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Recenzja
rozprawy doktorskiej pt. ,Wykorzystanie techniki mikromacierzy CGH w poszukiwaniu mikrorearanzacji
genomu konia”, wykonanej w Instytucie Zootechniki (PIB) przez mgr inz. Katarzyng Kowalskg pod

kierunkiem prof. dr hab. Moniki Bugno-Poniewierskiej

Oswiadczam, ze wykonanie bezstronnej recenzji niniejszej pracy jest w granicach moich
mozliwosci, nie istniejg zadne przestanki uniemozliwiajace jej wykonanie oraz nie zachodzg inne

okolicznosci, skutkujace niemoznoscig jej wykonania.

Przedtozona do oceny praca doktorska w formie monografii zawiera osiem rozdziatow (przeglad
literatury, cel pracy, materiat i metody, wyniki, dyskusja, podsumowanie, wnioski, literatura) oraz
streszczenia w jezyku polskim i angielskim, a wiec jest typowym uktadem dysertacji doktorskich, nie
budzacych zadnych zastrzezen. Tytut pracy sformutowany minimalistycznie, bowiem obok techniki
aCGH, waznym narzedzie metodycznym byta technika FISH, ktorej w tytule zabrakto.

Odpowiednio wysoki poziom cech rozrodczych zwierzat, obok oczywicie ukierunkowanej
selekcji, stanowi podstawe efektywnosci hodowli zaréwno w sferze ilosciowej, jak i jakoSciowej (zysk
selekcyjny). Sa to truizmy, ale warte podkreslenia. W tym kontek$cie zmiany cytogenetyczne, zwlaszcza
te niezbalansowane genetycznie, moga ograniczac nie tylko funkcje zyciowe na réznych etapach rozwoju,
ale tez prowadzi¢ do pierwotnej bezptodnosci. W ukiadzie mozaikowym przynoszag one mniej dotkliwe
skutki reprodukcyjne, wywotujac zazwyczaj obnizenie plodnosci, spowodowane albo niewielkimi
dysfunkcjami zyciowymi, albo faktem ulokowania zmian chromosomowych w komérkach linii germinalnej,
co po koniugacji i rekombinacji, a nastepnie segregacji mejotycznej sprzyja powstawaniu, obok
prawidtowych, gamet niezbalansowanych genetycznie, z ktorych utworzone zarodki majg niewielkie
szanse na przezycie juz w pierwszych etapach embriogenezy. Jak akcentuje Doktorantka, badania
cytogenetyczne zwierzat przyczynity sie do identyfikacji wielu nieprawidtowosci chromosomowych,
szeroko prezentujac przede wszystkim aberracje cytogenetyczne diagnozowane w oparciu o klasyczne

metody (hodowla limfocytéw T, standardowe i prazkowe techniki barwienia chromosomoéw, ocena



mikroskopowa). W$rod nich wyrdznic mozna aneuploidie z najczesciej wystepujaca u klaczy monosomie
X oraz trisomiami odnoszacymi si¢ do chromosoméw pici i autosoméw, translokacje wzajemne, fuzje
centryczne, izochromosomy X, a takze zjawisko rewersji pici. Nie wszystkie jednak nieprawidiowosci
mozna korelowac z aberracjami chromosomowymi. Zabrakio krotkiego opisu genéw zaangazowanych w
proces  determinacii i réznicowania pici — proceséw, ktorych nieprawidtowy przebieg prowadzi do
zaburzen rozwojowych uktadu rozrodézego z rewersjg pici facznie. Opisano juz wiele molekulamych
determinantow autosomainych i allosomalnych,, odpowiedzialnych za meskie i zenskie Sciezki
rozwojowe. Opisano takze geny autosomalne i sprzezone z picia, o ktdrych Doktorantka nie wspomniata,
skorelowane z zaburzeniami plodnosci. Nie zawsze czynniki pierwszej grupy korelujg z drugimi.

Ogodlnie jednak przedstawiony ,rys historyczny”, czyli klasyka metod cytogenetycznych jest nadal
aktualny, bowiem wystepowanie aberracji chromosomowych jest faktem — kwestig zasadniczq, jest
natomiast szacowanie czgstosci ich wystepowania (~ 2 - 5%). Czy warto zatem siegnagé po bardziej czule
metody diagnostyczne? Doktorantka zdecydowanie po nie siggneta. “

Jedng z nich jest fluorescencyjna hybrydyzacja in situ, umozliwiajaca szybkg analize plytek
metafazowych nawet o gorszej jakosci i roznej kondensacji chromosoméw z wykorzystaniem
specyficznych dla poszczegoinych chromosoméw sond malujacych. Bardzo przydatne narzedzie,
utatwigjace  diagnostyke  zréwnowazonych i niezréwnowazonych cytogenetycznie  aberracji
chromosomowych.

Bardziej czutg technika, bo wykrywajaca nawet najmniejsze, niezbalansowane rearanzacje
chromosomowe, trudne do identyfikacji technikami konwencjonalnymi, jest poréwnawcza hybrydyzacja
genomowa (CGH) do oligonukleotydowych macierzy DNA, wykrywajaca ~10-20% aberracji. Co istotne,
pozwala ona na oceng wszystkich chromosoméw w jednym eksperymencie, a identyfikacja
submikroskopowych delecji i duplikacii tg technikg daje wyjatkowo wysokg rozdzielczosé. Metoda ta,
umozliwigjaca uzyskanie ,molekulamego kariotypu’, ma jednak pewne ograniczenia, wynikajace z braku
mozliwosci wykrywania rearanzacji genetycznie zrownowazonych.

Rozwijajac kontekst submikroskopowych delecji lub duplikacji, Doktorantka podjeta w czesci
teoretycznej (przeglad pismiennictwa) kwestie zjawiska CNV (Copy Number Variation), czyli
wystepowania zmiennej liczby kopii genomowego DNA. W mojej opinii, zbyt skromnie odniosta sie do
potencjainych zmian, jakie moze nies¢ za soba zmiana liczby kopii. Pomijajac bowiem mechanizmy ich
powstawania, warto zaznaczyé, ze nie tylko duplikacje/delecie regionow kodujacych, ale takze
pozagenowych, moga nies¢ ze sobg rozne skutki, przektadajace sie na funkcjonowanie organizmow.
Poza potencjaing zmiang dawki zdefiniowanych w duplikonach genow, warto podkresli¢, ze genomy
ssakow, w tym koni, stanowig zwarta i nieprzypadkowa strukture, w ktorej sekwencje kodujace stanowig

margines szacowany na 2 — 5%. Pozostala cze$¢ genomowego DNA (~90%) ulega transkrypcji, ale nie
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translacji. Wér()d tych makroczasteczek opisano niekodujgce obszary DNA o diugosci setek nukleotyddw,
zwane regionami ultrakonserwatywnymi (UCR - ultra-conserwed regions), skupione wokot genow
odpowiadajacych za wczesne etapy organogenezy. Funkcje introndw w regulacji alternatywnego
sktadania, enhancery, obszary promotorowe, pseudogeny wzmacniajace lub ostabiajace ekspresje
genow, sekwencje LINE i SINE, a nawet endogenne retrowirusy, pelnig znaczace role w regulacji
ekspresji gendw. Pozostaty odsetek genomowego DNA, nie ulegajacy transkrypcji, stanowi specyficzne
sekwencje umozliwiajace tworzenie domen w skondensowanych chromosomach metafazowych,
kompleksdw synaptonemalnych, taczacych sie specyficznie ze zdefiniowanym DNA oraz alfoid, czyli
centromerowy DNA, umozliwiajacy montaz kinetochoréw w czasie podziatu komorek.

Co zatem moze wynikac z duplikacji/delecji takich regionow i jaka jest ich potencjaina funkcja?
Na to pytanie Doktorantka postanowita odpowiedzie¢ tworzac koncepcje badawczg, nie obawiajac sie
zalewu danych, w oparciu o ktére wycigganie jednoznacznych wnioskéw moze by¢ problematyczne.
Odwazne i interesujgce.

Podsumowujac mozna powiedzie¢, bez wzgledu na sformutowane wcze$niej uwagi raczej natury
dyskusyjnej, ze Pani mgr Katarzyna Kowalska skonfrontowata ze sobg dwa stulecia — XX wiek
zdominowany przez klasyczne techniki cytogenetyczne i wiek XXI - z technikami molekularnymi tak
zaawansowanymi, ze ich interpretacja wymaga stosowania skomplikowanych narzedzi bioinforatycznych.

Cel pracy zostat sformutowany w sposéb czytelny i obejmuje pogiebiong analize zmian
chromosomowych u koni obu pici obarczonych zaburzeniami uktadu rozrodczego i zaburzeniami
plodno$ci, identyfikacie niezrownowazonych mikrorearanzacji mozliwych do wykrycia technikg
poréwnawczej hybrydyzacji genomowej do mikromacierzy (aCGH) oraz weryfikacje techniki aCGH jako
narzedzia do oceny nieprawidtowosci kariotypu konia, a takze potencjalne wykorzystanie uzyskanych
wynikow jako dodatkowego kryterium selekcyjnego zwierzat hodowlanych. Na etapie formutowania celow
badawczych bardzo ambitnie.

Materiatem do badar byty dwie grupy koni: pierwszg stanowity klacze z wadami rozwojowymi lub
bezptodne (11 osobnikéw), ale bez zmian cytogenetycznych w klasycznej diagnostyce, natomiast drugg
osobniki interseksualne, z wadami rozwojowymi uktadu rozrodczego lub prawidiowo rozwinigte, ale ze
zdiagnozowanymi  nieprawidtowosciami kariotypu w formie mozaikowej (11 osobnikéw). Imponujaca
kolekcja. Warto jednak zaznaczy¢, ze formy mozaikowe powinny by¢ analizowane nie tylko w oparciu o
tkanke krwiono$ng, ale takze o inny, w miare dostepny materiat biologiczny, jak fibroblasty skory
wlasciwej, czy komorki pobrane z cebulek wiosowych. Jest to wazne o tyle, ze rozne linie komérkowe
ulokowane jedynie w tkance krwiono$nej niewiele maja wspdlinego z nieprawidtowosciami rozwojowymi

ukfadu rozrodczego, a analiza dodatkowego materiatu biologicznego uprawdopodobnitaby taki wplyw.



Metody badawcze - hodowla limfocytow T, fluorescencyna hybrydyzacja in situ z wykorzystaniem
sond molekularnych specyficznych dla chromosoméw pici, identyfikacja aberracji z wykorzystaniem
mikromacierzy CGH oraz walidacja wynikow uzyskanych z mikromacierzy metoda PCR z pomiarem
produktu w czasie rzeczywistym, zostaly dobrane w sposéb prawidlowy, a ich zalety i kontrowersje
przedstawitam we wcze$niejszych akapitach.

Nalezy podkreslic, ze koncepcja i metodyka podjetych przez Doktorantke badan jest trudna,

wymagajaca znacznego do$wiadczenia, dostepu do sond molekulamych i specjalistycznej aparatury.
| Oparciem na pewno byta Pani prof. dr. hab. Monice Bugno-Poniewierskiej, promotor pracy, wybitna
specjalistka w zakresie analiz cytogenetycznych | molekulamych koni, jedyna albo jedna z niewielu w
Polsce, a na pewno jedna z niewielu na $wiecie.

Wyniki badan Doktorantka zaprezentowata w formie indywidualnego opisu poszczegdinych
przypadkow. W pierwszej grupie do$wiadczalnej, do ktorej zakwalifikowano klacze z prawidiowo badz
nieprawidtowo uksztattowanym uktadem rozrodczym, wszystkie osobniki miaty prawidiowy kariotyp oraz
czesciowg duplikacje chromosomu X w réznym stopniu. Z kolei w drugiej grupie, do sformowania ktorej
przyjeto kryterium wcze$niej opisanych zmian kariotypowych w formie mozaikowej, znalazly sie osobniki
interseksualne oraz klacze z réznym nasileniem zmian w budowie ukfadu rozrodczego. Analiza aCGH
wskazata wystepowanie duplikacji X w réznym stopniu oraz delecie X. Informacje o udziale
poszczegdlnych linii komorkowych w tkance krwiono$nej nie wnosza nic. Prawdopodobienstwo, ze inne
rodzaje tkanek maja podobny rozktad linii komérkowych, bez zbadania problemu, jest niewielkie.

Najbardziej interesujacq cze$¢ tego rozdzialu stanowig wyniki szczeg6towej analizy gendw,
zlokalizowanych w zduplikowanych/delecyjnych regionach chromosoméw 1, 7, 20 oraz X, mogacych mie¢
potencjalny wptyw na procesy reprodukcyjne, rozwoj narzaddw rozrodczych i determinacie pici.

Walidacja uzyskanych wynikéw metodg aCGH z wykorzystaniem techniki PCR z pomiarem
produktu w czasie rzeczywistym potwierdzita zgodno$¢ na poziomie 68%.

W dyskusji Doktorantka wskazuje roznice w liczbie wszystkich amplifikacji i delecji, porownujac
wyniki wiasne w formie stosunku liczby amplifikacji do delecji z wynikami innych autorow. Stawia teze, ze
takie poréwnania sg trudne z uwagi na stosowanie roznych metod detekcji CVN, rdznorodno$é
miedzyosobnicza, miedzypopulacyjna. Wydaje sie kluczowy takze dobér osobnikéw do grup
doswiadczalnych oraz referencja. Zbytwiele zmiennych, co czyni takie pordwnania niewiele wnoszacymi.

Geny z regionéw objetych rearanzacjami podzielono na grupy chromosomowe, probujac
przypisa¢ im determinacje konkretnych cech, funkcyjnie zwigzanych z rozwojem ukiadu rozrodczego i
rozrodem, co dla wielu gatunkdw ssakow, w tym oczywiscie koni, jest dobrze udokumentowane.

W podsumowaniu Doktorantka w sposéb dojrzaly i wywazony wskazuje na wiele probleméow

zwigzanych z hodowlg i reprodukcja, a takze na powolny postep badan z zakresu genomiki koni,
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 mogacych przyspieszyé poznanie genetycznego podioza zaburzen rozrodczych. Co jednak
najwazniejsze, zdaje sobie sprawe, ze nowe dane uzyskane w niniejszych badaniach odno$nie zmiennej
liczby kopii DNA w genomie konia stanowig zbyt duze Wyzwanie z powodu ograniczonej wiedzy na temat
specyficznych korelacji gendw z réznymi cechami zwierzat, aby mysle¢ o ich utylitarnym charakterze.
Bardzo dobra cze$¢ rozprawy doktorskiej!

W przedostatnim rozdziale — wnioski — zmienitabym jego tytut na stwierdzenia i wnioski, bowiem
sq to w wiekszoSci stwierdzenia (pierwsze 6 punktow), wnioski nie wynikajace z przeprowadzonych bada
(punkt przedostatni) oraz bezdyskusyjne wnioski zawarte tylko w 3 punktach, z ktorymi nalezy sie zgodzic,
mianowicie: metoda aCGH nie moze by¢ stosowana jako jedyna w analizie cytomolekularnej koni, nalezy
ja uzupetni¢ o metode FISH; analiza aCGH dostarcza imponujacej liczby danych, stanowiac zbyt duze
wyzwanie, aby mozna jg stosowac w praktyce; istnieje potrzeba dalszych badan z tego zakresu.

Pismiennictwo dobrane prawidtowo.

Podsumowanie

Obszar percepcyjny, pozwalajacy zinterpretowaC uzyskane w przedtozonej do recenzji pracy
wyniki, jest olbrzymi. Wybo6r metod badéwczych nalezy uzna¢ za jak najbardziej zasadny, ale przy
zatozeniu, ze to dopiero poczatkowy etap badan, zwazywszy ztozono$¢ genomu konia oraz korelacje
miedzy poszczegoinymi jego obszarami tak w kontekscie fizycznym, jak i ekspresyjnym.

Warto bytoby takze w przysziosci rozwazy¢ kryteria doboru zwierzat do poszczegoinych grup
doswiadczalnych. Podziat zwierzgt na te z problemami rozrodczymi i te z nieprawidtowosciami
rozwojowymi uktadu rozrodczego — dwfe kwestie, czgsto roznie determinowane — mogiby zniwelowaé te
swoistg petle interpretacyjng, wytaniajac wigcej punktow stycznych dla tak stworzonych grup.

Proces determinacji pici ustala sie.juz w momencie zaptodnienia obecnoscig poszczegdinych
allosomow i definiowany jest jako pte¢ chromosomowa. W kolejnym etapie kiedy ustala si¢ ple¢
genetyczna i gonadalna, z bipotencjalnej gonady rozwijajg sie jajniki lub jadra (SRY i SOX9, meskie
determinanty), w skrajnych przypadkach ovofestis. Po wyksztaiceniu gonad rozpoczyna sie proces
réznicowania pici, przebiegajacy pod wplywem dobrze juz zdefiniowanych gendw i ich produktow
biatkowych, ostatecznie prowadzac do wyksztatcenia drog wyprowadzajacych gamety i pici fenotypowe;.
Tuz przed porodem determinowana jest pte¢ podwzgérza. Natomiast ptodno$¢ koni, jak sama zauwaza
Doktorantka, to skomplikowane zjawisko, na ktére wplyw majg zaréwno czynniki $rodowiskowe, jak i
genetyczne. Wiele zaburzen reprodukcji uwaza sig za poligenowe, a przyczyny wielu z nich nie sg jeszcze

poznane. Dlatego tworzenie jednej grupy do$wiadczalnej takich osobnikow uwazam za dyskusyjne.



Proba interpretacji uzyskanych przez Doktorantke wynikéw implikuje do zadawania wielu
trudnych  pytan: w jaki sposob geny zlokalizowane w obszarach duplikacyjnych/delecyjnych w
poszczegdlnych regionach chromosomowych moga wplywa¢ na fenotyp; co ze zduplikowanymi/
delecyjnymi genami z loci w chromosomach X, podlegajacych losowej lionizacji; czy konkretne cechy
wynikajace z CVN mozna jednoznacznie tumaczy¢ ekspresyjnym efektem dawki genu, co w procesie
determinacji i réznicowania pici odgrywa wyjatkowo znaczaca role. Mam nadziejg, ze Doktorantka

podejmie probe odpowiedzi na nie w czasie publicznej obrony.

Biorac pod uwage wszystkie elementy opracowanej recenzji uwazam, ze mgr inz.
Katarzyna Kowalska spetnia wszelkie warunki ubiegania si¢ o stopien doktor, pomimo
podniesionych kwestii o naturze raczej dyskusyjnej, w zadnym stopniu nie wptywajacych na
merytoryczna strone pracy, ktora oceniam bardzo wysoko. Rozprawa stanowi oryginalne
rozwigzanie problemu naukowego. Uznaje zatem, iz spetnia warunki, okre$lone w art. 13 Ustawy z
dnia 14 marca 2003 roku o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w
zakresie sztuki (Dz. U. 2017 poz. 1789 ze zm.) w zwiazku z art. 179 ust. 2 oraz ust. 3 pkt 2b Ustawy
z dnia 3 lipca 2018 r. - Przepisy wprowadzajace ustawe — Prawo o szkolnictwie Wyzszym i nauce
(Dz. U. z 2018 r. poz. 1669 z p6zn. zm.). Wnosze zatem wniosek do Rady Naukowej Instytutu
Zootechniki - Panstwowego Instytutu Badawczego o podjecie dalszych czynno$ci w sprawie
nadania mgr inz. Katarzynie Kowalskiej stopnia doktora w dziedzinie nauk rolniczych w

dyscyplinie zootechnika i rybactwo.
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