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Ocena rozprawy doktorskiej mgr Grzegorza Tomasza Kopij
pt. ,, Wplyw wisfatyny na profil transkryptomiczny i proteomiczny
komoérek lutealnych $wini domowej (Sus scrofa domestica L.) w okresie

implantacji”

napisanej pod kierunkiem

prof. dr hab. Niny Magdaleny Smolinskiej

UWAGI WSTEPNE

Przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska pt. ..Wplyw wisfatyny na profil
transkryptomiczny i proteomiczny komorek lutealnych swini domowej (Sus scrofa domestica
L.) w okresie implantacji”, zostata przygotowana przez mgr Grzegorza Tomasza Kopija pod
opiekg naukowg prof. dr hab. Niny Magdaleny Smolinskiej w Katedrze Anatomii i Fizjologii
Zwierzat, Wydziatu Biologii i Biotechnologii Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w

Olsztynie.




Oceniana praca doktorska sktada si¢ z dwoch oryginalnych prac, opublikowanych w
2024r:

1) Visfatin Affects the Transcriptome of Porcine Luteal Cells during Early Pregnancy.
International Journal of Molecular Sciences, 25(4): 2339,
doi.org/10.3390/ijms25042339

[F=5.6; MEiN=140

2) Visfatin impact on the proteome of porcine luteal cells during implantation.

Scientific Reports, 14, 14625, doi.org/10.1038/s41598-024-65577-1
1F=4.6; MEiN=140

Obie prace opublikowano w bardzo dobrych czasopismach z listy Journal Citation Reports i
kazda z nich zostala pozytywnie oceniona przez zespot ekspertdéw w danej dziedzinie. Laczny
wskaznik IF prac (w chwili skladania pracy doktorskiej) wynosit 10,2 a liczba punktéw MEIN
wynosita 280.

W obu publikacjach mgr Kopij jest pierwszym autorem, co swiadczy o dominujace;j
roli Doktoranta w ich powstawaniu. Ponadto, do obu publikacji dolagczone zostaly
oswiadczenia Doktoranta i wspotautorow, co potwierdza wiodgcg role Doktoranta w
przeprowadzeniu badan i przygotowaniu publikacji. Nie znalaztam jednak informacji o
procentowym udziale Doktoranta w kazdej publikacji. W obu publikacjach, promotor, prof.

Nina Smolinska jest autorem korespondencyjnym.

Obie publikacje, stanowigce zasadnicza cze$¢ rozprawy, poprzedza starannie przygotowane,
46-stronicowe opracowanie, obejmujace wszystkie elementy rozprawy doktorskiej:
streszczenie w jezyku polskim i angielskim, spis publikacji sktadajgcych si¢ na rozprawe
doktorska, wstep, hipoteza badawcza, cele i zakres badan, opis materialu 1 metod
badawczych, opis uzyskanych wynikdéw, podsumowanie i wnioski, pismiennictwo oraz
oswiadczenia Doktoranta i wspotautoréw o udziale w powstawaniu prac. PiSmiennictwo,
zarbwno w opracowaniu polskojezycznym jak i w obu publikacjach jest aktualne i dobrane
prawidlowo. Nalezy podkresli¢, ze przeprowadzone badania zostaly sfinansowane przez

Narodowe Centrum Nauki w postaci grantu uzyskanego w ramach konkursu Opus 16.

Oceniana praca spetnia wszystkie wymogi formalne stawiane rozprawom doktorskim.




OCENA MERYTORYCZNA

Tkanka tluszczowa pelni funkcje izolacyjng, amortyzacyjng, ale przede wszystkim,
stanowi rezerwg energetyczng, w postaci gromadzonych w adipocytach triacylogliceroli, ktore
w sytuacji zwigkszonego zapotrzebowania energetycznego, sg hydrolizowane i uwalniajg
kwasy thuszezowe, ktdre moga by¢ wykorzystywane, jako alternatywne do glukozy, zrodio
energii. Jednakze poza funkcja magazynowania energii, tkanka tluszczowa pelni wazng
funkcje endokrynna, syntetyzujac i wydzielajgc aktywne biologicznie zwigzki, gltdwnie
adipokiny i cytokiny prozapalne, ktore wpltywajg na regulacje metabolizmu. W sytuacjach
niedoboru lub nadmiaru tkanki tluszczowej dochodzi do dysregulacji wydzielanych przez
tkanke tluszczowa adipocytokin, co zwigzane jest z obserwowanymi w takich sytuacjach
zaburzeniami, w tym zaburzen funkcji rozrodczych. Od ponad dwudziestu lat, w zwigzku ze
wzrastajacg na swiecie liczbg oséb z nadwagg i otyloscig, prowadzone sg intensywne badania
dotyczace wydzielanych przez tkanke thuszczowa aktywnych biologicznie zwigzkow. Tkanka
tluszczowa podskorna i trzewna réznig si¢ nie tylko aktywnoscia metaboliczng, ale rowniez
profilem wydzielanych adipocytokin. Na rozwoj badan nad endokrynng funkcjg tkanki
tluszczowej ogromny wplyw mialy badania amerykanskiego genetyka Jeffrey’a M.
Friedmana, ktore doprowadzily do odkrycia leptyny. Liczba znanych bioaktywnych
czasteczek wydzielanych przez tkanke tluszczowsg systematycznie wzrasta. Wisfatyna, to
peptyd odkryty w 2005 r., lecz mimo intensywnych badan, jej rola nie zostala w pelni
poznana. Dotychczasowe badania dotyczace roli wisfatyny skupialy sie glownie na jej
wplywie na metabolizm glukozy, lipidow i regulacji procesow zapalnych. Niewiele wiadomo
na temat wplywu tej adipokiny na uklad rozrodczy, a dostgpne nieliczne dane wskazuja, ze
moze pelni¢ istotng role w regulacji proceséw rozrodczych u samic. W zwigzku z tym,
podjete przez Doktoranta badania sg w pelni uzasadnione, a uzyskane wyniki stanowig wazng

sktadowg nowej wiedzy na temat tego peptydu.

Uwazam, ze podjety przez Doktoranta temat jest bardzo ciekawy, wazny i aktualny, ze
wzgledu na brak w literaturze danych dotyczacych roli wisfatyny w regulacji procesow
rozrodczych, a w szczegdlnosci w regulacji czynnosci jajnikéw w czasie cyklu rujowego i
cigzy. O wadze podjetych przez Doktoranta badan $wiadczy uzyskanie finansowania na ich

przeprowadzenie w ramach grantu z NCN.

Tytul rozprawy doktorskiej jest trafny i odzwierciedla jej tres¢. Polskojezyczne opracowanie
poprzedzajace dotaczone publikacje, rozpoczyna streszczenie w jezyku polskim i angielskim.

Streszczenia stanowig syntetyczny i zwiezly opis hipotezy, celu przeprowadzonych badan,
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sposobu ich przeprowadzenia, uzyskane wyniki oraz wnioski z nich wyptywajace. Nastepna
czescig rozprawy jest Spis publikacji sktadajgcych si¢ na rozprawe doktorska. Nastepne 4
strony, to zwiezly Wstep, ktory stanowi doskonale wprowadzenie do tematyki rozprawy
doktorskiej, oraz przedstawia przestanki uzasadniajgce podjecie przeprowadzonych badan.
Wstep konczy jasno sformulowany cel pracy. Celem pracy bylo okreslenie wptywu wisfatyny
na profil transkryptomiczny i proteomiczny komorek lutealnych swini w 15-16 dniu cigzy.
Nastepny rozdzial rozprawy zatytulowany zostal jako: Hipoteza badawcza, cele i zakres
badan. Tytul tego rozdziatu jest nieco mylacy, gdyz w tym rozdziale ujeta zostata hipoteza i
zakres badan, natomiast brak jest wyszczegdlnionych celéw badawczych. Cel badania, jak
wczesniej wspominalam, zostal zawarty w rozdziale Wstep. Sformutowana przez Doktoranta
hipoteza zakladala, ze wisfatyna wplywa na transkryptom i proteom komorek lutealnych
$wini domowe] i moze regulowa¢ wytwarzanie wielu czynnikow, kluczowych dla
prawidlowego funkcjonowania jajnikbw w okresie implantacji. W celu weryfikacji
postawionej hipotezy, Doktorant zalozyl przeprowadzenie wielkoskalowych analiz
transkryptomicznych i proteomicznych komorek lutealnych $wini poddanych dziataniu
wisfatyny.

Czes$¢ pracy dotyczaca materialu i metodologii badan, wyczerpujgco opisuje przebieg
prowadzonych badan oraz wykorzystane metody badawcze. Wszystkie metody zostaty dos¢
szczegbtowo opisane w dolgczonych publikacjach. Badania w obu pracach zostaly
przeprowadzone na komérkach lutealnych, pobranych od $win w 15-16 dniu cigzy. W pracy
nr 1., opublikowanej w International Journal of Molecular Sciences, przeprowadzono analizg
poziomu ekspresji gendéw, zdarzen alternatywnego skladania transkryptéw oraz profilu
ekspresji dlugich niekodujagcych RNA z uzyciem metody Sekwencjonowania Nastepnej
Generacji (NGS, RNA-Seq), natomiast w pracy nr. 2, opublikowanej w Scientific Reports,
przeprowadzono wielkoskalowg analizg proteomiczng przy uzyciu chromatografii cieczowe;j
sprzgzonej z wysokorozdzielczg spektrometria mas. Warto podkresli¢, ze w badaniach
zastosowano bardzo nowoczesne i wymagajace specjalistycznej wiedzy i umiejetnosci
metody, takie jak Sekwencjonowanie Nastepnej Generacji czy spektrometria mas
zastosowana do przeprowadzenia wielkoskalowej analizy proteomicznej. Uwazam, ze czes$é
badawcza pracy doktorskiej zostata przeprowadzona prawidtowo z zachowaniem nalezytej
staranno$ci. Niemniej jednak Doktorant nie ustrzegl si¢ pewnych niedociggnie¢ w opisie
zastosowanych metod. Istnieje rozbiezno$¢ pomiedzy opracowaniem polskojezycznym a
publikacjg, dotyczace metodyki opisujgcej walidacje wybranych gendéw oraz diugich
niekodujagcych RNA o zmienionej pod wplywem wisfatyny ekspresji, metodg qPCR
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(podrozdziat 3.3.6). W opracowaniu polskojezycznym Doktorant napisal, ze matryce do
reakcji stanowito RNA. W publikacji natomiast jest zawarta informacja, ze RNA zostalo
najpierw przepisane na cDNA. Szkoda tez, ze doktorant nie dotgczyl do doktoratu materiatow
z suplementu towarzyszacego publikacji nr. 1, tym bardziej, ze w opracowaniu
polskojezycznym odwotuje si¢ do tych materiatow. Nigdzie nie znalaztam tez informacji w
jaki sposdb ustalono liczebnos¢ zwierzat, od ktérych zostaly pobrane komdrki lutealne.
Ponadto, w polskojezycznym opracowaniu podana zostala informacja, ze jajniki zostaly
pobrane od pigciu zwierzat, natomiast w pracy opublikowanej w Scientific Reports widnieje

informacja, ze materiat do badan pobrano od czterech zwierzat.

W czesci opisujgcej sposob przeprowadzenia badan proteomicznych rowniez wystepujg
niejasnosci 1 rozbiezno$ci migdzy opracowaniem polskojezycznym a publikacjag. W
podrozdziale 3.4.2, opisujgcym trawienie biatek, Doktorant napisal, ze za pomocg filtra
Vivacon usuni¢to biatka o masie 30 kDa, tymczasem zgodnie z metodyka opisang w
publikacji, filtr zastosowany zostal w celu efektywnego proteolitycznego trawienia bialek a
nie do frakcjonowania wzgledem masy molekularnej. Bardzo proszg o wyjasnienie tej kwestii
w trakcie obrony. Zaznaczy¢ nalezy jednak, ze przedstawione przeze mnie uwagi wynikajg
raczej ze sposobu opisu metodyki w jezyku polskim a nie z przeprowadzenia procedur
analitycznych, ktore zostaly poprawnie opisane w oryginalnych pracach anglojezycznych.
Stad tez uwagi te nie wplywajg na wysokg ocen¢ wartosci przeprowadzonych badan.

Dzigki przeprowadzonym badaniom, Doktorant uzyskal oryginalne i cenne wyniki.
Mgr Kopij wraz ze wspotpracownikami wykazal, ze wisfatyna wplywa na zmiane ekspresji
170 genow, 40 dtugich niekodujacych RNA oraz 168 transkryptoéw wykazujacych
alternatywne warianty sktadania. Ponadto, wykazal, ze wisfatyna wplywa na zmiang profilu
511 bialek. Opis wynikow jest prawidlowy, czytelny 1 wyczerpujacy, niemniej jednak, fatwiej
byloby podgza¢ za opisywanymi wynikami, gdyby do opracowania polskojezycznego
dotgczone byly ryciny i tabele.

Analiza uzyskanych wynikdéw, pozwolila Doktorantowi zwerytfikowa¢ postawiong hipoteze i

wysungé dwa trafne wnioski:

1. wisfatyna poprzez wptyw na ekspresje genéw zaangazowanych w procesy istotne dla
funkcjonowania komorek lutealnych, takich jak regulacja cyklu komérkowego,
migracja, proliferacja 1 adhezja komorek, oraz na ekspresje bialek zwigzanych z

procesami proliferacji komorek jajnikow, réznicowania, angio- i waskulogenezy i




apoptozy pelni istotng rol¢ w rozwoju jajnikdw oraz funkcjonowaniu tego gruczotu w

czasie wezesnej cigzy;

2. wplyw adipokiny na ekspresj¢ bialek zwigzanych z syntezg hormonow steroidowych, a
takze bialek regulujacych procesy lipogenezy oraz cholesterologenezy wskazuje na jej
udzial w regulacji procesu steroidogenezy oraz prawidlowego funkcjonowania

jajnikow.

UWAGI I KOMENTARZE

Z obowigzku recenzenta musze zwrdci¢ uwage na kilka niedociagnieé, ktore maja

gtownie charakter techniczny i edytorski, i nie maja wpltywu na wysokg ocene merytoryczng

dysertacji:

1. W opisie Metodyki dotyczacej analizy z wykorzystaniem LC/MS/MS, znajdujg si¢
niefortunne okreslenie wypelnienia kolumny chromatograficznej jako .kulki”. W
polskiej nomenklaturze raczej uzywa si¢ sformutowania ,,ziarno™.

2. Doktorant w  opracowaniu polskojezycznym  wielokrotnie uzywa terminu
»koncentracja”, co jest zapewne bezposrednim tlumaczeniem z angielskiego, nie mniej
jednak w jezyku polskim prawidtowym okresleniem jest ,.stezenie™.

3. W polskojezycznym opracowaniu brakuje wykazu skrotow, ktore w sposob znaczacy
ulatwityby analizg tekstu.

4. Doktorant czesto uzywa nazwe adipokina jako synonim do wisfatyna, co nie jest do
konca poprawne, gdyz adipokiny, to grupa zwigzkoéw, a wisfatyna jest jednym z nich.

5. Cho¢ praca napisana jest bardzo starannie, to Doktorant nie ustrzegl si¢ nielicznych i
drobnych bledéw literowych i edytorskich, jak np. koncéwka w stowie wisfatyny
zamiast wisfatyna na str. 14; w rozdziale Podsumowanie i wnioski, w pierwszym
zdaniu: .,.. w przedstawionych w pracy hipotezy...” ; w przedostatnim na tej samej

stronie zdaniu, btgd w skladni: .,...reguluje komoérek lutealnych”

Podczas obrony, chcialabym, aby Doktorant odpowiedzial na pytanie:

1. W jaki sposoéb uzyskane przez Doktoranta wyniki moga mieé¢ zastosowanie

praktyczne?




UWAGI KONCOWE

Podsumowujac, uwazam, ze przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska mgr Grzegorza
Tomasza Kopija pt.: ,,Wplyw wisfatyny na profil transkryptomiczny i proteomiczny komorek
lutealnych $wini domowej (Sus scrofa domestica L.) w okresie implantacji”, jest pracg
wartosciowg pod wzgledem naukowym, dobrze przygotowang warsztatowo i wnosi wazne
elementy poznawcze. Oceniana rozprawa doktorska stanowi oryginalne rozwigzanie
problemu naukowego i spelnia wymagania wyszczegdlnione w art. 187 Ustawy z dnia 20
lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2023.742 ze zm.). Dlatego
mam zaszczyt przelozy¢ Radzie Naukowej Dyscypliny Nauk Biologicznych Uniwersytetu
Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie pozytywng ocene rozprawy wraz z wnioskiem o
dopuszczenie mgr Grzegorza Tomasza Kopija do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
Jednoczesnie, ze wzgledu na wysoka wartos¢ poznawczg badan i ich nowatorski charakter,

pragng przedtozy¢ Wysokiej Radzie wniosek o wyrdznienie pracy.
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