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pt » Analiza profilu ekspresji wybranych genéw regulujgcych procesy
wzrostu, réznicowania i apoptozy w komoérkach ziarnistych jajnika
$wini podczas ich krotkoterminowej pierwotnej hodowli in vitro”
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Uniwersytetu Mikotaja Kopemnika w Toruniu

Promotor : dr hab. n. wet. Pawel Antosik

Przekazana do recenzji dysertacja Pani lekarz weterynarii
Magdaleny Kulus sklada si¢ z trzech spdjnych tematycznie publikacji
dotyczacych procesdw regulacji folikulogenezy i oogenezy na poziomie
ekspresji wybranych gendw z okreslonych grup ontogenetycznych, w
oryginalnym ukfadzie eksperymentalnym hodowli komérek jajnika swini.
Podjety przez Doktorantke temat wydaje si¢ istotny, z uwagi na niewielka
liczbe publikacji dotyczacych ekspresji genow w komadrkach warstwy
ziarnistej jajnika $wini, regulacyjnych procesy oogenezy w szczegdlnosci
w aspekcie wyjasnienia molekularnego tta nieptodnosci u ssakéw w tym
takze u ludzi. Recenzowana rozprawa liczy ogétem 81 stron. Publikacje
stanowigce podstawe rozprawy, poprzedzone s3 wykazem stosowanych
skrotow, przegladem literatury, opisem zalozen badawczych, zastosowanej
metodyki, a takze dyskusjg, wnioskami, spisem pismiennictwa oraz

podsumowaniem w klasycznym uktadzie pracy naukowej. Spis literatury
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dotyczacy wstepu, zatozen, metodyki i dyskusji liczy 50 pozycji i, co warte
podkreslenia, ponad pofowa z nich zostata napisana w ciggu ostatnich 10 lat.
Dysertacje konczy streszczenie w jezyku polskim i angielskim. Zawarte w
rozprawie publikacje majg charakter do$wiadczalny i zostaty opublikowane
w roku 2019 — 1 publikacja (International Journal of Molecular Science),
2020 - 2 publikacje (Theriogenology, Histochemistry and Cell Biology).
Czasopisma te uznaje si¢ za bardzo cenione i figurujg na liscie JCR. We
wszystkich trzech artykutach Doktorantka widnieje jako pierwszy autor i
gtowny wykonawca eksperymentu odpowiedzialny za przygotowanie
do$wiadczenia, wybér metodyki, analiz¢ danych oraz autorstwo wigkszej
czgsci manuskryptow. Przemawia to za samodzielnoscig i dojrzatoscia
badawcza Autorki. Z tekstu dysertacji nie wynika jednak, ze Doktorantka
jest autorem Kkorespondencyjnym. Rozprawa nie zawiera takze
procentowego wktadu poszczegélnych autorow, choé charakter ich udziatu
uwzgledniony jest w przypisach redakcyjnych kazdego z artykutdw. Liczny
zespot badawczy jednoznacznie $wiadczy o rzetelnym opracowaniu
analizowanego tematu. Tytul recenzowanej rozprawy lekarz weterynarii
Magdaleny Kulus odpowiada zagadnieniom poruszanym w przedtozonych
publikacjach. Warte podkreslenia sg wysokie wskazniki naukometryczne
czasopism, taczny IF trzech analizowanych publikacji wynosi az 10,068, a
taczna liczba punktéow MMiSW 380. Prezentowane w dysertacji prace z
pewnoscia znalazly uznanie dos$¢ skrupulatnych i krytycznych na tym
poziomie recenzentéw. Swiadczy to o bardzo wysokim poziomie naukowym
publikowanych artykuléw, a takze o wilasciwym planie badawczym, dobrze

dobranej nowoczesnej metodyce i [ogicznie zestawionych wnioskach.

We wprowadzeniu Doktorantka w sposéb bardzo jasny i zrozumiaty
przedstawia procesy folikulogenezy i oogenezy w jajniku $wini: role
poszczegdlnych hormondw regulujgeych 1 szlaki ich dzialania na
poszczegolne grupy komorek tworzacych pecherzyk jajnikowy. Lektura tej

czgsci swiadezy o doglebnej znajomosci opisywanych zagadnien. W dalszej
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cz¢sci wprowadzenia Doktorantka ,schodzi” na poziom molekularny
regulacji folikulogenezy. Wymienia markery genetyczne
multipotencjalnosci komérek ziarnistych, klaruje hipoteze badawcza,
stawia pytania, odnosi si¢ do publikacji z medycyny cziowieka
dotyczacych transformacji komorek granulosy w komorki tkanki

migéniowej, chrzestnej kostnej czy nerwowe;j.

Gléwny cel badawczy jaki postawiata sobie Autorka sformutowany jest
czytelnie i wynika z analizy danych literaturowych. Godne uwagi sg dwa
cele szczegdtowe, ktére dotyczg zastosowania i oceny wiarygodnosci

wybranej metodyki.

Materialy i metody zastosowane w pracy zostaly juz wysoko ocenione
przez recenzentéw czasopism w ktoérych si¢ ukazaly, wigc nie budza
wiekszych zastrzezen. W planowaniu do$wiadczenia warto bylo jednak
okresli¢ faze cyklu loszek ,dawczyn”, gdyz poziom estrogendow wydaje
si¢ mie¢ istotny wplyw na ekspresj¢ gendw w tkankach docelowych, w
tym w komérkach ziarnistych jajnika, w ktorych ekspresja receptora ERB
modeluje kodowanie gendw regulatorowych i proliferacjg biatek. ( Morani
A, Warner M, Gustafsson JA. Biological functions and clinical
implications of oestrogen receptors alfa and beta in epithelial tissues.
J. Intern Med. 2008) W pierwszym artykule z cyklu jest co prawda,
wzmianka, iz loszki byly ubijane w fazie anestus brak jest jednak
podstawy okres$lenia tej fazy. Jednakze wobec zastosowanej metodyki
(krétkoterminowa hodowla in vitro) ten drobny mankament w planowaniu
doswiadczenia wydaje sie nie mieé wplywu na wiarygodnosé uzyskanych
wynikéw. Dazac do osiagniecia swoich celow badawczych Autorka
wykorzystuje szereg innowacyjnych metod diagnostyki molekularnej
(spektrofotometria. analiza funkcjonaina mikromacierzy czy Real Time

PCR).
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SZKOLA GEOWNA

GOSPODARSTWA
WIEJSKIEGO
Pierwsza z cyklu publikacji (str 31-49) nosi tytul "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” Praca dotyczy analizy

wybranych fragmeniéw transkryptomu komoérek granulosy otrzymanych z
jajnikow $win i utrzymywanych w krétkotrwatej hodowli in vitro. Wyniki

badar pierwszej pracy sg bioinformatyczng analizg gendw, ktére podlegaty
zwickszonej lub zmniejszonej ekspresji, nalezacych do okreslonych grup
ontologicznych zwigzanych z rozwojem, roéznicowaniem sie i
morfogeneza komoérek. Do analizy przynaleznosci badanych genow do

funkcjonalnych wykorzystano

Annotiation,

grup
for

w.w, ontologicznych
narzgdzie DAVID (Database

bioinformatyczne
Visualisation and Integrated Discavery). Nastgpnym krokiem badawczym
bylo wykorzystanie bioinformatycznego narzgdzia STRING (Protein-

Protein Interaction Networks Functional Enrichment Analysis), dzigki
i interakcje pomig¢dzy

ktéremu Doktorantka zbadata zaleznosci
produktami biatkowymi wybranych gendéw. W powyzszym opracowaniu

Doktorantka wyodrgbnia geny dotychczas nieopisywane w kontekscie
folikulogenezy jajnikow swifi, a takze opisuje ekspresje gendw

Szkota Gldwna
Gospodarstwa

Wiejsklego w Warszawie
Instytut Medyomy
Weterynaryjnej
_ odpowiedzialnych za réznicowanie si¢ komodrek, co koresponduje z
Katedra Choréb Duiych
Zwierzat 1 Klinika najnowszymi doniesieniami na temat macierzystych wiasciwosci komérek
ul. Nowoursynowska 00 5iarnistych pecherzyka jajnikowego.
(str.49-61 manuskryptu rozprawy),

02-797 Warszawa
4822593 6191 o
Druga publikacja z cyklu
opublikowana w czasopiémie Theriogenology, oceniana na 100 punktéw

ministerialnych, jest kontynuacjg bioinformatycznej analizy opisanej

wczesniej, lecz dotyczy innych grup ontologicznych genow: grupy
funkcjonalne z zakresu wzrostu komérek, starzenia si¢ a takze procesu
apoptozy. W pracy zostala dokonana analiza wystgpowania i ekspresji

gendw majacych wplyw na procesy atrezji pgcherzyka jajnikowego, a
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takze opis profilu aktywnosci gendéw zwiazanych z zaprogramowang

$miercig komdrki w kontekscie pierwotnej hodowli in vitro.

Trzecia i ostatnia praca z cyklu (str.62-77), opublikowana w czasopismie
Histochemistry and Cell Biology, punktowana na 100 pkt MNiSW, jest
rozwinigciem poprzednich analiz i uzupelnieniem pelni obrazu
transkryptomu komorek ziamistych pgcherzyka jajnikowego swini o
analize ekspresji genéw odpowiedzialnych za regulacje cyklu
komoérkowego. W pracy dokonano takze wnikliwej analizy histologicznej
jajnikéw swin jak i pojedynczych wyodrgbnionych pecherzykéw
jajnikowych pobranych z proby 40 loszek wykorzystanych do cyklu

badan.

We wszystkich trzech pracach z cyklu zostaly wykorzystane te same
metody: najpierw zatozenie hodowli pierwotnej z komdrek granulosy
pecherzykéw jajnikowych $win, a nastgpnie izolacja materiatu
genetycznego i badanie ekspresji gendw z  wykorzystaniem
mikromacierzy. Analiza wynikéw otrzymanych z mikromacierzy zostata
przeprowadzona z wykorzystaniem ogélnodostepnych narzedzi
bioinformatycznych : DAVID i STRING. Wszystkie trzy prace sktadajg
si¢ w jedng peina analiz¢ transkryptomu. Jedynym aspektem. ktdrego
zabrakto w opisywanej analizie jest rozroznienie ekspresji danych genéw
w zaleznosci od punktu czasowego pobrania materiatu. W wynikach
Autorka przedstawia zwiekszenie/zmniejszenie ekspresji w odniesieniu
do punktu ,0” hodowli, brak jednak opisania réznic pomigdzy
wykorzystanymi punktami czasowymi: 48h, 96h, 144h. Taka analiza
wydaje si¢ istotnym punktem odniesienia w przypadku interpretacji
wplywu hodowli in vitro na ekspresj¢ genow, niezaleznie od ich grupy

ontologicznej.

Doktorantka w swojej pracy postuguje si¢ systemem DAVID — Database

for Annotation, Visualization and Integrated Discovery. Jest to jeden z



SZKOLA GEOWNA
GOSPODARSTWA
WIEJSKIEGO

Szkota Gidwna
Gospodarstwa
Wiejsklego w Warszawle

Instytut Medycyny
Weterynaryjne]

Katedra Choréb Duiych
Zwierzat i Klinika

ul. Nowoursynowska 100
02-797 Warszawa
+48 225936191

’181(,‘_“

L
o

b ok

¥ :
o w n:'z
Y ueh e
=) /-

& an®

wielu istniejagcych systemow zintegrowanych badan ontologii i sieci
interakcji gendéw. Innym systemem, wykorzystywanym powszechnie w
badaniu zardwno interakcji jak i stopnia ekspresji genéw jest systemn
PANTHER. W poréwnaniu z DAVIDEM system PANTHER ma kitka zalet.
System ten jest obecnie czg¢scia GO i integruje bardziej zaktualizowane
dane na temat ekspresji i ontologii genéw. Po drugie, PANTHER
umozliwia uzytkownikom analiz¢ danych genomowych z 82 organizmdw
za pomocg narz¢dzi online oraz ewaluacj¢ danych z innych organizméw
korzystajacych z tego narzedzia. Takie mozliwosci wydaja sig by¢
przydatnym elementem oceny, zwlaszcza w probach ekstrapolacji
uzyskanych danych na inne gatunki czy na cztowieka, co byto jednym z
posrednich zatozen projektu jako pracy na modelu swini —dobrym modelu
translacyjnym czlowieka. Wydaje si¢, ze takie poroéwnanie mogloby
rozwingé w przysztosci wnioski zawarte w pracy. Szlaki regeneracyjne,
multipotencjalnos¢ komoérek ziarnistych i inne zagadnienia poruszane w
recenzowanym doktoracie s3, wszakze interesujace takze w kontekscie
aplikacyjnym medycyny cztowieka. Wedtug niektorych bioinformatykow
drzewa filogenetyczne w bibliotece bialek PANTHER umozliwiajg
uzytkownikom dokonywanie dokladniejszych przewidywan ortologow, a
tym samym znacznie poprawia¢ analizg i wzbogaci¢ w przyszlosci wnioski
z przeprowadzonego badania. W rzeczywistosci jednak DAVID pobiera
dane PANTHER i integruje je w swojej analizie, co przemawia za jak
najbardziej trafnym wyborem Doktorantki. Niemniej, pordwnanie uzycia
obu narzedzi bioinformatycznych mogloby przynies¢ wiele korzysci.
Takie porownania byly juz zestawiane w ramach rozszerzenia metod
analitycznych stosowanych na przyktad w onkologii i wspomaganym
rozrodzie (Li W, Wang 8, Qiu C, Liu Z, Zhou Q, Kong D, Ma X, Jiang J.
Comprehensive  bioinformatics analysis of acquired progesterone
resistance in endomeirial cancer cell line. J Transl Med. 2019 Feb
27:17(1):58, Xie J, Wu Z, Xu X, Liang G, Xu J. Screening and
identification of key genes and pathways in metastatic uveal melanoma
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based on gene expression using bioinformatic analysis. Medicine
(Baltimore). 2020 Oct 23;99(43), Talbott H, Hou X, Qiu F, Zhang P, Guda
C. Yu F, Cushman RA, Wood JR, Wang C, Cupp AS, Davis JS.
Transcriptomic and bioinformatics analysis of the early time-course of the
response to prostaglandin F2 alpha in the bovine corpus luteum. Data Brief.

2017 Sep 1;14:695-706.)

Reasumujgc, oceniana rozprawa doktorska charakteryzuje sig
trafnoscia wyboru tematu. Przedstawiony w dysertacji cykl publikacji jest
integralny tematycznie i w sposdb znaczny przyczynia si¢ do rozwoju tak
waznych dla medycyny i medycyny weterynaryjnej dyscyplin jakimi sa
genetyka, fizjologia i patologia rozrodu. Wyniki pracy stanowia takze
mocng podstawe do kontynuacji badafi w poruszanych tu kierunkach
badawczych. Doktorantka wykazata si¢ duza wiedzg teoretyczng i swietnym
warsztatem laboratoryjnym, a takze umiejgtnoscig twérczej dyskusji i celnej

interpretacji uzyskanych wynikow.

Z duzg satysfakcjg stwierdzam , iz recenzowana praca doktorska Pani lekarz
weterynarii Magdaleny Kulus stanowi do$¢ oryginalne rozwiazanie
przedstawionej problematyki badawczej spetniajac tym samym wszystkie
ustawowe wymogi i kryteria nadania stopnia doktora nauk rolniczych w
dyscyplinie weterynaria — art.187 ustawy z dnia 20 lipca 2018 roku; Prawo
o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U.z 2018 r poz.1668 ze zm.). Wobec
powyzszego zwracam sig do Wysokiej Rady Dyscypliny Weterynaria
Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroclawiu o dopuszczenie pracy
doktorskiej Pani lekarz weterynarii Magdaleny Kulus do dalszych etapow
postepowania doktorskiego. Jednoczesnie biorac pod uwage nowatorskosé
opracowanego tematu, wkiad pracy, a w szczegdlnosci wysokie
wspotczynniki naukometryczne czasopism, w ktérych zostat opublikowany
cykl stanowigcy postawe dysertacji, wnioskuj¢ o wyréznienie niniejszej

pracy.
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