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Recenzja
rozprawy doktorskiej mgr inz. Eweliny Semik p.t.: ,,Analiza poziomu metylacji wysp

CpG regionéw kodujacych w DNA tkanki sarkoidéw konskich”

W rodzinie Equidae sarkoidy, ktérych czynnikiem etiologicznym sg wirusy
brodawczaka bydta, naleza do najczesciej diagnozowanych nowotworéw skory.
Nowotwory tego typu s3 szeroko rozprzestrzenione w $wiecie u takich gatunkéw jak
konie, osty czy zebry. Cho¢ nie wywotuja drastycznego cierpienia zwierzat, jednak
sprzyjaja powstawaniu uszkodzen mechanicznych, co moze powodowac dyskomfort
chorych zwierzat, uposledzaé ich zdolnosci ruchowe i przyczynia¢ si¢ do strat
ekonomicznych w hodowli.

W ostatnich latach nastgpit znaczny wzrost zainteresowania osrodkéw naukowych
chorobami nowotworowymi zwierzat, gldwnie ssakéw, a Jedna z przyczyn nalezy
upatrywa¢ w mozliwosciach przeniesienia wynikéw badan do onkologii cztowicka.
Szczegblne  miejsce  w tych  badaniach  zajmuja obserwacje  mechanizméw
epigenetycznych warunkujacych kolejne stadia rozwoju choroby nowotworowej. Badania
nad mechanizmami epigenetycznymi, warunkujgcymi poziom ekspresji genoéw sg lepiej
poznane u ludzi, natomiast u zwierzat s3 znacznie mniej zaawansowane. Dlatego temat
podjety przez Panig mgr Eweling Semik — dotyczacy Jednego z najwazniejszych
mechanizmoéow epigenetycznych — metylacji okreslonych regionéw DNA - nalezy uznac za
bardzo nowatorski i ze wszech miar celowy.

Pani mgr Ewelina Semik postawilta sobie bardzo liczne i ambitne cele swoich
badan, a mianowicie: oceng roznic w poziomie metylacji DNA regiondw promotorowych
9 wybranych genow, sekwencjonowanie i analiz¢ metylomu tkanki zdrowej i uzyskanej z
sarkoidu, identyfikacje regionéw wykazujacych réznice w poziomie rhetylacji pomigdzy
tkanka zdrowa a sarkoidalna, analize transkryptomu sarkoidéw, powiazanie zmian w
profilu metylacji z réznicami w poziomie ekspresji genu. To ostatnie zagadnienie moze
mie¢ potencjalne znaczenie diagnostyczne i prognostyczne dla terapii sarkoidow. Cel
pracy bardzo obszerny, ale sformulowany jasno — daje calosciowy obraz zaplanowanych

badan.



Rozprawa zawiera wszystkie rozdzialy charakterystyczne dla tego typu opracowan,
mig¢dzy ktérymi zachowano wiasciwe proporcje. Bardzo bogaty . Przeglad Literatury”
oparty na aktualnych publikacjach, gléwnie anglojezycznych zawiera szczegdlowe
informacje charakteryzujace sarkoidy diagnozowane u koni, ich typy, etiologi¢ choroby
Jak réwniez zjawisko metylacji DNA z podkresleniem jego roli w regulacji ekspresji
genow. W dalszej czesci tego przegladu Autorka opisala hiper i hipometylacje DNA w
transformacji nowotworowej. Wiele miejsca poswiecita rowniez nowoczesnym technikom
oznaczania i oceny poziomu metylacji DNA. Przeglad pi$miennictwa $wiadczy o
doskonalej orientacji Doktorantki w obszarze badawczym, w ktéorym miesci sie
przygotowana rozprawa doktorska Ten bardzo dobrze opracowany wstep moze by¢
podstawa interesujacego artykulu przegladowego, ktéry bedzie si¢ cieszyl
zainteresowaniem naukowcow, prowadzacych badania nad nowotworami u zwierzat.
Samej Autorce rozprawy zgromadzenie i dobre poznanie obszernego pi$miennictwa
pozwolilo na wybranie genow, ktore poddano analizie metylacji.

W kolejnym rozdziale pracy ,Materialy i metody”, ktory jest najdhuzszym,
liczagcym 27 stron rozdzialem, metody badawcze zostaly opisane bardzo szczegdétowo,
rozpoczynajac od izolacji kwaséw nukleinowych DNA i RNA a nastgpnie syntezy ¢cDNA.
W badaniach zastosowano konwersj¢ bisulfitowa genomowego DNA i podano w tabelach
szczegolowe warunki tej reakcji.

Do dalszych analiz wybrano dziewi¢é¢ gendéw kandydujacych: APC, CCND2,
CDNK2B, RARB, RASSFI, RASSF5, THBSI, TRPMI, DCC. Geny te wyloniono na
podstawie opublikowanych wynikéw badan zmian w poziomie metylacji DNA w r6znych
typach nowotworéw u ludzi. Rowniez w tym przypadku podano szczegotowe parametry
amplifikacji okreslonych regionéw promotorowych. Rowniez poprawnie i szczegdtowo
opisano metody sekwencjonowania wybranych produktow amplifikacji (metoda Sangera i
RRBS - czyli sekwencjonowanie frakcji genomu o wysokiej zawartosci par CG po
konwersji bisulfitowej. Metody poddane byly walidacji a uzyskane wyniki analizie
bioinformatyczne;j.

Do analizy transkryptomu zastosowano bardzo nowoczesng technike
mikromacierzy  ekspresyjnych a  wyniki poddano  odpowiedniej  analizie
bioinformatycznej. Narzg¢dzia bioinformatyczne zastosowano takze do analizy genow

wykazujacych zmiany w poziomie ekspresji pod katem ich potencjalnej funkcji



biologicznej. Nie sposob wymieni¢ tu wszystkie stosowane metody i ich etapy, nalezy
Jednak podkresli¢, ze w badaniach zastosowano nowoczesne techniki analizy genomu, z
uwzglednieniem mechanizméw epigenetycznych a metody te byty bardzo dobrze dobrane
— stad uzyskane wyniki mozna uzna¢ za w pelni wiarygodne.

Do rozdziahu ,,Materialy i Metody™ mam tylko jedng uwage — w czesci dotyczacej
opisu materialu badawczego brak informacji z jakiego rodzaju sarkoidu pobrane byly
biopsje i w jakim stadium choroby. Informacje te bowiem moga mie¢ znaczenie w
interpretacji uzyskanych wynikow.

Kolejnym rozdzialem pracy sg ,,Wyniki” bogato ilustrowane 12 tabelami i 15
rysunkami. Pozostale tabele i rysunki zamieszczono w dwdch suplementach, dolaczonych
do pracy.

Pierwszym etapem badan mgr Eweliny Semik bylto okreslenie roznic w poziomie
metylacji regionéw promotorowych wybranych genéw pomiedzy tkanka sarkoidu a
tkankg zdrowa. Pomimo wielu danych literaturowych opisujacych nieprawidlowa
metylacje regionéw promotorowych ocenianych genéw w nowotworach u ludzi — nie
stwierdzono wystgpowania tych réznic w sarkoidach konskich. Potwierdzajg to wyniki
analizy ekspresji tych samych genéw przy uzyciu mikromacierzy DNA - i w tym
przypadku nie wykazano réznic w poziomie ekspresji pomiedzy tkankg sarkoidu i tkanka
zdrowa. By¢ moze, jak twierdzi Doktorantka, geny te nie odgrywajg istotnej roli w
progresji sarkoidow u koni i nie moga by¢ wykorzystane jako markery diagnostyczne —
jednak wniosek taki powinien by¢ poparty szerszymi badaniami, uwzgledniajacymi rozne
stadia zaawansowania choroby nowotworowe;.

Wynik uzyskany w odniesieniu do genéw kandydujgcych sklonil mgr Eweling
Semik do identyfikacji regionéw genomu charakteryzujacych si¢ zréznicowaniem w
poziomie metylacji. W tym celu wykorzystata technik¢ RRBS (Reduced Representation
Bisulfite Sequencing) i sekwencjonowanie nastepnej generacji. Metody te pozwalaja na
identyfikacj¢ metylacji loci markerowych, bez koniecznosci typowania genow
kandydujacych. W wyniku tych prac Doktorantka zidentyfikowala 136 regionéw (DMR)
wykazujacych réznice w poziomie metylacji miejsc CpG pomigdzy tkankami. Ta niezbyt
wysoka liczba regionow moze by¢ wynikiem malej liczebnosci probek poddanych
analizom. W tkance sarkoidu, w obrebie zidentyfikowanych DMR regiony
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regiondw o zréznicowanej metylacji (DMR). Nalezaly one do genéw APLF i WAPAL,
ktorych produkty pelnig wazng role w procesach naprawy peknig¢ nici DNA, NUAKI
zaangazowany w procesach adhezji, proliferacji i starzenia si¢ komorek, VAV2 , ktérego
produkt uczestniczy w promowaniu migracji komoérek czy BRD4 odgrywajacy kluczowa
role w przekazywaniu prawidlowego wzoru metylacji komérkom potomnym. Jednakowoz
przeprowadzone analizy nie wykazaly zaburzen w ilosci transkryptu tych genow w
probkach tkanki sarkoidalne;.

Bardzo interesujace obserwacje dotyczyly genu supresorowego SFN, regulatora
cyklu komérkowego, proliferacji i apoptozy. Gen ten charakteryzowal si¢ obecnoscia
hipometylowanego regionu w obrebie sekwencji 5° UTR i pierwszego eksonu. W
nowotworach ludzkich w genie tym czesto ujawniano obnizona ekspresj¢. Stad metylacja
locus SFN moze byé uznana za potencjalny marker diagnostyczny w przypadku
sarkoidow konskich.

W celu wyeliminowania zmiennosci osobniczej w odniesieniu do poziomu
metylacji wytypowano regiony lezace w poblizu lub w obrgbie loci MMRN2,
ENSECAG00000017778, PTOVI, SPARC, RALGPSI, Clorf106 oraz EFEMP2. Roznice
w poziomie metylacji DNA pomiedzy tkanka zdrowa i chorg stwierdzono w obrgbie loci
SPARC, RALGPSI, Clorfl06 oraz EFEMP2. W tkance sarkoidalnej stwierdzono
obnizony istotnie poziom metylacji fragmentu DNA wchodzacego w sklad sekwencji
promotorowej genu SPARC oraz podwyzszony poziom transkryptu tego genu. Moze to
$wiadczy¢ o wplywie metylacji na ekspresje SPARC w tkance sakrkoidu.

Zastosowanie przez mgr Eweling Semik jednej z najnowoczesniejszych technik —
macierzy ekspresyjnych — pozwolilo na identyfikacj¢ 901 genow wykazujacych istotne
roznice w poziomie ekspresji w tkance sarkoidu w poréwnaniu z tkanka zdrowa, wsrod
nich 628 genéw o obnizonej ekspresji oraz 273 geny charakteryzujace si¢ podwyzszong
ekspresja. W tkankach sarkoidow u koni Doktorantka zaobserwowala nieprawidlowy
profil ekspresji gendéw zaangazowanych w budowe cytoszkieletu. Wsrod genow o
obnizonej ekspresji znalazly si¢ geny pelniace funkcj¢ supresorowa w transformacji
nowotworowej. Szczegélnie interesujacy jest gen S100A14, ktory dziata zaréwno jako
gen supresorowy, jak i onkogen — w zaleznosci od rodzaju komorek i tkanek. Obnizona
ekspresja tego genu moze byé odpowiedzialna za brak zdolnosci do przerzutowosci

sarkoidow. Z kolei w grupie genéw charakteryzujacych si¢ nadekspresja w tkance



sarkoidow znalazly si¢ loci zwigzane z cyklem komoérkowym, proliferacja a takze
funkcjonowaniem uktadu odpornosciowego. Podwyzszong ilos¢ transkryptu mgr Ewelina
Semik zaobserwowala takze dla genu GOLMI — jak wynika z cytowanego przez
Doktorantke pi$miennictwa ekspresja tego genu jest stymulowana w odpowiedzi na
infekcje wirusowa.

Pani mgr Ewelina Semik podjela takze probe analizy funkcjonalnej
zidentyfikowanych DEG. To bardzo cenna inicjatywa, poniewaz w pismiennictwie nie ma
zbyt wielu informacji dotyczacych zmian w transkryptomie komorek sarkoidow.

Uzyskane przez mgr Semik wyniki zostaly bardzo obszernie przedyskutowane na
bazie zebranego przez Autorke pismiennictwa, w glownej mierze dotyczacego
nowotworéw diagnozowanych u czlowieka. Dyskusja, podzielona na jedenascie
podrozdzialéw, napisana jest poprawnie, jezykiem zrozumiatym i uwzglednia wszystkie
aspekty przedstawionej do oceny pracy.

Praca konczy sie krétkim podsumowaniem i o$mioma dobrze sformutowanymi,
logicznymi wnioskami wynikajacymi z przeprowadzonych badan. W mojej opinii
wniosek pierwszy wymaga uzupelnienia .....na obecnym etapie badan™. Natomiast
wniosek 8 powinien brzmie¢ ,,Uzyskane w niniejszej pracy wyniki wskazujg na istnienie
zmian profilu metylacji DNA oraz zmian ekspresji genow w tkance sarkoidow u koni. Ze
wzgledu na brak histopatologicznej diagnozy uzytych prob biologicznych trudno tu
mowic o progresji nowotworu.

Dotaczony do pracy spis literatury jest imponujacy — liczy 351 pozycji, W
znakomitej wigkszosci anglojezycznych i pochodzacych z ostatnich 15 lat.

Uwagi redakcyjne:

Praca napisana jest poprawnie, dobrym polskim jezykiem. Kilka bledow
literowych tatwo bedzie poprawié, przygotowujac prace do druku.

- 5.7 — zamiast zwrotu ..u gatunkéw zwierzat koniowatych” proponuj¢ ..u gatunkow z
rodziny koniowatych™,

- w tabeli 6 brak wyjasnienia skrotu Tm,

- 5.86 — mocz i §lina nie sa tkankami.

Rysunki i diagramy wykonane sa na ogél starannie i dobrze ilustruja wyniki badan.
Niektore rysunki w tekscie pracy (np. 7 i 18) sa zbyt pomniejszone i przez to nieczytelne.

Uwaga ta dotyczy réwniez rysunkéw umieszczonych w aneksie.



Podsumowanie:

Przedstawiona do oceny praca doktorska mgr Eweliny Semik jest wynikiem
dojrzatej koncepcji i wszechstronnego przygotowania do przeprowadzenia tak
skomplikowanych badan. Doktorantka opanowala szereg nowoczesnych metod
badawczych (w tym technike mikromacierzy ekspresyjnych), jak réwniez skomplikowane
metody analizy bioinformatycznej. Te nowoczesne i dobrze dobrane metody pozwolily na
uzyskanie wiarygodnych wynikow na $wiatowym poziomie. Mozna si¢ byto obawiac, ze
tak ogromna liczba uzyskanych wynikoéw utrudni ich interpretacje — jednak i z tym
problemem mgr Ewelina Semik poradzila sobie doskonale.

Praca niewatpliwie wnosi nowe, cenne wartoéci do badan nad nowotworami u
zwierzat a szczegllnie zjawiskami epigenetycznymi towarzyszacymi  procesowi
nowotworzenia.

W zwiazku z powyzszym stwierdzam,  ze rozprawa doktorska Pani mgr inz.
Eweliny Semik spetnia ustawowe wymagania stawiane pracom doktorskim, zgodnie z art.
13 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o
stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. Nr 65, poz. 595, z pozniejszymi zmianami).
Zwracam si¢ wigc do Rady Naukowej Instytutu Zootechniki — Panstwowego Instytutu
Badawczego w Krakowie o dopuszczenie Pani mgr inz. Eweliny Semik do dalszych eta-
pow przewodu doktorskiego.

Réwnoczednie, ze wzgledu na podkreslane przeze mnie w przedstawionej ocenie
wartosci tej rozprawy. wnioskuj¢ o wyroznienie pracy doktorskiej Pani mgr inz. Eweliny

Semik..
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