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Ocena rozprawy doktorskiej mgr Weroniki Sowinskiej pod tytulem:
” Rola Regnazy-2 w przebiegu stanu zapalnego mézgu oraz patofizjologii glejaka

wielopostaciowego”

Przedstawiona mi do oceny rozprawa mgr Weroniki Sowiriskiej na stopien
doktora nauk biologicznych dotyczy niezwykle waznego i aktualnego problemu tj.
badan nad patogeneza nowotwordw cztowieka na modelach nowotworéw osrodkowego
uktadu nerwowego (OUN), w tym w szczegolnosci glejaka wielopostaciowego i roli
przewlektego stanu zapalnego.

Podjete badania wpisuja si¢ najnowsze trendy badan translacyjnych w onkologii
polegajace na poszukiwania ,,piet achillesowych” w komorkach nowotworowych 1
potencjalnych celow dla terapii, a konkretnie w badania nad deregulacje réznych
proceséw w tym przewleklego stanu zapalnego i ich roli w karcynogenezie. Przewlekly
stan zapalny i zwigzang z nim dysfunkcj¢ odpowiedzi immunologicznej uznaje si¢
obecnie za jeden z dziesieciu fundamentalnych cech komérek nowotworowych (z ang.
tzw. ,.hallmarks of cancer” wg D. Hanahana i R. Weinberga 2000/2011).

W swojej pracy Doktorantka skupita si¢ na rodzinie regulatorow stanu
zapalnego, biatkach z rodziny ZC3H12/MCPIP, ktore nazywane sa regnazami i
obejmuja cztery typy (od 1 do 4). Wybrany model do badan, glejak wielopostaciowy
(GBM) jest najczestszym i najbardziej $miertelnym pierwotnym nowotworem OUN u
dorostych. Glejaki stanowia ogromne wyzwanie dla wspotczesnej medycyny. Szybko
rosngce glejaki mogg mieszac si¢ ze zdrowymi komérkami mézgowymi, tworzac
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rozsiane guzy, ktore sg trudne do usuniecia chirurgicznego, przez co operacja
catkowicie radykalna zazwyczaj nie jest mozliwa. Standardowa terapia polegajgca na
zastosowaniu frakcjonowanej radioterapii wspartej chemioterapig przy zastosowaniu
temozolomidu jako leku radiouczulajgcego, a nast¢pnie w monoterapii daje ograniczone
rezultaty, gdyz prawie zawsze dochodzi do nawrotu choroby. Obecnie nie ma dobrego
standardowego leczenia choroby nawrotowej, a mediana catkowitego czasu przezycia
(OS) w przypadku nawrotowego GBM (rGBM) trwa krécej niz rok. Dlatego skuteczna
terapia dla glejaka wielopostaciowego, a zwlaszcza jego postaci nawrotowej (rGBM),
pozostaje jedna z najwigkszych niezaspokojonych potrzeb w onkologii i w calej
medycynie, a bez dokladnego poznania patogenezy molekularnej moze by¢ to trudne do
osiaggnigcia w najblizszych latach.

Z uwagi na powyisze uwazam, ze wybor tematu rozprawy jest nie tylko
aktualny ale trafia w najnowsze trendy w badaniach nad patogeneza nowotworow
OUN pochodzenia glejowego, tym bardziej iz dotyczy jednego z najbardziej
agresywnych i zlo§liwych nowotworéw, jakim jest glejak wielopostaciowy.

Rozprawa jest prawidlowo przygotowana jesli chodzi o szate graficzng oraz
wymagane elementy rozprawy doktorskiej, tworzonej przez spiecie opublikowanych
prac oryginalnych. Rozprawa sklada si¢ z dwoch glownych czescei, pierwszej opisowej
oraz drugiej, w ktdrej dotaczone sg kopie trzech prac oryginalnych, dodatkowe wyniki i
odpowiednie o§wiadczenia. Pierwsza czes¢ liczy 70 stron, na co skladajg si¢
streszczenia w jezyku polskim i angielskim, interesujace wprowadzenie w temat
rozprawy, cele pracy z poszczegdlnymi zadaniami badawczymi okreslonymi w 6
punktach, dyskusja i podsumowanie najwazniejszych wynikéw, jak rowniez
bibliografia skladajgca si¢ ze 163 pozycji. Druga czgé¢ rozprawy stanowig trzy
publikacje oryginalne oraz o$§wiadczenia Doktorantki i wspotautoréw odnoszace si¢ do
udzialu w powstaniu prac.

Prace oryginalne, ktore stanowig zasadniczg czes$¢é rozprawy to:

1. “Potential Limitations of the Sleeping Beauty transposon use in gene
expression studies”, Acta Biochimica Polonica 2019; 66 (3) 263-268;

2. The homeostatic function of Regnase-2 restricts neuroinflammation”, FASEB
Journal 2023; 37(3), €22798;
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3. ,,Regnase-2 inhibits glioblastoma cell proliferation”, Scientific Reports
2024 (wg deklaracji Doktorantki przyjeta do druku i dostepna on-line co
zostalo sprawdzone)
We wszystkich trzech manuskryptach Doktorantka jest pierwszg autorkg o wiodacym
wkladzie (odpowiednio dla kolejnych prac 90%, 70% i 85%) co jest udokumentowane i
potwierdzone o§wiadczeniami Doktorantki, Promotor oraz wszystkich wspétautoréw
poszczeg6lnych prac.

W wyczerpujgcym tematyke wprowadzeniu Doktorantka w ciekawy sposob
przedstawia aktualny stan wiedzy dotyczacy patogenezy stanu zapalnego w OUN, roli
komorek gleju, biatek z rodziny regnaz oraz wspoélczesnej terapii nowotworéw mozgu,
zwlaszcza pierwotnych, takich jak glejaki.

Moje krytyczne uwagi odnosza si¢ do bledéw strony jezykowej rozprawy,
ktérych nie moge nie zauwazy¢ ze wzgledu na moje skrzywienie zawodowe
(wieloletniego redaktora i wspotautora podrgcznika ‘Immunologia™ Gotab J, Lasek W.,
Nowis, D, Stoklosa T, PWN 2023). Przykladowo, o ile uktad immunologiczny (a nie
uktad odpornosciowy, jak prawidlowo powinno si¢ go okreslac) jest czesto stosowanym
terminem i to jestem sklonny zaakceptowac, to na pewno nie ma ,,komdrek
immunologicznych” (str. 14), podobnie jak nie ma ,.komérek kardiologicznych” czy
,,komorek neurologicznych”. Nalezy mowi¢ o komérkach uktadu odpornosciowego,
ewentualnie o komérkach immunologicznie kompetentnych, co jest juz pewna kalka
jezykowsg o czym ponizej.

W niektorych sformutowaniach stosowany jest zargon, czy tzw. kalki jezykowe,
jak np. ,,chroniczny stan zapalny” (a nie przewlekly) czy ,metastaza” w znaczeniu
tworzeniu przerzutéw (a nie pojedynczego przerzutu co jest prawidlowym
thumaczeniem tego okreslenia). Mozna to czgsciowo usprawiedliwi¢ mniejszym
doswiadczeniem Doktorantki w zakresie onkologii, onkogenetyki i stosowanych w tych
dziedzinach nomenklatury.

Inna krytyczna uwaga odnoszaca si¢ do strony jezykowej rozprawy, ktorg
chciatbym podnies¢, dotyczy nazewnictwa gendow. Zgodnie z wytycznymi towarzystw
naukowych, ludzkie geny powinny by¢ pisane wielka czcionka i kursyws, geny
zwierzece (w tym mysie) matg czcionka i kursywsg analogicznie nazwy ludzkich 1
mysich biatek wielkg/matg czcionka. W wigkszosci przypadkow Doktorantka stosuje

prawidlowo te regule, ale poniewaz w pracy czesto wystepujg naprzemiennie geny
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ludzkie i mysie to pojawiajg sie pomytki czy moze raczej niescistosci np. we wstepie na
stronie 18, gdzie mowa jest o biatkach czlowieka, wkrada si¢ niekonsekwencja w
nazewnictwie (VEGF, /MMP-9, 1L-6 ale w tym samy ciggu wymienione sa Arg-1,
Chil3, ludzkie? mysie?).

Sg to jednak mniejszej wagi uwagi natury jezykowej, ktore nie wpltywajg na
warto$¢ merytoryczng pracy.

Celem pracy byto zbadanie funkcji biologicznej regnazy 2 oraz zbadanie
regulacji jej poziomu w przebiegu stanu zapalnego moézgu i w patogenezie glejaka
wielopostaciowego. Doktorantka okresla podstawowy cel pracy jako przyblizenie
Jfunkcji biologicznej co uwazam, za zbyt ogolne 1 nieprecyzyjne okreslenie, mozna to
oczywiscie broni¢ tym, ze trudno zaktadaé pelne poznanie roli takiego czynnika w jedej
pracy. Istotne, Ze wymienione jest ponizej sze$¢ punktow, ktére doprecyzowujg tak
sformutowany cel pracy doktorskiej. Mam jednak co do tych szesciu punktéw (od ‘a’
do ‘f”) takze par¢ uwag. W punkcie ‘b’ celem jest ,,sekwencjonowanie RNA”. O ile jest
to nowoczesna technika molekularna, ktorej zastosowanie jest jak najbardziej
uzasadnione dla zbadania roli regnazy 2, to samo w sobie sekwencjonowanie nie
powinno by¢ celem rozprawy doktorskiej, dlatego tak sformutowany cel uwazam za
niefortunny. Natomiast dwa ostatnie punkty (‘e’ i ‘f”) sg wydzielone jako osobne w
sposob nieco sztuczny gdyz dotycza de facto badania tego samego zagadnienia czyli
wplywu Reg-2 na poziom wybranych transkryptéw oraz na proliferacje¢ i cykl
komoérkowy komorek glejaka. Dlatego w mojej opinii nalezaloby potraktowac te
punkty tacznie jako zbadanie wplywu regnazy 2 na ekspresje wybranych gendéw i
markerdéw stanu zapalnego.

Wyniki przedstawione w trzech manuskryptach oraz dotaczone do rozprawy
dodatkowe materialy uzupetniajace prace w FASEB J stanowig niezbity dowod na
ogromny naktad pracy wlozony przez Doktorantk¢ w same badania i w cata rozprawe.
Nie mam zadnych watpliwosci, ze przejscie przez proces oceny recenzji w uznanych
czasopismach jest gwarantem, iz opublikowane wyniki sg rzetelnie przedstawione,
odpowiednio przenalizowane rowniez pod katem statystycznym i uzasadnione. Wyniki
te znaczaco poszerzajg naszg wiedzg o roli regnaz, w tym zwlaszcza regnazy 2 w
patogenezie i rozwoju nowotworéw pochodzenia glejowego i zwigzanymi z tym
zaburzeniami w indukcji stanu zapalnego i funkcjonowaniu uktadu odpornosciowego na

poziomie OUN. Bardzo interesujgce jest odkrycie znamiennie réznej roli regnazy 2 w
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poréwnaniu do regnazy 1 w kontekscie wptywu na procesy istotne w rozwoju glejaka,
takie jak cykl komdrkowy czy apoptoza.

Wyniki przedstawione w zatgczonych manuskryptach sa szczegotowo
omoéwione w czesci opisowej rozprawy w dyskusji. Doktorantka szczeg6lowo objasnia
i odnosi si¢ do opublikowanych wynikéw, konfrontuje tez te wyniki z danymi
literaturowymi i wykazuje si¢ wlasciwa znajomoscia dotychczas opublikowanych
danych w zestawieniu z wlasnymi odkryciami.

Jestem pod duzym wrazeniem dojrzatosci naukowej Doktorantki, ktora jest w
pelni $wiadoma ograniczen metod zastosowanych w badaniach i potrafita odpowiednio
przewidzie¢ oraz zaplanowa¢ odpowiednie eksperymenty kontrolne. Znakomitym
przykladem jest tutaj np. edycja genomu, ktéra moze doprowadzi¢ do wygenerowania
licznych artefaktow. Doktorantka w celu sprawdzenia wygenerowanych modyfikacji
zaplanowata odpowiednie eksperymenty badajgc znane substraty dla regnazy 2 co przy
ograniczonej wiedzy na temat tego biatka nie bylo sprawa oczywistg. Udalo si¢ takze
obej$¢ problem polegajgcy na braku dostgpnych komercyjnie przeciwciatl
rozpoznajacych regnaze 2.

Pewien niedosyt pozostawia tylko skoncentrowanie si¢ na IL-1f, IL-6 oraz
lipokaliny 2 jako najwazniejszych markerach stanu zapalnego w OUN regulujgcych
ekspresje regnaz. Brakuje mi informacji, czy i ewentualnie jakg rol¢ pelnily inne
cytokiny takie jak TNF-a (czynnik martwicy nowotworu), czy chemokiny, o ktérych
sama Doktorantka wspomina we wprowadzeniu jako o istotnych komponentach
odpowiedzi przeciwzapalnej w OUN.

Na podstawie uzyskanych wynikoéw zostaly wyciagnigte liczne wnioski ujete w
podsumowaniu. Mam tutaj uwagg natury formalnej, podsumowanie powinno zawiera¢
odpowiedz na postawione cele pracy sformutowane w postaci konkretnych wnioskow
odpowiadajgcych postawionym celom. Tymczasem Doktorantka formutuje az 15
punktow precyzyjnie okreslajac, w jakiej publikacji i ktéra rycina im odpowiada
wlacznie z jej autorstwem. Taka doktadnosé i transparentnos¢ jest oczywiscie godna

pochwaly, rozumiem, tez, ze opublikowane wyniki znaczaco przerosty poczatkowe

- Zalozenia, ale trudno jest prawidtowo ocenié recenzentowi, ktére punkty odpowiadaja

v~ “na:zadane w celach pytania, a ktore sa dodatkows wiedza zdobyta dzigki szeroko

zakrojonym badaniom.
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Mam nadziej¢, iz w trakcie publicznej obrony Doktorantka bedzie miata
mozliwos¢ przedyskutowania i uporzadkowania konkretnych odkryé wymienionych w
podsumowaniu w stosunku do wezesniej postawionych celow jak rowniez pokazania co
jest wartoscig dodang w pracy, czyli ktore z wymienionych odkrytych mechanizméw
byly nieoczekiwane i niejako przerosty poczatkowe zatozenia pracy. Jest to cecha
kazdego dobrze zrealizowanego projektu naukowego, iz przynosi on czesto wiecej
pytan niz odpowiedzi, ale powinno to by¢ w rozprawie wyraznie oddzielone.

Biorac pod uwage nowatorski charakter pracy oraz tworzace go publikacje
w uznanych czasopismach o zasiegu miedzynarodowym, w ktérych Doktorantka,
ma wiodacy udzial, stwierdzam w podsumowaniu, iz praca doktorska mgr
Weroniki Sowinskiej jest niezwykle cenna w znaczeniu badania patogenezy
jednego z najbardziej zlosliwych i nieuleczalnych nowotworow czlowieka jakim
jest glejak wielopostaciowy. Przeprowadzone badania majg duza warto$¢ poznawcza
ale takze potencjatl translacyjny a uzyskane wyniki stanowig oryginalny dorobek
naukowy Doktorantki. Przedstawione przez mnie uwagi krytyczne nie wplywajg
Znaczaco na moja pozytywna oceng rozprawy i mam nadzieje, ze zostang skutecznie
przedyskutowane podczas publicznej obrony.

Dlatego uwazam, iz przedstawiona rozprawa spetnia warunki okreslone w
artykule 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce
(Dz. U. z2018 1. poz. 1668 z pdZniejszymi zmianami) w zwigzku z czym chcialbym
przedstawi¢ Wysokiej Radzie Dyscypliny Nauki Biologiczne Uniwersytetu
Jagiellonskiego wniosek o dopuszczenie Pani mgr Weroniki Sowiniskiej do dalszych
etapow postepowania o nadanie stopnia doktora w dziedzinie nauk $cistych i
przyrodniczych w dyscyplinie nauki biologiczne oraz pragne wnioskowaé o

wyrozZnienie.

NN

Tomasz Stoklosa

KIEROWNIK
Zakiad Biologii | Genetyki Nowotworéw

prof. dr med. Tomasz Stoklosa



