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Szanowny Panie Profesorze,

Niniejszym przedkladam recenzje¢ pracy doktorskiej lek. wet. Blanki Bukowskiej pt.
,Endometrialna ekspresja cyklooksygenazy 2 oraz syntazy prostaglandyny F2a i
prostaglandyny E u suk w réznych fazach cyklu ptciowego oraz z podklinicznym endometritis
1 w roznym wieku” wykonanej w Katedrze Rozrodu Zwierzat z Klinikg, Wydziatu Medycyny
Weterynaryjnej Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego pod kierunkiem: prof. dr hab.
Tomasza Janowskiego, promotor pomocniczy dr n. wet. Anna Rapacz-Leonard.

Moja ocena pracy jest wysoce pozytywna.
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Ocena

pracy doktorskiej lek. wet. Blanki Bukowskiej pt. ,,Endometrialna ekspresja
cyklooksygenazy 2 oraz syntazy prostaglandyny F2a i prostaglandyny E u suk w
roznych fazach cyklu plciowego oraz z podklinicznym endometritis i w r6znym wieku”
wykonanej w Katedrze Rozrodu Zwierzat z Klinika, Wydziatu Medycyny Weterynaryjnej
Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego
pod kierunkiem: prof. dr hab. Tomasza Janowskiego

promotor pomocniczy dr n. wet. Anna Rapacz-Leonard

Metropatie nalezg do najpowazniejszych i najpowszechniej wystepujacych chordb
uktadu rozrodczego suk. Szacuje ‘sie, ze dotycza one okoto 20-30% populacji suk nie
poddanych gonadektomii. Kazdy praktykujacy lekarz weterynarii matych zwierzat w
codziennej rutynowej pracy spotyka si¢ z przypadkami tzw. zespotu CEH (ang. cystic
endometrial hyperplasia)-pyometra, tj. stanami patologii btony $luzowej macicy o etiologii
endokrynnej powiktanej zwykle zakazeniem. Brak podjecia leczenia ropnego zapalenia btony
Sluzowej macicy prowadzi do $mierci zwierzecia. Pomimo faktu, iz choroba jest powazna 1
czesta, niemiernie mato wiemy na temat jej etiopatogenezy. Powszechnie panuje poglad o
pierwotnej roli hormondéw steroidowych w etiologii schorzenia. Panuje przekonanie, iz
zmiany strukturalne zachodzé,ce w endometrium pod ich wplywem sa przyczyng
predyspozycji do zakazen i1 do rozwoju stanu zapalnego. Inne hipotezy moéwia, ze jest zgota
odmiennie, ze to wlasnie pierwotna infekcja bakteryjna zwieksza reaktywnos¢ i uwrazliwia
endometrium na dzialanie hormonéw, powodujac jego nadmierny rozrost w fazie gestagenne;j,
co rozpoczyna sekwencje zdarzen prowadzacg w efekcie do pyometry.

Od wielu lat doskonalone sa metody diagnozowania oraz terapii zespotu CEH-
pyometra. W ostatnich dekadach prowadzono réwniez badania nad monitorowaniem
przebiegu metropatii za pomocg czutych markeréw nasilenia reakcji zapalnej i odpowiedzi
ogoélnoustrojowej. Jednak niemal zupelie brak prac dotyczacych badan na poziomie
molekularnym, ktére pomoglyby rozwigza¢ dylemat dotyczacy roli czynnikéw hormonalnych
i enzymatycznych bioracych udziat w etiologii i patogenezie schorzenia. Zrozumienie istoty
przemian powodujacych pojawianie si¢ patologii oraz wyjasniajagcych stopien jej
zaawansowania, moze by¢ pomocne w skuteczniejszym prognozowaniu ryzyka wystgpienia i

diagnozowaniu choroby oraz opracowywaniu nowych metod jej terapii farmakologiczne;. /
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Wiasnie w ten nurt wpisuje si¢ praca Doktorantki. Praca ta jest kontynuacjg dobrze
zaplanowanych, konsekwentnych i rozpoznawalnych w $wiecie badan nad patologia rozrodu
matych zwierzat prowadzonych w osrodku prowadzonym przez Promotora pracy — prof. dr
hab. Tomasza Janowskiego.

Opracowanie dotyczace metropatii suk oprocz warto$ci poznawczej, posiada
niezwykle duzy potencjal aplikacyjny. Z uwagi na brak wyczerpujacych danych w
pisSmiennictwie, uwzgledniajacych badania molekularne i duze zapotrzebowanie na tego
rodzaju prace, ich potencjal publikacyjny jest réwniez duzy.

Podstawg formalng do wykonania recenzji pracy doktorskiej lek. wet. Blanki
Bukowskiej jest uchwata Rady Naukowej Dyscypliny Weterynaria Uniwersytetu
Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie z dnia 17 lipca 2020 r.

Przedstawiona rozprawa doktorska jest monografig i liczy 145 stron. Zostala
zrealizowana w Katedrze Rozrodu Zwierzat z Klinika, Wydzialu Medycyny
Weterynaryjnej Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie pod kierunkiem prof.
dr hab. Tomasza Janowskiego. Promotorem pomocniczym jest dr Anna Rapacz-Leonard z
tego samego osrodka.

Praca sktada si¢ ze spisu tresci, wykazu najwazniejszych skrotdéw, streszczenia w
jezyku polskim i angielskim, wstepu, celu badan, materialu i metod, wynikéw, dyskusji,
wnioskow, wykazu pismiennictwa oraz zatacznikow zawierajacych wazniejsze protokoty
barwienia cytologicznego i histologicznego oraz izolacji DNA.

Znajdujacy sie na péczqtku pracy wykaz skrotow pomaga czytelnikowi w
przyswojeniu tekstu. Zawiera dtuga, 3-stronicowg list¢ rozwinigcia zastosowanych
skrotow, moze nawet nieco zbyt szczegdtows, bowiem przytaczanie skotu oznaczajacego
mikrogram, mikrolitr, mikromol, mililitr, sekund¢ czy zalacznik mozna bylo poming¢.
Umieszczone na poczatku manuskryptu pracy streszczenia w jezyku polskim i angielskim
sq syntetycznym opisem przeprowadzonych badan. W obu przypadkach streszczenia
napisane sg poprawnym j@zykienﬁ.

We wstepie pracy Doktorantka przedstawia cykl ptciowy suk, budowe histologiczng
endometrium oraz sekwencje jego przebudowy. W dalszej kolejnosci opisuje stany zapalne
blony $luzowej macicy u suk. Na pochwate zasluguje bardzo dobry opis patomechanizmu
CEH, endometritis oraz pyometry suk. Dalej Autorka skupia sie na informacjach na temat
ekpresji genéw w macicy w stanach zapalnych z uwzglednieniem zwigzanych z

chemokinami, cytokinami, dziataniem przeciwbakteryjnym, modulacja wrodzonej

odpowiedzi immunologicznej, receptorami Toll-like — 4 i -2 oraz ekspresjg genow syntazy |
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PG w tym PGE2 i PGF20. Autorka stusznie wyraza poglad, iz kazda z form endometritis,
traktowaé nalezy jako odrebne schorzenie o odmiennej i specyficznej etiopatogenezie, stad
nalezy je odmiennie diagnozowaé i leczy¢. Doktorantka podaje takze wiele danych
zwigzanych z odpowiedzig ustroju w przypadkach metropatii, w tym zwigzanych ze
zmieniajgcymi sie poziomami biatek ostrej fazy zapalnej. Zwraca wreszcie uwage, na
prawdpodobng role¢ podklinicznego endometritis w przypadkach zaburzen ptodnosci samic,
w tym dotyczacych wczesnej utraty cigzy. W nastepnym podrozdziale Wstepu Autorka
opisuje szlak kwasu arachidonowego i synteze prostagalnmdyn oraz ich fizjologiczng role.

Reasumujgc, wstep jest bardzo dobrym opracowaniem na temat cyklu janikowego 1
metropatii suk, poglebionym o opis przemian w macicy na poziomie molekularnym.
Napisany jest dobrym jezykiem naukowym. Rozdziat ten jest niezwykle szczegdtowy.
Najbardziej ceni¢ jego cze$¢ poswiecong zapaleniom macicy i szlakowi przemian kwasu
arachidownego. Uwazam, ze tekst jest tak interesujacy, ze nalezy pokusi¢ sie o
opublikowanie tych dwodch tematéw w formie prac przegladowych w renomowanych
czasopismach naukowych.

Sugeruje kilka drobnych poprawek edycyjnych tekstu, np. poprawienie
“labolatorium” na “laboratorium”, zrezygnowanie z terminologii potocznej typu “chipsy” i
poprawienie na “komdrki powierzchowne skeratynizowane” w opisie badan
cytologicznych, zmiane opisu “zamknieta forma choroby” na “ropomacicze/endometritis
przy zamknigtej szyjce” (str 29). Zastanowitbym sie takze nad wprowadzeniem w tekscie
nazwy “diestrus” zamiast “me;testrus”, jako lepiej pasujgcej do opisu czesci fazy lutealnej
suk wystepujacej po cieczce. Zdaje sobie sprawe z faktu, ze w zadnym wypadku nie jest to
blad i ze oba terminy funkcjonuja rownorzednie w pismiennictwie, ale by¢ moze juz czas,
aby rozpocza¢ starania nad osiggnigciem konsensusu terminologicznego w tej kwestii.

Celem pracy byto: 1. Okreslenie ekspresji mRNA kodujacego COX-, PGES i PGFS
w endometrium suk w réznych fazach cyklu plciowego, 2. Okreslenie immunolokalizacji
biatek COX-2, PGES i PGFS w. strukturach endometrium, 3. Okreslenie ekspresji mRNA
kodujacego COX-2, PGES i1 PGFS w endometrium suk z endometritis subklinicznym oraz
bez tego schorzenia, a takze u zwierzat mtodych i starych. Celami dodatkowymi bylo: 1.
Okreslenie wystepowania 1 rodzajéw zmian histopatologicznych w endometrium suk w
réznych fazach cylu ptciowego oraz w roznym wieku, 2. Ocena cytologiczna endometrium
suk w roznych fazach cyklu plciowwgo z subklinicznymi zmianami histopatologicznymi

oraz u zdrowych.




Badania przeprowadzono na 48 dojrzatych plciowo, niecigzarnych, zdrowych
klinicznie sukach rasowych i mieszancach w wieku 1-9 lat poddanych standardowe;j
owariohisterektomii. Suki byly doktadnie zbadane ginekologicznie. Materiatl pochodzacy z
macicy poddawano  badaniom cytologicznym, histologicznym, molekularnym oraz
okreslono immunolokalizacje biatek. Doktorantka opisuje w dysertacji doktadnie aspekty
techniczne metodyki, w tym metody pobierania krwi, oznaczen hormondéw oraz
przeprowadzania badania cytologicznego. Na podstawie badania klinicznego i badan
laboratoryjnych zwierzeta podzielono na 3 grupy wzgledem fazy cyklu jajnikowego: Grupa
[ Anoestrus (n=16), grupa II-Proestrus 1 Oestrus (n=16) oraz grupa III (M) Metestrus
(n=16). Badania wtasciwe polegaly na badaniu cytologicznym 1 bakteriologicznym
wymazu z rogu macicy, izolacji RNA z homogenatu tkanek macicy i badaniu ekspresji
genéw COX-2, PGES i1 PGFS za pomoca RT-PCR, badaniu immunohistochemicznym w
celu okreslenia obecnosci i immunolokalizacji biateck COX-2, PGES i PGFS oraz
klasycznym badaniu histologicznym. Autorka opisuje niezwyle szczegétowo metodyke
badania genetycznego. Nie dojrzatem jednak w tej czgsci pracy cytowania pismiennictwa
dotyczacego tej tematyki. Jednak opis metodyki przeprowadzony jest w tym obszarze
bardzo skrupulatnie, z wizualizacja efektow rozdzielania produktow PCR dla genu
referencyjnego, opisem starterow uzytych w badaniach, wydajnosci starteréw, wykresami
amplifikacji real-time PCR dla badanych genéw. Opisano takze doktadnie metodyke badan
immunohistochemicznych. Tutaj na podkreslenie zastuguje fakt, ze Autorka postuzyta sie
zwalidowanymi przciwcialami 1 cytuyje w tym zakresie stosowne pismiennictwo. W
nastepnej kolejnosci Doktorantka opisuje metodyke wykonywania badania histologicznego,
bakteriologicznego, cytologicznego i szczegoély analizy statystycznej. Ta ostatnia polegata
na zastosowawniu testow nieparametrycznych Kruskala-Wallisa oraz analizy post hoc
Manna-Whitneya U, analizy wariancji Tukeya-Kramera i Duncana a w odniesieniu do
kalkulacji korelacji - test Cohena kappa.

Wykorzystany materiat ibzastosowane metody badawcze uznaj¢ za trafne. Podziw
budzi ogrom pracy metodycznej i duza liczba ocenianych parametrow. Metodyka ta
zastuguje na duze wyrdznienie. Praca ma tto kliniczne, jednak istota jej lezy w
zaawansowanych technikach laboratoryjnych. Atutem pracy jest swoiste podejscie
symbiotyczne do obszaru kliniki i badan podstawowowych. Na pochwate zastuguje tez
bardzo klarownie zaprojektowany schemat doswiadczenmia. Ten ambitny projekt, zostat

rzetelnie zrealizowany, a zaawansowana metodyka jest adekwatna do prowadzonych




badan. Na podkreslenie zasluguje fakt wzajemnego uzupeinienia i komplementarnosci
badan genetycznych i badan dotyczaccych immunolokalizacji oraz ekspresji biatek. W
dobrze dobranej metodyce widac tez reke promotorow prowadzacych Doktorantke. Moge
jedynie wspomnie¢, ze Autorka powinna tez doda¢ pozycje piSmiennictwa opisujace
metodyke badan RT-PCR oraz konieczne jest poprawienie btedu literowego w nazwie
rozdziatu, zamiast “Matariaty i metody”-“Materiaty i metody”. Nie znalaztem w tekscie
informacji na temat przesztosci reprodukeyjnej samic. By¢ moze podzielenie ich na grupy
samic, ktére urodzity wczesniej i samic, ktore nie byly ciezarne, wzglednie nie mogly zajs$¢
w cigze, wniostoby dodatkowe ciekawe obserwacje.

Omowienie wynikoéw zostalo przeprowadzone przez Autorke bardzo skrupulatnie i
zobrazowane jest czytelnymi rycinami. Na poczatku rozdziatu “Wyniki” znajdujemy opis
ekspresji mRNA COX-2 i PGES. Okazato sie ze najwyzsza ekspresja COX-2 i PGES
wystepowala w fazie anoetrus oraz przypadkach endometritis. PdZniej nastepuje doktadny
opis immunolokalizacji badanych czynnikéw. Dominowala lokalizacja w nabtonku
powierzchownym oraz strukturach okotogruczotowych i naczyniach krwionosnych macicy.
Te czes¢ wynikdéw zobrazowano tabelami zawierajacymi barwne fotogafie oraz tabelami
przedstawiajgcymi  intensywnos$¢ barwienia immunohistochemicznego. W  dalszej
kolejnosci opisano wyniki badan histologicznych endometrium 1 opisano zjawisko
podklinicznych zmian endometrium. Uzyskano tu interesujgce wyniki. Okazalo sig
bowiem, iz u suk w wieku >5 lat dochodzi niemal w kazdym przypadku do zmian
endometrium na pozimie histolbgicznym. U 40% suk w tej grupie wiekowej obserwowoano
endometritis a u 40% CEH. Nie potwierdzono tu ani jednego przypadku prawidtowej blony
Sluzowej macicy. Wreszcie na koncu opisano wyniki badan cytologicznych i
bakteriologicznych endometrium. Interesujgce, iz nie zaobserwowoano ewidentnych réznic
w obrazach cytologicznych wymazéow 2z endometrium, pobranych w stanach
fizjologicznych 1 przy endometritis. Wyniki te zatem byly diagostycznie mato
przekonujace, pomimo zastosowania szczoteczki cytologicznej. Obserwacje te wpisujg si¢
w wieloletnig debat¢ na temat mozliwosci zastosowania w praktyce klinicznej cytologii
endometrium u suk. Wyniki niniejszej pracy przemawiajg za tym, iz cytologia edometrialna
u suk nie stanowi tak wartosciowej metody diagnostytcznej metropatii, jak ma to miejsce u
samic duzych zwierzat. Ta obserwacja posiada niezwykle donioste znaczenie dla praktyki.
Rozdziat napisany jest czytelnie i jasno. Wyniki zilustrowane sg rycinami i tabelami. Tekst
zostal starannie podzielony na podrozdziaty i logicznie posegregowany, a kolejnosé

prezentowanych wynikéw jest przejrzysta 1 zrozumiala. Roéznice statystyczne

5




przedstawiono jasno i czytelnie.

W rozdziale ,,Dyskusja” Doktorantka daje niezwykle szeroki oglad na
opracowywane zagadnienia. Pogtebia opis wynikow oraz komentuje je. Ttumaczy uzyskane
zaleznosci 1 trafnie konfrontuje z rezultatami uzyskanymi przez innych autoréw. Czyni to
bardzo wprawnie pomimo tego, ze publikacji dotyczacych molekularnych aspektow
metropatii suk opublikowano niezwykle malo. Rowniez ten rozdzial oceniam bardzo
pozytywnie. Autorka porusza si¢ swobodnie w omawianych zagadnieniach i posiada na tym
polu duzg wiedze. Na podkreslenie zastuguje kilka btyskotliwych uwag Autorki w tej
czesci tekstu. Autorka stusznie spekuluje, ze zwickszona eskspresja COX-2 i PGES w
anoestrus jest prawdopodobnie wyrazem przebudowy endometrium trwajacego u tego
gatunku przez specyficznie dlugi okres czasu. Wysoka eskspresja COX-2 w stanach
endometritis moze wskazywa¢ na celowos¢ podjecia badan nad skutecznoscig terapii
metropatii suk inhibitorami cyklooksygenazy 2. Doktorantka wskazuje na fakt, ze w duzej
czesei populacji suk, zwlaszcza starszych, widoczne sg histologiczne cechy zapalenia
macicy (podkliniczne endometritis). Stan taki moze uposledza¢ implantacje zarodkow,
prowadzac do wczesnej $mierci zarodkowej. Wreszcie, jak wspomniano, Autorka dowiodta
ograniczonej przydatnosci diagnostycznej cytologii endoemetrialnej u suk. Dyskusja
zakonczona jest jasnym i syntetycznym podsumowaniem.

Sfrmuowano nastepujace wnioski: 1. Ekspresja mRNA COX-2 i PGES w
endometrium suk w cyklu ptciowym ma gltéwnie miejsce w okresie anoestrus, a takze u
zwierzat z podklicznym endometritis. Natomiast zjawiska tego nie obserwowano lub byto
tylko epizootyczne w pozostatych fazach cyklu oraz u suk w réznych grupach wiekowych,
2. Nablonek wyscielajacy swiatto macicy oraz gruczotowy, a takze naczynia krwionosne,
byly glownymi miejscami lokalizacji biatkowych produktow mRNA COX-2, PGFS I
PGES, 3. Wydzaje sie, ze w endometrium suk w fizjologicznych cyklach oraz z klinicznie
zdrowa macicg ma gltéwnie miejsce ekspresja czynnikéw szlaku metabolicznego PGE,
natomiast ekspresja PGF2a jest‘ mnie] aktywna, 4. U suk klinicznie zdrowych oraz z
makroskopowo prawidlowym endometrium bedacych w fizjologicznym cyklu wystepuje
duzy odsetek uteropatii, z dominujgca obecnoscia histopatologicznego endometritis (35-
60%) i duzo mniejszg czestotliwoscig CEH (6-25%). Wraz z wiekiem odsetek suk
dotknigtych tymi schorzeniami wzrasta, natomiast faza cyklu ptciowego nie miata wptywu
na to zjawisko, 5. Cytologiczna ocena endometrium metoda cytobrush nie poswala na
precyzyjne okreslenie jego stanu. Nie wykazano wysokiego stopnia korelacji miedzy

wynikami histopatologicznymi a odsetkiem PMNs w wymazach cytologicznych
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endometrium u suk z lekkim stanem zapalnym mimo, iz obserwowano statystycznie istotng

réznice miedzy odsetkiem PMNs u suk z endometritis oraz ze zdowym endometrium.

Spis pismiennictwa zawiera 249 pozycji, gtdéwnie opublikowanych w liczacych sie
czasopismach z listy JCR. Praca uzupehiona jest 19 tabelami i 28 rycinami oraz opisem
pieciu procedur barwienia preparatdéw histologicznych, immunohistochemicznych i

cytologicznych oraz protokotami izolacji RNA i odwrotnej transkrypcji.

Do szczegolnych waloréw przedtozonej pracy zaliczam:

1. Niezwykle aktualng tematyke badan, z duzym potencjalem publikacyjnym

2. Solidng podbudoweg badan klinicznych wynikami analiz siegajacych biologii
molekularnej i immunohistochemii

3. Blyskotliwe komentarze i spekulacje w rodziale Dyskusja dotyczace ekstensywnosci
podklinicznego endometritis, niskiej przydatnosci cytologii endometrialnej u suk i
wskazanie na hipotetyczne mozliwosci aplikacji wynikow badan genetycznych w
opracowywaniu modeli terapeutycznych metropatii

4. Bogatg, zaawansowang metodyke dopelniajagcych si¢  wzajemnie badan
laboratoryjnych i klinicznych

5. Ogrom pracy, ktérg nalezalo wykona¢ dla realizacji tak ambitnego i kompleksowego
planu oznaczen duzej liczby paramerdéw

6. Dobrze napisany tekst pracy i szerokie pismiennictwo. Umiejetnos¢ prowadzenia

glebokiej i1 syntetycznej dyskusji naukowej.

Korekty wymagajg jedynie pojedyncze btedy literowe pracy. Wyrazone drobne uwagi 1
sugestie nie wplywaja na warto§¢ merytoryczng pracy i1 sa formag konstruktywnych
komentarzy, przy dostrzeganiu ogromnej wartosci opracowania. Catos$¢ pracy oceniam bardzo
dobrze. Jest to doktorat dopracowany 1 rzetelny.

Podsumowujac, prace doktorska lek. wet. Blanki Bukowskiej oceniam bardzo
pozytywnie. Praca zostata dobrze zaplanowana, rzetelnie zrealizowana i wnosi nowe dane w
dyscypling ‘weterynaria’. Posiada ona nie tylko warto$¢ poznawcza, ale i duzy potencjal
aplikacyjny. Doktorantka wykazata sie duzymi umiejetnosciami w postugiwaniu si¢
warsztatem naukowym.

Stwierdzam, ze rozprawa doktorska lek. wet. Blanki Bukowskiej odpowiada w petni

wymogom stawianym dysertacjom na stopien naukowy doktora, okreslonym w art. 13




Ustawy z dnia 14 marca 2003 r o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz stopniach i
tytule naukowym w zakresie sztuki (Dz. U. z 2016 r. poz. 882 z pdzn. zm.).

W oparciu o przedtozong ocene przedkltadam wniosek Radzie Naukowej Dyscypliny
Weterynaria Uniwersytetu Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego o dopuszczenie lek. wet.
Blanki Bukowskiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Jednoczesnie biorgc pod uwage potencjal aplikacyjny oraz wktad przedstawionych
badan w rozwdj reprezentowanej dyscypliny sktadam wniosek o wyr6znienie pracy stosowng

nagroda.

Prof. dr h%lt{\’Noj ciech Nizanski
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