Zalacznik nr 1
do uchwaty Nr 24 Senatu UMK
z dnia 25 lutego 2025 r.

WNIOSEK PROJEKTU DOKTORSKIEGO
Szkota Doktorska Nauk Medycznych i Nauk o Zdrowiu

IMIE I NAZWISKO prof. dr hab. Alina WozZniak
AUTORA PROJEKTU

AFILIACJA AUTORA Katedra Biologii i Biochemii Medycznej CM UMK,

PROJEKTU (iteclintgvsﬂ;a e tel.: 585 3737, 585 3740, kom. 607081177
organizacyjna, t€i€ion Kon oWy, e .
afines i) e-mail: al1103@cm.umk.pl

DYSCYPLINA NAUKOWA, W

RAMACH KTOREJ PROJEKT o
NAUKI FARMACEUTYCZNE
BEDZIE REALIZOWANY ¢

(zaznaczy¢ wiasciwg)
® NAUKI MEDYCZNE

®* NAUKI O ZDROWIU

CZESC A:
OPIS PROJEKTU

1. TEMAT PROJEKTU:

Ocena zaleznodci miedzy parametrami andrologicznymi a statusem oksydoredukcyjnym nasienia
ludzkiego poddanego konserwacji niskotemperaturowej. ‘

2. STRESZCZENIE PROJEKTU (max. 1000 znakéw ze spacjami):

Celem projektu jest kompleksowa ocena wplywu procedur konserwacji niskotemperaturowej na
status oksydoredukcyjny oraz profil immunologiczny nasienia ludzkiego. Badanie zostanie
przeprowadzone na zanonimizowanym materiale biologicznym. Projekt zakiada okreslenie
wplywu parametréw fizycznych procesow zamrazania i rozmrazania oraz czasu przechowywania
w niskiej temperaturze na integralno$¢ struktur komoérkowych plemnikéw i stabilnosé
biochemiczng plazmy nasiennej. Analizie poddane zostang kluczowe markery stresu
oksydacyjnego, aktywnos¢ bariery antyoksydacyjnej oraz wybrane regulatory procesOw zapalnych.
Istotnym elementem pracy bedzie analiza dynamiki badanych wskaznikow w kontekscie
wyjéciowych cech andrologicznych dawcéw, co pozwoli okresli¢ ich podatnos¢ na zmiany
wywotane procesami kriokonserwacji. Uzyskane wyniki pozwola na optymalizacj¢
laboratoryjnych protokotéw bankowania komérek rozrodezych i lepsza predykeje ich jakoscei po
rozmrozeniu.




3. CEL NAUKOWY PROJEKTU 1 ZNACZENIE PODJETEGO
PROBLEMU BADAWCZEGO (max. 3000 znakéw ze spacjami):

Gléwnym celem naukowym projektu jest okreslenie zalezno$ci migdzy wyjsciowym profilem
kliniczno-andrologicznym pacjentéw a intensywnoscig zmian w statusie oksydoredukcyjnym oraz
profilu immunologicznym nasienia ludzkiego, indukowanych procedurami konserwacji
niskotemperaturowej. Projekt zmierza do zweryfikowania hipotezy, czy podstawowe parametry
bioprofilu nasienia §wiezego (takie jak koncentracja, ruchliwos¢, budowa morfologiczna oraz
obecnodé¢ reakcji leukocytarnej) mogg stanowi¢ niezalezne czynniki predykcyjne okreslajgce
stopien podatnosci komorek rozrodczych na subletalne uszkodzenia biochemiczne i molekularne
zachodzace podczas mrozenia.

Wspblezesna diagnostyka andrologiczna w procedurach wspomaganego rozrodu opiera si¢ w
znacznej mierze na subiektywnej ocenie mikroskopowej materiatu po rozmrozeniu. Metody te
pozwalaja na okreslenie podstawowych cech fizycznych plemnikéw, nie odzwierciedlaja jednak
ukrytych zniszczen struktur wewnatrzkomorkowych oraz integralnosci materiatu genetycznego.
Istnieje istotna nisza badawcza dotyczaca wplywu fizycznych aspektéw samej technologii
laboratoryjnej — w tym tempa obnizania temperatury oraz strategii ogrzewania probki, a takze czasu
przechowywania — na stabilno$¢ biologiczng nasienia.

Znaczenie podjetego problemu badawczego opiera si¢ na probie wyjasnienia mechanizmow
molekularnych odpowiedzialnych za spadek potencjatu zredukowanego nasienia pod wptywem
szoku termicznego. Poprzez celowe odizolowanie markeréw czystego stresu oksydacyjnego od
mediatoréw proceséw zapalnych, projekt pozwoli;na doglgbne zrozumienie, w jaki sposéb utajone
stany zapalne lub zaawansowany wiek dawcow predysponujg komérki do przedwezesne;
degradacji w srodowisku niskotemperaturowym. Dodatkowo, wdrozenie sparowanego modelu
badawczego (poréwnanie materiatu §wiezego i rozmrozonego od tego samego pacjenta) umozliwi
precyzyjne prze$ledzenie dynamiki tych zmian w czasie.

Wymiar aplikacyjny projektu polega na mozliwosci wypracowania nowych, zoptymalizowanych
standardéw kontroli jakosci w laboratoriach andrologicznych. Zrozumienie biochemicznego
podloza kriouszkodzen pozwoli na odejscie od uniwersalnych protokotow bankowania na rzecz
personalizacji procedur laboratoryjnych, dopasowanych do indywidualnego profilu pacjenta, co ma
kluczowe znaczenie dla zwickszenia efektywnosci procedur biotechnologicznych w medycynie.

4. KONCEPCJA I PLAN BADAN Z UWZGLEDNIENIEM METODYKI (max.
4000 znakéw ze spacjami):

Material badawczy i aspekty etyczne

Badania zostana przeprowadzone na zanonimizowanym, nadmiarowym materiale biologicznym
(ludzkie nasienie) od ok. 100 0sdb, o charakterze materiatu odpadowego, pozyskanym w toku
rutynowej diagnostyki laboratoryjnej, ktory po wykonaniu procedur medycznych uleglby
utylizacji. Przed rozpoczgciem analiz probki oraz powigzane z nimi dane fenotypowe zostang
poddane catkowitej, nieodwracalnej anonimizacji, co wyklucza mozliwos¢ identyfikacji
pacjentéw. Projekt zostanie przediozony Komisji Bioetycznej.

Koncepcija eksperymentu i podzial na grupy

Zalozeniem projektu jest wielokierunkowa ocena stabilnosci biochemicznej materialu w
zaleznosci od modyfikacji fizycznych parametrow procedury niskotemperaturowej oraz od czasu
mrozenia. Probki zostana podzielone na grupy badawcze w oparciu o dwa niezalezne kryteria:
- kryterium kliniczno-andrologiczne: podzial w oparciu o wyjsciowa koncentracje, ogdlng
ruchliwoé¢, budowe morfologiczng plemnikow, obecnos¢ odczynu leukocytarnego w materiale
Swiezym.
- kryterium technologiczne: podzial materiatu od tego samego dawcy na sparowane podprobki
(alikwoty) poddawane odmiennym procedurom fizycznym.
Probe kontrolng bedzie stanowit materiat $wiezy, niepoddany mroZeniu.




Plan i etapy badan laboratoryjnych

Etap I (Ocena wyjsciowa i zabezpieczenie proby): Po wykonaniu rutynowej diagnostyki
andrologicznej, nadmiarowa objeto$é $wiezego nasienia zostanie zanalizowana pod katem
obecnosci ostrego odezynu zapalnego. Nastepnie materiat zostanie podzielony na porcje badawcze.
Etap II (Procedura mrozenia): Porcje badawcze zostang poddane zréznicowanym protokolom
obnizania temperatur w warunkach zamrazania mechanicznego: protokotowi mrozenia szybkiego
(bezposrednia ekspozycja na docelowa temperature niskg) oraz protokotowi mrozenia etapowego
(kontrolowane, stopniowe schladzanie probki). Material bgdzie przechowywany w stanie
zamrozonym do momentu weryfikacji.
Etap I (Procedura rozmrazania): Zamrozone probki zostang przywrdcone do stanu plynnego przy
uzyciu dwoch odmiennych strategii: rozmrazania szokowego (gwaltowne ogrzanie w temperaturze
optymalnej dla komérek) oraz rozmrazania powolnego (w temperaturze pokojowej).
Probki beds si¢ rowniez roznity czasem mrozenia.

Metody analityczne

Materiatl zostanie rozdzielony metodg wirowania na dwie frakcje: plazme nasienng (naddatek)
oraz osad komorkowy (plemniki), ktéry zostanie poddany procedurze lizy chemicznej lub
termicznej w celu uwolnienia struktur wewngtrzkomorkowych. W obu frakcjach oznaczona
zostanie dynamika zmian biochemicznych za pomoca nastgpujacych technik:

¢ Metody immunoenzymatyczne (testy ELISA): wykorzystane do precyzyjnego ilosciowego
oznaczenia stezen specyficznych mediatorow proceséw zapalnych (cytokin) oraz
molekularnych markeréw oksydacyjnego uszkodzenia materiatu genetycznego. (DNA)
plemnikow. Walidacja testow: opiera¢" si¢ bedzie na fabrycznych standardach
referencyjnych oraz sparowanych probach §wiezej plazmy zapalne;.

e Metody spektrofotometryczne: zastosowane do oceny intensywnosci procesu peroksydacji
lipidéw blon komérkowych, pomiaru aktywnosci bariery antyoksydacyjnej, w tym
kluczowych enzyméw wehodzacych w sktad komérkowych barier antyoksydacyjnych oraz
wyznaczenia catkowitego statusu antyoksydacyjnego (TAS) probki.

Analiza statystyczna

Wyniki zostang poddane analizie statystycznej z wykorzystaniem testow parametrycznych lub
nieparametrycznych (w zaleznosci od rozkladu danych) dla prob niezaleznych (poréwnania miedzy
grupami andrologicznymi) oraz prob zaleznych (poréwnanie efektow roznych technik mrozenia i
rozmrazania oraz czasu mrozenia w obrebie materiatu od tego samego dawcy). Za poziom
istotnosci zostanie przyjete p < 0,05.

5. SPODZIEWANE ZNACZENIE WYNIKOW BADAN Z OKRESLENIEM
WPLYWU NA ROZWOJ DYSCYPLINY (max. 1500 znakéw ze spacjami):

Realizacja projektu przyniesie istotne rezultaty zaréwno o charakterze poznawczym, jak 1
aplikacyjnym, wywierajac bezposredni wplyw na rozwdj nauk medycznych i nauk o zdrowiu w
dyscyplinie nauki medyczne. Wymiar poznawczy opiera si¢ na precyzyjnym opisaniu kinetyki
zmian immunologicznych i oksydoredukcyjnych zachodzacych w komoérkach rozrodezych pod
wplywem stresu termicznego. Wykazanie korelacji migdzy obecnoscig utajonych procesow
zapalnych a powtérnym zalamaniem enzymatycznych barier obronnych po rozmrozeniu pozwoli
na glebsze zrozumienie molekularnego podtoza kriouszkodzen, co stanowi istotny wklad w teori¢
biologii komorki.

W wymiarze praktycznym (aplikacyjnym) uzyskane wyniki dostarczg laboratoriom
andrologicznym oraz bankom komoérek rozrodczych gotowych wytycznych metodologicznych.
Okreslenie, ktére parametry fizyczne procedur (tempo zamrazania oraz strategie rozmrazania)
minimalizuja subletalne zniszczenia struktur komérkowych i materialu genetycznego, umozliwi




modyfikacje i standaryzacje rutynowych protokotéw laboratoryjnych. Dodatkowo, potencjalne
udowodnienie zaleznosci miedzy wiekiem dawcy a stabilno$cig biochemiczng probki moze
otworzy¢ droge do personalizacji procedur bankowania (np. poprzez celowang modyfikacje
mediow ostonowych), co przelozy si¢ na realne zwigkszenie bezpieczenstwa i efektywnosci
procedur wspomaganego rozrodu.

6. PLANOWANA FORMA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ

®* MANUSKRYPT - tradycyjna forma rozprawy nieopublikowane;

® CYKL PUBLIKACIJI — spdiny tematycznie zbior opublikowanych artykulow

®* TRYB HYBRYDOWY - spéjny tematycznie zbiér opublikowanych

artykutéw i nieopublikowanych manuskryptow
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