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Ocena rozprawy doktorskiej mgr Martyny Weglewskiej
pt.: ,Charakterystyka funkcjonalna bialka BEND3”

Praca doktorska mgr Martyny Weglewskiej zostata wykonana pod kierunkiem prof. UAM dr hab.
Elzbiety Poreby w Zakladzie Wirusologii Molekularnej Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza W
Poznaniu.

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska ma klasyczny uklad z wyodrgbnionymi
podrozdzialami: Wstep, Cel, Materialy i Metody, Wyniki i Dyskusja. W miejsce zwyczajowych
wnioskow wieniczacych wyniki i ich dyskusje praca zawiera Podsumowanie wynikow. Uwazam, 2¢ jest to
powazne uchybienie, jako ze przyjmuje sie, iz umiejetnos¢ formutowania odpowiednich wnioskow
$wiadcezy o dojrzatosci naukowej Autora.

Praca napisana jest na 170 stronach maszynopisu oraz dalszych 37 stronach zawierajacych: spis
tabel i rycin, wykaz stosowanych skrétow oraz 467 pozycji literatury. Dokumentacje wynikow stanowia:
dwie tabele prezentujace biatka zidentyfikowane w interaktomie i oddziatujace z BEND3 oraz 35 rycin, W
tym 11 fotografii, dokumentujacych rekrutacje biatek, w tym BEND3 w miejscach uszkodzen DNA. W
sumie w pracy zamieszczono 3 tabele oraz 46 rycin.

Praca rozpoczyna sig trzydzi estooémiostronicowym wstgpem, W ktorym mgr Martyna Weglewska
doglebnie omawia dane literaturowe dotyczace typow uszkodzen DNA oraz mechanizmy ich naprawy. W
ostatniej czgsci tego rozdzialu Autorka opisuje budows, strukture i dotychczasowa wiedze dotyczacg
funkcjonowania biatka BEND?3. Zawarte we wstepie informacje bardzo dobrze wprowadzaja czytelnika
w temat pracy, sa takze istotne dla whasciwej analizy przedstawionych wynikéw. Uwazam, z€ bytoby
warto pomysle¢ o przygotowaniu na podstawie wstgpu pracy artykutu pogladowego, ktéry z pewnoscia
zainteresuje szerokie grono czytelnikow.

W nastgpnym rozdziale rozprawy mgr Martyna Weglewska przedstawia zalozenia i cele badawcze
swojej pracy doktorskiej. Gléwnym celem podjetych badah bylo scharakteryzowanie biatka BEND3 i
poszerzenie wiedzy na temat jego funkcji.
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Cel pracy podzielono na precyzyjnie sformutowane zadania badawcze, ktére obejmowaly: (i)
identyfikacje biatek oddzialujacych z BEND3 w komérkach ludzkich, (ii) potwierdzenie oddziatywan
pomiedzy BEND3 a wybranymi biatkami jego interaktomu oraz (iii) wykazanie udziatu biatka BEND3 w
naprawie uszkodzen DNA. Wymienione przez Autorke zadania badawcze zostaly zrealizowane.

Nastepny rozdzial rozprawy szczegbtowo opisuje poszczegOlne szczepy bakteryjne i linie
komoérkowe, wektory ekspresyjne pozwalajace na uzyskanie nadekspresji oraz metody wyciszenia genow
kodujacych analizowane biatka. Przedstawia takze metodyke prowadzonych badan oraz uzywane do tego
celu odczynniki. Podkreslenia wymaga imponujgca liczba konstruktéw przygotowanych i analizowanych
przez Autorke.

Materialy i metody opisane s3 doktadnie i starannie. Jednak, by na ich podstawie mozna bylo bez
przeszkod powtorzy¢ przedstawione eksperymenty, nalezatoby uzupehnié je o kilka szczeg6tow. W pracy
nie podano informacji o pochodzeniu wykorzystywanych linii komérkowych. Nalezaloby takze wyjasni¢
dlaczego, w doswiadczeniach wykorzystano rézne linie komérkowe (HEK293TT w identyfikacji
oddziatywan bezposrednich BEND3 z biatkami uczestniczacymi w naprawie DNA metoda Far-Western
Blot; komérki HeLa lub U20S w badaniach wykazujacych udzial bialek w mechanizmie naprawy
uszkodzen DNA indukowanych wiazka lasera o diugosci 405 nm; komorki U20S w badaniach wplywu
wyciszenia Ku70 na rekrutacj¢ BEND3). Podobnie nie wyjaniono, dlaczego stosowano niejednakowe
protokoly transfekcji komorek.

Brak tez informacji jaki material stanowil matryce w reakcjach PCR pozwalajgcych na
przygotowanie konstruktéw do wyprowadzenia stabilnych linii ekspresjonuj acych badane biatka (rozdziat
5.7.15.8.2.).

Ponadto, nie podano sekwencji oligonukleotydow shLUC wykorzystanych w reakcjach
wyciszania.

Nie wiadomo takze, ile razy powtarzano eksperymenty, np. wyciszenie, koimmunoprecypitacjg,
Far-Western Blot czy qPCR.

Obszerna, szesédziesigcioczterostronicowa €zgs¢ rozprawy stanowi przedstawienie i oméwienie
wynikéw. Wszystkie opisane w pracy doktorskiej obserwacje maja charakter doniesien oryginalnych, a
ich dokumentacja nie budzi zastrzezen. Wéréd wielu waznych i interesujacych wynikoéw przedstawionych
w rozprawie moim zdaniem na szczeg6lne podkreslenie zastuguja:

o zidentyfikowanie biatkowych partnerow oddziatujacych z BEND3, w tym biatek: NuRD i
NoRC, hDPY30, Ku70, Ku80, p53BP1, zaangazowanych w réznorodne procesy komorkowe, takie jak:
remodelowanie chromatyny, naprawe DNA, metabolizm RNA czy proteosomalna degradacjg biatek;

. wykazanie, ze BEND3 moze ulega¢ homooligomeryzacji;

“ uwidocznienie, ze BEND3 jest rekrutowane do miejsc uszkodzen DNA indukowanych
laserem emitujacym fale o dtugo$ci 405 nm i wyznaczenie kinetyki rekrutacji BEND3;

. dowiedzenie, iz akumulacja BEND3 w miejscach uszkodzer DNA jest zalezna od
aktywnosci enzymatycznej PARP1 i jest modyfikowana w wyniku SUMOilacji BEND3;

. pokazanie, ze biatkko BEND3 uczestniczy w mechanizmach naprawy dwuniciowych
uszkodzen DNA.
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Wszystkie wyniki opisane przez mgr Martyne Weglewska zostaly poddane konfrontacji z danymi
literaturowymi w obszernym rozdziale zatytutowanym Dyskusja. Rozdzial ten $wiadczy o dobrej
znajomosci tematu oraz dowodzi, ze Doktorantka z powodzeniem wigcza si¢ w nurt badan prowadzonych
w kraju i za granicg. Uzyskane przez nig wyniki wnosza nowe dane do badan dotyczacych roli biatka
BEND3, w tym mechanizmow naprawy DNA.

Wydaje sie, ze W tej czgsci pracy SzZerszego wyjasnienia wymagatby przedstawiona w rozdziale
6222, (str. 99) bezposrednia interakcja BEND3 z hDPY30, ktéra wydaje si¢ by¢ wynikiem
wezesniejszych doswiadczen przeprowadzonych w Zakladzie Wirusologii Molekularnej przez Anng
Bieluszewska.

Wyjasnienia wymagatoby, dlaczego badajac udziat BEND3 w mechanizmach naprawy DNA do
wyciszenia genu kodujacego Ku70 w komérkach U20S zastosowano siRNA, a w komérkach HeLa dla
zablokowania ekspresji tego biatka oraz BEND3 uzyto shRNA? Wybor ten zastanawia zawlaszcza w
$wietle przestawionych wynikow blokowania ekspresji z wykorzystaniem siRNA, ktory umozliwit
wyciszenie Ku70 na poziomie 93%, W poréwnaniu do 56% wyciszenia Ku70 w przypadku uzycia
shRNA.

W tym miejscu chciatabym nadmieni¢, ze wszystkie badania dotyczace rekrutacji BEND3 do
miejsc uszkodzen DNA prowadzono na liniach komoérek nowotworowych, nie pokazujac ani nie
powotujac si¢ na badania w komérkach niezmienionych nowotworowo. W zwigzku z tym rodzi si¢
watpliwo$¢, czy mechanizmy dziatania BEND?3 sa identyczne w prawidtowych komorkach.

Nalezatoby takze zadaé pytanie, czy fakt, ze cze$¢ eksperymentow dotyczacych analizy
bezposrednich oddziatywan miedzy biatkami wykonano na czasteczkach uzyskanych w systemie
prokariotycznym nie wplynat na wyniki analizy interakcji?

Mimo starannosci, ktora wyrdznia przedstawiong do recenzji pracg, nie udato si¢ w niej unikng¢
bledéow jezykowych i niescistosci o charakterze redakcyjnym. Z obowiazku recenzenta ponizej
przedstawiam kilka uwag dotyczacych tych usterek:

» w tabelach zamieszczonych w rozdziale Materialy i metody znalazly si¢ anglojezyczne
nazwy odczynnikéw, np. enzyméw (rozdziat 5.3.2.), antybiotykéw (rozdzial 5.3.3.) czy sktadnikow
koktajlu inhibitoréw proteaz (rozdziat 5.3.10.2.). Podobnie jezyk angielski pozostawiono na rycinie 34.
umieszczonej w wynikach;

@ w tabeli charakteryzujacej wektory ekspresyjne (rozdzial 5.8.1.) przedstawiono dwa
wektory pEGFP-C1 i -C3, ktére wedlug zamieszczonego w pracy opisu sa identyczne; nie podano, w
jakich doswiadczeniach wykorzystywano te plazmidy. Z kolei w opisie wektora pmCherry-C1-
BEND3K512 pomylono pozycje mutowanej lizyny. Brak tez informacji o pochodzeniu wektora pBiFC-
YN wykorzystanego o przygotowania biatka hDPY30. Nie poddano takze afiliacji osb, od ktorych
otrzymano wybrane konstrukty;

o w jezyku polskim wartosci dziesigtne podaje sie po przecinku, a nie kropce, jak ma to
miejsce w jezyku angielskim.
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Przedstawione powyzej uwagi i spostrzezenia nie wplywaja na koficowa wysoka oceng rozprawy
doktorskiej pani mgr Martyny Weglewskiej. Uzyskane w pracy wyniki majg charakter doniesien
oryginalnych i istotnych dla nauki wynikow.

Na wyréznienie zastuguje bogaty warsztat technik wykorzystanych przez Doktorantke oraz fakt,
7e w pracy analizowano obszerny material, oceniajac przy tym liczne smienne. Obok klasycznych technik
biologii molekularnej, pozwalajacych na klonowanie bialek oraz ich mutantéw czy analize oddziatywan
miedzy biatkami, Doktorantka z powodzeniem sastosowala metody biologii komorki, uzyskujac
nadekspresjg oraz wyciszajac geny, €O pozwolilo okreéli¢ role BEND3 w procesach naprawy DNA.

Nalezy podkresli¢, ze rozprawa dotyczy niezmiernie Wwaznego problemu zwigzanego Z
wyjasnieniem molekularnych mechanizmow naprawy DNA prowadzacych do szeregu zaburzen W
funkcjonowaniu komérki, w tym do nowotworzenia. W tym kontekscie wyniki Autorki wydaja sie mie¢
istotne znaczenie nie tylko poznawcze, ale takze praktyczne, gdyz w przyszlosci moga by¢ wykorzystane
w poszukiwaniu nowych terapii antynowotworowych.

W $wietle przedstawionej oceny stwierdzam, ze rozprawa Doktorantki spetnia wymogi stawiane
pracom doktorskim. Dlatego przedkladam Radzie Wydzialu Biologii Uniwersytetu im. Adama
Mickiewicza w Poznaniu wniosek 0 dopuszczenie mgr Martyny Weglewskiej do dalszych etapow
przewodu doktorskiego.

Ze wzgledu na wartos¢ przedstawionych wynikéw i mozliwosci ich klinicznego zastosowania
uwazam, ze praca zastuguje na wyrdznienie.
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