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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr inz. Wiktorii Kozlowskiej pt. , Konsekwencje
oddzialywania pola elektromagnetycznego o ekstremalnie niskiej czestotliwoSci na
steroidogeneze i profil transkryptomiczny blony $luzowej macicy”, wykonanej w Katedrze
Anatomii i Fizjologii Zwierzat, Wydzialu Biologii i Biotechnologii Uniwersytetu Warminsko-
Mazurskiego w Olsztynie pod kierunkiem prof. dr hab. Anity Franczak oraz dr Agaty
Zmijewskiej, promotora pomocniczego

Tematyka dysertacji zaproponowana przez Doktorantke wydaje si¢ wysoce uzasadniona i
wazna z praktycznego punktu widzenia, poniewaz Srodowisko w ktorym zyje czltowiek
wywiera istotny wptyw na wiele funkcji zyciowych. Nieodtgcznym elementem Srodowiska
naturalnego jest pole elektromagnetyczne (PEM), nierozerwalnie zwigzane z rozwijajacym si¢
na przestrzeni miliondw lat wszech§wiatem. PEM towarzyszy cztowiekowi od poczatkdéw
jego historii, ale istniato juz przed jego pojawieniem si¢ na Ziemi. Wraz z rozwojem nowych
technologii pojawito si¢ wiele sztucznych zrodet PEM, ktore emitujagc promieniowanie
elektromagnetyczne potencjalnie mogg by¢é przyczyng ujawnienia si¢  chorob
nowotworowych, ukladu sercowo-naczyniowego, nerwowego, immunologicznego, moga
generowaé stres oksydacyjny lub mie¢ negatywny wpltyw na mozliwosci reprodukcyjne
organizméw. Mimo, ze badania nad PEM prowadzone sg od kilkudziesi¢ciu lat, uzyskane
dotad wyniki nie sg jednoznaczne, czgsto budza kontrowersje, a problem wptywu PEM na
organizm czlowieka pozostaje nierozwigzany. Osiggnigciem naukowym bedacym
przedmiotem rozprawy doktorskiej mgr inz. Wiktorii Koztowskiej jest cykl trzech spojnych
tematycznie prac opublikowanych pod wspolnym tytutem ,,Konsekwencje oddziatywania
pola elektromagnetycznego o ekstremalnie niskiej czestotliwo$ci na steroidogeneze i profil

transkryptomiczny btony §luzowej macicy”.
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Praca 1 — Autorzy przyjeli teze, ze PME o niskiej czestotliwo$ci ma wpltyw na synteze i
uwalnianie androgendéw z endometrium $wini pobranym w okresie okotoimplantacyjnym
Badania przeprowadzono na 5 $winiach (Sus scrofa domestica L.) rasy polska biata
zwistoucha (PBZ) x polska wiclka biata (PWB), poddanych naturalnemu kojarzeniu w 1 i 2
dniu okresu rujowego. Po 15-16 dniach potwierdzonej cigzy zwierzeta u$miercano, zgodnie
ze standardowymi procedurami uboju w profesjonalnej ubojni. Dzien cigzy ustalano, miedzy
innymi na podstawie morfologii jajnikow. Eksperyment zaktadat wykonanie badan na
tkankach pobranych od zwierzat, dlatego do jego przeprowadzenia nie byta potrzebna zgoda
komisji etycznej (Dyrektywa 2010/63/UE Unii Europejskiej). Do badan pobierano fragmenty
endometrium $wini w okresie okoloimplantacyjnym. Umieszczano je w medium
inkubacyjnym, wystawiajac na dzialanie PEM o czestotliwosci 50 i 120 Hz, indukcji pola
magnetycznego 8 mT (miliTesla), w okresie 2 i 4 godzin. Kontrolne fragmenty endometrium
inkubowano osobno i nie eksponowano na PEM. Dodatkowo wybrane skrawki endometrium
inkubowano w medium hodowlanym w obecnosci progesteronu (P4), inne bez dodatku P4.

Wprowadzenie P4 do srodowiska inkubacyjnego mialo na celu wykazanie, czy P4 moze by¢
czynnikiem  wykazujacym  protekcyjny wplyw na  endometrium w  okresie
okotoimplantacyjnym, przed skutkami oddziatywania PEM (wcze$niejsze wyniki badan
Zespotu dotyczyty cyklu rujowego).

Po inkubacji skrawki endometrium utrwalano w ciektym azocie (-193°C), potem
przechowywano w temperaturze -80°C do czasu wykonania analiz ekspresji mMRNA oraz
oznaczenia aktywnosci cytochromu P450c17 i dehydrogenazy 3(-hydroksysteroidowej.
Media inkubacyjne przeznaczone do oznaczen stgzenia androgendow przechowywano w
temperaturze -20°C. Analogiczng procedure metodologiczna zastosowano w pracach 2 i 3.

Analizie poddano — 1 /ekspresjc mRNA (CYP17A1 i HSD3B1), 2/ synteze i uwalnianie
androstendionu (A4) i testosteronu (T), 3/ koncentracje¢ hydroksylazy/liazy cytochromu P450
(P450c17) i aktywnos¢ dehydrogenazy 3B-hydroksysteroidowej (3BHSD). Uzyskane wyniKi
potwierdzity teze Doktorantki, ze PEM miato znamienny wplyw na synteze 1 sekrecj¢
androgendéw z endometrium, poziom ekspresji mMRNA oraz koncentracj¢ cytochromu P450c17

i aktywnosci dehydrogenazy 3R-hydroksysteroidowej, zaleznie od czasu ekspozycji,
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czestotliwosci PEM oraz obecnosci w medium inkubacyjnym progesteronu (P4) lub jego
braku. Wykazano interakcje pomiedzy ekspozycja na PEM, czasem wystawienia na PEM oraz
obecnoscia P4 — w odniesieniu do poziomu ekspresji mRNA CY17al i HSD3B1 i
koncentracji bialek kodowanych przez te geny, koncentracji cytochromu P450c17 i
aktywnos$ci dehydrogenazy 36-hydroksysteroidowej. | tak, 1/ekspozycja endometrium na obie
czestotliwosci PEM (50 i 120 Hz) spowodowata obnizenie Ssekrecji testosteronu (T) w
obecnosci progesteronu (P4). Obnizenia sekrecji T nie wykazano w hodowli endometrium bez
dodatku P4. Jak przypuszcza Doktorantka, P4 jest czynnikiem uwrazliwiajagcym endometrium
na dzialanie PEM, 2/nie wykazano zmian sekrecji androstendionu (A4) po 2 godzinnej
ekspozycji na PEM o czgstotliwosci 120 Hz w obecnosci P4. Wedlug Doktorantki fakt ten
potwierdza protekcyjne dzialanie P4 na endometrium w wyniku ekspozycji na PEM.
Wskazuje jednoczesnie, ze P4 moze peti¢ nie tylko role ochronng ale moze tez uwrazliwiaé
endometrium na dziatanie PEM, a to jaka rol¢ w stosunku do tkanki bedzie petni¢ P4, zalezy
od czasu ekspozycji. Wieksze zmiany syntezy i sekrecji androgendéw wykazano po 4
godzinach ekspozycji na PEM i czestotliwosci 50 Hz; 3/ ekspresja mRNA CYP17A1 byta
nizsza zarOwno po 2 i 4 godzinach ekspozycji na PEM o czg¢stotliwosciach 50 i 120 Hz z
dodatkiem P4. Ekspresja mRNA HSD3BI1 byta wyzsza po 2 i 4 godzinach ekspozycji na PEM
o czestotliwosci 50 Hz, wobec kontroli z P4; 4/ koncentracja cytochromu P450c17 po 4
godzinach ekspozycji na PEM (50Hz) byta nizsza, wobec kontroli z P4; 5/ aktywnos$¢
dehydrogenazy 3R-hydroksysteroidowej byta wyzsza po 4 godzinnej ekspozycji na PEM o
czestotliwoscei 120 Hz.

Pytania

1/ Wiadomo, ze na sukces hodowcy, zwieniczony implantacja zarodka w jamie macicy i przezyciem
embrionu sktada si¢ wiele czynnikow, miedzy innymi jako$¢ gamet, czy stezenie P4. Gamety zlej
jakosci moga powodowaé zaburzenia procesu zaplodnienia lub powstanie zarodkow obarczonych
wadami genetycznymi i morfologicznymi. Z kolei zbyt niskie lub zbyt wysokie ste¢zenie P4 moze
prowadzi¢ do zakldcenia funkcji macicy lub nadmiernej sekrecji niektorych hormonow, np. estradiolu.
Skutkiem tego bedzie obnizona jako$¢ komorek jajowych lub zaburzenie prawidtowego rozwoju
zarodkow. Czy brano pod uwagg stezenie P4 inne niz 10°?

2/ Nie podano wieku badanych $win, napisano jedynie §winie po okresie dojrzewania?

3/ Czy byla to pierwsza cigza $win?

Praca 2 — Autorzy przyjeli tezg, ze PME o niskiej czg¢stotliwos$ci moze zmieni¢ molekularne
mechanizmy syntezy i sekrecji estrogenow w endometrium $wini pobranym w okresie
okotoimplantacyjnym

Analizie poddano — 1/poziom ekspresji mMRNA (CYP19A3 i HSD17B4), 2/ koncentracj¢
aromatazy cytochromu P450 (aromatazy) i dehydrogenazy 178 hydroksysteroidowej

(17RHSD), 3/stezenie estronu (El) i estradiolu-178 (E2). Uzyskane wyniki wskazujg, ze



ekspozycja endometrium na PME miata istotny wplyw na poziom ekspresji MRNA CYP19A3
i HSD17B4, koncentracj¢ aromatazy cytochromu P450, dehydrogenazy 17p
hydroksysteroidowej oraz na sekrecje estronu (El) i estradiolu-178 (E2). Zmiany
analizowanych parametrow endometrium w odpowiedzi na dzialanic PME nie byly
jednoznaczne. Zakres tych zmian byl zalezny od interakcji miedzy czasem ekspozycji na
PME (2 lub 4 godziny), od czgstotliwosci PME (50 lub 120 Hz) oraz od obecnosci lub braku
P4. Jak wskazuja wyniki, ekspozycja na PME moze mie¢ wplyw na mechanizm
wewnatrzmacicznej konwersji androgenéw do estrogendw, a w zwigzku z tym wplyw na
przebieg tego procesu podczas procesu implantacji in vivo.

Praca 3 — Autorzy przyjeli teze, ze 2-godzinna ekspozycja PEM o niskiej czgstotliwosci (50
Hz) zmienia profil transkryptomiczny endometrium $wini pobranym w okresie
okotoimplantacyjnym

Dzigki analizie sekwencjonowania nastepnej generacji (NGS) wykazano, ze ekspozycja

endometrium na PEM spowodowata zmiany poziomu ekspresji 461 gendw, a produkty genow
ulegajace roznicowej (zmienionej) ekspresji (DEGs) obecne sa na wielu szlakach
metabolicznych biorgc udziat w procesach regulacji metabolizmu energetycznego, procesach
proliferacji, czy przemieszczania si¢ komorek. Ekspozycja endometrium na PEM miata
zroznicowany wplyw na Kierunek zmian ekspresji genow. Podwyzszenie ekspresji wykazano
dla genéw — (VDR - vitamin D receptor; IFNGRL1 - interleukin 1 receptor accessory protein
1; HSD17B2 — hydroxysteroid 173; NOS3 - nitric oxide synthase 3), za$ obnizenie ekspresji
dla genéw (EGR2 - early growth response 2; ID2 - inhibitor of DNA binding 2). Zmiany
ekspresji genow (VDR, NOS3, ID2 i HSD17B2) powodowane ekspozycja na PEM moga
mie¢ negatywny wplyw na przebieg wielu kluczowych procesow w Srodowisku
wewngtrzmacicznym, powodujgc zaburzenie syntezy i sekrecji estrogendéw i androgenéw w
endometrium macicy, a w konsekwencji utrudniajgc lub uniemozliwiajac fizjologiczne
funkcje endometrium podczas implantacji zarodka lub jego dalszego rozwoju.

Publikacje (1, 2, 3) sktadajace si¢ na ,,Osiagnigcie naukowe” sg oryginalnymi pracami
wspolautorskimi. We wszystkich pracach mgr inz. Wiktoria Kozlowska jest pierwszym
autorem. Os$wiadczenia wspotautorow potwierdzajg istotny wkiad Doktorantki w ich
powstanie. Indywidualny udzial Doktorantki obejmuje wspotudzial w opracowaniu metodyki
badan, pobieranie materialu do$wiadczalnego, analiz¢ laboratoryjng 1 statystyczng
uzyskanych wynikow, przygotowanie dokumentacji graficznej, przygotowanie publikacji do
druku (publikacje 1, 2, 3) oraz udzial w przeprowadzeniu analizy bioinformatycznej
(publikacja 3). Wktad pracy Doktorantki w merytoryczng warto$¢ ,,0siagni¢cia naukowego

oceniam jako wystarczajacy. Prace zostaly opublikowane w latach 2021-2022 w
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czasopismach z listy JCR, o wymiernych wartosciach wspotczynnikéw oddziatywania oraz
punktach MEIN. Publikacja (1) IF 2,145 i 140 punktow; publikacja (2) IF 2,376 i 100
punktéw; publikacja (3) IF 2,750 i 100 punktéw. Lacznie warto$¢ sumaryczna IF
,,Osiggniecia naukowego” wynosi 7,271, a liczba punktow MEIN 340. Uzyskane przez
Doktorantke wyniki wnoszg nowe istotne warto$ci poznawCze W badaniach nad wplywem
PEM na aktywno$¢ steroidogenng macicy $wini na poziomie biatek bioracych udziat w
syntezie i uwalnianiu hormondw steroidowych oraz na poziomie molekularnym, poprzez
analiz¢ zmian profilu ekspresji genéw kodujacych okreslone biatka. Obserwowane reakcje
endometrium na PEM nie byty jednoznaczne, ro6znity si¢ miedzy sobg w zaleznos$ci od czasu
ekspozycji na PME, jego czgstotliwos$ci, obecnosci P4 oraz od rodzaju analizowanych genéw
i enzymow. Doktorantce udato si¢ uzyska¢ cenne praktyczne dane interpretacyjne dotyczace
skutkow ekspozycji tkanek macicy swini na PEM w okresie okotoimplantacyjnym. Dotad
proces ten badano jedynie podczas fazy lutealnej cyklu rujowego.

Wysoko oceniam szeroki zakres analiz laboratoryjnych wymagajacych precyzji,
umiejetnos¢ wykorzystania nowoczesnych metod i technik stosowanych w biologii, takich jak
(sekwencjonowanie nastepnej generacji, roznicowanie i profilowanie ekspresji genow, ocena
zroznicowanej ekspresji  gendw), kompetentng interpretacje uzyskanych wynikow
(bioinformatyczna analiza danych), przygotowanie dokumentacji graficznej. Wszystkie te
elementy swiadcza o dojrzatosci naukowej Doktorantki. Problem zwigzany z ekspozycja na
PEM jest zjawiskiem globalnym, dlatego potencjalne skutki zdrowotne powodowane
ekspozycja na PEM, powinny obligowa¢ zespoly badawcze do zintegrowanych dziatan
majacych na celu minimalizacj¢ zagrozen jakie powoduje ekspozycja na PEM.

Reasumujac, uwazam, ze przedstawiona mi do oceny rozprawa pt. ,,Konsekwencje
oddziatywania pola elektromagnetycznego o ekstremalnie niskiej czgstotliwosci na
steroidogenezg i profil transkryptomiczny blony $luzowej macicy” spelnia wymogi
przewidziane w ,,art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i
nauce (tekst jednolity: Dz. U. z 2022 r. poz. 574 ze zm.)” 1 w pelni uzasadnia ubieganie si¢
mgr inz. Wiktorii Kozlowskiej o stopien naukowy doktora. Przedstawiam zatem jej
pozytywna ocene i wnioskuj¢ do Rady Naukowej Dyscypliny nauki biologiczne Uniwersytetu

Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie o dopuszczenie Jej Autorki do dalszych etapéw
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