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RECENZJA

rozprawy doktorskiej pt.,,Zastosowanie technik biologii molekularnej w ocenie prawidlowosci
kariotypu mlodych koni w Polsce”, autorstwa mgr Magdaleny JANKOWSKIEJ. Badania
wykonano w Instytucie Zootechniki — Panistwowym Instytucie Badawczym w Krakowie, pod
opiekg promotora Pani Profesor dr hab. Moniki Bugno-Poniewierskiej

Przedstawiona do oceny rozprawa naukowa pt. ,,Zastosowanie technik biologii molekularnej
w ocenie prawidlowosci kariotypu miodych koni w Polsce”, wykonana zostala w ramach
postepowania majgcego na celu uzyskanie stopnia doktora nauk przez Panig mgr Magdaleng
Jankowskg. Badania zostaly wykonane w Zakladzie Biologii Molekularnej Zwierzat w IZ-PIB pod
kierunkiem Pani Profesor dr hab. Moniki Bugno-Poniewierskiej. Pani Profesor jest najwyzszej
klasy specjalistka w Polsce w zakresie cytogenetyki koni. Jej pozycja naukowa i publikacje sa
szeroko znane i cenione w $wiecie. Daje to, juz w zalozeniu, gwarancj¢ tego, ze kierowane przez
Nig badania dostarczg nowych, interesujacych i waznych ustalen. Tak tez widz¢ otrzymany raport
naukowy, przekazany mi do oceny, jako podstawy nadania stopnia naukowego doktora.

Opracowanie to przestudiowatem z wielkg uwagg i ciekawoscia.

Rozprawa pt. ,Zastosowanie technik biologii molekularnej w ocenie
prawidlowosci kariotypu mlodych koni w Polsce” zostala opracowana w klasycznej formie
prezentacji prac doktorskich. Catos¢ poprzedzona zostala ,.Spisem tresci” oraz dwoma krotkimi
streszczeniami, w jezyku polskim i angielskim. W syntetycznie zaprezentowanym ,,Przeglgdzie
literatury” Autorka zawarla, podstawowe informacje na temat postgpu wiedzy w zakresie
cytogenetyki koni. Sygnalizowane w rozdziale ,,Cel pracy” zamiary wskazywaly na podjgcie
watkéw poznawczych i aplikacyjnych w odniesieniu do wystgpowania patologii chromosomowej,
w aspekcie populacyjnym, wéréd ras koni hodowanych w Polsce. Rozbudowany rozdziat ,,Material
i metody” zawarl szczegdtowo wypunktowane opisy zarowno pochodzenia materialu poddanego
badaniom jak i precyzyjnie omdOwione zastosowane cytogenetyczne procedury diagnostyczne.
Relatywnie rozbudowane zostaly opisy uzyskanych ,,Wynikéw” oraz ,,.Dyskusja” nad uzyskanymi
wynikami. Zgloszono sze$¢ ,,Wnioskéw” wynikajacych z przeprowadzonych badan molekularnych
kariotypow koni. Przywolano niezwykle bogata cytowang w pracy ,Liferature” tematu,
wykorzystujacg 330 zrédet informacji. Catosé opracowania wzbogacona zostata dokumentacija



-

ilustracyjng wmontowang w stosownych miejscach tekstu. Obejmujg one: 19 zdjec
fotograficznych (przede wszystkim mikroskopowych zdje¢ chromosomoéw) oraz ,.zestawienie”
zdje¢ prawidlowych chromosoméw X oraz nr 1 a takze i ich rearanzacji, u jednego z
diagnozowanych koni. Zaprezentowano nadto 3 schematy, 23 tabele 13 wykresy. Cala rozprawa

zostala przedstawiona tgcznie na 119 stronach wydruku komputerowego.

Do wydrukowanej rozprawy dolgczono jej wersj¢ elektroniczng, umozliwiajaca
recenzentowi i czytelnikowi precyzyjniejsza ocen¢ detali zdjg¢ mikroskopowych chromosoméw

analizowanych z uzyciem r6znych procedur wizualizacji.

W przeprowadzonych badaniach cytogenetycznych znacznej grupy, 500 osobnikéw,
mlodych koni réznych ras, obu plci, postanowiono dokona¢ oceny wystgpowania nieprawidlowosci
ich kariotypu. Dotychczas nikt nie podjat si¢ przesiewowej analizy cytogenetycznej tak licznej
populacji losowo wybranych koni, z wykorzystaniem metod biologii molekularnej. Postugujac si¢
prostszymi technikami prgzkowymi wykrywano dawniej nosicielstwo nieprawidlowosci tla
chromosomowego w populacji koni rzedu z czgstoscia ok. 2 %. Wiele publikacji dokumentowato
wczesniej zwigzek wystepowania zaburzen ptodnosci osobnikow, a nawet catkowitej bezptodnosci,
spowodowany nieprawidlowym statusem ich kariotypéw. Przywolany we wstepie rozprawy opis
postgpu diagnostyki genetycznej wskazat na rosnace mozliwosci precyzyjniejszego rozpoznawania
zmian kariotypu nawet w przypadku niklego odsetka nieprawidlowych komorek. Wczesniejsze
badania Bugno-Poniewierskiej i wsp. (2014) wykazaly wystgpowanie wsréd plemnikéw nasienia
ogierow niezwyklej gamy patologicznych zestawow chromosoméw oraz korelacji odsetka
patologicznych plemnikéw z wiekiem osobnika. Swiadcza one dobitnie o bledach przebiegu
procesu mejozy w spermatogenezie, choé¢ w nieznacznym odsetku komérek, u tych w pelni
prawidlowych ogier6w. Zmieniona, nieprawidlowa kompozycja chromosoméw w plemniku, ktory
losowo ma szansg uczestniczy¢ w akcie zaplonienia, prowadzi¢ bedzie do wezesniejszego zamarcia
embrionu wzglednie do wystgpienia u niego zaburzei rozwojowych w okresie postnatalnym,
réwniez prowadzacych do eliminacji takiego osobnika z hodowli. Swiadomosé biologicznych
uwarunkowan do osiggania przez konie zdolnosci do rozrodu dopiero w péznym wieku, zar6wno
ogierkéw jak i klaczek, a takze stwierdzanie przypadkéw nieprawidlowego ksztaltowania sig
wewnetrznych narzadéw rozrodczych, nawet u prawidiowo rozwinigtych eksterierowo osobnikéw,
wskazuja na potrzebe wczesnego rozpoznawania statusu genetycznego miodych koni aby wlasciwie

ukierunkowa¢ ich dalsze przeznaczenie hodowlane.
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Majac na uwadze wspomniane okolicznosci nalezy uznaé, ze podjgcie przez Doktorantke
tak ukierunkowanych badan bylo wysoce zasadne i rokujace uzyskanie waznych poznawczo i
aplikacyjnie informacji.

Do oceny kariotypu badanych koni wykorzystano hodowle limfocytéw krwi obwodowej.
Warto tu zwrdci¢ uwage Autorce rozprawy, ze tradycyjnie nazywana ,.Zyla jarzmowa”, z ktdrej
uzyskiwano krew, ma swa prawidlowa nazwe anatomiczng jako ,.zyla szyjna zewngtrzna” (vena
jugularis externa). Do analizy chromosoméw metafazowych wykorzystywano procedury
prowadzace do wystapienia obrazu prazkéw G (technika GTG) dajacego podstawe do klasyfikacji
poszczegblnych chromosoméw wedlug obowigzujacego standardu kariotypu konia. Uzyskanie
natomiast pewnosci precyzji identyfikacji szczegélnych fragmentéw chromatyd czy rozpoznania
obecnosci dodatkowych, cho¢ w nieznacznym odsetku wystepujacych linii komérkowych (réwniez
komérek znajdujacych sie w okresie migdzypodzialowym), postuzyly procedury technik biologii
molekularnej. Pozwalajg one na wyznakowywanie obecnosci okreslonych obszaréw chromatyd
poszczegbdlnych chromosoméw a nawet konkretnych marker6w czy wybranych genéw poprzez
wykorzystanie fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ (FISH). Nalezy podkresli¢ wielkg starannos¢
Doktorantki we wdrazaniu procedur molekularnych, w tym przygotowaniu stosownych sond i ich
oczyszczaniu a nastepnie prowadzeniu procedury hybrydyzacyjnej sond z chromosomami. Ze
wzgledu na konieczno$¢ analizy genomu niektérych koni, z podejrzeniem nieprawidlowosci
rozwoju i funkcji ukladu rozrodczego, badania poprowadzono pod katem wystgpowania u nich
genéw SRY i ZFY, determinujacych czy zwiagzanych z ich plcig, koniecznym bylo izolowanie
genomowego DNA i przeprowadzenie technik PCR i PCR-RFLP, dla potwierdzenia obecnosci
danych genéw w komoérkach osobnikéw problematycznych z punktu widzenia determinacji ich pici.

Dysponujgc zréznicowanym materialem zwierzecym i zdiagnozowanymi kariotypami
miodych koni nalezagcych do 6 ras, stanowigcych grupy klaczek i ogierkéw, zdecydowano
sprawdzi¢ czy w tych subpopulacjach uda si¢ wykaza¢ predyspozycje rasowe do wystgpienia
nieprawidlowosci kariotypu. Bylo to zalozenie zasadne, jako ze znang jest predyspozycja
gatunkowa do okre$lonego typu aberracji kariotypu: u bydla wystgpowania fuzji centromerowych, u
koni — monosomii X, u $wini — translokacji wzajemnych a u cztowieka zaleznosci np. wieku matki i
zespohu trisomii 21, 18 czy 13, u jej dziecka. Dlatego wykorzystano analiz¢ statystyczng dla
sprawdzenia powyzszych sklonnosci rasowych do wystapienia aberracji kariotypu w grupach koni
badanych ras.

Wiekszo$¢ przebadanych mtodych koni byta nosicielami prawidlowego kariotypu, zgodnego
z eksterierem, 64,XX wzglednie 64,XY. Technikg molekularng potwierdzano obecnos$¢ markeréw
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gendéw wiasciwych chromosomow plci. U 18 klaczek i jednego ogierka stwierdzono nieprawidiowe
kariotypy. Tak wigec, w przebadanej populacji koni wystapienie nieprawidlowego kariotypu
stwierdzono u 3,8 % osobnikow. Ten wyzszy odsetek obcigzonych nieprawidlowosciami
osobnikéw, anizeli dotychczas sygnalizowano w pismiennictwie, przypisa¢ nalezy zdecydowanie
precyzyjniejszej, molekularnej technice analizy genomu koni. Jest to wazne osiagnigcie
Doktorantki, ktéra wykorzystala nowe mozliwosci metodyczne. Tylko u jednej eksterierowo (!)
klaczy wszystkie komorki ujawnily obecnos$¢ jednej postaci kariotypu, tj. 64,XY. Wszystkie
pozostale patologiczne przypadki byly obciazone nieprawidtlowymi kariotypami w formie zlozonej,
mozaikowej. Tak jak sygnalizowalo to $wiatowe piSmiennictwo, najczestsza aberracja w badanej
populacji bylo wystgpienie monosomii X w formie mozaiki, reprezentowanej przez dwie lub
wickszg liczbe linii komorkowych, o réznych zestawach chromosomowych. Szczeg6lnie
interesujgcym przypadkiem byta klacz, u ktérej doszto do wzajemnej wymiany ramion chromatyd
miedzy chromosomem autosomalnym nr 1 a chromosomem plci X. Jest to pierwszy taki przypadek
notowany w $wiatowej literaturze, nadzwyczaj ciekawy ze wzgledu na szansg $ledzenia jej dalszych
loséw i przyszlej aktywnosci ukladu rozrodczego. U tej miodej klaczy przeprowadzono dodatkowe
badania ultrasonograficzne, ktére wykazaly nieprawidtowosci budowy ukladu plciowego, w tym
brak jednego jajnika i rogéw macicy. Podobnie nadzwyczaj ciekawy, z medycznego punktu
widzenia, jest przypadek klaczy o kariotypie mozaikowym, z delecja ramienia dlugiego ramienia
chromosomu X oraz klaczy bedgcej nosicielkg trzech linii komérkowych, w tym linii prawidlowe;j,
a takze linii z monosomig X oraz linii z fragmentem dlugiego ramienia chromosomu X. Ze
wzgledu na mlody wiek badanych koni cennymi beda przeszie informacje o nich, po osiggnigciu
okresu pelnej dojrzatosci piciowe;.

Ciekawe obserwacje notuje Doktorantka odnosnie zaleznosci wystgpowania aberracji
kariotypu w zaleznosci od rasy. Wprawdzie grupy koni nalezacych do poszczegdlnych ras byly
niezbyt liczne, to juz na tym poziomie zarysowaly si¢ ciekawe tendencje. Zar6wno u koni rasy
$laskiej jak i koni matopolskich (lacznie 69 osobnikéw) nie natrafiono na nieprawidlowosci
kariotypu. U koni ras ,,prymitywnych”, tj u koni huculskich i konika polskiego, wystapilo
odpowiednio az 6,14% i 5,48 % osobnikow z nieprawidlowym kariotypem. Najwyzszy poziom
wystepowania przypadkéw nieprawidlowego wystgpowania aberracji kariotypu dotyczyl koni
zimnokrwistych (6,67 %). Wiekowych zaleznosci: matka/ojciec — Zrebi¢ a wystapienia patologii
kariotypu nie wykazano, ale gromadzenie danych z tego zakresu bedzie bardzo cenne w przyszlych

analizach.

Bardzo ciekawy i nadzwyczaj wazny w rozprawie jest rozdzial poswigcony dyskusji nad

uzyskanymi wynikami. Jest ona poprowadzona interesujaco bowiem Autorka nawigzuje do
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bogatego pi$miennictwa krajowego i $wiatowego z tego obszaru genetyki, réwniez medycznego.
Juz we wstepie do ocenianej rozprawy mozna bylto przekonac¢ si¢, ze Autorka ma szerokg wiedzg o
zagadnieniach, ktorym zamierzyla poswigci¢ swe badania. Dala temu wyraz wykorzystujgc i
przywolujac w swej pracy 330 pozycji cytowanych zrodet. Wydaje si¢ jednak wskazane rozwazenie
wprowadzenia do przysztych publikacji nowszego podejscia do definicji i klasyfikacji klinicznych
przypadkéw u koni obarczonych zaburzeniami ksztattowania si¢ plci. Dotyczy to w szczeg6lnosci
tak tradycyjnie utrwalonego w pi$miennictwie genetycznym terminu jak ,,odwrocenie plci”, gdyz z
takim osobnikiem miata Autorka do czynienia w swej pracy. Dla okreslenia przynaleznosci
piciowej osobnika nalezaloby kierowaé si¢ zaleceniami ,,Report on Chicago Consensus Conference,
October 2005” ,,Disorders of sex development: a new definition and classification” (Best Practice
and Research Clinical Endocrynology & Metabolism; vol. 22 (1), 119-134, 2008). Chodzi bowiem
o precyzyjniejsze okreslanie natury biologicznej etiologii zaburzenia. Klasycznym przykltadem byto
odejécie od klasyfikowania przypadkéw ,.zespotu niewrazliwosci na androgeny” jako zwanego
dawniej mylnie ,,zespotem feminizujacych jader”.

Podsumowanie swych obserwacji Autorka rozprawy zawarla w 6 wnioskach. Sadzg, ze
zbednymi s3 dwa pierwsze wnioski bowiem twierdzenia w nich zawarte s3 znane od lat a nie

wynikaja z nowych wilasnych ustalen.

Rozprawa doktorska zawiera wiele specjalistycznych informacji, zrozumiatych dla o0séb
zajmujacych si¢ genetyka, ale napisana jest tak obrazowym jezykiem, ze pozwala on kazdemu na

$ledzenie autorskiej narracji.
Ocena koncowa rozprawy

W przedstawionej do oceny rozprawie dokonano badan cytogenetycznych znacznej liczby
miodych koni. Realizacja tego zadania wymagata wykorzystania niezwykle 2mudnie
przeprowadzanych, wzajemnie uzupelniajacych si¢ réznorodnych metod, zaliczanych do
najnowszych osiggnie¢ biologii molekularnej, dzigki zastosowaniu znakowanych sond DNA. W
rezultacie Autorka uzyskala wysoce warto$ciowe nowe informacje dokumentujace przypadki
spontanicznie wystepujacych nieprawidlowosci kariotypu w populacji zwierzat tego gatunku. W
tych badaniach udokumentowano znaczacy wzrost precyzji diagnoz cytogenetycznych, w
poréwnaniu z dotychczasowymi doniesieniami literaturowymi, wiasnie w wyniku zastosowania
najnowszych procedur molekularnych technik analizy DNA. Badania te pozwolily rozpozna¢
nieznane dotad przypadki aberracji chromosomowych odpowiedzialnych za zaburzenia
ksztaltowania si¢ plci. Dzigki wyzszej precyzji diagnostycznej mozliwe staje si¢ lepsze

interpretowanie ich etiologii. Recenzowana rozprawa rzuca tym samym nowe $wiatio na
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mozliwosci i potrzeb¢ wprowadzenia kontroli cytogenetycznych miodych koni, w ramach
programéw hodowlanych, wnoszac do nich istotne wskazéwki odnosnie efektow ekonomicznych

pracy hodowlane;j.

Biorgc pod uwage walory poznawcze przedlozonego mi do oceny opracowania pt.
,.Zastosowanie technik biologii molekularnej w ocenie nieprawidlowosci kariotypu mlodych
koni w Polsce”, ktorego to dzieta Autorka jest Pani mgr Magdalena Jankowska, uwazam, ze
spelnia ono calkowicie wymagania stawiane rozprawom doktorskim, zgodnie w ust. 13.
,Ustawy o stopniach i tytule naukowym oraz stopniach i tytule w zakresie sztuki” (Dziennik Ustaw
nr 65., z dnia 14 marca 2003 r.). Przedkladam zatem Wysokiej Radzie Naukowej Instytutu
Zootechniki - Panstwowego Instytutu Badawczego w Krakowie wniosek o dopuszczenie Pani mgr
Magdaleny Jankowskiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego w celu nadania Jej naukowego

stopnia doktora.

Majgc na wzgledzie wysokie walory naukowe ocenianej rozprawy doktorskiej wnosze
jednoczesnie o wyréznienie powyzszej pracy. /(>

Prof. dr hab. n. wet. Pawel Sysa

Torun, dnia 30. lipca 2021 r.



