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rozprawy doktorskiej mgr Anny Marii Majewskiej
pt.: ,,Analiza zmiennosci sekwencji nukleotydowej genu receptora kinazy tyrozynowej
kotéw rasy ragdoll”, wykonanej w Katedrze Genetyki i Ogolnej Hodowli Zwierzat
Wydziatu Biotechnologii i Hodowli Zwierzat Zachodniopomorskiego Uniwersytetu
Technologicznego w Szczecinie, pod kierunkiem prof. dr hab. inz. Marka Kmiec

W naukach biologicznych istnieje state i uzasadnione zainteresowanie badaczy
wyjasnieniem zwiazku miedzy genotypem zwierzecia a markerami jego
umaszczenia. W zasobach wynikow badan istnieje obecnie spora pula genow
kandydujgcych, mogacych mie¢ bezposredni lub posredni wptyw na zmiennos¢ w
zakresie barwy umaszczenia roznych gatunkdéw i ras zwierzat. Z aktualnego
przegladu piémiennictwa wynika, iz poznano dotychczas ponad 150 genow
zwigzanych z synteza pigmentéw i wzoréw ubarwienia. Naleza do nich geny
kodujgce synteze melaniny, zwigzane z biologia melanocytéw oraz melanosomaw,
a takze migracjg i przetrwaniem melanocytéw podczas ich transportu. Gen
receptora kinazy tyrozynowej (c-kit), zwigzany jest z rolg omdéwione] powyzej,
ostatniej grupy gendow. Wplyw zmiennosci tego genu na wystepowanie rozne;
wielkosci bialych obszaréw i znaczen na powierzchni futra niektorych gatunkow
zwierzat, zostata czesciowo potwierdzona, jednak nie wyjadniono dotad zwigzkow
miedzy wariantami genetycznymi genu c-kit a barwg futra kotow.

Dla Autorki niniejszej dysertacji, brak wynikéw badan w tym obszarze staf sie
przestanka do podjecia badan nad zmiennoscig sekwencji nukleotydowej genu c-kit
kotow rasy ragdoll, a takze po jego okreéleniu, do porownania osobnikow

posiadajgcych okreslony wzér wielko$ci biatych obszarow powierzchni futra
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z okreslonym w badaniach sktadem nukleotydowym genu c-kit kotéw rasy ragdoll, w
istniejgcych 3 typach odmiennego umaszczenia tej rasy (colourpoint, colourpoint
mitted, colourpoint bicolour).

Przediozona do oceny rozprawa doktorska zawiera 169 stron tekstu, 49 tabel,
39 wykresow, 46 rycin (fotografii) oraz 140 pozycje pismiennictwa. Ponadto, przed
wstgpem na stronach 4-10 zawarto spis treci, streszczenia pracy w jezykach
polskim oraz angielskim, a takze wykaz zastosowanych skrotéw.

Tytut pracy ,,Analiza zmiennoéci sekwencji nukleotydowej genu receptora
kinazy tyrozynowej kotow rasy ragdoll”, prawidlowo odzwierciedla gtéwny obszar i
cel badan.

Wstep rozprawy liczy 27 stron. Jest interesujacy, cho¢ migejscami zbyt diugi.
Potrzeby podjetych badan nie uzasadnialy tak szczegotowego i miejscami
popularnonaukowego opisu historii  pochodzenia kota domowego oraz jego
znaczenia w zyciu cztowieka. Dla zrealizowania podjetego w niniejszej pracy tematu,
wystarczytby opis pochodzenia oraz charakterystyka kotow rasy ragdoll. Dalsze
podrozdziaty wstepu, poswiecone przegladowi pismiennictiwa w obszarze badan roli
receptora kinazy tyrozynowej oraz polimorfizmu jego genu zwigzanego z
umaszczeniem zwierzat, sa juz prawidiowe, interesujgce, napisane dobrym,
klarownym i zwieztym  jezykiem naukowym. Te podrozdzialy dowodza, iz
Doktorantka dobrze dobrata przegladane pismiennictwo, ktére w tym zakresie jest
naprawde obszerne i aktuaine. Przeglad wielu zroédet doprowadzit Autorke do
przedstawienia gtéwne;j przestanki uzasadniajgcej podjecie badan, tj. do
sformutowania hipotezy, iz istnieje znaczace prawdopodobieristwo, ze zmiennoéc
nukleotydowa genu c-kit ma zwigzek z wystepowaniem charakterystycznego
rozmieszczenia biatych obszarow umaszczenia kotéw ragdoll odmian colour mitted
oraz bicolour.

Cel pracy sformutowany na podstawie omawianych wyze] przestanek,
przewidywat przede wszystkim wykrycie miejsc polimorficznych genu c-kit z probek
krwi  badanych trzech odmian barwnych Kkotéw, zaprojektowanie testéw
umozliwiajgcych analize zidentyfikowanych [oci, a takze na podstawie uzyskanych
wynikéw zbadanie struktury genetycznej typdw umaszczenia oraz przeanalizowanie

zwigzku miedzy rozktadem genotypow c-kit a odmianami barwnymi umaszczenia
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kotow ragdoll. Ostatni z wyznaczonych celéw polegat na okresleniu znaczenia
uzyskanych wynikow dla wiedzy z zakresu genetyki.
Rozdziat ,,Materiat i metody” liczy 14 stron. Materiat badawczy stanowity
proby krwi i tkanek (jajnikow, jader) pochodzace od 96 kotdw rasy ragdoll z 18
hodowli z terenu Polski (15 osobnikéw odmiany colourpoint, 46 odmiany colour
mitted oraz 35 kotoéw colourpoint bicolour). Sekwencjonowanie genu c-kit metodg
Sangera w celu wykrycia w nim ewentualnych mutacji wykonano na probkach krwi
uzyskanych od grupy 12 kotéw, ktéra skiadata sie z 3 odmian barwnych
reprezentowanych przez 4 osobniki kazdego typu. Ogétem zsekwencjonowano 20
odcinkéw genu c-kit z probek 12 kotéw ragdoll, przy czym ustalono sekwencje
nukleotydowg wszystkich 21 eksonéw tego genu. Autorka postanowita takze wigczyé
do analizy wynikéw wazne wg Niej mutacje opisane w literaturze: Glovonig oraz dwie
insercje intronu 1 genu c-kit. Dla kazdej zidentyfikowanej w niniejszej pracy nowej
mutacji Autorka zaprojektowata test na jej oznaczenie. W tym celu wykorzystano
nastepujgce techniki wykrywania mutacji oparte o reakcje PCR; PCR-RFLP, ACRS-
PCR (amplification created restriction sites PCR) oraz AS-PCR (allele specific PCR).
Do analizy restrykcyjnej oraz projektowania starteréw wykorzystano odpowiednio
programy NEBCutter i RestrictionMapper oraz Primer3. Analize statystyczng
dotyczacg charakterystyki genetycznej poszczegdinych odmian barwnych kotow
ragdoll oraz ich poréwnanie wykonano przy pomocy pakietu PQStat ver. 1.6. W
ramach analizy statystycznej obliczono frekwencje poszczegélnych genotypow,
zwigzek migdzy rozktadem wykrytych Joci a typami barwnymi, réwnowage Hardy-
Weinberga oraz oszacowano dystanse genetyczne i wskazniki zmiennosci, a takze
wzajemna relacje miedzy rozktadem genotypow poszczegélnych foci. Do
oszacowania zwigzku miedzy rozktadem genotypéw poszczegoinych loci a typami
umaszczenia kotdéw ragdoll wykorzystano test niezaleznoéci Pearsona chi® oraz
doktadny test Fishera.

Dziat ,,\Wyniki” liczy 91 stron. W wyniku sekwencjonowania porownawczego
obszernych fragmentow genu receptora kinazy tyrozynowej kotéw rasy ragdoll o
trzech odmianach barwnych, Autorka zidentyfikowata i opisata 40 polimorfizmow
typu SNP. Dla kazdego z SNP Doktorantka opracowala test umozliwiajacy ich
wykrycie. 25 z 40 SNP zlokalizowano w intronach genu c-kit. W regionie 5'UTR
wykryto 2 SNP, zas w 3'UTR - 4 mutacje. W badanych eksonach wykryto 9 SNP, z
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czego tylko jedna zlokalizowana w 4 eksonie genu c-kit zmieniatla sens zapisu.
Dwa z 9 SNP wykrytych w eksonach okazaty sie wspoéine dla wszystkich badanych
kotow, tak wiec z pewnoécig nie réznicowaty ich umaszczenia. Najbardziej zmiennym
eksonem, w ktérych zlokalizowano najwiecej SNP okazal sie ekson 3 z trzema SNP.
Analiza statystyczna wykazata, ze sposrod 40 SNP, az 22 wykazaly wysoko
istotny zwigzek z typami umaszczenia kotéw ragdoll, natomiast dodatkowo 2 SNP
miaty zwigzek istotny. Trzy z nich zlokalizowano w regionach UTR, 15 w intronach
oraz 5 w eksonach, jednak wszystkie mialy charakter synonimiczny. Analiza
opisanych w pismiennictwie dwoch insercji w intronie 1 wykazata, ze wsrod 96
badanych kotéw pierwsza z nich byla nieobecna, natomiast druga z insercji
czesciowo obecna. Rozktad genotypow tego locus byt istotnie zwigzany z typami
umaszczenia kotow ragdoll. Z kolei analiza zmiennoéci locus Gloving w eksonie 6
genu c-kit wykazata, ze zaden z badanych kotéw nie posiadat tej mutacji, uprzednio
wykrytej u kotéw birmarskich, od ktérych m.in. wywodzi sie rasa ragdoll.

Na koncu rozdziatu zostaty przedstawione dystanse genetyczne miedzy odmianami
barwnymi kotéw rasy ragdoll. Okazato sie, ze typy umaszczenia colourpoint mitted i
bicolour sg do siebie bardzo zblizone genetycznie (pod wzgledem sekwencji genu
c-kit), natomiast colourpoint (bez biatych oznak) wyraznie sie od nich rézni.
Oszacowane wspotczynniki $redniej heterozygotycznoséci wykazaty, iz najbardziej
zmienna odmiang barwng kotow ragdoll jest colourpoint mitted, a najmniej
colourpoint bicolour.

Rozdziat ,,Dyskusja wynikéw" liczy 8 stron. Poprawna nazwa tego rozdziatu,
by unikng¢ efektu ,,masto maslane”, to , Dyskusja”. Pierwszy podrozdziat dyskusji
jest omoéwieniem wynikéw i powinien znalezé sie w rozdziale ,\Wyniki”.

W ocenianej pracy, najwiekszg liczbe SNP wykryto w sekwencjach
intronowych. Z uwagi na ten fakt, Autorka skupita sie (bardzo sfusznie) na
przedyskutowaniu uzyskanych wynikéw pod katem podkreslenia znaczenia mutacji
intronowych dla efektéow biologicznych. Cytowane wyniki (Nackley i wsp., 2006 oraz
Parmley i Hurst 2007), wykazaty bowiem, ze synonimiczno$¢ nie musi oznaczac
neutralnoéci fenotypowej, a wg Chorev i Carmal (2012), efekt biologiczny moze
zaleze¢ jak najbardziej od zmiennosci intronowej, ktéra moze skutkowac nastepnie
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takimi zjawiskami jak alternatywny splicing sekwencji regulatorowych i motywow
wigzacych, odmienne odczytywanie kodonéw oraz zmianami w drugorzedowej
strukturze mRNA (Shablina i wsp., 2006; Parmley i Hurst 2007: Hsu i wsp., 2010,
Gingold i Pilpel 2011). Z licznie cytowanego w dyskusji pimiennictwa wynika jasno,
iz obecnie roénie ranga niedocenianej do niedawna zmiennosci zlokalizowanej poza
eksonami i granicami ekson-intron, zatem rosnie w tym zakresie wartosé wynikéw
uzyskanych w niniejszej pracy. W dalszej czesci dyskusji Autorka podkreslita, ze
mimo, iz rozktad genotypdw w zadnym z wykrytych /oci nie wykazat petnej korelacji z
typami umaszczenia kotéw tej rasy, badany gen kinazy tyrozynowej uzyskat w
efekcie badan wsparcie jako gen kandydujacy do wplywu modyfikujacego wielkosé i
rozktad biatych obszaréw w umaszczeniu kotéw ragdoll. Autorka podkreslita, iz Jej
badania majg charakter pionierski na gruncie genomiki strukturalnej kotow, bowiem
dotad nikt nie wigzat zmiennosci w genie c-kit z rozmieszczeniem biatych obszarow
na okrywie futrzanej kotow. W konkluzji Doktorantka stwierdzita, ze badania powinny
by¢ kontynuowane na liczniejszym materiale zwierzecym i dotyczyc
sekwencjonowania catego genu kinazy tyrozynowe;.

W rozdziale ,,Podsumowanie i wnioski” , podsumowanie miesci sie w
punktach 1-3 oraz 5, ktore stanowig rekapitulacje wynikéw. Jedynie punkty 4 i 6
noszg znamiona wnioskow wysnutych z wynikéw pracy. Whniosek 4 powinien by¢
pierwszym, natomiast 6 — drugim. Nalezalo takze wspomnie¢ we wnioskach o
waznym fakcie, iz badania nie rozstrzygnely jednoznacznie o zwiazku genu c-kit z
réznicami w umaszczeniu 3 typow tej rasy oraz o stwierdzonym w pracy braku
mutacji Gloving u kotéw ragdoll, a tym samym o interesujgcym braku (w tym
zakresie) pokrewieristwa z rasg birmariska.

Konczacy prace rozdziat , Wykaz pismiennictwa”, zawiera 140 zrodet bardzo
dobrze dobranej literatury. Rozdziat ten zgodnie ze wzorcem klasycznym pracy
badawczej, powinien nazywac sie ,,Piémiennictwo” lub ,, Literatura”, albo ,Zrodia”.

Reasumujac, nalezy uzna¢, ze zakres wykonanych prac i analiz
molekularnych  zwigzanych z  sekwencjonowaniem, wykonaniem analizy
bioinformatycznej oraz statystycznej w niniejszej dysertacji byt bardzo szeroki.
Uzyskane, interesujgce z naukowego punktu widzenia wyniki zostaly szczegdtowo
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opisane | zilustrowane w pracy. Szczegolnie interesujgce okazaty sie wyniki
ujawniajgce szeroki polimorfizm tego genu u kotow ragdoll, bowiem u 12 badanych
kotéw wykryto az 40 polimofizméw typu SNP, wérod ktorych jedna z substytucji
wykryta w eksonie zmieniata sens zapisu genetycznego. Realizujac wszystkie
postawione sobie cele pracy, Autorka odniosta w tym zakresie sukces naukowy, a
uzyskane wyniki wnosza do nauki zaréwno walory poznawcze jak i aplikacyjne.
Nalezy podkres$li¢, iz w procesie pisania ocenianej pracy, Autorka wykazata sie
wiedza, inteligencjg oraz wielka pracowitoscia. W peini opanowata warsztat naukowy
i wykazata bieglo$¢ zardwno w pracy laboratoryjnej jak i w ocenie statystycznej
uzyskanych wynikéw.,

Zawarte w powyzszej ocenie pracy doktorskiej uwagi i zalecenia nie
umniejszajg znaczenia oraz wartosci rozprawy, stanowig jedynie zyczliwe wskazowki
do dalszego doskonalenia warsztatu naukowego Autorki.

Konkludujac, stwierdzam ze przedstawiona mi do oceny dysertacja doktorska
autorstwa Anny Marii Majewskiej, spetnia wymagania stawiane rozprawom
doktorskim i na tej podstawie zgodnie z art. 13 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r, ,,0
Stopniach | Tytule w Zakresie Sztuki” (DZ.U. Nr 65, poz. 595 z pézniejszymi
Zmianami), wnesze o dopuszczenie mgr Anny Marii Majewskiej do dalszych etapow

przewodu doktorskiego.




