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OCENA
rozprawy doktorskiej lek. wet. Michata Plewika

pt. ,,Znaczenie zmian stezenia Kisspeptyn we krwi i plynie pecherzykowym oraz ekspresji
MRNA KISS-1 i KISS-1R w komoérkach jajnikéw w patogenezie torbieli pecherzykowych”.

Niniejsza recenzja zostala wykonana na wniosek Rady Dyscypliny Weterynaria
Uniwersytetu Przyrodniczego w Lublinie.

Badania przedstawione w ocenianej dysertacji dotycza tematu =z zakresu
neuroendokrynologii oraz ginekologii i poloznictwa, ktéremu obecnie poswigca si¢ wiele uwagi —
roli kisspeptyn w regulacji funkcji rozrodczych u cztowieka i zwierzat.

Kisspeptyny sa peptydami, ktorych synteza odbywa si¢ w gtownie w neuronach
zgrupowanych w podwzgorzu, w poblizu neuronow GnRH — nadrzednego elementu O0Si
podwzgorze-przysadka-gonady, sprawujacej kontrole nad najwazniejszymi aspektami rozrodu.
Poprzez nadzorowanie doplywu i integracji sygnatow docierajagcych do neuronéw GnRH,
Kisspeptyny biora udziat w centralnej kontroli: inicjacji dojrzewania ptciowego, przebiegu cyklu
owulacyjnego i rujowego (dojrzewania pecherzykoéw jajnikowych, owulacji) oraz przebiegu cigzy.
Produkowane takze w jajnikach, czg$¢ tej kontroli realizuja miejscowo, wptywajac dodatkowo na
synteze estrogenow czy progesteronu.

Procesy zwiazane z plodno$cia wymagaja osiagnigcia krytycznej masy ciala i tkanki
thuszczowej oraz odpowiednich zasobow energetycznych. Rolg sygnalu integrujacego
mechanizmy procesu reprodukcyjnego z przemianami metabolicznymi peini leptyna, ktora
posiada swoje receptory m.in. w podwzgorzu, w obszarach wystepowania neurondow
kisspeptynowych i neuroné6w GnRH. Leptyna jest polipeptydem produkowanym nie tylko w
tkance tluszczowej, migsniach, nabtonku przewodu pokarmowego, ale takze w podwzgodrzu,
przysadce i jajnikach. Obok regulacji pobierania pokarmu i gospodarki energetycznej ustroju,
znany jest tez jej wplyw na wydzielanie GnRH i gonadotropin z przysadki mézgowe;j.

Istnieje bezposrednia korelacja migdzy efektami oddziatywania kisspeptyn i leptyny.
Zaburzenia tej korelacji, zwigzane z np. nieadekwatng syntezg i zmianami stgzen efektywnych
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tych zwigzkow i/lub zmianami w ekspresji receptorow dla nich, prowadza do istotnych,
wspotistniejacych zaburzen zdolnosci reprodukcyjnej i metabolicznych.

Przedstawiona do recenzji praca doktorska obejmuje 86 stron, w tym 84 stron tekstu. W
rozprawie wyrozniono 7 glownych rozdziatow, tj. Wstep, Cel pracy, Materiaty i Metody, Wyniki,
Dyskusja, Wnioski oraz Pismiennictwo. Tekst pracy uzupelniajg spis uzytych skrotow oraz
streszczenia w jezyku polskim i angielskim. Praca, wzbogacona wykresami, schematami,
wydrukiem obrazu USG, zostata napisana wg og6lnie przyjetego schematu i w poprawnym stylu.

W rozdziale Wstep zostaly przedstawione historia badan nad kisspeptynami i KISS-
receptorami oraz aktualne, nowsze informacje dotyczace kisspeptyn i leptyny — ich wydzielania i
wywierania efektu biologicznego (spetniania funkcji) w zestawieniu z fizjologia regulacji cyklu
rujowego oraz implantacji zarodka i rozwoju cigzy. Bardzo pomocne w zrozumieniu tych
zagadnien sg dotaczone kolorowe schematy (Ryc. 1-3). Dodatkowo zostaly przedstawione
etiopatogeneza, objawy i istota zaburzen cyklu rujowego zwigzane z wystgpowaniem Cyst
jajnikowych. Takie wprowadzenie jest niezmiernie istotne.

Jednak caty rozdzial wydaje si¢ zbyt obszerny. Zbyt szczegdélowe opisy wiedzy na ten
temat u gryzoni sg niepotrzebne, np. str. 18 (wersy: 21-25) - 19 (wersy: 1-9) i str. 20 (wersy: 5-7)
- 21 (wersy: 1-4). Szczegolnie, iz praca dotyczyta kréw oraz, ze wystepuja pewne réznice w tym
zakresie u obu gatunkow. Zbyt rozbudowane sg tez opisy rycin — zawieraja informacje
przedstawione wczesniej w teks$cie rozdzialu. Sa drobne btedy redaktorskie, np.: skrot dla
hipogonadyzmu hipogonadotropowego to HH nie CHH - str. 14 (wersy:19,20) oraz skrot dla jadra
przykomorowego-przednio-brzusznego w podwzgorzu to AVPV a nie AVPN - Ryc. 1 i str. 18
(wers:3).

W drugim rozdziale zostaty przedstawione cele badawcze pracy.
Celem badan o charakterze in vivo byto okreslenie wartosci $rednich stezen KISS-peptyny
10 w osoczu u krow:
vz prawidlowo przebiegajacym cyklem rujowym i owulacja (krowy zdrowe),
vz tendencja tworzenia si¢ torbieli pecherzykowych i wystapienia braku owulacji w kolejnych
cyklach po porodzie (krowy z ryzykiem wystgpowania zaburzen cyklu rujowego),
vz potwierdzonym wystgpowaniem cyst pecherzykowych (krowy ze zdiagnozowanym
zaburzeniem cyklu rujowego),
ktére pdzniej beda one mogly stanowi¢ punkt odniesienia w diagnostyce i monitorowaniu
przebiegu prawidlowego/zaburzonego cyklu rujowego. Znajomo$¢ takich wartosci jest
niewatpliwie bardzo warto$ciowa, przede wszystkim dla lekarza weterynarii opiekujacego si¢
stadem wysokowydajnych krow mlecznych. Zamierzone takze byty oznaczania ekspresji mMRNA
kisspeptyn (MRNA KISS 1) i mRNA receptorow dla nich (MRNA KISS 1R) w komoérkach
pecherzykow i cyst jajnikowych oraz badania in vitro: okreslajace wptyw KISS-peptyny 10 na
wydzielanie hormonu estrogenowego (17p-estradiolu) przez hodowlane komorki ziarniste
pecherzyka jajnikowego, a takze wptyw leptyny na zdolnos¢ tych komorek do wydzielania KISS-
peptyny 10 i ekspresje w nich mMRNA KISS-1, mRNA receptorow KISS 1 R i leptynowego (OB-
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Rb). Oba typy przeprowadzonych badan uzupetniaja si¢ Wzajemnie oraz, w sposob juz bardziej
precyzyjny, ukazuja specyfik¢ wspoétdziatania Kisspeptyn i leptyny w centralnej i miejscowej
regulacji cyklu rujowego w zdrowiu i chorobie.

Zatozenia pracy przedstawione sg jasno i czytelnie. Jednak niepotrzebnie wydtuzajg ten
rozdzial fragmenty: str. 34 (wersy: 2-15) i str. 35 (wersy: 5-18), ktore zawierajg informacje ujete
juz w rozdziale pierwszym.

Rozdziat trzeci Materiaty i Metody zawiera opis procedur badawczych.

Schemat badan jak i dobér metod badawczych uwazam za odpowiednie do realizacji
zamierzonych celow pracy. Zastosowane zostaly metody klasyczne, np. ocena zywotnosci
komorek z uzyciem bigkitu trypanu oraz metody nowoczesne, tj. hodowla in vitro komoérek
ziarnistych pecherzykéw i cyst, oznaczanie stgzen KISS-peptyny 10 i leptyny technika ELISA
oraz stezenia 17p-estradiolu z uzyciem wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC),
metody izolacji i transkrypcji mRNA z uzyciem gotowych kitow i techniki Real-Time PCR.

Pobieranie probek krwi moze by¢: pierwsze, drugie, kolejne ale na pewno nie moze by¢
pierwotne — str. 38 wers:18-21.

Warto$ci oznaczenia stgzenia leptyn w osoczu kréw wszystkich grup powinny byc¢
zamieszczone raczej w rozdziale Wyniki.

Niejasne sa:

v 0pis czasu i czestotliwosci pobierania krwi u jednej krowy. Ze zdania na str. 40 (wersy: 12-13)
wynika, iz pobran byto cztery. Z opisu na str. 41 (wersy: 4-10) mozna si¢ dowiedzie¢, ze jednak
byto ich wigcej (24): w czterech kolejnych dniach popierano krew 6-krotnie w odstgpach 30-
minutowych. Jakie byto uzasadnienie dla tak czestego pobierania krwi ?

Brakuje informacji:

v doktadnie, w ktorym momencie zostata wyodrgbniona grupa II. Mozna si¢ tylko domyslaé, ze
np. po drugim badaniu USG ?

v kiedy krowy byly kryte, jaki byt efekt ponownej synchronizacji ruji.

v czy zdolno$¢ komorek do syntezy hormonow po 85 godz. hodowli (czyli przed rozpoczeciem
kontaktu z kisspeptyng) byta oznaczana. Zdanie na str. 44 (wers13-15) sugeruje, ze komorki
byty juz aktywne w tym zakresie. Informacja taka pozwolitaby na precyzyjniejsze okreslenie,

rzeczywistego wplywu kisspeptyny.

Opis uzyskanych wynikow badan zamieszczony jest w rozdziale czwartym.

Szkoda, Ze nie zostaty podane konkretne wartosci stezenia kisspeptyny w osoczu krow
kazdej grupy w poszczegdlnych dniach. Utatwitoby to znacznie odczytywanie wynikow. Co
prawda, wyniki mozna odczyta¢ z wykresu, ale tylko orientacyjnie (w przyblizeniu) bowiem
odlegtos¢ kolejnych wartosci stezen na osi odcigtej wykresu jest zbyt duza.

Na Ryc. 5-8 za pomocg matych liter wykazane zostaty rdznice statystycznie istotne migdzy
warto$ciami. Takie same litery zostaly umieszczone nad kazda warto$ciag, W kazdej grupie
doswiadczalnej, zamieszczong na wykresie. Brakuje informacji miedzy jakimi warto$ciami 1
jakimi grupami réznice te wystepujg — odczytanie analizy statystycznej otrzymanych wynikoéw
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jest w zwigzku z tym niemozliwe. Podobnie, nie wiadomo co oznacza gwiazdka umieszczona nad
punktem warto$ci $redniego stezenia KISS-10 u krow grupy II w 21 dniu cyklu.

W opisach porownywania warto$ci badanych parametrow, to wartos¢ grupy | lub grupy
I/11 (warto$¢ kontrolna — krowy zdrowe) powinna by¢ punktem odniesienia dla warto$ci grupy III
(krowy z zaburzeniem owulacji w zwigzku z obecnoscig cyst jajnikowych). Nie odwrotnie.

Troch¢ zatuje, ze nie ma zestawienia czasowego (1 punkt czasowy) pomiaru st¢zenia
KISS-10 w osoczu i w ptynach: pecherzykowym i z cysty. Pomiary w osoczu dokonywane byly
po rozdziale grupy I 1 II, wigc grupa kontrolna jest ,,czysta”, a obecnos¢ potencjalnego ryzyka
zaburzen owulacji zostala wyodrgbniona. Takiego rozdzielenia nie ma w przypadku pomiaréw
stezenia KISS-10 w ptynach, wigc gdy grupa kontrolna ,,jest obarczona” ryzykiem to wyniki
nalezaloby interpretowac z pewna ostroznoscia.

Zdanie w opisie wynikow: ,,Ekspresja kiss-1 mRNA w komorkach ostonki byta natomiast
statystycznie istotnie nizsza (p<0,05), niz komodrkach ziarnistych pochodzacych z obu badanych
grup” (str. 56, wersy: 3-5) zawiera nie$cisto$¢. Powinno by¢ chyba, ze réznica statystycznie istotna
(p<0,05) w ekspresji mMRNA KISS-1R w komorkach ostonki migdzy grupami I/II i III byla
mniejsza niz réznica w ekspresji MRNA KISS 1 R w komoérkach ziarnistych obu grup
doswiadczalnych.

Oceniana byta zywotno$¢ izolowanych komorek ziarnistych oraz ich aktywnos¢
proliferacyjna. W pracy brakuje jakichkolwiek informacji nt. wynikow tej oceny.

Interpretacja otrzymanych wynikéw (rozdzial Dyskusja) nie budzi zadnych zastrzezen.
Dyskusja jest przeprowadzona poprawnie, niestety jest troche uboga.
Fragment tekstu na str. 64 (wersy: 17-22) jest powtdrzeniem opisu wynikow.

Whioski wysunigte na podstawie wynikow przeprowadzonych badan, opisanych w pracy,
maja swoje uzasadnienie merytoryczne i sformutowane sg poprawnie. Uwage czytajacego troche
rozprasza zamieszczenie warto$ci stgzen KISS-10 (wniosek 1, 2) i ich zakresow (wniosek 1,2, 3)
w osoczu krow. Ujete powinny by¢ tylko wartosci tych stezen, ktore uznane zostaly za markerowe.

Ostatni rozdzial zawiera spis pozycji literaturowych, ktorych jest 198. Obok naprawdg
bardzo nielicznych, sg to artykuty obcojezyczne i obejmuja swoim zasi¢giem szeroki zakres czasu.
Sa wérdd nich te starsze, ktore stanowia podstawe wiedzy potrzebng do podjecia opisanych badan.
Sa tez i te najnowsze. Wszystkie pozycje ujete w spisie zostaly wymienione w odpowiednich
rozdziatach pracy, co §wiadczy 0 tym, iz Doktorant swobodnie postuguje si¢ zdobyta w nich
wiedza.

Podsumowujac, prace doktorska pana lek.wet. Michal Plewik oceniam pozytywnie.
Posiada ona znaczace walory poznawcze i warto$¢ aplikacyjng. Doktorant wykazat duze
zaangazowanie i swoim badaniom poswiecit wiele czasu. Przyjete cele pracy realizowal
konsekwentnie, wykorzystujagc nowoczesne metody badawcze. Dobrze opanowat techniki pracy
laboratoryjnej. Wykazatl si¢ umiej¢tnoécia analizy otrzymanych wynikow i wyltonienia
odpowiednich wnioskow.
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Stwierdzam, iz dysertacja doktorska pana lek. wet. Michata Plewika pt. ,,Znaczenie zmian
stezenia Kkisspeptyn we krwi i plynie pecherzykowym oraz ekspresji mMRNA KISS-1 i KISS-
1R w komorkach jajnikéw w patogenezie torbieli pecherzykowych” spelnia wymogi stawiane
rozprawom doktorskim - Ustawa z dnia 14.03.2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym
oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. z 2003 r., Nr 65, poz. 595 z pézn. zm.) w zw. z
art. 179 ust. 3 ustawy z dnia 3 lipca 2018 r. z p6zn. zm. Przepisy wprowadzajace ustawg¢ - Prawo
o szkolnictwie wyzszym 1 nauce (Dz. U. z 30 sierpnia 2018 r. poz.1669) i wnioskuje¢ 0
dopuszczenie Doktoranta do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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Wroctaw, 22.11. 2024 r. dr hab. Aleksandra Pliszczak-Krol
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