Recenzja rozprawy doktorskiej mgr inz. Gabrieli Betlej
pt.: ,,Ocena potencjatu terapeutycznego metylotransferazy DNMT2/TRDMT1 w odpowiedzi
na liposomalne kompleksy zewnatrzkoméorkowego RNA w modelach komorkowych
kostniakomigsaka in vitro”, w zwigzku z powierzeniem obowiazku recenzenta przez

Rade Naukowag Kolegium Nauk Przyrodniczych Uniwersytetu Rzeszowskiego

Mgr inz. Gabriela Betlej przygotowata dysertacje w Instytucie Biotechnologii
Kolegium Nauk Przyrodniczych Uniwersytetu Rzeszowskiego pod kierunkiem dr hab. Macieja
Whnuka, prof. Uniwersytetu Rzeszowskiego oraz dr lwony Rzeszutek — promotor pomocniczej.
Rozprawa zostatla przygotowana w formie monografii, Doktorantka opublikowala czgs$¢
wynikow powstatych podczas realizacji pracy doktorskiej w postaci dwoch artykutow: 1)
Betlej G, Lewinska A, Adamczyk-Grochala J, Bloniarz D, Rzeszutek I, Wnuk M. Deficiency
of TRDMT1 impairs exogenous RNA-based response and promotes retrotransposon activity
during long-term culture of osteosarcoma cells. Toxicol In Vitro. 2022 Apr;80:105323. doi:
10.1016/j.tiv.2022.105323 oraz 2) Betlej G, Zabek T, Lewinska A, Bloniarz D, Rzeszutek I,
Wnuk M. RNA 5-methylcytosine status is associated with DNMT2/TRDMT1 nuclear
localization in osteosarcoma cell lines. J Bone Oncol. 2022 Jul 30;36:100448. doi:
10.1016/j.jp0.2022.100448. eCollection 2022 Oct. Pani Betlej prezentowata wyniki na dwoch
konferencjach mi¢dzynarodowych. Badania powstaly podczas realizacji dwoch projektow
badawczych NCN: 1) ,,Rola metylotransferaz 5-metylocytozyny RNA w regulacji odpowiedzi
komoérek nowotworowych na pozakomorkowe oraz egzogenne RNA” (OPUS 22, UMO-
2021/43/B/NZ2/02210, 2022-2026), ktorego kierownikiem jest dr hab. Anna Lewinska, prof.
UR oraz 2) ,,Rola metylotransferazy DNMT2 w regulacji plastyczno$ci genomowej komorek
nowotworowych” (OPUS 13 grant UMO-2017/25/B/NZ2/01983, 2018-2021), ktorego
kierownikiem byt dr hab. Maciej Wnuk, prof. UR. Tematyka dotyczaca szeroko zakrojonych
badan metylotransferaz DNMT2/TRDMT1 jest od wielu lat realizowana w zespole prof.
Whnuka i przedstawiona do oceny rozprawa doktorska doskonale wpisuje si¢ w ten trend.

Rozprawa doktorska zostata przygotowana w typowym dla prac promocyjnych
uktadzie, Doktorantka wyrdznita: Spis tresci, Wykaz wybranych skrotow, Streszczenie w
jezyku polskim i angielskim, Wstegp, Cel i zatozenia pracy, Materialy i metody, Wyniki,
Dyskusje oraz Wnioski. Rozprawe konczy Spis tabel, Spis rysunkoéw, Bibliografia oraz
Zyciorys naukowy Doktorantki.

Wykaz skrétow zamieszono na 5 stronach, Streszczenia tgcznie na 4 stronach. We

Wstepie przedstawionym na 20 stronach, Doktorantka charakteryzuje pierwotne nowotwory



kosci, ze szczegdlnym uwzglednieniem kostniakomigsakow (OS). Nastepnie przechodzi do
glownych mechanizméw odpowiedzi komodrek kostniakomigsaka na chemioterapeutyki,
wprowadza w znaczenie metylotransferaz m5C RNA jako potencjalnego celu terapeutycznego
w leczeniu kostniakomigsakow, odnosi si¢ do znaczenia DNMT2/TRDMTI1 w regulacji
homeostazy komorkowej, mechanizméw naprawy DNA w komoérkach nowotworowych,
regulacji starzenia oraz $mierci komorek nowotworowych. W ostatniej czesci Wstepu
Doktorantka wskazuje na znaczenie metylotransferaz w DNMT2/TRDMT1 w modyfikacji
mikrosrodowiska guza. Ta cz¢$¢ rozprawy jest bogato ilustrowana, umozliwia zapoznanie si¢
z tematyka rozprawy.

Cel i zalozenia rozprawy przedstawione na 2 stronach dotycza udziatu metylotransferaz
DNMT2/TRDMT1 w odpowiedzi na zewnatrzkomorkowe RNA i na etopozyd. Ciekawe jest
wykorzystanie zewnatrzkomoérkowego RNA uzyskanego z komorek kostniakomigsaka po
indukcji starzenia lub $mierci do oceny udziatu metylotransferaz w odpowiedzi na czynniki
zewnetrzne.

Doktorantka wskazata 7 celow szczegoétowych. Przedstawione cele uwazam za bardzo
ciekawe 1 jednocze$nie bardzo ambitne, stanowigce duze wyzwanie.

Materialy 1 metody przedstawiono na 26 stronach. Doktorantka wymienia podstawowe
odczynniki, komercyjnie dostgpne zestawy odczynnikow, egzogenny RNA, sprzet
laboratoryjny i oprogramowanie. Wazny element stanowi schemat prowadzonych badan
obejmujacy cztery modele badawcze I-1V, ktory utatwia zrozumienie przedstawianej do oceny
rozprawy doktorskiej. Doktorantka charakteryzuje stosowane linie komodrkowe
kostniakomigsaka U-2 OS, Sa0OS-2 i MG-63, warunki hodowli komorek, analize zywotnoS$ci
komorek (barwienie aneksynag V), ocen¢ poziomu rodnika ponadtlenkowego,
wewnatrzkomorkowego tlenku azotu. Wprowadza rowniez w pomiar aktywacji ERK1/2 i AKT
oraz analize biatek metoda Western Blot, otrzymanie zewnatrzkomoérkowego RNA z komorek
kostniakomigsaka. Istotng czes¢ Materiatow 1 metod stanowi opis transfekcji komorek z
zastosowaniem lipofekcji, pobieranie znakowanego RNA S, analiza aktywno$ci metabolicznej
komorek przy pomocy testu MTT, uzyskanie linii MG-63 ze stabilnym wyciszeniem
DNMT2/TRDMT1, indukcja starzenia w komoérkach MG-63 oraz U-2 OS K-NIC i D-NIC,
oznaczenie aktywacji mechanizméw odpowiedzi na uszkodzenia DNA z zastosowaniem
cytometru przeptywowego Muse® Cell Analyzer, izolacja RNA, analiza cyklu komérkowego
w odpowiedzi na podanie egzogennego RNA i/lub etopozydu, okreslano poziom uszkodzen

DNA za pomoca testu kometowego. Ostatnig czg$¢ stanowi analiza statystyczna. Rozdziat



Materialy 1 metody uznaj¢ za przygotowany w sposoéb umozliwiajacy zapoznanie si¢ ze
stosowanymi metodami i wykorzystanymi materiatami.

Wyniki Doktorantka przedstawila na 55 stronach. W tej czesci wydzielono cztery
gléwne bloki umozliwiajagce odniesienie si¢ do zalozonych celéw, obejmujace ogdlng
charakterystyke linii kostniakomigsaka, ocen¢ wplywu zewngtrzkomorkowego RNA na
komorki kostniakomigsaka, okre§lenie wplywu utraty biatka DNMT2/TRDMT1 podczas
odpowiedzi komorek z zaindukowanym terapeutykami starzeniem na liposomalne kompleksy
zewnatrzkomérkowego RNA oraz okreSlenie znaczenia DNMT2/TRDMTL1 podczas
odpowiedzi komoérek U-2 OS na liposomalne kompleksy zawierajace egzogenny RNA.

Doktorantka wykazata r6znice miedzy trzema liniami kostniakomigsaka U-2 OS, SaOS-
2, MG-63. Linia U-2 OS byta najbardziej podatna na spontaniczng $mier¢ apoptotyczng, z kolei
linia SaOS-2 charakteryzowala si¢ najwyzszym poziomem S$mierci nekrotycznej,
podwyzszonym poziomem rodnika ponadtlenkowego (p<0,001), najwyzsza aktywno$ciag
tlenku azotu (p<0,001) oraz najwyzszym poziomem ufosforylowania pERK1/2+/pAKT.
Analiza poziomu i lokalizacji biatek metylotransferaz DNMT2/TRDMT1 oraz NSUN2
wykazata najwyzszy poziom biatka DNMT2/TRDMTI1 w linii U-2 OS, ktéra dodatkowo
wykazata najwyzszy poziom tego biatka w cytozolu. Najwyzszy poziom metylotransferazy
NSUN2 zaobserwowano w linii MG-63, zardwno w jadrze jak i cytozolu, przy czym roznice z
innymi liniami nie wykazaly istotnych statystycznie rdznic.

W kolejnej czgsci Doktorantka charakteryzowala wptyw zewnatrzkomérkowego RNA
na komorki kostniakomigsaka. Ponad 80% (81-88,8%) RNA D i RNA S dla wszystkich linii
stanowil RNA kodujacy bialko, przy czym najwigcej zaobserwowano dla linii U-2 OS,
najwyzszy poziom dtugich niekodujacych RNA IncRNA zaobserwowano dla linii SaOS-2 (ok.
15%), a najnizszy dla linii U-2 OS (ok. 9%). Nie zaobserwowano réznic dla mikro RNA
(miRNA), ktora stanowita ponizej 1% catkowitego zewnatrzkomorkowego RNA. Z kolei mate
jaderkowe RNA (snoRNA) wykazano w najwigkszym stezeniu dla linii SaOS-2 (ok. 0,18%),
natomiast maly jadrowy RNA (snRNA) wystepowal we frakcji zewnatrzkomorkowej
najrzadziej (srednio 0,02%), przy czym dla linii U-2 OS i MG-63 nie zaobserwowata obecnosci
tej frakcji w RNA D. Najmniej pseudogenow Doktorantka wykazata dla frakcji RNA D dla linii
U-2 OS.

Pobieranie liposomalnych kompleksow zewnatrzkomorkowego RNA zaobserwowano
dla wszystkich linii kostniakomigsaka, przy czym linia SaOS-2 wykazata si¢ najlepsza
efektywnoscia, co wigzato si¢ z najwiekszym, statystycznie istotnym obnizeniem aktywnosci

metabolicznej komorek tej linii pod wplywem lipofekcji zewnatrzkomorkowym RNA



izolowanym z medium hodowlanego gingcych (RNA D) lub z zaindukowanym etopozydem
starzeniem (RNA S) komoérek kostniakomigsaka. Statystycznie istotne obnizenie aktywnos$ci
komorek zaobserwowano rowniez dla linii MG-63 pod wptywem liposomalnych kompleksow
z RNA S (p<0,001). Doktorantka zaobserwowata statystycznie istotny wzrost poziomu
komorek apoptotycznych we wszystkich analizowanych liniach pod wptywem lipofekcji
zewnatrzkomoérkowymi RNA, przy czym najbardziej podatna byta linia SaOS-2, a najmniej
linia komorkowa MG-63. Linie SaOS-2 i MG-63 wykazata wzrost poziomu rodnika
ponadtlenkowego w odpowiedzi na lipofekcje RNA S lub RNA D (p<0,001), natomiast linia
U-2 OS wyltacznie po lipofekcji RNA D (p<0,001).

Dla wszystkich linii wykazano wzrost aktywnosci tlenku azotu powigzany ze spadkiem
zywotnosci komorek, pod wptywem zewnatrzkomérkowych RNA S i RNA D (p<0,001), przy
czym najbardziej wrazliwa byta linia SaOS-2. Doktorantka wykazata rowniez zmiang
aktywnosci szlaku MAPK/PI3K zwigzanego z proliferacjg komorek. Najbardziej wrazliwa linia
Sa0S-2 wykazata istotny statystycznie wzrost liczebnosci komorek 0 podwojnej aktywacji
(PERK1/2+/pAKT+) (p<0,001), szczegblnie pod wptywem zewnatrzkomorkowego RNA S.

W kolejnej cze$ci Doktorantka okre§lata mozliwo$ci aktywacji §ciezki wrodzonej
odpowiedzi immunologicznej na infekcj¢ wirusowa, w ktdrych posrednicza biatka RIG-I oraz
STING, wykazujac brak statystycznie istotnych zmian dla biatka MDAS, natomiast poziom
RIG-I zmieniat si¢ dla linii MG-63 pod wptywem RNA D, a obydwa typy lipofekcji wptywaty
na wzrost poziomu p-STING/STING w cytozolu linii U-20S oraz SaOS-2. Zaobserwowata
réwniez zmiang¢ poziomu czynnikdéw prozapalnych IL-18, IL-6, IL-8 oraz IFN-B3 pod wptywem
zewnatrzkomorkowych RNA.

Poziom jadrowego DNMT2/TRDMT1 oraz NSUN2 wzrastat w linii U-2 OS pod
wpltywem obydwu rodzajow RNA, podczas gdy komorki SaOS-2 oraz MG-63 poddane
lipofekcji z uzyciem RNA S charakteryzowaty si¢ nizszym poziomem DNMT2/TRDMTI1 w
cytozolu (p<0,001). Poziom NSUNZ2 zwigkszata si¢ w jadrach komorek SaOS-2 pod wpltywem
obydwu typow zewnatrzkomoérkowego RNA, natomiast dla linii MG-63 spadat w cytozolu pod
wplywem RNA S (p<0,001). Mgr Betlej wskazata, ze liposomalne kompleksy
zewnatrzkomorkowego RNA S i RNA D aktywuja biatka APOBEC3A, APOBEC3G, LRP8 i
ALYREF zwiazane z transportem oraz edycja RNA.

Bardzo interesujgca jest trzecia cze$¢ wynikow dotyczaca okreslenia wptywu utraty
biatka DNMT2/TRDMT1 podczas odpowiedzi komodrek z zaindukowanym terapeutykami
starzeniem na liposomalne kompleksy zewnatrzkomorkowego RNA. Doktorantka

wykorzystata dwie linie kostniakomigsaka U-2 OS oraz MG-63, w ktorych wylaczono gen



kodujacy biatka DNMT2/TRDMT]1 poprzez zastosowanie technologii CRISPR/Cas9 (linia U-
2 OS byta wcze$niej modyfikowana), brak biatka potwierdzita metoda Western blot. Wykazata,
ze linie komoérkowe U-2 OS i MG-63 bez funkcjonalnego biatka DNMT2/TRDMTI1 nie
wykazujg statystycznie istotnych réznic w poroéwnaniu z liniami kontrolnymi na etopozyd,
wyjatek stanowi stezenie 5 uM dla linii MG-63. Zaobserwowata rowniez statystycznie istotny
spadek aktywno$ci metabolicznej modyfikowanych linii w obecnos$ci niskiego stezenia DMSO
(do 0,05%).

Mgr Betlej okreslata wptyw lipofekcji zewnatrzkomorkowym RNA w komorkach U-2
OS oraz MG-63 pozbawionych biatka DNMT2/TRDMT1 z zaindukowanym etopozydem
starzeniem komoérkowym nie wykazujac roznic w aktywnosci markera starzenia - [-
galaktozydazy. Zaobserwowata, ze brak biatka DNMT2/TRDMT 1 uwrazliwia komorki U-2 OS
na apoptoze, przy czym obnizenie zywotno$ci komodrek wystapilo juz w warunkach
kontrolnych (36%). Linie komoérkowe MG-63 po infekcji plazmidem kontrolnym (K-NIC)
charakteryzowaty si¢ wzrostem liczebno$ci subpopulacji w fazie wczesnej i pdznej apoptozy
po dziataniu liposomalnych kompleksow zawierajacych RNA S lub RNA D (p<0,001),
natomiast brak biatka DNMT2/TRDMT]1 zwigzany byt z brakiem wrazliwo$ci na liposomalne
kompleksy RNA S. Wylaczenie genu kodujacego metylotransferazy DNMT2/TRDMTI1
zwigzane bylto z wickszym odsetkiem komorek zywych.

Doktorantka wykazata, ze brak metylotransferazy DNMT2/TRDMT1 modyfikuje
mechanizmy wrodzonej odporno$ci w komodrkach poprzez analiz¢ poziomu biatka MDAS,
RIG-1i STING, okreslata rowniez poziomy NFkB oraz czynnikow prozapalnych. Odniosta si¢
takze do zmian poziomu metylotransferaz z rodziny NSUN oraz biatek zwigzanych z
transportem oraz edycja RNA pod wplywem liposomalnych  kompleksow
zewnatrzkomorkowych RNA.

W czwartej czeSci wynikéw Doktorantka skupita si¢ na analizie jednej linii
kostniakomigsaka U-2 OS poddanej dziataniu egzogennego RNA pochodzgcego z innego typu
komorek - linii komérkowej biataczki K562, w odniesieniu do 4-godzinnego dziatania 2,5 uM
etopozydem. Wykazata ograniczenie poziomu hamowania cyklu komorkowego w fazie G2/M
w komorkach U-2 OS z wylaczong syntezag metylotransferazy DNMT2/TRDMT1 pod
wplywem liposomalnych komplekséw zawierajacych egzogenny RNA. Zaobserwowata
ponadto promowanie efektu apoptozy, wzrost poziomu uszkodzen DNA oraz odmienny
mechanizm naprawy uszkodzen DNA przy braku metylotransferazy DNMT2/TRDMTL.
Doktorantka wykazata obnizenie poziomu interleukin prozapalnych pod wplywem etopozydu

oraz zaangazowanie metylotransferazy DNMT2/TRDMT1 w regulacj¢ tego procesu.



Wyniki sa bogato ilustrowane, kazdy rozdziat jest opatrzony rycing, utatwiajaca
zrozumienie przedstawianych przez Doktorantk¢ danych. Rozdzial Wyniki zostat bardzo
dobrze opracowany.

Dyskusja zostata przedstawiona na 31 stronach, a Doktorantka umiejetnie odnosi si¢ do
dostepnych danych. Rozdzial zostal zakonczony tabelami i rycinami, ktore podsumowuja
uzyskane wyniki.

Doktorantka przedstawita siedem wnioskow dotyczacych charakterystyki linii
kostniakomigsaka, zewnatrzkomorkowych RNA, pobierania zewngtrzkomorkowego RNA,
funkcji metylotransferazy DNMT2/TRDMT1, mozliwosci wykorzystania liposomalnych
kompleksow zewnatrzkomorkowego RNA do usuwania starzejacych si¢ komorek
kostniakomigsaka. Mgr Betlej wskazala rowniez na wptyw braku funkcjonalnego biatka
DNMT2/TRDMTL1 na mechanizmy wrodzonej odpornosci immunologicznej i odpowiedZz na
liposomalne kompleksy zawierajace zewnatrzkomorkowy RNA oraz wzrost wrazliwos$ci
komorek na chemioterapi¢. Wnioski odpowiadaja celom szczegodtowym.

Mgr Gabriela Betlej przedstawita Spis tabel i Spis rycin obejmujacy 11 tabel oraz 43
ryciny. Doktorantka zamiescita 334 pozycje w Bibliografii, co $wiadczy o bardzo solidnym
podejsciu do prezentowanych zagadnien. Ostatnia czg$¢ rozprawy zawiera zyciorys naukowy
mgr inz. Gabrieli Betle;.

Z obowigzkoéw recenzenta musze odnies¢ si¢ do drobnych usterek w przedstawionej
rozprawie, nie maja one jednak przetozenia na wysoka warto$¢ merytoryczng rozprawy. W
Wykazie wybranych skrotow warto by byto usung¢ literowki 1 sprawdzi¢ poprawno$¢ nazw w
jezyku polskim i angielskim (np. HBV, m1A, TEMED). Nalezaloby poprawi¢ Rysunek 4
(SnRNA i snoRNA).

Przedstawiona do oceny rozprawa nasune¢ta mi kilka pytan:

1) Czasteczki RNA nalezg do grupy bardzo szybko degradujacych si¢ biopolimerow. Prosze
o0 wyjasnienie jakie mechanizmy zapobiegaja jego degradacji i umozliwiaja petnienie
funkcji pozakomorkowych.

2) Uprzejmie prosz¢ o wyjasnienie czy mozna uzyska¢ podobne wyniki w oparciu o
lipofekcje zewnatrzkomorkowym RNA izolowanym z podtoza hodowlanego umierajacych
lub zaindukowanym starzeniem komorek dowolnego typu, nie tylko kostniakomiesakow

lub komorek biataczki?



3) Czy mozna wykorzysta¢ linie komorek prawidtowych — nie bedacych liniami komoérek
nowotworowych? Czy stosowanie zewnatrzkomoérkowego RNA pochodzacego z tej same;j
linii komérkowej moze wptywac na ich potencjal terapeutyczny?

4) Czy mozna wskazaé, ze stosowanie puli zewnatrzkomorkowych RNA moze wykazacd
przewage terapeutyczng wobec podejscia zwigzanego z podaniem wybranych typow
zewnatrzkomérkowych RNA?

5) Jakich wynikdw mozna si¢ spodziewac po tacznym podaniu zewnatrzkomoérkowych RNA
uzyskanych po indukcji starzenia i umierania komorek?

Whiosek koncowy. Zwracam si¢ do Rady Naukowej Kolegium Nauk Przyrodniczych
Uniwersytetu Rzeszowskiego o nadanie stopnia doktora w dziedzinie nauk S$cistych i
przyrodniczych w dyscyplinie biotechnologia mgr inz. Gabrieli Betlej. Rozprawa doktorska
spetnia warunki okreslone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. - Prawo o0 szkolnictwie
wyzszym i nauce (Dz.U. z 2023 r. poz. 742 z p6zn. zm.).

Ze wzgledu na przeprowadzenie szerokich badan linii komérkowych kostniakomigsaka
ze zwrdceniem uwagi na potencjalne strategie umozliwiajace terapi¢ chemioterapeutykami oraz
zastosowanie nowoczesnych metod badawczych zglaszam wniosek 0 wyrdznienie rozprawy.
Wyréznienie uzasadniam uzyskaniem bardzo warto$ciowych wynikéw przy zastosowaniu
poglebionych analiz, o czym $§wiadczy opublikowanie czesci wynikow powstatych w trakcie
realizacji rozprawy doktorskiej, w ktorych Doktorantka jest pierwsza autorka: Betlej G,
Lewinska A, Adamczyk-Grochala J, Btoniarz D, Rzeszutek I, Wnuk M. Deficiency of TRDMT1
impairs exogenous RNA-based response and promotes retrotransposon activity during long-
term culture of osteosarcoma cells. Toxicol In Vitro. 2022 Apr;80:105323. doi:
10.1016/j.tiv.2022.105323, if 3,2 oraz 2) Betlej G, Zabek T, Lewinska A, Btoniarz D,
Rzeszutek I, Wnuk M. RNA 5-methylcytosine status is associated with DNMT2/TRDMT1
nuclear localization in osteosarcoma cell lines. J Bone Oncol. 2022 Jul 30;36:100448. doi:
10.1016/j.jb0.2022.100448. eCollection 2022 Oct. If 3,4.
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