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Recenzja
rozprawy doktorskiej Pani mgr Aleksandry Soleckiej pt. ,, Regulacja inwazyjnosci, apoptozy i
metabolizmu komdrek glejaka wielopostaciowego prrez Regnaze-2” wykonanej pod kierunkiem dr hab.
Anety Kaszy, prof. UJ w Zakladzie Biochemii Komdrki Wydziatu Biochemii, Biofizyki i Biotechnologii
Uniwersytetu Jagiellonskiego w Krakowie

Badania prezentowane w pracy doktorskiej byly finansowane z projektu Opus 21 Narodowego Centrum
Nauki pt. ,,Funkcja RNazy ZC3H12B w patofizjologii glejaka wielopostaciowego”

Ocena merytoryczna pracy

Przedstawiona mi do recenzji praca doktorska obejmuje dobrze zaplanowane 1 wykonane badania
laboratoryjne, w ktorych Autorka podjeta probe scharakteryzowania roli biatka Regnaza-2 w regulacji
inwazyjno$ci, metabolizmu i przezywalnosci komorek glejaka wielopostaciowego (GBM). Wybor
modelu badawczego uwazam za trafny i bardzo istotny. Glejak wielopostaciowy nalezy bowiem
do nowotworéw o najwyzszym, IV stopniu zlo$liwosci wedhlug klasyfikacji Swiatowej Organizacji
Zdrowia (WHO). Stanowi 10%-18% wszystkich guzoéw wewnatrzezaszkowych i 50%-60% nowotworow
gleju gwiaZdzistego. Charakteryzuje si¢ bardzo agresywnym przebiegiem, zwigzanym z wysokg
inwazyjnoécig, czestymi nawrotami oraz gwaltownym rozrostem, polagczonym z niszczeniem
przylegajacych zdrowych tkanek. Postep choroby jest szybki, jakos¢ zycia niska, a Sredni czas przezycia
chorych nie przekracza 16 miesiecy. Mimo licznych prob stosowania nowych metod leczenia, postepu
technik zabiegowych oraz radio- i chemioterapii, nie znaleziono dotad skutecznej metody leczenia GBM.

Naciekajacy rozrost guza uniemozliwia jego catkowita resekcjg. Ze wzgledu na trudnosci zwigzane
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z przejsciem lekdw przez bariere krew—modzg problematyczne jest dobranie odpowiedniej dawki
chemioterapii. Dlatego tez dokladne poznanie biologii glejakéw oraz molekularnych mechanizmow
odpowiedzialnych za ich wysokg inwazyjnos¢ i opornos¢ wydaje si¢ by¢ bardzo istotne i konieczne.

W przedlozonej rozprawie, Doktorantka skoncentrowala swoje zainteresowania badawcze
na Regnazie-2, enzymie nalezacym do biatek wiazacych RNA i odgrywajacym wazng role w regulacji
proceséw zwiazanych z progresja glejakéw. Wykorzystujac nowoczesne techniki eksperymentalne
z zakresu genetyki, biologii molekularnej i komodrkowej, jednoznacznie wykazata, iz podwyzszony
poziom Reg-2 hamuje migracje komoérek nowotworowych, poprzez obnizanie poziomu i aktywnosci
metaloproteinazy 2. Po raz pierwszy zidentyfikowata transkrypt G3BP! jako substrat dla badanego
enzymu, co wiaze sie z obnizeniem ilosci granul stresowych, odpowiedzialnych za ochrong komorek
nowotworowych przed stosowang chemioterapia i apoptoza. Co ciekawe, bezposrednim substratem dla
Reg-2 okazat sie réwniez transkrypt BIRCS, ktérego degradacja prowadzi do zwigkszenia wrazliwosci
komérek na indukcj¢ zaprogramowanej smierci.

Za bardzo interesujace uwazam badania nad metabolizmem komérek glejaka. Doktorantka wykazata, iz
zahamowanie glikolizy prowadzi do fosforylacji 1 degradacji Regnazy-2, czemu towarzyszy wzrost
poziomu mRNA /L-6, co z kolei przeklada si¢ na zmiany funkcjonowania mitochondriow i ograniczenia
dostepnosci energii pozyskiwanej na drodze fosforylacji oksydacyjnej.

Znaczacym osiggnieciem Doktorantki jest rowniez zaprezentowanie mozliwosci wykorzystania

konstruktu opartego na systemie CRISPRi do obnizania poziomu mRNA Reg-2.

Ocena struktury pracy

Rozprawa doktorska mgr Aleksandry Soleckiej liczy 124 strony i sklada si¢ z szesciu gtownych
rozdzialéw (Wstep teoretyczny, Cele pracy, Materialy, Metody, Wyniki, Dyskusja). Wstep poprzedza
Wykaz najwazniejszych skrotéw. Prace zamyka Podsumowanie wynikéw, Streszczenie w jgzyku
polskim i angielskim (Abstract), Wykaz rycin i tabel oraz Bibliografia. Uktad pracy jest poprawny oraz
zawiera typowy dla pracy badawczej podziat tresci. Rozprawa doktorska mgr Aleksandry Solackie;
zostata przygotowana bardzo starannie pod wzglgdem edytorskim. Praca jest przejrzysta, a cele badawcze
zostaty bardzo dobrze sformulowane. Wstep jest obszerny, intersujacy oraz zawiera wszystkie potrzebne

informacje, ktore sa niezbedne dla zrozumienia podjetej tematyki badawczej oraz wlasciwej interpretacji
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otrzymanych rezultatow. Na pochwale zastuguje fakt, ze Doktorantka wzbogacila rozprawe doktorska
o cickawe ryciny i tabele.

Materiaty i Metody, w ktorych Doktorantka opisuje wykorzystane do badan techniki, zostaly
przygotowane szczegdtowo, co pozwala na odtworzenie doswiadczen z duzg dokladnoscig
i powtarzalnoscig. Wyraznie widaé, ze Autorka dobrze opanowata warsztat badawczy i doglebnie
zapoznala sie z nowoczesnymi metodami analizy komérkowej i molekularnej. Warto podkreslic, ze
metodyka zostata trafnie dobrana do postawionych celow.

Jesli chodzi o czes¢ eksperymentalng, jestem pod wrazeniem ilosci oraz ztozonosci wykonanych
badan biologicznych. Wyniki zostaly opracowane bardzo starannie i dokltadnie. Liczne ryciny utatwiajg
ich zrozumienie i przeanalizowanie. W Dyskusji Doktorantka konfrontuje uzyskane wyniki z danymi
literaturowymi, zachowujac odpowiednig doze krytycyzmu. Wnioski, podsumowujgce uzyskane wyniki,

zostaly jasno sformutowane i odpowiadaja wyznaczonym celom.

Uwagi

W trakcie analizy rozprawy zauwazylam, ze pewne jej fragmenty wymagaja korekty i wyjasnienia.

1. Poniewaz modelem badawczym Doktorantki byl glejak wielopostaciowy, wszystkie analizy powinny
by¢ wykonane na komdrkach z tej grupy nowotworéw. Sugerowatabym réwniez poszerzenie badan
o dodatkowe linie/hodowle pierwotne glejaka wielopostaciowego, w celu potwierdzenia uzyskanych
zaleZnosci.

2. W tescie rysy, analizy danych dokonywano po 48 godzinach inkubacji ze wzgledu na powolny proces
zarastania ,rany” przez komorki U251-MG. W tescie migracji w systemie Transwell,
wykorzystujacym komory Boydena komérki analizowano po 12 godzinach. Czym mozna
wythimaczy¢ tak znaczacg réznice w intensywnosei migracji w tych dwoch metodach badawcezych?

3. W rozdziale ,,Metody, Izolacja RNA” podano, ze RNA pozyskiwano z linii komoérkowych i tkanek.
Jakie tkanki zostaly wykorzystane do tego eksperymentu i skad pochodzity? W pracy nie znalaztam
odpowiednich informacji. Podobna uwaga dotyczy opisu wynikow, w ktorych Doktorantka poréwnuje
zaleznodci pomiedzy poziomem mRNA Reg-2, a MMP2 w tkance glejakéw wiclopostaciowych
i glejakéw o niskim stopniu zlosliwosci (LGG). Na jakiej podstawie dokonano takiego podziatu?

Jakie rodzaje glejakow zostaly sklasyfikowane jako LGG?




4. Angielski skrét bariery krew-mozg BBB zostal przetlumaczony jako ,,Brain-blood barier”, a powinno
by¢ ,.Blood-brain barier”
5. Doktorantka wielokrotnie uzyla okredlenia ,.ckspresja biatka”, podczas gdy ckspresji ulega gen

kodujgcy okreslone biatko

Mimo kilku niescistoéci oraz krytycznych uwag, ktdre wskazatam z obowiazku Recenzentki,
chciatabym podkreslié, ze rozprawa doktorska przygotowana przez mgr Aleksandre Soleckg prezentuje
bardzo wysoki poziom merytoryczny i naukowy, a jakosé¢ i dobor zastosowanych metod badawczych nie
budzi zastrzezen. W ramach przedstawionej rozprawy Doktorantka w pelni zrealizowata zatozone cele
badawcze.

Podsumowujac, rozprawa doktorska Pani mgr Aleksandry Soleckiej pt. ,.,Regulacja inwazyjnosei,
apoptozy i metabolizmu komorek glejaka wielopostaciowego przez Regnaze-2” spelnia warunki
okreslone w artykule 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U.
z 2018 r. poz. 1668 z pdzn. zm.) i stanowi znaczacy wkiad w dziedzing nauk scistych i przyrodniczych w
dyscyplinie nauki biologiczne. Jest wartosciowym dzielem z zakresu badan nad molekularnymi
aspektami biologii ludzkich komoérek glejaka wielopostaciowego oraz roli Regnazy-2 w regulacji
procesdéw zwigzanych z patofizjologia komorek GBM w aspekcie migracji, angiogenezy, metabolizmu
i odpowiedzi na stres. Autorka wykazata umiejgtnos¢ samodzielnego rozwigzywania postawionych zadan
naukowych, dobre opanowanic metod badawczych oraz znajomos¢ literatury. Uzyskane przez
Doktorantke wyniki stanowia Jej oryginalne osiggnigcie i poszerzaja wiedze o roli biatka Regnazy-2 jako
potencjalnego supresora glejaka wiclopostaciowego, co moze mie¢ praktyczne zastosowanie

w opracowaniu nowych strategii terapeutycznych.

Biorge pod uwage powyisze oraz uwzgledniajac bardzo wysoka ocen¢ merytoryczng
rozprawy doktorskiej, jak réwniez rang¢ rozwiazywanego problemu badawczego, zwracam sig
do Wysokiej Rady Dyscypliny Nauk Biologicznych Uniwersytetu Jagiellonskiego w Krakowie
o dopuszczenie mgr Aleksandry Soleckiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego oraz

wyroznienie pracy doktorskiej stosowng nagroda.
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