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Ocena pracy doktorskiej Pana Marcina Pęzińskiego 

pt. “Postsynaptic machinery formation and remodelling - the roles of 

αdystrobrevin-1-interacting proteins and of extracellular matrix” 

 

 

Pracę wykonano w Laboratory of Synaptogenesis oraz w Laboratory of Molecular 

Basis of Cell Motility w Instytucie Biologii Doświadczalnej im. M. Nenckiego 

Polskiej Akademii Nauk, pod kierunkiem profesor Marii Jolanty Rędowicz oraz dr 

hab. Tomasza Prószyńskiego. Praca została przygotowana w języku angielskim.  

 

  

 

Wstęp  

Choroby nerwowo-mięśniowe człowieka, zarówno w aspekcie wiedzy o 

procesach regulujących formowanie się połączeń nerwowo mięśniowych jak i ich 

modelowania w rozwoju oraz molekularnych aspektów funkcji i interakcji pomiędzy 

komponentami z nimi związanymi, jak i w aspekcie potencjalnych terapii stanowią 

wciąż nierozwiązany problem stojący przed nauką i medycyną chorób rzadkich.  

Nawet w przypadku relatywnie dobrze poznanych chorób nerwowo-mięśniowych 

jak rdzeniowy zanik mięśni (SMA – Spinal Muscular Atrophy), czy bliższe moim 

zainteresowaniom naukowym: EDMD4, ARCA1 (SCAR8), AMC3, mimo 

dotychczas zgromadzonego olbrzymiego zasobu wiedzy na ich temat, wciąż wiele 

aspektów tych chorób, szczególnie na poziomie molekularnym, pozostaje 

niezbadanych. Bardzo dobrą ilustracją problemów związanych z dogłębnym 

poznaniem mechanizmów rozwoju chorób nerwowo-mięśniowych jest fakt, że przy 

około 300 znanych chorób, opracowano jedynie skuteczne metody terapii na tylko 

jedną chorobę-SMA, w dodatku obie metodami terapii genowej 
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(Spinraza/Nusinersen oraz Zolengsma). Opracowanie skutecznych metod terapii 

dla pozostałych chorób nerwowo-mięśniowych dalej pozostaje wyzwaniem.  

Dlatego badania zmierzające nad poznaniem molekularnych mechanizmów 

odpowiedzialnych za formowanie się połączeń nerwowo-mięśniowych oraz 

badania nad funkcja poszczególnych białek kompleksów białkowych formujących 

te połączenia jest niezwykle istotny dla rozwoju tej dziedziny oraz daje szansę na 

szybsze opracowanie skutecznych metod terapii.  

  Praca doktorska Pana Marcina Pęzińskiego jest moim zdaniem ilustracją 

faktu mówiącego o tym jak niewiele wciąż jeszcze wiemy na temat formowania 

chemicznej synapsy pomiędzy neuronem motorycznym a włóknem mięśnia 

szkieletowego (NMJ) oraz integracji dojrzewania funkcjonalnych kompleksów 

białkowych na neuronie i włóknie mięśniowym w trakcie rozwoju i w korelacji z 

miogenezą, a także jest próbą skutecznego podejścia do wypełnienia istniejących 

luk w naszej wiedzy. Praca wpisuje się w odpowiedni sposób we współczesne 

trendy badawcze nad różnymi aspektami biogenezy NMJ poprzez udane próby 

identyfikacji charakterystyki kluczowych elementów kompleksów białkowych 

odpowiedzialnych za formowanie NMJ po stronie post-synaptycznej.  

Pracę wykonano w Zespołach, które od wielu lat z dużymi sukcesami 

zajmują się mechanizmami związanymi z formowaniem NMJ.  Autor Rozprawy, w 

sekcji „Achievements” podaje listę czterech publikacji, w których jest 

współautorem lub pierwszym autorem oraz grant Preludium z NCN, którego jest 

laureatem (UMO-2018/29/N/NZ4/02724, który pozwolił Autorowi na sfinansowanie 

swoich badań. 

 

Formalna ocena pracy 

Przedstawiona mi do oceny praca doktorska została napisana w języku 

angielskim, składa się ze 121 numerowanych stron, 7-miu rozdziałów: 

Introduction-32 strony, Aims-2 strony, Materials & Methods-15 stron, Results-29 

stron, Discussion-12 stron, Summary & Conclusions-1 strona, References-14 

stron i 33 rycin w układzie i kolejności odpowiedniej i typowej dla rozpraw 
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doktorskich tego typu. Proporcje pomiędzy rozdziałami oraz zawartość rozdziałów 

są bardzo dobrze dobrane a zawartość merytoryczna przejrzysta i podana w 

interesujący sposób.  

Autor posługuje się swobodnie i bardzo precyzyjnie zarówno językiem 

angielskim generalnie jak i językiem i terminologią naukową w tym języku. Wstęp 

pracy jest napisany bardzo umiejętnie, przejrzycie i pozwala na dogłębne 

zapoznanie się ze stanem wiedzy i problemami czekającymi wciąż na rozwiązanie. 

Autor szczególnie umiejętnie porusza się w gąszczu problematyki dotyczącej 

formowania NMJ ze szczególnym uwzględnieniem części postsynaptycznej.  

Przedstawione ilustracje są w większości w odpowiedniej, jakości, dokumentacja 

i legendy do rycin są w większości jasne i czytelne, wszystkie w podobnym stylu i 

układzie. Cel pracy jest jasno i precyzyjnie sformułowany. Bibliografia jest 

wyjątkowo rozbudowana i obszerna. Pozycje literaturowe są bardzo dobrze 

dobrane i odpowiednio cytowane.  

 

Szczegółowa ocena pracy  

Celem pracy było, jak podał Autor, osiągnięcie trzech celów:  

1-zbadać mechanizm regulacji kompleksu postsynaptycznego przez białko 

liprin-alpha-1.  

2-Okreslić rolę Tks5 w formowaniu i utrzymaniu kompleksów/klastrów 

AChR.  

3-opracować efektywną i powtarzalną metodę formowania klastrów AChR 

in vitro 

  

Dla realizacji zaplanowanego celu Nr 1, Autor przeprowadził wyciszenie 

lipriny-alpha1 z zastosowaniem siRNA w modelu różnicujących mioblastów 

C2C12 z zastosowaniem stymulacji klastrów AChR przez rozpuszczalną agrynę, 

uzyskując obniżoną liczbę klastrów.  Następnie wykazał, że liprina-alpha1 reguluje 

liczbę mikrotubul kortykalnych w mioblastach C2C12 oraz miotubach oraz, że 
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spolimeryzowane mikrotubule są niezbędne dla formowania, czy raczej ekspansji 

klastrów AChR poprzez nieznany mechanizm.  

Dla realizacji celu Nr 2, Autor, w oparciu o znaną funkcję białka Tks5 w 

formowaniu inwadosomów, przypominających strukturę podosomów 

synaptycznych, wykazał interakcję alphaDB1 z Tks5 metodą pull-down. Obniżenie 

poziomu Tks5 w mioblastach C2C12 metodą siRNA wykazało, udział tego białka 

w formowaniu w klastrach podosomów wizualizowanych poprzez 

spolimeryzowaną aktynę. Następnie metodą PLA, stosując przeciwciała na aktynę 

i rapsynę, Autor wykazał, że Tks5 jest niezbędny dla utrzymania kolokalizacji 

pomiędzy aktyną a rapsyną na błonie plazmatycznej miotub C2C12 ( a nie tylko 

klastrów AChR).  

Dla realizacji celu Nr.3, Autor  testował zmienne parametry hodowli i 

różnicowania mioblastów C2C12 oraz formowanie klastrów AChR. Ponadto 

testował różne izoformy lamininy i ich wpływ na formowanie klastrów AChR oraz 

indeks fuzji.    

 

  

W mojej ocenie największym osiągnięciem Autora jest wykazanie lipryny 1-

alpha, jako nowego składnika klastrów AChR w części postsynaptycznej NMJ, 

jego interakcji z alfaDB1 oraz roli w formowaniu kortykalnej aktyny i podosomów 

NMJ.  

Bardzo obiecującym wynikiem jest też wykazanie możliwości manipulacji 

efektywnością formowania struktur post-synaptycznych w modelu in vitro 

mioblastów i miotub C2C12 przez zmiany warunków hodowli oraz zastosowanie 

różnych izoform lamininy w hodowli. Interesującym, dla mnie osobiście, jest także 

fragment pracy dokumentujący różne modele badawcze in vitro dla oceny 

formowania się postsynaptycznego NMJ.   

Mając na uwadze, wielką komplikację techniczną prowadzenia badań nad 

formowaniem się NMJ in vitro i in vivo oraz dodatkowy, olbrzymi problem 

wynikający z faktu, że obniżenie ekspresji każdego praktycznie z białek kompleksu 
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DGC lub białka oddziałującego powoduje zmiany poziomu innych komponentów 

białkowych kompleksu (np. w modelu mysim knockout jednego z sarkoglikanów 

powoduje utratę ekspresji pozostałych białek tego kompleksu), co powoduje 

konieczność mozolnej weryfikacji poziomu ekspresji innych komponentów, jestem 

pełen uznania, dla jakości i poziomu wykonanej pracy i przeprowadzonych badań.  

Jednakże korzystając z przywileju, i obowiązku recenzenta, mam do Autora 

kilka pytań oraz uwag, szczególnie związanych z pierwszą częścią pracy 

doktorskiej.  

Mam drobne zastrzeżenia, co do zawartości sekcji 1.2.3. Molecular Factors 

i kolejnych.  Na przykład kwestia źródła i roli izoform Nrg w formowaniu NMJ ich 

roli w części postsynaptycznej, jako czynnika stymulującego ekspresję utrofiny 

oraz praktycznie pominiętej funkcji utrofiny w NMJ i MTJ.  

Nie do końca rozumiem wspomnianą asocjację alfaDB1 z DM1, znam wiele genów 

korelowanych ze zmianami powtórzeń CTG w DMPK, ale jak rozumiem wskazana 

referencja doalfaDB1 to jedynie pojedyncza praca?  

Czułem lekki niedosyt dostrzegając pominięcie roli Dvl w kanonicznym i 

niekanonicznym szlaku sygnalizacji przez beta kateninę.  

Byłbym zobowiązany za wyjaśnienie, dlaczego akurat takie choroby genetyczne 

człowieka wybrał Pan do charakterystyki we wstępie. Przy okazji, nie do końca 

podzielam Pana optymizm w zastosowaniu utrofiny do leczenia DMD-problemem 

jest nie tylko poziom utrofiny, ale wzór glikozylacji białek kompleksu DGC 

warunkujący rekrutację utrofiny.  

W część eksperymentalnej dotyczącej roli lipriny-alfa-1 zastanawia mnie czy 

prowadzono ocenę efektywności transfekcji siRNA w mioblastach i miotubach oraz 

kwestia relokalizacji i dyspersji AChR w błonie pazmatycznej dla siRNA 1 (Fig.13) 

w opozycji do pozostałych siRNA. Co z pozostałymi składnikami NMJ i lub DGC?  

Bazując na Fig 13 oraz Fig14B nie do końca zgadzam się z twierdzeniem, że 

wyciszenie nie zmienia poziomu białek postsynaptycznych NMJ- np. poziom 

AChR się znacząco zmienia na Fig14B. Nie znalazłem informacji, który siRNA 

został zastosowany w eksperymencie zilustrowanym na Fig15 a w związku z 



 

 
 

FACULTY OF BIOTECHNOLOGY 

 
LABORATORY OF NUCLEAR PROTEINS 

ul. F. Joliot-Curie 14a 
50-383 Wrocław | Poland 
 
tel. +48 71 375 63 08 | +48 71 375 63 32 
 
www.biotech.uni.wroc.pl 

różnicami w fenotypie pomiędzy siRNA jest to istotne dla interpretacji 

eksperymentu. 

Ponieważ Fig 17 demonstruje wpływ lipryny na całkowitą ilość kortykalnych 

mikrotubul mam pytanie czy w eksperymencie z Fig 18 analizowano/porównywano 

ilość mikrotubul w obszarze NMJ w stosunku do „poza” NMJ?   

 W części dotyczącej Tks5 i analizy fenotypu po wyciszeniu ekspresji tego 

białka, czy następowały zmiany w poziomie innych białek kompleksu NMJ? 

Podobny fenotyp uzyskany przez wyciszenie dystrofiny wskazuje na 

prawdopodobną korelację. Przy eksperymencie zilustrowanym Fig23 prowadzono 

analizę intensywności i lokalizacji inkorporacji AChR technikami 

immunofluorescencyjnymi, nie do końca rozumiem sposobu kalkulacji i 

interpretacji danych - proszę o wyjaśnienie.   

W przypadku większości eksperymentów z wyciszeniem Autor, stosował, jako 

metody oceny procedury i fenotypu techniki immunofluorescencyjne, testując 

efektywność i swoistość wyciszeni na łatwo transfekowalnych komórkach 

HEK293.  Prosiłbym o wyjaśnienie przyczyn tej strategii eksperymentalnej. 

 

Wnioski końcowe  

Powyższe uwagi, sugestie i tematy do dyskusji na publicznej obronie 

rozprawy doktorskiej, w żadnym stopniu nie umniejszają mojej wysokiej oceny 

pracy, którą cechuje logiczny ciąg przyczynowo skutkowy zaplanowanych 

doświadczeń, naukowa dojrzałość, imponujący warsztat badawczy oraz duża 

swoboda w poruszaniu się w tematyce NMJ.   

W moim przekonaniu niewątpliwą zaletą przedstawionej mi rozprawy 

doktorskiej jest bardzo dobry, oparty na najnowocześniejszych metodach warsztat 

badawczy, obejmujący takie biologii komórki jak: samodzielne przygotowanie 

zmodyfikowanych linii komórkowych, western blotting, mikroskopia 

immunofluorescencyjna, czy najbardziej skomplikowane analizy związane z 

analizą fenotypu in vivo oraz in vitro.  Zarówno analizy typu histologicznego jak i 

funkcjonalnego. Czytając rozprawę odniosłem wrażenie, że Autor bardzo 
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swobodnie i z dużą wiedzą oraz umiejętnościami, także manualnymi i 

warsztatowymi, porusza się w tematyce badawczej swojej pracy. Natomiast 

przedstawiona rozprawa stanowi dobry punkt wyjścia do dalszych badań na 

mechanizmami molekularnymi i rolą białek postsynaptycznego NMJ w miogenezie 

w formowaniu NMJ w rozwoju oraz w korelacji z miogenezą.  

Dlatego uważam, że przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska Pana 

Marcina Pęzińskiego spełnia warunki określone w art. 187 Ustawy z dnia20 lipca 

2018r Prawo o szkolnictwie wyższym i nauce (Dz. U. z 2021r poz. 478,619) oraz 

załącznika nr 1 Regulaminu Rady Naukowej z dnia 13.04.2018r.  

Zgłaszam, zatem formalny wniosek do Rady Naukowej Instytutu Biologii 

Doświadczalnej im. M. Nenckiego PAN o dopuszczenie Pana Marcina 

Pęzińskiego do dalszych etapów postępowania o nadanie stopnia doktora w 

dziedzinie nauk ścisłych i przyrodniczych w dyscyplinie nauki biologiczne.  
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