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RECENZJA
rozprawy doktorskiej Pana lek. wet. Jakuba Kulusa
zatytutowanej: ,,Ekspresja wybranych genéw zwiazanych z sygnalizacja miedzykomdrkowq oraz
struktura komorek ziarnistych pecherzyka jajnikowego u $wini domowej podczas krotkoterminowej

pierwotnej hodowli in vitro”

Praca wykonana pod kierunkiem dr hab. Pawfa Antosika, prof. UMK
z Katedry Diagnostyki i Nauk Klinicznych Instytutu Medycyny Weterynaryjnej

Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu

Przedstawiona mi do recenzji praca doktorska, autorstwa Pana lek. wet. Jakuba Kulusa, zatytutowana
.Ekspresja wybranych gendw zwigzanych z sygnalizacja miedzykomodrkowg oraz strukturg komorek
ziarnistych pecherzyka jajnikowego u Swini domowej podczas krotkoterminowej pierwotnej hodowli in
vitro” ztozona zostata z przyjetymi zasadami. Opiera si¢ bowiem na trzech publikacjach anglojezycznych.
Publikacje te, ze wzgledu na zawarte w nim tresci w stopniu wystarczajagcym pozostaja w zgodzie z
tytutem rozprawy. Prace zostaty opublikowane w czasopismach naukowych, znajdujacych sie w bazie
Journal Citation Reports (JCR) posiadajacych sumaryczny wspétczynnik wptywu - impact factor (IF)
rowny 14,4 przy uwzglednieniu roku publikacji. Sumaryczna punktacja Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa
Wyzszego wyniosta 340. Po zapoznaniu si¢ z publikacjami oraz przedstawionym w jezyku polskim
autoreferatem stwierdzam, ze przedstawiona do recenzji praca spetnia wymagania formalne dla rozpraw
doktorskich, okre$lone w ustawie z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U.
z 2018 r. poz. 1668 z pozn. zm.).

Przedtozona do oceny rozprawa doktorska dotyczy waznych proceséw fizjologicznych i

patologicznych zachodzacych w obrebie jajnika, ktore wciaz spotykajg sie z duzym zainteresowaniem
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naukowcow. Proces folikulogenezy i oogenezy jest procesem ztozonym. Wplyw na nie maja
rozbudowane wzajemnie interakcje wystepujace w komorkach ziarnistych, ale rowniez cytoszkielet, wraz
z biatkami transbtonowymi, a takze macierzag zewnatrzkomorkowg. Doktorant postugujac sie
nowoczesnymi metodami mikromacierzy ekspresyjnych niewatpliwie przyczynit sie do lepszego
zrozumienia molekularnych podstaw tych proceséw. Z tego wzgledu podjete przez Doktoranta badania
sqg W pemi uzasadnione. Gtébwnym celem rozprawy doktorskiej byto okreslenie profilu
tranksryptomicznego gendw regulujacych wybrane procesy zachodzace w komoérkach ziarnistych
pecherzyka jajnikowego Swini, utrzymywanych w trakcie ich krotkoterminowej pierwotnej hodowli in
vitro.

Metodyka badawcza rozprawy doktorskiej zostata oparta na prowadzeniu pierwotnej hodowli in vitro
komorek ziarnistych jajnika $wini domowej oraz okre$leniu profilu ekspresji gendéw regulujacych
tworzenie macierzy zewnatrzkomorkowej, cytoszkieletu oraz uczestniczacych w podziale komorki i
sygnalizacji miedzykomorkowej, szczeg6lnie w oparciu o pecherzyki zewnatrzkomérkowe. Materiat do
badan stanowity jajniki pozyskane poubojowe od 120 dojrzatych ptciowo loszek $wini domowej. Pobrane
jajniki uzyto do przygotowania hodowli pierwotnej komdrek ziarnistych in vitro. W przeprowadzonym
doswiadczeniu wyznaczono przedziaty czasowe 0, 48, 96 i 144 h, w ktérych pozyskiwano komorki do
dalszej izolacji catkowitego RNA. W kolejnym etapie wykorzystano metode mikromacierzy ekspresyjnych
do okreslenia profilu tranksryptomicznego. W oparciu o bazy danych gendw i ich produktow biatkowych
przeprowadzono analize funkcjonalng. Dodatkowo walidacje pozyskanych wynikow przeprowadzono z
zastosowaniem procedury RT-PCR.

Za pomocy tak skonstruowanego doswiadczenia Doktorant realizowat trzy szczegdtowe zadania,
sformutowane jako cele szczegdtowe w rozdziale 3.2:

1. Badanie ekspresji wybranych genow biorgcych udziat w steroidogenezie komérek ziarnistych

jajnika $wini.

2. Typowanie $ciezek sygnalizacyjnych bioracych udziat w integracji $rodowiska zewnatrz i

wewnatrzkomorkowego komorek ziarnistych jajnika $wini w hodowli in vitro.

3. Wytypowanie gendw, ktére moga byC uznane w przysztoSci za nowe markery folikulogenezy u

Swini domowe;j.
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Badania odpowiadajace celom szczeg6towym prowadzone byly w trzech etapach, z ktérych
rezultaty opublikowano w oryginalnych pracach badawczych. W pierwszym etapie Doktorant wykazat
zwigkszona  ekspresje genow odpowiedzialnych za sktad i funkcjonowanie = macierzy
zewnatrzkomorkowej. Doktorant wskazat, ze geny takie, odpowiedzialne za tworzenie mikrosrodowiska
komorek ziarnistych moga byC wykorzystywane w aspekcie terapii celowanej schorzen w obrebie
jajnika. W drugim etapie badan wykazano podwyzszony poziom ekspresji grup ontologicznych gendéw
warunkujacych powstawanie cytoszkieletu. W ostatnim, trzecim etapie przedstawiono analize ekspresji
genow zaangazowanych w adhezje komdrkowa, proliferacje, migracje oraz produkcje pecherzykow

zewnatrzkomorkowych. Wyniki tych badan zostaty opublikowane w pracach:

Jakub Kulus, Magalena Kulus, Wiestawa Kranc, Karol Jopek, Maciej Zdun, Matgorzata Jozkowiak,
Jedrzej M. Jaskowski, Hanna Piotrowska-Kempisty, Dorota Bukowska, Pawet Antosik, Paul Mozdziak,
Bartosz Kepmisty: Transcriptomic Profile of New Gene Markers Encoding Proteins Responsible for
Structure of Porcine Ovarian Granulosa Cells. Biology, 2021, 10, nr 11, nr art 1214, DOI:
10.3390/biology10111214.

Jakub Kulus, Wiestawa Kranc, Magalena Kulus, Piotr Dziggiel, Dorota Bukowska, Paul Mozdziak, Bartosz
Kepmisty, Pawet Antosik: Expression of genes regulating cell division in porcine follicular granulosa
cells. Cell Division, 2023, 18, 1-22. DOI:10.1186/s13008-023-00094-7.

Jakub Kulus, Wiestawa Kranc, Magdalena Kulus, Dorota Bukowska, Hanna Piotrowska-Kempisty, Paul
Mozdziak, Bartosz Kepmisty, Pawet Antosik: New Gene Markers of Exosomal Regulation Are Involved in
Porcine Granulosa Cell Adhesion, Migration, and Proliferation. International Journal of Molecular
Science, 2023, 24, nr 14, art. Nr. 11873, DOI: 10.3390/jms241411873.

Na podstawie powyzej przedstawionych faktow uwazam, Zze Doktorant postawit sobie za cel
oryginalny problem naukowy i z sukcesem go rozwigzat. Autor sformutowat 5 wnioskow, ktore zostaty
wyciggniete logicznie na podstawie uzyskanych wynikoéw. Dodatkowo na kazdym etapie swoich badan

Doktorant starat si¢ wskazaC na mozliwoS¢ wykorzystania swoich badan w przysztoSci w technikach
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wspomaganego rozrodu prowadzonych in vitro czy tez w aspektach dotyczacych lepszego poznania
patofizjologii zaburzen w obrebie jajnika.

W podsumowaniu analizy uzyskanych przez Pana lek. wet. Jakuba Kulusa wynikow stwierdzam, ze
Doktorant wykazat, ze potrafi zaplanowac i przeprowadzi¢ badania naukowe, a nastepnie opisac je i
opublikowa¢ w wysoko punktowanych czasopismach. Wykazat sie rowniez szerokg wiedzg w zakresie
prowadzonych badan, co udowodnit we wstepie i dyskusji polskiego opisu rozprawy jak rowniez w
poszczegolnych trzech publikacjach. Potrafit postuzyC si¢ odpowiednimi nowoczesnymi metodami
laboratoryjnymi, wiasciwie zinterpretowa¢ uzyskane wyniki ekspresji gendéw w zaplanowanym
dos$wiadczeniu oraz powigzac je z odpowiednimi szlakami komoérkowymi. Dodatkowo Doktorant potrafi
dobra¢ odpowiednie narzedzia bioinformatyczne oraz = zaawansowane programy statystyczne do
rozwigzania postawionego sobie celu naukowego. Praca ma cenne walory poznawcze, ale rowniez
wskazuje na mozliwosci ich praktycznego zastosowania. Uzyskane wyniki stanowig istotny wkiad w
rozumieniu roli wielu genéw oraz produktow ich ekspresji w procesach fizjologicznych jak i
patologicznych w obrebie jajnika. Wskazuje to, Zze spetnione zostaty ustawowe kryteria merytoryczne,
jakimi powinni wykazac sie kandydaci do stopnia doktora.

Analizujac ta bardzo ciekawa rozprawe doktorska, nasunety mi sig¢ nastepujace pytania i uwagi, o

ustosunkowanie sie do ktorych prosze Doktoranta podczas publicznej obrony rozprawy doktorskie;j:

1. W rozdziale 3.2 Cel badarn Doktorant podaje cele szczegétowe. Pierwszy z nich to ,Badanie
ekspresji wybranych gendw biorgcych udziat w steroidogenezie komorek ziarnistych jajnika
$wini w warunkach in vitro”. W moim odczuciu takie sformutowanie jest btedne, gdyz samo
badanie nie jest celem. Celem takiego badania moze byé np poznanie ekspresji genéw. Jednak
ten btad w sformutowaniu zauwazytem jedynie w polskim opisie dysertacji, nie zauwazytem go

w opublikowanych pracach.

2. Dopytac chciatbym réwniez o dobor gtownej metody uzywanej przez Doktoranta w
prowadzonych badaniach transkryptomicznych. Do profilowania transkryptomicznego uzywane

sg obecnie dwie techniki, a mianowicie, stosowane przez Doktoranta mikromacierze
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ekspresyjne, ale rowniez sekwencjonowanie RNA (RNA-Seq). Za pomocg tej drugiej mozna
badac¢ zaréwno znane, jak i odkrywac¢ nowe transkrypty. Co zadecydowato, ze doktorant do

poznania ekspresji gendw postuzyt sie technika mikromacierzy?

Dysertacja, oraz stanowiace jej cze$¢ publikacje zostaty przygotowane jasno i przejrzyscie i dajg
podstawy, aby uzna¢ Zze przedtozona mi do oceny rozprawa doktorska Pana lek. wet. Jakuba Kulusa pt.
~Ekspresja wybranych genow zwigzanych z sygnalizacja migdzykomorkowq oraz strukturqg komorek
ziarnistych pecherzyka jajnikowego u swini domowej podczas krotkoterminowej pierwotnej hodowli in
vitro” przygotowana pod opiekg dr hab. Pawta Antosika, prof. URK spetnia wszystkie wymogi stawiane
rozprawom doktorskim okreslone w artykule 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie
wyzszym i nauce (Dz. U.z 2018 r. poz. 1668 z pdzn. zm.).

Whioskuje zatem o dopuszczenie przez Rade Dyscypliny weterynaria Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w
Toruniu Pana lek. wet. Jakuba Kulusa do dalszych procedur zwigzanych z nadaniem stopnia doktora
nauk weterynaryjnych. Ponadto, bioragc pod uwage przedstawione powyzej argumenty dotyczace
walorow naukowych i praktycznych ocenianej pracy oraz opublikowanie wynikdbw w renomowanych,
wysoko punktowanych czasopismach o zasiegu miedzynarodowym wnioskuje 0 wyrdznienie ocenianej

dysertacji i jej Autora zgodnie z przepisami obowigzujagcymi w UMK w Toruniu.

Signed by /
Podpisano przez:

Zbigniew J6zef
Arent
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Dr hab. Zbigniew Arent, prof. URK
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