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RECENZJA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ
mgr inz. Wiktorii Koztowskiej, pt.:
Konsekwencije oddziatywania pola elektromagnetycznego o ekstremalnie
niskiej czestotliwosci na steroidogeneze i profil transkryptomiczny btony

$luzowej macicy

Recenzowana rozprawa doktorska zostata wykonana w Katedrze Anatomii i
Fizjologii Zwierzat Wydziatu Biologii i Biotechnologii Uniwersytetu Warminsko-
Mazurskiego w Olsztynie, pod kierunkiem prof. dr hab. inz. Anity Franczak (promotor)
oraz dr Agaty Zmijewskiej (promotor pomocniczy). Przeprowadzone badania
zrealizowano w ramach projektu badawczego OPUS nr 2017/25/B/NZ9/00090,

finansowanego ze srodkow Narodowego Centrum Nauki.

Gwattowny rozwoj technologiczny (w tym takze rozwdj zaawansowanych
technologii bezprzewodowych) i zwigzany z nim staly wzrost zapotrzebowania na
energie elektryczng spowodowat w ostatnich latach ekspansje sztucznych zrodet
emisji  niejonizujgcych pdl elektromagnetycznych o ekstremalnie niskich
czestotliwosciach (PEM; od 0 do 300 Hz). Na szczegdlng uwage zastuguje PEM o
czestotliwosciach od 50 do 120 Hz, ktére generowane jest przez powszechnie
stosowane urzgdzenia codziennego uzytku np. ptyty indukcyjne czy kuchenki
mikrofalowe. O ile czas trwania ekspozycji na PEM emitowane przez tego typu
urzadzenia jest bardzo ograniczony, to wykorzystywanie np. ogrzewania
podiogowego prowadzi do narazenia uzytkownikow zaréwno w dzien, jak w nocy. Tu
nalezatoby wspomnie¢ o korzystaniu z urzgdzen osobistych, co takze oznacza
skumulowane narazenie na PEM, a takze ciggly rozwdj technologiczny i zwigzane z
nim wprowadzanie nowych zrédet pdl niskich czestotliwosci (przyktadowo: coraz
czesciej zamiast lamp energooszczednych stosuje sie lampy LED czy tez indukcyjne
tadowanie akumulatoréw w samochodach elektrycznych). Wszystko to oznacza, ze

state narazenie na dziatanie tego typu pola elektromagnetycznego jest istotng czescig
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zycia wspotczesnych spoteczenstw, zas wszechobecno$¢é PEM prowadzi do obaw
zaréwno o krétkoterminowe jak o dtugoterminowe efekty jego dziatania. Negatywny
wptyw pola elektromagnetycznego na organizm cztowieka stat sie zatem
przedmiotem szeregu wnikliwych badan, ktérych czesc to szeroko zakrojone badania
epidemiologiczne, dzieki ktorym, od 1999 roku PEM zostato zaliczone do grupy
czynnikow 2B czyli ,potencjalnych czynnikéw rakotwoérczych” (possibly carcinogenic
to humans), najpierw przez: Amerykanski Narodowy Instytut Nauk o Zdrowiu
Srodowiskowym (U.S. National Institute of Environmental Health Sciences; NIEHS),
a pozniej (w 2001) przez Miedzynarodowg Agencje ds. Badan nad Rakiem
(International Agency for Research on Cancer, IARC) oraz Swiatowg Organizacje
Zdrowia (World Health Organization - WHO). Rownolegle z badaniami
epidemiologicznymi przeprowadzono szereg eksperymentow in vifro w celu
zidentyfikowania komorkowych i tkankowych skutkdw ekspozycji na PEM. Otrzymane
wyniki pozwalajg jednoznacznie stwierdzi¢, ze PEM moze modyfikowaé przebieg
procesow fizjologicznych i biochemicznych w komorce. Przyktadowo, w zaleznosci od
czestotliwosci i czasu ekspozycji PEM moze zmienia¢ tempo proliferacji komorek,
moze indukowac stres oksydacyjny i przez to wptywac na przezywalnos¢ komorek,
moze wptywac na ekspresje wielu genow, modyfikowa¢ homeostaze jonowg czy tez
zmieniaé strukture DNA. Celem potwierdzenia otrzymanych wynikéw badan in vitro
przeprowadzono szereg eksperymentow /n vivo z wykorzystaniem modeli
zwierzecych, dzieki ktorym stwierdzono, ze pole elekiromagnetyczne nie pozostaje
bez wplywu na dziatanie o$rodkowego uktadu nerwowego, ukladu krgzenia czy
uktadu odpornosciowego. Do tej pory jednak nie sg w peini poznane konsekwencje
narazenia na dziatanie PEM komorek uktadu rozrodczego samic ssakow, zwlaszcza,
ze nieliczne jak dotad badania przeprowadzano gtoéwnie na matych zwierzetach
laboratoryjnych. Tu udokumentowano negatywny, zalezny od czestotliwosci i czasu
ekspozycji, wptyw PEM m.in. na prawidtowy przebieg procesu steroidogenezy, cigzy
a takze liczbe osobnikéw w miocie. Majgc na uwadze fakt statego narazenia ludzi na
PEM o ekstremalnie niskiej czestotliwosci, oraz wiedze dokumentujacg negatywne
skutki jego dziatania, wykorzystanie swini domowej jako modelu w badaniach
dotyczacych molekularnych mechanizméw zaangazowanych w prawidiowe
funkcjonowanie bfony sSluzowej macicy w okresie okoto-implantacyjnym jakiego
podjeta sie Doktorantka w przedtozonej mi do recenzji pracy doktorskiej, nalezy uznac¢
za niezwykle istotne i zasadne. Zwazywszy na niepodwazalng role btony Sluzowe;j
macicy w regulacji funkcji rozrodczych samicy, zwlaszcza w tak newralgicznym
punkcie czasowym, uwazam, ze tematyka podjeta przez Doktorantke jest niezwykle
wartosciowa. Uzyskane wyniki mogg przyczyni¢ sie do petniejszego zrozumienia

procesdw lezacych u podstaw negatywnego oddziatywania PEM na tkanki uktadu



rozrodczego, co w przysztosci moze pomaoc chronié je przed skutkami ewentualnego
narazenia i przyczyni¢ sie do sukcesu rozrodczego.

W dotychczasowych pracach Zespotu Prof. Franczak wykazano, m.in. ze PEM
podczas fazy Srodkowo-lutealnej cyklu rujowego swini moze zaburza¢ aktywnosc¢
steroidogenng btony sluzowej i miesniowej macicy. Jednoczesnie dowiedziono, ze w
fazie lutealnej cyklu rujowego progesteron moze przeciwdziataé negatywnym
skutkom oddziatywania PEM na tkanki macicy. Wykazano takze konsekwencje
negatywnego oddziatywania PEM na aktywnos¢ steroidogenng btony miesniowej
macicy swini w okresie okofo-implantacyjnym, a wykorzystujgc sekwencjonowanie
nastepnej generacji (NGS) udokumentowano jego negatywny wptyw na profil
transkryptomiczny biony miesniowej w okresie okoto-implantacyjnym. Zatem
doswiadczenia zaplanowane w rozprawie doktorskiej mgr inz. Wiktorii Koztowskiej
stanowig logiczng kontynuacje tych badan. Gtoéwne cele jakie postawita przed sobg
Doktorantka to: okreslenie wptywu pola elektromagnetycznego o ekstremalnie niskiej
czestotliwosci na ekspresje kluczowych enzyméw steroidogenezy, tak na (1)
poziomie MRNA (CYP17A1, HSD3B1, CYP19A3, HSD17B4, Real-Time PCR) jak (2)
biatka (cytochrom P450c¢17, 3BHSD, aromataza cytochromu P450, 17HSD; Western
Blot), a takze (3) okreslenie wptywu PEM na sekrecje /n vitro androstendionu (A4),
testosteronu (T), estronu (E1), estradiolu-173 (E2) (RIA), oraz (4) poznanie wptywu
PEM na zmiany profilu transkryptomicznego btony $luzowej macicy. Wykorzystanie
przez Doktorantke nowoczesnej metody wysokoprzepustowego sekwencjonowania
nastepnej generacji (NGS) zapewnito uzyskanie  kompleksowych i

wieloptaszczyznowych wynikéw badan i stanowi dodatkowy walor tej pracy.

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska sktada sie z tematycznie
spéjnego cyklu trzech, wieloautorskich prac naukowych, opublikowanych w latach
2021-2022, w czasopismach z listy filadelfijskiej, ktorych tgczny wspotczynnik
oddziatywania wynosi 7,271, natomiast suma punktéw MEIN - 340 (wg punktacji za
rok 2021). Do rozprawy zostaty dotgczone pisemne o$wiadczenia, w ktérych wszyscy
wspotautorzy szczegotowo okresli swoje zaangazowanie w wykonanie badan i
przygotowanie poszczegodlnych artykutow do druku. Z treSci oswiadczen wynika
jednoznacznie wiodgcy udziat Doktorantki, polegajgcy na: aktywnym uczestnictwie w
opracowaniu metodyki badan, wykonaniu analiz laboratoryjnych oraz
bioinformatycznych, interpretacji i opracowaniu wynikbw oraz przygotowaniu
publikacji do druku. W kazdej z tych publikacji mgr inz. Wiktoria Koztowska zajmuje

pozycje pierwszego autora.



OMOWIENIE PUBLIKACJI STANOWIACYCH PODSTAWE ROZPRAWY
DOKTORSKIEJ

Pierwsza publikacja, bedgca podstawg rozprawy doktorskiej mgr inz. Wiktorii
Koztowskiej ukazata sie w czasopismie Animal Reproduction Science. W pracy tej, w
oparciu o nowoczesne techniki (Real-Time PCR, immunofluorescencja, Western blot,
RIA) wykonano szereg analiz, ktoérych celem byto okreslenie wptywu PEM o
ekstremalnie niskiej czestotliwosci na synteze i sekrecje androgenéw w btonie
Sluzowej macicy swih w okresie okoto-implantacyjnym. Dodatkowo, wybrane skrawki
btony sluzowej macicy poddano dziataniu progesteronu w celu zbadania, czy hormon
ten ma wptyw na ochrone tkanki przed dziataniem PEM, tak jak ma to miejsce w
macicy pobranej od swin w fazie lutealnej cyklu rujowego. Przeprowadzone analizy
pozwolity stwierdzi¢, ze w zaleznosci od czestotliwosci PEM (50 i 120 Hz) oraz od
czasu ekspozycji tkanki na jego dziatanie (tu: 2 i 4 godziny), pole elektromagnetyczne
wptywa na ekspresje wybranych enzymow steroidogenezy, tak na poziomie mRNA
(CYP17A1, HSD3B7) jak biatka (cytochrom P450c17, 3BHSD). Prowadzi to w
konsekwencji do zburzonego uwalniania androgenow (tu: androstendion i
testosteron). Nie potwierdzono funkcji ochronnej progesteronu przed negatywnym
oddziatywaniem PEM na btone sSluzowg macicy $wini w okresie okoto-
implantacyjnym.

Celem drugiej publikaciji, kiéra ukazata sie w czasopiSmie Reproductive
Biology, byta analogiczna analiza wptywu PEM o ekstremalnie niskiej czestotliwosci
na synteze i sekrecje estrogenéw w btonie sluzowej macicy $win w okresie okotfo-
implantacyjnym. Tu réwniez wybrane skrawki btony sSluzowej macicy poddano
dziataniu progesteronu celem okreslenia jego roli - ochronnej lub uwrazliwiajgcej
tkanke - na dziatanie PEM. Wykazano, przy zastosowaniu analogicznych jak w
pierwszej publikacji technik (Real-Time PCR, Western blot, RIA), ze w zaleznosci od
czestotliwosci PEM (50 i 120 Hz) oraz od czasu ekspozycji tkanki na jego dziatanie
(tu: 24 godziny) pole elektromagnetyczne wptywa na ekspresje wybranych enzyméw
steroidogenezy, tak na poziomie mRNA (CYP19A3 i HSD17B4) jak biatka
(aromataza cytochromu P450, 17BHSD), co w konsekwenciji prowadzi do zburzonego
uwalniania estrogenow (tu: estron i estradiol-17). Progesteron zas, w zaleznosci od
parametrow ekspozycji btony Sluzowej macicy na PEM, moze zaréwno chroni¢ jak
uwrazliwia¢ tkanke na dziatanie PEM.

Trzecia praca, opublikowana w czasopisSmie Journal of Physiology and
Pharmacology, poswiecona jest identyfikacji zmian wywotanych przez PEM o
ekstremalnie niskiej czestotliwosci w transkryptomie btony $luzowej macicy $win, w

okresie okoto-implantacyjnym. Wykazano, przy zastosowaniu sekwencjonowania



nastepnej generacji wraz z analizg bioinformatyczng, ze w tkance poddanej
ekspozycji na dziatanie PEM zmienia sie ekspresja 461 gendw (differently expressed
genes; DEGs), ktoére zaangazowane sg w szereg procesoéw biologicznych takich jak:
proces steroidogenezy, regulacja homeostazy energetycznej, przeptyw krwi w

macicy, modulacja migracji i proliferacji komérek.

W trakcie lektury publikacji wchodzacych w sktad rozprawy doktorskiej mgr.
inz. Wiktorii Koztowskiej nie znalaztam elementéw problematycznych, czy
wzbudzajgcych watpliwosci. Z pewnoscig dlatego, ze wszystkie prace zostaty
poddane rzeczowej i wnikliwej ocenie przez kompetentnych recenzentéw
wydawniczych. Prace stanowig logiczny i spéjny uktad, sg napisane zrozumiale, z
jasno postawionymi celami, szczegétowym opisem metod analitycznych oraz
wynikow, a takze prawidtowo przeprowadzong dyskusjg. Moja rola zatem sprowadza
sie do oceny manuskryptu polskojezycznego, bedgcego autorskim opracowaniem
Doktorantki, ktéry ma za zadanie ujawni¢ zasob Jej wiedzy, umiejetno$é

formutowania wnioskow i postugiwania sie piSmiennictwem naukowym.

OMOWIENIE OPRACOWANIA W JEZYKU POLSKIM

Oryginalne prace badawcze, ktére sktadajg sie na rozprawe doktorska,
opatrzone zostaly 59-stronicowym omowieniem zawierajgcym: spis publikacii
sktadajgcych sie na rozprawe doktorskg, wprowadzenie bedgce syntetycznym
przegladem literatury, hipoteze, cele pracy i zadania badawcze, materiaty i metody,
wyniki, podsumowanie i wnioski, wykaz wybranych pozycji bibliografii (62) oraz
streszczenie w jezyku polskim i angielskim. Dotgczono réwniez oswiadczenia
wszystkich wspotautoréw prac, z ktérych wynika wiodgcy udziat Doktorantki w
omawianych publikacjach.

We Wprowadzeniu Doktorantka przedstawita w sposéb przejrzysty i klarowny

dotychczasowy stan wiedzy w zakresie omawianego zagadnienia. Rozdziat ten jest
napisany niezwykle dojrzale i doskonale prowadzi do postawionej hipotezy badawczej
oraz celéw pracy, co swiadczy o petnym zrozumieniu tematu przez Doktorantke. W
oparciu o analize aktualnej literatury Doktorantka przedstawita zagrozenie, jakim jest
promieniowanie elektromagnetyczne o ekstremalnie niskiej czestotliwosci oraz jego
wptyw na organizm cztowieka i innych organizméw zywych. Wykazata wielotorowo$¢
oddziatywania pola elektromagnetycznego, a takze réznorodne efekty zdrowotne i
biologiczne jakie wywotuje. Wyczerpujgco wyjasnita na jakiej podstawie dokonano
wyboru czestotliwosci stosowanego w pracy doktorskiej PEM, uzasadnita wybor Swini

domowej jako modelu badawczego, a takze, w oparciu o dotychczasowe wyniki



badan dokumentujgce negatywny wplyw ekspozycji tkanek macicy na PEM
obserwowane w okresie cyklu rujowego, wyjasnita koniecznos$¢ podjecia takich badan
u samic ciezarnych.

W kolejnym rozdziale: Cel pracy, hipotezy i zadania badawcze, Doktorantka

przedstawita hipoteze badawczg, cele pracy oraz sformutowata zadania badawcze,
ktére zrealizowata z sukcesem dzieki nowoczesnym metodom badawczym oraz

zaawansowanym analizom bioinformatycznym. W rozdziale Materiat i metody.

Doktorantka opisata model doswiadczalny, krétko scharakteryzowata procedury
wstepnego przygotowania materiatu eksperymentalnego do badan oraz przedstawita
metody badawcze stosowane w ocenianej pracy: inkubacje in vitro skrawkdéw btony
Sluzowej macicy swini, ktore postuzyly do izolacji RNA poddanego sekwencjonowaniu
nastepnej generacji z wielostopniowg bioinformatyczng analizg danych. Uzyskane
wyniki potwierdzono metodg real-time PCR. Dodatkowo, Doktorantka przeprowadzita
analize wybranych biatek z wykorzystaniem techniki Western-blot, oraz oznaczyta
poziomy wybranych hormonoéw steroidowych w pozywce hodowlanej, po zakonczonej
inkubacji (technika radioimmunologiczna). Musze podkresli¢, ze opanowanie przez
Doktorantke tak szerokich i specjalistycznych umiejetnosci praktycznych budzi
zrozumiaty podziw. Moja uwaga odnosnie tej czesci opracowania dotyczy
brakujgcego fragmentu opisujgcego przeprowadzong analize
immunofluorescencyjng cytochromu P450c17 i 3BHSD w skrawkach btony sluzowej
macicy, poddanych dziataniu pola elektromagnetycznego. Fragment ten znajduje sie
w zatgczonej, pierwszej publikacji — czy nie powinien zosta¢ rowniez umieszczony w
opracowaniu polskojezycznym rozprawy?

Tre$C rozdziatu Wyniki jest zgodna z zawartoscig publikacji stanowigcych
podstawe rozprawy doktorskiej i w adekwatny sposéb odnosi sie do poszczegdinych

rycin i tabel w nich zawartych. W Podsumowaniu wypunktowano otrzymane rezultaty

w nawigzaniu do poszczegolnych celéw pracy, co znacznie utatwia czytelnikowi
odnalezienie sie w ogromie prezentowanych wynikow. Polskojezyczne opracowanie
zamykaijg trzy syntetyczne Whnioski, ktére jednoznacznie wskazujg, ze Doktorantka z
sukcesem zrealizowata zatozone cele, a uzyskane wyniki badah stanowig istotny
wktad w dotychczasowg wiedze na temat zagrozenia jakie moze nies¢ ekspozycja
organizmu samicy na PEM, zwlaszcza w kontekscie tak waznego dla sukcesu
rozrodczego okresu wczesnej cigzy.

Za najwazniejsze osiggniecia rozprawy doktorskiej Pani mgr inz. Wiktorii
Koztowskiej uznaje: (1) udokumentowane stwierdzenie, ze PEM zmieniajgc poziom
syntezy i uwalniania tak androgendw jak estrogenéw w btonie sluzowej macicy Swini
w okresie okoto-implantacyjnym, moze zaburza¢ optymalne dla wczesnej cigzy

poziomy tych hormondéw w Srodowisku wewnagtrzmacicznym, a przez to zakitdcaé



funkcje macicy podczas implantacji, oraz (2) identyfikacje zmian w transkryptomie
btony sluzowej macicy poddanej dziataniu PEM o ekstremalnie niskiej czestotliwosci,
Zmiany te wskazujg, ze w zaleznosci o czestotliwosci stosowanego pola
elektromagnetycznego oraz czasu ekspozycji tkanki, dochodzi do zmienione;j
ekspresiji kluczowych genow, w tym genu receptora witaminy D, genéw zwigzanych z
procesem steroidogenezy, czy tez gendw warunkujgcych prawidtiowg regulacje
proceséw metabolicznych, co moze zaburza¢ srodowisko wewnatrzmaciczne
niezbedne dla prawidtowego rozwoju zarodka.

Po przeczytaniu oméwienia polskojezycznego nasunety mi sie nastepujagce

pytania:

1. Doktorantka w swojej pracy doktorskiej wykorzystata jako zwierzecy model
doswiadczalny sSwinie domowg. Majac na uwadze odniesienie
otrzymanych wynikéw do zastosowan w medycynie ludzkiej, jest to jeden
z najlepszych modeli badawczych. Miedzy $winig, a cziowiekiem
wystepujq liczne podobienstwa, czy to w budowie anatomicznej, fizjologii
czy genetyce. Niewatpliwym, dodatkowym atutem jest takze
podobienstwo wczesnego rozwoju przed-implantacyjnego zarodkow. Czy
zatem w tytule polskojezycznego opracowania pracy doktorskiej nie
powinna sie pojawi¢ informacja odnosnie modelu badawczego?

2. Doktorantka uzywa sformutowania ,medium hodowlane” — czy nie lepigj
bytoby napisac¢ po prostu ,pozywka hodowlana”?

3. Bardzo satysfakcjonujgcym jest fakt, iz do normalizacji wybrano dwa geny
referencyjne: GAPDH i ACTB. Prosze o wyjasnienie na jakiej podstawie
wybrano wiasnie te geny?

4. Czy przeciwciata pierwszorzedowe, wykorzystane w analizie Western blot,
byly specyficzne dla $wini, ew. czy przeprowadzono walidacje przeciwciat
dla tkanek swini?

5. Czy Doktorantka uwaza, ze otrzymane wyniki mozna z powodzeniem
odnies¢ do fizjologii rozrodu cziowieka? Czy wyniki te mogg byc¢

wykorzystane w medycynie weterynaryjne;j?

PODSUMOWANIE | WNIOSEK KONCOWY

Po przeczytaniu rozprawy doktorskiej mgr. inz. Wiktorii Koztowskiej nie mam
watpliwosci, ze uzyskane przez nig nowatorskie, interesujgce i kompleksowe wyniki
poszerzajg dotychczasowg wiedze na temat wptywu PEM o ekstremalnie niskiej
czestotliwosci na uktad rozrodczy $wini, w okresie okoto-implantacyjnym. Co wiecej,

wyniki te mogg postuzy¢ do dalszych badan, na przyktad nad wptywem PEM w



przypadkach wymagajgcych interwencji medycznych. W mojej ocenie przedstawiona
do recenzji rozprawa jest dowodem dojrzatosci naukowej Autorki oraz jej dobrego
przygotowania merytorycznego i warsztatowego.

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska spetnia warunki okreslone w
artykule 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce
(tekst jednolity: Dz. U. z 2022 r. poz. 574 ze zmianami) stawiane pracom doktorskim
i w zwigzku z powyzszym zwracam sie do Rady Naukowej Dyscypliny nauki
biologiczne Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie z wnioskiem o
dopuszczenie Doktorantki do dalszych etapdow postepowania o nadanie stopnia
doktora w dziedzinie nauk scistych i przyrodniczych w dyscyplinie nauki biologiczne.

Majac na uwadze wysoki poziom naukowy otrzymanych wynikéw badan, ktére
zostaty opublikowane w renomowanych czasopismach, wnioskuje o wyroznienie

recenzowanej przeze mnie rozprawy doktorskie;j.



