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Ocena formalna

Przedstawiona do recenzji dysertacja, Pani mgr Agnieszki Anny Korpal jest
monografig obejmujaca 99 stron tekstu w tym: wstep, 14 stron przegladu pismiennictwa, cel
pracy, 13 stron opisu materiatu i metod, 32 strony wynikéw, 6 stron dyskusji, stwierdzenia
i wnioski, streszezenie w jezyku polskim i angielskim oraz suplement, spis tabel i rycin oraz
bibliografig¢ obejmujaca 87 pozycji literaturowych.

Ocena Merytoryczna
Tematem pracy doktorskiej byla identyfikacja polimorfizméw genu kodujacego
selenoproteing P (SEPP1) oraz analiza ich wptywu na cechy uzytkowe $win oraz poziom selenu

w tkance migéniowe;j.

Selen klasyfikowany jest jako pierwiastek sladowy, niezbedny skiadniki w zywieniu dla
ludzi i zwierzat. W przypadku zaistnienia niedoboréw konieczna jest Jjego suplementacja w
diecie. Inaczej niz inne niezbedne pierwiastki sladowe, oddzialujace z biatkami w postaci
kofaktoréw, selen (Se) jest wbudowywany do tancucha polipeptydowego jako skladnik
aminokwasu selenocysteiny (Sec), kodowanej przez kodon UGA. Biatka zawierajgce w swoim

skladzie selenocysteing stanowia grupe definiowang jako selenoproteiny. Biatka z tej rodziny



pelnig réznorakie funkcje, w tym kluczowg rolg w m.in. takich procesach biologicznych jak
metabolizm hormonéw tarczycy, synteza DNA, ochrona przed uszkodzeniami oksydacyjnymi,
procesy zwigzane z odpornoscia organizmu na infekcj¢ oraz reprodukejg. Niedobdr selenu jak
rowniez pewne mutacje w genach i kofaktorach enzymoéw zaangazowanych w synteze
selenoprotein s3 odpowiedzialne za patofizjologie wielu choréb, w tym zaburzen funkcji
endokrynnych i neurologicznych, probleméw immunologicznych, choréb ukladu krazenia,
chordéb ukiadu mig$niowego i kostno-stawowego, oraz choréb nowotworowych. Wskazuje sie
tez, ze zatrucie metalami cigzkimi obniza poziom ekspresji mRNA dla selenoprotein, niwelujac
przeciwzapalne dziatanie Selenoprotein, powoduje wzrost poziomu ekspresji czynnikéw

prozapalnych.

Selen jako skiadnik enzymow i bialek o silnych wlasciwosciach antyoksydacyjnych,
pelni wazna role w ochronie struktury bton komérkowych, w tym komorek migsniowych, przez
co moze oddziatywac na jakos¢ migsa. Wiasciwa podaz selenu w diecie zwierzat powoduje, ze
migso charakteryzuje si¢ mniejszym wyciekiem. Niedobory selenu, wptywajac na degeneracje
komorek migsniowych, moga spowodowaé obnizenie jakosci migsa jak i samej migsnosci.
Jednakze nadmiar selenu réwniez moze byé szkodliwy dla zdrowia prowadzac do zatrucia,
okreslanego mianem selenozy. W skrajnych przypadkach moze spowodowaé uszkodzenia
uktadu nerwowego, marskos¢ watroby, niewydolnosci nerek, obrzek ptuc, zawat serca czy
nawet Smier¢. Dlatego wazne jest nie tylko zdefiniowanie odpowiedniej dawki selenu w diecie
ale tez dogl¢bne poznanie procesow metabolicznych z nim zwiazanych oraz istoty
genetycznego podloza kluczowych procesow biologicznych, w ktérych selen pelni kluczowa

role.
Oryginalno$¢ tematyki pracy i wartos$¢ poznawcza.

Podjeta przez Doktorantk¢ tematyka wpisuje sie w aktualne trendy badan z zakresu
genetyki strukturalnej i funkcjonalnej nutrigenetyki, ukierunkowanych na weryfikacje
wspoloddziatywania czynnikow genetycznych i zywieniowych, w tym bioaktywnych
komponentéw diety na cechy fenotypowe, obejmujace cechy uzytkowe zwierzat
gospodarskich. Doktorantka w prezentowanej rozprawie przedstawila szczegétowo obecny
stan wiedzy na temat znaczenia selenu, jako mikroelementu dla zachowania prawidlowego
przebiegu procesow fizjologicznych organizmu zwierzat, w tym trzody chlewnej. Korzystajac
z najnowszych danych literaturowych opisala glowne procesy zwigzane z metabolizmem
selenu, oraz scharakteryzowala biatka i enzymy bezposrednio zwigzane z wchlanianiem i

transportem selenu, jak i te kitorych aktywnos¢ jest istotnie zalezna od funkcjonalnych



selenoprotein. W szczegdInosci skupita si¢ na znaczeniu selenoproteiny P, ktora jest jednym z
biatek osocza krwi odpowiedzialnym w gléwnej mierze za transport selenu w krwiobiegu.
Nalezy podkreslic ze praca ma charakter nowatorski w kontekécie identyfikacji i
charakterystyki polimorfizméw w genie kodujacym $winska selenoproteine P oraz weryfikacji
wplywu genotypu tego genu na cechy uzytkowe §win.

Zdefiniowanie celow/ hipotez badawczych

Doktorantka w sposob wiasciwy okreslita cel badan rozprawy doktorskiej, ktérym bylo
poszukiwanie polimorfizméw w genie kodujacym selenoproteing P (SEPPI) u $wini domowej
(fac. Sus Scrofa domestica) oraz okreslenie zaleznosci pomiedzy wybranymi wariantami
polimorficznymi analizowanych fragmentéw genu SEPP/ a cechami tucznymi, rzeznymi,
parametrami jakosci migsa oraz zawartoscig selenu w migéniu najdtuzszym grzbietu (fac.

musculus longissimus dorsi).

Doktorantka jako hipoteze badawcza zalozyta, ze wystepowanie 2zmiennosci
genetycznej w obrgbie genu SEPP] moze wywiera¢ wplyw na cechy produkcyjne $win oraz

zawartos¢ selenu w migsniu najdtuzszym grzbietu.

Zakres i metody badarn

Przedstawiony zakres oraz zastosowane metody analityczne nie budza zastrzezen, sa
adekwatne do podjetych celow. Odpowiedni liczebnie i réznorodny material pozwolil na
skuteczng weryfikacj¢ zatozonych przez Doktorantke hipotez badawczych. Autorka swoje
badania oparla na liczebnym i zréznicowanym rasowo materiale, obejmujacym 722 loszki
z trzech ras takich jak: wielka biala polska (wbp), polska biata zwistoucha (pbz) oraz rasa
putawska bedaca rasa zachowawczg. Sposob i charakter przeprowadzonych badan nie
wymagat specjalnej zgody Komisji Etycznej ds Doswiadczen na Zwierzetach. Do badan
molekularnych Doktorantka wykorzystata pobrane poubojowo prébki migsnia najdtuzszego
grzbietu. Analizowane cechy uzytkowosci tucznej i rzeznej, zmierzone zostaly zgodnie z
metodyka stacyjna Stacji Kontroli Uzytkowosci Trzody Chlewnej (SKURTCh) w
Zakladzie Doswiadczalnym Instytutu Zootechniki PIB w Chorzelowie. Doktorantka
dokladnie opisata procedury laboratoryjne zwigzane z izolacja DNA oraz analizami
prowadzacymi do identyfikacji zmiany w sekwencji DNA genu SEPP]. Szczegblowo i
klarownie przedstawila proces przesiewowego genotypowania metoda PCR-HRM a
nastepnie precyzyjnej identyfikacji alleli w drodze sekwencjonowania metoda Sangera. W
dalszej kolejnosci Doktorantka przedstawila dokladng metodyke opracowanych testéw

molekularnych opartych o techniki PCR-RFLP oraz PCR-ACRS.



W analizach przesiewowych zwigzanych z identyfikacja miejsc polimorficznych
Doktorantka poddata analizie 7 fragmentéw genu SEPPI, obejmujacych wszystkie pie¢
eksonéw oraz region 3°UTR. W dalszych szczegélowych badaniach wptywu genotypu SEPP1
na analizowane cechy, skupita si¢ na wybranych polimorfizmach zidentyfikowanych w eksonie
5 oraz regionie 3’UTR. Autorka dokonujac wyboru najbardziej obiecujacych polimorfizmow
do dalszych analiz, brata pod uwage potencjalny funkcjonalny charakter zmian w sekwencji
DNA, ktore zidentyfikowata w 5 eksonie : ¢.632A>G, ¢.638G>A, ¢.718A>G oraz w regionie
3’'UTR. Uzyskane wyniki obejmujgce dane genotypowe i fenotypowe zostaly poddane
odpowiedniej analizie statystycznej z zastosowaniem stosownych testéw z

wykorzystaniem pakietu SAS 8.02.

Wyniki zrealizowanych badan

Zastuguje na uwage szeroki zakres przeprowadzonych przez Doktorantke analiz
molekularnych, ktéry obejmowat rézne techniki molekularne oraz analizy jako$ciowe DNA.
Swiadczy to o duzych kompetencjach Doktorantki w aspekcie badann molekularnych jak
rowniez o wlasciwym analitycznym podejsciu do badan celem identyfikacji i walidacji
wariantow genetycznych oraz wyboru potencjalnie funkcjonalnych zmian sekwencji DNA do
oszacowania ich wpltywu na cechy fenotypowe swin. Doktorantka zidentyfikowata liczne
zmiany sekwencji DNA w obrebie badanych fragmentow genu SEPPI, a po poréwnaniu z
sekwencjg referencyjna zdefiniowata ich strukturalnga i funkcjonalng charakterystyke.
Uzyskane wyniki w aspekcie poznawczym sa szczegodlnie interesujgce, poniewaz w obrebie
zidentyfikowanych polimorfizméw znalazly si¢ takie, ktére prowadzity do zmiany
aminokwaséw w lancuchu polipeptydowym. Podobnie zidentyfikowane zmiany w regionie
regulatorowym genu 3’UTR, moga miec¢ bezposrednie funkcjonalne znaczenie dla poziomu
kodowanego bialka.

Uzyskane wyniki analiz statystycznych przedstawiajg szereg istotnych oddzialywan
miedzy genotypami SEPPI a badanymi cechami, jednakze zaleznosci te s3 na ogot specyficzne
dla ras, moze tez dowodzi¢ interakcji z innymi Joci o znaczacym wplywie w ksztaltowaniu cech
uzytkowych i jakosci migsa $win. Takim Joci jest blisko potozony gen kodujacy receptor
hormonu wzrostu GHR. Natomiast istotne roznice frekwencji wariantow miedzy rasami
komercyjnymi takimi jak wbp, pbz a zachowawczg rasa pulawskg mogg by¢ w pewnym stopniu
efektem silniejszej presji selekcyjnej ukierunkowanej na poprawe cech uzytkowych ras
komercyjnych. Przedstawione badania niosa istotne walory poznawcze tym niemniej

potencjalne znaczenie aplikacyjne w selekcji z wspomaganej markerami wymaga dalszych



badan o charakterze podstawowym. W tym szerszej analizy tla genetycznego, obejmujacego
inne geny kandydujace dla cech uzytkowych swin.

Uwagi i sugestie

Podsumowujgc ~ stwierdzam, ze Doktorantka wykazala si¢ nalezyta wiedza,
skrupulatnoscig i pracowitoscia wykonujac kompleksowe analizy molekularne i analizy
statystyczne oraz omawiajac wyniki w kontekscie aktualnej literatury w danym temacie.
Wysoko oceniam wartos¢ merytoryczna i poznawczg przedstawionej roZprawy.
Tym niemniej jest kilka kwestii, ktore wymagalyby doprecyzowania:

* Czy wszystkie zidentyfikowane przez autorke mutacje byly nowymi, a jesli tak czy
zostaly zdeponowane w bazie GeneBank?

* Autorka wskazuje, Zze podobna frekwencja dla dwoch wariantow (Polimorfizm
¢.638G>A 1 632A>G) wynika z ich sprzgzenia co jest oczywiscie prawda, co wigcej z
definicji sprzezenia loci genow wynika, ze wszystkie przedstawione warianty
genetyczne sg ze sobg sprz¢zone, odleglos¢é mniejsza od 1 ¢cM ?

e Czy doktorantka podejmowata proby analizy kombinowanych taczonych genotypow
réznych wariantow.

e (Czy Doktorantka podjeta probe weryfikacji doktadnosci techniki PCR -HRM z
technikami PCR-RFLP i PCR-ACR, co moze pozwolitoby oprzeé identyfikacje
genotypow na wydajniejszej, mniej pracochtonnej metodzie PCR-HRM.

e (Czy byla podejmowana ocena poziomu ekspresji mRNA SEPP].

e Jakie znaczenie zidentyfikowany polimorfizm moze mie¢ dla ekspresji tego bialka w
watrobie, nerkach i jego funkcjonalnych wiasciwosci w odniesieniu do cech
uzytkowych.

e (Czy byla podejmowana proba analizy biatka SEPP1

e (Czy byl badany potencjat oksydoredukcyjny w migsie.

e Czy byla przeprowadzona analiza korelacji zawartosci selenu z cechami jakogci migsa?

Przedstawiajac stwierdzenia i wnioski sugerowalbym pewne zmiany i uzupelnienia np.:

e W jakim stopniu opracowane testy PCR-HRM byly skuteczne w identyfikacji zmian
sekwencji, i czy moga stanowi¢ drogg w indywidualnej identyfikacji markeréw SNP.

e W kontekscie przeprowadzonych analiz stosowniej byloby uzywaé terminu zwigzek
badz asocjacja genotypu z cechami zamiast korelacja, czy oddzialywanie badz wpltyw.

e Cennym byloby tez zamieszczenie wniosku odnoszacego sie do réznic w frekwencji

genotypow miedzy rasami komercyjnymi a rasg zachowawcza.



Wymienione uwagi nie umniejszaja3 merytorycznej wartosci rozprawy i
prezentowanych w niej wynikéw. Niniejsza prace oceniam bardzo wysoko pod wzgledem
merytorycznym jak i formy przedstawienia wynikow.

Podsumowujac recenzje stwierdzam, ze niniejsza praca doktorska spelnia wymogi
okreslone w art. 13 Ustawy o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule
w zakresie sztuki, i moze by¢ podstawa do nadania stopnia naukowego doktora w dziedzinie
nauk rolniczych w dyscyplinie zootechnika i rybactwo, w postepowaniu prowadzonym na
podstawie Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o
stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U.z 2017 r. poz. 1789 ze zm.), w zwigzku z art. 179
ust. 1 Ustawy z dnia 3 lipca 2018 r. — przepisy wprowadzajace Ustawe Prawo o szkolnictwie
wyzszym i nauce (Dz. U. 22017 r. poz. 1789 ze zm. w Dz. U. z 22 marca 2019 r. poz. 534) i
wnosz¢ o dopuszczenie mgr Agnieszke Ann¢ Korpal do dalszych etapow przewodu
doktorskiego. Ponadto, biorac pod uwage szeroki zakres zrealizowanych badan, oraz

skrupulatnie przeprowadzona analize wnosze o wyrdéznienie niniejszej rozprawy.




