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Opinia o pracy doktorskiej lek. wet. Dominiki Grzybowskiej
pt. ,.Wplyw podwyiszonego stezenia f-hydroksymaslanu w surowicy krow rasy
Holsztynisko-Fryzyjskiej na poziom ekspresji wybranych genéw w watrobie.”

Prace doktorska lek. wet. Dominiki Grzybowskiej stanowi opracowanie monograficzne
przedstawione w formie manuskryptu. Lek. wet. Dominika Grzybowska opracowata koncepcig
badan, przeprowadzita analiz¢ i interpretacje wynikow oraz wyciagnela wynikajace z nich
wnioski.

Gléwnym celem badan doktorantki byla ocena zmian wybranych wskaznikow
hematologicznych i biochemicznych krwi krow rasy Holsztynsko-Fryzyjskiej oraz okreslenie
zmian poziomu ckspresji wybranych genow w watrobie w przebiegu podwyzszonego
surowiczego stezenia f-hydroksymaslanu (BHB).

Material badawczy stanowily 23 krowy bedgee po drugiej laktacii, charakteryzujace sig
wysoka wydajnoscia mleczng w poprzednich laktacjach (srednio 9500 kg mieka).
Wyselekcjonowane krowy podzielono na dwie grupy: kontrolng (n=11) - zwierz¢ta zdrowe,
ktore w okresie od tygodnia przed do trzech tygodni po porodzie nie wykazywaly
podwyzszonego stezenia fi-hydroksymaslanu w surowicy oraz badawcza (n=12) - zwierzeta, u
ktérych co najmniej raz w tym przedziale czasowym stezenie BHB znajdowalo sig w przedziale
od 09 do 1.4 mmol/l, a srednie steZenie tego zwigzku w trzech tygodniach po porodzie
wynosilo ponad 0.8 mmol/L

Poczawszy od 1. tygodnia przed porodem do 9. tygodnia po porodzie zbierano material
badawczy, ktéry stanowily: krew (co tydzien), ultrasonograficzny obraz watroby (4. tydzien
po porodzie, 7. tydzien po porodzie) i podskéme; tkanki thuszczowe) okolicy zadu (co tydzien)
oraz wycinki watroby uzyskane w wyniku biopsji gruboigiowej pod kontrola USG (4. tydzien
po porodzie, 7. tydzien po porodzie). W pobranej krwi wykonano badania morfologiczne,
natomiast w uzyskanej surowicy oznaczono wybrane parametry biochemiczne takie jak:
stezenie glukozy, trojglicerydow, wapnia, cholesterolu, niezestryfikowanych kwasow
thuszezowych i B-hydroksymaslanu. W zakresie badan enzymatycznych oznaczono surowicza



aktywnoé¢ aminotransferazy asparaginianowej, aminotransferazy alaninowe), kinazy
kreatynowej, dehydrogenazy mleczanowej oraz fosfatazy alkalicznej. Dodatkowo w peingj
krwi oznaczono aktywnos¢ peroksydazy glutationowej i dysmutazy ponadtlenkowej. W
bioptatach uzyskanych z tkanki watrobowej okreslono poziom ekspresji genow kodujacych
dysmutaze ponadtlenkowa i peroksydaze glutationowa (SOD 1, SOD 2, SOD 3, GPX3).

W ramach przeprowadzonych badan lek. wet. Dominika Grzybowska nie stwierdzila
statystycznie istotnych réznic w badaniu morfologicznym krwi pomigdzy grupami zwierzat
tydzien przed porodem oraz w 4. i 7. tygodniu po porodzie. Stwierdzono natomiast szereg
zmian we wskaznikach biochemicznveh. U zwierzat z grupy doswiadczalnej wysokie stgzenie
BHB utrzymywalo sie przez 3 tygodnie p.p. na istotnie wyzszym poziomie niz w grupie
kontrolnej. Aktywnosé ALT po porodzie spadala u zwierzat z grupy badawczej, natomiast rosta
w grupie kontrolnej. Zaobserwowane zmiany dowodza, ze aktywno$¢ ALT moze byc
przydatnym wskaznikiem réznicujgecym krowy niewykazujace podwyzszenia stgzenia BHB
tradycyjnie uznawanego za towarzyszgce podklinicznej ketozie, a narazone na negatywne
skutki hiperketonemii. Srednia aktywnosé AST wykazywata zmiany pod wplywem czasu, kidre
byly istotnie rézne w obu grupach. Odmienne zachowanie si¢ tego parametru w grupie
kontrolnej i badawczej po porodzie dowodzi, ze okreslanie aktywnosci AST moze byc
wskaznikiem przydatnym w diagnostyce krow z podklinicznymi stanami hiperektonemii.

Nie wykazano statystycznie istotnych réznic w grubosci podskornej tkanki thuszezowe)
pomiedzy grupami przez caly czas trwania eksperymentu. natomiast parametr ten wykazywal
istotne zmiany w czasie. Uzyskane wyniki dowodza, ze krowy z utrzymujacym si¢ wyzszym
stezeniem BHB po porodzie (powyzej 0,8 mmol/l) wykazuja podobny poziom mobilizacji
rezerw thuszezowych do kréw niewykazujacych takich zmian.

W badaniu ultrasonograficznym watroby w 4. tygodniu po porodzie nie stwierdzono
cech 2, i 3. stopnia stluszczenia tego narzadu w przeciwienistwie do grupy badawczej. Odsetek
krow z prawidlowym obrazem ultrasonograficznym watroby byl wyzszy w grupie kontrolnej
w 4.1 7. tygodniu po porodzie, aczkolwiek warto$ci te byly zblizone.

Ekspresja SOD2 w watrobie roznita si¢ istotnie pomigdzy grupami w 4. tygodniu po
porodzie i byla istotnie skorelowana z ekspresja SOD3. Poziomy ekspresji SOD 1, SOD 3 i
GPX3 nie rozmily si¢ istotnie ani pomiedzy grupami ani pomigdzy 4. a 7. tygodniem po
porodzie. Wskazuje to na mozliwos¢ wykorzystania oceny poziomu transkrypcji genow, w
szezegblnosei SOD2 jako biomarkera stopnia ketozy. Analiza ekspresji genow moze byc
rowniez pomocna do okreslenia potencjatu regeneracyjnego watroby u kréw po wystapieniu



ketozy, w szczegdlnosei w odniesieniu do stanow zaburzenia metabolizmu, ktorego wynikiem
moze byé stres oksydacyjny.

Uzyskane przez lek. wet. Dominike Grzybowska wyniki dostarczaja nowych informacji
na temat chor6b metabolicznych u bydia mlecznego, przyczyniajae si¢ do rozwoju wiedzy na
temat molekularnych mechanizméw towarzyszacych hiperketonemii,

W mojej opinii praca doktorska lek. wet. Dominiki Grzybowskiej zostata odpowiednio
przygotowana, ma charakter nowatorski, opiera si¢ na prawidlowo zaplanowanym i
przeprowadzonym do$wiadczeniu, a uzyskane wyniki istotnie rozszerzaja wiedz¢ z zakresu
chordb metabolicznych bydia.
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