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Ocena
pracy doktorskiej lek. wet. Magdaleny Kulus pt.: "Analiza profilu ekspres;ji
wybranych gendéw regulujacych procesy wzrostu, réznicowania i apoptozy w
komorkach ziarnistych jajnika swini podczas ich krotkoterminowej pierwotne]

hodowli in vitro™.

Komérki ziarniste pecherzykéw jajnikowych odgrywaja wazna rolg w follikulogenezie i
oogenezie, a szczegllnie w syntezie estrogendw, dojrzewaniu jgdrowym i cytoplazmatycznym
oocytu oraz powstawaniu cialka Zzoéltego. Posiadaja one rowniez wihasciwosei
multipotencjalnych mezenchymalnych komoérek macierzystych. Podloze molekularne
follikulogenezy i oogenezy nie zostato jeszcze w pelni wyjasnione. Z tych wzgledéw badania
podjete przez Doktorantke sa w pelni aktualne i uzasadnione.

Przedstawiona do recenzji praca doktorska liczy 81 stron maszynopisu. Sktada sie ona ze
spisu tresci, wykazu publikacji stanowiacych jej podstawe, wykazu skrotow, omowienia badan
wiasnych, kopii artykuldw oraz streszczenia w jezyku polskim i angielskim. Oméwienie badan
whasnych skiada sie z wprowadzenia, celu badan, opisu materialéw i metod, wynikow i
dyskusji, podsumowania, wnioskow 1 pismiennictwa.

Podstawe tej pracy doktorskiej stanowi cykl 3 oryginalnych prac naukowych

opublikowanych w latach 2019-2020:



1. Kulus, M et al. New molecular markers involved in regulation of ovarian granulosa cell
morphogenesis, development and differentiation during short-term primary in vitro culture
— transcriptomic and histochemical study based on ovaries and individual separated follicles.
International Journal of Molecular Sciences, 2019, 20, nr 16, art. nr. 3966,
DOI:10.3990/ijms201163966.

2. Kulus, M. et al. The processes of cellular growth, aging, and programmed death are involved
in lifespan of ovarian granulosa cells during short-term IVC: study based on animal model.
Theriogenology, 2020, 148, 76-88.

. Kulus, M. et al. Transcriptomic analysis of expression of gene regulating cell cycle

ad

progression in porcine ovarian granulosa cells during short-term in vitro primary culture.
Histochemistry and Cell Biology, 2020, 153, 379-412.

We wszystkich trzech pracach Doktorantka jest pierwszym autorem. Uwage zwraca duza
liczba wspotautorow, niemniej z ich o$wiadczen wynika, ze Doktorantka odgrywata wiodaca
role w powstaniu tych prac. Nalezy podkresli¢ wysoki Impact Factor czasopism, w ktérych
prace te zostaly opublikowane.

W krétkim wprowadzeniu Doktorantka omawia budowe pecherzyka jajnikowego oraz
funkcje komorek ziarnistych w produkeji hormonéw oraz ich interakcje z komérka jajows.
Wskazuje na potencjal macierzystosci komérek ziarnistych oraz na znaczenie badan metodami
biologii molekularnej w dokladnym poznaniu mechanizméw regulujacych procesy
follikulogenezy i oogenezy.

Wprowadzenie jest napisane interesujaco, w oparciu o odpowiednio dobrane, aktualne
pismiennictwo.

Glownym celem badan byto okreslenie profili ekspresji wybranych genéw regulujacych
procesy wzrostu, roznicowania i apoptozy komdrkach ziaristych $wini w pierwotnej hodowli

in vitro.



Doktorantka realizowata 3 szczegétowe cele badawcze:
1. Izolacje komorek ziarnistych $wini domowej oraz ustalenie warunkow ich krétkotrwatej

hodowli in vitro.

R ]

. Okreslenie profilu ekspresji gendw metodg mikromacierzy typu Affymetrix.

. Walidacje ekspresji gendow za pomocg techniki RT-qPCR.

(W]

Material badawczy stanowily komérki ziamiste pobrane poubojowo od 126 dojrzatych
ptciowo loszek. Komorki ziarniste pozyskiwano na drodze aspiracji plynu pecherzykowego z
pecherzykow o Srednicy > 5 mm. Plyn pecherzykowy wirowano, a osad komoérkowy
wykorzystano do zaloZenia krotkoterminowej hodowli pierwotnej. W okreslonych przedzialach
czasowych (0 h, 48 h, 96 h i 144 h) izolowano z komorek ziarnistych RNA, ktory wykorzystano
w procesie odwrotnej transkrypcji celem uzyskania cDNA. Nastepnie dokonano pelnego
profilowania transkryptomu komorek ziarnistych technika mikromacierzy ekspresyjnych
Affymetrix 1 wykonano analiz¢ funkcjonalng mikromacierzy. Okreslono statystyczng istotnosé
réznic w ekspresji badanych gendéw, dokonano selekcji genow o istotnie zmienionej ekspres;ji i
przyporzadkowano je do grup ontologicznych zwigzanych z rozwojem, réznicowaniem si¢ i
morfogeneza komoérek. Wyodrebniono réwniez geny biorace udzial we wzroscie, starzeniu si¢
1 apoptozie oraz geny regulujace cykl komorkowy. Otrzymane wyniki ekspresji poddano
hierarchicznej procedurze klasteryzacji i przedstawiono jak ,,mapy cieplne”. Wyniki otrzymane
podczas analizy mikromacierzy ekspresyjnych poddano walidacji metoda RT-qPCR.
Prawidlowa budowe histologiczna jajnikéow i pecherzykéw jajnikowych potwierdzono na
preparatach mikroskopowych barwionych HE.

Wykazano, ze sposrdd 20 analizowanych w pierwszym etapie badan genow prawie wszystkie
(19) nalezaly do grupy ontologicznej .,ré6znicowanie si¢ komorek”. W drugim etapie badan
wykazano zmieniona ekspresj¢ 186 gendéw, Najwiekszy wzrost ekspresji wykazywaly geny

nalezace do grup ontologicznych ,,wzrost komorek™ i ,,starzenie si¢”. Szczegblnie interesujacy



wydaje si¢ przy tym wzrost ekspresji genu biatka wiazacego insulinopodobny czynnik wzrostu
5 (IGFBP5) zwiazanego z procesami atrezji pecherzykow jajnikowych. W trzecim etapie badan
okreslono ekspresje genow zwigzanych z regulacja cyklu komoérkowego. Wykazano zmieniong
ekspresje 133 genow, m.in. wzrost ekspresji genu bialka spokrewnionego z biatkami frizzled 2
(SFRP2) i genu trombospondyny 1 (THBSI), ktére biora udzial w procesach atrezji
pecherzykow jajnikowych.

W omowieniu wynikéw Doktorant dokonuje wywazonej interpretacji wynikow badan
wlasnych 1 porownuje je z danymi z piSmiennictwa.

Z przeprowadzonych badan wyciagnieto 5 wnioskdéw, wynikajacych z uzyskanych
rezultatow.

Badania przeprowadzone przez Doktoranta maja duze znaczenie naukowe. Dostarczyly
one nowych danych o ekspresji gendéw w komorkach ziarnistych $wini podczas
krotkoterminowej hodowli pierwotnej in vitro. Wykazano, Ze niektére geny mogg byc¢
markerami procesow zachodzacych w komorkach ziarnistych, jak réznicowanie komorek i
atrezja pgcherzykow jajnikowych.

Na podkreslenie zastuguje ztozonos¢ metodyczna przeprowadzonych badan, w ktorych
stosowano hodowle komorek i nowoczesne metody biologii molekularnej oraz mikroskopowe
techniki histologiczne.

Oceng tej pracy doktorskiej ulatwia fakt, Ze jej podstawe stanowi cykl 3 prac
opublikowanych w renomowanych czasopismach o wysokim Impact Factor. Przed przyjeciem
do druku prace te zostaty poddane ocenie przez recenzentéw tych czasopism.

Moje uwagi krytyczne dotyczg jedynie pewnych niedociagnieé redakcyjnych w polskim
opisie tych prac.

We wniosku 1 uzyto okreslenia ,,Sugeruje sie”, bardziej prawidiowe byloby ,,Uzyskane

wyniki wskazuja”. Wniosek 5 wydaje si¢ zbyt daleko idacy, poniewaz wykorzystanie zmian



poziomu ekspresji gendw w komorkach ziarnistych jako nowych markeréow dla poprawy
efektywnosci biotechnik rozrodu wymaga potwierdzenia w badaniach in vivo. W spisie
piSmiennictwa niektore tytuly czasopism pisane sa matymi literami, np. Stem cell reviewes and
reports.

Przedstawione uwagi nie obnizajg wysokiej oceny recenzowanej pracy, wynikajacej z
aktualnosci problematyki, nowoczesnosci 1 ztozonoéci metod badawczych oraz naukowego
znaczenia uzyskanych wynikéw. Recenzowana praca doktorska odpowiada w pelni warunkom
okres$lonym w art. 118 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyZszym 1 nauce.
(Dz. U. 22018 r. poz. 1668 z p6zn. zm.).

Biorac powyzsze pod uwage wnosz¢ o dopuszczenie lek. wet. Magdaleny Kulus do

dalszych etapéw przewodu doktorskiego.




