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mgr inz. Eweliny Semik zatytutowanej: ,,Analiza poziomu metylacji wysp CpG regionéw
kodujacych w DNA tkanki sarkoidéw korskich” zrealizowanej pod kierunkiem dr hab.
Tomasza Zgbka

wykonana na zlecenie Rady Naukowej Instytutu Zootechniki — Paristwowego Instytutu
Badawczego.

Guzy sarkoidowe sa najczeiciej wystepujacymi nowotworami skéry u zwierzat z rodziny
koniowatych. Obecnie stosowane metody diagnostyczne oparte sg gtéwnie o analizy
histologiczne. W przypadku potwierdzenia obecnosci guza jest on najczesciej usuwany
chirurgicznie. Ingerencja chirurgiczna lekarza weterynarii moze nie by¢ w petni skuteczna, a
pozostawione komorki nowotworowe moga zosta¢ pobudzone do rozwoju ztoéliwego typu
sarkoidu. Etiologia transformacji nowotworowej komérek i powstania sarkoidow jest znana.
Jako gtéwny onkogenny czynnik etiologiczny, poza wiekiem, ekspozytja komérek na
toksyczne zwigzki, uwazane jest wirusy z rodziny Papillomaviridae, a zwtaszcza wirus
brodawczaka bydta typu 1. Jak do tej pory nie wykazano jednoznacznej genetycznej
predyspozycji do wystepowania sarkoidow u koni. Stad tez, tak wazna jest wtasciwa
diagnostyka tego schorzenia na bardzo wczesnym etapie rozwoju, preferencyjnie w oparciu
o inne tkanki niz te pochodzace z biopsji guza. Mozliwosci takiej diagnostyki stwarzaja
nowoczesne, szybkie i doktadne techniki molekularne, ktére umozliwiajg pozyskanie
informacji z niewielkiej ilosci materiatu biologicznego. Aby mozliwe byto opracowanie
skutecznej metody diagnostyki molekularnej konieczne jest poznanie i zrozumienie
mechanizméw odpowiedzialnych za nowotworzenie tkanki. Mechanizmem $cile zwigzanym
z regulacjq ekspresji genéw jest metylacja DNA. W tkankach nowotworowych metylacja DNA
ulega zaktéceniu co przektada si¢ na zmiang aktywnosci transkrypcyjnej gendw.

Rozprawa doktorska mgr inz. Eweliny Semik wykonana w Instytucie Zootechniki —
Panstwowym Instytucie Badawczym pod kierunkiem dr hab. Tomasza Zabka podejmuje
problematykg zmian metylacji DNA w tkance sarkoidowej koni. Oceniana dysertacja
doktorska dotyczy istotnych i bardzo aktualnych probleméw naukowych a jej wydzwiek jest
zaréwno poznaweczy jak i praktyczny.



1. Uwagi ogdlne i charakterystyka pracy

Przedstawiona do oceny dysertacja doktorska ma charakter eksperymentalny,
napisana zostata w sposéb zrozumiaty, precyzyjny i poprawny od strony jezykowe;j.
Cata tres¢ dysertacji zawarta jest na 164 stronach. Praca podzielona jest na 7
podstawowych rozdziatéw: ,Przeglad literatury”, ,Cel pracy”, ,Materiat i metody”,
~Wyniki”, ,Dyskusja”, ,Wnioski”, ,Literatura” i dwa rozdziaty uzupetiajace:
»Suplement 17, ,Suplement 2”. Prace uzupetnia streszczenie w jezyku polskim i
angielskim jak réwniez wykaz najwazniejszych skrétéw stosowanych w dysertacji.

2. Analiza poszczegodlnych czesci pracy

Rozdziat ,Przeglad literatury” w sposdb bardzo szczegétowy prezentuje problem
dotyczacy guzéw skéry wystepujacych u koniowatych, ktére od 1936 r. nazywane s3
sarkoidami. W kolejnych podrozdziatach Autorka precyzyjnie opisuje kliniczne typy
sarkoidow koni, jak réwniez wskazuje na etiologie sarkoidéw konskich. Wéréd
czynnikdw onkogennych, poza wiekiem i ekspozycjg komdrek na zwigzki toksyczne
wskazane s3 patogeny a zwtfaszcza wirusy z rodziny Papillomaviridae. Kolejne
podrozdziaty dysertacji doktorskiej poswigcone s3 charakterystyce wiruséw
brodawczaka bydta (BPV) wsrdd ktérych BPV1 i BPV2 uznane zostaty jako czynnik
etiologiczny sarkoidéw u koniowatych. Ostatni podrozdziat ,Przegladu literatury”
dotyczy procesu metylacji DNA, ktéry odgrywa kluczowa role w regulacji ekspres;ji
genow w tym réwniez w procesie nowotworzenia. Autorka prezentuje w formie
tabelarycznej listy gendw, w ktérych zaburzony proces metylacji w regionie
promotorowym prowadzi do kancerogenezy. Ostatnie z omdwionych w tym
podrozdziale zagadniern to prezentacja technik molekularnych umozliwiajacych
jakosciowe i iloSciowe oznaczenie metylocytozyny zaréwno na poziomie
pojedynczego genu jak i catego genomu. Rozdziat ,Przeglad literatury” wzbogacaja
dwie ryciny prezentujace: zaburzenia procesu metylacji DNA (Rycina 1) i klasyfikacje
metod analizy metylacji DNA (Rycina 2).

Cele pracy (,Cel pracy”) zostaty przedstawione w sposéb logiczny i zrozumiaty. Sg one
zgodne z tytutem dysertacji doktorskiej.

Rozdziat ,Materiat i metody” to 26 stron bardzo szczegétowego przedstawienia
wszystkich metod i zastosowanych w nich protokotéw poczawszy od:

e izolacji DNA i RNA,

e syntezy cDNA,

e konwersji bisulfitowej genomowego DNA,
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e sekwencjonowania metodg dideoxy Sangera,
e sekwencjonowania frakcji metylomu metodg RRBA,

e walidacji wynikéw sekwencjonowania bibliotek RRBA i weryfikacji uzyskanych
wynikdw na wiekszej grupie badawczej,

e klonowania w wektorze plazmidowym

e analizy transkryptomu z uzyciem mikromacierzy GE 4x44K wraz z walidacja
poziomu ekspresji wybranych genéw metodg real — time qPCR.

Poza wymienionymi powyzej technikami laboratoryjnymi, Autorka wykorzystuje
rowniez szereg programow bioinformatycznych do obrdbki i analizy sekwencji, czy tez
identyfikacji genéw wskazujacych réznice w poziomie ekspresji.

Tres¢ rozdziatu ,Materiat i metody” dopetnia 29 tabel (Tabela 3 — Tabela 32)
prezentujgcych szczegdty protokotdw (m. in.: warunki termiczne reakcji, sktad
mieszaniny reakcyjnej, sekwencje starterow) i dwa zdjecia zeli agarozowego (Rysunek
3) ipoliakrylamidowego (Rysunek 4).

Rezultaty przeprowadzonych analiz (Rozdziat ,Wyniki”) zaprezentowane sg w postaci
tabelarycznej (Tabela 33 — Tabela 44) i uzupetnione 14 rycinami (Rysunek 5 — Rysunek
19). Bardziej szczegétowe wyniki Autorka umiescita w materiatach uzupetniajacych
(Suplement 1i 2).

Rozdziat , Dyskusja” podzielony zostat na 11 podrozdziatéw w ktdrych Autorka w
spos6b wysoce merytoryczny, konkretny i bardzo logiczny ustosunkowuje sie do
wynikéw swoich badan w kontekscie literatury. Dyskusja prowadzona jest w sposéb
bardzo dojrzaty a cytowana w pracy literatura obejmuje imponujacg liczbe 351
pozycji z czego znakomita wigkszo$¢ to pozycje z obiegu miedzynarodowego.

Whioski sg sformufowane bardzo precyzyjnie, przedstawione bardzo prawidtowo i
wynikajg bezposrednio z rezultatéw uzyskanych w trakcie realizacji do$wiadczen.
Mam drobng sugestie dotyczaca wniosku nr 1 (punkt recenzji: uwagi krytyczne).

. Uwagi krytyczne
Do zadan recenzenta nalezy réwniez wskazanie ewentualnych merytorycznych i
formalnych niescistosci zauwazonych w ocenianej dysertacji. Niescistosci te
omowione s ponizej w kolejnosci chronologicznej:

e W streszczeniu Autorka w odniesieniu do pordwnania profilu metylacji

pomiedzy tkankg zdrowa i chorg postuguje sie okresleniem ,wiekszej grupy
badawczej”. Okreslenie to jest bardzo mato precyzyjnie, nie wskazuje ile
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tkanek zdrowych i chorych byto poddanych analizie, ani od jakich zwierzat te
tkanki zostaty pobrane.

W pracy brakuje jasno sformutowanej hipotezy badawczej, czy tez gtéwnego
celu prowadzonych badan. Zdanie z rozdziatu ,Dyskusja” (strona 87):
»Badania przeprowadzone w niniejszej pracy doktorskiej, ktérych celem byta
identyfikacja miejsc podlegajqcych zmianom poziomu metylacji w komérkach
nowotworowych oraz nieprawidfowosci w poziomie ekspresji gendw o
potencjalnym znaczeniu diagnostycznym i/lub prognostycznym w sarkoidach
konskich ......... ” proponuje wyodrebnié¢ jako cel gtéwny ktéry poprzedzi cele
czastkowe sformutowane na stronie 33.

Opis materiatu badawczego (strona 34) wykorzystanego w pracy wymaga
uscislenia. Do badan poziomu metylacji DNA materiat biologiczny (tkanka
zdrowa i préby guza sarkoidowego) pobrane zostaty od 8 koni. Do oceny
poziomu ekspresji pobrano materiat od czterech koni. Czy w obu przypadkach
byly to te same osobniki? Jaka tkanka traktowana byta jako kontrola (tkanka
zdrowa)? W rozdziale 3.2.10 Autorka podaje iz weryfikacja wynikéw
sekwencjonowania bibliotek RRBS przeprowadzona zostata na ,wiekszej
grupie badawczej”, ktéra to grupa nie zostata zdefiniowana w rozdziale 3.1.
»Materiat badawczy”.

W rozdziale ,Dyskusja” (strona 86) Autorka pracy umiescita nastepujace
stwierdzenie: ,Wainym staje sie wiec, opracowanie nowych minimalnie
inwazyjnych metod diagnostycznych, ktdre umozliwiq szybkq i doktadng
diagnostyke sarkoidéw, a réwnoczesnie cechowad sie bedq wysokg
specyficznosciq i czutosciq w materiale pobranym z tatwo dostepnych tkanek
takich jak: krew, mocz bqdz slina”. O ile zgadzam sie z Autorka, iz krew jest
tkanka o tyle $lina i mocz sg to ptyny ustrojowe.

Whiosek 1 (strona 33) wymaga uscislenia. Jego obecne brzmienie sugeruje iz
brak réinic w poziomie metylacji sekwencji CpG pomiedzy guzem
sarkoidowym a tkankg zdrowa w panelu 9 analizowanych genéw zwiazane
jest jedynie z zastosowang technika BS — PCR. Autorka nie wskazuje w tym
wniosku iz panel 9 gendw powigzany jest z nowotworami skdry u ludzi. Akcent
we wniosku powinien by¢ raczej potozony na to iz, panel 9 gendw
odrywajacych istotng role w procesie karcenogenezy tkanki skérnej u
cztowieka nie jest powigzany z powstawaniem sarkoidéw u koni, co oznacza,
ze zmiany w innych genach odpowiedzialne sg z czerniakiem i rakiem
kolczystokomdrkowym u ludzi, a sarkoidami u koni. Te teze potwierdzaja
rowniez wyniki catogenomowej analizy transkryptomu tkanki guza
sarkoidowego i tkanki zdrowe;.
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W pracy dostrzezono tez drobne btedy redakcyjne:

e Spis tresci i Strona 9 — angielskie okre$lenie streszczenia to: ,Abstract”
Autorka omytkowo napisata ‘Abstrakt”.

® Rysunek 17 (strona 81), brakuje legendy wyjasniajacej co oznaczajg numery
pod kolejnymi probami na osi OX.

e Tabela 8 (strona 39) — brakuje w niej jednego genu (TRPM1)

e Tabela 9 (strona 40) — uzyte sformutowanie ,mix reakcyjny” jest okresleniem
potocznym, poprawne okreslenie to ,mieszanina reakcyjna”

e We wszystkich tabelach w ktérych wymieniony jest chlorek magnezu,
chemiczny zapis tego zwigzku powinien mie¢ format ,,MgCl,”. W obecnym
zapisie brakuje indeksu dolnego dla cyfry ,,2”.

e Strona 54 - btagd w pisowni stowa ,przeprowadzono” (aktualny zapis:
»pzeprowadzono”)

e Strona 93 - btad w pisowni. W zdaniu: ,Rozbieznosci te wymagajq
dodatkowych badari, cho¢ jedng z ich przyczyn moze byé mata grupa
badawcza wykorzystana w niemniejszej pracy, ...... ” zamiast ,niemniejszej”
powinno by¢ ,niniejszej”.

e Strona 101 — btad w pisowni. W zdaniu: ,,Podobng dendencje zaobserwowaniu
w przypadku raka nerki...” zamiast ,,dendencje” powinno by¢ ,tendencje”.

e Strona 101 - btad w pisowni. W zadaniu: ,Byty to zardwno czynniki
transkrypsyjne...” zamiast ,transkrypsyjne” powinno by¢ ,transkrypcyjne”.

o Liste stosowanej w doswiadczeniach aparatury (rozdziat 3.2.1 strona 34)
proponuje przenies¢ do suplementu.

e W spisie literatury publikacje tego samego autora powinny by¢ umieszczone w
kolejnosci chronologicznej (nie we wszystkich przypadkach zasada ta jest
przestrzegana).

e Dwie pozycje ze spisu literatury (335, 342) nie sg cytowane w tekscie.

Wymienione uwagi majg charakter redakcyjny. Zastosowane metody badawcze,
dobor materiatu do badan, analiza i pdzniejsza interpretacja uzyskanych wynikéw
wskazuje iz mgr inz. Ewelina Semik wykazata sie bardzo dobrym przygotowanie
merytorycznym i opanowaniem warsztatu badawczego.



4. Wartos$¢ merytoryczna pracy

Przedtozona do recenzji dysertacja doktorska ma charakter eksperymentalny.
Autorka wykorzystuje wiele nowoczesnych technik molekularnych w tym
cafogenomowe analizy wysokoprzepustowe dotyczace szczegbétowej analizy
transkryptomu i metylomu. W dostepnej literaturze nie ma informacji o tak szeroko
prowadzonych badaniach dotyczgcych guzéw sarkoidowych u koni wykorzystujacych
catogenomowe techniki molekularne. Duza swoboda w opisie wymagajacych technik
molekularnych (mikromacierze ekspresyjne, klonowanie molekularne,
sekwencjonowanie nastepnej generacji) $wiadczy o bardzo dobrym warsztacie
laboratoryjnym Autorki. Mgr inz. Ewelina Semik z duzym obeznaniem postuguje sie
zaréowno protokotami laboratoryjnymi jak i rownie wymagajagcymi protokoftami
bioinformatycznymi.

Dysertacja doktorska mgr inz. Eweliny Semik ma duzg warto$¢ nowatorska a na
szczegolne podkreslenie zastuguje:

e Zaproponowanie nowych gendéw markerowych, ktére po weryfikacji w
badaniach na wiekszej liczbie osobnikéw beda mogty by¢é wykorzystane we
wczesnej diagnostyce zmian sarkoidowych u koni

e Zastosowanie wysoko przepustowych analiz transkryptomu, ktore pozwolito
na wskazanie szeregu genéw majgcych wptyw ma zmiany metaboliczne jakie
$3 zwigzane z chorobg sarkoidowg

e Wykazanie iz geny: APC, CCND2, CDNK2B, DCC, RARB, RASSF1, RASSF5, THBS1,
TRPM1, ktére odgrywaja kluczowa role w rozwoju nowotwordw skéry u
cztowieka nie sg powigzane z rozwojem sarkoidow u koni.

Uzyskane w pracy wyniki dostarczajg nowej, bardzo wartosciowej wiedzy na temat
mechanizmu metylacji DNA w procesach kancerogenezy. Przedstawione rezultaty
doswiadczen stanowig przyczynek do zmian w metodyce diagnozowania
nowotworowej choroby sarkoidowej u koni, co ma znaczenie z poznawczego ale
rowniez praktycznego punktu widzenia.

Po lekturze dysertacji doktorskiej mgr. E. Semik nasuwa sie spostrzezenie iz

interesujagce i wartosciowe bytyby zweryfikowanie obu metod diagnostycznych:
klasycznej w oparciu o analize histologiczna i techniki molekularne.
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5. Whnioski koncowe

Dysertacja doktorska mgr inz. Eweliny Semik zatytutowana: ,Analiza poziomu
metylacji wysp CpG regiondw kodujagcych w DNA tkanki sarkoidéw korskich”
spetnia wymagania stawiane rozprawom doktorskim, okreslone w Ustawie z dnia 14
marca 2003 r. o Stopniach Naukowych i Tytule Naukowym oraz Stopniach i Tytule w
Zakresie Sztuki (Dz. U. 65, poz. 595) z pdzniejszymi zmianami w brzmieniu z dnia 18
marca 2011 r. (Dz.U. 84 poz. 455).

W zwiazku z powyzszym wnosze do Wysokiej Rady Naukowej Instytut Zootechniki —
Paistwowego Instytutu Badawczego o dopuszczenie mgr inz. Eweliny Semik do
dalszych etapdw przewodu doktorskiego.

Bydgoszcz 4.03.2016 Dr hab. Maria/Sﬁvek — Gapinska



