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Ocena

pracy doktorskiej lek. wet. Jakuba Kulusa »Ekspresja wybranych genow
zwiazanych z sygnalizacjq miedzykomérkowg oraz struktura komorek

ziarnistych pecherzyka jajnikowego u swini domowej podczas

krotkoterminowej pierwotnej hodowli in vitro. ”

Komérki ziarniste odgrywaja istotna role w folikulogenezie oraz oogenezie. Wptlyw na
te procesy odgrywaja wzajemne interakeje macierzy zewnatrzkomorkowej, cytoszkieletu j

pecherzykéw zewnatrzkomorkowych. Mechanizmy  sygnalizacji mi¢dzykomérkowej w
komorkach ziarnistych na poziomie molekularnym nie sa jeszcze w petni wyjasnione. Poznanie

tych interakcji pozwoli na zrozumienie patofizjologii choréb jajnika oraz na ich wykorzystanie

w technikach wspomaganego rozrodu i w medycynie regeneracyjnej z zastosowaniem komérek

macierzystych. Badania Doktoranta nad ta problematyka dotycza wiec waznej, aktualnej

problematyki i maja pionierski charakter.

Przedstawiona do recenzji praca doktorska liczy 117 stron maszynopisu. Sktada si¢ ona
ze spisu tresci, wykazu publikacji stanowiacych jej podstawe, wykazu skrétow, wprowadzenia,
celu badan, opisu materialéwi metod, wynikéwi dyskusji, podsumowania, wnioskéw, wykazu

pismiennictwa, kopii publikacji oraz streszczen w J. polskim i angielskim.

Podstawepracy doktorskiej stanowia 3 publikacje:



1. Kulus, J., Kulus, M., Kranc, W., Jopek, K., Zdun, M., Jézkowiak, M., Jaskowski, J.M.,

Piotrowska-Kempisty, Bukowska, D., Antosik, P., Mozdziak, P., Kempisty, B. (2021):
Transcriptomic profile of new gene markers encoding proteins responsible for structure of
porcine ovarian granulosa cells. Biology, 10(11): 1214. doi: 10.3390/biology 10111214.

2. Kulus J, Kranc W, Kulus M, Dziegiel P, Bukowska D, Mozdziak P, Kempisty B, Antosik P.

(2023): Expression of genes regulating cell division in porcine follicular granulosacells.
Cell Division, 18(1):12. doi: 10.1 186/s13008-023-00094-7,

3. Kulus J, Krane W, Kulus M, Bukowska D, Piotrowska-Kempisty H, Mozdziak P, Kempisty
B, Antosik P. (2023): New Gene Markers of Exosomal Regulation Are Involved in Porcine

Granulosa Cell Adhesion, Migration, and Proliferation. International Journal of Molecular

Sciences, 24(14):11873. doi: 10.3390/ijms241411873.

Sumaryczny IF tych publikacji wynosi 13,068, a taczna liczba punkt6w MNiSW 340. We

wszystkich 3 pracach Doktorant jest pierwszym autorem, co wskazuje na jego wiodaca role w
opracowaniu koncepgji badan, interpretacji wynikéw oraz przygotowaniu prac do druku.

We wprowadzeniu Doktorant omawia budowe i znaczenie komérek ziarnistych,

macierzy zewnatrzkomorkowej i cytoszkieletu oraz stan dotychezasowych badan nad ekspresja

genow zwiazanych z sygnalizacja mi¢dzykomorkowg. Wprowadzenie jest napisane

interesujaco, w oparciu o odpowiednio dobrane, aktualne pismiennictwo.

Celem badari byto okreslenie ekspresji wybranych genéw odpowiedzialnych za

sygnalizacje mi¢dzykomorkowai tworzenie macierzy zewnatrzkomorkowej oraz cytoszkieletu

w komorkach ziarnistych pecherzyka jajnikowego $wini podezas ich krétkoterminowej

pierwotnej hodowli in vitro. Szczegdlowe cele obejmowaly okreslenie ekspresji genédw

bioracych udziat w steroidogenezie w komérkach ziarnistych, typowanie ciezek
sygnalizacyjnych bioracych udziat w integracji srodowiska zewnatrz- i wewnatrzkomorkowego
komorek ziarnistychi wytypowanie genéw, ktére moga byé markerami folikulogenezy u $wini.



Badania zostaly przeprowadzone na pierwotnej hodowli in vitro komorek Ziarnistych
Swini pobranych z jajnikéw pozyskanych poubojowo. Okreglono profile transkryptomiczne
komorek w poszezegélnych przedziatach czasowych (0, 48, 96 i 144 h) przy wykorzystaniu

metody mikromacierzy ekspresyjnych. Wyniki poddano walidacji z zastosowaniem procedury
RT-qPCR. Okresglono réwniez interakeje pomiedzy badanymi genami za pomoca
odpowiednich programéw komputerowych.

W rozdziale Wynikii dyskusja Doktorant przedstawia uzyskane wyniki poréwnujac je
z danymi z pismiennictwa i omawia ich potencjalne znaczenie w procesach patologicznych

jajnikéw oraz potencjalne wykorzystanie niektérych gendow jak markeréw steroidogenezy w
komorkach ziarnistych.

W pierwszym etapie badan wyodrebniono 3380 genow o zroznicowanej ekspresji,

dalszym analizom poddano 81 genow, sposrdd ktérych 66 gendw wykazywato podwyzszona

ekspresje, natomiast 15 obnizong. Do dalszych badan wybrano 20 genédw wykazujacych

najwie¢ksza zmiennosé w ekspresji. Do gendw o podwyzszonej ekspresji odpowiedzialnych za
sktad i funkcjonowanie macierzy zewnatrzkomérkowej nalezaly dekoryna (DCN), fibronektyna

(FN1), periostyna (POSTN) i kaweolina (CAV-1), ktora odpowiada réwniez za formowanie

egzosomow. Podwyzszona ekspresje wykazywaly takze geny kodujace integryny (/TGA2,

ITGB3) — biatka transblonowe, biorace udziat w sygnalizacji miedzykomérkowej. Analiza

interakcji funkcjonalnych mi¢dzy genami  wykazala korelacje miedzy genami

odpowiedzialnymi za tworzenie macierzy zewnatrzkomorkowej, przy czym najwieksze

interakcje wykazywata fibornektyna.

W drugim etapie badan wykazano zmiennogé ekspresji gendw wraz z czasem trwania

hodowli. W 144 godzinie hodowli 1025 genow wykazato wzrost ekspresji, a 732 jej obnizenie.
Do dalszej analizy wybrano 20 genow Z grup ontologicznych odpowiedzialnych za powstanie

cytoszkieletu i jego udziat w kontroli poszcezegélnych faz podziatu komérki. Do genéw o



podwyzszonej ekspresji kodujacych biatka wiazace aktyne, glowny sktadnik cytoszkieletu,

nalezaly kalponina (CNN/ ), tropomiozyna (TPM2), aktynina (ACTN/) oraz gelsolina (GSN).
Nalezy podkreslié, ze ekspresja genu kalponiny w komérkach Ziarnistych S$wini zostata
wykazana poraz pierwszy. Kalponina wykazuje rowniez aktywnosé w sciezce sygnatowej ERK

(ang. extracellular signal regulated kinase) przekazujacej sygnaly miedzy cytoszkieletem a
macierza zewnatrzkomoérkowa. Podwyzszona ekspresje wykazywat réwniez gen chemokiny
CCl2 (ang. chemokine C-C motif ligand 2) bioracej udziat w indukowaniu procesu zapalnego
podezas owulacji, geny regulujace synteze kolagenu i geny odpowiedzialne za regulacje
podziatu komorki, jak cykliny i cyklino zalezne kinazy.

W trzecim etapie badan w 144 godzinie hodowli 731 genéw wykazywato podwyzszona

ekspresje, a 1025 obnizona. Do dalszych analiz wybrano 11 genéw o podwyzszonej ekspresji.
Do genéw odpowiedzialnych za proces transportu pecherzykowegooraz genow zwiazanychz
procesami migracji, adhezjii proliferacji komérek nalezaty MKRA5 (ang. matrix remodelling
associated 5) i fibromodulina (FMOD) biorace udziat w remodelingu  macierzy

zewnatrzkomorkowej oraz oksydaza lizozylowa (LOX), ktéra wykazuje wplyw na sktad

macierzy zewnatrzkomérkowgj, proliferacje i réznicowanie komérek ziarnistych oraz procesy
steroidogenezy. Po raz pierwszy wykazano ekspresje w komorkach ziarnistych $wini genu
lipazy endotelialnej (LIPG), odpowiedzialnej za metabolizm lipid6w i bioracej udziat w

steroidogenezie. Podwyzszonq_ekspresje wykazywal réwniez gen dehydrogenazy 3f-
hydroksysteroidowej typu 1 (HSD3B1) bioracy udziat w syntezie progesteronu, natomiast

obnizona — gen dehydrogenazy 17B-hydroksysteroidowej typu 1 (HSD17B1) bioracy udziat w

syntezie estradiolu. Stwierdzono podwyzszonq ekspresje genu kodujacego syntaze

hialuronianowa (SHAS2) wplywajaca na migracje komorek, ekspansj¢ wzgorka jajonosnegoi
synteze hialuronianu — sktadnika macierzy zewnatrzkomorkowej. Podwyzszona ekspresje
wykazala rowniez grupa ontologiczna genéw regulujaca proces angiogenezy.



Z przeprowadzonych badari wyciagnieto 6 wnioskow, wynikajacych z uzyskanych
rezultatow.

Badania przeprowadzone przez Doktoranta maja duze znaczenie naukowe. Dostarezyty

one nowych danych o ekspresji genow odpowiedzialnych za tworzenie macierzy

zewnatrzkomorkowej i cytoszkieletu oraz sygnalizacje mi¢dzykomorkowa w komorkach

ziarnistych pecherzyka jJajnikowego $wini podezas ich krétkoterminowej pierwotnej hodowli
in vitro. Po raz pierwszy wykazano ekspresje genu kalponiny i genu lipazy endotelialnej w
komorkach ziarnistych $wini.

W zasadzie nie mam uwag krytyceznych odnognie koncepeji badar, ich wykonania i

interpretacji wynikow. Nalezy podkreslié, ze prace stanowiace podstawetej pracy doktorskiej

byly juz poddane ocenie i zaakceptowane do druku przez recenzentow renomowanych

czasopism. Mam jedynie sugesti¢ odnosnie przyszlych badan. Badania te nalezatoby

przeprowadzi¢ na materiale pochodzacym od zwierzat o doktadnie znanej fazie cyklu rujowego,

poniewaz moze ona mieé wplyw na ekspresj¢ gendw zaangazowanych w steroidogeneze.

Recenzowana praca posiada pewne niedociagniecia natury redakcyjnej, np. niepelna

nazwa angielska dehydrogenazy 3B-hydroksysteroidowej typu | (s. 28), pomytki w autorach i

tytulach w pismiennictwie (np. poz. 112), niejednolity sposdb podawania tytulow czasopism

(skréty lub petne nazwy), uzywanie wyrazen zargonowych (np. kumulus,s. 28).

Przedstawione uwagi majq charakter redakcyjny i nie obnizaja wysokiej oceny

recenzowanej pracy, wynikajacej z aktualnosci problematyki, nowoczesnosci metod

badawezych oraz naukowego znaczenia uzyskanych wynikéw. Recenzowana praca doktorska

odpowiada warunkom okreslonym w art. 187 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o

szkolnictwie wyzszym (Dz. U. z 2018 r., poz. 1668 z pozn. zm.).



Biorac powyzsze pod uwage wnosze o dopuszczenie lek. wet. Jakuba Kulusa do

dalszych etapow przewodu doktorskiego. Réwnoczegnie wnioskuje 0 wyréznienie jego pracy

_
Stawomir el

doktorskiej stosowna nagroda.
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0 wyréznienie pracy doktorskiej lek. wet. Jakuba Kulusa »Ekspresja wybranych genéw
zwiazanych z sygnalizacja mi¢dzykomérkowg oraz struktura komorek ziarnistych
pecherzyka jajnikowegou Swini domowej podczas krétkoterminowej pierwotnej

hodowli in vitro.”

Badania przeprowadzone przez Doktoranta dotyczq aktualnej problematykii zostaty

wykonane przy zastosowaniu nowoczesnych metod badawezych. Uzyskane wyniki maja duze

znaczenie naukowe. Dostarezyly one nowych danych o ekspresji genéw odpowiedzialnych za

tworzenie macierzy zewnatrzkomorkowgji cytoszkieletu oraz sygnalizacj¢ mi¢dzykomérkowa

w koméorkach ziarnistych pecherzyka jajnikowego $wini podezas ich krétkoterminowej

pierwotnej hodowli in vitro. Niektére wyniki maja pionierski charakter. Po raz pierwszy

wykazanoekspresje w komérkach ziarnistych $wini genu kalponinyi genu lipazy endotelialnej.

Nalezy podkreslié, ze podstawe te] pracy doktorskiej stanowia 3 prace opublikowane w

renomowanych czasopismach. LacznyIF tych prac wynosi 13,068.

Biorac powyzsze pod uwage o wyr6znienie tej pracy doktorskiej stosowng nagroda.


