Streszczenie

Celem pracy bylo dokonanie analizy porownawczej w skladzie ptynu pecherzykow
jajnikowych pomiedzy duzymi pecherzykami przedowulacyjnymi, dominujgcymi oraz
atretycznymi. W analizie uwzgledniono hormony steroidowe (P4, E2), biatko morfogenetyczne
kosci-15 (BMP-15), hormon folikulotropowy (FSH), glukoze, biatko, mocznik, kreatynine,
kwas moczowy, sktadniki lipidowe i jonowe. Postanowiono tez zbadaé¢ wplyw wieku kréw na
sklad ptynu pecherzykowego oraz okresli¢ zaleznosci pomigdzy st¢zeniem badanych
czynnikow w plynie pecherzykowym a ich stgzeniem w surowicy krow.

W pracy postawiono nastgpujaca hipoteze badawcza: stezenia hormondw steroidowych,
hormonu folikulotropowego. biatka morfogenetycznego kosci i skladnikow biochemicznych
w plynie pecherzykow jajnikowych rézni sie w zaleznoscei od statusu pecherzyka i wieku krow.

Doswiadczenie wykonano na 72 krowach rasy holsztynsko-fryzyjskiej. odmianie
czarno-biatej (wiek 2-18 lat). Od kazdej krowy do badan pobrano poubojowo po jednym
jajniku, na ktorym znajdowal si¢ duzy pecherzyk o $rednicy od 12 do 20 mm. W uzyskanych
probkach ptynu pecherzykowego i surowicy oznaczono stezenie biatka morfogenetycznego
kosci-15 (BMP-15). hormonu folikulotropowego (FSH), progesteronu (P4) i 17-f-estradiolu
(E2). Oznaczano rowniez kolorymetrycznie stezenie glukozy (GLU), biatka catkowitego (TP),
kwasu moczowego (URIC), kreatyn (CREA), mocznika (UREA), bilirubiny catkowitej (TBIL),
catkowitego cholesterolu (CHOL), HDL-cholesterolu (HDL), LDL-cholesterolu (LDL),
trojglicerydow (TAG), fosforu (P), wapnia (Ca), magnezu (Mg) i zelaza (Fe). Metoda
potencjometryczng oznaczano stg¢zenie sodu (Na).

W niniejszej pracy zanotowano wyzsze stezenie progesteronu i nizsze 17-B-estradiolu
w pecherzykach atretycznych w poréwnaniu do pecherzykow przedowulacyjnych
i dominujgcych (P < 0.01). Stwierdzono tez réznice zalezne od wieku. Dotyczyty one zarowno
stezen hormonow steroidowych w pecherzykach, jak i surowicy. Istotne roéznice wykazano
takze w stezeniu BMP-15 i FSH. W pegcherzykach kréw najstarszych stgzenie BMP-15 bylo
istotnie wyzsze niz u kréw miodszych (P < 0.01). Ponadto w pecherzykach atretycznych u krow
najstarszych stezenie BMP-15 bylo istotnie wyzsze niz w pecherzykach przedowulacyjnych
i dominujacych (P < 0.01). Miedzy stezeniem pecherzykowego BMP-15 a wiekiem krow
wykazano dodatnig korelacje (r=0,45; P < 0.01). Podobna zalezno$¢ stwierdzono réwniez

w stezeniu tego czynnika w surowicy. Stezenie FSH w pecherzykach krow starszych byto




istotnie wyzsze niz w pecherzykach krow mlodszych, a korelacja miedzy wiekiem a stezeniem
tego hormonu byla dodatnia (r=0.62; P < 0.01).
W pracy wykazano rowniez istotne roznice w skiadzie biochemicznym. Roznice zalezne od
statusu pecherzyka dotyczyly przed wszystkim glukozy, cholesterolu HDL oraz fosforu.
Najwyzsze stezenie glukozy oraz fosforu zanotowano w pecherzykach dominujacych (P <
0.05). Natomiast stezenie cholesterolu HDL bylo najwyzsze w pecherzykach atretycznych (P <
0.05). Ponadto wykazano zaleznosci migdzy stgzeniem badanych sktadnikow w pecherzykach
jajnikowych a ich stezeniem surowicy oraz wiekiem krow.

Na podstawie przeprowadzonych badan, wyniki uzyskane w niniejszej pracy
potwierdzaja hipoteze badawcza, ze stezenie hormondéw steroidowych, hormonu
folikulotropowego, biatka morfogenetycznego kosci i sktadnikéw biochemicznych w plynie

pecherzykow jajnikowych rézni si¢ w zaleznosci od statusu pecherzyka i wieku krow.
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Abstract

The study objective was a comparative analysis on the composition of ovarian follicles
between large pre-ovulation, dominant and atretic follicles. The analysis included steroid
hormones (P4, Ez), bone morphogenetic protein-15 (BMP-15), follicle-stimulating hormone
(FSH), glucose, protein, urea, creatinine, uric acid, lipid and ion components. What is more, the
impact of cow age on the composition of follicular fluid and the relationship between the
concentration of the tested factors in follicular fluid and their concentration in cow serum were
tested.

The following research hypothesis was established in the study: concentration of steroid
hormone, follicle-stimulating hormone, bone morphogenetic protein and biochemical
composition of follicular fluid depend on the follicle status and cow age.

The experiment was carried out on 72 Black-and-White Holstein-Friesian cows (aged 2-
18). One ovary was collected from each cow after slaughter, containing a large follicle
measuring 12 to 20 mm. Concentrations of bone morphogenetic protein-15 (BMP-15), follicle-
stimulating hormone (FSH), progesterone (P4) and 17-B-estradiol (E2) were determined in the
obtained follicular fluid. What is more, concentrations of glucose (GLU), total protein (TP),
uric acid (URIC), creatines (CREA), urea (UREA), total bilirubin (TBIL), total cholesterol
(CHOL), HDL-cholesterol (HDL), LDL-cholesterol (LDL), triglycerides (TAG), phosphorus
(P), calcium(Ca), magnesium (Mg) and iron (Fe) were determined via colorimetry. Sodium
(Na) concentration was determined via potentiometric method.

The present study demonstrated that the higher concentration of progesterone and lower
of 17-B-estradiol was demonstrated in atretic follicles compared to pre-ovulatory and dominant
follicles (P <0.01). Differences depending on age were also found. They concerned both follicle
and serum concentrations of steroid hormones. Significant differences were also shown in the
concentration of BMP-15 and FSH. In the follicles of the oldest cows, the BMP-15
concentration was significantly higher than in the younger cows (P <0.01). Moreover, in atretic
follicles in the oldest cows, the BMP-15 concentration was significantly higher than in pre-
ovulatory and dominant follicles (P <0.01). There was a positive correlation between the
follicular BMP-15 concentration and the age of the cows (r = 0.45; P <0.01). A similar
relationship was also found in the concentration of this factor in the serum. The concentration

of FSH in the follicles of older cows was significantly higher than in the follicles of younger




cows, and the correlation between age and concentration of this hormone was positive (r = 0.62;
P <0.01).
The study also showed significant differences in the biochemical composition. The differences
depending on the status of the follicle concerned mainly glucose, HDL cholesterol and
phosphorus. The highest concentration of glucose and phosphorus was recorded in the dominant
follicles (P <0.05). In contrast, HDL cholesterol was highest in atretic follicles (P <0.05).
Moreover, the relationship between the concentration of the tested components in the follicles
and their serum concentration and the age of the cows was demonstrated.

On the basis of the conducted research, the results obtained in this study confirm the
research hypothesis that the concentration of steroid hormones, follicle-stimulating hormone,
bone morphogenetic protein and biochemical components in the ovarian follicle fluid differs

depending on the status of the follicle and the age of the cows.
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prof. dr hab. Anna Korzekwa Popielno, 31 marca 2021 r.
Zaktad Ochrony Bior6znorodnosci

Instytut Rozrodu Zwierzat i Badan Zywnosci

Polskiej Akademii Nauk w Olsztynie

Recenzja rozprawy doktorskiej magistra inZyniera Wojciecha Moscickiego
pt. ,,Okreslenie i pordwnanie stezeri wybranych hormonow, czynnikéw wzrostu
i sktadnikow biochemicznych w dominujgcych i atretycznych pecherzykach Jjajnikowych
w odniesieniu do surowicy u kréw mlecznych w roznym wieku”
wykonanej w Katedrze Biotechnologii Rozrodu Zwierzat i Higieny Srodowiska na Wydziale
Biotechnologii i Hodowli Zwierzat Zachodniopomorskiego Uniwersytetu Technologicznego w

Szczecinie pod kierunkiem dr hab. inz. Barbary Btaszczyk, prof. ZUT.

Formalna ocena pracy

Wysoka wydajnos¢ reprodukcyjna jest jednym z najwazniejszych aspektow produkcji
zwierzecej. W hodowli kréw ras mlecznych wazny jest balans pomiedzy dhugoscig uzytkowama
zwigzang z zachowaniem satysfakcjonujacej wydajnosci mlecznej a gotowosciag do
zaptodnienia, a nastepnie utrzymania cigzy i urodzenia zdrowego potomstwa. Obecnie z
pomocg przychodzg techniki wspomaganego rozrodu. Efektywna produkcja zarodkéw oraz
embryotransfer sg aktualnie gléwnymi celami przemystu produkeji zwierzecej i jednoczesnie
wiodgcymi metodami biotechnologicznymi wptywajacymi na poprawe wydajnosci rozrodczej
bydta. Duze zréznicowanie jakodci komérek Jajowych stanowi niezmienne wyzwanie dla
wydajnosci produkcji zarodkéw in vitro wplywajac na ograniczenie ich wspélczynnikéw
rozwojowych. Selekcja pecherzykéw Jjajnikowych z ktérych rozwing sie komérki Jjajowe
najwyzszej jakosci jest kluczowa w produkeji zarodkéw o wysokich wspétczynnikach
rozwojowych. Dlatego poszukiwanie wiasciwych markerow jakosci komorek jajowych jest
przedmiotem zainteresowania wielu grup badawczych. Srodowisko, czyli ptyn pecherzykowy,
w jakim rozwija si¢ oocyt ma ogromne znaczenie dla Jego jakosci. Podjeta w niniejszej pracy
doktorskiej proba poréwnania stezen wybranych czynnikéw w plynie pecherzykowym z
Jajnikéw w zaleznosci od dojrzatosci pecherzyka i wieku krowy, jest zatem w pelni uzasadniona
i wychodzi naprzeciw istniejacym potrzebom.

Rozprawa doktorska Pana mgr inz. Wojciecha Moscickiego zostata napisana zgodnie z
ogolnie przyjetymi zasadami dla rozpraw naukowych. Dysertacja liczy 83 strony maszynopisu

i zawiera rozdzialy: Wykaz skrotéw uzytych w pracy, Wstep, Przeglad pismiennictwa, Cel



pracy i Hipoteza badawcza, Materialy i Metody, Wyniki, Oméwienie wynikéw, Wnioski,
Pismiennictwo, Streszczenie w jezyku polskim, Streszczenie w jezyku angielskim.

Wstep zawiera 2 strony. Doktorant przedstawit w nim informacje o dhugosci zycia i
uzytkowania kréw w Polsce w korelacji do wydajnosci mlecznej i aktywnosci jajnikéw.
Wskazat profil rezerwy jajnikowej u krowy, a nastepnie podkreslit istotnogé znajomosci sktadu
ptynu pecherzykowego jako srodowiska rozwoju oocytow.

Szesnastostronicowy rozdzial Przeglad pi$miennictwa zostat podzielony na
podrozdziaty: Folikulogeneza i steroidogeneza pecherzyka u krow, Rozw¢j i funkcja ciatka
z0ltego oraz Cykl rujowy u kréw. Doktorant oméwil proces powstawania pecherzyka
jajnikowego i scharakteryzowat typy pecherzykéw wraz z zaznaczeniem roli hormonéw
przysadkowych. Nastepnie zwrécit uwage na synteze steroidow podczas steroidogenezy i
przeszedt do oméwienia skladu plynu pecherzykowego jako produktu sekrecji komorek
warstwy ziarnistej i przesaczu osocza. Zauwazyl, ze stezenia biochemicznych metabolitow w
ptynie pecherzykowym moga ulegaé fluktuacjom w réznych fazach cyklu rujowego oraz
etapach rozwoju poszczegélnych typow pecherzykéw. Wymienit ponadto witaminy i sktadniki
mineralne zidentyfikowane dotad w ptynie pecherzykowym lochy i krowy. Wskazal, ze atrezja
pecherzykowa odbywa si¢ glownie przez apoptoze. W dalszej czeSci wymienit bialko
morfogenetyczne kosci (BMP-15), czynnik wzrostu $rédblonka naczyf (VEGF) oraz czynniki
wzrostu (TGF, FGF, IGF) jako wptywajace na folikulogeneze. W podrozdziale Rozwdj i
funkcja ciatka zéttego znajdziemy informacje o luteinizacji, strukturze komoérkowej, rozwoju i
luteolizie ciatka z6ttego. Przeglad pismiennictwa koficzy sie oméwieniem podzialu cyklu
rujowego ze wzgledu na zmiany morfologii jajnika i w behawiorze samicy oraz szczegbélowego
przedstawienia dziatania hormon6w podczas rui i owulacii.

Celem pracy bylo okreslenie zaleznosci miedzy wybranymi sktadnikami w ptynie
pecherzykéw jajnikowych a ich stezeniem w surowicy kréw z uwzglednieniem wieku zwierzat.
Postawiona hipoteza badawcza zakladata, ze ,stezenia hormondw steroidowych, hormonu
folikulotropowego, BMP-15 i sktadnikéw biochemicznych w ptynie pecherzykow jajnikowych
rozni si¢ w zaleznosci od statusu pecherzyka i wieku kréw”.

Rozdziat Materiaty i Metody przedstawiony jest na 12 stronach. Dos$wiadczenia
przeprowadzono na 72 krowach z podzialem na trzy grupy wiekowe, a w kazdej grupie
wiekowej zastosowano podzial na 4 podgrupy okreslajace faze cyklu rujowego wg
powszechnie przyjetego podziatu podanego przez Irelanda i wsp. (1980). Materiat badawczy

stanowifa krew oraz ptyn pecherzykowy. Przedstawiono opis 19 badanych parametrow



metodami ELISA, kolorymetryczng lub potencjometryczng. Uzyskane wyniki poddano analizie
statystycznej.

Wyniki przestawiono na 18 stronach jako 14 tabeli z opisem. Oméwienie wynikéw
zajeto 8 stron. Na podstawie wynikow osiggnietych w pracy doktorskiej sformutowano cztery
wnioski. Kolejnym rozdziatem dysertacji jest Pismiennictwo skladajace si¢ z 223 pozycji

literaturowych. Dotgczono ponadto Streszczenia w jezyku polskim i angielskim.

Ocena rozprawy doktorskiej

Catos¢ przedstawionych wynikéw ujetych jako poréwnanie stezefi wybranych
czynnikdw w plynie pecherzykowym i w surowicy w zaleznosci od wieku krowy uwazam za
oryginalne osiggnigcie badawcze, ktore spelnia wymogi stawiane pracom doktorskim.

Do szczegolnych osiggnieé ocenianej pracy doktorskiej zaliczam wykazanie:

e Roéznic w stezeniu hormondéw steroidowych, FSH, BMP-15 i zelaza w ptynie
pecherzykowym u kréw w réznym wieku, co wskazuje, ze wiek ma wptyw na sklad ptynu
pecherzykowego.

e Wyzszego stgzenia BMP-15 w pecherzykach atretycznych niz w pecherzykach
przedowulacyjnych i dominujacych, co sugeruje znaczenie tego czynnika w atrezji
pecherzykowe;j.

e Korelacji pomigdzy oznaczanymi parametrami w plynie pecherzykow jajnikowych i
surowicy, co potwierdza, ze sktad ptynu pecherzykowego zalezy od sktadu biochemicznego

krwi, a takze od przemian zachodzacych w pecherzyku jajnikowym. -

Uwagi, pytania oraz prosby o komentarz

. Tytut pracy doktorskiej powinien zosta¢ doprecyzowany. Badane parametry byty
poréwnane nie w pecherzykach jajnikowych, a w plynie pecherzykowym i surowicy.
Ponadto poréwnanie wymaga wczesniejszego okreslenia stezenia, zatem stowo ,,okreslenie”
jest zbedne.

2. Chociaz Doktorant zamiescit Wykaz skrétow, w dalszej czesei pracy niestety rzadko uzyt
zaproponowanych w wykazie skrotéw.

3. Informacje we Wstepie dotyczace wieku uzytkowania kréw mlecznych w Polsce oraz
korelacji wieku wzgledem aktywnosci jajnikéw sa jak najbardziej prawidlowym
wprowadzeniem w tematyke pracy doktorskiej. Zabraklo natomiast jakiejkolwiek wzmianki
na temat receptywnosci macicy na dziatanie steroidéw, zmian morfologii macicy wraz z

wiekiem uzytkowania krowy i postepujacych zaburzen funkcjonalnych, ktére pomimo



......

prawidtowej aktywnosci jajnikéw mogg modyfikowac przebieg funkcji rozrodczych, a
nawet prowadzi¢ do nieptodnosci u kréw. Dopiero powiazanie prawidlowych funkcji
jajnikéw i macicy gwarantuje sukces w postaci zaptodnienia i rozwoju cigzy, porodu oraz

powrotu do cyklicznodci.

. Przeglad pismiennictwa jest obszerny. Doktorant bardzo szczegélowo opisat przemiany

zachodzgce w jajnikach kréw, uwzglednit regulacje hormonalne i zmiany zachodzace w ich
strukturze podezas cyklu rujowego, co zastuguje na pochwale i $wiadczy o bardzo dobrym
przygotowaniu teoretycznym. Niemniej jednak oczekiwalam, ze w tym rozdziale znajdzie
si¢ rowniez wyjasnienie wyboru czynnikéw doswiadczalnych, czyli parametréw, jakie
Doktorant zdecydowat sie okreglié. Wybrane parametry biochemiczne, takie jak kreatynina,
mocznik, cholesterol sg aktywne w innych organach i procesach biologicznych, a ich
wzgledny pomiar, np. klirens $wiadczy o prawidtowym lub zaburzonym dziataniu jednak
nie zwigzanym bezposrednio z aktywnoscig jajnikéw. Chociaz wg najnowszych danych,
zaburzenia ptodnosci kobiet moga byé spowodowane dziataniem kilku sposrod badanych w
niniejszej pracy doktorskiej czynnikéw. Jednak selekcja czynnikéw badawczych w pracy
doktorskiej mgr inz. Wojciecha Moscickiego nie zostala przedstawiona, dlatego uprzejmie

prosz¢ o jej przyblizenie podczas obrony pracy doktorskiej.

. Hipoteza badawcza wymaga uzupehienia o zatozenie, ze istnieje korelacja pomigdzy

stezeniem badanych parametréw w plynie pecherzykowym i w surowicy.

- Nie znalaztam informacji na temat zrédla finansowania badan wykonanych w ramach pracy

doktorskiej.

- W rozdziale Materiaty i Metody nie podano czy pobierana krew byla tgtnicza czy zylna, a

ma to znaczenie w diagnostyce niektérych parametréw. Podczas pierwszego trymestru cigzy
ciatko z6lte jest Zrédtem syntezy progesteronu niezb¢dnego do rozwoju cigzy. Prosze o
wyjasnienie czy podczas doboru samic do doswiadczenia Doktorant zwracal uwage na
morfologi¢ macicy, aby uniknaé blednego zakwalifikowania osobnikéw ciezarnych do

badafi i w jaki spos6b rozpoznawat oraz eliminowat osobniki w stadium wczesnej cigzy.

. Proszg o wyjasnienie czy do analizy wynikéw zastosowano jednoczynnikows czy

wieloczynnikowsg analize wariancji Anova.

. Omoéwienie wynikéw nie zostato podzielone na podrozdziaty, a wg mnie taki podzial

ufatwitby prowadzenie dyskusji osiggnietych wynikéw z dostepng literaturg. Znaczng czesé
rozdzialu poswigcono oméwieniu wynikéw dotyczacych analizy BMP15, co uwazam za

stuszne poniewaz w ostatnim czasie zwraca si¢ uwage na zaangazowanie tego czynnika w



dojrzewaniu oocytéw. Zatem BMP-15 moze sta¢ si¢ indykatorem statusu dojrzatodci
oocytow u kréw wybieranych do zaptodnienia in vitro.

10.  Wnioski sformutowane zostaly zbyt ogdinie poniewaz nie mozna po ich przeczytaniu
dowiedzie¢ si¢ w przypadku jakich parametréw odnotowano wzrost stezenia w plynie
pecherzykowym wraz z procesem dojrzewania pecherzyka jajnikowego i wraz z wiekiem
krowy. Nie sprecyzowano réwniez czy uzyskane korelacje stezen w ptynie i w surowicy sg
pozytywne czy negatywne. Uprzejmie proszg o bardziej precyzyjne sformulowanie
whnioskéw, co bedzie pomocne przy przygotowaniu wynikéw do publikacii.

1. W pracy doktorskiej wykorzystano plyn pecherzykowy. Czy zabezpieczono do
przyszlych analiz odwirowane pecherzyki? W mojej opinii moglyby one stanowi¢ cenny

material badawczy do kontynuacji badan.

Podsumowanie i wniosek koficowy

Przedstawione w niniejszej recenzji uwagi i komentarze stanowia element naukowego
dyskursu i nie umniejszajg wartosci merytorycznej dysertacji. Praca napisana jest w czytelny
sposob i wyr6znia sig logicznym tokiem drazenia problemu badawczego. Uzyskane rezultaty
mogg sta¢ si¢ podstawg opracowania wartosciowych publikacji réwniez w kierunku ich
praktycznego wykorzystania w biotechnikach rozrodu u kréw. Wartosciowe jest kompleksowe
ujgcie wyznaczenia profilu 19 parametréw w ptynie pecherzykowym i w surowicy w zaleznosci
od stopnia rozwoju pgcherzyka jajnikowego i wieku krowy.
W mojej opinii, rozprawa doktorska mgr inz. Wojciecha Moscickiego stanowi
przemyslane oraz interesujace, rozwigzanie problemu naukowego w odniesieniu do celéw
badawczych, metodyki, opracowania wynikow i sformutowania wnioskéw. W zwiazku z
tym stwierdzi¢ nalezy, ze przedstawiona do oceny dysertacja doktorska pt. ,, Okreslenie i
pordwnanie stezer wybranych hormondw, czynnikéw wzrostu i sktadnikéw biochemicznych w
dominujgcych i atretycznych pecherzykach jajnikowych w odniesieniu do surowicy u kréw
mlecznych w réznym wieku” odpowiada warunkom okreslonym w art. 13 ust. I ustawy z
dnia 14 marca 2003 roku o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz stopniach i
tytule w zakresie sztuki (Dz.U. Nr 65, poz. 595 ze zm. Dz.U. z 2005 r., Nr 164, poz. 1365)
stawiane pracom doktorskim.

W zwigzku z powyzszym przedkladam wniosek o dopuszczenie Pana mgr inz.
Wojciecha Moscickiego do dalszych etapow przewidzianych postepowaniem o ubieganie

si¢ o stopien doktora nauk rolniczych w dyscyplinie zootechnika.

/m i Aonba,



Prof. dr hab. Jedrzej M. Jaskowski Torun, 16.03.21
Instytut Medycyny Weterynaryjne;
Uniwersytetu Mikolaja Kopernika

w Toruniu

Recenzja

Pracy doktorskiej mgr inz. Wojciecha Moscickiego pt.: ,,Okreslenie i poréwnanie stezen
wybranych hormondéw, czynnikéw wzrostu i skladnikéw biochemicznych w
dominujgcych i artretycznych pecherzykach jajnikowych w odniesieniu do surowicy u
kréw mlecznych w réznym wieku” Recenzj¢ wykonano na prosbe Senatu

Zachodniopomorskiego Uniwersytetu Technologicznego w Szczecinie.

Praca przygotowana zostata w klasycznej postaci rozprawy naukowej. Liczy 83 strony i
obejmuje klasyczne rozdziaty, krotki wstep, 15 stronnicowy, rozbudowany na kilka
podrozdzialéw - przeglad pismiennictwa, jednostronnicowy cel i hipotez¢ badawcza, 8
stronnicowy rozdzial Material i metody. Uzyskane wyniki przedstawiono w 15 tabelach
umieszczonych w tekscie rozdziatu, ktory obejmuje 19 stron. Oméwienie wynikéw — to
kolejne 7 stron. Zasadniczg czes¢ opracowania konczg 4 wnioski. Pismiennictwo sklada si¢ z
223 niemal wylacznie anglojezycznych prac. Ostatnimi elementami pracy sg streszczenia w
jezyku polskim i angielskim. Cennym uzupelnieniem jest umieszczony na poczatku

opracowania wykaz skrotow.
Opis pracy, wykorzystanego materialy oraz uzyskanych wynikéw

W interesujacym przegladzie pismiennictwa przedstawiono bogate dane na temat procesu
wzrostu i dojrzewania pecherzykéw jajnikowych, z uwzglednieniem mechanizmow
powstawania, budowy histologicznej i mechanizmu réznicowania. Opisano fale
pecherzykowe oraz selekcje pecherzyka dominujacego. Omawiajgc — steroidogenezg
pecherzykowa przedstawiono hormonalny sktad ptynu pecherzykowego, role i znaczenie w
nim cholesterolu i jego frakcji, nadrzgdne znaczenie 17-f estradiolu. (E2). W kolejnych
cze$ciach tekstu przedstawiono rolg ptynu pecherzykowego i jego skiad — z uwzglednieniem
wplywu hormonéw pleiowych - na rozwéj i dojrzewanie pgcherzyka jajnikowego, oraz

zwiazek pomiedzy jego skladem a jakoscia oocytow. Wskazano takze na znaczenie obecnosci




innych hormonéw i substancji biologicznie czynnych a takze metabolitow, antyoksydantow,
witamin, skladnikéw mineralnych. Szerzej oméwiono takze procesy zwigzane z koncowym
dojrzewaniem pecherzykow, ich owulacjg luteinizacjg i atrezjg pgcherzykows, uwzgledniajgc
wplyw hormonéw piciowych, hormonu wzrostu, hormonéw pozagonadowych oraz
steroidowych i niesteroidowych zwigzkéw obecnych lub syntetyzowanych w jajniku w tym
TGF-B czynnikéw wzrostu - cytokin — w tym $rédblonkowego czynnika wzrostu — VEGF,
TGFo a FGF (fibroblastowego czynnika wzrostu) czy insulinopodobnego czynnika wzrostu
(IGF-1 i IGF-2) a takze biatka BMP-15. Sporo uwagi po$wigcono roli BMP-15 w tym takze
jako wskaznika zaplodnienia komoérek jajowych i dojrzatosci oocytéw. Omdwiono takze
czynniki wplywajace na folikulogenezg¢ z uwzglednieniem roli czynnikéw wzrostu, w tym
biatek morfogenetycznych kosci (BMP-15). Scharakteryzowano takze zjawisko atrezji
pecherzykéw i role atrezji w ograniczaniu liczby i rozwoju pgcherzykéw jajnikowych,
prewencji ciazy mnogiej, a takze znaczenie w tym obszarze procesu apoptozy, sekwencji
zdarzen podczas atrezji i zmian w koncentracji hormonéw w piynie pgcherzykéw. Oméwiono
czestotliwos¢ atrezji w zalezno$ci od fazy cyklu rujowego, stadium rozwoju pecherzykow
jajnikowych, wptywu na ten proces hormonéw piciowych oraz insulinopodobnych czynnikow
wzrostu. Sporo uwagi po$wiecono takze rozwojowi, ewolucji oraz zanikowi cialka zéltego,
rzadzacym tymi procesami mechanizmami oraz odpowiadajgcych za nie czynnikom
hormonalnym. Przeglad pismiennictwa koficzy — by¢ moze mniej pasujgey do catosci i dobrze
znany podrozdzial na temat podziatu oraz regulacji cyku rujowego u bydla. Catos¢ jest
zrozumiala, tematycznie spdjna i merytorycznie bez zarzutu. Przedstawiona w pracy hipoteza
oraz cele sa poprawne i odzwierciedlaja rozwijane pozniej tezy. W rozdziale Materiat i
metody dokladnie opisano sposob pobierania, jego kwalifikacje, przedstawiono podzial na
grupy doswiadczalne oraz szczegétowo przedstawiono sporg palete¢ dokonywanych badan
analitycznych w probkach krwi oraz ptynu pgcherzykéw jajnikowych. W opisie wykorzystano
podzial cialek zéttych konkretne klasy oraz podzial pgcherzykoéw jajnikowych w oparciu o
wzajemng relacje progesteronu i estrogenow.  Wykorzystany do badafi, starannie
wyselekcjonowany material pochodzacy od 72 krow jest wystarczajgcy. Dodatkowo
zastosowana randomizacja grup oraz jedno zrédto ich pochodzenia, uwiarygodnia uzyskane w
trakcie badan wyniki. W eksperymencie wykazano istotne réznice w stgzeniach estradiolu
oraz progesteronu, przy czym w pecherzykach przedowulacyjnych 1 dominujgcych byly one
nizsze niz w artretycznych. Podobne réznice dotyczyty kréw w réznym wieku. Byly one na
0go6l zbiezne z podobnymi réznicami wykazywanymi w surowicy krwi. Interesujgce zmiany

nastepowaty takze w biatku morfotycznym kosci (BMP-15). ktérych poziom, podobnie jak




progesteronu i estrogendow byl wyzszy w pecherzykach artretycznych niz innych ich
kategoriach. Dodatkowo stezenie BMP-15 nie tylko w ptynie pgcherzykéw jajnikowych, ale
tez surowicy korelowato dodatnio z wiekiem kréw. Nawiasem mowiagc ten parametr nalezy
posrod palety ocenianych - do niewatpliwie oryginalnych. Podobne zmiany notowano w
odniesieniu do koncentracji FSH, ktéra byla istotnie wyzsza w pecherzykach kréw starszych
niz mtodszych i korelowata dodatnio z wiekiem kréw. Pewne, dynamiczne réznice dotyczyly
wszystkich analizowanych metabolitéw oraz pierwiastkow, korelujac z ich poziomami w
krwi. Zasadniczy wniosek, plynacy z wykonanych badan to wykazanie zasadniczych rdznic i
dynamicznych zmian w koncentracjach badanych parametréw. Sg one skorelowane nie tylko
z fazg rozwoju pecherzyka jajnikowego ale tez wiekiem krow. Ustalenie tych réznic pocigga
za sobg konkretne implikacje praktyczne, mogace znalez¢ zastosowanie w biotechnologii, w
tym produkeji zarodkéw in vitro, ale tez w réznych obszarach biologii rozrodu. Z pewnoscia

wyniki te mogg by¢ inspiracja do dalszych badan i poszukiwarn.

Pozytywy pracy to dobre uzasadnienie badan, czytelnie zarysowany problem oraz jasno
zaznaczone cele, co wzbogacone o dobre merytoryczne przygotowanie Autora pracy w
oparciu 0 bogate pismiennictwo, czyni z opracowania co najmniej poprawng, miejscami
oryginalng konstrukcje. Wyniki poddano rzetelnej dyskusji, podobnie wnioski odpowiadajg
na pytania zamieszczone w hipotezie. Calos¢ napisana jest dobrym je¢zykiem naukowym,
ktéry nie meczy potencjalnego czytelnika niepotrzebnymi zawito$ciami stylistycznymi,

skupiajac si¢ na istotnych kwestiach.
Niedostatki merytoryczne i drobne usterki

Autor nie ustrzeg! si¢ — na ogo6l drobnych — niedociagni¢é. Oto one: w rozdziale ,,Przeglad
piSmiennictwa” nie wspomniano nic na temat ewentualnych zmian w skladzie plynu
pecherzykéw jajnikowych w zaleznosci od wieku krow. Analizujgc zebrang przez Autora
literature, trudno w brak takich badan uwierzy¢. Wprawdzie ten element przewija si¢ we
wstepie do pracy, jednak wskazanym byloby jego zamieszczenie takich informacji i ich
szersze naswietlenie w przegladzie pi$miennictwa, zwlaszcza, ze badania na ten temat
stanowig jeden z podstawowych celéw pracy. Z drobnych bledéw zauwazonych w tej czesci
pracy zwraca uwage kilka z nich. Przykladowo - zamiast ,.fluktuacja stgzen”, trafniej bytoby
uzy¢ okreslenia ,,zmiany stezen” (str. 5 1 w. od dotu), ,.atrezj¢ pecherzykowg™ lepiej zastgpic¢
pojeciem ,atrezja pecherzykéw jajnikowych” (str. 6 1 wiersz od géry), podobnie — mimo, ze

takie pojecia uzywane sa nawet w oficjalnych dokumentach Ministerstwa Rolnictwa i




Rozwoju Wsi - zamiast ,bydlecych pecherzykéw jajnikowych” lepiej uzy¢ okreslenia
pecherzykow jajnikowych bydta™ (Scislej krow) — patrz - str. 6 wiersz 2 od dotu. Str. 8
wiersz 6 od géry — liczba pecherzykéw raczej ,,nie spada” co ,,obniza sig”, wzglednie ,,ulega
obnizeniu (zmniejszeniu)”; podobnie str. 14 2 wiersz od gory, st¢Zzenia biochemicznych
metabolitéw nie ,,ulegajg znacznym ,,wahaniom” co raczej ,ulegajg znacznym zmianom”.
Raczej tez bardziej poprawnie brzmi okreslenie ,liczba oocytow” niz ,,ilos¢ oocytéw”. Liczba
(tu ogromna) pozostawia mozliwo$¢ policzenia tych konkretnych struktur. ,,llos¢” dokladne
policzenie wyklucza (str., 15 pierwszy wiersz od dotu). W jezyku potocznym oba okreslenia
sg uzywane zamiennie, tu jednak — z wielu powodow - wymagana byloby wigksza precyzja i
unikanie okreslen dopuszczalnych w codziennym zyciu. Raczej tez nie ,,pgcherzyki jajnikowe
ulegaja zaptodnieniu” co raczej ,komorka jajowa” (str. 15, pierwszy wiersz od gory). W
rozdziale ,,Cel pracy i hipoteza badaweza” niezbyt precyzyjnie zapisano (przeprowadzenie
analizy... pomiedzy?) pierwszy punkt). W moim przekonaniu znacznie lepiej ujeto cele tego
punktu w tytule pracy doktorskiej. Nie ma tez powodu wymienianiec w tym miejscu
analizowanych skladnikéw w plynie pecherzykowym i krwi (przyjdzie na to czas w rozdziale
Materiat i metody). Trzymajac sie ogélnie przyjetego kanonu hipoteza badawcza powinna
poprzedzaé cel badar (a nie odwrotnie). Pewnie niedociagnigcia posiada rozdzial ,,Material i
metody”. Autor wspomina w nim o ubijanych (a nie ubitych) krowach, co sugeruje pewien
przedzial czasowy, w ktérym material gromadzono. Biorac pod uwage, ze w badaniach
wykorzystano jajniki 72 kréw (ubitych kréw bylo z pewnoscia wigcej, jako ze z grupy
zwierzgt doswiadczalnych eliminowano samice z wyraznymi zmianami patologicznymi), to
pozyskany material juz choéby z tego powodu nie byt homologiczny (trudno uwierzy¢, by
jednego dnia ubijano 72 krowy pochodzace z jednego gospodarstwa (korzystny element
randomizacji). Pytaniem pozostaje w jakim przedziale czasowym (dni, miesigce) dokonywano
uboju i jaki byl potencjalny wplyw tego rozciagnigcia czasowego na sktad plynu
pecherzykéw jajnikowych? W wymienionym rozdziale - przy okazji opisu przeprowadzania
analizy wybranych parametréw plynu pecherzykow jajnikowych - wymieniono dokfadne
parametry odczytu diugosci fali w odniesieniu do 10 parametrow. W przypadku pigciu
kolejnych fakt ten pominigto. Trochg razi takze okreslenie ,.grupa wiekowa”, sugerujac
istnienie grupy ,.niewiekowej”. Z pewnoscia na czytelnosci zyskalyby tabele zamieszczone w
dalszym rozdziale — Wyniki - gdyby podzial na grupy kroéw a takze podziat pecherzykow
jajnikowych opisa¢ w tekscie rozdzialu ,Material i metody”. Wreszcie Autor z jakich$
powodéw nie podaje, na ktérym z jajnikow znajdowat sie duzy pecherzyk; czy byl on

polozony na jajniku przylegtym do ciatka zéltego, czy tez przeciwleglym. By¢ moze — tu




pominiety czynnik - mial jaki§ blizej nieokreslony wptyw na sklad plynu konkretnego
pecherzyka. Takze roznice w sktadzie ptynu pecherzykowego mozna zaklada¢, dokonujac
powierzchownego przegladu zacytowanych publikacji. Nie bez przyczyny - moze tez z takich
wlasnie powodow — powstajg istotne réznice w odsetku cigzy implantujgcych sie u bydia w
lewym lub prawym rogu macicy. Fakt ten — niezaleznie od oczekiwan (bgdz ich braku) —
nalezalo w metodyce zapisa¢. I wreszcie drobny komentarz do liczby oznaczenn wybranych
skiadnikéw pltynu pecherzykowego. Jest ona co najmniej jest znaczna. Pigtnascie z nich
wykonano na analizatorze biochemicznym (przy przewaznie jednej dlugosci fali), cztery
pozostale cztery na fluorymetrze. Zastosowane procedury sa proste i mato pracochtonne. Nie
wymagajg zlozonych, skomplikowanych procedur. Sg jednak bardziej efektem mozliwosci
urzadzenia badawczego niz szczegblnego zaangazowania Autora pracy. Na marginesie, w
rozdziale ,Material i metody” warto bylo — przy okazji opisu poszczego6lnych analiz — napisa¢
jakiej ilosci krwi, jej surowicy oraz plynu pecherzykowego uzyto do przeprowadzenia
konkretnej analizy. Z kolei moje uwagi odnosnie do rozdzialu ,,Wyniki” dotyczg jedynie
czytelnosci a wlaSciwie jej braku z powodu nagromadzenia ogromnej liczby danych. Moze

warto przemysle¢ inng forme prezentacji wynikéw a same tabele maksymalnie uproscic?

Pewne niescislosci pojawiajg si¢ takze w rozdziale ,,Wnioski”. Jak wykazano skiad
niektorych parametréw biochemicznych i hormonalnych plynu pecherzykowego zmienial sie
na poszczegolnych etapach dojrzewania pecherzyka jajnikowego. Podkreslam ,,pecherzyka
jajnikowego” Autor sugeruje, ze uzyskane wyniki mogg by¢ przydatne w pracach nad
modyfikacjg mediéw hodowlanych dla oocytow krow w warunkach in vitro. Dla wyjasnienia;
do zaplodnienia in vifro wykorzystuje si¢ liczne, niedojrzate oocyty pobierane ze stosunkowo
matych pgcherzykow jajnikowych. Rzadko sg nimi oocyty uzyskane z wylgcznie duzych (tu
duzego) pecherzykow. Pewien wyjatek stanowi¢ moga oocyty pobierane od dawczyn
poddawanych stymulacji hormonalnej. Taka procedura jest jednak stosowana rzadko.
Podobnie znaczne liczby oocytéw do hodowli in vitro pozyskiwane s3 z pecherzykéw kréow
po uboju. Takze i tu nie sg to pojedyncze, duze pecherzyki jajnikowe. Skiad chemiczny takich
pecherzykdéw jest odmienny niz pecherzyka duzego. Co wigecej — oocyty do hodowli
zarodkow in vifro — pobierane sa przyzyciowo w tygodniowych, nierzadko krétszych
odstgpach czasu, co wyklucza ich duze rozmiary. Wydaje si¢ wigc, ze wykorzystanie
uzyskanych wynikéw do prac nad modyfikacja mediéw hodowlanych w hodowlach in vitro
moze byé uogoélnieniem zbyt optymistycznym. I wreszcie rozdzial ,,Piémiennictwo” ktérego

zasadniczym mankamentem jest nadmiar pozycji. Watpie¢ by mozna byto nad ta obfitoscia




bezkarnie zapanowaé. Zdumiewa niewielka liczba najnowszych pozycji literatury.
Przykladowo posrod 253 pozycji zaledwie 16 (6,9%) stanowig opracowania z lat 2016-2021.
Pozostale cytowane prace s3 sprzed kilkunastu lat, zwykle przelomu wiekdw, wskazujac ze
poruszony temat stracil juz nieco na aktualno$ci. Wydaje si¢, ze uzasadniona bylaby
ostrzejsza selekcja zebranych publikacji i wywazona rezygnacja z dziel o charakterze

historycznym.

Reasumujgc praca stanowi interesujgce, w kilku miejscach - oryginalne studium dynamiki
zmian skladu plynu pecherzykowego krow w zaleznoséci od stadium rozwoju pecherzyka
jajnikowego oraz wieku kréw. Jej wartos¢ zwigksza szeroka, wieloczynnikowa analiza
endokrynologiczna i biochemiczna skiadu badanych plynéw ustrojowych oraz dobrze
pomyslany uklad doswiadczenia. Duza swoboda w operowaniu przez Autora opracowania,
danymi literaturowymi i ich swobodna konfrontacja z uzyskanymi wynikami dodatkowo
warto$¢ te podnosza. Pewne niedociagnigcia i usterki, ktérych czesto trudno unikngé, nie

dyskwalifikujg pracy i nie majg istotnego znaczenia dla mojej w catosci pozytywnej oceny.

Stwierdzam, ze rozprawa doktorska mgr inz. Wojciecha Moscickiego pt.: ,,Okreélenie i
poréwnanie stezen wybranych hormonéw, czynnikéw wzrostu i skladnikéw biochemicznych
w dominujacych i artretycznych pecherzykach jajnikowych w odniesieniu do surowicy u
kréw mlecznych w réznym wieku” speinia warunki okreslone w art. 13 Ustawy z dnia 14
marca 2003 r. o stopniach naukowych 1 tytule naukowym oraz stopniach i tytule w zakresie
sztuki (tekst jedn. Dz. U. z 2017 r, poz. 1789). Wnosze zatem do Senatu
Zachodniopomorskiego Uniwersytetu Technologicznego w Szczecinie o dopuszczenie Pana

mgr inz. Wojciecha Moscickiego do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.




UCHWALA NR 91
Senatu Zachodniopomorskiego Uniwersytetu Technologicznego w Szczecinie
z dnia 31 maja 2021 r.

w sprawie nadania mgr. inz. Wojciechowi Mo$cickiemu
stopnia doktora

Na podstawie art. 179 ust. 1 i 3 pkt 2b ustawy z dnia 3 lipca 2018 r. Przepisy wprowadzajace ustawe
— Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2018 r. poz. 1669, z pdzn. zm.) w zwigzku z art.
14 ust. 2 pkt 5 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz
o stopniach i tytule w zakresie sztuki (tekst jedn. Dz. U. z 2017 r. poz. 1789, z p6zn. zm.) uchwala
sie, co nastepuje:

§ 1.

Senat Zachodniopomorskiego Uniwersytetu Technologicznego w Szczecinie nadaje mgr. inz.
Wojciechowi Moscickiemu stopien doktora w dziedzinie nauk rolniczych, w dyscyplinie zootechnika
i rybactwo.

§2.

Uchwata wchodzi w zycie z dniem podjecia.

Przewodniczacy Senatu
kt

dr hab. inz. Jacek Wrébel, prof. ZUT
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