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Recenzja zostala wykonana na wniosek Rady Naukowej Dyscypliny nscycis Zooloc
Nauki biologiczne Wydziatu Medycyny Weterynaryjnej i Nauk o Zwierzgtach
Uniwersytetu  Przyrodniczego ~w  Poznaniu, zgodnie z zasadami
przedstawionymi w zawartej umowie.

Podstawowe dane o Kandydatce

Pani mgr inz. Paulina Lipinska-Kranc uzyskata tytul magistra w dniu
02.07.2020 r. w Katedrze Genetyki i Podstaw Hodowli Zwierzat Wydzialu
Medycyny Weterynaryjnej i Nauk o Zwierzetach Uniwersytetu Przyrodniczego
w Poznaniu. Nie ubiegala sie dotychczas o tytul doktora. Aktualnie jest
zatrudniona na stanowisku miodszego embriologa w Centrum Ginekologii,
Potoznictwa i Leczenia Nieptodnosci Klinika Pastelova, gdzie pracuje od
lutego 2023 r.

Informacje o ocenianej rozprawie doktorskiej

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska mgr inz. Pauliny
Lipinskiej-Krane, zatytulowana “Metabolizm energetyczny w oocytach
i zarodkach przedimplantacyjnych bydla”, zostata wykonana w Pracowni
Biotechnologii Rozrodu Katedry Genetyki i Podstaw Hodowli Zwierzat
Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu pod kierunkiem Pani promotor
dr hab. Eweliny Warzych-Plejer, prof. UPP. Prace doktorskg przygotowano
w oparciu o dwie oryginalne publikacje naukowe o bardzo spdjnej tematyce,
ktére ukazaly w sie w renomowanych, recenzowanych czasopismach z listy
Journal Citation Reports: Biology of Reproduction (1Fs.eni 3.7) oraz Frontiers
in Cell and Developmental Biology (IFs.emi 5.2). Czasopisma te znajdujg sig
réwniez w wykazie czasopism naukowych Ministerstwa Edukacji i Nauki
z przyznanymi punktami odpowiednio 200 i 100. Publikacje sa wspétautorskie
(3-5 autoré6w) i w obu pracach Doktorantka jest pierwsza autorka. Do kazdej
publikacji dotaczone zostaly o$wiadczenia wspotautorow, z ktorych wynika, ze
wklad mgr Pauliny Lipinskiej-Kranc w prowadzenie badan oraz przygotowanie  20-387 Krskéw
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analiz laboratoryjnych, przeprowadzenie analizy statystycznej danych,
opracowanie i wizualizacj¢ otrzymanych wynikow oraz ich interpretacjg,
a takze udzial w przygotowaniu manuskryptow obu publikacji. Na uwagg
zastuguje aktywnos¢ Doktorantki w pozyskiwaniu srodkow na realizacje badan
(Zadania badawcze dla Mlodych Naukowcow 2021 i 2022) oraz odbycie
zagranicznego stazu naukowego w Ghent University (Erasmus+), co dowodzi
Jej zaangazowaniu w prace naukowg. Po zapoznaniu si¢ z przedlozonymi
materialami stwierdzam, Ze przedstawiona do recenzji praca doktorska
spelnia wymagania formalne stawiane rozprawom doktorskim
W rozumieniu zapisu art. 187 ust. 3 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo
o szkolnictwie wyzszym i nauce.

Ocena merytoryczna rozprawy doktorskiej

Celem pracy byta ocena metabolizmu energetycznego w oocytach oraz
zarodkach przedimplantacyjnych bydla, ze szczegélnym uwzglednieniem roli
pecherzykow zewnatrzkomérkowych pochodzacych z plynu pecherzykowego
(tzw. follikulosoméw) w regulacji dojrzewania oocytdw in vitro 1 rozwoju
zarodkow bydia w warunkach stresu metabolicznego. Praca podejmuje bardzo
wazny aspekt biologii rozrodu, gdyz zapewnienie odpowiedniego srodowiska
dla dojrzewania oocytow jest kluczowe i mozliwe dzigki odtworzeniu
prawidtowych interakcji wystepujacych wewnatrz pecherzyka jajnikowego.
Zatem pozytywnie oceniam wybor tematyki pracy doktorskiej, ktora ma
znaczenie zaréwno dla doskonalenia metod wspomaganego rozrodu (IVF,
IVP), jak i dla hodowli zwierzat gospodarskich, a takze potencjalnych aplikacji
translacyjnych w medycynie reprodukcyjnej czlowieka.

Rozprawa zostala przygotowana zgodnie z wymogami formalnymi,
a jej uklad jest przejrzysty i logiczny. Przedstawione do analizy opracowanie
polskojezyczne obejmuje 95 stron, ktore zawieraja kolejno: informacje
o opublikowanych oryginalnych pracach stanowigcych podstawe doktoratu,
informacje o zrodlach finansowania badan, wykaz stosowanych skrotow,
streszczenia w jezyku polskim i angielskim, wstep. hipoteze i cele pracy, opis
materialow i metod, omoéwienie uzyskanych wynikoéw, dyskusjg,
podsumowanie i wnioski, bibliografie¢ oraz spis figur i tabel. Do opracowania
dotaczono o$wiadczenia autora i promotora rozprawy doktorskiej, materiaty
dodatkowe do prac, stosowne oswiadczenia wspotautoréw oraz kopig
publikacji nr 2. Brak kopii publikacji nr 1 zostal uzupelniony w wersji
elektronicznej rozprawy doktorskiej, zatem Recenzent mial do niej swobodny
dostep.

Wstep, liczacy 18 stron, stanowi wprowadzenie do zagadnien
poruszanych w rozprawie doktorskiej i opisuje: pecherzyk jajnikowy jako
srodowisko wzrostu i dojrzewania oocytu, pecherzyki zewnatrzkomorkowe
oraz podstawowe Sciezki metabolizmu energetycznego, w tym w pecherzyku
jajnikowym i podczas rozwoju zarodkowego. Ta czgs¢ rozprawy zostala
przygotowana starannie pod wzgledem merytorycznym i edytorskim, zostala
wzbogacona czterema samodzielnie przygotowanymi figurami i prowadzi do



hipotezy badawczej, wyjasniajac cele szczegolowe realizowanych badan.
Niektére fragmenty wstepu sg zbyt rozbudowane 1 moglyby zostac
przedstawione bardziej syntetycznie. Doktorantka mogta si¢ rowniez pokusic
o silniejsze zaakcentowanie potencjalnego zastosowania follikulosomow
w rutynowych procedurach zaptodnienia in vitro. Mam jeszcze drobng uwage
dotyczaca nomenklatury, ktéra poshuguje si¢ Doktorantka; w calym
opracowaniu uzywa ona okreslenia ,.komorki pecherzykowe™ w odniesieniu do
komorek ziamistych. Nie jest to do konca precyzyjne sformutowanie, gdyz
pecherzyk jajnikowy buduja rozne typy komorek i dobrze byloby uzywac
konkretnej nazwy odnoszacej si¢ do konkretnych komorek.

Nastepny rozdzial obejmuje hipoteze¢ badawcza i cele pracy.
Doktorantka podjeta sie weryfikacji hipotezy badawczej zakladajacej, ze
follikulosomy maja wplyw na metabolizm energetyczny zardéwno oocytow, jak
i powstatych po zaptodnieniu zarodkéw w warunkach ograniczenia dostepu do
glukozy i lipidow. Ponadto koncepcja pracy zaklada, ze metabolizm lipidowy
ulega zmianie na przestrzeni rozwoju przeimplantacyjnego zarodka, co wiaze
sie ze zmiang w zapotrzebowaniu na rézne zrédla energii. Adekwatnie do
zalozen pracy, Doktorantka jasno sformutowata 5 glownych celow
badawczych, stuzacych weryfikacji postawionych hipotez: /) Kompleksowa
analiza follikulosoméw bydlecych oraz okreslenie wplywu suplementacji
follikulosomami na oocyty i uzyskiwane po zapltodnieniu i hodowli in vitro
blastocysty; 2) Zbadanie wptywu suplementacji follikulosomami na kompleksy
oocyt-cumulus podczas dojrzewania in vitro w niekorzystnym $rodowisku
z inhibitorami metabolizmu energetycznego; 3) Charakterystyka parametrow
lipidowych  podczas rozwoju  zarodkow  bydlgcych ~w  stadiach
przedimplantacyjnych; 4) Okreslenie wplywu gamety meskiej na ilosciowe
i jakosciowe parametry kropli lipidowych zarodkéw bydlecych (zaplodnienia
in vitro vs. partenogeneza); oraz J5) Charakterystyka  roznic
miedzygatunkowych ($winia vs. bydto) parametrow kropli lipidowych podczas
rozwoju zarodkow w stadiach przedimplantacyjnych.

W rozdziale Materiaty i metody, Doktorantka w dwoch podrozdziatach
opisuje material badawczy, czyli pozyskane poubojowo jajniki bydlece,
z ktorych aspirowane byly kompleksy oocyt-cumulus oraz ptyn pecherzykowy,
a takze wykorzystane metody badawcze. Ten rozdzial zostal przygotowany
bardzo rzetelnie. Opis przeprowadzonych doswiadczen oraz zastosowanych
technik badawczych =zostal napisany =z nalezyta skrupulatnoscia,
a zamieszczenie schematéw ukladow doswiadczalnych umozliwia ich
doktadne przesledzenie. Zastosowane metody badawcze sg nowoczesne
i zostaly dobrane prawidlowo, umozliwiajac weryfikacje hipotezy badawczej
i osiagniecie zdefiniowanych przez Doktorantke celow badawczych. Analizy
wymagaly od Doktorantki ogromnego nakladu pracy, dlatego opanowanie tak
szerokiego wachlarza technik badawczych, tj. hodowle i zaplodnienie in vitro
oocytow, hodowla in vitro zarodkéw, barwienie kropli lipidowych i analiza,
parametrow lipidowych, real time PCR, profilowanie lipidowe blastocyst,
izolacja follikulosomow, ich barwienie i analiza poboru przez komorki za



pomoca mikroskopii konfokalnej, analizy bioinformatyczne 1 testy
statystyczne, zastugujg w mojej ocenie na duze uznanie.

Kolejny rozdzial to opis Wynikéw przygotowany na bazie
przeprowadzonych dwéch eksperymentow. Jest on tozsamy z opisem wynikow
zamieszczonym w dwoéch opublikowanych pracach stanowiacych podstawe
rozprawy  doktorskiej. W  pierwszym  eksperymencie = Doktorantka
scharakteryzowata rozmiar, koncentracje i morfologie wyizolowanych
z bydlecego ptynu pecherzykowego follikulosomow. Nastepnie wykazala ich
zwickszone pobieranie przez komorki ziarniste kompleksu oocyt-cumulus
w warunkach stresu metabolicznego, czyli po zastosowaniu inhibitorow
metabolizmu glukozy oraz lipidow. Sugeruje to potencjalng role tych
nanostruktur we wspieraniu mechanizmow przeciwdziatajacych niekorzystnym
czynnikom $rodowiskowym. tj. stres. Co istotne, suplementacja pozywki
follikulosomami w tych warunkach wplynela pozytywnie na dojrzewanic
jadrowe oocytu i wylgganie blastocyst, a takze na parametry kropli lipidowych
w komorkach ziarnistych, co korelowato z poziomem transkryptow genow
zwiazanych z metabolizmem energetycznym tj. GLUTI, ACACA, PPARA
i PLIN2, czy jakoscia oocytéw (GDF9). Bardzo interesujgce wyniki, jakie
przedstawila Doktorantka, odnosza si¢ do wspierajagcego  wplywu
suplementacji follikulosomami podczas dojrzewania in vitro ©00Ccytow
w warunkach zaburzonego metabolizmu na profil lipidowy pochodzacych
z nich blastocyst. Przedstawione wyniki, opublikowane w prestizowym dla
dziedziny biologii rozrodu czasopismie Biology of Reproduction, sa bez
watpienia nowatorskie i maja ogromy potencjal aplikacyjny. Wyniki badan
uzyskane podczas realizacji drugiego eksperymenty zostaly przedstawione
w pracy, ktora ukazata si¢ w czasopismie Frontiers in Cell and Developmental
Biology. Doktorantka opisala w niej charakterystyczne wzorce parametrow
kropli lipidowych  na  kolejnych  etapach  rozwoju  zarodka
przedimplantacyjnego, wskazujac na najwieksze zuzycie lipidow w zarodkach
8-16-komoérkowych, podczas aktywacji genomu zarodkowego u bydta.
Wykazala takze istotne rdéznice zardwno gatunkowo-specyficzne (migdzy
zarodkami bydla a $wini), obejmujace m.in. wielko$¢ i liczbe kropli
lipidowych, jak i roznice zalezne od pochodzenia genomowego. Wyniki te
moga mie¢ znaczenie w dalszej ocenie kompetencji rozwojowej zarodkow.
W mojej opinii wszystkie zadania badawcze zostaly prawidlowo i rzetelnie
zrealizowane, a postawiona hipoteza poprawnie zweryfikowana.

Ostatnia cze$¢ opracowania polskoj¢zycznego stanowig 13-stronicowy
rozdziat Dyskusja, a nastepnie rozdzial Podsumowanie i wnioski, ktore zostaty
sformutowane w sposéb jasny i logiczny, a ich krotkie oméwienie nadaje
pracom wspdlny charakter. W zwigzku z tym. w/w prace stanowia
koncepcyjnie spojny cykl artykulow opublikowanych w  czasopismach
naukowych. Podsumowujac powyisze stwierdzam, ze realizacja celu
naukowego postawionego w dysertacji Pani mgr inz. Pauliny Lipinskiej-
Kranc istotnie prowadzi do poszerzenia dotychczasowego stanu wiedzy
oraz stanowi przyczynek do rozwiazania oryginalnego problemu



badawczego, polegajacego na ocenie skutecznosci wykorzystania
follikulosoméw do poprawy warunkéw dojrzewania oocytéw in vitro oraz
rozwoju zarodkéw bydla w warunkach zaburzonego metabolizmu
energetycznego, spelniajac tym samym wymog ustawy stawiany pracom
doktorskim.

W podsumowaniu stwierdzam. ze Doktorantka wykazala sie
umiejetnosciami  planowania i prowadzenia badan naukowych. potrafi
rozwiaza¢ sformulowany problem naukowy, czego dowodem sa krytyczne
dyskusje prowadzone w przediozonych publikacjach. Ponadto Doktorantka
wykazata sie bardzo dobrym przygotowaniem teoretycznym w zakresie
podjetej tematyki badawczej, doskonalym warsztatem laboratoryjnym
obejmujacym metody pobierania oocytéw bydlecych i ich zaptodnienia in
vitro, izolacji i charakterystyki pecherzykow zewnatrzkomoérkowych, biologii
molekularnej, barwienia komoérkowe i analizy mikroskopowe oraz analize
lipidomiczng i bioinformatyczna. Wskazuje to na spelnienie ustawowych
kryteriéw jakimi powinien charakteryzowac si¢ kandydat do stopnia
doktora.

W ocenianej rozprawie trudno jest wskazac¢ slabe strony, poniewaz
prace naukowe opublikowano w prestizowych czasopismach o zasiegu
miedzynarodowym i wysokich wskaznikach bibliometrycznych, i z pewnoscig
zostaly one rzetelnie ocenione przez szerokie grono recenzentOw oraz
edytoréw redakcji obu czasopism. Prace napisane sg zrozumiale, z jasno
sprecyzowanymi  celami i  prawidlowo  przeprowadzong dyskusja.
Dokumentacja wynikow w postaci tabel oraz figur jest jasna, czytelna i nie
budzi zastrzezefi. W mojej opinii cata rozprawa doktorska jest przemyslanym,
konsekwentnie realizowanym pomystem badawczym o duzej wartosci
poznawczej.

Pytania i komentarze do pracy
Niemniej jednak podczas analizy prac i opracowania polskoj¢zycznego
rozprawy nasunelo mi sie kilka pytan/uwag, ktorymi chciatabym sig¢ podzielic:

1. Uwazam, ze tytul rozprawy doktorskiej jest zbyt ogdlny i warto byloby
w nim ujgé badane przez Doktorantke pecherzyki zewnatrzkomorkowe. Ten
aspekt badan jest ich ogromnym walorem i szkoda, Zze zostal pominigty
w tytule.

2. Istnieje wiele metod izolacji pecherzykéw zewnatrzkomérkowych. Dlaczego
wybrata Pani tg konkretna i jakie ma ona zalety?

3. Czy przed izolacja pecherzykow zewnatrzkomorkowych rozcienczala Pani
probki ptynu pecherzykowego?

4. Czy grupy kontrolne bez dodatku inhibitorow glukozy i lipidow zostaly
przygotowane z dodatkiem nosnika, w ktérym rozpuszczano inhibitory? Jeshi
nie, to prosz¢ o wyjasnienie tej kwestii.

5. W swoich badaniach wykorzystata Pani dodatek pecherzykow
zewnatrzkomorkowych w stezeniu 6,5 pg/mL. Prosze o wyjasnienie czym



kierowala sie Pani przy wyborze dawki i w jakim stopniu mogla ona miec
wplyw na uzyskane wyniki.

6. W opisie eksperymentu nr 2, ani w publikacji nr 2, nie znalaziam informacji
na temat rasy zwierzat (bydla i $win). od ktorych byl pobierany materiat
badawezy, a takze informacji czy byly to zwierzeta niedojrzale czy dojrzale
ptciowo. Prosz¢ o ich uzupelnienie.

7. Czy moze Pani wskaza¢ ograniczenia lub najwigksze wyzwania podczas
prowadzenia swoich badan?

8. W podsumowaniu swojej pracy napisata Pani, ze kierunkiem przyszlych
badan powinno by¢ ..zidentyfikowanie konkretnych bioelementow wewnatrz
follikulosomow, ktore wspieraja kompetencje oocytow i zarodkow, a takze
tych, ktére moga $wiadczy¢ o ich obnizonej jakosci”. Czy moglaby Pani
zaproponowa¢ plan takich badan, opierajac si¢ na uzyskanych wynikach?

Podsumowanie

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska Pani mgr inz. Pauliny
Lipinskiej-Kranc jest wartosciowym, oryginalnym dzielem naukowym
zawierajacym nowatorskie wyniki, ktore poszerzajg wiedz¢ z zakresu biologii
rozrodu zwierzat, a w szczegolnosci wptywu follikulosomow na metabolizm
energetyczny w oocytach i zarodkach przedimplantacyjnych bydta. Autorka
wykazata sie doskonatymi umiejgtnosciami w planowaniu i prowadzeniu
badan, wnioskowaniu w oparciu o uzyskane wyniki oraz duzg wiedza
merytoryczna i wspanialym przygotowaniem warsztatowym. Opublikowane
prace, a takze opracowanie polskojezyczne, bedace podstawa rozprawy
doktorskiej, zostaty bardzo dobrze przemyslane, rzetelnie zrealizowane
i starannie przygotowane. Na uwage i pochwale¢ zastuguje ogrom metod
badawczych oraz kompleksowe podejscie do rozwigzania problemu
badawczego. Zawarte w niniejszej recenzji pytania czy komentarze nie
umniejszaja  wartosci merytorycznej ocenionej bardzo wysoko pracy
doktorskiej, lecz sa zacheta do naukowej dyskusji i dalszego rozwoju.

Whiosek koncowy

Reasumujac stwierdzam, ze przedlozona do recenzji praca doktorska
Pani mgr inz. Pauliny Lipinskiej-Kranc pt. “Metabolizm energetyczny
w oocytach i zarodkach przedimplantacyjnych bydta” w peni odpowiada
wymogom stawianym rozprawom doktorskim i spelnia warunki okreslone
w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym
i nauce (Dz. U. z 2020 r. poz. 85 z pdzn. zm.) stawianym kandydatom
ubiegajacym sie o uzyskanie stopnia naukowego doktora. W zwigzku
z powyiszym przedkladam Wysokiej Radzie Naukowej Dyscypliny Nauki
biologiczne Uniwersytetu Przyrodniczego w  Poznaniu whniosek
o dopuszczenie Pani mgr inz. Pauliny Lipinskiej-Kranc do dalszych
etapéw postepowania o nadanie stopnia doktora w dziedzinie nauk
$cistych i przyrodniczych w dyscyplinie nauki biologiczne.



Majac na uwadze wysokg wartos¢ naukowa dysertacji, Swiatowy poziom
i szeroki zakres przeprowadzonych analiz, nowoczesny warsztat metodyczny,
nowatorskie wyniki i ich publikacje w postaci dwoch oryginalnych prac
w prestizowych czasopismach o zasiggu migdzynarodowym, a takze
zaangazowanie i pracowitos¢ Doktorantki oraz bardzo rzetelne przygotowanie
przedtozonego do recenzji opracowania, wnoszg o wyroznienie dysertacji.

Z wyrazami szacunku,

dr ha algorzata Grzesiak, prof. UJ



