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Ocena rozprawy doktorskiej mgr inz. Pauliny Lipinskiej-Kranc

pt. "Metabolizm energetyczny w oocytach i zarodkach przedimplantacyjnych bydla”

Mgr inz. Paulina Lipinska-Kranc uzyskala tytul magistra 02.07.2020 r. w Katedrze Genetyki i
Podstaw Hodowli Zwierzat, Wydziatu Medycyny Weterynaryjnej i Nauk o Zwierzetach,
Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu. Od lutego 2023 r. pracuje w Centrum Ginekologii,
Poloznictwa 1 Leczenia Nieptodnosci Klinika Pastelova na stanowisku milodszego embriologa.

Wczesnie) nie ubiegala si¢ o stopien doktora.

Praca doktorska mgr inz. Pauliny Lipinskiej-Kranc zostala wykonana z wykorzystaniem zarodkéw
krowy 1 $wini, ktore sg coraz czg¢sciej stosowanym modelem w biologii rozwoju ssakow. W jej sktad
wchodza dwie publikacje dotyczace dwdch roznych, ale Scisle powiagzanych ze sobg zagadnien:

1) roli follikulosoméw w dojrzewaniu oocytéw krowy, w warunkach kontrolnych oraz stresu
metabolicznego, oraz rozwoju powstajgcych z nich zarodkow, ze szczegdlnym
uwzglednieniem ich zawartosci lipidowej (wyniki opisane w artykule Lipifiska i wsp., 2025
opublikowanym w czasopismie Biology of Reproduction - doi: 10.1093/biolre/ioaf096),

2) charakterystyki kropli lipidowych wystepujacych w zarodkach krowy i §$wini powstalych w
wyniku zaptodnienia in vitro badz partenogenezy (wyniki opisane w artykule Lipinska i wsp.,
2023 opublikowanym w czasopismie Frontiers in Cell and Developmental Biology — doi:

10.3389/fcell.2023.1187832).

Ocena formalna pracy
Przedtozona do oceny rozprawa doktorska opiera si¢ na dwoch wymienionych powyzej publikacjach

napisanych w jezyku angielskim. Ponadto zawiera bardzo obszerne opracowanie opublikowanych
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wynikéw w jezyku polskim, skiadajgce si¢ z nastgpujacych czgsci: Wstep, Hipoteza i cele pracy,
Materiaty i metody, Wyniki, Dyskusja, Podsumowanie dyskusji i wnioski. Dodatkowo, w jej skiad
wchodza: spis skrétow, streszczenie polskie i angielskie, bibliografia, spis rycin i tabel oraz
o$wiadczenia doktorantki, jej promotorki i wspétautoréw prac dotyczace ich udziatu w powstaniu
materialu wykorzystanego w rozprawie. Musze przyznaé, ze ta ,hybrydowa” konstrukcja pracy
wywolata u mnie pewng konfuzj¢ — poczatkowo nie byto dla mnie jasne, czy mam do czynienia z
tradycyjng rozprawa doktorska, do ktérej publikacje sa dotgczone jedynie jako rodzaj zatgcznikow,
czy tez z rozprawg, ktorej podstawg sa wlasnie publikacje. Jednak biorac pod uwage skrétowy opis
Materiatéw i metod oraz Wynikéw zawarty w polskojezycznym opracowaniu oraz liczne odwotania
do rycin w publikacjach, dosztam do wniosku, ze jest to jednak rozprawa oparta na publikacjach
Doktorantki. O ile doceniam Wstep i Dyskusje w jezyku polskim, ktére w sposdb obszerniejszy niz
w artykutach przedstawiaja kontekst naukowy prezentowanych badan, oraz rozdzial poswigecony
hipotezom i celom badawczym, pokazujacy tok myslenia Doktorantki, to 25-stronnicowe
streszczenie metodyki 1 wynikow, uwazam za zbedne i utrudniajgce prace recenzentowi. Rozumiem,
ze praca doktorska ma m.in. pokazac, ze Doktorantka potrafi opisa¢ w prawidtowy sposob swoje
badania, ale jesli pelnita ona znaczaca rolg w pisaniu publikacji (a zaktadam, ze tak byto w przypadku
tej rozprawy), dwukrotne powtarzanie tych samych tresci nie jest konieczne. Jesli zas sa watpliwosci

co do roli Doktorantki w napisaniu artykutoéw, to rozprawa powinna mie¢ czysto tradycyjng forme.

Zarowno czes¢ polska jak i angielska pracy jest napisana poprawnym, jasnym jezykiem.

Pismiennictwo jest dobrze dobrane.

Inne uwagi do strony formalnej pracy:

1) Tytul rozprawy jest zbyt ogélny i nie oddaje dobrze opisywanych zagadnien. Metabolizm
energetyczny to bardzo szerokie zagadnienie, a Doktorantka skupia si¢ jedynie na jego
niewielkim i dos¢ niszowym wycinku zwigzanym z lipidami, pomijajac ,,mainstreamowe”
zagadnienia aktywnosci mitochondriow, produkcji ATP itp. Myslg, ze tytul nawigzujacy do
gospodarki lipidowej oocytow i zarodkéw bytby bardziej na miejscu.

2) Doktorantka w klarowny sposéb wypunktowuje swoja role w badaniach opisanych w pracy.
Brakuje mi jednak podobnego opisu jej roli w przygotowywaniu manuskryptow zawartych w
rozprawie publikacji. Bylabym wdzieczna za dodatkowe informacje na ten temat w czasie

obrony.
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3) W czedci polskiej rozprawy zauwazylam kilka sformutowan, ktére moim zdaniem mozna by
poprawic:

a. Doktorantka wielokrotnie pisze o wylegnigtych blastocystach (odpowiednik ang.
hatched blastocysts). Wydaje mi sie, ze czgsciej spotyka si¢ zgrabniejsze okreslenie
wyklute blastocysty.

b. s. 17 —nie nazwatabym pegcherzykéw zewnatrzkomoérkowych ,,czastkami”. To jednak
sformutowanie zarezerwowane dla obiektow znacznie mniejszych i prostszych, np.
czastek elementarnych w fizyce. Lepiej byloby okresli¢ pecherzyki mianem struktur.

c. s. 18 — zamiast kolokwialnego sformutowania ,,odporno$¢ na stres” lepiej bytoby

napisa¢ o odpornosci na czynnik stresogenny.

Ocena merytoryczna pracy

Podjgta przez mgr inz. Lipinska-Kranc tematyka badawcza jest bardzo ciekawa i aktualna. Po latach
fascynacji transkryptomika i proteomika, przychodzi teraz czas na lipidomikg¢. Szczegdlnie
zainteresowaly mnie badania dotyczace follikulosoméw — bardzo doceniam fakt, ze Doktorantce
udato si¢ zoptymalizowa¢ technike ich izolacji i oczyszczenia. Uzyskane przez Doktorantke wyniki,
oprécz wartosci czysto poznawczej, moga tez znalez¢ zastosowanie w medycynie reprodukcyjnej i

weterynaril, przyczyniajac si¢ do optymalizacji protokotéw hodowli oocytow i1 zarodkow in vitro.

1) Ocena rozdzialu Wstep
Oceniajgc t¢ czgs$¢ pracy opieram si¢ na polskojezycznym Wstepie bedgcym dodatkiem do publikacji.
Jest on napisany ciekawie i klarownie i stanowi rozszerzong wersje wstepow zawartych w artykutach
sktadajgcych si¢ na rozprawe. Przedstawione sa w nim w zasadzie wszystkie informacje potrzebne
czytelnikowi do zrozumienia dalszych czgsci pracy. Zagadnienia takie jak rozwoj pecherzykow
jajnikowych, dojrzewanie oocytu czy komunikacja migdzykomorkowa w obrebie pecherzyka zostaly
jednak potraktowane trochg zbyt pobieznie (brakuje mi np. podkreslenia dwukierunkowosci
komunikacji w obrgbie pecherzyka — to nie tylko komorki pecherzykowe wydzielaja substancje
regulujace rozwoj oocytu, ale i oocyt wydziela czynniki wplywajace na komorki pegcherzykowe).

Brakuje mi tez bardziej szczegdtowej charakterystyki zawartosci molekularnej follikulosomow.
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Inne drobne uwagi:

e . 26 — czas pierwszego podzialu zarodkowego to nie jest proces determinujgcy jakos$é
zarodka, a jedynie marker tej jakosci, odzwierciedlajgcy efektywnosé i prawidtowosé
procesow wewngtrzkomdrkowych zachodzacych w zygocie.

e s. 28 —sama aktywacja partenogenetyczna nie prowadzi do powstania diploidalnej zygoty. W
tym celu trzeba jeszcze zahamowac Il podziat mejotyczny, np. depolimeryzujac przej$ciowo
filamenty aktynowe.

e 5. 28 — nie jest dla mnie jasne, jakich gatunkéw dotyczy opis zdolnosci rozwojowych

zarodkow partenogenetycznych przedstawiony w ostatnim paragrafie na tej stronie.

2) Ocena rozdzialu Hipoteza i cele pracy
W tej czgscei pracy Doktorantka formutuje hipotezy badawcze:
e follikulosomy sa kluczowym regulatorem metabolizmu energetycznego oocytow, a nastepnie
powstatych z nich zarodkow,
e metabolizm lipidowy w zarodku zmienia si¢ w czasie rozwoju przedimplantacyjnego.
Oprécz hipotez Doktorantka podaje tez szczegdtowe cele badawcze, ktére odpowiadaja
zaplanowanym przez nig do$wiadczeniom. Zaréwno hipotezy, jak i cele szczegdtowe pracy,

Doktorantka sformutowata w sposéb poprawny.

3) Ocena rozdzialu Materialy i metody

Oceniajgc t¢ czgs¢ pracy opieram si¢ przede wszystkim na odpowiednich fragmentach artykutow
wchodzgcych w sklad publikacji, gdyz to w nich znajduje si¢ pely opis metodyki (w
polskoj¢zycznym dodatku jest on uproszczony i nie zawiera wszystkich informacji). Materiaty i
metody zostaly w publikacjach opisane bardzo dokfadnie, w sposob pozwalajacy na powtorzenie
doswiadczen. Zwraca uwage szeroka i dobrze dobrana gama technik zastosowanych w badaniach.
Doktorantka samodzielnie stosowata wigkszo$¢ z nich, wykazujac sie przede wszystkim ekspertyza
w zakresie technik embriologicznych — izolowala z jajnikow kompleksy oocyt-komérki
pecherzykowe (COCs) i ptyn pecherzykowy (a z niego follikulosomy), przeprowadzata dojrzewanie
oocytow in vitro, zaptodnienie in vitro i aktywacje partenogenetyczng, hodowata zarodki i oceniata
ich stadia rozwojowe, wykonywata barwienia i wizualizacje follikulosoméw w COCs oraz kropli
lipidowych w COCs i zarodkach, analizowata poziom ekspresji genéw technika real-time qPCR i
przeprowadzila analizg statystyczng. Charakterystyka follikulosomow technikami Nanoparticle
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Tracking Analysis, Western Blotting i transmisyjnej mikroskopii elektronowej, znakowanie
fluorescencyjne follikulosoméw oraz profilowanie lipidowe blastocyst zostatlo wykonane przez jej

wspolpracownikow.

Inne uwagi:

e Doswiadczenie, w ktérym liczono % komérek pgcherzykowych zawierajacych follikulosomy
(Fig. 3, Lipinska i wsp., 2025) — jak Doktorantka wizualizowata granice miedzy komérkami?
Na rycinie przedstawiajacej wyniki z tego doswiadczenia widoczne jest tylko barwienie
follikulosoméw, a granice miedzy komorkami pecherzykowymi sa niewidoczne, co
uniemozliwia policzenie komoérek pozytywnych i negatywnych pod wzgledem obecnosci
follikulosomdw.

e Czy, a jesli tak to w jaki sposob, standaryzowane byty pomiary intensywnosci fluorescencji
barwnika Bodipy stosowanego do oznaczenia zawartosci lipiddw w komdrkach
pgcherzykowych, oocytach 1 zarodkach pomigdzy poszczegdlnymi powtdrzeniami
doswiadczenia? Sygnat uzyskiwany w takich barwieniach fluorescencyjnych jest czesto do$é
zmienny. Jak wygladala ta zmiennos¢ w doswiadczeniach przeprowadzonych przez
Doktorantke, zaréwno w pracy Lipinska i wsp., 2025, jak i Lipinska i wsp., 20237

e W jaki sposéb okreslono stgzenie roztworu follikulosomdéw stosowanych w doswiadczeniach
w pracy Lipinska 1 wsp., 2025? Stegzenie jest podane w ug/ml, czy znana jest $rednia masa
jednego follikulosomu?

¢ W schematach przedstawiajacych ukiady eksperymentalne w polskojezycznym opracowaniu

brakuje objasnien zastosowanych skrotow.

4) Ocena rozdzialu Wyniki

Oceniajgc t¢ czg$¢ pracy opieram si¢ przede wszystkim na odpowiednich fragmentach artykutow
wchodzgcych w sklad publikacji, gdyz to w nich znajduje si¢ pely opis wynikéw (w
polskojezycznym dodatku jest on uproszczony i nie zawiera wszystkich informacji). Uzyskane przez
Doktorantk¢ wyniki sg niewatpliwie oryginalnym i waznym wkiadem w rozwdj reprezentowane;j
przez nig dyscypliny. Dane zostaty poprawnie i szczegélowo przedstawione i zanalizowane, co daje
im duzg naukows wiarygodno$¢. Szczegllnie interesujacy jest artykul Lipinska i wsp., 2025
dotyczacy follikulosoméw, gdyz oprocz opisu tych struktur i ich lokalizacji w COCs, dostarcza on
takze informacji dotyczacych mechanizmu ich dziatania na komorki oraz roli w przeciwdziataniu
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stresowi metabolicznemu. Praca Lipiniska i wsp., 2023 ma bardziej opisowy charakter, cho¢ takze
dostarcza informacji, ktére moga by¢ cenne dla badaczy zajmujacych sie zarodkami zwierzat

gospodarskich.

Doktorantka wykazata, ze:

praca Lipinska et al.. 2025

e follikulosomy sg transportowane do oocytoéw poprzez komérki pecherzykowe i wypustki
transzonalne,

e follikulosomy sa intensywniej pobierane przez komérki pecherzykowe w warunkach stresu
energetycznego 1 moga wowczas tagodzic jego skutki — wspomagajg dojrzewanie mejotyczne
oocytow 1 wzmacniajg ich potencjal rozwojowy a takze zmieniajg profil lipidowy uzyskanych
Z oocytow blastocyst,

e suplementacja pozywki follikulosomami zmienia charakterystyke kropli lipidowych w COCs
1 ekspresje genow zwiazanych z metabolizmem energetycznym (zmiany sa bardziej widoczne
w komorkach pecherzykowych niz w oocytach)

praca Lipinska et al., 2023

e charakterystyka kropli lipidowych w zarodkach (ich liczba, wielko$¢, zawartos¢ lipidéw itp.)
zmienia si¢ w czasie rozwoju przedimplantacyjnego,

o charakterystyka kropli lipidowych zalezy od gatunku (krowa vs. $winia), jak i od sposobu
aktywacji rozwoju zarodkowego (zaptodnienie vs. partenogeneza),

e ok. potowa lipidow w blastocyscie zlokalizowana jest w obrebie wezta zarodkowego.

Uwagi szczegotowe:

e Fig. 4, praca Lipinska i wsp., 2025 — Doktorantka podaje tu tylko liczbe powtorzen
doswiadczenia dla danej grupy eksperymentalnej, ale ile oocytow, a nastepnie zarodkéw, byto
zanalizowanych w kazdej grupie?

e Fig. 4, praca Lipinska i wsp. 2025 — Czy Doktorantka przygladata sie blizej jakosci blastocyst
w tym doswiadczeniu (poza okresleniem % wyklutych blastocyst)? Np. czy sprawdzata liczbe
komorek (catkowita, w wezle zarodkowym i trofektodermie), czy choéby ogdlng morfologie
blastocyst? Czy jest w stanie powiedzie¢ co$ wigcej na temat wplywu suplementacii

follikulosomami na jakos¢ uzyskanych zarodkow?
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e Ciekawi mnie, czy wyrazny wplyw follikulosomoéw na jakos¢ i potencjal rozwojowy oocytow
dojrzewanych in vitro w warunkach stresu metabolicznego wynika z bezposredniego
oddziatywania zawartosci follikulosoméw na oocyt, czy tez z wptywu follikulosoméw na
komorki pegcherzykowe, ktore poprzez polepszong dzigki follikulosomom kondycjg tworza
lepsze srodowisko rozwoju dla oocytu, co posrednio pozytywnie wptywa na jego jakosé¢. Czy
Doktorantka ma jakie$ przemyslenia na ten temat?

e (Czy wiadomo, jak wyglada profil lipidowy w kontrolnej blastocyscie? W pracy Lipinska 1
wsp., 2025 Doktorantka analizowata jedynie blastocysty, ktére rozwinety si¢ z oocytéw
dojrzewanych w warunkach stresu metabolicznego. Ciekawi mnie, czy suplementacja
follikulosomami w czasie dojrzewania oocytéw spowodowata, ze profil lipidowy uzyskanych
nastepnie blastocyst byt bardziej zblizony do normalnego, kontrolnego profilu?

o Wykresy 7 i 8 w opracowaniu polskojezycznym, pokazujace nieopublikowane dane na temat
liczby komérek w zarodkach oraz sredniej zawartosci lipidéw na blastomer sg podpisane na

odwrot.

5) Ocena rozdzialéw Dyskusja i Podsumowanie
Oceniajac t¢ cze$¢ pracy, opieram si¢ na rozdzialach wchodzacych w skiad polskojezycznego
opracowania. Stanowg one rozszerzona wersje dyskusji zawartej w publikacjach. Rozdzialy te sg
napisane klarownie i poruszaja wszystkie watki pojawiajace si¢ w uzyskanych przez Doktorantke
wynikach. Doktorantka odnosi si¢ do aktualnej literatury i zgrabnie thumaczy oraz umieszcza w

szerszym kontekscie naukowym poszczegolne czgsci swoich rezultatow.

W Dyskusji brakuje mi jednak bardziej ewolucyjnego spojrzenia na kwesti¢ kropli lipidowych w
oocytach 1 zarodkach. Dlaczego jedne gatunki zwierzat (np. $winie) maja ich tak duzo, a inne (np.
myszy) bardzo mato? Mysle, ze warto by tu przywota¢ publikacje z grupy prof. Grazyny Ptak (Arena
etal., 2021; doi: 10.1073/pnas.2018362118) na temat zwiazku mi¢dzy zawartoscig kropli lipidowych

w oocytach a zdolnoscia zarodkdéw do diapauzy.

Sadze tez, ze warto by poglebi¢ rozwazania nad wykorzystaniem wynikéw uzyskanych przez
Doktorantke w optymalizacji wspomaganych technik rozrodu (zwlaszcza, ze Doktorantka pracuje
obecnie w klinice leczenia nieptodnosci). Czy analiza lipidéw jest obecnie w jakiejkolwiek formie
testowana jako wskaznik jakosci zarodkow nie tylko u zwierzat gospodarskich, ale np. u ludzi? W
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Jjaki sposob mozna by nieinwazyjnie bada¢ np. liczbg kropli lipidowych w zarodkach (dobry marker
jakosci to taki, ktorego pomiar nie uszkadza trwale zarodka)? Czy sa jakie$ prace dotyczace
follikulosoméw u cztowieka, pokazujace, ze moga one stuzy¢ jako marker jakosci oocytow czy tez
polepsza¢ warunki hodowli/dojrzewania oocytow? Jeéli takie prace istnieja, to jakie wartosci
charakteryzujace krople lipidowe (czy szerzej profil lipidowy oocytu/zarodka) lub follikulosomy

odpowiadaja zarodkom o wysokiej jakosci, a jakie tym o niskiej?

Podsumowanie

Praca doktorska mgr inz. Pauliny Lipinskiej-Kranc dotyczy bardzo ciekawych 1 aktualnych zagadnien
zwigzanych z rolg pecherzykéw zewnatrzkomoérkowych (follikulosoméw) w  funkcjonoaniu
pecherzyka jajnikowego, a w szczegdlnosci w dojrzewaniu oocytow, nabywaniu przez nie potencjatu
rozwojowego iregulacji ich gospodarki energetycznej, oraz z metabolizmem lipidowym w zarodkach
przedimplantacyjnych. Doktorantka wykonata swoje badania na oocytach i zarodkach krowy i §wini.
Wybor tych gatunkow jest uzasadniony zaréwno ich znaczeniem w rolnictwie, jak i faktem, Zze sg
coraz czgsciej stosowanym modelem rozwoju zarodkowego czlowieka. Nie mam watpliwosci, Ze
praca mgr inz. Lipinskiej-Kranc moze si¢ przyczyni¢ do rozwoju technik wspomaganego rozrodu

stosowanych u zwierzat i ludzi.

Uzyskane przez Doktorantke wyniki sa wazne, nowe i naukowo wiarygodne. Merytoryczna strona
pracy jest bardzo dobra. Moje uwagi i komentarze dotyczyly w wigkszosci drobnych uchybien czy
brakow lub wynikaly po prostu z mojej ciekawosci i checi ,,podrazenia” tematu. Doktorantka
pokazala tez — czy to przygotowujac publikacje, czy tez polskie opracowanie — ze potrafi prawidtowo

przeanalizowad, zinterpretowacé i opisac¢ dane doswiadczalne.

Na podstawie przedstawionej rozprawy doktorskiej stwierdzam, ze Doktorantka posiada umiejgtno$é
samodzielnego planowania, wykonania i opracowania rezultatow swojej pracy naukowej. Jej praca
stanowi oryginalne rozwigzanie problemu naukowego. Rozprawa doktorska spelnia zatem
warunki okreslone w art. 187 Ustawy dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i
nauce (Dz. U. z 2018 r. poz. 1668 z p6zn. zm.). W zwiazku z powyzszym przedktadam Radzie
Dyscypliny Nauki biologiczne Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu wniosek o dopuszczenie
mgr inz. Pauliny Lipinskiej-Kranc do dalszych etapéw przewodu doktorskiego. Ponadto, ze wzgledu

na zakres przeprowadzonych badan, ich naukows wazkos$¢ (omowiong we wezesniejszych czesciach
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recenzji), mnogos$¢ wykorzystanych technik i fakt, ze wyniki zostaty juz opublikowane w uznanych
zagranicznych czasopismach, a zatem weszly w $wiatowy obieg nauki, wnosze o nagrodzenie

niniejszej rozprawy stosownym wyroznieniem.

]
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