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Recenzja pracy doktorskiej mgr inz. Pawta Borunia pt. _Opracowanie i optymalizacja nowych

metod wykrywania dziedzicznych predyspozyciji do wystepowania choréb nowotworowych”

Przedstawiona do oceny praca doktorska stanowi monotematyczny cykl trzech
publikacji dotyczacych opracowania nowych metod wykrywania mutacji opublikowanych w
czasopismach zagranicznych o fgcznym wysokim wspétczynniku oddziatywania IF
wynoszacym 10,2. mgr Borun jest pierwszym autorem wszystkich publikacji. Rozprawa liczy
lacznie 44 strony, zawiera 3 prace oryginalne w jezyku angielskim, ktore cytujg tgcznie 70
pozyciji pismiennictwa, zawierajg 7 tabel i 8 rycin. Praca doktorska poprzedzona spisem
treéci, zawiera wstep, cele badan, oméwienie wynikéw kazdej publikacji, wnioski
streszczenie w jezyku polskim oraz streszczenie w jezyku angielskim. Ukfad pracy oraz
opracowanie graficzne sg przejrzyste i starannie zredagowane. Cytowane pi$miennictwo jest
aktualne i adekwatne do treéci. Znaczaca czes¢ ujetych referenciji opublikowana zostata w
ciggu ostatnich pieciu lat.

W ostatnich latach dokonat sie ogromny postep w badaniu sekwencji DNA.
Opracowano nowoczesne i skomplikowane techniki takie jak sekwencjonowanie nowe;j
generacji czy aCGH umozliwiajgce kompleksowe badanie genomu ludzkiego. W praktyce
klinicznej jednak z reguty istnieje zapotrzebowanie na badanie pojedynczych gendw u
chorych z podejrzeniem okreslonych choréb genetycznych. Ponadto w populacjach
homogennych genetycznie (np. populacja polska) diagnostyka genetyczna czesto polega na
wykrywaniu jednej lub kilku mutacji zatozycielskich, ktore odpowiadajg za duzy odsetek
wszystkich mutacji danego genu w danej populagji (np. czuto$¢ testu BRCA1 opartego o
badanie kilku najczestszych mutacji powtarzalnych genu BRCA1 w polskie;j populacji wynosi
okoto 90% w wykrywaniu wszystkich mutacji tego genu). Wobec tego, do poszukiwania
mutacji w pojedynczych genach i do detekcji znanych mutacii zatozycielskich, istotny jest
rozwdj prostych i tanich testow genetycznych, ktorych wyniki mozna szybko i jednoznacznie
interpretowaé. Zatem zadanie badawcze - opracowania nowych metod wykrywania mutacji,
jakiego podjat sie Doktorant, ukazuje sie jako bardzo wazne i aktualne.

Zatozenia pracy Doktorant zrealizowat opracowujgc warunki eksperymentalne techniki
HRM do wykrywania: 1) matych zmian sekwencji genu STK11; 2) matych mutacji i duzych
rearanzacji w genach DMD i APC; 3) matych mutacji i duzej delecji genu CHEK2. tacznie
swoje badania przeprowadzit na materiale genetycznym izolowanym z krwi obwodowe]
pozyskanej od ponad 500 pacjentéw, w tym 41 oséb z zespotem Peutza-Jeghersa, 50 oséb
z rodzin z Dystrofig mieéniowa Duchenne’a, 50 chorych na rodzinng polipowato$ciag
gruczolakowata, 343 pacjentek z rakiem piersi i/lub historig rodzinng nowotworéw oraz 100



os6b zdrowych stanowigcych grupe kontrolna. Czuto$¢ opracowanych metod HRM
zweryfikowat przez za pomocg analiz ASA-PCR oraz multiplex-PCR oraz przez badanie
kontrolnych prébek DNA od nosicieli mutacji zidentyfikowanych uprzednio
sekwencjonowaniem lub MPLA.

Opracowane przez Doktoranta warunki eksperymentalne c-HRM umozliwiaty
wykrycie 100% mutacji uprzednio stwierdzonych za pomocg innych metod molekularno-
genetycznych. Zakres przeprowadzonych badan éwiadczy o bardzo dobrym przygotowaniu
Doktoranta, zaréwno teoretycznym jak i manualnym. Na podstawie dobrze zaprojektowanych
i starannie wykonanych badan Doktorant wyciaggnat trzy zasadne whnioski: 1) Opracowana
metodyka wykrywania matych zmian sekwencji genu STK11 warunkujgcych zespét Peutza-
Jeghersa pozwala na szybkie i skuteczne wykrycie mutacji tego genu w badanej grupie
pacjentéw, 2) Poréwnawcza analiza topnienia w wysokiej rozdzielczoéci (C-HRM) jest
szybka, tanig i wysokoprzepustowa technikg przesiewowa, pozwalajgca na detekcje matych
zmian sekwencji i CNV w trakcie jednego badania, 3) Opracowany na podstawie analiz
HRM i C-HRM test identyfikacji 4 najczestszych mutacji genu CHEK2 jest efektywng i
precyzyjng metodg detekcji docelowych zmian, ze 100% skuteczno$cig wykrywalnosci
uzyskang w badanych grupach. ‘

Lektura doktoratu jednak nasuwa kilka pytan: 1) Czy obecnos¢ pseudogenow CHEK2
nie utrudnia wykrywania mutacji 1100delC za pomocg C-HRM?; 2) Czy obecnos¢ regiondw
bogatych w nukleotydy CG (np. exon 1 genu VHL) nie bedzie zaktdcac iloéciowej analizy w
metodzie C-HRM? 3) Jaka liczba fragmentéw moze by¢ badana technikg C-HRM?

W podsumowaniu, uwazam, ze forma doktoratu przygotowanego na podstawie
artykutéw opublikowanych w recenzowanych czasopismach naukowych jest doskonata.
Biorgc pod uwage zawartos¢ merytoryczng, recenzowany doktorat stanowi bardzo dobrze
wykonang prace badawczg z uzyciem nowoczesnych metod molekularno-genetycznych,
gwarantujgcych rzetelno$¢ przedstawionych wynikow.

Na uznanie zastuguje opracowanie przez doktoranta poréwnawczej analizy topnienia
w wysokiej rozdzielczosci (C-HRM), nowej metody jednoczesnego wykrywania matych
mutacji i duzych rearanzacji (CNV). Metoda ta wykorzystuje dane z procesu topnienia,
zamiast krzywych amplifikacji, do relatywnej kwantyfikacji. Umozliwia szybkg i tanig detekcje
mutacji. Moze okazaé sie przydatnym narzedziem do wstepnych badan przesiewowych gdyz
umozliwia szybka i tanig detekcje matych mutacji oraz CNV. Przedktadam wniosek o
dopuszczenie mgr Borunia do dalszych etapéw przewodu doktorskiego. Doktorat zostat
przygotowany na podstawie trzech publikacji w czasopismach zagranicznych (Human
Genetics 2014, BMC Med Genet 2013, Mol Diagn Ther 2015) o tgcznym wysokim
wspoiczynniku oddziatywania IF = 10,2, a pierwszym autorem wszystkich publikacji jest
Doktorant. Wobec tego prosze o wyrdznienie prezentowanej rozprawy doktorskiej.
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