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Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska mgr Martyny Weglewskiej p.t.
»Charakterystyka funkcjonalna ludzkiego biatka BEND3” zostata przygotowana w Zaktadzie
Wirusologii Molekularnej. Tematyka generowania uszkodzen DNA, ich wptywu na funkcje
komorki oraz naprawy DNA od lat byta realizowana w kierowanym w przesztoscij przeze
mnie Zakfadzie Mutagenezy Srodowiskowej IGCz PAN w Poznaniu. Mowieg o tym, by
wskazac na pokrywanie sie zainteresowan badawczych i pewnego obszaru technik
laboratoryjnych, dzigki czemu mogtem czué si¢ kompetentny do oceny rozprawy
przedstawionej do recenz;ji.

Wyniki studiéw literaturowych i pracy badawczej przedstawiono w formie klasycznej
rozprawy. Chyba wyboru nie byto, bo PubMed podaje tylko dwie publikacje doktorantki.
Wyniki jednej z nich (Bieluszewska, Weglewska i in., FEBS J, 2018) zostaty wykorzystane
przy pisaniu rozprawy. Niemniej rozprawa liczaca ponad 200 stron przekracza rozmiary prac,
do ktérych przywyktem. Jednak rozmiar rozprawy jest tez uzasadniony rozlegtoscig
opracowania literaturowego, mnogoscia doswiadczer, co konsekwentnie daje sporg doze
wynikow a te z kolei trzeba byto wyczerpujaco przedyskutowa¢. Wszystkie te uwagi nie maja
charakteru wartosciujgcego lecz stanowig zdanie sprawy z tego, z czym miatem do
czynienia.

Tytutowym zagadnieniem rozprawy byto wyjasnienie udziatu biatka BEND3 w réznych
procesach metabolicznych ze szczegdinym zwréceniem uwagi na mechanizmy naprawy
czgsteczki DNA. W celu osadzenia zagadnienia w stanie wiedzy Autorka przygotowata wstep
literaturowy rozciggajgcy sie na 36 stron a dotyczacy uszkodzen i naprawy DNA a w tym
poznanej do tej pory roli biatka BEND. Zagadnienie oméwione jest bardzo kompetentnie a
materiat szeroki i narastajgcy. Mam na mysli rozpoznawanie kolejnych biatek biorgcych
udziat w naprawie DNA i gromadzenie wiedzy o licznych oddziatywaniach, co stanowi
zmienng w odniesieniu do konkretnej $ciezki naprawy jak réwniez zmienng czasowg. Catosé
jest solidnie podbudowana wykorzystang literatura. Z ciekawoscig spojrzatem na dobor



cytowanych prac. Z noblistéw (przypomne: 2015, naprawe DNA zaliczono do chemii) pojawia
sie raz T. Lindahl. Jednak obecnos¢ J. Hoeijemakersa, G. Dogliotti, B. Kainy, M. Zdzienickiej,
J. Jiricnego czy G. Dianowa, ktérych wysoko cenig i znam osobiscie pozytywnie weryfikuje w
moich oczach korzystanie z literatury. Z jednej strony podobata mi si¢ zwartos¢ tematyczna,
a z drugiej myslatem nad ewentualnym dalszym wykorzystanie przygotowanego materiatu.
Bez zmian nie moze sie obej$¢, bo opracowanie przekracza ramy typowego artykutu
pogladowego.

Mimo wyrazonej wyzej bardzo pozytywnej opinii o literaturowej czesci rozprawy
zgtaszam nastgpujace zastrzezenia, co jest ponurym obowigzkiem recenzenta:
1. Autorka nie zdecydowata, czy omawia problematyke uszkodzen/naprawy DNA w
catym $wiecie ozywionym, czy wW odniesieniu do cztowieka. Jezeli ,cztowieka” to nie
stwierdzono w naszych organizmach bezpoéredniej naprawy DNA. Jezeli caty $wiat,
to grozenie bakteriom i drozdzom chorobami nowotworowymi jest dos¢ iluzoryczne.
2 Podziat mechanizméw naprawy DNA na 6 szlakow (str.18) jest powtdrzony za
czescig autorow. Jezeli jednak wprowadzimy hierarchiczng klasyfikacje, gdzie w
pierwszym rzedzie pojawi si¢ naprawa przez wycinanie (dalej dzielona jeszcze
dwupietrowo) i naprawa rekombinacyjna dalej dzielona prowadzi to do do
zredukowania liczy szlakéw i tak to podajg inni autorzy. A gdzie szlak Fanconi anemia
pojawiajgcy sie na str. 156 rozprawy?
3. Po stronie terminologicznej zauwazam wymiennos¢ stosowania stéw okreslajgcych
zmiany w strukturze DNA: btad, uszkodzenie, modyfikacja, mutacja. Kazde z nich ma
swoj zakres znaczeniowy. Pewnie przypomina si¢ tutaj ,pani od polskiego”, ktéra dla
unikniecia monotonnoéci zalecata uzywanie synoniméw/zamiennikow. W jezyku nauki
nie znajduje to jednak zastosowania, wymaganiem jest jednoznaczno$¢
terminologiczna. W tym punkcie zmieszcze tez wytkniecie ,nieprawidtowe]” w miejsce
niesprawnej syntezy naprawczej DNA.
4. W omédwieniu chemicznych genotoksykantéw pojawiajg sie takze takie leki jak.
cisplatyna (str.13, 20). Nalezato zaznaczyé, ze o ile winniémy unikac ekspozycji na
wiekszos¢ z nich, to te stosowane w chemioterapii sg podawane celowo z zadaniem
doprowadzenia do $mierci komorek nowotworowych poprzez uprzednie uszkadzanie
DNA.
Dla zréwnowazenie powyzszych uwag zaznacze, ze Autorka bardzo zgrabnie porusza si¢ po
sliskim gruncie interakgji stownictwa polskiego i angielskiego niejednokrotnie stawiajac tame
nachalnemu wpychaniu si¢ angielszczyzny do naszego stownictwa.

Cel pracy jest jasno i precyzyjnie podany. Niemniej czytajgc rozprawe po raz pierwszy
zastanawiatem sie, czy Autorka nie zastawita na siebie putapki przedstawiajac biatko BEND3
jako niemal omnipotentne i biorace udziat w tylu procesach metabolicznych zahaczajacych o




naprawe DNA (remodelowanie chromatyny, rozplatanie podwaojnej helisy), ze od udziatu w

naprawie DNA jeste$my juz o krok.

Cze$¢ rozprawy mieszczaca sig pod tytutem MATERIALY i METODY jest podana

przejrzyécie i na ogot doktadnie. Powstaty jednak pewne pytania, na ktére chciatbym uzyskac

odpowiedzi podczas rozprawy.

1.

Doswiadczalnictwo w catoéci oparte jest o materiat pochodzacy w ludzkich linii
nowotworowych. Wiadomo jednak, ze w chorobie nowotworowej potencjat naprawczy
DNA jest obnizony a zastosowane linie wyprowadzono z materiatu 0s6b
rozwijajgcych choroby nowotworowe. Czy zatem defekty naprawy DNA
odpowiedzialne za obnizenie potencjatu naprawczego nie mogty zakioci¢ i wynikéw
doswiadczen, i wyprowadzenia wnioskow? Dlaczego prowadzac doswiadczenia na
szeséciu liniach komérek nowotworowych i trzech dalej modyfikowanych nie wigczono
materiatu prawidtowego?

Opis wyprowadzenia linii modyfikowanych genetycznie jest niebywale skapy. Skad
pewnosé, ze s3 to linie stabilne w kolejnych pasazach?

Model generowania uszkodzen DNA za pomocg naswietlania laserem nie wydaje mi
sie najszczesliwszy. Po pierwsze indukuje kilka rodzajoéw uszkodzen, co z natury
komplikuje interpretacje uszkodzen. Nie trafia do mnie powotanie sig (str.159/160) na
prace Kochan i wsp. (2017) twierdzaca, ze 85% badan nad analizg udziatu biatek w
naprawie DNA przeprowadzono na takim modelu. Widocznie jednak w studiach
literaturowych docieralismy do réznych publikacji. Autorka w badaniach i interpretacji
skupita sie na podwoéjnych przerwach nici DNA, ignorujgc bez wyjasnien pozostate
uszkodzenia. W opisie techniki brakuje mi informacji o energii dostarczanej przez
swiatto laserowe i tym samym toksycznosci wigzki Swiatta.

Caly kompleks badan nad oddziatywaniami biatko-biatko i biatko-DNA
przeprowadzono technikami jakosciowymi nie wchodzac w analize ilosciowa.
Przegladajac kolejne ilustracje widze, ze nie wszystko mozna sprowadzi¢ do uktadu
zero-jedynkowego czyli biatko jest albo go nie ma. Analiza iloéciowa a cho¢by
potilosciowa mogta wprowadzi¢ nowg jakos¢ wynikéw i ich interpretacii.

W punkcie 5.8.1. podano dtuga liste wektorow ekspresyjnych. Czes¢ przygotowano
wlasnymi rekoma, o pochodzeniu czgsci nie poinformowano a inne pochodzity z
daréw. Ta ostatnia grupa zwraca pozytywng uwage. Przekazywanie materiatu przez
inne laboratoria przyjmuje jako dowéd na rzetelng wspdtprace i docenienie pozycji

duetu Promotor/Doktorantka.

Cze$é rozprawy prezentujgca wyniki badan zostata poprowadzona réwnie logicznie jak
przejrzyécie i nie wzbudzita zadnych obiekcji z mojej strony. W sposéb nie budzgcy

zastrzezen wykazano to, co byto gtéwnym celem badan a mianowicie udowodnienie udziatu



biatka BEND3 w naprawie DNA. Funkcje te skonkretyzowano wskazujgc na naprawe przerw
dwuniciowych DNA za pomocg mechanizu taczenia koricow niehomologicznych (NHEJ).
Znaczacym wsparciem dla tego ustalenia jest ustalenie interakcji biatka BEND3 z
podjednostkami kompleksu NuRD i NoRC. Udowodniono takze fakt bezposredniej interakciji
z biatkiem HDPY30, wskazujgc konkretne elementy strukturalne biatka BEND3 jako
odpowiedzialne za oddziatywania miedzyczgsteczkowe. Podsumowujgce wyliczenie
podstawowych wynikéw liczace 8 punktow (a kazdy jest mocny) powinno jednak zawierac
jakie$ uogodlnienie i wniosek generalizujgcy ustalenia szczegotowe. Do pewnego mozna to
jednak odnalez¢ w koricowej sekcji DYSKUSJI.

Na str. 141 odnalaztem zdanie méwiagce o ,zdolnosci bleomycyny do indukcji
uszkodzen DNA wykorzystanej w terapii przeciwnowotworowej nowotworéw gtowy i szyi”
Cos tu nie tak. Nowotwory gtowy i szyi sg oporne na dziatanie cytostatykow i stad leczenie
jest kombinacja chirurgii i radioterapii. Dopiero zastosowanie terapii celowanej pozwolito na
skuteczne wprowadzenie chemioterapii ale nowej generacji (gtéwnie cetuximab). Musze tez
wypomnieé, Zze obie prace cytowane na rzecz podanej przed chwilg tezy sg kompletnie
nietrafione.

Dyskusja mocno konfrontuje wiasny tok badawczy i ustalenia z literaturg. Byto do
czego odnosi¢ sie, bo spis literatury wylicza ponad 450 pozycji. Autorka dostrzega
konieczno$¢ dalszych badan. | tutaj zgadzamy sig, bowiem przypisanie biatku BEND3
udziatu w procesie naprawy dwuniciowych przerw nici DNA przy udziale mechanizmu NHEJ
nie wyklucza moim zadaniem partycypacji innych mechanizmach naprawczych.
Wspomniana parokrotnie rola biatka BEND3 w remodelowaniu chromatyny i rozplataniu nici
DNA moze byé wykorzystywana takze w innych $ciezkach naprawy DNA. Mam oczywiscie
petng $wiadomo$é ograniczen czasowych i finansowych pracy nad doktoratem ale temat roli
biatka BEND3 w innych torach naprawy DNA czeka na podjgcie.

Po stronie oceny formalnej rozprawy zatrzymuije sie przy dwoch punktach:

1. Spis literatury nalezy prowadzié¢ wedtug jednego wzoru. Lista autoréw wymyka sie z
tego wymogu, przez podanie alternatywne albo petnych imion, albo tylko inicjatow,
zmiennej kolejnosci imie/nazwisko. To samo przenosi si¢ to podawania cytacji w
tekscie. Rozprawa to wytrzyma ale materiat wysytany do czasopisma juz
niekoniecznie.

2. Az glupio pisa¢ o przecinkach ale autorka okazata sig ich zawansowang entuzjastka.
Nie bede tego tu rozwijac ale przekaze do reki egzemplarz rozprawy z poprawkami.

W swojej recenzji skupitem si¢ na niedociagnigciach rozprawy, traktujac fakt recenzowania
jako ostatni etap podejscia dydaktycznego wobec miodej adeptki nauki. Stuchacze i
czytelnicy recenzji moga to opacznie zrozumie¢ przedstawiong recenzje jako daleka krytyke
rozprawy. Nic z tych rzeczy. Na postawione w recenzji pytania i zgtoszone watpliwosci nie



przekreslajgce wartosci rozprawy oczekuje odpowiedzi w trakcie obrony. Powtorze, ze
otrzymatem do recenzji obszerne, rzetelne sprawozdanie z przeprowadzonych rozlegtych
badan. Bardzo pozytywnie odebratem mnogos¢ stosowanych technik badawczych, dobrze
zazebiajacych sie, przyblizajacych do poznania relacji molekularnych dotad nieznanych. Do
wiekszosci celow zblizano sie stosujac techniki z biologii molekularnej i biologii komérki. Dla
petnego powigzania ustaler powstatych w trakcji przeprowadzonych badan siggnieto z
powodzeniem po bioinformatyke. Tak powinno prowadzi¢ sie nowoczesne badania w
przedmiotowym zagadnieniu.

Do odpowiedzi pozostaje jeszcze udzielenie odpowiedzi na pytanie o obecnosc¢
novum. Nie ma watpliwoéci. Wykazanie udziatu biatka BND3 w naprawie dwuniciowych
uszkodzen DNA przy udziale mechanizmu NHEJ tacznie z ustaleniem interakcji
miedzybiatkowych przynosi pozytywng odpowiedz na postawione pytanie.

Po wnikliwym zapoznaniu sig¢ z rozprawg doktorska mgr Martyny Weglewskiej i
zaproszeniu Doktorantki do dyskusji na tematy wskazane wyzej stwierdzam, ze rozprawa
spetnia ustawowe wymogi w procedurze ubiegania sig 0 stopien doktora nauki biologicznych
w dyscyplinie biologia i zgtaszam do Rady Wydziatu Biologii UAM wniosek o dopuszczenie
Doktorantki do publicznej obrony.
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