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Recenzja
rozprawy doktorskiej mgr inz. Klaudii Pawliny pt. ,,Charakterystyka mutacji

w komorkach nowotworowych sarkoidu konskiego”

Przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska pani mgr inz. Klaudii Pawliny zostata wykonana
w Dziale Genomiki i Biologii Molekularnej Zwierzat Instytutu Zootechniki—PIB w Balicach pod
kierunkiem pani prof. dr hab. Moniki Bugno-Poniewierskiej, promotorem pomocniczym byt dr
inz. Artur Gurgul. Przeprowadzone przez Autorkg¢ rozprawy do$wiadczenie jest kontynuacja
zainicjowanych przez promotora badan niestabilno$ci genomu konia oraz ich roli w procesach
nowotworzenia i dotycza etiopatogenezy nowotworow skory (sarkoidow) u koni. Problematyka ta
ma istotne znaczenie dla efektywnosci hodowli koni jak rowniez dla wykorzystania koni jako
zwierzat modelowych w badaniach etiologii, mozliwo$ci wczesnego diagnozowania i leczenia
chorob nowotworowych czlowieka. Sarkoidy sa najczgstszym nowotworem u koni, w ich pato-
genezie zasadnicza rolg petni wirus brodawczaka bydlgcego (BPV) ale czynniki genetyczne sa
rébwniez bardzo wazna determinanta ich rozwoju. Jedna z charakterystycznych cech komorek
nowotworowych jest niestabilno$¢ genomu, dlatego uwaga badaczy skupia si¢ na poszukiwaniu
przyczyn tej niestabilnosci 1 wykryciu biomarkeréw do wczesnego diagnozowania nowotworu.
W ostatnich latach nastapito znaczne przyspieszenie tych badan w zwiazku z wykryciem nowych
czasteczek RNA — mikroRNA 1 nowego rodzaju polimorfizmu dlugosci DNA zwanego
zmiennoscia liczby kopii (CNV). Wiadomo juz, Ze czasteczki mikroRNA biora udziat w regulacji
ekspresji blisko 1/3 gendéw czlowieka, stwierdzono ich rolg¢ w regulacji procesow proliferacji,
réznicowania komorek 1 apoptozy. Nieprawidtowe dziatanie mikroRNA moze prowadzi¢ do
niekontrolowanego podziatu komorek, ktorym charakteryzuja si¢ komérki nowotworowe. Wyniki
badan CNV rowniez wskazuja na ich zwiazek z wystgpowaniem u ludzi choréb nowotworowych.
CNV sa nie tylko waznym elementem zmiennosci genetycznej, obejmujacym znacznie wigkszy
obszar genomu niz polimorfizmy pojedynczych nukleotydow (SNP), ale moga peti¢ istotna role
w patogenezie chordb. Podjecie takich badan u konia zastluguje na uznanie. Wyniki tych badan nie
tylko wzbogacaja wiedzg o zmiennos$ci genomu konia ale wnosza cenne informacje o nowo
zidentyfikowanych czasteczkach mikroRNA oraz ich roli jak rowniez roli CNV w procesach
transformacji neoplastycznej. Moga by¢ one takze pomocne w zrozumieniu mechanizmow
patogenezy oraz Ww precyzyjnym rozpoznaniu indywidualnej podatnosci na choroby

nowotworowe.



Rozprawa doktorska Pani mgr inz. Klaudii Pawliny ma uktad charakterystyczny dla dyser-
tacji naukowych z zakresu nauk rolniczych, jest napisana jasno i przejrzyscie. Cata praca liczy
164 strony, w tym 16 stron to materialy uzupehiajace, zasadnicza czg¢$¢ rozprawy zawiera 35
tabel 1 14 rysunkow. Materiaty uzupehiajace sktadaja si¢ z 13 rysunkéw przedstawiajacych
aberracje zidentyfikowane w 13 probkach z guzow sarkoidu oraz ich opis. Obszernym uzupet-
nieniem tych materialéw jest dotaczony na CD zbior plikow elektronicznych zawierajacych
graficzng ilustracje wynikow z uwzglednieniem rezultatow dla 31 chromosoméw w probkach
z sarkoidu i w probkach tkanki zdrowej oraz dwa schematy obrazujace asocjacje MmikroRNA

z r6znymi rodzajami nowotworow.

Uwagi szczegoélowe
Przeglqd literatury

Pani mgr inz. Klaudia Pawlina bardzo starannie zgromadzita literatur¢ naukowa dotyczaca
problematyki badawczej rozprawy, tacznie 307 prac, glownie z ostatnich lat. Mimo tak
pokazniej liczby prac doswiadczenie doktorskie nie stanowi powtorzenia dotychczasowych
badan, jest dzielem oryginalnym ze wzgledu na nowatorstwo technik badawczych i komplek-
sowe podejscie do zagadnienia. W rozdziale Przeglad literatury Autorka przedstawita modele
inicjacji i rozwoju procesow nowotworzenia, zaproponowane przez réoznych badaczy. Modele
te taczy wspolna wlasciwo$é — zmiany na poziomie informacji genetycznej komorek (zacho-
dzace w dlugim okresie czasu pojedyncze mutacje lub rearanzacje chromosomowe). W dalszej
czesci rozdziatu Autorka omawia czynniki patogenne, biologiczne 1 genetyczne, warunkujace
powstanie 1 rozw0j nowotworu skory u koni oraz przedstawia charakterystyke rdéznych
rodzajow sarkoidow.

Dobrym wprowadzeniem do przedstawionych w pracy badan jest szczegotowa charak-
terystyka CNV i mikroRNA, wskazujaca na mozliwos$¢ ich wykorzystania jako biomarkeréw
we wczesnym stadium rozwoju sarkoidu. Zawarte w tym rozdziale wnikliwe i wszechstronne
omoéwienie dotychczasowych dokonan z zakresu problematyki pracy wskazuje Kkierunki
dalszych poszukiwan, doskonale podkreslajac zasadnos$¢ badan podjgtych przez paniag mgr inz.
Klaudi¢ Pawling. W rozdziale tym zabrakto jednak opisu niestabilnosci allelicznej (utraty
heterozygotycznosci — LOH) w komorkach nowotworowych, ktorej identyfikacja i charak-
terystyka w tkance sarkoidu byta jednym z celow badawczych. Krotka wzmianka o tym jest na
str. 23 w podrozdz. 3.3. Zmiennos$¢ liczby kopii DNA (CNV) jako potencjalny czynnik
etiologiczny sarkoidu.

Rozdzial jest napisany w sposob interesujacy, Autorka wykazata dobra znajomosé

problematyki badawczej rozprawy ale nie unikneta drobnych uchybien. Uwagi recenzenta



dotyczace braku powotania w teks$cie na prace zrédtowe lub braku w spisie literatury cytowanej
pracy sa zamieszczone oddzielnie do wgladu dla Autorki rozprawy.
Cel pracy

Cele badawcze zostaty przez pania mgr Pawling sprecyzowane jasno i logicznie. Obejmuja
one analiz¢ porownawcza aberracji chromosomowych oraz profilu ekspresji mikroRNA
w tkance sarkoidu i tkance zdrowej tych samych koni, identyfikacje czasteczek mikroRNA
ulegajacych zrdéznicowanej ekspresji w obu rodzajach tkanek a takze okreslenie szlakéw biolo-
gicznych, w ktorych regulacje sa one zaangazowane. Ponadto Autorka podjeta si¢ identyfikacji
genow znajdujacych si¢ w obrebie aberracji w tkance sarkoidu i1 przesledzenia szlakow metabo-
licznych, w ktorych te geny biora udzial.

W mojej ocenie w tej czgsci rozprawy zabrakto hipotezy badawczej, jakkolwiek wynika ona
z tresci pracy jednak nie zostata sformutowana.

Material i metody

Materiat biologiczny stanowily wycinki sarkoidu i tkanki zdrowej (jako kontrola) pocho-
dzace od 2 koni ze Szpitala Koni na Stuzewcu i 16 koni z Uniwersytetu w Bernie. Szczeg6lnie
nalezy podkresli¢ zastosowanie najnowoczesniejszych metod analitycznych cytogenetyki i ge-
netyki molekularnej oraz jako$¢ materiatu biologicznego - probki tkanki nowotworowej i zdro-
wej pochodzace od tych samych osobnikow. Cate doswiadczenie zostalo zaplanowane
kompleksowo, Autorka konsekwentnie dazyta do uzyskania odpowiedzi na gtdéwne pytanie —
jakie sa roznice na poziomie genomu migdzy komorka nowotworowa i1 zdrowa oraz jakie
czasteczki mikroRNA sa szczegolnie istotne dla procesu nowotworzenia.

W badaniach aberracji chromosomowych w obu rodzajach tkanek Autorka zastosowata
technikg hybrydyzacji na mikromacierzach genotypowych, wykorzystujac komercyjne mikro-
macierze SNP firmy Illumina. Natomiast do analizy wynikéw zastosowata trzy dostepne
obecnie programy, co wynikato z dociekliwosci badawczej Autorki i chgci uzyskania
wiarygodnych wynikow.

Kolejnym etapem badan byla hybrydyzacja z wykorzystaniem mikromacierzy CGH
1 walidacja uzyskanych wynikéw z wykorzystaniem ilosciowego PCR w czasie rzeczywistym,
przeprowadzona dla dziesigciu losowo wybranych regionow, obejmujacych amplifikacje
1 delecje zidentyfikowane metoda hybrydyzacji na mikromacierzach.

Pani mgr Pawlina podjeta takze probe identyfikacji czasteczek mikroRNA 1 przeanalizo-
wania profilu ekspresji mikroRNA. W tym celu wykorzystata materiat biologiczny pochodzacy
od pigciu koni i zastosowata najnowoczesniejsza metodg - Sekwencjonowanie nastgpnej gene-
racji (NGS). Identyfikacje czasteczek mikroRNA o zréznicowanej ekspresji w obu tkankach
Autorka przeprowadzita za pomoca dwoch roéznych algorytméw, a do dalszych analiz wybrata

tylko czasteczki mikroRNA o statystycznie istotnej zroznicowanej ekspresji migdzy tkankami,
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wspoélne dla obu algorytmow. Podobnie jak w przypadku wczesniejszych analiz, rowniez tym
razem pani mgr Pawlina przeprowadzita walidacj¢ wynikow sekwencjonowania, tym razem za
pomoca metody RT-gPCR.

Ostatnim, ogromnie waznym etapem badan, byla identyfikacja genow docelowych dla
miRNA i $ciezek biologicznych regulowanych przez te czasteczki. Pani mgr Pawlina
wykorzystala do tego aplikacje DNA Intelligent Analysis DIANA-miRPath v2.0. Poniewaz
badania mikroRNA konia dopiero zapoczatkowano, w celu przeprowadzenia analizy Autorka
musiala skorzysta¢ z bazy genow docelowych dla mikroRNA cztowieka.

Zakres przeprowadzonych przez pania mgr Klaudi¢ Pawling badan, mnogos$¢ analiz,
zastosowanie najnowoczesniejszych metod analitycznych i pakietow statystycznych $wiadcza
o Jej doskonaltym przygotowaniu merytorycznym 1 praktycznym. Autorka wykorzystata
w swoich badaniach niezwykle bogaty warsztat naukowy macierzystej jednostki, wymagajacy
nie tylko duzej wiedzy ale rowniez do§wiadczenia laboratoryjnego. Na szczegdlne podkreslenie
zashuguje fakt, ze kazdy etap badan zostal przeprowadzony z zastosowaniem alternatywnych
metod, co umozliwito walidacje¢ uzyskanych wynikow i zapewnito ich wiarygodno$¢. Rowniez
statystyczna weryfikacja wynikow byla przeprowadzana z wykorzystaniem alternatywnych
programow.

Rozdzial Materiat i metody jest obszerny, zostal napisany niezwykle szczegdtowo, z dok-
tadnym przedstawieniem wszystkich zastosowanych procedur analitycznych i statystycznych.
Uwazam, ze az tak szczegOtowe przedstawianie procedur jest zbgdne bowiem kazdorazowo
producent dostarcza protokot wraz z zestawem odczynnikow. Celowe byloby opisanie
ewentualnych modyfikacji procedur wprowadzonych przez Autora rozprawy, jesli takowe by
byly. Zamieszczony na poczatku schemat doswiadczenia ulatwia zrozumienie przebiegu
wszystkich badan, ale uwazam, ze mogltby by¢ wzbogacony informacja o liczbie koni badanych
w poszczegblnych etapach.

Jako recenzent mam do tego rozdziatlu uwage i pytanie. Uwaga - nie podano rasy i wieku
koni, od ktorych pobrano probki tkanek do badan oraz czy znane bylo stadium choroby 1 rodzaj
sarkoidu. Informacje te uwazam za wskazane ze wzgledu na stwierdzone rdznice rasowe W po-
datno$ci koni do nowotwordéw skory i rézne formy tych nowotwordéw rdznigce si¢ stopniem
agresywnosci. Pytanie dotyczy pigciu koni, od ktorych materiat biologiczny wykorzystano do
identyfikacji czasteczek mikroRNA 1 analizy profilu mikroRNA — czy byly to konie ze Szpitala
Koni Stuzewiec (2) i Kliniki w Bernie (3), jak moze wynika¢ z danych w tabeli 1 ?

Wyniki

Badania aberracji w tkance sarkoidowej i zdrowej z wykorzystaniem mikromacierzy SNP

wykazaly znacznie wieksza niestabilno$¢ genomu tkanki nowotworowej niz tkanki zdrowe;.

Srednia i maksymalna dlugos¢ CNV (wyrazona w parach zasad), srednia diugos¢ delecji
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1 amplifikacji byly znacznie wigksze w tkance nowotworowej. Z kolei analiza niestabilnosci
allelicznej (cnLOH, czyli miejsc genomu, w ktérych nastgpita utrata heterozygotycznosci)
wykazata, ze liczba cnLOH byla zblizona w obu rodzajach tkanek ale w tkance sarkoidowej byty
one zdecydowanie dluzsze. Badania zmiennosci liczby kopii (CNV) u konia sa prowadzone od
niedawna (pierwsze prace ukazaly si¢ w 2012 roku), dlatego uzyskane w ocenianej pracy
wyniki maja duze znaczenie poznawcze, wskazuja na wigksza niestabilno$¢ genomu tkanki
nowotworowej oraz wzbogacaja tworzona genomowa mape CNV i cnLOH konia. Identyfikacja
aberracji z wykorzystaniem mikromacierzy CGH data wyniki w 97-99% zgodne z uzyskanymi
z hybrydyzacji na mikromacierzach SNP.

Bardzo ciekawych wynikow dostarczyta analiza genow wystepujacych w obrebie zidentyfiko-
wanych aberracji. Wykazata ona obecno$¢ blisko dwukrotnie wigkszej (1593) liczby gendéw
w tkance nowotworowej w poréwnaniu ze zdrowa (818 gendéw), wsrod nich prawie 40% stanowity
geny mikroRNA. Przesledzenie szlakéw biologicznych, z ktorymi sa zwiazane geny mikroRNA,
dato rownie cickawe wyniki - najwigcej sposrod nich jest zwiazanych z transformacja nowo-
tworowa. Rezultat ten potwierdzita porownawcza analiza miRNA ulegajacych zréznicowanej
ekspresji migdzy sarkoidem 1 tkanka zdrowa. Za powazne osiagnigcie naukowe pani mgr Pawliny
uwazam rowniez wykrycie potencjalnie nowych czasteczek mikroRNA, w tym wielu (144)
obecnych tylko w tkance nowotworowej. Autorka stwierdzita takze obecnos¢ wariantow polimor-
ficznych miRNA, rozniacych si¢ koncami 3° lub 5° badz substytucja zasad w obrebie czasteczki,
zwanych izomiRami. Poziom ekspresji izomiRow byt wyzszy w tkance nowotworowej niz
w tkance zdrowej, cho¢ odsetek miRNA ulegajacych wyzszej ekspresji byt niewiele wigkszy (44%
vs 41%). Interesujacym wynikiem jest takze identyfikacja obecno$ci zmian liczby kopii (CNV)
w loci genow kodujacych niektore miRNA, ktore moga odpowiadaé za nieprawidlows ekspresje
tych genow.

Uzyskane przez pania mgr Pawling wyniki maja wybitnie poznawczy charakter, inspiruja do
dalszych szczegotowych badan, wskazujac ich kierunek. O ogromnym znaczeniu dla medycyny,
poznanych stosunkowo niedawno, czasteczek mikroRNA $wiadcza opublikowane w ubieglym
roku wyniki badan prowadzonych w klinice Mayo na Florydzie, ukazujace ogromny potencjat
tych czasteczek w zwalczaniu nowotworow. Wiaczenie si¢ przez pania mgr Klaudie Pawling
do tych badan uwazam za niezaprzeczalny walor ocenianej rozprawy.

Wyniki zostaly opisane przejrzyscie i szczegétowo, wzbogacone sa materiatami uzupet-
niajacymi, starannie przygotowane od strony formalnej i graficznej. Mam jednak uwagge
dotyczaca informacji, a raczej jej braku w tym rozdziale, o zidentyfikowanych w niniejszej
pracy genach zlokalizowanych w obrgbie aberracji. Szczegdtowy opis tych genow znajduje si¢
dopiero w rozdziale Dyskusja. Zidentyfikowane przez Autorke amplifikacje i cnLOH obejmowaty
rézne geny, jak np. NRAS, PAX5 i inne, zwiazane z onkogeneza. ldentyfikacje danych genow



w obrgbie aberracji uwazam za znaczace osiagnigcie, W Dyskusji mogta si¢ znalez¢ jedynie
charakterystyka ich udzialu w réznych szlakach biologicznych. Uwazam to za drobne niedociag-
nigcie, ktore podobnie jak inne zasygnalizowane przeze mnie wczesniej, nie obniza mojej wysokiej
oceny recenzowanej rozprawy.
Dyskusja

Jest to bardzo interesujaca cze$¢ rozprawy, zawierajaca Obszerne omowienie uzyskanych
w ocenianej pracy wynikow w poréwnaniu ze stanem wiedzy z literatury, sugestie Kierunku
i zakresu dalszych badan. Pani mgr Pawlina wykazata duza znajomo$¢ tematyki rozprawy oraz
umiejetno$¢ taczenia i analizowania zjawisk i procesow z roéznych dziedzin biologii, genetyki
molekularnej a takze z zakresu onkogenezy.
Whnioski

Rozprawa zakonczona jest oSmioma wnioskami, ktore podsumowuja uzyskane w trakcie
doswiadczenia doktorskiego wyniki. Uwazam, ze Autorka mogta dodaé jeszcze wniosek
dotyczacy zidentyfikowanych genow zlokalizowanych w obrgbie aberracji w komorkach

nowotworowych i ich roli w patogenezie sarkoidu.

Podsumowanie

Problematyka badawcza ocenianej rozprawy jest wyjatkowo istotna zarowno z naukowego
jak i praktycznego punktu widzenia, przede wszystkim dla nowych terapii onkologicznych.
Szczegoblnie nalezy podkreslic nowatorstwo badan przeprowadzonych przez pania mgr inz.
Klaudi¢ Pawling, wykorzystanie najnowszych, wysokospecjalistycznych i alternatywnych
metod badawczych i bioinformatycznych, co umozliwito uzyskanie ciekawych i wiarygodnych
wynikow. Za gldwne osiagnigcie naukowe pani mgr inz. Klaudii Pawliny uwazam identy-
fikacjg aberracji w komorkach sarkoidu, wykrycie nowych mikroRNA, okreslenie profilu ich
ekspresji w komorkach nowotworowych oraz identyfikacje genéw zlokalizowanych w regio-
nach objetych aberracjami. Wszechstronno$¢ 1 kompleksowos¢ przeprowadzonych przez pania
mgr Pawling analiz $wiadczy o Jej dobrym przygotowaniu merytorycznym, $wietnym
opanowaniu technik analitycznych i1 oraz umiejgtnosci prowadzenia przez Nia samodzielnej

pracy naukowej.

Whniosek

Stwierdzam, ze przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska pani mgr inz. Klaudii
Pawliny spelnia wymagania okreslone w art. 13 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach
i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.U. nr 65 z 2003 r., poz. 595
z p6zn. zm.). Przedstawiam zatem WYysokiej Radzie Naukowej Instytutu Zootechniki — PIB
w Balicach wniosek o przyjecie rozprawy i dopuszczenie pani mgr inz. Klaudii Pawliny do
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dalszych etapow przewodu doktorskiego. Jednoczesnie, biorac pod uwagg nowatorstwo
przeprowadzonych badan i istotny wkiad uzyskanych wynikéw w rozwoj nauk stosowanych

wnioskuj¢ o wyrdznienie pracy.
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