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Recenzja rozprawy doktorskiej
Pani mgr Weroniki Sowinskiej
pod tytulem
»Rola Regnazy-2 w przebiegu stanu zapalnego mézgu

oraz patofizjologii glejaka wielopostaciowego”

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska mgr Weroniki Sowinskiej zostala
wykonana pod kierunkiem Pani dr hab. Anety Kaszy w Zakladzie Biochemii Komorki
Wydzialu Biochemii, Biofizyki i Biotechnologii. Badania prezentowane w rozprawie
doktorskiej byly finansowane przez Narodowe Centrum Nauki w ramach projektow
badawczych OPUSS8 (nr projektu: 2014/15/B/NZ2/03379) oraz OPUS21 (nr projektu:
2021/41/B/NZ4/02444).

Problematyka pracy doktorskiej dotyczy charakterystyki molekularnych mechanizmow
odpowiedzialnych za regulacj¢ stanu zapalnego w moézgu i w patogenezie glejaka
wielopostaciowego przez bialka wigzgce RNA nalezace do rodziny ZC3H12/MCPIP/Regnaz.
Tematyka pracy tym samym integruje i poszerza wiedze z zakresu mechanizmow
odpowiedzialnych za utrzymanie homeostazy osrodkowego ukladu nerwowego oraz
wystepowanie chronicznego stanu zapalnego towarzyszacemu zlosliwym nowotworom
osrodkowego ukladu nerwowego. W szczegolnosci Doktorantka w swojej dysertacji skupita sie
na roli Regnazy-2 w modulacji szlakéw sygnalowych stanu zapalnego oraz jego roli
w patofizjologii glejaka wielopostaciowego. Nalezy podkreéli¢, ze Doktorantka podjeta sie
ambitnego 1 trudnego zadania ze wzgledu na skape dostgpne informacje dotyczace Reg-2
w procesach nowotworzenia. Zasluguje to na podkreslenie poniewaz, z jednej strony
Doktorantka musiala zmierzy¢ si¢ z wieloma trudno$ciami juz na etapie planowania koncepcji
badan w szczegdlnosci pracy laboratoryjnej ze wzgledu na ubogo$é dostepnych informacii,
z drugiej strony dzieki podjeciu sie temu wyzwaniu wykonang prace odznacza wysoki stopien
innowacyjnosci, a otrzymane wyniki maja znaczenie nie tylko poznawcze, ale rOwniez
praktyczne.

Zgodnie z powyzszym nalezy stwierdzi¢, ze tematyka pracy doktorskiej jest aktualna,

interesujaca oraz majaca uzasadnienie w odniesieniu do wezesniejszych publikacji naukowych.
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Ocena formalna

Rozprawe doktorska Pani mgr Weroniki Sowinskiej stanowi zbior 3 artykulow
naukowych opublikowanych w recenzowanych zagranicznych czasopismach w latach 2019-
2024. Wszystkie publikacje prezentujg oryginalne wyniki eksperymentalne i sa to nastepujace

prace:

1. W. Sowinska, M. Wawro, A. Solecka, A. Kasza, “Potential Limitations of the Sleeping
Beauty transposon use in gene expression studies”, Acta Biochim Pol., vol. 66, no. 3, pp.
263-268, 2019, doi: https://doi.org/10.18388/abp.2019_283

2. W. Sowinska, M. Wawro, D.D. Biswas, J. Kochan, K. Pustelny, A. Solecka, A.S. Gupta,
K. Mockenhaupt, J. Polak, B. Kwinta, T. Kordula, A. Kasza, ,,The homeostatic function

of Regnase-2 restricts neuroinflammation”, FASEB J. vol. 37, no. 3, p. €22798, 2023, doi:
https://doi.org/10.1096/FJ.202201978R.

3. W.Sowinska, M. Wawro, J. Kochan, A. Solecka, J. Polak, B. Kwinta, A. Kasza, Regnase-
2 inhibits glioblastoma cell proliferation, Scientific Reports, doi: 10.1038/s41598-024-
51809-x (Zaakceptowano do publikacji 09.01.2024),

Prezentacja zbioru artykuléw zostata poprzedzona wykazem najwazniejszych skrotow,
streszczeniem w jezyku polskim oraz angielskim, wprowadzeniem do tematyki pracy
doktorskiej, przedstawianiem formy rozprawy, opisem celéw pracy doktorskiej, krytyczna
dyskusja wynikéw, podsumowaniem najwazniejszych wynikéw z zaznaczeniem udziatu
poszczegblnych wspotautorow publikacji wehodzacych w sktad rozprawy, przedstawieniem
szczegOtowego opisu udzialu Doktorantki w tworzeniu publikacji wchodzacych w sktad
rozprawy doktorskiej, wykazem rycin i tabel, wykazem wszystkich publikacji nie wehodzacych
w cykl oraz bibliografia.

Do ocenianej dysertacji dotaczono jako zataczniki pelne teksty publikacji, ktore
stanowig podstawe do ubiegania si¢ o nadanie stopnia doktora oraz wyniki dodatkowe bedace
uzupetieniem do publikacji: W. Sowinska, M. Wawro, D.D. Biswas, J. Kochan, K. Pustelny,
A. Solecka, A.S. Gupta, K. Mockenhaupt, J. Polak, B. Kwinta, T. Kordula, A. Kasza, , The
homeostatic function of Regnase-2 restricts neuroinflammation”, FASEB J. vol. 37, no. 3, p.
e22798, 2023, a takze podpisane oswiadczenia z opisem charakteru udziatu poszczegolnych

wspotautoréw w/w publikacji.
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Przeprowadzona analiza zalgczonych oéwiadczen Doktorantki, wspoétautorow oraz
informacji zawartych w publikacjach w sekcji ,,Author contributions” wskazuje jednoznacznie
na wiodacy udzialu Doktorantki w powstaniu wszystkich prac wigczonych do rozprawy
doktorskie;.

Na podkreslenie zashiguje bardzo precyzyjne wskazanie wykonanych samodzielnie
eksperymentdéw oraz wynikéw w odniesieniu do kazdej z prac wraz z podaniem odniesienia do
rycin w poszezegolnych publikacjach. Udziat Doktorantki polegat nie tylko na wykonywaniu
pracy doéwiadczalnej, ale rowniez uczestnictwie w planowaniu koncepeji badan, zebraniu
materiatlu, analizie baz danych, analizie i interpretacji uzyskanych wynikéw, przygotowaniu
rycin, analizie statystycznej uzyskanych wynikow, uczestnictwie w tworzeniu i redagowaniu
manuskryptu (w tym czesciowemu opracowaniu opisu materiatlow i metod, opisu wynikéw,
opisu rycin, udzial w opracowaniu wstgpu i dyskusji — adekwatnie do prac i wynikow, ktdre
Doktorantka wykonywata samodzielnie).

W zakresie powyzszego, tre$¢ oswiadczen wspolautorow jest spojna z opisem
przedstawionym przez Doktorantke. W zakresie oswiadczen wspotautoréw pewnym
nieporozumieniem jest natomiast wskazywanie przez nich swojego % udzialu w powstawaniu
prac stanowigcey cykl publikacji prezentowanych w doktoracie. Nalezy jednak zaznaczy¢, Ze
prace eksperymentalne wchodzace w sktad cyklu sg bardzo obszerne i bogate w liczne dane
eksperymentalne. Dlatego w ocenie Recenzenta szacowanie udzialu % wspotautorow moze byé
trudne 1 jest zbyteczne, tym bardziej, ze wspdtautorzy w oswiadczeniach podali opis swojego
udzialu. Dla przyktadu w jaki sposob oszacowano udzial wspétautora na 1 lub 4%? Jakie z
kolei byly kryteria szacowania udzialu wspdtautorstwa na poziomie 5%? Jest to pytanie, na
ktore oczywiscie Recenzent nie oczekuje odpowiedzi, poniewaz udzialy wszystkich

wspotautoréw zostaly jednoznacznie merytorycznie opisane.

Ocena spdjnosci tematycznej zbioru artykuléw opublikowanych w czasopismach
naukowych

Prace doktorska, jak juz zaznaczono powyzej, stanowi cykl trzech opublikowanych
artykutow naukowych. Pierwsza z cyklu praca opublikowana w Acta Biochim Pol opisuje
opracowanie narzedzi pozwalajacych na badanie funkcji i regulacji aktywnosci Reg-2. W
drugiej wchodzacej w cykl publikacji opublikowanej w czasopismie FASEB J w oparciu o

opracowane wezesniej narzgdzia i procedury Doktorantka opisata role Reg-2 w regulacji stanu
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zapalnego modzgu oraz zaproponowata mechanizm odpowiedzialny za jej poziom, a takze
wykorzystujage linie komérkowa U251-MG z indukowang doksycykling synieza Reg-2 z
dodang metkg FLAG zaproponowala znaczenie Reg-2 w patogenezie glejaka
wielopostaciowego. Z kolei w trzeciej z cyklu publikacji opublikowanej w Scientific Reports
Doktorantka opisata znaczenie Reg-2 w regulacji proliferacji komorek linii ludzkiego glejaka
wielopostaciowego.

Recenzent stwierdza, ze wszystkie zalaczone prace stanowia spdiny tematvcznie zbior

artvkuldéw opublikowanvch w czasopismach naukowvch, tvm samym warunek ustawowy jaki

powinna spelniaé praca doktorska, w tym zakresie nalezy uznaé za spetniony.

Ocena merytoryczna rozprawy doktorskiej

Wprowadzenie teoretyczne do tematyki pracy doktorskiej zostalo opracowane
kompleksowo i zawiera syntetyczne podsumowanie dotychczasowego stanu wiedzy
0 znaczeniu stanu zapalnego jako procesu biologicznego, w tym charakterystyce jego przebiegu
w mozgu. We wprowadzeniu opisano réwniez role mikrogleju i1 astrocytow w procesie
zapalnym. W dalszej czgsci wprowadzenia Doktorantka podsumowata dotychczasowe
dostepne informacje o glejakach, udziale w regulacji stanu zapalnego przez biatka wiagzace
RNA, charakterystyce rodziny biatek ZC3H12/MCPIP/Regnaz oraz ich roli w modulacji stanu
zapalnego, w tym z wykorzystaniem zwierzat transgenicznych. Ostatni podrozdziat
Doktorantka poswiecita natomiast regulacji ekspresji i aktywnosci Regnaz oraz roli Regnaz
w chorobach nowotworowych. Wprowadzenie wzbogacone =zostalo w jedng rycing
przedstawiajacg budowe biatek z rodziny ZC3H12/MCPIP/Regnaz z zaznaczeniem lokalizacji
poszczegdlnych domen oraz ich wielkosci. We wprowadzeniu zamieszczono rowniez tabele
z transkryptami regulowanymi przez poszczegdlne Regnazy.

Rozdzial wprowadzenie zostal opracowany poprawnie w aspekcie uzasadnienia
podjecia badan przez Doktorantke. Catos¢ wprowadzenia zawiera takze wszystkie niezbedne
informacje potrzebne dla zrozumienia omawianych w dalszej czesci doktoratu tresci.

Pewien niedosyt jednak budzi brak wyrazne wyodrebnionej w dysertacji hipotezy badawczej,
ktorg Doktorantka planowala zweryfikowaé. Okreslenie/zdefiniowanie oraz graficzne
przedstawienie hipotezy badawczej mogloby by¢ takze doskonalym podsumowaniem
wprowadzenia. Pozwoliloby takze na plynniejsze przejscie migdzy rozdzialem zatytutowanym

~Wprowadzenie” a rozdzialem ,,Cele pracy”.



Uniwersytet Rzeszowski
Kolegium Nauk Przyrodniczych
Instytut Biotechnologii

Cel pracy zostat okreslony w sposob jednoznaczny zgodnie z tematem rozprawy
1 znajduje uzasadnienie w dotychczasowym stanie wiedzy. Doktorantka sprecyzowala réwniez
szes¢ celow szczegdtowych, ktore miaty postuzy¢ Jej w charakterystyce roli biologicznej Reg-
2 oraz zbadaniu regulacji Reg-2 poziomu w przebiegu stanu zapalnego mdzgu i w patogenezie
glejaka wielopostaciowego.

Podsumowujac powyzsze stwierdzam, ze opisany w dysertacji Pani mgr Weroniki

Sowinskiej cel naukowy spelnia wymog niezbedny dla uznania ocenianej pracy dokiorskiei za

odpowiadajgcy poziomowi jakim powinna odznaczaé sie praca doktorska, poniewaz realizacja

tego celu istotnie prowadzi do poszerzenia dotychczasowe] wiedzy oraz stanowi przvezynek do

orvginalnego rozwiazania problemu naukowego.

Recenzent ocenia takze wysoko warto§¢ merytoryczng wszystkich artykulow
wchodzacych w sklad rozprawy doktorskiej. Nalezy zaznaczy¢, ze w/w artykuly podlegaty
rygorystycznym procedurom specjalistycznej recenzji zewnetrznej oraz przez czitonkow rad
redakcyjnych, wktérych zostaly opublikowane. Opis wykorzystanych ukladéw
eksperymentalnych oraz zastosowanych technik w artykutach prezentujacych oryginalne
wyniki zostal dokonany z nalezytg starannoscia lub z whasciwymi odnosnikami literaturowymi
1 pozwala na doktadne przesledzenie wszystkich etapéw przeprowadzonych eksperymentow.
Zastosowane metody zostaly dobrane i uzyte odpowiednio dla weryfikacji hipotezy badawczej
oraz osiggni¢cia zdefiniowanych przez Doktorantke celow pracy doktorskiej. Recenzent nie ma
watpliwosci, ze jakos¢ merytoryczna oraz ilo$¢ uzytych metod, zastosowanych technik oraz
narzedzi eksperymentalnych $wiadczy o bardzo dobrym warsztacie Doktorantki. Forma
prezentacji wynikéw oraz ich opis w artykulach naukowych zostala usystematyzowana
w sposob tworzacy logiczny ciag zmierzajacy do udzielenia odpowiedzi na zdefiniowane
w artykutach oraz pracy doktorskiej cele.

W pierwszej z cyklu prac zatytutowanej ,,Potential Limitations of the Sleeping Beauty
transposon use in gene expression studies” Doktorantka wykorzystujac technike CRISPR/Cas9
z powodzeniem otrzymata lini¢ komdrkowa ludzkiego glejaka wielopostaciowego U251-MG,
z wylaczonym genem kodujacym Reg-2 (U251-MG-M2-KO), ktéra nastepnie wykorzystano
do wyprowadzenia linii komoérkowych z indukowalng nadekspresja Reg-2 (U251-MG-M2-SB)
i lini¢ kontrolng, z indukowalna nadekspresjg lucyferazy (U251-MG-LUC). W tym celu
w badanych komérkach zastosowano system Tet-On oparty na transpozonie o nazwie Sleeping

Beauty. W pracy Doktorantka dokonata jednoczesnie krytycznej analizy wykorzystanych
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systemoéw w aspekcie ich zastosowania do badania funkcji biatka Reg-2. Doktorantka
stwierdzita réwniez, ze modyfikacja komoérek przy pomocy systemu Sleeping Beauty moze
modulowaé profil transkryptow np. promowac¢ wzrost poziomu mRNA [1-6 i VEGFA w
poréwnaniu do komoérek niemodyfikowanych przy pomocy wektorow Sleeping Beauty. Wynik
ten uwazam, za bardzo istotny dla interpretacji pozniejszych wynikow prezentowanych w
dwodch pozostalych publikacjach. Wynik ten ma takze duze znaczenie dla innych badaczy
wykorzystujacych narzedzia inzynierii genetycznej do generowania linii komoérkowych
wykorzystywanych w badaniach funkcjonalnych.

W publikacji zatytulowanej ., 7he homeostatic function of Regnase-2 restricts
neuroinflammation” Doktorantka przy wykorzystaniu komercyjnie dostepnych modeli
komoérkowych oraz komorek izolowanych z mozgow myszy opisala szereg intersujacych
obserwacji. Obserwacje te dotyczyly m.in., r6znic w poziomie transkryptéw Reg-1 oraz Reg-2
w zdrowym moézgu oraz w glejaku u myszy, wykazanie ze poziom mRNA Reg-2 jest obnizony
w prébkach glejakow o wysokim stopniu zlosliwosci, w poréwnaniu do guzow o niskim stopniu
ztosliwosci oraz, ze towarzyszy temu podniesiony pozom transkryptow Reg-1, 1L-6 i TTP.
Doktorantka wykazata takze, ze niski poziom Reg-2 oraz wysoki poziom Reg-1 korelujg ze
ztymi prognozami przezywalnosci dla pacjentow. W zakresie charakterystyki molekularnych
mechanizméw kontroli poziomu i funkcji Reg-2 wykazata, ze biatko to pod wplywem IL-1B
ulega fosforylacji, ubikwitynacji i degradacji proteasomalnej na sciezce zaleznej od kompleksu
kinazy IxB. Doktorantka dowiodla réwniez, ze seryny obecne w konserwatywnym motywie
DSISDS nie sg odpowiedzialne za obserwowana pod wptywem stymulacji IL-1p modyfikacje
1 degradacj¢ Reg-2. Z kolei z wykorzystaniem narzedzi bioinformatycznych stwierdzila, ze
potencjalnie fosforylowane treoniny na N-koncu Reg-2 nie sg zaangazowane w zalezng od IL-
1B modyfikacje Reg-2. Eksperymentalnie potwierdzita, ze Reg-2 reguluje poziom transkryptéw
Reg-1 1 IL-6 w mysiej linii glejaka KMWT1 oraz w ludzkiej linii glejaka wiclopostaciowego
U251-MG w spos6b zalezny od aktywnosci RNazy. W omawiane]j pracy wykazata rowniez fakt
zdolnoéci hamowania proliferacji komorek linii mysiego glejaka KMWT]1 oraz ludzkich linii
glejaka wielopostaciowego U251-MG przez Reg-2.

W ostatniej z cyklu prac zatytulowanej ,, Regnase-2 inhibits glioblastoma cell
proliferation” Doktorantka dokonata szczegblowej analizy udzialu Reg-2 w kontroli
proliferacji komorek glejaka wielopostaciowego. W tym zakresie Doktorantka wykazala, ze po

indukeji syntezy Reg-2 w komorkach U87-Reg-2 (linia komoérkowa zmodyfikowana przy
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pomocy systemu Sleeping Beauty z indukowang doksycykling syntezg Reg-2 typu dzikiego)
nastepuje silne zahamowanie podzialéw komorek. Doktorantka wskazala, ze Reg-2 powoduje
rOwniez zatrzymanie komoérek U87-MG w fazie G1 cyklu komoérkowego, a fakt ten wigze sie
z destabilizacjg transkryptéw kodujgcych biatka zaangazowane w proliferacje i cykl
komorkowy takich jak: CCNDI1, CCNE1l, CCNE2, CCNB1, CCNB2, CCNA2, PLKI1
i AURKA. Doktorantka stwierdzita rowniez, ze zmiany poziomu biatek tychze genéw. Bardzo
waznym aspektem tej publikacji jest takze dokonanie analizy pokazujacej jak poziom
zidentyfikowanych transkryptéw, modulowanych przez zmiany w ekspresji genu Reg-2 ulega
zmianie u glejakéw o wysokim i niskim stopniu ztosliwosei.

Opisane powyzej wyniki zostaly podane szczegotowej dyskusji w oparciu o adekwatng
do problematyki literature w wyodrebnionym rozdziale dysertacji. Nalezy jednoczesnie
zaznaczy¢, ze polemika Doktorantki z wczeéniejszymi danymi zostala przeprowadzona
w sposob dojrzaty, wskazujac na bardzo dobrg znajomosé tematyki. Opis wskazuje rowniez, ze
cele pracy doktorskiej zostaty osiagniete.

Jak zaznaczono juz w recenzji jako$s¢ wynikow oraz ich znaczenie dla rozwoju dyscypliny
nauk biologicznych nie budzg zastrzezen i zastuguja na uznanie.

Po przeczytaniu i analizie wynikéw Recenzent ma jednak kilka pytan i uwag zwigzanych

z wynikami zaprezentowanymi w ocenianej dysertacji.

1) Doktoranta w publikacji opublikowanej w Acta Biochim Pol wskazuje na
niedoskonatosci zwigzane ze stosowaniem systemow do generowania modyfikowanych
genetycznie linii komdrkowych. Na stronie 32 dysertacji formutuje takze wniosek
..Istotng obserwacjq wynikajgcg z przeprowadzonych badan jest wzrost poziomu mRNA
IL-6 i VEGFA w komorkach kontrolnych U251-MG-LUC w pordownaniu do komorek
niemodyfikowanych przy pomocy wektorow SB (U251-MG-M2-KO). Sugeruje to, ze
sama modyfikacia komorek przy pomocy SB moze indukowaé zmiany poziomu
niektdrych transkryptow (ABP, Fig. 4). Na tej podstawie wyciqggnieto wniosek, ze
w doswiadczeniach z wykorzystaniem tej metody edycji genomu komorki
niemodyfikowane nie sq odpowiedniq kontrolg. Jako kontrole nalezy stosowaé komorki
zmodyfikowane przy pomocy wektora SB”. Powstaje zatem pytanie w jaki sposdb
Doktorantka nabyla pewnosci, ze wprowadzona modyfikacja nie powoduje innych
zmian poza tymi opisanymi? Czy Doktorantka sprawdzita aktywacje innych szlakow

komorkowych, ktére mogg by¢ aktywowane/hamowane na skutek obecnosci
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egzogennych kwasoéw nukleinowych wykorzystanych w procedurze generowania
modyfikowanych linii komoérkowych? Co wiadomo o stabilnosci genetycznej
otrzymanych wedlug opisanych procedur linii komoérkowych? Czy Doktorantka
kontrolowala linie z wykorzystaniem metod cytogenetycznych lub aCGH? Czy
wiadomo jak dlugo otrzymane modyfikowane linie komdrkowe moga by¢
przetrzymywane i pasazowane bez ryzyka nastgpienia zmian w genomie?

2) Na stronie 45 Doktorantka zamiescila stwierdzenie ,,Reg-2 ulega wysokiej ekspresji
w zdrowym mozgu, podczas gdy poziom Reg-1 w tym organie jest niski” podczas gdy
wyniki zamieszczone na rycinie 1A w pracy opublikowanej w FASEB J nie wskazuja
na poprawnos$¢ tego twierdzenia. Prosze o wyjasnienie jakie dokladnie wyniki miata
Doktorantka na my$li formutujac to stwierdzenie.

3) Poniewaz jednym z istotnych osiggnie¢ Doktorantki jest ..zidentyfikowanie nowych
substratow Reg-2" prosze o doprecyzowanie etapéw immunoprecypitacji RNA, ktore
doprowadzily do tych odkryé opisanych w publikacji opublikowanej w Scientific
Reports. Prosz¢ rowniez o doprecyzowanie w jaki sposéb Doktorantka odniosta
otrzymane w tej procedurze wyniki do identyfikacji zmian transkryptow
obserwowanych w liniach komdrkowych glejaka? Dlaczego zrezygnowano
z wykorzystania dedykowanego przeciwciala do Reg-2 dla walidacji otrzymanych
wynikéw przez Doktorantke?

Whiosek koncowy

W podsumowaniu recenzji cheialbym stwierdzié, iz mimo moich uwag, bardzo
wysoko oceniam przedstawiong pracg doktorska mgr Weroniki Sowinskiej oraz stwierdzam, ze
rozprawa doktorska spetnia warunki okreslone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo
o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. 2018 poz. 1668 z pdzn. zm.). Doktorantka udowodnita,
ze samodzielnie potrafi rozwigzywa¢ sformutowany problem naukowy poprzez odpowiednio
zaplanowane eksperymenty, ich interpretacje, krytyczna dyskusje oraz wywazone wnioski.
Stwierdzam takZze, Ze oceniana przeze mmie praca doktorska wnosi nowe informacje do
dyscypliny nauki biologiczne. W zwigzku z powyzszym wnosze do Rady Dyscypliny Nauki
biologiczne Uniwersytetu Jagielloniskiego o dopuszezenie Pani mgr Weroniki Sowinskiej do

dalszych etapow przewodu doktorskiego.
Ze wzgledu na wysoka wartos¢ naukowa otrzymanych przez Doktorantke wynikow

dotyczacych charakterystyki mechanizmoéw kontroli oraz aktywnosei biologicznej Regnazy-2



Uniwersytet Rzeszowski
Kolegium Nauk Przyrodniczych
Instytut Biotechnologii

w szczegOlnosci w patofizjologii os$rodkowego ukladu nerwowego wnioskuje do Rady
Dyscypliny Nauki biologiczne Uniwersytetu Jagiellonskiego o wyrdznienie oceniane] przeze

mnie rozprawy doktorskiej.
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