Olsztyn, 14.02.2025 r.

Prof. dr hab. Andrzej Gugolek
Wydziat Bioinzynierii Zwierzat
Katedra Hodowli Zwierzat
Futerkowych i Lowiectwa

UWM w Olsztynie

Ocena
rozprawy doktorskiej mgr Ilony Mazurkiewicz pt.: ,,Polimorfizm molekularny genow
odpornosci na choroby wirusowe u norki amerykariskiej (Neovison vison)”, wykonanej pod
kierunkiem prof. dr hab. Andrzeja Jakubczaka w Instytucie Biologicznych Podstaw Produkc;ji
Zwierzgeej, Wydziale Nauk o Zwierzetach i Biogospodarki w Uniwersytecie Przyrodniczym w

Lublinie.

Norka amerykanska (Neogale vison/Neovison vison) to najwazniejszy gospodarczo i
najliczniej hodowany na $wiecie i w Polsce gatunek zwierzecia futerkowego. Obok zwierzat
hodowanych przez cztowieka, istniejg takze liczne wolnozyjace populacje norek w réznych
rejonach $wiata. Norki hodowlane utrzymywane najczesciej w fermach wielkostadnych narazone
s3 na réznorodne schorzenia i problemy zdrowotne, wywotywane miedzy innymi przez wirusy.
Najczegsciej wystgpujaca, znang od lat i nadal sprawiajgcg problemy chorobg wirusowa jest
choroba aleucka - Aleutian Disease (AD), wywolywana przez wirusa choroby aleuckiej norek -
Aleutian Mink Disease Virus (AMDV). Powoduje ona nadal znaczne straty ekonomiczne w
hodowli, manifestujgc si¢ najczesciej obnizeniem wynikéw rozrodu i pogorszeniem poziomu
dobrostanu zwierzat. Wirus AMD bardzo tatwo rozprzestrzenia si¢ oraz wykazuje znaczng
odporno$é na czynniki srodowiskowe, co w konsekwencji powoduje, ze nie jest fatwo usungé go
z ferm. Wymusza to na hodowcach poszukiwanie metod profilaktyki, tym bardziej, ze nie sa
znane skuteczne szczepionki przeciwko chorobie aleuckiej. Brak profilaktyki swoistej wymusza
konieczno$¢ opracowania innych metod zapobiegajgcych lub ograniczajacych straty hodowlane
z powodu tej choroby. Obecnie metodg powszechnie stosowang jest eliminowanie ze stada
zwierzgt chorych i nosicieli. Inng obiecujaca mozliwoscig jest selekcja genetyczna norek w
kierunku zwigkszonej odpornosci na zakazenie wirusem AMD. Prowadzenie zatem badaf nad
genami kandydujgcymi do selekcji norek tolerujacych chorobg aleuckg uwazam za celowe i
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jak i poprawy zdrowotnosci zwierzat na fermach.

Przestana do oceny rozprawa, przygotowana zostata w formie monografii. Obejmuje
tgcznie 151 stron maszynopisu, 20 tabel, 39 rycin i posiada typowa konstrukcje dla tego typu
prac. Rozpoczyna sie krotkimi ,,Streszczeniem” i »summary”. Gléwne rozdzialy pracy to:
»Wstep”, ,Cel i hipotezy badawcze”, ,Materialy i metody”, ,,Wyniki”, , Dyskusja”,
~Podsumowanie i wnioski”. Rozprawa zawiera takze »Bibiliografi¢” oraz 3 zalaczniki, na
ktérych przedstawiono poréwnania sekwencji aminokwasowej bialtek: Serine and Arginine Rich
Splicing Factor 5 (SRSF5), RING Finger Protein 165 (RNF165) i SKI Family Transcriptional
Corepressor 2 (SKOR?2).

Tytut ocenianej pracy doktorskiej dobrze charakteryzuje tresci w niej zawarte, podobnie
jak zaproponowane przez Autorke stowa kluczowe. W poprzedzajgcych zasadniczg czes$é pracy
»otreszezeniu” i anglojezycznym ,,Summary” przedstawiono zawarto$¢ pracy oraz opisano
uzyskane wyniki. Mam jednak wrazenie, ze zabraklo ich krétkiego finalnego podsumowania.

»Wstep”, podzielono na szereg podrozdziatéw dotyczacych zagadnien przedstawionych
w pracy. Opisano taksonomi¢ i morfologie gatunku, uklad immunologiczny norek, wybrane
jednostki chorobowe wystepujace u norek, procesy odpornosciowe na przykladzie choroby
aleuckiej, reakcje uktadu immunologicznego na zakazenie ta chorobg, czynniki wplywajace na
patogenezg, diagnostyke choroby aleuckiej, charakterystyke genomu norki amerykanskiej oraz
dokfadng charakterystyke genéw odpowiedzialnych za odporno$é: SRSF5, RNF165 SKOR?2.
»Wstep” zawiera nie tylko tekst, lecz takze 6 rycin ilustrujgcych opisywang problematyke
genetyczng. Rozdzial ten zostat bardzo dobrze przygotowany, wyjasnia wiele zagadnien
poruszanych w dalszej czedci pracy i umozliwia Czytelnikom ich wlasciwe zrozumienie. Mam
jedynie drobna uwage do rozdziatu 1.4., w ktérym Autorka podata dtugosci genoméw dwéch
wirus6w (MAstv-1 i CDV), natomiast nie podafa informacji o dlugosci genoméw dwéch
pozostatych wiruséw (AMDV i SARS-Cov-2). Informacje te zawarto w kolejnych rozdziatach,
ale dla zachowania porzadku, umiescitbym je w tym rozdziale. Ponadto, nalezaloby zwrécié
uwage na zachowanie spéjnosci w okreslaniu dlugosci genomu wiruséw. W pracy podano
bowiem, ze dtugo$é wirusa MAstv-1 to 6,8-7,9 kb, a dtugosé wirusa CDV to 15616. By¢ moze
nalezatoby opisaé to drugie jako 15,616 kb?

W kolejnym rozdziale Autorka przedstawila obszernie, na 3 stronach cel pracy, ktorym
bylo wedtug Niej: ,,Znalezienie zrédet zmiennogci genetycznej w obrgbie genéw majacych
wplyw na rozwdj odpowiedzi immunologicznej oraz zbadanie relacji filogenetycznych pomiedzy
osobnikami na podstawie uzyskanych fragmentéw gendw a wariantami dostepnymi w
bioinformatycznych bazach danych.... Podj¢to tez probe odpowiedzi na pytanie, czy istnieje

mozliwos¢ prowadzenia selekeji w kierunku uzyskania zwierzat odpornych.” Ponizej natomiast
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podano: ,,...celem pracy byta charakterystyka molekularna badanych norek (pochodzgcych z
grupy hodowlanych i dziko zyjacych) oraz analiza korelacji pomigdzy obecnoscia
polimorfizméw molekularnych w obrgbie genéw SRSF5, RNF165 i SKOR2 norek
amerykanskich (Neogale vison) a poziomem ich odpornosci wobec choroby aleuckiej norek”.

Doktorantka postawita takze szereg hipotez badawczych oraz »hipotez¢ nadrzedng”,
zakladajacg, ze wiérod badanych zwierzat znajdujg si¢ osobniki, u ktérych wystepujg
polimorfizmy molekularne, predysponujace je do odpornosci na choroby wirusowe. Ponadto
przedstawifa dzialania zmierzajace do jej weryfikacji.

Przedstawiony cel/cele oraz hipotezy uwazam generalnie za prawidtowo sformutowane,
choé¢ mozna by przedstawié je w formie bardziej skondensowanej. Natomiast wyjasnienia
dotyczace motywdéw podjecia badan oraz informacje o materiale badawczym i metodach badan
sg zbyteczne w tym rozdziale.

Rozdziat ,Materiat i metody” zostal bardzo dobrze przygotowany, a przeprowadzone
etapy badan szczegétowo opisane. Zawiera nast¢pujace podrozdzialy: , Materiat biologiczny”,
»Diagnostyka serologiczna AMDV za pomocg testu CIEP”, , Analizy molekularne”, ,Ocena
polimorfizmu pojedynczych nukleotydéw (SNP) sekwencji genéw SRSF5, RNF165, SKOR2”,
»Reakcja sekwencjonowania materiatu genetycznego”, ,,Analiza bioinformatyczna”. Za zaletg
zafozen metodycznych opisanych badan uwazam fakt, ze przeprowadzono je zaré6wno na
materiale pobranym od zwierzat hodowlanych, jak i wolnozyjacych, co daje petiejszy obraz
polimorfizmu odpornosci gatunku, a nie tylko populacji hodowlanej. Ponadto uwazam, ze w
badaniach wykorzystano wystarczajaca liczbe préb materiatu biologicznego, a wybrane metody
badawcze byly wlasciwe.

W rozdziale ,,Wyniki” Doktorantka przedstawita przebieg badan i uzyskane rezultaty.
Wyniki mozna podzieli¢ na wstepne, dotyczace przygotowan do badan, izolacji DNA,
optymalizacji warunkow termicznych reakcji PCR, sekwencjonowania oraz whasciwe, w ktérych
przedstawiono badania polimorfizmu genow: SRSFS5, RNF165 i SKOR?2. Autorka oparla si¢ przy
wyborze genéw do swoich badaf na wynikach publikacji Karimi i wsp. (2012a), ktérzy
zidentyfikowali geny mogace petni¢ rol¢ prognostycznych wskaznikow odpowiedzi
immunologicznej norek na obecnosé wirusa choroby aleuckiej, sugerujac, ze geny SRSFS5,
RNF165, SKOR2 sg silnymi kandydatami do selekcji norek tolerujacych chorobg aleuckg. Gen
SRSFS5 uczestniczy w procesach splicingu RNA, ktére moga mieé kluczowe znaczenie w
regulacji ekspresji genéw zaangazowanych w odpowiedz przeciwwirusowa. Gen RNF165,
poprzez swoja aktywno$¢ jako ligaza ubikwitynowa, moze wplywaé na degradacje biatek
wirusowych, natomiast SKOR?2 pehi funkcje korepresora transkrypcyjnego, regulujac $ciezki

sygnalizacji odpornosciowe;. Zsekwencjonowanie ich pozwolilo na wskazanie polimorfizméw
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typu SNP we wszystkich badanych genach. W ramach przeprowadzonych badan stwierdzono w
obrebie genu SRSF5 transwersje 173A>C, insercje 758ins.T i mutacj¢ o niesynonimicznym
charakterze 916G>T (p-S229I1) u norek hodowlanych. Gen RNF165 charakteryzowat sie dwoma
polimorfizmami, pierwszy w pozycji 141A>G miat charakter synonimiczny, drugi w pozycji
596A>G (p.R199K) byt mutacjg typu missens. W genie SKOR2 stwierdzono dwie mutacje
niesynonimiczne w pozycji 3000A>T (p.K1000N) oraz 3017A>G (p-H1006R). Stwierdzono
zréznicowanie wynikow uzyskanych na podstawie sekwencjonowania wysokoprzepustowego
(NGS) z bazy Ensembl a wynikami badaf wiasnych uzyskanych metoda sekwencjonowania
Sangera w zakresie analizowanych gen6w. Wystepujace polimorfizmy genetyczne wplywajac na
efekt funkcjonalny kodowanych biatek, prowadzg do potencjalnych zmian w ich strukturze lub
funkcji. Stwierdzono umiarkowany efekt funkcjonalny polimorfizmu w genie SRSF5 916G>T
(p.S229I) oraz w genie RNF165 596A>G (p.R199K) na uzyskane biatko. W genie SKOR2
stwierdzono  wystepowanie negatywnego  efektu  funkcjonalnego polimorfizmu
3000A>T(p.K1000N) oraz neutralnego w odniesieniu do polimorfizmu 3017A>G (p.H1006R).
Przedstawione w rozprawie wyniki uwazam, za bardzo cenne naukowo. Pozwolg zapewne
Autorce na przygotowanie na ich podstawie kilku wartosciowych publikacji naukowych.
Badania polimorfizméw sekwencji DNA u norek hodowlanych oraz dziko zyjacych dostarczaja
cennych informacji na temat réznorodnogci genetycznej tych grup zwierzat, a takze pozwalaja na
zrozumienie wplywu zmiennogci genetycznej na funkcjonalno$é biatek, takich jak SRSFS5,
RNF165 oraz SKOR2. Zidentyfikowane polimorfizmy w sekwencjach badanych genéw
wskazujg na obecno$é zmiennogci genetycznej w obu grupach norek. Wyniki ocenianych badan
wykazaly, ze polimorfizmy w genie SRSF5 wystepuja wylacznie u norek hodowlanych, a ich
brak u dziko zyjacych osobnikéw moze sugerowac roznice w presji selekcyjnej pomigdzy tymi
grupami. Generalnie Doktorantka wywigzata si¢ w ocenianym rozdziale z zadania czytelnego
przedstawienia uzyskanych skomplikowanych wynikéw badan. Mam Jedynie uwage o
charakterze technicznym, prosz¢ o zastanowienie, czy podrozdziat 4.2. »Optymalizacja
warunkéw termicznych reakcji PCR” nie powinien znalez¢ si¢ w rozdziale , Materiat i metody”?

W rozdziale ,,Dyskusja” w intersujacy sposéb zinterpretowano uzyskane wyniki badan
wiasnych na tle osiggnieé innych badaczy. Uwazam ten rozdziat za dobrze przygotowany, mam
jedynie drobne uwagi o charakterze polemicznym. Przyktadowo, w pierwszym akapicie (str.
107) Autorka interpretuje fakt wystgpowania wigkszej réznorodnodci genetycznej u norek
hodowlanych w poréwnaniu z norkami dzikimi jako nastepstwo selekcji w procesach
hodowlanych. Oczywiscie, Powyzsza interpretacja jest prawdopodobnie prawidlowa, nalezatoby
jednak, w ramach uzupetnienia powyzszego stwierdzenia, dopisaé mozliwosé wystepowania

presji naturalnej selekcji w populacjach wolnozyjacych na ograniczanie wystgpowania pewnych
4



polimorfizméw (np. w genie SRSF 5). Na stronie 120 znajduje sig tekst (,,Zmiana w strukturze i
funkeji...”), ktéry bardziej nadaje si¢ do rozdziatu »Przeglad  pismiennictwa”, gdyz jest
wprowadzeniem do problematyki badar nad genem SKOR2 i jego biatkiem. Akapit ten nie
nawigzuje bezposrednio do wynikéw uzyskanych przez Autorke.

W rozdziale ,,Podsumowanie i wnioski” Doktorantka sformutowata 10 dog¢ obszernych
wniosk6w  spdjnych tematycznie z zakresem przeprowadzonych badan. Jednak odnosze
wrazenie, ze podobnie jak w streszczeniu, Autorka nie pokusita si¢ o catosciowe podsumowanie
uzyskanych — interesujacych wynikéw, co byé moze zostanie jeszcze dokonane w publikacjach,
ktore powstang na podstawie ocenianej dysertacji. Mam pewne watpliwosci, co do
sformutowania wniosku 1, ktéry jest raczej zdaniem o charakterze 0g6lnym, podsumowujgcym
badania. Prosze takze o refleksje czy pierwsze zdanie wniosku 9 jest niezbedne. Natomiast za
najcenniejszy z praktycznego punktu widzenia, dajacy nadziej¢ na ogromne hodowlano-
selekcyjne mozliwosci, wydaje sie wniosek 10, zawierajacy przypuszczenie, ze mutacja typu
SNP w sekwencji kodujgcej genu SKOR2 3017A>G (p.H1006R) wystepuje wylgcznie u norek
dzikich, co mozna powigzaé, zdaniem Doktorantki, z podwyzszong odpornoscia tej grupy
zwierzat na infekcje wirusem AMD. Czy jednak nie jest to jedynie domniemanie, ktére powinno
by¢ zweryfikowane w praktyce? Uwazam, ze to zagadnienie powinno zostaé szerzej rozwinigte
podczas ostatecznego redagowania pracy.

Obszerna liczaca 198 pozycji, gtownie anglojezycznych, »Bibliografia” zostata dobrze
dobrana i umiejetnie wykorzystana w poszczegélnych czgsciach ocenianej rozprawy.

Korzystajac z przywileju recenzenta oraz w trosce o jakos$¢ publikacji naukowych, ktdre
powstang w oparciu o oceniang dysertacje, przedstawiam swoje uwagi i dostrzezone niescistosci.
Pragne oswiadczyé, ze nie Wplywaja one na moja ogélng pozytywng oceng pracy.

Poniewaz praca dotyczy dogé skomplikowanych badan genetycznych i zawiera znaczng
liczbg fachowych zwrotéw, w tym anglojezycznych, sugerowatbym umieszczenie na jej
poczatku ,stowniczka” skrétow i termindw, co znacznie utatwitoby jej odbior. Dobrym
przykladem jest stowo ,scaffold”, ktére w pracy bywa zastgpowane bezposrednim polskim
ttumaczeniem jako ,,rusztowanie”.

W calej pracy nalezatoby zastosowaé jednolite nazewnictwo angielskojezycznych
skrétéw wiruséw w potaczeniu z Jezykiem polskim. Przykiadem moze by¢ skrét nazwy wirusa
choroby aleuckiej, ktory pojawia si¢ zardwno w wersji ,,wirus AMD?”, | wirus AMDV”.

Proszg o wyjasnienie, co Autorka miata na mysli piszac: ,,fenotyp przezycia” (str. 29).

Nalezatoby takze poprawi¢ w tekdcie pewne niezrecznosei jezykowe, np.: str. 23 -
pierwsze zdania pierwszego i drugiego akapitu sg bardzo podobne, str. 25 - powinno by¢ , test

jodowy™, str. 78 — brak podpisu ryc. 25, str. 28. - , zdziczata populacja”™?, str. 124 —  sztuczna
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hodowla”.

Rozpoczynajac koncowa ocene, stwierdzam, ze praca jest obszerna, starannie
przygotowana i dobrze zilustrowana rycinami. Stanowi prébe oryginalnego rozwigzania
waznego problemu badawczego — selekcji norek w kierunku odpornosci na choroby wirusowe,
stosujac zawansowane metody naukowe. Uzyskane wyniki majg warto$é zaréwno naukowa, jak i
praktyczna. Poruszaja wazny dla hodowcow aspekt kryteriow selekcji zdrowotnej zwierzat i w
konsekwencji poprawy ich dobrostanu. Wpisuja si¢ tematycznie w dyscypling naukowsa
zootechnika i rybactwo, ale co nalezy podkredlié i pochwalig, majg takze watek
interdyscyplinarnosci, dotycza bowiem réwniez zagadnien zwigzanych z medycyng
weterynaryjng i szeroko pojmowang biologia. Nalezy uzna¢, ze dysertacja zawiera elementy
nowatorskie, bowiem po raz pierwszy w kraju dokonano tak kompleksowej oceny polimorfizmu
gendéw odpowiedzialnych za odpornos¢ na chorobe aleucka u norek. Uzyskane wyniki podnoszg
0go6lny stan wiedzy dotyczacej badanych zagadniefi oraz mogg byé inspiracjg do dalszego
zglebiania tych zagadnien do Czego, zwazywszy na istotno$é problemu, serdecznie zachecam.

Uwazam ponadto, ze Doktorantka podczas przygotowywania ocenianej rozprawy
wykazata si¢ znaczng wiedzg i umiejgtnosciami organizowania i prowadzenia zaawansowanych
badan i analiz naukowych.

Na tej podstawie stwierdzam, ze rozprawa doktorska mgr Ilony Mazurkiewicz pt.:
»Polimorfizm molekularny gendéw odpornodci na choroby wirusowe u norki amerykanskiej
(Neovison vison)”, wykonana pod kierunkiem prof. dr hab. Andrzeja Jakubczaka w Instytucie
Biologicznych Podstaw Produkcji Zwierzecej, Wydziatu Nauk o Zwierzetach i Biogospodarki w
Uniwersytecie Przyrodniczym w Lublinie spetnia warunki okreslone w art. 187 Ustawy Prawo o
szkolnictwie wyzszym i nauce z dnia 20 lipca 2018 r. (tj. Dz. U. 22022 . poz. 574) i moze by¢
podstawa do nadania stopnia doktora w dziedzinie nauk rolniczych w dyscyplinie zootechnika i
rybactwo.

Przedstawiam zatem Wysokiej Radzie Naukowej Dyscypliny Zootechnika i Rybactwo
Uniwersytetu Przyrodniczego w Lublinie wniosek 0 dopuszczenie mgr Ilony Mazurkiewicz do

dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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