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RECENZJA
rozprawy doktorskiej lek wet Magdaleny Kulus

Wykonana na zlecenie Przewodniczgcego Rady Dyscypliny Weterynaria Uniwersytetu
Przyrodniczego we Wroctawiu prof. dr hab. Wojciecha Nizanskiego — pismo z dnia 18
maja 2021 r.

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska lek wet Magdaleny Kulus pt.” Analiza
profilu ekspresji wybranych gendéw regulujgcych procesy wzrostu, roznicowania i
apoptozy w komorkach ziarnistych jajnika swini podczas ich krotkoterminowej pierwotnej
hodowli in vitro” zostata wykonana pod kierunkiem dr hab. Pawta Antosika. Obejmuje
monotematyczny cykl 3 publikacji oraz opracowanie zawierajgce krotki wstep, cel, opis
metodyki, skrocone wyniki i dyskusje, podsumowanie i wnioski oraz streszczenie w jez.

polskim i angielskim.
Na cykl publikacji sktadajg sie prace:

1. Kulus M, Sujka-Kordowska P, Konwerska A, Celichowski P, Kranc W, Kulus J,
Piotrowska-Kempisty H, Antosik P, Bukowska D, Izycki D, Bruska M, Zabel M, Nowicki
M, Kempisty B. 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. Int Journal of Molecular Sciences 2019, 20, 3966 (140; IF 4.556) -14
wspotautorow

2. Kulus M, Kranc W, Sujka-Kordowska P, Mozdziak P, Jankowski M, Konwerska A,
Kulus J, Bukowska D, Skowronski MT, Piotrowska-Kempisty H, Nowicki M, Kempisty B,
Antosik P. The process of cellular growth, aging and programmed cell death are involved
in lifespan of ovarian granulosa cells during short term IVC: study based on animal
model. Theriogenology 2020,148, 76-88 (140; IF 2.094) — 13 wspodtautorow
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3. Kulus M, Kranc W, Sujka-Kordowska P, Celichowski P, Konwerska A, Jankowski
M, Jeseta M, Skowronski MT, Piotrowska-Kempisty H, Bukowska D, Zabel M, Bruska M,
Mozdziak P, Kempisty B, Antosik P. Transcriptomic analysis of expression of genes
regulating cell cycle progression in porcine ovarian granulosa cells during short-term in
vitro primary culture. Histochemistry and Cell Biology 2020,153, 397-412 (100; IF 3.418)

— 15 wspotautorow

Cykl jest zwarty tematycznie i przygotowany z wiekszosciowym (wedtug zatgczonych
oSwiadczen wspotautorow) udziatem Doktorantki obejmujgcym wspotudziat w wykonaniu
analiz, interpretacji wynikdw oraz przygotowaniu maszynopisow. Sumaryczny |F
publikacji stanowigcych podstawe rozprawy doktorskiej wynosi 10.06.

Na podkreslenie zastuguje uzyskanie wspoffinansowania na realizacje pracy z
Narodowego Centrum Nauki (2016/21/B/NZ9/03535). Zatem weryfikacja zatozonych tez

byta dokonana na poziomie NCN oraz Edytorow czasopism.

Procesy odbywajgce sie w jajniku w przebiegu cyklu majg ogromne znaczenie dla
prawidtowego rozrodu. Podlegajg skomplikowanym procesom regulacji, ktére w czesci
pozostajg nadal niewyjasnione. Regulacja ta wymaga stymulacji ekspresji wybranych
gendw, ktore zawierajg informacje o okreslonych biatkach, ktére z kolei muszg byé
zsyntetyzowane i uaktywnione zeby regulacja miata szanse zadziata¢. Dlatego kazde
opracowanie, ktére przybliza nowe, nieznane aspekty mechanizmu dziatania komérek
ziarnistych jajnika jest jak najbardziej uzasadnione. Tak jest wiasnie w przypadku
przedstawionej do recenzji pracy, gdzie wykorzystane sg nowoczesne i specjalistyczne
metody laboratoryjne do oceny zmian w ekspresji gendw w pierwotnej hodowli komoérek
Ziarnistych jajnika swin w czasie. Chociaz nalezy pamietaé, ze jest to tylko fragment
logicznej sekwencji zdarzen w procesie regulacji, ktory moze w ostatecznym efekcie
doprowadzi¢ do syntezy danego biatka lub nie. Oznaczenie samej ekspresji genéw nie
daje gwarancji zaistnienia syntezy zapisanej w nich sekwencji tancucha
aminokwasowego ani jego aktywacji w postaci zwiniecia w strukture wtorng czy
ostatecznie ,wykonania” dziatania biochemicznego np. aktywnosci Kkatalitycznej

zsyntetyzowanego w ten sposob enzymu.
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Autorka postawita nastepujgcy cel gtowny:

. Okreslenie profilu ekspresji wybranych gendéw regulujgcych procesy wzrostu,
réznicowania i apoptozy w jajnikowych komérkach ziarnistych swini podczas pierwotnej
hodowli in vitro

oraz cele szczegotowe:

. Izolacja oraz ustalenie warunkdw krotkoterminowej hodowli in vitro jajnikowych
komorek ziarnistych swini domowej

. Analiza profilu ekspresji genéw przy wykorzystaniu metody mikromacierzy (typu
Affymetrix)

. Walidacja uzyskanych wynikow ekspresji wybranych genéw za pomocg techniki
RT-gPCR

Do badahn we wszystkich 3 pracach wykorzystano pierwotne hodowle komorek
ziarnistych wyizolowanych z jajnikow swin. Komorki hodowano przez 48, 96, 144 godziny
i oznaczano ekspresje gendw 2 metodami w uktadzie dynamicznym. Wyniki wzbogacity
preparaty histologiczne barwione HE. Uzyskane wyniki analizowano przy uzyciu narzedzi
bioinformatycznych, ktére pozwalajg na potencjalne przewidywanie interakcji pomiedzy
genami oraz zmiany w ich ekspresji.

Strone metodyczng oceniam jako adekwatnie wybrang do zdefiniowanych przez
Doktorantke celow i aktualnie akceptowang dla opracowan typu doktoratu co potwierdzili
recenzenci czasopism gdzie przyjeto maszynopisy do druku. Metodyka oraz narzedzia
do przedstawienia wynikdw sg identyczne w kazdej z prac, prace roznig sie wyborem
grup analizowanych genow.

W oparciu o zdefiniowane cele uzyskano wyniki, ktére umozliwity wyciggniecie 5

wnioskow.

Uzyskane wyniki pozwolity na zdefiniowanie potencjalnej obecnosci proceséw, za ktére
mogg odpowiadaé wyselekcjonowane geny w roznych grupach ontologicznych w
warunkach doswiadczenia czyli hodowli komoérek ziarnistych w réznym czasie. W 3
publikacjach wykazano, zmiany w ekspresji wybranych genéw w trakcie hodowli co
zinterpretowano jako zmiany w intensywnosci proceséw za ktore potencjalnie mogtyby te

geny odpowiadac. Przeanalizowano kilka grup ontologicznych obejmujgcych procesy,

V/ /4

Strona3z5



UNIWERSYTET
PRZYRODNICZY

w Lublinie

ktére w warunkach doswiadczenia miaty znaczenie — morfogeneze komadrkowa, rozwoj
komorek, réznicowanie komorek, apoptoze, starzenie sie komoérek, wzrost komorek,
regulacje smierci komorkowej, dodatnig i ujemng regulacje smierci komoérkowej, cykl
komorkowy czy podziat komorki. Wyniki badan mikromacierzy potwierdzono metoda
PCR do ktérej wybrano geny o najwiekszej i najmniejszej ekspresji w czasie hodowli.
Uzyskany profil transkryptomiczny moze by¢é wykorzystany do dalszych badan nad
biochemicznymi mechanizmami wzrostu, rdznicowania i apoptozy w jajnikowych

komaorkach ziarnistych.

Przedstawione w 3 pracach wyniki majg charakter deskryptywny przedstawiajgcy
zaistniate zmiany w zdefiniowanym czasie w warunkach hodowli. Wnoszg warto$é
poznawczg | wkitad w dalsze badania nad aspektami proteomicznymi i
metabolomicznymi dziatania komorek ziarnistych jajnika swin. W konsekwencji mogg w
przysztosci przyczyni¢ sie do zdefiniowania ich profilu metabolicznego i aktywnosci

biologicznej.

Opracowanie i podsumowanie nie jest przedmiotem niniejszej oceny. Niezrecznie takze
komentowaé juz opublikowane prace, ktorych poprawi¢ sie nie da ale z obowigzku
recenzenta zwracam uwage na brak informacji o gatunku uzytych zwierzgt w tytule 2 z 3
maszynopisow.

Opracowanie jest przygotowane niestarannie i nie zawsze jest spéjne z publikacjami. W
publikacji nr 1 pojawia sie zdanie — ,Our previous experience has shown that porcine
granulosa cells can be cultured in vitro in short term culture” i cytowanie pracy z 2013
podczas gdy w 1 celu szczegdétowym z opracowania wymienia sie: izolacje i ustalenie
warunkéw krotkoterminowej hodowli. Cel publikacji 1 rowniez w tym kontekscie
niespdjny, mogtby by¢ lepiej sformutowany i nie powinien by¢ powtarzany na koncu
wstepu ponownie.

Generalnie definicja celu zaréwno w opracowaniu jak i w publikacjach powinna by¢
sformutowana inaczej — ocena ekspresji genow powinna by¢ narzedziem i stuzyé
rozwigzaniu problemu a nie by¢ celem samym w sobie. Nie mozna okresla¢ walidacji
wynikow jako celu badan. Celu nie powtarza sie w pierwszym akapicie podsumowania.

Ostatecznie nie ma odniesienia do ,ustalania warunkéw hodowli’ w pracach ztozonych
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jako rozprawa doktorska. Wprowadzenie wspomina o zasadniczym celu badan czyli
transkryptomice marginalnie w ostatnich linijkach tekstu. Wnioski nr 3 i 4 mogtyby by¢
sformutowane inaczej zeby unikng¢ wrazenia powtorki wynikow.

By¢ moze potwierdzenie czy ekspresja badanych genow byta efektywna i czy otrzymano
w jej wyniku biatka biologicznie aktywne wykracza poza opracowanie rozprawy
doktorskiej ale zarébwno w opracowaniu jak i w publikacjach wspomina sie o tym
aspekcie bardzo marginalnie a przeciez brak tego potwierdzenia znaczgco obniza wage
uzyskanych wynikow. Autorzy jedynie deklarujg uzyskane wyniki jako wstepne.

Najwiecej zastrzezen budzi wieloautorskos¢ prac zgtoszonych jako rozprawa doktorska.
Rozprawa powinna by¢ pracg samodzielng doktoranta. Jesli wymagata tak duzej pomocy
moze powinna by¢ zaplanowana inaczej. Mimo, ze z formalnego punktu widzenia nie jest
to niedopuszczalne w opinii Recenzenta zgtaszanie publikacji 13, 14 czy 15 autorskich

jako rozprawy doktorskiej jest niewtasciwe.

Whniosek koncowy

Recenzowana rozprawa doktorska formalnie (w oparciu o oswiadczenia wspétautorow)
odpowiada warunkom okreslonym w art. 187 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o
szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U.z 2018 r. poz. 1668 ze zm.).

Biorgc powyzsze pod uwage wnosze o dopuszczenie Pani lek wet Magdaleny Kulus do

dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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