Prof. dr hab. Katarzyna Knapczyk-Stwora
Zaklad Endokrynologii

Katedra Fizjologii Zwierzat

Instytut Zoologii i Badan Biomedycznych
Uniwersytet Jagiellonski w Krakowie

Recenzja rozprawy doktorskiej
mgr. Grzegorza Tomasza Kopija
zatytutowanej: *Wplyw wisfatyny na profil transkryptomiczny i proteomiczny
komérek lutealnych §wini domowej (Sus scrofa domestica L.) w okresie
implantacji”

Recenzja zostata przygotowana na podstawie decyzji Rady Naukowej
Dyscypliny Nauki Biologiczne Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w
Olsztynie z dnia 11 lipca 2024 .

Zasadno$¢ podjetej tematyki:

Rozprawa doktorska Pana mgr. Grzegorza Kopija wpisuje sie w tematyke
badan Katedry Anatomii i Fizjologii Zwierzat Wydzialu Biologii i
Biotechnologii ~ Uniwersytetu ~ Warmifisko-Mazurskiego ~ W Olsztynie,
dotyczacych produkowanych przez tkanke thuszczowg adipokin, prowadzonych
w zespole prof. dr hab. Niny Magdaleny Smolifiskiej, promotora niniejszej
rozprawy. Przedmiotem badan jest wisfatyna, adipokina o dzialaniu
plejotropowym. Obecnos¢ wisfatyny w strukturach osi podwzgorze-przysadka-
jajniki réznych gatunkéw ssakow sugeruje jej zaangazowanie w regulacj¢
funkcji zenskiego uktadu rozrodczego. Wiele aspektow funkcjonowania tej
adipokiny zostato juz opisanych, jednak mechanizmy, poprzez ktére moze ona
oddzialywa¢ w okresie implantacji, nie sg jeszcze poznane. Problematyka ta
jest interesujaca, gdyz okres implantacji jest jednym z krytycznych momentow
dla przezycia zarodkéw. U $wini, az do 40% embrionéw jest traconych w
okresie matczynego rozpoznania ciazy i nastepujacej po mim implantacji. Z
tego wzgledu uwazam, ze podjecie badan zmierzajacych do poszerzenia
wiedzy na temat wptywu wisfatyny na globalng ekspresje genoéw, na poziomie
transkryptow i biatek, w komoérkach lutealnych jajnika $wini w okresie
implantacji jest jak najbardziej zasadne.

Struktura rozprawy doktorskiej:

Przedlozong do recenzji rozprawe doktorska, wykonang w ramach projektu
badawczego OPUS16 finansowanego ze Srodkow Narodowego Centrum
Nauki, stanowig dwa opublikowane w czasopismach naukowych International
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Journal of Molecular Science oraz Scientific Reports w 2024 roku spojne
tematycznie artykuly, prezentujace oryginalne wyniki badan dotyczace zmian
transkryptomicznych i proteomicznych zachodzacych pod wptywem wisfatyny
w komoérkach lutealnych $wini w okresie implantacji. Sumaryczny
wspotczynnik wptywu (impact factor) czasopism wynosi 10,2, a suma
punktow zgodnie z aktualnym komunikatem Ministra Edukacji i Nauki to 280.
Obie publikacje zawieraja rOwniez obszerne dane uzupelniajace (tzw.
supplementary data). Prace majg charakter zespolowy i licza odpowiednio
dziewieciu i dwunastu wspolautorow.

Zgodnie z wytycznymi dla przewodow prowadzonych w oparciu o prace
wieloautorskie, mgr Kopij przedstawil o$wiadczenia, w ktorych opisano
indywidualny wkiad kazdej z oséb w powstawanie publikacji. W kazdym z
artykutow Doktorant jest pierwszym autorem, a z informacji zawartych w
oswiadczeniach wynika, ze Jego udzial w powstaniu prac polegal na
opracowaniu  koncepcji i metodologii badan, weryfikacji  danych,
przeprowadzeniu badan, walidacji wynikéw, analizie formalnej i redagowaniu
tekstu, przygotowaniu manuskryptu oraz udzieleniu odpowiedzi recenzentom
podczas procesu publikacji. Zgodnie z o$wiadczeniami, oSmiu wspotautorow
publikacji 1. i jedenastu wspotautoréw publikacji 2., ich wkiad polegal na
wspoltudziale w opracowaniu koncepcji, przeprowadzaniu badan, walidacji
wynikéw, weryfikacji danych, preparatyce, wykonaniu chromatografii
cieczowej z tandemowa spektrometrig mas, redagowaniu tekstu i pozyskaniu
finansowania. Na tej podstawie stwierdzam, ze wkiad Doktoranta w
prowadzenie badan oraz przygotowanie publikacji jest znaczacy, aczkolwiek
trudno ocenié¢ jego skale, biorac pod uwagg liczbg wspétautoréw i zakres
zadeklarowanego przez nich wkladu. Na Jego wiodacy udziat wskazuje fakt, ze
jest on pierwszym autorem w obu pracach, jednak latwiejsze w interpretacji
byloby wskazanie procentowego udziatu Doktoranta w powstanie kazdego z
artykutlow. W tym miejscu bardzo prosze o doprecyzowanie, ktore doktadnie
etapy okreslenia wplywu wisfatyny na profil transkryptomiczny i proteomiczny
komoérek lutealnych byly wykonywane przez Doktoranta.

Oprocz  artykuléw naukowych oraz o$wiadczen autora roZprawy
doktorskiej i wspétautoréw publikacji, rozprawa zawiera liczace 36 stron
polskojezyczne autorskie opracowanie, ktore rozpoczyna przedstawienie
streszczeri, w jezyku polskim i angielskim, oraz spis publikacji sktadajacych
sie na rozprawe doktorska. Rozdziat kolejny — Wsigp, bedacy syntetycznym
przegladem literatury, wprowadza czytelnika w tematyke zZwigzang z rozprawg
i prowadzi do klarownie zdefiniowanej hipotezy badawczej oraz celu i zakresu
badan. Doktorant zwrécil w nim uwage, ze wisfatyna moze pelni¢ istotng
funkcje w procesie implantacji i wytwarzaniu tozyska, a mechanizmy, poprzez
ktére moze ona oddziatywa¢ na komérki jajnikow, nie zostaty poznane. Zakres



przedstawionych danych uwazam za wystarczajacy do zrozumienia zasadnosci
podjetych badan.

Szczegdlowy opis materialu badawczego i stosowanej metodyki badan
zostal zawarty w rozdziale Materialy i Metody. Analiz¢ profilu
transkryptomicznego i proteomicznego pod wplywem wisfatyny badano w
komoérkach lutealnych $wini wyizolowanych w 15-16 dniu cigzy, co pokrywa
sie z okresem implantacji. Stosowano nast¢pujace metody badawcze: hodowle
in vitro komorek lutealnych, analize transkryptomu obejmujaca konstruowanie
bibliotek, sekwencjonowanie RNA, kontrole¢ jakosci odczytéw, analizg
réznicowa i funkcjonalng gendéw o zmienionej ekspresji, identyfikacje dtugich
nieckodujacych RNA i ich przewidywanych genéw docelowych, analize
zdarzen alternatywnego skladania transkryptow, real-time PCR i PCR w celu
walidacji wynikéw z analizy transkryptomicznej, analiz¢ proteomiczng
obejmujaca frakcjonowanie bialek metoda chromatografii cieczowej, analizg
spektrometrii mas, analiz¢ funkcjonalng danych, oraz Western blotting w celu
walidacji wynikéw z analizy proteomicznej. Dobér metod uwazam za
odpowiedni do weryfikacji hipotezy badawczej i osiggniecia zdefiniowanych
przez Doktoranta celow badawczych.

W kolejnym rozdziale w przejrzysty sposob opisano wyniki z odniesieniem
do poszczegélnych rycin i tabel w publikacjach stanowigcych rozprawe
doktorska. Polskojezyczne opracowanie zamyka podsumowanie wynikow i
whnioski oraz spis literatury obejmujacy 57 pozycji. W moim odczuciu zabrakto
kompleksowego podsumowania wynikéw obu prac pozwalajacego stwierdzic,
czy zmiany w poziomie mRNA byly odzwierciedlone w zmianie poziomu
bialek oraz czy zmienione pod wplywem wisfatyny mRNA i bialka byly
zaangazowane w te same procesy.

Lekture polskojezycznego opracowania utrudniaja liczne biedy edytorskie,
stylistyczne i interpunkcyjne, pozwole sobie przytoczy¢ tylko kilka
przykladow: ,regulacja przebieg cyklu”, ,przypuszcza si¢, ze wisfatyny
wywiera wplyw”, ,paramaterach”, ,znajdowato si¢ regionach”, ,szlak
nekropoptyczny”, ,,weryfikacje postawionych w pracy hipotezy”, .reguluje
komoérek lutealnych” itp. Ponadto, symbole wielkodci fizycznych zapisujemy
bez kropek, a w jezyku polskim czeéci dziesigtne piszemy po przecinku, nie
za$ po kropce. Z obowigzku recenzenta chciatabym réwniez zwréci¢ uwage na
braki w spisie literatury (np. brak zacytowanej pozycji Andrews 2010) oraz
brak konsekwencji w przyjetej konwencji cytacji prac (np. w podrozdziale
332

Podsumowujac, dysertacja zawiera wszystkie ustawowo i zwyczajowo
wymagane elementy w rozprawach doktorskich, a tym samym spelia
wymagania formalne stawiane rozprawom doktorskim.
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Ocena warto$ci merytorycznej rozprawy:

Celem rozprawy doktorskiej mgr. Kopija byla weryfikacja hipotezy
badawczej zakladajacej, ze wisfatyna, hormon o dziataniu plejotropowym,
uczestniczy w kontroli funkcjonowania jajnikow poprzez regulacje ekspresji
genéw oraz bialek w komorkach lutealnych $wini domowej w okresie
implantacji. W ramach weryfikacji tej hipotezy Doktorant zaplanowal dwa
zadania badawcze. Pierwsze zadanie badawcze obejmowato okreslenie wptywu
wisfatyny na transkryptom i spliceosom komérek lutealnych wyizolowanych w
15-16 dniu ciazy. Zakres tego zadania obejmowat analiz¢ genéw o
zmienionych profilach ekspresji, dtugich nickodujacych RNA oraz zdarzen
alternatywnego sktadania transkryptow przy uzyciu metody sekwencjonowania
nastepnej generacji. Wyniki tego zadania zostaly przedstawione W pierwszej
publikacji wchodzacej w sktad rozprawy. Drugie zadanie badawcze dotyczylo
okredlenia wplywu wisfatyny na profil proteomiczny komorek lutealnych
wyizolowanych w 15-16 dniu cigzy. Analizy przeprowadzono za pomoca
chromatografii cieczowej sprzezonej z tandemowsa spektrometrig mas (LC-
MS/MS). Wyniki tego zadania zostaly przedstawione w drugiej publikacji
wchodzacej w sktad rozprawy.

Cel pracy zostat klarownie sformufowany, a kompleksowe badania
omiczne stanowia doskonate uzupelnienie wczesniejszych badan zespolu.
Realizacja celu naukowego dysertacji mgr. Grzegorza Kopija prowadzi do
poszerzenia dotychczasowego stanu wiedzy oraz stanowi przyczynek do
rozwigzania oryginalnego problemu badawczego, spelniajgc tym samym
wymég, o ktérym mowa w art. 187 punkt 2 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r.
Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce.

Publikacje naukowe zawarte W recenzowanej rozprawie prezentuja zebrane
dane w sposob przejrzysty, rozsadny i krytyczny. Ich warto$¢ merytoryczng
oceniam wysoko. W publikacji 1., stosujac metody transkryptomiczne wraz z
odpowiednig walidacja, wykazano, ze wisfatyna petni wazna role w regulacji
funkcji komérek lutealnych, regulujgc ekspresj¢ genow, ktorych produkty
zaangazowane s3 W takie procesy jak steroidogeneza, proliferacja,
angiogeneza, procesy zapalne, regulacja cyklu oraz migracja i adhezja
komorek. W publikacji 2., analizujac profil proteomiczny komorek lutealnych
poddanych dziataniu wisfatyny, wykazano, ze hormon ten, poprzez regulacje
ekspresji odpowiednich biatek, moze by¢ zaangazowany W procesy
steroidogenezy, lipogenezy, cholesterologenezy oraz regulacji szlaku
insulinowego. Ponadto wisfatyna regulowata ekspresj¢ biatek zwigzanych z
procesami proliferacji, apoptozy, angiogenezy i réznicowania komorek, jak
rowniez przebudowy tkanek. Powyzsze prace stanowia logiczng calo$¢, sg
napisane zrozumiale i zawierajg szczegétowy opis metod, wynikow, a takze
prawidtowo przeprowadzong dyskusj¢. Obejmuja, W moim odczuciu, badania
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wazne z punktu widzenia dyscypliny nauki biologiczne. Zastosowanie
wysokoprzepustowych metod pozwolilo na kompleksowe scharakteryzowanie
zmian zachodzacych w komorkach lutealnych w obecnosci wisfatyny, poprzez
wskazanie okre§lonych genéw, procesow i szlakow regulacyjnych, na ktore
moze wplywaé ta adipokina. Sa to wyniki ciekawe i nowatorskie.

Podsumowujac, uwazam, ze zamierzony cel badawczy zostal osiagniety.
Wyniki zaprezentowane w rozprawie sa wartoSciowe i znaczaco poszerzaja
wiedze na temat roli adipokin w regulacji procesow zwigzanych z rozrodem,
wskazujac, ze wisfatyna moze by¢ istotnym czynnikiem regulujgcym procesy
rozrodcze i prawidlowe funkcjonowanie jajnikow w okresie implantacji, a tym
samym wplywaé na prawidlowy przebieg wczesnej cigzy. Uzyskana wiedza
moze W przyszlosci pozwolié na wykorzystanie wisfatyny w terapiach
zwigzanych z leczeniem zaburzen rozrodu. Ocena merytoryczna rozprawy, a
zwlaszcza krytyczne dyskusje przedstawione w publikacjach, pozwalaja na
stwierdzenie, ze mgr Kopij prezentuje ogdlng wiedze teoretyczng dotyczaca
omawianego problemu badawczego oraz umiejgtnos¢ samodzielnego
prowadzenia pracy naukowej, spelniajac tym samym wymagania, o ktorym
mowa w art. 187 punkt 1 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o
szkolnictwie wyzszym i nauce.

Pytania:

1. Podczas analizy nie wykazano statystycznie istotnych interakcji migdzy
genami o zmienionej ekspresji (DEGs) a dlugimi niekodujagcymi RNA o
zréznicowanej ekspresji (DELs). Jak mozna wytlumaczy¢ to zjawisko i jaki w
takim razie byt cel analizy interakcji pomigdzy DELs a ich genami
docelowymi, skoro geny te nie mialy zmienionej ekspresji? Czy Doktorant
moze zaproponowaé wyjasnienie, dlaczego analiza interakcji migdzy IncRNAs
a ich docelowymi mRNA przedstawiona na Figurze 7 b i ¢ w publikacji 1 nie
wykazata oczekiwanych rezultatow? Czy istnieja inne czynniki, ktore moglyby
wplywac na te wyniki?

2. Jakie dodatkowe analizy Doktorant mégtby zaproponowa¢ jako kontynuacje
badan?

Inne uwagi:

1. W polskojezycznym opracowaniu w opisie zwierzat doswiadczalnych na
stronie 17 autor pisze, ze ,,dzien po inseminacji okreslono jako pierwszy dzien
ciazy”, a w zdaniu poprzednim, ze ,krycie nastgpowato naturalnie”. Prosz¢ o
sprecyzowanie, czy zaplodnienie odbywato si¢ poprzez krycie naturalne, czy
inseminacj¢ sztuczng.

2. Doktorant w wielu miejscach uzywa okreslenia ,.ekspresja genoéw i biatek™.
Pojecie ekspresja genéw odnosi si¢ do procesu, w ktérym informacja z genu
jest uzywana do syntezy funkcjonalnego produktu, ktérym moze by¢ zardwno
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mRNA jak i biatko. Sugerowatabym raczej uzycia okreslenia ckspresja genow
na poziomie transkryptow i bialek”.

3. Réwniez w polskojezycznym opracowaniu na stronie 34, w podsumowaniu
wynikow Doktorant uzywa okreslenia ,,funkcje komérek lutealnych i
jajnikéw”. Komérki lutealne sg czgscig jajnika, wige sformutowanie to nie jest
poprawne.

4. Prosze o wyjasnienie, co oznacza kolor szary na figurze 4 w publikacji 1,
poniewaz obecny opis figury jest niejasny i sprzeczny z przedstawiong na
figurze skalg kolorymetryczna.

Ocena koncowa:

Przedlozona do oceny rozprawa doktorska Pana mgr. Grzegorza Kopija
stanowi oryginalne rozwigzanie problemu badawczego, dostarczajgc nowych
informacji majacych znaczacy wklad w poszerzenie dotychczasowego stanu
wiedzy z zakresu biologii rozrodu, bedacych podstawa do planowania i
kontynuowania zapoczatkowanych badan. Uwagi przedstawione w niniejszej
recenzji nie wplywaja na merytoryczng wartosC pracy. Stwierdzam, ze
recenzowana rozprawa doktorska spelnia wszystkie warunki okreslone w
artykule 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i
nauce (Dz.U.2023.742 ze zm.) stawiane pracom doktorskim. W zwigzku z
powyzszym wnosz¢ do Rady Naukowej Dyscypliny Nauki Biologiczne
Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie o dopuszczenie mgr.
Grzegorza Tomasza Kopija do dalszych etapow postepowania o nadanie
stopnia doktora w dziedzinie nauk Scistych i przyrodniczych w dyscyplinie
nauki biologiczne.

Krakéw 26.08.2024
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