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Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska pt. “Konsekwencje oddziatywania pola
elektromagnetycznego o ekstremalnie niskiej czestotliwos$ci na epigenetyczng regulacje ekspresji
gendw, apoptoze i stres oksydacyjny w bfonie $luzowej macicy swini domowej (Sus scrofa
domestica L.) w okresie okoto-implantacyjnym” to 57-stronicowe opracowanie, na ktére sktadaja
sie trzy oryginalne, spojne tematycznie oryginalne prace naukowe, wszystkie opublikowane w
dobrych czasopismach o uznanej renomie: Reproduction, Fertility and Development,
Theriogenology oraz International Journal of Molecular Sciences. We wszystkich pracach autor
rozprawy jest pierwszym autorem, przedstawit takze stosowne o$wiadczenia wykazujac wiasny
oraz innych autoréw wktad merytoryczny w powstanie prac. Prace wykonano pod opieka Pani
Profesor Anity Franczak, ktérej zespét od lat pracuje nad mechanizmami odpowiedzialnymi za
prawidtowy rozrod samic z wykorzystaniem nowoczesnych metod wysokoprzepustowych
(tranksryptomicznych i proteomicznych).

W ostatnich dekadach obserwuje sie wyjatkowo szybki i trudny do przeszacowania
postep technologiczny. Rozwdj innowacyjnych produktow wigze sie bezposrednio z ich
powszechng dostepnoscia, a nawet codziennym uzytkowaniem. Rozbudowa systemow przesytu
energii oraz mnogo$¢ urzadzen elektrycznych wykorzystywanych na co dzien stanowia powazny
problem wypetniajacy definicje zanieczyszczenia srodowiska. Najczesciej problem ten kojarzony
jest z m.in. intensywnym rolnictwem, stosowaniem pestycydéw, produkcja przemystowa
szkodliwych substancji, skazeniem $rodowiska czy obecnoscia w kazdej niszy mikro- i
nanoplastikow. Dodatkowo jednak urzadzenia generujace pole elektromagnetyczne stanowia
zrédto tzw. elektrosmogu, a jednoczesnie s przedmiotami codziennej potrzeby. Mowa tu o tzw.
polu o ekstremalnie niskiej czestotliwosci (ang. extremely low-frequency electromagnetic field -
ELF-EMF), generowanym przez domowe urzadzenia elektryczne, linie energetyczne, zasilacze,
tadowarki czy silniki elektryczne. Obecne badania zmierzaja do ustalenia czy i w jakim stopniu
urzadzenia wytwarzajace pole o ekstremalnie niskiej czestotliwosci moga wptywac na organizmy
7zywe, w tym takze na poszczegblne tkanki. Stwarza to bardzo dobry obszar badawczy
umozliwiajacy zrozumienie mechanizméw oddziatywania, a wtasciwie interakdji $rodowiska na
metabolizm i podstawowe procesy biologiczne. Do tej pory opublikowane prace, a takze
przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska, wskazujg na istotny wptyw pola ELF-EMF na
zmiany na poziomie molekularnym, komérkowym, a takze fizjologicznym, zaleznie jednak od czasu
jego oddziatywania. W rozprawie doktorskiej, Autor zdecydowat sig na weryfikacje wptywu ELF-
EMF na zmiany w obrazie molekularnym btony $luzowej macicy w postaci zmian epigenetycznych
wptywajacych na profil ekspresji gendw, zarébwno na poziomie transkryptu jak i biatka.
Ewentualne zmiany w endometrium w okresie okoto implantacyjnym mogtyby wptywac na
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procesy implantacji zarodka, podtrzymania cigzy a w konsekwencji na sukces reprodukcyjny.

Hipoteza badawcza zostata jasno sformutowana i zaktada, ze pole elektromagnetyczne o
ekstremalnie niskiej czestotliwosci (ELF-EMF) wptywa na epigenetyczna regulacje ekspresji
gendw, apoptoze i stres oksydacyjny w btonie sluzowej macicy $wini domowej w okresie okoto-
implantacyjnym. Postawiono cztery gtéwne cele badawcze, do ktorych Autor konsekwentnie
odnosi sie w rozdziale wyniki w formacie, od najbardziej ogélnych po bardziej szczegotowe |
dogtebne. We wstepie przedstawiono ogolne, istotne dla omawianego problemu obszary
badawcze oraz zreferowano do tej pory opublikowano literature, ktéra wydaje sie byc
stosunkowo nowym, ale rozwijanym kierunkiem badawczym. Uwazam, ze ciekawym aspektem
do przedyskutowania w rozprawie jest mechanizm dziatania czynnikow zaangazowanych w
metylacje/demetylacje DNA, a przede wszystkim dynamiki tego procesu.

Na stronie 19, Autor uzyt niejasnego sformutowania ,potencjat do apoptozy”, a liczba
genéw podlegajacych zmienionej ekspresji w $ciezce apoptotycznej jest mata i trudno na tym
etapie wyjaéni¢ ewentualng jej aktywacje na ich podstawie. Czy to oznacza, ze inne geny
zaangazowane w ta $ciezke nie wykazaty zmienionego poziomu ekspresji pod wptyw ELF-EMF?
Uwazam, ze sformutowanie ,proces apoptozy jest koordynowany przez rodzine biatek nalezacych
do kaspaz’, nie jest poprawne lub nie oddaje ztozonosci tego procesu i mnogich czynnikow
zaangazowanych w rézne jego etapy. Apoptoza moze by¢ indukowana przez sygnaty zewnetrzne
i wewnetrzne. Szlak zewnetrzny dziata gtéwnie za posrednictwem receptorow smierci (cztonkow
nadrodziny receptoréw czynnika martwicy nowotworéw, TNFR), ktére dodatkowo aktywuja
kaspaze 8. Szlak wewnetrzny jest aktywowany przez cztonkéw rodziny biatek BCL-2 w
odpowiedzi na m.in. nadmiar reaktywnych form tlenu (ROS) lub stres metaboliczny. Niemniej
jednak, apoptoza konczy sie aktywacja kaspaz 3, 6 i 7 (z grupy tzw. egzekutorow), jako ostatnim
etapem fragmentacji DNA i degradacji biatek.

W biologii eksperymentalnej wykorzystanie modeli zwierzecych, a w szczegdInosci tkanek
pobranych podczas procedur weterynaryjnych czy procesow przemystowych pozawala na
poszukiwanie miedzygatunkowych analogii (lub odstepstw) w regulacji procesow biologicznych,
w tym biomedycynie ludzkiej. Czy Autor, poza wymienionymi zaletami wykorzystania tkanek
$wini domowe] wskazatby takze inne, adekwatne do analizowanych czynnikow $rodowiskowych
(lub tkanki innych gatunkéw warte analizy)? Opis materiatéw i metod jest wtasciwie tozsamy z
tym przedstawionym w oryginalnych pracach twérczych, ale jest opisany szczegbdtowo i dobrze
rozwiniety, do ewentualnego wykorzystania takze przez innych badaczy. Autor pracy musiat
wykaza¢ sie sprawnoscia w pracy w kontakcie z duzymi tkankami, zwierzetami, hodowlami in
vitro, analizami molekularnymi i komorkowymi, co wskazuje na bardzo dobry warsztat
metodyczny. Na ewentualnie wyjasnienie zastuguje szczegdfowy opis pobierania skrawkow
btony $luzowej macicy. W szczegdlnosci czy skrawki przydzielone do dwdch grup - kontrolnej
oraz eksperymentalnej pochodzity z tego samego (pobliskiego) fragmentu czy przyporzadkowano
je losowo.

Wyniki przedstawiono w podziale na logiczne, krotkie podrozdziaty. Bardzo dobrze
zestawiono na rycinie nr 2, w formie grafiki, szereg obserwowanych zmian w poziomie metylacji,
i ekspresji gendw (odpowiednio promotoréw, transkryptu i biatka), aktywacji apoptozy,
koncentracji azotanéw i azotynéw oraz innych zmiennych, z uwzglednieniem istotnych
statystycznie wynikow. Do pozostatych wynikéw mozna swobodnie siegng¢ w zataczonych do
rozprawy kopii prac oryginalnych. W pracy najwiecej migjsca poswigecono Zmianom
epigenetycznym, w oparciu o analize metylacji DNA (globalng i promotoréw wybranych a priori
genéw). W tym celu zastosowano technike MS-PCR, ktora ma pewne ograniczenia w stosunku
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do innych stosowanych w tego typu badaniach. Jakie argumenty kierowaty Autorem rozprawy
wybierajac metylo-specyficzny PCR, a nie wykorzystanie np. techniki pirosekwencjonowania w
celu precyzyjnego oszacowania stopnia metylacji? Czy brak korelacji (w przypadku niektorych
gendw) poziomu mRNA i zmian metylacji nie bedzie wynikiem trudnosci w optymalizacji albo
efektywnosci PCR lub zroznicowanej pomiedzy badanymi prébami populacji komorek?

Podsumowanie rozprawy liczy 6 stron, na ktorych Doktorant zrozumiale omawia
uzyskane wyniki jednoczesnie odnoszac je do wczesniej publikowanych, a takze wskazuje
konieczno$¢ rozszerzenia badan. Koniec pracy wienczy rozdziat podsumowanie, w ktorym
sformutowano sze$¢ gtownych wnioskow, ktére spdjnie nawiazuja do uzyskanych wynikow.
Wyniki rozprawy wskazuja, ze ekspozycja na ELF-EMF wywotuje zmiany epigenetyczne, w tym
w wzorca metylacji DNA oraz biatek zwigzanych z biogeneza mikroRNA (wzrost koncentracji
DICER1, DGCRS), a takze ekspresji gendw i biatek regulatorowych. Co ciekawe nie dla wszystkich
genébw o0 zmienionej ekspresji zanotowano zmiany w poziomie metylacji sekwenc]i
promotorowych. Zastosowane warunki eksperymentalne prowadzg m.in. do zmiany ekspresji
niektérych genéw zaangazowanych w apoptoze czy stres oksydacyjny np. NOS3 i CASP7, co
moze wskazywa¢ na zahamowanie apoptozy oraz indukcje stresu oksydacyjnego. Wyniki
sugeruja, ze ELF-EMF moze wptywac negatywnie na funkcje btony $luzowej macicy oraz procesy
niezbedne dla prawidtowe] implantacji zarodka, co jednak wymaga dalszych badan. Wskazano
takze mozliwe wystepowanie tkankowo-specyficznych réznic w odpowiedzi na czynniki
eksperymentalne ze wzgledu na zmieniony profil m.in. genow i biatek odpowiedzialnych za
metylacje de novo. Zastanawiajaca jest proba wyjasnienia wptywu réznych czaséw ekspozycji
czynnika eksperymentalnego na obserwowane zmiany na poziomie molekularnym oraz
przeniesienie ich na warunki in vivo. Niewatpliwie najcenniejszym elementem badan bytoby w
dalszej perspektywie wyjasnienie czy indukowane zmiany maja charakter trwaty. Dodatkowo,
badania funkcjonalne, zmierzajace do opisania procesu implantacji zarodka, o ktérym Autor pisze
m.in. we wstepie komplementowatyby uzyskane wyniki i wskazywaty w jakim stopniu
obserwowane zmiany prowadzg do zaburzen na wczesnych etapach ciazy.

Podsumowujac uwazam, ze przedstawiona praca doktorska ma wysokg wartosc
merytoryczna, udokumentowana cennymi wynikami, a ponadto zostata napisana przystepnie i
fachowym jezykiem. Majac powyzsze na uwadze stwierdzam, ze rozprawa doktorska mgr Pawta
Wydorskiego spetnia warunki okreslone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o
szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. 2024.1571 ze zm.) i wnosze do Rady Naukowej Dyscypliny
Nauki Biologiczne Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie o dopuszczenie Pana mgr
Pawta Wydorskiego do dalszych etapéw postepowania o nadanie stopnia doktora w dziedzinie
nauk $cistych i przyrodniczych, dyscyplinie nauki biologiczne.
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