UNIWERSYTET
JAGIELLONSKI
W KRAKOWIE

Dr hab. Agnieszka Rak, prof. UJ Krakéw, dn.07.08.2023 r.
Pracownia Fizjologii i Toksykologii Rozrodu

Instytut Zoologii i Badan Biomedycznych

Wydziat Biologii

Ul. Gronostajowa 9, 30-387 Krakow

Tel. 012 664 50 03

agnieszka.rak@uj.edu.pl

RECENZJA PRACY DOKTORSKIEJ MGR INZ. KAROLA MIERZEJEWSKIEGO

pt. ,Udziat receptorow aktywowanych przez proliferatory peroksysomow gamma (PPARy) w regulacji
procesu zapalnego w btonie sluzowej macicy swini (Sus scrofa domestica)”

Recenzja zostata przygotowana na wniosek Rady Naukowej Dyscypliny nauki biologiczne
Uniwersytetu Warminsko — Mazurskiego w Olsztynie. Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska
zostata wykonana w Katedrze Anatomii i Fizjologii Zwierzat, Wydziatu Biologii i Biotechnologii
Uniwersytetu Warminsko — Mazurskiego w Olsztynie, pod opiekg naukowg Pan promotorek Profesor
Iwony Bogackiej i promotorki pomocniczej Doktor Aleksandry Kurzynskiej. Podstawg rozprawy
doktorskiej sg trzy spdjnie tematycznie publikacje naukowe, ktére ukazaty w sie w prestizowych,
recenzowanych, miedzynarodowych czasopismach z listy Journal Citation Reports: Biology of
Reproduction (IF 4.161), Scientific Reports (IF 4.997) i Theriogenology (IF 2.923) w latach 2021 i 2022.
Czasopisma te znajdujg sie réwniez w wykazie czasopism naukowych Ministerstwa Edukacji i Nauki
z przyznanymi odpowiednio punktami 200, 140 i 140. tgczny IF czasopism stanowigcych podstawe do
ubiegania sie o nadania stopnia doktora nauk biologicznych wynosi 12.081, a liczba punktéw MEIN to
480. Publikacje sg wspodtautorskie (6 - 8 autorow) i we wszystkich pracach Pan mgr inz. Karol
Mierzejewski jest pierwszym autorem, a Jego wktad w powstanie tych prac jest znaczacy
i obejmuje m.in. udziat w opracowaniu koncepcji badan oraz metodyki badan, wykonaniu doswiadczen
in vitro oraz analiz laboratoryjnych, opracowanie wynikéw, przygotowanie tekstu manuskryptu oraz
odpowiedzi na recenzje. Badania do pracy doktorskiej wykonano w oparciu o $rodki finansowe
pochodzgce z Narodowego Centrum Nauki (NCN), projekt OPUS 9: 2015/17/B/NZ9/03596,
kierownictwa Pani Profesor lwony Bogackiej.

Przedstawione do analizy opracowanie polskojezyczne obejmuje 44 strony na ktére sktadajg sie
streszczenie w jezyku polskim i angielskim, informacja o opublikowanych oryginalnych pracach
stanowigcy podstawe doktoratu, wstep, hipotezy i zadania badawcze, materiat i metody, wyniki,
podsumowanie i wnioski, 57 pozycji literatury, kopie oryginalnych publikacji, os$wiadczenia
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wspotautoréw oraz krétka charakterystyka dorobku naukowego Doktoranta. W mojej opinii dorobek
Pana mgr inz. Karola Mierzejewskiego jest wartosciowy, poniewaz obejmuje tgcznie 9 oryginalnych
artykutéw w czasopismach naukowych, w tym 6 artykutow z pierwszym autorstwem oraz 3 artykuty
wspotautorskie. Na uwage i moje duze uznanie zastuguje takze fakt, ze Doktorant petnit/petni funkcje
kierownika w projektach Preludium 18 i Opus 24 finansowanych ze srodkéw NCN. Wyniki prowadzonych
badan Doktorant prezentowat w postaci 11-tu doniesiert naukowych/prezentacji ustnych podczas
konferencji krajowych i zagranicznych. Kilkukrotnie przebywat na krétkoterminowych stazach
naukowych w laboratorium Miedzyuczelnianego Wydziatu Biotechnologii Uniwersytetu Gdanskiego
i Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego oraz Spanish National Research Council w Hiszpanii.

Ocena merytoryczna

Tematyka rozprawy doktorskiej dotyczy okreslenia roliligandow receptora aktywowanego przez
proliferatory peroksysoméw gamma (PPARy) w modulowaniu odpowiedzi immunologicznej w btonie
$luzowej macicy Swini podczas indukowanego przez lipopolisacharyd (LPS) stanu zapalnego
w warunkach in vitro. Przedmiotem zainteresowania Doktoranta sg receptory PPAR, ktére byty i sg
intensywnie badane m.in w kontekscie znaczacej roli w regulacji procesow zachodzgcych w uktadzie
rozrodczym zaréwno kobiet jak i samic wielu gatunkow zwierzat. Od kilku lat prowadzone sg takze
badania nad ekspresjg receptoréw PPAR oraz ich wptywem na fizjologie komdérek jajnika, a prace
Zespotu Profesor lwony Bogackiej przyczynity sie do znacznego poszerzenia i zrozumienia roli PPAR
w rozrodzie swin. Wczesniejsze badania Zespotu wykazaty takze, ze wszystkie izoformy PPAR ulegaja
ekspresji w btonie $luzowej macicy Swini podczas cyklu rujowego oraz wczesnej cigzy. Co ciekawe,
aktywacja PPARy prowadzi do modulacji odpowiedzi immunologicznej w innych tkankach poprzez
hamowanie ekspresji cytokin prozapalnych, regulacje aktywnosci makrofagdw, limfocytéow B i T oraz
kontrole proceséw metabolicznych zwigzanych ze stanem zapalnym. Zapalenie btony $luzowej macicy,
jest powszechng i czestg chorobg uktadu rozrodczego u Swin, a towarzyszacy temu stan zapalny moze
przyczyniac sie do zaburzen w przebiegu rui, tworzeniu sie polipdw w bfonie sluzowej macicy, poronien
czy bezptodnosci. Stad, pozytywnie oceniam wybdr tematyki pracy doktorskiej, jest on logiczng
konsekwencjg wczesniejszych obserwacji, zmierzajgcg do petnego zrozumienia mechanizméw udziatu
ligandéw PPARy w modulowaniu odpowiedzi immunologicznej w btonie sluzowej macicy $wini podczas
stanu zapalnego. Jest to niezmiernie wazne poniewaz obecnie obserwuje sie olbrzymie straty
ekonomiczne zwigzane z usuwaniem samic z problemami rozrodczymi ze stada. W mojej ocenie,
kolejnym waznym elementem potwierdzajgcym bardzo istotny i nowatorski charakter badan
prowadzonych przez Pana mgr inz. Karola Mierzejewskiego jest fakt, ze jego doktorat finansowany byt
z projektu badawczego Pani Promotorki Profesor Iwony Bogackiej, ktéry zostat poddany wnikliwej
recenzji i uzyskat finansowanie przez NCN.

Hipoteza badawcza rozprawy doktorskiej zaktadata udziat ligandéw PPARy w regulacji procesu
zapalnego w btonie Sluzowej macicy Swini, zaleznie od fazy cyklu rujowego — fazy srodkowo-lutealnej
i pecherzykowej oraz statusu stanu zapalnego — rozwijajacy sie lub trwajgcy. W celu weryfikacji hipotez
Doktorant jasno i precyzyjnie opisat zadania badawcze: i) okreslenie wptywu naturalnego (PGJ;)
i syntetycznego (pioglitazon) agonisty lub antagonisty (T0O070907) PPARy na globalny transkryptom
btony $luzowej macicy $wini podczas procesu zapalnego indukowanego przez LPS podczas fazy
Srodkowo-lutealnej cyklu rujowego, ii) okreslenie wptywu naturalnego i syntetycznego agonisty lub
antagonisty PPARy na globalny transkryptom btony sluzowej macicy swini podczas procesu zapalnego



indukowanego przez LPS podczas fazy pecherzykowej cyklu rujowego oraz iji) okreslenie wptywu
naturalnego i syntetycznego agonisty PPARy na ekspresje gendw i biatek cytokin pro-i przeciwzapalnych
w btonie Sluzowej macicy swini w trakcie indukowanego przez LPS rozwijajacego sie lub trwajgcego
procesu zapalnego podczas fazy srodkowo-lutealnej lub pecherzykowej cyklu rujowego. W mojej opinii
wszystkie trzy zadania badawcze zostaty znakomicie i rzetelnie zrealizowane a postawiona hipoteza
poprawnie zweryfikowana. Zastosowane w badaniach analizy laboratoryjne (hodowle in vitro,
wysokoprzepustowe sekwencjonowanie transkryptomu, real time PCR, ELISA oraz testy statystyczne)
zostaty prawidtowo dobrane do zatozonych celéw badawczych i wymagaty ogromnego naktadu pracy
Doktoranta, co zastuguje na uznanie. Na podstawie przeprowadzonych badan uzyskano ogrom
oryginalnych, wartosciowych i ciekawych wynikéw badan. Ze wzgledu na bardzo duzg liczbe
otrzymanych danych, pozwalam sobie przytoczyc¢ tylko najwazniejsze wnioski ptyngce z prac:

- zastosowanie wysokoprzepustowej metody sekwencjonowania RNA-Seq pozwolito na
okreslenie kompleksowych zmian transkryptomicznych w endometrium pod wptywem LPS oraz
badanych liganddéw podczas fazy srodkowo-lutealnej oraz pecherzykowej cyklu rujowego.

- analizy bioinformatyczne umozliwity wytypowanie proceséw oraz sciezek sygnatowych
biorgcych udziat w regulacji stanu zapalnego i jego konsekwencji. Ligandy PPARy, oprocz
przeciwzapalnych witasciwosci, regulujg ekspresje gendw zaangazowanych m. in. w mechanizmy
naprawcze DNA, w tym aktywacje punktu kontrolnego, ktéry zatrzymuje progresje cyklu komorkowego
W momencie pojawienia sie nieprawidfowosci w materiale genetycznym.

- badania z uzyciem metod real-time PCR oraz ELISA wykazaty, ze agonisci PPARy zmniejszaja
ekspresje mediatorow prozapalnych oraz zwiekszajg ekspresje mediatoréw przeciwzapalnych
w endometrium podczas stanu zapalnego.

- analiza RNA-Seq wskazata, ze ligandy PPARy regulujg w rézny sposéb ekspresje gendw podczas
badanych okreséw cyklu rujowego: podczas fazy srodowo-lutealnej, pioglitazon zmienit ekspresje 4
gendw, natomiast PGJ, — 3. Podczas fazy pecherzykowej odnotowano zmieniong ekspresje az 602 gendw
pod wptywem pioglitazonu i 200 gendw pod wptywem PGJ,.

- z uzyciem metody real-time PCR wykazano réwniez, ze ekspresja mediatorow prozapalnych
w wiekszej mierze zalezy od fazy cyklu rujowego niz od uktadu doswiadczalnego.

Oceniana rozprawa doktorska ma charakter opracowania, ktorej zasadniczg cze$¢ stanowia trzy
oryginalne prace naukowe, ktére zostaty juz poddane wnikliwej ocenie minimum przez szesciu
recenzentéw i trzech edytoréw czasopism o zasiegu miedzynarodowym, zatem moja rola sprowadza sie
do omowienia ogdlnych zatozen przedstawionej do recenzji pracy doktorskiej oraz ewentualnych uwag
czy dyskusji z Autorem o wadze prac. Nalezy doda¢, iz Doktorant bardzo dobrze i trafnie wybrat
tematycznie czasopisma o wysokich wspotczynnikach IF i bardzo szerokim zasiegu (cytacje prac w dniu
07.08.2023, 14 razy). Wybodr takich czasopism i skutecznos$¢ publikowania swoich wynikéw badan
potwierdzajg mojg wysoka opinie o Doktorancie i jego pracy doktorskiej. Warto$¢ poznawczg wynikéw
otrzymanych przez Pana mgr inz. Karola Mierzejewskiego oceniam rowniez bardzo wysoko, o czym
Swiadczy fakt opublikowania trzech artykutdow w prestizowych czasopismach. Wszystkie prace sg spdjne
tematycznie i metodycznie, a jako cato$¢ dostarczajg istotnej wiedzy z zakresu udziatu PPARy w regulac;ji
ekspresji gendw i biatek w btonie Sluzowej macicy swini z indukowanym LPS stanem zapalnym i stanowig
odpowiedz na zatozone przez Doktoranta cele badawcze. Prace napisane sg zrozumiale, z jasno
sprecyzowanymi celami i prawidtowo przeprowadzong dyskusjg. Dokumentacja wynikéw w postaci
tabel oraz figur jest jasna i czytelna. W mojej opinii cata rozprawa doktorska jest przemyslanym,



konsekwentnie realizowanym pomystem badawczym o duzej wartosci poznawczej. Na pochwate
i wyrdznienie zastuguje staranne, jasne i przejrzyste przygotowanie opracowania polskojezycznego.
Bardzo precyzyjnie i skrupulatnie zostat zaplanowany oraz opisany kazdy rozdziat dysertacji, dodatkowo
wzbogacony rycinami, ktére bardzo utatwiajg zrozumienie wykonanych eksperymentéw, co Swiadczy
o duzej dojrzatosci naukowej Doktoranta.

Uwagi i pytania

W ocenianej rozprawie doktorskiej trudno jest wskazac stabe strony czy krytyczne uwagi, poniewaz
opracowanie polskojezyczne zostato przygotowane perfekcyjnie z dbatoscig o kazdy szczegdt a prace
naukowe Doktorant opublikowat w prestizowych czasopismach o miedzynarodowym zasiegu i wysokich
wskaznikach bibliometrycznych. Jednak podczas analizy publikacji i opracowania rozprawy nasuneto mi
sie kilka pytan i z obowigzku recenzenta chciatabym sie nimi podzieli¢:

- czy w hodowlanych in vitro skrawkach endometrium macicy $wini Doktorant sprawdzat ich
zywotnos¢ podczas inkubacji?

- jak wynika z zatgczonych publikacji, grupe kontrolng w uktadzie eksperymentalnym stanowit
dimetylosulfotlenek (DMSO) — rozpuszczalnik dla badanych ligandéw PPARy. Czy w swoich
doswiadczeniach Doktorant sprawdzat wptyw samego podania DMSO na jakiekolwiek parametry
funkcjonalnosci czy ekspresji wybranych gendw w btonie sluzowej macicy swini?

- W opracowaniu (str.17) Autor podaje na rycinie 1 stezenie pioglitazonu 10 uM, tymczasem
w publikacjach 1 i 2 (analogiczne zadania badawcze 1i 2) pisze o zastosowaniu stezenia 1 uM dla tego
agonisty. W publikacji 3 Doktorant stosuje dwa stezenia 1 uM i 10 uM dla pioglitazonu a jedno 10 uM
dla PGJ,, prosze o komentarz do zastosowanych stezen agonistéw PPARy i dlaczego rozszerzyt zakres
stezenia tylko dla jednego agonisty?

- w publikacji 3 Doktorant usunat z uktadu eksperymentalnego dodawanie antagonisty PPARy
TO070907. Czy przestanka do tej decyzji byty wyniki opublikowane juz w pracach 1 i 2, czy moze inne
czynniki brat pod uwage w planowaniu tego eksperymentu?

- czy Doktorant rozwazat analize ekspresji biatek TLR4 czy NF-kB metodg Western blot
w skrawkach endometrium po inkubacji z LPS i ligandami PPARy (publikacja 3)? W przypadku badan
stezenia biatka przy uzyciu zestawow ELISA dla niektérych mediatoréw np. IL-10 Autor nie prezentowat
wynikéw ze wzgledu na otrzymane niskie wartosci (ponizej limitu wykrywalnosci), czy w takim przypadku
nie rozwazat zastosowania innej metody badania zmian na poziomie biatka?

- w rezultatach opublikowanych w pracy 3 (Fig.1) Doktorant wykazat odmienne wyniki pomiedzy
ekspresjag mRNA a stezeniem biatka IL-1f w medium (np. LPS stymuluje ekspresje mRNA i jedoczes$nie
hamuje stezenie biatka a po tgcznym podaniu z ligandami PPARy podwyzsza poziom mRNA bez wptywu
na stezenie biatka w medium). Prosze o krétki komentarz wyjasniajgcy otrzymane wyniki.

- jakie eksperymenty wptywu ligandéw PPARy na funkcjonalnosci endometrium macicy w stanie
zapalnym mogtby zaproponowac Doktorant w warunkach in vitro czy in vivo? Jakie przetozenie na
fizjologie/patologie funkcjonowania macicy majg otrzymane wyniki badar molekularnych?

- W mojej opinii w opracowaniu zabrakto dyskusji wynikow lub korcowego schematu
podsumowujgcego trzy zadania badawcze (lub trzy publikacje), np. porownujgce odpowiedz pomiedzy
dniami cyklu rujowego (publikacja 1 i 2) lub potaczenia wynikow opublikowanych w publikacji 3
z analizami transkryptomicznymi. Zdaje sobie sprawe, ze jest to dos¢ trudne zadanie i wyzwanie dla
mtodego naukowca, biorgc pod uwage ogrom otrzymanych danym ale z punktu widzenia duzej wartosci
naukowej badan niezwykle cenne dla szerszej grupy odbiorcéw.



- drobna uwaga dotyczy stosowania skrétéw w opracowaniu. Skroty wprowadzone za
pierwszym razem w pracy powinny by¢ konsekwentnie stosowane, np. Doktorant wprowadzit skrét P —
progesteron, ktérego potem juz nie uzywa.

- zainteresowato mnie konicowe zdanie w podsumowaniu opracowania ,Wyniki
prezentowanych badan otwierajg nowe mozliwosci badan nad mechanizmami, z udziatem PPARYy,
kontrolujgcymi stan zapalny oraz prawidtowy cykl komdérkowy podczas warunkéw stresowych
wywotanych przez LPS w btfonie sluzowej macicy $wini” oraz w publikacjach 1i 2. Prosze o rozwiniecie
jakie molekularne mechanizmy miat na mysli Autor w przysztych badaniach?

- czy znana jest rola ligandéw dla pozostatych izoform PPAR tzn. beta i delta: PPARB/S w regulacji
procesu zapalnego w btonie sluzowej macicy?

- czy Doktorant moze wskazaé ograniczenia lub najwieksze wyzwania podczas prowadzenia
swoich badan?

- w jaki sposdb, uzyskane na $wiriskim modelu wyniki, mogg by¢ wykorzystane w przysztosci
w badaniach patofizjologii rozrodu kobiet? Prosze o krotki komentarz o aplikacji badan uzyskanych
w ramach pracy doktorskiej.

Podsumowanie

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska Pana mgr inz. Karola Mierzejewskiego jest
wartosciowym, oryginalnym dzietem naukowym, zawierajgcym nowatorskie wyniki, ktdre poszerzajg
wiedze z zakresu regulacji mechanizmow funkcjonowania macicy $wini w stanie zapalnym. Autor
wykazat sie doskonatymi umiejetnosciami w planowaniu i prowadzeniu badan, wnioskowaniu w oparciu
o uzyskane wyniki oraz duzg wiedzg pozwalajgcg na rzeczowa dyskusje z recenzentami publikacji.
Przeprowadzone badania wymagaty znakomitego przygotowania merytorycznego i warsztatowego.
Opublikowane prace, a takze opracowanie, bedgce podstawg rozprawy doktorskiej, zostaty bardzo
dobrze przemyslane, rzetelnie zrealizowane i starannie przygotowane. Na uwage zastuguje takze
catosciowy, bogaty dorobek publikacyjny Doktoranta oraz uzyskanie finansowania na realizowanie
badan w ramach projektéw NCN Preludium i Opus. Zawarte w niniejszej recenzji pytania czy komentarze
nie umniejszajg wartosci merytorycznej ocenianej bardzo wysoko pracy doktorskiej lecz sg zachetg do
naukowej dyskusji.

Whniosek koricowy

Reasumujac stwierdzam, ze oceniona praca w petni odpowiada wymogom stawianym
rozprawom doktorskim i spetnia warunki okreslone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo
o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2023.742 ze zm.) stawianym kandydatom ubiegajgcym sie
o uzyskanie stopnia naukowego doktora. W zwigzku z powyzszym przektadam Wysokiej Radzie
Naukowej Dyscypliny nauki biologiczne Uniwersytetu Warminsko — Mazurskiego w Olsztynie wniosek
o dopuszczenie Pana mgr inz. Karola Mierzejewskiego do dalszych etapdw postepowania o nadanie
stopnia doktora w dziedzinie nauk Scistych i przyrodniczych w dyscyplinie nauki biologiczne.

Biorgc pod uwage wysoka warto$¢ naukowg pracy doktorskiej, poziom przeprowadzonych
analiz, nowatorskie wyniki i ich publikacje w postaci trzech oryginalnych prac w prestizowych
czasopismach o zasiegu miedzynarodowym, a takze zaangazowanie i pracowito$¢ Doktoranta oraz
perfekcyjnie przygotowanie opracowania wnosze o wyrdznienie dysertacji.



Z powazaniem

Aneli_

Krakéw, 7 sierpnia 2023 roku dr hab. Agnieszka Rak, prof. UJ



