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Recenzja
rozprawy doktorskiej mgr inz. Katarzyny Anny Roszkowskiej
pt.: Mutacje genu TP53 w nowotworach gruczotu mlekowego u suk
wykonanej pod kierunkiem naukowym promotor dr hab. Sylwii Flis, prof. SGGW
w Katedrze Nauk Przedklinicznych Instytutu Medycyny Weterynaryjnej

Szkoty Gléwnej Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie

Podstawa prawna i ocena formalna

Oceng rozprawy wykonano na prosbe dra hab. Tomasza Sadkowskiego, prof. SGGW,
Przewodniczacego Rady Dyscypliny Weterynaria Szkoty Gléwnej Gospodarstwa Wiejskiego
w Warszawie, zgodnie z wymogami okreslonymi w Ustawie z dn. 20 lipca 20218 r. Prawo
o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2024 r. poz. 1571 z pézn. zm.). Przedstawiona do
oceny praca spetnia warunki formalne okreslone w ww. Ustawie. Materiaty zostaty

przygotowane w sposob umozliwiajacy wlasciwa oceng oraz zapoznanie si¢ z istotg rozprawy
doktorskie;j.

Charakterystyka rozprawy doktorskiej

Oceniana praca zostala przygotowana w formie nieopublikowanej monografii
naukowej. Liczy ona 136 stron, na ktérych zawarto 27 tabel (wraz z zatacznikiem) i 32 ryciny.
Opracowanie jest eksperymentalng rozprawa doktorska isktada si¢ z szesciu gtéwnych
rozdziatdw: Wstep i przeglgd literatury, Hipoteza badawcza, Cel pracy, Material i metody,
Wyniki i analiza statystyczna, Omoéwienie wynikéw i dyskusja oraz Wnioski korcowe. W pracy
zawarto rowniez zatgeznik, streszczenie w jezyku polskim i angielskim, wykaz cytowanego
piSmiennictwa zrédtowego (181 pozycji) i wykaz skrotow.

W ukfadzie typowym dla rozpraw doktorskich z regulty wystepuja rozdzialy: Wyniki
oraz Dyskusja, albo Wyniki i dyskusja, ktére sprawiaja, ze praca jest klarowna. W ocenianej
pracy czes¢ wynikéw znajduje si¢ w rozdziale Wyniki i analiza statystyczna, a czes$é
w Omowieniu wynikéw i dyskusji. W rozdziale Wyniki i analiza statystyczna znajduja sie
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podrozdzialy 5.1 oraz 5.1.1. i w czedci duzej czescei tresci podrozdziatu 5.2., ktdre powinny
znalez¢ si¢ w rozdziale Material i metody, poniewaz opisuja material wykorzystany
w badaniach. Na etapie wstepnej oceny praca ma niestandardowy uktad i wydaje sie by¢
nieusystematyzowana, jednak po zglebieniu jej tresci mozna przypuszczaé, ze uklad pracy
wynika z jej podzialu na dwie zasadnicze czgSci: pierwsza opisuje wyniki badan
przeprowadzonych przez Doktorantke w laboratorium, ktore zwigzane sa z eksperymentami na
tkankach nowotwordéw psoéw — stad rozdzial — Wyniki i analiza statystyczna, natomiast druga
jej czes¢ — Omowienie wynikow i dyskusja skupia si¢ na analizach z zakresu modelu
translacyjnego, wraz z ogdlnie opisanymi metodami badan in silico, ktore de facto powinny
by¢ uszczegbtowione i znalez¢ si¢ w rozdziale Material i metody. Powyzsze sugestie powinny
zosta¢ uwzglednione podczas przygotowywania pracy do druku i sgdze, ze nie bedzie z tym
problemu, poniewaz ukfad artykutéw naukowych wymusi prawidtowe podanie poszczegolnych
informacji w konkretnych rozdziatach.

Tytut rozprawy nie jest adekwatny do jej tresci, poniewaz nie uwzglednia badan
translacyjnych, ktore sa znaczacym atutem pracy. Jednak tytut ma swoje uzasadnienie. Badania
stanowigce podstawe rozprawy doktorskiej, co nalezy podkresli¢, powstaty w ramach projektu
badawczego finansowanego ze $rodkdw Narodowego Centrum Nauki Preludium
nr 2019/33/N/NZ4/02773 pt. Mutacje w genie TP53 w guzie sutka u pséw i ich znaczenie
kliniczne, ktérego kierownikiem byta mgr inz. Katarzyna Roszkowska. Dodatkowo fakt ten
wskazuje na wysoki poziom naukowy i nowatorski charakter realizowanych badan.

We Witepie opisano problematyke Scisle zwigzang z hipoteza badawczg i zatozonymi
w pracy celami badan. Wstep zostal prawidlowo podzielony na podrozdziaty, w ktérych mgr
inz. Katarzyna Roszkowska, z wykorzystaniem aktualnych i wtasciwie dobranych artykutow
naukowych, przedstawita zagadnienia $ciSle zwiazane z przeprowadzonymi badaniami.
Doktorantka w syntetyczny sposdb opisata problem wystepowania oraz charakterystyke
i klasyfikacje nowotwordw gruczotu mlekowego, przyblizyta informacje dotyczace biatka p53
oraz mutacji w sekwencji genu 7P53. Wyczerpujaco opisata tez psa, jako zwierze modelowe
w badaniach nad nowotworami czlowieka oraz zasadnie poréwnata gen TP53 i biatko p33
uobu gatunkéw. Uzasadnione bylo roéwniez przedstawienie metod diagnostycznych
i mozliwosci terapeutycznych w leczeniu nowotworéw gruczotu mlekowego suk. Potrzebny
byl réwniez opis modeli komdrkowych wykorzystywanych w badaniach nowotworéw.
W rozdziale tym Doktorantka wykazata si¢ dobra orientacja w problematyce zwigzanej z
podjetymi badaniami. Informacje przedstawione we wstgpie rozprawy $wiadczg o jej duzej
wiedzy i umiejetnosci przedstawienia trudnych zagadnien w zrozumiaty sposdb, co pozwala na
stwierdzenie, ze Doktorantka doglebnie zapoznata si¢ z piSmiennictwem zwigzanym
z przeprowadzonymi badaniami.

Znajomos¢ tematyki z zakresu podjetych badan oraz wiasciwy dobér pozycji
pismiennictwa pozwolit Doktorantce prawidlowo sformutowac hipotez¢ badawcza i wytyczy¢
wiasciwie sformutowany Cel pracy. Celem badan bytfa ocena, czy spektrum mutacji w genie
TP53 w nowotworach gruczolu mlekowego u suk wykazuje podobienstwo do tego
obserwowanego w raku piersi u kobiet, a takze czy obecnos$¢ tych mutacji jest zwigzana
z parametrami  klinicznymi i molekularnymi. Pani mgr inz. Katarzyna Roszkowska
sformutowata tez szczegdtowe zadania badawcze, ktdre sa zgodne z zatozeniami pracy. Warto
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wspomnie¢, ze cel pracy powinien znajdowaé si¢ rowniez w streszczeniu, w ktdrym go
zabrakto.

W rozdziale Material i metody Doktorantka przedstawita materiat i techniki badan, na -

podstawie ktorych przeprowadzita eksperymenty dotyczace nowotworéw pséw. Materiat
stanowifo 50 guzéw nowotworowych gruczotu mlekowego, pobranych od 37 suk podczas
terapeutycznej mastektomii. Zebrano informacje kliniczne pacjentek przed zabiegiem, jak i w
okresie od 6 miesigcy do roku po operacji. Nalezy podkresli¢, ze Doktorantka zebrata bardzo
wartosciowy materiat badawczy, ktéry moze zosta¢ wykorzystany do kolejnych badan. Na
szczegolng uwage zastuguja przypadki wystepowania kilku guzéw u jednej suki, jak réwniez
wznowy. Badan na poziomie molekularnym z tym zwiazanych jest mato, wiec mozna dostrzec
w nich duzy potencjat badawczy na przysztosé. Guzy poddano prawidlowej analizie
histopatologicznej i molekularnej, a z 32 guzéw, z wykorzystaniem wiasciwych metod,
wyprowadzono linie komdrkowe, ktore zasadnie wykorzystano w badaniach in vitro. Zaréwno
liczebnos¢, postgpowanie z materiatem biologicznym, jak i rozpoznanie histopatologiczne byto
prawidtowe i gwarantujace otrzymanie wiarygodnych wynikéw badan. Mgr inz. Katarzyna
Roszkowska prawidlowo zaplanowata i wykonata cz¢s¢ doswiadczalng pracy. Wybdr metod
do przeprowadzenia analiz nowotworéw pséw wykorzystanych w pracy zostal przestawiony
szczegotowo i w sposdb mozliwy do powtdrzenia. Metody badawcze przedstawione w tym
rozdziale sa wlasciwie dobrane i zastosowane.

Warto podkresli¢ bogaty warsztat metodyczny wykorzystany w przeprowadzonych
badaniach laboratoryjnych, a skrupulatny opis metodyki §wiadczy o wtasciwym przygotowaniu
teoretycznym Doktorantki i znajomosci podjetego w pracy tematu badan. Natomiast zakres
analizowanych parametréw i metody badawcze sa wlasciwe w kontekscie przyjetego celu
badawczego.

Do tego rozdziatu mam pytanie: jakiej dlugosci fragment genu 7P53 analizowano i jaka
on miat lokalizacj¢ w sekwencji genu TP53? Czym si¢ kierowano przy wyborze tego
konkretnego fragmentu genu?

W rozdziale pt. Wyniki i analiza statystyczna Doktorantka przedstawita uzyskane
rezultaty w konsekwentny i przystepny sposob. Wyniki zestawiono w 10 tabelach, na
chromatogramie (ktéry jest wynikiem graficznym i powinien by¢ opisany jako rysunek, a nie
tabela) oraz na 15 rycinach izaprezentowano w logiczny sposéb. Ukfad tabel i rycin jest
przejrzysty i komunikatywny.

W poczatkowej czgsci rozdziatu  Omodwienie wynikow i dyskusja solidnie
przedyskutowano dane statystyczne dotyczace epidemiologii nowotworéw gruczotu
mlekowego suk przedstawiajac tez informacje dotyczace mozliwosci wykorzystania psa jako
modelu zwierzgcego w badaniach translacyjnych nad ludzkim rakiem piersi. W dalszej czgsci
rozdziatu Doktorantka skupita si¢ na charakterystyce mutacji genu TP53 w kontek$cie modelu
translacyjnego. Badania molekularne wykazaty wystepowanie mutacji w sekwencji genu 7P53
w przypadku 7 z 47 guzéw, co stanowi niemal 15% nowotworéw objetych badaniami. Kazda
wykryta mutacja byta innego typu. Na uwage zastuguje fakt, ze w ramach pracy powstata baza
danych obejmujaca wyniki kliniczne, histopatologiczne i molekularne pséw zwiazana
z diagnostyka raka piersi u kobiet (panel PAMS50) oraz unikalne, stabilne linie komérkowe,
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szczegotowo scharakteryzowane pod wzglgdem parametrow ztodliwosci. Za wartosciowe
wyniki nalezy uzna¢ opisanie pewnych tendencji pomiedzy obecnoscia mutacji w genie TP53,
a typem histopatologicznym guza oraz stwierdzenie réznicy w zdolno$ci do migracji komérek
pomigdzy rakiem o typie mieszanym, a rakiem litym. Wazne sg réwniez wyniki badan
dotyczace odpowiedzi komodrek na rézne chemioterapeutyki, ktére wykazaly rdznice
w zaleznosci od rodzaju mutacji obecnej w danym guzie. Istotne sa wyniki analizy poziomu
ekspresji gendw, ktore wskazaty na réznice pomigdzy poziomem ekspresji gendw w guzach
z mutacjg TP53 (MUTp53) a poziomem ekspresji gendw w guzach z dzikim typem tego genu
(WTp53) (w przypadku genéw: ESRI, MLPH oraz MYBL2). Warto$ciowe s3 rdwniez rezultaty,
ktore wskazaly na fakt, ze stopien ztosliwosci guzéw byt zwigzany z ekspresja pieciu gendw
(ESR1, FOXA1, MLPH, MYBL2 i CDH3).

Do tego rozdzialu mam pytanie i kilka uwag:
— Skad Doktorantka wie, ze okreslita mutacje, a nie polimorfizmy?

— Doktorantka w pracy nie uzywa opisdw mutacji zgodnie z przyjetymi standardami, a robi
to tylko opisowo. Mutacje w sekwencjach DNA opisuje si¢ wedtug standardu
opracowanego przez Human Genome Variation Society (HGVS). System ten wykorzystuje
ujednolicong nomenklature do precyzyjnego okreslania zmian na poziomie DNA, RNA
i biatek, umozliwiajac jednoznaczna identyfikacje mutacji w genomie.

— Mgr inz. Katarzyna Roszkowska wykorzystuje test chi-kwadrat do testowania grup o zbyt
matych liczebnosciach. Sama Doktorantka w streszczeniu podaje: Niestety, heterogennosé
badanej grupy zwierzqt uniemozliwila uzyskanie wynikéw o odpowiedniej mocy
statystycznej, z czym si¢ zgadzam. Wyniki powinny by¢ opisane, jednak przy matych
liczebnosciach Doktorantka powinna zrezygnowal ze wskazywania istotnosci rdznic
pomiedzy grupami, a tylko opisa¢ zauwazone tendencje.

- W tym samym rozdziale Doktorantka stwierdza: Badania molekularne wykazaly
wystepowanie mutacji u 7 z 47 zsekwencjonowanych guzéw — mutacje wystepuja w
sekwencji genu, a nie w zsekwencjonowanych guzach. Sekwencjonuje sie produkt PCR,
wigc przytoczone wyrazenie jest duzym skrétem myslowym.

— Nastr. 71 nieprawidtowo uzyte zostato okreslenie gruczol mleczny, powinno byé — gruczot
mlekowy.

— Ponadto w pigciu miejscach w pracy Doktorantka uzywa okreslenia mieszarce, ktére tyczy
sig¢ pséw. To okreslenie jest potoczne, a w pracy naukowej powinno sie uzywacé okreslenia
pSy nierasowe.

W rozdziale pt. Omowienie wynikow i dyskusja mgr inz. Katarzyna Roszkowska
przedstawita wyniki i informacje w dwodch tabelach. W tym rozdziale Doktorantka
zaprezentowala charakterystyk¢ mutacji w sekwencji genu 7TP353 w konteksicie modelu
translacyjnego i przedstawita zmiany aminokwasowe w biatku p53 w guzach sutka suk
w porownaniu z ludzkimi odpowiednikami.




W rozprawie mgr inz. Katarzyna Roszkowska nie postuguje si¢ prawidtowymi
oznaczeniami mutacji. Za mutacj¢ w wielu miejscach pracy, w tym np. w tabeli 26 uznaje
zmian¢ aminokwasowa, co nie jest podejsciem prawidfowym.

Pomimo uwag, ktére by¢ moze utatwia przygotowywanie manuskryptu do druku,
zapoznanie si¢ z trescia dwoch powyzszych rozdziatéw sktania do stwierdzenia, ze Doktorantka
rozwigzata postawione problemy badawcze i otrzymata interesujace, w duzej czesci pionierskie
wyniki. Doda¢ nalezy, co podkreslita sama Doktorantka, ze badania powinny by¢
kontynuowane na ujednoliconym i liczniejszym materiale badawczym, co w przypadku
nowotwordw pséw nie jest proste z uwagi na wystgpowanie obecnie ponad 350 ras psow
aktualnie uznanych przez Migdzynarodows Federacje Kynologiczna (FCI) i istnienie wielu
typdw nowotwordéw. Dlatego pomimo malej liczby obserwacji w niektérych grupach
eksperymentalnych nalezy uzna¢ przeprowadzone badania i otrzymane rezultaty jako

wartosciowe. Moga one zosta¢ wykorzystane jako wyniki nadajace kierunek dalszym
badaniom.

Interpretacja wynikéw Swiadczy o umiejetnosci mgr inz. Katarzyny Roszkowskiej
kompleksowego podejscia do duzej liczby otrzymanych rezultatéw i ich opisu, czyli nalezytym
przygotowaniu Doktorantki do problemu badawczego podjetego w pracy doktorskiej.
Informacje zawarte w dwoch powyzszych rozdzialach pozwalaja na stwierdzenie,
ze Doktorantka odpowiedziata na postawione problemy badawcze.

Rozprawe konczy rozdzial pt. Whnioski korncowe, ktéry powinien zostaé standardowo
nazwany jako Wnioski, albo Podsumowanie i wnioski.

W tym rozdziale ostatni, siddmy wniosek zostal sformutowany zbyt jednoznacznie
i kategorycznie: Model nowotworow gruczolu mlekowego suk posiada istotng wartosé
translacyjng w badaniach nad rakiem piersi u ludzi (...), tym bardziej, ze w streszczeniu
rozprawy Doktorantka zawarta wywazona, prawidlowo sformutowang teze : Na podstawie
uzyskanych danych nie mozna jednoznacznie stwierdzic, czy pies stanowi adekwatny model do
badan nad rakiem piersi u czlowieka, jednakze uzyskane analizy Swiadczq o potencjalnej
istotnej wartosci translacyjnej. To zdanie ze streszczenia powinno stanowié ostatni,
podsumowujacy wniosek.

Whioski sa naukowo wazne, wyczerpuja zatozone cele dysertacji. Swiadcza one o duze;j
zdolnosci Doktorantki do syntetycznej analizy wynikow uzyskanych w pracy i ich prawidlowej
interpretacji.

Podkresli¢ nalezy, ze sugestie i uwagi, ktore zawartam w recenzji w zaden sposéb nie
umniejszajg wartosci merytorycznej rozprawy doktorskiej mgr inz. Katarzyny Roszkowskiej.

W mojej opinii praca doktorska prezentuje dobry poziom merytoryczny.
W uzasadnieniu podkresli¢ nalezy oryginalnos¢ badan, ich szeroki, wielowatkowy zakres i fakt,
ze praca wnosi nowe wartosci poznawcze, ktore poszerzyly wiedze zzakresu nauk
weterynaryjnych. Mgr inz. Katarzyna Roszkowska wykazata si¢ dobrg znajomoscia planowania
i przeprowadzenia eksperymentu badawczego oraz potwierdzita umiejetnosé oryginalnego
rozwigzania problemu naukowego poprzez analiz¢ uzyskanych wynikéw i formutowanie




wnioskéw. Dysertacja wskazuje na ogélng wiedzg teoretyczng Doktorantki w dyscyplinie
weterynaria oraz na umieje¢tnos¢ samodzielnego prowadzenia przez nig pracy naukowej.

Whiosek koncowy

Podsumowujgc stwierdzam, ze rozprawa doktorska mgr inz. Katarzyny Anny
Roszkowskiej pt.: Mutacje genu TP53 w nowotworach gruczotu mlekowego u suk spetnia
warunki stawiane rozprawom doktorskim okreslone w Ustawie z dn. 20 lipca 20218 r. Prawo
o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2024 r. poz. 1571 z pdzn. zm.), natomiast
Doktorantka wykazata wszelkie umiej¢tnosci niezbedne dla otrzymania stopnia doktora nauk,
a niniejsza rozprawa moze stanowi¢ podstawe do nadania stopnia doktora w dziedzinie nauk
weterynaryjnych, dyscyplinie weterynaria. Wnosz¢ zatem do Rady Dyscypliny Weterynaria
Szkoty Gtéwnej Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie wniosek o dopuszczenie mgr inz.
Katarzyny Anny Roszkowskiej do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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