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Olsztyn, 15 wrzesnia 2025 r.

RECENZIA

rozprawy doktorskiej mgr inz. Pauliny Matgorzaty Lipinskiej-Kranc zatytutowane;j
»Metabolizm energetyczny w oocytach i zarodkach przedimplantacyjnych bydta”

Przedtozona do recenzji rozprawa doktorska Pani mgr inz. Pauliny Matgorzaty Lipinskiej-Kranc obejmuje
badania nad metabolizmem energetycznym oocytéw i zarodkow bydlecych, ze szczegdlnym uwzglednieniem roli,
jaka petnig pecherzyki zewnagtrzkomdérkowe ptynu pecherzykowego (tzw. follikulosomy) oraz lipidy komorkowe.
Badania ukierunkowane na poznanie mechanizmdéw warunkujgcych prawidtowy rozwdj zarodkdw majg ogromne
znaczenie w kontekscie stale rozwijajgcych sie i wymagajacych optymalizacji metod wspomaganego rozrodu
u ssakow, zwtaszcza wobec obserwowanego w ostatnich dekadach spadku sukcesu rozrodczego u wielu gatunkdw.

Ze wzgledu na dynamiczne zmiany zachodzgce podczas dojrzewania oocytu, a nastepnie - po zaptodnieniu -
w trakcie pierwszych podziatdéw komdrkowych zarodka, kluczowa role odgrywajg mechanizmy kontrolujgce
prawidtowy metabolizm komdrkowy. Jest to szczegdlnie istotne do momentu powstania w petni funkcjonujgcego
tozyska, ktére przejmuje role odzywiania histotrofowego. Ztozonos¢ tych proceséw od lat stanowi przedmiot
intensywnych badan, majacych na celu lepsze zrozumienie regulacji metabolicznych i molekularnych, w tym roli
pecherzykdw zewnatrzkomaorkowych jako mediatoréw komunikacji miedzykomorkowej.

W swoich badaniach Pani mgr inz. Lipinska-Kranc skoncentrowata sie na dwdch kluczowych etapach
warunkujgcych prawidtowy rozwoju ssakéw: dojrzewaniu oocytéw oraz wczesnych etapach embriogenezy (przed
implantacjg), postugujac sie modelem zwierzecia gospodarskiego — krowg (Bos taurus). Model ten w ostatnich
latach zyskuje szczegdlne znaczenie zarowno w kontekscie badan podstawowych nad rozrodem, jak i zastosowan
translacyjnych. Ze wzgledu na liczne podobienstwa fizjologiczne do cztowieka uwaza sie, ze model bydlecy moze
stanowi¢ wartosciowe odniesienie takze w badaniach nad wspomaganym rozrodem cztowieka.

Koncentrujgc sie na metabolizmie energetycznym oocytéw i zarodkéw bydlecych na wczesnych etapach
rozwoju, Doktorantka podijeta sie rozwigzania waznego problemu poznawczego, jakim jest rola Srodowiska
pecherzykowego oraz dynamiki metabolizmu lipidow w warunkowaniu jakosci gamet i zarodkow. W rozprawie
scharakteryzowano follikulosomy jako element komunikacji miedzykomdrkowej w kompleksach oocyt-cumulus,
wykazujgc ich obecnos¢ wzdtuz potgczen trans-zonalnych oraz korzystny wptyw suplementacji follikulosomami na
rozwdj blastocyst w warunkach in vitro. Szczegdlnie interesujgce okazaty sie wyniki badan w modelu
farmakologicznie zahamowanego metabolizmu energetycznego, ktére wskazaty, ze suplementacja follikulosomami
moze czesciowo kompensowad negatywne skutki ograniczonej dostepnosci energii, wspierajgc dojrzewanie
oocytéw oraz poprawiajgc parametry rozwojowe zarodkow, w tym ich zdolnos¢ do wylegania z ostonki przejrzystej.
Szczegdtowo opisano réwniez zmiany parametrow kropli lipidowych podczas rozwoju przedimplantacyjnego
u bydta, wskazujagc na ich dynamiczng regulacje w krytycznych momentach, takich jak aktywacja genomu
zarodkowego. Zaobserwowano réwniez réznice zwigzane z obecnoscig genomu ojcowskiego (zaptodnienie in vitro
vs. partenogeneza) oraz cechy gatunkowo-specyficzne (krowa vs. $winia).

INFORMACJE O KANDYDATCE
Pani mgr inz. Paulina Matgorzata Lipifnska-Kranc jest absolwentkg Uniwersytetu Przyrodniczego
w Poznaniu, gdzie 2 lipca 2020 r. uzyskafa tytut magistra na podstawie pracy wykonanej w Katedrze Genetyki
i Podstaw Hodowli Zwierzat na Wydziale Medycyny Weterynaryjnej i Nauk o Zwierzetach. Prace doktorskg wykonata
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pod kierunkiem dr hab. Eweliny Warzych-Plejer, prof. UPP, w Pracowni Biotechnologii Rozrodu tejze Katedry.
Doktorantka nie ubiegata sie wczesniej o nadanie stopnia doktora. Od lutego 2023 r. jest zatrudniona na stanowisku
mtodszego embriologa w Centrum Ginekologii, Potoznictwa i Leczenia Nieptodnosci , Klinika Pastelova”.

OGOLNA CHARAKTERYSTYKA PRACY

Praca doktorska zostata napisana w jezyku polskim i ma forme rozprawy opartej na dwdch wieloautorskich
publikacjach opublikowanych w jezyku angielskim. Jedna z nich ukazata sie w czasopiSmie Biology of Reproduction
(2025), a druga w Frontiers in Cell and Developmental Biology (2023). W obu artykutach Pani mgr inz. Paulina
Matgorzata Lipinska-Kranc wystepuje jako pierwsza autorka.

Cze$¢ pierwsza rozprawy (97 stron) stanowi obszerne wprowadzenie merytoryczne do zagadnien
poruszanych w obu publikacjach i zawiera m.in. informacje o finansowaniu badan i publikacji w otwartym dostepie
(np. fundusz statutowy uczelni, Erasmus+, Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa Wyzszego, Towarzystwo Biologii
Rozrodu), streszczenia w jezyku polskim i angielskim, rozbudowany wstep teoretyczny (18 stron), hipoteze
badawczg i cele pracy, materiaty i metody (15 stron), oméwienie wynikdw (11 stron), dyskusje (14 stron),
podsumowanie z wnioskami oraz bibliografie obejmujgcg 138 pozycji. Cze$¢ ta konczy sie wymaganymi
o$wiadczeniami Doktorantki oraz Promotor, Pani dr hab. Eweliny Warzych-Plejer, prof. UPP. Wprowadzenie
oceniam jako poprawne, cho¢ mozna by je udoskonali¢ poprzez mocniejsze skupienie na kluczowych aspektach
rozprawy i unikniecie powtarzania tresci, ktore znajdujg sie juz w publikacjach.

Czesc¢ druga prezentuje dwie publikacje:

1. Lipinska, P., Smits, K., Van Soom, A., Pavani, K.C., Warzych, E. Follicular-fluid extracellular vesicles support energy
metabolism of bovine oocytes, improving blastocyst development and quality. Biology of Reproduction 2025,
113(1), 109-126.

2. Lipinska, P., Pawlak, P., Warzych, E. Species and embryo genome origin affect lipid droplets in preimplantation
embryos. Frontiers in Cell and Developmental Biology 2023, 11, 1187832.

Do kazdej publikacji dotgczono oswiadczenia o wspdtautorstwie. Brakuje natomiast odrebnych oswiadczen
dotyczacych indywidualnego wkfadu Doktorantki. Informacje o zakresie jej prac zostaty jednak jasno przedstawione
w sekcjach Author Contributions obu artykutéw i potwierdzajg jej znaczacy udziat zardwno w realizacji badan, jak
i przygotowaniu manuskryptow. Uzupetnienie tych informacji stanowi rowniez sekcja 4.3., okreslajgca zakres prac
wykonanych przez Doktorantke.

Publikacje te tworzg spdjny cykl tematyczny, wnoszac istotny wktad w badania nad statusem
energetycznym oocytow i przedimplantacyjnych zarodkéw bydta. Stanowig one potwierdzenie wartosci
merytorycznej rozprawy oraz Swiadczg o znaczeniu przeprowadzonych badan dla lepszego zrozumienia
mechanizmdw regulacji proceséw metabolicznych w gametach i zarodkach ssakéw.

OCENA MERYTORYCZNA

Wstep stanowi spdjne uzasadnienie podjetych badan. Doktorantka najpierw omawia rozwdj technik
wspomaganego rozrodu u zwierzat (sztuczne unasiennianie, kriokonserwacja, transfer zarodkéw), ich rosngca skale
w produkgji bydta oraz istniejacg luke skutecznosci—nizszg jakosc i wydajnosé obserwowang w przypadku zarodkdw
uzyskiwanych w warunkach in vitro w porédwnaniu do in vivo. Nastepnie uzasadnia wybdr modelu bydlecego
i przedstawia architekture pecherzyka jajnikowego, w tym role komorek ziarnistych, wierica promienistego i ptynu
pecherzykowego oraz znaczenie potgczen trans-zonalnych i szczelinowych w przekazywaniu sygnatow
i metabolitow do oocytu. Dalej wprowadzono dwa gtéwne filary merytoryczne pracy dotyczace follikulosoméw oraz
metabolizmu energetycznego i lipidow, ktdrych znaczenie zestawiono z aktualnym stanem wiedzy. Cato$¢ prowadzi
do tezy, ze pogtebienie wiedzy o roli follikulosomdw i metabolizmu lipidéw moze przetozy¢ sie na skuteczniejsze
procedury wspomaganego rozrodu i w konsekwencji na wyzszg jako$¢ uzyskiwanych zarodkéw, co ptynnie otwiera
czes¢ dotyczacy zatozen rozprawy.

W czesci Hipoteza i cele pracy Doktorantka sformutowata hipoteze, zgodnie z ktérg srodowisko
pecherzykowe — a szczegdlnie obecne w nim pecherzyki zewnatrzkomaérkowe (follikulosomy) — odgrywajg kluczowa
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role w regulacji metabolizmu energetycznego oocytdw oraz powstatych z nich zarodkéw. Zatozono ponadto, ze
metabolizm lipidowy w zarodkach ulega dynamicznym zmianom podczas rozwoju przedimplantacyjnego, co
odzwierciedla zmienne zapotrzebowanie na rézne zrédta energii na kolejnych etapach embriogenezy. Cele
badawcze zostaty sformutowane jasno, a ich zakres nalezy oceni¢ pozytywnie — obejmujg one zaréwno badania o
charakterze mechanistycznym (rola follikulosomoéw w kompleksie oocyt—cumulus), jak i poréwnawczo-opisowym
(profilowanie parametréw lipidow w zaleznosci od etapu rozwoju, gatunku czy obecnosci gamety meskiej). Taki
uktad pozwala na spdjng weryfikacje hipotezy oraz buduje szerokg perspektywe poznawczg, istotng dla zrozumienia
czynnikéw determinujgcych jakos$¢ oocytéw i zarodkdw.

Sekcja Materiaty i metody w rozprawie budzi pewne zastrzezenia dotyczace spdéjnosci i kompletnosci.
Z jednej strony szczegdtowo opisano liczne procedury laboratoryjne, co w duzej mierze wynika z przeniesienia
metodologii z publikacji zrodtowych. Z drugiej strony, w samej rozprawie nadal widoczne sg niespéjnosci i braki,
ktore zostang wskazane w kolejnej czesci recenzji.

W krétkim rozdziale podsumowujgcym Wyniki Doktorantka przedstawita najwazniejsze osiggniecia opisane
w dwodch publikacjach, z ktérych kazda wnosi istotny wktad w zrozumienie mechanizmow regulacji kompetencji
rozwojowej oocytdw i zarodkow. Oba artykuty zostaty poddane recenzji i zaakceptowane w uznanych czasopismach
miedzynarodowych, co potwierdza ich warto$¢ merytoryczna.

W pierwszej pracy (Biology of Reproduction, 2025) Doktorantka scharakteryzowata follikulosomy jako
istotny element komunikacji w kompleksach oocyt—cumulus, wykorzystujgc analize Nanoparticle Tracking Analysis,
Western blot oraz obrazowanie w transmisyjnej mikroskopii elektronowe]. Wykazata ich obecnos¢ wzdtuz potaczen
trans-zonalnych, a takze w komodrkach pecherzykowych, ostonce przejrzystej, przestrzeni okotozéttkowej
i w oocycie. W warunkach ograniczonego metabolizmu (inhibitory glikolizy/szlaku pentozofosforanowego [IODH+]
lub B-oksydacji kwasow ttuszczowych [ETO+]) odsetek komodrek pecherzykowych ,EV-pozytywnych” byt istotnie
wyzszy niz w kontroli. Suplementacja pozywek stosowanych w dojrzewaniu oocytéw follikulosomami nie zmieniata
poziomu dojrzewania jgdrowego (Mll) w kontroli, natomiast istotnie podnosita MIl w obu uktadach z inhibitorami;
poprawiata tez wskazniki rozwojowe zarodkéw: wzrost odsetka blastocyst odnotowano przy zahamowaniu
glikolizy/szlaku pentozofosforanowego (IODH+), a odsetek wylegtych blastocyst byt wyzszy we wszystkich grupach
suplementowanych follikulosomami. Rdwnolegle wykazano modyfikacje parametréw kropli lipidowych oraz zmiane
ekspresji genéw zwigzanych z metabolizmem (m.in. GLUTI) zaréwno w oocytach, jak i w komodrkach
pecherzykowych, zaleznie od warunkéw hodowli. Lipidomika blastocyst pochodzacych z oocytéw dojrzewajgcych
w zadanych warunkach eksperymentalnych potwierdzita spadek wielu acylokarnityn po suplementacji
follikulosomami przy hamowaniu glikolizy/szlaku pentozofosforanowego (IODH+) oraz wzbogacenie szlakdw
biosyntezy fosfolipidéw i metabolizmu kwasu arachidonowego przy hamowaniu B-oksydacji (ETO+).

Druga publikacja (Frontiers in Cell and Developmental Biology, 2023) prezentuje dynamike profilu
lipidowego podczas rozwoju zarodkéw. Analiza kropli lipidowych wykazata istotne zmiany parametréow kropli
lipidowych miedzy kolejnymi etapami rozwojowymi, przy czym minimalne wartosci (zawartos¢ lipidow oraz
powierzchnia zajmowana przez krople lipidowe) obserwowano w stadium 8-16 komorek, odpowiadajgcym
gtéownemu oknu aktywacji genomu zarodkowego u bydta. Poréwnania zarodkéw bydlecych uzyskanych
w zaptodnieniu in vitro i partenogenetycznych wskazaty na istotng role genomu ojcowskiego w ksztattowaniu profilu
lipidowego. Z kolei analizy miedzygatunkowe (krowa vs. $winia) ujawnity réznice charakterystyczne dla danego
gatunku: u swin krople lipidowe byly wieksze i — przy poréwnywalnych etapach — mniej liczne niz u krowy
(w zygotach oraz zarodkach 2- i 8—16-komdrkowych), natomiast w blastocystach swirh odnotowano wyzsze wartosci
badanych parametréw. Dodatkowo wykazano, ze ponad potowa lipidéw blastocysty lokalizuje sie w komdrkach
wezta zarodkowego u krowy, a okoto 40% w partenogenetycznych zarodkach swirskich.

W sekcji Wyniki zaprezentowano réowniez dane niepublikowane. Analiza liczby komdrek oraz zawartosci
lipidow przypadajacej na pojedynczy blastomer wykazata, ze najmniejszg liczbg komorek charakteryzowaty sie
blastocysty partenogenetyczne $wini, ktérym towarzyszyta jednoczesnie najwyzsza zawartos$¢ lipidow
w przeliczeniu na jedng komodrke. W zarodkach bydlecych uzyskanych w wyniku zaptodnienia in vitro lub
partenogenezy réznice w zawartosci lipidow na komdrke byly najbardziej wyrazne w stadium ekspandujgcej
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blastocysty, szczegdlnie w przypadku zarodkdéw partenogenetycznych. Z kolei poréwnanie miedzygatunkowe
(krowa vs. $winia) zarodkéw partenogenetycznych ujawnito, ze u bydta wyzsza zawartosé lipidéw utrzymuje sie
w stadium moruli, natomiast u swini wyzsze wartosci obserwowano w badanych stadiach blastocysty (zaréwno
wczesnej, jak i ekspandujacej).

Prezentowane wyniki ukazujg znaczenie follikulosoméw w warunkowaniu kompetencji rozwojowej
oocytdw oraz role lipidéw jako dynamicznie regulowanego zrédta energii i potencjalnego markera jakosci zarodkow.
Stanowig one spdéjny i wartosciowy wktad do poznania mechanizmdéw metabolicznych lezgcych u podstaw
wczesnego rozwoju ssakow, podkreslajgc zarowno praktyczne implikacje dla doskonalenia technik wspomaganego
rozrodu, jak i fundamentalne aspekty biologii gamet oraz zarodkdw.

Dyskusja jest obszerna, dobrze udokumentowana literaturg i konsekwentnie odnosi wyniki badan do
wczesniejszych doniesien. Doktorantka trafnie akcentuje znaczenie swoich obserwacji w kontekscie jakosci gamet
i zarodkéw oraz potencjalnych zastosowan w biotechnologii rozrodu. Jednoczesnie mozina zauwazyé, ze
momentami dyskusja jest rozbudowana nadmiernie kosztem syntetycznych podsumowan, a niektére fragmenty
mogtyby zosta¢ wyrazniej ukierunkowane na praktyczne implikacje uzyskanych wynikdéw. Zabrakto takze bardziej
zdecydowanego wskazania ograniczen pracy oraz wyraznie zarysowanych kierunkéw dalszych badan, co
wzmocnitoby krytyczny wymiar tej czesci rozprawy.

Podsumowanie i wnioski pracy sg klarowne i logicznie powigzane z przedstawionymi wynikami.
Doktorantka wtasciwie wskazuje, ze follikulosomy mogg petnic istotng role w regulacji metabolizmu energetycznego
oocytéw, a profil lipidowy zarodkéw ulega dynamicznym zmianom zaleznym od etapu rozwoju, obecnosci genomu
ojcowskiego i réznic gatunkowych. Whnioski wiernie odzwierciedlajg uzyskane rezultaty — w wiekszosci sg trafne
i wynikaja bezposrednio z przeprowadzonych analiz. W kilku przypadkach majg one charakter uogdlnienia, dlatego
odniose sie do nich w kolejnej sekcji. Catosé tej sekcji rozprawy spdjnie nawigzuje do hipotezy i celéw badawczych,
a takze podkresla znaczenie uzyskanych obserwacji dla zrozumienia mechanizmow warunkujgcych jakos¢ gamet
i zarodkdw.

UWAGI | PYTANIA
Po przestudiowaniu catosdci dysertacji pragne podkresli¢, ze zawarte ponizej krytyczne uwagi w zadnym
stopniu nie obnizajg wysokiej wartosci przedstawione] pracy. Rozprawe czytatam z duzym zainteresowaniem

i przyjemnoscig. Mam swiadomosé, ze w tak obszernym i wieloaspektowym opracowaniu trudno catkowicie unikngé

pewnych niescistosci. Ponizej wskazuje te najistotniejsze.

1. Wstep — duzg wage poswiecono w nim zapoznaniu czytelnika z zagadnieniami niezbednymi do zrozumienia
podjetych badan. Nalezy doceni¢ szeroki zakres przedstawionych tresci, jednak obszernos¢ tego materiatu
spowodowata, ze pojawity sie miejscami uproszczenia i uogdlnienia, ktére prowadzg do niescistosci lub btedow
merytorycznych:

e  Pecherzyki jajnikowe (strona 13) — to sformutowanie wymaga doprecyzowania: ,w jajnikach samic
dojrzatych ptciowo mozina zaobserwowac pecherzyki we wszystkich fazach rozwoju”. Nie jest ono
prawdziwe dla kazdego gatunku. U niektérych gatunkdéw, ze wzgledu na falowy charakter wzrostu
pecherzykdéw, w danym momencie moze brakowac pecherzykéw przedowulacyjnych, znéw u gatunkow
rozmnazajgcych sie sezonowo poza okresem rozrodczym obserwuje sie jedynie wczesne pecherzyki.

e  Nomenklatura pecherzykow zewnatrzkomérkowych (strona 17) — okreSlenie ,trzy gtéwne Zrédta”
(apoptotyczne, ektosomy, egzosomy) odnosi sie do mechanizmow biogenezy, a nie do zrédet. Obecnie,
zgodnie z wytycznymi MISEV2023, zaleca sie stosowanie operacyjnych kategorii ,,small EVs” (<200 nm)
i ,large EVs” (>200 nm). A termin ,egzosomy” powinno stosowac sie jedynie po potwierdzeniu
endosomalnego pochodzenia. Podobnie, tetraspaniny i inne biatka (np. CD63, CD9, ALIX, TSG101) nie s3
markerami specyficznymi dla egzosomdw, lecz markerami wzbogaconymi w pecherzykach
zewnatrzkomaorkowych.

e  Funkcje pecherzykéw zewnatrzkomaorkowych (strona 17) —zdanie sugerujace, ze w procesie przekazywania
tadunku molekularnego pecherzykéw internalizacja i interakcja biatek powierzchniowych to oddzielne
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mechanizmy, jest nieprecyzyjne. Istnieje wiele doniesier,, wskazujgcych, Ze interakcja biatek
powierzchniowych czesto inicjuje internalizacje pecherzykdw zewngtrzkomdrkowych.

e losy pecherzykéw zewnatrzkomdrkowych w komodrkach docelowych (strona 17) — stwierdzenie, ze
»prawdopodobnie najczestszym losem” pecherzykdéw zewnatrzkomorkowych w komérce docelowej jest
ich degradacja w lizosomach, jest uproszczeniem. Prawdg jest, ze interakcja pecherzyk-komorka moze
przebiega¢ z udziatem roznych Sciezek: szklaku endo-lizosomalnego, fuzji z btong plazmatyczng
(i bezposredniego dostarczenia tadunku), a nawet transkomdrkowe] autofagii. Ich los zalezy zaréwno od
sktadu molekularnego, jak i rodzaju oraz stanu/stadium rozwojowego komorki docelowe;.

e Metabolizm glukozy (strona 19) — stwierdzenie, ze metabolizm glukozy pokrywa ,okoto 50-70%
catkowitego zapotrzebowania energetycznego organizmu”, wymaga doprecyzowania. Zdanie to jest
prawdziwe tylko dla niektdérych tkanek (np. mdzg, erytrocyty), natomiast zwtaszcza w spoczynku duza czesc
energii pochodzi z utleniania kwasow ttuszczowych.

e  Opis glikolizy (strona 20) — sformutowanie , prowadzac do powstania dwdch czgsteczek ATP” moze by¢
mylace. W glikolizie netto powstajg 2 ATP (na 1 czgsteczke glukozy), ale brutto 4 ATP, poniewaz 2 sg
zuzywane na etapie inwestycji energetyczne;.

e Szlaki metaboliczne (strona 20) — stwierdzenie, ze wszystkie wymienione w paragrafie szlaki dostarczajg
NADPH, jest niesciste. NADPH wytwarza gtéwnie szlak pentozofosforanowy, inne szlaki dostarczajg
prekursorow biosyntezy.

e Metabolizm w pecherzyku jajnikowym (strony 23-24) — stwierdzenie o przekazywaniu NADPH do oocytu
przez potaczenia trans-zonalne wymaga wskazania cytowania - potwierdzenia w badaniach mechanizmu
transportu NADPH do oocytu pofgczeniami trans-zonalnymi. Warto zaznaczyé, ze w pismiennictwie
naukowym funkcjonuje réwniez poglad, ze komdrki otaczajgce dostarczajg substraty (pirogronian,
mleczan, aminokwasy), z ktorych oocyt sam generuje NADPH i energie.

2. Materiaty i metody — Sekcja ta, mimo Ze obszerna i szczegétowa, charakteryzuje sie pewnymi niespdjnosciami 5
i brakami, ktore ograniczajg petng przejrzystos¢ metodologiczng. Dotyczg one zwtaszcza rdznego poziomu
szczegdtowosci miedzy eksperymentami (np. podanie ras zwierzat w jednym doswiadczeniu i brak tych danych
w drugim), a takze braku opisu sposobu doboru gendw referencyjnych w analizach transkryptomicznych,
kontroli eksperymentéow (np. kontaminacja DNA genomowym), czy uzasadnienia stosowanych dawek
i potencjalnego wptywu rozpuszczalnikow (np. DMSO). Ponadto, procedury analizy obrazowej kropli lipidowych,
choc¢ opisane, nie zawierajg wystarczajgcych informacji o sposobach minimalizowania btedu pomiarowego czy
stopniu automatyzacji analiz ani jednoznacznego wskazania, czy ustawienia mikroskopii konfokalnej byty
utrzymywane na statym poziomie miedzy grupami. Nalezy jednak podkresli¢, ze publikacja w Biology of
Reproduction uzupetnia cze$¢ brakéw (m.in. szczegétowy opis lipidomiki blastocyst, charakterystyke
pecherzykéw zewngtrzkomadrkowych, wskazanie ras bydta), jednak wcigz pozostajg kwestie niewyjasnione, takie
jak petna liczebno$¢ dawczyn jajnikdw oraz ich status metaboliczny czy kontrola cytotoksycznosci inhibitoréw.
Te elementy mogtyby wzmocni¢ przejrzystos¢ metodologiczng pracy i zwiekszy¢ jej wartos¢ poréownawcza.
Uwagi te nie podwazajg wartosci uzyskanych danych, ale wskazujg na potrzebe wiekszej standaryzacji opisu
metodologii.

3. Whnioski

e  Whniosek 1, dotyczacy transportu follikulosomdéw przez potaczenia trans-zonalne, opiera sie na
obserwacjach mikroskopowych, ktére sugerujg takg mozliwos¢, lecz nie dowodzg tej drogi transportu.
Brakuje doswiadczen funkcjonalnych, ktére pozwolityby jednoznacznie potwierdzi¢, ze potaczenia trans-
zonalne sg rzeczywistg i wytgczng drogg dla follikulosomow. Sformutowanie to nalezy wiec traktowac raczej
jako hipoteze niz wnosek.

e  Whniosek 2, mdéwigcy o kompensacyjnej roli follikulosoméw w warunkach ,stresu metabolicznego”,
znajduje poparcie w danych wskazujgcych na poprawe wskaznikdw dojrzewania i rozwoju po
suplementacji. Wymaga jednak doprecyzowania: w badaniach zastosowano farmakologiczne inhibitory
szlakdw metabolicznych, a nie rzeczywisty ,stres metaboliczny” w sensie biologicznym. Co wiecej,
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obserwowane zmiany w parametrach kropli lipidowych i ekspresji gendw mogg by¢ wtdrne wobec
globalnej poprawy homeostazy metabolicznej, a nie wynika¢ bezposrednio z ukierunkowanego dziatania
follikulosomoéw. Nalezy tez zaznaczy¢, ze nie przeprowadzono analizy tadunku molekularnego
follikulosomow, co ogranicza mozliwos¢ interpretacji obserwowanych efektow suplementacji w oocytach
i zarodkach.

W przypadku prac o wysokim stopniu ztozonosci naukowej, lektura nieuchronnie rodzi pytania i refleksje,
ktore mogg stanowic¢ wartos$ciowy wktad w dalsze pogtebienie analiz i dyskusji nad poruszanymi zagadnieniami:

1) Jak odrdznitaby Pani obecnos¢ follikulosoméw w przestrzeniach trans-zonalnych od ich rzeczywistego,
kierunkowego transportu do oocytu? Jaki pojedynczy eksperyment bytby tu najbardziej rozstrzygajacy?

2) Co, Pani zdaniem, utrudnia interpretacje wynikéw dotyczacych acylokarnityn w blastocystach i jak mozna to
metodycznie rozwigzac?

3) Jaka metode izolacji pecherzykdéw zewnatrzkomorkowych wybrataby Pani do zastosowan w dojrzewaniu
oocytdw in vitro, biorgc pod uwage kompromis miedzy uzyskiem a czystoscig? Jakie markery jakosci nalezatoby
wprowadzi¢ do rutyny laboratoryjnej?

4) Jak mozna przetestowac hipoteze o udziale szlaku kwasu arachidonowego i eikozanoidéw w poprawie wylegania
blastocyst po suplementacji follikulosomami?

5) Jak Pani interpretuje obserwowane rdznice miedzygatunkowe w profilach lipidowych zarodkéw (bydto
vs. $winia)? Czy uwaza Pani, ze wynikajg one gtdéwnie z odmiennych strategii metabolicznych tych gatunkdw,
réznic w sktadzie oocytdéw i Srodowiska pecherzykowego, czy tez z innych, specyficznych czynnikéw
biologicznych?

W podsumowaniu stwierdzam, ze przedtozona mi do oceny praca doktorska Pani mgr inz. Pauliny
Matgorzaty Lipinskiej-Kranc pt.: ,Metabolizm energetyczny w oocytach i zarodkach przedimplantacyjnych bydta”
stanowi oryginalne rozwigzanie istotnego problemu naukowego i $wiadczy o szerokiej wiedzy teoretycznej
Kandydatki oraz jej umiejetnosci samodzielnego prowadzenia badan naukowych. Na podstawie przedstawionej
analizy stwierdzam, ze recenzowana rozprawa doktorska spetnia wymagania okreslone w art. 187 ustawy z dnia
20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (tekst jednolity Dz.U. z 2020 r. poz. 85 z pdzn. zm.). W zwigzku
z powyzszym zwracam sie do Rady Naukowej Dyscypliny Nauki Biologiczne Wydziatu Medycyny Weterynaryjnej
i Nauk o Zwierzetach Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu o dopuszczenie Autorki rozprawy do dalszych
etapow przewodu doktorskiego oraz nadanie jej stopnia naukowego doktora.
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