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RECENZJA
rozprawy doktorskiej lek. wet. Lukasza Przemystawa Zdrojkowskiego

pt. ,.Ekspresja mRNA czynnikéw wzrostu
i transformacji fibroblastoéw w blonie $luzowej macicy klaczy wzgledem nasilenia

endometrozy i zmian histopatologicznych”

Rozprawa doktorska lek. wet. Lukasza Przemystawa Zdrojkowskiego oparta jest na

monografii.

Endometroza u klaczy to przewlekta choroba polegajaca na powstaniu zwidkniefi w
obrebie endometrium i jego zwyrodnieniu, co powoduje nieptodnosé. Najczgscie] wystepuje u
zwierzat starszych, zwlaszcza wielorédek. Na czgstotliwo$¢ i zaawansowanie wystgpowania
endometrozy najprawdopodobniej wplywaja nawracajgce stany zapalane endometrium
(endometritis). W rozprawie doktorskiej przedstawiono wnikliwg analiz¢ tego schorzenia,
podkreslajac znaczacy wplyw chordb macicy na wskazniki ptodnosci u koni. W pracy autor
metodycznie bada zwigzek migdzy ekspresjg réznych genéw — THY1, IGF1, PDGFRA i
MKI67 i innych — a stopniem zaawansowania endometrozy, na podstawie wykonanych badan
histopatologicznych oraz systemu klasyfikacji Kenneya i Doiga.

Oceniana praca doktorska obejmuje 143 strony maszynopisu, w tym 36 tabel i 16 rycin.
Tekst pracy zostat podzielony w typowy dla prac naukowych sposéb na rozdziaty gtéwne i
podrozdzialy, co utatwia lekture. Uklad redakcyjny rozprawy jest prawidtowy. W pracy, po
stronie tytulowej i o$wiadczeniach, zamieszczono przejrzysty spis tresci oraz wykaz skrotow
co ulatwia czytanie i zrozumienie tekstu. Praca zawiera réwniez streszczenie w jezyku

angielskim oraz wykaz licznej bibliografii (181 pozyciji).



Wstep i przeglad piSmiennictwa

We wstepie Autor zwigzle nakreslit problem niskiej ptodnosci u koni ukierunkowujac
czytelnika na problem endometrozy i dlaczego jest ona jedng z przyczyn nieptodnosci. W
kolejnym rozdziale pt. ,,Przeglad literatury” Autor opisuje budowg anatomiczng Sciany macicy,
jej mechanizmy odpornoscei i czynniki, ktore moga wptywa¢ na obnizenie ptodnosci klaczy.
Nastepnie Autor w sposob obszerny i bardzo szczegétowy opisuje problem samej endometrozy
u koni, jej patogeneze, diagnostyke i koniczy ten rozdziat na czynnikach THY1, IGF1, PDGFRA
i MKI67, ktorych to ekspresje i korelacje pozniej przedstawia w wynikach swojej pracy
doktorskiej. Rozdzial ten jest bardzo rzetelnie opisany, cytujac szeroka listg literatury i
odnoszac si¢ mozliwie do wszystkich czynnikéw, jakie do tej pory zostaly opisane w
potencjalnej patogenezie tej choroby.

O ile caty rozdzial, jak wspomniatam wcze$niej, jest rzetelnie napisany, tak wkradto si¢
tutaj kilka niejasnosci. W rozdziale tym na stronie 25 Autor wspomina o endometrozie
niszczacej, ale dopiero na stronie 28 podaje na czym ta podjednostka endometrozy polega.
Takie wyjasnienie powinno si¢ znalezé juz przy pierwszej wzmiance takiego podziatu. Na
stronie 33 Autor wspomina o badaniach nad sivelestat i noskaping i o ich potencjalnej roli w
terapii endometrozy, natomiast nie podal tutaj, ze cytowane przez niego badania byty jedynie
badaniami in-vitro, a jest to wazne z punktu widzenia klinicysty. W tym rozdziale zabrakto
rozwazan na temat definicji ptodnosci i jak interpretuje ja sam Autor. Definicja ta jest roznie
rozumiana przez wielu autoréw. Jedni zakltadajg, ze plodnos¢ to mozliwos¢ samego poczgcia
potomka (do zdiagnozowania ciazy), podczas gdy drudzy, ze to zdolnos¢ do urodzenia
potomka. U koni aspekt ten réwniez roznie jest intepretowany (zwlaszcza jezeli chodzi o wyniki
skali Kenneya i Doiga, ktorej Autor uzywa w badaniach). Kenney w swojej pracy z 1978 odnosi
si¢ do odsetka klaczy ozrebionych, podczas gdy wigkszo$¢ pézniejszych autoréw pisze o

odsetku zdiagnozowanych cigz.

Cele pracy i hipoteza badawcza

Autor postawit sobie pig¢ celéow badawczych. Cele te zostaly okreslone jasno i
precyzyjnie, co jest niewatpliwym plusem tej dysertacji. Ocena wptywu ekpresji THY1, IGF1,
PDGFRA i MKI67 na wystepowanie zmian histopatologicznych w endometrium obj¢tym
endometroza i na nasilenie wystepowania samej endometrozy jest jak najbardziej uzasadniona
biorac pod uwagg informacje przedstawione w przegladzie literatury. Ponadto podjecie sig
zbadania interakcji pomiedzy ekspresja poszczegdlnych gendéw (wspomnianych powyzej) a

zmianami histopatologicznymi w endometrium klaczy z endometroza jest bardzo ciekawe. W



hipotezie badawczej wdarl si¢ btad, Autor nie badal biatka tylko ekspresj¢ genow, wigc
hipoteza badawcza powinna brzmie¢ ,,Geny Thy1, IGF1 i PDGFRa biorg udzial...”.

Materialy i metodyka badan

Rozdziat ten, podobnie jak wczesniejszy, jest oméwiony jasno, tak ze czytajacy prace
nie ma probleméw ze zrozumieniem tego rozdziatu. Material badawczy stanowily 72 macice
pobrane poubojowo od klaczy, ale zabraklo tutaj informacji z ktérego miejsca w macicy zostaly
pobrane wycinki. Na podstawie badania histologicznego do dalszych badan zakwalifikowano
47 wycinkéw (obejmujacych catg grubosé $ciany macicy). Tutaj probki zostaty podzielone na
pie¢ kategorii: I (10 probek), I+ (7 probek), IIA (11 probek), IIB (9 probek) i III (10 probek).
Tutaj tez zabrakto opisu, jak Autor obliczyl wymagana liczbg prébek, czyli wielkos¢ proby do
zapewnienia mocy testu (mocy statystycznej) wykonywanych pozniej analiz.

Nastepnie probki zostaly poddane bardzo szczegélowemu badaniu histologicznemu,
uwzgledniajac wszystkie mozliwe aspekty rozwijajacej si¢ endometrozy, co jest niewatpliwym
plusem przedstawionej rozprawy. Drugim etapem badania byly badania molekularne. Z prébek
po rozmrozeniu zostalo wyizolowane RNA i wykonano analizy qPCR. Przy opisie izolacji
RNA zabraklo opisu jak zostala sprawdzona jako$¢ RNA i jakie parametry uzyskano. Przy
opisie metody qPCR Autor uzyt dwdch genow referencyjnych SDHA i GAPDH, co jest obecnie
standardem i duzym plusem pracy. Autor niestety nie wyjasnit na jakiej podstawie zdecydowal
sie na wilasnie te geny referencyjne w swoich badaniach a nie inne. Réwniez wdarl si¢ tutaj btad
literowy, poniewaz skrét dla dehydrogenazy aldehydu 3—fosfoglicerynowego to GAPDH a nie
GADPH. Uzycie sond TagMan jest bardzo duzym atutem przedstawionej pracy, niejasne jest
natomiast co oznaczajg numery przy poszczeg6lnych badanych genach np. Ec03470487. Nie
jest to numer katalogowy sondy ani numer genu w GenBank. W kazdej reakcji gPCR Autor
wykonat 3 powtdrzenia techniczne, co jest bardzo wielkg zaleta i mocng strong metodyki.
Sekcja ta jest niestety dos¢ pokrdtce opisana i nie wymienia wielu parametréw, ktoére powinny

by¢ opisane przy analizach qPCR:

Bustin SA, Benes V, Garson JA, Hellemans J, Huggett J, Kubista M, Mueller R, Nolan T,
Pfaffl MW, Shipley GL, Vandesompele J, Wittwer CT. The MIQE guidelines: minimum
information for publication of quantitative real-time PCR experiments. Clin Chem. 2009
Apr;55(4):611-22. doi: 10.1373/clinchem.2008.112797. Epub 2009 Feb 26. PMID: 19246619.

Bustin SA, Wittwer CT. MIQE: A Step Toward More Robust and Reproducible Quantitative
PCR. Clin Chem. 2017 Sep;63(9):1537-1538. doi: 10.1373/clinchem.2016.268953. Epub
2017 Jun 12. PMID: 28606913.



Analizy statystyczne wykonano przy uzyciu oprogramowania IBM SPSS, co $wiadczy
o szerokiej wiedzy Autora i dobrej znajomosci statystyki, poniewaz program SPSS
powszechnie uznawany jest za trudny w obstudze i wymagajacy zawansowanej wiedzy. W
rozdziale tym zabraklo jednak informacji jak Autor skorygowat problem wielokrotnych

poréwnan i korelacji.

Przedstawienie i oméwienie wynikow

Wyniki otrzymane przez Autora zostaly przedstawione szczeg6élowo i staranie. Struktura
wynikéw jest przejrzysta. Wyniki dotyczace ekspresji THY1 dostarczajg intrygujacych
spostrzezen na temat jego roli w interakcjach komérkowych z macierzag pozakomérkowa
(ECM) i sugeruja jego potencjalng funkcj¢ we wczesnym stadium endometrozy. Z drugiej
strony, negatywna korelacja migdzy ekspresja IGF1 a cigzkos$cig zmian histopatologicznych
podnosi krytyczne pytania, dotyczace jego roli w zdrowiu endometrium i procesach
regeneracyjnych. Ta dychotomia podkresla ztozono$¢ patologii macicy u klaczy i koniecznosé
dalszych badan nad mechanizmami, ktére sa w to zaangazowane. Rozprawa doktorska wnosi
cenny wklad w zrozumienie endometrozy u klaczy, taczac ocen¢ histologiczng z analizg
ekspresji genéw, aby zapewni¢ nowe spojrzenie na postep choroby. Przyszte badania, ktére
beda si¢ opieraly na przedstawionych wynikach, moga dalej wyjasnia¢ patogenezg
endometrozy na poziomie bialek.

Najwiekszym minusem tej sekcji jest brak wizualnego przedstawienia wynikéw
ilosciowych. Wszystkie wyniki zostaly zamieszczone w tabelach i czytelnikowi trudno jest si¢
w nich porusza¢. Wszystkie ryciny podpisane sg ,,Obraz mikroskopowy blonie sluzowe;j...”, a
powinno by¢ ,,Obraz mikroskopowy blony $luzowej...”. Przy opisywaniu istotnych lub nie
réznic w wynikach, Autor pomingt stowo ,.statystycznie”. W tabelach 17 do 25 przedostatni
rzadz zatytulowany jest ,,L.acznie”, ale nie jest jasne, do czego to si¢ odnosi. Na stronie 96 Autor

wymienia wyniki z tabeli 36, ale zabrakto oméwienia tych wynikow.

Dyskusja i wioski

Dyskusja uzyskanych wynik6w jest wnikliwa i dowodzi wiedzy Doktoranta. Napisana jest
spdjnie. Widoczna jest umieje¢tnosé samodzielnej oceny danych z piSmiennictwa. Na uwage
zastuguje bardzo ciekawy rozdziat nr 6.14. ,Rekomendacje dla modyfikacji oceny zmian
histopatologicznych w endometrium w przebiegu endometrozy”. Wnioski sg rzeczowe i

prawidtowe. W weryfikacji hipotezy badawczej wdart si¢ blad, Autor nie badat biatka tylko



ekspresje genéw, wiec to zdanie powinno brzmie¢ ,,Geny Thyl, IGF1 i PDGFRo biorg
udzial...”.

Na stronie 100 wdart si¢ kolejny blad do zdania ,,...stad réwniez w prezentowanych
badaniach Thyl moze w zwickszaé interakcje pomigdzy..”, powinno by¢ ,,...Thyl moze

-}

zwigkszaé...”. Na stronie 113 przy opisywaniu wybieranego miejsca do pobrania
wycinkow/biopsji zabraklo komentarza Autora, Ze ogranicza nas dlugos¢ biopsatora i to

wiasnie jego rozmiary wyznaczaja jak gleboko mozemy pobra¢ biopsje in-vivo.

Literatura

Spis literatury to 181 pozycje przedstawione w sposéb ujednolicony. Przywotane prace sa

odpowiednio wybrane, dawne i aktualne zwigzane z tematem pracy.

Podsumowujgc, pragne podkreslié, ze uwagi i spostrzezenia nie umniejszajg wartosci
merytorycznej pracy. Prace oceniam pozytywnie. Doktorant przeprowadzil badanie naukowe i
wykazat dojrzato$é w definiowaniu zadan badawczych i doborze materialéw i metod. Autor
wykazal si¢ umiejetnoscig formutowania logicznych wnioskéw i korzystania z danych
literaturowych. Przedstawione przez lek. wet. Lukasza Zdrojkowskiego badania przyczynig si¢
do rozwoju wiedzy o endometrozie u klaczy. Wyrazam nadziej¢, ze badania Doktoranta w tym
zakresie bedg nadal przez Niego kontynuowane.

Recenzowana rozprawa doktorska odpowiada warunkom okre$lonym w Ustawie z dnia 20
lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. z 2024 poz. 1571). W zwigzku z
powyzszym przedstawiam Radzie Dyscypliny Weterynaria, Instytutu Medycyny
Weterynaryjnej, Szkoty Gléwnej Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie wniosek o
dopuszczenie Pana lek. wet. FLukasza Przemyslawa Zdrojkowskiego do dalszych etapow

postepowania majgcego na celu nadanie stopnia naukowego doktora.
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