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Recenzja pracy doktorskiej mgr. Grzegorza Tomasza Kopija pt. ,, Wplyw wisfatyny na
profil transkryptomiczny i proteomiczny komorek lutealnych Swini domowej (Sus scrofa

domestica L..) w okresie implantacji

Praca doktorska zostata wykonana w Katedrze Anatomii i Fizjologii Zwierzat na Wydziale
Biologii i Biotechnologii Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie pod kierunkiem

promotora prof. dr hab. Niny Magdaleny Smolinskie;j.

Jednym z waznych czynnikdéw determinujgcych ptodnosé zaréwno u zwierzat, jak
iuludzi jest sposob zywienia oraz stan odzywienia organizmu. Wskazuje to na istnienie
Scistych powigzan pomiedzy procesami metabolicznymi i rozrodczymi. Dawniej tkanka
thuszczowa byla uwazana przede wszystkim za magazyn energii gromadzacy thuszez pod
postacig trojglicerydow, ktory jest uruchamiany podczas zwiekszonego zapotrzebowania
energetycznego organizmu. Obecnie wiadomo, ze tkanka tluszczowa jest takze najwigkszym
organem endokrynnym wydzielajagcym liczne mediatory zwane adipokinami, ktére w sposob
auto-, para- i edokrynny moga oddziatywaé na tkanki i narzady. Uwalniane przez tkanke
tluszczowa adipokiny moga regulowaé liczne procesy fizjologiczne, w tym rozrdéd u samic.
Mediatory te, mogg wptywac na proces rozrodu na poziomie osrodkowego uktadu nerwowego,
gdyz wiele z nich przekracza bariere krew-mozg i oddziatuje na aktywnos¢ sekwencyjng uktadu
podwzgdrzowo-przysadkowego. Obecnos¢ licznych adipokin i ich receptoréw stwierdzono
takze w obrebie uktadu rozrodezego samic roznych gatunkow, gdzie wykazano ich wptyw m.in.
na steroidogeneze jajnikowa, proces dojrzewanie oocytéw, implantacje i rozwdj zarodka.

Jednakze dokladne mechanizmy, poprzez ktére adipokiny wpltywaja na funkcje jajnika sg



obecnie przedmiotem intensywnych badan. Tematyka przedlozonej do oceny pracy doktorskiej
mgr. Grzegorza Tomasza Kopija wpisuje si¢ w nurt badan prowadzonych w Katedrze Anatomii
i Fizjologii Zwierzat przez Promotora prof. dr hab. Nine Magdalen¢ Smolinska dotyczacych
m.in. roli adipokin w modulacji aktywnosci wydzielniczej osi podwzgdrze-przysadka-jajniki,
oraz w regulacji procesow zachodzacych w macicy $§wini domowej. Nalezy podkresli¢, ze
zaburzenia sekrecji adipokin wystepuja u oséb cierpigcych na nadwage i1 otylosé, schorzen
uznawanych za jeden z glownych globalnych probleméw zdrowotnych. Nadwaga,
a w szczegolnosci otylosé, moga w sposob negatywny wptywaé na ptodno$é u kobiet m.in.
poprzez uposledzenie rozwoju pecherzykow jajnikowych, powodowanie jakosciowych
i iloséciowych wad dojrzewania oocytéw oraz zaburzanie receptywnosci endometrium, dlatego
tez poznanie mechanizmoéw stojacych u podstaw tych zaburzen jest niezwykle wazne z punktu

widzenia medycyny.

Badania opisane w obu publikacjach wchodzacych w sktad pracy doktorskiej mgr.
Grzegorza Tomasza Kopija zostaly sfinansowane ze srodkéw Narodowego Centrum Nauki
przyznanych w ramach projektu OPUS 16 nr 2018/31/B/NZ9/00781 pt. ,,Wisfatyna nowym
regulatorem rozrodu $win: ekspresja i rola w kontroli osi podwzgoérze-przysadka-jajniki
w czasie cyklu rujowego i wczesnej cigzy”, ktorego kierownikiem byla promotor pracy

doktorskiej prof. dr hab. Nina Magdalena Smolinskie;j.
CHARAKTERYSTYKA PRACY

Przedlozona do oceny praca doktorska liczy 39 stron i zostala napisana zgodnie
z og6lnie przyjetymi zasadami dla rozpraw naukowych. Zawiera strone tytutowa, spis
tresci, streszczenie w jezyku polskim i angielskim, spis publikacji sktadajacych si¢ na rozprawe
doktorska, wstep, hipoteze badawcza, cel i zakres badan, materialy i metody, wyniki,
podsumowanie i wnioski oraz spis pismiennictwa. Zestawienie cytowanych prac obejmuje 57
pozycji literaturowych. Do pracy doktorskiej dotaczono dwie kopie publikacji naukowych oraz

oswiadczenia wspotautorow prac.

Publikacje wchodzace w sktad rozprawy doktorskiej zostaly opublikowane w 2024 roku

w dwoch czasopismach indeksowanych w bazie Journal Citation Reports®:

1. Kopij G, Kiezun M, Dobrzyn K, Zaobidna E, Zarzecka B, Rak A, Kaminski T,
Kaminska B, Smolinska N. Visfatin affects the transcriptome of porcine luteal cells
during early pregnancy. International Journal of Molecular Science. 2024; 25(4):2339.
doi: 10.3390/ijms25042339.



[F2023=4,9; pkt MNi1SW = 140
2. Kopij G, Kiezun M, Gudelska M, Dobrzyn K, Zarzecka B, Rytelewska E, Zaobidna E,
Swiderska B, Malinowska A, Rak A, Kaminski T, Smolinska N. Visfatin impact on the

proteome of porcine luteal cells during implantation Scientific Reports. 2024,

14(1):14625. doi: 10.1038/s41598-024-65577-1
[F2023 = 3,8; pkt MNiSW = 140

Obie prace opublikowano w wysoko punktowanych czasopismach, gdyz zgodnie
z obowigzujacym Komunikatem Ministra Edukacji i Nauki w sprawie wykazu czasopism
naukowych i recenzowanych materiatow z konferencji miedzynarodowych z dnia 05.01.2024
przyznano im 140 pkt. Sumaryczny IF obu prac nalezy réwniez uzna¢ za wysoki (dla roku 2024
przyjeto warto$¢ IF opublikowang przez Web of Science dla roku 2023), gdyz wynosi 8.7.
Nalezy wspomnie¢, ze wartosci te roznig si¢ od tych wskazanych przez mgr. Grzegorza
Tomasza Kopija, co wynika prawdopodobnie z czasu opracowywania pracy doktorskiej,
jeszcze przed opublikowaniem w czerwcu 2024 roku nowego zestawienia przez Journal
Citation Reports®. Publikacje wchodzace w sklad ocenianej pracy doktorskiej sg
wieloautorskie. Pierwsza z prac ma dziewigciu, a druga az dwunastu wspolautorow. Jednakze,
w kazdej z nich Kandydat jest pierwszym autorem, co w opinii recenzenta swiadczy o waznej
roli, jaka odegral w ich powstaniu. Na wiodaca role Doktoranta w powstanie prac wchodzacych
w sktad rozprawy doktorskiej wskazuja, zaréwno dotaczone do ocenianej rozprawy doktorskiej
oswiadczenia pozostalych wspotautoréw, jak rowniez deklaracje dotyczace wudziatlu
poszczegbdlnych wspdtautorow zamieszczone bezposrednio w opublikowanych pracach.
Doktorant brat udzial, miedzy innymi w opracowaniu koncepcji i metodologii badan,
przeprowadzeniu badan, walidacji wynikow; przygotowaniu obu manuskryptéw
i korespondencji z recenzentami w trakcie procesu publikacyjnego. Stosunkowo duza liczba
wspotautorow obu publikacji wydaje sie by¢ w pelni uzasadniona szerokim zakresem
przedstawionych w obu pracach badan, a ich realizacja wymagata zaangazowania specjalistoéw
z réznych dziedzin. W zwigzku z powyzszym udzial mgr. Grzegorza Tomasza Kopija

w powstaniu obu prac wchodzacych w sklad pracy doktorskiej oceniam jako wysoki.
OCENA MERYTORYCZNA PRACY

Nalezy zaznaczyé, ze oceniana rozprawa doktorska mgr. Grzegorza Tomasza Kopija
powstata na podstawie dwdch prac naukowych opublikowanych w czasopismach o zasiegu

miedzynarodowym indeksowanych w renomowanych bazach naukowych. Fakt, ze obie prace



przeszly pomyslnie pelny proces recenzencki swiadczy o wysokiej wartosci naukowej

opisanych w nich badan i utatwia recenzentowi oceng merytoryczna tych prac.

W krétkim Wstepie, bedacym dobrze przemyslanym i syntetycznym przegladem
literatury zwigzanej z tematyka pracy doktorskiej, Kandydat opisuje procesy zwigzane
z matczynym rozpoznaniem cigzy, oraz wspomina o wielokierunkowych oddziatywaniach
pomiedzy macica, zarodkiem i jajnikami, w ktére zaangazowane sg liczne mediatory.
Wspomina w szczegolnosci o roli, jaka w implantacji zarodka oraz podtrzymaniu cigzy
odgrywa produkowany przez ciatko zotte (CL) progesteron (P4), a takze o znaczeniu estradiolu
-17B (E2) 1 estronu dla podtrzymania funkcji CL. Zaréwno P4, jak i estrogeny sa istotnymi
modulatorami syntezy i wydzielania prostaglandyn (PGF) zaangazowanych w regulacje funkcji
uktadu rozrodczego. Dlatego, spora czesci Wstgpu mgr Grzegorz Tomasz Kopij poswigca roli
eikozanoidéw, w szczegdlnosci PGE> i PGF2q w regulacji funkcji ciatka zoélttego, macicy,
a takze dla implantacji i rozwoju zarodka. Nastepnie, krotko charakteryzuje fizjologicznag role
tkanki thuszczowej, ze szczegdlnym uwzglednieniem jej funkcji wydzielniczych i zwraca
uwage na zwigzek pomiedzy otyloscig i zaburzeniami procesow rozrodczych. Kolejna czesé
wstepu jest poswiecona wisfatynie, opisowi zaréwno budowy tego bialka, jak réwniez jej
plejotropowego oddzialywania w organizmie. Warto podkresli¢, ze opisujac dziatanie
wisfatyny Doktorant przytacza wczesniejsze doniesienia literaturowe, ktére wskazywaly na
zaangazowanie tej adipokiny w modulacj¢ rozrodu samic, co uzasadnia podjecie badan
bedacych podstawa ocenianej pracy doktorskiej. Kandydat podkresla, ze brakuje danych
literaturowych dotyczacych mechanizmow, poprzez ktére wisfatyna oddziatuje na procesy

zachodzace w jajnikach oraz zwigzane z implantacjg zarodka w macicy.

Wstep pracy doktorskiej jest napisany w sposob zwiezly, cytowane pozycje
literaturowe zostaly dobrane odpowiednio do poruszanych zagadnien. W zdecydowanej
wiekszosci cytowane sg prace opublikowane w ostatnich kilkunastu latach, co sugeruje,
ze Doktorant posiada dobra znajomos$¢ najnowszej literatury naukowej z zakresu
tematycznego zwigzanego z prowadzonymi przez niego badaniami. Nalezy podkresli¢, ze
sposob sformulowania Wstgpu wyraznie wskazuje na zasadnos$¢ podjecia badan opisanych
w ocenianej pracy doktorskiej. To brak danych dotyczacych roli wisfatyny w regulacji
czynnos$ci jajnikow w czasie cyklu rujowego oraz wczesnej cigzy sktonil Kandydata do
podjecia badan dotyczacych wplywu tego hormonu na globalng ekspresje genow i biatek

w komérkach lutealnych jajnika $wini.



W kolejnym rozdziale zatytutowanym Hipoteza badawcza, cele i zakres badan,
Doktorant poprawnie formuluje hipoteze¢ badawczg zaktadajaca, ze wisfatyna wplywa na
transkryptom i proteom komoérek lutealnych $wini domowej i moze regulowaé wytwarzanie
wielu czynnikow kluczowych dla prawidtowego funkcjonowania jajnikow w okresie
implantacji. W dalszej czgsci rozdziatlu, Kandydat krdétko charakteryzuje cele i zakres
przeprowadzonych przez siebie badan, wspomina rowniez o zastosowanych technikach
badawczych 1 metodach. Chociaz rozdzial ten, jest napisany klarownie, to w mojej opinii
niepotrzebnie po raz kolejny hipoteza badawcza zostata poprzedzona krotkim uzasadnieniem
podjecia badan, gdyz problematyka ta, zostata poruszona i odpowiednio rozwinigta
w poprzednim rozdziale. Z obowigzku recenzenta musze rowniez wspomnie¢, ze hipoteza
zapisana j w tym rozdziale pracy zawiera blad sktadniowy. Nie do konca jest dla mnie réwniez
jasne, dlaczego Doktorant zdecydowal si¢ na cze$ciowo rézne brzmienie hipotez badawczych

zapisanych w Streszczeniu 1 omawianym rozdziale.

W rozdziale pracy doktorskiej pt. Materialy i Metody, Kandydat opisuje sposob
pozyskania materiatu biologicznego — jajnikow od pieciu 7-8 miesiecznych loszek oraz
procedury dotyczace izolacji i hodowli in vitro komorek lutealnych swini. Szczegotowo opisuje
kolejne etapy analiz majacych na celu okreslenie wptywu wisfatyny na profil transkrypomiczny
i proteomiczny komoérek lutealnych. Sposéb opisu metodyki wskazuje, ze Doktorant ma
szerokag wiedz¢ dotyczaca stosowanych najnowszych technik badawczych m.in. PCR,
sekwencjonowania nowej generacji, Western Blot oraz wysokosprawnej chromatografii
cieczowe] sprzezone] ze spektrometriga mas, a takze w uzyciu zaawansowanych narzedzi
bioinformatycznych i oprogramowania statystycznego. Nalezy stwierdzi¢, ze zastosowane
metody badawcze oraz uzyte narze¢dzia informatyczne sa adekwatne dla weryfikacji
przyjetej hipotezy badawczej. Liczba zastosowanych technik analitycznych oraz stopien
zaawansowania badan mgr. Grzegorza Tomasza Kopija robig bardzo pozytywne wrazenie
i wskazuja na duza samodzielno$¢ Kandydata w prowadzeniu badan. Ponadto, lektura tej czesci
pracy potwierdza zasadnos¢ wsparcia Doktoranta ze strony innych badaczy w wykonaniu
zaplanowanych doswiadczen, co docelowo przektada sie na stosunkowa liczng grupe
wspotautorow publikacji wchodzacych w sktad pracy doktorskiej. W tej czesci pracy,
pojawiaja si¢ drobne usterki edycyjne np. w podrozdziale 3.3.2. Konstruowanie bibliotek,
sekwencjonowanie RNA i kontrola jakosci odczytow cytacje sa zapisane w konwencji
odmiennej od przyjetej w innych czesciach pracy, w zapisie niektoérych liczb zastosowano

kropke jako separator dziesietny (btad ten pojawia si¢ réwniez w innych czesciach pracy



doktorskiej). Chociaz w przypadku pracy naukowej uzycie wyrazow zapozyczonych z jezyka
angielskiego nie razi, to jednak sugerowalbym zastapienie stowa ,.koncentracja”, polskim
odpowiednikiem ,,stezenie”. Oczywiscie wspomniane powyzej drobne usterki w zaden sposéb

nie wpltywaja na bardzo pozytywny odbidr tej czesci pracy.

Jednak, w tym momencie warto zapyta¢ Doktoranta, dlaczego w przeprowadzonych
doswiadczeniach in vitro na komodrkach lutealnych $wini zdecydowal o uzyciu ludzkiej
rekombinowanej wisfatyny? Chociaz homologia w zakresie struktury pierwszorzedowej biatka
wisfatyny czlowieka i $wini jest rzeczywiscie wysoka, to czasem nawet stosunkowo niewielkie
zmiany w strukturze pierwszorzedowej bialek moga znaczaco wptynaé na jego strukture II i I1I
rzedowa i powodowaé, ze bardzo zblizone pod wzgledem struktury I rzedowej biatka wykazuja
istotne roznice konformacji, co z kolei jest nie bez znaczenia dla ich aktywnosci biologiczne;.
Dlatego tez, badanie wplywu ludzkich ligandéw biatkowych na komorki zwierzgce moze
wigzaé¢ si¢ z pewnym ryzykiem, ze na uzyskane wyniki ma réwniez wptyw pochodzenie

badanych czynnikdw.

W kolejnym rozdziale pt. Wyniki Doktorant w obszerny, dobrze usystematyzowany
sposoéb opisuje najwazniejsze wyniki odwotujac si¢ do zrédtowych publikacji wchodzacych
w sktad ocenianej pracy doktorskiej. Liczba uzyskanych wynikéw, podobnie jak wczesniej
wspomniana liczba zastosowanych technik badawczych robig duze wrazenie. Stwierdzono
m.in., ze wisfatyna wptyneta na zmiane profilu ekspresji 170 gendow, wsréd ktorych 71
wykazywalo obnizona, a 99 podwyzszong ekspresje pod wplywem czynnika doswiadczalnego.
Z kolei przeprowadzona analiza funkcjonalna pozwolita na przypisanie 135 z nich do 45
procesow zaliczanych do trzech gldéwnych kategorii: ,,komponenty komdrkowe”, ,.funkcje
molekularne” i ,,procesy biologiczne”. Wykazano rowniez, ze wisfatyna wplyneta na zmiang
ekspresji 40 IncRNAs, w tym jedynie 3 transkrypty zidentyfikowano jako ,,znane”. Ponadto
168 transkryptow wykazujacych alternatywne warianty sktadania pod wptywem wisfatyny.
Wisfatyna spowodowala réwniez zmiane profilu ekspresji 511 bialek, w tym 276 biatek
wykazywalo obnizong, a 235 bialek podwyzszona ekspresje. Biatka te przyporzadkowano do
162 adnotacji funkcjonalnych zgrupowanych, podobnie jak w przypadku analiz transkryptomu,
w trzech kategoriach: ,,procesy biologiczne”, komponenty komorkowe” oraz ,.funkcje
molekularne”. Znaczaca liczba transkryptow i biatek, ktorych ekspresja jest modulowana przez

wisfatyne potwierdza wczesniejsze doniesienia o jej szerokim i plejotropowym dziataniu.

W kolejnej czesci pracy pt. Podsumowanie i Wnioski mgr Grzegorz Tomasz Kopij

krotko podsumowuje uzyskane wyniki 1 shusznie wskazuje na duzy potencjat
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wysokoprzepustowych metod do prowadzenia zaawansowanych badan fizjologicznych.

Doktorant poprawnie formuluje rowniez dwa ogélne wnioski:

1. wisfatyna wplywa na ekspresje gendw zaangazowanych w procesy istotne dla
funkcjonowania komorek lutealnych, takich jak.: regulacja cyklu komérkowego, migracja,
proliferacja i adhezja komorek, oraz na ekspresj¢ bialek zwigzanych z procesami proliferacji
komorek jajnikéw, réznicowania, angio- i waskulogenezy i apoptozy, pelni istotng role

w rozwoju jajnikéw oraz funkcjonowaniu tego gruczotu w czasie wczesnej cigzy;

2. adipokina ta, wplywa na ekspresj¢ bialek zwigzanych z synteza hormonow stroidowych,
a takze biatek regulujacych procesy lipogenezy oraz cholesterologenezy, co wskazuje na
udzial wisfatyny w regulacji procesu steroidogenezy oraz prawidlowego funkcjonowania
jajnikow.

W ostatnim akapicie Kandydat podkresla znaczenie przeprowadzonych badan
iuzyskanych danych dla rozwoju wiedzy dotyczacych fizjologii rozrodu ssakow,
w szczegblnosci w zakresie roli jaka odgrywaja adipokiny w regulacji funkcji uktadu
rozrodczego. Wskazuje rowniez, na potencjal terapeutyczny wisfatyny, ktora by¢ moze
moglaby zosta¢ wykorzystana w leczeniu zaburzen rozrodu. Poniewaz wykonane badania
zostaly przeprowadzone w modelu in vitro, uwazam, ze nalezaloby wspomnie¢
o0 ograniczeniach wynikajacych z uzytego modelu. Odpowiedz komoérek w warunkach in vitro
moze czasem odbiegaé¢ od tej obserwowanej w warunkach in vivo, dlatego w tej czesci tekstu
powinno si¢ znalez¢ jasne wskazanie na ograniczenia wlasnych badan 1 wykazanie

koniecznosci przeprowadzenia kolejnego ich etapu na modelu zwierzecym.
WNIOSEK KONCOWY

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska mgr. Grzegorza Tomasza Kopija pt.
»Wplyw wisfatyny na profil transkryptomiczny i proteomiczny komdrek lutealnych $wini
domowej (Sus scrofa domestica L.) w okresie implantacji” jest zwartym opracowaniem
przygotowanym w oparciu o dwie monotematyczne, wzajemnie uzupetniajace sie publikacje
stanowigcym oryginalne rozwigzanie problemu naukowego. Uzycie nowoczesnych
1 przemyslanych rozwigzan metodycznych pozwolilo Kandydatowi osiagnaé postawione cele
badawcze izweryfikowaé pozytywnie postawiong hipoteze badawcza. W mojej opinii
wykonanie tak ambitnych i trudnych badan wymagato dobrego przygotowania teoretycznego,
specjalistycznego sprzetu, duzych umiejetnosci manualnych oraz analitycznych, a takze dobre;j

znajomos$ci narzedzi bioinformatycznych. Uwazam, ze przeprowadzone przez Doktoranta



badania majg istotne znaczenie poznawcze i stluzg rozwojowi wiedzy z zakresu nauk
biologicznych, w szczegélnosci fizjologii rozrodu. Poznanie mechanizméw poprzez ktore
wisfatyna i inne adipokiny wplywaja na procesy zachodzace w jajniku ssakow, w tym
w komorkach lutealnych, przyczyniajg si¢ do rozwoju badan w dyscyplinie biologia, a nawet
w dyscyplinach pokrewnych. Przeprowadzone przez mgr. Grzegorza Tomasza Kopija badania
majg zauwazalny potencjat praktyczny, gdyz w dalszej perspektywie mogg przyczynic si¢ do

opracowania nowych, skuteczniejszych terapii zaburzen rozrodu.

Majgc powyzsze na uwadze stwierdzam, ze praca doktorska mgr. Grzegorza Tomasza
Kopija pt. ,, Wplyw wisfatyny na profil transkryptomiczny i proteomiczny komorek lutealnych
swini domowej (Sus scrofa domestica L.) odpowiada warunkom okreslonym w art. 187 ustawy
z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (tekst jednolity: Dz.U.2023.742
ze zm.). Dlatego, wnoszg do Rady Naukowej Dyscypliny Nauki Biologiczne Uniwersytetu
Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie o dopuszczenie Jej Autora do dalszych etapow przewodu

doktorskiego.

Jednoczesnie, biorgc pod uwage sposob i formeg przygotowania rozprawy, jej
nowatorski i tworczy charakter, duzg wartos¢ merytoryczng uzyskanych wynikow,
niezaprzeczalny wktad w rozwdj badan z zakresu fizjologii rozrodu oraz znaczenie dla rozwoju

nauki, wnosze o wyroznienie pracy stosowng nagrodq.
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