Poznan dnia 20.11.2025 .

PROTOKOL

z publicznej obrony pracy doktorskiej mgr inz. Pauliny Lipinskiej-Kranc

Dnia 20.11.2025, o godz. 9:00, na posiedzeniu Rady Naukowej Dyscypliny Nauki Biologiczne
Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu odbyla si¢ publiczna obrona pracy doktorskiej mgr inz.
Pauliny Lipinskiej-Kranc pt.:, Metabolizm energetyczny w oocytach i zarodkach przedimplantacyjnych
bydla".

Posiedzenie zostalo zorganizowane w formie stacjonarnej w Sali Collegium Rungego,
Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu. W sktad Komisji Doktorskiej wehodzili:

Prof. dr hab. Izabela Szczerbal - przewodniczaca Komisji Doktorskiej

Prof. dr hab. Joanna Sliwowska

Prof. dr hab. Tomasz Szkudelski

Prof. UPP dr hab. Marek Skrzypski

Prof. UPP dr hab. Janusz Kloskowski — nieobecny usprawiedliwiony

W posiedzeniu uczestniczyli Recenzenci rozprawy doktorskiej w osobach:
- Prof. dr hab. Monika Kaczmarek, Zespé! Programowania Plodnosci i Rozwoju, Instytut Rozrodu
Zwierzat i Badan Zywnosci Polskiej Akademii Nauk w Olsztynie,
- dr hab. Malgorzata Grzesiak, prof. UJ, Zaklad Endokrynologii, Katedra Fizjologii Zwierzat, Instytut

Zoologii i Badan Biomedycznych, Uniwersytet Jagiellofiski w Krakowie

Na posiedzeniu obecni byli czlonkowie Rady Naukowej Dyscypliny Nauki Biologiczne:
Prof. dr hab. Iwona Morkunas

Prof. dr hab. [zabela Szczerbal

Prof. dr hab. Tomasz Szkudelski

Prof. dr hab. Joanna Sliwowska

Prof. UPP dr hab. Eykasz Myczko

Prof. UPP dr hab. Marek Skrzypski

Dr hab. Weronika Banaszak-Cibicka

Prof. dr hab. Piotr Tryjanowski — nieobecny usprawiedliwiony

Prof. UPP dr hab. Wojciech Juzwa — nieobecny usprawiedliwiony

Prof. UPP dr hab. Janusz Ktoskowski — nieobecny usprawiedliwiony



Dr Emilia Grzeda — nieobecna

Obecna byta Promotor rozprawy - prof. UPP dr hab. Ewelina Warzych- Plejer.

Posiedzenie protokotowala sekretarz - mgr inz. Marcelina Osyra.

Posiedzenie otworzyla Przewodniczgca Rady Naukowej Dyscypliny — prof. dr
hab. Joanna Sliwowska. Poinformowala o przedmiocie obrad, powitala wszystkich uczestnikow
publicznej obrony oraz oméwila przebieg posiedzenia. Nastepnie przekazala glos Przewodniczacej

Komisji Doktorskiej prof. dr hab. Izabeli Szczerbal.

Przewodniczaca Komisji Doktorskiej przedstawita dotychczasowy przebieg postgpowania po
czym o zabranie glosu poprosita Panig Promotor prof. UPP dr hab. Eweling Warzych- Plejer ktora
przedstawila zyciorys i profil naukowy Doktorantki.

Po zakoficzeniu wystapienia Pani Promotor glos oddano Doktorantce, ktéra przedstawita
gléwne zalozenia i wyniki pracy doktorskiej. Doktorantka zaprezentowata wyniki swojej pracy

doktorskiej przy wykorzystaniu programu Power Point.

Po zakonczeniu prezentacji glos zabrala Przewodniczaca Komisji Doktorskiej prof. dr hab.
[zabela Szczerbal, dziekujac Recenzentkom za wnikliwe recenzje i proszac o ich przedstawienie.
Przewodniczaca zaznaczyla tez o mozliwosci skrécenia przedstawianych recenzji przez obecne
recenzentki, z uwagi na wczesniejsze zapoznanie si¢ z ich pelng trescia przez wszystkich czlonkéw
Komisji Doktorskiej i Rady Dyscypliny. W pierwszej kolejnosci glos zabrata dr hab. Malgorzata
Grzesiak, prof. UJ, nastepnie prof. dr hab. Monika Kaczmarek. Peing wersjg recenzji nieobecnej dr hab.
Anny Ajduk, prof. UW, Wydziat Biologii, Instytut Biologii Rozwoju i Nauk Biomedycznych, Zakfad
Embriologii odczytata Przewodniczaca Komisji Doktorskiej prof. dr hab. Izabela Szczerbal.

Recenzentki przedstawily recenzje pracy i zgodnie stwierdzily, ze rozprawa spelnia wszystkie
kryteria okreslone w Ustawie o stopniach i tytutach naukowych. Przewodniczaca podzigkowata
Recenzentkom i poprosita Doktorantkg o ustosunkowanie si¢ do uwag oraz pytan zawartych w

recenzjach.

Doktorantka na wstepie podziekowata za recenzje oraz uwagi i w pierwszej kolejnosci udzielita
zbiorczo odpowiedzi na pytania, ktérych tre$¢ pojawita si¢ w recenzjach wigcej niz jednokrotnie.
Doktorantka wykorzystala program Power Point do przygotowania slajdéw ilustrujgcych tresé

wypowiedzi:



PYTANIA | UWAGI RECENZENTOW:
Pytanie 1: Dwie panie recenzent wskazaly na zbyt ogélny tytul pracy doktorskiej.

Doktorantka zgodzita sie z recenzentkami. Ogélny tytut pracy wytlumaczyla faktem wymogow
Szkoty Doktorskiej narzucajacej sformutowanie tematu juz na 1 roku studiow doktoranckich. Tematyka
badawcza zostata juz wtedy co prawda okre$lona, jednak na tamtym etapie badan nie bylo jeszcze jasne,

dokad doprowadzg otrzymane wyniki i jakie kwestie badawcze okazg sig najistotniejsze.
Pytanie 2: Dwa pytania dotyczqce wybranej przez Doktorantke metody izolacji foll ikulosomow.

Na wstepie Doktorantka wspomniata o dwéch najpowszechniej wykorzystywanych metodach
izolacji pecherzykéw zewnatrzkomérkowych jakimi sg ultrawirowanie w gradiencie st¢zen oraz jedno-
etapowa chromatografia. Metoda zastosowana w badaniach Doktorantki bylo ultrawirowanie w
gradiencie stezefi. Decyzja o wyborze metody zostata podjgta na podstawie publikacji van Deun i wsp
(2014), ktérzy wykazali, ze ta metoda daje najczystsze frakcje pecherzykow zewngtrzkomorkowych,
charakteryzujace si¢ najwicksza zawartoscia pecherzykéw, najwyzszym poziomem biatek
markerowych a takze brakiem bialek zanieczyszczajacych. Ponadto Doktorantka przytoczyla prace
Asadi i wsp. (2021), w ktorej poréwnano techniki izolacji pgcherzykow zewngtrzkomérkowych autorzy
wykazali wyzszy odsetek blastocyst oraz lepsza ich jakos¢ (wigksza liczba komorek i nizszy poziom
apoptozy) w do$wiadczeniu, w ktorym pozywke do dojrzewania oocytow suplementowano
follikulosomami uzyskanymi metoda ultrawirowania, Praca ta powstata w grupie prof. Ann van Soom,
gdzie Doktorantka realizowata czesé badan podczas stazu, co réwniez miato wplyw na wybrang metodg

izolacji.

W dalszej kolejnosci Doktorantka odniosta si¢ do pytafi i uwag prof. dr hab. Moniki
Kaczmarek:

PYTANIA [ UWAGI RECENZENTA:

Pytanie 1: Jak odréznitaby Pani obecnosé follikulosomow w przestrzeniach trans-zonalnych od
ich rzeczywistego, kierunkowego transportu do oocytu? Jaki pojedynczy eksperyment bytby tu
najbardziej rozstrzygajgcy?

Doktorantka wyjasnita, ze w przeprowadzonym doswiadczeniu dotyczacym poboru
follikulosoméw podczas dojrzewania oocytow in vitro wykazano ich obecnos¢ w komorkach

pecherzykowych, przestrzeniach trans-zonalnych, przestrzeni okotozéltkowej oraz w ooplazmie oocytu.



Zaznaczajac, Ze zdjecia z poboru follikulosoméw sg statyczne, natomiast wnioski o transferze z pozywki
do ooplazmy oocytu oparto na podobnych badaniach Macaulay i wsp. (2016), kt6rzy wykazali aktywny
transfer RNA z komérek wiefica promienistego do oocytu poprzez polgczenia trans-zonalne (TZPs). W
celu udokumentowania rzeczywistego przemieszczania si¢ RNA w kierunku oocytu, autorzy publikacji
zastosowali barwienie catkowitego RNA w kompleksach oocyt—cumulus przyzyciowo oraz
obrazowanie konfokalne. Zarejestrowano serie nagran. Zaobserwowano, ze czg$¢ RNA poruszala sig
bardzo szybko, inne natomiast znacznie wolniej, ale pomimo zmiennej predkosei i kierunku ruchu,
wiekszo$¢ ziaren przemieszczala si¢ wzdluz TZPs w kierunku oocytu, co potwierdzalo istnienie
ukierunkowanego transferu. Doktorantka zakoriczyta wypowiedz stwierdzeniem, Ze aby jednoznacznie
potwierdzié¢ aktywny transport follikulosoméw z komorek wiefica promienistego do ooplazmy oocytu,
nalezatoby przeprowadzi¢ eksperyment przyzyciowy z wykorzystaniem mikroskopii konfokalnej,

analogiczny do uktadu doswiadczalnego opisanego przez Macaulay i wspéipracownikow (2016).

Pytanie 2: Co, Pani zdaniem, utrudnia interpretacje wynikéw dotyczqcych acylokarnityn w

blastocystach i jak mozna to metodycznie rozwigzac?

Na wstepie Doktorantka wyjasnita role Acylokarnityn bgdacych intermediatorami w procesie
B-oksydacji kwaséw tluszczowych, odgrywajacych tym samym kluczowg rolg w metabolizmie
energetycznym komoérek i zarodkow. Ponadto zwiagzki te wykazuja zdolnosé neutralizowania
reaktywnych form tlenu (ROS). W badaniach lipidomicznych poziomy réznych gatunkow acylokarnityn
sa uznawane za potencjalne markery jakosci komérek i zarodkow, szczeQélnie w kontekscie ich
wykrywania w medium po hodowli in vitro. W badaniach przeprowadzonych przez Doktorantke
wykazano, ze blastocysty pochodzace z systemu z inhibicja metabolizmu glukozy charakteryzowaty sie
obnizonym poziomem acylokarnityn. W polaczeniu z wysokim odsetkiem wylggania si¢ blastocyst w
tej grupie, zasugerowano prawdopodobnie nizszy poziom reaktywnych form tlenu w blastocystach. Aby
jednak zweryfikowa¢ te hipotezg, nalezatoby poréwna¢ uzyskane wyniki z blastocystami kontrolnymi
suplementowanymi follikulosomami. Niestety, nie bylo to mozliwe z powodu utraty prébek w trakcie
analiz. Doktorantka wspomniata tez o mozliwo$ci wykonania analizy poziomu reaktywnych form tlenu

w blastocystach.

Pytanie 3: Jak mozna przetestowaé hipotezg o udziale szlaku kwasu arachidonowego i

eikozanoidow w poprawie wylegania blastocyst po suplementacji follikulosomami?

Doktorantka zaproponowata, ze ciekawym podejsciem bytoby przeprowadzenie eksperymentu,
w ktorym suplementuje si¢ kompleksy oocyt-cumulus podczas dojrzewania follikulosomami i
inhibitorami metabolicznym/ lub w tylko follikulosomami, a jednoczesnie wprowadzajgc inhibitory
szlaku syntezy kwasu arachidonowego juz w procesie hodowli zarodkéw. Na poparcie tezy Doktorantka
przytoczyla badania z 2006 roku przeprowadzono doswiadczenie, ktérego czescig byfa inhibicja

enzyméw kluczowych dla metabolizmy kwasu arachidonowego, podczas pierwszych 3 dni hodowli



zarodkéw bydlecych in vitro. Wykazano, ze inhibicja negatywnie wplyngta na parametry efektywnosci
hodowli. Mozna by w ten sposob sprawdzi¢, czy pobrane podczas dojrzewania in vitro follikulosomy

rekompensowalyby braki spowodowane zastosowaniem inhibitor6w.

Pytanie 4: Jak Pani interpretuje obserwowane réznice migdzygatunkowe w profilach
lipidowych zarodkéw (bydio vs. $winia)? Czy uwaza Pani, ze wynikajq one gléwnie z odmiennych
strategii metabolicznych tych gatunkdw, réznic w skladzie oocytéw i Srodowiska pecherzykowego, czy

tez z innych, specyficznych czynnikéw biologicznych?

Wedlug Doktorantki obserwowane réznice migdzygatunkowe w profilach lipidowych
zarodkéw bydta i $win wynikaja z kombinacji wszystkich wymienionych przez recenzentke czynnikow,
prawdopodobnie stanowigc wynik adaptacji ewolucyjnej do specyficznych wymagan reprodukeyjnych
kazdego gatunku. Bydlo jako gatunek o diugim okresie cigzy (280-285 dni) i przewaznie
monozygotyczny, rozwingto strategie opartg na efektywnym wykorzystaniu glukozy i stabilnym
rozwoju zarodkowym. Swinie, charakteryzujace si¢ krotsza cigzg (114-116 dni) i duzymi miotami (10—

14 prosiat), wyksztalcity strategie intensywnego magazynowania energii w formie lipidow.

Doktorantka zwrdcita uwage na interesujaca w kontekscie pordwnania miedzygatunkowego
obserwacje, dokonang w ramach pracy doktorskiej, jaka okazata si¢ analiza rozmiaru kropli lipidowych
w zarodkach $wini. Na wszystkich etapach rozwoju $rednica kropli lipidowych w zarodkach swini
pozostawala istotnie wieksza niz w zarodkach bydta. Krople lipidowe stanowia wysoce dynamiczne
organella komérkowe, zdolne do fuzji oraz redystrybucji w odpowiedzi na zmieniajace si¢ potrzeby
metaboliczne komoérki. Poniewaz z mniejszych kropli mozliwe jest efektywniejsze uwalnianie kwasow
thuszezowych, utrzymywanie duzych kropli lipidowych mogloby teoretycznie stanowi¢ niekorzystne
rozwigzanie metaboliczne. Jednak obserwowana dynamika tych struktur w trakcie rozwoju
zarodkowego wskazuje, ze niezaleznie od dominujgcego w danym stadium procesu — intensywnej
mobilizacji lub magazynowania lipidéw — krople lipidowe w zarodkach $wini zachowuja konsekwentnie

duze rozmiary, co stanowi bardzo charakterystyczna cechg gatunkowo specyficzna.

W dalszej kolejnosci Doktorantka odniosta sig do pytan i uwag dr hab. Anny Ajduk, prof.
UW:

PYTANIA I UWAGI RECENZENTA:

Pytanie 1: W jaki sposéb okreslono stezenie roztworu follikulosoméw stosowanych w
doswiadczeniach w pracy Lipiriska i wsp., 20252 Stezenie jest podane w ug/ml, czy znana jest Srednia

masa jednego follikulosomu?



Doktorantka odpowiedziata, ze $rednia masa jednego follikulosomu nie jest znana, natomiast
stezenie zostalo zmierzone za pomocg urzadzenia Nanodrop w 3 powtorzeniach, z ustawieniami na

pomiar poziomu biatka przy dtugosci fali 280 nm.

Pytanie 2: Fig. 4, praca Lipiniska i wsp. 2025 — Czy Doktorantka przygladata sig blizej jakosci
blastocyst w tym doswiadczeniu (poza okresleniem % wyklutych blastocyst)? Np. czy sprawdzala liczbe
komdrek (calkowitg, w wezle zarodkowym i trofektodermie), czy chocby ogélng morfologie blastocyst?
Czy jest w stanie powiedzie¢ cos wigcej na temat wplywu suplementacji follikulosomami na Jjakosé

uzyskanych zarodkow?

Doktorantka odpowiedziala, ze takie badania nie byly przeprowadzane, przyznajac
jednoczesnie zasadno$é przeprowadzenia oceny liczby komérek w  wezZle zarodkowym i
trofoektodermie, jak réwniez ogélnej oceny morfologicznej blastocyst (np. wg Gardnera). Te
dodatkowe analizy pozwolitaby poglebié temat wyzszej jakoéci blastocyst otrzymanej w grupach
suplementowanych. Z perspektywy czasu i doswiadczen, Doktorantka na pewno wigczytaby ten aspekt

do wykonywanych do$wiadczer.

Pytanie 3: Doswiadczenie, w ktdrym liczono % komdrek pecherzykowych zawierajgcych
follikulosomy (Fig. 3, Lipiniska i wsp., 2025) — jak Doktorantka wizualizowata granice miedzy
komdrkami? Na rycinie przedstawiajgcej wyniki z tego doswiadczenia widoczne jest tylko barwienie
follikulosomow, a granice migdzy komdrkami pecherzykowymi sq niewidoczne, co uniemozliwia

policzenie komorek pozytywnych i negatywnych pod wzgledem obecnosci follikulosomow.

Doktorantka odpowiedziata, ze komérki pecherzykowe z internalizowanymi/lub nie
follikulosomami byly liczone pod mikroskopem konfokalnym z wiaczonym kanatem S$wiatla

widzialnego, dzigki czemu mozliwe bylo okreslenie granic migdzy komorkami.

Pytanie 4: Czy, a jesli tak to w jaki sposob, standaryzowane byty pomiary intensywnosci
fluorescencji barwnika Bodipy stosowanego do oznaczenia zawartosci lipidéw w komorkach
pecherzykowych, oocytach i zarodkach pomigdzy poszczegdlnymi powtdrzeniami doswiadczenia?
Sygnal uzyskiwany w takich barwieniach fluorescencyjnych jest czgsto dos¢ zmienny. Jak wyglagdata ta
zmienno$é w doswiadczeniach przeprowadzonych przez Doktorantke, zarowno w pracy Lipifiska i wsp.,

2025, jak i Lipinska i wsp., 2023?

Doktorantka odpowiedziata, ze aby zminimalizowaé zmienno$¢ pomigdzy poszczegdlnymi
doswiadczeniami, przy kazdym powtérzeniu utrzymywano identyczne parametry ustawien
oprogramowania mikroskopu konfokalnego, jak réwniez dzigki stosunkowo krotkiemu czasowi analiz
moc lasera pozostawala na tym samym poziomie. Dodatkowo do wszystkich barwien w ramach danego
doéwiadczenia wykorzystywano to samo zrédto barwnika BODIPY tj. pochodzace z jednego

poczatkowego rozcieniczenia, a analizy preparatow przeprowadzano w krétkim czasie po barwieniu



(zazwyczaj nastepnego dnia). Ponadto doktorantka powolala si¢ na wyniki badaf nad samym
barwnikiem Bodipy, przeprowadzone przez Hinkeldey i wsp. wskazujgce na jego wysoka
fotostabilno$é. Na koniec Doktorantka zaznaczyta jednak, ze pomimo tych §rodkéw ostroznosci nie byto

mozliwe calkowite wyeliminowanie potencjalnych Zrédet bigdu.

Pytanie 5: Fig. 4, praca Lipiriska i wsp., 2025 — Doktorantka podaje tu tylko liczbg powtdrzen
doswiadczenia dla danej grupy eksperymentalnej, ale ile oocytéw, a nastgpnie zarodkéw, bylo

zanalizowanych w kazdej grupie?

Doktorantka przedstawita kompletna liczbg przeanalizowanych oocytow i zarodkow za pomocg
slajdu programu Power Point, dodajac, ze zwigkszona liczba obserwacji w grupie kontrolnej wynika
miedzy innymi z przeprowadzonych do$wiadczen we wezesniejszych etapach badarn promotorki.
Doktorantka wyjasnila tez, ze w grupach z suplementacjg EVs byla ograniczona iloscig dostgpnych prob
follikulosoméw. Podkreslila tez, ze uzyskano istotne statystycznie réznice, co wskazuje na stabilnos¢

efektu i jego duze znaczenie biologiczne.

Pytanie 6: Ciekawi mnie, czy wyrazny wplyw follikulosomow na jakosé i potencjal rozwojowy
oocytéw dojrzewanych in vitro w warunkach stresu metabolicznego wynika z bezposredniego
oddzialywania zawartosci follikulosoméw na oocyt, czy tez z wplywu follikulosoméw na komorki
pecherzykowe, ktdre poprzez polepszong dzigki follikulosomom kondycje tworzq lepsze srodowisko
rozwoju dla oocytu, co posrednio pozytywnie wplywa na jego jakos¢. Czy Doktorantka ma Jjakies

przemyslenia na ten temat?

Doktorantka odpowiedziala, ze trudno jest jednoznacznie odpowiedzie¢ na to pytanie. W
hipotetycznej sytuacji, gdyby nie posiadata zdje¢ z doswiadczenia z poboru follikulosomow, gdzie
wprost widaé je w ooplazmie oocytu, sklonilaby si¢ do wersji, ze to wiasnie wzbogacone w
follikulosomy komoérki pecherzykowe sa w lepszej kondycji i wywieraja pozytywny wptyw na oocyt.
Za taka hipoteza dodatkowo $wiadczy¢ by mogly uzyskane wyniki z analiz kropli lipidowych, jasno
wykazujace, ze wigkszo$¢ obserwowanych zmian obserwowana byta w komérkach pecherzykowych a
nie samym oocycie. Dodatkowo, przemawia za tym tez wyzszy pobér follikulosoméw przez komérki
pecherzykowe z systeméw inhibicji. Natomiast fakt, ze w toku doswiadczenia wykazano obecnosc
follikulosoméw w oocycie otwiera dodatkowy tor dyskusji. Z drugiej strony, pomimo follikulosoméw
widocznych w oocycie, nie da sie z cala pewnoscia stwierdzi¢, ze to bezposrednio za ich sprawg widac
zmiany w oocycie, poniewaz istnieja teorie méwiace o tym, ze to komérka, do ktorej wnikaja pecherzyki
zewnatrzkomorkowe ,,decyduje”, czy ich zawartos¢ zostanie uwolniona, czy wyrzucona poza komorke.
Podsumowujac, Doktorantka dodala, ze jest to ciekawa, jesli nie kluczowa kwestia, na ktorg wprost nie

zna odpowiedzi.

Pytanie 7: Czy wiadomo, jak wyglgda profil lipidowy w kontrolnej blastocyscie? W pracy

Lipinska i wsp., 2025 Doktorantka analizowala jedynie blastocysty, ktore rozwinely sie z oocytow



dojrzewanych w warunkach stresu metabolicznego. Ciekawi mnie, czy suplementacja follikulosomami
w czasie dojrzewania oocytéw spowodowala, ze profil lipidowy uzyskanych nastgpnie blastocyst byl

bardziej zblizony do normalnego, kontrolnego profilu?

Doktorantka odpowiedziata, ze istotnie, w wyjsciowym ukladzie doswiadczalnym byto
zaplanowane poréwnanie blastocyst kontrolnej i kontrolnej suplementowanej oraz dwa poréwnania
blastocyst z systeméw z inhibitorami. Co wiecej, takie doswiadczenie zostalo przeprowadzone i
blastocysty z kazdej z grup zostaly wystane do laboratorium w Stanach Zjednoczonych, z ktérym zesp6t
badawczy Doktorantki posiadal wspétprace. Niestety w biegu analizy spektrometrycznej z powodu
uszkodzenia czesci kapilar wigksza czgsé préb kontrolnych oraz czgsé prob kontroli suplementowanej
zostata utracona. W zwiazku z tym, ze w takim typie analizy wszystkie proby muszg by¢ analizowane
bezposrednio po sobie, niemozliwe bylo dostanie i przebadanie w pézniejszym czasie tylko prob
kontrolnych blastocyst. Oznaczatoby to wykonywanie calego doswiadczenia od nowa, by méc uzyskaé
wiarygodne wyniki. Laboratorium przeprowadzajace analizy zapewnifo jednak, ze pozostate proby —
czyli z systeméw z inhibitorami zostaly przeprowadzone prawidlowo. Z tego tez powodu w pracy nie

ma poréwnania blastocyst kontrolnych.

Pytanie 8: Czy analiza lipidéw jest obecnie w jakiejkolwiek formie testowana jako wskaznik
jakosci zarodkéw nie tylko u zwierzqt gospodarskich, ale np. u ludzi? W jaki sposob mozna by
nieinwazyjnie badaé np. liczbe kropli lipidowych w zarodkach (dobry marker jakosci to taki, ktorego

pomiar nie uszkadza trwale zarodka)?

Doktorantka odpowiedziata, ze badania dotyczace kropli lipidowych oraz ogélnie zawartosci
lipidéw w ludzkich oocytach i zarodkach sg wcigz ograniczone. Prawdopodobnie wynika to nie tylko z
uwarunkowan etycznych, lecz takze z bardzo niskiej zawartosci kropli lipidowych w tych komérkach,
co znaczaco utrudnia ich detekcje i analizg. Nastgpnie Doktorantka przytacza wyniki badan zespotu
prof. Ptak opublikowane w 2024 roku w ktorych badano ludzkie oocyty w stadium GV z
wykorzystaniem techniki CARS (Coherent Anti-Stokes Raman Spectroscopy), pozwalajacej na analizg
zmian w kroplach lipidowych oraz w profilu lipidowym oocytéw. W przeprowadzonych badaniach
wykazano réznice w parametrach kropli lipidowych pomigdzy oocytami pobranymi od kobiet w ré6znym

wieku.

Technika CARS ma charakter nieinwazyjny, dzieki czemu umozliwia analizg struktur
komoérkowych w warunkach przyzyciowych, bez powodowania uszkodzen badanych komorek.
Zdaniem Doktorantki, metoda ta w przysztosci moze stanowi¢ obiecujace narzgdzie do nieinwazyjnej

analizy zarodkéw, umozliwiajac wykorzystanie kropli lipidowych jako markera jakosci.

Pytanie 9: Czy sq jakies prace dotyczqce follikulosoméw u czlowieka, pokazujgce, ze mogq one

stuzyé jako marker jakosci oocytéw czy tez polepszaé warunki hodowli/dojrzewania oocytow? Jesli takie



prace istniejg, to jakie wartosci charakteryzujqce krople lipidowe (czy szerzej profil lipidowy

oocytu/zarodka) lub follikulosomy odpowiadajq zarodkom o wysokiej jakosci, a jakie tym o niskiej?

Doktorantka odpowiedziala, ze w literaturze dotyczacej rozrodu czlowieka w tematyce
pecherzykéw zewnatrzkomérkowych przewazajg prace dotyczace tzw. cross-talku pomigdzy
blastocysta a m.in. komérkami endometrium za posrednictwem wlasnie pecherzykéw. Natomiast
pominiecie dojrzewania oocytéw i wplywu follikulosoméw na ten proces w badaniach nad cztowiekiem
moze mie¢ podstawy w tym, ze w zachodnim nurcie embriologii klinicznej nie przeprowadza si¢
rutynowo dojrzewania oocytéw in vitro. Temat ten zostal podniesiony w ostatnich latach praktyki
klinicznej w krajach azjatyckich, tak wiec zdaniem Doktorantki jest kwestia czasu, kiedy prace o tej
tematyce zaczng sie tez pojawiaé na materiale ludzkim. Istnieje takze praca opublikowana w 2024 roku
przez grupe z Chin, ktéra badata follikulosomy pobrane od zdrowych kobiet i od kobiet obciazonych
zespotem policystycznych jajnikéw (PCOS). Badacze wskazali konkretne mikroRNA w follikulsomach
u pacjentek z PCOS, ktére posredniczyto w apoptozie komorek ziarnistych poprzez oddzialywanie na
dehydrogenaze mleczanowa i hamowanie glikolizy. Doktorantka podsumowala wypowiedZ
stwierdzeniem, ze odkrycia tego typu moga postuzy¢ jako biomarkery diagnostyki, w tym przypadku
PCOS.

W dalszej kolejnosci Doktorantka odniosta sie do pytan i uwag dr hab. Malgorzaty Grzesiak, prof. UJ:
PYTANIA [ UWAGI RECENZENTA:

Pytanie 1: Czy przed izolacjq pecherzykéw zewnatrzkomdrkowych rozciericzala Pani probki

phnu pecherzykowego?

Doktorantka odpowiedziata, ze przed izolacja pecherzykow zewnatrzkomérkowych ..petny™
plyn pecherzykowy byt wirowany, aby wstepnie go oczyscic. Nie byl w dalszym postgpowaniu

rozcienczany.

Pytanie 2: ¥ opisie eksperymentu nr 2, ani w publikacji nr 2, nie znalaztam informacji na temat
rasy zwierzqt (bydla i $wir), od ktdrych byl pobierany material badawczy, a takze informacji czy byty

to zwierzeta niedojrzale czy dojrzale pleiowo. Prosze o ich uzupelnienie.

Doktorantka wyjasnila, ze jajniki bydta i §win, wykorzystane w doswiadczeniach pochodzily z
uboju komercjalnego, w zwiazku z czym nie posiadala peinej informacji na temat rasy zwierzat.
Natomiast w kwestii dojrzatosci piciowej - do§wiadczeniu na $winiach wszystkie oocyty pochodzity od

samic dojrzatych plciowo, a w przypadku bydta byto to okoto 80%.

Pytanie 3: Czy grupy kontrolne bez dodatku inhibitoréw glukozy i lipiddéw zostaly przygotowane

z dodatkiem nosnika, w ktdrym rozpuszczano inhibitory? Jesli nie, to proszg o wyjasnienie tej kwestii.



Doktorantka wyjasnita, ze grupy kontrolne nie zostaly przygotowane z dodatkiem nosnika, w
ktérym rozpuszczane byly inhibitory. Zastosowano 0,1% DMSO jedynie do przygotowania roztworow
inhibitoréw, zgodnie z rutynowa procedurg stosowang w laboratorium. Doktorantka wskazata, ze w
pracy Madeja i wsp. (2015) oceniono wplyw DMSO na jakos¢ zarodkéw oraz profil ekspresji genow i
nie stwierdzono istotnych réznic miedzy warunkami hodowli z DMSO i bez DMSO. Odwolata sig
réwniez do publikacji Rivolta et al. (2020), w ktorej wykazano, ze niskie stgzenia DMSO stosowane

podczas dojrzewania oocytéw in vitro nie wywieraja szkodliwego dziatania na komorki zarodkow.

Pytanie 4: W swoich badaniach wykorzystata  Pani  dodatek  pecherzykéw
zewngtrzkomérkowych w stezeniu 6,5 ug/mL. Proszg o wyjasnienie czym kierowala si¢ Pani przy

wyborze dawki i w jakim stopniu mogta ona mieé¢ wplyw na uzyskane wyniki.

Doktorantka wyjasnita, ze wybor stezenia pecherzykéw zewnatrzkomérkowych wynoszacego
6,5 ug/mL wynikat ze wspétpracy z zespolem prof. Ann van Soom. Wskazata, ze pracujacy w tym
zespole dr Nima Azari przeprowadzil optymalizacj¢ dawek suplementacyjnych i wykazal, iz
zastosowane stezenie zapewnia najwyzszg skuteczno$é. Doktorantka dodata, ze wyniki tych badan,
opublikowane w pazdzierniku biezacego roku, jednoznacznie wskazujg, iz w indywidualnych
hodowlach zarodkowych dawka 6,5 ug/mL zwigkszala odsetek blastocyst w 8. dniu hodowli, jak

réwniez catkowita liczbe komérek w blastocystach oraz liczbg komérek w wezle zarodkowym.

Pytanie 5: Czy moze Pani wskazaé ograniczenia lub najwigksze wyzwania podczas

prowadzenia swoich badan?

Doktorantka odpowiedziata, ze najwiekszymi ograniczeniami i wyzwaniami w trakcie
prowadzenia badan byly przede wszystkim ograniczone mozliwosci pozyskania Srodkéw finansowych
na dodatkowe cele badawcze, poniewaz finansowanie pochodzito gtéwnie ze 7rédet wydziatu i katedry.
Wskazata réwniez na utrate czesci prob w wyniku bledu aparatury, co skutkowato brakiem potencjalnie
istotnych danych. Doktorantka podkreslita takze, ze praca z follikulosomami wymagala wezesniejszej
optymalizacji oraz wigzata sie z utrudnionym dostgpem do specjalistycznego sprzgtu znajdujgcego sie
na innej uczelni, a dodatkowo material badawczy — follikulosomy — musial by¢ izolowany w Belgii.
Zaznaczyla ponadto, ze rozpoczecie doktoratu w 2020 roku, w szczytowym okresie pandemii COVID-

19, znaczaco utrudnito dostgp zaréwno do materiatu pozyskiwanego z rzezni, jak i do laboratorium.

Pytanie 5: W podsumowaniu swojej pracy napisata Pani, ze kierunkiem przysztych badan
powinno byé , zidentyfikowanie konkretnych bioelementow wewngtrz Jollikulosomow, ktore wspierajg
kompetencje oocytéw i zarodkow, a takze tych, ktore mogq Swiadczyc o ich obnizonej jakosci”. Czy

moglaby Pani zaproponowaé plan takich badan, opierajqgc sig na uzyskanych wynikach?

Doktorantka odpowiedziata, ze na podstawie uzyskanych wynikéw kierunek przysztych badan

powinien koncentrowaé si¢ przede wszystkim na identyfikacji mikroRNA przenoszonych przez



follikulosomy, poniewaz pecherzyki zewngtrzkomérkowe w znacznym stopniu transportuja wiasnie te
bioelementy, a dotychczasowe publikacje wskazuja, iz konkretne mikroRNA moga modulowa¢ m.in.
rozwdj blastocyst. Podkreslifa, ze wykrycie czasteczek odpowiedzialnych za pozytywne efekty w
hodowlach zarodkéw ma duzy potencjat aplikacyjny, zwlaszcza jako przyszle suplementy do pozywek

stosowanych w leczeniu nieptodnosci.

Doktorantka zaproponowata dwutorowy plan dalszych badaf. Po pierwsze, przewiduje izolacjg
i charakterystyke mikroRNA pecherzykow zewnatrzkomérkowych pozyskiwanych z medium po
dojrzewaniu komplekséw oocyt—cumulus zaré6wno w grupach z inhibitorami, jak i kontrolnej, a takze z
medium hodowlanego w dniu 8, kiedy rozwijaja si¢ blastocysty. Zamierza poréwna¢ te profile, w tym
réwniez analizowa¢ pecherzyki pochodzace z hodowli o najnizszej efektywnosci rozwoju blastocyst.
Po drugie, planuje poglebiona analize samych blastocyst obejmujaca oceng morfologiczng wedtug
Gardnera, analize liczby komérek w wezle zarodkowym i trofektodermie, oceng apoptozy, a takze
wykonanie biopsji trofoektodermy oraz wezta zarodkowego i osobng analizg lipidomiczng oraz
transkryptomiczng (RNA-seq) obu linii komérkowych. Doktorantka podkreslita, ze tak zaplanowane,
wielopoziomowe badania pozwolilyby odpowiedzie¢ na pytania, ktore nie mogly zostaé rozstrzygniete

w dotychczasowym ukiadzie doswiadczalnym.

Nastepnie glos zabrata Przewodniczaca Komisji Doktorskiej prof. dr hab. Izabela Szczerbal
zwracajac sie do Pan Recenzentek z pytaniem czy sa one usatysfakcjonowane odpowiedziami
uzyskanymi od Doktorantki. O glos poprosita prof. dr hab. Monika Kaczmarek, odpowiadajgc, ze
istotnie jest ona usatysfakcjonowana wypowiedziami Doktorantki, jedynie chcialaby poprosi¢ o
uzupetnienie jednej kwestii pytania zbiorczego dotyczacego metody izolacji follikulosomow, ktéra nie
znalazla wczesniej odpowiedzi — tzn. jakie markery jakosci pgcherzykéw zdaniem Doktorantki
nalezatoby wprowadzié¢ do rutyny laboratoryjnej? Recenzentka wspomniata o danych literaturowych
jak i nowych wytycznych méwigcych o zastosowaniu markeréw negatywnych dla follikulosoméw,
ktére nie zostaly zawarte w pracy. Podsumowujac, z perspektywy czasu, czy Doktorantka uwaza czy
oprécz markeréw pozytywnych ktore badata (biatek szoku cieplnego itd.) warto wprowadzi¢ do rutyny

laboratoryjnej takze markery negatywne?

Doktorantka odpowiedziata, ze swoja analize follikulosoméw prowadzita w 2023 r., a nowe
wytyczne dotyczace follikulosoméw wprowadzono rok pozniej. Dlatego charakterystyka tych struktur
byta przeprowadzona wg. starszych wytycznych. Nowe wytyczne zmienily m.in podzial
follikulosoméw czy tez podzial markeréw pozytywnych na klasy, wprowadzajgc ogélnie bardziej
szczegblowe kryteria. Wedlug Doktorantki, im szersza bytaby charakterystyka follikulosoméw, tzn.
obejmujaca kazdy marker, ktéry jest w stanie scharakteryzowaé te struktury, tym lepsze byloby

wnioskowanie w pracy i glebsza wiedza na temat materiatu, ktérego dotyczy analiza.



Prof. Kaczmarek podzickowala Doktorantce za odpowiedz i poprosita jeszcze o
doprecyzowanie odpowiedzi na pytanie prof. dr hab. Anny Ajduk dotyczacej dawki 6,5 ug/mL
follikulosoméw. Recenzentka zaznaczyla, ze poziom biatka w follikulosomach moze si¢ réznic i z tego
wzgledu nie do korica jest to dobry sposob oceny ich koncentracji. W do$wiadczeniach zespotu
badawczego Recenzentki okreslano procentowy skiad tego co podaje si¢ w medium. Czy opierajac si¢
na publikacjach przytoczonych przez Doktorantke w odpowiedziach na pytanie prof. Ajduk uwaza ona,
ze jaka$ standaryzacja koncentracji biatka proby podanej potem do pozywek do dojrzewania in vitro

jest lepszym rozwigzaniem niz te spotykane w literaturze, czy ma inne poglady na ten temat?

Doktorantka odpowiedziala, ze jest to trudne pytanie ze wzgledu rézne sposoby przeliczania
koncentracji folikulosomow spotykanych w literaturze - w niektérych byto to stgzenie biatka w innych
przeliczanie koncentracji w NTA (Nanoparticle Tracking Analysis. Doktorantka wspomniala tez, ze
poswiecily wraz z Promotorka duzo uwagi kwestii dawek suplementacyjnych, napotykajac spore
problemy w danych literaturowych, gdzie nie opisano w odpowiedni sposéb co dokfadnie i w jakich
dawkach bylo suplementowane. W zwiazku z czym nawigzano wspélprace z grupa badawcza prof. Ann
Van Soom, zajmujaca sie analiza follikulosoméw jako jednym z gléwnych zadan badawczych. Grupa
ta zaproponowata swoje rozwigzanie - suplementowanie biatkiem, co byto tez poparte opublikowanymi
juz badaniami opartymi na tym systemie. Doktorantka dodata na koniec, ze dziedzina badaf nad
follikulosomami rozwija sie dynamicznie, i weiaz z duza czgstotliwoscia pojawiaja si¢ nowe doniesienia
na ich temat, a probowanie réznych metod suplementowania jest kluczem do odpowiedzi na zadane
pytanie. Doktorantka wraz Promotorkg opieraly si¢ na doswiadczeniach innych naukowcow, ktorzy
wystandaryzowali metode suplementowania biatkiem, jednak nie ma absolutnej pewnosci ze metoda ta

jest najlepsza dostepna.

Nastepnie glos zabrata druga z obecnych Recenzentek - dr hab. Malgorzata Grzesiak, prof. UJ
proszac o podanie w jakim zakresie stezeni przebiegata optymalizacja suplementacji follikulosomami

przeprowadzona przez zespo! belgijski? Do jakiego najwyzszego stgzenia?

Doktorantka wys$wietlita slajd programu Power Point z wymaganymi informacjami,
odpowiadajac, ze zastosowana ostatecznie dawka 6,5 ug byfa najnizsza testowang dawkg. najwyzszg
dawka byto 25 ug/ml, a posrednig 12 ug/ml. Co ciekawe ta najnizsza dawka dala najlepsze efekty a

najstabsze dawka posrednia.

Prof. Grzesiak dopytala dodatkowo czy parametrem moéwiacym o skutecznosci dawki
follikulosoméw byt odsetek otrzymywanych blastocyst? Doktorantka odpowiedziata, ze owszem, wraz

z oceng ich jako$ci mierzonej na podstawie komorek catej blastocysty oraz wezta zarodkowego.

Po zakoriczeniu przez Doktorantke odpowiadania na pytania Recenzentek Przewodniczaca
Komisji Doktorskiej oglosita przystapienie do publicznej dyskusji nad rozprawa doktorska, zachecajgc

do zadawania pytan cztonkéw Komisji Doktorskiej jak i wszystkich obecnych na sali.



Prof. UPP dr hab. Piotr Pawlak:

Pytanie 1: W Pani ukladzie eksperymentalnym dodanie do pozywki folikulosoméw wyklucza inny sposéb
ich transportu do oocytu niz przez komdrki pecherzykowe. Czy widzialaby Pani scenariusz, gdzie
podajemy znakowane follikulosomy w okreslonym stezeniu do oocytu metodq ICSI, i sprawdzamy w jaki
sposéb oocyt postepuje z tak otrzymang strukturq: czy wykorzystuje cargo zawarte w follikulosomie, czy
moze poprzez przeladowanie, bgd: tez inne mechanizmy przez kanaly trans-zonalne w ostonce

przejrzystej zwraca je do komérek pecherzykowych?

Doktorantka odpowiedziata, ze nie znalazla informacji w literaturze na temat ukiadow
do$wiadczalnych, gdzie wprowadzono by follikulosomy bezposrednio do cocytu u zadnego z gatunkow.
Zdaniem Doktorantki ciekawym podejéciem bytoby wprowadzenie do oocytu follikulosoméw juz
wybarwionych, aby sprawdzi¢, czy mogg one trafi¢ z powrotem do komorek pecherzykowych. Do tej
pory niewiele wiadomo o tym jak rézne typy komérek postepuja z pobranymi follikulosomami w swoim
wnetrzu, aczkolwiek istniejg teorie na ten temat o czym wspomniala juz Pani Recenzent. W
przytoczonym wczesniej badaniu $ledzacym losy RNA przekazywanego z komorek pecherzykowych
do wnetrza oocytu obserwowano ich cofanie sig, takze tu mogtby istnie¢ podobny mechanizm.
Problemem technicznym bylaby niemozno$é przyzyciowego wybarwienia follikulosoméw na terenie
komoérek. Nalezaloby je wyizolowaé, wybarwi¢ i dopiero wprowadzi¢ do oocytu. Doktorantka
podsumowata wypowiedz stwierdzeniem, Ze istnieje duze pole do dyskusji i badan w powyzszym

temacie.

Pytanie 2: Poziom lipidéw utrzymywal si¢ na stalym poziomie w  bydlecych zarodkach
partenogenetycznych, natomiast w zarodkach uzyskiwanych z IVF spadal w okolicach aktywacji genomu
zarodka. Czy moze to wynikaé z obecnoéci lub braku genomu ojcowskiego? Jakie inne mechanizmy

regulujgce gospodarke lipidowg moglyby tu dzialaé (wynikajqce z biparentalnosci genomu)?

Doktorantka odpowiedziala na pytanie przytaczajgc dwie hipotezy postawione w przebiegu
badan. Pierwsza hipoteza mowi o tym, ze przypadku zarodkow uzyskanych przy uzyciu gamety meskiej
istnieja 2 genomy ktére musza zosta¢ zmetylowane, co wymaga duzych nakladow energetycznych -
stad taka duza utylizacja lipidéw ktérej nie zaobserwowano w zarodkach partenogenetycznych, gdzie
taka podwéjna zmiana metylacji nie miala miejsca. Druga hipoteza méwi o rozregulowanym
metabolizmie lipidow w zarodkach partenogenetycznczych, co wptywa na zmiany w jego przebiegu w

stosunku do zarodkéw uzyskanych z uzyciem gamety meskiej.

Prof. dr hab. n. med. Beata Banaszewska: Czy Doktorantka widzi jakis potencjal w metodzie 1V M,
aby poprawié¢ plodnosé pacjentek z PCOS (Zespolem Policystycznych Jajnikow)?

Doktorantka odpowiedziata, ze istnieje potencjat by wiasnie za pomocg follikulosomow

przywrécié IVM pacjentkom z PCOS u ktérych stymulacja hormonalna jest trudna, cze¢sto prowadzac



do hiperstymulacji. Nalezatoby najpierw scharakteryzowa¢ mikroRNA z follikulosoméw i znalez¢ takie
ktére maja potencjal mogacy rekompensowaé braki komoérek pacjentek z PCOS. Nastgpnie zastosowac

suplementacje follikulosomami z odpowiednio wybranymi mikroRNA.
Prof. dr hab. Marek Switonski:

Pytanie 1: Czy zarodki partenogenetyczne sq dobrym modelem dla Pani badah biorgc pod uwage
kwestie braku wiedzy o poziomie ploidalnosci takich zarodkow i odmiennym profilu metylacji DNA

wynikajgeym z jednorodzicielskiego (matczynego) pietnowania genomowego?

Doktorantka odpowiedziata, ze istotnie istnieja badania, gdzie zastosowanie modelu
partenogenetycznego ma uzasadnienie. Sporo si¢ méwi o tym modelu w kontekscie np. klonowania,
natomiast faktycznie w rozrodzie moze stanowi¢ on problem. W badaniach Doktorantki zastosowano
model partenogenetyczny u bydta, w ukladzie umozliwiajgcym poréwnanie go z zarodkami uzyskanymi
z zaplodnienia z uzyciem gamety meskiej. Natomiast w przypadku $wini czgsto stosuje si¢ aktywacje
partenogenetyczna ze wzgledu na bardzo wysoki, si¢gajacy 80% stopien polispermii przy zaptodnieniu
in vitro. Zdaniem Doktorantki, istotnie bardziej wiarygodne wyniki uzyskano by z uzyciem jedynie
zarodkéw uzyskanych z zaplodnienia z uzyciem gamety meskiej, natomiast w przypadku badan
Doktorantki i modelu $winskiego nie bylo to mozliwe. Aby w petni oceni¢ prawidtowos¢ i przydatnosc
modelu partogenetycznego nalezaloby przeprowadzi¢ badania transkryptomiczne i lipidomiczne dla
kazdego stadium zarodkowego i poréwna¢ z zarodkami uzyskanymi w wyniku zapfodnienia. To by
pozwolito wnioskowaé o zasadnosci zastosowania modelu partenogenetycznego w badaniach nad

rozrodem.

Pytanie 2: Czy tempo rozwoju bydlgcych zarodkéw partenogenetycznych bylo takie samo Jak tempo
rozwoju zarodkéw uzyskanych w wyniku zaplodnienia in vitro? W rozumieniu liczby komorek i

osigganych stadiow rozwojowych.

Doktorantka odpowiedziata, ze cale do§wiadczenie zostalo zaplanowane tak, by kolejne stadia
zarodkowe byly pobierane w tym samym czasie po zaplodnieniu. I dla bydlecych zarodkow
partenogenetycznych i niepartenogenetycznych to byly takie same czasy - takze rozwdj tych dwoch

typow zarodkow przebiegal pod tym wzglgdem tak samo.

Doktorantka przytoczyta takze nieopublikowane dane ze swoich badan, gdzie dokonywata
liczenia komoérek w zarodkach parteno- i niepartenogenetycznych. Zarodki partenogenetyczne
posiadaty tam mniejszg og6lng liczbg komérek w przeliczeniu na zarodek niz niepartenogenetyczne.
Analiza ta dotyczyta stadium moruli, wezesnych blastocyst i blastocyst. Zmniejszona liczba komérek w

zarodkach partogenetycznych jest uznanym parametrem wskazujgeym na ich obnizong jakos¢.

Prof. dr hab. Joanna Sliwowska: Jak widzi Pani zastosowanie wynikow swoich badah uzyskanych w

modelach swinskim i bydlecym w praktyce klinicznej u ludzi?



Zdaniem Doktorantki follikulosomy stanowig odpowiedZ na wiele bolgczek wspdiczesnej
embriologii klinicznej. Oprécz miRNA struktury te zawierajg fragmenty lipidéw (tzw. lipid rafts),
réznorodne biatka i enzymy. Stworzenie pelnej charakterystyki zawartosci follikulosoméw miatoby
zastosowanie na kazdym etapie w embriologii klinicznej, poczawszy od pobrania oocytow od pacjentek.
Suplementacja tych oocytéw oslabionych samg procedura pobierania, badZ tez naturalnie stabszej
jakosci, wybranymi biatkami czy miRNA pochodzacymi z follikulosoméw moglyby podnies¢ liczbg
komérek rozrodezych przydatnych w procedurach in vitro uzyskiwanych od pacjentek.

Doktorantka wspomniata tez badania dotyczace pozytywnego wplywu obecnosci follikulosoméw w
plazmie nasienia na jego jako$¢. Rodzi to mozliwos¢ suplementacji nasienia pobudzajacymi czynnikami
zawartymi w follikulosomach poprawiajacymi jego jakosé. Moglby to wplynaé na zwigkszenie
czestosci zastosowania metody zaplodnienia in vitro klasycznego kosztem metody ICSI, co wplyngtoby

z kolei na usprawnienie pracy w laboratorium embriologicznym.

Prof. dr hab. Izabela Szczerbal: Jakie sq roznice w charakterystyce follikulosoméw w kontekscie
dawcy i jego wieku?

Wedlug Doktorantki, patrzac na badania embriologiczne nad mitochondriami, czy tez
suplementowaniem ptynem pecherzykowym starszych i mtodszych samic za kazdym razem widac, ze
w kontekscie rozrodu materiat pozyskany z mlodszych, zdrowych samic daje pozytywne efekty nawet
jesli podamy jego elementy do komérek lub zarodkéw osobnikéw starszych. Tak wige suplementowaé
powinno si¢ follikulosomy pochodzace od mtodych i zdrowych osobnikéw. W badaniach doktorantki
wykonywanych w Belgii, pobierano ptyn pecherzykowy pochodzacy gtéwnie od krow rasy Belgian
Blue (rasa migsna), u ktérych nie obserwuje si¢ zaburzen energetycznych, jak ma to miejsce W
przypadku kréw mlecznych rasy Holsztyfisko-Fryzyjskiej, na ktérych Doktorantka prowadzita badania
w Polsce. Tak wiec follikulosomy wyizolowane przez doktorantk¢ w Belgii moga potencjalnie by¢
lepszej jakosci niz gdyby przeprowadzi¢ takie samo doswiadczenie w Polsce, na follikulosomach
pochodzacych od kréw z zaburzeniami metabolicznymi - wlasnie ze wzglgdu na caly stan metaboliczny

organizmu.

Prof. dr hab. Joanna Nowacka-Woszuk: Czy wiadomo jaki jest profil mikoRNA w folikulosomach
charakterystycznych dla pecherzykéw jajnikowych? I czy istniejq badania wskazujqce ze te mikroRNA
mozna by wigzaé z profilem ekspresji gendw kodujqcych biatka i jak to korelowac w kontekscie jakosci

oocylu.

Odpowiadajac, Doktorantka przytoczyla badania, w ktérych analizowano catg listg mikroRNA
ktére udato sie wykryé metodami takimi jak RNAseq. Nastgpnie wytypowane mikroRNA dodawano
np. do pozywek do hodowli zarodkéw czy dojrzewania oocytéw i na podstawie wynikow tej
suplementacji wnioskowano o funkcji danego mikoRNA. Do tej pory wyizolowano i

scharakteryzowano kilka czasteczek mikroRNA o konkretnej funkcji, np. podwyzszajace odsetek



wylegtych blastocyst po dodaniu do medium hodowlanego, czy tez mikroRNA specyficzne dla
blastocyst stabej jakosci. Podsumowujgc, Doktorantka podkreslita bardzo skape dane literaturowe

dostepne dla poruszonej kwestii.

Po udzieleniu odpowiedzi przez Doktorantke, Przewodniczaca Komisji Doktorskiej zapytata
kolejno osoby zadajace pytania, czy sa usatysfakcjonowani odpowiedziami. Po uzyskaniu twierdzacej
odpowiedzi, poinformowata o zakoriczeniu jawnej czgsci obrony i oddata glos Przewodniczacej Rady
Naukowej Dyscypliny, ktora zarzadzila przerwg w posiedzeniu Rady. W czgsci niejawnej obrad
Komisji Doktorskiej uczestniczyli czlonkowie Komisji Doktorskiej oraz Recenzentki i Sekretarz
Komisji. Przewodniczaca Komisji Doktorskiej poprosita cztonkow Komisji i Recenzentéw o wyrazenie

krétkiej opinii na temat prezentacji Doktorantki i przebiegu obrony. Glos zabrali kolejno:

Dr hab. Malgorzata Grzesiak, prof. UJ: Ocenila prezentacj¢ przygotowang przez
Doktorantke jako czytelna, klarowna, opowiedziang spokojnie. Odpowiedzi na zadane pytania byly

wyczerpujace, a z wypowiedzi Doktorantki wida¢ bylo doswiadezenie kliniczne.

Prof. dr hab. Monika Kaczmarek: Bardzo wysoko ocenita prezentacj¢ Doktorantki, ktora

zaréwno w sposobie prezentacji jak i odpowiedziach na pytania reprezentowata wysoki poziom.

Prof. dr hab. Joanna Sliwowska: Wysoko ocenila prezentacje, zwracajac uwagg na jej
klarownos¢ i syntetycznoéé. Wysoko ocenila takze sposéb wypowiedzi Doktorantki, ktory $wiadczyl o

oczytaniu.

Prof. dr hab. Tomasz Szkudelski: Wysoko ocenit caly przebieg obrony, doceniajac dobre
przygotowanie merytoryczne Doktorantki.

Prof. UPP dr hab. Marek Skrzypski: Wysoko ocenit wszystkie czgsci obrony.

Prof. dr hab. Izabela Szczerbal: Wysoko ocenila prezentacje wygloszong przez Doktorantke

oraz pochwalita znakomite merytorycznie odpowiedzi Doktorantki na zadane pytania.

Po zakoniczeniu dyskusji, Przewodniczaca Komisji Doktorskiej zarzadzita 3 tajne glosowania
w ktérych zgodnie z zasadami przyjetymi przez Rade Naukowg Dyscypliny Nauki Biologiczne udziat

wzieli cztonkowie Komisji oraz Recenzenci:

1) nad podjeciem uchwaly o przyjeciu publicznej obrony pracy doktorskiej mgr inz. Pauliny Lipinskiej-
Kranc

w glosowaniu wzigto udziat 6 oséb

Wynik gtosowania: 6 — tak, 0 — nie, 0 — wstrzymujacych sig.



2) nad podjeciem uchwaly o wystgpieniu przez Komisjg Doktorskq do Rady Naukowej Dyscypliny Nauki
Biologiczne Wydzialu Medycyny Weterynaryjnej i Nauk o Zwierzgtach Uniwersytetu Przyrodniczego
w Poznaniu o nadanie mgr inz. Paulinie Lipinskiej-Kranc stopnia naukowego doktora w dziedzinie
Nauk Scistych i Przyrodniczych, dyscyplinie Nauki biologiczne
w glosowaniu wziglo udziat 6 oséb
Wynik glosowania: 6 — tak, 0 — nie, 0 — wstrzymujacych sig
3) nad podjeciem uchwaly o wystqpieniu przez Komisje Doktorskq do Rady Naukowej Dyscypliny Nauki
Biologiczne Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu o wyrdznieniu pracy doktorskiej mgr inz.
Pauliny Lipinskiej-Kranz
w glosowaniu wziglo udziat 6 os6b

Wynik glosowania: 6 — tak, 0 — nie, 0 — wstrzymujgcych sig

Przewodniczaca Komisji Doktorskiej podsumowata wyniki glosowania. Komisja Doktorska
powolana do przeprowadzenia postgpowania w sprawie nadania mgr inz. Paulinie Lipinskiej-Kranc
stopnia naukowego doktora, poparfa przyjecie obrony rozprawy doktorskiej, wniosek do Rady
Naukowej Dyscypliny Nauki biologiczne o nadanie stopnia doktora oraz wniosek o wyréznienie pracy

doktorskiej. Przewodniczacy Komisji Doktorskiej zamkneta niejawng czgs¢ posiedzenia.

Nastepnie Przewodniczaca wznowita posiedzenie Rady i przedstawita opinie Komisji
Doktorskiej. W tej czgsci posiedzenia uczestniczyli czionkowie Rady Naukowej Dyscypliny Nauki
biologiczne, Komisja Doktorska, Recenzenci, Promotor oraz Sekretarz. Przewodniczaca Rady

Naukowej Dyscypliny zwrécita si¢ do zebranych z pytaniem, czy chcieliby wyrazi¢ swoja opinig.
Nastepnie Przewodniczaca zarzadzita dwa tajne glosowania:

1) w sprawie nadania mgr inz. Paulinie Lipiskiej-Kranc stopnia naukowego doktora w

dziedzinie Nauk Scistych i Przyrodniczych, dyscyplinie Nauki biologiczne.

w glosowaniu wziglo udziat 6 oséb
Wynik gtosowania: 6 —tak, 0 — nie, 0 — wstrzymujacych sig

2) w sprawie wyréznienia pracy doktorskiej mgr inz. Pauliny Lipinskiej-Kranc

w glosowaniu wzigto udziat 6 osob

Wynik glosowania: 6 — tak, 0 — nie, 0 — wstrzymujacych si¢

Rada Naukowa Dyscypliny Nawuki Biologiczne podjeta decyzj¢ o nadaniu mgr inz. Paulinie
Lipinskiej-Kranc stopnia naukowego doktora w dziedzinie Nauk Scistych i Przyrodniczych, dyscyplinie

Nauki biologiczne.



Na zakoriczenie prof. dr hab. Joanna Sliwowska - Przewodniczaca Rady Naukowej Dyscypliny
Nauki biologiczne zlozyta gratulacje Doktorantce, nastgpnie oddata jej glos. Doktorantka zlozyla

podziekowania wszystkim osobom, ktére pomogly jej w osiggnigciu kolejnego etapu rozwoju

naukowego.
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Sekretarz Przewodniczaca Komisji Doktorskiej

mgr inz. Marcelina Osyra prof. dr hab. Izabela Szczerbal



