STRESZCZENIE

W dzisiejszych czasach wiasciwie dobrana i zbilansowana dieta uznawana jest za jeden
z mnajwazniejszych czynnikéw warunkujacych ludzkie zdrowie. Szczegblne znaczenie
przypisuje si¢ zwlaszcza zawartosci w diecie witamin i pierwiastkéw sladowych. Jednym z nich
jest selen (Se). Wielorakie funkcje, ktére spelnia wewnatrz ustroju, wiaza si¢ przede wszystkim
z wystepowaniem selenoprotein. Niedobér selenu w diecie sprawia, ze enzymy wymagajace
jego wbudowywania nie mogg zosta¢ wyprodukowane Iub tez sa wytwarzane, ale ich funkcja
jest uposledzona. Stad tez niedobér selenu moze przejawiaé sic zaburzeniami na réznych
poziomach funkcjonowania organizmu. Zawarto$¢ Se w naturalnej zywosci jest $cisle Zwigzana
z potozeniem geograficznym. Niestety, na terenie Polski gleba jest uboga w selen, co przektada
si¢ rowniez na niedobory tego pierwiastka w organizmach Polakéw. Wobec powszechnie
wystepujgcych deficytow selenu problemem staje si¢ zapewnienie odpowiedniej jego podazy
w diecie. Podstawowym Zrédlem Se sa produkty zwierzece. Obecnie migso wieprzowe
analizowane jest pod katem polimorfizméw genéw, ktérych produkty biatkowe maja istotne
znaczenie dla jego jakosci, w tym whasciwosci prozdrowotnych. Jednym z istotnych bialek jest

selenoproteina P (SeP). Bialko to uczestniczy w magazynowaniu i transporcie selenu.

Cel pracy. Celem prowadzonych badan jest detekcja polimorfizmoéw w genie kodujgcym
selenoproteing P (SEPPI) u swini domowej (tac. Sus Scrofa domestica) oraz ustalenie
ewentualnych zaleznosci pomiedzy genotypami analizowanych fragmentéw genu a cechami
uzytkowymi $win (tucznymi i rzeznymi), wybranymi parametrami jakosci migsa oraz

zawartoscig selenu w mig$niu najdtuzszym grzbietu (tac. musculus longissimus dorsi).

Hipoteza badawcza. Wystepowanie zmiennosci genetycznej w obrgbie genu SEPPI moze
wywiera¢ wplyw na cechy produkcyjne $win oraz zawarto$é selenu w migsniu najdluzszym

grzbietu.

Materialy i metody. Badaniami objeto 722 osobnikoéw nalezacych do 3 ras swin: wielka biala
polska, polska biata zwistoucha i putawska. Do izolacji genomowego DNA z fragmentu tkanki
mies$nia najdluzszego grzbietu uzyto zestawu Genomic Mini (A&A Biotechnology) oraz
Sherlock AX (A&A Biotechnology). W celu wykrywania zmienno$ci, a nastgpnie
genotypowania wybranych fragmentow genu SEPPI zastosowano metody: PCR-HRM,
sekwencjonowanie Sangera, PCR-ACRS, PCR-RFLP oraz analiza wielkosci fragmentow
z wykorzystaniem sekwenatora kapilarnego CEQ8000 (Beckman Coulter). Zawartos¢ selenu

u 163 wybranych prob oznaczono metoda spektrofluorymetryczng z wykorzystaniem 2,3-



diaminonaftalenu. Analizg statystyczng wynikéw wykonano za pomocg programu SAS v. 8,

02, z zastosowaniem procedury GLM (ang. General Linear Model).

Wyniki. W wyniku przeprowadzonych analiz w obrebie genu selenoproteiny P
zidentyfikowano obecnos¢ 11 mutacji. Okreslono czesto$¢ wystepowania pigciu zmian
polimorficznych oraz ich wplyw na cechy produkcyjne $win i zawartos¢ selenu w badanych
tkankach migsnia najdtuzszego grzbietu. Zidentyfikowane polimorfizmy wplywaly istotnie na
cechy tuczne (zuzycie paszy na kilogram przyrostu, przyrost dzienny), rzezne (m.in. wydajnos¢
rzezna, masa poledwicy, procent migsa w tuszy) i jako$é miesa wieprzowego (m.in.

wodochtonnos¢ migsa, pH poledwicy i szynki).

Whioski. Powigzanie wartosci liczbowych dotyczacych cech migsa ze zidentyfikowanymi
wariantami polimorficznymi genu SEPPI pozwolilo pozna¢ ich wplyw. Poszczegdlne
polimorfizmy w genie SEPP1 maja potencjal wykorzystania jako marker selekcyjny pod katem
standardowych cech produkcyjnych, a jeden z nich predysponowany jest dla nowatorskiego

podejscia w celu zwigkszenia ilosci selenu w migsie wieprzowym.
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ABSTRACT

Nowadays, an adequately selected and balanced diet is considered one of the most
critical factors determining human health. Particular importance is attached in particular to the
content of vitamins and trace elements in the diet. One of them is selenium (Se). The multiple
functions it performs inside the body are primarily related to the presence of selenoproteins.
A deficiency of selenium in the diet means that enzymes that require its incorporation cannot
be produced or are produced, but their function is impaired. Hence, selenium deficiency may
manifest in disorders at various levels of the body's functioning. The Se content in natural food
is closely related to its geographical location. Unfortunately, the soil in Poland is poor in
selenium, which also translates into deficiencies of this element in the organisms of Poles.
Considering the commonly occurring selenium deficiencies, ensuring an adequate supply of
selenium in the diet becomes a problem. Animal products are the primary source of Se.
Currently, pork is analyzed in terms of gene polymorphisms, the protein products of which are
essential for its quality, including health-promoting properties. One of the essential proteins is

selenoprotein P (SeP). This protein is involved in the storage and transport of selenium.

Objective of the work. The research aims to detect polymorphisms in the gene coding for
selenoprotein P (SEPPI) in the domestic pig (Sus Scrofa domestica) and to establish possible
relationships between the genotypes of the analyzed gene fragments and the performance
characteristics of pigs (fattening and slaughter), selected parameters of meat quality and

selenium content in the musculus longissimus dorsi.

Research hypothesis. Genetic variation within the SEPP] gene may affect the production

characteristics of pigs and the selenium content in the musculus longissimus dorsi.

Materials and methods. The study included 722 pigs belonging to 3 breeds: Polish Large
White, Polish White Landrace, and Pulawska. The Genomic Mini (A&A Biotechnology) and
Sherlock AX (A&A Biotechnology) kits were used to isolate genomic DNA from a fragment
of the musculus longissimus dorsi tissue. The following methods were used to detect the
variability and then genotype-selected fragments of the SEPPI gene: PCR-HRM, Sanger
sequencing, PCR-ACRS, PCR-RFLP, and fragment size analysis using the CEQ8000 capillary
sequencer (Beckman Coulter). Selenium content in 163 selected samples was determined by
the spectrofluorimetric method using 2,3-diaminonaphthalene. The statistical analysis of the
results was performed with the SAS ver. 8.02 program, using the GLM (General Linear Model)

procedure.



Results. As a result of the analyses carried out within the selenoprotein P gene, the presence of
11 mutations was identified. The frequency of five polymorphic changes and their influence on
pigs' production characteristics and the selenium content in the examined tissues of the
musculus longissimus dorsi were determined. The identified polymorphisms significantly
influenced fattening characteristics (feed consumption per kilogram of gain, daily gain),
slaughter traits (e.g., slaughter yield, loin weight, percentage of meat in the carcass), and pork

quality (e.g., water absorption of meat, pH of loin and ham).

Conclusions. Combining the numerical values for meat characteristics with the identified
polymorphic variants of the SEPPI gene revealed their influence. Individual polymorphisms in
the SEPPI gene have the potential to be used as a selectable marker for standard production

traits, one of which is predisposed to a novel approach to increase selenium levels in pork.
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Recenzja rozprawy doktorskiej
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Pt: ,,Detekcja mutacji funkcjonalnych w genie kodujacym selenoproteine P

u Sus scrofa domestica”
Ocena wyboru tematu

Badania na zwierzetach poddajace analizie genetycznej mutacje mogace wplywaé
na przyswajalnos¢ witamin i pierwiastkow sladowych wydajg si¢ by¢ zasadne. Mutacje
te moga przeklada¢ sie na niedobory zywieniowe u Sus scrofa domestica, jako$¢ migsa

wieprzowego, a tym samym niedobory w diecie czlowieka.

Wybor biatka jakim jest selenoproteina P uczestniczaca w magazynowaniu i transporcie selenu
jest zasadny chociazby dlatego, ze powszechnie wiadomo jak wplywaja one na stan zdrowia
czlowieka, dla ktérego migso wieprzowe stanowi podstawowy skladnik pozywienia.
Wieprzowina jest zdecydowanie najczesciej spozywanym migsem. Wobec powszechnie
wystepujgeych niedobordéw selenu u ludzi dobrym rozwigzaniem jest przyszlosciowa selekcja
zwierzat (trzody chlewnej), ktorych migso bedzie charakteryzowalo si¢ wyzsza zawartoscig

selenu.

W tym aspekcie wybor tematu rozprawy mozna uznac za trafny i merytorycznie uzasadniony.
Praktycznym efektem pracy doktorskiej jest ustalenie i zbadanie mutacji funkcjonalnych
w genie kodujgcym selenoproteing P. ma to zapewne istotne znaczenia w badaniach

prowadzonych nad tusza migsna.



Ocena merytoryczna rozprawy doktorskiej

Przedlozona recenzji rozprawa zawiera 7 rozdzialow. Dodatkowe rozdzialy to: streszezenie

w jezyku polskim i angielskim, suplement, spis tabel, spis rycin, bibliografia.

Rozdzial pierwszy zatytulowany wstep opisuje znaczenie selenu w diecie cztowieka oraz jego

niedobory. Zabraklo odniesienia tego problemu w przypadku trzody chlewnej oraz z czego

moze ona wynika¢. Problem ten doktorantka porusza dopiero w kolejnym rozdziale.

Rozdzial drugi przedstawia przeglad pi$miennictwa i stan aktualnej wiedzy. W rozdziale

sa opisane niedobory selenu, stany patologiczne wynikajace z niskiej podazy oraz jego szlaki
metaboliczne. Doktorantka przedstawila rowniez niedobory tego pierwiastka u $win,
zaznaczajac ich wplyw na organizm tego gatunku. W rozdziale tym opisana jest rowniez ogdlna
rola selenoprotein, ich biologiczna funkcja, ochrona komorkowa. Zawarta jest takze informacja
o samej selenoproteinie P i jej roli w gospodarce selenem. Opisano rowniez gen SEPPI

kodujacy selenoproteine P oraz obserwowane w nim mutacje.

Rozdzial 3 przedstawia cel pracy, czyli detekcje polimortizméw w genie kodujacym
selenoproteing P u $wini domowej, jak i ustalenie zaleznosci pomigdzy genotypami a cechami
uzytkowymi $win (tucznymi i rzeznymi), niektorymi parametrami jakosci migsa oraz
zawartoscig selenu w mies$niu najdtuzszym grzbietu. Jasno zostala sprecyzowana hipoteza
badawcza o wystgpowaniu zmiennosci genetycznej w obrebie analizowanego genu i jego

wplywie na cechy produkcyjne $win jak 1 zawarto$¢ selenu w migsniu najdhuzszym grzbietu.

Rozdziat 4 opisuje material i metody wykorzystane do badan. Doktorantka opisuje rodzaj
materialu uzytego do badan z podzialem na trzy rasy. W tabeli nr 3 i 4 opisano mieszanke
zywieniowa podawang zwierzgtom oraz parametry pokarmowe mieszanki. Z opisu wynika
rowniez, ze z badania wykluczono zwierzgta posiadajace mutacje C1843T w genie receptora
ryanodyny (RYR1). W opisie materialu zabraklo jedynie wieku w jakim byta trzoda chlewna,
podziatu na ple¢ oraz jak dlugo i w jakich warunkach przechowywany byl material w postaci
migsnia najdtuzszego grzbietu. Powszechnie wiadomo, ze sposéb preparacji i przechowywania
materiatu jest kluczowy w degradacji DNA. W dalszych etapach pracy oznaczano poziom
selenu w migsniu metodg spektofluorometryczng. Tu ponownie odniesienie do wczesniejszej
uwagi co do czasu i sposobu przechowywania materialu badanego oraz wieku osobnikow
badanych. Jak temperatura i czas przechowywania moze wplynaé na poziom selenu

w migsniach? W przypadku czlowieka poziomy selenu w tkance zalezg od jego wicku oraz



plei, nie biorge pod uwage oczywiscie 0s6b z niedoborami tego pierwiastka. Jak to wyglada

u $win domowych?

Metoda uzyta do badan PCR-HRM jest metoda wysokorozdzielczego topnienia matrycy HRM

opartg na identyfikacji roznic w denaturacji produktéw reakcji PCR w obecnoéci

barwnik6éw fluorescencyjnych, pozwala na identyfikacje wariacji genetycznych w sekwencjach
kwasow nukleinowych. Jest to metoda stosunkowo tania o krétkim czasie wykonania ale
wysokiej czulosci. Wydaje si¢ wiec zasadne uzycie tej metody w celu detekcji mutacji
funkcjonalnych badanego genu. Na uwage zastuguje fakt, ze doktorantka sama podjela sie
zaprojektowania starterow w programie Primer 3, co wymaga dokladnej analizy sekwencji
genetycznych i optymalizacji do warunkow laboratoryjnych. W tabeli nr 5 przedstawiony zostat
sktad mieszaniny reakcyjnej PCR, a pod tabela profil termiczny reakcji. Diugos¢ otrzymanych
amplikonéw poddano ocenie przy pomocy elektroforezy na 3% zelu agarozowym z dodatkiem
bromku etydyny w obecnosci markera. Nastepnie w ten sam sposob opisano drugi etap analiz,
jakim bylo przeprowadzenie reakcji PCR-HRM. W tabeli nr 7 przedstawiono dokladnie
sekwencje starterowe dla poszczegdlnych eksonéw. Kolejnym etapem badan bylo
sekwencjonowanie fragmentéw genu SEPP1. Doktorantka na podstawie analiz uzyskanych
metoda PCR-HRM wytypowala konkretne probki do sekwencjonowania (metoda Sangera).
Takich probek wybrano 8 na podstawie roéznic we wzorach Kkrzywych topnienia.
Do amplifikacji fragmentéw genu uzyto startery flankujace wykorzystane wczesniej
w metodzie HRM. Dokladnie jak w poprzednich etapach analiz opisano sklad mieszaniny
i profil termiczny reakcji. W dalszych etapach badan Doktorantka okresla frekwencje
zidentyfikowanych mutacji przy pomocy metody PCR-ACRS, PCR-RLFP. Podobnie opisano

skiad i profil termiczny reakcji.

Rozdzial 5 prezentuje uzyskane wyniki badan. Na 11 rycinach przedstawiono krzywe topnienia
reakcji PCR-HRH wuzyskane dla poszezegolnych eksonéw. Nastepnie ryciny 12-18
przedstawiajg chromatogramy uzyskane w wyniku sekwencjonowania dla poszczegélnych
regionow. Rycina 19 przedstawia uzyskane mutacje w regionie kodujgcym, intronowym
i 3’'UTR. Doktorantka wytypowala 5 zmian strukturalnych w genie SEPP1 do dalszych badan.
Zmiany te sg zlokalizowane w obrebie 5 eksonu oraz regionu 3°’UTR, cztery z nich to SNPs.
Zmiany s3 wynikiem zamiany aminokwasu w powstajgcym biatku. Doktorantka wybrala
zmiane o charakterze insercyjno-delecyjnym zlokalizowana w eksonie 5, ze wzgledu
na potencjalny wplyw na proces transkrypcji i ekspresj¢ genu SEPP1. Analizie poddano takze

czestos$é wystepowania poszezegolnych genotypow i alleli oraz odniesiono je do badanych ras.



Ryciny 20-22.24 przedstawiaja rozdziat elektroforetyczny uzyskanych polimorfizméw po
zastosowaniu enzymoéw restrykeyjnych. W rozdziale tym dobrze opisano uzyskane
polimorfizmy (bylo ich 10) oraz odniesiono ich potencjalny udziat w cechach: jakos$ci migsa,

tucznych oraz rzeznych.

Doktorantka wykazata sie bardzo dobra znajomo$cia analiz genetycznych dzigki czemu dobrze

zaprojektowata badania.

Pragne podkreslié¢, ze moje uwagi nie umniejszaja wartosci pracy. Jestem przekonany,
ze zawarte w niniejszej recenzji wskazoéwki pomoga Doktorantce w doskonaleniu tresci

rozprawy doktorskiej co bedzie przydatne w publikacji uzyskanych wynikow.

W rozdziale 6 zatytulowanym Dyskusja Doktorantka podjeta probe oméwienia uzyskanych
swoich wynikéw badan. Z jednej strony omowiono role selenu w organizmie, jego znaczenie
dla prawidtowego funkcjonowania ludzi i zwierzat, skutki niedoboru oraz jego zawartos¢
w miesie. Prowadzone badania mialy charakter pionierski. Po raz pierwszy podjeto si¢
identyfikacji polimorfizméw w genie kodujacym $winska selenoproteing P odnoszac ja do cech
uzytkowych $win, wybranymi parametrami jakosci migsa i zawartoscig selenu w migsniu
najdluzszym grzbietu. Takie kompleksowe podejscie pozwolilo kompleksowo spojrze¢ na
poszczegolne parametry. W pracy wykazano istotnie statystycznie zwiazek pomiedzy
polimorfizmem ¢.718>G a zawartoscia selenu w miesniu. Poréwnano otrzymane wyniki
z badaniami otrzymanymi u ludzi dotyczace zawartosci selenu w migsniach przy obecnym

polimorfizmie.

Rozdzial 7 przedstawia stwierdzenia i wnioski. Doktorantka w oparciu o przeprowadzone
badania sformutowala 9 wnioskow. Stanowia one podsumowanie uzyskanych wynikow

adekwatne do celow pracy.
Ocena formalna rozprawy doktorskiej

Rozprawa liczy 99 stron wiaczajac spis rycin, tabel i bibliografii. W pracy znajduje sie 27 tabel,
24 ryciny, ktore ulatwiaja merytoryczng interpretacje tekstu. Praca zostala napisana
poprawnym j¢zykiem polskim w formie wydruku. Posiada wiasciwy uktad rozdzialow, typowy
dla rozpraw na stopien doktora. Uktad redakcyjny pracy obejmuje: wstep, przeglad literatury,
cel pracy, material 1 metody, wyniki, dyskusja, stwierdzenia i wnioski, streszczenie, abstract,
suplement, spis tabel, spis rycin, bibliografie. Przedstawienie wynikow badan oraz konstrukcja

pracy nie budzi zastrzezen. Przeglad pismiennictwa stanowi 87 pozycji zaréwno krajowych jak



i anglojezycznych. Duzym plusem jest wykaz skrétow uzytych w pracy, ktory znacznie ulatwia

zrozumienie na poZniejszym etapie czytania.

Z. obowigzkow recenzenta wynika rowniez oméwienie drobnych mankamentow przedlozonej

rozprawy:

1. Przy przegladaniu pracy rzuca si¢ w oczy Zle dobrana edycja tekstu: zbyt male
marginesy z prawej strony, co szczeg6lnie widoczne jest na stronie tytutowe;.

2. Bibliografia jest ponumerowana co wprowadza w blad czytelnika, ktory probuje
odnalez¢ numer publikacji w tekscie. Przy publikowaniu rozprawy warto ujednolicié jej
styl.

3. Ryciny moglyby by¢ nieco wigkszych rozmiaréw, tym bardziej, ze zostawato pod nimi

sporo wolnego miejsca. Ulatwiloby to znacznie interpretacje.

Konkluzje oceny rozprawy doktorskiej

Po zapoznaniu si¢ rozprawy doktorskiej Pani mgr inz. Agnieszki Korpal Pt: ,,Detekcja mutacji
funkcjonalnych w genie kodujacym selenoproteing P u Sus scrofa domestica™ napisanej pod
kierunkiem dr hab. inz. Arkadiusza Termana oraz dr hab. inz. Katarzyny Ropki-Molik
(promotor pomocniczy) w dziedzinie nauk rolniczych, dyscyplinie zootechnika, stwierdzam,
ze rozprawa ta stanowl rozwiazanie problemu naukowego oraz spelnia kryteria stawiane
dysertacja naukowym stawianym na stopien doktora warunkéw okreslonych w art.13 ust.
1 ustawy z dnia 14 marca 2003r. o stopniach naukowych tytule naukowym oraz o stopniach

naukowych 1 tytule w zakresie sztuki (Dz.U. z 2017r., poz. 1789).

Przedstawiam Wysokiej Radzie Naukowej Dyscypliny Zootechnika
Zachodniopomorskiego Uniwersytetu Technologicznego w Szczecinie wniosek

o dopuszczenie mgr inz. Agnieszki Korpal do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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Jastrzgbiec, 7 listopada 2022 r.
Prof. dr hab. Mariusz Pierzchala
Instytut Genetyki i Biotechnologii Zwierzat
Polskiej Akademii Nauk w Jastrzebcu

Recenzja pracy doktorskiej
Pani mgr Agnieszki Anny Korpal
pt.: ..Detekcja mutacji funkcjonalnych w genie kodujacym selenoproteing P
u Sus Scrofa domestica™
wykonana w Katedrze Genetyki

Zachodniopomorskiego Uniwersytetu Technologicznego w Szczecinie

pod kierunkiem promotora dr. hab. inz. Arkadiusza Termana, prof. ZUT

z Zachodniopomorskiego Uniwersytetu Technologicznego w Szczecinie

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.




UCHWALA NR 4

Senatu Zachodniopomorskiego Uniwersytetu Technologicznego w Szczecinie
z dnia 16 stycznia 2023 r.

w sprawie nadania mgr inz. Agnieszce Korpal
stopnia doktora

Na podstawie art. 179 ust. 11 3 pkt 2b ustawy z dnia 3 lipca 2018 r. Przepisy wprowadzajace ustawe
— Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. poz. 1669, z p6zn. zm.) w zwiazku z art. 14 ust. 2
pkt 5 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach
1 tytule w zakresie sztuki (tekst jedn. Dz. U. z2017 r. poz. 1789, z pdZn. zm.) uchwala sie, co nastepuje:

§ 1.
Senat Zachodniopomorskiego Uniwersytetu Technologicznego w Szczecinie nadaje mgr inz. Agnieszce
Korpal stopien doktora w dziedzinie nauk rolniczych, w dyscyplinie zootechnika i rybactwo.

§2.

Uchwata wchodzi w zycie z dniem podjecia.

Przewodniczacy Senatu
Re :

dr hab. inz. Jacek [Wrobel, prof. ZUT
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