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RECENZJA

rozprawy doktorskiej mgr inz. Katarzyny Anny Roszkowskiej pt.:

uwMutacje genu TP53 w nowotworach gruczotu mlekowego u suk”

wykonanej w Katedrze Nauk Przedklinicznych, Instytutu Medycyny
Weterynaryjnej, Szkoly Gtléwnej Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie
pod kierunkiem dr hab. Sylwii Flis, prof. SGGW

Nowotwory piersi u kobiet oraz nowotwory gruczotu mlekowego u psow
nalezg do najczes$ciej wystepujacych zmian onkologicznych u tych gatunkow,
a notowany trend wzrostowy w ilo$ci zachorowan wzmaga koniecznosé
poszukiwania nowych metod i strategii zarowno w diagnostyce jak i terapii
tych schorzen. Proces ten nie jest mozliwy bez wykorzystania odpowiednio
dobranych i  sprawdzonych  modeli  zwierzecych. Powszechnie
wykorzystywane w badaniach in vivo gryzonie nie sg idealnym modelem z
racji na duze réznice zaréwno w etiologii, behawiorze jak i przebiegu procesu
kancerogenezy. W tej sytuacji coraz czesciej rozwaza sie psa jako model
badawczy z racji na wspélne z cztowiekiem $rodowisko zycia i narazenie na

podobne kancerogeny.

Liczne badania wskazujg, ze duza role w procesach nowotworzenia odgrywa
biatko p53 okreslane mianem ,straznika genomu”, ktére chroni komérki przed
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transformacjg nowotworowa poprzez m.in. aktywacje szlakéw naprawy DNA a
takze inicjacje apoptozy. Mutacje w genie TP53 sg obecne w wielu guzach
nowotworowych w tym takze w raku piersi gdzie ich obecno$¢ koreluje z
gorszym rokowaniem, wieksza chemioopornoscig, czy zdolno$é do
metastazy. Autorka podaje, ze dotychczas nie przeprowadzono badan
oceniajgcych, w jakim stopniu model nowotworu gruczotu mlekowego u suk
odzwierciedla raka piersi u kobiet pod wzgledem obecnosci mutacji w genie

TP53 oraz czy ich obecno$¢ koreluje z wystepowaniem objawoéw klinicznych.

W tym s$wietle badania przeprowadzone przez mgr inz. Katarzyne
Roszkowska sg bardzo cenne i wierze, ze oprécz waloréw poznawczych beda
miaty rowniez duze znaczenie aplikacyjne.

Przedstawiona mi do oceny praca doktorska jest typowym
opracowaniem monograficznym, zawierajgcym wszystkie niezbedne elementy
zwigzane z prawidtowo zrealizowanym etapem edytorsko-redakcyjnym.
Sktada sig z 13-ciu rozdziatéw obejmujgcych 137 stron, w tym: Streszczenie
(w jezyku polskim i angielskim), Informacja o finansowaniu badan, Wykaz
skrotow, Wstep i przeglad literatury, Hipoteza badawcza, Cel Pracy, Materiat i
Metody, Wyniki i analiza statystyczna, Oméwienie wynikéw i dyskusja, Wnioski
koncowe, Bibliografia obejmujgca 181 pozycji oraz Zatgczniki.

Pierwszym rozdziatem recenzowanej pracy doktorskiej jest
~Streszczenie” ktére w jezyku polskim i angielskim w bardzo czytelny i sita
rzeczy skrotowy sposob przedstawia osiggniecia Doktorantki zawarte w
dysertacji z rzeczowym podsumowaniem.

Nastepne dwa rozdziaty informujg w prawidtowy i czytelny sposdb o
zrodtach finansowania badan i uzytych w pracy skrétach.

Kolejnym rozdziatem ocenianej pracy doktorskiej jest ,Wstep i przeglad
literatury”, ktory jest wyczerpujacy, zawiera wszystkie niezbedne informacje,
ktére w umiejetny sposob wprowadzajg czytelnika w meritum tematu rozprawy
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doktorskiej. W tym dziale mgr inz. Katarzyna Roszkowska z duza precyzjg a
jednoczesnie swoboda przedstawia najnowszy stan wiedzy na temat
prewalenciji raka piersi w Polsce i na $wiecie, opisuje funkcje i role biatka p53
oraz mutacje w genie TP53, opisuje klasyfikacje rakéw piersi, przedstawia
informacje dotyczace biologicznych podstaw wykorzystania psa jako modelu w
badaniach nad nowotworami cztowieka w tym poréwnuje biologie nowotworéw
gruczotu mlekowego z akcentem na funkcje genu TP53 i biatka pS3 w
analizowanych nowotworach u tych gatunkéw. Na koniec tego rozdziatu
Autorka opisuje metody diagnostyczne i mozliwosci terapeutyczne w leczeniu
nowotworéw gruczotu mlekowego u suk oraz przedstawia wiedze z zakresu
uzycia modeli komérkowych jako narzedzia w badaniach nad nowotworami
gruczotu mlekowego.

Na podkre$lenie zastuguje bardzo dobre wykorzystanie przez
doktorantke w tej czesci rozprawy doktorskiej bogatej, aktualne;j literatury co w
rzetelny sposéb oddaje stan wiedzy z zakresu omawianego tematu.

Kolejng cze$cig recenzowanej dysertacji jest rozdziat: LHipoteza
badawcza” gdzie Autorka stawia hipoteze, ze ,mutacje w genie TP53
wystepujace w nowotworach gruczotu mlekowego suk wplywajg zaréwno na
wtasciwosci biologiczne komérek nowotworowych in vitro, jak i na wybrane
parametry kliniczne obserwowane u badanych zwierzat”.

Kolejng czescig recenzowanej dysertacii jest rozdziat: ,Cel pracy”. Jest
on krotkim, zwieztym oraz komunikatywnym okresleniem stwierdzajgcym jakie
zadania Doktorantka sobie postawita w ramach zaplanowanych badan, tak
aby spetnic gtowny cel i zatozenia rozprawy doktorskiej tj.: ocena, czy
spektrum mutacji w genieTP53 w nowotworach gruczotu mlekowego u suk
wykazuje podobienstwo do tego obserwowanego w raku piersi u kobiet, a
takze czy obecno$¢ tych mutacji koreluje z parametrami klinicznymi i

molekularnymi, takimi jak typ histologiczny nowotworu, stopien ztosliwosci,

3|Strona




Sins | UNIWERSYTET
@5 & | PRZYRODNICZY
: WE WROCLAWIU

ZAKLAD PATOMORFOLOGII Il WETERYNARII SADOWEJ
KATEDRA PATOLOGII
WYDZIAL MEDYCYNY WETERYNARYJINEJ

inwazyjno$¢, zdolno$¢ migracji komérek, chemioopornosé (oceniane w
modelu in vitro), oraz z poziomem ekspresji wybranych genow z panelu
PAM50: MYBL2, CCNE1, PHGDH, CDC20, CDH3, ESR1, MAPT, FOXA1,
MLPH, SLC39A6, a dodatkowo takze TP53 oraz jego negatywnego regulatora
MDM2.

Jako cele szczegdtowe Autorka wyodrebnita 5 zadan:
*Oopracowanie kryteriow kwalifikacji pacjentek oraz pobieranych guzéow do

badan;

- identyfikacje i charakterystyke mutacji genu TP53 w uzyskanych prébkach
nowotworowych;

* opracowanie procedur izolacji i hodowli komérek przy zachowaniu mozliwie
najwyzszej zgodnosci z cechami guza pierwotnego;

* opracowanie i standaryzacje protokotow in vitro umozliwiajacych ocene
parametrow biologicznych zwigzanych ze zlosliwo$cig nowotworu oraz ich
korelacje z danymi klinicznymi i molekularnymi;

*okreslenie profilu ekspresji wybranych genéw i jego zestawienie z
pozostatymi wynikami badan w celu identyfikacji potencjalnych markeréw
prognostycznych i predykcyjnych.

Rozdziat ten jest prawidtowo sformutowany i poza drobnymi
literbwkami nie mam do tej czesci pracy doktorskiej zastrzezen.

Rowniez bardzo rozbudowany i szeroki dziat »,Materiaty i metody” nie
budzi specjalnych watpliwosci, a rzetelnie przedstawione informacje dotyczace
zaréwno aspektu pozyskiwania materiatu biologicznego czyli w tym przypadku
guzow nowotworowych, przez ich ocene histopatologiczna, izolacje komoérek
nowotworowych i ich hodowle, formowanie sferoidow, analizy migraciji
komérek, analizy ich chemioopornosci i inwazyjnosci oraz badania z zakresu
biologii molekularnej $wiadczg o duzej samodzielnosci naukowo-badawczej
Autorki doktoratu.
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Jak w kazdej, prawidtowo zaplanowanej i wykonanej pracy badawczej
wyniki zostaty poddane rzetelnej i doktadnej analizie statystycznej z
wykorzystaniem programu GraphPad Prism.

Kolejny rozdziat to "Wyniki i analiza statystyczna", w ktérym
Doktorantka dokfadnie opisuje rezultaty przeprowadzonych badan. Uzyskane
wyniki Autorka prezentuje w prawidtowy, czytelny i wtasciwy sposéb. W
poszczegdinych podrozdziatach tej czesci dysertacji mgr inz. Katarzyna
Roszkowska opisuije:

1. Materiat pozyskany do badan.

2. Linie komorkowe wyprowadzone z pozyskanych w ramach pracy guzéw
nowotworowych gruczotu mlekowego u suk.

3. Analize ekspresji genéw z panelu PAM50 w guzach nowotworowych
gruczotu mlekowego suk.

Moje drobne uwagi to str. 69 zdanie "...nowotwory niewywodzace sie z
gruczotu mlekowego..." powinno raczej brzmie¢ "...nowotwory niewywodzgce
sie z tkanki gruczotowey..."

Réwniez w tym miejscu chciatbym uwypukli¢ problem stusznie
zauwazony przez Autorke, a mianowicie trudno$é z pobraniem
reprezentatywnego wycinka do badan w przypadku guzéw duzych, ktore
zazwyczaj majg bardzo ztozona i heterogenng budowe, jak réwniez zmiennie
obfite obszary martwicze czy tez objete procesem zapalnym. Jak réwniez
pozostaje otwarty problem roznych podtypow histologicznych nowotworu u
tego samego osobnika w obrebie jednej listwy mleczne;.

Nalezy uwypukli¢ fakt, ze Autorce udato sie ustalié pewne dane
kliniczne od 27 pacjentek dotyczace m.in. czasu przezycia bez wznowy co
niestety jest dosy¢ rzadkie w badaniach weterynaryjnych.

Catos¢, dokumentujaca osiagniete rezultaty jest zaprezentowana przez

mgr inz. Katarzyne Roszkowskg w sposéb bardzo czytelny z wykorzystaniem
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licznych, bardzo dobrej jakosci, kolorowych zdjeé, rycin, tabel i wykresow, co
sprawia, ze nie nastrecza odbiorcy wiekszych ktopotow z przyswojeniem i
analizg otrzymanych przez Doktorantke bardzo licznych wynikow oraz
potwierdza umiejetno$¢ samodzielnego prowadzenia pracy naukowej. Nalezy
zdecydowanie i kolejny raz podkresli¢, ze Doktorantka uzyskane wyniki
poddata wtasciwie dobranej i rzetelnej analizie statystyczne;.

Mgr inz. Katarzyna Roszkowska w rozdziale pt.: ,Oméwienie wynikow i
dyskusja” w oparciu o udokumentowane wyniki przeprowadzonych badan
wiasnych prowadzi rzeczowa i madra polemike z innymi Autorami zajmujgcymi
si¢ podobnym tematem zaréwno w aspekcie weterynaryjnym jak i medycyny
czlowieka. Nalezy przyzna¢, ze ten fragment pracy potwierdza bardzo dobre
rozeznanie mgr inz. Katarzyny Roszkowskiej w temacie prowadzonych badan
oraz potwierdza duzg wiedze Autorki w zakresie omawianej tematyki.
Dodatkowo nalezy podkresli¢ swobodne poruszanie sie Doktorantki w
zakresie aktualnego piSmiennictwa w tym gtownie anglojezycznego
dotyczgcego zagadnien pracy doktorskie;.

Drobne uwagi to str. 96 zdanie "Istotnym spostrzezeniem jest fakt, ze
nie kazda zmiana zlokalizowana w obrebie listwy mlecznej wywodzi sie z
gruczotu mlekowego".... raczej jest to fakt znany od dawien dawna, a nie
"istotne spostrzezenie".

W kazdej pracy doktorskiej podsumowanie stanowig wnioski, wysuniete
na  podstawie przeprowadzonych badan oraz  uzyskanych i
przedyskutowanych wynikéw. W rozdziale "Whioski koricowe" Doktorantka
sformutowata 7 wnioskéw, ktére dowodza, ze zatozenia pracy zostaty zgodnie
z planem zrealizowane tj.:

1. Mutacje w genie TP53 w nowotworach gruczotu mlekowego u suk (w
badanej kohorcie) wystepujg z czestoscig okoto 15%, a wiec rzadziej

niz w ludzkim raku piersi (ok. 30%), jednak ich obecno$¢ wigze sie z
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podobnymi zmianami w dynamice wzrostu i fenotypie komorek
nowotworowych (np. proliferacja, inwazyjno$¢). Stwierdzono istotng
korelacj¢ pomiedzy obecnoscia mutacji w genie TP53 a typem
histopatologicznym guza (p = 0,0121) oraz stopniem ztosliwosci
(p=0,0015).

. Profil ekspresji wybranych genéw z panelu opartego na PAM 50

(MYBL2, CCNE1, PHGDH, CDC20, CDH3, ESR1, MAPT, FOXA1,
MLPH, SLC39A6) u suk odzwierciedla kluczowe wzorce obserwowane
w ludzkim raku piersi. Wykazano istotne réznice ekspresji genéw
ESR1, MLPH, MYBL2 w zaleznosci od statusu genu TP53 oraz w
zaleznoSci od stopnia ztosliwosci nowotworu. Otrzymane dane
potwierdzajg, ze ekspresja wybranych genéw (m.in. ESR1, FOXA1,
MLPH, MYBL2, CDH3) moze stanowi¢ cenny wskaznik prognostyczny i

predykcyjny réwniez u psow.

. Stopien ztosliwosci histopatologicznej guzéw koreluje z parametrami

proliferacyjnymi oraz tendencjg do wiekszej chemioopornosci, co
potwierdzono zaréwno na poziomie ekspresji genow proliferacyjnych
(MYBL2), jak i w testach in vitro - guzy o wyzszej ztosliwosci
charakteryzowaty sie zwigkszong aktywnoscia proliferacyjng i mniejsza
wrazliwoscig na cytostatyki.

4. Zastosowane chemoterapeutyki (doksorubicyna, karboplatyna oraz

fosforan toceranibu), wykazaty zréznicowang skuteczno$é w zaleznosci
od typu histopatologicznego guza oraz, w niektérych przypadkach,
statusu genu TP53. Zaobserwowane réznice wskazujg na mozliwoéé
istnienia zréznicowanych mechanizméw odpowiedzi na leczenie w

zaleznosci od molekularnego podtypu nowotworu.

. Roéznice w odpowiedzi komérek na chemioterapeutyki w modelu 2D

(najskuteczniejsza  doksorubicyna) oraz 3D (najskuteczniejsza
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karboplatyna), mogg wynika¢ z  odmiennych  warunkéw
mikroSrodowiska sferoidéw (ograniczona dyfuzja, hipoksja, ECM)

wptywajgcych na penetracje i skutecznosé lekow.

. Komorki pochodzace z guzéw z mutacjg TP53 wykazywaty tendencje

do mniejszej opornosci na dziatanie cytostatykéw, co sugeruje, ze
status genu TP53 moze modulowaé odpowiedz na chemioterapie.
Wynik ten ma jednak charakter eksploracyjny i wymaga potwierdzenia
na wigkszej liczbie probek w celu okreslenia znaczenia biologicznego

obserwowanego efektu.

. Model nowotworéw gruczotu mlekowego suk posiada istotng warto$é

translacyjng w badaniach nad rakiem piersi u ludzi. Opracowane i
scharakteryzowane linie komoérkowe, wraz z uzyskanymi danymi
histopatologicznymi i molekularnymi, umozliwiaja lepsze zrozumienie
mechanizmow inwazyjnosci, proliferacji oraz opornosci lekowej. Przy
dalszej walidacji i rozszerzeniu bazy danych model ten moze stanowié
warto$ciowe narzedzie w badaniach przedklinicznych ukierunkowanych

na rozwdj terapii nowotwordow.

Moje uwagi odno$nie tego rozdziatu sg jedynie sugestia o skrocenie
whnioskéw gdyz sg moim zdaniem zbyt rozbudowane.

Ostatnimi rozdziatami ocenianej pracy doktorskiej jest "Bibliografia” oraz

"Zatgczniki', gdzie wyodrebniona bibliografia w liczbie 181 pozycji stanowi
bardzo bogate kompendium wiedzy dotyczacej najnowszych badan i moze
by¢ doskonatym materiatem Zzrodtowym do dalszych prac w tym zakresie

tematycznym.

Oceniajgc rozprawe doktorskg mgr inz. Katarzyny Roszkowskiej nalezy

wyraznie podkreslic aktualno$¢ wyboru tematu oraz prawidtowo dobrany
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wachlarz zaawansowanych metod badawczych. Recenzowana praca stanowi
oryginalne opisanie oraz rozwigzanie problemu naukowego, jest prawidtowo
zaplanowana i zrealizowana oraz $wiadczy o duzej zdolnosci Autorki do
wyciggania samodzielnych wnioskéw. Zaréwno cel jak i zatozenia pracy
zostaty osiggniete, a otrzymane wyniki moga mieé duze znaczenie praktyczne
w medycynie weterynaryjnej oraz translacyjne;j. Chciatbym podkresli¢, ze
praca doktorska mgr inz. Katarzyny Roszkowskiej jest wykonana starannie,
warsztatowo rzetelnie i nienagannie, zgodnie z wszelkimi standardami
dotyczacymi tego typu badan naukowych, a uzyskane wyniki stanowig
oryginalny i bardzo wartosciowy dorobek Autorki.

Reasumujgc stwierdzam, Ze przedstawiona mi do recenzji praca
doktorska Pani mgr inz. Katarzyny Roszkowskiej w rzetelny sposéb
dokumentuje przeprowadzone przez Nig badania oraz spetnia warunki
okreslone w Ustawie z dnia 20 lipca 2018 r ,Prawo o szkolnictwie wyzszym i
nauce” (Dz. U. z 2024 r. poz. 1571 z pézn. zm.). Whioskuje zatem do Rady
Dyscypliny Weterynaria, Szkoty Gtéwnej Gospodarstwa Wiejskiego w
Warszawie o przeprowadzenie dalszych etapow postepowania w sprawie
nadania stopnia naukowego doktora Pani mgr inz. Katarzynie Roszkowskie;j.

Dodatkowo, majgc na uwadze znaczenie praktyczne i aplikacyjne
poruszanego tematu, wyczerpujgce przedstawienie zagadnien oraz bardzo
dobre i rzetelne wykonanie badan z wykorzystaniem zaawansowanych technik
badawczych, wnioskuje o wyréznienie pracy doktorskie;.

Wroctaw, dnia 09.02.2022
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