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OGOLNA CHARAKTERYSTYKA PRACY

Praca doktorska zostata wykonana w Instytucie Zootechniki - Panstwowym Instytucie
Badawczym (PIB) w Balicach pod kierunkiem promotora prof. dr hab. Moniki Bugno-
Poniewierskiej. Rozprawa doktorska zostata przygotowana jako klasyczne opracowanie
monograficzne, obejmujgce nastepujgce rozdziaty: Streszczenie w jgzyku polskim i angielskim
(po 1 stronie), Przeglqgd literatury (19 stron), Cel pracy (1 strona), Materialy i metody (17
stron), Wyniki (44 strony), Dyskusja (30 stron), Podsumowanie (2 strony), Wnioski (1 strona)
oraz Literatura obejmujacy imponujacg liczbe pozycji literaturowych wynoszaca ponad 300.
Cala praca liczy 142 strony i jest bogata w liczne tabele, schematy oraz mikrofotografie
dokumentujace wyniki analizy cytogenetycznej. Badania do pracy sfinansowano w ramach
projektu .. Kierunki wykorzystania oraz ochrona zasobow genetycznych zwierzat gospodarskich
w warunkach zrownowazonego rozwoju” wspoétfinasowanego przez Narodowe Centrum Badan
i Rozwoju, w ramach programu "Srodowisko naturalne, rolnictwo i lesnictwo" -
BIOSTRATEG, nr umowy: BIOSTRATEG2/297267/14/NCBR/2016.

Tematyka pracy doktorskiej dotyczy mozliwosci wykorzystania nowoczesnych metod
badania genomu koni, na przykladzie zastosowania mikromacierzy CGH (aCGH — ang. Array
Comparative Genomic Hybridization) do identyfikacji nierdwnowazonych zmian genomowych
u zwierzat z zaburzeniami rozrodczymi lub rozwojowymi. Technika ta me nieocenione
znaczenie w diagnostyce chorob czlowieka jednak jej stosowanie w diagnostyce genetycznej
zwierzat ciggle jest ograniczone. Majac na uwadze ogromng rol¢ jaka odgrywaja badania
genetyczne w diagnozowaniu problemow z ptodnoscia i rozrodem koni oraz w mniejszej skali
identyfikacje podloza molekularnego wad rozwojowych, wprowadzenie nowych technik
badawczych do rutynowej diagnostyki genetycznej koni jest niezwykle pozadane a podjeta
tematyka pracy doktorskiej bardzo wazna nie tylko z punktu widzenia badan podstawowych
ale mozliwosci ich aplikacji w medycynie weterynaryjnej i programach hodowli koni. Warto
zaznaczy¢, ze Instytut Zootechniki w Balicach jest rozpoznawalnym w skali Swiatowe]



osrodkiem, w ktorym od kilkudziesigciu lat prowadzone sa badania cytogenetyczne i
molekularne koni, a osiagniecia naukowe promotora pracy doktorskiej - prof. dr hab. Moniki
Bugno-Poniewierskiej wraz z zespolem wniosty istotny wklad w poznanie podtoza
cytogenetycznego zaburzen rozwoju plei koni, w tym w zakresie opisu wielu nowych
nieprawidlowosci chromosomowych u tego gatunku oraz doprowadzily do istotnego roZwoju
metod diagnostyki cytogenetycznej koni, w oparciu o samodzielne tworzenie sond
molekularnych wykorzystywanych w technice FISH. Wprowadzenie nowej techniki badawczej
— aCGH jest zatem kolejnym krokiem milowym w rozwoju diagnostyki genetyczne] koni.
Nalezy doceni¢, ze polski zespol badawczy z duzymi tradycjami w badaniach
cytogenetycznych koni realizuje ambitne projekty badawcze, ktorych celem jest wprowadzenie
nowych metod cytogenomicznych w badaniach diagnostycznych tego gatunku.

OCENA MERYTORYCZNA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ

Rozprawe doktorska rozpoczynaja streszezenia, w jezyku polskim i angielskim, ktore
w mojej ocenie sg zbyt skrétowo przedstawione, gdyz powinny zawierac wszystkie kluczowe
elementy pracy doktorskiej, tj. wprowadzenie, cel pracy, metody, najwazniejsze wyniki 1
whnioski. Doktorantka az dwa akapity poswiecita na ogélne informacje a w niewielkim stopniu
odniosta sie do uzyskanych wynikow i plynacych z nich wnioskow. W kolejnym rozdziale
,.Przeglad literatury” dokonano opisu rozwoju cytogenetyki, ze szezegolnym uwzglednieniem
metod badawczych, odniesiono si¢ do badan cytogenetycznych koni, opisano rodzaje mutacji
genomowych i chromosomowych, scharakteryzowano polimorfizmy typu CNV., czyli
zmiennos¢ liczby kopii DNA oraz opisano kariotyp konia. Przedstawione tresci sa poprawne i
dobrze wprowadzaja czytajacego do tematyki pracy doktorskiej, chociaz kolejnos¢
przedstawianych podrozdzialow moglaby by¢ bardziej przemyslana, np. dobrze byloby
najpierw omowic kariotyp konia a pozniej opisa¢ mutacje jakie zdiagnozowano u tego gatunku.
Wybranego fragmenty tego rozdziatu prezentuja bardzo prostg wiedzg podrecznikowa (np.
podrozdziat u mutacjach) a w innych brakuje odwotania do literatury (np. podrozdziat o rysie
historycznym diagnostyki cytogenetycznej). W czesci dotyczacej opisu wystgpowania mutacji
u zwierzat powinna zawsze znalez¢ sie informacja o wystgpowaniu lub braku danej mutacji u
koni a w prezentowanej pracy nie jest jasne czy takich doniesien nie byto czy je pominigto.
Cennym elementem tej czesci pracy jest odniesienie si¢ do wielu pozycji literaturowych, w tym
do prac publikowanych w ostatnich latach.

Rozdziat napisany jest starannie a drobne btedy dotycza jedynie m.in.:
- str. 7 - chyba powinno by¢ ogiery o kariotypie 64.XX;
- str. 7 - w odniesieniu do aneuploidii XXY bardziej poprawne sformutowanie to zespot
XXY a nie trisomia;

- str. 8 - w jezyku polskim uzywamy sformutowania zespot a nie syndrom;

- str. 8 - prawidlowy zapis kariotypu wymaga uzywania przecinka po diploidalne;j
liczbie chromosomow:

-str. 11 - w opisie prazkow R metoda termicznej denaturacji nie jest jedyng stosowang.
gdyz powszechnie wykorzystywane jest takze barwienie prazkami R oparte o
wbudowanie BrdU:



- str. 12 — sformutowanie ,.aberracja odwrocenia plci™ jest niepoprawne.

Cele pracy doktorskiej zostaly poprawnie sformutowane i dotyczyly analizy zmian
chromosomowych koni z zaburzeniami rozrodczymi lub rozwojowymi oraz weryfikacji
uzytecznosci techniki porownawczej hybrydyzacji genomowej do mikromacierzy (aCGH) do
badania nieprawidtowosci chromosomowych koni. Postawione cele sa ambitne 1 zawieraja
bardzo duzy charakter poznaczy a dodatkowo aplikacyjny, ze wzgledu na potrzebg opracowania -
nowych metod diagnostycznych koni z zaburzeniami rozrodczymi uwarunkowanymi
genetycznie. W pracy brakuje sformutowania hipotez badawczych, ktore powinny znalez¢ si¢
w pracy o charakterze eksperymentalnym.

Rozdzial ,Materialy i Metody” zostal opisany bardzo szczegotowo. W badaniach
wykorzystano material biologiczny od dwoch grup koni: grupe 1 stanowito 11 osobnikow, u
ktorych stwierdzono wady rozwojowe, bezpltodno$¢ lub nieprawidlowosci w rozwoju
drugorzedowych cech plciowych ale metodami klasycznej cytogenetyki nie stwierdzono
aberracji kariotypu, natomiast grupa II skladata si¢ z 11 osobnikow, u ktorych zdiagnozowane
rozne nieprawidlowosci kariotypu. W tabelach 1 i 2 zamiast stowa ..ilo$¢™ powinno si¢ znalez¢
Lliczba™ a w przypadku zapisu kariotypu w niektorych opisach brakuje przecinka. W pracy
zastosowano wiele metod badawczych, takich jak: prowadzenie hodowli limfocytow, technika
fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ (FISH), analiza mikromacierzy CGH, ilosciowy PCR.
Opis metod badawczych jest bardzo precyzyjny, bogaty w liczne tabele przedstawiajace
warunki i sklady poszczegolnych reakcji. Takie podejscie jest bardzo cenne w kontekscie
wykorzystania niniejszej pracy doktorskiej jako materiatlu zrodtowego pozwalajacego na
powtorzenie czy kontynuowanie opisanych eksperymentow.

Po przeczytaniu tego rozdziatu proszg o wyjasnienie/doprecyzowanie nastgpujgcych kwestii:

1. W technice FISH wykorzystywano sondy BAC-we specyficzne dla chromosomu X i
sonde malujaca specyficzng dla chromosomu Y. Dlaczego nie uzywano takze sondy
malujacej dla chromosomu X i co decydowato o wyborze zestawu sond do analizy
konkretnego osobnika, np. w przypadku klaczy XX - sondy specyficznej dla Y? Dla
osobnikoéw z prawidlowym kariotypem stosowano rézne podejscia — stosujac jedna,
dwie lub trzy sondy — czym byto to podyktowane?

Dlaczego przyjeto dwa postepowania badawcze w przygotowaniu DNA referencyjnego

w analizie mikromacierzy CGH? Raz analizowano 6 osobnikow wzgledem DNA

referencyjnego jednego ogiera a nastepnie pozostate osobniki badano wzglgdem

referencyjnego DNA bedacego mieszaning DNA ogierow.

3. W analizie CGH zwykle wykorzystuje si¢ jako referencje DNA od XX lub bedace
mieszaning DNA XX i XY. Dlaczego zdecydowano o wyborze referencyjnego DNA od
ogiera/ogierdw, szczegdlnie w kontekscie badania gtownie zwierzat z ukladem
chromosomoéw plei XX i czy brano to pod uwagg przy interpretacji uzyskanych danych?

o

W rozdziale .. Wyniki” kolejno opisywano uzyskane wyniki dla kazdego z 22
analizowanych koni, przedstawiajac najpierw wynik analizy FISH a nast¢pnie wyniki aCGH.
Jako$¢ mikrofotografii obrazujgcych wyniki FISH jest zroznicowana, jednak sygnal
hybrydyzacyjny jest na tyle widoczny, ze mozna na jego podstawie dokona¢ diagnostyki - moze
poza mikrofotografia nr 6. Stosowanie tylko jedynej sondy dla chromosomu Y na plytkach



metafazowych 64,XX budzi pewne zastrzezenia i winno by¢ uzupetnione dodatkowa sonda z
chromosomu X (fot. 2). Na odnotowanie zastuguje objecie analizg bardzo duzej liczby plytek
metafazowych (zwykle ok. 400). co ma szczegdlne znaczenie w wykrywaniu wigcej niz jedne;
linii komorkowej mogacej wystepowaé u badanego osobnika. Przedstawienie w formie tabeli
udziatu procentowego poszczegdlnych linii komorkowych u osobnikow z nieprawidlowym
kariotypem bardzo ulatwia zapoznanie si¢ danym wynikiem diagnostycznym. Wyniki aCGH
zostaty pokazane w formie tabelarycznej a w opisie przedstawiono geny, ktére ulegly zmianie —
liczby kopii. W tabelach ponownie pojawia si¢ stowo .,ilo$¢” zamiast liczba genow. Cennym
elementem jest pokazanie w postaci graficznej rozktadu wykrytych zamian w liczbie kopii
DNA w chromosomach. Nie znalaztam jednak w tekscie odwotania do schematow 11 2 oraz 3-
5. Walidacje wynikow CNV wykonano w oparciu o qPCR i pokazano w tabeli jako stopien
zgodnosci w %. Czy moge prosi¢ o doprecyzowanie jak ten % byt wyliczany? Analiza aCGH
wykazata najwiecej przypadkoéw zmian (amplifikacji) w chromosomie X — czy ta obserwacja
moze byé wynikiem uzycia kontrolnego DNA od osobnikow XY do badania genomu w
wigkszosci osobnikéw z kariotypem XX lub w przewazajacej proporcji z ta linig dominujaca
(poza jednym przypadkiem gdzie przewazala linia monosomiczna)?

W podsumowaniu tej czesci pracy stwierdzam, ze Doktorantka uzyskata bardzo duzo
szczegotowych wynikow, ktére z pewnoscig wymagaly bardzo duzego nakladu pracy i
zaangazowania. Wyniki zostaly ciekawie zaprezentowane i omowione. Mozna byto jedynie
pokusi¢ si¢ o jakie$ zbiorcze ich zestawienie na koncu rozdziatu.

Za najwazniejsze wyniki rozprawy doktorskiej uznaje:

1. Dokonanie kompleksowej analizy 22 przypadkow koni z wadami uktadu rozrodczego
lub rozwojowymi za pomoca kompleksowej analizy cytogenomicznej opartej o technike
FISH i aCGH.

2. Opracowanie i dostosowanie metodyki aCGH do diagnostyki genetycznej koni.

3. Wykazanie, ze nowoczesne metody badania genomu na przykladzie aCGH nie
pozwalaja na wykrycie obecnosci drugiej linii komorkowej wystepujgcej w niskim
udziale procentowym i ciagle istnieje potrzeba wykonywania badan diagnostycznych w
oparciu o technike FISH.

4. Opisanie zmian w liczbie kopii DNA (CNV) w genomach badanych koni i proba
powigzania tych polimorfizméw z genami kandydujacymi dla cech zwigzanych z
funkcjami rozrodczymi i ptodnoscia.

W rozdziale ..Dyskusja” Doktorantka umiejetnie konfrontuje uzyskane przez siebie
wyniki z danymi literaturowymi. Rozdzial jest obszerny i podzielony na podrozdzialy
dotyczace charakterystyki CNV w genomie konia i genow kodujgcych biatka i miRNA
znajdujacych si¢ w obrebie zidentyfikowanych CNV w badanych grupach koni oraz podjes¢
metodycznych stosowanych w nowoczesnej diagnostyce genetycznej, tj. aCGH versus NGS.
Rozdzial zawiera krotkie podsumowanie, w ktorym Doktorantka dostrzega zalety i
ograniczenia stosowania nowych metod cytogenomicznych w diagnostyce koni, co Swiadezy o
jej dobrym przygotowaniu merytorycznym i dojrzatosci naukowej. Rozprawg doktorskg
konczy rozdzial ,,Wnioski”, w ktorym poza typowani wnioskami zwarto tez ogolne uwagi
nazwane spostrzezeniami. Ta cze$¢ pracy stanowi kompleksowe podsumowanie uzyskanych
wynikéw, wskazujgc na ograniczenia w stosowaniu nowoczesnych metod badania genomu,
ktore generujgc duzo danych ale sg ciagle trudne w interpretacji.



Podsumowujgc, stwierdzam, ze zalozone cele pracy doktorskiej zostaly w pelni
zrealizowane za pomoca adekwatnych i nowoczesnych metod badawczych. Doktorantka
wykazata si¢ bardzo dobrym opanowaniem warsztatu badawczego, dobrze poradzila sobie z
interpretacjg bardzo wielu wynikow i potrafila je pokaza¢ w szerszym kontekscie naukowym,
wskazujgc na ich znaczenie, ograniczenia i nakreslajac dalsze kierunki badan. Przedstawiona
do oceny praca doktorska stanowi istotny wktad w badania nad opracowaniem nowych podejs¢
metodycznych w diagnostyce genetycznej koni. '

WNIOSEK KONCOWY

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska pt. ,,Wykorzystanie techniki mikromacierzy
CGH w poszukiwaniu mikrorearanzacji genomu koni” autorstwa mgr Katarzyny Kowalskiej
spetnia wymogi formalne okreslone w art. 13 ustawy z dnia 14 marca 2003 roku: o stopniach
naukowych i tytule naukowym oraz 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. z2018r. poz. 1669 z
pozn. zm.) stawiane rozprawom doktorskim. Wnosz¢ zatem do Rady Naukowej Instytutu
Zootechniki PIB o przyjecie przedstawionej rozprawy doktorskiej i dopuszczenie mgr
Katarzyny Kowalskiej do dalszych etapow postgpowania w sprawie nadania stopnia doktora
w dziedzinie nauk rolniczych w dyscyplinie zootechnika i rybactwo.
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