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Recenzja rozprawy doktorskiej Pana mgr inz. Karola Mierzejewskiego zatytulowanej
»Udzial receptorow aktywowanych przez proliferatory peroksysomow gamma (PPARYy)
w regulacji procesu zapalnego w blonie Sluzowej macicy Swini (Sus scrofa domestica)”,
wykonanej pod kierunkiem promotora Pani prof. dr hab. Iwony Bogackiej oraz promotora
pomocniczego Pani dr Aleksandry Kurzynskiej w Katedrze Anatomii i Fizjologii Zwierzat

Wydziahu Biologii i Biotechnologii Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie.

I. Ocena formalna pracy

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska sklada si¢ z: (i) trzech publikacji
oryginalnych o lacznym wspoéiczynniku oddzialywania (IF) wynoszacym 12,081, ktére ukazaty
si¢ w latach 2021-2022 1 w ktérych Pan mgr inz. Karol Mierzejewski jest pierwszym autorem
oraz (ii) powstalego na podstawie wynikéw wlasnych badan opracowania w jezyku polskim,
zawierajacego: streszczenie w jezyku polskim 1 angielskim, wstep, przyjete hipotezy i stuzace
ich weryfikacji zadania badawcze, opis zastosowanego schematu eksperymentalnego wraz
z charakterystyka uzytego materialu 1 wykorzystanych metod analitycznych, opis wynikow
uzyskanych w trzech zaplanowanych zadaniach badawczych, podsumowanie 1 wnioski oraz
bibliografie. Opracowanie zawiera takze rozdziat przedstawiajacy zwigzlg charakterystyke
aktualnego dorobku naukowego Doktoranta uwzgledniajaca jego dotychczasowa aktywnos¢
publikacyjna, informacj¢ o uzyskanych i zrealizowanych grantach NCN, a takze informacje

o odbytych stazach krajowych i zagranicznych.
Publikacjami wchodzacymi w sktad rozprawy sa:

1. Praca oryginalna: Karol Mierzejewski, L. ukasz Paukszta, Aleksandra Kurzynska, Zuzanna
Kunicka, Jan Pawel Jastrzebski, Iwona Bogacka. ,,Transcriptome analysis of porcie endometrium
after LPS-induced inflammation:effects of the PPAR-gamma ligands in vitro”. Biology of
Reproduction 2021;104:130-143. IF 4.161. Liczba punktéw MEiN: 200.



2. Praca oryginalna: Karol Mierzejewski, L.ukasz Paukszto, Aleksandra Kurzynska, Zuzanna
Kunicka, Jan Pawel Jastrzebski, Karol Makowczenko, Monika Golubska, Iwona Bogacka.
“PPARy regulates the expression of genes involved in the DNA damage response in an inflamed

endometrium”. Scientific Reports 2022;12(1):4026. IF=4.997. Liczba punktow MEiN: 140.

3. Praca oryginalna: Karol Mierzejewski, Aleksandra Kurzynska, Zuzanna Kunicka, Anna
Klepacka, Monika Golubska, Iwona Bogacka. “Peroxisome proliferators-activated receptor
gamma ligands regulate the expression of inflammatory mediators in porcine endometrium
during LPS-induced inflammation” Theriogenology 2022;187:195-204. IF=2,923. Liczba
punktow MEiIN: 140

Wszyscy wspotautorzy kazdej z publikacji dotaczyli pisemne oswiadczenia, w ktorych
szczegotowo okreslili  zakres swego indywidualnego wkladu w wykonanie badan
1 przygotowanie tekstow do druku. Pan mgr inz. Karol Mierzejewski uczestniczyt we wszystkich
etapach przygotowania kazdej, wchodzacej w sklad ocenianej rozprawy, publikacji pracujac nad
skrystalizowaniem koncepcji oraz dostosowaniem adekwatnej do przyjetych zalozen
badawczych metodyki, wykonujac badania in vitro oraz analizy laboratoryjne, opracowujac

wyniki, a takze przygotowujac tekst manuskryptu oraz odpowiedzi na recenzje.

Uktad ocenianej rozprawy spetnia wymogi formalne stawiane rozprawom doktorskim
powstalym na podstawie wilasnych badan eksperymentalnych. Wszechstronne merytoryczne
zaangazowanie Pana mgr inz. Karola Mierzejewskiego w przygotowanie powyzszych publikacji
W mojej ocenie w pelni uzasadnia ich 1aczne przedstawienie jako czesci Jego rozprawy

doktorskie;.

II. Ocena merytoryczna rozprawy

Naruszenie integralno$ci barier chronigcych organizm umozliwia patogenom wniknigcie
do ustroju, w wyniku czego dochodzi do wzbudzenia uktadu odpornosciowego 1 w konsekwencji
indukcji naturalnego procesu jakim jest lokalny stan zapalny. Krotkotrwaty stan zapalny jest
procesem korzystnym dla organizmu, a jego zadaniem jest ograniczenie rozprzestrzeniania si¢
czynnika prozapalnego, jego neutralizacja i usunigcie. Jednak przedluzajace si¢ zapalenie
powodujac nadmierng stymulacje uktadu immunologicznego, a tym samym dlugotrwale
zaburzenie homeostazy, moze prowadzi¢ do powaznych dysfunkcji w organizmie. Takim stanem
jest np. przewlekle zapalenie blony §luzowej macicy (endometritis), choroba powszechnie i
czesto wystepujaca nie tylko u $wini domowej, lecz dotykajaca réwniez wielu kobiet.
Fizjologiczne 1 genetyczne podobienstwo organizmu $wini do organizmu czlowieka czyni j3

modelem szczegdlnie przydatnym w badaniach biomedycznych.



Przystepujac do badan transkryptomu endometrium $wini domowej w warunkach
indukowanego stanu zapalnego Doktorant skupit si¢ na okresleniu roli, jaka w procesie regulacji
stanu zapalnego w tej tkance pelnig receptory aktywowane przez proliferatory peroksysomow
gamma (PPARY). Nalezy podkresli¢, ze promotor rozprawy Pani prof. dr hab. Iwona Bogacka
jest uznanym, o mie¢dzynarodowej renomie, ekspertem w dziedzinie badan nad receptorami
PPAR, a Doktorant, Pan mgr inz Karol Mierzejewski swoje pierwsze szlify w badaniach nad

tymi zwigzkami zdobywat przygotowujac pod Jej kierunkiem swa prace magisterska.

Weryfikacja przyjetych hipotez badawczych wymagata od Doktoranta przeprowadzenia
serii eksperymentow w uktadzie in vitro, z uzyciem fragmentow endometrium pobranego od
czterech dojrzalych samic $wini domowej w fazie srodkowo-lutealnej (10-12 dzien cyklu) oraz
w fazie pecherzykowej (18-20 dzien cyklu). Po oczyszczeniu i wstepnej preinkubacii,
wyizolowane (100+10mg) skrawki btony S$luzowej macicy inkubowano przez 24 godziny
w obecnosci lipopolisacharydu (LPS; 100ng/ml), po czym, po jego usuni¢ciu z medium,
poddawano je szeSciogodzinnej stymulacji w obecno$ci agonistow receptora PPARy:
(1) 15-deoxy-Al12,14-prostaglandin J» (prostaglandyna PGJ,, 10uM; agonista endogenny),
(i1) pioglitazonu (10uM; agonista egzogenny), jak tez T0O070907 (1uM; antagonista receptora
PPARy). W trzecim eksperymencie in vitro, obok powyzszego schematu inkubacji zostal
rownolegle zastosowany uklad dodatkowy, w ktorym skrawki endometrium poddane
uprzedniemu szesciogodzinnemu tgcznemu oddzialywaniu LPS (100 ng/ml) 1 agonistow
receptora PPARy (10uM PGJ,; oraz 10uM 1 1uM pioglitazon) byty nastgpnie poddane dalszej

24-godzinnej stymulacji przez sam LPS.

Cze¢$¢ analityczna badan obejmowata: izolacje RNA ze skrawkéw eksperymentalnych
wraz z oceng jego czysto$ci oraz integralnosci strukturalnej, ktérag wykonat Doktorant,
wysokoprzepustowe sekwencjonowanie transkryptomu (t¢ procedure wykonata firma
komercyjna Macrogen, Korea Potudniowa), a nastgpnie, przeprowadzong przy wspotudziale
Doktoranta, analize surowych odczytow uzyskanych w wyniku sekwencjonowania. W dalszej
kolejnosci czes¢ analityczna dotyczyta bioinformatycznej analizy danych, identyfikacji miejsc
alternatywnego sktadania RNA o zrdznicowanej ekspresji (DEG) 1 analizy ekspresji dlugich
niekodujacych RNA (IncRNA) o zroéznicowanej ekspresji, oznaczenia ekspresji gendéw metoda

RT-PCR oraz stezenia biatek metodg immunoenzymatyczng ELISA.

Rozbudowany 1 bardzo nowoczesny wachlarz metodyczny zastosowany w badaniach
dowodzi wysokich umiej¢tnosci Doktoranta w wykonywaniu ztozonych, wielokierunkowych

analiz.



I1.1. Cz¢s$¢ publikacyjna rozprawy

Publikacja 1 prezentuje wyniki dotyczace wpltywu zapalenia i1 specyficznych ligandoéw
receptora PPARY na profil transkryptomu endometrium §wini domowej w $rodkowo-lutealnej
fazie cyklu. Po zastosowaniu metody RNA-Seq i1 zsekwencjonowaniu 20 bibliotek ¢cDNA
przygotowanych dla wyizolowanego z 20 skrawkow endometrium RNA, otrzymano
1 118 471 092 surowych odczytow ze sparowanymi koncami. Po ich wstgpnej obrobce
i zmapowaniu do genomu referencyjnego $wini uzyskano 94,3% sekwencji unikatowych.
Odczyty przypisano do sekwencji kodujacych (50.6%), intronéw (7,2%), regiondow
nie podlegajacych translacji  (28,7%) 1 regiondw miedzygenowych (14,7%). Analiza
bioinformatyczna ujawnita, ze w pordwnaniu do obrazu w grupie kontrolnej skutkiem indukcji
stanu zapalnego byla zroznicowana ekspresja (DEG) 222 gendéw kodujacych biatka
(109 wykazato jej wzrost, a 113 spadek). Analizie ontologii genéw (GO) poddano 194 geny
o zréznicowanej ekspresji 1 przypisano je do kategorii: procesy biologiczne (104 geny), funkcje
molekularne (9 genow), sktadniki komérkowe (4 geny) oraz do proceséw takich jak: negatywna
regulacja procesow biologicznych (76 gendéw), rozwdj struktur anatomicznych (73 geny),
odpowiedz komorkowa na substancje chemiczne (72 geny), odpowiedZ immunologiczna
(34 geny), aktywacja leukocytow (30 gendéw), regulacja syntezy cytokin (17 gendéw),
komoérkowa odpowiedz na lipopolisacharyd (11 gendéw), regulacja obrony komorki (36 gendéw)
odpowiedz na zapalenie (23 geny), odpowiedz na cytokiny (31gendéw), aktywacja makrofagow
(7 gendw), rozwoj naczyh (18 gendw). Analiza szlakow sygnatowych KEGG wykazala, ze 21
gendw o zrdznicowanej ekspresji uczestniczy w czterech $ciezkach sygnalizacyjnych, w tym 9
(NFKBIA, TNFAIP3, MMP9, AMCF-II, CXCL2, MMP3, PTGS2, IL-6, CSF2) w szlaku
sygnalizacyjnym czynnika martwicy nowotworo6w natomiast 5 (7GFBI, PIGR, IL-6,
CXCL12, ENSSCG0000039500) nalezy do szlaku zaangazowanego w jelitowa synteze

immunoglobuliny A.

W poréwnaniu do obrazu otrzymanego po stymulacji tkanki przez sam LPS, obecnos¢ PGlJ»
w medium inkubacyjnym spowodowata wzrost ekspresji trzech genow (SELE, IL-15, CCLS),
a obecnos¢ pioglitazonu zwickszong ekspresje¢ czterech genoéw (SELE, IL-15, MUCI3, MEOX-
I). Analiza ich ontologii ujawnita, ze naleza one do genéw zaangazowanych w chemotaksje
granulocytow 1 migracje neutrofili. Ponadto, geny SELE oraz IL-1f uczestniczag w regulacji

aktywnosci szlaku czynnika martwicy nowotworow.

Profil zr6znicowanej ekspresji genow ulegt zmianie rowniez wtedy, gdy endometrium w stanie
zapalnym inkubowane bylo w obecno$ci antagonisty receptora PPARy. W takich warunkach

zapalnych, zroznicowanej ekspresji uleglty 62 geny, sposrod ktorych 30 wykazywato wzrost, a 32
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spadek. Analiza ontologii genow wykazata, ze sposrod nich 52 geny uczestnicza w 18 procesach
biologicznych w tym: odpowiedzi zapalnej, odpowiedzi komoérkowej na interleuking-1
i chemotaksji granulocytow. Najwicksza ekspresje wykazywaty geny komorkowej odpowiedz na
interleuking-1: CCL3L1, CCL4, HPSS oraz geny odpowiedzi zapalnej THBSI, I0DOI, LBP,
ACKRI, IL-15. Sposréd gendow o podwyzszonej ekspresji cztery (CCL3L1, LBP, CCLA4, IL-1B)
naleza do szlaku sygnalizacji receptora TOLL-podobnego. Wsrdd gendw zwigzanych z regulacja

odpornosci, jedynie geny THBS!I 1 PTGIS wykazywaly zmniejszong ekspresje.

W stanie zapalnym wykazano 78 zdarzen alternatywnego skladania, ktére obejmowatly
61 genow. Efekt LPS dotyczyt sktadania genow PTGES, PTGS2 i PLAAT3 zaangazowanych
w regulacj¢ aktywnosci szlaku kwasu arachidonowego. Obecnos$¢ PGJ> spowodowata 60 zdarzen
alternatywnego sktadania, podczas gdy obecno$¢ pioglitazonu wywolata 52 takie zdarzenia.
Zaden z gendéw ulegajacych alternatywnemu sktadaniu pod wptywem agonistow PPARYy nie
nalezal do grupy istotnych proceséw biologicznych. Dynamike¢ zmian zaobserwowano w genie
PTGS2, istotnym dla funkcjonowania zenskiego uktadu rozrodczego, ktorego pierwszy ekson
ulegt w warunkach zapalnych zmniejszeniu, natomiast po inkubacji z pioglitazonem
zwigkszeniu. W obecno$ci antagonisty receptora PPARy pojawity si¢ 134 zdarzenia
alternatywnego sktadania dotyczace 106 genow kodujacych biatka. Antagonista wplywat na
proces alternatywnego sktadania genow PTGIS, PTGS2, ACADM, SCD, INSR, HIFI1A, ARNT,
ADAMI9, wsrod ktorych sa geny uczestniczace w syntezie prostaglandyn (PTGIS, PTGS?2),
steroidogenezie (INSR) i szlaku sygnalizacji PPAR (4CADM).

Kompleksowa, uwzgledniajaca tacznie wszystkie porownania miedzy grupami, analiza powigzan
biatek kodowanych przez geny o zrdznicowanej ekspresji ujawnita sie¢ ich interakcji z centralng
pozycja interleukiny 1P (IL-1pP) 1 biatka czynnika wzrostu granulocytow - 2 (CSF2). Interakcje
obejmowaly m.in. aktywacj¢, modyfikacje postranslacyjne, regulacj¢ transkrypcji, katalize,

inhibicje aktywnosci 1 wigzanie biatek.

Publikacja 2 zawiera wyniki dotyczace wptywu zapalenia 1 specyficznych ligandow receptora
PPARy na profil transkryptomu endometrium $wini domowej podczas fazy pecherzykowej
(18-20 dzien cyklu). Po zastosowaniu metody RNA-Seq i zsekwencjonowaniu 20 bibliotek
cDNA, przygotowanych dla RNA wyizolowanego z 20 skrawkow endometrium w fazie
pecherzykowej, otrzymano 1 114235 534 surowych odczytow ze sparowanymi koncami. Po ich
wstepne] obrobce 1 zmapowaniu do genomu referencyjnego $wini uzyskano 93,06% sekwencji
unikatowych. Zmapowane odczyty przypisano do: sekwencji kodujacych (53.64%), intronow
(6.58%), regiondéw nie podlegajacych translacji (24,67%), regiondw miedzygenowych. (15,11%).

W stanie zapalnym wywotanym inkubacja tkanki z LPS, zréznicowang ekspresj¢ odnotowano
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wobec 169 genow, wsrod ktorych 115 wykazywato zwigkszony, a 54 obnizony poziom ekspresji.
Analiza ontologii genéw ujawnita ich przypisanie do kategorii: procesy biologiczne
(36 procesow), funkcje molekularne (14 funkcji), sktadniki komoérkowe (4 sktadniki). Geny
CXCL9, CXCLI10, CXCLI1l, CCL19 oraz CXCLI2 reguluja aktywno$¢ chemokin, a wraz
z40 genami, w tym CCLS5, CCL19, IL34, I0DOI i CASPI koduja biatka uktadu
immunologicznego. Pod wptywem LPS zwigkszonej ekspresji uleglo 28 genoéw regulujacych
procesy obrony komorkowej, 14 gendow uczestniczacych w regulacji odpowiedzi zapalnej oraz
12 genow kodujacych odpowiedz na cytokiny (IRF7, ICAMI, ACKRI, .IL34, ISG15, UBD,
CXCL10, CXCLI11, CASPI1, CCR7, CCL5, CXCLI12). Zmniejszonej ekspresji uleglo 5 genow:
TREM?2, PDEZA, SPOCK2, APOAI, ENSSSCG00000006418. Siedem genéw o zrdznicowanej
ekspresji uczestniczy w regulacji chemotaksji leukocytow (ENSSSCG00000006380, L34,
CXCL10, VEGVD, CCR7, CCLS5), podczas gdy 41 gendw jest zaangazowanych w procesach
odpowiedzi na stres. Osiemnascie gendw o zroznicowanej ekspresji zostato przypisanych do
znaczacych szlakow sygnalizacyjnych, w tym 9 gendéw do $ciezki sygnalizacji chemokin oraz 14
do $ciezki sygnatowej interakcji cytokin z receptorem. Ponadto, po stymulacji endometrium
przez LPS, ujawnita si¢ zréznicowana ekspresja 24 dlugich niekodujacych RNA (IncRNA).
Tylko kodujacy biatko gen ENSSSCG00000041052 byt jedynym genem ulegajacym ekspresji na
poziomie podobnym do ekspresji trzech dlugich niekodujacych RNA.

W obecnosci PGJ, podwyzszonej ekspresji ulegto 181, a obnizonej 19 gendéw, natomiast
pioglitazon stymulowal ekspresje¢ 476 1 hamowat ten proces w 123 genach. Analiza ontologii
gendw wykazata, ze geny reagujace na PGJ> byly przypisane do 57 proceséw biologicznych,
4 funkcji molekularnych oraz do jednego skladnika komodrkowego, natomiast geny wrazliwe na
pioglitazon do 67 procesow biologicznych, 3 funkcji molekularnych, 1 2 skladnikow
komorkowych. Zalezna od PGz zréznicowana ekspresja dotyczyta 27 gendéw, w tym /DOI,
SERPINEI, ILIA, RSADZ, ADAR, NFKBI1A, TNFAIP3, MAP3K14 oraz TRIMS uczestniczacych
w regulacji odpowiedzi obronnej, 7 gendw zaangazowanych w syntez¢ IL-1B (EGRI, IGF1I,
ZC3HI24, IL6, TNFAIP3, CCL3LI, GHSR) oraz 8 genow regulujacych szlak sygnalizacji IL-17
(CSF2, IL1p, NFKBIA, CXCLS, CXCL2, IL6, TNFAP3, CSF3). Wickszo$¢ tych genow

wykazywata nasilong ekspresje.

Natomiast inkubacja endometrium w obecnosci pioglitazonu spowodowata zmiane ekspresji
11 genow (BMP2, CSF2, CSF1, ENSSSCG00000024759, EDN1, TNF, IL25, CCL3LI, WNT5A4,
THPO) regulujacych aktywno$¢ cytokin, 70 genéw uczestniczacych w regulacji apoptozy, jak
tez 34 gendw zaangazowanych w regulacj¢ rozwoju naczyn. Ponadto, pioglitazon wptynat na

profil ekspresyjny 10 gendéw, w tym siedmiu (PMAIP1,GADD45B, SERPINE1, APAF1, SESN3,



GADD45G, ENSSSCG0000010448) o podwyzszonej i trzech (CCNGI, TP5313, CDKI)
0 obnizonej ekspresji, zaangazowanych w regulacje szlaku sygnatowego p53. Zmieniony profil
ekspresji dotyczyt rowniez dlugich nie kodujacych RNA: po stymulacji PGJ> takich elementow
w transkryptomie byto 35, a po pioglitazonie 109. Porownanie profilu ekspresji ujawnito
dodatnig korelacje 22 IncRNA z genami w grupie traktowanej PGJ> oraz 69 IncRNA z genami

w grupie stymulowanej przez pioglitazon.

W obecnosci antagonisty receptora PPARy zréznicowanej ekspresji ulegto 557 gendéw. Sposrod
nich 452 geny wykazywaly wzrost, a 195 obnizong aktywno$¢ transkrypcyjng. Analiza
funkcjonalna ontologii genow wykazata, ze byly one przypisane do 54 procesow biologicznych,
6 sktadnikow komodrkowych oraz 6 $ciezek sygnatowych. 58 gendow o zréznicowanej ekspresji
uczestniczyto w regulacji apoptozy (w tym: RTKN2, CHST11, ZNF473, PTGIS, CD44), $mierci
komorki (PIK3RI, CSF2, DOCKS, IGFI1, GADD45G, DAPKI) a 11 genéw o zwigkszonej
ekspresji uczestniczylo w regulacji szlaku martwicy nowotworéw. W tkance endometrialne;j
inkubowanej w obecnosci LPS i antagonisty receptora PPARy wzrosta ekspresja 89 dhugich nie
kodujacych RNA, podczas gdy eckspresja 16 IncRNA zmalata. W grupie DEGIncRNA
zidentyfikowano pozytywng korelacje 81 transkryptow z 220 genami o zrdznicowanej ekspresji.
32 transkrypty .DEGIncRNA byto specyficzne dla tkanki endometrialnej eksponowanej na
dziatanie antagonisty receptora PPARy.

Po inkubacji tkanki z LPS zidentyfikowano 130 zdarzen alternatywnego skladania RNA
obejmujacych 86 genow, wsrdd ktorych byty geny nalezace do grupy markerow uszkodzen DNA
(PTP4A43, DUSPS) oraz geny stresu oksydacyjnego (PEPD, PDP2, BCAR3). Alternatywnemu
sktadaniu podlegaty tez geny CFL2, CFLI, GAB2, LIMKI, AKT] wchodzace w sklad szlaku
regulujgcego fagocytozg, jak tez geny czynnika indukowanego hipoksja (HIFla) oraz
indukowanej cyklooksygenazy 2 (PTGS2) zaangazowane w odpowiedZ komorki na stymulacje
przez LPS. Alternatywne sktadanie RNA dotyczylo takich modyfikacji jak: alternatywne miejsce
akceptorowe, alternatywne miejsce donorowe, zlozenie (ang. splicing) pierwszego eksonu,

ztozenie ostatniego eksonu, wzajemnie wykluczajace si¢ eksony, pomini¢cie eksonu.

Po inkubacji z PGJ2, odnotowano 172 zdarzenia alternatywnego sktadania obejmujace 114
gendw kodujacych biatka, natomiast po inkubacji z pioglitazonem bylo 211 takich zdarzen, ktore
dotyczyty 141 genow. Zdarzenia alternatywnego sktadania RNA dotyczyly m.in. genow
zwigzanych z regulacja stresu oksydacyjnego. Po stymulacji przez PG> byly to geny CLDND1
1 PIGT, natomiast po inkubacji z pioglitazonem geny PRDX2 oraz SOD2. Obaj agonisci
receptora PPARy indukowali procesy alternatywnego sktadania RNA dla genow GJAI, ASSI,



HIFI1A, TTL10 oraz TATDNI, ktore zaangazowane s3 w kodowanie bialek markerowych stresu
oksydacyjnego.

Podanie antagonisty receptora PPARy spowodowato 200 zdarzen alternatywnego sktadania
RNA, a geny, w ktorych zidentyfikowano takie zdarzenia nalezag m.in. do grupy genow

zwigzanych z regulacja apoptozy: BCLY9, PIK3R1, HSBPILIMED?25, SEC24B.

Publikacja 3 prezentuje wyniki badan dotyczacych wptywu agonistow receptora PPARy na
ekspresje gendéw 1 bialek cytokin pro- i przeciwzapalnych podczas fazy Srodkowo-lutealnej
i pecherzykowej cyklu rujowego w warunkach (i) trwajacego stanu =zapalnego oraz

(i1) rozwijajacego si¢ procesu zapalnego.

(i) W trwajacym procesie zapalnym zarowno w fazie srodkowo-lutealnej jak 1 pecherzykowe;j
cyklu, skutkiem inkubacji endometrium z PGJ; jak i z pioglitazonem (niezaleznie od st¢zenia)
byl wzrost ekspresji /L-1f mRNA, czemu nie towarzyszyly zmiany stezenia biatka w medium
poinkubacyjnym. Natomiast od pioglitazonu i fazy cyklu zalezala ekspresja /L-6 mRNA, ktorej
poziom obnizyt si¢ jedynie w fazie Srodkowo-lutealnej, podczas gdy stezenie jego biatka
pozostalo niezmienione w obu fazach cyklu. Hamujacy wplyw agonistow receptora PGJ, na
ekspresje TLR4 mRNA oraz .IL-10 mRNA, ujawnit si¢ jedynie .w fazie pecherzykowe;j, a taki
sam efekt w odniesieniu do .poziom TLR4 mRNA nastgpit tylko w fazie srodkowo-lutealne;j.
W Zadnym badanym okresie cyklu rujowego inkubacja endometrium w stanie trwajacego stanu
zapalnego agonistami receptora PPARy nie spowodowata zmian w st¢zeniu biatek IL-10, LIF
oraz IL-4.

(i1). W stanie rozwijajacego si¢ stanu zapalnego skutkiem aplikacji PGJ> lub pioglitazonu (w obu
stezeniach) 1 jednoczesnej stymulacji tkanki przez LPS byta nasilona ekspresji IL-1p mRNA
w endometrium, ujawniona jedynie w fazie $rodkowo-lutealnej cyklu. W tych samych
warunkach zapalnych, lecz tylko w fazie pgcherzykowej, interakcja PGJ> lub pioglitazonu
(w obu stezeniach) z receptorem PPARy doprowadzita do spadku poziomu IL-6 mRNA w btonie
sluzowej. Podobnie, hamujacy wpltyw agonistow oddzialujacych na receptor PPARy w obecnosci
LPS, dotyczyt .ekspresjiTLR4 mRNA 1 NF-kB. Cho¢ efekt taki obserwowano w obu fazach
cyklu, to w fazie pecherzykowej spadek poziomu NF-kB mRNA wystapil tylko po pioglitazonie
podanym w stezeniu 1 puM. W stanie rozwijajacego si¢ stanu zapalnego nie obserwowano
natomiast wptywu agonistow receptora PPARy na zmiany st¢zenia bialek 1L-6, TLR4, NF-«xB,
LIF, IL-10, IL-4 w medium inkubacyjnym.



Lektura publikacji wchodzacych w sktad ocenianej rozprawy nasuneta mi nastepujace pytania:

1. W badaniach wykonanych w uktadzie in vitro stan zapalny byt indukowany w wyizolowanym
fragmencie endometrium. W warunkach in vivo, informacja o obwodowym stanie zapalnym jest
przekazywana z aktywowanego uktadu odpornosciowego do osrodkowego uktadu nerwowego,
ktory uruchamia woéwczas mechanizmy przeciwzapalne takie jak odruch zapalny, ktérego
elementem jest cholinergiczna $ciezka przeciwzapalna, a takze aktywacja osi podwzgorze-
przysadka-nadnercza (HPA). Czy sa dane wskazujace na interakcje receptorow PPAR z uktadem

cholinergicznym i /lub uktadem HPA w warunkach stanu zapalnego?

2. Jednym ze skutkow funkcjonalnego wspoétdziatania uktadow odpornosciowego i nerwowego
sa wyrazne zmiany w aktywno$ci neurotransmisyjnej (monoaminergicznej i peptydergicznej)
w réznych  strukturach moézgu. Czy byly prowadzone badania nad profilami
transkryptomicznymi w strukturach mozgu (np. w podwzgérzu) po indukcji zapalenia

w uktadzie rozrodczym w warunkach in vivo?

3. Jakie znaczenie dla aktywnosci gendw maja zaprezentowane w badaniach Doktoranta,
sklasyfikowane zdarzenia alternatywnego sktadania (splicingu) RNA? Prosze o krotki komentarz

przyblizajacy ten aspekt badan.

4. W fazie pecherzykowej cyklu ilosciowe i1 funkcjonalne profile genéow o zrdznicowane]
ekspresji (DEG) aktywowanych przez endogennego lub egzogennego agoniste .receptora PPARy
wyraznie si¢ roznity. Czym mozna wytlumaczy¢ zaistniale roznice miedzy efektywnoscia
stymulacji PGJ> a stymulacji pioglitazonem? Czy tylko sita oddzialywania z receptorem
wynikajaca z wyzszego niz PGJ. powinowactwa pioglitazonu jest odpowiedzialna za taki efekt,

czy tez mogly nan wplyna¢ inne czynniki?

5. W fazie pecherzykowej cyklu wykazano zalezng od agonistoéw receptora PPARY regulacje
aktywnosci gendw odpowiedzialnych za naprawe uszkodzen DNA. Jak agoniSci receptora
PPARy wplywaja na aktywno$¢ tych genow w fazie Srodkowo-lutealnej, w ktorej podatnosé

endometrium na zakazenie jest najwigksza?

I1.2. Opracowanie w jezyku polskim

Tekst opracowania rozpoczyna si¢ Streszczeniem w jezyku polskim i Abstraktem w jezyku
angielskim. Oba rozdziaty zostaty przygotowane zgodnie z kanonem opracowania tego typu
tekstu naukowego 1 zawierajg syntetycznie ujete informacje o zatozeniach badawczych, celu

badan, materiatach i metodach, wynikach oraz wnioskach.



Wstep. W szesciostronicowym, podzielonym na sze$¢ podrozdziatow, rozdziale Doktorant
syntetycznie zarysowal najwazniejsze aspekty zagadnien naukowych lezacych u podstaw
podjetych badan. Rozpoczynajac od krotkiej, funkcjonalnej charakterystyki endometrium jako
tkanki niezbednej w procesie implantacji i rozwoju zarodka, przechodzi do zwigztego
omoéwienia procesOw towarzyszacych zapaleniu blony §luzowej macicy, wskazujac tez na
zdrowotne konsekwencje, jakie u ludzi 1 zwierzat wywotuje przewlekly stan zapalny
endometrium. Uzasadnia swdj wybor swini domowej (Sus strofa domestica) jako zwierzecia
modelowego, o wysokim stopniu fizjologicznego podobienstwa do organizmu ludzkiego,
1 podkresla jej przydatnos¢ w wielu badaniach biomedycznych. Nastepnie, odnoszac si¢ do
wieloletniego doswiadczenia Zespotu, w ktorym prowadzit swe badania, wskazuje na wachlarz
proceséw, w jakich uczestnicza lizoformy receptorow aktywowanych przez proliferatory
peroksysomow, ze szczegdlnym uwzglednieniem funkcji biologicznych w jakie zaangazowane
sa receptory PPARy. Osobng uwage Doktorant poswigca wskazaniu wybranych badan
dokumentujacych udziat receptoréw PPARy w regulacji procesu zapalnego, a nast¢pnie
prezentuje syntetyczne ligandy tego receptora zwracajac uwage na ich wszechstronng
przydatnos$¢ terapeutyczng. Rozdzial konczy trzypunktowe wyodrgbnienie najwazniejszych
z punktu widzenia przyjetych zatozen koncepcyjnych obserwacji wyptywajacych z danych
literaturowych dotyczacych stanu zapalnego w uktadzie rozrodczym i roli jaka procesie tym

pelnig receptory PPARY”.

Rozdziat ,,Wstep” powstat z wykorzystaniem 42 publikacji, z ktérych 20 stanowig prace
opublikowane w ostatnich pieciu latach (2018-2022). Cho¢ jest zwiezla prezentacja
merytorycznego tlta rozprawy, to przekonujaco dowodzi dobrej znajomosci aktualnego
piSmiennictwa specjalistycznego 1 w petni uzasadnia wybor podjetej przez Doktoranta tematyki

badawczej.

Hipotezy i zadania badawcze. Rozdzial zawiera trzy, syntetycznie sformutowane, hipotezy
badawcze wraz z wyszczegolnionymi trzema zadaniami badawczymi, ktorych realizacja stuzyta
weryfikacji przyjetych hipotez.

Uwagi i pytania.

1. Dwie pierwsze hipotezy badawcze klarownie wynikaja z przestawionych przez Doktoranta we
Wstepie danych z pismiennictwa specjalistycznego, jednak hipoteza trzecia: ,,Udzial ligandow
PPARy w regulacji procesu zapalnego w blonie sluzowej macicy jest zalezny od statusu stanu
zapalnego — rozwijajgcy sie czy trwajgcy” nie znajduje oparcia w prowadzonych przez

Doktoranta rozwazaniach we Wstepie, w ktorym nie przytoczono zadnych obserwacji
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wskazujacych na mozliwo$¢ takiej zaleznosci. Prosze zatem o komentarz dotyczacy mozliwych

przestanek wspierajacych taka hipotezg.

Material i Metody. Rozdzial liczy sze$¢ stron i zawiera logicznie uporzagdkowany, precyzyjny
opis podporzadkowany trzem wyznaczonym zadaniom badawczym. Tekst dostarcza informacji
o wykorzystanych zwierzgtach, metodzie pozyskiwania 1 warunkach inkubacji skrawkow
endometrium, zastosowanych dwoch schematach doswiadczalnych wraz z ich graficzng
prezentacja uwzgledniajacg podzial na zadanie 1-2 oraz zadanie 3. Nastepnie tekst podaje
usystematyzowane dane o zastosowanych metodach analitycznych: izolacji RNA,
wysokoprzepustowym  sekwencjonowani transkryptomu, analizie surowych odczytow
uzyskanych w wyniku sekwencjonowania, bioinformatycznej analizie danych z wykorzystaniem
baz Gene Ontology (GO) oraz Kyoto Encyklopedia of Genes and Genomes (KEGG) wraz
z wizualizacja wynikoéw wykonang przy wykorzystaniu specjalistycznego oprogramowania,
w tym wlasnego skryptu w oprogramowaniu R, analizie miejsc alternatywnego sktadania RNA
o zr6znicowanej ekspresji dokonang za pomoca oprogramowania SUPPa v.2, i Salmon v.1.1.0,
jak tez analizie ekspresji dtugich niekodujacych RNA (IncRNA) o zréznicowanej ekspresji
dokonang po zastosowaniu opublikowanej w 2019 roku metodyki wtasnej Zespolu, a takze
programu Coding Potential Calculation (CPC). Rozdziat zawiera rdéwniez szczegdtowe
informacje o wykorzystanej metodzie amplifikacji genéw W czasie rzeczywistym,
(z uwzglednieniem specyficznego profilu reakcji zastosowanego do przeprowadzenia analizy
ekspresji gendéw mediatorow stanu zapalnego oraz specyficznego profilu reakcji dostosowanego
do przeprowadzenia walidacji wynikdéw RNA-Seq), jak tez o metodzie ELISA wykorzystanej do
okreslenia stezenia biatek cytokin w medium poinkubacyjnym. Rozdziat konczy informacja
o zastosowanych testach statystycznych. Warto podkresli¢, ze Doktorant zadbat o podanie zrodet

specjalistycznych oprogramowan jakie wykorzystal w analizach.

Wyniki. T¢ czgs¢ opracowania Doktorant zawarl na dziewigciu stronach tekstu. Przystepujac do
referowania wykorzystat podzial na poszczegdlne zadania badawcze 1 zastrzegt, ze szczegdlowe
wyniki oraz ich omoéwienie zostaly przedstawione w trzech, odpowiadajacych zadaniom,
publikacjach oryginalnych. Dzigki strukturyzacji tekstu w postaci dziewigciu podrozdziatow
przedstawit logicznie uporzadkowany obszerny zbior najwazniejszych wynikéw obejmujacych
wszystkie aspekty przeprowadzonych badan. Mimo ztozono$ci otrzymanych danych tekst jest
klarowny 1 zawiera precyzyjnie podane odnosniki do zamieszczonych w publikacjach tabel

uzupetiajacych.

Podsumowanie i wnioski. Ostatni fragment opracowania jest jednostronicowa, nie zawierajaca

odno$nikéw do danych z piSmiennictwa, rekapitulacja najwazniejszych obserwacji ptynacych
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z wykonania trzech zadan badawczych. Rozdzial zamykaja trzy ogélne wnioski podsumowujace

cato$¢ wykonanych badan.
Uwagi.

1. W mojej ocenie cato$¢ opracowania bardzo zyskataby na wartosci, gdyby Doktorant
zdecydowat si¢ na przedstawienie dobrze przemyslanego i skonfrontowanego z danymi
z piSmiennictwa, kilkustronicowego syntetycznego komentarza do swych wynikow, w ktérym
umiejetnie podkreslitby ich zintegrowane znaczenie fizjologiczne. Brak takiego tekstu nie
utatwia czytelnikowi uchwycenia wagi bardzo spojnej koncepcji badan, a lektura trzech
osobnych publikacji w sposéb naturalny separuje otrzymane wyniki i w indywidualnym odbiorze

sprzyja zamgleniu ich unikalnego, cato§ciowego wyrazu.

Bibliografia. Spis literatury zawiera 57 pozycji, sposrod ktorych 37 to prace opublikowane
w ostatnich 10 latach (od 2013 roku), w tym 21 ukazato si¢ w ostatnich 5 latach (od 2018 roku).

Uwagi.

1. Bibliografia nie odzwierciedla rzeczywistej liczby prac zacytowanych w tekscie opracowania,
gdyz w wykazie brak jest nastepujacych pozycji: Puente i wsp. 2020 cytowanej na s. 10 oraz

Trincado i wsp. 2018 cytowanej na s. 19.

III. Podsumowanie

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska jest spojnym, starannie przemyslanym
oryginalnym dzielem naukowym, ktérego powstanie wymagato od Doktoranta nabycia
wszechstronnej wiedzy w zakresie teoretycznych podstaw podjetej tematyki, zdolnosci do
precyzyjnego formulowania celow badawczych, opanowania nowoczesnych technik
analitycznych wraz z umiej¢tnosciag postugiwania si¢ narzedziami bioinformatycznymi
1 odpowiedniej interpretacji otrzymanych danych, jak tez wykazania si¢ zdolnoscig do

opracowania 1 przygotowania do druku publikacji naukowe;.

W blonie $luzowej macicy $wini z zaindukowanym in vitro stanem zapalnym Doktorant po raz
pierwszy ujawnil (i) funkcjonalny zwigzek miedzy aktywno$cig receptorow aktywowanych
przez proliferatory perokysomow gamma (PPARYy) a odpowiedzig immunologiczng komodrek
endometrium na zapalenie; (ii) zidentyfikowal zalezne od LPS i ligandéw receptorow PPARy
kompleksowe zmiany transkryptomiczne w $rodkowo-lutealnej i w pecherzykowej fazie cyklu
rujowego; (iil) wytypowat procesy biologiczne i szlaki sygnalizacyjne uczestniczace w regulacji
procesu zapalnego; (iv) ujawnil udziat ligandow PPARy w regulacji ekspresji genow

uczestniczacych w mechanizmach naprawczych DNA; (v) wykazat zwigzek miedzy stanem
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zapalnym oraz aktywnos$cig ligandow receptorow PPARy a procesami alternatywnego skladania
RNA i ekspresja dlugich, niekodujacych RNA o zr6znicowanej ekspresji; (vi) wykazat genowo
zmienne i zalezne od fazy cyklu rujowego zaangazowanie ligandow PPARY w regulacji ekspresji
genow; (vil) zaobserwowat zalezng od agonistow PPARY zmniejszong ekspresj¢ mediatorow
prozapalnych 1 zwickszong ekspresje mediatorow przeciwzapalnych; (viii) wykazat, ze poziom
ekspresji mediatoréw prozapalnych w endometrium $wini w przewazajacym stopniu zalezy od

statusu hormonalnego (fazy cyklu rujowego).

Zgloszone przeze mnie uwagi krytyczne do rozprawy dotycza zauwazonych niescistosci,
badz brakéw w tekscie opracowania w jezyku polskim i nie wplywaja na moja ogdlng wysoka

ocen¢ omawianego dzieta naukowego.

Whioskujac na podstawie przekazanej mi do oceny rozprawy doktorskiej oceniam, ze Pan
mgr inz. Karol Mierzejewski .jest w pelni merytorycznie przygotowany do podjecia

samodzielnej pracy naukowe;.

IV. Wniosek koncowy

Oryginalne wyniki badan wiasnych Pana mgr inz. Karola Mierzejewskiego sg zawarte
w trzech pracach opublikowanych w czasopismach naukowych indeksowanych w bazie Web of
Science Core Collection. Uwzgledniajac wymog dokonania oceny indywidualnego wktadu
Doktoranta w powstaniu tych prac, po zapoznaniu si¢ z pisemnymi oswiadczeniami ztozonymi
przez wszystkich wspotautoréw kazdej z nich, oceniam, ze indywidualny, tworczy wktad Pana
mgr inz. Karola Mierzejewskiego w zakresie wykonanej pracy koncepcyjnej, eksperymentalnej

1 edytorskiej jest wystarczajacy do uznania go za Autora przedtozonej rozprawy doktorskiej.

Reasumujac pragne stwierdzi¢, ze przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska
zatytutowana: ,,Udzial receptorow aktywowanych przez proliferatory peroksysomow
gamma (PPARY) w regulacji procesu zapalnego w blonie sluzowej macicy Swini (Sus scrofa
domestica)” spelnia wszystkie wymagania stawiane rozprawom doktorskim okre§lone w art. 187
Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym 1 nauce (Dz.U.2023.742 ze zm.).
W zwigzku z powyzszym, zwracam si¢ do Rady Naukowej Dyscypliny nauki biologiczne
Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie z prosba o dopuszczenie Pana mgr inz.
Karola Mierzejewskiego do dalszych etapéw postgpowania o nadanie stopnia doktora

w dziedzinie nauk Scistych 1 przyrodniczych w dyscyplinie nauki biologiczne.

Pan mgr inz. Karol Mierzejewski przedstawit obszerne, nowatorskie dane, ktore po raz
pierwszy dowiodty specyficznego, zaleznego od fazy cyklu rujowego zaangazowania receptorow
PPARYy i ich ligandow w regulacji procesu zapalnego w btonie $luzowej macicy $wini domowe;.
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Majac na wzgledzie wyrdzniajaca, wysoka wartos¢ naukowa uzyskanych wynikow, ktore
ukazaly si¢ w renomowanych czasopismach specjalistycznych o precyzyjnie zdefiniowanych

profilach publikacyjnych, wnoszg¢ tez o wyrdznienia tej rozprawy.

Prof. dr hab. Alina Gajewska
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