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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Aleksandry Soleckiej
pt.: ,,Regulacja procesow nowotworewych przez biatko Regnase-2 w kontekscie glejakow

wielopostaciowych”

Przedstawiona do recenzji praca doktorska mgr Aleksandry Soleckiej zostata wykonana
w Zakladzie Biochemii Komérki Wydzialu Biochemii i Biotechnologii, Uniwersytetu
Jagiellofiskiego, pod kierunkiem i opieka merytoryczng dr hab. Anety Kasza, profesor
Uniwersytetu Jagiellonskiego.

Obecnie ciagle poszukuje si¢ nowych, skutecznych ibezpiecznych metod leczenia
nowotworéw 1 mechanizméw potegowania dzialania lekéw, co jest jednym z wyzwan
nowoczesnej farmacji i medycyny. Dysertacja mgr Aleksandry Soleckiej doskonale wpisuje
si¢ w nurt badafi przeciwnowotworowych, a mianowicie przedstawia nowatorskie podejscie
do badania biatka Regnazy-2 (Reg-2) jako potencjalnego supresora glejaka wielopostaciowego.
Badania przedstawione w dysertacji zrealizowano w ramach projektu Narodowego Centrum
Nauki OPUS-21, poswigconego tematyce RNazy ZC3H12B w patofizjologii glejaka
wielopostaciowego. Autorka w swoich badaniach skupila si¢ na wplywie Reg-2 na migracje,
proliferacje, apoptoz¢ oraz metabolizm komérek nowotworowych, w szczegolnosci
glioblastoma multiforme.

Praca ma klasyczny uklad obejmujgcy wstep teoretyczny, cele pracy, materialy, metody,
wyniki, dyskusj¢ oraz podsumowanie wynikéw. Rozprawe pani mgr Aleksandry Soleckiej

rozpoczyna wykaz skrotow, ulatwiajacy zglebianie zagadnien podejmowanych w dysertacji.



Kolejno Autorka we Wstepie teoretycznym wprowadza czytelnika w zagadnienia zwigzane
z glejakiem wielopostaciowym oraz immunosupresyjnymi wlasciwosciami §rodowiska guza.
Dalej zapoznajemy si¢ z zagadnieniami angiogenezy, migracji i inwazyjnosci oraz apoptozy.
W tym rozdziale Autorka do$¢ skromnie wyjasnia czym jest apoptoza i jakie moga by¢ jej szlaki
aktywacji. W kolejnych rozdziatach rozprawach Doktorantka opisuje mechanizmy regulacji
czasu poltrwania transkryptéw i opisuje biatka wigzace RNA, rozpoznajace drugorzgdowe
struktury w tym ARIDSA, Roquina-1 i grupe Regnaz, na ktorych skupia sie w swoich
badaniach. W nastepnym rozdziale wskazuje postawione sobie cele naukowe w pracy, ktore
przedstawia w siedmiu klarownych punktach.

W dalszych etapach praca zawiera opis metodyki i materialéw wykorzystanych
w doswiadczeniach spis odczynnikéw 1 aparatury, otwierajacy czgsé eksperymentalna.
Doktorantka na poczatku przedstawia spis wykorzystanych materiatéw ze wskazaniem ich
pochodzenia. W przypadku spisu linii komérkowych warto doda¢ numery katalogowe co ulatwi
czytelnikowi odniesienie si¢ do charakterystyk wykorzystanych komorek. Podobnie w czesci
wykazujacej odczynniki warto doda¢ numery katalogowe co znacznie ulatwi powtorzenie
badan. Doktorantka wskazuje réwniez, ze wykorzystywala naczynia hodowlane i ptytki do
pomiaru luminescencji. W tym miejscu warto doda¢ jakie to naczynia (np. butelki hodowlane
czy szalki o odpowiednim rozmiarze i powierzchni) oraz jakie ptytki. Warto doda¢ réwniez
informacje ilu-komorowe byly inserty wykorzystywane do testow ,,zarastania rany”.

W kolejnym rozdziale Doktorantka przedstawia Metody, na uwage zastuguje bogaty
warsztat badawczy i dociekliwo$¢ naukowa potwierdzona iloscig do$wiadczen. Procedury sa
dokladnie opisane, lacznie ze skladem poszczegdlnych buforéw, zeli oraz sekwencjami
starterow. W kontekscie sformutowan w opisie metodyki Doktorantka czgsto uzywa okreslenia
»Studnia” w odniesieniu do ptytek hodowlanych, w tym przypadku raczej mowimy o ,,dotku”,
czy plytkach wielodotkowych. Nie do konca jest zrozumiate, czy doswiadczenie ,,Ocena
proliferacji komorek™ polegata na liczeniu komérek w réznych punktach czasowych. Samo
liczenie komoérek nie do konica odzwierciedla proliferacje, tu przykladowo nalezaloby
wyznakowaé komoérki blekitem trypanu, zeby zweryfikowaé procent zywych komorek, ktore
sg zdolne do proliferacji. Jednak lepszym testem w tym przypadku bylaby metoda SRB,
wykorzystywana do oceny proliferacji komoérek w oparciu o pomiar zawartosci biatka
komoérkowego w komorkach zywych.

W odniesieniu do testu klonogennego zabraklo informacji czy liczba komdrek w tym
tescie byta optymalizowana wezeséniej. Autorka wskazuje, ze w przypadku poszezegolnych linii

komérkowych byla to inna iloé¢.




W dalszej czesci Doktorantka prowadzi dyskusje wynikow w odniesieniu do
dostepnych danych literaturowych. Stusznie zwraca uwage, ze do tej pory jest niewiele badan
pokazujacych udziat Rengazy-2 w glejaku wielopostaciowym. Autorka wskazuje na zaleznosci
pomigdzy Reg-2 a metabolizmem komorek, wplyw na migracje i inwazyjnos¢ oraz apoptoze.
Rozdzial ten koficzy podsumowanie wynikéw przedstawione w o$miu wnioskach. Badania
wykazaly, ze bialko Reg-2 tworzy w cytoplazmie struktury przypominajgce granule, co
odréznia je od innych czlonkéw rodziny Regnaz, takich jak Reg-3, ktéry rozdyfundowuje sie
rownomiernie. Ekspresja Reg-2 nie zmienia sie po aktywacji receptoréw TLR1-9, co sugeruje
specyficzny sposob regulacji tego biatka. Reg-2 odgrywa istotng role w regulacji potencjatu
migracyjnego komoérek glejaka wielopostaciowego, zmniejszajge ich zdolno$é do migracji, co
moze by¢ zwigzane z obnizonym poziomem mRNA oraz aktywnoscig biatka MMP?2. Ponadto,
Reg-2 wplywa na iloé¢ i sklad wydzielanych przez komorki glejaka chemoatraktantow.
Zjawisko to zostalo potwierdzone obserwacjg intensywniejsze] migracji mysich komorek
endotelialnych w kierunku pozywki z komoérek glejaka z wyciszona ekspresja Reg-2.
W odpowiedzi na stres oksydacyjny, komdrki z nadekspresja Reg-2 nie tworza granul
stresowych lub ich liczba jest zredukowana, co moze wynikaé z obnizonego poziomu biatka
G3BP1, kluczowego sktadnika tych struktur. W czasie przebiegu badan Doktorantka
stwierdzita, ze transkrypt G3BP1 jest nowym substratem dla Reg-2. Jak sie okazuje, Reg-2
réwniez reguluje apoptoze i proliferacje komorek, indukujac wezesne markery apoptozy,
zmniejszajac zywotnod$¢ komérek i hamujac ich proliferacje. Mechanizm ten moze byé
zwigzany z degradacjg przez Reg-2 transkryptu BIRCS, kidry jest inhibitorem apoptozy. BIRCS
zostal zidentyfikowany jako nowy substrat dla Reg-2. Autorka wykazata réwniez, ze zmiany
w metabolizmie komérkowym, takie jak zahamowanie glikolizy, prowadzg do fosforylacji
i degradacji Reg-2 oraz zwigkszenia poziomu transkryptu IL-6. Nadekspresja Reg-2 powoduje,
ze komoérki pozyskujg mniej energii przez fosforylacje oksydacyjng, a samo Reg-2 nie ko-
lokalizuje z mitochondriami.

Dodatkowo, Doktorantka wprowadzita system CRISPRI, co pozwolilo na skuteczne wyciszenie
ekspresji ZC3H12B w ludzkich komdrkach. Jak wykazala, dwa z trzech przygotowanych
konstruktéw okazaly si¢ skuteczne, przy czym jeden z nich obnizyl poziom mRNA Reg-2
0 90%. Wyniki te sugeruja, ze Reg-2 jest istotnym regulatorem proceséw patofizjologicznych
w komérkach glejaka wielopostaciowego, wplywajac na migracje, angiogeneze, odpowiedZ na
stres, apoptoze oraz metabolizm. Z calym przekonaniem stwierdzam, ze badania
rozszerzaja wiedze o funkcjonalnos$ci Reg-2, pokazujac, ze jest to bialko mogace hamowa¢

rozwdéj glejaka wielopostaciowego.



Uwagi i kwestie do wyjasnienia:

(1) Doktorantka wykazala, ze Reg-2 wpltywa na poziom MMP2, jednak wyniki nie dowodza
bezposredniej interakcji Reg-2 z transkryptem MMP2 co stusznie sugeruje Autorka, ze efekt
Reg-2 na regulacje poziomu mRNA MMP?2 jest posredni. Jakie mechanizmy moga prowadzié
do tej posredniej regulacji? By¢ moze nalezaloby przeprowadzi¢ dodatkowe eksperymenty
potwierdzajace bezposrednie wigzanie mRNA MMP2 przez Reg-2.

(2) W rozprawie wskazano, ze w celu potwierdzenia zaleznosci pomigdzy poziomem Reg-2,
a poziomem mRNA MMP2 przeanalizowano probki glejakéw pobranych od pacjentéw.
W pracy zabraklo szczegdléw dotyczacych pobieranych probek oraz czy Autorka badan
uzyskala zgode odpowiedniej komisji do przeprowadzenia tych oznaczen, w tej kwestii

zwracam si¢ do Doktorantki o wyjasnienie.

(3) Jakie mogg by¢ funkcje pozostatych Regnaz w komérkach glejaka, czy réwniez mogg mieé
udzial w inwazyjnosci, $mierci komorki i metabolizmie tych komérek? Przyktadowo Regnaza-
1, podobnie jak Reg-2, posiada aktywno$¢ RNazowa i rozpoznaje struktury petli w obrebie
3°’UTR transkryptéw. Degraduje mRNA dla cytokin prozapalnych, takich jak IL-1p, IL-6, IL-
8, IL-12p40 oraz IL-17.

(4) Wyniki dotyczace wpltywu Reg-2 na tworzenie granul stresowych (GS) i poziom G3BP1 sa
bardzo ciekawe, ale wymagaja dalszych badan, aby potwierdzi¢, ze obserwowane efekty sa
uniwersalne i nie zaleza od specyficznych warunkéw eksperymentalnych. Niektdre badania
pokazuja, ze stres oksydacyjny jest jednym z warunkéw indukujgcych powstawanie GS, a te
mogg regulowac poziom redoks. Czy w tym przypadku mozna zaobserwowaé, ze powstawanie

GS jest regulowane przez stres oksydacyjny?

(5) W rozprawie zaprezentowano obiecujgce wyniki badan, jednak brakuje szerszej analizy
w odniesieniu aplikacji klinicznej, ktéra moglaby potwierdzi¢ role Reg-2 jako supresora

glejakdw w probkach od pacjentow.

Doktorantka umiejetnie analizuje otrzyrhane wyniki i potrafi je odnie$¢ do aktualnego
stanu wiedzy. Z obowigzku recenzenta, zwracam rowniez uwage na pewne niejasnosci, ktére
znalaztam w tekscie pracy:

- opis metodologii wymaga drobnych uzupelnien co zaznaczono w recenzji;

- zamiast zwrotu ,,studnia”, lepiej stosowa¢ ,,dotek” w odniesieniu do ptytek hodowlanych;



- Autorka przeprowadzila analiz¢ statystyczna, co wida¢ na prezentowanych wykresach
z wynikami, jednak brakuje opisu przeprowadzonych analiz, rozdzial Analiza statystyczna
(w spisie na str.52) na stronie 50, opisuje tylko jakiego programu uzyto do tych analiz. Tu
Z pewnoseig trzeba wykazaé roznice w testach w przypadku badan komérkowych czy tez badan

na prébkach od pacjentow.

Podsumowanie:

Nowoscig pracy jest szczegélowa analiza wplywu Regnase-2 na réime procesy
komérkowe w glejakach, co dotychczas nie bylo szeroko badane. Doktorantka wykazala ze
Reg-2 (1) indukuje apoptoze przez degradacje mRINA BIRCS, ktory jest inhibitorem apoptozy,
(2) ogranicza migracje komoérek nowotworowych przez regulacie poziomu MMP2
(metaloproteinazy 2), (3) negatywnie wplywa na proliferacje i odpowiedz stresowg komorek,
(4) reguluje metabolizm komérek poprzez wplyw na funkcjonalnosé mitochondriéw i proces
glikolizy. Doktorantka pokazuje, ze w komorkach z nadekspresjg Reg-2 zmniejsza si¢ liczba
granul stresowych, co moze by¢ zwigzane z obnizonym poziomem biatka G3BP1. Otrzymane
wyniki wskazaly, rowniez Ze inhibicja glikolizy prowadzi do fosforylacji i degradacji Reg-2
oraz zwickszenia poziomu IL-6 mRNA, co wplywa na energie uzyskiwana przez komorki
NOWOtWorowe.

Przedstawiona do oceny rozprawa wskazuje, z¢ Kandydatka do stopnia doktora
wykazuje wiedze w zakresie reprezentowanej dyscypliny oraz posiada umiejetnosci
samodzielnego projektowania i prowadzenia pracy naukowej, oraz analizy otrzymanych
wynikow. Rozprawa doktorska, jest napisana jezykiem naukowym i zaopatrzona w schematy
ulatwiajace czytajacemu analize podjetej tematyki.

Rozprawa doktorska mgr Aleksandry Soleckiej wnosi znaczacy wklad w zrozumienie
roli biatka Regnazy-2 w kontekscie glejakow wielopostaciowych. Doktorantka wykorzystala
szeroki zakres badan do realizacji zamierzonych celéw. Mimo pewnych niedociggnieé,
drobnych bteddw edytorskich i obszaréw wymagajacych dalszych badan, praca ta przedstawia
nowatorskie podejscie i cenne wyniki, ktére moga przyczynié si¢ do rozwoju nowych strategii
terapeutycznych w leczeniu agresywnych nowotworéw mozgu. Stwierdzam, ze przedmiotem
rozprawy doktorskiej jest oryginalne rozwigzanie podjetego problemu naukowego. Warto
zauwazy¢, ze . Otrzymane wyniki posiadaja elementy nowosci naukowej i z pewnoscia znajda
wielu odbiorcow nie tylko w naukach podstawowych ale réwniez w zakresie nauk klinicznych.

Podsumowujac stwierdzam, 2ze przedstawiona do recenzji rozprawa Pani mgr
Aleksandry Soleckiej pt.: “Regulacja procesow nowotworowych przez bialko Regnase-2

w kontekscie glejakéw wielopostaciowych”, spelnia warunki okre$lone w art. 187 ustawy z dnia



20 lipca 2018 roku, Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (tj. Dz.U. z 2022 poz. 574 ze zm.).
W zwigzku z powyzszym, zwracam si¢ do Wysokiej Rady Naukowej Dyscypliny Nauki
Biologiczne Uniwersytetu Jagiellonskiego o przyjecie rozprawy oraz dopuszczenie Pani
Aleksandry Soleckiej do dalszych etapéw postepowania dotyczacego nadamnia stopnia
doktora w dziedzinie nauk Scislych i przyrodniczych w dyscyplinie nauki biologiczne.
Jednoczes$nie, biorge pod uwage uzyskane wyniki, wazko$¢ badan i ich nowatorski charakter,
skladam formalny wniosek do Rady Dyscypliny Nauki Biologiczne o przyznanie wyrdéznienia

Autorce dysertacji, Pani mgr Aleksandrze Soleckiej
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