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RECENZJA PRACY DOKTORSKIEJ MGR INZ. PAWA WYDORSKIEGO

pt. ,Konsekwencje oddziatywania pola elektromagnetycznego o ekstremalnie
niskiej czestotliwosci na epigenetyczng regulacje ekspresji gendw, apoptoze i stres
oksydacyjny w btonie $luzowej macicy $wini domowe] (Sus scrofa domestica L.)
w okresie okoto-implantacyjnym”

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 opieka naukowg Pani promotor Prof. dr hab. Anity Franczak
i promotor pomocniczej dr hab. Agaty Zmijewskiej, prof. UWM. Rozprawe
doktorskg przygotowano w oparciu o trzy oryginalne publikacje naukowe
przygotowane w jezyku angielskim, ktére ukazaty sie w recenzowanych,
miedzynarodowych czasopismach z listy Journal Citation Reports: Reproduction,
Fertility and Development (IF 1.9), Theriogenology (IF 2.8), International of
Molecular Science (IF 5.6) w latach 2023 i 2024. Czasopisma te znajdujg sie réwniez
w wykazie czasopism naukowych Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego
z punktacjg 140 kazda. taczny wspdtczynnik Impact Factor czasopism stanowigcych
podstawe do ubiegania sie o nadania stopnia doktora w dziedzinie nauk Scistych
i przyrodniczych w dyscyplinie nauki biologiczne wynosi 10.3, a liczba punktéw
MNiSW to 420.

Publikacje sg wspdtautorskie (3 - 5 autoréw) i we wszystkich pracach Pan
mgr inz. Pawet Wydorski jest pierwszym autorem, a Jego wkfad w ich powstanie
jest znaczacy i obejmuje m.in. opracowanie koncepcji badan i metodyki, wykonanie
czesci eksperymentalnej, otrzymanie wynikéw i selekcji danych, opracowanie
i interpretacja wynikéw do publikacji, przygotowanie grafik, wnioskowanie,
przygotowanie ostatecznej wersji publikacji do druku oraz pozyskiwanie funduszy
i materiatu. Badania do pracy doktorskiej wykonano w oparciu o $rodki finansowe
Narodowego Centrum Nauki (NCN), projektu OPUS 13 (2017/25/B/NZ9/00090)
kierownictwa prof. dr hab. inz. Anity Franczak oraz PRELUDIUM 20
(2021/41/N/NZ9/0163821) kierownictwa Doktoranta. Na uwage i moje duze
uznanie zastuguje fakt, ze Doktorant petnit funkcje kierownika w projekcie
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finansowanym ze $rodkdw NCN, co swiadczy o Jego skutecznosci w zdobywaniu
funduszy na wtasne badania.

Ocena merytoryczna

Celem rozprawy doktorskiej byto okreslenie wptywu oddziatywania pola
elektromagnetycznego o ekstremalnie niskiej czestotliwosci — ELF-EMF (50 Hz, 8
mT, 2 h) na epigenetyczng regulacje ekspresji gendw, proces apoptozy i stres
oksydacyjny w btonie $luzowej macicy $wini domowej w okresie okoto-
implantacyjnym (15-16 dzien cigzy). Przestanka do podjecia tych badan byty dane
w ktérych udokumentowano, ze ELF-EMF moze powodowac zmiany w procesach
komodrkowych, takich, jak: apoptoza, proliferacja komodrek, szlaki transdukcji
sygnatu, wigzaniu ligandéw do receptoréw, sekrecji hormondw, czy powstawaniu
wolnych rodnikéw. Poza tym, wczesniejsze badania zespotu Profesor Anity
Franczak wskazuja, ze ELF-EMF wptywa znaczaco na zmiany profili
transkryptomicznych btony $luzowej i btony miesniowej macicy oraz zarodkdéw
Swini domowej w okresie okoto-implantacyjnym. U swinl okres okoto-implantacyjny
jest niezwykle wazny poniewaz pomysiny przebieg implantacji zwigzany jest
z prawidtowym molekularnym dialogiem pomiedzy zarodkiem a $ciang macicy, ale
rowniez z ksztattowaniem odpowiedniego srodowiska wewngtrzmacicznego. Stad,
pozytywnie oceniam wybdr tematyki pracy doktorskiej, jest on logiczng
konsekwencjg wczesniejszych obserwacji, zmierzajagcg do petnego zrozumienia
mechanizmow  wptywu oddziatywania ELF-EMF na epigenetyczng regulacje
proceséw zachodzacych w btonie $luzowej macicy Swini domowej w okresie okoto-
implantacyjnym. W mojej ocenie, kolejnym waznym aspektem potwierdzajgcym
bardzo istotny i nowatorski charakter badan prowadzonych przez Pana mgr inz.
Pawta Wydorskiego jest fakt, ze jego doktorat sfinansowany zostat z dwdch
projektow badawczych, ktére zostaty poddane wnikliwej recenzji i uzyskaty
finansowanie przez NCN.

Przedstawione do analizy opracowanie polskojezyczne  zostato
przygotowane z najwiekszg starannoscig i dbatoscig o szczegdty i obejmuje 66 stron
a jego uktad jest standardowy dla tego typu prac dyplomowych i zawiera: wykaz
publikacji bedacych podstawg rozprawy doktorskiej, wykaz skrétéw uzywanych
w pracy, streszczenie w jezyku polskim i angielskim oraz stowa kluczowe.
Nastepnie, Wstep liczacy 6 stron stanowi wprowadzenie do zagadnien poruszanych
w rozprawie doktorskiej i opisuje: ELF-EMF, mechanizmy epigenetycznej kontroli
ekspresji gendw, czy wptyw ekspozycji in vitro tkanek uktadu rozrodczego samicy
na ELF-EMF. Ta cze$¢ rozprawy doktorskiej mogta by¢ dodatkowo wzbogacona
graficznie, co dopetnito by tekst dysertaciji.

Nastepny rozdziat obejmuje Hipoteze badawczg i Cele pracy. Doktorant
postawit hipoteze badawczg, ktére zaktada, ze ELF-EMF wptywa na epigenetyczng
regulacje ekspresji gendw, apoptoze i stres oksydacyjny w btonie $luzowej macicy
Swini domowej w okresie okoto-implantacyjnym. Adekwatnie do zatozen pracy
jasno sformutowat 4 gtéwne cele badawcze: 1). Analiza metylacji DNA poprzez
zbadanie wptywu ELF-EMF na poziom metylacji DNA wybranych gendow
o zmienionej ekspresji (DEGs) w btonie $luzowej macicy; 2). Analiza potencjatu do
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metylacji DNA i acetylacji histondw poprzez okreslenie wptywu ELF-EMF na poziom
ekspresji mRNA DNMT1, DNMT3a, EZH2, EED, SUZ12, UHRF1 oraz MBDI,
koncentracje biatek DNMT1, DNMT3a, EZH2, UHRF1, MBD1, poziom globalnej
metylacji DNA i aktywnos¢ deacetylaz histonéw (HDACs) w btonie Sluzowej macicy;
3). Analiza biogenezy microRNA poprzez zbadanie wptywu ELF-EMF na poziom
ekspresji mRNA i biatka DGCR8 i DICER1 w btonie sluzowej macicy; 4). Analiza
potencjatu do apoptozy i generowania stresu oksydacyjnego poprzez okreslenie
wptywu ELF-EMF na poziom ekspresji mRNA CASP3, CASP7, GADDA45G, CIDEB
i NOS1, NOS2, NOS3, TP53I3, koncentracje biatek CASP3 i CASP7 oraz eNOS,
aktywnos¢ CASP3 i CASP7, koncentracje azotandw i azotyndw w btonie sluzowej
macicy.

W rozdziale Materiat i Metody Doktorant w 7 podrozdziatach opisuje:
zwierzeta doswiadczalne oraz izolacje skrawkdéw btony sluzowej macicy, inkubacje
in vitro oraz opisuje system ekspozycji na ELF-EMF, badania poziomu metylacji DNA
regiondw promotorowych wybranych gendw za pomocg metylo-specyficznej
tanncuchowe] reakcji polimerazy (MS-PCR), analize poziomu ekspresji mRNA za
pomocg metody real-time PCR, badania koncentracji biatka metodg Western blot,
analize aktywnosci kaspazy 3 i 7 przy uzyciu cytometrii przeptywowej, oznaczenie
poziomu globalnej metylacji DNA metoda kolorymetryczng, okreslenie koncentracji
biatka endotelialnej syntazy tlenku azotu metodg ELISA, badanie aktywnosci
deacetylaz histondw metodg fluorescencyjng oraz mierzenie koncentracji
produktéw syntaz tlenku azotu metodg kolorymetryczng. Moim zdanie rozdziat
Analiza statystyczna powinien byc¢ kolejnym podrozdziatem (1.8) rozdziatu Materiat
i metody. Zastosowane w badaniach metody i techniki biologii molekularnej zostaty
prawidtowo dobrane do zatozonych celéw badawczych i wymagaty ogromnego
naktadu pracy Doktoranta, co zastuguje na wyrdznienie. Jestem réwniez pod
ogromnym wrazeniem opanowania bardzo szerokiego wachlarza technik
badawczych, tj. hodowle in vitro, metylacyjny PCR, real time PCR, Western blot,
ELISA, testy fluorymetryczny, kolorymetryczny, cytometria przeptywowa i testy
statystyczne. Te czes$¢ dysertacji Doktorant urozmaica graficznie wzbogacajac
samodzielnie wykonang rycing i tabelami.

Kolejny rozdziat to Opis wynikow, ktéry powstat na bazie
przeprowadzonych licznych eksperymentéw. Doktorant przedstawit otrzymane
wyniki na podstawie zadan badawczych i opublikowanych prac; | tak w pierwszej
publikacji Reproduction, Fertility and Development przedstawit wptyw ELF-EMF na
poziom metylacji DNA w promotorach wybranych gendw o zmienionej ekspres;ji tj.
EGR2, HSD17B2, ID2, ILIRAP, MRAP2, NOS3, PTGER4, SERPINE1, VDR oraz ZFP57
w btonie Sluzowej macicy. W publikacji Theriogenology przedstawit wyniki ekspresji
MRNA DNMT1, DNMT3a, EZH2, EED, SUZ12, UHRF1, MBD1 i DGCR8 i DICER1
koncentracji biatek DNMT1, DNMT3a, EZH2, UHRF1, MBD1, DGCRS8 i DICER1 oraz
aktywnos$¢ HDACs i poziom globalnej metylacji DNA w btonie $luzowej macicy
eksponowanej na ELF-EMF. Natomiast w ostatniej publikacji International Journal
of Molecular Sciences umiescit dane wptywu ELF-EMF na poziom ekspresji mRNA
CASP3, CASP7, GADD45G, CIDEB oraz TP53I3, NOS1, NOS2, NOS3, koncentracje
biatek CASP3, CASP7, eNOS, aktywnos$¢ CASP3 i CASP7 oraz analize koncentracji
azotandw i azotyndw w btonie $luzowej macicy. Na uznanie zastuguje zbiorczy
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schemat otrzymanych wynikéw, natomiast cata dokumentacja wynikéw rozprawy
doktorskiej jest szczegdétowo zawarta w trzech zatgczonych publikacjach
oryginalnych. W mojej opinii wszystkie zadania badawcze zostaty znakomicie
i rzetelnie zrealizowane a postawiona hipoteza poprawnie zweryfikowana.

Na podstawie przeprowadzonych badan Pan dr inz. Pawet Wydorski uzyskat
duzo ciekawych, wartosciowych i oryginalnych wynikéw badan. Pozwalam sobie
przytoczy¢ tylko najwazniejsze wnioski ptyngce z pracy:

- w wyniku ekspozycji btony $luzowej macicy swini na ELF-EMF poziom
globalnej metylacji DNA wzrasta i generowane sg zmiany w mechanizmach
epigenetycznych przyczyniajgce sie przede wszystkim do obnizenia poziomu
ekspresji gendw;

- ELF-EMF wptywa na zmiany poziomu ekspresji mRNA i koncentracji biatek
zwigzanych z mechanizmami epigenetycznej regulacji ekspresji gendow
zaangazowanych w metylacje DNA, modyfikacje histonéw i biogeneze microRNA
w bfonie Sluzowej macicy swin w okresie okoto-implantacyjnym;

- ekspozycja btony sluzowej macicy swini na ELF-EMF powoduje wzrost
poziomu metylacji w regionach promotorowych gendw kodujgcych synteze biatek
zaangazowanych w proliferacje, migracje, regulacje rdznicowania i proliferacje
komodrek, utrzymanie ciatka Zzdéttego, stymulacje angiogenezy i rozpoczecie
implantacji, co moze mie¢ negatywny wptyw na ten proces;

- ELF-EMF wptywa na przebieg procesu apoptozy i stres oksydacyjny
w bfonie sluzowej macicy swini w okresie okoto-implantacyjnym.

Ostatnig czes$¢ rozprawy doktorskiej stanowi 6 stronicowy rozdziat
Podsumowanie, nastepnie Autor opisuje Wnioski, ktére zostaty sformutowane
w sposob jasny i logiczny, oraz spis literatury, spis tabel i rycin, regulacje prawne
dotyczace doswiadczen na zwierzetach, kopie trzech oryginalnych publikacji oraz
o$wiadczenia wspdtautoréw.

Wartos¢ poznawczg wynikdw otrzymanych przez Pana mgr inz. Pawta
Wydorskiego oceniam bardzo wysoko, o czym $wiadczy fakt opublikowania trzech
artykutéw w czasopismach o zasiegu miedzynarodowym o wspdtczynniku IF
w granicach 1.9 — 5.6. Wszystkie prace sg spdjne tematycznie i metodycznie, a jako
cato$¢ dostarczajg istotnej wiedzy o wptywie ELF-EMF na mechanizmy
epigenetycznej regulacji ekspresji genéw, apoptoze i stres oksydacyjny w btonie
$luzowej macicy. Prace napisane sg zrozumiale, z jasno sprecyzowanymi celami
i prawidtowo przeprowadzong dyskusjg. Dokumentacja wynikow w postaci tabel
oraz figur jest jasna, czytelna i nie budzi zastrzezen. W mojej opinii cata rozprawa
doktorska jest przemyslanym, konsekwentnie realizowanym pomystem badawczym
o duzej wartosci poznawczej.

Uwagi i pytania

Podczas analizy rozprawy doktorskiej nasuneto mi sie kilka pytan i z obowigzku
recenzenta chciatabym sie nimi podzieli¢:

- podkredla Pan koniecznos$¢ przeprowadzenia badan in vivo, prosze bardziej
przyblizy¢ ten temat i zaproponowac schemat takiego eksperymentu.
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- czy ma Pan wiedze na temat wptywu ELF-EMF na procesy rozrodcze u ludzi czy
gryzoni? Czy istniejg dane epidemiologiczne lub s$rodowiskowe sugerujace, ze
ekspozycja na ELF-EMF moze by¢ problemem klinicznie istotnym u ludzi?

- prosze o doprecyzowanie liczby uzytych zwierzat i powtdrzen w eksperymentach;
w opracowaniu Autor napisat, ze do badan uzyt macice pobrane od 5 swin (n=5), a
liczba powtdrzen to 9 (n=9), natomiast w publikacji 1 widnieje informacja, ze liczba
samic to 4, a powtdrzen 8, z kolei w publikacji 2 i 3 liczba samic i powtdrzen to 5.

- czy w hodowlanych in vitro skrawkach endometrium macicy swini sprawdzat Pan
ich zywotnos¢ podczas inkubacji?

- czy mozliwe jest, ze zmiany w ekspresji niektorych gendw sg wynikiem stresu
oksydacyjnego, a nie bezposrednim efektem ELF-EMF?

- w jakim stopniu zmiany epigenetyczne zaobserwowane po 2h ekspozycji moga
by¢ odwracalne po zakoriczeniu dziatania ELF-EMF?

- czy rozwazat Pan analize profilu cytokin i stan zapalny jako mozliwy efekt
ekspozycji ELF-EMF?

- jakie testy funkcjonalne modgtby Pan zaproponowac bazujgc na wynikach
eksperymentdw zmian w ekspresji badanych gendw i biatek?

- W mojej opinii w opracowaniu dysertacji powinny znalez¢ sie réwniez suplementy
do zatgczonych publikacji.

- czy moze Pan wskaza¢ ograniczenia lub najwieksze wyzwania podczas
prowadzenia swoich badan?

- w jaki sposéb, uzyskane na $winskim modelu wyniki, mogg by¢ wykorzystane
w przysztosci w badaniach rozrodu kobiet? Prosze o krotki komentarz o translacji
wynikow badan uzyskanych w ramach pracy doktorskiej.

- gdyby Pan uzyskat wysokobudzetowy projekt naukowy, to jaki problem badawczy
chciataby Pan rozwigzaé w przysztosci i dlaczego?

Podsumowanie

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska Pana mgr inz. Pawia
Wydorskiego jest wartosciowym, oryginalnym dzietem naukowym zawierajgcym
nowatorskie wyniki, ktére poszerzajg wiedze z zakresu wptywu ELF-EMF na
mechanizmy epigenetycznej regulacji ekspresji gendw, apoptoze i stres
oksydacyjny w bfonie $luzowej macicy. Autor wykazat sie doskonatymi
umiejetnosciami w planowaniu i prowadzeniu badan, wnioskowaniu w oparciu
o uzyskane wyniki oraz duzg wiedzg pozwalajagcg na rzeczowg dyskusje
z recenzentami publikacji. Przeprowadzone badania wymagaty znakomitego
przygotowania merytorycznego i warsztatowego. Opublikowane prace, a takze
opracowanie, bedgce podstawg rozprawy doktorskiej, zostaty bardzo dobrze
przemyslane, rzetelnie zrealizowane i wyjgtkowo starannie przygotowane. Na
uwage i pochwaty zastuguje mnogos$¢ metod badawczych oraz kompleksowe
podejscie do rozwigzania problemu badawczego. Zawarte w niniejszej recenzji
pytania czy komentarze nie umniejszajg wartosci merytorycznej ocenianej wysoko
pracy doktorskiej, lecz sg zachetg do naukowej dyskusji.
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Whniosek korcowy

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. 2024.0.1571
tj.) 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. Pawta Wydorskiego do dalszych etapéw
postepowania o nadanie stopnia doktora.

Biorgc pod uwage wysokg wartos¢ naukowq pracy doktorskiej, poziom
przeprowadzonych analiz, nowatorskie wyniki i ich publikacje w postaci trzech
oryginalnych prac naukowych w czasopismach o zasiegu miedzynarodowym,
bardzo starannie i rzetelnie przegotowane opracowanie, a takze zaangazowanie
i pracowitos¢ Doktoranta wnosze o wyrdznienie dysertacji.

Krakow, 11 sierpnia 2025 roku prof. dr hab. Agnieszka Rak

Aneli_

UNIWERSYTET
JAGIELLONSKI
W KRAKOWIE

Wydziat Biologii

Instytut Zoologii

i Badan Biomedycznych

ul. Gronostajowa 9

30-387 Krakéw

tel.: +48 12 664 50 06
+48 12 664 50 07

fax: +48 12 664 51 01

sekretariat.izibb@uj.edu.pl

www.izibb.wb.uj.edu.pl



