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Recenzja pracy doktorskiej mgr inz. Klaudii Pawliny
pt. Charakterystyka mutacji w komérkach nowotworowych sarkoidu koriskiego,
wykonanej pod kierunkiem prof. dr hab. Moniki Bugno-Poniewierskiej

1 promotora pomocniczego dr inz. Artura Gurgula

Sarkoidy sg najczeSciej wystepujacymi nowotworami skéry u koni. Szacuje sie, ze
stanowig prawie potowe wszystkich nowotworéw u tego gatunku zwierzat. Mimo iz
charakteryzujq sie matg ztoliwoscia i w wiekszos$ci przypadkéw choroba ta nie stanowi
zagrozenia dla zycia zwierzecia, jednak z racji umiejscowienia zmian, czesto utrudnia
normalne uzytkowanie oraz obniza warto$¢ ekonomiczng konia. Przyczyna choroby jest
infekcja wirusowa powodowana brodawczakiem krowim typu 1 i 2, jednak dotychczas
nieznane s3 mechanizmy molekularne zainicjowania procesu onkogenezy
I transformacji neoplastycznej. Wpisujac sie w nurt badari §wiatowych mgr inz. Klaudia
Pawlina podjeta wazny naukowo i aplikacyjnie temat identyfikacji zmian liczby kopi
genomowego DNA (CNV, ang. copy namber variation) jako potencjalnego czynnika
etiologicznego oraz uwzgledniajac udzial genéw kodujacych mikroRNA w tych
sekwencjach podjeta prébe okreslenia profilu ekspresji mikroRNA w komérkach
nowotworowych sarkoidu konskiego.

Charakterystyka pracy

Praca doktorska mgr inz. Klaudii Pawliny ma forme klasycznej rozprawy naukowej
i obejmuje rozdzialy: Przeglad literatury, Cel pracy, Materiat i metody, Wyniki, Dyskusja,
Whioski, Streszczenie w jezyku polskim i angielskim oraz Literatura. W pracy
zamieszczono rowniez ,Materiaty uzupetniajace”, bedace graficzng prezentacja
zidentyfikowanych aberracji w 13. prébkach sarkoidu koniskiego. Do catosci
opracowania liczgcego 164 strony zostaly dotaczone na noéniku elektronicznym
dodatkowe materiaty uzupelniajace dotyczace czesci wynikowej pracy. Szkoda

natomiast, Ze w maszynopisie nie zostal zamieszczony indeks skréotéw, co znacznie




utatwitoby studiowanie przedtozonej dysertacji. Praca jest napisana jezykiem
naukowym w dobrym stylu z zachowaniem wlasciwej sekwencji omawianych
zagadnien. Na podkreslenie zastuguje staranno$é przygotowania strony graficznej
i wydawniczej. Wykaz cytowanej literatury jest obszerny i obejmuje 307 pozycji,
z ktorych tylko 3 sg polskojezyczne. Przytlaczajgca wiekszo$¢é prac zostata
opublikowana w ostatnich 10 latach w znanych i cenionych czasopismach o zasiegu
miedzynarodowym. Pozycje pi$miennictwa, mimo ich duzej liczby, dobrane zostaty
w sposéb przemyslany ograniczony gtéwnie do zakresu badan.

Mimo duzej staranno$ci opracowania Autorka nie unikneta drobnych btedéw
redakeyjnych i niefortunnych sformutowar, np. ,choroby mendlowskie”, »mieszajgc co
jakis czas”, ,0 najwyzszej liczbie”.

W rozdziale Przeglad literatury w czeéci wstepnej Autorka zamiescita podstawowe
informacje z zakresu genetycznych przyczyn powstawania choréb nowotworowych.
W dalszej cze$ci przedstawita kompletng wiedze na temat sarkoidu konskiego
z uwzglednieniem patogenezy, typéw klinicznych, czynnikéw predysponujgcych, metod
diagnostycznych oraz transmisji wirusa BPV (ang. bovine papillomavirus). W kolejnych
podrozdziatach dokonata starannej i wielowatkowej kompilacji dotychczasowych
wynikoéw badan dotyczacych wystepowania w genomie zmiennej liczby kopi DNA (CNV)
jako  potencjalnego czynnika etiologicznego sarkoidu oraz roli mikroRNA
w transformacji nowotworowej. Nalezy uznac, zZe opracowany przeglad pi$miennictwa
Swiadczy o bardzo dobrej orientacji Doktorantki w obszarze badawczym, w ktérym
mie$ci si¢ przygotowana rozprawa, a cze$é¢ dotyczaca zmiennej liczby kopi DNA i roli
mikroRNA w komoérce potwierdza wlasciwe przygotowanie merytoryczne do
prowadzenia tego typu badan. W tej czeéci pracy zabrakto mi natomiast szerszej
informacji na temat znaczenia utraty heterozygotycznoéci (tzw. cnLOH, ang. copy neutral
Loss of Heterozygosity) w procesie onkogenezy, poniewaz w czesci wynikowej pracy
aberracja ta stanowi przedmiot szczegétowej analizy.

Wtasciwy dobér pozycji bibliograficznych i umiejetno$¢ argumentowania pozwolity
Autorce wytyczy¢ siedem bardzo szczegétowych celéw pracy, ktére odzwierciedlajg
poszczegllne etapy przeprowadzonych badan i analiz. Szkoda, ze przy tak szerokim
spektrum badan Autorka nie podjeta sie trudu sprecyzowania celu nadrzednego.

W rozdziale Materiat i metody Autorka opisata zgromadzony do badan materiat

biologiczny, zastosowane techniki molekularne, przeprowadzone analizy laboratoryjne,




bioinformatyczne i statystyczne. Godnym uznania jest liczba i opis zastosowanych analiz
bioinformatycznych i statystycznych, w ktérym Autorka podaje peing argumentacje
wykorzystanych narzedzi. Podane w tym rozdziale informacje upowazniajg do
stwierdzenia, e  do$wiadczenie  zostalo  zaprojektowane profesjonalnie
z uwzglednieniem nowoczesnych metod badawczych i analitycznych. Na podkre$lenie
zastuguje ogromna czaso - i pracochtonnosé zastosowanych metod badawczych, ich
analiza oraz trud w pozyskanie materiatu biologicznego, gdyz 16 prébek
udostepnionych zostato przez Klinike Koni oraz Wydziat Medycyny Weterynaryjnej
Uniwersytetu w Bernie (Szwajcaria). W opisie materiatu zwierzecego nalezato zamieécié
informacje o rasie koni i ich wieku, gdyz jak podaje sama Autorka w przegladzie
pisSmiennictwa, sg to istotne czynniki predysponujace do wystepowania sarkoidu
skornego. Brakuje réwniez informacji na temat typéw Klinicznych sarkoidu. Pewien
niedosyt budzi réwniez brak uzasadnienia dlaczego w kolejnych etapach badan
uwzgledniano rézne liczby prébek. W mojej ocenie informacja dotyczaca liczby prébek
powinna zosta¢ zamieszczona na przedstawionym schemacie dotyczacym kolejnosci
dziatar objetych metodyka, zmierzajacych do osiagnigcia przyjetych cel6w pracy.

Uwazam réwniez, ze zbednym byto zamieszczanie bardzo szczegbdtowych opiséw
procedur, ktérych wykonanie przeprowadzono w oparciu o protokoty producenta
dotgczone do zestawéw odczynnikéw, zwiaszcza ze podawane nazwy odczynnikéw,
a najczeSciej symbole literowe, czytajgcemu niewiele Wnoszg, poniewaz sg one
charakterystyczne dla poszczegélnych protokotéw.

W' nastepnej cze$ci opracowania (Wyniki) Autorka zamiescita wyniki uzyskane
z kolejnych etapéw badarii zmierzajacych do wskazania mutacji w komorkach
nowotworowych sarkoidu konskiego. Stosujgc metode mikromacierzy SNP dokonata
identyfikacji aberracji liczby kopi genomowego DNA wystepujgcych w tkance zdrowej
a nastepnie sarkoidowej koni. Analize otrzymanych danych Autorka przeprowadzita
z bardzo duzg dbato$cia o wiarygodno$é¢ uzyskanych wynikéw, stosujac dwie niezalezne
metody obliczeniowe (algorytm cnvPartition i PennCNV), co pozwolito Jej na wskazanie
w genomie tkanki zdrowej regionéw wspllnych (tzw. konsensuséw). W celu
identyfikacji aberracji powstajacych de novo w komérkach nowotworowych
zastosowata program OncoSNP, jako jedyny uwzgledniajgcy heterogeniczng nature guza
oraz CNV germinalne. Walidacja uzyskanych wynikéw z zastosowaniem metody

ilosciowego PCR (qPCR) oraz dodatkowo w przypadku tkanki sarkoidowej metody
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mikromacierzy CGH potwierdzata duzg zgodno$¢ z wynikami uzyskanymi z pierwszego
etapu badan (tkanka zdrowa 60%, tkanka nowotworowa 80%). Na podstawie tak
kompleksowo przeprowadzonych analiz Autorka wykazata, ze tkanka sarkoidu
charakteryzuje sie¢ w stosunku do tkanki zdrowej dwukrotnie wigkszg liczba aberracji,
co moze wskazywa¢ na podwyzszong niestabilno$é materiatu genetycznego
w  komoérkach nowotworowych. W obrebie rozpoznanych aberracji dokonata
identyfikacji genéw pod katem szlakéw biologicznych, w ktérych biorg udziat ich
produkty i wykazata, ze najwigkszy udziat stanowity geny zwigzane ze $ciezkami
mikroRNA zaangazowanymi w proces transformacji neoplastycznej. Sktonito to Autorke
do podjecia dalszych badari majacych na celu okreélenie zmian profilu ich ekspres;ji
miedzy obiema badanymi tkankami. Zastosowanie metody sekwencjonowania nastepne;j
generacji umozliwito Autorce identyfikacje 249 znanych oraz 568 potencjalnie nowych
mikroRNA, z ktérych 144 wystepowato wytgcznie w tkance nowotworowej. Jest to
bardzo wazna informacja, zwazywszy na fakt, ze badania mikroRNA u koni sq w fazie
poczatkowej. Analiza bioinformatyczna mikroRNA ulegajgcych réznicowej ekspresji
migdzy sarkoidem a tkankg kontrolng pozwolita Autorce na wskazanie 77 szlakéw
biologicznych, z po$réd ktérych wytypowata 10 o najwigkszej liczbie genéw docelowych
dla mikroRNA zwigzanych z inicjacja i progresjg procesu nowotworowego. Rozdziat ten
mimo, ze zawiera bardzo duzo informacji liczbowych jest czytelny ze wzgledu na dobrze
opracowane tabele oraz ryciny.

Dyskusja wynikéw nawigzuje do zakresu przeprowadzonych badan i zostata
napisana z duza znajomoscig zagadnienia i literatury Zrédtowej. Pani mgr inz. Klaudia
Pawlina wyniki wtasnych analiz przedstawita na tle badan przeprowadzonych przez
innych badaczy. Uwazam, Ze jest to bardzo interesujgca cze$¢ rozprawy, gdyz Autorka
podjeta sig¢ wyjasnienia uzyskanych przez siebie rezultatéw nie tyko w odniesieniu
zmiennej liczby kopi genomowego DNA i ekspresji genéw zidentyfikowanych w obrebie
ich sekwencji wystepujacych u koni, ale takze doszukuje sie powigzan z procesem
onkogenezy u ludzi, zwtaszcza ze rola mikroRNA w tym procesie jest stosunkowo mato
poznana.

Rozprawa zakoniczona jest o$mioma logicznie sformutowanymi wnioskami,
odzwierciedlajacymi osiggniecia naukowe wykonanej pracy i odnoszgcymi sie do celéw

badan. Nalezy podkre$li¢ zachowanie duzej ostroznosci Autorki przy ich formutowaniu.




Podsumowanie

Reasumujac stwierdzam, Ze praca doktorska mgr inz. mgr inz. Klaudii Pawliny jest
cenng pozycja piSmiennictwa naukowego. Uzyskane wyniki majg nie tylko duze
znaczenie naukowe ale sg perspektywicznie wazne aplikacyjne, gdyz przyblizajg nas do
poznania podtoza molekularnego transformacji neoplastycznej, nie tylko w przypadku
sarkoidu skornego u koni, ale réwniez choréb nowotworowych wystepujacych u ludzi.
Niepodwazalnym walorem tej pracy jest kompleksowos¢ przeprowadzonych analiz
oraz wszechstronna dbato$¢ o wiarygodno$¢ uzyskanych wynikéw. Z pewnoscig bedzie
to cytowana pozycja literatury naukowej. Zakres przeprowadzonych analiz Swiadczy
o duzej wiedzy merytorycznej oraz opanowaniu nowoczesnych technik analitycznych
mgr inz. Klaudii Pawliny. Wymienione w recenzji uwagi maja wytacznie charakter
porzadkowy i dyskusyjny i nie obnizajg ogdlnej, pozytywnej oceny merytorycznej

opracowania.

Whniosek koncowy

Oceniajgc wysoko poziom naukowy, oryginalno$é i perspektywicznie waznoéé
uzyskanych wynikéw stwierdzam, ze praca doktorska mgr inz. mgr inz. Klaudii Pawliny
pt. Charakterystyka mutacji w komérkach nowotworowych sarkoidu koriskiego
spetnia wymogi okre$lone Ustawg z dnia 14 marca 2003 o stopniach naukowych i tytule
naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.U. Nr 65, poz. 595 z péz.
zmianami). Dlatego zglaszam wniosek do Wysokiej Rady Naukowej Instytutu
Zootechniki PIB w Krakowie o przyjecie pracy mgr inz. Klaudii Pawliny bez zastrzezen
1 dopuszczenie Jej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego. Réwnoczes$nie wnioskuje

o wyrdznienie pracy stosowng nagroda.




