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Ocena rozprawy doktorskiej mgra Marcina Peziviskiego
pt. “Postsynaptic machinery formation and remodelling - the roles of a dystrobrevin-I-interacting

proteins and of extracellular matrix”

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska mgra Marcina Pezifiskiego dotyczy tworzenia
i przebudowy postsynaptycznej maszynerii w synapsie nerwowo-miesniowej (NMJ), w tym roli biatek
towarzyszgcych adystrobrewinie-1 oraz macierzy zewngtrzkomérkowej. Projekt doktorski zostat
wykonany w dwéch pracowniach Instytutu Biologii Do$wiadczalnej im. M. Nenckiego PAN: Pracowni
Synaptogenezy oraz Pracowni Molekularnych Podstaw Ruchéw Komérkowych, pod kierunkiem
specjalistow z dziedziny struktury oraz potgczen nerowowo-ruchowych miesni szkieletowych, prof. dr
hab. Marii Jolanty Redowicz oraz dr hab. Tomasza Prészynskiego.

Tkanka migsniowa nalezy do grupy wysoce wyspecjalizowanych tkanek zwierzecych, a jej wlasciwa
funkcjg jaka jest skurcz, przekltadajacy si¢ na ruch zwierzat, jest wynikiem wielu skomplikowanych
proceséw zachodzacych w samym wioknie migsniowym i informacji przekazywanej przez centralny
uktad migsniowy (CUN). Polaczenie widkna migsniowego z CUN odbywa si¢ poprzez synapse
nerwowo-migsniowsg, ktéra jest odpowiedzialna na prawidtowa prace miesni. Kompleks ten tworzg liczne
biatka, ktérych funkcja zostata dotychczas dos¢ dobrze poznana. Wyniki badan uzyskanych w Zespole dr
hab. Proszynskiego siggaja glebiej w to zagadnienie i dowodza, ze tak nie jest,
a struktura i funkcja biatek w tym kompleksie nadal wymaga wnikliwych badan. Zaburzenia w przekazie
informacji z CUN do migénia, powodowane sa mutacjami genow kodujgcych biatka budujace ten
kompleks, co przeklada si¢ na liczne choroby obserwowane u ludzi. Badania budowy molekularne;
polaczefi nerwowo-mig$niowych powinny stanowié kluczowe zagadnienie wspolczesnej biologii
eksperymentalncj, tym samym przyczynia si¢ poznaniu etiologii choréb Zwigzanych z zaburzeniami

funkcjoppowania synapsy nerwowo-ruchowe;.



Dobrze poznanym kompleksem biatkowym, ktory taczy cytoszkielet wiokna miesniowego z matrix
zewnatrzkomorkows jest kompleks glikoprotein dystroglicanu (DGC) zwiazanych z dystrofing. Znaczna
liczba bialek kompleksu DGC zostata poznana. Wczesniejsze badania prowadzone w Zespole dr hab.
Proszynskiego wykazaly obecnos¢ dotychczas niepoznanego biatka kompleksu DGC, alfa-
dystrobrewiny-1 (aDB1). Dzieki spektrometrii mas zostaly zidentyfikowane biatka wigzace sie z aDB1
(m. in. a-catulina, GRB2, lipryna-a-1, SH3BP2) pelnigce wazna funkcje w organizacji postsynaptycznej
maszynerii w NMJ (rozprawa doktorska mgra Krzysztofa Bernadzkiego, 2019). Projekt pracy mgra
Pezinskiego jest kontynuacjg badan realizowanych w tym Zespole i dotyczy funkcji kolejnej grupy biatek
wigzacych si¢ z aDBI jakimi sg lipryna-a-1 oraz Tks5. Doktorant w swoim projekcie zawarl rowniez
badania zwigzane funkcja macierzy zewnatrzkomorkowej w prawidlowym funkcjonowaniu widkna
migsniowego.

Ocena formalna

Rozprawa doktorska zostala napisana w jezyku angielskim. Doktorant zamiescil w rozprawie
streszczenie w jezyku polskim. Manuskrypt wraz ze streszczeniem oraz pi$miennictwem liczy 121 stron
tekstu. Uklad pracy jest prawidlowy i w pelni spenia kryteria stawiane oryginalnym pracom naukowym.
Opis skomplikowanych proceséw wyjasniajacych zagadnienia poruszane w rozprawie doktorskiej oraz
uzyskane wyniki, Autor pracy przedstawil na 32 rycinach. Wszystkie ryciny sg czytelne i przejrzyscie
opisane. Uwaga do ryc. 21C i 22B, na osi wspolrzednych Autor podat 1 %. Sadze, ze miat na mysli 100%
Ocena merytoryczna

Wstgp rozprawy doktorskiej jest rozbudowany i napisany “ab ovo ad mala”.
W' poszcezegblnych rozdzialach Autor pracy od zagadnien ogélnych przechodzi do szczegolowyceh,
wprowadzajgc stopniowo czytelnika w problemy naukowe, ktére poruszone zostang w dalszych czgéciach
manuskryptu. Wstep jest jakby .,ttem” literaturowym przedstawiajacym ztozono$é procesow poruszanych
przez Doktoranta w projekcie. Dobrze zilustrowane i opisane schematy, ktore zostaty zamieszczone w tej
czgsci rozprawy, wysoce utatwiajg zrozumienie zawitosci procesdéw opisywanych w tekscie.

Przystepujac do realizacji projektu Doktorant zatozyt trzy glowne cele pracy badawczej obejmujace:
badania mechanizmu regulacji postsynaptycznej w NJM poprzez lipiryne-a-1 oraz okredlenie roli Tks5 w
rozwoju i integracji klastrow receptora acetylocholinowego (AChR). Trzeci cel pracy ma charakter
metodologiczny i dotyczy opracowania warunkéw hodowli komérek migéniowych w celu uzyskania
kultur ze zwigkszong liczba klastréw AChR.

Badania realizowane w projekcie Doktorant wykonal wykorzystujac: linie mysich mioblastow
(C2C12), pierwotng lini¢ zdrowych ludzkich mioblastéw, lini¢ ludzkich komérek embrionalnych nerki
oraz komorki wyizolowane z migéni konczyny (tibialis anterior) myszy szczepu C57BL. Szeroka gama
zastosowanych w badaniach metod takich jak: technika knockdown, przy zastosowaniu interferencyjnego
RNA, koimunonoprecypitacja (pulldown), spektrometria mas, immunocytochemia, immunohistochemia,

Western blot, pozwolila Doktorantowi na uzyskanie ciekawych wynikéw.



W badaniach Doktorant wykazal, ze wyciszenie lipryny-a-1 powoduje wyrazng redukcje klastrow
AChR w postsynaptycznym obszarze NMJ. Jak przedstawil Autor pracy, obnizona ekspresja lipryny-o-1
nie wplywa jednak na ekspresje innego kluczowego bialka maszynerii postsynaptycznej, jakim jest
rapsyna. W celu wyznakowania pojedynczych receptorow AChR w miotubach z wyciszona ekspresja
lipryny-a-1, Doktorant wyznakowal receptory AlexaFluor555-bungarotoxin (BTX555). Wynik tego
badania jednoznacznie wykazat, ze pojedyncze receptory obecne byly w btonie postsynaptycznej, jednak
nie wykazywaly zdolno$ci do tworzenia klastrow. Badanie to jednoznacznie potwierdzito, ze receptory sa
dostarczane do blony komorkowej, jednak ich zdolno$¢ do tworzenia klastrow zostata wyraznie
zredukowana. Jak wiadomo byto Doktorantowi lipiryna-o-1 jest komponentem kompleksu LL53-CLASP
odpowiedzialnego za regulacj¢ organizacji mikrotubul (MT). Przeprowadzona przez Doktoranta analiza
immunocytochemiczna dowiodta silng kolokalizacjg AChR i LL5B. Kolejne badanie
immunocytochemiczne na obecnosé¢ MT wykazato, ze w miotubach z obnizong ekspresjg lipryny-o-1
liczba mikrotubul kortykalnych zostala wyraznie zredukowana. W celu okreslenia redukcji MT
Doktorant przeprowadzil badanie na mioblastach, a nastgpnie miotubach barwigc tylko konce MT
poprzez bialkol-EBl. Wynik tego do$wiadczenia jednoznacznie wykazal, ze w mioblastach
1 miotubach z wyciszong lipryng-a-1 liczba wyznakowanych koncéw MT znajdujacych sie w sgsiedztwie
AChHR jest zredukowana. Fakt ten pozwolil Doktorantowi na wyciagniecie wniosku, ze lipryna-a-1 jest
zwigzana z regulacjg cytoszkieletu w miotubach. Ponadto Autor pracy przypuszcza, ze brak klastrow
AChR w komoérkach z wyciszong lipyryna-a-1 nie jest wynikiem nieprawidtowej ekspresji tego
receptora, czy jego transportu do blony, tylko brakiem zdolnosci receptorow do formowania klastréw w
blonie. Aby tego dowie$¢ Doktorant przeprowadzil kolejne doswiadczenie traktujac miotuby
nikodazolem, zwigzkiem wplywajgcym na dezorganizacje cytoszkieletu MT w komérce. Wynik tego
doswiadczenia jednoznacznie potwierdzit stusznos¢ hipotezy Doktoranta. Koncowym wnioskiem
wszystkich powyzszych eksperymentéw bylo stwierdzenie, ze wyciszenie lipryny-a-1 nie wplywa na
zmiang ekspresji AChR, czy transport tych receptoréw do btony. Lipryna-o-1 jest odpowiedzialna za
organizacj¢ mikrotubul znajdujacych si¢ bezposrednio pod AChR, dzieki ktérym receptory dostarczone

do btony komoérkowej sg w stanie tworzy¢ charakterystyczne dla maszynerii postsynaptycznej klastry
AChR.

Przeprowadzona analiza z zastosowaniem spektromerii mas oraz metoda koimmunoprecypitacji
wylonita nowego partnera aDB1, biatko Tks5. Funkcja tego bialka w ksztattowaniu si¢ postsynaptycznej
maszynerii nie zostata dotychczas poznana. Dlatego tez kolejnym celem pracy, realizowanym przez
Doktoranta, bylo okreSlenie roli Tks5 w rozwoju i prawidlowej organizacji klastréw receptora
acetylocholinowego. Wyciszenie Tks5 w miotubach linii C2C12 nie spowodowato redukcji liczby
klastrow AChR. Natomiast, Doktorant zaobserwowat zmiang ich fenotypu, przejawiajaca si¢ brakiem
podosoméw, organelli bogatych w aktyng, odpowiedzialnych za przebudowe postsynaptycznej

maszynerii. Wyciszenie Tks5 w miotubach linii C2C12 wplyneto na niestabilno$é klastréw i ich



fragmentacjg. Dynamika tworzenia si¢ klastrow roéwniez ulegla zmianie. Pomimo tego, ze nowe receptory
byly dodawane, ich integracja z klastrem byta nieprawidiowa i przypadkowa. Doktorant wykazat to
poprzez inkubacje komérek z BTX555, w celu wybarwienia juz istniejacych klastrow oraz BTX488
wizualizujgc nowe receptory. Eksperyment ten jednoznacznie wykazal, ze przy braku Tsk5 niewielka
liczba nowych receptoréw jest dokowana w klastrach, a same klastry nie podlegaja prawidiowej
przebudowie i traca swoja integralno$¢. Bazujac na wiedzy, ze przebudowa klastréw AChR regulowana
jest przez elementy cytoszkieletu, Doktorant postawit zbada¢ udzial mikrofilamentéw oraz role biatka
Tks5 w tym procesie. W wyciszonych Tsk5 komérkach linii C2C12, Autor pracy, przeprowadzit
immunocytochemiczng detekcje rapsyny i B-aktyny w badanych komérkach. Wynik badan wykazat
wyrazny spadek liczby interakcji rapsyny z aktyng. To pozwolito Doktorantowi wyciagna¢ wniosek, ze
TskS5 jest niezbgdnym biatkiem w procesie faczenia si¢ aktyny z postsynaptyczng maszyneria, wptywajac

tym samym na jej stabilizacje.

Trzeci i1 ostatni zalozony cel pracy dotyczyt opracowania i optymalizacji nowej metody hodowli
komorek migsniowych, bazujacej na pokrywaniu powierzchni hodowlanej réznymi izoformami lamininy,
w celu uzyskania kultur ze zwickszong liczba klastrow AChR. Czg$¢ ta stanowi rozbudowany rozdziat
Wyniki w dysertacji Doktoranta. Po uzyskaniu kultur komérkowych, Doktorant przeprowadzil analize
morfometryczng miotub w hodowli, badat ich tempo réznicowania, w tym mechanizm rozwoju
i przebudowy oraz tempo dojrzewania klastrow AChR. Analiza morfometryczna wykazata, ze w
zaleznosci od uzytej izoformy lamininy w hodowli, formowaty si¢ miotuby o wiekszej srednicy, ze
zwigkszong liczbg klastrow AChR. Autor pracy wykazal réwniez, ze indeks fuzji mioblastow jest zalezny
od rodzaju izoformy lamininy uzytej w hodowli, co mialo wyrazny wplyw na liczbe oraz mechanizm
tworzenia si¢ klastrow AChR. Doktorant zaobserwowal, ze w zaleznosci od rodzaju uzytej izoformy
klastry tworzg struktury w ksztatcie litery C (poprzez mechanizm usunigcia duzej czesci receptorow z
centrum klastra) lub przyjmuja strukture precla (w wyniku podosomalnej perforacji). W ostatnich
rozdziatach Wyniki Doktorant przeprowadzil powyzsza analize w pierwotnej hodowli ludzkich komérek
mig$niowych. Podobnie jak w eksperymencie wykorzystujacym linie C2C12, Doktorant wykorzystat
rozne izoformy lamininy i wykazat ich wptyw na formowanie si¢ i przebudowe klastréw AChR. Waznym
odkryciem Doktoranta byto zaobserwowanie w pierwotnej hodowli ludzkich komorek migéniowych,
oprocz charakterystycznych klastrow w ksztalcie plytki, formowanie sig klastréw perforowanych. Wynik
tego doswiadczenia $wiadczy o tym, ze klastry ulegaja przebudowie z udziatem podosoméw. Jak twierdzi
Doktorant, ustalenie i optymalizacja warunkéw hodowli pozwoli na testowanie lekéw w przypadku
choréb zwigzanych z zaburzeniami NMJ. Sadzg, Ze ta czgscig wynikow Doktorant powinien podzieli¢ sie

na famach czasopisma typowo metodologicznego jakim jest JoVe.

Jestem pod duzym wrazeniem wynikéw uzyskanych przez Doktoranta. Kazdy rozdziat tej czesci
dysertacji koniczy si¢ podsumowaniem, a kolejny rozdziat jest kontynuacja kolejnego. Swiadezy to, ze

Doktorant z duza dbatoscig przystgpit do realizacji wysoce przemyslanego projektu, a sam projekt i jego



wyniki kofncowo ukfadajg si¢ w logiczna catos¢. W badaniach Doktorant wykorzystal juz dobrze
opracowane techniki, ktore byly i sg stosowane w Pracowni Synaptogenezy, to jednak wypracowat on
nowe metody, ktére zapewne bedg mialy duze znaczenie aplikacyjne w leczeniu choréb nerwowo-

mig$niowych.

W ostatnim rozdziale Dyskusja Autor rozprawy podsumowuje wszystkie wyniki uzyskane podczas
realizacji projektu doktorskiego. Ten rozdzial dysertacji tez mnie nie zawi6dt. Doktorant precyzyjnie
przedyskutowat wszystkie uzyskane w projekcie wyniki wyciagajac wnioski koficowe. W Dyskusji
zawarte zostaly wszystkie zagadnienia, ktére Autor ujat w celach pracy i wilasciwie zinterpretowat w
oparciu o dostgpna literaturg. Omawiajac w tym rozdziale wyniki swoich badan, Doktorant podkresla,
dotychczas niepoznang role cytoszkieletu komorek migsniowych w prawidlowym funkcjonowaniu NMJ.
Dyskutuje réwniez o przydatnosci w badaniach nowo opracowanej metody hodowli komérek, przy
zastosowaniu roznych izoform lamininy, podkreslajac tym samym wazng role elementéw matrix

zewngtrzkomorkowej w prawidtowym funkcjonowaniu komoérek migsniowych.

Podsumowujgc, glowne cele pracy rozprawy doktorskiej zostaly w pehi zrealizowane przez
Doktoranta. Wyniki sa oryginalne i wartosciowe, reprezentujac tym samym poziom $wiatowy. Autor
rozprawy doktorskiej precyzyjnie wykonal szereg dobrze zaplanowanych eksperymentéw, z ktorych
logicznie zostaty wyciagnigte wnioski. Wyniki, ktore otrzymat Doktorant z pewnoscig przyczynia sie do
lepszego rozumienia mechanizméw dziatania maszynerii postsynaptycznej w NMJ, a tym samym choréb
zwigzanych z dysfunkcja NMJ. Wartym podkreslenia jest rowniez fakt, ze Doktorant jest pierwszym
autorem 1 wspotautorem w 4 oryginalnych publikacjach naukowych wydanych w prestizowych
czasopismach o zasiggu mig¢dzynarodowym oraz kierownikiem grantu finansowanego przez NCN,

Preludium pt. “The role of Tks5 protein in the organization of the muscle postsynaptic machinery.” Grant no.
UMO-2018/29/N/NZ4/02724.

Rozprawa doktorska mgra Marcina Pezifiskiego pt. “Postsynaptic machinery formation and
remodelling - the roles of adystrobrevin-1-interacting proteins and of extracellular matrix” spetnia
warunki okreslone w art. 13 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym
oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. z 2017 r. poz. 1789). Na tej podstawie wnosze do Rady
Naukowej Instytutu Biologii Do$wiadczalnej im. Marcelego Nenckiego PAN o dopuszczenie mgra
Marcina Pezinskiego do dalszych etapow przewodu doktorskiego. Z uwagi na duzy wklad pracy
Doktoranta, wage i oryginalnos¢ uzyskanych wynikéw oraz Jego wysoki poziom przygotowania
merytorycznego oraz metodycznego wnioskuje do Wysokiej Rady Naukowej o wyréznienie rozprawy
doktorskie;j.

7 powazaniem

Prof. dr hab. Malgorzata Daczewska
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Recenzja pracy doktorskiej zatytutowanej:
»Postsynaptic machinery formation and remodelling - the roles of adystrobrevin-1- interacting

proteins and of extracellular matrix” autorstwa Pana mgr Marcina Pezinskiego.

Praca doktorska zrealizowana zostata w Instytucie Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego PAN, a

jej promotorem byta prof. dr hab. Maria Jolanta Redowicz.

Celem pracy byto okreslenie roli biatek oddziatywujgcych z a-dystrobrewing 1 (aDB1), biatkiem
bedacym jednym z kluczowych elementéw kompleksu dystroglikanu, odpowiedzialnym za zakotwiczenie
maszynerii postsynaptycznej do filamentow cytoszkieletu oraz biatek macierzy zewngtrzkomérkowej. W
celu zrozumienia, w jaki sposéb a-dystrobrewina 1 przyczynia sie do organizacji i funkcjonowania
maszynerii postsynaptycznej Autor rozprawy skupit sie na identyfikacji oraz analizie funkcji dwdch,
wczesniej nie opisywanych w tym kontekscie biatek oddziatywujacych z a-dystrobrewing 1: lipriny-a-1
oraz biatka Tks5.

Podczas realizacji badar opisanych w pracy doktorskiej analizowane byty rézne aspekty obecnosci i
funkcjonowania badanych biatek np. udziat lipryny-a-1 w tworzeniu klastrow receptora acetylocholiny
(AChR) czy jej rola w organizacji mikrotubul znajdujgcych sie bezposrednio pod receptorem, identyfikacja
biatka Tks5 jako czynnika oddziatujgcego z a-dystrobrewing 1, udziat Tks5 w formowaniu podosoméw, czy

jego rola w oddziatywaniach cytoszkieletu aktynowego z maszynerig postsynaptycznag.

Praca, zawarta na 121 stronach maszynopisu, zostata zaprezentowana w formie klasycznej
rozprawy, podzielonej na 7 gtéwnych czesci typowych dla eksperymentalnych prac doktorskich. Rozdziat
Wstep stanowi przekrojowe i czytelne wprowadzenie w zagadnienia, bedace tematem pracy, a cel pracy
zostat sformutowany jasno, dobrze uzasadniajgc podjete badania na tle istniejgcego stanu wiedzy.
Doktorant zastosowat szeroki zestaw metod badawczych, adekwatnych do celu pracy, opisujac je w
rozdziale Materiaty i Metody, a rezultaty badan uzyskane z wykorzystaniem tych metod poddane zostaty
niezbednym analizom statystycznym i przedstawione w rozdziale Wyniki. Zaréwno wstep zawierajgcy tto

prowadzonych badan, jak i dyskusja uzyskanych wynikéw zostaty opisane w odniesieniu zaréwno do
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starszych prac, jak i najnowszej literatury dotyczacej opisywanych zagadnien. Doktorant wykorzystat blisko
230 pozycji bibliograficznych, ktorych tematyka $cisle wigze sie z tematyky przedstawionej do recenzji
pracy, prawidtowo je cytujac. Realizacja projektu doprowadzita do powstania wielowymiarowej rozprawy
doktorskiej dostarczajgcej po raz pierwszy danych wskazujacych, ze oba badane biatka zaangazowane sg
W procesy zwigzane z organizacjg i funkcjonowaniem maszynerii postsynaptycznej. Dodatkowo,
konieczno$¢ optymalizacji warunkéw hodowli komaérek in vitro stanowigcych materiat do opisanych badan
przyczynita sie do stworzenia nowego protokotu hodowli komdrek migsniowych in vitro w celu uzyskania
kultur ze zwiekszong iloscig klastrow AChR, bazujgca na pokrywaniu powierzchni hodowlanej

_alternatywnymi izoformami biatka lamininy.

Wstep do rozprawy doktorskiej w bardzo przystepny sposéb wprowadza czytelnika w tematyke
zwigzanag z jednej strony z rozwojem, budowgq i funkcjonowaniem ztgcza nerwowo-mies$niowego, biorgc
pod uwage wszystkie elementy jego struktury zapewniajgce prawidtowe dziatanie, z drugiej w kwestie
dotyczace zaburzen jego funkcjonowania, przywotujac kilka przyktadéw choréb neurodegeneracyjnych.
Rozdziat ten zawiera informacje istotne dla zrozumienia tematyki pracy i swiadczy o rozlegtej wiedzy
Doktoranta. Na uwagg zastugujg czytelne, wyczerpujgco podpisane i prawidtowo cytowane w tekscie
schematy, w sposOb znaczacy utatwiajgce zrozumienie omawianych zagadnien. Niewielki niedosyt
pozostawia jedynie sposdb przedstawienia gtéwnych bohateréw rozprawy: lipriny-a-1 oraz biatka Tks5,
ktérzy wspominani sg w kontekscie opisywanych zagadnien, nie doczekujac sie jednak, na co z pewnoscia
zastugujg, odrebnych podrozdziatéw, podkreslajagcych ich wazno$¢ i utatwiajgcych czytelnikowi
podsumowanie ich znaczenia. Nie stanowi to jednak istotnej wady Wstepu, rozdziatu zazwyczaj niezbyt
tatwego do napisania, szczegdlnie w obliczu duzej ilosci przedstawianych danych.

Rozdziat Materiaty i Metody obszernie prezentuje wykorzystane odczynniki i zastosowane techniki.
Drobne zastrzezenie mogg dotyczy¢ jedynie braku opisu procedury zwigzanej np. z oceng indeksu fuzji
(ktéry to opis pojawia sie dopiero w podpisie figury prezentujgcej te wyniki). Nie jest réwniez jasne dla
ktorego dnia hodowli przedstawiane sg prezentowane wyniki indeksu fuzji. W opisie metod zabrakto
réwniez objasnienia sposobu kwantyfikacji fluorescencji (ktére to opisy pojawiajg sie dopiero w legendzie
figur). Nie jest réwniez jasne w jaki spos6b analizowano poziom ekspresji biatek opisywany w tekscie jako
wyzszy lub obnizony. Przedstawienie graficzne przedstawianego w rozdziale Wyniki pomiaru poziomu
analizowanych biatek utatwitoby z pewnoscig obserwacje zmian, eliminujac ewentualne watpliwosci
dotyczace spadku/ wzrostu iloéci badanego biatka (np. Fig.14, poziom AChR). Nasuwa sie réwniez drobne
pytanie proceduralne dotyczace pierwotnej hodowli komérek miesniowych dotyczace liczby pasazy,
ktérym podlegaty te komorki w trakcie trwania eksperymentu.

Rozdziat Wyniki zawiera uporzadkowany i konsekwentny w swoim przebiegu opis

przeprowadzonych analiz oraz uzyskanych rezultatéw bogato ilustrowany czytelnymi wykresami i bardzo
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dobrej jakosci zdjeciami. Uzyskane wyniki badan podzielone zostaty na trzy czedci. W czgsci pierwszej
Doktorant opisuje wyniki zwigzane z analizg lipryny-a-1, przedstawiajac jej udziat w regulacji zespotu
maszynerii postsynaptycznej. Poczynajac od ogdlnego okreslenia, czy lipryna-a-1 petni jakakolwiek funkcje
w specjalizacji postsynaptycznej, Doktorant przechodzi do coraz bardziej szczegbétowych analiz zwigzanych
z wptywem zablokowania badanego biatka na budowe i organizacje maszynerii postsynaptycznej. W
czesci drugiej opisany zostat udziat biatka Tks5 w kontekscie badania mechanizmu przebudowy maszynerii
postsynaptycznej, poczynajgc od identyfikacji Tks5 jako biatka oddziatujgcego z a-dystrobrewing 1, az po
okre$lenie jego udziatu w tworzeniu podosomoéw i modulowania oddziatywania cytoszkieletu aktyny z
maszynerig postsynaptyczng. Cze$¢ trzecia wynikdw zwigzana jest natomiast z doswiadczeniami
przedstawiajgcymi optymalizacje warunkéw hodowli. Doktorant analizuje rézne aspekty prowadzenia
hodowli in vitro tak, aby uzyska¢ jak najlepsze, powtarzalne wyniki. Warte podkreslenia jest, ze Doktorant
przeprowadzit wszystkie badania bardzo skrupulatnie, kompleksowo opisujgc poszczegélne etapy badan i
uzasadniajgc konieczno$¢ podjecie kolejnych krokdw. W konsekwencji uzyskat bardzo ciekawe,
nowatorskie wyniki wskazujgce z jednaj strony, ze biatko rusztowania lipryna-a-1 odpowiedzialne jest za
organizacje mikrotubul znajdujacych sie bezposrednio pod AChR, dzieki ktérym receptory dostarczone do
btony komdrkowej sg w stanie tworzy¢ charakterystyczne dla maszynerii postsynaptycznej skupiska znane
jako klastry AChR, z drugiej, ze biatko Tks5 odpowiedzialne jest za tworzenie podosoméw synaptycznych
wewngtrz klastrow AChR, oraz za modulowanie oddziatywania cytoszkieletu aktyny z maszynerig
postsynaptyczng.

Kilka zagadniert wymagatoby jednak doprecyzowania. Nie jest np. w kazdym punkcie jasne, ktory
sposéb zahamowania ekspresji zastat wykorzystany w danym doswiadczeniu (np. Fig.15), w innym miejscu
opisywany jako wykorzystujgcy siRNA oznaczone jako siRNA1, siRNA2 czy siRNA3. Nasuwa sie réwniez
pytanie o wybér lamininy, do ktérej odnoszone sg wyniki pozostatych badanych izoform (nawet jeéli jest
jedyng laminina, jakg stosowano do stymulacji tworzenia klastréw AChR), skoro gtéwnym sktadnikiem
btony podstawnej dorostego miesnia szkieletowego wydaje sie by¢ laminina 211, a nie laminina 111.

Zwieniczeniem rozprawy jest, podzielona na kilka podrozdziatéw adekwatnych do sposobu
prezentacji wynikow, Dyskusja. W rozdziale tym uzyskane rezultaty zostaty podsumowane i zestawione z
istniejgcg literaturg dotyczacg problematyki badan, w sposéb Swiadczacy o dojrzatosci naukowej
Doktoranta. Zaproponowane zostaty réwniez, co cenne, ewentualne kierunki kontynuowania badan.
Szczegdlnie dyskusja zwigzana z zagadnieniami zwigzanymi z biatkiem Tks5 wydaje sie zastugiwac na
uwage. W konsekwencji Doktdrant podsumowuje udziat badanych biatek proponujac czytelny schemat
odziatywan pomiedzy gtéwnymi bohaterami rozprawy, taczacy udziat lipryny-a-1 oraz biatka Tks5 z a-
dystrobrewing 1 oraz roznymi elementami cytoszkieletu komérek, a najwazniejsze wnioski wynikajace z

przeprowadzonych analiz znalez¢é mozna w rozdziale Posumowanie i wnioski.
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Podsumowujac, pan mgr Marcin Pezinski realizujgc nowatorskie badania zrealizowat postawione
cele i udowodnit umiejetnos¢ samodzielnego prowadzenia pracy naukowej. Prowadzone badania
finansowane byty przez dwa projekty (Preludium grant no. UM0-2018/29/N/NZ4/02724 oraz European
Union's Horizon 2020 research and innovation programme under the Marie Sktodowska-Curie grant
agreement No 665735) a ich rezultaty weszly w sktad 4 publikacji naukowych. Otrzymane wyniki
dostarczajg obszernej i co istotne nowej wiedzy na temat roli biatek oddziatywujgcych z a-dystrobrewing
1 w organizacji i funkcjonowaniu maszynerii postsynaptycznej, stanowigc oryginalne rozwigzanie
postawionego problemu naukowego. Dlatego stwierdzam, Ze przedstawiona mi do oceny rozprawa
. doktorska spetnia warunki okreslone w art.187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie
wyzszym i nauce (Dz. U. z 2021 r. poz.478, 619) oraz zatgczniku nr 1. Regulaminu Rady Naukowej z 13.04.
2018 r. i stawiam wniosek o dopuszczenie mgr Marcina Peziriskiego do dalszych etapéw przewodu

doktorskiego, wnioskujgc réwnoczes$nie o wyrdznienie pracy.

1 Do Lo o no U
%L%MQW C@vl\vz\/\
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Ocena pracy doktorskiej Pana Marcina Pezinskiego
pt. “Postsynaptic machinery formation and remodelling - the roles of

adystrobrevin-1-interacting proteins and of extracellular matrix”

Prace wykonano w Laboratory of Synaptogenesis oraz w Laboratory of Molecular
Basis of Cell Motility w Instytucie Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego
Polskiej Akademii Nauk, pod kierunkiem profesor Marii Jolanty Redowicz oraz dr

hab. Tomasza Prdszynskiego. Praca zostata przygotowana w jezyku angielskim.

Wstep

Choroby nerwowo-miesniowe cztowieka, zarowno w aspekcie wiedzy o
procesach regulujgcych formowanie sie potgczen nerwowo miesniowych jak i ich
modelowania w rozwoju oraz molekularnych aspektow funkcji i interakcji pomiedzy
komponentami z nimi zwigzanymi, jak i w aspekcie potencjalnych terapii stanowig
wcigz nierozwigzany problem stojgcy przed nauka i medycyng chordb rzadkich.
Nawet w przypadku relatywnie dobrze poznanych choréb nerwowo-miesniowych
jak rdzeniowy zanik miesni (SMA — Spinal Muscular Atrophy), czy blizsze moim
zainteresowaniom naukowym: EDMD4, ARCA1 (SCAR8), AMC3, mimo
dotychczas zgromadzonego olbrzymiego zasobu wiedzy na ich temat, wcigz wiele
aspektéw tych choréb, szczegbélnie na poziomie molekularnym, pozostaje
niezbadanych. Bardzo dobrg ilustracjg probleméw zwigzanych z dogtebnym
poznaniem mechanizmdéw rozwoju choréb nerwowo-miesniowych jest fakt, ze przy
okoto 300 znanych choréb, opracowano jedynie skuteczne metody terapii na tylko
jedng chorobe-SMA, w dodatku obie metodami terapii genowej
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(Spinraza/Nusinersen oraz Zolengsma). Opracowanie skutecznych metod terapii
dla pozostatych chor6b nerwowo-miesniowych dalej pozostaje wyzwaniem.
Dlatego badania zmierzajgce nad poznaniem molekularnych mechanizméw
odpowiedzialnych za formowanie sie potgczenh nerwowo-miesniowych oraz
badania nad funkcja poszczegoinych biatek komplekséw biatkowych formujgcych
te potgczenia jest niezwykle istotny dla rozwoju tej dziedziny oraz daje szanse na
szybsze opracowanie skutecznych metod terapii.

Praca doktorska Pana Marcina Pezihskiego jest moim zdaniem ilustracjg
faktu mdéwigcego o tym jak niewiele wcigz jeszcze wiemy na temat formowania
chemicznej synapsy pomiedzy neuronem motorycznym a witdknem miesnia
szkieletowego (NMJ) oraz integracji dojrzewania funkcjonalnych kompleksow
biatkowych na neuronie i widknie miesniowym w trakcie rozwoju i w korelacji z
miogenezg, a takze jest prébg skutecznego podejscia do wypetnienia istniejgcych
luk w naszej wiedzy. Praca wpisuje sie w odpowiedni sposdb we wspoitczesne
trendy badawcze nad ré6znymi aspektami biogenezy NMJ poprzez udane préby
identyfikacji charakterystyki kluczowych elementéw komplekséw biatkowych
odpowiedzialnych za formowanie NMJ po stronie post-synaptyczne;.

Prace wykonano w Zespotach, ktére od wielu lat z duzymi sukcesami
zajmujg sie mechanizmami zwigzanymi z formowaniem NMJ. Autor Rozprawy, w
sekcji ,Achievements” podaje liste czterech publikacji, w ktérych jest
wspotautorem lub pierwszym autorem oraz grant Preludium z NCN, ktorego jest
laureatem (UMO-2018/29/N/NZ4/02724, ktéry pozwolit Autorowi na sfinansowanie
swoich badan.

Formalna ocena pracy

Przedstawiona mi do oceny praca doktorska zostata napisana w jezyku
angielskim, sklada sie ze 121 numerowanych stron, 7-miu rozdziatéw:
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 uktadzie i kolejnosci odpowiedniej i typowej dla rozpraw
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doktorskich tego typu. Proporcje pomiedzy rozdziatami oraz zawarto$¢ rozdziatow
sg bardzo dobrze dobrane a zawarto$¢ merytoryczna przejrzysta i podana w
interesujgcy sposoéb.

Autor postuguje sie swobodnie i bardzo precyzyjnie zaréwno jezykiem
angielskim generalnie jak i jezykiem i terminologig naukowg w tym jezyku. Wstep
pracy jest napisany bardzo umiejetnie, przejrzycie i pozwala na dogtebne
zapoznanie sie ze stanem wiedzy i problemami czekajgcymi wcigz na rozwigzanie.
Autor szczegdblnie umiejetnie porusza sie w gaszczu problematyki dotyczgcej
formowania NMJ ze szczegdIinym uwzglednieniem cze$ci postsynaptyczne;.
Przedstawione ilustracje sg w wiekszosci w odpowiedniej, jakosci, dokumentacja
i legendy do rycin sg w wiekszosci jasne i czytelne, wszystkie w podobnym stylu i
uktadzie. Cel pracy jest jasno i precyzyjnie sformutowany. Bibliografia jest
wyjgtkowo rozbudowana i obszerna. Pozycje literaturowe sg bardzo dobrze
dobrane i odpowiednio cytowane.

Szczegotowa ocena pracy
Celem pracy byto, jak podat Autor, osiggniecie trzech celéw:

1-zbada¢ mechanizm regulacji kompleksu postsynaptycznego przez biatko

liprin-alpha-1.

2-Okreslic role Tks5 w formowaniu i utrzymaniu komplekséw/klastréw
AChR.

3-opracowac efektywng i powtarzalng metode formowania klastrow AChR
in vitro

Dla realizacji zaplanowanego celu Nr 1, Autor przeprowadzit wyciszenie
lipriny-alphal z zastosowaniem siRNA w modelu réznicujgcych mioblastow
C2C12 z zastosowaniem stymulaciji klastréw AChR przez rozpuszczalng agryne,
uzyskujgc obnizong liczbe klastréw. Nastepnie wykazat, ze liprina-alphat reguluje
liczbe mikrotubul kortykalnych w mioblastach C2C12 oraz miotubach oraz, ze



-+
S
=
&
o
2

=
=)

Wroctawski

@

FACULTY OF BIOTECHNOLOGY

LABORATORY OF NUCLEAR PROTEINS
ul. F. Joliot-Curie 1l4a
50-383 Wroctaw | Poland

tel. +48 71 375 63 08 | +48 71 375 63 32

www.biotech.uni.wroc.pl

spolimeryzowane mikrotubule sg niezbedne dla formowania, czy raczej ekspansiji
klastrow AChR poprzez nieznany mechanizm.

Dla realizacji celu Nr 2, Autor, w oparciu o znang funkcje biatka Tks5 w
formowaniu  inwadosoméw,  przypominajgcych  strukture = podosoméw
synaptycznych, wykazat interakcje alphaDB1 z Tks5 metoda pull-down. Obnizenie
poziomu Tks5 w mioblastach C2C12 metodg siRNA wykazato, udziat tego biatka
w formowaniu w klastrach podosoméw  wizualizowanych poprzez
spolimeryzowang aktyne. Nastepnie metodg PLA, stosujgc przeciwciata na aktyne
i rapsyne, Autor wykazat, ze Tks5 jest niezbedny dla utrzymania kolokalizacji
pomiedzy aktyng a rapsyng na btonie plazmatycznej miotub C2C12 ( a nie tylko
klastrow AChR).

Dla realizacji celu Nr.3, Autor testowat zmienne parametry hodowli i
ro6znicowania mioblastow C2C12 oraz formowanie klastrow AChR. Ponadto
testowat r6zne izoformy lamininy i ich wptyw na formowanie klastrow AChR oraz

indeks fuzji.

W mojej ocenie najwiekszym osiggnieciem Autora jest wykazanie lipryny 1-
alpha, jako nowego skfadnika klastrow AChR w czesci postsynaptycznej NMJ,
jego interakcji z alfaDB1 oraz roli w formowaniu kortykalnej aktyny i podosomoéw
NMJ.

Bardzo obiecujgcym wynikiem jest tez wykazanie mozliwosci manipulaciji
efektywnoscig formowania struktur post-synaptycznych w modelu in vitro
mioblastéw i miotub C2C12 przez zmiany warunkéw hodowli oraz zastosowanie
roznych izoform lamininy w hodowli. Interesujgcym, dla mnie osobiscie, jest takze
fragment pracy dokumentujgcy rézne modele badawcze in vitro dla oceny
formowania sie postsynaptycznego NMJ.

Majgc na uwadze, wielkg komplikacje techniczng prowadzenia badan nad
formowaniem sie NMJ in vitro i in vivo oraz dodatkowy, olbrzymi problem

wynikajacy z faktu, ze obnizenie ekspresji kazdego praktycznie z biatek kompleksu
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DGC lub biatka oddziatujgcego powoduje zmiany poziomu innych komponentéw
biatkowych kompleksu (np. w modelu mysim knockout jednego z sarkoglikanéw
powoduje utrate ekspresji pozostatych biatek tego kompleksu), co powoduje
koniecznos¢ mozolnej weryfikacji poziomu ekspresji innych komponentéw, jestem
peten uznania, dla jakosci i poziomu wykonanej pracy i przeprowadzonych badan.

Jednakze korzystajgc z przywileju, i obowigzku recenzenta, mam do Autora
kilka pytan oraz uwag, szczegdlnie zwigzanych z pierwszg czescig pracy
doktorskiej.

Mam drobne zastrzezenia, co do zawartosci sekcji 1.2.3. Molecular Factors
i kolejnych. Na przyktad kwestia zrodta i roli izoform Nrg w formowaniu NMJ ich
roli w czesci postsynaptycznej, jako czynnika stymulujgcego ekspresje utrofiny
oraz praktycznie pominietej funkcji utrofiny w NMJ i MTJ.
Nie do konca rozumiem wspomniang asocjacje alfaDB1 z DM1, znam wiele gendw
korelowanych ze zmianami powt6rzen CTG w DMPK;, ale jak rozumiem wskazana
referencja doalfaDB1 to jedynie pojedyncza praca?
Czutem lekki niedosyt dostrzegajgc pominiecie roli Dvl w kanonicznym i
niekanonicznym szlaku sygnalizacji przez beta katenine.
Bytbym zobowigzany za wyjasnienie, dlaczego akurat takie choroby genetyczne
cztowieka wybrat Pan do charakterystyki we wstepie. Przy okazji, nie do konca
podzielam Pana optymizm w zastosowaniu utrofiny do leczenia DMD-problemem
jest nie tylko poziom utrofiny, ale wzér glikozylacji biatek kompleksu DGC
warunkujgcy rekrutacje utrofiny.
W czed¢ eksperymentalnej dotyczgcej roli lipriny-alfa-1 zastanawia mnie czy
prowadzono ocene efektywnosci transfekcji siRNA w mioblastach i miotubach oraz
kwestia relokalizacji i dyspersji AChR w btonie pazmatycznej dla siRNA 1 (Fig.13)
w opozycji do pozostatych siRNA. Co z pozostatymi sktadnikami NMJ i lub DGC?
Bazujgc na Fig 13 oraz Fig14B nie do kohca zgadzam sie z twierdzeniem, ze
wyciszenie nie zmienia poziomu biatek postsynaptycznych NMJ- np. poziom
AChR sie znaczgco zmienia na Fig14B. Nie znalaztem informaciji, ktory siRNA

zostat zastosowany w eksperymencie zilustrowanym na Fig15 a w zwigzku z



-+
S
=
&
o
2

=
=)

Wroctawski

@

FACULTY OF BIOTECHNOLOGY

LABORATORY OF NUCLEAR PROTEINS
ul. F. Joliot-Curie 1l4a
50-383 Wroctaw | Poland

tel. +48 71 375 63 08 | +48 71 375 63 32

www.biotech.uni.wroc.pl

roznicami w fenotypie pomiedzy siRNA jest to istotne dla interpretacji
eksperymentu.

Poniewaz Fig 17 demonstruje wptyw lipryny na catkowitg ilo$¢ kortykalnych
mikrotubul mam pytanie czy w eksperymencie z Fig 18 analizowano/poréwnywano
ilo$¢ mikrotubul w obszarze NMJ w stosunku do ,poza” NMJ?

W czesci dotyczacej Tks5 i analizy fenotypu po wyciszeniu ekspresji tego
biatka, czy nastepowaly zmiany w poziomie innych biatek kompleksu NMJ?
Podobny fenotyp wuzyskany przez wyciszenie dystrofiny wskazuje na
prawdopodobng korelacje. Przy eksperymencie zilustrowanym Fig23 prowadzono
analize intensywnosci i lokalizacji  inkorporacji AChR  technikami
immunofluorescencyjnymi, nie do kohca rozumiem sposobu kalkulacji i
interpretacji danych - prosze o wyjasnienie.

W przypadku wiekszosci eksperymentow z wyciszeniem Autor, stosowat, jako
metody oceny procedury i fenotypu techniki immunofluorescencyjne, testujgc
efektywnos¢ i swoistos¢ wyciszeni na fatwo transfekowalnych komérkach

HEK293. Prositbym o wyjasnienie przyczyn tej strategii eksperymentalne;j.

Whnioski koncowe

Powyzsze uwagi, sugestie i tematy do dyskusji na publicznej obronie
rozprawy doktorskiej, w zadnym stopniu nie umniejszajg mojej wysokiej oceny
pracy, ktdérg cechuje logiczny cigg przyczynowo skutkowy zaplanowanych
doswiadczen, naukowa dojrzato$é, imponujgcy warsztat badawczy oraz duza
swoboda w poruszaniu sie w tematyce NMJ.

W moim przekonaniu niewatpliwg zaletg przedstawionej mi rozprawy
doktorskiej jest bardzo dobry, oparty na najnowoczesniejszych metodach warsztat
badawczy, obejmujgcy takie biologii komérki jak: samodzielne przygotowanie
zmodyfikowanych  linii  komérkowych, western  blotting, = mikroskopia
immunofluorescencyjna, czy najbardziej skomplikowane analizy zwigzane z
analizg fenotypu in vivo oraz in vitro. Zaréwno analizy typu histologicznego jak i
funkcjonalnego. Czytajac rozprawe odniostem wrazenie, ze Autor bardzo
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swobodnie i z duzg wiedzg oraz umiejetnosciami, takze manualnymi i
warsztatowymi, porusza sie w tematyce badawczej swojej pracy. Natomiast
przedstawiona rozprawa stanowi dobry punkt wyjscia do dalszych badan na
mechanizmami molekularnymi i rolg biatek postsynaptycznego NMJ w miogenezie
w formowaniu NMJ w rozwoju oraz w korelacji z miogeneza.

Dlatego uwazam, ze przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska Pana
Marcina Pezinskiego spetnia warunki okreslone w art. 187 Ustawy z dnia20 lipca
2018r Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2021r poz. 478,619) oraz
zatgcznika nr 1 Regulaminu Rady Naukowej z dnia 13.04.2018r.

Zgtaszam, zatem formalny wniosek do Rady Naukowej Instytutu Biologii
Doswiadczalnej im. M. Nenckiego PAN o dopuszczenie Pana Marcina
Pezinskiego do dalszych etapdéw postepowania o nadanie stopnia doktora w
dziedzinie nauk scistych i przyrodniczych w dyscyplinie nauki biologiczne.
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