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Ocena rozprawy doktorskiej Pana mgr Przemystawa Zakrzewskiego pt. ,,Udziat miozyny VI w

procesie spermiogenezy u myszy”

Zdolnos$¢ do generowania aktywnego ruchu nalezy niewatpliwie do jednej z najbardziej
charakterystycznych cech organizméw zywych. W $wiecie organizmoéw zywych aktywny ruch
przejawia sie na bardzo wielu poziomach organizacyjnych, od poziomu molekularnego zaczynajgc na
ruchu catych organizmoéw a nawet populacji koriczac. Niezwykle interesujgce jest to, ze réznorodne
typy ruchéw opierajg sie na kilku gtéwnych mechanizmach molekularnych. Jednym z najbardziej
znanych mechanizméw generowania ruchu jest oddziatywanie motoréw molekularnych z grupy
miozyn z filamentami aktynowymi. W tej grupie biatek szczegdine zainteresowanie wzbudza miozyna
VI, ktéra w odréznieniu od innych poznanych dotagd miozyn porusza sie kierunku minus filamentu
aktynowego. Co wiecej, oprécz roli w generowaniu ruchu, biatko to jak wykazuje wiele ostatnich
badan jest rowniez zaangazowane w szereg innych proceséw biologicznych. Nic dziwnego zatem, ze
od wielu lat trwajg intensywne badania majgce na celu okreslenie roli miozyny VI w funkcjonowaniu

komarki.

Przedstawiona do oceny praca doktorska dotyczy roli miozyny VI w procesie spermiogenezy u
myszy i jest w pewnym sensie kontynuacjg niezwykle interesujacych badan prowadzonych przez
promotora pracy, Panig dr hab. Marte Lenartowskg, prof. UMK. Jej badania dotyczyty udziatu
miozyny VI w organizacji i dynamice cytoszkieletu aktynowego podczas indywidualizacji spermatyd u
Drosophila melanogaster. Zatem, oceniana praca doktorska zostata wykonana w zespole majgcym
olbrzymie do$wiadczenie w tego rodzaju badaniach i pod opiekg promotora o bardzo duzych

osiggnieciach naukowych w tej dziedzinie.

W szczegdlnosci, w przedstawionej do recenzji pracy Pan mgr Przemystaw Zakrzewski staraf

sie obroni¢ przedstawiong na wstepie hipoteze zaktadajgcg, ze biorgc pod uwage to, ze cytoszkielet
UL. GRONOSTAJOWA 7

30-387 KRAKOW

TEL. +48 (12) 664 61 42, FAX: +48 (12) 664 62 09

EMAILZ.MADEJA@UJ.EDU.PL




W szczegélnoéci, w przedstawionej do recenzji pracy Pan mgr Przemystaw Zakrzewski starat
sie obroni¢ przedstawiong na wstepie hipoteze zaktadajacg, ze biorgc pod uwageg to, ze cytoszkielet
aktynowy odgrywa wazna role w spermigenezie u kregowcéw oraz wczesniejsze doniesienia o roli
miozyny VI w procesie indywidualizacji spermatyd u Drosophila melanogaster mozliwe jest, ze biatko

to moze by¢ réwniez zaangazowane w przebieg spermiogenezy u myszy.

0d strony formalnej przedstawiona do recenzji rozprawa stanowi zbiér 3 opublikowanych i
powigzanych tematycznie artykutéw naukowych, uzupetniony obszernym wprowadzeniem i
komentarzem autorskim i zakoczony streszczeniem w jezyku polskim i angielskim, listg publikacji
wchodzacych w sktad doktoratu, o$wiadczeniami wspétautorédw publikacii oraz krétkim opisem
perspektyw kontynuacji badan. Mozliwosé takiego przedstawienia rozprawy doktorskiej jest zgodna z
Art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 ,,Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce”. Mozliwo$¢
przygotowania pracy doktorskiej w takiej formie wzbudzata wiele watpliwosci i dyskusji w Srodowisku
naukowym i miata réwnie wielu zwolennikéw jak i przeciwnikéw. Najczesciej zgtaszane watpliwosci
dla tej formuty dotyczyty trudnosci w ocenie udziatu doktoranta w tworzeniu pracy w przypadku
artykutéw wieloautorskich oraz mozliwosci wykorzystywania tych samych publikacji w wielu
przewodach. Zdaniem recenzenta, takie watpliwosci w przypadku ocenianej pracy sg zupetnie
bezzasadne. Gdybym miat przedstawié¢ przyktad poprawnie przygotowanej pracy doktorskiej w tej
wiasnie formule, to bez zadnych watpliwosci mégtbym podac prace doktorska Pana Przemystawa
Zakrzewskiego jako wzorcowa i nie budzaca zadnych watpliwosci. W szczegdlnosci, jest to cykl
tematycznie mocno zwigzanych prac, w ktérym kazda kolejna praca jest kontynuacjg poprzedniej.
Prace te zostaty opublikowane w bardzo dobrych czasopismach naukowych dedykowanych takiej
tematyce. Pierwsza w Histochemistry and Cell Biology a dwie nastgepne w Biology of Reproduction,
czasopismach o wspdtczynniku oddziatywania IF odpowiednio 2,2 i 3,3, lub co w przypadku tej
tematyki badari moze byé nawet bardziej miarodajne, punktacji ministerialnej 100 i 200. Prace te juz
zostaty dostrzezone przez érodowisko naukowe i kilkakrotnie cytowane. Po drugie, wiodgca rola
Pana Przemystawa Zakrzewskiego w powstawaniu tych prac nie budzi zadnych watpliwosci. We
wszystkich 3 jest pierwszym autorem, co zwykle w publikacjach z naszej dyscypliny naukowej jest
wyznacznikiem wiodacej roli w przeprowadzaniu badan. Co wigcej, jest rowniez autorem
korespondencyjnym tych prac, co z kolei $wiadczy niezbicie o jego znaczgcym udziale w powstawaniu
koncepcji badar oraz napisaniu samych artykutéw. Trudno tutaj nie zgodzic sie z opinig jednej ze
wspotautorek prac przedstawionej w Jej w o$wiadczeniu, ze w przypadku doktorantéw jest to
bardzo rzadki przypadek. Po trzecie wreszcie, taki stan rzeczy jaki sobie pozwolitem zarysowac

znajduje 100% potwierdzenie w zatgczonych oéwiadczeniach wspétautoréw prac. Warto zwrdcic
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uwage, ze w zasadzie praca doktorska Pana Przemystawa Zakrzewskiego mogtaby by¢ cyklem 4 prac
albowiem przedstawiona w komentarzu autorskim, a nie wliczona do cyklu, praca przeglagdowa o
udziale miozyny V! w procesie endozytozy zaleznej od klatryny stanowi bardzo dobre uzupetnienie
catodci tematyki. Praca ta nie mogta jak rozumiem by¢ wigczona formalnie do cyklu ze wzgledu na
czas publikacji, co notabene stanowi jeszcze jeden przyktad negatywnych stron zbytniego
sformalizowania procedury nadawania stopnia doktora i sprowadzania jej coraz bardziej do zasad
procedury administracyjnej. Reasumujac, przedstawiona do recenzji praca pod wzgledem formalnym

nie budzi moich najmniejszych watpliwosci.

Przedstawiona do oceny praca doktorska liczy 40 strony maszynopisu, trzy opublikowane
prace doéwiadczalne oraz tekst jednej pracy przeglagdowej, ktory ze wspomnianych powyzej
powodéw nie zostat wtgczony do cyklu prac stanowigcych rozprawe doktorska. Po przedstawieniu
krétkiego wprowadzenia i zaprezentowaniu wykazu prac stanowigcych rozprawe doktorskg, Pan
Przemystaw Zakrzewski w 18 stronicowym Komentarzu Autorskim przedstawia krétki wstgp do
przeprowadzonych badan, ktérego integralng cze$¢ stanowi wspominana wczeéniej praca
przeglagdowa dotyczaca roli miozyny VI w procesie endocytozy, nastepnie przedstawia hipotezy
badawcze, omawia metody eksperymentalne i stosowany model badawczy aby nastepnie przej$¢ do
podsumowania gtéwnych tez pracy i przedstawi¢ gtéwne wnioski ptyngce z przeprowadzonych
badan. Ta cze$é Pracy napisana jest przejrzyscie i logicznie. Cze$¢ wstepna prowadzi w jasny sposob
do przedstawienia celu pracy. W treéci zamieszczonej w tym miejscu pracy przegladowej (str. 325)
zaintrygowato mnie stwierdzenie, ze miozyna dziatajgca jako monomer jest biatkiem procesywnym.

Na czym polega procesywno$¢ dziatania jednogtowowego biatka motorycznego?

W rozdziale ,Model badawczy oraz metody eksperymentalne” autor zawiera wyczerpujace
informacje dotyczace stosowanych metod doswiadczalnych oraz wykorzystanego materiatu
biologicznego. Na podkreélenie zastuguje tutaj zastosowanie przez doktoranta bardzo interesujacego
modelu badawczego wymagajacego oprdcz precyzji réwniez dogtebnego zrozumienia badanego
przedmiotu, co w dobie powszechnego stosowania réznego rodzaju , kitéw” pozwalajacych na
badanie wielu proceséw bez ich gtebszego zrozumienia zastuguje na podkreslenie. W pracy
wykorzystano szereg technik biologii molekularnej, biochemicznych, cytochemicznych oraz metod
mikroskopii elektronowej i konfokalnej. Opis stosowanych metod jest jasny i doktadny, stwarzajacy
mozliwo$¢ powtdrzenia opisywanych doéwiadczen, a zastosowane w pracy metody doswiadczalne sg
bez watpienia wiasciwe do rozwigzania problemu bedacego przedmiotem rozprawy doktorskiej.
Moje zainteresowanie w opisie metodycznym (Publikacja 1) wzbudzita informacja o stosowaniu

réznych stezen BSA do blokowania przy lokalizacji miozyny VI i aktyny (odpowiednio 1% i 3% BSA).
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Czy stosowanie takiego zréznicowania rzeczywiscie dawato obserwowalny efekt w jakosci

preparatéw?

Gtéwne obserwacje eksperymentalne przedstawione w pracy doktorskiej zostaty jak
wspomniano zawarte w 3 pracach doswiadczalnych oraz syntetycznie oméwione w rozdziale
,Giéwne tezy rozprawy doktorskiej” w komentarzu autorskim. Do najwazniejszych wynikéw

przeprowadzonych prac mozna zaliczy¢:
1/ Wykazanie, ze dwie tzw. krétkie izoformy miozyny VI ulegajg ekspresji w jadrach myszy.

2/Stwierdzenie, ze miozyna VI znajduje sie w strukturach aktynowych bioracych udziat w procesie

spermiogenezy u myszy.

3/ Udowodnienie, ze brak miozyny VI powoduje zaburzenia budowy struktur zaleznych od aktyny

biorgcych udziat w akrosomogenezie i spermiacji u myszy.

4/ Przedstawienie przestanek wskazujgcych, ze miozyna VI wraz z biatkiem TOM1/L2 odpowiada za

utrzymanie symetrii dojrzewajgcego akrosomu.

5/Wykazanie, ze miozyna VI wraz z biatkami TOM1/L2 i GIPC1 utrzymuje strukturalng integralnosc¢

subdomeny endocytarnej komplekséw cewkowo-butawkowatych biorgcych udziat w spermiacji.
6/Wykazanie, ze samce myszy pozbawionych miozyny VI wykazuja obnizong ptodnosc.

Podsumowujac, otrzymane przez doktoranta wyniki przyczyniaja sie wedtug mnie do
lepszego zrozumienia udziatu miozyny VI w procesie spermiogenezy. Szczegdlnie intrygujgce sg
wyrazne réznice w roli miozyny VI w regulacji tych proceséw u myszy i Drosophila melanogaster.
Bytbym wdzieczny doktorantowi, za syntetyczne poréwnanie w czasie obrony roli miozyny VIw
omawianych procesach w tych réznych organizmach oraz przedstawieniu mozliwych powodéw

takiego stanu rzeczy.

W przedstawione]j do oceny pracy Autor wykazat, ze brak miozyny VI moze powodowac
wystepowanie szeregu defektéw strukturalnych podczas spermiogenezy u myszy. Wykazat rowniez,
ze ptodno$¢ samcow pozbawionych miozyny VI jest znaczgco (o 26%) obnizona. Co ciekawe, nie
stwierdzit jednak obnizenia wartosci wybranych parametrow plemnikéw. Jedynie liczebnos¢
plemnikéw izolowanych z najgdrzy samcéw pozbawionych miozyny VI byta obnizona o okoto 14%.
Nasuwa sie pytanie, czy takie obnizenie ilosci plemnikéw moze odpowiadac za 26% spadek

ptodnosci? Czy moga istnie¢ jakies mechanizmy odpowiadajgce za kompensacje braku miozyny VI w
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plemnikach czy raczej w catej historii ich dojrzewania? Czy Autor brat pod uwage mozliwos¢
sprawdzenia czy plemniki myszy pozbawionych mizozyny VI wykazujg obnizong ruchliwosc¢?
Sugerowano réwniez (Michael Eisenbach i wspotpracownicy), ze duze znaczenie w procesie
zaptodnienia u ssakéw moze mieé¢ chemo- i termotaksja plemnikéw. By¢ moze brak miozyny VI w
jakié sposéb jest zwigzany z dysfunkcjg tych mechanizméw i to moze by¢ przyczyng spadku ptodnosci

Samcow.

Oceniana rozprawa doktorska zostata przygotowana bardzo starannie pod wzglgdem
edytorskim. Nie budzi to wiekszego zdziwienia poniewaz przedstawione wyniki zostaty juz
opublikowane i od tej strony sprawdzone przez recenzentéw i redakcje czasopism. Jednak nalezy
podkresli¢, ze w pracach przedstawiono wiele pogladowych rysunkéw utatwiajacych wyobrazenie
sobie wszystkich do$¢ ztozonych relacji przestrzennych w ztozonym modelu badawczym, co bardzo
utatwia lekture pracy. Réwniez dodatkowa czes$¢ pracy, poza publikacjami, zostata pod wzgledem

edytorskim przygotowana bardzo starannie.

Wszystkie przedstawione tutaj pytania i uwagi w zadnym stopniu nie wptywajg na jak
najbardziej pozytywna ocene catej pracy doktorskiej. Warto rowniez podkresli¢, ze oprécz wynikow
przedstawionych w pracy doktorskiej Pan Przemystaw Zakrzewski jest autorem dwéch innych
opublikowanych prac naukowych. Sumarycznie wszystkie jego prace (6 artykutow) byto juz 18 razy
cytowanych w literaturze $wiatowej. Warto réwniez wspomnie¢, ze mimo wczesnego etapu rozwoju
kariery naukowej doktorant byt juz kierownikiem i wykonawcg projektéw naukowych, odbyt kilka

stazy badawczych w kraju i za granicg oraz zdobywat liczne stypendia i nagrody réznego rodzaju.

Podsumowujac, zaréwno dorobek naukowy jak i rozprawe doktorska Pana mgr Przemystawa
Zakrzewskiego oceniam bardzo wysoko. W moim przekonaniu autor uzyskat wartosciowe,
stanowiace nowos¢ naukowa wyniki, ktére otwieraja szerokie perspektywy badawcze na przysztosc.
Przedstawiona do oceny praca spetnia wszelkie wymogi rozprawy doktorskiej. Wnoszg zatem o
dopuszczenie Pana mgr Przemystawa Zakrzewskiego przez Rade Naukowa w Dyscyplinie Nauki
Biologiczne Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
Jednoczeénie, z uwagi na bardzo wysoka warto$é naukowg pracy doktorskiej, wnosze o rozwazenie

przez Wysokg Rade mozliwosci jej wyrdznienia.

(Zbigmm
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