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Recenzja

rozprawy doktorskiej Pani mgr Dominiki Bloniarz
w formie monografii pod tytulem:
,Plejotropowe efekty braku funkcjonalnego genu TRDMTI w komdrkach
nowotworowych podczas hodowli dlugoterminowej oraz starzenia indukowanego

chemioterapeutykami”.

Choroby nowotworowe stanowia jedna z najliczniejszych przyczyn zgondw pacjentow,
a odsetek ten wzrasta z roku na rok. Mimo stale rozwijajacych narzgdzi diagnostycznych oraz
réznorodnych terapii, problem podnoszacej sie zachorowalnosci na nowotwory. procentowy
udziat nowotwordw ztosliwych i $miertelnodci pacjentéw onkologicznych nadal s wyzwaniem
wspblczesnej medycyny i nauki. Liczne badania skupiajg si¢ wokot tematyki poszukiwania
alternatywnych metod leczenia do chemio- i radio terapii. Metody te dobierane sa ze wzglgdu
na typ nowotworu oraz jego lokalizacjg i czgsto prowadzg do catkowitego wyleczenia, jednak
charakteryzuje sie one nierzadko licznymi skutkami ubocznymi i powazani powikfaniami.
Dlatego tez, bardzo wazna stata konieczno$¢ ciagtego udoskonalania istniejacych metod
leczenia i poszukiwanie nowych rozwigzan pozwalajacych na terapi¢ celowana wzgledem
rodzaju nowotworu i dostosowang do stanu pacjenta.

Podloze powstawania zmian nowotworowych jest procesem bardzo ztozonym i czgsto
dlugotrwatym. Wiele mechanizméw zachodzacych w komérkach podczas onkogenezy nie jest
jeszcze do konca poznanych. Wiadomo, Zze u podioza przemianie komérki zdrowe] w
nowotworowa leza zaburzenia cyklu komérkowego i apoptozy, niestabilnos¢ genomu czy
zmiany w interakcjach komodrka-blona podstawna/srodowisko. Prowadzi to do
unie$miertelnienia zmienionych chorobowo komérek, przeprogramowania ich metabolizmu i
uzyskania swoistej autonomii skutkujacej nickontrolowana replikacja, wzrostem i czasem

metastaza nowotworu. Problemem coraz bardziej powszechnym staje si¢ réwniez zjawisko
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wielolekowej  opornosci  komérek — nowotworowych — oraz wplyw  zastosowania
chemioterapeutykéw na wzrost potencjatu metastatycznego tych komorek.

Poznanie proceséw molekularnych determinujgcych procesy starzenia si¢ komdrek
nowotworowych oraz etiologie ich lekoopornosci jest tematem bardzo aktualnym 1 oceniania
rozprawa doktorska wpisuje si¢ w ten wiasnie obszar badan. Doktorantka stosujac nowoczesne
metody podjeta si¢ proby okreslenia roli funkcjonalnego biatka TRDMT1 w aspekcie zmian
cech fenotypowych komérek nowotworach w tym podczas procesow starzenia indukowanych
chemioterapeutykami. Autorka stosujac kompleksowy warsztat metodyczny nakreslifa
smaczenie biatka TRDMTI w komérkach roznych typdw nowotworéw zwracajac szczegolng
uwage na lekooporno$é, progresje oraz mechanizm starzenia sie bgdZ tez nieémiertelnosci
komérek nowotworowych. Otrzymane wyniki sa niezwykle interesujace zaréwno z punktu
widzenia badafi podstawowych (poznania molekularnych procesow zaczadzonych w
komérkach nowotworowych) jak i z punktu widzenia zastosowania ich w przysziosdci przy
opracowaniu nowych strategii i celow terapeutycznych jako alternatywy do chemio — czy
radioterapii.

Rozprawa doktorska Pani mgr. Dominika Bloniarz przygotowana zostata w jezyku
polskim w postaci monografii. Czgé¢ wynikéw opublikowano w czasopismie Aging-US (MEIN
=140pkt; IF - 5,955) oraz zaprezentowano na miedzynarodowe]j konferencji po$wigconej
badaniom nad procesami starzeniem oraz lekami. Przedstawiona do oceny rozprawa liczy 204
strony 1 posiada ukiad typowy dla tego typu opracowan. Zapoznanie si¢ z tematem badawczym
oraz uzyskanymi wynikami ufatwiajg zalaczone Tabele oraz liczne Rysunki, ktérych ilos¢
wynosi 40. Dysertacja zostata przygotowana starannie, z zachowaniem wiasciwych proporcji,

a poszezegdlne rozdzialy opisano w sposéb przejrzysty i spojny.

Ocena merytoryczna pracy
Oryginalnos¢ tematyki i cel badar

Tematyka proceséw starzenia oraz wzrostu i rozwoju komorek nowotworowych w
aspekcie zachodzacych przemian molekularnych jest przedmiotem wielu badan i ciggle jest
bardzo aktualna. Najnowsze doniesienia literaturowe wyznaczajg dalsze kierunki badan i
wskazuja obszary najbardziej interesujace z punktu widzenia opracowania terapii zwalczania
komérek nowotworowych. W badania wiasnych doktoranta starta sig odpowiedzie¢ na pytania
czy biatko TRDMT]1 pelni istotng rolg w metylacji oraz utrzymaniu stabilnosci tRNA, co

znajduje przelozenie jego zaangazowania w regulacje procesow starzenia sig¢ komdrek
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nowotworowych i nabywania przez nich fenotypu lekoopornego. Autorka porusza temat bardzo
aktualny i wielowatkowy, jednoczesnie nakreslajac mozliwe wykorzystanie uzyskanych
wynikéw w praktyce. Oryginalnos¢ i trafnos¢ podjetego w rozprawie problemu badawczego
oceniam bardzo wysoko, interpretacja koniecznosci prowadzonych badan jest zasadna i mocno
podparta danymi literaturowymi. Na uwagg zastuguje fakt, ze prace finansowano ze $rodkow
zewnetrznych (projekt NCN OPUSI13), co dodatkowo potwierdza aktualno$¢ i zasadnosc
prowadzonych badan.

Na postawie wezesniej otrzymanych wynikow oraz przegladu literatury doktorantka
postawita hipoteze badawcza dotyczaca weryfikacji wplywu braku funkcjonalnego genu
TRDMT! na procesy molekularne i wiasciwoscei komérek nowotworowych w obecnosci
chemioterapeutykéw. Obszary badan autorka nakreslita w sposdb jasny i klarowny formutujac

je w postaci czterech celéw szczegbtowych:

1. okredlenie znaczenia braku funkcjonalnego genu TRDMT1 w komérkach czterech linii
nowotworowych, w powstawaniu wtérnych aberracj chromosomowych, ze szczegblnym

zwréceniem uwagi na zmiany w obregbie sekwencji telomerowych,

2. charakterystyke efektéw stosowania inhibitoréw metylotransferaz DNA/RNA oraz innych

chemioterapeutykéw w komérkach pozbawionych funkcjonalnego genu TRDMTI,
3. poznanie roli biatka TRDMT1 w przebiegu starzenia indukowanego chemioterapia,

4. ocene TRDMT! jako potencjalnego celu molekularnego w terapii senolitycznej komorek

nowotworowych.

Nalezy zwrécié uwage, ze do realizacji poszezegdlnych celow metody badawcze
dobrano bardzo skrupulatnie i kompleksowo, a ich realizacj¢ opisano i uzasadniono w oparciu

o literature z przedstawionego zakresu wiedzy.

W mojej opinii w hipotezie zawarto btedne sformufowanie w brzmieniu ,,brak
funkcjonalnego genu metylotransferazy m5C RNA - TRDMT | prowadzi do deregulacji
transkryptomu”. Nie do korica koresponduje to z zastosowanym warsztatem metodycznym,

poniewaz nie analizowano zmiennosci ekspresji genow na poziomie transkryptomu tylko dla
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wybranych genow.
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Metodyka badari

Materiat badawczy w postaci linii komérkowych oraz zastosowane metody zostaty opisane
szczegblowo, w sposdb wyczerpujacy i spetniajacy kryteria opracowan naukowych. Na uwagg
zastuguje fakt, ze metody dobrano bardzo stanie i obejmuja one szereg technik pozwalajacych
na kompleksowe ujecie tematu i zweryfikowanie postawionej hipotezy badawczej. W
badaniach wykorzystano 4 rodzaje linii komoérkowych (gruczolakoraka szyjki macicy,
gruczolakoraka piersi, kostniakomigsaka i glejaka), a w kazdej z nich wyr6zniono grupe
kontrolna transfekowana plazmidem kontrolnym z niezmienionym poziomem badanego genu
oraz grupe badawcza ze znokautowanych genem TRDMTI. Ponadto, nokaut badanego genu
potwierdzano przed kazdym kolejnym etapem badan. Uwazam to za bardzo dobre podejscie
eksperymentalne, pozwalajace na identyfikacjg potencjalnego wptywu nokautu genu TRDMT
na badane parametry oraz jednoczesnej minimalizacji ewentualnego wplywu transfekeji
komérek czy samej procedury. Z kolei, zastosowanie roznorodnych linii nowotworowych
pozwolito doktorantce na wyeliminowanic efektu genetycznego i fenotypowego typu

nowotworu i uwypuklenie skutkéw braku funkcjonalnego biatka TRDMT1 w komorkach.

Doktorantka prawidtowo i adekwatnie do zatozonych celow dobrata metody badawcze.
Zakres wykorzystywanych metod oceniam bardzo wysoko, wykonane analizy byty bardzo
pracochtonne, wymagajace precyzji i skrupulatnosci. Obejmujg one panel analiz z zakresu
oceny zywotnodci, proliferacji, cyklu komorkowego, apoptozy czy stresu oksydacyjnego,
poprzez analizy stopnia uszkodzefi DNA, diugosci telomerow a skofczywszy na pomiarze
poziomu ekspresji wybranych gendéw, biatek oraz aktywnosci metylotransferaz i B-
galaktozydazy. Dodatkowo, autorka zaplanowata i przeprowadzita analizy oznaczenia
parametréw zwigzanych ze starzeniem si¢ komorek oraz interakcji biatka TRDMT1 z odwrotng
transkryptaza telomerazy TERT. Szczeg6lowy plan do$wiadczen przedstawiono w Tabeli 3.11
pt. ,.Uklady eksperymentalne”. Uwazam, ze to za bardzo dobre podejscie umozliwiajgce
posumowanie badan a nastepnie $ledzenie i interpretacje wynikow. W mojej opinii Tabela ta
powinna znalezé si¢ na poczgtku rozdziatu .Materialy i metody”, a nie na koncu, co
usystematyzowato by bardzo szeroki opis wykonywanych metod. Dodatkowo, brakuje mi
wyjaénienia przy Tabeli 3.11 dlaczego linie komérkowe traktowane takim samym czynnikiem
eksperymentalnym po réznych okresach inkubacji analizowano nieco innym zestawem metod.
Pod Tabela brakuje wyjasnien skrotéw zastosowanych zwiazkow, szczegblnie, ze nie sa one
obecne w réwniez wykazie skrétéw zamieszczonym na poczatku rozprawy. )’.
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W podrozdziale ,,Jzolacja RNA™ brak jest informacji dotyczacej oceny stopnia degradacji RNA.
Jest to bardzo istotna kwestia, ktora wplywa na wiarygodno$¢ i powtarzalnosé wynikow.
Autorka powinna okresli¢ jako$é RNA wykorzystujac elektroforeze agarozowa lub podajac
wspolczynniki integracji podjednostek RIN. W podrozdziale dotyczacym oceny ekspresji
genéw metoda qPCR brakuje doktadnej ilosci analizowanych genéw. Doktorantka przedstawita
komercyjne zestawy wykorzystywane do analiz gendw zwiazanych z regulacja cyklu
komoérkowego oraz c-Myc i apoptoza, jednak dopiero na stronie producenta znajdujemy
informacje, ze zawieraja one kolejno 44 oraz 28 geny oraz kontrole endogenne. Taka
informacja powinna znalez¢ si¢ w opisie, jak rowniez proszg o doprecyzowanie ilosci genow
referencyjnych — w metodyce autorka wskazuje na 4 proby wykorzystane dla gendéw
endogennych, podczas gdy do obliczen zastosowano tylko jeden gen — GUSB. Podrozdziat
dotyczacy analizy TERRA powinien zostaé poszerzony o nazwe oprogramowania
wykorzystanego do projektowania starteréw oraz numery akcesyjne sekwencji, na podstawie
ktérych je otrzymano (Tabela 3.8). W wybranych podrozdzia{ach calej czesci metodycznej
brakuje jasno sprecyzowanej informacji dotyczacej ilodci wykonywanych powtorzen
technicznych. Takie dane powinny si¢ znalezé zardwno w aspekcie ilosci analizowanych
probek dla danej linii nowotworowej vs czynnik eksperymentalny jak i poszczegdlnych analiz,

szczeg6lnie iloéciowych, przy powtérzeniach kazdej probki.

Zastosowane podejécie statystyczne oceniam jako prawidiowe i adekwatne do tego typu
analiz, natomiast wedlug mojej opinii, rozdziat ten jest opisany bardzo ogdlnie, wymaga
pewnego doprecyzowania i poszerzenia. Brakuje informacji o wykorzystanych testach do
analizy rozkladu danych, ktére potwierdzaty by prawidlowosé zastosowanego testu
parametrycznego (jednokierunkowej analizy wariancji ANOVA). Test ten mozemy
zastosowaé, gdy dane charakteryzuja si¢ rozktadem normlanym. Czy wykorzystano identyczny

test dla kazdego rodzaju badan?
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Wyniki badan oraz Dyskusja

Doktorantka realizowata postawione cele badawcze skrupulatnie wykorzystujac szereg
metod oraz uzyskujac bardzo obszerne wyniki, ktére opisano na 69 stronach. Wyniki
przedawniono w sposdb czytelny i przejrzysty na licznych rycinach i zdjgeciach. Rozdziat ten
podzielono na podrozdziaty dedykowane dla poszczegdlnych metod, co dodatkowo ufatwia
zapoznanie si¢ z licznymi wynikami.

Autorka wskazuje na istotng role biatka TRDMTI w regulacji cyklu komorkowego
jednoczeénie wykluczajac jego znaczacy wplyw na Zywotnosc, potencjat proliferacyjny czy
apoptoze komorek poréwnujac linie komérkowe z funkcjonalnym genem TRDMTI oraz jego
brakiem. Co ciekawe, doktorantka udowodnita, ze brak funkcjonalnego genu TRDMTI
modyfikuje wrazliwo$¢ komérek nowotworowych na apoptozg jednak w obecnosci
nietoksycznych dawek wybranych chemioterapeutykow. Analogicznie spostrzezenia uzyskano
dla stanu réwnowagi redoks, ktéry przy braku aktywnego genu TRDMT] i w obecnoéci lekow
ulegat zaburzeniu. W liniach komérkowych reprezentujacych nowotwory raka piersi i glejaka
wykazano, ze inaktywacja genu TRDMT! przy podawaniu okreslonych dawek lekéw prowadzi
do zatrzymania cyklu komérkowego. Jest to bardzo istotny wynik wskazujacy na mozliwosé
wykorzystania inhibitoréw badanego biatka jako alternatywnej i skutecznej terapii zwalczania
komoérek nowotworowych.

Ponadto, wykazano, ze biatko TRDMTI1 ma zdolno$¢ interakceji z telomeraza, a brak
funkcjonalnego biatka wptywa na zmiany w diugosci telomeréw oraz regulacje ekspresji gendw
warunkujgcych utrzymanie integralnosci telomeréw. W ramach uzyskanych wynikow
wielokrotnie potwierdzono, ze obecno$¢ aktywnego genu TRDMTI W komorkach
nowotworowych jest kluczowa do regulacji procesu starzenia wywolanego lekami. Brak
funkcjonalnego genu modulowat migdzy innymi stabilnoé¢ genetyczng badanych komérek
podczas starzenia oraz zachodzacy w nich proces autofagii.

Uzyskane rezultaty doktorantka w sposéb trafny i dojrzaty przedyskutowata z aktualnymi
pozycjami literatury. Rozdzial Dyskusja jest bardzo obszerny i stanowi spdjne opracowanie
taczace uzyskane wyniki z dostgpnymi danymi literaturowymi. Pozycje pismiennictwa dobrano
szczegdlowo i obejmujg one az 346 anglojezycznych pozycji z czego znaczgca wigkszosc
zostata wydana w ostatnich 10 latach. Autorka podkreslifa zasadno$¢ wyboru genu do badan
oraz doboru wykorzystanego ukladu eksperymentalnego. Nastgpnie, przedstawita, jak
ksztattuja sic omawiane wyniki na tle $wiatowych badan, uwypuklajac jednoczesnie ich

mozliwe zastosowanie w poszukiwaniu nowych, alternatywnych terapii do eliminacji
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lekoopornych komérek nowotworowych. Nalezy podkresli¢ fakt, ze prowadzone badania, w
chwili rozpoczecia, byly pierwszymi tego typu analizami. W Dyskusji opisano inne badania
dotyczace genu TRDMTI oraz wskazano na ich stabe i mocne strony. Niemal kazda z
uzyskanych grup wynikow zostata przedyskutowana w aspekcie badanego typu nowotworu
oraz rodzaju zastosowanego leku i jego dawki. Doktorantka weryfikuje postawiona hipotez¢ na
tle wynikéw whasnych, konfrontuje je z wezesniejszymi doniesieniami innych autoréw oraz
wycigga na tej podstawie wnioski. W podsumowaniu, doktorantka wyczerpujaco analizuje
uzyskane rezultaty i w polgezniu z dostgpnymi danymi literaturowymi wskazuje na
zaangazowanie genu TRDMTI w proces progresji nowotworow oraz lekoopornos¢, jego
mozliwe zastosowanie jako biomarkera podeczas rozwoju nowotworu i co najwazniejsze,
targetu w leczeniu onkologicznym. Uzyskane w ramach niniejszej rozprawy wyniki wskazuja
na duzy potencjat ich zastosowania w praktyce i wskazuja na konieczno$¢ kontunuowania

badan w tym zakresie. Poziom naukowy Dyskusji oceniam bardzo wysoko.
Whioski

Na podstawie uzyskanych wynikéw autorka synestetycznie sformutowata cztery
whioski w klarowny sposéb wskazujac na zwiazek genu TRDMT] ze zmianami na poziomie
molekularnym  zachodzacymi w  komoérkach  linii  nowotworowych — w obecnosci

chemioterapeutykéw. Wnioski wyciggnigto poprawnie i zgodnie z postawionymi celami.

7 obowiazku recenzenta muszg zwroci¢ uwagg na drobne niedociagniecia, ktére maja
charakter natury ogdlnej:

- uwazam, ze doktorantka powinna okresli¢ swdj wkiad merytoryczny i udzial
zaangazowania w publikacji zawieraja cze$¢ uzyskanych w ramach rozprawy doktorskiej
wynikow;

- sugeruje zmiang i ujednolicenie zapisu przy cytowaniach prac innych zespotow
opisywanych w tekécie, bardziej trafne wydaje si¢ by¢ okreslenie »zespot” niz ..grupa”
przyktadowo ,,Badania przeprowadzone przez grupg Lewinskiej wykazaty...”;

- nalezy ujednolici¢ zapis symbolu badanego genu — litery drukowane/ pisane;

- opisy tabel powinny znajdowac sig nad tabelami a wyjasnienia skrotow pod nimi;

- nalezy ujednolici¢ zapis dla wykorzystywanych odezynnikéw czasem podano
producenta jednak nie wszedzie;

- nalezy ujednolici¢ zapis P vale (np. Rysunek 24, a wartosci prezentowane w tekscie);
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- wykorzystane w badania ogélnodostepne bazy danych, strony internetowe czy
narzedzie bioinformatyczne powinny zosta¢ opatrzone w spisie Pismiennictwa lub pod
Rycinami datami dostepu do informacji. Ponadto, do wykorzystanych oprogramowan nalezy

poda¢ numer wersji oprogramowania.

Wyniki uzyskane w ramach ninicjszej rozprawy doktorskiej stanowia bardzo obszeme,
ale jednoczesnie spojne i kompleksowe opracowanie. Wnioski wyciagnigto poprawnie, zgodnie
z uzyskanymi wynikami i stanowig podstawe do dalszych badan w tym zakresie, a w dtuzszej
perspektywie posiadaja duzy potencjal aplikacyjny. Oryginalnos¢ poruszanej tematyki
rozprawy doktorskiej oraz jej poziom naukowy ocenia bardzo wysoko. Wymienione uwagi nie
umniejszaja wartosci przedstawionego osiggnigcia, a wiekszo$¢ z nich ma charakter poprawek

edytorskich.

Podsumowujac recenzje stwierdzam, ze przedstawiona do oceny praca doktorska,
wpisujaca sie w obszar dziedziny nauk Scistych i przyrodniczych, dyscypling nauk
biologicznych, spetnia wymogi okreslone w Ustawie z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o
szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2022 roku poz. 574) i wnoszg o dopuszczenie mgr
Dominike Bloniarz do dalszych etapéw przewodu doktorskiego. Ponadto, ze wzgledu na duzy
zakres zrealizowanych badan, dokltadnie i skrupulatnie przeprowadzong analize wnosze o

wyrbznienie niniejszej rozprawy.

dr hab. Katarzyna Ropka-Molik, prof. IZ
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