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1. Imie i nazwisko
Karol Kramarz

2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe lub artystyczne — z podaniem podmiotu nadajacego

stopien, roku ich uzyskania oraz tytulu rozprawy doktorskiej
¢ Dyplom doktora nauk biologicznych w zakresie biologii

Uniwersytet Wroctawski, Wydziat Nauk Biologicznych, Zaktad Genetyki i Fizjologii Komorki
Tytut rozprawy doktorskiej: ,,Rola ortologdw RadS w naprawie DNA u drozdzy
Saccharomyces cerevisiae i Schizosaccharomyces pombe”.

Data uzyskania stopnia naukowego doktora: 30 czerwca 2016 r.

Tytut nadany uchwata Rady Wydzialu Nauk Biologicznych Uniwersytetu Wroctawskiego.
Promotor: prof. dr hab. Robert Wysocki, promotor pomocniczy: dr hab. Dorota Dziadkowiec

e Dyplom magistra biotechnologii w zakresie biotechnologii medycznej:

Uniwersytet Wroctawski, Wydziat Biotechnologii, Zaktad Biotransformacji
Tytut pracy magisterskiej: ,,Rola paralogéw Rad8 w naprawie DNA u Schizosaccharomyces pombe .

Data uzyskania tytutu magistra: 29 czerwca 2011 r. Promotor: dr hab. Dorota Dziadkowiec
¢ Dyplom licencjata biotechnologii:

Uniwersytet Wroctawski, Wydziat Biotechnologii
Tytul pracy licencjackiej: ,,Punkty kontrolne w cyklu komoérkowym Schizosaccharomyces pombe ™.

Data uzyskania tytutu 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 Doskonato$ci Naukowej —
Centrum Badawczego Naprawy DNA i Replikacji, Wydziat Nauk Biologicznych, Uniwersytet
Wroctawski, tytut 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 — staz podoktorski w Instytucie Curie, Paryz-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 wspierajacej mtodych doktorow: Fondation ARC pour la recherche sur le cancer
na realizacj¢ 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 Zaktadzie Genetyki i Fizjologii
Komoérki, Wydziat Nauk Biologicznych, Uniwersytet Wroctawski.



4. Omoéwienie osiagnieé, o ktorych mowa w art. 219 ust. 1 pkt. 2 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r.

Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2021 r. poz. 478 z p6zn. zm.)

Na przedstawione osiggni¢cia naukowe sklada si¢ tacznie osiem wspotautorskich publikacii
(sze$¢ oryginalnych artykutow badawczych oraz dwie prace przegladowe), ktore powstaty w latach
2020-2024. Cykl powigzanych ze soba publikacji H1-H5 stanowi gldwne osiggniccie habilitacyjne. Na
drugie osiagnigcie habilitacyjne sktadaja si¢ publikacje H6-HS. PrzedtoZzone prace dotycza analizy
mechanizméw odpowiedzi komorek drozdzy rozszczepkowych Schizosaccharomyces pombe na stres
replikacyjny, na podstawie badan przeprowadzonych po uzyskaniu przeze mnie stopnia doktora.
Artykuty w Nature Communications (H1) z 2020 roku oraz w Methods in Molecular Biology (H3)
z 2021 roku, w ktorych jestem wiodgcym wspoétautorem, powstaly w trakcie stazu podoktorskiego
w Instytucie Curie we Francji, w zespole dr hab. Sary Lambert (staz odbywatem w latach 2016-2021).
Ponadto w cykl ten wpisuje si¢ rowniez praca badawcza opublikowana w Nucleic Acids Research (H2)
w 2024 roku oraz praca przegladowa w Genes (H5) z 2021 roku, w ktorych jestem
ko-korespondencyjnym wspotautorem. Obie prace sa efektem kontynuowanej wspotpracy z grupg
dr hab. Sary Lambert z Instytutu Curie we Francji, po podjeciu przeze mnie zatrudnienia na
Uniwersytecie Wroctawskim od 1.10.2021 r. Cykl glownego osiggniecia zamyka publikacja
w czasopismie Nucleic Acids Research (H4) z 2021 r., w ktorej jestem drugim wspoétautorem, a ktdra
jest efektem mojej wspotpracy z dr hab. Dorotg Dziadkowiec z Wydziatu Biotechnologii Uniwersytetu
Wroctawskiego podczas stazu podoktorskiego we Francji.

Drugim osiagnigciem habilitacyjnym jest seria powigzanych tematycznie, oryginalnych prac
badawczych opublikowanych odpowiednio w czasopismie Journal of Cell Science (H6) w 2020 r., gdzie
jestem drugim wspotautorem, w Plos One (H7) z 2024 r., gdzie jestem autorem ko-korespondencyjnym,
a takze artykul przegladowy w DNA Repair (H8) z 2022 r., gdzie jestem wiodacym,
ko-korespondencyjnym wspotautorem. Prace te realizowalem w trakcie stazu podoktorskiego
w Instytucie Curie oraz w trakcie zatrudnienia na Uniwersytecie Wroctawskim we wspolpracy z dr hab.
Dorotg Dziadkowiec.

Moj wkiad w prace skladajace si¢ na osiagnigcia habilitacyjne podany jest szczegdtowo
w podrozdziale 4.1 dla gtoéwnego osiggniecia oraz podrozdziale 4.2 dla drugiego osiagnigcia.
Oswiadczenia wspoétautoréw, umozliwiajace wyodrebnienie mojego indywidualnego, merytorycznego
udzialu w przedstawionych pracach znajduja sie¢ w Zalaczniku nr 6, natomiast kopie publikacji
sktadajacych si¢ na opisane osiagniecia naukowe w Zalaczniku nr 7. Swiadectwo pracy,

potwierdzajace zatrudnienie W Instytucie Curie znajduje si¢ w Zalgczniku nr 8.



4.1 Tytul gléwnego osiagniecia naukowego

»Przestrzenne mechanizmy odpowiedzi na stres replikacyjny u drozdzy rozszczepkowych

Schizosaccharomyces pombe.”

4.1.1 Wykaz publikacji wchodzacych w sklad gléwnego osiggniecia 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
IFo024 = 14,7
IFs5.emi = 16,1

MNiSW2024 =200
Liczba cytowan wg SCOPUS bez autocytowan na dzien 19.02.2025 — 35

Méj udzial w powstanie pracy:

1. Wspdtudziat w opracowaniu koncepcji pracy badawczej (sformutowanie hipotez badawczych

na podstawie badan pilotazowych oraz istniejacego stanu wiedzy, projektowanie

eksperymentow).

2. Uzyskanie finansowania na realizacje¢ 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), ktorego bytem kierownikiem.

3. Zaprojektowanie i wykonanie ponizszych eksperymentow:

Udowodnitem, ze zablokowane widelki replikacyjne (wizualizowane poprzez LacO-Lacl-
mCherry) sg przemieszczane wewnatrz jadra komorkowego do otoczki jadrowej
(obrazowanej poprzez nukleoporyng Nppl06-GFP) przy uzyciu fluorescencyjnej
mikroskopii przyzyciowej (Rycina 1 B-C).

Wprowadzitem i zoptymalizowatem w zespole dr hab. Sary Lambert zaawansowane
techniki mikroskopii przyzyciowej umozliwiajagce pomiary mobilno$ci pojedynczych,
zablokowanych widelek replikacyjnych wewnatrz jadra komorkowego na podstawie
kalkulacji $rednich przesuni¢¢ kwadratowych (z ang. Mean square displacement, MSD). Do
wizualizacji zablokowanych widelek zastosowano system LacO-Lacl-mCherry, otoczke
jadrowa obrazowano dzigki Npp106-GFP. Obrazy z mikroskopu konfokalnego zbierane w
interwalach co 1,5 s przez 5 min sktadalem i procesowalem w programie Fijit. Pomiary
wykonalem przy uzyciu makra SpotTracker? do programu Fiji. Metoda umozliwila analize
mobilno$ci widetek replikacyjnych w szczepie typu dzikiego, mutancie SIx8-29 i pliiA
(Rycina 1D, 3B, 5D).



Wprowadzilem i zoptymalizowatem technike obrazowania poklatkowego w czasie
rzeczywistym dla przyzyciowych obserwacji pojedynczych komorek, w celu uzyskania 30
minutowych filmoéw z mikroskopu konfokalnego, co umozliwito oceng czasu interakcji
zablokowanych widetek replikacyjnych wizualizowanych poprzez system LacO z otoczka
jadrowa obrazowang poprzez Npp106-GFP (Rycina 1 F-H).

Zoptymalizowatem technike immunoprecypitacji chromatyny i analizy qPCR w celu
potwierdzenia re-lokalizacji i dokowania zablokowanych widetek do poréw jadrowych lub
biatek otoczki jadrowej (Ryciny 1E, 2B, 4E, 5C).

Zoptymalizowatem 1 wykonatem analize replikacyjnych intermediatow dla zablokowanych
widetek replikacyjnych technika dwukierunkowej elektroforezy DNA w mutantach SUMO-
zaleznych ligaz ubikwityny Rfpl/Rfp2-SIx8 oraz E3 SUMO ligazy Plil (z ang.
bi-dimensional gel electrophoresis, 2DGE, Rycina 3F-G oraz Rycina 7A-B, a takze Rycina
3 w Suplemencie).

Wykonatem lub wspéluczestniczylem w wykonaniu analiz czgstosci restartu replikacji
w mutantach szlaku SUMQilacji oraz mutantach badanych nukleoporyn i proteasomu
(Rycina 3D, 4B, 5E, 5G, 6B).

Zoptymalizowalem technike immunoprecypitacji rekombinazy Rad51 w zestawie
mutantéw nukleoporyn oraz przeprowadzitem analize wszystkich uzyskanych danych
(Rycina 4C).

Wykonalem analize FISH (z ang. fluorescence in situ hybridization) dla mutantow
nukleoporyn, w celu zbadania ich wptywu na eksport mRNA z jadra komorkowego do
cytoplazmy (Rycina w Suplemencie 4).

Wykonatem analiz¢ rozdziatu chromosomoéw po ekspozycji na hydroksymocznik technika
elektroforezy w polu pulsacyjnym (z ang. pulse field gel electrophoresis, PFGE) w celu
zbadania wptywu mutacji genow nupl132+ i plil+ na wznawianie zatrzymanej replikacji.
Pokazatem rowniez opodznienie w progresji przez cykl komorkowy technika cytometrii
przeplywowej dla analizowanych mutantéw (Rycina w Suplemencie 5).

Przygotowatem genetyczny system do sztucznego podczepiania zablokowanych widetek
replikacyjnych do poréw jadrowych oparty o ekspresj¢ biatka fuzyjnego Ulp1-LexA i jego
silne wigzanie do sekwencji LexBS wstawionej w poblizu blokady replikacji. System
zwalidowano w mikroskopii przyzyciowej i poprzez immunoprecypitacj¢ chromatyny
zwigzanej z Ulpl-LexA, a nastgpnie wykonano pomiary czgstosci restartu replikacji w
mutancie nup1324 (Rycina 6C-G).

Wykonatem i zoptymalizowatem immunoprecypitacj¢ chromatyny zwigzanej z biatkiem

wigzacym jednoniciowe DNA — RPA w szczepie typu dzikiego i mutancie plil4, w celu



zobrazowania dlugosci resekcji na widetkach pod nieobecnos¢ ligazy SUMO Plil (Rycina
7C).

- Wykonatem wigkszo$¢ mutantow drozdzowych dla wszystkich eksperymentéw. Ponadto,
uzyskatem kluczowego dla procesu recenzji genomowego integranta SUMO-KallR,
umozliwiajacego okres§lenie wptywu formowania polimerycznych tancuchéw SUMO na re-
lokalizacj¢ zablokowanych widelek oraz proces wznawiania syntezy DNA (restart) na
widetkach.

- Przygotowalem model relokacji zablokowanych widetek replikacyjnych wewnatrz jadra

komorkowego S. pombe na podstawie otrzymanych wynikéw (Rycina 7D).

4. Analiza danych, analiza statystyczna i interpretacja wynikow otrzymanych wlasnorecznie oraz
przez pozostatych wykonawcow.

5. Nadzor i koordynacja pracy pozostatych wykonawcow.

6. Przygotowanie projektu manuskryptu oraz graficzna prezentacja wszystkich wynikow
(wykonanie rycin i tabel). Wspoétudziat w napisaniu manuskryptu.

7. Wykonanie niezbednych eksperymentow wymaganych przez recenzentow, wspodludziat
w przygotowaniu odpowiedzi na uwagi recenzentow.

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

(Rycin, gtownego 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

IFs.jemi = 16,1

MNiSW2024 = 200

Liczba cytowan wg SCOPUS bez autocytowan na dzien 19.02.2025 - 5

Méj udzial w powstanie pracy:

1. Wspoludziat w opracowaniu koncepcji pracy badawczej (sformutowanie hipotez badawczych
na podstawie wiasnorgcznie wykonanych badan pilotazowych oraz istniejacego stanu wiedzy,
projektowanie eksperymentow).

2. Uzyskanie finansowania na realizacj¢ projektu w trakcie pobytu na stazu 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), ktorego



bylem kierownikiem. Ponadto pozyskane przeze mnie S$rodki w ramach Inkubatora

Doskonatosci Naukowej — Centrum Badawczego Naprawy DNA i Replikacji (grant Inicjatywa
Doskonatosci — Uczelnia Badawcza IDUB o numerze IDN.CBNDR:0320/2020/20) umozliwity

wykonanie cze$ci badan waznych dla publikacji na Uniwersytecie Wroctawskim.

Zaprojektowanie 1 wykonanie ponizszych eksperymentow:

Projektowanie i1 konstrukcja szczepdéw drozdzowych o skomplikowanych genotypach,
uzytych do kluczowych eksperymentéw (Rycina 1, Rycina 6C-D) wykorzystania polimeraz
DNA w sekwencjonowaniu nast¢gpnej generacji dla komodrek typu dzikiego, mutanta
pozbawionego nukleoporyny nupi324 oraz mutanta z niefunkcjonalnym proteasomem
rpnl04. Bralem udzial w analizie danych i formutowaniu wnioskow.

Pokazatem rol¢ poszczegélnych nukleoporyn z podjednostek ‘kosza jadrowego’
w odpowiedzi komorek na ogdlny stres replikacyjny poprzez testy wrazliwosci na zwigzki
genotoksyczne oraz pulsacyjng elektroforezg calych chromosoméw (PFGE) wraz z analiza
progresji cyklu komérkowego technikg cytometrii przeptywowej FACS (Rycina 1A-D w
Suplemencie).

Wykonalem analizy czgstosci restartu replikacji dla przedstawionych mutantow
nukleoporyn kosza jadrowego (Rycina 2A-B), analizy profili replikacyjnych technika
dwukierunkowej elektroforezy fragmentow DNA i densytometryczng analiz¢ poziomu
resekcji zablokowanych widetek replikacyjnych (Rycina 2C-D), a takze przygotowatem
szczepy drozdzowe wykorzystane w analizie mikroskopowej eksprymujace nukleoporyne
Nppl06 w fuzji z GFP oraz wizualizowang za pomoca systemu LacO-Lacl-mCherry
blokade widetek replikacyjnych a nast¢pnie zbadatem interakcje pomigdzy zablokowanymi
widetkami a porami jadrowymi w mutantach pozbawionych podjednostek kosza jadrowego
(Rycina 2E-F).

Przygotowatem konstrukt kodujacy proteazg SUMO Ulpl w fuzji z GFP na C-koncu
(Ulp1-GFP) i sprawdzitem poziom biatka fuzyjnego w szczepie typu dzikiego i mutancie
nupl324 technika Western blot oraz przy uzyciu mikroskopii przyzyciowej, aby
zwalidowa¢ otrzymany konstrukt, kluczowy dla manuskryptu (cze$¢ Ryciny 3A-B).
Oczyscitem biatko Pmt3 (ortolog SUMO w S. pombe) i otrzymatem przeciwciato
poliklonalne z krolika (anty-SUMO), a nastgpnie dokonatem jego walidacji, w oparciu
0 przygotowanego wczesniej mutanta delecyjnego pmt3A (pozbawionego SUMO), jako
kontroli negatywnej do Western blot. Opracowatem protokoél do wykorzystania
otrzymanego przeciwciala w technice Western blot (potrzebny do przygotowania Ryciny
3C).



© N o g &

Przygotowatlem w ramach pracy H1 mutanta SUMO-KallR, pozbawiony mozliwosci
formowania polimerycznych tancuchdw, ktory zostal wykorzystany w analizie na Rycinie
3C oraz 5D-E i 6A.

Przygotowatem genetyczny system do sztucznego podczepiania zablokowanych widetek
replikacyjnych do poréw jadrowych oparty o ekspresje biatka fuzyjnego Ulp1l-LexA i jego
silne wigzanie do sekwencji LexBS wstawionej w poblizu blokady replikacji (po raz
pierwszy uzyty i zwalidowany w publikacji H1). System wykorzystano w eksperymentach
przedstawionych na Rycinie 5B-C.

Wykonatem immunoprecypitacje chromatyny w celu sprawdzenia wigzania widetek
replikacyjnych do poréw jadrowych w mutancie nup60A i szczepie typu dzikiego po
sztucznym podczepieniu widetek do proteazy SUMO Ulpl-LexA i jej silnego wigzania do
sekwencji LexBS, wstawionej w poblizu blokady replikacji (eksperyment wazny do
odpowiedzi na uwagi recenzentow, Rycina 5 w Suplemencie). Umozliwito to pokazanie, ze
sztuczne podczepienie widetek do Ulp1-LexA nie wptywa na dokowanie aktywnej blokady
replikacji do porow jadrowych w mutancie nup604 oraz w szczepie typu dzikiego.
Wykonatem analiz¢ wrazliwo$ci mutantow nupl32A oraz rpnl0A na zwiazki generujace

stres replikacyjny (Rycina 6A w Suplemencie).

Analiza i interpretacja wynikow wiasnych i danych otrzymanych przez wspotpracownikow.
Nadzorowanie pracy wykonawcow.

Dyskusja i wspétudziat w przygotowaniu projektu manuskryptu.

Wspotudziat w napisaniu manuskryptu.

Wspoludziat w przygotowaniu odpowiedzi na uwagi recenzentdéw, wykonanie czgsci

eksperymentow wymaganych przez recenzentow.

9. Edycja manuskryptu wedle uwag recenzentOw 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

1F2004 = n/a
IFs et = N/a
MNIiSW 2024

=70

Liczba cytowan wg SCOPUS bez autocytowan na dzien 19.02.2025 — 2



Moj udzial w powstanie pracy:

1.

Optymalizacja techniki dwukierunkowej elektroforezy fragmentow DNA w laboratorium
dr hab. Sary Lambert. Wykonanie reprezentatywnych eksperymentéw zawartych w niniejszej
pracy.

Wspotudziat w opracowaniu koncepcji i planu publikacji.

Uzyskanie finansowania na realizacj¢ projektu w trakcie pobytu na stazu 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), ktorego
bylem kierownikiem.

Wykonanie rycin obrazujacych etapy izolacji replikacyjnych produktéow posrednich jak
i ostatecznych wynikow, mozliwych do uzyskania w prezentowanej metodzie.

Przygotowanie pierwotnej wersji manuskryptu.

Wspoétudzial 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). Rrpl 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

IFsemi = 16,1

MNiSWa024 = 200

Liczba cytowan wg SCOPUS bez autocytowan na dzien 19.02.2025 - 3

Méj udzial w powstanie pracy:

1.

Wykonanie pilotazowej obserwacji (Rycina 1A) wskazujacej, ze delecja genu rrpl+ znacznie
zwigksza toksyczno$¢ nadprodukcji rekombinazy Rad51, co stanowito punkt wyjscia dla
projektu.
Uzyskanie finansowania na realizacj¢ projektu w trakcie pobytu na stazu 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), ktérego
bytem kierownikiem.
Zaprojektowanie i wykonanie kluczowych eksperymentow w odpowiedzi na krytyke
recenzentow, decydujacych o pozytywnym zakonczeniu procesu recenzji i pokazujacych
fizjologiczng rolg biatka Rrp1 na regulacje rekombinazy Rad51:

- Wprowadzitem i zoptymalizowatem technik¢ immunofluorescencji na utrwalonych

komorkach, a nastgpnie przeanalizowatem zdolno$¢ do akumulacji natywnych skupisk
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rekombinazy Rad51 poprzez immunofluorescencj¢ w szczepie kontrolnym i mutancie
pozbawionym translokazy Rrpl (Rycina 2A).

- Zoptymalizowatem  technike = immunoprecypitacji ~ chromatyny  zwiazanej
z rekombinaza Rad51. Wykonalem analize qPCR wigzania rekombinazy Rad51 do
regionu centromeru, zablokowanych widetek replikacyjnych i loci kontrolnych w

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

4. Analiza danych, analiza statystyczna i interpretacja wynikow otrzymanych wtasnorecznie oraz
przez pozostalych wykonawcow.

5. Wspotudziat w dyskusji tresci, krytycznej edycji pierwotnej wersji manuskryptu,
przygotowaniu odpowiedzi na uwagi recenzentow i finalnej wersji tekstu.

6. Opracowanie modelu efektu dziatania biatka Rrpl na rekombinaz¢ Rad51 (abstrakt graficzny

na pierwszej stronie artykuhu).

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

IF2004 = 2,8

IFsjetni = 3,3

MNiSWa024 = 100

Liczba cytowan wg SCOPUS bez autocytowan na dzien 19.02.2025 - 8

Méj udzial w powstanie pracy:

1. Wspétudziat w opracowaniu koncepcji i planu publikacji (wybdr zagadnien z zakresu
SUMOilacji oraz mobilnosci réznych typow uszkodzen DNA w jadrze komorkowym)

2. Uzyskanie finansowania w ramach Inkubatora Doskonato$ci Naukowej — Centrum Badawczego
Naprawy DNA i Replikacji (grant Inicjatywa Doskonatosci — Uczelnia Badawcza IDUB
0 numerze IDN.CBNDR:0320/2020/20)

3. Przygotowanie pierwotnej wersji manuskryptu.

4. Koordynacja i udzial w powstaniu rycin wizualizujacych zagadnienia poruszane w artykule
przegladowym.

5. Wspotudziat w powstaniu ostatecznej wersji manuskryptu, koncowa edycja tekstu,
przygotowanie odpowiedzi na uwagi recenzentow.

6. Wyslanie pierwotnej i ostatecznej wersji artykulu do wydawnictwa oraz prowadzenie

korespondencji z redakcja czasopisma.
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PODSUMOWANIE
Liczba publikacji skladajacych si¢ na gléwne osiagniecie: 5

Laczny IF publikacji skladajacych sie na glowne osiagniecie:
w roku sktadania (IF2024) wniosku — 50,7
|F5—Ietni - 5116

Laczna punktacja MNiSW publikacji skladajacych si¢ na glowne osiagniecie:

W roku sktadania wniosku— 770

Laczna liczba cytowan publikacji skladajacych si¢ na gléwne osiggniecie:

(bez autocytowan, wg SCOPUS na dzien 19.02.2025) — 53

4.1.2 Omowienie glownego osiagniecia naukowego pt. ,,Przestrzenne mechanizmy odpowiedzi na

stres replikacyjny u drozdzy rozszczepkowych Schizosaccharomyces pombe.”

4.1.2.1 Wprowadzenie

Komorki zywych organizmow sg przez caly czas poddawane ekspozycji na czynniki
uszkadzajace DNA, zardwno pochodzenia egzogennego (np. promieniowanie UV), jak i endogennego
(np. reaktywne formy tlenu). W kazdej komorce ludzkiego organizmu dochodzi dziennie do dziesigtek
tysiecy uszkodzen DNA, ktore wymagajg wydajnych procesow naprawczych®, Uszkodzenia DNA moga
bezposrednio zaburza¢ powielanie informacji genetycznej — replikacje DNA. Duplikacja materiatu
genetycznego to $cisle kontrolowany proces, przebiegajacy w trzech etapach®®. Replikacja rozpoczyna
si¢ etapem inicjacji, w okreslonych miejscach startowych (z ang. origin of replication, ori).
W nastepnym etapie, elongacji, utworzone w ori widetki replikacyjne poruszaja si¢ dwukierunkowo od
miejsc inicjacji. Widetki replikacyjne to zlozone, wieloczasteczkowe struktury umozliwiajace lokalne
rozplecenie podwojnej helisy oraz syntez¢ nowych nici DNA. W ostatnim etapie, terminacji, widetki
replikacyjne ulegaja fuzji ze zbieznymi widetkami poruszajacymi si¢ zZ przeciwnego kierunku. Pomimo
ze genomy eukariotyczne zawieraja liczne ori, w trakcie pojedynczej fazy S jedynie czgé¢ potencjalnym
miejsc inicjacji replikacji jest wykorzystywana do utworzenia widetek replikacyjnych. Pozostate,
nieaktywowane ori sa replikowane pasywnie przez widetki poruszajace si¢ z sgsiednich miejsc
startowych. Aktywacja zbyt duzej liczby miejsc startowych replikacji moze by¢ szkodliwa dla
stabilnos$ci genomu, poniewaz prowadzi do wyczerpania zasobow niezbednych do syntezy DNA (pula
deoksyrybonukleotydow oraz podstawowych czynnikéw replikacyjnych)®. Z drugiej strony,
spowolniona progresja widetek replikacyjnych umozliwia uruchomienie nieaktywnych ori, co daje
szans¢ na ukonczenie replikacji przed wejsciem komorki w mitoze. Zmiany dynamiki replikacji DNA
sg potencjalnie niebezpieczne i moga prowadzi¢ do bledow replikacyjnych prowadzacych do
niestabilnosci genomu. Zaburzenia replikacji DNA, zbiorczo nazywane sa stresem replikacyjnym,

manifestujg si¢ poprzez zatrzymanie badz zwolnienie progresji widelek replikacyjnych’. Stres
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replikacyjny moze powstawa¢ po napotkaniu przez widetki replikacyjne wewnetrznych przeszkod na
DNA (np. silnie zwigzane biatka do DNA albo hybrydy DNA-RNA), uszkodzen DNA lub struktur
drugorzgdowych obecnych na matrycy DNA. Nadmiar badZ niedobor aktywowanych ori albo brak
pelnej koordynacji replikacji w cyklu komérkowym rowniez moga sStanowi¢ zrodlo stresu
replikacyjnego. Zaréwno spowolnione, jak i zatrzymane widetki replikacyjne moga prowadzi¢ do
aktywacji potencjalnie mutagennych szlakow naprawy DNA. Ponadto, zaburzenia replikacji zwiekszaja
ryzyko wejscia komorki w mitoze z nierozwigzanymi posrednimi strukturami replikacyjnymi®.
Prowadzi to do powstawania w miejscach stresu replikacyjnego specyficznych mostkéw DNA na
niezreplikowanym DNA, ktore po rozciagnigCiu w trakcie mitozy moga zosta¢ przerwane, prowadzac
do uszkodzen DNA przekazywanych do komorek potomnych®. Dlatego tez aktywacja wlasciwych,
scisle kontrolowanych szlakéw naprawy uszkodzen i wznawiania syntezy DNA na zatrzymanych
widetkach replikacyjnych jest kluczowa dla zachowania stabilnosci genoméw organizmow
eukariotycznych.

Homologiczna rekombinacja (z ang. homologous recombination, HR) umozliwia zaréwno
naprawe dwuniciowych ztaman DNA (z ang. Double Strand Breaks, DSB), jak réwniez reinicjacj¢
zatrzymanej syntezy DNA podczas zaburzonej replikacji'®!t. Mutacje w genach kodujacych biatka
regulujgce replikacjc DNA i HR sa jedng z przyczyn starzenia organizmoéw oOraz powstawania
nowotworéw U ludzi'?. Biatka te, jak i same mechanizmy naprawcze, W znacznym stopniu sa
ewolucyjnie zachowane i podobne wsrod organizméw eukariotycznych. Nasze dzisiejsze zrozumienie
procesow metabolicznych umozliwiajacych utrzymanie stabilno$ci genomu bazuje w duzej mierze na
badaniach podstawowych prowadzonych przy uzyciu modelowych organizméow drozdzy
piekarniczych Saccharomyces cerevisiae oraz drozdzy rozszczepkowych Schizosaccharomyces pombe,
ktore dostarczyty fundamentalnych informacji na temat podstaw proceséw zwigzanych z naprawg
DNAZ, Co istotne, zlozono$¢ procesoéw naprawy DNA w komorkach ludzkich i powigzana z defektami
w naprawie DNA transformacja nowotworowa zdrowych komoérek wymagaja dalszych badan, przy
uzyciu roéznych modeli badawczych, w tym dobrze poznanych prostych organizmow
jednokomorkowych, takich jak drozdze S. pombe.

Podczas stresu replikacyjnego jednoniciowe DNA (z ang. single stranded DNA, ssDNA),
eksponowane na zatrzymanych widetkach replikacyjnych, jest optaszczane heterotrimerycznym
kompleksem RPA, co stabilizuje ssSDNA i zapobiega jego degradacji*. Fragmenty ssDNA-RPA
stanowig sygnat i platforme dla przylaczenia bialek naprawczych®®. Nienaprawione zatrzymane widetki
replikacyjne mogg ulec bezposredniemu przeksztalceniu w dwuniciowe ztamanie DNA w wyniku
oddysocjowania biatek replikacyjnych i rozpadu replisomu, a nastepnie rozciecia przez
endonukleazy®>'®, Komorki drozdzy i ludzi mogg wykorzystywaé niehomologiczne tgczenie koncow
(z ang. non-homologous end joining, NHEJ) albo HR, aby uchroni¢ si¢ przed utrata ciggtosci tancucha
DNA. Kompleks KU70-80 jest kluczowym przetgcznikiem miedzy HR a NHEJY. KU70-80 blokuje
poczatkowa resekcje koncow DNA (nukleolityczng degradacje jednej z nici DNA) przez kompleks
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MRN-Ctpl w miejscu uszkodzenia DNA/zatrzymania widetek i utatwia ligacjc DNA — proces
przewazajagcy w komorkach ludzkich, ktory potencjalnie zwicksza ryzyko matych delecji/insercjit®.
HR, katalizowana przez rekombinazg Rad51, nie tylko umozliwia wznowienie syntezy DNA na
zablokowanych widetkach, ale jest rowniez wymagana do wydajnej fuzji z widetkami aktywowanymi
z przeciwlegtego miejsca inicjacji replikacjil®. Utworzenie nukleofilamentu przez Rad51 jest mozliwe
po usunieciu kompleksow RPA z ssDNA przez gtowny mediator HR, u drozdzy biatko Rad52%°.
Nukleacja rekombinazy Rad51 na ssDNA odbywa si¢ przy udziale szeregu dodatkowych biatek
mediatorowych, ktore stymulujg tworzenie nukleofilamentu i jego stabilizacje?®®. W dalszym etapie
procesu rekombinacji, biatka mediatorowe wspomagaja wymiane homologicznych fragmentéw DNA.
Utworzenie nukleofilamentu Rad51 na zatrzymanych widetkach replikacyjnych prowadzi do
remodelowania struktury widetek przez rekombinaz¢. HR na widetkach replikacyjnych musi podlegac
Scistej kontroli, ze wzgledu na mozliwo$¢ niekontrolowanych rearanzacji chromosomowych, tj. zmian
w strukturze chromosomoéw, obejmujacych przemieszczenie, utrate lub duplikacje fragmentéw DNA.

Post-translacyjne modyfikacje biatek (z ang. post-translational modification, PTM) stanowia
kluczowy aspekt regulacji odpowiedzi komorek na stres replikacyjny, warunkujacy wybor i aktywacije
wiasciwych $ciezek naprawczych oraz rekrutacje odpowiednich enzyméw naprawczych?. Jedna
z niezbednych PTM jest SUMOilacja — kowalencyjne przylaczanie malego biatka podobnego do
ubikwityny — SUMO (z ang. Small Ubiquitin-like Modifier) do bialek substratowych??*?%, SUMOilacja
warunkuje przezywalno$¢ komorek eukariotycznych i reguluje procesy naprawy DNA zaréwno u
drozdzy jak i u wyzszych eukariontow, w tym ludzi. SUMOilacja wptywa na stabilno$¢, lokalizacje
wewnatrzjadrowa i funkcje modyfikowanych biatek. Wiele badan wykazato, ze zaburzenia w szlaku
SUMOilacji moga stanowi¢ jedng z przyczyn chordb neurodegeneracyjnych i nowotworzenia u ludzi,
a na poziomie molekularnym prowadza do zmniejszonej efektywnosci naprawy DNA w migjscach
stresu replikacyjnego i ogélnie zaburzajg dynamike replikacji DNA?*?%, Dlatego tez szczegdlowe
zrozumienie mechanizméw SUMOilacji daje potencjal do opracowania nowych strategii
anty-nowotworowych, np. poprzez inhibicje przytaczania czasteczek SUMO, co moze prowadzi¢ do
ograniczenia proliferacji komorek nowotworowych®, Niestety, globalne hamowanie szlaku
SUMOilacji jest toksyczne, a mutacje gtownych enzymow zaangazowanych w SUMOilacj¢ prowadza
czesto do letalnosci, co wykazano na modelach drozdzy i myszy®"?8. W zwigzku z tym, uzyskanie jak
najbardziej szczegdtowej wiedzy na temat mechanizméw SUMOilacji i ich wpltywu na procesy
odpowiedzi komorek na stres replikacyjny ma fundamentalne znaczenie dla opracowania nowych,
bardziej specyficznych terapii i minimalizowania efektow ubocznych inhibicji SUMOilacji.

Podobnie do procesu ubikwitynacji, SUMO jest przytaczane do swoich substratdéw poprzez
kaskade enzymow?®. Czasteczka SUMO, w pierwszej kolejnosci jest aktywowana poprzez przycigcie
na C-koncu przez SENP SUMO proteaze Ulpl. Nastepnie, SUMO ulega trans-estryfikacji przez enzym
E1l (Aosl-Uba2), aby w tej postaci zostaé przeniesione na biatka docelowe dzigki dziataniu enzymu

koniugujacego E2 (Ubc9) oraz dwoch E3 ligaz SUMO (Nse2 i Plil u S. pombe), warunkujgcych
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specyficznos¢ reakeji*®. Co ciekawe, w drozdzach rozszczepkowych SUMO jest kodowane przez
pojedynczy gen pmt3+, a jego mutacja nie prowadzi do $mierci komorek, tak jak w przypadku ortologa
SUMO z S. cerevisiae (SMT3). Brak pmt3+ wiaze si¢ jednak z cigzkimi zaburzeniami wzrostu i hiper-
wrazliwoscig na substancje genotoksyczne. Wiele biatek zaangazowanych w naprawg¢ DNA podlega
SUMOilacji poprzez przytaczanie SUMO do jedne;j lub kilku reszt lizylowych, co generuje odpowiednio
mono-SUMOilacj¢ i multi-mono-SUMOilacj¢. Nastepnie do czasteczek SUMO na biatkach moga by¢
dotaczane kolejne czasteczki SUMO, co prowadzi do utworzenia polimerycznych tancuchow SUMO
(poliSUMOilacja). Lancuchy SUMO sg rozpoznawane m. in. przez SUMO-zalezne ligazy ubikwityny
(z ang. SUMO-targeted ubiquitin ligases, STUbL), co moze prowadzi¢ do ubikwitynacji
SUMOilowanych biatek i ich degradacji w proteasomie®'®?. SUMOilacja moze by¢ rdowniez
bezposrednio usuwana z biatek docelowych dzieki aktywnosci proteaz SUMO (z ang. Sentrin/SUMO-
specific proteases, SENP) — Ulp1 i Ulp2%*. Uszkodzenia DNA badz zablokowane widetki replikacyjne
sg miejsce jednoczesnego przytaczania czasteczek SUMO do wielu substratow, O jest opisywane jako
»chmury SUMO”. Badania proteomiczne wykazaly, ze grupowa SUMOilacja biatek replisomu jest
niezbedna dla efektywnej replikacji i procesow naprawy DNA, cho¢ doktadne substraty na widetkach
replikacyjnych nie zostaly w pelni opisane®.

Niektore rodzaje uszkodzen DNA, w tym zatrzymane widelki replikacyjne na powtdrzonych
trojnukleotydowych sekwencjach DNA (np. wielokrotnych CAG), mogg by¢ przemieszczane wewnatrz
jadra komorkowego, W celu aktywacji $cile kontrolowanej $ciezki naprawczej®. Dotychczasowe
badania sugeruja, ze wigkszos¢ dwuniciowych ztaman DNA jest naprawiana w centralnej czgséci jadra
komoérkowego. Procesy te zbiorczo sklasyfikowano jako kanoniczng HR, ktéra jest mozliwa gdy
donorowe homologiczne sekwencje DNA s3 dostepne na chromatydzie siostrzanej®’. Podobnie,
wigkszos¢ krotkotrwale zablokowanych widetek replikacyjnych nie ulega przemieszczeniu w obrgbie
jadra komorkowego. W przypadku szczegdlnych, trudnych do naprawy uszkodzen DNA albo widetek
replikacyjnych niezdolnych do reinicjacji syntezy DNA, konieczna jest re-lokalizacja wewnatrzjadrowa,
w celu aktywacji alternatywnych $ciezek naprawy DNA. Stanowi to dodatkowy poziom kontroli, ktory
pomaga zachowa¢ integralno$¢ genomu. Co istotne, wewnatrzjadrowa re-lokalizacja uszkodzef
DNA/zablokowanych widelek replikacyjnych jest koordynowana przez SUMOilacje®“°. Dynamika
i czasoprzestrzenne umiejscowienie naprawy DNA wewnatrz jadra komoérkowego sg stosunkowo
nowym i szerokim obszarem badan nad odpowiedzig komoérek na stres replikacyjny. W przeciagu
ostatnich dwoch dekad badania przeprowadzone przy uzyciu réznych modeli badawczych (miedzy
innymi drozdzy S. cerevisiae i muszki owocowej D. melanogaster) pokazaty, ze kompleksy porow
jadrowych (z ang. nuclear pore complexes, NPC) stanowig miejsce dokowania trwale zatrzymanych
widelek replikacyjnych, hiper-resekowanych DSB oraz zdegradowanych telomerow*'*2, Relokacja do
otoczki jadrowej wyzej wymienionych, trudnych do naprawy uszkodzen DNA i zablokowanych widetek
replikacyjnych umozliwia przestrzenng segregacje procesow naprawczych w tréjwymiarowym, wysoce

zageszczonym jadrze komorkowym.
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Biatkowo-lipidowa otoczka jadrowa, oddzielajaca nukleoplazme jadra komodrkowego od
cytoplazmy, jest przenikana przez makromolekularne kompleksy porow jadrowych*:, NPC umozliwiajg
selektywny transport bialek i RNA miedzy jadrem a cytoplazma, ale rowniez odgrywaja istotng rolg w
utrzymaniu integralnosci genomu***®. Kazdy NPC jest zbudowany z wielu kopii okoto 30 réznych
biatek, zwanych nukleoporynami. Nukleoporyny tacza si¢ w odrgbne podkompleksy, ktore razem
tworza strukture poru jadrowego. Struktura ta obejmuje osiem filamentéw cytoplazmatycznych,
symetryczny plaszcz centralny oraz osiem filamentéw nukleoplazmatycznych tworzacych kosz jadrowy
(z ang. nuclear basket). Ptaszcz centralny sktada si¢ z kompleksu pierScienia wewnetrznego, otoczonego
pierscieniami zewnetrznymi, zlokalizowanymi po stronie cytoplazmatycznej i jadrowej. PierScien
wewnetrzny tworzy centralny kanal bogaty w nukleoporyny FG, posredniczace w selektywnym
transporcie czasteczek. Glownymi elementami budujacymi zewngtrzne pierScienie sa Y-ksztattne
kompleksy Nupl107-160 (wystepujace pod ta nazwa u ludzi i w S. pombe, a w S. cerevisiae jako
kompleks Nup84). NPC wykazuja silne interakcje ze szlakiem SUMOilacji: proteaza SUMO Ulpl w
normalnych warunkach jest zwigzana z porem jadrowym, a w komorkach S. cerevisiae pokazano, ze

STUbL SIx8 moze wchodzi¢ w interakcje z biatkiem Nup84 z Y-kompleksu®*2¢,
4.1.2.2 Szczegoélowy opis wynikow wchodzacych w sklad glownego osiagniecia naukowego

Wiele cennych informacji na temat odpowiedzi komorek na stres replikacyjny uzyskano dzigki
opracowanemu przez dr hab. Sar¢ Lambert genetycznemu systemowi w drozdzach rozszczepkowych,
umozliwiajacego zablokowanie pojedynczych widetek replikacyjnych RTS1-RFB (sekwencja RTS1 do
ktorej wiaze si¢ specyficzne biatko Rtf1, stanowiace blokade replikacji, z ang. replication fork block,
RFB)84647 Dotychczas dowiedziono, ze blokada replikacji RTS1-RFB, pomimo silnego zatrzymania
replikacji na sekwencji RTS1 wstawionej w poblizu genu urad+ na chromosomie Ill, nie prowadzi do
rozpadu widetek replikacyjnych i powstania w ich miejscu dwuniciowych ztaman DNA“, Jest to bardzo
istotna cecha systemu RTS1-RFB, jako Ze jego przetwarzanie wewnatrz jadra komorkowego nie wynika
z aktywacji §ciezek naprawy dwuniciowych ztaman DNA, ktore moga by¢ relokowane wewnatrz jadra
komorkowego. Aktywna blokada RTS1-RFB ulega kontrolowanej, dwustopniowej resekcji — najpierw
krotki fragment ssDNA jest generowany przez kompleks MRN-Ctpl, a nastepnie SSDNA jest wydluzane
przez egzonukleaze Exo1'®4’, Umozliwia to przylgczanie biatka mediatorowego Rad52, usuwanie RPA
z SSDNA i efektywne wigzanie rekombinazy Rad51.

W 2016 r., po rozpoczgciu pracy w Instytucie Curie w zespole dr hab. Sary Lambert, podjatem
si¢ realizacji nowego projektu badawczego od podstaw. Moim celem byto zbadanie czy indukowalna,
biatkowa blokada replikacji RTS1-RFB, uzywana w grupie dr hab. Sary Lambert, moze ulegaé
przemieszczeniu wewnatrz jadra komorkowego i wchodzi¢ w interakcje z otoczka jadrowag w celu

reinicjacji syntezy DNA w komorkach drozdzy S. pombe.
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Pod wplywem aktywacji blokady RTS1-RFB wigkszo$¢ komodrek wykazuje
przemieszczanie dysfunkcyjnych widelek replikacyjnych do otoczki jadrowej, co pokazalem
wykorzystujac techniki przyzyciowej mikroskopii fluorescencyjnej (Ryc.l, H1). Wizualizacja
blokady RTS1-RFB byta mozliwa dzigki integracji powtdrzen LacO wigzacych biatko Lacl w fuzji
z biatkiem czerwonej fluorescencji mCherry, co pod mikroskopem fluorescencyjnym dawato obraz
pojedynczego skupiska (focus). W celu szczegotowej analizy czasu oddziatywania aktywnej blokady
RTS1-RFB z otoczka jadrowa, zoptymalizowatem technik¢ poklatkowego obrazowania zywych
komorek w mikroskopii konfokalnej, dzigki czemu przeprowadzitem na odrgbnych komorkach pomiary
czasow interakcji blokady RTS1-RFB z otoczka jadrowa, wizualizowang za pomoca wyznakowanej
fluorescencyjnie nukleoporyny Nppl06-GFP pierscienia wewngtrznego plaszcza centralnego NPC
(Ryc.1, H1). Ponadto, wykonatem analiz¢ mobilnosci zablokowanych widetek replikacyjnych, na
podstawie $rednich przesuni¢é¢ kwadratowych (z ang. mean square displacement, MSD) i dowiodtem,
ze pod wplywem interakcji z otoczka jadrowa ich zdolno$¢ do przemieszczania si¢ wewnatrz jadra
komoérkowego jest znacznie zmniejszona. Sugerowato to, ze zablokowane widelki replikacyjne sa
dokowane na otoczce jadrowej. Aby to potwierdzi¢, zaadaptowalem i zoptymalizowalem technike
immunoprecypitacji chromatynowej (z ang. chromatin immunoprecipitation, ChIP)
nukleoporyny Nppl06-GFP, a nastepnie przedstawilem dowody, ze zablokowane widelki
replikacyjne RTS1-RFB sa relokowane i dokowane do poréw jadrowych, a nie do innych bialek
otoczki jadrowej (Ryc.1l, H1). Wykorzystujac mikroskopi¢ fluorescencyjng i ChIP pokazatem, ze
zablokowane widetki replikacyjne ulegaja re-lokalizacji do poréow jadrowych po aktywnosci
endonukleolitycznej MRN-Ctpl, generujacej krotki fragment jednoniciowego DNA na widetkach.
Re-lokalizacja do NPC zachodzila po dalszej aktywnosci mediatora HR Rad52 i przylaczeniu
rekombinazy Rad51 do RTS1-RFB. Co ciekawe, w odroznieniu od danych uzyskanych z S. cerevisiae
i D. melanogaster, blokada replikacji poprzez silnie przylaczone biatko w systemie RTS1-RFB
generowata potrzebe remodelowania widetek replikacyjnych przez rekombinaz¢ Rad51 — w mutancie
rad51-113A, ktory pozwala jedynie na taczenie rekombinazy do DNA, ale nie umozliwia katalitycznej
aktywno$ci Rad51%, relokacja RTS1-RFB do NPC nie zachodzita (Ryc. 2, H1). Podobnie jak w
pozostalych organizmach modelowych, do zaobserwowania relokacji aktywnej blokady RTS1-
RFB i efektywnego restartu syntezy DNA na widelkach konieczna byla SUMOQilacja oraz SUMO-
zalezna ligaza ubikwityny S1x8. Wykonane przeze mnie pomiary mobilno$ci zablokowanych widetek
replikacyjnych na podstawie kalkulacji MSD pokazaly, ze SIx8 jest konieczne dla wihasciwego
ukierunkowania aktywnego RTS1-RFB w kierunku NPC — degradacja SIx8 skutkowata znacznie
zwigkszong mobilnoscig widetek (Ryc. 3, H1). SIx8 nie wptywat natomiast na ochrong widetek przed
nukleolityczng degradacja przez enzym Exol (Ryc. 3 oraz Ryc.3 w Suplemencie, H1), co pokazatem
wykorzystujgc  dwukierunkows elektroforeze fragmentéw DNA (z ang. bi-dimensional gel
electrophoresis, 2DGE). Jest to zaawansowana technika w biologii molekularnej, umozliwiajaca

wizualizacje profili replikacyjnych wybranych locus genomowych, znajdujacych si¢ w poblizu
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aktywnych ori. Stopien ztozonosci metody sprawia, ze pomimo opisania tej techniki w 1987 roku przez
Bonite Brewer i Waltona Fangmana*, przez ostatnie trzy dekady byta ona uzywana przez stosunkowo
nieliczne grupy badawcze. W 2020 roku otrzymalismy razem z dr hab. Sarg Lambert zaproszenie od dr
Aury Carreiry i prof. Andrésa Aguilery do napisania rozdziatu w ksigzce ,,Homologous Recombination
— Methods and Protocols” na temat wykorzystania techniki 2DGE w analizie przetwarzania
zablokowanych widetek replikacyjnych przez rekombinacje (H3). Szczegétowy protokol i sposéb
postepowania, oparte o dane eksperymentalne dla locus RTS1-RFB wraz z odpowiednimi
przykladami umozliwiaja wykorzystanie techniki 2DGE przez szersza grupe naukowcow
badajacych mechanizmy odpowiedzi komérkowej na stres replikacyjny.

W komorkach S. cerevisiae mutanty pozbawione genéw kodujacych nukleoporyny z réznych
podjednostek NPC wykazuja wrazliwo$¢ na zwiazki genotoksyczne®®. Wskazuje to na udziat NPC
w komorkowej odpowiedzi na uszkodzenia DNA i stres replikacyjny. W celu analizy roli NPC w
restarcie zablokowanych widetek replikacyjnych u S. pombe, postanowiono sprawdzi¢ wplyw
nukleoporyny Nup132 — najliczniej wystepujacego w komorce biatka z kompleksu Y z zewnetrznego
pierscienia poru jadrowego. Nup132 byto potrzebne do prawidtowej odpowiedzi na stres replikacyjny
(Ryc. 4, H1). Mutacja nup132+ miata istotny wplyw na zdolno$¢ do ukonczenia replikacji zahamowanej
przez hydroksymocznik (z ang. hydroxyurea, HU), co potwierdzitem poprzez rozdziat catych
chromosoméw w pulsacyjnym polu elektrycznym (z ang. pulse field gel electrophoresis, PFGE,
Ryc. 5w Suplemencie, H1). HU inhibuje reduktaze rybonukleotydowa, prowadzac do wyczerpania puli
dostepnych deoksyrybonukleotydéw i zatrzymania komoérek w fazie S. Dowiedziono réwniez role
Nupl132 w promowaniu zaleznego od HR restartu zablokowanych widetek replikacyjnych (z ang.
recombination-dependent replication, RDR), po wuprzednim dokowaniu widetek na NPC
i remodelowaniu widetek przez rekombinaze Rad51 (Ryc. 4, H1). W mutancie nup1324, pomimo
niezaburzonej relokacji RTS1-RFB do NPC zaobserwowalem zmniejszona o prawie polowe
czestos¢ wznawiania syntezy DNA w poréwnaniu do szczepu typu dzikiego, wykorzystujac
genetyczny system oparty o niefunkcjonalny wariant genu urad+ w poblizu ktorego wstawiona byta
blokada RTS1. W wyj$ciowym szczepie gen urad+ jest nieaktywny, ze wzgledu na 20-nukleotydowsa
duplikacje otoczong regionami mikro-homologii, na ktorych dochodzi do ,s$lizgania” sie
zrestartowanego przez rekombinacje replisomu (z ang. replication slippage)>. W rezultacie wznowienia
syntezy DNA poprzez RDR, duplikacja zostaje utracona, a funkcjonalno$¢ genu urad+ przywrdocona,
co umozliwia monitorowanie liczby komoérek i kalkulacje czgstosci restartu replikacji na podstawie
wzrostu mutantow na plytkach selekcyjnych pozbawionych uracylu.

Delecja genu nup132+ prowadzi do delokalizacji z NPC proteazy SUMO Ulp1®. Co wiccej,
utrata lokalizacji na porach jadrowych przez Ulpl skutkuje obnizeniem catkowitej SUMOilacji biatek
w komorkach S. pombe, jako ze Ulpl bierze udziat w dojrzewaniu czasteczki SUMO (przycigcie na
C-koncu w celu odstonigcia motywu GG). Jednoczesnie delokalizacja Ulpl prowadzi do nadmiernej

degradacji E3 ligazy SUMO PIli1®, Dlatego tez przetestowano wptyw E3 ligazy SUMO Plil
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odpowiedzialnej za wigkszo$¢ (~90%) SUMOilacji biatek w komorce®?, w tym tworzenie tahcuchow
SUMO oraz bezposredni wptyw braku poliSUMOQilacji na relokacje i restart widetek replikacyjnych.
Dowiodtem, ze zarowno w mutancie plilA, jak i w mutancie SUMO-KallR (w ktorym wszystkie lizyny
w endogennej czasteczce SUMO zmutowano w argininy, co uniemozliwiato formowanie tancuchow
SUMO), nie dochodzi do relokacji blokady RTS1-RFB do NPC. Co ciekawe, brak lancuchéw SUMO
skutkuje niekontrolowana, znacznie zwigkszona czestoscia RDR restartu syntezy DNA na
zablokowanych widelkach, zachodzaca w nukleoplazmie (Ryc. 5, H1). Ze wzglgdu na
zaangazowanie STUDL SIx8 w relokacje RTS1-RFB do NPC, postanowiono zbada¢ rol¢ proteasomu we
wznawiania syntezy DNA w obrgbie zablokowanych widetek replikacyjnych. W tym celu
przygotowatem szczep pozbawiony genu rpnl0+, ktory koduje regulatorowa podjednostke proteasomu.
Jest to jeden z nielicznych pozostajacych przy zyciu mutantow proteasomu (wigkszos¢ gendw
kodujacych biatka proteasomu jest niezbedna do zycia komorki). Co wigcej, brak genu rpn10+ skutkuje
zaburzong degradacja ubikwitynowanych biatek®®. Dowiodlem, ze mutant rpnl04 nie wykazywat
defektu w relokacji RTS1-RFB do poréw jadrowych, natomiast cechowat si¢ obnizong czestoscig RDR
w stosunku do szczepu typu dzikiego. Genetyczna analiza pomiedzy genami rpn10+ oraz nupl132+
sugerowala niezalezny wplyw proteasomu i proteazy SUMO Ulpl na restart widelek. Aby
potwierdzi¢ role¢ Ulpl w restarcie zablokowanych widelek replikacyjnych, wykorzystatem strategie
sztucznego przylaczenia Ulpl do RTS1-RFB, dzigki zastosowaniu systemu opartego o wigzanie
fuzyjnego biatka Ulpl-LexA do sekwencji wigzacej LexBS (z ang. Lex Binding Site), wstawionej
w poblizu sekwencji RTS1%. Wymuszone przytaczenie proteazy Ulpl do widelek replikacyjnych byto
w stanie istotnie zwigkszy¢ czesto$¢é restartu syntezy DNA w komorkach mutanta nupl324 co
wskazywato na koniecznos¢ deSUMOilacji biatek replisomu jako czynnika kontrolnego RDR (Ryc. 6,
H1). Ze wzgledu na wplyw tancuchow SUMO oraz ligazy SUMO Plil na relokacj¢ oraz czgstos¢
restartu zablokowanych widetek RTS1-RFB, postanowiono sprawdzi¢ rolg Plil na zablokowanych
widetkach replikacyjnych technikg dwukierunkowej elektroforezy DNA. Dowiodlem, ze w mutancie
plil4 dochodzi do nadmiernej resekcji na widetkach replikacyjnych (widocznej jako specyficzna
struktura DNA w formie "ogona" wychodzaca z sygnatu zatrzymania widetek i opadajgca w kierunku
liniowego tuku, Ryc. 7, H1). Podsumowujac, poliSUMOilacja bialek, generowana przez ligaze Plil,
stanowi czynnik inicjujacy relokacje widelek replikacyjnych do NPC. Z drugiej strony aktywnos$é
Plil na widelkach jest konieczna w celu utrzymania integralnosci replisomu. Ponadto, widelki
replikacyjne musza zosta¢ remodelowane przez rekombinaze¢ Rad51, w celu efektywnego
przeniesienia do poréw jadrowych, co podsumowano w modelu (Ryc. 7, H1).

Po opublikowaniu powyzszych wynikéw i rozpoczeciu przeze mnie kierowania Inkubatorem
Doskonatosci Naukowej — Centrum Badawczym Naprawy DNA i Replikacji na Uniwersytecie
Wroctawskim w pazdzierniku 2021 roku, postanowiliémy napisa¢ razem z dr hab. Sarg Lambert i jej
doktorantkg Kamilg Schirmeisen artykut przegladowy podsumowujgcy stan wiedzy na temat SUMO-

zaleznej relokalizacji dysfunkcyjnych widetek replikacyjnych. Przeprowadzone badania (H1)
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sugerowaly inny mechanizm warunkujacy relokacje biatkowego bloku replikacji, w stosunku do
widetek replikacyjnych zatrzymanych na wielokrotnie powtorzonych sekwencjach trojnukleotydowych
CAG w heterochromatynie. W systemie biatkowego bloku, nie tylko byta wymagana aktywno$é
katalityczna rekombinazy Rad51, co wskazywalo na remodelowanie widetek, ale rowniez
poliSUMOilacja, w szczegdlnosci formowanie tancuchow SUMO na biatkach replisomu.
W przeciwienstwie do S. pombe, u drozdzy piekarniczych mono-SUMOilacja generowana przez Mms21
(Nse2 u S. pombe) byta wystarczajacym sygnatem do re-lokalizacji, a rekombinaza Rad51 tadowana
byta na zablokowane widelki replikacyjne dopiero po dokowaniu do porow jadrowych®™. Wydaje sie
zatem, ze w zaleznoSci od rodzaju blokady replikacji, relokacja do NPC moze zachodzi¢, jednakze
ladowanie rekombinazy Rad51 moze by¢ zar6wno wymagane do przeniesienia na por jadrowy,
jak i $cisle kontrolowane dopiero po zadokowaniu do NPC (Ryc. 2, H5). Na tej podstawie
postawiono pytanie, w jaki sposob aktywowana jest wlasciwa $ciezka naprawy w zaleznosci od typu
uszkodzen DNA? Wiadomo, ze SUMOilacja stanowi tgcznik pomiedzy przetwarzaniem lub stabilizacja
zablokowanych widetek replikacyjnych a ich odpowiednim przemieszczaniem do NPC. Nadmierna
SUMOilacja, w wyniku braku STUbL SIx8 skutkowata zwickszong mobilnoscig RTS1-RFB. Z drugiej
strony, brak E3 ligazy SUMO Plil, prowadzacy do znacznej redukcji poziomu SUMOilacji biatek,
skutkowal zmniejszong mobilnoscia RTS1-RFB (H1). Potwierdza to wplyw SUMOilacji na
przestrzenng organizacj¢ metabolizmu DNA w celu zapewnienia integralnosci genomu. Mechanizmy
warunkujace relokacje widetek zatrzymanych na sekwencjach powtorzonych, takich jak wielokrotne
CAG, s3a odmienne od tych zaangazowanych w relokacj¢ widetek zatrzymanych przez biatkowe
blokady. Komorki wyewoluowaly szlaki ograniczajace dostep Rad51 do powtdrzonych sekwencji, aby
zminimalizowaé niepozadane rearanzacje genomu w wyniku HR i utrzymywa¢ liczbe powtorzen na
statym poziomie. W przypadku blokad replikacji poza powtorzonymi sekwencjami, szlaki te moglyby
zmnigjsza¢ efektywnos$¢ restartu widelek, dlatego tez mechanizm dla biatkowego bloku RTS1-RFB
rozni si¢ od tych opisanych dla sekwencji powtorzonych. Powyzsze badania prowadzily do
sformutowania konicowego pytania w artykule: jakie procesy w obrebie otoczki jadrowej i porow
jadrowych warunkuja efektywny restart syntezy DNA na zablokowanych widelkach
replikacyjnych (H5)?

W trakcie mojego zatrudnienia w Instytucie Curie, nawigzalismy wspotprace z prof. Antonym
Carrem i dr Karelem Naimanem z Sussex University w Anglii w celu zbadania dynamiki mechanizmow
naprawczych na zablokowanych widetkach kontrolowanych przez NPC. W tym celu zaplanowalismy
wykonanie analizy wykorzystania polimeraz replikacyjnych poprzez sekwencjonowanie nowej
generacji (z ang. polymerase usage-sequencing, pu-seq) *® na zablokowanych widetkach RTS1-RFB
w mutantach nup 1324 i rpnl04. W celu przeprowadzenia analizy pu-seq, w trakcie mojego zatrudnienia
w Instytucie Curie, przygotowatem zestaw niezbednych mutantéw, o skomplikowanych genotypach,
umozliwiajacych inkorporacje zwiekszonej ilosci rybonukleotydow podczas syntezy DNA. Wigzalo sie

to z koniecznos$cig wprowadzenia do szczepow z blokadg RTS1-RFB zmutowanych podjednostek
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katalitycznych polimeraz replikacyjnych & oraz €, a takze mutacji RNAzy H2, ktora normalnie usuwa
rybonukleotydy wstawiane omytkowo podczas replikacji. Zwigkszona obecnos¢ rybonukleotydow na
wiodacej i opoznionej nici DNA umozliwia $ledzenie wykorzystania zmutowanych Pol é lub Pol € na
genomowym DNA®, Analiza pu-seq w warunkach trwale inaktywowanego bloku (RFB OFF) oraz po
silnej aktywacji blokady replikacji (RFB ON), pokazata, ze widelki restartowane na blokadzie
RTS1-RFB sg replikowane w sposob niekanoniczny, tj. obydwie nici DNA (opdzniona i wiodaca) sa
replikowane przez polimeraze 6°°. Umozliwia to dokladne zmapowanie miejsca restartu i okre$lenie
dynamiki procesu w analizowanych mutantach. W mutancie nupl324, analiza pu-seq dla dwéch
niezaleznie otrzymanych przeze mnie klonow pokazala, ze bez funkcjonalnego Y-kompleksu, 40%
widelek nie ulegalo efektywnemu restartowi syntezy DNA, jednak te widelki na ktérych synteza
DNA zostala wznowiona, zachowywaly tempo replikacji takie jak w przypadku szczepu typu
dzikiego (Ryc. 1, H2).

Weczeséniejsze badania (H1) wskazaly, ze obserwowany spadek czestosci restartu syntezy DNA
na zablokowanych widetkach RTS1-RFB w mutancie nup 1324 wynikat z delokalizacji proteazy SUMO
Ulpl z NPC. Umiejscowienie proteazy Ulpl na porach jadrowych u drozdzy piekarniczych jest
warunkowane na dwa sposoby: poprzez nukleoporyny z Y-kompleksu, a takze poprzez nukleoporyny
z kosza jadrowego®’. Dlatego tez, rozpoczatem badania nad wptywem nukleoporyn kosza jagdrowego na
ponowne uruchomienie zablokowanych widetek replikacyjnych, gdyz ich rola w S. pombe nie zostata
dotychczas zbadana. Kosz jadrowy u S. pombe sktada si¢ z pieciu nukleoporyn: Nup60, Nup61, Nup124,
Alml, mozliwych do usunigcia standardowymi technikami genetycznymi oraz Nup2ll1, biatko
kodowane przez niezbedny do zycia komérki gen nup211+%, Po pierwsze, wykonatem standardowa
analize otrzymanych mutantéow na zwigzki genotoksyczne i pokazalem, ze mutant nupl244 nie
wykazywal wrazliwosci na badane zwigzki, natomiast wzrost mutantow nup604 i nup6ld byt
zahamowany w obecno$ci hydroksymocznika. Brak genu alml+ skutkowat hiper-wrazliwoscia
komorek zaréwno na stres replikacyjny, jak i na DSB generowane przez bleomycyng. W nastepnej
kolejnosci przeanalizowano zdolno$¢ mutantow kosza jadrowego do ukonczenia replikacji zatrzymane;j
dziataniem hydroksymocznika (Ryc. 1 w Suplemencie, H2). Jedynie mutacja nup61+ wptywala na
zdolno$¢ komorek do zakonczenia replikacji, co zwizualizowano poprzez rozdzial catych
chromosoméw technika PFGE. Swiadczy to o réznym zaangazowaniu poszczegélnych nukleoporyn
kosza jadrowego w procesy naprawy DNA.

HU blokuje replikacje globalnie, synchronizujagc komorki na poczatku fazy S cyklu
komoérkowego. W celu ustalenia roli kosza jadrowego w ponownym uruchomieniu zatrzymanych
widetek replikacyjnych, wykorzystano opisany wczesniej system RTS1-RFB. Jedynie pod nieobecnos¢
nukleoporyn Nup60 oraz Alml, czestos¢ restartu replikacji RDR byla dwukrotnie obnizona
w stosunku do szczepu kontrolnego (Ryc. 2, H2). W dalszej analizie wykorzystatem technike
dwukierunkowej elektroforezy fragmentow DNA (wedle protokotu przedstawionego w publikacji H3),

dzigki czemu pokazatem, ze aktywacja blokady RTS1-RFB i resekcja na zatrzymanych widetkach nie
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roznity sie¢ znaczaco od profilu obserwowanego w szczepie kontrolnym typu dzikiego. Wskazywalo to,
ze kontrolowana degradacja nowopowstajacych nici przez Exol, a takze stabilizacja blokady przez
rekombinaz¢ Rad51, nie byty zaburzone w wyniku mutacji podjednostek kosza jadrowego. Na tej
podstawie wyciagni¢to wniosek, ze defekt w restarcie replikacji obserwowany w mutantach nup604
i alml4 nie jest zwigzany z zaburzeniami w poczatkowych etapach procesowania zablokowanych
widetek replikacyjnych (Ryc.2, H2). Majac na uwadze, ze aktywne blokady RTS1-RFB sa
przemieszczane do porow jadrowych, wykorzystatem przyzyciowa mikroskopig¢ fluorescencyjna (wedle
metody wprowadzonej w publikacji H1) w celu analizy umiejscowienia RTS1-RFB wizualizowanego
poprzez system LacO-Lacl-mCherry w konteks$cie otoczki jadrowej wyznakowanej poprzez
Nppl106-GFP. Posrod analizowanych mutantow nukleoporyn kosza jadrowego, jedynie W mutancie
almi4 zaobserwowatem brak przemieszczania blokady RTS1-RFB do otoczki jadrowej (Ryc.2, H2).
Biorac pod uwage otrzymane dane, wyciggnieto wniosek, ze Nup60 i Alm1l promujg restart
replikacji w rozny sposéb: Nup60 po zadokowaniu widelek do NPC, a Alm1 przed zadokowaniem
widelek do NPC.

Ze wzgledu na zaobserwowane roznice pomigdzy fenotypami mutantéw nukleoporyn kosza
jadrowego, oraz pokazany wczesniej wptyw Nupl132 z Y-kompleksu na umiejscowienie proteazy
SUMO Ulpl na NPC, postanowiono sprawdzi¢ efekt mutacji nukleoporyn kosza jadrowego na
lokalizacjg¢ i ekspresj¢ Ulp1. Delecja genu nup60+, tak jak genu nup132+, skutkowata niemal catkowita
utratg sygnatu Ulpl-GFP w mikroskopii przyzyciowej, a takze powodowata drastyczne obnizenie
sygnatu Ulpl na Western blot (Ryc. 3, H2). Wigzalo si¢ to ze spadkiem poziomu koniugatow SUMO
w mutancie nup604, tak samo jak w komoérkach nupl324. Brak pozostatych nukleoporyn kosza
jadrowego (Nup61, Nup124 i Alm1) miat posredni wptyw na poziom Ulp]1 i nie prowadzit do obnizenia
poziomu koniugatow SUMO. Sugerowato to, ze Ulpl bylo w tych mutantach nukleoporyn wtasciwie
lokalizowane do NPC. Co ciekawe, szczegotowe pomiary gestosci sygnatu Ulpl na otoczce jadrowe;j
z wykorzystaniem poét-automatycznej metody analizy obrazow mikroskopowych w badanych
mutantach, wykazaty ze do witasciwej lokalizacji Ulpl na NPC jest wymagana obecno$¢ gtownie
Nup60, ale takze w pewnym stopniu Nup124, natomiast wykluczono wptyw Nup211 (Ryc. 4 oraz Ryc.
4 w Suplemencie, H2).

Biorac pod uwage delokalizacj¢ Ulpl w mutancie nup604 oraz brak relokacji aktywnej blokady
RTS1-RFB w mutancie alml4, postanowiono sprawdzi¢ w obu mutantach wplyw sztucznego
przytaczenia proteazy SUMO Ulpl do RTS1-RFB, wedle systemu Ulpl-LexA — RTS1-LexBS,
opracowanego w publikacji H1. Ulpl-LexA w obecnosci RTS1-LexBS-RFB powodowato
konstytutywne przytaczenie widetek replikacyjnych do NPC, niezaleznie od aktywnosci blokady
w szczepie typu dzikiego. W mutancie nup604, jedynie aktywna blokada ulegata przemieszczaniu do
NPC, bez wzgledu na ekspresje Ulp1-LexA, co potwierdzato delokalizacje Ulpl z NPC w tym mutancie
oraz brak roli Ulpl w dokowaniu widetek replikacyjnych do NPC. Nastepnie wykonalem precypitacje
chromatyny zwiazanej z Nppl106-GFP i dowiodlem, ze aktywne RTS1-RFB wchodzilo
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w interakcje z NPC bez wzgledu na sztuczne przylaczenie do Ulp1-LexA, zaréwno w szczepie typu
dzikiego, jak i w mutancie nup604, w ktorym Ulp1 nie jest obecne na NPC (Ryc. 5 w Suplemencie,
H2). Ze wzgledu na zaburzong relokacj¢ RTS1-RFB w mutancie alm14, a takze obecnos¢ Ulpl na NPC
w tym szczepie, wymuszone przytaczenie Ulpl-LexA do RTS1-RFB skutkowalo konstytutywnym
przytaczeniem widetek do NPC, bez wzglgdu na aktywnos¢ blokady (Ryc. 5, H2). W dalszym etapie,
przeprowadzono analizg czesto$ci restartu replikacji RDR w kontek$cie sztucznie przylaczonego
Ulpl-LexA do RTS1-LexBS-RFB i dowiedziono, ze defekt restartu w mutancie nup604 jest fagodzony
poprzez skierowanie Ulpl do aktywnej blokady, natomiast Ulpl nie jest odpowiedzialne za defekt
zaobserwowany w mutancie alml4. Ponadto, brak mozliwosci tworzenia tancuchow SUMO (poprzez
wprowadzenie allelu SUMO-KallR, uzyskanego w ramach publikacji H1) zwiekszata czesto$¢ restartu
jedynie w nup604, nie majac wptywu na komoérki almld. Sugerowato to, ze nukleoporyny Nup60
i Alm1 koordynujg niezalezne mechanizmy restartu widetek replikacyjnych. Badania przeprowadzone
w zespole Rafaela Dagi pokazaty, ze Alm1 ma kluczowy wplyw na wiasciwa lokalizacje proteasomu
na otoczce jadrowej*®. W publikacji H1 pokazano, Ze aktywno$¢ proteasomu jest konieczna dla restartu
widetek zaleznego od rekombinacji, na niezaleznej $ciezce w stosunku do proteazy SUMO Ulpl. Biorac
pod uwagg rolg Alm1 w lokalizacji proteasomu, w celu szczegdtowej analizy roli proteasomu w restarcie
zablokowanych widelek replikacyjnych, wykorzystano uzyskanego w publikacji H1 mutanta rpn104.
Szczep pozbawiony genu rpnl0+ charakteryzuje si¢ wrazliwoscig na zwigzki genotoksyczne i oprocz
koniugatow ubikwityny, akumuluje rowniez SUMOilowane biatka (Ryc. 6 w Suplemencie, H2).
Co ciekawe, wprowadzenie mutacji SUMO-KallR nie prowadzito do ztagodzenia defektu czestosci
restartu RDR w szczepie rpnl04, mimo zahamowania akumulacji poliSUMOilowanych biatek.
Przypomina to sytuacje opisang w podwojnym mutancie SUMO-KallR alml4, w ktorym rowniez
inaktywacja poliSUMOilacji nie prowadzita do zlagodzenia defektu czgstoSci restartu replikacji
(Ryc. 5, H2). Reasumujac, genetyczne dane sugerowaly ze Alm1 wptywa na restart replikacji poprzez
koordynacje dziatania proteasomu. W celu zbadania funkcji proteasomu we wznawianiu syntezy DNA
zaleznej od HR, przeprowadzono analiz¢ wykorzystania polimeraz pu-seq w mutancie »pnl04 w rejonie
blokady RTS1-RFB. Wykorzystanie polimerazy & ponizej RTS1-RFB sugerowato, ze w poréwnaniu do
szczepu typu dzikiego okoto 85% widetek replikacyjnych ulegto zatrzymaniu i skutecznemu restartowi
w komorkach rpnl04. Nachylenie wykresu uzycia polimerazy & jest jednak znacznie bardziej
strome w rpn104 w poréwnaniu do szczepu typu dzikiego, co wskazuje na nizsza predkos¢ syntezy
DNA na widelkach, badz niestabilno$¢ widelek replikacyjnych po ich restarcie (Ryc. 6, H2). Ta
powolna/niestabilna replikacja skutkuje zwiekszong liczba widetek replikujagcych analizowane locus
z przeciwlegtego ori. Scenariusz ten znaczaco rozni sie od obserwacji pu-seq dla mutanta nup1324,
w ktorym liczba zrestartowanych widelek byta obnizona prawie o potowe, natomiast te widetki, na
ktorych zostata wznowiona synteza DNA, poruszaty si¢ w sposob niezaklocony, przypominajac profil
obserwowany w szczepie typu dzikiego. Podsumowujac, obecno$¢ w obrebie pordéw jadrowych proteazy

SUMO Ulpl oraz proteasomu jest niezbedna do regulacji wznawiania syntezy DNA zaleznej od HR.
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Nupl132 z Y-kompleksu i Nup60 z kosza jadrowego warunkujg prawidlowa lokalizacje proteazy
Ulpl, ktéra umozliwia efektywng inicjacje syntezy DNA na zablokowanych widelkach
replikacyjnych po zadokowaniu widelek do poréw jadrowych. Alml z kosza jadrowego jest
wymagane do wiasciwego umiejscowienia proteasomow na otoczce jadrowej. Rolg proteasomu jest
utrzymywanie wlasciwej szybkoSci progresji widelek replikacyjnych po ich ponownym
uruchomieniu. Szlaki te sa od siebie niezalezne i do uzyskania petnej efektywnosci restartu konieczne
jest ich wspotdziatanie (abstrakt graficzny, H2).

Jak wspomniano we wstgpie, rekombinaza Rad51 wigze si¢ z jednoniciowym DNA, jednakze
aby petni¢ swoje r6znorodne funkcje, zar6wno w naprawie DSB, jak i stabilizacji oraz restarcie widelek
replikacyjnych, musi wchodzi¢ w interakcje rowniez z dwuniciowym DNA (z ang. double stranded
DNA, dsDNA)®. Ze wzgledu na potencjalng toksyczno$¢ komplekséw rekombinazy z dsDNA
specyficzne enzymy, jak helikazy i translokazy DNA, moga usuwaé¢ Rad51 zaréwno z jednoniciowego
jak i dwuniciowego DNA. Ekspresja genu rekombinazy RAD51 w komorkach ludzkich jest czgsto
podwyzszona w wyniku mutacji biatka p53, co sprawia, ze rekombinaza Rad51 ma tendencj¢ do
nadprodukcji w komoérkach rakowych, zwigkszajac ich opornos¢ na uszkodzenia DNA i leki uzywane
w chemioterapiach®. Pokazano rowniez, ze nadprodukcja Rad51 jest toksyczna dla komérek S. pombe®?,
Krotko przed podjgciem pracy w Instytucie Curie w 2016 r., zaobserwowatem, ze delecja genu
kodujacego biatko Rrpl prowadzita do drastycznego wzrostu toksycznosci nadprodukowanej
rekombinazy Rad51 w komodrkach S. pombe (Ryc. 1, H4). Stanowilo to punkt wyjscia dla
charakterystyki zalezno$ci pomiedzy biatkiem Rrpl, opisanym wczesniej jako mediator HR®,
a rekombinaza Rad51, co stato si¢ tematem projektu doktorskiego Jakuba Muraszko, wykonywanego
pod kierownictwem dr hab. Doroty Dziadkowiec. W pierwszej kolejnosci pokazano, ze wzrost poziomu
Rrpl prowadzi do ztagodzenia toksycznego efektu nadprodukcji Rad51 (Ryc.1l, H4). W celu
charakteryzacji fizjologicznej roli biatka Rrpl, zoptymalizowalem metod¢ pozwalajaca zmierzyé
poziom skupisk natywnego Rad51 na chromatynie technika immunofluorescencji w szczepie typu
dzikiego i mutancie pozbawionym genu rrpl+. Pokazalem, ze mutacja rrpl+ prowadzila do
istotnego zwigkszenia liczby endogennych skupisk Rad51 (Ryc. 2, H4). Obserwacja zwigkszonej
liczby skupisk Rad51 w mutancie rrpl4 nasuneta pytanie, do ktorych regionéw chromosoméw wiaze
si¢ rekombinaza Rad51 pod nieobecno$¢ genu rrpl+. W tym celu wykorzystalem technike
immunoprecypitacji chromatyny zwigzanej z Rad51 (zgodnie z protokolem opracowanym
w publikacji H1) i dowiodlem, ze Rad51 wiaze si¢ w zwiekszonym stopniu z centromerami
w mutancie rrplA4 (Ryc. 2, H4). Jako kontrole wykorzystalem RTS1-RFB, blokade replikacji uzywana
w opisanych powyzej publikacjach (H1-H5), ktora stanowi miejsce wigzania Rad51, co pozwolito nam
wyciagna¢ wniosek, ze Rrpl reguluje tylko frakcje Rad51 kierowang do centromerow, a nie do
zablokowanych widelek replikacyjnych przez silnie zwiazany kompleks bialkowy. Zespot Takuro
Nakagawy pokazat, ze Rad51 w szczepie typu dzikiego wiaze sie do centromerdéw w trakcie replikacji®,

a uzyskane dane w publikacji H4 sugerowaly ze wigzanie to moze podlegac regulacji przez biatko Rrpl.
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Interakcja pomiedzy Rrpl a Rad51 zostala pokazana bezposrednio technika ko-immunoprecypitacji
i potwierdzona na poziomie genetycznym w drozdzowym tescie dwuhybrydowym (Ryc. 3, H4).
Aktywnos¢ Rrpl jako translokazy DNA usuwajacej Rad51 z dSDNA zostata przedstawiona w Szeregu
biochemicznych analiz na oczyszczonych (Ryc. 4 oraz Ryc. 2 w Suplemencie, H4). Co ciekawe,
biochemiczne analizy wskazywaty rowniez na wigzanie Rrp1 do komplekséw Rad51 na jednoniciowym
DNA, ale nie prowadzito to do usuwania Rad51 z ssSDNA, co podkreslato wptyw Rrpl na specyficzna
subfrakcje rekombinazy obecnej na dsDNA (Ryc. 3 w Suplemencie, H4). W pracy pokazano rowniez
rolg Rrpl jako ligazy ubikwityny, ktorej substratem jest Rad51 (Ryc.5, H4). Powyzsze badania
umozliwity przedstawienie prawdopodobnego mechanizmu regulacji rekombinazy Rad51 w obrebie
centromeru przez translokaze DNA Rrpl (abstrakt graficzny, H4).

Publikacje sktadajace si¢ na moje gtowne osiggnigcie habilitacyjne umozliwity zrozumienie
przestrzennej regulacji mechanizméw restartu zablokowanych widetek replikacyjnych w jadrach
komoérkowych S. pombe. Przeprowadzone badania dostarczyty informacji o roli poréow jadrowych,
proteazy SUMO Ulpl i proteasomu we wznawianie syntezy DNA na zablokowanych widetkach
replikacyjnych. Przeanalizowano réwniez rolg¢ rekombinazy Rad51 w powyzszych procesach oraz
opisano jej nowy regulator, biatko Rrp1, ktorego funkcje doktadniej scharakteryzowane zostaty w sekcji

4.2, w ramach drugiego osiaggniecia habilitacyjnego prezentowanego w tym wniosku.
4.1.2.3 Podsumowanie najwazniejszych wynikéw i ich wplyw na rozwaj dyscypliny:

1. Widetki replikacyjne zatrzymane na biatkowej blokadzie RTS1-RFB sg przemieszczane do porow
jadrowych, co wymaga utworzenia nukleofilamentu rekombinazy Rad51 na ssDNA w obrebie widetek

i aktywnosci enzymatycznej rekombinazy Rad51.

2. Relokacja RTS1-RFB do NPC wymaga poli-SUMOilacji biatek replisomu, a ligaza SUMO Plil dziata

W obrgbie widelek replikacyjnych chronigc integralno$¢ nowo zsyntetyzowanych nici DNA.

3. Relokowane do NPC widetki replikacyjne podlegaja aktywnosci proteasomalnej oraz deSUMOilacji
przez SUMO proteaze Ulpl.

4. Mechanizm RDR (wznawiania syntezy DNA na zablokowanych widetkach w sposob zalezny od HR)
przestrzennie oddziela kolejne etapy restartu widetek. Wigzanie i aktywno$¢ Rad51 odbywa si¢
w nukleoplazmie, podczas gdy wznowienie syntezy DNA nastgpuje po usunieciu koniugatow SUMO

z replisomu, po zakotwiczeniu do NPC.

5. Pory jadrowe tworza przestrzen w jadrze komérkowym bogatg w proteazg SUMO Ulpl i aktywnosci

proteasomalne, ktére wykazujg odrebne role podczas odpowiedzi na stres replikacyjny.

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

zablokowanych widelkach.
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7. Proteasomy zwigzane z NPC modulujg dynamike syntezy DNA po restarcie widetek replikacyjnych,

niezaleznie od poli-SUMOilaciji.

8. Dwukierunkowa elektroforeza DNA (z ang. bi-dimensional gel electrophoresis, 2DGE) dla regionu
RTS1-RFB umozliwia analize profili widetek replikacyjnych zatrzymanych w okreslonym miejscu
w genomie w kontekscie wptywu mutacji w genach kodujacych biatka szlakow naprawy DNA, w tym

homologicznej rekombinacji.

9. SUMO ilacja modyfikuje funkcje réznych biatek naprawy DNA, w tym HR, co pozwala na

kontrolowanie proceséw naprawczych w czasoprzestrzeni.

10. Kontrolowanie aktywnosci Rad51 ma kluczowy wplyw na stabilno$¢ genomu. Translokaza DNA
Rrpl reguluje stopien wigzania Rad51 do centromerow, gdzie nadmierna ilo$¢ rekombinazy moze

prowadzi¢ do destabilizacji struktury centromeru.

Badania wchodzace w sklad publikacji wybranych do mojego glownego osiagniccia
habilitacyjnego dostarczyly nowych danych na temat organizacji komorkowej odpowiedzi na stres
replikacyjny u modelowego organizmu drozdzy rozszczepkowych Schizosaccharomyces pombe.
Powyzsze odkrycia umozliwiajg pelniejsze zrozumienie proceséw naprawczych prowadzacych do
rozwigzania stresu replikacyjnego i warunkujacych utrzymanie stabilno$ci genomu w komorkach
eukariotycznych. Co istotne, mechanizmy naprawy DNA i komoérkowej odpowiedzi na stres
replikacyjnych u drozdzy sa podobne do tych w komorkach ludzkich. Wobec tego, przedstawione
odkrycia, oprocz poszerzania naszej wiedzy, mogg mie¢ rowniez znaczenie praktyczne dla ulepszania
istniejacych strategii antynowotworowych opartych o wywotywanie stresu replikacyjnego w komoérkach

rakowych albo obnizanie aktywnosci homologicznej rekombinacji w nowotworach.

4.2 Tytul drugiego osiagni¢cia naukowego

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

stabilnosci genomu w komérkach drozdzy Schizosaccharomyces pombe.”

4.2.1 Wykaz publikacji wchodzacych w sklad drugiego osiagniecia naukowego

H6. Barg-Wojas A, Muraszko J#, Kramarz K#, Schirmeisen K, Baranowska G, Carr AM, Dziadkowiec
D (2020). Schizosaccharomyces pombe DNA translocases Rrpl and Rrp2 have distinct roles at
centromeres and telomeres that ensure genome stability. Journal of Cell Science, 133:jcs230193. doi:
10.1242/jcs.230193,

#réwny udziat

IF2004 = 3,3
IFs.tetni = 3,9
MNiSW2024 =140
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Liczba cytowan wg SCOPUS bez autocytowan na dzien 19.02.2025 — 1

Méj udzial w powstanie pracy:

1. Edycja pierwotnej wersji manuskryptu.

2. Wspotudziat w procesie recenzji, przygotowywanie odpowiedzi dla recenzentéw podczas

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

artykutu.

3. Zaprojektowanie 1 wykonanie gtownych eksperymentow w odpowiedzi na krytyke

recenzentdw, co bylo kluczowe dla pozytywnego zakonczenia procesu recenz;i:

Dokonatem analizy przyzyciowych preparatéw w mikroskopii fluorescencyjnej w celu
okreslenia liczby skupisk biatka RPA po nadprodukcji Rrp1 i Rrp2 (Rycina 1C).
Zoptymalizowatem technike immunoprecypitacji histonu centromerycznego Cnpl
w fuzji z CFP i przeanalizowatem jego wigzanie w rejonie centromeru metodag qPCR
w szczepie kontrolnym i po nadprodukcji Rrpl lub Rrp2, co wskazato ich role
w utrzymywaniu wiasciwej organizacji centromeru (Rycina 2A-B).

Pokazatem skale zaburzen organizacji centromeru po nadprodukcji biatek Rrp1 i Rrp2,
poprzez wykonanie przyzyciowej mikroskopii fluorescencyjnej centromerycznego
histonu CFP-Cnp1 (Rycina 2C).

Wykonatem obrazowanie ko-lokalizacji pomiedzy biatkami Rrp1-EGFP i Rrp2-EGFP
ze Swi6-ECFP w konfokalnej mikroskopii przyzyciowej (Rycina 3A w Suplemencie).
Wykonatem immunoprecypitacj¢ chromatyny zwigzanej z nadprodukowanymi
Rrpl-EGFP albo Rrp2-EGFP i analiza qPCR w celu okreslenia wigzania do
centromerdw, co potwierdzito interakcj¢ Rrp1-EGFP z rdzeniem centromerdéw (Rycina

3B w Suplemencie).

4. Analiza statystyczna 1 interpretacja wynikow otrzymanych wlasnorgcznie oraz przez

pozostalych wykonawcow.

5. Wspotudziat w przygotowaniu Rycin.

6. Wspotudziat w dyskus;ji tresci i przygotowaniu ostateczniej wersji tekstu manuskryptu.

H7. Baranowska G, Misiorna D, Biatek 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
IFs5 jemi = 3,3

M NiSW2024 =100
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Liczba cytowan wg SCOPUS bez autocytowan na dzien 19.02.2025 - 0

Méj udzial w powstanie pracy:

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

2. Uzyskanie finansowania na realizacje projektu i koszt publikacji open access w ramach
kierowanego przeze mnie Inkubatora Doskonalosci Naukowej — Centrum Badawczego
Naprawy DNA i Replikacji (grant IDUB o numerze IDN.CBNDR0320/2020/20).

3. Zaprojektowanie eksperymentow pokazujacych udziat analizowanych biatek w odpowiedzi

komorek na stres replikacyjny:

- Zoptymalizowatem technike rozdziatu calych chromosoméw w pulsacyjnym polu
elektrycznym (z ang. pulse field gel electrophoresis, PFGE) na Uniwersytecie
Wroctawskim. Wykonalem analize zdolno$ci do rozwigzywania replikacyjnych
intermediatow w zestawie mutantow delecyjnych pozbawionych rrpl+, rrp2+ i srs2+,
(Rycina 1A-B).

-  Wykonatem pomiary zawarto$ci ilosci DNA w warunkach eksperymentalnych
ustalonych dla PFGE metoda cytometrii przeptywowej dla badanych mutantow (Rycina
1C).

-  Wprowadzitem, zoptymalizowalem i wykonatem na Uniwersytecie Wroctawskim
dwukierunkowg elektroforeze DNA (z ang. bi-dimensional gel electrophoresis, 2DGE)
w celu wizualizacji profilu replikacyjnego rybosomalnego DNA (rDNA) w szczepie
typu dzikiego i mutancie srs24 (Rycina 3C-E).

- Przygotowatem pogladowy model aktywnosci bialek Rrpl, Rrp2 i Srs2 w kontekscie
okreslonych miejsc w genomie (Rycina 7).

- Przygotowalem schemat przedstawiajacy S$ciezki homologicznej rekombinacji,

w konteks$cie analizowanych gendw srs2+, rrpl+ i rrp2+ (Rycina 1A w Suplemencie).

4. Analiza statystyczna i interpretacja wynikow otrzymanych wlasnorgcznie oraz przez
pozostatych wykonawcow.

5. Nadzor i koordynacja pracy pozostatych wykonawcow.

6. Zaprojektowanie i wykonanie niezbednych eksperymentow wymaganych przez recenzentow,
wspotudzial w przygotowaniu odpowiedzi na uwagi recenzentow.

7. Wyslanie pierwotnej i ostatecznej wersji artykulu do wydawnictwa oraz prowadzenie

korespondencji z redakcja czasopisma.
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H8. Kramarz K*, Dziadkowiec D* (2022). Rrpl, Rrp2 and Ulsl - Yeast SWI2/SNF2 DNA dependent
translocases in genome stability maintenance. DNA Repair (Amst), 116:103356. doi:
10.1016/j.dnarep.2022.103356.

*autor ko-korespondencyijny

IFa024 = 3

IFs teti = 3,7

MNiSWa24 = 140

Liczba cytowan wg SCOPUS bez autocytowan na dzien 19.02.2025 - 1

Méj udzial w powstanie pracy:

1. Wspétudziat w opracowaniu koncepcji i planu publikacji (wybdr konkretnych zagadnien na
temat aktywnosci Rad5-podobnych translokaz DNA i ich interakcji ze szlakiem SUMOilacji).

2. Uzyskanie finansowania w ramach Inkubatora Doskonato$ci Naukowej — Centrum Badawczego
Naprawy DNA i Replikacji (grant IDUB o numerze IDN.CBNDR0320/2020/20).

3. Przygotowanie pierwotnej wersji manuskryptu.

4. Wspodtudziat w przygotowaniu rycin wizualizujacych poruszane zagadnienia w artykule
przegladowym.

5. Wspotudzial w powstaniu ostatecznej wersji manuskryptu, w tym koncowa edycja tekstu
1 przygotowanie odpowiedzi na uwagi recenzentow.

6. Wyslanie pierwotnej i ostatecznej wersji artykulu do wydawnictwa oraz prowadzenie

korespondencji z redakcja czasopisma.

PODSUMOWANIE
Liczba publikacji skladajacych si¢ na drugie osiagniecie: 3

Laczny IF publikacji skladajacych si¢ na drugie osiggniecie:

w roku sktadania wniosku (IF2024) — 9,2

|F5—Ietni - 10;9

Laczna punktacja MNiSW publikacji skladajacych si¢ na drugie osiagnig¢cie:
w roku sktadania wniosku— 380

Laczna liczba cytowan publikacji skladajacych si¢ na drugie osiggniecie:

(bez autocytowan, wg SCOPUS na dzien 19.02.2025) — 2
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4.2.2 Oméwienie drugiego osiagniecia naukowego pt. ,,Rola bialek Rrpl i Rrp2 z rodziny
SWI2/SNF2 translokaz DNA oraz helikazy Srs2 w utrzymaniu stabilnosci genomu w komorkach

drozdzy Schizosaccharomyces pombe.”
4.2.2.1 Wprowadzenie

W trakcie studiow doktoranckich realizowanych pod kierownictwem prof. Roberta Wysockiego
i dr hab. Doroty Dziadkowiec prowadzitem badania, ktorych celem byto opisanie nowych regulatorow
homologicznej rekombinacji, tj. biatka Uls1 z S. cerevisiae i biatek Rrp1-Rrp2 z S. pombe. Wyniki tych
badan opublikowano w artykutach D1, D2 (opis w sekcji 4.4.1), a takze w artykule P1, ktory ukazat si¢
juz po uzyskaniu przeze mnie stopnia doktora (opis w sekcji 4.4.2). Prace te stanowily punkt wyjscia do
badan sktadajacych si¢ na drugie osiagnigcie habilitacyjne.

Translokazy DNA 2z rodziny SWI2/SNF2 s3a enzymami regulujacymi liczne procesy
komérkowe, w tym replikacje DNA, transkrypcje czy procesy naprawy DNA®. Biatka nalezace do
rodziny SWI2/SNF2 maja zdolno$¢ do hydrolizy ATP w celu aktywnego przemieszczania si¢ po
dsDNASS, Wytworzone w ten sposob napigcie torsyjne na DNA umozliwia remodelowanie chromatyny,
badz przemieszczanie biatek obecnych na DNA. Hydroliza ATP przez translokazy DNA z rodziny
SWI2/SNF2 jest mozliwa dzigki obecnosci w ich strukturach domen SNF2_N (DExx) oraz Helicase_C.
Ponadto translokazy DNA z rodziny SWI2/SNF2 moga zawiera¢ dodatkowe domeny odpowiedzialne
za interakcje z biatkami, w tym z histonami (m.in. bromodomeny, chromodomeny lub domeny typu
RING). Translokazy DNA wykazuja strukturalne podobienstwo do helikaz, jednakze nie sa w stanie
rozdziela¢ dwuniciowego DNA®’.

Jednym z kluczowych enzyméw nalezacych do rodziny SWI2/SNF2 jest biatko Rad5
z S. cerevisiae (Rad8 u S. pombe, HLTF i SHPRH u ludzi). Rad5 taczy w sobie cechy translokazy DNA
ze wzgledu na obecno$¢ w strukturze domen SNF2_N (DExx) i Helicase_C, oraz ligazy ubikwityny, ze
wzgledu na obecnos¢ domeny RING. Rad5 petni role przetacznika miedzy Sciezkg naprawy uszkodzen
DNA zaburzajacych replikacje¢ poprzez wykorzystanie polimeraz o niskiej wiernosci (z ang. Translesion
synthesis, TLS) albo szlakiem przetgczania matryc (z ang. Template switch, TS)®. Wybor odpowiednie;j
$ciezki naprawczej odbywa si¢ poprzez SUMOilacj¢ lub ubikwitynacj¢ homotrimerycznego kompleksu
PCNA (z ang. Proliferating Cell Nuclear Antigen), warunkujacego procesywnos¢ polimeraz DNA na
widetkach replikacyjnych. Rad5 prowadzi do poliubikwytinacji PCNA i w ten sposéb aktywuje TS, co
umozliwia usuniecie uszkodzenia DNA blokujacego replikacje na drodze homologicznej
rekombinacji®. U drozdzy S. cerevisiae pokazano, ze podczas niezaburzonej replikacji PCNA jest
SUMOilowane, co pelni ochronng funkcje przed nieuprawniong aktywnoscia HR na widelkach
replikacyjnych.  Zaproponowano, ze SUMOilowane PCNA  rekrutuje  helikaze  Srs2
0 antyrekombinacyjnych wtasciwosciach i w ten sposob zabezpiecza to komorki przed niepozadanymi
rearanzacjami genomu®, Jednym z ortologéw Rad5 u S. cerevisiae jest biatko Uls1. Poczatkowo Ulsl

zostato opisane jako translokaza DNA, podobnie jak dobrze scharakteryzowane biatka Rad54 i Rdh547,
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Badania wykonane w ramach mojej pracy doktorskiej, opublikowane juz po uzyskaniu przeze
mnie stopnia doktora, dostarczyly nowych danych eksperymentalnych, co pozwolilo
sklasyfikowaé Uls1 jako SUMO-zalezng ligaze ubikwityny, ktorej substratem jest helikaza Srs2.
Pokazatem fizyczna interakcje pomiedzy Ulsl a PCNA w trakcie niezaburzonej replikacji, co wskazuje
na obecnos$¢ Uls1 przy widetkach replikacyjnych w trakcie duplikacji DNA. Poniewaz dowiedziono, ze
Srs2 moze by¢ celem SUMOilacji, a takze pokazano ze SUMOilowana forma Srs2 ma wlasciwosci pro-
rekombinogenne™, obecnos¢ SUMO-Srs2 w poblizu widetek replikacyjnych mogla prowadzi¢ do
przedwczesnej/nadmiernej rekrutacji bialek HR. Aktywno$¢ biatka Ulsl prowadzita do degradacji
SUMOilowanej subfrakcji Srs2 co skutkowato zwigkszeniem powinowactwa niemodyfikowanego Srs2
do PCNA (P1).

Réwnolegle do badan prowadzonych nad Uls1, kontynuowatem badania nad jego ortologami z
S. pombe — Rrpl i Rrp2. Poczatkowe obserwacje sugerowaly jednakowy udzial Rrpl i Rrp2 jako
mediatoréw homologicznej rekombinacji na $ciezce zwigzanej z kompleksem Swi5-Sfr172, U S. pombe
nukleofilament Rad51 moze zosta¢ utworzony przy udziale dwoéch niezaleznych kompleksow
mediatorowych, tj. Rad55-Rad57 oraz wspomnianego wczes$niej Swi5-Sfr17%. Rrpl oraz Rrp2 wykazuja
podobna role na szlaku HR zaleznym od Swi5-Sfrl, przekierowujac $ciezki naprawy na zalezne od
syntezy taczenie koncéw (z ang. synthesis dependent strand annealing, SDSA), czego dowiedziono w
publikacji D1. Co ciekawe, badania prowadzone przez inne zespoty wskazaty réznice pomigdzy rolami
Rrpl i Rrp2 w metabolizmie DNA. Grupa Li-Lin Du pokazata, ze Rrp2 moze dziata¢ niezaleznie od
Rrpl w celu ochrony komorki przed uszkodzeniami DNA zaleznymi od topoizomerazy 274, W mutancie
rrp24 SUMOilowana forma Top2 podlegata degradacji przez STUbL, co prowadzito do niestabilnosci
genomu. Ponadto, badania zespotu Michaela Boddiego niezaleznie pokazaty, ze Rrp2 jest enzymem
ochraniajgcym biatka modyfikowane taficuchami SUMO przed degradacja zalezng od STUbL™. Z kolei
badania przeprowadzone w publikacji H4 opisanej w sekcji 4.1.2.2 podkreslaty role Rrpl w usuwaniu
rekombinazy Rad51 z dwuniciowego DNA, jednoczes$nie wskazujac ze jest to unikalna funkcja Rrpl,

nie wspotdzielona przez Rrp2.
4.2.2.2 Szczegolowy opis wynikow wchodzacych w sklad drugiego osiagniecia naukowego

W zwiazku z lukg w rozumieniu roli biatek Rrpl i Rrp2 poza regulacjag HR u S. pombe zespot
dr hab. Doroty Dziadkowiec prowadzit badania, ktorych celem byto odkrycie miejsc genomu podatnych
na aktywnos¢ biatek Rrpl i Rrp2. Praca doktorska Anny Barg-Wojas umozliwita opisanie rol Rrpl
i Rrp2 w powtdrzonych regionach genomu, takich jak centromery i telomery. Moje zaangazowanie w
tym projekcie, w trakcie kiedy bytem zatrudniony w Instytucie Curie, umozliwito powstanie publikacji,
ze wzgledu na uzyskanie przeze mnie kluczowych danych eksperymentalnych.

Pojedyncze mutanty rrplid, rrp24, ale rowniez swisA i sfrlA nie wykazywaly wrazliwo$ci na
tiabendazol (z ang. thiabendazole, TBZ), zwigzek chemiczny zaburzajacy tworzenie mikrotubul, przez

co wplywajacy na organizacje centromeru’®. Mutant pozbawiony genu rad57+ cechowat si¢ natomiast
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wrazliwoscia na TBZ, a wprowadzenie dodatkowej delecji rrpl+ badz rrp2+ skutkowato zwickszeniem
wrazliwosci podwdjnych mutantow w stosunku do pojedynczego rad574 (Ryc. 1 w Suplemencie, H6).
Sugerowato to mozliwy wptyw biatek Rrp1 i Rrp2 na stabilno$¢ centromeru, na $ciezce niezaleznej od
kompleksu Rad55-Rad57. Zbadano réwniez wptyw nadprodukcji biatek Rrpl i Rrp2 w komorkach S.
pombe. Wykorzystujac konfokalng mikroskopie¢ przyzyciowa, pokazatem ze nadprodukcja biatek Rrpl
i Rrp2 prowadzita do drastycznego wzrostu poziomu jednoniciowego DNA wizualizowanego poprzez
skupiska kompleksu RPA. Ponadto, zobrazowatem duzg liczbe bardzo jasnych skupisk RPA,
zwigzanych z silng akumulacjg ssDNA, w wyniku nadprodukcji Rrpl lub Rrp2 oraz struktury
jednoniciowego DNA obecne w trakcie mitozy, sugerujace zaburzenia segregacji materiatu
genetycznego (Ryc. 1, HG6). Co ciekawe, po ekspozycji na TBZ, poziom toksyczno$ci
nadprodukowanych Rrpl i Rrp2 wzrastat. Biorac pod uwage powyzsze, postanowitem sprawdzi¢ wptyw
nadprodukcji biatek Rrpl i Rrp2 na organizacje¢ centromeru. W tym celu przeprowadzitem
immunoprecypitacje¢ chromatyny zwigzanej z histonem Cnpl w fuzji z czasteczka CFP. Cnpl to wariant
histonu H3, zlokalizowany w normalnych warunkach tylko w rdzenia centromeru’’. Po nadprodukcji
RrpliRrp2, pokazalem technika ChIP-qPCR zwigkszone wigzanie histonu Cnp1 do centromeru.
Obecnos$¢ bialka fuzyjnego CFP-Cnp1 byla wykrywalna nie tylko w rdzeniu (cnt) centromeru, ale
réwniez na zewnetrznych, powtorzonych sekwencjach pericentromeru (dg), co wskazywalo na
ekspansje histonu Cnpl, normalnie ograniczonego tylko do sekwencji rdzeniowych centromeru
(Ryc. 2, H6). Zaburzenia struktury centromeru, ktore pokazatem precypitujac DNA zwigzane z Cnpl,
zostaty przeze mnie potwierdzone roéwniez poprzez obserwacje lokalizacji biatka fuzyjnego CFP-Cnpl
w jadrze komorkowym za pomocg mikroskopii fluorescencyjnej. W standardowych warunkach Cnpl
tworzy jeden wyrazny punkt ze wzgledu na grupowanie wszystkich trzech centromeréw na otoczce
jadrowej. Ekspansja Cnpl poza sekwencje rdzenia centromeru skutkuje rozciagnigtymi strukturami
CFP-Cnp1’®. Dowiodlem, ze nadprodukcja Rrpl i Rrp2 zwig¢kszala liczbe komérek z zaburzona
lokalizacja Cnpl (Ryc. 2, H6). Podsumowujac, uzyskane dane sugerowaty, ze nadmierna ilo$¢ Rrpl
lub Rrp2 skutkowata zaburzeniami organizacji centromeru. Ponadto, stwierdzono ze nadmierna ilos¢
Rrpl i Rrp2 zwigksza wygaszanie ekspresji genow (z ang. gene silencing) w centromerze, w sposob
zalezny od Cnpl (Ryc. 3, H6). Wykonana przeze mnie precypitacja chromatynowa
nadprodukowanych Rrpl oraz Rrp2 podkreslila interakcje pomiedzy Rrpl a rdzeniem
centromeréw (Rycina 3 w Suplemencie, H6). Co ciekawe, pokazatem réwniez, ze nadprodukowane
Rrpl i Rrp2 ko-lokalizowaty z biatkiem Swi6, bedacym markerem regionéw heterochromatyny (Rycina
3 w Suplemencie, H6). Zaréwno centromery, jak i telomery charakteryzuja si¢ obecnoscig
heterochromatyny i stanowig regiony wyciszonej ekspresji gendw’®. Pozostale badania wykazaty, ze
Rrpl petni gtéwna rolg¢ w utrzymaniu stabilnosci centromeréw, natomiast Rrp2 jest zaangazowane W
utrzymanie stabilnosci telomeréw, prawdopodobnie poprzez ochrong SUMOilowanego Top2 (Ryc. 7,
H6).
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W 2022 roku postanowiliémy razem z dr hab. Dorotg Dziadkowiec napisa¢ prace przegladowa,
podsumowujaca nasze wspolne badania realizowane na przestrzeni ostatniej dekady, w kontekscie
danych uzyskanych przez inne grupy badawcze dla remodelerow chromatyny (H8). Zaréwno Rrpl,
Rrp2, jak i ich ortolog Ulsl z S. cerevisiae biorg udzial w odpowiedzi komorek na stres replikacyjny i
wykazuja powinowactwo do okreslonych regionow chromosomow, takich jak centromery i telomery.
Ludzkie translokazy DNA HLTF i SHPRH sa ortologami biatka Rad5 z S. cerevisiae. Podobnie do Rrpl,
Rrp2 i Ulsl zawierajg domeny RING i odgrywajg kluczowe role w odpowiedzi na stres replikacyjny®.
Zardéwno dla Rad5 jak i HLTF pokazano rolg¢ w odwracaniu widetek replikacyjnych, a takze aktywnos¢
ligazy ubikwitynowej z PCNA jako substratem, co odpowiadato za wybor Sciezki naprawczej® 2. Co
istotne, ludzkie PCNA rowniez moze ulega¢ SUMOilacji podczas niezaburzonej replikacji, co
stymuluje jego interakcje z helikazg PARI, ktora wspoéldzieli czes¢ funkcji ze swoim drozdzowym
analogiem Srs2, przez co ogranicza homologiczng rekombinacje w obrebie widelek
replikacyjnych®. Nasze badania wykazaty wplyw bialka Uls1 na wigzanie helikazy Srs2 do PCNA u
S. cerevisiae (P1), a takze rolg¢ Rrpl i Rrp2, jako mediatorow HR na $ciezce zaleznego od syntezy
taczenia koncoéw, SDSA u S. pombe. Co ciekawe, helikaza Srs2 moze promowa¢ SDSA, zardéwno w
drozdzach piekarniczych jak i rozszczepkowych. Ponadto, SUMOilowane biatka sg rozpoznawane
przez Uls1 u S. cerevisiae i jego ortologa Rrp2 u S. pombe, a aktywno$¢ obu biatek moze by¢ regulowana
przez ich SUMOilacje. Analiza sekwencji aminokwasowych HLTF i SHPRH, a takze Rrp1, Rrp2 i Rad8
z'S. pombe oraz Rad5 i Uls1 z S. cerevisiae przy uzyciu programu GPS SUMO®, sugeruje, ze wszystkie
te biatka moga zawiera¢ potencjalne motywy interakcji z SUMO. Prowadzi to do szerokiego pytania
bedacego podstawa dalszych badan: jak aktywnosci grupy SWI2-SNF2 translokaz DNA typu
Rad5 sa powigzane ze S$ciezka SUMOilacji w kontekscie odpowiedzi komérek na stres
replikacyjny, zwlaszcza w odniesieniu do ludzkich bialek HLTF i SHPRH (Ryec. 1, H8)?

Prowadzone przez nas badania pokazaty, ze w komorkach S. pombe Rrpl i Rrp2 sg konieczne
dla odpowiedzi na stres replikacyjny, na $ciezce HR zwigzanej z kompleksem mediatorowym Swi5-
Sfrl. Wybor tej $ciezki HR umozliwia rozwigzywanie struktur rekombinacyjnych na szlaku SDSA,
regulowanym przez helikazg Srs2. Dlatego tez, w pracy doktorskiej Gabrieli Baranowskiej z zespotu dr
hab. Doroty Dziadkowiec postanowiono poréwnaé wptyw Srs2, Rrpl i Rrp2 na odpowiedz S. pombe na
stres replikacyjny. Moje zaangazowanie w powyzszy projekt doktorski umozliwito powstanie publikacji
H7. Przeanalizowatem zdolno$¢ szczepow pozbawionych gendow srs2+, rrpl+ i rrp2+, poddanych
dziataniu hydroksymocznika, do ukonczenia replikacji, poprzez wizualizacje¢ catych chromosomow
technika PFGE (Ryc. 1, H7). Po 90 minutach od usuni¢cia HU z podtoza, jedynie szczep typu dzikiego
wykazywal podwojong intensywnos¢ chromosoméw migrujacych w zelu, w poréwnaniu do
poczatkowej asynchronicznej hodowli, co $wiadczylo o zakonczeniu replikacji DNA. Do
prawidlowego zakonczenia replikacji wymagana byla nie tylko obecno$é¢ helikazy Srs2, ale
rowniez bialek Rrpl i Rrp2, co sugerowalo ich wspoétudzial w rozwiazywaniu rozgalezionych

replikacyjnych produktéw posrednich, ktore blokowaly migracje chromosoméw w zelu (schemat
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sciezek HR z zaznaczeniem przypuszczalnego miejsca dziatania analizowanych bialek na Ryc. 1
w Suplemencie, H7). Co ciekawe, podwdjne mutanty srs24 rrplA i srs24 rrp24, nie wykazywaly
dalszego opdznienia w rozwigzywaniu struktur replikacyjnych w stosunku do pojedynczych srs24,
rrplA badz rrp24, co sugerowato ze biatka te moga pehi¢ tozsame funkcje w restarcie replikacji
zablokowanej dziataniem HU. Szczep typu dzikiego i wszystkie analizowane mutanty osiagaty fazg G2
cyklu komorkowego po 90 minutach hodowli w podtozu wolnym od HU, co pokazatem poprzez analize
w cytometrze przeptywowym probek pobranych z hodowli uzytych do izolacji chromosomow. Sugeruje
to, ze roznice w rozwigzywaniu replikacyjnych produktow posrednich nie wynikaty z istotnych
rozbieznosci w czasie trwania fazy S w analizowanych mutantach (Ryc. 1, H7).

Nasze wczesniejsze badania wskazywaty, ze nadprodukcja biatek Rrpl i Rrp2 jest toksyczna
dla komérek S. pombe. Nadprodukeja Srs2 w komérkach S. pombe réwniez ma szkodliwy wptyw na
komorki, niezaleznie od biatek Rrpl i Rrp2 (Ryc. 2, H7). Poczatkowe obserwacje mikroskopowe
nadprodukowanego EGFP-Srs2 sugerowaty jego akumulacj¢ w jaderku, a wiec W regionie jadra
komérkowego zawierajgcego informacje genetyczng o rybosomalnym RNA® (Ryc. 2 w Suplemencie,
H7). Aby to potwierdzié, sprawdziliSmy razem z Dorotg Misiorng, w ktorej przewodzie doktorskim
pelie rolg¢ promotora pomocniczego, ko-lokalizacj¢ EGFP-Srs2 w szczepie z nierybosomowym
jaderkowym biatkiem Gar28¢ w fuzji z mCherry i zaobserwowali$my, ze w ponad 80% komorek sygnat
Srs2 pokrywa si¢ z rejonem rDNA wizualizowanym przez Gar2-mCherry (Ryc. 3, H7). Ponadto,
pokazali$émy, ze EGFP-Srs2 tworzy rowniez skupiska poza jaderkiem, co sugeruje jego oddzialtywanie
takze z innymi regionami genomu, by¢ moze do$§wiadczajacymi stresu replikacyjnego. Obserwacje
mikroskopowe potwierdziliSmy bezposrednio poprzez immunoprecypitacje chromatyny zwigzanej
z EGFP-Srs2, a nastgpnie analizy qPCR, co pokazato ze nadprodukowany Srs2 wchodzi w interakcje z
regionem rDNA (Ryc. 3, H7). W celu okreslenia fizjologicznej roli Srs2 w regionie rDNA
dokonalem wizualizacji profilu replikacyjnego locus rDNA technikg dwukierunkowej
elektroforezy DNA, ktora z sukcesem wprowadzilem do uzytku w Kierowanym przeze mnie
Inkubatorze Doskonalo$sci Naukowej na Uniwersytecie Wroctawskim. W szczepie typu dzikiego
pokazatem wyrazne, endogenne miejsca blokowania progresji widetek replikacyjnych w powtorzonych
sekwencjach rDNA, warunkujace jednokierunkowos¢ replikacji. Jest to kluczowe ze wzgledu na silng
transkrypcje regionu rDNA 1 mozliwe kolizje z replikujacymi widetkami. W mutancie srs24
zaobserwowalem zwickszone zatrzymywanie widetek replikacyjnych na naturalnych blokadach
replikacji wystgpujacych w rDNA (Ryc. 3, H7). Wobec tego, wyciagneliSmy wniosek, ze Srs2 moze
wiazac sie do rDNA a jego obecnos¢ jest konieczna do wydajnej replikacji rybosomalnego DNA.

Podobnie jak w przypadku nadprodukcji Rrpl i Rrp2, nadmiar Srs2 prowadzit do akumulacji
jednoniciowego DNA, co pokazano poprzez obrazowanie skupisk RPA w mikroskopii przyzyciowe;j.
W odréznieniu od Rrpl czy Rrp2, nadprodukcja helikazy Srs2 nie prowadzita do tworzenia duzych
skupisk ssDNA, wizualizowanych jako bardzo jasne punkty w mikroskopii przyzyciowej. Nadmiar Srs2

prowadzit natomiast do defektow w rozdziale chromosomow i niestabilnosci genetycznej (Ryc. 4, H7).
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Deregulacja poziomow biatek Srs2, Rrpl i Rrp2 skutkowata uszkodzeniami DNA i aktywacja punktow
kontrolnych cyklu komoérkowego. W S. pombe zjawisko to mozna zaobserwowa¢ W standardowej
mikroskopii §wietlnej poprzez pomiary dtugosci komorek. Po nadprodukcji srs2+, jak rowniez rrpl+
lub rrp2+ komorki stawaty si¢ znacznie wydtuzone, wykazywaty rowniez fosforylacje histonu H2A, co
potwierdza aktywacje punktéw kontrolnych cyklu komoérkowego (Ryc. 5, H7). Postawiono zatem
hipoteze, ze helikaza Srs2 moze uczestniczyé w promowaniu wydajnego restartu widetek
replikacyjnych, w szczegdlnosci w rejonie rDNA, co zapobiega powstawaniu uszkodzen DNA
i aktywacji punktu kontrolnego cyklu komoérkowego zaleznego od Chkl.

Podobienstwa i roznice w fenotypach indukowanych przez nadprodukcje Srs2, Rrpl i Rrp2
wynikajg przypuszczalnie z miejsc dziatania tych trzech biatek. Nie potwierdzono dotychczas interakcji
pomigdzy Srs2 a Rrp1 lub Rrp2, co nie wyklucza ich mozliwego wspoétdziatania poza rDNA, w obrebie
centromerdéw lub telomeréw. Dalsza charakterystyka dziatania helikaz i translokaz DNA przy uzyciu
roznych modeli badawczych bedzie prowadzi¢ do petniejszego zrozumienia regulacji $ciezek
odpowiedzi komorek na stres replikacyjny, szczegdlnie w kontekécie sekwencji powtdrzonych
obecnych w genomach.

4.2.2.3 Podsumowanie najwazniejszych wynikéw i ich wplyw na rozwoj dyscypliny

1. Biatka Rrpl i Rrp2 biorg udzial w utrzymaniu stabilnosci powtorzonych sekwencji w genomie. Rrpl
jest szczegdlnie istotny dla stabilnosci centromeréw. Nadprodukcja Rrpl i Rrp2 moze prowadzi¢ do

ekspansji histonu Cnpl poza rdzen centromeru.
2. Rrpl, Rrp2 i Srs2 sg potrzebne do zakonczenia replikacji zatrzymanej dziataniem hydroksymocznika.
3. Helikaza Srs2 wigze si¢ do rDNA i jest wymagana do replikacji regionu rDNA.

Dane przedstawione w ramach drugiego osiagniecia habilitacyjnego pokazujg zaangazowanie
biatek regulujacych mechanizmy naprawy DNA w specyficznych miejscach genomu. Wtasciwa
kontrola proceséw naprawczych wymaga aktywnosci i koordynacji funkcji réznych enzymoéw
w konteksécie powtdrzonych regiondéw chromosomow, takich jak centromery albo rDNA. Uzyskane
dane wyznaczaja nowe kierunki badawcze, odno$nie eksploracji potencjalnego wptywu SUMOilacji na
rekrutacje bialek do okreslonych regionow chromosomoéw. Dane te moga mie¢ roOwniez znaczenie
praktyczne i przyczyni¢ si¢ do opracowania nowych strategii przeciwnowotworowych, opartych
o uzycie specyficznych inhibitorow skierowanych przeciwko wybranym biatkom dziatajacym
w ustalonych miejscach na chromosomach, takich jak centromery lub rDNA, co mogloby zmniejszy¢
toksyczno$¢ terapii w poréwnaniu do uzycia globalnie dziatajacych inhibitorow odpowiedzi na

uszkodzenia DNA, stosowanych w leczeniu raka.
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4.4 Pozostale osiagniecia naukowo-badawcze

4.4.1 Wykaz pozostalych artykuléw 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 rrpl+ and rrp2+ in the Srs2- and Swi5/Sfrl-dependent pathway in
response to DNA damage and replication inhibition. Nucleic Acids Research, 41:8196-8209. doi:
10.1093/nar/gkt564

IF2024 = 16,6

IFs jetni = 16,1

MNiSWa024 = 200

Liczba cytowan wg SCOPUS bez autocytowan na dzien 19.02.2025 -4

Praca przygotowana w ramach mojej rozprawy doktorskiej, w ktorej analizowano role biatek Rrpl
i Rrp2 jako mediatorow homologicznej rekombinacji na Sciezce zwigzanej z helikazq Srs2 u drozdzy
rozszczepkowych Schizosaccharomyces pombe. Miedzy innymi, wykorzystujgc technike elektroforezy
calych chromosomow w zmiennym polu elektrycznym (z ang. pulse field gel electrophoresis, PFGE)
pokazatem role Rrp2 w rozwigzywaniu posrednich produktow replikacyjnych, niezaleznie od innego

mediatora homologicznej rekombinacji, Rad55.

D2. Kramarz K, Litwin I, Cal-Bgkowska 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

IFs jetni = 3,7

MNiSWa024 = 140

Liczba cytowan wg SCOPUS bez autocytowan na dzien 19.02.2025 - 7

Glowna praca przygotowana w ramach mojej rozprawy doktorskiej, w ktorej pokazatem role biatka
Ulsl z drozdzy piekarniczych Saccharomyces cerevisiae w regulacji rybosomalnego DNA, a takze
przeprowadzilem szerokq analize genetyczng okreslajqcq czynniki wazne dla interakcji pomiedzy genem
ULSI a genem helikazy SGS1 (zachowanej w ewolucji od drozdzy do wyzszych eukariontow, u ludzi
jako BLM).
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PODSUMOWANIE

Laczny IF

w roku sktadania (IF2024) wniosku— 19,6
IFs-jetmi — 19,8

Laczna punktacja MNiSW:

w roku sktadania wniosku— 340
Laczna liczba cytowan:

(bez autocytowan, wg SCOPUS na dzien 19.02.2025) — 11

4.4.2 Wykaz pozostalych artykuléw 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 Ulsl Modulation of Srs2 SUMOylation in Saccharomyces
cerevisiae. Genetics 206:513-525. doi: 10.1534/genetics.116.196568

IF2024 = 3,4

IFs.jemi = 3,7

MNiSW 024 = 140

Liczba cytowan wg SCOPUS bez autocytowan na dzien 19.02.2025 - 7

Praca realizowana w ramach mojej rozprawy doktorskiej, opublikowana po uzyskaniu stopnia doktora,
w ktorej pokazatem role biatka Ulsl z drozdzy piekarniczych Saccharomyces cerevisiae podczas
niezaburzonej replikacji DNA. Dowiodiem, ze Ulsl przekierowuje naprawe posrednich produktow
naprawy DNA powstajgcych na spontanicznie blokowanych widetkach replikacyjnych na sciezke
zwigzang z helikazq Srs2. SUMOilowana forma Srs2 jest substratem dla biatka Ulsl, co wzigte razem

pozwolito na opisanie mozliwego mechanizmu dzialania biatka Ulsl w komdrkach 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:€201900433. doi: 10.26508/1sa.201900433

IF2004 = 3,3

IFs.teti = 3,8

MNiSWa024 = 40

Liczba cytowan wg SCOPUS bez autocytowan na dzien 19.02.2025 - 1
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Jedna z prac przygotowanych w trakcie realizacji mojego stazu podoktorskiego w Instytucie Curie,
w grupie dr hab. Sarah Lambert. Praca ta byla realizowana w ramach wspolpracy z prof. Karlem
Ekwallem z Karolinska Institutet w Szwecji. Bratem udzial w przygotowaniu odpowiedzi dla
recenzentow i wykonaniu odpowiednich precypitacji chromatyny zwiqzanej z RPA w analizowanych

mutantach fft3+, wymaganych do akceptacji artykutu.

P3. Litwin I, Nowicka M, Markowska K, Maciaszczyk-Dziubiniska 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

IFs.jetni = 16,1

MNiSW 024 = 200

Liczba cytowan wg SCOPUS bez autocytowan na dzien 19.02.2025 - 0

Praca realizowana po moim powrocie do kraju i zatrudnienia w nowopowstatym Inkubatorze
Doskonatosci Naukowej — Centrum Badawczym Naprawy DNA i Replikacji. Jako kierownik grupy,
zaangazowatem sig¢ w projekt realizowany przez zatrudnionego w mojej jednostce dr. Ireneusza Litwina
i wykonatem szereg eksperymentow precypitacji chromatyny w celu pokazania wigzania remodelera
chromatyny Iswl do centromerow drozdzy piekarniczych. Bratem udziat w dyskusji wynikéw i naukowej
realizacji projektu, a takze w pisaniu manuskryptu i procesie recenzji w czasopismie Nucleic Acids

Research, w tym w przygotowaniu adekwatnych odpowiedzi dla recenzentow.

PODSUMOWANIE

Laczny IF

w roku sktadania (IF2024) wWniosku — 23,3
IFs-jetni — 23,6

Laczna punktacja MNiSW:

w roku sktadania wniosku— 380
Laczna liczba cytowan:

(bez autocytowan, wg SCOPUS na dzien 19.02.2025) — 8
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5. Informacja o wykazywaniu sie¢ istotna aktywnoscia naukowa albo artystyczng realizowana w

wiecej niz jednej uczelni, instytucji naukowej lub instytucji kultury, w szczegé6lnosci zagranicznej

Miejsce stazu badawczego: Instytut Curie, Centre de Recherche, UMR3348, Orsay, Francja
Zrédlo finansowania: Staz 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, wspierajaca najlepszych mtodych naukowcow. Projekt:
Processing of replication forks at the nuclear periphery: Mechanism and impact on genome stability
(nr PDF20171206749)

Calkowity okres stazu/zatrudnienia: 7.10.2016 — 31.05.2021

Po uzyskaniu stopnia doktora na Uniwersytecie Wroctawskim w czerwcu 2016 roku,
przeszedtem z sukcesem proces rekrutacji, a nastepnie udatem si¢ na staz podoktorski w wiodagcym
osrodku naukowym - Instytut Curie, Paryz-Orsay, Francja, 7.10.2016 - 31.05.2021 pod
kierownictwem ekspertki w dziedzinie naprawy DNA na arenie miedzynarodowej, dr hab. Sary
Lambert. Swiadectwo pracy, potwierdzajace moje zatrudnienie w Instytucie Curie, znajduje si¢
w zalgczniku nr 8 (thumaczenie przysiggle na jezyk polski i1 kopia oryginatu w jezyku francuskim).
W trakcie prawie 5-letniego pobytu we Francji, moje badania umozliwily rozpoczgcie kilku nowych
projektow, realizowanych do dnia dzisiejszego. Najwazniejszym rezultatem mojej pracy byto odkrycie
mechanizmu przestrzenno-czasowej kontroli wznawiania syntezy DNA na zatrzymanych widetkach
replikacyjnych w modelowym organizmie drozdzy S. pombe, co zostato opublikowane w czasopismie
Nature Communications (H1. Kramarz et al. 2020). Oprocz tego, w trakcie zatrudnienia w grupie dr
hab. Sary Lambert moja praca umozliwita 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 powotanej przeze mnie jednostki badawczej kontynuowatem wspotprace z dr
hab. Sarg Lambert, co potwierdza nasza wspolna praca przegladowa w Genes (H5. Schirmeisen et al.
2021). Ponadto, w ostatnim czasie nasze wspolne badania nad rola subkompleksu poru jadrowego, t;.
kosza jadrowego, w regulacji restartu zablokowanych widetek replikacyjnych, zostaty opublikowane
w czasopismie Nucleic Acids Research (H2. Schirmeisen et a. 2024). Sarah Lambert odwiedzita
Uniwersytet Wroctawski w 2023 roku w ramach konkursu IDUB na finansowanie wizyt
krotkoterminowych cenionych ekspertdow na arenie migdzynarodowej i wygtlosita wyktad otwarty dla
pracownikow UWr pt. ,,DNA replication fork rescue: a journey to the nuclear periphery” 11 wrzesnia
2023 .

Od czasu zakonczenia studiéw doktoranckich kontynuowalem wspolprace z dr hab.
Dorota Dziadkowiec z Wydzialu Biotechnologii Uniwersytetu Wroclawskiego, co doprowadzito do
powstania szeregu publikacji naukowych, wchodzacych w sktad gtownego (H4. Muraszko et al. 2021)
oraz drugiego osiagniecia habilitacyjnego (H6. Barg-Wojas et al. 2020, H7. Baranowska et al. 2024
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oraz H8. Kramarz i Dziadkowiec, 2022), a takze 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 Wroclawski w 2021 r. zaangazowalem si¢ réwniez we
wspoélprace z prof. Robertem Wysockim. Przyczynito si¢ to do powstania publikacji w Nucleic Acids
Research (P3. Litwin et al. 2023), w ktorej realizacj¢ zaangazowany byt kierowany przeze mnie zespot
Inkubatora Doskonatosci Naukowej oraz pracownicy Zakladu Genetyki i Fizjologii Komorki,
kierowanego przez prof. Wysockiego.

Nawiazalem réwniez wspélprace z grupg dr Marcina Suskiewicza w Center for Molecular
Biophysics CNRS w Orleanie, we Francji w celu realizacji wspolnych badan nad SUMOilacja
w organizmach eukariotycznych. Umozliwito to wyjazd na staz zagraniczny dr Ireneusza Litwina
w 2023 roku, zatrudnionego w kierowanej przeze mnie grupie badawczej, w celu optymalizacji techniki
SUMOQilacji in vitro dla endonukleazy Ctpl z drozdzy S. pombe. Uzyskane wyniki wejdg w sktad
manuskryptu, w ktérym charakteryzujemy rolg¢ SUMOilacji Ctpl w odpowiedzi komorek na stres

replikacyjny, we wspdtpracy z grupa dr Suskiewicza.

6. Informacja o osiggnieciach dydaktycznych, organizacyjnych oraz popularyzujacych nauke

6.1 Opieka naukowa nad studentami studiéw magisterskich, doktorantami oraz studentami

programu Erasmus+

Podczas studiéw doktoranckich (2011-2015), uczestniczytem w szkoleniu magistrantow: Anny
Barg-Wojas oraz Seweryna Muchy. Wykonane przeze mnie pilotazowe eksperymenty nakre§lity
gtowne kierunki pracy doktorskiej Kamili Schirmeisen, studentki UWr ktora szkolitem w zespole
dr hab. Sary Lambert podczas jej pobytu w ramach programu Erasmus+ w 2017 roku, co sktonito
ja pdzniej do podjecia studiow doktoranckich w Instytucie Curie pod kierownictwem dr hab. Sary
Lambert. Ponadto, szkolitem i nadzorowatem prace innej doktorantki S. Lambert - Shreny Chakraborty.
Od 1 pazdziernika 2022 r. jestem promotorem pomocniczym w przewodzie doktorskim Doroty
Misiornej (promotor: dr hab. Dorota Dziadkowiec).

Ze wzgledu na zatrudnienie na stanowisku naukowym, zarowno podczas stazu podoktorskiego
w Instytucie Curie (2016-2021), jak i na Uniwersytecie Wroctawskim (2021-obecnie), nie mogtem
pehié¢ bezposredniej roli promotora prac dyplomowych. Pomimo to, od 2023 jestem naukowym
opiekunem magistrantki prof. R. Wysockiego, Pani Julii Konczak, ktéra realizuje badania w moim
zespole w ramach umowy o dzieto. Ponadto, od pazdziernika 2024 pehie role opiekuna naukowego dla
studenta Katholieke Universiteit Leuven w Belgii w ramach migdzynarodowej wymiany Erasmus+. Pan
Mika Haenen realizuje zadania badawcze w ramach Inkubatora Doskonato$ci Naukowej w okresie

dwoch semestrow akademickich (od pazdziernika 2024 do lipca 2025).
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6.2 Dzialalno$¢ dydaktyczna

W czasie trwania studiow doktoranckich na Uniwersytecie Wroctawskim (26.09.2011 — 09.09.2015)

prowadzilem nastepujace zajecia ze studentami:

e 2014: Regulacja Cyklu Komorkowego — Laboratorium
e 2014: Biologia Molekularna — Laboratorium
e 2013: Molekularna Organizacja Komorki — Konwersatoria
e 2012: Genetyka — Laboratorium
e 2012: Regulacja ekspresji genow — konwersatoria
W okresie zatrudnienia na stanowisku asystenta w Zaktadzie Genetyki i Fizjologii Komorki na

Uniwersytecie Wroctawskim (1.10.2015 —30.09.2016) prowadzitem nastepujace zajecia ze studentami:

e 2016: Biologia Molekularna — Laboratorium
e 2016: Genetyka Molekularna — Laboratorium

Ze wzgledu na zatrudnienie na stanowisku naukowym, zarowno podczas stazu podoktorskiego w
Instytucie Curie (2016-2021), jak i na Uniwersytecie Wroctawskim (2021-obecnie), nie prowadzitem
zaj¢¢ dydaktycznych po 2016 roku.

6.3 Dzialalno$¢ organizacyjna

W trakcie stazu podoktorskiego w Instytucie Curie pelnitlem role przedstawiciela grupy
naukowcow na stazach podoktorskich (postdoktorantéw) w Radzie Jednostek Naukowych Instytutu
Curie zrzeszonych w UMR3348 (Unité Mixte de Recherche) w okresie 2020-2021.

Po powrocie do kraju, od pazdziernika 2021 zbudowatem wtasng grupe badawcza — Inkubator
Doskonatosci Naukowej — Centrum Badawcze Naprawy DNA i Replikacji. Aktualnie moj zesp6t sktada
si¢ z jednego adiunkta (dr Ireneusz Litwin), jednej asystentki (dr Katarzyna Markowska), samodzielnej
biolog (mgr Aleksandra Broczkowska), doktorantki (mgr Dorota Misiorna), studentki studiow
magisterskich zatrudnionej na umowg o dzieto (Julia Konczak) oraz studenta wymiany Erasmus+ (Mika
Haenen).

W ramach finansowania Inkubatora Doskonatosci Naukowej zakupitem sonikator biologiczny
— Bioruptor Pico firmy Diagenode o wartos$ci okoto 160 000 zt oraz fluorymetr Qubit 4 (Thermo Fisher)
o wartosci okoto 15000 zt, sprzet kluczowy dla powtarzalnego wykonywania immunoprecypitacji
chromatynowych. Stworzytem réwniez unikalne stanowisko badawcze do wykonywania
dwukierunkowej elektroforezy DNA na Uniwersytecie Wroctawskim, w celu wizualizacji profili
replikacyjnych. W sktad tego stanowiska wchodzg lampy UV o wysokiej mocy do utrwalania struktur
replikacyjnych, aparatura do przeprowadzania elektroforetycznego rozdziatu ze wzglgdu na masg oraz
ksztalt czasteczek DNA, zestaw do dokumentacji zeli i aparatura do wykonywania detekcji sygnatu

widetek replikacyjnych technika Southern blot, o tacznej wartosci okoto 85 000 zt.

47



13 pazdziernika 2023 roku bralem udziat w spotkaniu z wizytujgcymi ekspertami zagranicznymi
w ramach oceny $rodokresowej wdrozenia programu IDUB na Uniwersytecie Wroctawskim, jako jeden

z reprezentantow Inkubatorow Doskonato$ci Naukowej utworzonych na UWTr.
6.4 Dzialalno$¢ popularyzatorska
1. Autorstwo popularno-naukowej pracy przegladowej w jezyku polskim:

M. Kramarz, K. Kramarz (2009). Naukowe, ekonomiczne i spoteczno-prawne uwarunkowania
produkcji i sprzedazy zywnosci genetycznie modyfikowanej w Polsce, Acta Sci. Pol., Biotechnologia
8:5-12

2. Wyktad dla sponsorow i darczyncow francuskiej fundacji wspierajacej mtodych naukowcow
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 mtodych naukowcow (24e
journées Jeunes chercheurs de la Fondation ARC), Online, 30.11.2020

3. Autorstwo publikacji popularno-naukowej do Przegladu Uniwersyteckiego (nr 3, 237/2021, str. 24-
25) pt. Inkubator Doskonatosci 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 zwycieskiego projektu naukowego, ktory umozliwit
powstanie Inkubatora Doskonatosci Naukowej — Centrum Badawczego Naprawy DNA i Replikacji:
https://www.youtube.com/watch?v=8nOwTXaZJAY

6.5 Aktywnos$¢ recenzencka

Dotychczas zrecenzowatem 5 artykutow naukowych dla czasopism o zasiegu
miedzynarodowym, a takze petnitem rolg¢ eksperta do oceny grantu dla Czech Science Foundation w
2023 roku.

e 2025 Frontiers in Microbiology, IFag24: 4, 100 pkt MNiSW

e 2024 Nature Communications, I1F2op4: 14,9, 200 pkt MNiSW

e 2024 Archives of Microbiology, IF2o24: 2,3, 70 pkt MNiSW

e 2023 Biochimica et Biophysica Acta (BBA) - Molecular Cell Research, 1Fag24: 4,6, 140 pkt MNiSW
o 2022 Plos One, 1Fx024: 2,8, 100 pkt MNiSW

Jestem cztonkiem Reviewer Board w czasopismie Frontiers in Microbiology, (1F2024 4; 100 pkt MNiSW)
oraz Acta Biochimica Polonica, (IF2024 1.7; 70 pkt MNiSW). W 2022 roku bylem recenzentem pracy
magisterskiej, wykonanej na Wydziale Biotechnologii Uniwersytetu Wroctawskiego oraz w Instytucie

Curie we Francji.
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7. Inne informacje, wazne z punktu widzenia wnioskodawcy, dotyczace jego kariery zawodowej
7.1 Nagrody i wyrdznienia

1. Wyroéznienie we Wroclawskim Programie Stypendialnym dla mlodych naukowcéw
w dziedzinie nauk biologicznych i medycznych im. Ludwika Hirszfelda podczas studiow
doktoranckich (2014).

2. Laureat stypendium ,Akademia rozwoju — kluczem wzmocnienia kadr polskiej
gospodarki” z Europejskiego Funduszu Socjalnego (2014), Kapitat ludzki — narodowa
strategia spojnosci, Unia Europejska na realizacje projektu: ,, The role of proteins Uls1 and Rrp1-
Rrp2 in DNA repair in yeast Saccharomyces cerevisiae and Schizosaccharomyces pombe”
podczas studiow doktoranckich.

3. Zdobywca finansowania stazu podoktorskiego w okresie 1.03.2018-31.05.2021 przez
fundacj¢ charytatywna Fondation ARC pour la recherché contre le cancer we Francji,
wspierajacg najlepszych mtodych naukowcow na stazach 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. Zwyciezca Kkonkursu na utworzenie Inkubatoréw Doskonatosci Naukowej na
Uniwersytecie Wroclawskim w ramach programu Inicjatywa Doskonatosci — Uczelnia
Badawcza. Finansowanie (4 000 000 PLN) umozliwitlo utworzenie nowego zespotu
badawczego (Inkubator Doskonatosci Naukowej — Centrum Badawcze Naprawy DNA
i Replikacji) w okresie 1.10.2021 do 30.09.2025.

5. Nagroda za najlepszy wyktad, 1st Polish Yeast Conference, Polska, Rzeszoéw, 22-24.06.2022

6. Nagroda zespotowa Rektora UWr za osiagnigcia naukowe i organizacyjne w 2023 roku.

7. Nagroda Rektora UWTr za indywidualne osiagnigcia naukowe w 2024 roku.
7.2 Dalsze kierunki badawcze

Utworzony przeze mnie w 2021 roku zespot Inkubatora Doskonatosci Naukowej — Centrum
Badawczego Naprawy DNA i Replikacji realizuje kilka niezaleznych nurtow badawczych, zwigzanych
z SUMO-zaleznymi mechanizmami odpowiedzi komorek S. pombe na stres replikacyjny.
W  szczegblnosci, prowadzona przeze mnie grupa zajmuje si¢ opisaniem biologicznej roli
polimerycznych tancuchow SUMO w utrzymaniu stabilnosci centromerow i regulacji proceséw
homologicznej rekombinacji. Innym realizowanym tematem badan jest charakterystyka wptywu
SUMOilacji na aktywnos$¢ endonukleazy Ctpl w kontek$cie centromerycznego stresu replikacyjnego.
W planach na najblizszg przyszto$é jest wdrozenie do regularnego uzytku modeli komoérek ludzkich,
poprzez wykorzystanie komercyjnie dostgpnych linii komorkowych i badanie dzigki temu wptywu

mutacji w szlaku SUMOilacji na genomowa lokalizacj¢ biatek naprawy DNA u ludzi.
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