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RECENZJA

rozprawy doktorskiej mgr inz. Pawla Wojtaszczyka pt. ,,Badania nad okre$leniem poziomu
zréznicowania ekspresji genu Foxp3 u lisa pospolitego Vulpes vulpes oraz ocena
zréinicowania poziomu jego ekspresji w poréwnaniu do psa domowego Canis familiaris
w Swietle funkcji czynnikéw transkrypeyjnych forkhead box”, wykonanej pod kierunkiem
promotora: prof. dr hab. Lukasza Adaszka w Katedrze Epizootiologii i Klinice Choréb
Zakaznych, Wydziatu Medycyny Weterynaryjnej, Uniwersytetu Przyrodniczego w Lublinie.

Podstawa formalna recenzji

Podstawe formalng opracowania recenzji stanowi uchwata Rady Dyscypliny Weterynaria

Uniwersytetu Przyrodniczego w Lublinie z dnia 7 lipca 2022 roku.
Oryginalnos¢, aktualnosé i przydatno$¢ podjetego problemu naukowego

Doktorant podjat badania nad kompleksem transkrypcyjnym forkhead box, ktérego ekspresja
wiaze si¢ z waznymi procesami fizjologicznymi, zachodzacymi na poziomie réznych obszar6w
funkcjonalnych. Probki pozyskano od niebadanych dotychczas liséw pospolitych oraz od psow
domowych, stanowigcych niejako grupe odniesienia. Podjete badania oceniam jako oryginalne
1 aktualne, cho¢ ich potencjat wdrozeniowy wzréstby znaczaco, gdyby Doktorant sprobowat
oceni¢ jak wykazane poziomy ekspresji badanych genéw przektadaja sic na funkcjonowanie
organizmu zwierzat, od ktérych pobierano probki do badari. To zresztg sugeruje tytul, w ktérym
znajduje si¢ stwierdzenie, ze ocena poziomu ekspresji genu foxp3 dokonywana byla w $wietle
funkeji czynnikéw transkrypeyjnych forkhead box. Tytut nie do kofca zatem odpowiada

zakresowi przeprowadzonych badan.



Ogélna charakterystyka przedstawionego do recenzji manuskryptu

Rozprawa doktorska przedstawiona do recenzji ma form¢ monografii, o ukladzie redakcyjnym
odpowiadajacym wymogom stawianym pracom naukowym. Liczy 118 stron wydruku
komputerowego, obejmujacego 1 strone spisu tresci, 4 strony streszczenia pracy w jezyku
polskim i angielskim, 19 stron wstepu, 1 strone celéw badan, 15 stron materiatéw i metod, 49
stron wynikéw, 16 stron dyskusiji i wnioskéw oraz 11 stron pismiennictwa. Niezwykle bogata

dokumentacja obejmuje 87 rycin i 8 tabel, umiejetnie wiaczonych w tekst pracy.
Ocena przedstawionego do recenzji manuskryptu

We Wstepie Doktorant opisuje istote badania poziomu ekspresji gendéw, omawia kompleks
transkrypeyjny forkhead box, geny foxp3 i hprt oraz genetyczne podstawy charakterystyki
gatunkowej pséw domowych i liséw pospolitych. W mojej ocenie jest to dobra analiza
zgromadzonego pismiennictwa, pos$wigconego omawianym zagadnieniom, choé¢ nieco
chaotyczna. Podrozdziat 3.3. powinien by¢ dodatkowo podzielony, aby by¢ bardziej czytelnym,
przydalby si¢ takze schemat opracowany przez Doktoranta, uwidaczniajacy wplyw foxp3
(nazwy gendéw powinny by¢ pisane kursywa) na fizjologiczne i patologiczne stany u zwierzat i
ludzi. Wptyw poziomu ekspresji foxp3 na wystepowanie spontanicznych poronien u kobiet
omawiany jest np. na str. 15, potem nastepuje omowienie podwyzszonego poziomu ekspresji
Treg CD4+CD25+Foxp3 u pséw z atopowym zapaleniem skéry, po czym Autor znéw wraca
do uktadu rozrodczego, tym razem do niepowodzer poczg¢ u bydta. Wstep zyskatby na
przejrzystosci, gdyby te wiadomosci zostaty usystematyzowane gatunkowo lub ukladowo.
Uporzadkowa¢ nalezatoby takze nazewnictwo i pisownie niektérych wyrazen np. Treg, pisane
czasem Treg, okreslane raz jako limfocyty T regulatorowe (wlasciwie), a raz jako komorki
regulatorowe T. W przypadku wielu skrétéw (np. CMT, GALT, GAPDH, DEPC) brakuje ich
objasnienia poprzez przytoczenie petnej nazwy angielskiej i polskiego tlumaczenia lub tez
objasnienie nastepuje dopiero po kilkukrotnym zastosowaniu skrétu np. Treg czy PCR. Na str.
11, w pierwszym zdaniu podrozdziatu 3.3 przywolywana jest Ryc. 3, mimo iz zgodnie z
kolejnoscia powinna tu by¢ Ryc. 2, nota bene sekwencje, do ktérych odnosi sie to zdanie nie
sa widoczne ani na Ryc. 2 ani na Ryc. 3. Nie jest takze podane zrédlo, z ktérego zaczerpnigto
podane numery sekwencji (NCBI?). Pierwsze zdanie na str. 12 pokrywa si¢ ze zdaniem
wystepujacym 13 werséw nizej. Cytowana na str. 13 Ryc. 2 to raczej tabela, podobnie zresztg
jak Ryc. 8, a Ryc. 3 jest zdecydowanie gorszej jakosci od analogicznej Ryc. 4, co trzeba bedzie
uwzgledni¢ przygotowujac prace do druku w czasopiSmie naukowym. Pojawiaja sie takze
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pewne niezrgcznosci jezykowe np. ,,...w zwigkszonym poziomie ekspresji aktywacji
powstawania naturalnie powstajacych limfocytéw...” na str. 13 czy ,,HPRT to sekwencja

genomowa, oznaczana jako HGPRT, jest genem...” na str. 20.

W rozdziale Cel pracy Doktorant bardzo lakonicznie przedstawia cel swoich badan, ktéry nie
jest do konca zbiezny z tytutem, bo forkhead box to kompleks réznych genéw, wplywajacych
nie tylko na wskazniki odpornosci wrodzonej, ale takze na inne uktady regulacyjne (np.

zwiazek z jakoscig okrywy wlosowej wskazany przez Doktoranta na str. 10).

Rozdzial Materiat i metody jest dobrym i precyzyjnym opisem zastosowanych metod, ale
rowniez zyskatby na przejrzystosci, gdyby dodano do niego schemat przeprowadzonych bada.
Zapoznajac si¢ z praca miatam np. watpliwosé, gdzie opisane sg startery do techniki PCR
charakteryzowanej na str. 32. Czy opis tej reakcji znajduje si¢ na str. 33? Jesli tak, to powinien
by¢ zamieszczony raczej przed opisem sktadu mieszaniny reakcyjnej i profilu temperaturowo-
czasowego reakcji. Absolutnie niewtasciwe jest uzywanie okreslenia préba w odniesieniu do
probek pobieranych do badaf mgr. inz. Wojtaszczyka od pojedynczych zwierzat. Terminy te
nie s tozsame. Na str. 32 zamiast blednego anglicyzmu aniling (wlasciwa pisownia annealing)
powinno by¢ wyrazenie synteza lub wydtuzanie lafcucha. Tytuty Ryc. 14 i 15 nalezatoby
doprecyzowaé, a elektroforegramy opisaé. Po lekturze tego rozdzialu nasungly mi sie

nastepujace pytania:

1) Czy protokét izolacji RNA opisany na str. 31 jest autorskim opracowaniem Doktoranta?
Czy moze zostal zaczerpnigty z publikacji (wtedy przydatoby si¢ cytowanie) badz byt
modyfikowany w jakikolwiek sposob?

2) Czy do ekstrakeji RNA opisanego na str. 40 uzywano tych samych probek krwi, ktore
zostaly opisane na str. 28? Jesli tak, to co z materiatem, ktory w niektérych przypadkach
byl mrozony? Czy zastosowany protokot zaktada taka mozliwosé?

Rozdziat Wyniki jest bardzo bogaty w liczne ryciny, ciekawie ilustrujace uzyskane w badaniach
rezultaty. Przeprowadzono szereg analiz, w tym statystycznych, poréwnujac wyniki pomiaru
poziomu ekspresji wybranych genéw w odniesieniu do réznych parametrow. Brakuje mi
szczegblowego opisu do Ryc. 20, 21, 22, 23 — co oznaczajg litery A, B, C, D, E, F, G, H
przypisane do réznych kolor6w? Na str. 51 znajduje sie zdanie ,,W celu okreslenia prawidtowej
dynamiki rozktadu wartosci Ct przypisanych do kazdego osobnika, ekspresje genéw Foxp3 i

HPRT wizualizowano w skali niemianowanej bazujacej na ACq w odniesieniu do losowo
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dobieranej wartosci wyjéciowej”. W analizie wzglednej powinno sie badane probki odnosié do
statego kalibratora i w tej dysertacji takim kalibratorem do poréwnywania poziomu ekspresji
badanych genéw u réznych ras pséw domowych byly mieszafice. Czemu w tym przypadku
znajduje si¢ zapis o losowo wybieranym kalibratorze? Ciekawi mnie réwniez dlaczego do
analizy wzglednej poziomu ekspresji genéw nie wybrano najczgsciej stosowanej w tym celu
metody 274" Bardzo zahije takze, ze u zwierzat do$wiadczalnych nie zbadano zadnych
parametréw laboratoryjnych zwigzanych z funkcjonowaniem uktadu immunologicznego, co
umozliwitoby przelozenie pomiaréw ekspresji genu Joxp3 uczestniczacego w regulacji
procesow odpornosciowych na rzeczywisty stan tego uktadu. W rozdziale Wyniki znalazly sie
takze pewne niezr¢cznosci jezykowe np. ,,..gen HPRT pozwolit odnotowac...”, ,,...wykazalo
zdecydowanie jednoznacznie wyzszy...”, ,,Analiza poziomu ekspresji wewnagtrzgatunkowej i
migdzygatunkowej genéw...”, a podpunkt a) na str. 89 jest zupelnie niezrozumialy. Wymaga
to dopracowania w trakcie przygotowywania dysertacji do druku. Niezaleznie od tych drobnych
zastrzezen, cheg podkresli¢, ze Doktorant dobrze poradzit sobie z przedstawieniem uzyskanych

danych i opracowaniem rozdziatu Wyniki.

Rezultaty badan wiasnych zostaty oméwione i skonfrontowane z wynikami innych autoréw w
rozdziale Dyskusja. Doktorant nie unika polemiki z wynikami odbiegajacymi od uzyskanych
w badaniach wlasnych, lecz stara si¢ znalezé dla tych rozbieznosci wytlumaczenie.
Mankamentem tego rozdzialu jest wystepowanie w nim zdaA wielokrotnie ztozonych i
napisanych w taki sposob, ze gubi si¢ nieco ich gléwna mysl, co utrudnia plynne czytanie pracy
np. ,Zachowanie doboru losowego dyktowanego dostepnoscia materiatu biologicznego
pozyskiwanego w ramach praktyki lekarskiej, a co za tym idzie, budowanie grupy badanej na
bazie zalozenia kryteriow wejsciowych do rozkladu normalnego reprezentatywnego dla
populacji faktycznie wystepujacych w warunkach gospodarstw domowych osobnikéw, moze
w kontekscie przywotanych wynikéw potwierdzaé dosé silny potencjat heterozygotycznosci
badanych pséw rasowych.”. Pewne sformutowania sg takze dos¢ trudne w interpretacji np.
»---0stroznie uzasadnionych predykcji na temat zalozet co do ich podobnych lokacji...”,
»---ekspresja genu Foxp3 jest parametrem przyjmujacym kierunek o charakterystyce, ktéra nie
jest do konica wyjasniona.”, czy ,,...zmienno§é miedzyosobnicza genéw Foxp3 i HPRT
wykazuje pewne cechy stabilnosci, ale jednoczesnie jest widoczna w stopniu wystarczajgcym
do budowania zatozen réznicujacych”. W moim odczuciu Dyskusja powinna by¢ takze
znacznie skrécona o duze fragmenty, w ktérych Doktorant dyskutuje watki bardzo luzno

zwigzane ze swoimi badaniami np. wplyw hormonéw na czynnik transkrypcyjny NF-kappaB,
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dane o statusie oksydacyjnym, ktéry w pracy nie by} badany, czy zjawisko agresji u lisow. W
podrozdziale o potencjale aplikacyjnym uzyskanych wynikéw w $wietle uwarunkowan
formalno-prawnych zabrakto mi konkretnych informacji co takiego Doktorant chciatby dodaé,
do jakiego protokotu i na podstawie jakich danych (wyniki badan poziomu ekspresji genow
powinny by¢ skonfrontowane z danymi klinicznymi). Generalnie Dyskusja w duzej mierze
opiera si¢ na przyktadach wplywu genu foxp3, bezposredniego lub posredniego, na stany

fizjologiczne i patologiczne u ludzi i zwierzat, ktérych Doktorant niestety nie badat.

Mgr inz. Pawel Wojtaszczyk z przeprowadzonych badai wyciagnat az 8 szczegdtowych
wnioskéw, ktére w mojej opinii nie zawsze maja pokrycie w uzyskanych wynikach. Wnioski
nr 112 nalezy zakoficzy¢ na wyrazeniu ,,psa domowego”, potem robig si¢ niejasne. Wniosek 3
nalezy podzieli¢ na dwa odrebne — dotyczace osobno plei i osobno wieku. Wniosek nr 4 jest
zdaniem recenzenta nieuzasadniony — nie mozna budowaé stwierdzenia bazujac zaledwie na 2
badanych osobnikach rasy beagle, czy dwéch lisach odmiany ptomienistej. Ekspresja réznych
genéw warunkowana jest szeregiem skomplikowanych uktadéw regulacyjnych, na ktére
znaczny wplyw majg czynniki osobnicze. Dlatego takie analizy powinny by¢ prowadzone na
znacznie wigkszej liczbie pséw nalezacych do tej samej rasy, czy liséw tej samej odmiany, a
wynik powinien by¢ istotny statystycznie. Wniosek 5 Jest raczej hipotezag wymagajaca
potwierdzenia, a wnioski 7 i 8 efektem przegladu literatury, a nie konkretnych obserwacji

poczynionych w badaniach wlasnych.

Rozdzial ,,Pismiennictwo” obejmuje 109 pozycji, uszeregowanych alfabetycznie, ktérym
dodatkowo zostata nadana numeracja. W zwigzku z tym, ze w tekscie pracy przywolywane sg

nazwiska autoréw publikacji, na kt6re powotuje sie Doktorant, ta numeracja nie jest konieczna.
Podsumowanie i wniosek koncowy

Przedstawiona do recenzji rozprawa stoi na dobrym poziomie naukowym, a wnoszone
wcezesniej uwagi krytyczne maja w wiekszosdei charakter polemiczny i porzadkowy.
Zastosowana metodyka odpowiada standardom obowiazujacym w tego typu badaniach.
Doktorant wykazal dobre opanowanie warsztatu badawczego, a uzyskane wyniki stanowia
istotny wktad do dotychczasowej wiedzy na temat kompleksu transkrypcyjnego forkhead box.
W przypadku liséw pospolitych sg to pierwsze tego typu badania nie tylko w Polsce, ale takze
na $wiecie. Stwierdzam, ze rozprawa doktorska mgr inz. Pawla Wojtaszezyka pt. ,,.Badania

nad okresleniem poziomu zréznicowania ekspresji genu Foxp3 u lisa pospolitego Vulpes
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vulpes oraz ocena zréznicowania poziomu jego ekspresji w poréwnaniu do psa domowego
Canis familiaris w $wietle funkeji czynnikéw transkrypcyjnych forkhead box” odpowiada
wymogom okreslonym w art. 13 ust. 1 Ustawy o stopniach i tytule naukowym oraz o stopniach
i tytule w zakresie sztuki z dnia 14 marca 2003 r. (Dz. U. Nr 65, poz. 595 z pbézn. zm.), w
zwiazku z art. 179 ust. 3 Ustawy z dnia 3 lipca 2018 r. z p6zn. zm. Przedktadam zatem Radzie
Dyscypliny Weterynaria Uniwersytetu Przyrodniczego w Lublinie wniosek o dopuszczenie

mgr inz. Pawla Wojtaszezyka do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

dr hab. Agata Bancerz-Kisiel, prof. UWM

=



