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Recenzja
rozprawy doktorskiej mgr inz. Dominiki Bloniarz pt. ,,Plejotropowe efekty braku
funkcjonalnego genu TRDMT] w komoérkach nowotworowych podczas hodowli
dtugoterminowej oraz starzenia indukowanego chemioterapeutykami” wykonanej pod

kierunkiem dr hab. Anny Lewinskiej, prof. UR

Praca dotyczy badan nad molekularnymi mechanizmami metylacji RNA i fizjologicznymi
efektami dziatania metylotransferaz, szczegélnie udzialu genu metylotransferazy m°C RNA
TRDMTI w starzeniu komorkowym komoérek nowotworowych podczas progresji i starzenia
indukowanego chemioterapeutykami. Zadanie postawione do rozwigzania jest wazne z kilku
powoddéw, mianowicie funkcje tego genu obejmuja mechanizmy kontroli dziatania czgsteczek
RNA, dotycza wiec podstawowych procesow komoérkowych, a w praktyce wyniki mogg by¢
pomocne w identyfikacji szlakéw istotnych w progresji nowotwordéw i lekoopornosci. Stad
niezwykle istotne sg badania ktdre przyblizytyby takze ten aspekt poznania procesoéw w komorce.
Tematyka ta jest kontynuacjg badaf prowadzonych przez zespét z Uniwersytetu Rzeszowskiego,
ekspertéw z duzym dorobkiem w tej problematyce i wypracowanym warsztatem badawczym.
Dlatego podjety problem jest aktualny, badania majg istotne znaczenie biologiczne. Praca ma
uktad typowy dla rozpraw doktorskich, jest podzielona na rozdzialy, na poczatku umieszczono
wykaz skrotéw, streszczenie w jezyku polskim i angielskim, wstep, nastgpnie cel pracy, spis
materialtdéw i metod, wyniki i dyskusje, wnioski oraz spis piSmiennictwa. Praca zawiera 204
strony maszynopisu wraz z 40 rysunkami i 15 tabelami oraz cytowanych 346 pozycji
pismiennictwa. We wstepie do rozprawy autorka wprowadza do tematyki, uzasadnia logicznie cel
badan, omawia wpierw metylotransferazy RNA, w szczegdélnosci tRNA, 1RNA,
mitochondrialnego RNA, nastepnie omawia mechanizm metylacji cytozyny w RNA i
przedstawienia charakterystyki metylotransferazy TRDMT]1 i jej funkcji. Nastgpnie przechodzi
do omawiania zagadnief zwigzanych ze starzeniem komdrkowm w odniesieniu do zmian w
epitranskryptomie oraz dziatania chemioterapeutykow. Cel badan autorka przedstawia w formie 4

zadan, mianowicie planuje okresli¢ znaczenie braku funkcjonalnego genu metylotransferazy



TRDMT1 w komérkach 4 linii nowotworowych, szczegélnie zmian sekwencji telomerowych,
zbadaé wptyw inhibitoréw tego enzymu na procesy w komorce, pozna¢ jego rolg w starzeniu
indukowanym chemioterapeutykami i ocenié¢ czy moze by¢ celem terapeutycznym w terapii
senolitycznej.

W czedci metodycznej autorka zestawita uzywane materiaty: odczynniki, przeciwciata,
leki, bufory, zestawy odczynnikowe, materialy jednorazowego uzytku, oprogramowanie,
aparature. Nastepnie opisuje metody pracy z liniami komoérkowymi (hodowli, analizy
zywotnosci, proliferacji, cyklu komoérkowego, apoptozy), metody badafi bialek (oznaczania
stezenia, denaturacji, elektroforezy i blotingu, interakcji migdzyczasteczkowych, detekeji
immunofluorescencyjnej), analizy uszkodzei DNA (test kometowy, mikrojgdrowy), analizy
ekspresji genéw (izolacje RNA, DNA, odwrotng transkrypcje, PCR, analizg¢ dlugosci
telomeréw, powtdrzefi, metylacji RNA metoda ELISA), badania enzyméw (telomerazy,
metylotransferaz, galaktozydazy), obrazowania fluorescencyjnego markeréw i na koncu opisuje
analize statystyczng. Metody sa dobrze opisane, bardzo czytelnie przedstawiono opisy
materiatéw i metod, przez co rozdzial i cata praca, jest logicznym, jednolitym wywodem.

Badania prowadzono z uzyciem 4 r6znych linii ludzkich komérek nowotworowych,
gruczolakoraka szyjki macicy HeLa, gruczolakoraka piersi MDA-MB-231, kostniakomigsaka
U-2 OS i glejaka U-251 MG, celem uchwycenia wspdlnych efektéw braku biatkka TRDMTI.
Uzywano komorki ze stabilnym nokautem genu TRDMTI i kontrolne transfekowane
plazmidem z niezmienionym poziomem genu TRDMTI. Przeprowadzono charakterystyke
komoérek pod katem zywotnosci, potencjatu proliferacyjnego i wykazano liczne odstgpstwa w
fazach cyklu komérkowego w obrebie wszystkich badanych linii komérkowych poréwnujac
komérki z i bez badanego bialka. Wykazano, ze podczas kolejnych pasazy komorek
nowotworowych brak bialka TRDMTI prowadzi do zmian w dlugosciach telomerow,
obnizenia aktywno$ci telomerazy, zmianie ulega poziom telomerowych powtdrzefi RNA
TERRA. Bialko TRDMTI1 oddziatuje z telomerazg badanych komoérek nowotworowych
podczas stresu indukowanego doksorubicyna. Brak genu TRDMTI moduluje proces
przyspieszonego starzenia komoérkowego poprzez zmiany szlakéw zwigzanych m.in., z
apoptozg, odpowiedzig na stres oksydacyjny, naprawa DNA zalezng od RNA, autofagig i
sekrecjg czynnikow prozapalnych. Wyniki majg warto$¢ podstawowa, referencyjng w zakresie
poznawania mechanizméw kontroli dziatania RNA.

W dyskusji autorka odnosi si¢ do danych z piSmiennictwa, wlasciwie wykorzystanego,

podsumowuje uzyskane wyniki, podejmuje wyjasnienia wynikéw nieraz trudnych do



jednoznacznej oceny, gdyz efekty braku biatka TRDMTI nieraz byly zréznicowane
odpowiednio dla danego nowotworu. Autorka interpretuje wyniki analiz telomerow tym, ze
TRDMT1 zapewnia stabilno$é sekwencji telomerowych i pomaga utrzymaé integralnosé
chromosomows, dlatego brak funkcjonalnego genu TRDMT1 prowadzi do istotnych zmian na
poziomie genomu. Jego obecnosé jest istotna dla komérek nowotworowych, gdyz zapewnia
utrzymanie okre$lonej réwnowagi transkryptomicznej, uczestniczy w odpowiedzi na stres
indukowany lekami. Tutaj nasuwa si¢ pytanie do doktorantki czy metylacja tRNA przez
metyltransferazy moze mie¢ wpltyw na funkcj¢ pozarybosomalnego transferu reszt
aminoacylowych z udzialem aatRNA transferaz, stosunkowo malo poznanych enzymow.
Odpowiedz pozwolitaby na zaproponowanie celu terapeutycznego lub ukierunkowanie badan
w szczegolnosci lekoopornosei bakterii. Nalezy podkreslié, ze autorka wykorzystata umiejgtnie
dostepne narzedzia metodologiczne w swoich badaniach, ostroznie interpretuje wyniki,
opierajgc sie na wynikach wiasnych zadaje pytania i proponuje dalsze kierunki poszukiwan.

Uwagi krytyczne sg nieliczne, dotycza strony redakcyjnej i to zaledwie w kilku
punktach. Czy uzywanie terminu potranskrypcyjne i posttranskrypcyjne jest celowe zaleznie od
kontekstu, a jezeli oznacza to samo, to jestem za jednolitym nazewnictwem, tutaj za tym
pierwszym okres$leniem. Odnosnie metod, nalezy podaé, poza stosowanymi zestawami,
odpowiednie pi$miennictwo (dla 8 metod), takze przy modyfikacji metody. Podsumowujgc,
nalezy podkre$li¢ ze praca jest wartosciowa, dobrze zaplanowana i wykonana. Wyniki
przedstawiajg cenne dane, ktdre stanowig podstawe do dalszych badan. Praca jest oryginalnym
wkladem w zakresie nauki podstawowej o potencjalnym znaczeniu praktycznym na polu
biomedycznym. W pracy wykazano, ze TRDMT1 jako nowy kluczowy czynnik molekularny
warunkujgcy swoistg plastyczno$é genetyczng komorek nowotworowych, moze by¢ rozwazany
jako czynnik prognostyczny lub predykcyjny nowotworéw, a taskze potencjalny cel
terapeutyczny.

Uwazam, ze rozprawa doktorska mgr inz. Dominiki Bloniarz zawiera oryginalny materiat
doswiadczalny i spetnia warunki okreslone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o
szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. 2022 poz. 574). Wnioskuje do Rady Naukowej Kolegium
Nauk Przyrodniczych Uniwersytetu Rzeszowskiego o przyjecie tej pracy doktorskiej i
dopuszczenie mgr inz. Dominiki Bloniarz do dalszych etapéow przewodu doktorskiego.
Pozwalam sobie rowniez ztozyé Wysokiej Radzie wniosek o wyrdznienie tej pracy ze wzgledu
na duza warto$é merytoryczng i bardzo dobre wykonanie czesci do§wiadczalnej oraz napisanie

catej rozprawy.
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