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oraz tytulu rozprawy doktorskiej

09.09.2002

28.09.2006

Uniwersytet Slaski w Katowicach, Wydzial Biologii i Ochrony
Srodowiska, specjalno$é biotechnologia roslin i mikroorganizméw-
stopienn magistra- praca magisterska pt. ,Analiza anatomiczna i
cytogenetyczna watrobowca Pellia borealis” promotor: prof. dr hab.
Jolanta Matuszyniska

Instytut Zootechniki w Krakowie, stopient doktora nauk rolniczych
- praca doktorska pt. ,Polimorfizm sekwencji mikrosatelitarnych
DNA, sprzezonych z genem insulinopodobnego czynnika wzrostu
I1 (IGF2) oraz ich zwigzek z miesnosScig $win” promotor: prof. dr
hab. Barbara Rejduch

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych

od 01.07.2006

0d 01.07.2011

adiunkt w Dziale Genetyki i Hodowli Zwierzat w Instytucie
Zootechniki PIB
adiunkt w Samodzielnej Pracowni Genomiki (obecnie Dziat
Genomiki i Biologii Molekularnej Zwierzat) w Instytucie
Zootechniki PIB
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4. WSKAZANIE OSIAGNIECIA STANOWIACEGO PODSTAWE POSTEPOWANIA
HABILITACYJNEGO

Osiggnieciem naukowym wynikajacym z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003 roku o
stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. nr 65,
poz. 595 ze zm.) jest jednotematyczny cykl publikacji naukowych pt. ,Analiza polimorfizmu i
ekspresji wybranych genow podlegajqcych pietnowaniu gametycznemu u swin w aspekcie
ksztattowania cech zwiqzanych z uzytkowosciq zwierzqt’

Publikacje wchodzqgce w sklad rozprawy habilitacyjnej:

Al. Oczkowicz M., Piestrzynska-Kajtoch A. Ropka-Molik K., Rejduch B, Eckert R, 2012.
Expression and imprinting analysis of the NESP55 gene in pigs. Gene Expression Patterns 12, 18-
23 (IF=1,967; MNiSW=20; cytowania=7)

Indywidualny wktad (75%): pomystodawca koncepcji przeprowadzenia badan, wiodqcy udziat w
planowaniu doswiadczen, udziat w pracach laboratoryjnych: izolacja DNA, RNA, reakcje PCR,
sekwencjonowanie, wiodqcy udziat w analizie uzyskanych wynikéw, sformutowanie wnioskow,
przygotowanie manuskryptu

A2, Oczkowicz M, Mucha A, Tyra M, Ropka-Molik K, Pidrkowska K. 2012. Lack of the
Associations of the Polymorphisms in IGF2, MC4R and GNAS Genes with Reproduction Traits in
Pigs and Imprinting Analysis of IGF2 Gene in Ovary and Cornus Uteri. Reproduction in Domestic
Animals 48, 562-568 (IF=1,823; MNiSW=30)

Indywidualny wktad (70%): pomystodawca koncepcji przeprowadzenia badan, planowanie
doswiadczen, projektowanie starteréw, udziat w pracach laboratoryjnych: izolacja DNA i RNA,
reakcje PCR-RFLP, sekwencjonowanie, sformutowanie wnioskéw, przygotowanie manuskryptu

A3. Oczkowicz M., Ropka-Molik K., Tyra M. Analysis of the associations between
polymorphisms in GNAS complex locus and growth, carcass and meat quality traits in pigs.
Molecular Biology Reports 40, 6419-27 (IF=2,506; MNiSW=15; cytowania=1)
Indywidualny wktad (80%): pomystodawca koncepcji przeprowadzenia badan, planowanie
doswiadczen, projektowanie starteréw, udziat w pracach laboratoryjnych: izolacja DNA, reakcje
PCR, sekwencjonowanie, sformutowanie wnioskéw, przygotowanie manuskryptu

A4.  Oczkowicz M., Piestrzyniska-Kajtoch A., Ropka-Molik K 2015. Guanine nucleotide binding
protein (GNAS complex locus ) gene produces biallelically expressed and paternally expressed
transcripts in pigs. Annals of Animal Science (IF=0,41(2013); MNiSW=20 (2014))
Indywidualny wktad (75%): pomystodawca koncepcji przeprowadzenia badan, planowanie
doswiadczen, projektowanie starteréw, udziat w pracach laboratoryjnych: izolacja DNA, RNA,
reakcje PCR, sekwencjonowanie, sformutowanie wnioskéw, przygotowanie manuskryptu

AS. Oczkowicz M., Piérkowska K. Piestrzynska-Kajtoch A., Rejduch B., Rézycki M., 2010,
Expression of DLK1 and MEG3 genes in porcine tissues during postnatal development Genetics
and Molecular Biology, 33, 790-794 IF=0,899; MNiSW=15; cytowania=2

Indywidualny wktad (75%): pomystodawca koncepcji przeprowadzenia badan, planowanie
doswiadczen, projektowanie starteréw, udziat w pracach laboratoryjnych: izolacja, RNA,
reakcje real-Time PCR, sformutowanie wnioskow, przygotowanie manuskryptu
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Ae6. Oczkowicz M., Ropka-Molik K., Piérkowska K., R6zycki M., Rejduch B., 2011, Frequency of
DLK1 c.639C>T polymorphism and the analysis of MEG3/DLK1/PEG11 cluster expression in
muscle of swine raised in Poland. Meat Science 88, 627-630 IF=3,04; MNiSW=40; cytowania=1
Indywidualny wktad (75%): pomystodawca koncepcji przeprowadzenia badan, planowanie
doswiadczen, projektowanie starteréw, udziat w pracach laboratoryjnych: izolacja DNA, RNA,
reakcje Real-Time PCR, sformutowanie wnioskow, przygotowanie manuskryptu

A7. Oczkowicz M., Tyra M., Ropka-Molik K., Mucha A, Zukowski K., 2012. Effect of IGF2
intron3-g.3072G>A on intramuscular fat (IMF) content in pigs raised in Poland Livestock Science
149, 301-304. IF=1,249; MNiSW=30; cytowania=3

Indywidualny wktad (75%): pomystodawca koncepcji przeprowadzenia badan, planowanie
doswiadczen, projektowanie starteréw, udziat w pracach laboratoryjnych: izolacja DNA, reakcje
Real-Time PCR, sformutowanie wnioskdw, przygotowanie manuskryptu

Lacznie: IF=11,88; MNiSW=170; cytowania=14

Oswiadczenia wspotautorow wyzej wymienionych prac wraz z okre$leniem ich indywidualnego
wktadu stanowi zatacznik nr 8.
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SYNTETYCZNE OMOWIENIE PUBLIKACJI WCHODZACYCH W SKELAD ROZPRAWY

Pietnowanie gametyczne - imprinting to zjawisko polegajgce na niejednakowej ekspresji
alleli rodzicielskich w potomstwie. Kiedy ekspresji ulega allel ojcowski méwimy o pietnowaniu
matczynym, natomiast gdy aktywny jest allel matczyny, o pietnowaniu ojcowskim. Fenomen ten
wydaje sie by¢ niekorzystny dla gatunku z punktu widzenia ewolucji, poniewaz naraza organizm
na ujawnienie sie szkodliwych recesywnych mutacji.

W 1991 roku powstata teoria, ktéra tlumaczy zjawisko imprintingu jako efekt
konkurencji pomiedzy rodzicami o zasoby energetyczne przekazywane potomstwu (Moore i Haig,
1991). W interesie matki lezy minimalny przeptyw substancji odzywczych z jej ciata do ptodu, tak
aby zachowac ich jak najwiecej dla kolejnego potomstwa. W zwigzku z tym, ze wiekszo$¢
gatunkow ssakdw jest poligamiczna, w interesie ojca lezy maksymalny przeplyw substancji
odzyweczych z organizmu matki do ptodu, poniewaz najprawdopodobniej, kolejne potomstwo
pochodzi¢ bedzie od innego ojca. Istnieje wiele dowoddw na poparcie tej teorii. Wiekszo$¢ gendéw
podlegajacych imprintingowi koduje substancje odgrywajace wazna role w rozwoju ptodu i
lozyska. Najlepszym przyktadem jest tu gen IGFZ kodujacy insulinopodobny czynnik wzrostu IL
Produkt tego genu stymuluje rozwo6j tozyska i ptodu. W potomstwie aktywny jest jedynie allel
ojcowski (De Chiara et. al., 1991).

Aktualnie zidentyfikowanych jest okoto 100 genéw podlegajacych imprintingowi u
réznych gatunkdw ssakéw (http://www.geneimprint.com/site/home). U cztowieka, zaburzenia
imprintingu wywotuja powazne zespoty chorobowe np. zesp6t Prader - Williego, zesp6t
Angelmana, zesp6t Beckwith-Wilsona i w tym aspekcie zjawisko to jest najszerzej badane. Z kolei
u zwierzat gospodarskich, geny pietnowane sg genami kandydujacymi do miana genéw gtéwnych
zwigzanych z r6znymi cechami uzytkowosci tucznej, rzeznej i rozptodowej. Zjawisko imprintingu
wystepuje réwniez u roslin okrytonasiennych, co ciekawe, geny imprintingowane ulegaja
ekspresji w endospermie - tkance odzywczej zarodka roslinnego.

U zwierzat gospodarskich zjawisko pietnowania gametycznego badane jest glownie pod
katem wykorzystania imprintingowanych genéw jako markeréw w selekcji posredniej - Marker
Assisted Selection (MAS). Badania te dotycza trzech gléwnych obszaréw: identyfikacja
pietnowanych QTL (Quantitative Trait loci), weryfikacja konserwatyzmu pietnowania (ocena
sposobu ekspresji w genomie zwierzat gospodarskich genéw o ktérych wiadomo, Zze podlegajg
imprintingowi u cztowieka i myszy), ustalenie asocjacji pomiedzy konkretnym loci a dang cecha
uzytkowa w réznych populacjach oraz wyjasnienie molekularnego podtoza zaistnienia okreslonej
asocjacji. Po raz pierwszy analiza QTL u $wini z zastosowaniem metod statystycznych
umozliwiajacych identyfikacje loci podlegajgcych pietnowaniu gametycznemu przeprowadzona
zostata w 1998 roku (Knott et. al., 1998). Zidentyfikowano wtedy QTL podlegajace pietnowaniu
rodzicielskiemu na chromosomie 4, wptywajgce na grubos¢ ttuszczu brzusznego. Niedtugo potem
zidentyfikowano QTL podlegajace pietnowaniu matczynemu w telomerowym odcinku
chromosomu 2 w dwdch niezaleznych krzyzowaniach. Nezer i inni (1999) zidentyfikowali QTL
wptywajace na miesnos¢ i odktadanie sie ttuszczu po skrzyzowaniu §wini ras Pietrain z Wielka
Biatg, natomiast Jeon iinni w tym samym rejonie zmapowali QTL wplywajace na mase mie$niowg
i mase serca po skrzyzowaniu $win ras Wielkiej Biatej z dzikiem (Jeon i inni, 1999). Rok p6zniej
De Konning i inni (2000) przeprowadzili skanowanie catego genomu po skrzyzowaniu $win
Meischan z Dunskim Landrasem, w wyniku ktérego wykryli 4 QTL podlegajgce pietnowaniu
gametycznemu. Eksperyment ten podkreslit wazng role imprintingu w ksztaltowaniu cech
uzytkowos$ci $win, dzieki czemu aktualnie wiekszo$¢ podobnych eksperymentéw rozréznia QTL
dziedziczone mendlowsko od dziedziczonych zgodnie z pietnowaniem matczynym i ojcowskim.
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W ostatnich badaniach przeprowadzonych po skrzyzowaniu $win rasy Meishen, Pietrain i dzika
spos$réd 44 zidentyfikowanych QTL, 12 dziedziczyto sie zgodnie z pietnowaniem rodzicielskim
(Ruckert i Bennewitz, 2011). Wage stosowania odpowiednich metod statystycznych podkreslito
réwniez poréwnanie wynikéw analiz symulowanych danych QTL, przeprowadzonych przez
rézne zespoty, w ramach XIV konferencji QTLMAS (Mucha i inni, 2011). Wykazano, ze QTL o
duzym efekcie, podlegajace pietnowaniu gametycznemu mogg pozosta¢ nie wykryte przy
zastosowaniu Klasycznych metod.

IGF2- gen insulinopodobnego czynnika wzrostu Il jest pierwszym i jak dotad jedynym
imprintingowanym genem o duzym efekcie w genomie Swini. Ze wzgledu na swoje potozZenie na
chromosomie, jak réwniez na specyficzny sposéb dziedziczenia, gen ten wskazany zostat jako gen
kandydujacy, po identyfikacji pietnowanego QTL w telomerowej czesci chromosomu 2 (Jeon i
inni, 1999, Nezer i inni,, 1999). Po zsekwencjonowaniu 28,6 kpz DNA obejmujgce Kluster INS-
IGF2-TH, wykazano, Ze mutacjg przyczynowa jest pojedyncza zamiana typu SNP (Single
Nucleotide Polymorphism) w intronie 3 genu IGFZ. Mutacja ta (IGFZ intron3- G > A 3072)
najprawdopodobniej zmienia powinowactwo represora do DNA, co wptywa na poziom ekspres;ji
mRNA w mie$niu (Van Laere i inni, 2003). Wptyw mutacji IGF2 intron3- g.3072 G > A na miesno$¢
i otluszczenie $win byl analizowany w wielu réznych populacjach i rasach $win. Wyniki
wszystkich analiz jednoznacznie potwierdzaja istotny efekt tego polimorfizmu na grubos¢
stoniny, procentowg zawarto$¢ miesa w tuszy, czy mase szynki ( Estelle i inni, 2005, Oczkowicz i
inni, 2009, Fontanesi i inni, 2010, Burgos i inni, 2011). W niektérych populacjach obserwowano
réwniez istotne asocjacje z cechami tucznymi (Oczkowicz i inni, 2009, Fontanesi i inni, 2010,
Burgos i inni, 2011). Kwestig wymagajacg dalszych badan jest wptyw mutacji IGFZ intron3- G > A
3072 na zawartos¢ ttuszczu $Srodmie$niowego - Intramuscular Fat (IMF), cechy jakosci miesa i
cechy rozptodowe, poniewaz przeprowadzone dotad badania daja niejednoznaczne wyniki. W
badaniach przeprowadzonych na polskich rasach $win (PBZ- Polska Biata Zwistoucha, WBP-
Wielka Biata Polska, putawska - Pu) obserwowano istotny dodatni efekt allelu G mutacji IGF2
intron3- g.3072 G > A na zawarto$¢ IMF, jednak nie stwierdzono asocjacji z pH i wodochtonno$cia
miesa. (A7 Oczkowicz i inni, 2012). Z kolei w hiszpanskich badaniach przeprowadzonych na
$winiach pochodzacych z krzyzowania Landrasu, Wielkiej Biatej i Duroca nie stwierdzono
istotnych asocjacji z pH a jedynie z jednym z parametréw barwy (Burgos i inni, 2011) Stwierdzono
natomiast, ze allel A korzystnie wpltywa na zawarto$¢ IMF w mie$niu najdtuzszym poledwicy,
przeciwnie do wynikdw analiz przeprowadzonych na polskich rasach $win. Ponadto, badania
przeprowadzone na rasach Pietrain, Duroc i Wielkiej Biatej wykazaty, ze wyzsza ekspresja genu
IGF2 w mie$niu zwigzana jest z wiekszg zawartos$cig IMF (Aslan i inni, 2011). W badaniach tych
zidentyfikowano trzy nowe polimorfizmy zlokalizowany w regionie promotorowym genu IGF2,
prawdopodobnie sprzezone z IGFZ intron3- g.3072 G > A. Stwierdzono, Ze jeden z haplotypéw
(sprzezony z allelem A IGFZ2 intron3- g2.3072 G > A) zwigzany jest z wyzszg zawartosScig IMF (Aslan
i inni, 2011). Aktualny stan badan wskazuje na potrzebe kolejnych eksperymentéw, ktore
pozwolityby jednoznacznie okres$li¢ zwigzek mutacji IGFZ intron3- g.3072 G > A z cechami jakosci
miesa, przed wykorzystaniem tej mutacji jako markera do selekcji posrednie;j.

Bardzo podobnie ksztattujg sie wyniki analiz dotyczacych efektu IGF2 intron3- g.3072 G
> A na cechy rozptodowe. Przy zastosowaniu modelu pietnowania matczynego, Munoz i inni
(2010) wykryli istotny korzystny efekt allelu A IGFZ intron3- g.3072 G > A na ilo$¢ prosiat
urodzonych w p6znych miotach (3+). Zalezno$¢ ta nie byta widoczna w miotach 1i 2. Z kolei Buys
i inni 2006 obserwowali korzystny efekt allelu G na ilo$¢ prosigt w miocie. Istotny wptyw innych
polimorfizméw w genie IGF2 obserwowany byt réwniez w polskich i czeskich rasach swin
(Katska-Ksigzkiewicziinni, 2006, Horak i inni, 2001). Badania przeprowadzone przez nasz zespét
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na 460 osobnikach ras WBP i PBZ nie wykazaty zadnych zalezno$ci pomiedzy polimorfizmem IGF2
intron3- g.3072 G > A a cechami rozptodowymi zebranymi z czterech kolejnych miotow (A2
Oczkowicz i inni, 2012). Poza polimorfizmem w genie IGFZ analizowano réwniez polimorfizmy w
genie MC4R oraz GNAS complex locus jednak dla Zadnego z nich nie stwierdziliSmy asocjacji z
badanymi cechami. W badaniach zastosowaliSmy ztoZony model statystyczny uwzgledniajacy
wiele czynnikéw, co moglto w pewien sposéb podwyzszyé prég wykrywalnosci réznic
statystycznie istotnych, nie mniej jednak nasze badania nie potwierdzity wptywu polimorfizmu
IGF2 intron3- g.3072 G >A na cechy rozptodowe u $win. W badaniach, stwierdziliSmy rowniez, ze
gen IGF2 podlega pietnowaniu gametycznemu w uktadzie rozrodczym $wini (A2 Oczkowicz i inni,
2012). Zaré6wno w jajniku jak i w rogu macicy obserwowano monoalleliczng ekspresje tego genu,
co jest cenng informacjg w zwigzku z ewentualnym wykorzystaniem polimorfizmu IGF2 intron3-
2.3072 G >A w selekgji.

IGF2 nalezy do gendéw, ktérych imprinting jest tkankowo specyficzny i zalezny od fazy
rozwojowej osobnika. Po raz pierwszy pietnowanie tego genu u $win badali Nezer i inni (1999).
Stwierdzili, Ze w cDNA watroby i mie$nia ptodu obecny jest tylko ojcowski allel. W mie$niu
dorostych osobnikdéw imprinting jest zachowany, natomiast w watrobie wystepuje bialleliczna
ekspresja genu IGF2. Kolejne badania potwierdzity te obserwacje (Van Laere i inni, 2003, Wrzeska
i inni, 2006), ponadto zaobserwowano, ze w mdzgu dorostych osobnikéw imprinting zanika
podobnie jak w watrobie (Wrzeska i inni, 2006). Li i inni (2008) przeprowadzili analize réznych
izoform genu IGFZ, stwierdzili, Ze transkypty pochodzace z promotora 1 ulegaja biallelicznej
ekspresji, natomiast transkrypty pochodzace z promotoréw 2-4 podlegaja pietnowaniu
matczynemu. W wiekszoSci tkanek przewaza ekspresja z promotoréw 2-4, prawdopodobnie w
watrobie i mdzgu znaczny udziat maja izoformy pochodzace z promotora 1. Kolejne badania
dowodza, Ze utrata imprintingu w mniejszym stopniu dotyczy réwniez innych tkanek dorostych
osobnikéw (Braunschweig i inni, 2011). W oparciu o analize powierzchni pikéw uzyskanych po
rozdziale w sekwenatorze kapilarnym mikrosatelity SWC9 stwierdzono obecno$¢ niewielkiej
iloSci transkryptu matczynego rowniez w miesniu i nerce dorostych swin. (Braunschweig i inni,
2011).

Z kolei, Callipyge to nazwa charakterystycznego fenotypu, charakteryzujacego sie
wybitnym rozrostem tkanki miesniowej w okolicy zadniej u owiec. Fenotyp ten pojawit sie u
potomkéw tryka ,Solid Gold”, ktéry cechowat sie wybitnym umiesnieniem, jednak ceche tg
przekazywat jedynie na 15% swojego potomstwa. Po serii krzyzowan i sekwencjonowaniu
odpowiedniego rejonu zidentyfikowano mutacje przyczynowa (CLPG) w rejonie miedzygenowym
pomiedzy genami DLKI (Dorosophilia homolog like 1) i MEG3 (Maternally Expressed gene 3)
(Freking 2002). Stwierdzono réwniez, ze fenotyp callipyge ujawnia sie tylko u tych osobnikow,
ktére zmutowany allel otrzymajg od ojca a allel dziki od matki. Zwierzeta o pozostatych
genotypach maja normalny fenotyp. Ten charakterystyczny sposéb dziedziczenia nazwano
polarng naddominacjg (ang. polar overdominance). Geny DLK1 i MEG3 ulegaja pietnowaniu
gametycznemu, podobnie jak inne sgsiadujace geny: PEG11 (Paternally Expressed Gene 11) i
MEG8 (Maternally Expressed gene 8) (Charlieriinni, 2001). Na podstawie analizy ekspresji genow
zlokalizowanych w sgsiedztwie mutacji w mie$niu zwierzat o roéznych genotypach
zaproponowano teorie ttumaczacg molekularny mechanizm powstawania fenotypu ,callipyge”
(Chartlier 2001). Zaktada on, ze mutacja CLPG zmienia ekspresje sasiadujacych, pietnowanych
gendéw. Gdy mutacja znajduje sie na chromosomie ojcowskim ekspresja genéw podlegajacych
pietnowaniu matczynemu zwieksza sie (DLK1, PEG11), natomiast gdy mutacja znajduje sie na
chromosomie matczynym, zwieksza sie ekspresja genow ulegajacych pietnowaniu ojcowskiemu
(MEG3, MEG8). Fenotyp callipyge powstaje gdy transkrypty z chromosomu ojcowskiego ulegaja
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silnej ekspres;ji, przy réwnocze$nie niskim poziomie transkryptéw pochodzacych z matczynego
chromosomu (genotypu CLPGprat/ Nmat ), praca przegladowa (Oczkowicz, 2009). Spektakularny
efekt mutacji CLPG sprawit, Zze zaczeto poszukiwa¢ podobnej mutacji w genomach innych zwierzat
gospodarskich. W genomie $wini nie znaleziono mutacji w homologicznym rejonie,
zidentyfikowano jednak mutacje typu SNP (DLK1 c.639C>T) w cze$ci kodujacej genu DLK1, ktéra
to dziedziczyta sie w sposéb zgodny z modelem polarnej naddominacji i wptywata na ottuszczenie
i przyrosty $win (Kim i inni, 2002). Ta obserwacja zostata potwierdzona analiza QTL, ustalono
réwniez, ze DLK1 podlega pietnowaniu matczynemu a MEG3 ojcowskiemu u $win, podobnie jak u
innych gatunkéw ssakéw (Li i inn, 2008). Molekularny mechanizm efektu tej mutacji jest trudny
do wyttumaczenia, poniewaz mutacja ta nie zmienia sekwencji aminokwaséw, nie lezy tez w
czesci regulatorowej genu. Niemniej jednak podjeto prébe oceny jej wptywu na poziom ekspres;ji
w mies$niu genéw DLK1 i s3siadujagcych MEG3 i PEG11 (A6 Oczkowicz i inni, 2011). Nie
stwierdzono réznic istotnych statystycznie pomiedzy osobnikami o genotypach C/C i T/T w
poziomie ekspresji zadnego z badanych genéw. Sugeruje to, Ze mutacja DLK1 c.639C>T nie jest
mutacjg przyczynowa odpowiedzialng za zmieniony fenotyp. W celu sprawnego oznaczenia
frekwencji genotypéw w mutacji DLK1 c.639C>T w polskich rasach $win opracowano metode
oparta o Real-Time alleli discrimniation. Metoda ta zgenotypowano 402 zwierzeta nalezace do ras
WBP, PBZ, Pietrain, Putawska i Duroc. Frekwencja alleli DLKI1 c.639C>T ksztattowata sie
odmiennie w poszczegélnych rasach, co sugeruje, ze mutacja ta moze mie¢ zwigzek z cechami
uzytkowo$ci $win. Najprawdopodobniej, mutacja DLK1 c.639C>T sprzezona jest z innym,
dotychczas niezidentyfikowanym polimorfizmem zlokalizowanym w obrebie klasteru genéow
DLK1/MEG3/PEG11.

Sposrod gendéw mieszczacych sie w klastrze ,callipyge”, geny MEG3 i MEG8 koduja RNA,
nieprzepisywane na biatko, natomiast DLK1 i PEG11 koduja biatka o stosunkowo stabo poznanej
roli. DLK1 jest srodbtonowym biatkiem sygnalnym, ktérego jedng z funkcji jest utrzymywanie
preadipocytéw w stanie niezréznicowanym. Przypuszcza sie, zZe nadekspresja tego biatka
umozliwia nadmierny rozrost tkanki miesniowej u owiec ,callipyge”. U $win, stwierdzono, Ze
imprinting genéw DLK1/MEG3/PEG11 jest konserwatywny tzn. w mies$niu i tkance ttuszczowej
ekspresji ulega ojcowski alllel genu DLK1i PEG11 oraz matczyny allel genu MEG3 (Li i inni, 2008,
Jiang i Yang, 2009, Yang i inni, 2009), jednak ich funkcja i ekspresja jest stabo poznana, dlatego
przeprowadzono ilo§ciowa analize metodg Real-Time PCR ekspresji gen6w DLK1 i MEG3 tkankach
$wini na roznych etapach rozwoju postnatalnego. Analizie poddano dwa warianty genu MEG3,
stwierdzono, ze jeden z nich (wariant 2) wystepuje w najwiekszej ilosci w mie$niu i sercu,
natomiast wariant 1 genu MEG3 i gen DLK1 przewaza w tkance moézgowej. Ponadto
zaobserwowano silny spadek poziomu ekspresji badanych genéw w trakcie rozwoju osobniczego
we wszystkich tkankach za wyjatkiem mézgu. Wskazywac¢ to moze na odmienng funkcje tych
genow w tkance moézgowej (A5 Oczkowicz i inni, 2010).

Kolejny gen - GNAS complex locus jest uwazny za najbardziej skomplikowany gen w
genomie ssakéw. U cztowieka znanych jest okoto 30 réznych wariantow transkrypcyjnych tego
genu. U $win dotychczas zidentyfikowanych jest 7 transkryptow, jednak w bazie vegaensembl
(http://vega.sanger.ac.uk/) przewidywane sg 22 rdézne warianty splajsingowe. Mutacje w
ludzkim genie GNAS powoduja powstawanie ciezkich zaburzen endokrynologicznych (zespét Mc-
Cuna-Albreighta), gdzie jednym z objawdw jest otyto$¢. Zidentyfikowano réwniez szereg mutacji
typu SNP w genie GNAS u bydta, ktére wpltywaja na pokrdj ciata i cechy rozptodowe (Sikorai inni,
2011). U cztowieka, myszy i bydta transkrypty genu GNAS podlegaja pietnowaniu gametycznemu.

Pietnowanie to jest rozne dla réznych wariantéw, zaobserwowano tez odmienne pietnowanie w
poszczegdlnych tkankach. U §win gen ten jest dotychczas stabo poznany. W celu identyfikacji
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polimorfizméw przydatnych do analizy imprintingu genu GNAS tkankach §wini, zastosowano
przesiewowg technike PCR-SSCP. Metodg tg zidentyfikowano 12 nukleotydowa delecje w czesci
kodujgcej jednego z wariantéw genu GNAS - NESP55, ktorg zdeponowano w bazie NCBI dbSNP
(numer akcesyjny: rs196955709. Delecja ta powodowata wypadniecie 4 aminokwaséw z tancucha
polipeptydowego i wystepowata wytacznie w postaci heterozygotycznej, co sugeruje, ze w formie
homozygotycznej moze by¢ letalna. Zwierzeta bedgce nosicielami tej delecji mialy normalny
fenotyp. Po zsekwencjonowaniu cDNA pochodzacego z tkanek heterozygotycznych osobnikdw
stwierdzono, ze we wszystkich badanych prébkach (miesien, watroba, pienn mézgu, serce) obecny
jest tylko allel z 12 nukleotydowa delecja. Sekwencjonowanie DNA ojca heterozygotycznych
osobnikéw dowiodto, ze allel w cDNA pochodzi od matki, poniewaz ojciec byt homozygota
pozbawiong mutacji (A1l Oczkowicz i inni, 2012). Przeprowadzone badania pokazaty, ze u $win
gen NESP55 podlega pietnowaniu ojcowskiemu, podobnie jak u myszy, bydta i cztowieka. Analiza
ekspresji transkryptu NESP55 w r6znych tkankach $wini wykazata, Ze gen ten ulega silnej
ekspresji w centralnym ukladzie nerwowym (przysadka, pien moézgu, sSrédmébzgowie, kora) i
nieco stabszej w mies$niu, jadrach i nerce. Badaniami objeto réwniez pozostate transkrypty GNAS
complex locus w celu sprawdzenia czy u $win, podobnie jak u myszy obecne sg transkrypty
pochodzace wytacznie z allelu ojcowskiego i transkrypty o biallelicznej ekspresji. Zaprojektowano
startery do reakcji PCR i sekwencjonowania tak aby amplifikowaty tylko wybrane transkrypty i w
oparciu o mutacjg SNP GNAS g.314T<324C przeanalizowano ekspresje alleli w genie GNAS w
szeregu tkanek w réznych okresach rozwojowych swini. Wykazano, Ze wzér imprintingu pokrywa
sie z tym obserwowanym u myszy tzn. cze$¢ transkryptow ulega ekspresji tylko z ojcowskiego
allelu a cze$¢ transkryptéw ulega biallelicznej ekspresji (A4 Oczkowicz i inni 2015).

W obrebie genu GNAS zidentyfikowano jeszcze kilka nowych mutacji, z ktérych
najciekawszg byla sekwencja mikrosatelitarna - rs196952953. Po analizie sprzezen w programie
Arlequin okazato sie, Ze mutacja ta sprzezong jest z inng, wcze$niej zidentyfikowang mutacjg SNP
GNAS g.314T<324C (Stratil i inni, 2008). Przeprowadzono analize asocjacji tego polimorfizmu z
cechami uzytkowoSci rozptodowej $win i stwierdzono, Ze nie wptywa on na cechy rozptodowe
(A2 Oczkowicz i inni, 2012), jednak jest wysoce istotnie skorelowana z cechami uzytkowosci
tucznej i rzeZznej (A3 Oczkowicz i inni, 2013)

PODSUMOWANIE BADAN

Gen IGF2 jest pierwszym genem podlegajagcym pietnowaniu gametycznemu, ktéry istotnie
wptywa na cechy uzytkowosci $win. Badania dowodzg, ze inne imprintingowane geny jak
DLK1/MEG3/PEG11 czy GNAS complex locus s3 waznymi kandydatami do miana genéw gtéwnych,
odpowiedzialnych za ekonomicznie istotne cechy zwierzat. Konieczne sg jednak dalsze badania
w celu identyfikacji nowych polimorfizméw w tych genach i zrozumienia molekularnego podtoza
ich asocjacji z cechami fenotypowymi. Przeprowadzone badania obejmowaty trzy loci podlegajace
pietnowaniu gametycznemu: IGFZ, locus callipyge oraz GNAS complex locus. W ich wyniku
wykazano, ze polimorfizm IGF2 intron3- g.3072 G > A istotnie wptywa na zawarto$¢ ttuszczu
$rodmiesniowego (IMF), jednak nie wptywa na cechy uzytkowosci rozptodowej w badanych
populacjach $win. Podobnie jak w kilku innych tkankach, gen IGF2 podlega pietnowaniu
gametycznemu w uktadzie rozrodczym S$wini. Stwierdzono réwniez, ze frekwencja alleli
polimorfizmu DLK1 ¢.639C>T w rdéznych rasach $win wskazuje na mozliwo$¢ udziatu tej mutacji
w ksztattowaniu cech uzytkowos$ci swin, jednak nie wptywa ona bezposrednio na poziom
ekspresji gendéw DLK1 i MEG3 w mie$niu $wini. Profil ekspresji genow DLK1 i MEG3 wskazuje na
spadek poziomu ekspres;ji tych gen6w w trakcie rozwoju postnatalnego we wszystkich tkankach
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za wyjatkiem moézgu, co sugeruje odmienng role tych genéw w tkance nerwowej. Ponadto,
polimorfizm w genie GNAS nie wptywa na uzytkowos$¢ rozptodowa $wini, jednak jest wysoce
istotnie skorelowany z cechami uzytkowosci tucznej i rzeznej. Wzér imprintingu w GNAS complex
locus odpowiada wzorowi obserwowanemu u myszy tzn. odpowiednie transkrypty ulegaja
pietnowaniu matczynemu, ojcowskiemu oraz bialleleicznej ekspresji w szeregu przebadanych
tkanek we wszystkich analizowanych stadiach rozwojowych.
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5. OMOWIENIE POZOSTALYCH OSIAGNIEC NAUKOWO-BADAWCZYCH

W 2002 roku rozpoczetam studia doktoranckie w Instytucie Zootechniki - PIB w Dziale
Immuno i Cytogenetyki, gdzie rozpoczetam badania do mojej pracy doktorskiej. Bytam gtéwnym
wykonawcg grantu promotorskiego pt. ,,Polimorfizm sekwencji mikrosatelitarnych sprzezonych
z genem insulinopodobnego czynnika wzrostu I (IGF2) oraz ich zwiazek z miesnoScig $win. Gen
IGF2 jest jednym z pierwszych genow dla ktérych stwierdzono obecno$¢ pietnowania
gametycznego, dlatego tez moje zainteresowanie tym zjawiskiem rozpoczeto sie w tym okresie.
Wtedy tez prowadzitam badania nad wzorem imprintingu tego genu u $win w réznych tkankach
i wykazatam, wraz z zespotem, Ze gen ten podlega biallelicznej ekspresji w watrobie i mézgu
dorostych swin (B2 Wrzeska i inni, 2006). Napisatam rowniez dwie prace przegladowe, dotyczace
teorii ewolucyjnych, tlumaczacych powstawanie zjawiska imprintingu, mechanizmoéow
molekularnych oraz konsekwencji zaburzen w prawidtowym wzorze imprintingu (B22 Wrzeska,
2003, B23 Wrzeska, Rejduch, 2004). Kontynuowatam takze badania dotyczace asocjacji pomiedzy
polimorfizmem w genie IGF2 a cechami uzytkowosci tucznej i rzeznej Swin. Wykazatam wraz z
zespotem, ze polimorfizm IGF2 intron3- g.3072 G > A wysoce istotnie wplywa na ottuszczenie i
umiesnienie tuszy $win a takze na cechy tuczne (B7 Oczkowicz i inni, 2009). Do genotypowania
polimorfizmu IGF2 intron3- g.3072 G > A zastosowaliSmy metodg Real-Time PCR allelic
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discrimination, podobnie jak w przypadku polimorfizmu w genie receptora melanokortyny 4 -
(Asp298Asn MC4R), dla ktérego stwierdziliSmy asocjacje z cechami tucznymi i rzeZznymi (B12
Piérkowska i inni., 2010).

W tym czasie bylam réwniez wykonawcg grantu pt.: ,Polimorfizm wybranych genéw
warunkujacych miesno$¢ Swin rasy wielkiej biatej polskiej”, w ramach ktérego badatam
polimorfizm w genie GHRH metodg PCR-RFLP (B15 Rejduch i inni, 2007).

Po obronie doktoratu objetam stanowisko adiunkta w Dziale Genetyki i Hodowli Zwierzat
Instytutu Zootechniki PIB. Rozpoczetam badania polimorfizmu i ekspresji genéw potencjalnie
wptywajacych na uzytkowos¢ trzody chlewnej. Bytam wykonawca dwo6ch zadan
w ramach projektu zamawianego: “Genomika funkcjonalna komérek miesSniowych oraz
polimorfizm, sekwencji regulatorowych genéw zwigzanych z cechami iloSciowymi i jako$ciowymi
miesa bydia i $wini”. Bratam wtedy udzial w opracowaniu metodyki oceny poziomu ekspres;ji
technikg Real-Time PCR gendéw osi somatotropowej - IGF1, IGFZ, IGFBP3 i IGFBP5, genéw
troponiny i tropomizoyny - TPM2 i TNNT3 oraz fibronektyny - FN1. Uzyskane wyniki - profile
ekspresji w trakcie rozwoju postnatalnego $win, opublikowane zostalty w czterech pracach
oryginalnych (B6 Natonek i inni., 2009, B13 Rejduch i inni, 2010, B14 Rejduch i inni 2010, B19
Rézycki i inni, 2011). W ramach projektu zamawianego ukazat sie podrecznik pt. , Genomika
bydta i $wini - wybrane problemy” pod red. L. Zwierzchowski i M. Switonski, w ktérym bytam
wspotautorem rozdziatu: ,Imprinting - pietno gametyczne” (P1 Rejduch i Oczkowicz, 2009)

Jednoczesnie zostatam kierownikiem tematu statutowego ,Polimorfizm i ekspresja genow
zlokalizowanych w locus CLPG u $win” , w ramach ktérego prowadzitam badania bedace
przedmiotem niniejszej rozprawy habilitacyjnej a takze napisalam prace przegladowa dotyczaca
polarnej naddominacji (B24 Oczkowicz, 2009). W tym czasie bytam réwniez wykonawcg grantu
pt. ,Ocena zmienno$ci i ekspresji gendéw PIT1, GHRL, GHRH, LEP wspdétdziatajacych w regulacji
poziomu ottuszczenia u $Swin”, w ramach ktérego analizowaliSmy stabilno$¢ réznych genéw
kontroli endogennej w tkance ttuszczowej oraz zotadku swini (B8 Oczkowicz i inni, 2010, B10
Piorkowska i inni, 2011). PoréwnywaliSmy réwniez poziom ekspresji genu greliny (GHRL) w
zotadku oraz genu leptyny (LEP) w ttuszczu $win nalezacych do réznych ras. Zidentyfikowalismy
takze kilka nowych mutacji w genie GHRL oraz analizowali$my ich wplyw na poziom ekspresji
tego genu (B18 Ropka-Molikiinni, 2011). W 2010 roku zostatam kierownikiem grantu pt. ,Ocena
sposobu ekspresji wybranych genéw podlegajacych pietnowaniu gametycznemu w rozwoju
postnatalnym $wini”, w ramach ktérego realizowatam badania bedgce przedmiotem niniejszej
rozprawy habilitacyjnej. Bytam réwniez wykonawcg grantu pt. ,Poprawa uzytkowosci
rozptodowej loch w oparciu o selekcje na markery genéw odpowiedzialnych za implantacje
zarodkow (EGF, AREG i LIF)”, w ramach ktérego wykonywatam analizy poziomu ekspresji tych
genow w jajniku, jajowodach, rogu macicy i trzonie macicy u loch na réznych etapach cyklu
owulacyjnego. BadaliSmy takze asocjacje pomiedzy polimorfizmami w tych genach a cechami
uzytkowosci rozptodowej loch. WykazalisSmy, ze polimorfizmy w genach EGF, LIF1i LIF3 i AREG
wplywaja miedzy innymi na liczbe prosigt zywo urodzonych (B5 Mucha i inni, 2011).
StwierdziliSmy réwniez istotne réznice pomiedzy ekspresja genu LIF w réznych czesciach uktadu
rozrodczego i w réznych fazach cyklu owulacyjnego, co potwierdzito istotng role tego genu w
przygotowaniu macicy do implantacji zarodkéw (B17 Ropka-Molik i inni, 2012).
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0d 2011 roku zatrudniona jestem w Samodzielnej Pracowni Genomiki i od tego czasu moje
zainteresowania badawcze skupiajg sie gtéwnie wokét réznic w ekspresji genéw w odpowiedzi
na czynniki genetyczne i Srodowiskowe w skali catego transkryptomu. Mozliwe jest to dzieki
zastosowaniu metody sekwencjonowania RNA Nowej Generacji (NGS- Next Generation
Sequencing, RNA-seq). Przy zastosowaniu tej metody poréwnywalismy transkryptomy mies$nia
potbtoniastego szynki (musculus semimembranosus) $win nalezacych do dwoch ras o réznym
stopniu umie$nienie - Pietrain i Polska Biata Zwistoucha (PBZ). Po zastosowaniu bardzo
restrykcyjnej analizy statystycznej, zidentyfikowali$my 35 geny o rdéznej ekspresji (Differentially
Expressed Genes -DEG) pomiedzy badanymi rasami $win, na podstawie ktérych stworzyliSmy
panel nowych gen6éw potencjalnie wptywajacych na cechy uzytkowosci §win (B16 Ropka-Molik i
inni, 2014). Uczestniczylam roéwniez w badaniach dotyczace detekcji i identyfikacji czastek
mikroRNA (miRNA) w watrobie swini z zastosowaniem metody RNA-seq. Na podstawie liczby
uzyskanych odczytéw, z wykorzystaniem programu do bioinformatycznej analizy (UEA sRNA
workbench), zidentyfikowano 206 czastek miRNA, wsréd ktérych byto 68 nowych. Wsrod
zidentyfikowanych czastek zaobserwowano warianty dtugosci i polimorfizmy sekwencji,
stanowiace tzw. isomiRs, jak rowniez wykryto klastry gendw kodujgcych miRNA. Natomiast na
podstawie poziomu ekspresji okreslono najcze$ciej wystepujace miRNA, dla ktérych
przewidziano geny docelowe z wykorzystaniem dwdch algorytméw do predykcji a takze
okreslono $ciezki biologiczne, w ktérych moga braé¢ udziat. Przeprowadzone badania s3g
pierwszymi, ktére miaty na celu okreslenie profilu miRNA eksprymowanych w watrobie $wini, z
wykorzystaniem wysokoprzepustowej technologii jaka jest sekwencjonowanie nastepnej
generacji (B19 Pawlinai inni, 2014)

Obecnie jestem kierownikiem grantu pt. "Ocena wptywu Zywienia réznymi rodzajami
tluszczu na zmiany transkryptomu, poziomu metylacji wysp CpG oraz profilu mikroRNA w
tkankach $wini”, finansowanego przez Narodowe Centrum Nauki. W ramach projektu pobrane
zostaty tkanki (miesien, watroba, ttuszcz okrywowy) od $win zywionych paszg zawierajacg rozne
zrédia ttuszczu (olej rzepakowy, t6j wotowy, olej kokosowy). Przeprowadzono juz pierwsze
analizy transkryptomu z watroby, metodg RNA-seq i zidentyfikowano szereg genéw réznigcych
sie poziomem ekspresji u zwierzat otrzymujacych tluszcze pochodzace z réznych Zrédet. Obecnie
tworzone s3 biblioteki cDNA i miRNA z pozostatych tkanek. Planuje kontynuowa¢ badania
nutrigenomiczne poprzez analize zmian w transkryptomie w tkankach $win suplementowanych
réznymi dawkami witaminy D. W dalszym ciggu realizuje takze badania imprintingu
genomowego u $win w oparciu o technike RNA-seq.
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WYKAZ PROJEKTOW BADAWCZYCH W KTORYCH UCZESTNICZYLAM Z OKRESLENIEM
CHARAKTERU MOJEGO UDZIALU

e 2P06D 02326 ,Polimorfizm sekwencji mikrosatelitarnych sprzezonych z genem
insulinopodobnego czynnika wzrostu Il oraz ich zwiazek z miesnoscig $win grant
promotorski, gldwny wykonawca

e 2P06D 02527 ,Polimorfizm wybranych genéw warunkujgcych miesno$¢ $win rasy
wielkiej bialej polskiej” wykonawca

e PBZ-KBN-113/P06/2005/07 ,Genomika funkcjonalna komérek mie$niowych oraz
polimorfizm sekwencji regulatorowych genéw zwiazanych z cechami ilo$ciowymi i
jako$ciowymi miesa bydta i swin” wykonawca

e BDGzp-2910B-9/07, MRiRW - ,Badania czestotliwo$ci wystepowania genotypow
wrazliwych na encefalopatie w populacji owiec w Polsce” wykonawca

e NN311102834 ,Ocena zmienno$ci i ekspresji genéw PIT1, GHRL, GHRH, LEP
wspotdziatajacych w regulacji poziomu ottuszczenia tusz swin” - Instytut Zootechniki
PIB (2008-2011) wykonawca

e NN311220938 ,Poprawa uzytkowosci rozptodowej loch w oparciu o selekcje na
markery gendéw odpowiedzialnych za implantacje zarodkéw (EGF, AREG i LIF)”
wykonawca

e NN311608638 ,Ocena sposobu ekspresji wybranych genéw podlegajacych
pietnowaniu gametycznemu w rozwoju postnatalnym $wini”, kKierownik projektu

e NN31140633 " Geny zwigzane z metabolizmem biatka prionowego i ocena ich
wplywu na zmiany neurodegeneracyjne mézgu owiec” wykonawca

e 09/D/NZ9/02452 ,Zastosowanie ukierunkowanego sekwencjonowania nastepnej
generacji NGS w szacowaniu markeréw genetycznych zwigzanych z jakoScig miesa
wieprzowego wykonawca

e 13/B/NZ9/02134 ,Ocena wptywu zZywienia roznymi rodzajami ttuszczu na zmiany
transkryptomu, poziomu metylacji wysp CpG oraz profil mikroRNA w tkankach
$wini” kierownik projekt
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LICZBOWE ZESTAWIENIE DOROBKU NAUKOWEGO

PRZED DOKTORATEM : PO DOKTORACIE
LICZBA PKT IF LICZBA PKT IF
(MNiSW) (MNiSW)
1). Oryginalne prace tworcze: 5 65 2,43 27 600 38,27
- wykorzystane w monotematycznym cyklu publikacji
a) publikacje w czasopismach znajdujacych sie bazie 7 - 170 11,88
Journal Citation Reports (JCR) b
b) publikacje w innych czasopismach recenzowanych
- publikacje poza monotematycznym cyklem
a) publikacje w czasopismach znajdujacych sie bazie 3 55 2,43 20 | 430 26,47
Journal Citation Reports (JCR) .
b) publikacje w innych czasopismach recenzowanych 2 10
2). Monografie: 1 .
3). Pozostate publikacje naukowe: 3 33
- prace konferencyjne
a) opublikowane w materialach z konferencji 1 17
miedzynarodowych _
b) opublikowane w materialach z Kkonferencji 2 16
krajowych
_Indeks Hirsha=6
L KOl L
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