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RECENZIJA

rozprawy doktorskiej mgr. Przemystawa Zakrzewskiego p.t. ""Udzial miozyny VI w procesie
spermiogenezy u myszy"* wykonanej pod kierunkiem dr. hab. Marty Lenartowskiej, prof.
UMK jako promotora i dr Anny Suwinskiej jako promotora pomocniczego.

1. Glowne zalozenia rozprawy

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska mgr. Przemystawa Zakrzewskiego to
zbior trzech publikacji stanowigcych tematyczng catos¢. Tematyka tych publikacji dotyczy
udziatu miozyny VI (MYO6) w tworzeniu wyspecjalizowanych struktur komorkowych
zaangazowanych w rézne etapy dojrzewania spermatyd i uwalniania plemnikow do
kanalikow nasiennych. W kazdej z tych publikacji stawiane sg odrebne cele wyptywajace z
réznych przestanek, dlatego w autorskim komentarzu Doktorant postawil ogélng hipoteze i
sprecyzowat szczegotowe cele rozprawy. W oparciu 0 wczesniejsza wiedze Doktorant
postawit hipotezg, ze ,,MYO6 jest bialkiem zaangazowanym w prawidtowy przebieg pdznej
fazy spermatogenezy u ssakéw”. By te hipoteze zweryfikowa¢ Pan Zakrzewski sformutowat
pig¢ celow, ktore pozwolity mu na zidentyfikowanie izoform MYO6 w jadrach samcow
myszy, sprawdzenie ich lokalizacji w strukturach komorkowych spermatyd i przylegajacych
do nich podporowych komorek Sertolego, stwierdzenie z jakimi biatkami spermatyd
oddziatuje MYOG6 1 ktére funkcje komoérkowe ulegajg zaburzeniu na skutek braku aktywne;j
miozyny VI. Na koniec Doktorant sprawdzit, czy u zmutowanych myszy parametry
wplywajace na zdolnos$¢ plemnikow do zaptodnienia sg zmienione. Dzigki realizacji tak
postawionych celow rozprawa tworzy logiczng cato$¢. Badania opisane w kolejnych

publikacjach sg konsekwencjg wynikow uzyskanych w poprzednich.



2. Zastosowane podejscie eksperymentalne i otrzymane wyniki

Eksperymentalnym modelem wykorzystanym w badaniach byty myszy typu dzikiego
oraz homozygotyczne i heterozygotyczne myszy z mutacjg w allelu sv kodujagcym
niefunkcjonalng MYO6, tzw. myszy Snell’s waltzer. Badania byly przeprowadzone z
zachowaniem wszelkich obowigzujacych przepisoOw dotyczacych etyki pracy ze zwierzgtami.
Materiatem badawczym byty mikroskopowe skrawki jader pobranych od mysich samcow
oraz preparaty pojedynczych spermatyd wraz z przylegajacymi do nich fragmentami komorek
Sertolego, ktore wyizolowano z kanalikow nasiennych. Materiat ten poddano szerokim
analizom biochemicznym i mikroskopowym — RT-PCR, Western Blott,
koimmunoprecypitacja, metody cytochemiczne i immunocytochemiczne, ktore zastosowano
w mikroskopii epifluorescencyjnej, konfokalnej i elektronowej. Z o$§wiadczen wspotautoréw
dotaczonych do rozprawy oraz informacji zamieszczonych w publikacjach wynika, ze
Doktorant byt wykonawca wszystkich doswiadczen, ktore przeprowadzit samodzielnie lub z
pomoca doswiadczonych badaczy. Szeroki zakres stosowanych metod jest godny uznania, a
jako$¢ otrzymanych wynikéw wskazuje na doskonate opanowanie uzywanych technik.

W pierwszym etapie badan opublikowanych w Histochemistry and Cell Biology
(2017, 148: 445-462), Doktorant i jego wspotpracownicy stwierdzili, ze warianty MY O6
obecne w jadrach myszy to izoformy SI i Nol. Swietna jako$¢ uzyskanych obrazow
mikroskopowych umozliwita Doktorantowi zlokalizowanie MYO6 i jej kolokalizacje¢ z
aktyng w komorkach podczas trzech etapow spermiogenezy. We wczesnej fazie
spermiogenezy MY O6 jest obecna w aparacie Golgiego i proakrosomalnych pecherzykach, a
nastgpnie pojawia si¢ W akroplaksomie. W poznej fazie dojrzewania znaleziono ja nie tylko w
kompleksie akrosom-akroplaksom ale rowniez w apikalnej specjalizacji powierzchniowej
komorek Sertolego. W pracy opublikowanej w Biology of Reproduction (102: 868-875, 2020)
obecnos¢ MYO6 stwierdzono rowniez w kompleksach cewkowo-butawkowatych
wytwarzanych na granicy pomigdzy gtoéwka spermatydy i komorka Sertolego w VI stadium
cyklu spermatogenetycznego. Wysokorozdzielcze techniki mikroskopowe umozliwity
precyzyjne zlokalizowanie MYOG6 w réznych rejonach cewek. Wraz ze wspotpracownikami
Pan Zakrzewski wykazal po raz pierwszy, ze MYOG6 jest obecna w aktyno-zaleznych,
swoistych dla ssaczych jader strukturach komorkowych.

Analizy tkanek i komoérek pobranych od myszy Snell’s waltzer pozwolity
Doktorantowi okresli¢ znaczenie MYOG6 dla procesow w ktore sa zaangazowane organelle i
struktury komoérkowe zwigzane z tg formg miozyny. Badania opublikowane w dwoch
numerach Biology of Reproduction wykazaty, ze u zwierzat pozbawionych MYOG6 dochodzi

do strukturalnych zaburzen w aparacie Golgiego, nieprawidlowy transport pecherzykowy,



asymetria akrosomu, zaburzenia struktury i endocytozy w obrebie cewek butawkowatych.
Dalsze szczegotowe analizy pozwolity na stwierdzenie, ze sposrod znanych biatek
adaptorowych wigzacych MYO6 w procesie spermiogenezy uczestniczy TOM1/L2 i GIPCL.
Kolokalizacja MYO6 z biatkami adaptorowymi umozliwita zaproponowanie mechanizmu
dziatania MYOG6 i roli tego biatka w procesie spermiogenezy. Stwierdzono, ze MYO6
uczestniczy w kotwiczeniu i pozycjonowaniu ziarna akrosomalnego oraz w procesie
endocytozy potgczen migdzykomédrkowych w obrebie cewek butawkowatych. W analizach
ptodnosci, w ktorych homozygotyczne samce Snell’s waltzer byty krzyzowane z
heterozygotycznymi samicami, Doktorant potwierdzit obnizong liczbe potomstwa samcow
myszy Snell’s waltzer i potaczyt ten fakt bezposrednio z brakiem MY O6. Poniewaz analizy
strukturalne 1 funkcjonalne nie wykazaly zauwazalnych réznic pomig¢dzy dojrzaltymi
plemnikami pobranymi od myszy typu dzikiego i Snell’s waltzer, 10 zastanawiam sig, czy za
zmniejszenie liczby potomstwa nie sa tez odpowiedzialne defekty innych procesow
spowodowane brakiem MYO6 w organizmach homozygotycznych mysich ptodéw, co
mogtoby prowadzi¢ do ich wczesnego obumierania. Prosz¢ Doktoranta o przedyskutowanie
takiej mozliwosci.

Opublikowanie wynikéw badan w uznanych miedzynarodowych czasopismach o
wysokim wspotczynniku oddziatywania §wiadczy o tym, Ze prace te spotkaly si¢ z uznaniem
miedzynarodowego srodowiska naukowego. Jako recenzent zbioru prac mogg jedynie
potwierdzi¢, ze te wnikliwe badania byty konsekwentnie rozwijane i dostarczyty nowych,

wczesniej nieznanych informacji na temat mechanizmow spermiogenezy u ssakow.

3. Struktura pracy

Swoja rozprawe doktorska Pan mgr Przemystaw Zakrzewski przedstawit w formie
zbioru trzech powigzanych tematycznie artykutlow naukowych opublikowanych w jezyku
angielskim w czasopismach znajdujacych si¢ na liscie czasopism punktowanych MNiSW,
opatrzonych wprowadzeniem i autorskim komentarzem w jezyku polskim oraz streszczeniami
w jezyku polskim i angielskim. Rozprawa zostata uzupetniona rozwazaniami na temat
mozliwos$ci rozwoju dalszych badan oraz informacjami o najwazniejszych osiggnigciach
Doktoranta. Do rozprawy dolaczone zostaly o§wiadczenia wspotautoréw publikacji dotyczace
ich udzialu w powstaniu artykutow. Tak przedstawione osiggniecia pozwalajg na ocene
rozprawy oraz zaangazowania doktoranta w powstanie dzieta stanowigcego podstawe
rozprawy.

Format publikacji odpowiada wymaganiom stawianym przez redakcje pism, zatem

catkowicie spelnia wysokie standardy publikacji naukowych. Autorski komentarz zostat



podzielony na sze$¢ podrozdziatow. We ,,Wstepie” Autor wprowadza czytelnika w
teoretyczne zagadnienia dotyczace struktury i funkcji miozyny VI oraz mechanizméow
spermiogenezy. Do tej czg¢sci autorskiego komentarza zostata dotgczona praca przegladowa
na temat udzialu miozyny VI w procesie endocytozy, ktorg Doktorant we wspotautorstwie z
Prof. Lenartowska opublikowali w Postgpach Biochemii w roku 2014, czyli jeszcze przed
rozpoczeciem przez niego studiow doktoranckich. Chociaz artykut jest bardzo interesujacy, to
wydaje mi si¢, ze wstawienie go do rozprawy zaburza sp6jno$¢ opisu zawartego w autorskim
komentarzu. Na przyktad budowa MY O6 jest opisana na stronie 5 autorskiego komentarza i
na stronie 324 przegladowki, a termin ,.koniec minus” uzyty na samym poczatku komentarza
znajduje wyjasnienie dopiero w przegladéwce. Ponadto, szeroki opis mechanizmow
endocytozy zawarty w artykule przegladowym zbytnio odwodzi czytelnika od kwestii
bezposrednio zwigzanych z badaniami prowadzonymi w ramach rozprawy. Rycina 1, ktora
Doktorant skompilowat z rycin zawartych w publikacjach 2 i 3 demonstruje fazy procesu
spermiogenezy. W schemacie tym brakuje wyraznych opiséw poszczegdlnych struktur.
Trudno si¢ doszuka¢ w nim akroplaksomu, gdyz w opisie pod rycing Autor podat, ze struktura
ta jest zaznaczona kolorem zo6ttym, a na rycinie zottym kolorem zaznaczono przede
wszystkim cytoplazme komorki Sertolego i spermatydy. Ani na rycinie ani w tekscie
Doktorant nie wyjasnit, w ktorej komorce — spermatydzie, czy komorce Sertolego, jest
tworzona apikalna specjalizacja powierzchniowa. Odpowiednig informacj¢ znalaztam dopiero
w publikacjach.

Kolejna czgs¢ autorskiego komentarza to ,,Hipoteza 1 cele badawcze”, w ktorych
Autor w klarowny sposob ujat gtowna hipoteze i przedstawit cele, z odnosnikami do
publikacji, w ktorych zostaty one zrealizowane.

W rozdziale ,,Model badawczy oraz metody eksperymentalne” opisane zostaly myszy
Snell’s waltzer, rodzaj pobieranego od nich materiatu i metody analizy. Opis metod jest
zwarty i klarowny, a szczegoty sg zawarte w publikacjach. Luke stanowi jedynie brak
informacji na temat cyklu spermatogenetycznego. Na stronie 11 i 16, jak rowniez w
publikacji 3, Autor pisze o VII stadium cyklu. Mozna si¢ domysli¢, ze jest to stadium
poprzedzajace spermiacje, ale we ,,Wstepie” nie doszukatam sie opisu catego cyklu.

,Glowne tezy rozprawy doktorskiej” to rozdzial w ktorym Doktorant opisal uzyskane
wyniki. Za bardzo udany zabieg uwazam podzielenie tekstu na paragrafy, ktorych tytuty sa
jednoczesnie gldownym wnioskiem wyplywajacym z opisywanej czesci badan.

W rozdziale ,,Perspektywy dalszych badan” Pan Zakrzewski wskazat sie¢ interakcji

MYO6 z biatkami, ktorych dotychczas nie analizowat. Swiadczy to o zdolno$ci Doktoranta



do stawiania hipotez na podstawie réznorodnych przestanek, co jest podstawowa
umiejetnoscig charakteryzujaca dobrego naukowca.

Pod wzgledem jezykowym publikacje sg napisane w nienaganny sposob, co Z uwagi
na znakomitych wspoétautoréw, nie jest zaskakujace. Czes$¢ autorska w jezyku polskim jest
napisana dobrym naukowym jezykiem, chociaz w kilku miejscach tekst ten mozna by podda¢
dodatkowej edycji. Dla przyktadu, w drugim akapicie ,,Wprowadzenia” Autor uzyt
tautologicznego sformutowania ,,strukturalnej integralnosci unikalnych struktur”, co brzmi
troche jak struktura struktury. Z kolei, na stronie 10 Doktorant pisze o ,,potencjalnych partnerach
interakcji MYO6”, co nie jest bledem, cho¢ po polsku méwimy raczej o biatkach oddziatujacych z
MYO6 lub partnerach wigzacych MYO6. Tego typu pomytki nie sa jednak liczne i nie maja
wplywu na méj pozytywny odbior pracy.

5. Osiagniecia doktoranta

Szczegolng uwage warto zwrdcic¢ na dotychczasowa aktywnos$é i osiggnigcia naukowe
Doktoranta. Oprécz trzech publikacji, ktore sg podstawa jego rozprawy doktorskiej, Pan
Przemystaw Zakrzewski jest wspotautorem dwoch innych prac doswiadczalnych
opublikowanych w pismach znajdujacych si¢ na liscie JCR.

Podczas studiow doktoranckich zdobyt dwa granty uczelniane dla mtodych
naukowcow, byt kierownikiem grantu ,,Preludium” oraz uzyskat stypendium ,,Etiuda”
przyznawane przez Narodowe Centrum Nauki. Zdobycie az dwoch grantow w konkursach
NCN, jest rzadkim osiggni¢ciem 1 zastuguje na szczegdlne uznanie.

Doktorant odbyt dwa kilkumiesigczne staze krajowe w Instytucie Nenckiego w
Warszawie oraz trzy staze zagraniczne na Uniwersytecie w Cambridge. Na uwage zastuguje
fakt, ze byt nie tylko beneficjentem, ale tez inicjatorem wspotpracy z Prof. Folma Buss.

Pan mgr Zakrzewski byt tez aktywnym uczestnikiem migdzynarodowych konferencji,
a na udziat w tych wydarzeniach zdobywat srodki w formie stypendiow. Jego prezentacje
posterowe i referaty byly Swietnie oceniane i nagradzane. Najbardziej prestizowe nagrody,
ktore zdobyt to nagroda za najlepsza prezentacje posterowa podczas 44" European Muscle

Conference i I nagroda za najlepsza prezentacje ustng na 18" FEBS Young Scientst’s Forum.

6. Podsumowanie
Przedtozona do oceny rozprawa jest niezmiernie interesujagcym studium nad udziatem

miozyny VI, unikalnego biatka motorycznego, w procesach spermiogenezy u myszy.



Doktorant wykazal si¢ umiej¢tnoscia rozwigzywania naukowych problemow oraz
prowadzenia eksperymentow z uzyciem zaawansowanych technik biochemicznych i
mikroskopowych. Jako autor korespondujacy trzech publikacji udowodnit, ze potrafi
prowadzi¢ naukowa dyskusje¢ i udziela¢ odpowiedzi na uwagi recenzentow.

Stwierdzam, iz rozprawa doktorska Pana mgr. Przemystawa Zakrzewskiego spetnia
warunki okreslone w Art. 187 Ustawy ,,Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce” z dnia 20
lipca 2018 i wnosze do Wysokiej Rady o dopuszczenie Doktoranta do dalszych etapéw
przewodu doktorskiego.

7 uwagi na nowatorski charakter pracy prowadzacy do zrozumienia podstawowych
procesOw zyciowych na poziomie molekularnym i komorkowym, migdzynarodowa
wspotprace, w ktorej Doktorant aktywnie uczestniczyt i1 jego wiodaca role w opublikowanych
artykutach, wnosze do Wysokiej Rady o wyréznienie rozprawy doktorskiej mgr.

Przemyslawa Zakrzewskiego.

prof. dr hab. Joanna Moraczewska



