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Recenzja
pracy doktorskiej lek. wet. Blanki Bukowskiej

pt.: ,,Endometrialna ekspresja cyklooksygenazy 2 oraz syntazy prostaglandyny F2a i prosta-
glandyny E u suk w réznych fazach cyklu plciowego oraz z podklinicznym endometritis

i w réznym wieku”

wykonanej w Katedrze Rozrodu Zwierzat z Klinika Wydzialu Medycyny Weterynaryjnej

Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie pod kierunkiem
promotora prof. dr hab. Tomasza Janowskiego

i promotora pomocniczego dr n. wet. Anny Rapacz-Leonard

Podstawg formalng niniejszej oceny jest pismo WMW-DZ.6312.5.2020 Przewodniczacego
Rady Naukowej Dyscypliny Weterynaria Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego w Olsztynie
z dnia 7 sierpnia 2020 r., informujace o powotlaniu mnie, zgodnie z uchwata Rady Naukowej Dys-
cypliny Weterynaria Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego z dnia 17 lipca 2020 r., na recenzenta
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 i w r6znym wieku”.

Rosngce zainteresowanie hodowlg psow rasowych wiaze si¢ z oczekiwaniem wiascicieli suk
wysokiej efektywnos$ci rozrodu u tych samic. Jednoczes$nie suki charakteryzuja si¢ wieloma od-
mienno$ciami, w stosunku do samic innych gatunkéw, w przebiegu funkcji rozrodczych, co powo-

duje, ze wiele mechanizméw dotyczacych regulacji procesow rozrodczych oraz etiopatogenezy
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chorob uktadu rozrodczego, majacych wptyw na ptodnos¢ tych samic, nie zostalo do konca wyja-

$nione.

W procesach rozrodu kluczowa role odgrywa macica, zapewniajac odpowiednie srodowisko
do zagniezdzenia i rozwoju zarodka, a nastgpnie ptodu. Dlatego od jej wlasciwego stanu zdrowot-
nego zalezy powodzenie w rozrodzie. Choroby macicy u suk sg gtéwng przyczyna ich nieptodnosci.
Szacuje si¢, ze w okoto 30-35% przypadkoéw problemy z zachodzeniem w cigze tych samic majg tlo
maciczne. Podkresli¢ nalezy rowniez, ze choroby te maja czesto ciezki kliniczny przebieg i poza
nieptodnosciag moga takze powodowac istotne zagrozenie dla zdrowia, a nawet zycia zwierzecia.
Wiele wskazuje, ze u suk ich specyficzny cykl ptciowy, charakteryzujacy si¢ dtugimi fazami od-
dziatywania hormondw sterydowych oraz mozliwoscig dlugotrwatego wnikania bakterii do jamy
macicy jest czynnikiem ryzyka wystapienia patologicznych zmian w btonie $luzowej macicy (en-
dometrium) i pozostatych warstwach sciany macicy. Zaktada sie¢, ze z wiekiem i liczbg przebytych
cykli ptciowych stopien tego ryzyka wzrasta. Jednak ze wzgledu na specyfik¢ budowy pochwy
i szyjki macicy endometrium suk nie jest dostepne do badania metodami powszechnie stosowanymi
u samic innych gatunkow zwierzat i co za tym idzie zmiany w endometrium w przebiegu cyklu
plciowego i poprzedzajace wystepowanie objawow klinicznych jego schorzen nie zostaly doktadnie

przebadane i poznane.

Szczegblnego znaczenia dla procesow rozrodu u suk nabiera podkliniczne zapalenie endo-
metrium, ktore obniza znacznie skuteczno$¢ rozrodu, zwlaszcza w duzych hodowlach suk raso-
wych, utrzymywanych w nieodpowiednich warunkach sanitarno-higienicznych. Przyjmuje sie, ze
mechanizm negatywnego oddziatywania podklinicznego endometritis na ptodnos$¢ suk polega na
tworzeniu niewlasciwego srodowiska macicy, a w konsekwencji znacznego wzrostu odsetka wcze-
snej $mierci zarodkowej. Jednak, mimo duzej wagi, problematyka podklinicznego endometritis u
suk zostata dotychczas zbadana jedynie fragmentarycznie i wiele zaleznosci, takich jak wplyw po-

szczegOlnych faz cyklu ptciowego 1 wieku suk na ten proces, wymaga dalszych badan.

Jednym z istotnych elementow reakcji zapalnej u ludzi i zwierzat sg prostaglandyny, ktorych
biosynteza szybko wzrasta w tkankach dotknietych procesem zapalnym. Prostaglandynami, ktore
regulujg reakcje zapalna, a jednoczesnie odgrywaja niezwykle wazng role w procesach rozrodczych
sg prostaglandyna E2 (PGE2) oraz prostaglandyna F2a (PGF2a). Produkcja obu tych prostaglandyn
moze odbywac si¢ w endometrium macicy i zalezy glownie od aktywnosci cyklooksygenazy 2
(COX-2) oraz swoistych dla nich enzymow tj. syntazy prostaglandyny E2 (PGES) i syntazy prosta-
glandyny F2a (PGFS). Dotychczas niewiele badan poswigcono zagadnieniu produkcji prostaglan-
dyny E2 i prostaglandyny F2a oraz aktywnos$ci gtéwnych enzymow bioracych udziat w ich syntezie

w endometrium suk w przebiegu cyklu ptciowego oraz w przypadku patologii endometrium.



W $wietle powyzszych danych uznaje podjete przez lek. wet Bianke Bukowska badania za
w pelni uzasadnione i aktualne. Doktorantka podjeta si¢ w nich ambitnego zadania dokonania kom-
pleksowej oceny stanu endometrium suk w réznych fazach cyklu ptciowego, U zwierzat zdrowych
i z podklinicznym endometritis oraz w roznym wicku. Wykorzystata w tym celu molekularne bada-
nia glownych enzymow szlaku syntezy prostaglandyny E2 i prostaglandyny F2a oraz badania histo-
logiczne, cytologiczne i mikrobiologiczne endometrium.

Przedstawiona do oceny praca doktorska lek. wet. Bianki Bukowskiej obejmuje 145 stron
maszynopisu, 19 tabel, 28 rycin i 249 pozycji piSmiennictwa. Napisana zostata wedlug typowego
dla takich opracowan uktadu. Rozpoczyna si¢ spisem tresci oraz wykazem wazniejszych skrotow
I symboli, utatwiajacych poruszanie si¢ w teksScie i czytanie pracy. Nastepnie zamieszczono stresz-
czenia w jezyku polskim i W jezyku angielskim. Kolejne rozdziaty to: wstep, cel badan, materiat
I metody, wyniki, dyskusja, wnioski, wykaz cytowanej literatury oraz zataczniki zawierajace proto-
koty dotyczace metodyki badan.

W obszernym ,,Wstepie”, podzielonym na podrozdziaty, Doktorantka wprowadza w sposob
bardzo szczegdtowy, ale jednoczesnie przejrzysty, w oparciu 0 aktualne pi$miennictwo, w zagad-
nienia, ktore sg tematem recenzowanej dysertacji. Na poczatku ,,Wstepu” charakteryzuje cykl
plciowy suk, opisujac szczegotowo przebieg koncentracji hormondw piciowych w poszczegolnych
fazach cyklu oraz towarzyszace temu charakterystyczne zmiany w uktadzie rozrodczym i zachowa-
niu suki, a takze zmiany w obrazie cytologicznym rozmazow pochwowych. Podkresla przy tym
odrgbnosci w przebiegu cyklu ptciowego u suk, w porownaniu do samic innych gatunkoéw. Nastep-
nie, w oparciu o dotychczasowe badania histologiczne, immunohistochemiczne i cytologiczne, opi-
suje zmiany w strukturze endometrium oraz wygladzie populacji komérek endometrium suk w po-
szczegblnych fazach cyklu piciowego. W kolejnym podrozdziale ,,Wstepu” Doktorantka dokonuje
przegladu aktualnej wiedzy na temat stanow zapalnych btony §luzowej macicy suk, podkreslajac, ze
sg one gldwng przyczyna nieptodnosci u tych samic. Zwraca jednoczes$nie uwage, ze etiopatogeneza
wielu z tych patologii macicy pozostaje nie w pelni wyjasniona. Szczeg6lnie dotyczy to podklinicz-
nego zapalenia btony $luzowej macicy, ktore jest trudne do zdiagnozowania ze wzgledu na skape
objawy i trudnos$ci z pobieraniem probek z macicy suk. W koncowym podrozdziale ,,Wstepu” Dok-
torantka przedstawia aktualng wiedze na temat syntezy prostaglandyn, ich funkcji w organizmie
oraz roli w procesach zapalnych. Duzo miejsca poswieca prostaglandynie E2 i prostaglandynie F2a
oraz enzymom biorgcym udzial w szlaku metabolicznym tych hormonow.

Ta czes¢ dysertacji, ktorg nalezy oceni¢ wysoko, swiadczy o bardzo dobrym opanowaniu
przez Doktorantke zagadnien bgdacych przedmiotem ocenianej pracy. Doktorantka bardzo skrupu-
latnie zebrata i naukowo opracowata obszerng literatur¢, dokonujac jednoczesnie wnikliwego 1 se-

lektywnego jej przegladu, ktory uzasadnia cel 1 zalozenia badan. ,,Wstep”, wspélnie z rozdziatem



,»Cele pracy”, w sposob jednoznaczny wskazuje na celowos¢ 1 aktualnos¢ podjetych przez Dokto-
rantk¢ badan.

Gloéwnymi celami pracy byto okreslenie ekspresji mRNA dla cyklooksygenazy 2 (COX-2),
syntazy prostaglandyny F2o (PGFS) i syntazy prostaglandyny E2 (PGES) w endometrium suk
w roznych fazach cyklu ptciowego, u suk z podklinicznym endometritis i suk w roznym wieku oraz
okreslenie immunolokalizacji biatek COX-2, PGFS i PGES w strukturach endometrium suk. Do-
datkowymi celami badan bylo okreslenie wystepowania i rodzajow zmian histopatologicznych
w endometrium suk w réznych fazach cyklu ptciowego i w réznym wieku oraz ocena cytologiczna
endometrium suk w réznych fazach cyklu ptciowego, z podklinicznymi zmianami histopatologicz-
nymi oraz u zwierzat zdrowych.

Cele badan w sposob logiczny wynikajg z informacji przedstawionych we ,,Wstepie” i zo-
staty dobrze oraz jasno sformutowane, a ich realizacja sugeruje poglgbienie dotychczasowej, frag-
mentarycznej wiedzy na temat zmian w endometrium w przebiegu cyklu ptciowego u zdrowych suk
oraz z podklinicznym endometritis, a takze wplywu wieku suk na stan endometrium w kontekscie
ryzyka wystapienia schorzen macicy.

W rozdziale ,,Materiat i metody” podzielonym na podrozdzialy Doktorantka przedstawia
charakterystyke zwierzat, od ktorych pochodzit materiat uzyty do badan oraz podaje zastosowang
metodyke badan. Z rozdzialu tego wynika, ze badania wykonano na 48 klinicznie zdrowych sukach,
dojrzatych plciowo, nieciezarnych, rasowych i mieszancach, w wieku od 1 do 9 lat, wolnych od
patologii macicy diagnozowanych ultrasonograficznie i makroskopowo. We wstepnej fazie badan
dokonano kwalifikacji zwierzat do zasadniczej czesci badan i okreslono faze cyklu piciowego
W oparciu o0 badanie kliniczne ogdlne, badanie ginekologiczne zewngtrzne i wewngtrzne oraz ozna-
czanie poziomu progesteronu w surowicy krwi. Na podstawie stwierdzonej fazy cyklu zwierzeta
podzielono na 3 podstawowe grupy badawcze, po 16 zwierzat w kazdej. Grupe I stanowity suki
w fazie bezrujowej cyklu ptciowego (anestrus), grupe II suki w cieczce tj. w fazie przedrujowej (8
suk) lub rujowej (8 suk) (proestrus/estrus) i grupe III suki w fazie porujowej cyklu ptciowego (me-
testrus). Nast¢pnie wszystkie zwierzeta poddano standardowemu zabiegowi usunigcia macicy i jaj-
nikow (owariohysterektomii). Bezposrednio po dokonanej resekcji macicy ze srodkowej czgsci ro-
gu macicy pobierano probki endometrium do badan molekularnych, histopatologicznych, cytolo-
gicznych oraz bakteriologicznych. W ramach badan molekularnych okre§lano metoda real-time
PCR ekspresje mRNA dla cyklooksygenazy 2 (COX-2), syntazy prostaglandyny F2a (PGFS) i syn-
tazy prostaglandyny E2 (PGES) oraz metoda immunohistochemiczng immunolokalizacj¢ produk-
tow biatkowych genow COX-2, PGFS i PGES w strukturach endometrium objetych badaniami suk.
W badaniach immunohistochemicznych do oceny obecnosci COX-2 uzyto dostepnego na rynku
mysiego przeciwciala monoklonalnego, a w pozostaltych przypadkach — wyizolowanych z krwi

$winki morskiej — zrealizowanych na zaméwienie przeciwciat swoistych dla psa. Badania histopato-
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logiczne wykonano klasyczng metoda, sporzadzajac rutynowe preparaty histologiczne barwione
metoda hematoksylina i eozyna (H&E). Badania cytologiczne endometrium przeprowadzano pobie-
rajgc wymazy z btony Sluzowej macicy metoda cytobrush i okreslajgc liczbg neutrofilow (PMNS)
i ich procentowa proporcje do liczby komoérek nabtonkowych. Badania bakteriologiczne wykony-
wano wykorzystujac gotowe, wspotczesnie uzywane podtoza hodowlane przygotowane na ptytkach
Petriego. Ostateczng identyfikacj¢ bakterii przeprowadzano za pomocg komercyjnych testow latek-
sowych (PathoDextra Strep Grouping Kit) oraz testow biochemicznych (API 20E, APl 20NE, API
Staph, API Strep). Na podstawie badan histopatologicznych endometrium, przeprowadzonych u suk
wszystkich grup, utworzono dodatkowe grupy zwierzat tj. z podklinicznym endometritis (n=21)
oraz z normalnym endometrium (n=21), porownujac w nich ekspresj¢ ww. enzymow metabolizmu
prostaglandyn. Ponadto calg populacje zwierzat objetych badaniami podzielono na 2 grupy wieko-
we tj. <5 lat (n=38 ) 1 >5 lat (n=10), dokonujac takiego samego poroéwnania.

Nalezy stwierdzi¢, ze badania zostaty dobrze zaplanowane, a do ich realizacji zastosowano
wiele r6znych metod badawczych, pozwalajacych na kompleksowa ocene endometrium. Wszystkie
procedury badawcze sa przez Doktorantke bardzo doktadnie i w sposob zrozumiaty opisane oraz
poparte odpowiednim pismiennictwem zréodtowym. Dodatkowe informacje dotyczace metodykKi
badan sg zaprezentowane w postaci odpowiednich rycin i tabel oraz zawarte w siedmiu zataczni-
kach. Zastosowane metody badawcze sg aktualne i adekwatne do celéw badan i nie budzg w zwigz-
ku z tym merytorycznych zastrzezen. Watpliwosci nie budzi réwniez dobor 1 1los¢ zwierzat do ba-
dan oraz analiza statystyczna uzyskanych wynikow, w ktorej zastosowano wtasciwie dobrane me-
tody statystyczne.

W rozdziale ,,Wyniki” Doktorantka prezentuje w sposob przejrzysty rezultaty badan wia-
snych w formie opisowej w krotkich podrozdziatach oraz w postaci 10 rycin i 13 tabel, wykona-
nych starannie 1 przedstawiajacych poszczego6lne elementy wynikéw wyraznie i1 przekonywujaco.

Wyniki badan molekularnych pozwalaja jednoznacznie stwierdzi¢ istnienie istotnych roznic
w ekspresji mMRNA dla cyklooksygenazy 2 (COX-2) i syntazy prostaglandyny E2 (PGES) w endo-
metrium suk w roéznych fazach cyklu ptciowego, przy czym najwyzsza ekspresje obserwowano w
fazie anestrus, a najnizsza w fazie metestrus. Ponadto istotnie wyzsza ekspresja mRNA dla COX-2
I PGES wystepowata w endometrium suk z podklinicznym endometritis, w poréwnaniu do zdrowe-
go endometrium. Natomiast ekspresja mMRNA dla syntazy prostaglandyny F2a (PGFS) byta gene-
ralnie niska i brak bylo r6znic miedzy grupami badawczymi, co sugeruje, ze szlak metaboliczny
prostaglandyny F2a w endometrium suk w trakcie cyklu ptciowego i podczas podklinicznego zapa-
lenia endometrium jest mato aktywny. Te informacje poglebiaja wiedz¢ o mechanizmach procesu
zapalnego o charakterze podklinicznym w blonie §luzowej macicy u suk, a ponadto mogg stanowic¢

podstawe do badan nad nowymi metodami leczenia tego schorzenia.



Badania immunohistochemiczne wykazaly, ze glownym miejscem lokalizacji produktow
biatkowych genow kodujacych COX-2, PGES i PGFS jest nabtonek wyscielajacy 1 gruczolowy
endometrium oraz naczynia krwionosne.

Badania histopatologiczne wykazaty, ze u suk klinicznie zdrowych z makroskopowo prawi-
dtowym endometrium, bgdacych w fizjologicznym cyklu piciowym, wystepuje wysoki odsetek
podklinicznego endometritis (31,25% - 62,5%) i duzo mniejszy odsetek torbielowatego przerostu
endometrium - CEH (6%-25%). Na wystepowanie tych patologii nie miata wptywu faza cyklu, na-
tomiast istotny wptyw miat wiek zwierzat. Na szczegdlng uwage zastuguje fakt, ze w grupie zwie-
rzat 5 letnich i starszych nie stwierdzano w ogéle macic o fizjologicznym endometrium, przy jedno-
czes$nie Wysokiej czestotliwosci wystgpowania endometritis (60%) i CEH (40%).

Interesujace sg rowniez wyniki badan cytologicznych endometrium suk. Wskazuja one, ze
w endometrium suk niezaleznie od fazy cyklu, wieku i toczacego si¢ procesu patologicznego wy-
stepuje niski odsetek neutrifilow - PMNs (<2%). Ponadto analiza stopnia zgodnosci miedzy wyni-
kami badan histopatologicznych i cytologicznych wykazata niskg czulo$¢ badania cytologicznego
w stosunku do badania histopatologicznego endometrium suk. Stanowi to wazng informacje z kli-
nicznego punktu widzenia, oznacza bowiem, ze badanie cytologiczne ma niskg warto$¢, jako meto-
da diagnostyczna, w rozpoznawania patologii macicy u suk.

W ,,.Dyskusji” Doktorantka przedstawia wnikliwg i krytyczng analiz¢ uzyskanych rezultatow
badan wlasnych i konfrontuje je z danymi aktualnego i trafnie dobranego pi$miennictwa.
W wielu miejscach shusznie zwraca uwagg na brak wczesniejszych badan tego typu, co podkresla
ich nowatorski charakter. Ta czg$¢ dysertacji dobitnie $wiadczy o duzym zasobie wiedzy Dokto-
rantki, umiejetnosci analizowania informacji naukowych i logicznego wyciggania wnioskow oraz
potwierdza stusznos$¢ koncepcji stanowigcych podstawe opracowania celu pracy.

Na podstawie rozwaznej interpretacji uzyskanych wynikow Doktorantka formutuje pig¢ ge-
neralnie trafnych wnioskow, odnoszacych si¢ do zatozen i celu badan oraz znajdujacych uzasadnie-
nie w wynikach badan.

Oceniajac generalnie bardzo pozytywnie przedstawiong mi do recenzji prace, z obowigzku
recenzenta musz¢ zwrdci¢ uwage na pewne niedociagniecia, ktoérych Doktorantce nie udato sie
uniknad.

Uwazam, ze w tytule zamiast sformulowania ,,...oraz syntazy prostaglandyny F2a i prosta-
glandyny E powinno byc¢ ... oraz syntazy prostaglandyny F2a i syntazy prostaglandyny E2” ewen-
tualnie ,,syntaz prostaglandyny F2a i prostaglandyny E2”. Sg to bowiem 2 rdzne enzymy, a nie je-
den, jak sugerowatoby okreslenie uzyte obecnie w tytule.

Pewng watpliwos¢ budzi wiaczenie w jedng grupe badawcza suk w fazie proestrus i suk fazie
estrus. W mojej opinii, dla pelnego zobrazowania zmian w endometrium w przebiegu catego cyklu

plciowego bardziej korzystne bytoby analizowanie tych zmian w kazdej z czterech jego faz.



Na stronie 82 w opisie wynikéw badan histopatologicznych brak jest zgodnosci miedzy infor-
macja zawarta w przedostatnim zdaniu tego podrozdziatu, a danymi przedstawionymi w Tabeli 14.

W mojej opinii, pewnej korekty wymaga réwniez druga cze¢sci wniosku 1, w ktorej zawarto
stwierdzenie, ze ekspresji mMRNA dla COX-2 i PGES nie obserwowano u suk w réoznych grupach
wiekowych. Przedstawione wyniki badan wskazuja tylko, ze nie byto rdznic statystycznie istotnych,
w ekspresji tych czynnikow, migdzy grupa zwierzat mtodych i starych.

Kilka uwag dotyczy pismiennictwa. Nie znalaztem bowiem W spisie pismiennictwa kilku pozy-
cji, ktore sg cytowane w pracy (Wallace i in. 2000, Fransson i in. 1997, De Bosschere i in. 2012,
Borges i in. 2014, Fontbonne i in. 2007). Z kolei znajdujg si¢ w nim pozycje, ktore w pracy nie byty
cytowane (Fontbonne 2011, 2020, Kempisty i in. 2013, Kowalewski i in. 2006). Jedna z prac (Singh
I in. 2018) zostala dwukrotnie zamieszczona w spisie pismiennictwa. Ujednolicenia wymaga row-
niez sposob podawania nazwy czasopism w spisie pisSmiennictwa - albo petna nazwa czasopisma,
albo jego skrot. Ponadto w pracy wystepuja drobne btedy w sposobie cytowania danych literaturo-
wych, m.in. nieprawidlowos$ci w pisowni nazwisk autorow, niejednolity sposob wskazywania
wspotautorow (i in. lub 1 wsp.).

Poczynione uwagi nie umniejszaja w zadnym stopniu merytorycznej warto$¢ ocenianej dyserta-
cji i mojej ogblnej bardzo pozytywnej jej oceny. Jednak w celu uniknigcia niescistosci w pracy po-
winny by¢ uwzglednione przed jej opublikowaniem.

Reasumujac stwierdzam, ze rozprawa doktorska lek. wet. Bianki Bukowskiej jest oryginalnym
I bardzo wartosciowym opracowaniem, wnoszacym nowe elementy wiedzy dotyczace fizjologii
i patologii macicy suk. Recenzowana dysertacja oprocz niewatpliwej warto§ci poznawczej stanowi
rowniez zrodio cennych informacji dla praktyki weterynaryjnej, wskazujac wysoka czestotliwosé
wystepowania u suk podklinicznego endometritis, szczegdlnie u zwierzat starszych oraz niskg war-
to$¢ badania cytologicznego, jako metody diagnostycznej w rozpoznawania patologii macicy u suk.

Uwazam, ze rozprawa doktorska lek. wet. Bianki Bukowskiej odpowiada w petni warunkom
okreslonym w art. 13 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach 1 tytule naukowym oraz o stop-
niach i tytule w zakresie sztuki. W mojej opinii, stanowi podstawe do nadania stopnia naukowego

doktora.



