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Ocena rozprawy doktorskiej pana lek. wet. Michala Plewika, pt. ""Znaczenie zmian
stezenia kisspeptyn we krwi i plynie pecherzykowym oraz ekspresji mRNA Kiss-1 i Kiss-
1R w komdrkach jajnikéw w patogenezie torbieli pecherzykowych u kréw”

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska lek. wet. Michala Plewika zostata
wykonana na Wydziale Medycyny Weterynaryjnej Uniwersytetu Przyrodniczego w Lublinie
pod kierunkiem dr hab. Urszuli Kosior-Korzeckiej, prof. UP w Lublinie.

Gléwnym celem badan bylo okreslenie znaczenia zmian stgzenia kisspeptyn we krwi i plynie
pecherzykowym kréw oraz zbadanie ilosci transkryptu mRNA KiSS-11 KiSS-1R w komérkach
wyizolowanych z pecherzykow jajnikowych oraz z cyst pecherzykowych krow.

Cysty jajnikowe (CJ) sa w 15 do 30% przyczyna przypadkdw czasowej lub trwalej nieptodnoscei
u kréw, a zatem poszukiwanie przyczyn ich rozwoju, a takze odkrycie markeréw
diagnostycznych i/lub prognostycznych jest w pelni uzasadnione. Na podkreslenie zastuguje
przedstawione przez Doktoranta uzasadnienie celu badan, ktére jest krotka, ale merytoryczna
analizg problemu. Stwierdzam, ze podjecie sie realizacji przedstawionych badan bylo stuszne i
jest w pelni uzasadnione, Na podkreslenie zastuguje fakt, ze badania przeprowadzono na dwdch
modelach — zaréwno in vivo, jak i in vitro - co istotnie zwigksza warto$é poznawcza i
aplikacyjng uzyskanych wynikdw. W przedstawionym do recenzji manuskrypeie rozprawy nie
uwzgledniono jednak informacji o Zrédiach finansowania przeprowadzonych badan. Prosze o
uzupetnienie tych informacji.

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska jest samodzielng praca naukowa o
charakterze eksperymentalnym i uporzadkowanej, przemyslanej strukturze uwzgledniajgcej
streszczenie w jezyku polskim i jezyku angielskim, wstep, opis materialdéw i metod
badawczych, opis wynikow, dyskusje, wnioski oraz spis literatury. Przedstawiona rozprawa
doktorska sklada si¢ zatem z rozdzialow charakterystycznych dla tego typu prac.

We wstepie rozprawy Autor w sposob syntetyczny przedstawit dotychezasowy stan wiedzy
dotyczacej kisspeptin (KISSs), historii ich odkrycia, potencjalng role KISSs w regulacji funkcji
uktadu rozrodczego samic i kontroli aktywnosci wydzielnicze] osi podwzgorze-przysadka-
jajniki, oraz potencjalna role w ukladzie nerwowym z uwzglednieniem ich zwigzku ze statusem
metabolicznym i funkcjami rozrodczymi. Ta cze$¢ wstepu zawiera takze istotne informacje
dotyczagce systemu KISS-KISSR, ktére w logiczny sposob prowadza czytelnika do celéw



szczegblowych przeprowadzonych badan i przekonuja, ze byly one warte podjecia.
Stwierdzam, ze Doktorant prawidlowo uzasadnil celowosé podjetych badan oraz wybrat
wiasciwe metody badawcze pozwalajace na wykonanie zadan zmierzajacych do osiggniecia
wyznaczonych celow. Wyrazam takze przekonanie, ze cele badan sg w pelni uzasadnione,
jednakze Autor rozprawy nie przestawil hipotezy, ktéra jest elementem niezbednym w
badaniach naukowych. Wprawdzie na stronie 35. znajdujemy wyjasnienie/opinie, ze wartodci
parametréw zwigzanych z uktadem KiSS-1/KiSSIR, tj. stezenie kisspeptyny-10 w osoczu krwi
oraz poziom transkryptdw mRNA kisspeptyn i ich receptoréw KiSSIR w komérkach
pecherzykow jajnikowych i cyst pecherzykowych moglyby stuzyé jako wskazniki
diagnostyczne i /lub prognostyczne, ale stwierdzenie to jest raczej przypuszczeniem, a nie
hipoteza. Prosze zatem o sformulowanie hipotezy badawczej, bedacej zdaniem twierdzgcym
(twierdzeniem naukowym), zalozeniem w celu wyjasnienia badanego zjawiska.

Problem zlozonej etiologii cyst jajnikowych u krow, ktéremu Autor po$wiecit jeden z
interesujgcych podrozdziatdéw wstgpu, sprawia ze ustalenie przyczyn powstawania cyst
pecherzykowych i podjecie skutecznej terapii jest trudne. Profilaktyka oraz poszukiwanie
markeréw diagnostycznych i/lub prognostycznych oraz znaczenie ich stezen wskazujgcych
m.in. na wysokie ryzyko zaburzen owulacji i rozwoju cyst, moze umozliwié podjecie $rodkéw
zapobiegawczych lub wezesne rozpoznanie i leczenie, co z punktu widzenia hodowlanego jest
niezwykle istotne. Nalezy podkreslié, ze badaniom towarzyszyly powyzsze cele, co istotnie
wzmacnia nie tylko wartos¢ poznawcza, ale takze aplikacyjna przedstawionej rozprawy
doktorskiej.

Badania przeprowadzono na krowach mlecznych rasy polskiej holsztynsko-fryzyjskiej,
odmiany czarno-bialej. Ze stada hodowlanego wyodrebniono grupe trzydziestu czterech
osobnikéw, ktdra na podstawie wynikow uzyskanych podezas badania USG podzielono na trzy
grupy:

¢ grupal - krowy zdrowe cykliczne (n = 12), $rednie stgzenie leptyny 6,97 +/- 0,89 ng/ml

e grupa II - krowy zakwalifikowane w pierwszym badaniu po porodzie jako zdrowe

cykliczne, u ktérych po pierwotnym pobraniu prébek krwi w kolejnym cyklu nie doszto

do owulacji i stwierdzono torbiele pecherzykowe — (n = 12), $rednie stezenie leptyny

6,80 +/- 0,86 ng/ml

o grupa III - krowy z cystami pgcherzykowymi stwierdzonymi podezas diagnozowania

cigzy min 120 dni po porodzie( n=10), $rednie stezenie leptyny 10,15 +/- 1,12 ng/ml.

W pierwszym etapie (badania in vivo) wykonano oznaczenia stezenia KISS-10 we krwi
obwodowej oraz w plynie z torbieli jajnikowych i pecherzykéw jajnikowych pobranych
podezas rutynowych czynnosci lekarsko-weterynaryjnych zwigzanych z kontrolg i
zarzadzaniem rozrodem w stadzie. Do tej czgsci eksperymentu nie mam uwag.

W II etapie badan (badania in vitro), od 35 kréw podcezas cyklu rujowego pobrano jajniki, a
nastepnie z pecherzykéw jajnikowych o srednicy 15 — 19 mm wyizolowano komarki ziarniste
w celu okreslenia wplywu leptyny (1071°-10° M) na wydzielanie KiSS-10 i wplywu KiSS-10
(1010 M) na wydzielanie 17B-estradiolu po 2, 12, 24 i 48 godz. hodowli in virro tych
komorek. Proszg o wyjasnienie na jakiej podstawie dokonano wyboru dawek KISS-10 i leptyny
oraz czasu inkubacji/hodowli in vitro komoérek. Takich informacji nie znalaztam w rozdziale
Material i metody. Prosz¢ takze o wyjasnienie czy zwierzeta (35 kréw podezas cyklu
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rujowego), od ktdry podczas uboju pobierano materiat wykorzystany w II etapie badan, byly
poddane analizie (i kontroli) w celu ustalenia rasy, odmiany, systemu hodowli, stanu zdrowia,
wieku, masy ciala, a takze poziomu leptyny we krwi obwodowej i KISS we krwi obwodowej 1
w plynie pecherzykowym. Czy zwierzgta te byly poddawane rutynowemu ubojowi
gospodarskiemu ? Autor nie odnosi si¢ do tych aspekidw w rozdziale Materiat i metody. Na
podkreslenie jednak zastuguje fakt, iz Doktorant rzetelnie opisal metodyke przeprowadzonych
badan in vitro, obejmujacg hodowle komdrek ziamistych izolowanych z pecherzykdw
jajnikowych, izolacje mRNA z komorek ziamistych i komorek ostonki wewngetrznej, odwrotng
transkrypeje, Real-Time PCR, oznaczanie leptyny i KiSS-10 metodg ELISA test oceny
aktywnosci proliferacyjnej, oznaczanie 17f-estradiolu w osoczu metodg HPLC z detekcjg UVi
analize statystyczng.

Opis w tej czesci rozprawy jest wnikliwy, pozwala na adaptacjg 1 ponowne zastosowanie
wykorzystanych metod badawczych. Doktorant nie uniknat jednak okreslen, ktére stanowia
rodzaj ,.zargonu laboratoryjnego”, np. ,,komérki osadzano poprzez wirowanie” — powinno byé
wirowano, ,,cato§¢ inkubowano w temperaturze pokojowej” — nalezatoby doprecyzowaé co
inkubowano, ,,zmiany poziomu mRNA dla KiSS-1” — powinno by¢ raczej zmiany ilosci lub
zmiany poziomu transkryptu mRNA KISS-1 (ang. mRNA transcript abundance) i in.

Doktorant zamiescit takze informacje, ze wykorzystane primery zaprojeklowano przy uzyciu
programu Primer Express. Nasuwa si¢ zatem pytanie, czy uzyskane produkty amplifikacji
poddano sekwencjonowaniu ? Prosz¢ takze o wyjasnienie dlaczego jako kontrole wewnetrzng
wykorzystano fragment cDNA GAPDH owcy, a nie krowy i dlaczego zdecydowano si¢ na
wykorzystanie wylgcznie jednego genu referencyjnego ?

Poprawy wymaga takze sposdb zapisu nazw gendw, ktdre wg przyjetej nomenklatury powinny
by¢ zapisane kursywa. W zwiazku z tym nalezaloby napisa¢ poziomu ekspresji genu lub
poziom ekspresji KISS lub KISSR, ale nie poziom ekspresji mRNA dia KISS lub mRNA dla
KISSR, gdyz badano ilos¢ transkryptow mRNA (ang. mRNA transcript abundance). Autor nie
odnidst si¢ do aspektow zwigzanych z analizg specyficznodci reakcji i analizg krzywych
topnienia produktow reakcji Real Time PCR. Je$li jednak uzyskane produkty poddano
sekwencjonowaniu to czy otrzymane sekwencje poréwnywano z sekwencjami dostepowymi
GeneBank badanych genow ? Takie dziatania nalezatoby podjaé szczegdlnie przed wystaniem
pracy do druku.

Rozdzial “Wyniki” jest napisany w sposéb klarowny, a jego podziat na podrozdzialy - wyniki
badan przeprowadzonych w warunkach in vivo i wyniki badan przeprowadzonych w
warunkach in vitro ~ istotnie porzadkuje t¢ cze$¢ rozprawy i ulatwia zapoznanie si¢ z
rezultatami. Niemniej jednak w tej czesci rozprawy Autor nie uniknat bledéw i niedociggnieé,
m.in. zwigzanych ze sposobem opisu zmian istotnych statystycznie. Stwierdzenia ,,najsilniej
zaznaczony stymulujacy”, “znaczgce obnizenie”, ,powodowal obnizenie wydzielania 178-
estradiolu w stosunku do koniroli” w opisie wynikow sg ,,naukowym zargonem”. Nie w kazdym
przypadku stwierdzenia te opatrzono informacja o poziomie istotnosci obserwowanych roznic
(P). Na rycinie 11, przedstawiajgcej wpltyw KISS-10 (1079 - 10° M) na wydzielanie 17p-
estradiolu przez komoérki ziarniste pecherzykdw jajnikowych, na osi OX biednie uwzgledniono
dawke KISS 107!, ktérej wplywu nie badano.



Dyskusja pracy jest inspirujgca, wielowatkowa i ciekawa z powodu trafnych spostrzezen i
odniesien do literatury. Pozytywnie oceniam interpretacj¢ wynikow wiasnych w tej czesci pracy
oraz umiejetno$¢ ostroznego podsumowania uzyskanych wynikéw. Uwazam jednak, ze
rozdzial rozprawy, ktéry Doktorant okreslit jako ,,wnioski” ma charakter podsumowania w
ktorym ponownie przytacza sie uzyskane wyniki i stusznie wskazuje na ich ,,wstepny” potencjat
(np. punkty 1-3). Proszg zatem o sformutowanie dwdch-trzech najwazniejszych wnioskow
odnoszacych si¢ do postawionej hipotezy. Dodatkowo, prosze o ponowng analize czy
wykazano dodatnig ,.korelacje” pomiedzy ekspozycjg komorek na kisspeptyne-10 w stezeniach
1019 - 10 M a sekrecjgl17p-estradiolu oraz ujemng ,,zalezno$¢” pomiedzy kisspeptyna-10 w
zakresie stezen 107 - 10° M a sekrecja 17f-estradiolu z komérek ziarnistych pecherzyka
jajnikowego — pkt. 7. Na czym polegata zaleznos¢, na czym polegata korelacja ?

Podsumowujac, nalezy podkresli¢, ze przeprowadzenie eksperymentow z wykorzystaniem
zarowno modelu in vivo, jak i1 in vitro, a nastgpnie opracowanie i interpretacja uzyskanych
wynikéw wymagaty duzego naktadu rzetelnej pracy. Przedtozona do oceny rozprawa doktorska
pozwala na postawienie kolejnych pytan, jednakze Doktorant tego nie czyni i dlatego prosze o
dyskusje¢ i odniesienie si¢ do tego aspektu podczas obrony pracy. Na czym, w opinii Doktoranta
- lekarza weterynarii i praktyka - powinno polegaé cyt. ,,precyzyjne ustalenie udziatu ukladu
KiSS1/ KiSS1R w patogenezie cyst pecherzykowych u krow” w przysztosci? Prosze o opinie
na czym powinny polega¢ kolejne etapy badan w celu rozwigzania tego naukowego problemu?

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska pt. ,,Znaczenie zmian stezenia kisspeptyn we krwi
1 pltynie pecherzykowym oraz ekspresji mRNA Kiss-1 i Kiss-1R w komoérkach jajnikow w
patogenezie torbieli pecherzykowych u krow™ autorstwa pana lek. wet. Michata Plewika
stanowi oryginalne rozwiazanie problemu naukowego i spelnia ustawowe wymogi stawiane
rozprawom doktorskim, okreslone w Ustawie 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
poézn. zm.) w zw. z art. 179 ust. 3 ustawy z dnia 3 lipca 2018 r. z pozn. zm. Przepisy
wprowadzajace ustawe - Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. z 30 sierpnia 2018 r.

poz. 1669).
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