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Rozdziat 1.

WYKAZ PUBLIKACJI BEDACYCH PODSTAWA ROZPRAWY
DOKTORSKIEJ

Rozprawa doktorska skfada sie z trzech oryginalnych prac
naukowych, opublikowanych w latach 2021 — 2022 w czasopismach
Animal Reproduction Science, Reproductive Biology oraz Journal
of Physiology and Pharmacology. Przedmiotem rozprawy
doktorskiej jest analiza zmian w procesie steroidogenezy i profilu
transkryptomicznym btony Sluzowej macicy $wini domowej
(Sus scrofa domestica L.), wywotanych pod wplywem ekspozycji
tkanki na pole elektromagnetyczne o ekstremalnie niskiej

czestotliwosci (PEM).

1. KozLowskA W., DRZEWIECKA E.M., ZMIJEWSKA A,
KozIOROWSKA A., FRANCZAK A. Effects of electromagnetic field
(EMF) radiation on androgen synthesis and release from the pig
endometrium during the fetal peri-implantation period. Animal
Reproduction Science 2021, 226 (106694): 1-13.

DOI:10.1016/j.anireprosci.2021.106694
(IFt = 2,145; pkt.® = 140)

2. KozLowsKA W., DRZEWIECKA E.M., ZMIJEWSKA A., FRANCZAK A.
Electromagnetic field exposure alters in vitro estrogen
biosynthesis and its release by the porcine endometrium
in the peri-implantation period. Reproductive Biology 2022, 22
(100642): 1-9.
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DOI: doi.org/10.1016/j.repbio.2022.100642
(IF? = 2,376; pkt.2 = 100)

3.  KozLOwsKA W., DRZEWIECKA E.M., PAUKSZTO L., ZMIJEWSKA
A., WYDORSKI P.J., JASTRZEBSKI J.P., FRANCZAK A. Exposure
to the electromagnetic field alters the transcriptomic profile
in the porcine endometrium during the peri-implantation
period. Journal of Physiology and Pharmacology 2021, 72 (6):
1-15.

DOI: 10.26402/jpp.2021.6.04
(IFt = 2,750; pkt. = 100)

Razem:
Liczba punktéw MEIN: 340 punktéw
Sumaryczny IF: 7.271

1 — wskaznik Impact Factor czasopisma z 2021 roku.
2 — wskaznik Impact Factor czasopisma z 2022 roku.

3 — liczba punktow wg Komunikatu Ministra Edukacji i Nauki
w sprawie wykazu czasopism naukowych z dnia 21 grudnia 2021

roku.
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mgr inz. Wiktoria Koztowska — rozprawa doktorska # orsn® =

Rozdziat 2.

OSWIADCZENIA OKRESLAJACE INDYWIDUALNY WKLAD
W POWSTANIE PUBLIKACJI

2.1. Publikacja nr 1 (zatgcznik 1):

KozLowsKA W., DRZEWIECKA E.M., ZMIJEWSKA A., KOZIOROWSKA A., FRANCZAK A.
Effects of electromagnetic field (EMF) radiation on androgen synthesis and release
from the pig endometrium during the fetal peri-implantation period. Animal Reproduction
Science 2021, 226 (106694): 1-13.

Powstata w wyniku indywidualnego wktadu pracy wspétautorow:

mgr inz. Wiktoria Kozlowska — wspdludzial w opracowywaniu metodyki badan, pobleranie
materialu doswiadczalnego, wykonywanie analiz laboratoryjnych | analiza uzyskanych wynikéw,

przygotowanie grafik, wnicskowanie, ppracowanie wynkdw, przygotowanie publikagi do druku
% b6 frdla

(POdpis wipslaulors)
dr Ewa Monika Drzewiecka — wspodludzial w opracowaniu koncepc)l badan, wspéiudziat

w opracowywaniu metodyki badan, wspoludziat w pobéeraniu materiatu dodwiadczalnego,
wspotudzial w wykonywaniu analiz laboratoryjnych

Epa Dzerdectia

(POCpis wapbtautora)

dr Agata Zmi]ewska — wspéludzial w nadzorze merytorycznym | akceptaci| ostatecznej wersji

manuskryptu

dr hab. inz. Anna Koziorowska, prof. UR — nadzér merytoryczny nad systemem ekspozyci
na pole elektromagnetyczne

# Lonorgobo

prof, dr hab. inZ. Anita Franczak — opracowane kencepcji badan, pozyskanie $rodkdw na badania,
opracowywanie metodyki badand, nadzér merytoryczny nad wykonywanymi  analizami
1 opracowaniem wnioskdw, akceptaga ostatecznef wers)l manuskryptu, autor korespondencyjny

/14’“ m/\,g

(pocpis wspotautora )

Publikacja nr 1 jest zatgczona do niniejszego streszczenia rozprawy doktorskiej jako zatacznik 1.
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2.2. Publikacja nr 2 (zatgcznik 2):

KozLOWSKA W., DRZEWIECKA E.M., ZMIJEWSKA A., FRANCZAK A. Electromagnetic field
exposure alters in vitro estrogen biosynthesis and its release by the porcine endometrium
in the peri-implantation period. Reproductive Biology 2022, 22 (100642): 1-9.

Powstata w wyniku indywidualnego wktadu pracy wspétautorow:

mgr inz. Wiktoria Kozlowska — wspoludzial w opracowywaniu metodyki badah, pobseranie
materiatu doswiadczalnego. wykonywanie analiz Iaboratoryjnych i analiza uzyskanych wynikéw,

przygotowanie grafik, opracowani nikow owanie, przygotowanie publikacji do druku
[ o sbsCo—
{P8dps wspch

W)
dr Ewa Monika Drzewiecka — wspdludzial w opracowaniu koncepcji badan, wspdluczial

w opracowywaniu metodyki badan, wspdludzial w pobieraniu matenalu doSwiadczalnego
wspoéludzial w wykonywaniu anakz laboratoryjnych

3
(gfmz Daeesn' €y o

(podpis wipdlasiora)

dr Agata Zmijowska -~ wspbludziat w nadzorze merytorycznym i akceptacji ostateczne; wersj|

manuskryptu
Roala. %%u.u'wsko.

(podpis w a)

prof. dr hab. in. Anita Franczak - opracowanie koncepcji badan, pozyskanie srodkow na badania
opracowywanie metodyki badan, nadzér merytoryczny nad wykonywanymi  analizami
| opracowaniem wnioskow, akceptacja ostateczne] wersji manuskryptu, autor kerespondencyjny

/ /A v W;Q
(podpis wipolautora)

Publikacja nr 2 jest zatgczona do niniejszego streszczenia rozprawy doktorskiej jako zatacznik 2.
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2.3. Publikacja nr 3 (zatgcznik 3):

KozLowskA W., DRZEWIECKA E.M., PAUKSZTO L., ZMIJEWSKA A., WYDORSKI P.J.,
JASTRZEBSKI J.P., FRANCzZAK A. Exposure to the electromagnetic field alters
the transcriptomic profile in the porcine endometrium during the peri-implantation period.
Journal of Physiology and Pharmacology 2021, 72 (6): 1-15.

Powstata w wyniku indywidualnego wktadu pracy wspétautoréw:

mgr ink. Wiktoria Koziowska — wspdludziat w opracowywaniu medodyki badan, pobieranie
materiafu doswiadczalnego, wykonywanie analiz laboratonyjnych, udziat w przeprowadzaniu analiz
béoinformatyczmych i przygotowaniu grafik, opracowanie wynikdw, wnioskowsnie, przygotowanie

ostateczre) wersji publikac i :f' @—_@Z\
i

) I:DM. h“al'wﬂ:\ﬂ.;idﬂ'ﬁ.:l.

dr Ewa Monika Drzewiecka - wspddudzial w opracowaniu koncepcji badan, wspiudzial
wDpracowywaniu melodykl badan, wipdludziat w pabiaraniu materiaby doswiadczalnego

6;-&?2‘_“5?:&% A

(Bons wEPRIA)Y
dr bukasz Paukszto - wykonywarne bioinformatycznych analiz uzyskanych wynikdw, udzis
w przygotowaniu grafik 5 '
rlﬁ.q_nfr-g,[l!r_'r" ﬁ:é—f{
iD-Dﬂ:\;:.wsp-cl.:vmuy. o

dr Agata Zmijewska — wspdludzisl w nadzorze merytorycznym | akceptacl ostateczney wersji
manuskrypiu

mgr inZ. Pawel Jozef Wydorskl — wspdludzial w wykonywaniu analiz
-
[F ] L/?:.tf:u slin

ipodo s weptladiora)

dr Jan Pawel Jastrzebski — wspdiudzial w wykonywaniu bisinformatyeznych analiz uzyskanych
wynikw, udzial w przygotowaniu grafik

Szt

prof, dr hab, inZ. Anita Franczak - opracowanie konceps)| badan, pozyskanis srodkow na badania
cpracowywanis metodyki | badaf,  nadzér mendongczny nad  wykonywanymi o analizami,
opracowaniem wynikdw | wnioskdw, akceptacia ostateczne| wersjii manuskryplu,  autor

keraspondancyjny
. / - W\Q

s wEpGiauiora)

Publikacja nr 3 jest zatgczona do niniejszego streszczenia rozprawy doktorskiej jako zatacznik 3.
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Rozdziat 3
WPROWADZENIE

Rozwijajgca sie industrializacja wptywa na srodowisko,
przyczyniajgc sie do narazenia organizmow zywych na réznorodne
potencjalnie szkodliwe czynniki, w tym pole elektromagnetyczne
(BERNABO i in. 2010; GAJSEK i in. 2016; GYE i PARK 2012; MANSOURI
i in. 2020). W $rodowisku powszechnie wystepuje pole
elektromagnetyczne o ekstremalnie niskich czestotliwosciach
(PEM), przyjmujgcych wartosci od 0 do 300 Hz (GAJSEK i in. 2016;
MANSOURI i in. 2020). PEM o czestotliwosci od 50 do 120 Hz
generowane jest m.in. przez urzadzenia codziennego uzytku, takie
jak piyty indukcyjne, kuchenki mikrofalowe i przewody instalacji
elektrycznych (GAJSEK i in. 2016).

Udokumentowano, ze konsekwencje oddziatywania PEM
na organizmy zywe mogg by¢ roznorodne. Wyniki dotychczas
przeprowadzonych badan dostarczajg dowoddéw, ze ekspozycja
organizméw zywych na PEM moze m.in. wptywaé na przebieg
licznych proceséw fizjologicznych i zmieniaé aktywnos¢ komérek
immunokompetentnych, strukture DNA, tempo proliferacji komoérek,
wplywac na apoptoze i zywotnosci komérek oraz wywotywac stres
oksydacyjny (LOURENCINI DA SILVA i in. 2000; LOPEZ i in. 2019;
MAHAKI i in. 2020; ROBISON i in. 2002; SCHMITZ i in. 2004; SONG
i in. 2018 Toossl i in. 2018). Udokumentowano, ze PEM moze
oddziatywac takze na ukfad nerwowy i indukowac reakcje stresowe
(KLIMEK i ROGALSKA 2021). Uwzgledniajgc zmiany generowane
w organizmach zywych przez PEM, zostato ono zaklasyfikowane

jako potencjalny czynnik rakotworczy (grupa 2B, IARC Working

14
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Group on the Evaluation of Carcinogenic Risks to Humans 2013;
MANSOURI i in. 2020). Konsekwencje ekspozycji tkanek ukfadu
rozrodczego samic ssakow na PEM nie sg dobrze poznane,
a nieliczne dotychczasowe badania przeprowadzano gtéwnie

na matych zwierzetach laboratoryjnych.

U samic szczurdéw poddanych ekspozycji na PEM stwierdzono
wzrost poziomu estradiolu-178 (E>) iobnizenie poziomu testosteronu
(T) w surowicy (AYDIN i in. 2009; OZzGUNER i in. 2005).
Udokumentowano, ze u myszy liczba blastocyst w grupie samic
eksponowanych na PEM jest nizsza (RAJAEI i in. 2010), a osobniki
narazone na dziatanie PEM posiadajg obnizong liczbe potomstwa
w miocie (CAO i in. 2006). W zaleznosci od czestotliwosci i czasu
ekspozycji, PEM moze mie¢ wptyw na tempo rozwoju zarodkéw
i przebieg cigzy (GYE i PARK 2012; MANSOURI i in. 2020).
Dowiedziono takze, ze PEM przyczynia sie do powstawania
reaktywnych form tlenu (SANTINI i in. 2018). Wyniki badan
przeprowadzonych na réznych modelach badawczych wskazujg
na potenciat PEM do generowania zmian w procesach
zaangazowanych w funkcje rozrodcze (DRZEWIECKA i in. 2021b;
FRANCZAK i in. 2020; GYE i PARK 2012; KOZIOROWSKA i in. 2018;
MANSOURI i in. 2020).

W ramach rozprawy doktorskiej zbadano wptyw PEM
na aktywnos$¢ steroidogeniczng btony Sluzowej macicy sSwini
domowej w okresie okoto-implantacyjnym  oraz  profil
transkryptomiczny tej tkanki. Uwzgledniajgc niepodwazalng role
btony $luzowej macicy w regulacji funkcji rozrodczych samic

(FRANCZAK 2008; FRANCzAK | KoTwicA 2010, 2008; GEISERT
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i in. 1990; ZIECIK i in. 2006), szczegdlnie interesujgcym aspektem
jest wptyw PEM na odkryty w tej tkance przez FRANCzAK (2008)
oraz FRANCZzAK i KOTWICE, (2010; 2008) proces steroidogenezy.

U samic androgeny petnig funkcje substratéw stuzgcych
do syntezy estrogenéw (PAYNE i HALES 2004), ktére inicjujg rozrost
btony Sluzowej macicy wplywajgc na jej aktywnosc
oraz determinujgc wrazliwosc tej tkanki na inne hormony (ZIECIK
2002). Proces steroidogenezy w macicy zapewnia dodatkowe,
istotne zrédto hormondw steroidowych, wzbogacajgc Srodowisko
wewnagtrzmaciczne w te hormony (FRANCZAK 2008; FRANCZAK
i KoTwicAa 2010, 2008). W tkankach macicy udokumentowano
m.in. obecnos$¢ transkryptow: hydroksylazy/liazy cytochromu P450
(CYP17), aromatazy cytochromu P450 (CYP19), dehydrogenazy
38 hydroksysteroidowe;j (HSD3B) [ dehydrogenazy
178 hydroksysteroidowej (HSD17B) oraz produktow ich ekspres;ji
zaangazowanych w kolejne etapy steroidogenezy (FRANCzAK 2008;
FRANCZAK | KOTWICA 2010, 2008; WoJcIECHOWICZ i in. 2016, 2013).
W macicy $wini enzymy: hydroksylaza/liaza cytochromu P450
i dehydrogenaza 38 hydroksysteroidowa, ktérych synteza jest
kodowana odpowiednio przez CYP17A1 oraz HSD3B1,
sg niezbedne do zapewnienia prawidtowego przebiegu
steroidogenezy, w tym produkcji androgenow (FRANCZAK i in. 2020;
FRANCZzAK i KoTtwica 2010, 2008; SPENCER i in. 2004,
WoJcIEcHOWICZ i in. 2016, 2013). Btona Sluzowa macicy Swini jest
réwniez waznym zrodiem estrogendw i wykazuje ekspresje
aromatazy cytochromu P450 (FRANCZAK 2008; FRANCZAK i KOTWICA

2010, 2008) oraz dehydrogenazy 178 hydroksysteroidowej
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(WoJciecHowiICcz i in. 2016), ktorych synteza jest kodowana
odpowiednio przez CYP19A3 oraz HSD17B4. Wymienione enzymy
sg zaangazowane w konwersje androgendw do estrogendow
oraz estronu (E1) do estradiolu-178 (E>) i E2 do E1 (GRADDY i in. 2000;
PAYNE i HALES 2004).

Dotychczas udokumentowano wptyw PEM na tkanki macicy
swini domowej podczas fazy srodkowo-lutealnej cyklu rujowego
(KoziorROWSKA i in. 2018). Wykazano, ze w tym okresie PEM moze
indukowaé zmiany w aktywnos$ci steroidogenicznej btony Sluzowej
i miesniowej macicy, zaburzajgc synteze i sekrecje E», co moze
wptyng¢ na prawidlowy rozwdj ciatek zottych, a nastepne przebieg
luteolizy (KozIOROWSKA i in. 2018). Jednoczesnie dowiedziono,
ze funkcje ochronng, tj. przeciwdziatajgcg negatywnym skutkom
oddziatywania PEM na tkanki macicy, podczas fazy lutealnej cyklu
rujowego moze petni¢ progesteron (P,) (KOZIOROWSKA i in. 2018).

Odkrycie, ze P4, bedgcy m.in. substratem do syntezy
hormondéw steroidowych w macicy (FRANCZAK 2008; FRANCZAK
i KoTwicA 2010, 2008), moze by¢ czynnikiem chronigcym tkanki
przed negatywnymi skutkami oddziatywania PEM w okresie cyklu
rujowego jest bardzo interesujgce (KOzIOROWSKA i in. 2018).
Udokumentowano, ze 2-godzinna inkubacja w obecnosci Pa
skrawkow bfony Sluzowej i miesniowej macicy Swini domowe;j
w dniach 12 — 13 cyklu rujowego z PEM o czestotliwosci 120 Hz
nie skutkuje zmianami w poziomie ekspresji CYP19A3. Zmian
sekrecji E> nie stwierdzono rowniez po 4-godzinnej ekspozycji btony
miesniowej macicy na PEM (50 Hz) w obecnosci Pa

oraz po 2- i 4-godzinnej ekspozycji btony sluzowej macicy na PEM
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o czestotliwosci 50 i 120 Hz (KOzIOROWSKA i in. 2018). Rola P4
w bfonie Sluzowej macicy eksponowanej na PEM w okresie

wczesnej cigzy nie byta do tej pory badana.

Uwzgledniajgc  dotychczasowg wiedze dokumentujgca
negatywne skutki ekspozycji tkanek macicy na PEM obserwowane
u samic podczas cyklu rujowego, szczegolnie interesujgce jest
podjecie badah dotyczgcych konsekwencji oddziatywania PEM
u samic ciezarnych. Aspekt dotyczgcy narazenia na dziatanie PEM
dotyczy takze ludzi, jednakze ze wzgledow etycznych takie badania
nie mogty by¢ przeprowadzone na tkankach kobiet. Z tego powodu
wykorzystanie $Swini domowej jako modelu w badaniach
dotyczacych  molekularnych  mechanizméw zaangazowanych
w funkcjonowanie komérek i tkanek organizmu, w tym uktadu
rozrodczego, jest w peini uzasadnione (MORDHORST i PRATHER
2017).

Mozna przypuszczac, ze konsekwencje oddziatywania PEM
zaréwno na tkanki macicy, jak i na zarodki mogg mie¢ szczegdlnie
negatywne skutki u samic w okresie okoto-implantacyjnym.
Udokumentowano, ze straty zarodkdw w tym okresie mogg wynosic
ok. 30%, a okres ten warunkuje sukces cigzy (BAZER i in. 2015;
JARVIS 2017). W tym czasie prawidtowa aktywnos¢ btony $luzowe;j
macicy jest konieczna do niezaburzonej interakcji pomiedzy
zarodkiem a matkg (ZIECIK i in. 2006). Przyjmuje sie, ze interakcja
ta decyduje o powodzeniu implantacji oraz determinuje przebieg
i sukces cigzy (JARvIS 2017; ZIECIK i in. 2006). W okresie
okoto-implantacyjnym niezbedne jest zapobiezenie luteolizie

i utrzymanie funkcji ciatka Zzottego (CHRISTENSON i in. 1994),
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a procesy molekularne zwigzane m.in. z syntezg i sekrecjg
hormondw steroidowych w zarodkach i tkankach macicy determinujg
zdarzenia wystepujgce w czasie tego krytycznego okresu,
obejmujgcego u swin dni cigzy 15 — 16 (FRANCZAK 2008; FRANCZAK
i KoTwica 2010, 2008; GEISERT i in. 1982; ZIECIK i in. 2006).

Poznanie konsekwencji oddziatywania PEM na mechanizmy
warunkujgce prawidtowg aktywnos¢ btony $luzowej macicy
w okresie okoto-implantacyjnym jest bardzo wazne, zwtaszcza,
ze udokumentowany wptyw PEM na aktywno$¢ btony miesniowej
macicy swini obejmuje zmiany w jej profilu transkryptomicznym
I procesie steroidogenezy (DRzEWIECKA i in. 2021a, 2021b;
FRANCZAK i in. 2020). Dowiedziono istotny wptyw PEM na synteze
i sekrecje androgendw oraz estrogendw w btonie miesniowej macicy
(DRZEWIECKA i in. 2021b; FRANCzAK i in. 2020). Wykazano,
ze w miesnibwce macicy sekrecja As obniza sie istotnie
juz po krétkotrwatej (2-godzinnej) inkubacji tej tkanki bez dodatku P4
i w obecnosci PEM o czestotliwosci 50 i 120 Hz. Natomiast
w konsekwencji dluzszej (4-godzinnej, bez dodatku P.) ekspozycji
btony miesniowej macicy na PEM o czestotliwosci 50 Hz i 120 Hz
stwierdzono obnizong sekrecje, odpowiednio E; i Az (DRZEWIECKA
I in. 2021b; FRANCZAK i in. 2020). Udokumentowano takze wptyw
PEM na obnizenie sekrecji T, ale efekt ten byt widoczny wytgcznie
w przypadku skrawkow btony miesniowej macicy inkubowanych
przez 2 godziny w obecnosci P, i eksponowanych na PEM
o czestotliwosci 50 i 120 Hz (FRANCZAK i in. 2020). W miesniéwce
macicy stwierdzono rowniez obnizenie sekrecji E1 w konsekwenciji

4-godzinnej ekspozycji tkanki na PEM o czestotliwosci
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50 Hz, zaréwno w obecnosci, jak i przy braku P; (DRZEWIECKA
I in. 2021b). Skutki ekspozycji btony miesniowej macicy na PEM
roznig sie zatem w zaleznosSci od czestotliwosci PEM, czasu
ekspozycji i obecnosci lub braku Ps w medium inkubacyjnym
(DRZEWIECKA i in. 2021b; FRANCZAK i in. 2020).

Konsekwencje oddziatywania PEM na btone miesniowg
zaobserwowano takze w badaniach dotyczacych analiz profilu
transkryptomicznego tej tkanki. Dzigki sekwencjonowaniu nastepnej
generacji (NGS) udokumentowano istotny wptyw krotkotrwatej
(2-godzinnej) ekspozycji miesniéwki macicy na PEM o czestotliwosci
50 Hz. Analiza wykazata zmiany poziomu ekspresji genow (DEGs,
ang. differently expressed genes) pod wptywem PEM. Geny
te sg zaangazowane m.in. w szlak sygnatowy czynnika martwicy
nowotworow (TNF), regulacje sygnalizacji interferonu-a (IFNA)
i sygnalizacje interferonu-a/8 (DRzZEWIECKA i in. 2021a).
Stwierdzono, ze PEM wptywajgc na profil transkryptomiczny btony
miesniowej macicy swin w okresie okofo-implantacyjnym zmienia
poziom ekspresji gendw zaangazowanych m.in. w regulacje
odpowiedzi immunologicznej, mechanizmy syntezy i sekrecji
estrogendw, proces angiogenezy i potencjat proliferacyjny tej tkanki
(DRZEWIECKA i in. 2021a).

Z uwagi na nasze codzienne czynnosci wymagajgce ciggtej
obecnosci urzadzen elektrycznych nie jesteSmy w stanie catkowicie
wyeliminowaé PEM z otaczajgcego srodowiska. Istotne jest,
aby mie¢ swiadomosc¢ potencjalnego zagrozenia, jakie moze nie$é
za sobg ekspozycja organizmow zywych na PEM, zwlaszcza jesl

dotyczy okresu waznego dla sukcesu rozrodczego. Dodatkowo, jest
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to kluczowe w poszukiwaniu metod i mozliwosci ograniczania
konsekwencji oddziatywania PEM na organizmy Zzywe. Biorgc
pod uwage dotychczasowe rezultaty i wyniki badan,
w prezentowanej pracy zbadano wpltyw PEM na synteze
oraz sekrecje androgenow i estrogendw w bionie sluzowej macicy
swini oraz profil transkryptomiczny tej tkanki w okresie

okoto-implantacyjnym.

Rozdziat 4.
HIPOTEZA, CELE | ZADANIA BADAWCZE
4.1. Hipoteza

Pole elektromagnetyczne o ekstremalnie niskiej czestotliwosci
wplywa na synteze oraz sekrecje androgendw i estrogenéw w btonie
Sluzowej macicy $wini domowej (Sus scrofa domestica L.) w okresie
okoto-implantacyjnym oraz zmienia profil transkryptomiczny
tej tkanki.

4.2. Cele

1.  Okreslenie wptywu pola elektromagnetycznego o ekstremalnie
niskiej czestotliwosci (PEM) na ekspresje mRNA CYP17A1,
HSD3B1, CYP19A3 i HSD17B4 w btonie sluzowej macicy
(Real-Time PCR).

2. Okreslenie wptywu PEM na koncentracje hydroksylazy/liazy
cytochromu P450 (cytochrom P450cl17), dehydrogenazy
36 hydroksysteroidowej (3BHSD), aromatazy cytochromu
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P450 (aromataza) i dehydrogenazy 176 hydroksysteroidowe;j
(17BHSD) w btonie sluzowej macicy (Western Blot).
Okreslenie wptywu PEM na sekrecje in vitro androstendionu
(A4) testosteronu (T), estronu (E.) i estradiolu-17 (E2) w btonie
Sluzowej macicy (metoda radioimmunologiczna, RIA).
Poznanie wptywu PEM na zmiany profilu transkryptomicznego
btony sluzowej macicy (analiza sekwencjonowania nastepnej

generacji, NGS).

4.3. Zadania badawcze

Analiza wptywu PEM o czestotliwosci 50 i 120 Hz podczas
2- i 4-godzinnej inkubacji in vitro na ekspresjec mRNA
CYP17A1, HSD3A1, CYP19A3 i HSD17B4 w btonie Sluzowe;j
macicy w obecnosci lub przy braku Pa:

a. izolacja RNA,

b.  one-step Real-Time PCR,

C. analiza statystyczna wynikow.

Analiza wptywu PEM o czestotliwosci 50 i 120 Hz podczas
2- | 4-godzinnej ekspozycji in vitro na koncentracje
hydroksylazy/liazy cytochromu P450 (cytochrom P450c¢17),
dehydrogenazy 38 hydroksysteroidowej (3BHSD), aromatazy
cytochromu P450 (aromataza) [ dehydrogenazy
178 hydroksysteroidowej (178HSD) w btonie sluzowej macicy
w obecnosci lub przy braku Pa:

a. izolacja biatka,

b. analiza Western Blot,

C. analiza statystyczna wynikéw.

22




,Konsekwencje oddziatywania pola elektromagnetycznego o ekstremalnie niskiej
czestotliwo$ci na steroidogeneze i profil transkryptomiczny btony $luzowej macicy”

mgr inz. Wiktoria Koztowska — rozprawa doktorska

3.  Zbadanie wptywu PEM o czestotliwosci 50 i 120 Hz podczas
2- i 4-godzinnej inkubacji in vitro na sekrecje androstendionu
(As), testosteronu (T), estronu (E1) i estradiolu-178 (E2) przez
btone Sluzowg macicy swin w obecnosci lub przy braku Pa:

a.  okresinie stezenia A4, T, E1 i E2w medium inkubacyjnym
metoda radioimmunologiczng (RIA),
b. analiza statystyczna wynikow.

4.  Zbadanie wplywu PEM o czestotliwosci 50 Hz, podczas
2-godzinnej ekspozyciji, na Zmiany profilu
transkryptomicznego btony sluzowej macicy:

a. izolacja RNA,
b. analiza transkryptomu z uzyciem metody
sekwencjonowania nastepnej generacji (NGS),

C. bioinformatyczna analiza danych.

Rozdziat 5.
MATERIALY | METODY
5.1. I1zolacja skrawkow btony Sluzowej macicy

Badania przeprowadzono na pieciu $winiach (n =5, Sus scrofa
domestica L., Polska Biata Zwistoucha x Wielka Biata Polska,
0 masie ciala od 95 do 110 kg), ktére kojarzono naturalnie
w pierwszym i w drugim dniu nastepujgcym po pierwszych objawach
rui. Ubdj zwierzat odbywat sie w 15 dniu po drugim kryciu (zwierzeta
wykorzystane do badan byty zatem w 15 — 16 dniu cigzy),
pod nadzorem lekarza weterynarii w lokalnej ubojni (Rozdroze,
Polska) oraz zgodnie z przyjetymi wytycznymi humanitarnego uboju

zwierzat i zasadami etyki. Wszystkie eksperymenty dotyczyly tkanek
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zwierzecych zebranych w trakcie uboju gospodarskiego. Po uboju
izolowano macice i umieszczano je w zimnym roztworze sterylnej
soli fizjologicznej buforowanej fosforanami (PBS, pH = 7,4)
z dodatkiem 3% roztworu antybiotyczno-antymykotycznego (Sigma
Aldrich, USA) i przewieziono do laboratorium Katedry Anatomii
i Fizjologii Zwierzat, Wydziatu Biologii i Biotechnologii, Uniwersytetu
Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie. Nastepnie macice ptukano
w sterylnym roztworze PBS (20 mL). Rogi macicy przecinano wzdtuz
powierzchni mezometrium, a skrawki btony $luzowej macicy
(od 95 do 105 mg) izolowano ze srodkowej czesci kazdego z rogow
macicy wg procedury opisanej przez FRANCZAK i in. (2010).
Wyizolowane skrawki przemywano w roztworze PBS i przeznaczono

do inkubaciji in vitro.

5.2. Inkubacja in vitro i opis systemu ekspozycji na pole

elektromagnetyczne o ekstremalnie niskiej czestotliwosci (PEM)

Pojedyncze skrawki btony Sluzowej macicy (grubosé
od dwéch do trzech mm, masa od 95 do 105 mg kazdy)
umieszczono pojedynczo w 24-dotkowej ptytce hodowlanej
z dodatkiem medium hodowlanego (1 mL M199, Sigma Aldrich,
USA; 0,1% albuminy surowicy bydlecej [BSA], Carl Roth GmBH
+ Co KG, Niemcy; 1% roztworu antybiotyczno-antymykotycznego).
Skrawki wstepnie inkubowano w fazni wodnej przez 2 godziny
(B87°C, 95% O, i 5% CO,). Po inkubacji wstepnej, medium
wymieniono na nowe o tym samym sktadzie. Nastepnie, skrawki
inkubowano in vitro przez 2 i 4 godziny (37°C, 95% O i 5% CO.,)
w obecnosci PEM. PEM byto generowane przez urzgdzenie Astar

(Magneris, Astar, Polska). Protokdt ekspozycji na PEM opracowano
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w oparciu 0 specyfikacje techniczne producenta
(https://www/astar.pl/produkty/magneris). W badaniu zastosowano
PEM o czestotliwosci 50 i 120 Hz oraz indukcji magnetycznej 8 mT.
Skrawki kontrolne nie byty eksponowane na PEM. Wybrane skrawki
inkubowano dodatkowo w obecnosci progesteronu (Ps, 107°M,
Serva, Niemcy) wg FRANCzAK i KoTwicy (2010, 2008) oraz
KOZIOROWSKIEJ i in. (2018). Czestotliwos¢ wynoszacg 50 Hz
wybrano ze wzgledu na powszechng obecnos¢ PEM o tej wartosci
w otaczajgcym $rodowisku (GAJSEK i in. 2016). Natomiast PEM
o czestotliwosci 120 Hz wykazuje udokumentowany efekt
terapeutyczny, co przyczynia sie do stosowania tej czestotliwosci
m.in. w celach medycznych (GAJSEK i in. 2016; GRANDOLFO 1994).
Zaréwno skrawki kontrolne (nieeksponowane na PEM), jak i skrawki
eksponowane na PEM, inkubowano w oddzielnych tazniach
wodnych, aby zapobiec ewentualnemu (wzajemnemu) odziatywaniu
PEM. Podczas inkubacji stale monitorowano temperature,
aby wykluczy¢ ewentualne wahania wywotane dodatkowym efektem
termicznym generowanym przez urzgdzenie. Po zakonczeniu
inkubacji skrawki btony sSluzowej macicy utrwalono mrozeniowo
w ciektym azocie (—-196°C) i przechowywano (-80°C) do czasu
analiz ekspresji mMRNA (Real Time PCR, NGS) i koncentracji biatka
(Western Blot). Media inkubacyjne zbierano i przechowywano
w temperaturze —20°C w celu pdzniejszego oznaczenia stezen

hormondw steroidowych (metoda radioimmunologiczna, RIA).

5.3. Okreslenie ekspresji mRNA CYP17Al1, HSD3B1,
CYP19A3 i HSD17B4 (publikacja nr 1 i nr 2)
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Ekspresje  mRNA analizowano zgodnie ze standardami
metody (BUSTIN i in. 2009). Z fragmentow skrawkow sluzéwki macicy
nieeksponowanej i eksponowanej na PEM izolowano catkowite RNA
przy uzyciu 600 uL TRI-Reagent (Sigma Aldrich, USA), postepujac
zgodnie ze standardowym protokotem producenta. Skrawki
homogenizowano na lodzie z TRI-Reagent, a nastepnie prébki
inkubowano przez 15 minut i dodawano 150 uL chloroformu (POCH,
Polska), nastepnie ponownie inkubowano (pie¢ minut, 4°C). Prébki
odwirowano (12 000 x g, 10 minut, 4°C), a supernatant przenoszono
do 350 pL izopropanolu (Sigma Aldrich, Niemcy), uprzednio
schtodzonego w —20°C. Prébki doktadnie mieszano i inkubowano
(15 minut, 4°C), a nastepnie odwirowano (12 000 x g, 10 minut, 4°C)
i oczyszczano przy uzyciu 75% etanolu, uprzednio schtodzonego
w 4°C. W 30 pL wody pozbawionej RNaz zawieszano RNA
i analizowano je spektrofotometrycznie (Tecan, Szwajcaria) w celu
oznaczenia koncentracji oraz gestosci optycznej préb
(OD, ang. optical density, A260/A280) aby upewni¢ sig, ze dalszym
analizom poddano prébki RNA o dobrej jakosci (OD 1,8 — 2,0).
Prébki RNA przechowywano w temperaturze —80°C.

Prébki RNA (4 pg/uL) amplifikowano za pomocg zestawu
TagMan®RNA-to-CT™ 1-Step Kit (Applied Biosystems, USA)
przy uzyciu sond TagMan (Applied Biosystems, USA) wymienionych
w Tabeli nr 1 i aparatu AriaMX (Agilent Technologies, USA).
Parametry amplifikaciji:

1.  jeden cykl w temperaturze 48°C przez 15 minut,

2. jeden cykl w temperaturze 95°C przez 10 minut,
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3.

40 cykli w temperaturze 95°C przez 15 sekund

oraz w temperaturze 60°C przez jedng minute.

Jako geny referencyjne wykorzystano gen Baktyny (ACTB)

i dehydrogenazy 3-fosforanu aldehydu glicerynowego (GAPDH).

Ekspresje

mRNA obliczano metoda AACt (LIvak

i SCHMITTGEN 2001).

5.4.

Tabela 1. Sondy Tag Man uzyte w badaniach.

Sonda Tag Man Numer katalogowy
CYP17A1 Ss03394942 g1
HSD3B1 Ss03391752_m1
CYP19A3 Ss03384905_uH
HSD17B4 Ss03394673_m1l

EGR2 Ss03388929_m1
HSD17B2 Ss04245816_m1l
ID2 Ss03379795_ul
IFNGR1 Ss04246620_m1
ILIRAP Ss06918537_m1l
MRAP2 Ss06896222_m1l
NOS3 Ss03383840_ul
PTGER4 Hs00168761_m1l
SERPINE1 Ss03392656_ul
VDR Ss03385197 ul
GAPDH Ss03374854 g1
ACTB Ss03376081_ul

Oznaczanie koncentracji biatka hydroksylazy/liazy
cytochromu P450 (cytochrom P450c17), dehydrogenazy
38 hydroksysteroidowe;j (3BHSD), aromatazy
cytochromu P450 (aromataza) i dehydrogenazy
178  hydroksysteroidowej (17BHSD) (publikacja
nrlinr?2)
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Skrawki btony sluzowej macicy (ok. 30 mg) homogenizowano
w buforze litycznym (bufor lityczny zawierat 500 pyL bazy [Tris-HCI
0,16 g; EDTA 0,15 g; NaCl 0,29 g; pirofosforan sodu 1,34 g; fluorek
sodu 0,21 g; azydek sodu 0,02 g]; 5 pL ortowanadanu sodu;
2,5 uL  fluorku fenylometylosulfonylu [200 mM  roztwor
w izopropanolu]; 5 pL Tritonu X 100; 0,5 uL inhibitorow proteaz).
Homogenaty inkubowano na lodzie przez 30 minut, a nastepnie
supernatant odwirowano (10 621 x g, trzy x 10 minut) w celu
oczyszczenia biatka. Wyizolowane biatko (15 ug) potaczono
z buforem obcigzajagcym (8 uL), zawierajgcym Laemmli (0,5 M
Tris-HCIl o pH = 6,8; SDS 20%; glicerol i btekit bromofenolowy)
i 1 M ditiotreitol. Probki denaturowano w temperaturze 99°C
przez trzy minuty i nastepnie poddano rozdziatowi
elektroforetycznemu  SDS-PAGE  (PowerEase  90W, Life
Technologies, USA). Nastepnie przeprowadzono transfer pétsuchy
(state napiecie 25 V, 2,4 mA, 12 minut; Pierce Power Blot Cassette,
Thermo Scientific, USA), ktory pozwolit na zwigzanie rozdzielonych
biatek z membrang nitrocelulozowg (0,45 ym, Whatman, USA).
Membrany inkubowano w buforze blokujgcym TBS-T (10 mM Tris,
150 mM NaCl i 0,1% Tween 20), zawierajgcym 1% albuminy
surowicy bydlecej V (BSA, Carl Roth GmbH + Co KG, Niemcy)
przez 2 godziny w 4°C (biatka badane) lub zawierajagcym 5% BSA
przez 2 godziny w temperaturze pokojowej (Baktyna, jako biatko
referencyjne). Nastepnie, membrany ptukano w roztworze TBS-T
i inkubowano przez noc w 4°C z odpowiednimi przeciwciatami
pierwszorzedowymi (Tabela nr 2). Po inkubacji membrany

ponownie ptukano w roztworze TBS-T, a nastepnie inkubowano
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z przeciwciatami drugorzedowymi sprzezonymi z fosfatazg
alkaliczng tj. przeciwciata kozie, anty-krolicze (Tabela nr 2)
rozcienczone w buforze TBS-T. Inkubacja z przeciwciatami
drugorzedowymi trwata odpowiednio 1,5 godziny w temperaturze
pokojowej (biatka badane) lub 2 godziny w 4°C (Baktyna).
Nastepnie, membrany ptukano trzykrotnie przez pie¢ minut buforem
TBS-T. Badane biatka wizualizowano (w ciemnosci) za pomoca
roztworu barwigcego (0,1 M Tris-HCI; 0,1 M NaCl i 0,05 M MgCl.),
zawierajgcego 2% roztwoér substratow NBT/BCIP (chlorek btekitu
nitrotetrazolowego /fosforan 5-bromo-4-chloro-3-indolilu) przez
30 sekund (Baktyna), 60 sekund (cytochrom P450c17 i 178HSD)
lub 90 sekund (3BHSD i aromataza). Reakcje zatrzymano w wodzie
z dodatkiem 0,4% EDTA (0,5 M kwas etylenodiaminotetraoctowy).
Gestos¢ optyczng zidentyfikowanych biatek obliczano przy uzyciu

oprogramowania ImageJ.

Tabela 2. Przeciwciata pierwszo— i drugorzedowe uzyte do analiz.

Przeciwciala Numer . . .
. Pochodzenie Rozcienczenie
pierwszorzedowe katalogowy
Cytochrom orb213833 (Biorbyt, - .
P450c17 Wielka Brytania) Krolik 1:250
SAB4503201
3BHSD (Sigma Aldrich, Krolik 1:250
Niemcy)
A7981 (Sigma
Aldrich, . .
Aromataza Stany Krolik 1:250
Zjednoczone)
orb137855 (Biorbyt, - .
17BHSD Wielka Brytania) Krélik 1:250
A2066 (Sigma
Baktyna Aldrich, Stany Krolik 1:200
Zjednoczone)
Przeciwciata Numer Pochodzenie Rozcienczenie
drugorzedowe katalogowy
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sc-2057 (Santa
Cruz
1gG Biotechnology, Koza 1:2000
Stany
Zjednoczone)

5.5. Oznaczanie stezenia androstendionu (A.), testosteronu
(T), estronu (Ei) i estradiolu-178 (Ez) w medium
inkubacyjnym (publikacja nr 1 i nr 2)

Stezenie androgendw i estrogendw oznaczono metoda
radioimmunologiczng (CIERESZKO 1999; SZAFRANSKA i in. 2002).
Wydajnos¢ ekstrakcji wynosita odpowiednio 84% dla As i 92%
dla T oraz 89% dla Ei1 i 87% dla E,. Czuto$¢ testu ustalono
na 1 pg zarowno dla A4 i T, oraz E; i E2. Wspétczynniki zmiennosci
wewnatrz- i miedzyseryjnej wynosity odpowiednio 3,1% i 3,4%
dla As, 3,9% i 8,4% dla T, 3,8% i 51% dla E:1 oraz 3,8%
i 16,3% dla Ea.

5.6. Analiza statystyczna wynikéw (publikacja nr 1 i nr 2)

Wyniki przedstawiono jako $rednie + btgd standardowy
Sredniej. Do analizy ekspresji mRNA wykorzystywano wartosci
2-%4Ct genéw badanych, obliczone z uzyciem metody AACT.
Normalizacje danych wykonano w oparciu o srednig geometryczng
wartoséci Ct gendw referencyjnych. W analizie koncentracji biatek
okreslano $rednig gestos¢ optyczng zidentyfikowanych biatek
znormalizowang do gestosci optycznej Baktyny. W analizie stezen
hormondéw, kazdg wartos¢ przed analizg statystyczng poddano
transformacji logarytmicznej. Analize statystyczng okreslajgca
wplyw PEM na ekspresje mRNA, koncentracje biatek, a takze

sekrecje hormonéw przeprowadzano indywidualnie. Efekty gtéwne
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okreslano za pomocg wieloczynnikowej analizy wariancji (ANOVA),
w ktérej parametrami byty: obecnosé PEM, czas ekspozycji na PEM
i obecno$¢ P4 w medium inkubacyjnym. Przeprowadzono réwniez
analize, podczas ktorej wyniki uzyskane po 2 i 4 godzinach inkubaciji
analizowano oddzielnie za pomocg dwuczynnikowej analizy
wariancji (ANOVA) i testu najmniejszych istotnych réznic (NIR)
Fishera. Wyniki uznawano za istotne statystycznie przy p < 0,05.
5.7. lzolacja RNA do analizy sekwencjonowania nastepne;j

generacji (NGS) (publikacja nr 3)

Catkowite RNA uzyskano ze skrawkéw btony sluzowej macicy
nieeksponowanych i eksponowanych na PEM (50 Hz, 2 godziny)
zgodnie z protokotem tgczonym obejmujgcym TRI-Reagent (Sigma
Aldrich, USA) i zestaw RNeasy Mini Kit (Qiagen, USA). Skrawki
btony $luzowej macicy (n = 3, ok. 20 mg/l n) dokfadnie
zhomogenizowano na lodzie w probéwkach typu Eppendorf,
zawierajgcych TRI-Reagent (500  pL). Homogenizacje
przeprowadzono za pomocg homogenizatora TissueRuptor
(Qiagen, USA) przez ok. dwie sekundy. Nastepnie, préobki
inkubowano na lodzie (30 minut) i mieszano po kazdych 10 minutach
inkubaciji. Kolejno, do kazdej prébki dodawano zimny chloroform
(150 wL), mieszano przez pipetowanie, inkubowano przez trzy
minuty i odwirowywano (8 000 x g, osiem minut, 4°C). Gérng faze
przenoszono do innej probéwki zawierajgcej 200 uL 70% etanolu
schtodzonego do -20°C, po czym probe mieszano przez
pipetowanie. Prébki przenoszono na kolumne RNeasy Mini (Qiagen,
USA) i po jednej minucie inkubacji odwirowywano (8 000 x g,

15 sekund, temperatura pokojowa). Nastepnie, postepowano
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zgodnie z protokotem producenta (Qiagen, USA). Przy uzyciu 80 uL
wody traktowanej odczynnikiem DEPC eluowano RNA i mierzono
spektrofotometrycznie w celu wstepnego oznaczenia jego czystosci
(OD: A260/A280) i ilosci otrzymanego RNA. W dalszych analizach
zastosowano probki RNA o OD 1,8 do 2,0 i stezeniu > 500 ug/uL.
Prébki otrzymanego RNA zamrozono w temperaturze —-80°C
i przygotowano do pomiaréw integralnosci RNA (stosunek RIN:
28 S/18S) przy uzyciu urzadzenia Agilent 2100 Bioanalyzer
z zestawem RNA 6000 Nano LabChip (Agilent Technologies, USA).
Do dalszych analiz (NGS, Macrogen, Korea Potudniowa oraz
przysztej walidacji wynikéw) wybrano prébki o RIN = 7,5
Ostatecznie do analiz NGS wybrano trzy prébki kontrolne
i trzy probki eksperymentalne o najwyzszym RIN (trzy probki grupy
kontrolnej — ktére nie byly traktowane PEM i trzy prébki grupy
badawczej — ktére byly eksponowane na PEM o czestotliwosci

50 Hz). Prébki zostaty rowniez wykorzystane do procedury walidaciji.

5.8. Budowa i sekwencjonowanie bibliotek cDNA

— analiza NGS (publikacja nr 3)

Konstrukcja i sekwencjonowanie bibliotek cDNA zostata
wykonana przez Macrogen (Korea Potudniowa) w systemie lllumina
NovaSeq 6000 (lllumina, USA). Do skonstruowania bibliotek TruSeq
MRNA oraz w celu dalszego sekwencjonowania za pomocg
platformy NovaSeq 6000, z konfiguracjg dtugosci odczytu 2 x 150
bp i przepustowoscig 40 M odczytéow na probke, uzyto probek RNA
o nastepujgcej jakosci: RIN =2 7,5; wspoétczynnik rRNA = 1,0; stezenie
> 20 ng/uL; zawartos¢ catkowita > 1 ug; objeto$¢ catkowita > 50 pL.

~Surowe dane” otrzymane w wyniku analizy NGS zdeponowano
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w Europejskim Archiwum Nukleotydéw (ENA) pod nr PRJEB50034,
a nastepnie wykorzystano do profilowania transkryptomu i analizy
ekspresji genow.

5.9.  Okreslenie profilu transkryptomicznego

i bioinformatyczna analiza danych (publikacja nr 3)

W celu okreslenia zmian profilu transkryptomicznego btony
Sluzowej macicy pod wptywem PEM, otrzymane dane
NGS wykorzystano do przeprowadzenia réznicowania i profilowania
ekspresji gendéw. Sekwencje o sparowanych koncach zostaty
zapisane w formacie FASTQ i oceniane za pomocg programowania
FASTQC (ANDREWS 2010). Analize jakosci surowych danych RNA-
seq przeprowadzono w oprogramowaniu Trimmomatic (BOLGER
i in. 2014), w wyniku ktorej usunieto odczyty niskiej jakosci.
Po procesie filtracji, odczyty o sparowanych koncach zostaty
dopasowane do genomu referencyjnego $wini wykorzystujgc baze
ENSEMBL (Sus_scrofa.Sscrofall.1.98) oraz narzedzia STAR
(DoBIN i in. 2013) i StringTie (PERTEA i in. 2015). Warto$ci uzyskane
w procedurze mapowania zostaty przypisane do regionow
aktywnych transkrypcyjnie (TAR). Uzyskane regiony zostaty
podzielone ze wzgledu na obecnosé transkryptéw regulatorowych
oraz gendw kodujgcych biatka. W dalszym etapie, z uzyciem
oprogramowania statystycznego: edgeR (ROBISON i in. 2002)
i DESeg2 (LovE i in. 2014), oceniano zrdznicowang ekspresje
gendw. W wyniku analizy obiema powyzszymi metodami, TARy
0 zroznicowanej ekspresji (DE-TARs, ang. differentially expressed
transcribed active regions) spetniaty istotnos¢ statystyczng

obu testow przy skorygowanej wartosci p < 0,05 i wartosci
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bezwzglednej zlogarytmowanej zmiany krotnosci ekspres;ji
pomiedzy poréwnywanymi grupami eksperymentalnymi
—abs(log2FC) > 1. DE-TARs =zostaly podzielone na: geny
0 zroznicowanej ekspresji (DEGs, ang. differently expressed genes)
i transkrypty niekodujgce o zréznicowanej ekspresji (DE-ncRNAsS,
ang. differentially expressed non-coding RNAs). Nastepnie DEGs
zostaty zaklasyfikowane do ontologii genéw (GO) oraz szlakéw
biologicznych z wykorzystaniem bazy KEGG (Kyoto Encyclopedia
of Gens and Genomes; KANEHISA 2019; KANEHISA i in. 2021,
KANEHISA i GOTO 2000) w oprogramowaniu gProfiler (REIMAND
i in. 2016). Ontologiczna klasyfikacjia byla wykonana
przy skorygowanej wartosci p < 0,05. Ostateczne sklasyfikowanie
DEGs zostato zwizualizowane na wykresach MA, Volcano i Circos
z wykorzystaniem pakietow gplots oraz circlize,

zaimplementowanych w $rodowisku R — Rycina 1, publikacja nr 3.

Zidentyfikowane DE-ncRNA zostaty podzielone na dtugie
niekodujgce RNA o zréznicowanej ekspresji (DE-INnCRNA,
ang. differentially expressed long noncoding RNASs) i inne
niesklasyfikowane niekodujgce RNA o zréznicowanej ekspresiji
(DE-ncRNA). Sposrod DE-IncRNA w oparciu o dane z bazy
ENSEMBL IncRNA, odkryto transkrypty (dtugos¢ > 200 pz),
0 wieloegzonowej strukturze i o braku potencjatu do kodowania
biatek. Potencjat kodowania zostat przetestowany przez trzy
algorytmy: CPAT (WANG i in. 2013), PLEK (LI i in. 2014) oraz CPC2
(KANG i in. 2017) z domy$inymi parametrami. Analiza korelacji
pomiedzy ekspresja DE-IncRNA i DEGs byta przeprowadzona

w srodowisku R przy uzyciu wlasnych skryptéw. Korelacja zostata
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ustalona na podstawie obliczonych wartosci wskaznika Pearsona,
wspoétczynnika korelacji dla profili ekspresji (dodatnia korelacja
r > 0,9 lub korelacja ujemna r < -0,9).

5.10. Przewidywane miejsca edycji RNA (publikacja nr 3)

Analiza polimorfizmu pojedynczych nukleotydow (SNV,
ang. single nucleotide variant) byta wykonywana za pomoca
skryptéw rMATS-DVR (WANG i in. 2017). Obliczenie czestosci alleli
referencyjnych i alternatywnych (AAF) dla zidentyfikowanych SNV
zostato wykonane za pomocg narzedzia Picard (Broad Institute,
Picard; http://broadinstitute.github.io/picard, dostep 19 wrzesnia
2018) oraz Genome Analysis Tool Kit (GATK; MCKENNA i in. 2010).
Otrzymane wartosci SNV  zostaly odfitrowane zgodnie
ze standardowymi parametrami GATK. Zastosowany algorytm
rMATS-DVR wyznaczat roznice w AAF, w obrebie przefiltrowanych
miejsc nukleotydowych pomiedzy prébkami poddanymi dziataniu
PEM i prébkami kontrolnymi. Korzystajgc z bazy danych ENSEMBL
polimorfizmy pojedynczego nukleotydu (SNPs, ang. single
nucleotide polymorphisms) zostaty wskazane wsrod
przefiltrowanych miejsc allelicznych. Wysokiej jakosci SNV,
charakteryzujgce sie alternatywnym  wystepowaniem alleli
w co najmniej potowie odczytdw, wykorzystano w dalszej analizie.
SNV  zlokalizowane w  poblizu  miejsc  wystepowania
dwukierunkowych gendw i pseudogendw zostaty usuniete z analizy
przewidywanych miejsc edycji RNA. Zmiany AAF (AAAF > 0,1; FDR
< 0,001) pomiedzy prébkami eksponowanymi na dziatanie PEM,
a prébkami kontrolnymi oceniano pod kgtem substytucji RNA.

Wspotczynnik nierdwnowagi allelicznej okreslono testem zgodnosci
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chi-kwadrat w programie R, natomiast prébki do edycji zostaty
opatrzone adnotacjami na podstawie narzedzia Variant Effect
Predictor (VEP) (MCLAREN i in. 2016) i wykreslone w Circos
(KRzYWINSKI i in. 2009).

5.11. Procedura przeprowadzenia walidacji (publikacja
nr 3)

W celu potwierdzenia wynikbw uzyskanych w oparciu
0 analize NGS przeprowadzono procedure walidacji. W tym celu
zbadano poziom ekspresji mMRNA (Real-Time PCR) 10 wybranych
DEGs w btonie sluzowej macicy eksponowanej in vitro na PEM
i poréwnano do préb kontrolnych (brak ekspozycji ha PEM).
Do walidacji rezultatéw analizy NGS wybrano geny o zmienionej
ekspresji — na podstawie ich wartosci FC oraz ze wzgledu
na GO, do ktérych nalezaty. Wybrano nastepujgce DEGs: EGR2
(ang. early growth response 2), HSD17B2 (ang. hydroxysteroid
178 dehydrogenase 2), ID2 (ang. inhibitor of DNA binding 2),
IFNGR1 (ang. interleukin 1 receptor accessory protein), ILLRAP
(ang. interferon-gamma receptor 1), MRAP2 (ang. melanocortin
2 receptor accessory protein 2), NOS3 (ang. nitric oxide synthase 3),
PTGER4 (ang. prostaglandin E receptor 4), SERPINE1 (ang. serpin
family E member 1) oraz VDR (ang. vitamin D receptor).
Do amplifikacji wykorzystano zestaw TagMan™ RNA-to-CT™
1-Step Kit oraz specyficzne sondy TagMan™ (Thermofisher
Scientific, USA). Wykaz uzytych w procedurze walidacji
specyficznych sond TagMan™  przedstawiono w Tabeli nr 1.
Amplifikacje przeprowadzono w aparacie AriaMX (Agilent

Technologies, USA) zgodnie z protokotem producenta. Analiza
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opierata sie na ogolnych wytycznych dotyczgcych analizy zmian
ekspresji gendéw (BUSTIN i in. 2009). Wzgledng ekspresje mRNA
obliczano metodg AACt (LIVAK i SCHMITTGEN 2001), a statystycznie
istotne roznice (p < 0,05) oceniono testem T w programie Statistica
(StatSoft Inc., USA).

Rozdziat 6.
WYNIKI

6.1. Wptyw PEM na ekspresje mRNA CYP17Al1, HSD3B1,
CYP19A3 i HSD17B4 w bitonie Sluzowej macicy
(publikacja nr 1inr 2)

6.1.1. Wptyw PEM na ekspresjc mRNA CYP17A1

i HSD3B1 w btonie $luzowej macicy

W Tabeli 3A (publikacja nr 1) przedstawiono warto$ci efektéw
gtdbwnych oraz interakcje pomiedzy badanymi parametrami
(obecnos¢ PEM, czas ekspozycji na PEM oraz obecnosc
progesteronu [P4]) okreslajgce wptyw PEM na poziom ekspresji
MRNA CYP17A1 i HSD3B1. Stwierdzono, ze poziom ekspresji
MRNA CYP17AL1 byt zalezny od: a) obecnosci PEM (p = 0,000021);
b) czasu ekspozycji na PEM (p = 0,034654); c) interakcji pomiedzy
PEM i czasem ekspozycji (p = 0,042938) d) interakcji pomiedzy PEM
I P4 (p = 0,000326) oraz e) interakcji pomiedzy czasem ekspozyciji
na PEM i P4 (p = 0,000028). Poziom ekspresji mRNA HSD3B1
byt zalezny od: a) obecnosci PEM (p = 0,032721); b) czasu
ekspozycji na PEM (p = 0,009263); c) interakcji pomiedzy PEM i P.
(p = 0,000001) oraz d) interakcji pomiedzy PEM, czasem ekspozycji
i P4(p = 0,010799).
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W skrawach inkubowanych bez P, poziom ekspresji mRNA
CYP17A1 byt nizszy (p < 0,05) w tkance eksponowanej przez
4 godziny na PEM o czestotliwosci 50 Hz (Rycina 1B, publikacja
nr 1), a ekspresja mRNA HSD3Bl byta nizsza (p < 0,05)
po 2-godzinnej inkubacji skrawkéw z PEM o czestotliwosci 50 Hz
w porownaniu do kontroli — skrawki nieeksponowane na PEM
(Rycina 1C, publikacja nr 1). Ekspresja mRNA HSD3B1 byta wyzsza
(p = 0,05) w skrawkach eksponowanych na PEM o czestotliwosci
120 Hz przez 4 godziny w poroéwnaniu do kontroli (Rycina 1D,
publikacja nr 1).

Ekspresjia  mRNA CYP17Al1 byla nizsza (p < 0,05
po 2-godzinnej inkubacji z P. skrawkéw eksponowanych
na PEM o czestotliwosci 50 Hz (Rycina 1A, publikacja nr 1)
oraz w skrawkach eksponowanych na PEM o czestotliwosci
50 i 120 Hz po 4-godzinnej inkubacji z P4 (p < 0,05) w poréwnaniu
do kontroli z dodatkiem P4 (Rycina 1B, publikacja nr 1). Ekspresja
MmRNA HSD3B1 byta wyzsza (p < 0,05) w skrawkach
eksponowanych na PEM o czestotliwosci 50 Hz przez 2 i 4 godziny
inkubacji z P4, w poréwnaniu do kontroli z dodatkiem P4 (Rycina
1Ci D, publikacja nr 1).

6.1.2. Wptyw PEM na ekspresje mRNA CYP19A3
i HSD17B4 w bfonie $luzowej macicy

Wartosci efektow gtéwnych oraz interakcje pomiedzy
badanymi parametrami (obecnos¢ PEM, czas trwania ekspozycji
na PEM oraz obecnos¢ Pj) okre$lajgce wptyw PEM na ekspresje
MRNA CYP19A3 i HSD17B4 zaprezentowano w Tabeli 3A
(publikacja nr 2). Poziom ekspresji mMRNA CYP19A3 byt zalezny
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od: a) obecnosci PEM (p = 0,017068); b) czasu ekspozycji na PEM
(p = 0,008784); c) interakcji pomiedzy PEM i czasem ekspozycji
(p = 0,028819) oraz d) interakcji pomiedzy czasem ekspozycji
na PEM i Ps (0,006002). Poziom ekspresji mRNA HSD17B4
byt zalezny od obecnosci PEM (p = 0,000403).

W skrawach inkubowanych bez P4 ekspresja mRNA HSD17B4
byta wyzsza (p < 0,05 po 2-godzinnej ekspozyciji
na PEM o czestotliwosci 50 i 120 Hz w poréwnaniu do kontroli
(Rycina 1C, publikacja nr 2).

Ekspresja  mRNA CYP19A3 byla wyzsza (p < 0,05
w skrawkach eksponowanych na PEM o czestotliwosci 50 Hz
po 4-godzinnej inkubacji z Ps (Rycina 1B, publikacja nr 2),
a ekspresja mRNA HSD17B4 byta wyzsza (p < 0,05) po 2-godzinnej
inkubacji skrawkow z P4, eksponowanych na PEM o czestotliwosci
50 Hz w poréwnaniu do kontroli z dodatkiem P, (Rycina 1C,
publikacja nr 2). Ekspresja mRNA HSD17B4 byta wyzsza (p < 0,05)
po 4-godzinnej inkubacji z Ps w skrawkach eksponowanych
na PEM o czestotliwosci 50 i 120 Hz, w poréwnaniu do kontroli

z dodatkiem P4 (Rycina 1D, publikacja nr 2).

6.2. Wplyw PEM na koncentracje biatka hydroksylazy/liazy
cytochromu P450 (cytochrom P450c17), dehydrogenazy
36 hydroksysteroidowe;j (3BHSD), aromatazy
cytochromu P450 (aromataza) i dehydrogenazy
178 hydroksysteroidowej (17BHSD) w btonie $luzowej

macicy (publikacja nr 1 i nr 2)

6.2.1. Wptlyw PEM na koncentracje cytochromu
P450c17 i 3BHSD w btonie $luzowej macicy
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Wartosci efektow gtéwnych oraz interakcje pomiedzy
badanymi parametrami (obecno$¢ PEM, czas trwania ekspozyciji
na PEM oraz obecno$¢ P.) okreslajgce wptyw PEM na koncentracje
biatka cytochromu P450c17 i 3BHSD przedstawiono w Tabeli 3B
(publikacja nr 1). Koncentracja cytochromu P450cl17 byta zalezna
od interakcji pomiedzy PEM, czasem ekspozycji
na PEM i P4 (p = 0,034507). Koncentracja 3B8HSD byta zalezna
od: a) czasu ekspozycji na PEM (p = 0,047677); b) interakcji
pomiedzy PEM i czasem ekspozycji (p = 0,015928); c) interakciji
pomiedzy PEM i P4 (p = 0,004608) oraz d) interakcji pomiedzy PEM,
czasem ekspozycji i P4 (p = 0,003122).

W skrawach inkubowanych bez P4 koncentracja cytochromu
P450c17 byta wyzsza (p < 0,05) po 2-godzinnej ekspozycji tkanki
na PEM o czestotliwo$ci 120 Hz (Rycina 4A, publikacja nr 1)
oraz po 4-godzinnej inkubacji skrawkéw z PEM o czestotliwosci
50 Hz (p < 0,05) w poréwnaniu do kontroli (Rycina 4B, publikacja
nr 1). Koncentracja 3BHSD byta nizsza (p < 0,05) w skrawkach
po 2-godzinnej ekspozycji na PEM o czestotliwosci 120 Hz (Rycina
4C, publikacja nr 1) i wyzsza (p < 0,05) po 4-godzinnej inkubacji
skrawkéw z PEM o czestotliwosci 120 Hz w poréwnaniu do kontroli
(Rycina 4D, publikacja nr 1).

Po 4-godzinnej inkubacji z P4 koncentracja cytochromu
P450c17 byta nizsza (p < 0,05) w skrawkach eksponowanych
na PEM o czestotliwosci 50 Hz, w poréwnaniu do Kkontroli

z dodatkiem P4 (Rycina 4B, publikacja nr 1).
6.2.2. Wplyw PEM na koncentracje aromatazy

i 177BHSD w bftonie $luzowej macicy
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Wartosci efektow gtéwnych oraz interakcje pomiedzy
badanymi parametrami (obecno$¢ PEM, czas trwania ekspozyciji
na PEM oraz obecno$¢ P.) okreslajgce wptyw PEM na koncentracje
aromatazy i 17BHSD przedstawiono w Tabeli 3B (publikacja nr 2).
Koncentracja aromatazy byta zalezna od: a) obecnosci PEM
(p = 0,002354); b) obecnosci P, (p = 0,000364); c) interakcji
pomiedzy PEM i czasem ekspozycji (p = 0,000016) oraz d) interakciji
pomiedzy PEM, czasem ekspozycji i Ps (p = 0,000121).
Koncentracja 17BHSD byta zalezna od: a) obecnosci PEM
(p = 0,030093); b) obecnosci Ps (p = 0,005379); c) interakcji
pomiedzy PEM i czasem ekspozyciji (p = 0,024205) oraz d) interakciji
pomiedzy PEM i P4 (p = 0,045388).

W skrawach inkubowanych bez P. koncentracja aromatazy
byta nizsza (p < 0,05) w tkance po 2-godzinnej ekspozyciji
na PEM o czestotliwo$ci 120 Hz (Rycina 2A, publikacja nr 2)
oraz po 4-godzinnej inkubacji skrawkéw z PEM o czestotliwosci
50 Hz (p = 0,05), w poréwnaniu do kontroli (Rycina 2B, publikacja
nr 2). Koncentracja 17BHSD byta wyzsza (p < 0,05) w skrawkach
po 4-godzinnej inkubacji z PEM o czestotliwosci 120 Hz

w porownaniu do kontroli (Rycina 2D, publikacja nr 2).

Koncentracja aromatazy byta nizsza (p < 0,05) po 4-godzinne;j
inkubacji skrawkéw z P. i ich ekspozycji na PEM o czestotliwosci
50 Hz (Rycina 2B, publikacja nr 2), a koncentracja 178HSD byta
nizsza (p < 0,05) po 2-godzinnej inkubacji z P4 w skrawkach
eksponowanych na PEM o czestotliwosci 120 Hz, w poréwnaniu

do kontroli z dodatkiem P4 (Rycina 2C, publikacja nr 2).
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6.3. Wplyw PEM na synteze i sekrecje androstendionu (As),
testosteronu (T), estronu (E:) i estradiolu-178 (E>)

w bfonie Sluzowej macicy (publikacja nr 1 i nr 2)

6.3.1. Wptyw PEM na synteze i sekrecie As i T

w bfonie $luzowej macicy

Wartosci efektow gtéwnych oraz interakcje pomiedzy
badanymi parametrami (obecno$¢ PEM, czas trwania ekspozyciji
na PEM oraz obecnos¢ P.), okreslajagce wptyw PEM
na As i T zostaly przedstawione w Tabeli 3C (publikacja nr 1).
Sekrecja A4 byta zalezna od: a) obecnosci PEM (p = 0,004517); b)
obecnosci P4 (p < 0,000001); c) interakcji pomiedzy PEM i czasem
ekspozycji (p = 0,000265) oraz d) interakcji pomiedzy PEM i P4
(p = 0,000051). Sekrecja T byla zalezna od: a) obecnosci PEM
(p = 0,000132); b) obecnosci P, (p < 0,000001); c) interakcji
pomiedzy PEM i P4 (p = 0,000014) oraz d) interakcji pomiedzy
czasem ekspozycji na PEM i P4 (0,005761).

W skrawach inkubowanych bez P, sekrecja A4 byla nizsza
(p = 0,05) po 2-godzinnej ekspozycji tkanki na PEM o czestotliwosci
120 Hz (Rycina 5A, publikacja nr 1) oraz po 4-godzinnej inkubacji
skrawkéow z PEM o czestotliwosci 50 i 120 Hz (p < 0,05)
w porownaniu do kontroli (Rycina 5B, publikacja nr 1).

Sekrecja A4 byta wyzsza (p < 0,05) po 4-godzinnej inkubaciji
z P4, skrawkoéw eksponowanych na PEM o czestotliwosci 120 Hz
w poréwnaniu do kontroli z dodatkiem P4 (Rycina 5B, publikacja
nr 1). Sekrecja T byta nizsza (p < 0,05) po 2- i 4-godzinnej inkubaciji

z P4, skrawkéw eksponowanych na PEM o czestotliwosci
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50 i 120 Hz w poréwnaniu do kontroli z dodatkiem P4 (Rycina 5C,
D, publikacja nr 1).
6.3.2. Wptyw PEM na synteze i sekrecje E1 i E2 w bfonie
Sluzowej macicy
Wartosci efektow gtéwnych oraz interakcje pomiedzy
badanymi parametrami (obecno$¢ PEM, czas trwania ekspozyciji
na PEM oraz obecnos¢ P.) okreslajgce wptyw PEM na E;
i E» zostaty przedstawione w Tabeli 3C (publikacja nr 2). Sekrecja
E: byla zalezna od a) obecnosci P, w medium inkubacyjnym
(p < 0,000001) oraz b) interakcji pomiedzy PEM i P4 (p = 0,001418).
Sekrecja E2 byta zalezna od obecnosci P4 w medium inkubacyjnym
(p < 0,000001).

W skrawach inkubowanych bez P, sekrecja E; byla wyzsza
(p = 0,05) po 2-godzinnej ekspozycji tkanki na PEM o czestotliwosci
120 Hz w poréwnaniu do kontroli (Rycina 3A, publikacja nr 2).

Sekrecja E; byta nizsza (p < 0,05) po 2-godzinnej inkubacji
skrawkow z P4 i ich ekspozycji na PEM o czestotliwosci 50 Hz
w poréwnaniu do kontroli z dodatkiem P4 (Rycina 3C, publikacja
nr2).

6.4. Wplyw PEM na profil transkryptomiczny btony Sluzowej

macicy (publikacja nr 3)

6.4.1. Analiza zmian transkryptomu bfony S$luzowej
macicy $win pod wptywem ekspozycji tkanki
na PEM

Sekwencjonowanie nastepnej generacji (NGS) pozwolito
na wskazanie genéw o znanych funkcjach biologicznych, ktérych

ekspresja zmieniata sie pod wptywem PEM, niekodujgcych RNA
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o zréznicowanej ekspresji (DE-ncRNA, ang. differentially expressed
non-coding RNA), sieci interakcji pomiedzy wybranymi grupami
genow, ontologii genow (GO), Sciezek biologicznych (KEGG, Kyoto
Encyclopedia of Gens and Genomes) i pojedynczych wariantéw
nukleotydowych (SNV, ang. single nucleotide variant). Ogdlny
zestaw danych RNA-seq zbudowano dla szeéciu bibliotek cDNA
— trzech przypisanych do btony $luzowej macicy eksponowanej
na PEM i trzech przypisanych do tkanek kontrolnych,
tj. nieeksponowanych na PEM. tgcznie po zsekwencjonowaniu
uzyskano 329 577 212 nieprzetworzonych sparowanych odczytow
(Srednia 54 929 535 na probe), a 263 807 006 z 311 761 610
przefiltrowanych odczytéw byto przypisanych do genomu Swini
(Ss11.1.98). Zmapowane odczyty zostaty przypisane do: sekwencji
kodujgcych  (42,13%), regionéw niepodlegajgcych translaciji
(26,41%), regionéw miedzygenowych (18,33%) i intronéw (13,13%).

Na podstawie analizy bioinformatycznej transkryptomu,
wykazano ze w btonie Sluzowej macicy eksponowanej na PEM
zidentyfikowanych zostato 1561 transkryptéw, w tym 1100 stanowity
transkrypty  niekodujgce. W  bazie danych ENSEMBL
461 zidentyfikowanych, zmienionych pod wplywem PEM
transkryptow opisanych jest jako geny kodujgce biatka. Wykazano,
ze 305 gendw, ktore ulegly obnizonej ekspresji i 156 genodw,
ktore ulegly podwyzszonej ekspresji pod wptywem PEM, oznaczono

jako geny kodujgce biatka.
6.4.2. Analiza ontologii genéw

Do ontologii gendéw przypisano 341 gendéw (petna lista

znajduje sie w Tabeli dodatkowej nr 1, publikacja nr 3)
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o zréznicowanej ekspresji (DEGs, ang. differentially expressed
genes). Wszystkie geny, ktorych poziom ekspresji w btonie sluzowej
macicy eksponowanej na PEM ulegt zmianie nalezg do trzech
ontologii: proces biologiczny (27 BP, ang. biological process),
funkcja molekularna (15 MF, ang. molecular function) i sktadnik
komérkowy (2 CC, ang. cellular component). Lista ontologii genéw
Zz podziatem na kategorie jest dostepna w Tabeli dodatkowej
nr 2 oraz na Rycinie 3 (publikacja nr 3). Osiem zidentyfikowanych
GO:BP byto powigzanych z odpowiedzig komérkowg (ang. cellular
response) i metabolizmem (ang. metabolic process), a piec

Z rozwojem (ang. development).
6.4.3. Identyfikacja szlakéw przekazywania sygnatow

Analiza szlakow sygnatowych wykazata dwa szlaki KEGG:
szlak sygnatowy apeliny (ang. apelin signaling pathway) oraz szlak
synteza, wydzielanie i dziatanie parathormonu (ang. parathyroid
hormone synthesis, secretion i action). Analiza KEGG wykazala,
ze poziom ekspresji o$miu genow, przypisanych do szlaku
sygnatowego apeliny, obnizyt sie: ADCY8 (ang. adenylate cyclase
8), ADCY10 (ang. adenylate cyclase 10), GNAI1 (ang. G protein
subunit alfa 11), GNAQ (ang. G protein subunit alfa Q), GNB5
(ang. G protein subunit beta 5), MEF2D (ang. myocyte enhancer
factor 2D), PRKCE (ang. protein kinase C epsilon) i RPS6KB1
(ang. ribosomal protein S6 kinase B1), a poziom ekspresji trzech
gendw podwyzszyt sie: NOS3 (ang. nitric oxide synthase 3), PLAT
(ang. plasminogen activator, tissue type) i SERPINEL1 (ang. serpin
family E member 1) — Rycina 4, publikacja nr 3. W szlaku

sygnatowym apeliny wykazano réwniez, Zze ekspozycja btony
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Sluzowej macicy na PEM wptyneta na geny kodujgce enzymy
biorgce udziat w procesach takich jak zwezenie naczyn, proliferacja
komorek, przerost serca, regulacja lipolizy w adipocytach, rozwdj
uktadu sercowo-naczyniowego i zahamowanie czynnosci nerek
(Rycina 4, publikacja nr 3).

6.4.4. Analiza polimorfizméw

Analiza wykazata 247 983 SNV w btonie sluzowej macicy swini
eksponowanej na dziatanie PEM. Analiza czestotliwosci wariantu
ujawnita 46 226 miejsc polimorficznych z alternatywnym allelem
w co najmniej potowie bibliotek RNA-seq, a 2 563 podstawienia,
oznaczone jako pojedynczy polimorfizm (SNP, ang. single

nucleotide polymorphism), zostaty usuniete z eksperymentu.

6.4.5. Weryfikacja danych uzyskanych z analizy
nastepnej generacji (NGS)

Geny o0 zmienionym poziomie ekspresji (podwyzszonym
lub obnizonym) w blonie Sluzowej macicy eksponowanej
na dziatanie PEM o czestotliwosci 50 Hz zostaty poddane analizie
Real Time PCR w celu potwierdzenia kierunku zmian poziomu
ekspresji mRNA. Procedura walidacji wykazata, ze uzyskane
rezultaty sg spojne z wynikami analiz NGS i sg wysokiej jakosci.
Do potwierdzenia wynikéw pochodzgcych z analizy NGS wybrano
nastepujgce geny o podwyzszonej pod wptywem PEM ekspresiji:
IFNGR1 (ang. interleukin 1 receptor accessory protein), MRAP2
(ang. melanocortin 2 receptor accessory protein 2), NOS3 (ang.
nitric oxide synthase 3), SERPINE1 (ang. serpin family E member
1), VDR (ang. vitamin D receptor) oraz geny o obnizonej

po wptywem PEM ekspresji: EGR2 (ang. early growth response 2),
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HSD17B2 (ang. hydroxysteroid 178 dehydrogenase 2), ID2
(ang. inhibitor of DNA binding 2), ILIRAP (ang. interferon-gamma
receptor 1), PTGER4 (ang. prostaglandin E receptor 4). Poziomy
ekspresji transkryptow mRNA przedstawiono na Rycinie 6
(publikacja nr 3).

Rozdziat 7.
PODSUMOWANIE | WNIOSKI
7.1. Podsumowanie

Wyniki przeprowadzonych badan dokumentuja,
ze w konsekwencji oddzialywania pola elektromagnetycznego
o ekstremalnie niskiej czestotliwosci (PEM) na btone sluzowg
macicy Swin w okresie okofo-implantacyjnym nastepujg zmiany
W procesie syntezy oraz sekrecji androgendw i estrogenéw w tej
tkance. W zaleznosci od czestotliwosci PEM, czasu ekspozycji
tkanki na PEM oraz obecno$ci lub braku P4 w medium inkubacyjnym
— PEM wptywa na poziom ekspresji mRNA CYP17A1, HSD3B1,
CYP19A3 i HSD17B4 oraz koncentracije kodowanych przez
te geny biatek, a takze zmienia poziom sekrecji androstendionu (As),

testosteronu (T), estronu (E,) i estradiolu-178 (E>).

Udokumentowano, ze w przypadku obu zastosowanych
czestotliwosci PEM obnizytlo poziom sekrecji T w obecnosci
progesteronu (P.), natomiast efekt ten nie byt obserwowany
w skrawkach bfony sluzowej macicy inkubowanych bez dodatku P4
do medium. Mozna zatem przypuszczaé, ze w przypadku syntezy

i sekrecji T, P4 petni funkcje uwrazliwiajgcg tkanke na dziatanie PEM.
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Z uwagi na role A4, stuzgcego u $winh jako substrat do syntezy
estrogendw, obserwowana nizsza sekrecja A4 przez skrawki btony
Sluzowej macicy eksponowane na PEM (120 Hz, 2 godziny), moze
potencjalnie skutkowac¢ nizszym stezeniem estrogendw w macicy.
Natomiast w skrawkach inkubowanych w obecnosci P4
obserwowana wyzsza sekrecja As po wydtuzonej (4-godzinnej)
ekspozycji na PEM (120 Hz), moze przyczyni¢ sie do wyzszej
niz optymalna produkcji estrogenéw przez btone $Sluzowg macicy.
W odniesieniu do sekrecji As i E; zaobserwowano, ze zmiany
sekrecji As i E1 po krétkotrwatej (2-godzinnej) ekspozycji tkanki
na PEM (120 Hz) nie byty widoczne w obecnosci P4, co Swiadczy
0 potencjalnie protekcyjnym dziataniu tego hormonu przed
niekorzystnymi skutkami oddziatywania PEM na badang tkanke.
Nalezy jednak zaznaczyC, ze P4 nie petni (jak przypuszczano)
wytgcznie funkcji ochronnych, ale réwniez moze uwrazliwia¢ tkanke
na dziatanie PEM, poniewaz w przypadku dodatku P4 do medium
inkubacyjnego zaobserwowano obnizenie sekrecji E, (efekt PEM
o czestotliwosci 50 Hz, 2 godziny) oraz T (efekt PEM o czestotliwosci
50 i 120 Hz, 2 i 4 godziny), w konsekwencji ekspozycji tkanki
na PEM. Wplyw PEM na badane androgeny i estrogeny,
obserwowano zatem zaréwno w obecno$ci, jak i przy braku P,
w medium inkubacyjnym. Na podstawie uzyskanych wynikow
nie mozna jednoznacznie  stwierdzi¢, ze w  okresie
okofo-implantacyjnym P, spetnia wytacznie funkcje chronigcg btone
Sluzowg macicy przed niekorzystnymi skutkami oddziatywania PEM,
jak ma to miejsce podczas cyklu rujowego (KOzIOROWSKA i in. 2018).

Nalezy zatem stwierdzi¢, ze podczas okresu okoto-implantacyjnego
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P4 moze zaréwno chroni¢, jak i uwrazliwia¢ btone sluzowg macicy
na dziatanie PEM, a obserwowany efekt zalezy od czestotliwosci
PEM i czasu jego oddziatywania oraz etapu procesu
steroidogenezy.

Ogodlne podsumowanie (Rycina 1), uwzgledniajgce wszystkie
efekty wywolywane przez PEM na badane geny, biatka i hormony
wykazato 19 istotnych zmian po 4 godzinach i 16 istotnych zmian
po 2 godzinach inkubacji skrawkéw w obecnosci PEM. Zbiorcze
analizy wykazujg réwniez, ze liczba zmian wystepujgca w tkance
inkubowanej z PEM o czestotliwosci 120 Hz byta wigksza, niz liczba
zmian po inkubacji z PEM o czestotliwosci 50 Hz (bez dodatku P4).
Dodatkowo, biorgc pod uwage czestotliwos¢ PEM i obecnos¢ Pa
mozna stwierdzi¢, ze PEM o czestotliwosci 50 Hz wywotato wiecej
zmian w badanej tkance, niz PEM o czestotliwosci 120 Hz.
Z powyzszych analiz wynika, ze zmiany indukowane przez PEM
wystepuja czesciej w tkance inkubowanej dtuzej (4 godziny)
oraz w obecnosci PEM o nizszej czestotliwosci (50 Hz) — gdy P4 jest
obecny i w obecnosci PEM o wyzszej czestotliwosci (120 Hz)
— gdy P4 nie jest obecny. Dodatkowo wykazano, ze btona sluzowa
macicy inkubowana in vitro w obecnosci P4 jest uwrazliwiana
czesciej na dziatanie PEM o czestotliwosci 50 Hz niz 120 Hz. Mozna
zatem przypuszczac, ze P, moze uwrazliwia¢ tkanke na dziatanie
PEM o czestotliwosci 50 Hz i jednoczesnie petni¢ funkcje ochronne
w tkance eksponowanej na PEM o czestotliwosci 120 Hz.
Podsumowujgc, wptyw PEM na bfone Sluzowg macicy inkubowang

in vitro byt widoczny czesciej jako statystycznie istotny w przypadku
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syntezy oraz sekrecji androgendéw, niz w przypadku syntezy

oraz sekrecji estrogendéw (Rycina 1).

Rycina 1. Podsumowanie statystycznie istotnych réznic, wywotywanych
przez ekspozycje na dziatanie PEM w poziomie badanych gendw, biatek
i hormonéw w bfonie $luzowej macicy. W tabeli statystycznie istotne réznice
(p < 0,05) reprezentowane sg przez kolory: — wystgpienie statystycznie
istotnej réznicy; czerwony — statystycznie istotny spadek; — statystycznie

istotny wzrost.
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Zmieniajgc synteze i uwalnianie androgendw oraz estrogenow
w btonie Sluzowej macicy w okresie okoto-implantacyjnym, PEM
moze indukowa¢ zmiany optymalnych stezen tych hormonow
w sSrodowisku wewnatrzmacicznym i przez to zaburza¢ funkcje
macicy podczas implantacji u swin. Oddziatywanie PEM na btone
Sluzowg moze zatem wywotywa¢ zmiany w procesach
fizjologicznych zaleznych od hormonéw steroidowych obecnych
w srodowisku macicy. Zaburzenie syntezy i sekrecji androgenéw
i estrogenéw produkowanych w bionie sluzowej macicy moze
wplyng¢ na budowe i aktywnos$¢ tej tkanki oraz w konsekwenciji

na utrzymanie wczesnej cigzy u badanego gatunku.

Wyniki przeprowadzonych badan dokumentujg réwniez,
ze PEM istotnie wptywa na zmiany w profilu transkryptomicznym
btony Sluzowej macicy. Za pomocg analizy NGS wykazano,
ze w tkance eksponowanej na PEM zmienia sie ekspresja
461 genow (DEGs, ang. differently expressed genes). Dodatkowo
stwierdzono, ze geny o zmienionej ekspresji sg zaangazowane
w wiele istotnych proceséw biologicznych takich jak: regulacja
homeostazy energetycznej, proliferacja, przeptyw krwi w macicy,
modulacja migracji komérek i metabolizm.

W niniejszej pracy udokumentowano, ze w wyniku ekspozycji
btony Sluzowej macicy na PEM, ekspresja genu VDR (ang. vitamin
D receptor) w skrawkach Sluzéwki macicy zostata podwyzszona,
natomiast ekspresja genu HSD17B2 (ang. hydroxysteroid
176 dehydrogenase 2) zostata obnizona. Majgc na uwadze role VDR
w oddziatywaniu witaminy D, ktdra przyczynia sie do zwigkszone;j

syntezy estrogendéw w macicy (GRzESIAK i in. 2019) oraz dziatanie
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HSD17B2 jako regulatora metabolizmu hormondéw steroidowych,
ktory przeksztatca E1 do E; oraz As w T (PAYNE | HALES 2004) nalezy
przypuszczac¢, ze PEM wptywajgc na VDR i HSD17B2 przyczynia
sie do zmienionej syntezy estrogenow i androgendw. Z tego powodu
nie mozna wykluczy¢, ze zmiany zwigzane z oddziatywaniem PEM
na VDR i HSD17B2 mogg =zaktdcaé¢ synteze estrogendw
i ich metabolizm w $luzéwce macicy, przyczyniajac
sie do hiperkoncentracji E> w $rodowisku wewnatrzmacicznym,
co moze wywieraé negatywny (toksyczny) wptyw na zarodki
w okresie okoto-implantacyjnym. Takie konsekwencje oddziatywania
E> na zarodki zostaty dobrze udokumentowane (GEISERT i in. 2006).
Zastosowane w prezentowanej pracy sekwencjonowanie nastepnej
generacji (NGS) pozwolito réwniez na stwierdzenie, ze ekspozycja
btony  Sluzowej na PEM  skutkuje zmianami  profilu
transkryptomicznego tkanki, zwigzanymi m.in. z procesem
steroidogenezy.

Niniejsze badania wykazaly takze, ze pod wptywem PEM
ekspresja genéw IFNGR1 (ang. interleukin 1 receptor accessory
protein), MRAP2 (ang. melanocortin 2 receptor accessory protein 2),
NOS3 (ang. nitric oxide synthase 3), SERPINEL1 (ang. serpin family
E member 1) zostata podwyzszona, a ekspresja genéw EGR2
(ang. early growth response 2), ID2 (ang. inhibitor of DNA binding
2), IL1RAP (ang. interferon-gamma receptor 1), PTGER4
(ang. prostaglandin E receptor 4) zostata obnizona. Geny ID2, NOS3
i SERPINE1 sg zaangazowane w mechanizmy warunkujgce
hamowanie proceséw biologicznych (ang. negative regulation

of biological process) i regulacje proceséw metabolicznych
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(ang. regulation of metabolic process). W konsekwencji
obserwowane zmiany wywotane oddziatywaniem PEM moga zatem
prowadzi¢ do zaburzeh homeostazy, zmian w strukturze, proliferaciji
i migracji komorek badanej tkanki, a takze mogg wptywacé
na przeptyw krwi w macicy i zaburza¢ konwersje androgenéw
oraz estrogenéw. Zmieniona wskutek dziatania PEM ekspresja
wspomnianych gendw, moggca zaburza¢ procesy biologiczne,
moze wptywa¢ na prawidtowe sSrodowisko wewnatrzmaciczne,
niezbedne do prawidtowego rozwoju zarodka.

W nawigzaniu do istniejgcej wiedzy dotyczgcej konsekwenciji
oddziatywania PEM na organizmy zywe, skupino si¢ na mozliwych
mechanizmach, ktére mogg by¢ zmienione przez PEM w okresie
okoto-implantacyjnym. Przedstawione wyniki dostarczajg cennych
danych dokumentujgcych wptyw PEM na btone sluzowg macicy
swini domowej w okresie okoto-implantacyjnym. Co wiecej,
uzyskane wyniki mogg postuzy¢é do dalszych badan
np. nad wplywem stosowanego PEM na uktad rozrodczy samic
w przypadkach wymagajgcych interwencji medycznych.

Aby mozliwym byto zachowanie prawidtowo funkcjonujgcego
uktadu rozrodczego samic nalezy dotozy¢ wszelkich staran,
aby unikngé nadmiernej i potencjalnie szkodliwej ekspozycji
na PEM, zwtaszcza w okresie wczesnej cigzy, Dodatkowo, aby moc
chroni¢ sie przed skutkami lub fagodzi¢ skutki narazenia tkanek
ukfadu rozrodczego na PEM, warto skupi¢ sie na wykorzystaniu
dostepnych mozliwosci ograniczajgcych naszg ekspozycje na ten
czynnik Srodowiskowy w zyciu codziennym. Podsumowujgc,

przedstawione wyniki badan wskazujg, ze PEM wptywa na procesy
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zachodzgce w macicy w krytycznym okresie, jakim jest okres

okoto-implantacyjny.

7.2. Wnioski

1. Pole elektromagnetyczne o ekstremalnie niskiej czestotliwosci
(PEM) powoduje zmiany w syntezie oraz sekrecji androgenoéw
i estrogendw w btonie Sluzowej macicy swin w okresie
okoto-implantacyjnym, zaleznie od czestotliwosci i czasu

ekspozyciji tkanki na PEM oraz obecnosci lub braku Pa.

2. W okresie okoto-implantacyjnym progesteron nie petni
wytgcznie funkcji ochronnej przed niekorzystnymi skutkami
oddziatywania pola elektromagnetycznego o ekstremalnie
niskiej czestotliwoséci na btone $luzowg macicy, ale moze

réwniez uwrazliwia¢ tkanke na jego dziatanie.

3. Pole elektromagnetyczne o ekstremalnie niskiej czestotliwosci
powoduje zmiany w profilu transkryptomicznym bfony sluzowej

macicy swin w okresie okoto-implantacyjnym.
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Rozdziat 9.
STRESZCZENIA PRACY DOKTORSKIEJ

9.1. Streszczenie

Rosnaca industrializacja wptywa na srodowisko, przyczyniajgc
sie do narazenia organizmoéw zywych na czynniki potencjalnie
szkodliwe, w tym pole elektromagnetyczne o ekstremalnie niskiej
czestotliwosci (PEM), emitowane przez urzadzenia codziennego
uzytku. PEM moze wptywaé na przebieg licznych proceséw
fizjologicznych w organizmach zywych, a konsekwencje ekspozyciji
tkanek uktadu rozrodczego samic ssakoéw na PEM nie sg dobrze
poznane. Uwzgledniajgc role btony sluzowej macicy zbadano wpltyw
PEM na proces steroidogenezy i profil transkryptomiczny tej tkanki,
wyizolowanej od swin (Sus scrofa domestica L.) w okresie
okoto-implantacyjnym.

Stwierdzono, ze w zaleznosci od czestotliwosci PEM
(50 Hz lub 120 Hz), czasu ekspozycji tkanki na PEM (2 lub 4 godziny)
i obecnosci lub braku progesteronu (Ps) w medium inkubacyjnym,
w konsekwencji oddziatywania PEM na btone $luzowg macicy
dochodzi w tej tkance do zmian poziomu ekspresji mMRNA CYP17A1,
HSD3B1, CYP19A3, HSD17B4 i koncentracji kodowanych przez
te geny biatek oraz zmian sekrecji androstendionu (A4), testosteronu
(T), estronu (E) i estradiolu-178 (E2). Udokumentowano réwniez,
ze 2-godzinne oddziatywanie PEM o czestotliwosci 50 Hz zmienia

profil transkryptomiczny btony sluzowej macicy.

Zaobserwowano obnizong sekrecie As; i podwyzszong
sekrecje Ei po krétkotrwatej (2-godzinnej) inkubacji btony sluzowe;j

macicy w obecnosci PEM o czestotliwosci 120 Hz w poréwnaniu
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do kontroli (brak PEM), a powyzsze zmiany nie byty widoczne
w skrawkach inkubowanych z dodatkiem P, w medium. Progesteron
wykazywat zatem dziatanie ochronne przed niekorzystnym
oddziatywaniem PEM. Jednakze, w obecnosci P4 wykazano réwniez
obnizong pod wptywem PEM (w poréwnaniu do kontroli — brak PEM)
sekrecje T (PEM 50 i 120 Hz, 2 i 4 godziny ekspozyciji) i E; (PEM
50 Hz, 2 godziny ekspozycji), ale zmian tych nie zaobserwowano
w przypadku braku dodatku P,do medium inkubacyjnego. Powyzsze
obserwacje pozwalajg na stwierdzenie, ze w tym przypadku P,
uwrazliwiat tkanke na dziatanie PEM. Wykazano zatem, ze w okresie
okoto-implantacyjnym P4 nie tylko moze chroni¢ bitone $luzowa
macicy przed niekorzystnymi skutkami oddziatywania PEM,

ale rowniez moze uwrazliwiaé te tkanke na jego dziatanie.

Zastosowane sekwencjonowania nastepnej generacji (NGS)
pozwolito na udokumentowanie, ze ekspozycja btony Sluzowej
na PEM przyczynia sie do zmian profilu transkryptomicznego
badanej tkanki. W skrawkach bfony $luzowej eksponowanych
na PEM (50 Hz, 2 godziny) stwierdzono zmiany poziomu ekspresiji
461 gendéw, m.in. takich jak: IFNGR1, MRAP2, NOS3, SERPINEL,
VDR (wzrost ekspresji) i EGR2, HSD17B2, ID2, ILIRAP, PTGER4
(obnizenie ekspresji). Nie mozna wykluczy¢, ze obserwowane
pod wptywem PEM zmiany w poziomie ekspresji VDR i HSD17B2,
mogg by¢ przyczyng zakioconej syntezy  estrogendw
I ich metabolizmu w Sluzbwce macicy, przyczyniajgc
sie  do zwiekszonej koncentracji E; w  $rodowisku
wewnatrzmacicznym. Stwierdzono, ze w wyniku ekspozycji btony

Sluzowej macicy na PEM dochodzi do zmian ekspresji genow
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zaangazowanych rowniez w wiele innych istotnych proceséw
biologicznych, takich jak: regulacja homeostazy energetycznej,
proliferacja, przeptyw krwi w macicy, modulacja migracji komorek
oraz metabolizm.

Obserwowane w konsekwencji oddziatywania PEM zmiany
profilu transkryptomicznego i procesu steroidogenezy w bitonie
Sluzowej macicy mogg prowadzi¢ nie tylko do zaburzen aktywnosci
tej tkanki, ale rowniez mogg by¢ przyczyng zmian w stezeniu
hormonéw steroidowych w srodowisku wewnagtrzmacicznym,

co moze wptywaé na sukces implantacji.

Z uwagi na codzienne czynnosci wymagajgce korzystania
z urzadzen elektronicznych nie jestesmy w stanie catkowicie
wyeliminowaé PEM ze srodowiska. Wiedza i sSwiadomos$¢ dotyczgca
potencjalnego zagrozenia, jakie moze nieS¢ za sobg ekspozycja
samic w okresie okoto-implantacyjnym na PEM moze pomoéc
W opracowaniu strategii majgcych na celu ograniczenie potencjalnie
szkodliwego narazenia na ten czynnik, w celu zachowania
prawidtowego funkcjonowania ukfadu rozrodczego samic i jego

ochrony.

Stowa kluczowe: btona sluzowa macicy; okres okoto-implantacyjny;
pole elektromagnetyczne; profil transkryptomiczny; steroidogeneza;

Swinia domowa (Sus scrofa domestica L.)
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9.2. Summary

Increasing industrialization influences the environment, contributing
to the exposure of living organisms to potentially harmful factors
— including extremely low-frequency electromagnetic field (EMF)
emitted by household devices. In living organisms, EMF
can influence the course of many physiological processes,
but the consequences of the exposure of the female reproductive
system to EMF are not well understood. Taking into account
the importance of the endometrial tissue during embryo implantation
examined the influence of the EMF on the synthesis of and secretion
of androgens and estrogens in the endometrium of pigs (Sus scrofa
domestica L.) during the peri-implantation period
and the transcriptomic profile of the tissue.

It was found that, depending on the EMF frequency (50 and 120 Hz),
treatment duration (2 h and 4 h), and the presence or absence
of progesterone (Ps), EMF changes the mMRNA transcript
abundance, i.e. CYP17A1, HSD3B1, CYP19A3, and HSD17B4,
and the concentration of encoded proteins and the secretion
of androstenedione (A4), testosterone (T), (estrone) Ej,
and (estradiol-178) E.. It has also been documented that EMF

(50 Hz, 2 h) changes the transcriptomic profile of the endometrium.

Decreased A4 secretion and increased E; secretion were observed
after a short treatment duration (2 h) of the endometrium with EMF
at 120 Hz compared to the control (no EMF). The above changes
were not observed after incubation in the presence of P4. Thus, P4

had a protective effect against the adverse effects of EMF. However,
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it was also observed, that in the presence of Ps, T secretion
(50 and 120 Hz, 2 and 4 h) and E» (50 Hz, 2 h) were decreased after
exposure to EMF (vs. control — no EMF) but these changes were
not observed in the absence of P4 in the incubation medium.
Therefore, it can be assumed that P, may also sensitize the tissue
to the EMF treatment. It has been shown that in the peri-implantation
period Ps can not only protect the endometrium against
the adverse/hazardous effects of EMF but also sensitize the tissue
to EMF.

The next-generation sequencing (NGS) used in the present work
allowed to determine changes in the transcriptomic profile
of the endometrium as a consequence of exposure to EMF.
The changes in the expression of 461 genes, including: IFNGR1,
MRAP2, NOS3, SERPINE1l, VDR (increased expression)
and EGR2, HSD17B2, ID2, IL1RAP, PTGER4 (decreased
expression). It cannot be excluded that the EMF-related differences
in VDR and HSD17B2 expression may interfere with the synthesis
and secretion of estrogens in the endometrium, contributing
to the potential hyper-concentration of E, in the intrauterine
environment, which may have a toxic effect on the embryos during
the peri-implantation period. It was determined, that genes
with altered expression under the influence of EMF are involved
in many important biological processes, such as regulation of energy
homeostasis, proliferation, uterine blood flow, modulation of cell

migration, and metabolism.
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The observed changes in the process of steroidogenesis
and transcriptomic profile of the endometrium may not only lead
to disrupt the activity of the tissue but also may cause changes
in the concentration of steroid hormones in the intrauterine

environment, which may affect the success of implantation.

Due to the daily activities that require the use of electronic devices,
we are not able to completely eliminate EMF from the surrounding
environment. Knowledge and awareness of the potential risks
of EMF exposure can help in developing strategies to reduce
potentially harmful exposure to this factor in order to maintain
the proper functioning of the female reproductive system

and to protect it.

Keywords: domestic pig (Sus scrofa domestica L.); electromagnetic
field; endometrium; peri-implantation period; steroidogenesis;

transcriptomic profile
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Rozdziat 10.

REGULACJE PRAWNE DOTYCZACE DOSWIADCZEN
NA ZWIERZETACH

Wszystkie eksperymenty przeprowadzono na tkankach
pobranych podczas regularnych procedur uboju zwierzat,
przeprowadzonego w profesjonalnej ubojni, w miejscowosci
Rozdroze, k. Nidzicy, Polska). Zywe zwierzeta nie byly utrzymywane
przez autoréw. Zgodnie z ustawodawstwem Unii Europejskiej
(DYREKTYWA PARLAMENTU EUROPEJSKIEGO | RADY
2010/63/UE z dnia 22 wrze$nia 2010 r. Unii Europejskiej;
art. 3 [Definicje], ust. 1) i prawem polskim (ustawa z dnia 15 stycznia
2015 r. art. 2 ust. 1, pkt 6) w przypadku badan prowadzonych

na tkankach zwierzecych zgoda komisji etycznej nie jest wymagana.
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ZALACZNIKI
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