie,  H2).  

Biorąc pod uwagę delokalizację Ulp1 w mutancie nup60Δ oraz brak relokacji aktywnej blokady 

RTS1-RFB w mutancie alm1Δ, postanowiono sprawdzić w obu mutantach wpływ sztucznego 

przyłączenia proteazy SUMO Ulp1 do RTS1-RFB, wedle systemu Ulp1-LexA – RTS1-LexBS, 

opracowanego w publikacji H1. Ulp1-LexA w obecności RTS1-LexBS-RFB powodowało 

konstytutywne przyłączenie widełek replikacyjnych do NPC, niezależnie od aktywności blokady  

w szczepie typu dzikiego. W mutancie nup60Δ, jedynie aktywna blokada ulegała przemieszczaniu do 

NPC, bez względu na ekspresję Ulp1-LexA, co potwierdzało delokalizację Ulp1 z NPC w tym mutancie 

oraz brak roli Ulp1 w dokowaniu widełek replikacyjnych do NPC. Następnie wykonałem precypitację 

chromatyny związanej z Npp106-GFP i dowiodłem, że aktywne RTS1-RFB wchodziło  
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w interakcję z NPC bez względu na sztuczne przyłączenie do Ulp1-LexA, zarówno w szczepie typu 

dzikiego, jak i w mutancie nup60Δ, w którym Ulp1 nie jest obecne na NPC (Ryc. 5 w Suplemencie, 

H2). Ze względu na zaburzoną relokację RTS1-RFB w mutancie alm1Δ, a także obecność Ulp1 na NPC 

w tym szczepie, wymuszone przyłączenie Ulp1-LexA do RTS1-RFB skutkowało konstytutywnym 

przyłączeniem widełek do NPC, bez względu na aktywność blokady (Ryc. 5, H2). W dalszym etapie, 

przeprowadzono analizę częstości restartu replikacji RDR w kontekście sztucznie przyłączonego  

Ulp1-LexA do RTS1-LexBS-RFB i dowiedziono, że defekt restartu w mutancie nup60Δ jest łagodzony 

poprzez skierowanie Ulp1 do aktywnej blokady, natomiast Ulp1 nie jest odpowiedzialne za defekt 

zaobserwowany w mutancie alm1Δ. Ponadto, brak możliwości tworzenia łańcuchów SUMO (poprzez 

wprowadzenie allelu SUMO-KallR, uzyskanego w ramach publikacji H1) zwiększała częstość restartu 

jedynie w nup60Δ, nie mając wpływu na komórki alm1Δ. Sugerowało to, że nukleoporyny Nup60  

i Alm1 koordynują niezależne mechanizmy restartu widełek replikacyjnych. Badania przeprowadzone 

w zespole Rafaela Dagi pokazały, że Alm1 ma kluczowy wpływ na właściwą lokalizację proteasomu 

na otoczce jądrowej59. W publikacji H1 pokazano, że aktywność proteasomu jest konieczna dla restartu 

widełek zależnego od rekombinacji, na niezależnej ścieżce w stosunku do proteazy SUMO Ulp1. Biorąc 

pod uwagę rolę Alm1 w lokalizacji proteasomu, w celu szczegółowej analizy roli proteasomu w restarcie 

zablokowanych widełek replikacyjnych, wykorzystano uzyskanego w publikacji H1 mutanta rpn10Δ. 

Szczep pozbawiony genu rpn10+ charakteryzuje się wrażliwością na związki genotoksyczne i oprócz 

koniugatów ubikwityny, akumuluje również SUMOilowane białka (Ryc. 6 w Suplemencie, H2).  

Co ciekawe, wprowadzenie mutacji SUMO-KallR nie prowadziło do złagodzenia defektu częstości 

restartu RDR w szczepie rpn10Δ, mimo zahamowania akumulacji poliSUMOilowanych białek. 

Przypomina to sytuację opisaną w podwójnym mutancie SUMO-KallR alm1Δ, w którym również 

inaktywacja poliSUMOilacji nie prowadziła do złagodzenia defektu częstości restartu replikacji  

(Ryc. 5, H2). Reasumując, genetyczne dane sugerowały że Alm1 wpływa na restart replikacji poprzez 

koordynację działania proteasomu. W celu zbadania funkcji proteasomu we wznawianiu syntezy DNA 

zależnej od HR, przeprowadzono analizę wykorzystania polimeraz pu-seq w mutancie rpn10Δ w rejonie 

blokady RTS1-RFB. Wykorzystanie polimerazy δ poniżej RTS1-RFB sugerowało, że w porównaniu do 

szczepu typu dzikiego około 85% widełek replikacyjnych uległo zatrzymaniu i skutecznemu restartowi 

w komórkach rpn10Δ. Nachylenie wykresu użycia polimerazy δ jest jednak znacznie bardziej 

strome w rpn10Δ w porównaniu do szczepu typu dzikiego, co wskazuje na niższą prędkość syntezy 

DNA na widełkach, bądź niestabilność widełek replikacyjnych po ich restarcie (Ryc. 6, H2). Ta 

powolna/niestabilna replikacja skutkuje zwiększoną liczbą widełek replikujących analizowane locus  

z przeciwległego ori. Scenariusz ten znacząco różni się od obserwacji pu-seq dla mutanta nup132Δ,  

w którym liczba zrestartowanych widełek była obniżona prawie o połowę, natomiast te widełki, na 

których została wznowiona synteza DNA, poruszały się w sposób niezakłócony, przypominając profil 

obserwowany w szczepie typu dzikiego. Podsumowując, obecność w obrębie porów jądrowych proteazy 

SUMO Ulp1 oraz proteasomu jest niezbędna do regulacji wznawiania syntezy DNA zależnej od HR. 
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Nup132 z Y-kompleksu i Nup60 z kosza jądrowego warunkują prawidłową lokalizację proteazy 

Ulp1, która umożliwia efektywną inicjację syntezy DNA na zablokowanych widełkach 

replikacyjnych po zadokowaniu widełek do porów jądrowych. Alm1 z kosza jądrowego jest 

wymagane do właściwego umiejscowienia proteasomów na otoczce jądrowej. Rolą proteasomu jest 

utrzymywanie właściwej szybkości progresji widełek replikacyjnych po ich ponownym 

uruchomieniu. Szlaki te są od siebie niezależne i do uzyskania pełnej efektywności restartu konieczne 

jest ich współdziałanie (abstrakt graficzny, H2). 

Jak wspomniano we wstępie, rekombinaza Rad51 wiąże się z jednoniciowym DNA, jednakże 

aby pełnić swoje różnorodne funkcje, zarówno w naprawie DSB, jak i stabilizacji oraz restarcie widełek 

replikacyjnych, musi wchodzić w interakcję również z dwuniciowym DNA (z ang. double stranded 

DNA, dsDNA)60. Ze względu na potencjalną toksyczność kompleksów rekombinazy z dsDNA 

specyficzne enzymy, jak helikazy i translokazy DNA, mogą usuwać Rad51 zarówno z jednoniciowego 

jak i dwuniciowego DNA. Ekspresja genu rekombinazy RAD51 w komórkach ludzkich jest często 

podwyższona w wyniku mutacji białka p53, co sprawia, że rekombinaza Rad51 ma tendencję do 

nadprodukcji w komórkach rakowych, zwiększając ich oporność na uszkodzenia DNA i leki używane 

w chemioterapiach61. Pokazano również, że nadprodukcja Rad51 jest toksyczna dla komórek S. pombe62.  

Krótko przed podjęciem pracy w Instytucie Curie w 2016 r., zaobserwowałem, że delecja genu 

kodującego białko Rrp1 prowadziła do drastycznego wzrostu toksyczności nadprodukowanej 

rekombinazy Rad51 w komórkach S. pombe (Ryc. 1, H4). Stanowiło to punkt wyjścia dla 

charakterystyki zależności pomiędzy białkiem Rrp1, opisanym wcześniej jako mediator HR63,  

a rekombinazą Rad51, co stało się tematem projektu doktorskiego Jakuba Muraszko, wykonywanego 

pod kierownictwem dr hab. Doroty Dziadkowiec. W pierwszej kolejności pokazano, że wzrost poziomu 

Rrp1 prowadzi do złagodzenia toksycznego efektu nadprodukcji Rad51 (Ryc.1, H4). W celu 

charakteryzacji fizjologicznej roli białka Rrp1, zoptymalizowałem metodę pozwalającą zmierzyć 

poziom skupisk natywnego Rad51 na chromatynie techniką immunofluorescencji w szczepie typu 

dzikiego i mutancie pozbawionym genu rrp1+. Pokazałem, że mutacja rrp1+ prowadziła do 

istotnego zwiększenia liczby endogennych skupisk Rad51 (Ryc. 2, H4). Obserwacja zwiększonej 

liczby skupisk Rad51 w mutancie rrp1Δ nasunęła pytanie, do których regionów chromosomów wiąże 

się rekombinaza Rad51 pod nieobecność genu rrp1+. W tym celu wykorzystałem technikę 

immunoprecypitacji chromatyny związanej z Rad51 (zgodnie z protokołem opracowanym  

w publikacji H1) i dowiodłem, że Rad51 wiąże się w zwiększonym stopniu z centromerami  

w mutancie rrp1Δ (Ryc. 2, H4). Jako kontrolę wykorzystałem RTS1-RFB, blokadę replikacji używaną 

w opisanych powyżej publikacjach (H1-H5), która stanowi miejsce wiązania Rad51, co pozwoliło nam 

wyciągnąć wniosek, że Rrp1 reguluje tylko frakcję Rad51 kierowaną do centromerów, a nie do 

zablokowanych widełek replikacyjnych przez silnie związany kompleks białkowy. Zespół Takuro 

Nakagawy pokazał, że Rad51 w szczepie typu dzikiego wiąże się do centromerów w trakcie replikacji64, 

a uzyskane dane w publikacji H4 sugerowały że wiązanie to może podlegać regulacji przez białko Rrp1. 
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Interakcja pomiędzy Rrp1 a Rad51 została pokazana bezpośrednio techniką ko-immunoprecypitacji  

i potwierdzona na poziomie genetycznym w drożdżowym teście dwuhybrydowym (Ryc. 3, H4). 

Aktywność Rrp1 jako translokazy DNA usuwającej Rad51 z dsDNA została przedstawiona w szeregu 

biochemicznych analiz na oczyszczonych (Ryc. 4 oraz Ryc. 2 w Suplemencie, H4). Co ciekawe, 

biochemiczne analizy wskazywały również na wiązanie Rrp1 do kompleksów Rad51 na jednoniciowym 

DNA, ale nie prowadziło to do usuwania Rad51 z ssDNA, co podkreślało wpływ Rrp1 na specyficzną 

subfrakcję rekombinazy obecnej na dsDNA (Ryc. 3 w Suplemencie, H4). W pracy pokazano również 

rolę Rrp1 jako ligazy ubikwityny, której substratem jest Rad51 (Ryc.5, H4). Powyższe badania 

umożliwiły przedstawienie prawdopodobnego mechanizmu regulacji rekombinazy Rad51 w obrębie 

centromeru przez translokazę DNA Rrp1 (abstrakt graficzny, H4). 

Publikacje składające się na moje główne osiągnięcie habilitacyjne umożliwiły zrozumienie 

przestrzennej regulacji mechanizmów restartu zablokowanych widełek replikacyjnych w jądrach 

komórkowych S. pombe. Przeprowadzone badania dostarczyły informacji o roli porów jądrowych, 

proteazy SUMO Ulp1 i proteasomu we wznawianie syntezy DNA na zablokowanych widełkach 

replikacyjnych. Przeanalizowano również rolę rekombinazy Rad51 w powyższych procesach oraz 

opisano jej nowy regulator, białko Rrp1, którego funkcje dokładniej scharakteryzowane zostały w sekcji 

4.2, w ramach drugiego osiągnięcia habilitacyjnego prezentowanego w tym wniosku. 

4.1.2.3 Podsumowanie najważniejszych wyników i ich wpływ na rozwój dyscypliny: 

1. Widełki replikacyjne zatrzymane na białkowej blokadzie RTS1-RFB są przemieszczane do porów 

jądrowych, co wymaga utworzenia nukleofilamentu rekombinazy Rad51 na ssDNA w obrębie widełek 

i aktywności enzymatycznej rekombinazy Rad51. 

2. Relokacja RTS1-RFB do NPC wymaga poli-SUMOilacji białek replisomu, a ligaza SUMO Pli1 działa 

w obrębie widełek replikacyjnych chroniąc integralność nowo zsyntetyzowanych nici DNA. 

3. Relokowane do NPC widełki replikacyjne podlegają aktywności proteasomalnej oraz deSUMOilacji 

przez SUMO proteazę Ulp1. 

4. Mechanizm RDR (wznawiania syntezy DNA na zablokowanych widełkach w sposób zależny od HR) 

przestrzennie oddziela kolejne etapy restartu widełek. Wiązanie i aktywność Rad51 odbywa się  

w nukleoplazmie, podczas gdy wznowienie syntezy DNA następuje po usunięciu koniugatów SUMO  

z replisomu, po zakotwiczeniu do NPC. 

5. Pory jądrowe tworzą przestrzeń w jądrze komórkowym bogatą w proteazę SUMO Ulp1 i aktywności 

proteasomalne, które wykazują odrębne role podczas odpowiedzi na stres replikacyjny. 

6. Proteaza SUMO Ulp1 na NPC jest kluczowa dla efektywnego wznowienia syntezy DNA na 

zablokowanych widełkach. 
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7. Proteasomy związane z NPC modulują dynamikę syntezy DNA po restarcie widełek replikacyjnych, 

niezależnie od poli-SUMOilacji. 

8. Dwukierunkowa elektroforeza DNA (z ang. bi-dimensional gel electrophoresis, 2DGE) dla regionu 

RTS1-RFB umożliwia analizę profili widełek replikacyjnych zatrzymanych w określonym miejscu  

w genomie w kontekście wpływu mutacji w genach kodujących białka szlaków naprawy DNA, w tym 

homologicznej rekombinacji. 

9. SUMOilacja modyfikuje funkcje różnych białek naprawy DNA, w tym HR, co pozwala na 

kontrolowanie procesów naprawczych w czasoprzestrzeni. 

10. Kontrolowanie aktywności Rad51 ma kluczowy wpływ na stabilność genomu. Translokaza DNA 

Rrp1 reguluje stopień wiązania Rad51 do centromerów, gdzie nadmierna ilość rekombinazy może 

prowadzić do destabilizacji struktury centromeru. 

Badania wchodzące w skład publikacji wybranych do mojego głównego osiągnięcia 

habilitacyjnego dostarczyły nowych danych na temat organizacji komórkowej odpowiedzi na stres 

replikacyjny u modelowego organizmu drożdży rozszczepkowych Schizosaccharomyces pombe. 

Powyższe odkrycia umożliwiają pełniejsze zrozumienie procesów naprawczych prowadzących do 

rozwiązania stresu replikacyjnego i warunkujących utrzymanie stabilności genomu w komórkach 

eukariotycznych. Co istotne, mechanizmy naprawy DNA i komórkowej odpowiedzi na stres 

replikacyjnych u drożdży są podobne do tych w komórkach ludzkich. Wobec tego, przedstawione 

odkrycia, oprócz poszerzania naszej wiedzy, mogą mieć również znaczenie praktyczne dla ulepszania 

istniejących strategii antynowotworowych opartych o wywoływanie stresu replikacyjnego w komórkach 

rakowych albo obniżanie aktywności homologicznej rekombinacji w nowotworach. 

4.2 Tytuł drugiego osiągnięcia naukowego 

„Rola białek Rrp1 i Rrp2 z rodziny SWI2/SNF2 translokaz DNA oraz helikazy Srs2 w utrzymaniu 

stabilności genomu w komórkach drożdży Schizosaccharomyces pombe.” 

4.2.1 Wykaz publikacji wchodzących w skład drugiego osiągnięcia naukowego 

H6. Barg-Wojas A, Muraszko J#, Kramarz K#, Schirmeisen K, Baranowska G, Carr AM, Dziadkowiec 

D (2020). Schizosaccharomyces pombe DNA translocases Rrp1 and Rrp2 have distinct roles at 

centromeres and telomeres that ensure genome stability. Journal of Cell Science, 133:jcs230193.  doi: 

10.1242/jcs.230193,  

#równy udział 

IF2024 = 3,3 

IF5-letni = 3,9 

MNiSW2024 = 140 
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Liczba cytowań wg SCOPUS bez autocytowań na dzień 19.02.2025 – 1 

 

Mój udział w powstanie pracy: 

1. Edycja pierwotnej wersji manuskryptu. 

2. Współudział w procesie recenzji, przygotowywanie odpowiedzi dla recenzentów podczas 

kolejnych rund recenzji, edycja kolejnych wersji manuskryptu, powstających w trakcie recenzji 

artykułu. 

3. Zaprojektowanie i wykonanie głównych eksperymentów w odpowiedzi na krytykę 

recenzentów, co było kluczowe dla pozytywnego zakończenia procesu recenzji: 

- Dokonałem analizy przyżyciowych preparatów w mikroskopii fluorescencyjnej w celu 

określenia liczby skupisk białka RPA po nadprodukcji Rrp1 i Rrp2 (Rycina 1C). 

- Zoptymalizowałem technikę immunoprecypitacji histonu centromerycznego Cnp1  

w fuzji z CFP i przeanalizowałem jego wiązanie w rejonie centromeru metodą qPCR 

w szczepie kontrolnym i po nadprodukcji Rrp1 lub Rrp2, co wskazało ich rolę  

w utrzymywaniu właściwej organizacji centromeru (Rycina 2A-B). 

- Pokazałem skalę zaburzeń organizacji centromeru po nadprodukcji białek Rrp1 i Rrp2, 

poprzez wykonanie przyżyciowej mikroskopii fluorescencyjnej centromerycznego 

histonu CFP-Cnp1 (Rycina 2C). 

- Wykonałem obrazowanie ko-lokalizacji pomiędzy białkami Rrp1-EGFP i Rrp2-EGFP 

ze Swi6-ECFP w konfokalnej mikroskopii przyżyciowej (Rycina 3A w Suplemencie). 

- Wykonałem immunoprecypitację chromatyny związanej z nadprodukowanymi  

Rrp1-EGFP albo Rrp2-EGFP i analiza qPCR w celu określenia wiązania do 

centromerów, co potwierdziło interakcję Rrp1-EGFP z rdzeniem centromerów (Rycina 

3B w Suplemencie). 

4. Analiza statystyczna i interpretacja wyników otrzymanych własnoręcznie oraz przez 

pozostałych wykonawców. 

5. Współudział w przygotowaniu Rycin. 

6. Współudział w dyskusji treści i przygotowaniu ostateczniej wersji tekstu manuskryptu. 

 

H7. Baranowska G, Misiorna D, Białek W, Kramarz K*, Dziadkowiec D* (2024). Replication stress 

response in fission yeast differentially depends on maintaining proper levels of Srs2 helicase and Rrp1, 

Rrp2 DNA translocases. Plos One, 19:e0300434. doi: 10.1371/journal.pone.0300434,  

*autor ko-korespondencyjny 

IF2024 = 2,9 

IF5-letni = 3,3 

MNiSW2024 = 100 
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Liczba cytowań wg SCOPUS bez autocytowań na dzień 19.02.2025 - 0 

 

Mój udział w powstanie pracy: 

1. Współudział w napisaniu pierwotnej wersji manuskryptu i przygotowaniu Rycin. 

2. Uzyskanie finansowania na realizację projektu i koszt publikacji open access w ramach 

kierowanego przeze mnie Inkubatora Doskonałości Naukowej – Centrum Badawczego 

Naprawy DNA i Replikacji (grant IDUB o numerze IDN.CBNDR0320/2020/20). 

3. Zaprojektowanie eksperymentów pokazujących udział analizowanych białek w odpowiedzi 

komórek na stres replikacyjny: 

- Zoptymalizowałem technikę rozdziału całych chromosomów w pulsacyjnym polu 

elektrycznym (z ang. pulse field gel electrophoresis, PFGE) na Uniwersytecie 

Wrocławskim. Wykonałem analizę zdolności do rozwiązywania replikacyjnych 

intermediatów w zestawie mutantów delecyjnych pozbawionych rrp1+, rrp2+ i srs2+, 

(Rycina 1A-B). 

- Wykonałem pomiary zawartości ilości DNA w warunkach eksperymentalnych 

ustalonych dla PFGE metodą cytometrii przepływowej dla badanych mutantów (Rycina 

1C). 

- Wprowadziłem, zoptymalizowałem i wykonałem na Uniwersytecie Wrocławskim 

dwukierunkową elektroforezę DNA (z ang. bi-dimensional gel electrophoresis, 2DGE) 

w celu wizualizacji profilu replikacyjnego rybosomalnego DNA (rDNA) w szczepie 

typu dzikiego i mutancie srs2Δ (Rycina 3C-E). 

- Przygotowałem poglądowy model aktywności białek Rrp1, Rrp2 i Srs2 w kontekście 

określonych miejsc w genomie (Rycina 7). 

- Przygotowałem schemat przedstawiający ścieżki homologicznej rekombinacji,  

w kontekście analizowanych genów srs2+, rrp1+ i rrp2+ (Rycina 1A w Suplemencie). 

4. Analiza statystyczna i interpretacja wyników otrzymanych własnoręcznie oraz przez 

pozostałych wykonawców. 

5. Nadzór i koordynacja pracy pozostałych wykonawców. 

6. Zaprojektowanie i wykonanie niezbędnych eksperymentów wymaganych przez recenzentów, 

współudział w przygotowaniu odpowiedzi na uwagi recenzentów. 

7. Wysłanie pierwotnej i ostatecznej wersji artykułu do wydawnictwa oraz prowadzenie 

korespondencji z redakcją czasopisma. 
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H8. Kramarz K*, Dziadkowiec D* (2022). Rrp1, Rrp2 and Uls1 - Yeast SWI2/SNF2 DNA dependent 

translocases in genome stability maintenance. DNA Repair (Amst), 116:103356. doi: 

10.1016/j.dnarep.2022.103356. 

*autor ko-korespondencyjny 

IF2024 = 3 

IF5-letni = 3,7 

MNiSW2024 = 140 

Liczba cytowań wg SCOPUS bez autocytowań na dzień 19.02.2025 - 1 

  

Mój udział w powstanie pracy: 

1. Współudział w opracowaniu koncepcji i planu publikacji (wybór konkretnych zagadnień na 

temat aktywności Rad5-podobnych translokaz DNA i ich interakcji ze szlakiem SUMOilacji). 

2. Uzyskanie finansowania w ramach Inkubatora Doskonałości Naukowej – Centrum Badawczego 

Naprawy DNA i Replikacji (grant IDUB o numerze IDN.CBNDR0320/2020/20). 

3. Przygotowanie pierwotnej wersji manuskryptu. 

4. Współudział w przygotowaniu rycin wizualizujących poruszane zagadnienia w artykule 

przeglądowym.  

5. Współudział w powstaniu ostatecznej wersji manuskryptu, w tym końcowa edycja tekstu  

i przygotowanie odpowiedzi na uwagi recenzentów. 

6. Wysłanie pierwotnej i ostatecznej wersji artykułu do wydawnictwa oraz prowadzenie 

korespondencji z redakcją czasopisma. 

 

PODSUMOWANIE 

Liczba publikacji składających się na drugie osiągnięcie: 3 

Łączny IF publikacji składających się na drugie osiągnięcie: 

w roku składania wniosku (IF2024) – 9,2 

IF5-letni  – 10,9 

Łączna punktacja MNiSW publikacji składających się na drugie osiągnięcie: 

w roku składania wniosku – 380 

Łączna liczba cytowań publikacji składających się na drugie osiągnięcie: 

 (bez autocytowań, wg SCOPUS na dzień 19.02.2025) – 2 
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4.2.2 Omówienie drugiego osiągnięcia naukowego pt. „Rola białek Rrp1 i Rrp2 z rodziny 

SWI2/SNF2 translokaz DNA oraz helikazy Srs2 w utrzymaniu stabilności genomu w komórkach 

drożdży Schizosaccharomyces pombe.” 

 4.2.2.1 Wprowadzenie  

W trakcie studiów doktoranckich realizowanych pod kierownictwem prof. Roberta Wysockiego 

i dr hab. Doroty Dziadkowiec prowadziłem badania, których celem było opisanie nowych regulatorów 

homologicznej rekombinacji, tj. białka Uls1 z S. cerevisiae i białek Rrp1-Rrp2 z S. pombe. Wyniki tych 

badań opublikowano w artykułach D1, D2 (opis w sekcji 4.4.1), a także w artykule P1, który ukazał się 

już po uzyskaniu przeze mnie stopnia doktora (opis w sekcji 4.4.2). Prace te stanowiły punkt wyjścia do 

badań składających się na drugie osiągnięcie habilitacyjne. 

Translokazy DNA z rodziny SWI2/SNF2 są enzymami regulującymi liczne procesy 

komórkowe, w tym replikację DNA, transkrypcję czy procesy naprawy DNA65. Białka należące do 

rodziny SWI2/SNF2 mają zdolność do hydrolizy ATP w celu aktywnego przemieszczania się po 

dsDNA66. Wytworzone w ten sposób napięcie torsyjne na DNA umożliwia remodelowanie chromatyny, 

bądź przemieszczanie białek obecnych na DNA. Hydroliza ATP przez translokazy DNA z rodziny 

SWI2/SNF2 jest możliwa dzięki obecności w ich strukturach domen SNF2_N (DExx) oraz Helicase_C. 

Ponadto translokazy DNA z rodziny SWI2/SNF2 mogą zawierać dodatkowe domeny odpowiedzialne 

za interakcje z białkami, w tym z histonami (m.in. bromodomeny, chromodomeny lub domeny typu 

RING). Translokazy DNA wykazują strukturalne podobieństwo do helikaz, jednakże nie są w stanie 

rozdzielać dwuniciowego DNA67. 

Jednym z kluczowych enzymów należących do rodziny SWI2/SNF2 jest białko Rad5  

z S. cerevisiae (Rad8 u S. pombe, HLTF i SHPRH u ludzi). Rad5 łączy w sobie cechy translokazy DNA 

ze względu na obecność w strukturze domen SNF2_N (DExx) i Helicase_C, oraz ligazy ubikwityny, ze 

względu na obecność domeny RING. Rad5 pełni rolę przełącznika między ścieżką naprawy uszkodzeń 

DNA zaburzających replikację poprzez wykorzystanie polimeraz o niskiej wierności (z ang. Translesion 

synthesis, TLS) albo szlakiem przełączania matryc (z ang. Template switch, TS)68. Wybór odpowiedniej 

ścieżki naprawczej odbywa się poprzez SUMOilację lub ubikwitynację homotrimerycznego kompleksu 

PCNA (z ang. Proliferating Cell Nuclear Antigen), warunkującego procesywność polimeraz DNA na 

widełkach replikacyjnych. Rad5 prowadzi do poliubikwytinacji PCNA i w ten sposób aktywuje TS, co 

umożliwia usunięcie uszkodzenia DNA blokującego replikację na drodze homologicznej 

rekombinacji68. U drożdży S. cerevisiae pokazano, że podczas niezaburzonej replikacji PCNA jest 

SUMOilowane, co pełni ochronną funkcję przed nieuprawnioną aktywnością HR na widełkach 

replikacyjnych. Zaproponowano, że SUMOilowane PCNA rekrutuje helikazę Srs2  

o antyrekombinacyjnych właściwościach i w ten sposób zabezpiecza to komórki przed niepożądanymi 

rearanżacjami genomu69. Jednym z ortologów Rad5 u S. cerevisiae jest białko Uls1. Początkowo Uls1 

zostało opisane jako translokaza DNA, podobnie jak dobrze scharakteryzowane białka Rad54 i Rdh5470. 
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Badania wykonane w ramach mojej pracy doktorskiej, opublikowane już po uzyskaniu przeze 

mnie stopnia doktora, dostarczyły nowych danych eksperymentalnych, co pozwoliło 

sklasyfikować Uls1 jako SUMO-zależną ligazę ubikwityny, której substratem jest helikaza Srs2. 

Pokazałem fizyczną interakcję pomiędzy Uls1 a PCNA w trakcie niezaburzonej replikacji, co wskazuje 

na obecność Uls1 przy widełkach replikacyjnych w trakcie duplikacji DNA. Ponieważ dowiedziono, że 

Srs2 może być celem SUMOilacji, a także pokazano że SUMOilowana forma Srs2 ma właściwości pro-

rekombinogenne71, obecność SUMO-Srs2 w pobliżu widełek replikacyjnych mogła prowadzić do 

przedwczesnej/nadmiernej rekrutacji białek HR. Aktywność białka Uls1 prowadziła do degradacji 

SUMOilowanej subfrakcji Srs2 co skutkowało zwiększeniem powinowactwa niemodyfikowanego Srs2 

do PCNA (P1).  

Równolegle do badań prowadzonych nad Uls1, kontynuowałem badania nad jego ortologami z 

S. pombe – Rrp1 i Rrp2. Początkowe obserwacje sugerowały jednakowy udział Rrp1 i Rrp2 jako 

mediatorów homologicznej rekombinacji na ścieżce związanej z kompleksem Swi5-Sfr172. U S. pombe 

nukleofilament Rad51 może zostać utworzony przy udziale dwóch niezależnych kompleksów 

mediatorowych, tj. Rad55-Rad57 oraz wspomnianego wcześniej Swi5-Sfr173. Rrp1 oraz Rrp2 wykazują 

podobną rolę na szlaku HR zależnym od Swi5-Sfr1, przekierowując ścieżki naprawy na zależne od 

syntezy łączenie końców (z ang. synthesis dependent strand annealing, SDSA), czego dowiedziono w 

publikacji D1. Co ciekawe, badania prowadzone przez inne zespoły wskazały różnice pomiędzy rolami 

Rrp1 i Rrp2 w metabolizmie DNA. Grupa Li-Lin Du pokazała, że Rrp2 może działać niezależnie od 

Rrp1 w celu ochrony komórki przed uszkodzeniami DNA zależnymi od topoizomerazy 274. W mutancie 

rrp2Δ SUMOilowana forma Top2 podlegała degradacji przez STUbL, co prowadziło do niestabilności 

genomu. Ponadto, badania zespołu Michaela Boddiego niezależnie pokazały, że Rrp2 jest enzymem 

ochraniającym białka modyfikowane łańcuchami SUMO przed degradacją zależną od STUbL75. Z kolei 

badania przeprowadzone w publikacji H4 opisanej w sekcji 4.1.2.2 podkreślały rolę Rrp1 w usuwaniu 

rekombinazy Rad51 z dwuniciowego DNA, jednocześnie wskazując że jest to unikalna funkcja Rrp1, 

nie współdzielona przez Rrp2. 

4.2.2.2 Szczegółowy opis wyników wchodzących w skład drugiego osiągnięcia naukowego 

W związku z luką w rozumieniu roli białek Rrp1 i Rrp2 poza regulacją HR u S. pombe zespół 

dr hab. Doroty Dziadkowiec prowadził badania, których celem było odkrycie miejsc genomu podatnych 

na aktywność białek Rrp1 i Rrp2. Praca doktorska Anny Barg-Wojas umożliwiła opisanie ról Rrp1  

i Rrp2 w powtórzonych regionach genomu, takich jak centromery i telomery. Moje zaangażowanie w 

tym projekcie, w trakcie kiedy byłem zatrudniony w Instytucie Curie, umożliwiło powstanie publikacji, 

ze względu na uzyskanie przeze mnie kluczowych danych eksperymentalnych.  

Pojedyncze mutanty rrp1Δ, rrp2Δ, ale również swi5Δ i sfr1Δ nie wykazywały wrażliwości na 

tiabendazol (z ang. thiabendazole, TBZ), związek chemiczny zaburzający tworzenie mikrotubul, przez 

co wpływający na organizację centromeru76. Mutant pozbawiony genu rad57+ cechował się natomiast 
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wrażliwością na TBZ, a wprowadzenie dodatkowej delecji rrp1+ bądź rrp2+ skutkowało zwiększeniem 

wrażliwości podwójnych mutantów w stosunku do pojedynczego rad57Δ (Ryc. 1 w Suplemencie, H6). 

Sugerowało to możliwy wpływ białek Rrp1 i Rrp2 na stabilność centromeru, na ścieżce niezależnej od 

kompleksu Rad55-Rad57. Zbadano również wpływ nadprodukcji białek Rrp1 i Rrp2 w komórkach S. 

pombe. Wykorzystując konfokalną mikroskopię przyżyciową, pokazałem że nadprodukcja białek Rrp1 

i Rrp2 prowadziła do drastycznego wzrostu poziomu jednoniciowego DNA wizualizowanego poprzez 

skupiska kompleksu RPA. Ponadto, zobrazowałem dużą liczbę bardzo jasnych skupisk RPA, 

związanych z silną akumulacją ssDNA, w wyniku nadprodukcji Rrp1 lub Rrp2 oraz struktury 

jednoniciowego DNA obecne w trakcie mitozy, sugerujące zaburzenia segregacji materiału 

genetycznego (Ryc. 1, H6). Co ciekawe, po ekspozycji na TBZ, poziom toksyczności 

nadprodukowanych Rrp1 i Rrp2 wzrastał. Biorąc pod uwagę powyższe, postanowiłem sprawdzić wpływ 

nadprodukcji białek Rrp1 i Rrp2 na organizację centromeru. W tym celu przeprowadziłem 

immunoprecypitację chromatyny związanej z histonem Cnp1 w fuzji z cząsteczką CFP. Cnp1 to wariant 

histonu H3, zlokalizowany w normalnych warunkach tylko w rdzenia centromeru77. Po nadprodukcji 

Rrp1 i Rrp2, pokazałem techniką ChIP-qPCR zwiększone wiązanie histonu Cnp1 do centromeru. 

Obecność białka fuzyjnego CFP-Cnp1 była wykrywalna nie tylko w rdzeniu (cnt) centromeru, ale 

również na zewnętrznych, powtórzonych sekwencjach pericentromeru (dg), co wskazywało na 

ekspansję histonu Cnp1, normalnie ograniczonego tylko do sekwencji rdzeniowych centromeru 

(Ryc. 2, H6). Zaburzenia struktury centromeru, które pokazałem precypitując DNA związane z Cnp1, 

zostały przeze mnie potwierdzone również poprzez obserwację lokalizacji białka fuzyjnego CFP-Cnp1 

w jądrze komórkowym za pomocą mikroskopii fluorescencyjnej. W standardowych warunkach Cnp1 

tworzy jeden wyraźny punkt ze względu na grupowanie wszystkich trzech centromerów na otoczce 

jądrowej. Ekspansja Cnp1 poza sekwencje rdzenia centromeru skutkuje rozciągniętymi strukturami 

CFP-Cnp178. Dowiodłem, że nadprodukcja Rrp1 i Rrp2 zwiększała liczbę komórek z zaburzoną 

lokalizacją Cnp1 (Ryc. 2, H6). Podsumowując, uzyskane dane sugerowały, że nadmierna ilość Rrp1 

lub Rrp2 skutkowała zaburzeniami organizacji centromeru. Ponadto, stwierdzono że nadmierna ilość 

Rrp1 i Rrp2 zwiększa wygaszanie ekspresji genów (z ang. gene silencing) w centromerze, w sposób 

zależny od Cnp1 (Ryc. 3, H6). Wykonana przeze mnie precypitacja chromatynowa 

nadprodukowanych Rrp1 oraz Rrp2 podkreśliła interakcję pomiędzy Rrp1 a rdzeniem 

centromerów (Rycina 3 w Suplemencie, H6). Co ciekawe, pokazałem również, że nadprodukowane 

Rrp1 i Rrp2 ko-lokalizowały z białkiem Swi6, będącym markerem regionów heterochromatyny (Rycina 

3 w Suplemencie, H6). Zarówno centromery, jak i telomery charakteryzują się obecnością 

heterochromatyny i stanowią regiony wyciszonej ekspresji genów79. Pozostałe badania wykazały, że 

Rrp1 pełni główną rolę w utrzymaniu stabilności centromerów, natomiast Rrp2 jest zaangażowane w 

utrzymanie stabilności telomerów, prawdopodobnie poprzez ochronę SUMOilowanego Top2 (Ryc. 7, 

H6).  
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W 2022 roku postanowiliśmy razem z dr hab. Dorotą Dziadkowiec napisać pracę przeglądową, 

podsumowującą nasze wspólne badania realizowane na przestrzeni ostatniej dekady, w kontekście 

danych uzyskanych przez inne grupy badawcze dla remodelerów chromatyny (H8). Zarówno Rrp1, 

Rrp2, jak i ich ortolog Uls1 z S. cerevisiae biorą udział w odpowiedzi komórek na stres replikacyjny i 

wykazują powinowactwo do określonych regionów chromosomów, takich jak centromery i telomery. 

Ludzkie translokazy DNA HLTF i SHPRH są ortologami białka Rad5 z S. cerevisiae. Podobnie do Rrp1, 

Rrp2 i Uls1 zawierają domeny RING i odgrywają kluczowe role w odpowiedzi na stres replikacyjny80. 

Zarówno dla Rad5 jak i HLTF pokazano rolę w odwracaniu widełek replikacyjnych, a także aktywność 

ligazy ubikwitynowej z PCNA jako substratem, co odpowiadało za wybór ścieżki naprawczej81,82. Co 

istotne, ludzkie PCNA również może ulegać SUMOilacji podczas niezaburzonej replikacji, co 

stymuluje jego interakcję z helikazą PARI, która współdzieli część funkcji ze swoim drożdżowym 

analogiem Srs2, przez co ogranicza homologiczną rekombinację w obrębie widełek 

replikacyjnych83. Nasze badania wykazały wpływ białka Uls1 na wiązanie helikazy Srs2 do PCNA u 

S. cerevisiae (P1), a także rolę Rrp1 i Rrp2, jako mediatorów HR na ścieżce zależnego od syntezy 

łączenia końców, SDSA u S. pombe. Co ciekawe, helikaza Srs2 może promować SDSA, zarówno w 

drożdżach piekarniczych jak i rozszczepkowych. Ponadto, SUMOilowane białka są rozpoznawane 

przez Uls1 u S. cerevisiae i jego ortologa Rrp2 u S. pombe, a aktywność obu białek może być regulowana 

przez ich SUMOilację. Analiza sekwencji aminokwasowych HLTF i SHPRH, a także Rrp1, Rrp2 i Rad8 

z S. pombe oraz Rad5 i Uls1 z S. cerevisiae przy użyciu programu GPS SUMO84, sugeruje, że wszystkie 

te białka mogą zawierać potencjalne motywy interakcji z SUMO. Prowadzi to do szerokiego pytania 

będącego podstawą dalszych badań: jak aktywności grupy SWI2-SNF2 translokaz DNA typu 

Rad5 są powiązane ze ścieżką SUMOilacji w kontekście odpowiedzi komórek na stres 

replikacyjny, zwłaszcza w odniesieniu do ludzkich białek HLTF i SHPRH (Ryc. 1, H8)? 

Prowadzone przez nas badania pokazały, że w komórkach S. pombe Rrp1 i Rrp2 są konieczne 

dla odpowiedzi na stres replikacyjny, na ścieżce HR związanej z kompleksem mediatorowym Swi5-

Sfr1. Wybór tej ścieżki HR umożliwia rozwiązywanie struktur rekombinacyjnych na szlaku SDSA, 

regulowanym przez helikazę Srs2. Dlatego też, w pracy doktorskiej Gabrieli Baranowskiej z zespołu dr 

hab. Doroty Dziadkowiec postanowiono porównać wpływ Srs2, Rrp1 i Rrp2 na odpowiedź S. pombe na 

stres replikacyjny. Moje zaangażowanie w powyższy projekt doktorski umożliwiło powstanie publikacji 

H7. Przeanalizowałem zdolność szczepów pozbawionych genów srs2+, rrp1+ i rrp2+, poddanych 

działaniu hydroksymocznika, do ukończenia replikacji, poprzez wizualizację całych chromosomów 

techniką PFGE (Ryc. 1, H7). Po 90 minutach od usunięcia HU z podłoża, jedynie szczep typu dzikiego 

wykazywał podwojoną intensywność chromosomów migrujących w żelu, w porównaniu do 

początkowej asynchronicznej hodowli, co świadczyło o zakończeniu replikacji DNA. Do 

prawidłowego zakończenia replikacji wymagana była nie tylko obecność helikazy Srs2, ale 

również białek Rrp1 i Rrp2, co sugerowało ich współudział w rozwiązywaniu rozgałęzionych 

replikacyjnych produktów pośrednich, które blokowały migrację chromosomów w żelu (schemat 
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ścieżek HR z zaznaczeniem przypuszczalnego miejsca działania analizowanych białek na Ryc. 1  

w Suplemencie, H7). Co ciekawe, podwójne mutanty srs2Δ rrp1Δ i srs2Δ rrp2Δ, nie wykazywały 

dalszego opóźnienia w rozwiązywaniu struktur replikacyjnych w stosunku do pojedynczych srs2Δ, 

rrp1Δ bądź rrp2Δ, co sugerowało że białka te mogą pełnić tożsame funkcje w restarcie replikacji 

zablokowanej działaniem HU. Szczep typu dzikiego i wszystkie analizowane mutanty osiągały fazę G2 

cyklu komórkowego po 90 minutach hodowli w podłożu wolnym od HU, co pokazałem poprzez analizę 

w cytometrze przepływowym próbek pobranych z hodowli użytych do izolacji chromosomów. Sugeruje 

to, że różnice w rozwiązywaniu replikacyjnych produktów pośrednich nie wynikały z istotnych 

rozbieżności w czasie trwania fazy S w analizowanych mutantach (Ryc. 1, H7).  

Nasze wcześniejsze badania wskazywały, że nadprodukcja białek Rrp1 i Rrp2 jest toksyczna 

dla komórek S. pombe. Nadprodukcja Srs2 w komórkach S. pombe również ma szkodliwy wpływ na 

komórki, niezależnie od białek Rrp1 i Rrp2 (Ryc. 2, H7). Początkowe obserwacje mikroskopowe 

nadprodukowanego EGFP-Srs2 sugerowały jego akumulację w jąderku, a więc w regionie jądra 

komórkowego zawierającego informację genetyczną o rybosomalnym RNA85 (Ryc. 2 w Suplemencie, 

H7). Aby to potwierdzić, sprawdziliśmy razem z Dorotą Misiorną, w której przewodzie doktorskim 

pełnię rolę promotora pomocniczego, ko-lokalizację EGFP-Srs2 w szczepie z nierybosomowym 

jąderkowym białkiem Gar286 w fuzji z mCherry i zaobserwowaliśmy, że w ponad 80% komórek sygnał 

Srs2 pokrywa się z rejonem rDNA wizualizowanym przez Gar2-mCherry (Ryc. 3, H7). Ponadto, 

pokazaliśmy, że EGFP-Srs2 tworzy również skupiska poza jąderkiem, co sugeruje jego oddziaływanie 

także z innymi regionami genomu, być może doświadczającymi stresu replikacyjnego. Obserwacje 

mikroskopowe potwierdziliśmy bezpośrednio poprzez immunoprecypitację chromatyny związanej  

z EGFP-Srs2, a następnie analizy qPCR, co pokazało że nadprodukowany Srs2 wchodzi w interakcję z 

regionem rDNA (Ryc. 3, H7). W celu określenia fizjologicznej roli Srs2 w regionie rDNA 

dokonałem wizualizacji profilu replikacyjnego locus rDNA techniką dwukierunkowej 

elektroforezy DNA, którą z sukcesem wprowadziłem do użytku w kierowanym przeze mnie 

Inkubatorze Doskonałości Naukowej na Uniwersytecie Wrocławskim. W szczepie typu dzikiego 

pokazałem wyraźne, endogenne miejsca blokowania progresji widełek replikacyjnych w powtórzonych 

sekwencjach rDNA, warunkujące jednokierunkowość replikacji. Jest to kluczowe ze względu na silną 

transkrypcję regionu rDNA i możliwe kolizje z replikującymi widełkami. W mutancie srs2Δ 

zaobserwowałem zwiększone zatrzymywanie widełek replikacyjnych na naturalnych blokadach 

replikacji występujących w rDNA (Ryc. 3, H7). Wobec tego, wyciągnęliśmy wniosek, że Srs2 może 

wiązać się do rDNA a jego obecność jest konieczna do wydajnej replikacji rybosomalnego DNA.  

 Podobnie jak w przypadku nadprodukcji Rrp1 i Rrp2, nadmiar Srs2 prowadził do akumulacji 

jednoniciowego DNA, co pokazano poprzez obrazowanie skupisk RPA w mikroskopii przyżyciowej. 

W odróżnieniu od Rrp1 czy Rrp2, nadprodukcja helikazy Srs2 nie prowadziła do tworzenia dużych 

skupisk ssDNA, wizualizowanych jako bardzo jasne punkty w mikroskopii przyżyciowej. Nadmiar Srs2 

prowadził natomiast do defektów w rozdziale chromosomów i niestabilności genetycznej (Ryc. 4, H7). 
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Deregulacja poziomów białek Srs2, Rrp1 i Rrp2 skutkowała uszkodzeniami DNA i aktywacją punktów 

kontrolnych cyklu komórkowego. W S. pombe zjawisko to można zaobserwować w standardowej 

mikroskopii świetlnej poprzez pomiary długości komórek. Po nadprodukcji srs2+, jak również rrp1+ 

lub rrp2+ komórki stawały się znacznie wydłużone, wykazywały również fosforylację histonu H2A, co 

potwierdza aktywację punktów kontrolnych cyklu komórkowego (Ryc. 5, H7). Postawiono zatem 

hipotezę, że helikaza Srs2 może uczestniczyć w promowaniu wydajnego restartu widełek 

replikacyjnych, w szczególności w rejonie rDNA, co zapobiega powstawaniu uszkodzeń DNA  

i aktywacji punktu kontrolnego cyklu komórkowego zależnego od Chk1.  

Podobieństwa i różnice w fenotypach indukowanych przez nadprodukcję Srs2, Rrp1 i Rrp2 

wynikają przypuszczalnie z miejsc działania tych trzech białek. Nie potwierdzono dotychczas interakcji 

pomiędzy Srs2 a Rrp1 lub Rrp2, co nie wyklucza ich możliwego współdziałania poza rDNA, w obrębie 

centromerów lub telomerów. Dalsza charakterystyka działania helikaz i translokaz DNA przy użyciu 

różnych modeli badawczych będzie prowadzić do pełniejszego zrozumienia regulacji ścieżek 

odpowiedzi komórek na stres replikacyjny, szczególnie w kontekście sekwencji powtórzonych 

obecnych w genomach. 

4.2.2.3 Podsumowanie najważniejszych wyników i ich wpływ na rozwój dyscypliny 

1. Białka Rrp1 i Rrp2 biorą udział w utrzymaniu stabilności powtórzonych sekwencji w genomie. Rrp1 

jest szczególnie istotny dla stabilności centromerów. Nadprodukcja Rrp1 i Rrp2 może prowadzić do 

ekspansji histonu Cnp1 poza rdzeń centromeru. 

2. Rrp1, Rrp2 i Srs2 są potrzebne do zakończenia replikacji zatrzymanej działaniem hydroksymocznika. 

3. Helikaza Srs2 wiąże się do rDNA i jest wymagana do replikacji regionu rDNA. 

Dane przedstawione w ramach drugiego osiągnięcia habilitacyjnego pokazują zaangażowanie 

białek regulujących mechanizmy naprawy DNA w specyficznych miejscach genomu. Właściwa 

kontrola procesów naprawczych wymaga aktywności i koordynacji funkcji różnych enzymów  

w kontekście powtórzonych regionów chromosomów, takich jak centromery albo rDNA. Uzyskane 

dane wyznaczają nowe kierunki badawcze, odnośnie eksploracji potencjalnego wpływu SUMOilacji na 

rekrutację białek do określonych regionów chromosomów. Dane te mogą mieć również znaczenie 

praktyczne i przyczynić się do opracowania nowych strategii przeciwnowotworowych, opartych  

o użycie specyficznych inhibitorów skierowanych przeciwko wybranym białkom działającym  

w ustalonych miejscach na chromosomach, takich jak centromery lub rDNA, co mogłoby zmniejszyć 

toksyczność terapii w porównaniu do użycia globalnie działających inhibitorów odpowiedzi na 

uszkodzenia DNA, stosowanych w leczeniu raka. 
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4.4 Pozostałe osiągnięcia naukowo-badawcze 

4.4.1 Wykaz pozostałych artykułów naukowych opublikowanych w czasopismach naukowych 

przed uzyskaniem stopnia doktora 

D1. Dziadkowiec D, Kramarz K, Kanik K, Wisniewski P, Carr AM (2013). Involvement of 

Schizosaccharomyces pombe rrp1+ and rrp2+ in the Srs2- and Swi5/Sfr1-dependent pathway in 

response to DNA damage and replication inhibition. Nucleic Acids Research, 41:8196-8209. doi: 

10.1093/nar/gkt564 

 

IF2024 = 16,6 

IF5-letni = 16,1 

MNiSW2024 = 200 

Liczba cytowań wg SCOPUS bez autocytowań na dzień 19.02.2025  - 4 

 

Praca przygotowana w ramach mojej rozprawy doktorskiej, w której analizowano rolę białek Rrp1  

i Rrp2 jako mediatorów homologicznej rekombinacji na ścieżce związanej z helikazą Srs2 u drożdży 

rozszczepkowych Schizosaccharomyces pombe. Między innymi, wykorzystując technikę elektroforezy 

całych chromosomów w zmiennym polu elektrycznym (z ang. pulse field gel electrophoresis, PFGE) 

pokazałem rolę Rrp2 w rozwiązywaniu pośrednich produktów replikacyjnych, niezależnie od innego 

mediatora homologicznej rekombinacji, Rad55. 

 

D2. Kramarz K, Litwin I, Cal-Bąkowska M, Szakal B, Branzei D, Wysocki R, Dziadkowiec D (2014). 

Swi2/Snf2-like protein Uls1 functions in the Sgs1-dependent pathway of maintenance of rDNA stability 

and alleviation of replication stress. DNA Repair (Amst) 21:24-35. doi: 10.1016/j.dnarep.2014.05.008 

 

IF2024 = 3 

IF5-letni = 3,7 

MNiSW2024 = 140 

Liczba cytowań wg SCOPUS bez autocytowań na dzień 19.02.2025 - 7 

 

Główna praca przygotowana w ramach mojej rozprawy doktorskiej, w której pokazałem rolę białka 

Uls1 z drożdży piekarniczych Saccharomyces cerevisiae w regulacji rybosomalnego DNA, a także 

przeprowadziłem szeroką analizę genetyczną określającą czynniki ważne dla interakcji pomiędzy genem 

ULS1 a genem helikazy SGS1 (zachowanej w ewolucji od drożdży do wyższych eukariontów, u ludzi 

jako BLM). 
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PODSUMOWANIE 

Łączny IF 

w roku składania (IF2024) wniosku – 19,6 

IF5-letni  – 19,8 

Łączna punktacja MNiSW: 

w roku składania wniosku – 340 

Łączna liczba cytowań: 

 (bez autocytowań, wg SCOPUS na dzień 19.02.2025) – 11 

4.4.2 Wykaz pozostałych artykułów naukowych opublikowanych w czasopismach naukowych po 

uzyskaniu stopnia doktora 

P1. Kramarz K, Mucha S, Litwin I, Barg-Wojas A, Wysocki R, Dziadkowiec D (2017). DNA Damage 

Tolerance Pathway Choice Through Uls1 Modulation of Srs2 SUMOylation in Saccharomyces 

cerevisiae. Genetics 206:513-525. doi: 10.1534/genetics.116.196568 

 

IF2024 = 3,4 

IF5-letni = 3,7 

MNiSW2024 = 140 

Liczba cytowań wg SCOPUS bez autocytowań na dzień 19.02.2025 - 7 

 

Praca realizowana w ramach mojej rozprawy doktorskiej, opublikowana po uzyskaniu stopnia doktora, 

w której pokazałem rolę białka Uls1 z drożdży piekarniczych Saccharomyces cerevisiae podczas 

niezaburzonej replikacji DNA. Dowiodłem, że Uls1 przekierowuje naprawę pośrednich produktów 

naprawy DNA powstających na spontanicznie blokowanych widełkach replikacyjnych na ścieżkę 

związaną z helikazą Srs2. SUMOilowana forma Srs2 jest substratem dla białka Uls1, co wzięte razem 

pozwoliło na opisanie możliwego mechanizmu działania białka Uls1 w komórkach S. cerevisiae. 

 

P2. Ait-Saada A, Khorosjutina O, Chen J, Kramarz K, Maksimov V, Svensson JP, Lambert S, Ekwall 

K (2019). Chromatin remodeler Fft3 plays a dual role at blocked DNA replication forks. Life Science 

Alliance 2:e201900433. doi: 10.26508/lsa.201900433  

 

IF2024 = 3,3 

IF5-letni = 3,8 

MNiSW2024 = 40 

Liczba cytowań wg SCOPUS bez autocytowań na dzień 19.02.2025 - 1 
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Jedna z prac przygotowanych w trakcie realizacji mojego stażu podoktorskiego w Instytucie Curie,  

w grupie dr hab. Sarah Lambert. Praca ta była realizowana w ramach współpracy z prof. Karlem 

Ekwallem z Karolinska Institutet w Szwecji. Brałem udział w przygotowaniu odpowiedzi dla 

recenzentów i wykonaniu odpowiednich precypitacji chromatyny związanej z RPA w analizowanych 

mutantach fft3+, wymaganych do akceptacji artykułu. 

 

P3. Litwin I, Nowicka M, Markowska K, Maciaszczyk-Dziubińska E, Tomaszewska P, Wysocki R, 

Kramarz K (2023). ISW1a modulates cohesin distribution in centromeric and pericentromeric regions. 

Nucleic Acids Research 51:9101-9121. doi: 10.1093/nar/gkad612 

 

IF2024 = 16,6 

IF5-letni = 16,1 

MNiSW2024 = 200 

Liczba cytowań wg SCOPUS bez autocytowań na dzień 19.02.2025 - 0 

 

Praca realizowana po moim powrocie do kraju i zatrudnienia w nowopowstałym Inkubatorze 

Doskonałości Naukowej – Centrum Badawczym Naprawy DNA i Replikacji. Jako kierownik grupy, 

zaangażowałem się w projekt realizowany przez zatrudnionego w mojej jednostce dr. Ireneusza Litwina 

i wykonałem szereg eksperymentów precypitacji chromatyny w celu pokazania wiązania remodelera 

chromatyny Isw1 do centromerów drożdży piekarniczych. Brałem udział w dyskusji wyników i naukowej 

realizacji projektu, a także w pisaniu manuskryptu i procesie recenzji w czasopiśmie Nucleic Acids 

Research, w tym w przygotowaniu adekwatnych odpowiedzi dla recenzentów. 

 

PODSUMOWANIE 

Łączny IF 

w roku składania (IF2024) wniosku – 23,3 

IF5-letni  – 23,6 

Łączna punktacja MNiSW: 

w roku składania wniosku – 380 

Łączna liczba cytowań: 

 (bez autocytowań, wg SCOPUS na dzień 19.02.2025) – 8 
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5. Informacja o wykazywaniu się istotną aktywnością naukową albo artystyczną realizowaną w 

więcej niż jednej uczelni, instytucji naukowej lub instytucji kultury, w szczególności zagranicznej 

Miejsce stażu badawczego: Instytut Curie, Centre de Recherche, UMR3348, Orsay, Francja 

Źródło finansowania: Staż podoktorski realizowany w zespole dr hab. Sary Lambert. W okresie 

1.03.2018 – 31.05.2021 samofinansowany w ramach uzyskanego grantu z Fondation ARC pour 

la recherché contre le cancer we Francji, wspierającą najlepszych młodych naukowców. Projekt: 

Processing of replication forks at the nuclear periphery: Mechanism and impact on genome stability 

(nr PDF20171206749) 

Całkowity okres stażu/zatrudnienia: 7.10.2016 – 31.05.2021 

Po uzyskaniu stopnia doktora na Uniwersytecie Wrocławskim w czerwcu 2016 roku, 

przeszedłem z sukcesem proces rekrutacji, a następnie udałem się na staż podoktorski w wiodącym 

ośrodku naukowym – Instytut Curie, Paryż-Orsay, Francja, 7.10.2016 – 31.05.2021 pod 

kierownictwem ekspertki w dziedzinie naprawy DNA na arenie międzynarodowej, dr hab. Sary 

Lambert. Świadectwo pracy, potwierdzające moje zatrudnienie w Instytucie Curie, znajduje się  

w załączniku nr 8 (tłumaczenie przysięgłe na język polski i kopia oryginału w języku francuskim).  

W trakcie prawie 5-letniego pobytu we Francji, moje badania umożliwiły rozpoczęcie kilku nowych 

projektów, realizowanych do dnia dzisiejszego. Najważniejszym rezultatem mojej pracy było odkrycie 

mechanizmu przestrzenno-czasowej kontroli wznawiania syntezy DNA na zatrzymanych widełkach 

replikacyjnych w modelowym organizmie drożdży S. pombe, co zostało opublikowane w czasopiśmie 

Nature Communications (H1. Kramarz et al. 2020). Oprócz tego, w trakcie zatrudnienia w grupie dr 

hab. Sary Lambert moja praca umożliwiła powstanie szeregu publikacji: H3. Kramarz et al. 2021, H4. 

Muraszko et al. 2021, H6. Barg-Wojas et al. 2020, i P2. Ait-Saada et al. 2019. Po powrocie do kraju w 

2021 r., jako kierownik powołanej przeze mnie jednostki badawczej kontynuowałem współpracę z dr 

hab. Sarą Lambert, co potwierdza nasza wspólna praca przeglądowa w Genes (H5. Schirmeisen et al. 

2021). Ponadto, w ostatnim czasie nasze wspólne badania nad rolą subkompleksu poru jądrowego, tj. 

kosza jądrowego, w regulacji restartu zablokowanych widełek replikacyjnych, zostały opublikowane  

w czasopiśmie Nucleic Acids Research (H2. Schirmeisen et a. 2024). Sarah Lambert odwiedziła 

Uniwersytet Wrocławski w 2023 roku w ramach konkursu IDUB na finansowanie wizyt 

krótkoterminowych cenionych ekspertów na arenie międzynarodowej i wygłosiła wykład otwarty dla 

pracowników UWr pt. „DNA replication fork rescue: a journey to the nuclear periphery” 11 września 

2023 r.  

Od czasu zakończenia studiów doktoranckich kontynuowałem współpracę z dr hab. 

Dorotą Dziadkowiec z Wydziału Biotechnologii Uniwersytetu Wrocławskiego, co doprowadziło do 

powstania szeregu publikacji naukowych, wchodzących w skład głównego (H4. Muraszko et al. 2021) 

oraz drugiego osiągnięcia habilitacyjnego (H6. Barg-Wojas et al. 2020, H7. Baranowska et al. 2024 
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oraz H8. Kramarz i Dziadkowiec, 2022), a także prac opublikowanych w ramach zrealizowanej 

rozprawy doktorskiej (D1. Dziadkowiec et al. 2013, D2. Kramarz et al. 2014, i P1. Kramarz et al. 2017). 

Po powrocie na Uniwersytet Wrocławski w 2021 r. zaangażowałem się również we 

współpracę z prof. Robertem Wysockim. Przyczyniło się to do powstania publikacji w Nucleic Acids 

Research (P3. Litwin et al. 2023), w której realizację zaangażowany był kierowany przeze mnie zespół 

Inkubatora Doskonałości Naukowej oraz pracownicy Zakładu Genetyki i Fizjologii Komórki, 

kierowanego przez prof. Wysockiego. 

Nawiązałem również współpracę z grupą dr Marcina Suskiewicza w Center for Molecular 

Biophysics CNRS w Orleanie, we Francji w celu realizacji wspólnych badań nad SUMOilacją  

w organizmach eukariotycznych. Umożliwiło to wyjazd na staż zagraniczny dr Ireneusza Litwina  

w 2023 roku, zatrudnionego w kierowanej przeze mnie grupie badawczej, w celu optymalizacji techniki 

SUMOilacji in vitro dla endonukleazy Ctp1 z drożdży S. pombe. Uzyskane wyniki wejdą w skład 

manuskryptu, w którym charakteryzujemy rolę SUMOilacji Ctp1 w odpowiedzi komórek na stres 

replikacyjny, we współpracy z grupą dr Suskiewicza. 

6. Informacja o osiągnięciach dydaktycznych, organizacyjnych oraz popularyzujących naukę 

6.1 Opieka naukowa nad studentami studiów magisterskich, doktorantami oraz studentami 

programu Erasmus+ 

 Podczas studiów doktoranckich (2011-2015), uczestniczyłem w szkoleniu magistrantów: Anny 

Barg-Wojas oraz Seweryna Muchy. Wykonane przeze mnie pilotażowe eksperymenty nakreśliły 

główne kierunki pracy doktorskiej Kamili Schirmeisen, studentki UWr którą szkoliłem w zespole  

dr hab. Sary Lambert podczas jej pobytu w ramach programu Erasmus+ w 2017 roku, co skłoniło  

ją później do podjęcia studiów doktoranckich w Instytucie Curie pod kierownictwem dr hab. Sary 

Lambert. Ponadto, szkoliłem i nadzorowałem prace innej doktorantki S. Lambert - Shreny Chakraborty. 

Od 1 października 2022 r. jestem promotorem pomocniczym w przewodzie doktorskim Doroty 

Misiornej (promotor: dr hab. Dorota Dziadkowiec).  

Ze względu na zatrudnienie na stanowisku naukowym, zarówno podczas stażu podoktorskiego 

w Instytucie Curie (2016-2021), jak i na Uniwersytecie Wrocławskim (2021-obecnie), nie mogłem 

pełnić bezpośredniej roli promotora prac dyplomowych. Pomimo to, od 2023 jestem naukowym 

opiekunem magistrantki prof. R. Wysockiego, Pani Julii Kończak, która realizuje badania w moim 

zespole w ramach umowy o dzieło. Ponadto, od października 2024 pełnię rolę opiekuna naukowego dla 

studenta Katholieke Universiteit Leuven w Belgii w ramach międzynarodowej wymiany Erasmus+. Pan 

Mika Haenen realizuje zadania badawcze w ramach Inkubatora Doskonałości Naukowej w okresie 

dwóch semestrów akademickich (od października 2024 do lipca 2025). 

https://pl.wikipedia.org/wiki/Katholieke_Universiteit_Leuven
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6.2 Działalność dydaktyczna 

W czasie trwania studiów doktoranckich na Uniwersytecie Wrocławskim (26.09.2011 – 09.09.2015) 

prowadziłem następujące zajęcia ze studentami: 

• 2014: Regulacja Cyklu Komórkowego – Laboratorium 

• 2014: Biologia Molekularna – Laboratorium 

• 2013: Molekularna Organizacja Komórki – Konwersatoria 

• 2012: Genetyka – Laboratorium 

• 2012: Regulacja ekspresji genów – konwersatoria 

W okresie zatrudnienia na stanowisku asystenta w Zakładzie Genetyki i Fizjologii Komórki na 

Uniwersytecie Wrocławskim (1.10.2015 – 30.09.2016) prowadziłem następujące zajęcia ze studentami: 

• 2016: Biologia Molekularna – Laboratorium 

• 2016: Genetyka Molekularna – Laboratorium 

Ze względu na zatrudnienie na stanowisku naukowym, zarówno podczas stażu podoktorskiego w 

Instytucie Curie (2016-2021), jak i na Uniwersytecie Wrocławskim (2021-obecnie), nie prowadziłem 

zajęć dydaktycznych po 2016 roku. 

6.3 Działalność organizacyjna 

W trakcie stażu podoktorskiego w Instytucie Curie pełniłem rolę przedstawiciela grupy 

naukowców na stażach podoktorskich (postdoktorantów) w Radzie Jednostek Naukowych Instytutu 

Curie zrzeszonych w UMR3348 (Unité Mixte de Recherche) w okresie 2020-2021. 

Po powrocie do kraju, od października 2021 zbudowałem własną grupę badawczą – Inkubator 

Doskonałości Naukowej – Centrum Badawcze Naprawy DNA i Replikacji. Aktualnie mój zespół składa 

się z jednego adiunkta (dr Ireneusz Litwin), jednej asystentki (dr Katarzyna Markowska), samodzielnej 

biolog (mgr Aleksandra Broczkowska), doktorantki (mgr Dorota Misiorna), studentki studiów 

magisterskich zatrudnionej na umowę o dzieło (Julia Kończak) oraz studenta wymiany Erasmus+ (Mika 

Haenen).  

W ramach finansowania Inkubatora Doskonałości Naukowej zakupiłem sonikator biologiczny 

– Bioruptor Pico firmy Diagenode o wartości około 160 000 zł oraz fluorymetr Qubit 4 (Thermo Fisher) 

o wartości około 15 000 zł, sprzęt kluczowy dla powtarzalnego wykonywania immunoprecypitacji 

chromatynowych. Stworzyłem również unikalne stanowisko badawcze do wykonywania 

dwukierunkowej elektroforezy DNA na Uniwersytecie Wrocławskim, w celu wizualizacji profili 

replikacyjnych. W skład tego stanowiska wchodzą lampy UV o wysokiej mocy do utrwalania struktur 

replikacyjnych, aparatura do przeprowadzania elektroforetycznego rozdziału ze względu na masę oraz 

kształt cząsteczek DNA, zestaw do dokumentacji żeli i aparatura do wykonywania detekcji sygnału 

widełek replikacyjnych techniką Southern blot, o łącznej wartości około 85 000 zł. 
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13 października 2023 roku brałem udział w spotkaniu z wizytującymi ekspertami zagranicznymi 

w ramach oceny śródokresowej wdrożenia programu IDUB na Uniwersytecie Wrocławskim, jako jeden 

z reprezentantów Inkubatorów Doskonałości Naukowej utworzonych na UWr. 

6.4 Działalność popularyzatorska 

1. Autorstwo popularno-naukowej pracy przeglądowej w języku polskim: 

M. Kramarz, K. Kramarz (2009). Naukowe, ekonomiczne i społeczno-prawne uwarunkowania 

produkcji i sprzedaży żywności genetycznie modyfikowanej w Polsce, Acta Sci. Pol., Biotechnologia  

8: 5-12 

2. Wykład dla sponsorów i darczyńców francuskiej fundacji wspierającej młodych naukowców 

Fondation ARC pour la Recherche sur le Cancer pt. „Processing of replication forks at the nuclear 

periphery : Mechanism and impact on genome stability” podczas 24-tych dni młodych naukowców (24e 

journées Jeunes chercheurs de la Fondation ARC), Online, 30.11.2020 

3. Autorstwo publikacji popularno-naukowej do Przeglądu Uniwersyteckiego (nr 3, 237/2021, str. 24-

25) pt. Inkubator Doskonałości Naukowej – Centrum Badawcze Naprawy DNA i Replikacji: „Decoding 

SUMO-interactions at replication stress sites: mechanisms and consequences for genome maintenance”. 

4. Wywiad dla Telewizji Echo24 na temat zwycięskiego projektu naukowego, który umożliwił 

powstanie Inkubatora Doskonałości Naukowej – Centrum Badawczego Naprawy DNA i Replikacji: 

https://www.youtube.com/watch?v=8nOwTXaZJAY 

 

6.5 Aktywność recenzencka 

Dotychczas zrecenzowałem 5 artykułów naukowych dla czasopism o zasięgu 

międzynarodowym, a także pełniłem rolę eksperta do oceny grantu dla Czech Science Foundation w 

2023 roku. 

 

• 2025 Frontiers in Microbiology, IF2024: 4, 100 pkt MNiSW 

• 2024 Nature Communications, IF2024: 14,9, 200 pkt MNiSW 

• 2024 Archives of Microbiology, IF2024: 2,3, 70 pkt MNiSW 

• 2023 Biochimica et Biophysica Acta (BBA) - Molecular Cell Research, IF2024: 4,6, 140 pkt MNiSW 

• 2022 Plos One, IF2024: 2,8, 100 pkt MNiSW 

 

Jestem członkiem Reviewer Board w czasopiśmie Frontiers in Microbiology, (IF2024 4; 100 pkt MNiSW) 

oraz Acta Biochimica Polonica, (IF2024 1.7; 70 pkt MNiSW). W 2022 roku byłem recenzentem pracy 

magisterskiej, wykonanej na Wydziale Biotechnologii Uniwersytetu Wrocławskiego oraz w Instytucie 

Curie we Francji. 

https://www.youtube.com/watch?v=8nOwTXaZJAY


49 
 

7. Inne informacje, ważne z punktu widzenia wnioskodawcy, dotyczące jego kariery zawodowej 

7.1 Nagrody i wyróżnienia 

1. Wyróżnienie we Wrocławskim Programie Stypendialnym dla młodych naukowców  

w dziedzinie nauk biologicznych i medycznych im. Ludwika Hirszfelda podczas studiów 

doktoranckich (2014). 

2. Laureat stypendium „Akademia rozwoju – kluczem wzmocnienia kadr polskiej 

gospodarki” z Europejskiego Funduszu Socjalnego (2014), Kapitał ludzki – narodowa 

strategia spójnosci, Unia Europejska na realizację projektu: „The role of proteins Uls1 and Rrp1-

Rrp2 in DNA repair in yeast Saccharomyces cerevisiae and Schizosaccharomyces pombe” 

podczas studiów doktoranckich. 

3. Zdobywca finansowania stażu podoktorskiego w okresie 1.03.2018-31.05.2021 przez 

fundację charytatywną Fondation ARC pour la recherché contre le cancer we Francji, 

wspierającą najlepszych młodych naukowców na stażach podoktorskich. Projekt : Processing 

of replication forks at the nuclear periphery: Mechanism and impact on genome stability, (nr 

PDF20171206749) kwota: 170 367 EUR, Instytut Curie, Orsay, France. 

4. Zwycięzca konkursu na utworzenie Inkubatorów Doskonałości Naukowej na 

Uniwersytecie Wrocławskim w ramach programu Inicjatywa Doskonałości – Uczelnia 

Badawcza. Finansowanie (4 000 000 PLN) umożliwiło utworzenie nowego zespołu 

badawczego (Inkubator Doskonałości Naukowej – Centrum Badawcze Naprawy DNA  

i Replikacji) w okresie 1.10.2021 do 30.09.2025. 

5. Nagroda za najlepszy wykład, 1st Polish Yeast Conference, Polska, Rzeszów, 22-24.06.2022 

6. Nagroda zespołowa Rektora UWr za osiągnięcia naukowe i organizacyjne w 2023 roku. 

7. Nagroda Rektora UWr za indywidualne osiągnięcia naukowe w 2024 roku. 

7.2 Dalsze kierunki badawcze 

Utworzony przeze mnie w 2021 roku zespół Inkubatora Doskonałości Naukowej – Centrum 

Badawczego Naprawy DNA i Replikacji realizuje kilka niezależnych nurtów badawczych, związanych 

z SUMO-zależnymi mechanizmami odpowiedzi komórek S. pombe na stres replikacyjny.  

W szczególności, prowadzona przeze mnie grupa zajmuje się opisaniem biologicznej roli 

polimerycznych łańcuchów SUMO w utrzymaniu stabilności centromerów i regulacji procesów 

homologicznej rekombinacji. Innym realizowanym tematem badań jest charakterystyka wpływu 

SUMOilacji na aktywność endonukleazy Ctp1 w kontekście centromerycznego stresu replikacyjnego. 

W planach na najbliższą przyszłość jest wdrożenie do regularnego użytku modeli komórek ludzkich, 

poprzez wykorzystanie komercyjnie dostępnych linii komórkowych i badanie dzięki temu wpływu 

mutacji w szlaku SUMOilacji na genomową lokalizację białek naprawy DNA u ludzi. 
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