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Recenzja Rozprawy doktorskiej mgr Magdy Mielczarek pt.: ,The genome-wide distribution of copy
number variations in various breeds of domestic cattle (Bos taurus Linnaeus, 1758) based on the next-

generation sequencing data “. Wykonanej pod kierunkiem prof. dr hab. Joanny Szydy.

Rozwdj nowoczesnej genomiki obejmujacej wielkoskalowe analizy zmiennosci genetycznej jest scisle
zwigzany z badaniami genomu ludzkiego. Intensywne prace prowadzone w celu poznania petnej sekwencji
genomu ludzkiego ukoficzone w 2003, przyczynity si¢ do rozszerzenia badan dotyczacych nie tylko skali ale i
charakteru zmiennosci genetycznej, w tym analiz wptywu strukturalnego polimorfizmu na rézne cechy
fenotypowe u ludzi i zwierzat. Wyniki wielu badan wskazujg, ze gléwna przyczyna zmiennosci fenotypowej
jest nie tylko polimorfizm pojedynczych nukleotydow (SNP). Analizy asocjacyjne z wykorzystaniem
zidentyfikowanych polimorfizméw typu SNP pozwalaja wytlumaczy¢ jedynie czg$¢ szacowanej zmiennosci
genetycznej. Niejednokrotnie mimo wykrycia asocjacji markerow typu SNP z cechg fenotypowa, nie udato sie
zidentyfikowa¢ polimorfizméw funkcjonalnych. Nowe podejscie do badan zmiennosci genetycznej,
zapoczatkowane w 2004 roku w badaniach ludzkiego genomu, dowiodlo powszechne wystepowanie licznych
duzych zmian strukturalnych. Obserwowane zmiany w poréwnywanych genomach wykazaly zréznicowana
czgstos¢ wystgpowania pewnych segmentéw genomu. Zwigkszenie lub zmniejszenie liczby kopii obejmowato
fragmenty DNA, ktorych wielko$¢ wynosita od okofo 500 pz. do nawet 1 min pz.. Polimorfizm ten, okreslono
mianem zmiennosci liczby kopii (ang. copy number variation, CNV).

Obecnie uwaza sig, ze zmiennos¢ liczby kopii (CNV) jest istotng skladowa ogdlnej zmiennosci
genetycznej u zwierzat. Gléwnym mechanizmem biologicznym, w $wietle obecnej wiedzy, decydujacym o
zmiennosci liczby kopii (CNV) jest proces rekombinacji oraz replikacji DNA. W pewnym stopniu
odpowiedzialne za CNV sg tez samorodne zmiany w sekwencji genomu, czyli tzw. mutacje de novo. Uwaza
si¢, ze zmienna liczba kopii CNV wplywajgc na cechy fenotypowe miala réwniez istotne znaczenie w
procesie ewolucji organizméw i ich lepszej adaptacji do srodowiska.

Jednakze w pewnych przypadkach zanotowano, ze CNV moze tez by¢ przyczyna zaburzen w funkcjonowaniu
genomu, a w konsekwencji zaktocac przebieg podstawowych procesow komorkowych. Liczne wyniki badan
wykazaly, ze zwigkszenie badz zmniejszenie liczby kopii jest czynnikiem zwigkszajacym ryzyko, badz
bezposrednio odpowiedzialnym za wystgpowanie szeregu choréb genetycznych u ludzi m.in. chordb
neurodegeneracyjnych takich jak, choroba Huntingtona, Parkinsona oraz Alzheimera, jak i za zlozone

schorzenia neurologiczne prowadzace do rozwoju autyzmu czy schizofrenii.



Ponadto, wyniki najnowszych badan pozwolity zdefiniowaé wiele polimorfizmow typu CNV
zwigzanych ze zlozonymi chorobami ukfadu sercowo-naczyniowego, chorobami autoimmunologicznymi,
metabolicznymi oraz podatnoscig na zakazenia, i ryzykiem wystapienia choréb nowotworowych.

Dlatego tez, dla pelniejszego zdefiniowania podioza wielu chordb tak wazne sa kompleksowe,
wielkoskalowe badania zmiennosci genetycznej. Jednoczesne badania zmian strukturalnych typu CNV w
potgczeniu z analizg polimorfizméw typu SNP w calym w genomie, zwi¢kszaja szans¢ na okreslenie Sciste;
korelacji pomigdzy genotypem i fenotypem, a w konsekwencji identyfikacji zmian strukturalnych genomu
prowadzacych do zaburzen w funkcjonowaniu organizmu i utraty zdrowia.

W procesie wykrywania polimorfizmu CNV stosowane sa glownie technologie mikromacierzowe o
wysokiej rozdzielczoSci. W ostatnich latach jednak, coraz czgsciej wykorzystuje si¢ technologie
sekwencjonowania nowej generacji (NGS), jako dokladniejsze a zarazem o wiele bardziej informatywne.
Identyfikacja wielu odkrytych, specyficznych CNV pozwalajacych okresli¢ prawdopodobiefistwo wystapienia
okreslonego schorzenia u ludzi przeszia juz do rutynowej diagnostyki.

Coraz wigcej jest tez wynikéw badan wskazujacych na to, ze zmiennos¢ liczby kopii (CNV) jest
rowniez istotnym Zrédlem zmiennosci cech produkcyjnych zwierzat, nie mniej waznym dla koncowego
fenotypu niz wptyw polimorfizméw pojedynczych nukleotydéw (SNP) analizowanych w skali genomowe;.

W dotychczasowych badaniach dotyczacych zmiennosci genetycznej w genomie bydlecym
stwierdzono, ze zmiana liczby kopii (CNV) wplywa na cechy wzrostu, a co za tym idzie moze odgrywaé
kluczowa role w selekji i produkcji bydia migsnego. Dane literaturowe wskazuja niejednokrotnie na zbiezne
potozenie okreslonych polimorfizméw CNV ze zmapowanymi wczesniej u bydia regionami genomu
zawierajacymi loci cech ilodciowych (QTL), m.in. odpowiedzialnymi za rozwoj tkanki migsniowej np.:
CNV100, KCNJ12. Stad plynie wniosek, ze niektore CNV moga by¢ kandydatami funkcjonalnych loci
warunkujacych szybszy rozwoju migsni u bydta. Szerokie analizy na poziomie genomowym przyczynity sie
do ujawnienia rowniez specyficznych wariantéw CNV zwigzanych z cechami warunkujacymi produkcyjnosé
kréw ras mlecznych m.in. rasy holsztynskiej, czy rasy jersey. Analizy poréwnawcze genoméw roznych ras
bydia dostarczajg dowodéw, ze CNV sg istotnie zwigzane z cechami decydujacymi o typie uzytkowym bydia,
zwlaszcza roznicami w przebiegu szlakéw metabolicznych u bydla migsnego i mlecznego. Staly rozwoj
nowoczesnych technologii wielkoskalowych umozliwia obecnie szeroka identyfikacje polimorfizmu typu
CNV w skali calego genomu, a co za tym idzie lepszg charakterystyke genetycznego podioza zlozonych cech
produkeyjnych bydta i innych gatunkéw zwierzat gospodarskich.

Pani mgr Magdalena Mielczarek podjgta si¢ w pracy kompleksowej analizy zmiennosci liczby kopii (CNV)
w genomie bydta (Bos taurus).

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska mgr Magdy Mielczarek jest monografia w jezyku
angielskim, w sktad ktorej wchodzi 5 glownych rozdziatow (Wprowadzenie, Material, Metody, Wyniki i
Dyskusja). Praca liczy 65 stron tekstu, w tym jednostronicowe streszczenie w jezyku polskim, 83 pozycje



literaturowe, 8 stron wprowadzenia obejmujacego przeglad literatury. 10 stron opisu materiatu i
zastosowanych metod badawczych, 10 stron opisu wynikow oraz 4,5 strony dyskusji wraz z podsumowaniem.

Od strony formalnej opracowanie spefnia wymagania stawiane rozprawie doktorskie;j.
Cele badawcze zalozone w rozprawie sa jasno sformutowane, przedstawiony sposob realizacji badan od
strony metodycznej zostal wlasciwie udokumentowany odpowiednim odniesieniem do danych literaturowych
ze wskazanego obszaru wiedzy.
Ocena Merytoryczna
1. Oryginalnos¢ tematyki i wartos¢ poznawcza pracy

Uzasadnienie i omowienie podjgtego zagadnienia zostato przedstawione w rozdziale Introduction. —
wprowadzenie. W rozdziale tym Doktorantka scharakteryzowala zagadnienia dotyczace stosowania
technologii sekwencjonowania nowej generacji NGS, wskazujac gldwne zalety stosowania technologii NGS
w analizach zmiennosci genetycznej na poziomie genomu. Szczegélng uwagg poswiecila charakterystyce
zmiennosci genetycznej, definiowanej jako zmienna liczba kopii CNV. Autorka szczegblowo omowita
metody detekcji polimorfizmu CNV, wskazujac na zalety stosowania sekwencjonowania nowej generacji w
identyfikacji nie tylko powszechnych, ale i w odkrywaniu nowych, unikatowych zmian typu CNV.
Sekwencjonowanie nowej generacji pocigga za soba konieczno$¢ zastosowania zaawansowanych metod
bioinformatycznych, uwzgledniajacych odpowiednie strategie i algorytmy analizowania genomu. Opisujac je
Doktorantka skupita si¢ na przedstawieniu pigciu metod bioinformatycznych stosowanych w identyfikacji
CNV tj.: (1)Read pair (2) Split read (3) Read depth, (4) de novo asembly oraz (5) tacznej kombinacji
wymienionych metod. Autorka klarownie scharakteryzowata zalety i wady kazdej ze stosowanych metod w
odniesieniu do identyfikacji CNV w zaleznosci od diugosci fragmentow oraz skutecznosci identyfikacji
sekwencji unikatowych.
2. Zdefiniowanie celow/ hipotez badawczych

Prezentujac uzasadnienie podjetego tematu Autorka wskazuje na wciaz ograniczona liczbe badan
obejmujacych analizy CNV w odniesieniu do genomu bydta z zastosowaniem technologii sekwencjonowania
nowej generacji NGS. Zastosowanie tej technologii w odréznieniu od metod opartych o analizy
mikromacierzowe zwigksza szans¢ na identyfikacj¢ nowych unikatowych polimorfizméw strukturalnych typu
CNYV. Ponadto, dostarcza obszerniejszej informacji dotyczacej osobniczego zréznicowania genetycznego na
poziomie genomu. Giéwnym celem podjetym w pracy jest wskazanie jakie sa gldwne réznice miedzy rasami
dotyczace polimorfizmu strukturalnego CNV.
3. Zakres i metody badan
Material- Material do badan

Materialem do badan byta baza danych sekwencji genomowych 155 osobnikéw nalezacych do 13 ras
bydia. Jednakze, poza pigcioma, pozostale rasy byly reprezentowane przez pojedyncze osobniki. O ile w
przypadku ras reprezentowanych przez kilkanascie, czy Kkilkadziesiat osobnikow mozna zdefiniowaé
specyficzng rasowo zmienng liczbe kopii (CNV), to w przypadku pozostatych 8 takowa identyfikacja,

specyficznych CNV dla wybranej rasy, byta niemozliwa. Dla osobnikéw ras mniej licznie reprezentowanych



mozna bylo natomiast okreslic stopien podobienstwa/dystansu genetycznego, co w jakim$ stopniu
uzasadnialoby wykorzystywanie tych ras w prezentowanej dysertacji.

Stad rodzi si¢ pytanie, czy zasadnym jest pisanie, ze celem byla analiza osobnikow nalezacych do 13
ras, albowiem analiza statystyczna zmiennosci CNV objefa tylko 5 ras. Pozostale pojedyncze osobniki z
roznych rasy sg tlem, ktérych udzial w opracowaniu dysertacji nie zostal wystarczajaco jasno zdefiniowany.

Dodatkowa uwaga dotyczy opisu ras bydta, ktory jest troche zbyt ogdlnikowy, wskazujacy glownie na
geograficzng lokalizacj¢ danej rasy. Uwazam, ze warto byloby si¢ pokusié o dokladniejsza charakterystyke
ras, wskazujgc jaki kierunek selekcji w wybranych rasach byl dominujacy i jaki jest obecnie ich status
uzytkowy, wskazujgc jaka jest dla tych ras srednia wydajno$¢ produkcji mleka czy miesnosé. Szersza
charakterystyka ras, pozwolitaby lepiej okreslic, czy chociazby zasygnalizowaé zalezno$¢é miedzy
zmiennoscig genetyczng a zmiennoscia fenotypowa analizowanych osobnikéw réznych ras.

Brakuje tez w mojej opinii informacji na temat pokrewieristwa miedzy osobnikami, czy takowe byto
czy osobniki byly niespokrewnione. Stopien spokrewnienia wplywa na zmienno$¢ genetyczng miedzy
osobnikami w rasie. W przypadku braku informacji rodowodowych mysle, ze interesujacym rozwigzaniem
byloby okreslenie stopnia podobiefistwa genetycznego w obrebie rasy na podstawie polimorfizméw SNPs.
Methods — metody.

W rozdziale dotyczacym metod badawczych Autorka scharakteryzowata narzedzia bioinformatyczne
oraz strategic zastosowane w analizach dopasowywania odczytow DNA z sekwencjonowania NGS
poszczego6lnych osobnikéw do genomu referencyjnego. Na podkreslenie zastuguje opracowanie 8 skryptow —
» bash™tzw. plikéw wsadowych dla powloki systemu UNIX. Opracowane skrypty $wiadcza o znajomosci
narzedzi bioinformaycznych oraz umiejgtnosci reorganizacji zbioréw genomowych baz danych. Opracowane
skrypty pozwolily ,,zautomatyzowac™ prace poczawszy od grupowania odczytéw sekwencji uzyskiwanych w
procesic sekwencjonowania NGS. przez dopasowywanie odczytéw do sekwencji referencyjnej, ich
porzagdkowanie, oceng jakosci uzyskiwanych odczytéw oraz selekcje odpowiednich osobnikéw, po skrypty
"bash™ przygotowujace dane sekwencji genomowych do programéw wykorzystywanych w detekcji CNV:
CNVnator i Pindel.

W dalszej czesci rozdziatu Doktorantka szczegétowo opisuje metode identyfikacji CNV w zaleznosci
stosowanego programu. Autorka wykazata si¢ wiasciwym krytycznym podejsciem do uzyskiwanych wynikéw
przy uzyciu wymienionych programéw, przeprowadzajac pracochtonng edycje zidentyfikowanych CNV,

Odpowiednio zweryfikowane wyniki postuzyly w dalszym etapie do przeprowadzenia analizy
funkcjonalnej CNV, oraz klasyfikacji wariantow CNV pod wzgledem lokalizacji w genomie, w regionach
kodujgeych i niekodujacych geny oraz stopnia ich potencjalnego funkcjonalnego oddziatywania poprzez
wplyw na kodowane transkrypty. Autorka zidentyfikowata 2 duplikacje w regionach niekodujgcych bialek
obejmujgcych transkrypty mafego jadrowego RNA (snRNA, SNORDI16) oraz rybosomalnego RNA
(5s_RNA), ktére sklasyfikowata jako CNV o potencjalnie duzym wptywie. Jedna z duplikacji zlokalizowana
zostala w regionie kodujacym genu (ENSBTAG00000003152), ktéry to gen jak stwierdza Autorka jest
prawdopodobnie odpowiedzialny za transport biatek z jadra komérkowego. Informacja wymaga powolania sig



odpowiednie na dane zrédlowe w pismiennictwie, Kolejne duplikacje zostaly zidentyfikowane w intronie
genu RHOBTB2 . genu beta defensyny (ENSBTAG00000033545) oraz genu kinazy proteinowej PAK3.
Podczas gdy. pozostate 13 duplikacji zidentyfikowane zostaly w intronach gendw. w wigkszosci pokrywaty
si¢ z regionami duplikacji CNV bazy danych DGVa. Natomiast w przypadku delecji jedna dotyczyta regionu
genu pozostale 19 w obszarach migdzy genami. Podobnie jak w przypadku duplikacji lokalizacja wigkszosci
analizowanych 17 z 20 pokrywala si¢ z baza danych DGV.

W przeprowadzonej analizie statystycznej zastosowane zostaly odpowiednie testy nieparametryczne
celem okreslenia rozkladu identyfikowanych CNV, zaréwno pod wzgledem liczby jak i wielkosci sekwencji
DNA. Ponadto oszacowany zostal stopien indywidualnego zréznicowania udziatu pokrycia genomu przez
sekwencje CNV w obrgbie rasy.

4 Zakres i wyniki zrealizowanych badari

Opisujac wyniki Autorka okreslita stopien dopasowania odczytéw do sekwencji referencyjnej genomu
bydta oraz stopien pokrycia genomu. Uzyskane wyrazne zréznicowanie pokrycia genomu od 2 do 28, moze
Swiadczy¢ o zroznicowanej jakosci materiatu genetycznego wykorzystywanego do sekwencjonowania NGS.
Kryterium to zostalo wykorzystane w procesie weryfikacji i eliminacji 9 osobnikéw, brakuje jednak
informacji na temat ich rasy.

Autorka w pracy przedstawita ogolna liczbg zidentyfikowanych CNV, liczbe zwalidowanych CNV
oraz ogblny udzial funkcjonalnych adnotacji, wskazujac srednio ok. dwukrotnie wigksza liczbe CNV
zlokalizowanych w regionach niekodujacych. Podczas, gdy w przypadku delecji rozklad ten miedzy rasami
nie roznit si¢ to w przypadku duplikacji u rasy Fleckvieh i norweskiej czerwonej udzial CNV w regionach
kodujgcych byl znaczaco wigkszy. W tym przypadku wypadatoby skonfrontowaé uzyskane wyniki cech
produkcyjnych tych dwoch ras wzgledem pozostalych ras. Dla lepszego zobrazowania osobniczego
zrdznicowania w obrgbie rasy wskazanym byloby uwzglednienie danych rodowodowych, jesli takowe sa
dostgpne. W stosunku do przeprowadzonych analiz wskazujacych najbardziej powszechne identyfikowane
CNV brakuje wyjasnienia, jakie zostalo przyjete kryterium czgstosci obserwowanych CNV. Wskazanym
byloby zamieszczenie tabeli przedstawiajacych zestawienie rasowo specyficznych CNV, takie opracowanie
byloby cennym uzupelnieniem i pewnym punktem wyjscia do dalszych badan w celu identyfikacji
polimorfizméw o charakterze funkcjonalnym.

Interpretacja wynikéw

W dyskusji Doktorantka w sposéb syntetyczny omowila uzyskane wyniki, wskazujac relatywnie
wysoka jakos¢ odczytow DNA uzyskanych w procesie sekwencjonowania NGS w stosunku do danych
literaturowych. Gtéwny nacisk w dyskusji doktorantka polozyta na proces identyfikacji CNV. Odnoszac sie
do danych literaturowych, stwierdzila, ze kluczowym dla potwierdzenia rzeczywistych zidentyfikowanych
wynikow jest ich dokladna edycja. Przeprowadzona edycja byla kryterium odrzucenia wariantéw, ktore nie
miescily si¢ w zakresie 50 pz. do Smin pz. Doktorantka stwierdza, ze uzyskane wyniki wskazaly wieksza
zmienno$¢ w przypadku zastosowania programu CNVnator w odniesieniu do duplikacji w poréwnaniu z

programem Pindel podczas gdy, w przypadku delecji sytuacja jest odwrotna. To zestawienie réznic miedzy



programami wymagaloby bardziej szczegolowego oméwienia, wskazujacego w jakim zakresie
identyfikowane CNV s wspolne, a w jakim specyficzne dla danego programu. Wiarygodno$¢ wynikow
uzyskanych przez Doktorantkg potwierdza zestawienie z baza danych obejmujacych strukturalna zmiennosé w
genomie bydia (DGV), uzyskiwane wartosci dla duplikacji 44.1% i delecji 44.6% sg w duzej mierze zbiezne z
danymi zdeponowanymi w wymienionej bazie. Brakuje jednak doprecyzowania, wyjasnienia czy sa to
zbiorcze wyniki identyfikacji CNV? Czy zidentyfikowanych jednym z wymienionych programéw? Ponadto,
Jezeli taka analiza zostala przeprowadzona, na co wskazuje przedstawione wnioskowanie, to metodyka takich
porOwnafn powinna tez zosta¢ opisana w materialach i metodach oraz przedstawiona w wynikach.
Interesujgcym wnioskiem z pracy jest stwierdzenie, ze najbardziej wspdlne rasowo specyficzne CNV byly
zlokalizowane w obrgbie gendw, i s3 one odpowiedzialne za zmienno$¢ zwierzat w obrebie rasy. Wnioskujac
ze streszczenia pracy zapewne chodzi o ras¢ Fleckvieh, jednak w gléwnym opisie dyskusji mozna mieé
watpliwosci czy nie dotyczy to ogétu ras. Omawiana przez Doktorantke rasowo specyficzna lokalizacja CNV
utwierdza mnie w przekonaniu, ze zalaczenie tabeli z najbardziej rasowo specyficznymi polimorfizmami
CVN, wskazujac ich lokalizacj¢ w genomie wraz z odniesieniem do zidentyfikowanych loci genowych, jesli
takowe sg znane, byloby bardzo cennym uzupeieniem niniejszego opracowania,

W odniesieniu do jezyka angielskiego praca jest napisana klarownie, niemniej jednak wymaga
drobnych korekt jezykowych, np.:
str 16 was shown on Figure, preferowane jest in Figure.
str 21 nalezy poprawi¢ nazwe testu Kurskal —~-Wallis na Kruskal-Wallis,
str 25 The shortest detected duplications was — powinno by¢ “were”
str 35 The non-overlapping criteria of CNV calling in CNVnator involves powinno by¢ involve.
Ponadto, wielu miejscach tekstu nalezy poprawi¢ forme angielskiego z amerykanskiej na brytyjska np.:
characterized, emphasized, revolutionized.

Przedstawione uwagi s3 natury ogoélnej i nie umniejszaja wysokiej oceny merytorycznej badan
przedstawionych w dysertacji, ktére uwazam za nowatorskie i wartosciowe.

Podsumowujac recenzjg stwierdzam, Ze niniejsza praca doktorska spetnia wymogi art.13 ust.] Ustawy
z dn. 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki
(Dz. U. nr 56 poz. 595 z 2003 r. z p6zn. zm.) i wnoszg o dopuszczeni mgr Magdaleny Mielczarek do dalszych
etapéw przewodu doktorskiego. Jednoczesnie biorgc pod uwage nowatorski charakter wnoszacy wymierne
walory poznawcze, pracochlonnos¢ oraz czasochlonnos$¢ przeprowadzonych badan, sktadam wniosek do

wysokiej Rady Wydziatu Biologii i Ochrony Srodowiska UMK w Toruniu o wyrdznienie niniejszej pracy

doktorskie;.
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