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Ocena rozprawy doktorskiej mgr Dominiki Wojton
pt. "Niekonwencjonalna miozyna VI jako potencjalny regulator metabolizimu miesni szkieletowych ™

Miozyny niekonwencjonalne stanowig heterogenna grupa biatek motorycznych, ktére
odgrywaja wazne funkcje w rdéznych procesach komoérkowych. W przeciwienstwie do
konwencjonalnych miozyn, ktére sa gldwnie zaangazowane w skurcz migéni, miozyny
niekonwencjonalne biorg udzial w takich procesach jak transport wewnatrzkomérkowy, endocytoza,
egzocytoza, czy utrzymanie ksztattu komdrki. Rola miozyny VI w komorkach niemigéniowych zostata
dobrze poznana. Biatko to ma zdolnoé¢ przemieszczania sig w kierunku kofica minus filamentu
aktynowego transportujagc m. in. pecherzyki, organelle czy elementy aparatu Golgiego. Badania
prowadzone w Pracowni Molekularnych Podstaw Ruchow Komérkowych Instytutu Biologii
Doswiadczalnej PAN, pod kierunkiem prof. Dr hab. Marii Jolanty Redowicz, poruszajg zagadnienia
dotyczace roli miozyny VI i jej izoform w mioblastach oraz migsniach szkieletowych. Badania grupy
prof. Redowicz wykazaly, ze miozyna VI stabilizuje organelle komorkowe, czy receptory
acetylocholiny w zlaczach nerwowo-migsniowych widkna migsniowego. Zespdt prof. Redowicz
wykazat réwniez, ze miozyna VI kontroluje takie procesy jak replikacja, czy naprawa DNA oraz
transkrypcja i transport RNA. Podczas roznicowania miesni za migracje oraz adhezje mioblastow
réwniez odpowiedzialna jest miozyna VI.

W projekcie doktorskim, Doktorantka podjeta sie badan dotyczgcych roli miozyny VI w
metabolizmie miesni szkieletowych. Przystepujac do realizacji projektu doktorskiego Pani mgr, w
oparciu o dotychczasowe badania oraz dostepna literature, czytelnie przedstawita gtowne zatozenia
oraz cele badawcze (manuskrypt str. 44). Zabiegi te miaty na celu wykazanie roli miozyny VI w

metabolizmie migsni szkieletowych.



DZIAL NAUK BIOLOGICZNYCH

ZAKEAD BIOLOGII ROZWOJU ZWIERZAT
ul. H. Sienkiewicza 21

50-335 Wroctaw

tel. +48 71375 40 30 | +48 71375 40 24
mZbrz@uwr.edu.pl | www.zbrz.uniwroc.pl

&) 7

Rozprawa doktorska, wraz ze streszczeniem, wykazem stosowanych skrétéw, listg publikacji
wiasnych, pismiennictwem obejmujacym 177 pozycji literatury, liczy 122 strony. Uktad pracy oraz
podziat na rozdzialy i podrozdziaty jest bardzo klarowny i odpowiada standardom pracy naukowej.
W manuskrypcie Doktorantka zawarta rowniez czytelne schematy oraz tabele, ktére w znacznym
stopniu ulatwily zrozumienie zagadnien podejmowanych w rozprawie dyktatorskiej. W tym
miejscu chciatabym zaznaczy¢, ze pod wzgledem edytorskim praca zostala bardzo dobrze
przygotowana.

Rozdziat Wstep zostat przygotowany przez Doktorantke w sposob czytelny. Na uwage zastuguje
fakt, ze Pani mgr wybrata do wstepu tylko te informacje, ktore stanowity istot¢ analizowanych w
projekcie doktorskim zagadnief. Czytelnik nie zostal w ten sposob przytloczony informacjami
mniej istotnymi, ktére moglyby zaburzy¢é obraz podejmowanych wyzwan badawczych. W rozdziale
Wstep, Pani mgr przedstawita m. in. budowe mie$ni szkieletowych, w tym rodzaje migsni.
Waznymi rozdziatami byty te, w ktdrych zostata zawarta aktualna wiedza dotyczaca metabolizmu
energetycznego migséni. Pani mgr, po$wiecata swojg uwage zagadnieniom ,,gléwnego bohatera”
rozprawy doktorskiej, jakim jest miozyna VI. Rozdziat ten, $ciste zwigzany z tematem i celem
pracy, zostal opracowany w oparciu o doniesienia z najnowszej literatury swiatowe;j.

W rozdziale Material i Metody, Doktorantka opisata szereg procedur wykonanych podczas
realizacji projektu. Ta czgéé rozprawy napisana jest z duzg precyzja. Wyniki uzyskane przez Panig
mgr prowadzone byty w oparciu o najnowsze techniki stosowane w biologii molekularnej. Autorka
rozprawy doktorskie] zastosowata szeroka game metod takich jak: immunofluorescencja,
histochemia, Western blot, ilosciowa reakcja tancuchowa polimerazy w czasie rzeczywistym (RT-
gPCR), analiza metabolizmu energetycznego czy metoda pomiaru poziomu ATP.

Badania dotyczace udzialu MVI w metabolizmie mies$ni szkieletowych, Doktorantka
przeprowadzita z wykorzystaniem myszy Snell’s waltzer (SV; MVI-KO), nie syntezujgcych
funkcjonalnej miozyny VI (szczep C57BL/6J). Badania prowadzone byly na migsniach
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szkicletowych pochodzacych z konczyny tylnej myszy. Miegsnie pobierano od zwierzat

nowonarodzonych (P0) oraz 3 i 12-miesiecznych (3-m, 12-m).

Ponadto, w badaniach wykorzystano linie¢ mioblastéw mysich C2C12 z obnizonym poziomem

miozyny VI oraz mioblastow otrzymanych z hodowli pierwotnych tj. miesni konczyny tylnej 3-m
myszy MVI-KO.

Prawidltowo i jasno wyznaczony cel pracy oraz wilasciwie zastosowane technik badawczych

pozwolity Doktorantce na uzyskanie interesujacych wynikow o wartosci poznawcezej. Doktorantka

wykazata, ze :

1.

Miozyna VI obecna jest w migsniach konczyny tylnej myszy P0O. Poziom transkryptu i
biatka MVI zalezny jest od typu mig$nia, w tym najwyzsze warto$ci zaobserwowano w
miesniu SOL (wolno kurczliwym) dorostych myszy.

U myszy MVI-KO najwigksze zmiany w wielkosei i ilosci widkien mie$niowych wystepuja
u myszy nowonarodzonych oraz w migsniu SOL. Ponadto, zaobserwowano zmniejszenie
liczby jader we witdknach mig$niowych.

Myszy MVI-KO wykazujg tendencje¢ do przemiany widkien migsniowych z typu
glikolitycznego na oksydacyjny. Najistotniejsze zmiany zaobserwowano w migsniu SOL.
MVI kolokalizuje z mitochondriami, a obnizenie poziomu lub catkowity brak MVI
powoduje zaburzenia w funkcjonowaniu mitochondriow.

Dysfunkcja mitochondriéw przejawia sie obnizeniem poziomu produkeji ATP, nasilajacym
sie wraz z wiekiem.

U myszy MVI-KO brak MVI wplywa na aktywacje AMPK oraz obnizenie poziomu biatek
zaangazowanych w szlak mTOR .

Brak MVI prowadzi do obnizenia aktywnosci biatek zaangazowanych w szlak cAMP/PKA
(gtownie u myszy PO).

Brak MVI wptywa na wzmozong lipolizg oraz znaczacy spadek trojgliceryddéw w migsniach

szkieletowych.
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Wyniki uzyskane przez Doktorantke sg warto$ciowe i w petni dowodza o istotnej roli MVI w
metabolizmie komorek miogennych i miesni szkieletowych.
Pytania i uwagi do Doktoranki:
- Wiadomo, ze mitochondria we wszystkich rodzajach komérek zwierzgeych tworzg rozbudowane
sieci, czy sadzi Pani ze u myszy MVI-KO, oprécz spadku ich aktywnosci syntetycznej, moze
dochodzi¢ do upos$ledzenia fuzji czy podziatu mitochondriéw w sieci?
- mySle, ze Pani mgr myli pojecia dotyczace definicji procesow katabolicznych i anabolicznych.
Lipoliza jest procesem rozktadu, czyli katabolicznym. Natomiast lipogeneza jest procesem syntezy,
czyli anabolicznym (str. 90).

Ostatni rozdziat Dyskusja zostat bardzo dobrze i wyczerpujaco opracowany przez Doktorantke.
W dyskusji zawarte zostaty wszystkie zagadnienia, ktore Autorka ujela w zatozeniach i celach
pracy. Omawiajgc w tym rozdziale wyniki swoich badaf, Pani mgr w logiczny i bardzo precyzyjny
sposdéb starata sie wyjasni¢, w oparciu o najnowsze doniesienia z literatury $wiatowej, podtoze oraz
mechanizmy dotyczace wplywu braku MVI na metabolizm miesni i strukture miesni szkieletowych.
Dyskusja zawiera réwniez wnioski samodzielnie wyciggniete przez Doktorantke. Swiadczy to o

dobrym przygotowaniu merytorycznym oraz dojrzalosci naukowej Pani mgr.

Podsumowanie:

Praca doktorska Pani mgr Dominiki Wojton dostarczyta wielu ciekawych oraz dotychezas nie
poznanych funkcji miozyny VI w migsniach szkieletowych. Wyniki te uwazam za oryginalne
i wysoce wartoSciowe, o znacznych walorach poznawczych. Ponadto, Pani magister jest
wspotautorka w 4 oryginalnych publikacjach naukowych (w tym jednej w recenzji), wydanych w
prestizowych czasopismach o zasiggu miedzynarodowym oraz jednej publikacji przegladowej.

Rozprawa doktorska mgr Dominiki Wojton pt. “Niekonwencjonalna miozyna VI jako
potencjalny regulator metabolizmu migsni szkieletowych” spetnia wymogi stawiane pracom

doktorskim. W mojej ocenie rozprawa doktorska spetnia warunki okreslone w art. 187 Ustawy z
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dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2023 r. poz. 742 z poz.
zm.). Na tej podstawie wnosze do Rady Naukowej Instytutu Biologii Doswiadczalnej im.
Marcelego Nenckiego PAN o dopuszczenie mgr Dominiki Wojton do dalszych etapow
postepowania w sprawie nadania stopnia doktora.

W mojej ocenie rozprawa doktorska Pani mgr Dominiki Wojton jest wyrdzniajaca sig, czego
dowodem sg uzyskane oryginalnie wyniki oraz wysoki poziom przygotowania merytorycznego
oraz metodycznego Doktorantki. Na tej podstawie wnioskuje do Wysokiej Rady Naukowej o

wyroznienie rozprawy doktorskiej Pani mgr Dominiki Wojton.

Wroctaw, dn. 10. 02. 2025 r. Matgorzata Daczewska




Prof. AWF dr hab. Hanna Drzymata-Celichowska
Zaklad Neurobiologii/Zaktad Biochemii

Wydzial Nauk o Zdrowiu

Akademii Wychowania Fizycznego w Poznaniu

Recenzja rozprawy doktorskiej pani mgr Dominiki Wojton
w zwigzKku z postgpowaniem w sprawie nadania stopnia doktora

Podstawa prawna:

Recenzje sporzqdzono zgodnie z art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o

szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2023 r. poz. 742 z pozn. zm.)

Ocena pracy

Pani mgr Dominika Wojton przedlozyla do Rady Naukowej Instytutu Biologii
Doswiadczalnej im. M. Nenckiego PAN w formie manuskryptu rozprawe doktorskg pt.
.Niekonwencjonalna miozyna VI jako potencjalny regulator metabolizmu migsni
szkieletowych”. Promotorem rozprawy jest pani prof. dr hab. Maria Jolanta Redowicz, zas
funkcje promotora pomocniczego petnita pani dr Liliia Lehka. Jak wynika z dokumentacji
postepowanie toczy sie w oparciu o przepisy Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o
szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2023 r. poz. 742 z pdzn. zm.) Badania bedgce
przedmiotem rozprawy zostaly przeprowadzone przy wsparciu finansowym dwoch projektow
badawczych: projektu Opus 2017 /27/B/NZ3/01984 (kierownik: prof. dr hab. Maria Jolanta
Redowicz) i projektu Sonata 2022/47/D/NZ3/02737 (kierownik: dr Liliia Lehka).

Tytul pracy w brzmieniu ,.,Niekonwencjonalna miozyna VI jako potencjalny regulator
metabolizmu miesni szkieletowych™ odpowiada jednoznacznie na tresci zawarte w pracy i
oddaje ich istote.

Rozprawa doktorska mgr Dominiki Wojton jest klasyczng, eksperymentalng pracg,
ktorej glownym celem bylo okreslenie potencjalnej roli niekonwencjonalnej miozyny VI w
metabolizmie migs$ni szkieletowych. Uklad rozprawy jest standardowy tj. z podzialem na

typowe dla prac doktorskich rozdzialy i podrozdzialy. Zawiera takze dobrze opracowane
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streszczenie zarowno w jezyku polskim jak i angielskim oraz spis pismiennictwa. Nietypowy
dla rozpraw jest spis publikacji wlasnych, zamieszczony na koncu pracy. Spis ten wskazuje na
znaczacy dorobek pani Wojton. ktéra jest wspolautorka 4 opublikowanych artykutdéw i
jednego (w recenzji), w ktorym jest pierwszym autorka. Nie mam zastrzezen do ukladu
rozprawy i nalezy stwierdzi¢, ze sam manuskrypt jest przygotowany starannie, zgodnie z
kanonami przygotowania rozpraw naukowych. Tekst rozprawy obejmuje 122 strony co jest

standardowg obj¢toscig eksperymentalnych rozpraw doktorskich.

Wprowadzenie do rozprawy ., Wstep” obejmujace 29 stron, jest starannie
przygotowane i wskazuje na znaczaca wiedzg doktorantki w zakresie: budowy i metabolizmu
miesni  szkieletowych, budowy 1 funkcji  miozyn  konwencjonalnych  oraz
niekonwencjonalnych. Tre$¢ tych rozdzialdbw ma zwiazek z tematyka opisywanych w
zasadniczej czedei rozprawy doswiadczen i dlatego uwazam, ze jest wilasciwie dobrana i
opracowana oraz poparta poprawnym przegladem literatury. Ta cze$¢ pracy zawiera 12

starannie przygotowanych rycin, ktore ilustruja omawiane zagadnienia i procesy.
Uwagi:

W odniesieniu do tej czesci rozprawy chece zwroci¢ uwage na drobne uchybienia
nazewnicze. Na str. 17 i 18 uzyte sg okreslenia widkien ,.wolno- i szybkokurczliwych”, a
powinno uzywaé sie ..szybko kurczace sie”, ,,wolno kurczace si¢”. Niefortunne jest takze
okreslenie ,.kurczg sie¢ powoli i sg wytrzymale na zmeczenie”, gdzie prawidlowo powinno
pisa¢ sie¢ o krotkim czasie skurczu i odpornosci na zmegczenie. Natomiast w tabeli 1.1 na
stronie 18 blednie zastosowano nazewnictwo jednostek motorycznych, ktére majg swoja
odrebng klasyfikacje. Np. nazwa: ,.typ jednostki motoryczne: wolnokurczliwy, oksydacyjny”
jest wyrazeniem bardzo nieprecyzyjnym. Prawda jest, ze wiokna typu I sa wolno kurczace si¢
i posiadaja metabolizm tlenowy, ale wchodzg w sklad jednostek ruchowych wolnych (S).
Natomiast wiokna typu Ila sag widknami szybko kurczacymi si¢ o charakterze tlenowo-
glikolitycznym i wchodza w sktad jednostek szybkich (FR), i nie prowadza wylacznie
oksydacyjnych przemian metabolicznych jak podaje doktorantka w tabeli 1.1. 1 na str. 73.
Wydaje sie to zbyt duzym uproszczeniem. Wiadomym jest, ze rdéznica pomigdzy
metabolizmem wildkien typu I czy typu Il dotyczy procentowego udziatu réznych szlakoéw
metabolicznych w wytwarzaniu ATP i nawet najszybsze wiokna migsniowe (np. IIx u ludzi)

zawierajg mitochondria i wytwarzaja ATP w procesie fosforylacji oksydacyjnej. 7 drugiej



strony potwierdzam, ze klasyfikacja typow jednostek ruchowych w miesniach mysich nie jest

oczywista. Prosze¢ Autorke rozprawy o wyjasnienie tej kwestii podczas obrony.

Na stronie 33 i 34 w opisie miozyn niekonwencjonalnych doktorantka pisze
wLancuchy cigzkie miozyn niekonwencjonalnych posiadajq charakterystyczng dla wszystkich
miozyn budowe strukturalng opisang w podrozdziale 1.3.1", ktory jest de facto rozdzialem

opisujacym miozyny konwencjonalne.
Zalozenia i cele pracy na stronie 44 sg przedstawione w sposob jasny i precyzyjny, dotycza:

1. Analizy ekspresji Myo6 w mig$niach szkieletowych na roznych etapach rozwoju
myszy.

2. Okreslenia wptywu braku MVI na morfologie widkien migsniowych.

3. Zbadania wpltywu braku MVI na zawartos$¢ izoform tancuchow ciezkich miozyn
mig$niowych w miesniach szkieletowych.

4. Oceny wplywu braku MVI na funkcje mitochondriow w komoérkach miogennych
oraz mig$niach szkieletowych.

5. Analizy aktywnosci szlakow zaangazowanych w metabolizm mie$ni

szkieletowych, w tym w proces lipolizy.

Material i metody. Ten rozdzial pracy zawiera opis procedur eksperymentalnych i
zajmuje 20 stron, co odpowiada bardzo szerokiemu spektrum stosowanych (okoto 20)
ré6znych metod i1 technik badawczych. Wskazuje to na ogromny warsztat naukowy pani
Wojton i spore doswiadczenie laboratoryjne. Doktorantka uczciwie zaznacza, ze czgs$¢ z
wykonywanych technik badawczych jest efektem wspolpracy innych eksperymentatorow z
zespolu badawczego. w ktorym realizowata swoj projekt, co w niczym nie umniejsza zastug
doktorantki, a jest standardowym postepowaniem w zespolach laboratoryjnych,

umozliwiajacych petniejsze wykorzystanie potencjatu naukowego.
Uwagi:

Uwazam, ze stopien szczegdtowosci opisu metod jest wyczerpujacy i wystarczajgcy w
sensie umozliwienia powtdrzenia badan przez inny zespot. Jezyk, jakim postuguje sig
doktorantka, jest poprawny i typowy dla tekstow naukowych. Zawarte w tym rozdziale ryciny

(n=2) i tabele (n=9) sg utatwieniem w zrozumieniu opisywanych czynnosci. Warunki hodowli



oraz procedury u$miercania zwierzat byly zgodne z wytycznymi Ustawy z dnia 15 stycznia
2015 r. o ochronie zwierzat wykorzystywanych do celéw naukowych lub edukacyjnych (Dz.
U. 2015 poz. 266). Dalsze badania prowadzone na pobranych tkankach nie wymagaly
akceptacji lokalnej komisji etycznej ds. do$wiadezen na zwierzetach. Do tej czgsei rozprawy
nie mam wiekszych uwag krytycznych. Uchybieniem jest natomiast brak liczby
wykorzystanych zwierzat w przeprowadzonych badaniach. Wiadomo jedynie, ze
wykorzystano nowonarodzone oraz 3 i 12 miesigczne samce myszy Snell's waltzer
niesyntetyzujace funkcjonalnej miozyny VI oraz zwierzeta kontrolne typu WT. Niejasne jest
takze, ktory dokladnie miesien byl pobierany do hodowli mioblastow, gdyz piszac migsien
brzuchaty tydki zastosowano skrot GM i nazwe gastrocnemius co w domysle oznacza caly
migsien, czyli zardwno glowe boczna (MG) i przysrodkowa (LG). Natomiast skrot GM moze
domyslnie oznacza¢ zaréwno musculus gastrocnemius jak i gastrocnemius medialis

(brzuchaty przysrodkowy).

Wyniki. Uzyskane wyniki przedstawiono na str. 65-94 na 34 rycinach, ktore zostaly
przygotowane bardzo starannie. Wyniki badan sg opisane w sposéb standardowy dla rozpraw
doktorskich i cechuja si¢ znacznie wickszym stopniem szczegétowosci, niz w publikacjach
zawartych w czasopismach naukowych. Zgodnie z charakterem metod. opis wynikow
podzielony jest na kilka zasadniczych czesci, obejmujacych kolejno oceng wplywu braku
miozyny VI na morfologiec mie$ni szkieletowych konczyny tylnej, na funkcjonowanie
mitochondriéw oraz sygnalizacje komorkowa w migéniach szkieletowych oraz na metabolizm

lipidow w badanych migs$niach.
Uwagi:

W tym rozdziale nie do konca jest dla mnie jasne uzywanie okreslen ,wielkos¢
wiokien” zamiast srednica widkien (str. 67) oraz ,widkien matych™ zamiast widkien
cienszych (str 68). Wydaje si¢ to by¢ pewnym kolokwializmem. Natomiast z uznaniem nalezy
doceni¢ ogromna iloé¢ wynikow badan, ich bardzo szczegélowy stopien opracowania,
czytelne ryciny, prawidlowo dobrang statystyke. komplementarnos¢ dajacg spory obraz zmian

jakie nastepuja w migsniach szkieletowych w sytuacji braku miozyny VL.

Dyskusja. Do tekstu dyskusji rozprawy takze nie mam wigkszych zastrzezen. Sposob

prowadzenia dyskusji i wnioskowania jest logiczny i poparty zrédlowymi danymi ze
4



$wiatowego piSmiennictwa z ostatnich lat (177 cytowanych prac). Zabraklo mi jedynie
omoéwienia kwestii obserwowanych zmian glownie w migéniach z przewaga wiokien
wolnych, co przyczynitoby si¢ do zwickszenia stopnia spojnosci doktoratu. Wazng dla mnie
kwestia podjetg przez doktorantke jest spostrzezenie, ze obserwowane i opisane zmiany w
metabolizmie oraz strukturze miesni szkieletowych przy braku miozyny VI moga mie¢ istotny
wplyw na jako$¢ pracy mieénia, a zatem na elektrofizjologiczne cechy skurczu jednostek
ruchowych (badanych in vivo). Piszac o potrzebie kontynuowania badan w celu poznania
szczegotowych mechanizméw  stojacych za obserwowanymi zmianami w migs$niach
szkieletowych warto wskaza¢ na celowo$¢ wzmocnienia badan o aspekty funkcjonalnego

znaczenia spowodowanego brakiem MVI.

Whioski koncowe

Gléwnym osiggnieciem doktorantki jest przedstawienie, ze nieckonwencjonalna
miozyna VI odgrywa wazng role w metabolizmie migs$ni szkieletowych. Sg to nowe odkrycia,
ktore wskazuja, ze MVI zaangazowana jest m.in. w proces oddychania komorkowego,

produkcje ATP, lipolize oraz szlaki sygnatowe.

7. obowigzku recenzenta chciatabym rowniez, w odniesieniu do calej rozprawy,
zwroci¢ uwage na bledy interpunkcyjne w postaci umieszczania przecinka po stowie
»ponadto™ stosowanym na poczgtku zdania, co w jezyku polskim jest bledem wynikajgcym
bardzo czesto z wplywu jezyka angielskiego (nauczeni jestesmy stawia¢ przecinki po

analogicznych wyrazeniach np. ,,moreover”).

Niezaleznie od kilku powyzszych uwag, do ktorych doktorantka bedzie si¢ mogla
odnie$¢ podczas publicznej obrony, stwierdzam, ze rozprawa jest przygotowana
profesjonalnie a pani mgr Dominika Wojton posiada duzg wiedzg ogdlna w dyscyplinie nauki
biologiczne 1 umiejgtnos¢ prowadzenia badan naukowych z zastosowaniem wielu

zaawansowanych metod badawczych.

Podsumowanie

Konkludujac ostatecznie recenzj¢ rozprawy doktorskiej pani mgr Dominiki Wojton
uwazam, ze rozprawa doktorska spetnia warunki okreslone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca

2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2023 r. poz. 742 z pdzn. zm.).
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Stwierdzenie to wynika z wysokiego poziomu naukowego prowadzonych badan, ich
znaczgcego stopnia nowatorstwa, wykorzystania w badaniach szeregu komplementarnych
technik laboratoryjnych i bardzo wysokiego poziomu samej rozprawy. W zwigzku z
powyzszym, wnioskuje do Rady Naukowej Instytutu Biologii Do$wiadczalnej o dopuszczenie
mgr Dominiki Wojton do dalszych etapow postepowania w sprawie nadania stopnia doktora.

Majgc na uwadze wysokg warto$¢ merytoryczng pracy, wnioskuje o jej wyroznienie.

Poznan, 27. 03. 2025

_/
Hanna Thzmcilci- (efichaata
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dr hab. Matgorzata Zimowska-Wypych

Warszawa, 18.03.2025

Recenzja pracy doktorskiej zatytutowanej:
»Niekonwencjonalna miozyna VI jako potencjalny requlator metabolizmu miesni szkieletowych”

autorstwa mgr Dominiki Anny Wojton.

Praca doktorska zrealizowana zostata w Instytucie Biologii Do$wiadczalnej im. M. Nenckiego PAN, a

jej promotorem byta prof. dr hab. Maria Jolanta Redowicz, promotorem pomocniczym - dr Liliia Lehka.

Miozyna VI (MVI) to unikalne biatko motoryczne, ktére petni waine funkcje w komdrkach
niemigéniowych, w tym w procesie mitofagii, oraz jest obecne w migsniach szkieletowych, gdzie wptywa
na organizacje cytoszkieletu i réznicowanie mioblastéw. Brak MVI w miesniach prowadzi do zaburzen
strukturalnych oraz przerostu miesni, co sugeruje jej role w metabolizmie miesni szkieletowych. Jednakze
jego doktadna rola w regulacji metabolizmu miesni szkieletowych pozostawata wciagz niejasna, wskazujac
na potrzebe przeprowadzenia dalszych badan. Celem pracy mgr Dominiki Anny Wojton stato sie zatem
okreslenie roli miozyny VI w metabolizmie miesni szkieletowych.

Badania wchodzgce w skfad rozprawy doktorskiej mgr Dominiki Wojton finansowane byty przez dwa
projekty (Opus, 2017/27/B/NZ3/01984 oraz Sonata, 2022/47/D/NZ3/02737), a ich rezultaty weszty w
sktad 4 eksperymentalnych publikacji naukowych. Praca, zawarta na 122 stronach maszynopisu, zostata
zaprezentowana w formie klasycznej rozprawy, podzielonej rozdziaty typowe 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. Doktorantka zastosowata szeroki zestaw metod badawczych, adekwatnych do
celu pracy, opisujgc je w rozdziale Materialy i Metody, a rezultaty badan poddane zostaty niezbednym
analizom statystycznym i przedstawione w rozdziale Wyniki. Zaréwno wstep zawierajacy tio prowadzonych
badan, jak i dyskusja uzyskanych wynikéw zostaty opisane w odniesieniu zaréwno do starszych prac, jak i
najnowszej literatury dotyczacej opisywanych zagadnien, ktérej wykaz zebrany jest w ostatnim rozdziale
rozprawy. Doktorantka wykorzystata blisko 180 pozycji bibliograficznych, ktérych tematyka $cisle wigze
sig z tematyka przedstawionej do recenzji pracy, prawidtowo je cytujgc. Dodatkowo wyrézniony zostat

rozdziat zwigzany z listg publikacji wtasnych autorki. Realizacja projektu doprowadzita do powstania
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wielowymiarowej rozprawy doktorskiej dostarczajgcej po raz pierwszy danych wskazujgcych, ze MVI jest
zaangazowana w utrzymanie morfologii widkien migéniowych oraz regulacje metabolizmu miesni

szkieletowych.

Wstep do rozprawy doktorskiej w bardzo przystepny sposéb wprowadza czytelnika w tematyke
zwigzang z jednej strony zbudowa i funkcjonowaniem miesni szkieletowych, ze szczegélnym
uwzglednieniem metabolizmu energetycznego miesni, z drugiej w kwestie zwigzane z rolg miozyny VI w
ich funkcjonowaniu. Rozdziat ten zawiera informacje istotne dla zrozumienia tematyki pracy i $wiadczy o
rozlegtej wiedzy Doktorantki. Na uwaga zastugujg czytelne, wyczerpujgco podpisane i prawidtowo
cytowane w tekscie schematy, w sposdb znaczacy utatwiajgce zrozumienie omawianych zagadnien.

Rozdziat Materiafy i Metody obszernie prezentuje wykorzystane odczynniki i szerokie spektrum
zastosowanych technik. Sposdb zaplanowania doswiadczen $wiadczy o wysokich umiejetnoéciach autorki
w prowadzeniu pracy naukowej, umozliwiajgc precyzyjne i rzetelne przeprowadzenie eksperymentow, co
jest kluczowe w uzyskaniu wiarygodnych wynikdéw badawczych. Opis materiatéw i metod jest bardzo
szczegotfowy, a uwzglednienie zaréwno standardowych, jak i bardziej zaawansowanych metod badawczych
pozwala na kompleksowa analize problemu badawczego. Wykorzystane metody sa dobrze zaplanowane i
przeprowadzone zgodne z uznanymi standardami wykorzystywanymi w hodowli komérek in vitro,
badaniach biatek, biologii molekularnej, czy w badaniach nad metabolizmem komdérkowym. Podobnie,
zastosowane metody immuno- i histochemiczne zostaly zaplanowane i przeprowadzone zgodnie ze
standardami i najlepszymi praktykami. Drobne zastrzezenia mogg dotyczy¢ jedynie braku informacji
zwigzanej z oceng kontaminacji mykoplazmg wykorzystanych do badan linii komérkowych. Standardowa
kontrola czystosci biologicznej powinna by¢ zawsze uwzgledniona ze wzgledu na wysokg podatnosé linii
komdrkowych na kontaminacje. Nie jest takze jasne, o ile zredukowany zostat poziom MVI w poréwnaniu
z komorkami kontrolnymi w przypadku stabilnego knockdown genu MV| oraz czy okreslano jego aktualny
poziom w komorkach. Wygenerowanie linii komérkowej z knockdownem MVI przy uzyciu systemu
wektorowego pSilencer 2.1-U6 hygro jest dobrze ugruntowang metody. Zastosowanie SiRNA
specyficznego dla mRNA MVI pozwala na precyzyjng modulacje ekspresji docelowego genu. Jednak
stabilne linie komérkowe moga wykazywac rézne poziomy knockdownu w zaleznos$ci od pasazu komdrek.
Regularna weryfikacja poziomu ekspresji MVI { Western blot lub gPCR) powinna by¢ zatem uwzgledniona.

Rozdziat Wyniki zawiera uporzadkowany i konsekwentny w swoim przebiegu opis
przeprowadzonych analiz oraz uzyskanych rezultatow bogato ilustrowany czytelnymi wykresami i bardzo
dobrej jakosci zdjeciami. Uzyskane wyniki badarn podzielone zostaty na trzy czesci. W czesci
pierwszej przedstawiono wyniki dotyczace wptywu braku miozyny VI na morfologie miesni szkieletowych
konczyny tylnej. Opisano analize ekspresji genu Myo6 oraz poziomu biatka MVI w miesniach

szkieletowych, a takie przeprowadzono badania liczby i wielkosci widkien miesniowych, zawartosci
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kolagenu oraz izoform ciezkich taricuchéw miozyny we widknach miesniowych. W czeéci drugiej skupiono
sig na ocenie wptywu braku miozyny VI na funkcjonowanie mitochondriéw oraz sygnalizacje komodrkowa
w migéniach szkieletowych i komérkach migsniowych. Przeanalizowano kolokalizacje MVI z markerem
mitochondriéw TOM20, oddychanie komdrkowe z wykorzystaniem urzadzenia Seahorse, poziom ATP,
wzrost mioblastow w pozywce galaktozowe]j oraz aktywnosé¢ szlakéw sygnalizacyjnych AMPK/mTOR i
cAMP/PKA. Dodatkowo zbadano poziom kinazy kreatynowej w miesniach szkieletowych. W czesci
trzeciej opisano wptyw braku miozyny VI na metabolizm lipidéw w mieéniach szkieletowych, co
obejmowato szézegétowa analize zmian w metabolizmie lipidéw w badanych prébkach.

Wyniki przedstawione w rozprawie doktorskiej mgr Dominiki Wojton zostaty jasno opisane, co
umozliwia ich petne zrozumienie i ocene. Kazdy etap badan jest szczegotowo opisany, a uzyskane rezultaty
badari sg przedstawione w kontekscie wczesniejszych hipotez i zatozen. Kluczowe obserwacje s3 jasno
sformutowane, przedstawione z wyraznym powigzaniem wnioskéw z przedstawionymi danymi i poparte
odniesieniami do rycin.

Zwiericzeniem rozprawy jest, podzielona na kilka podrozdziatéw adekwatnych do sposobu
prezentacji wynikéw, Dyskusja. W rozdziale tym uzyskane rezultaty badan zostaty podsumowane i
zestawione z istniejgcy literatura dotyczacg problematyki badar, w sposéb Swiadczacy o dojrzatoéci
naukowej Doktorantki. Dyskusja taczy obserwacje molekularne z fenotypowymi zmianami w miesniach
szkieletowych, takimi jak np. potencjalne zmniejszenie rozmiaru wiékien miesniowych. Pokazuje to, ze
autorka rozumie biologiczne konsekwencje swoich wynikéw. Rozdziat ten jest bardzo dobrze
skonstruowany i dostarcza cennych informacji na temat omawianych zagadnied. Oméwienie pewnych
aspektéw pozostawia jednak niewielki niedosyt. W szczegdlnodci, wigcej uwagi mogtoby zostaé
poswiecone znéczeniu funkcjonalnemu obserwowanych zmian. Dyskusja mogtaby na przyktad szerzej
omowic, jakie znaczenie biologiczne ma np. spadek poziomu MVI obserwowany wraz z wiekiem i czy
zmniejszenie ekspresji Myo6 moze wptywac na zdolnosci regeneracyjne miesni lub ich funkcje w starszym
wieku. Warto bytoby takie szerzej omoéwic, dlaczego miesnie typu wolnego (migsien Soleus) sg bardziej
podatne na zmiany metaboliczne przy braku MVI (np. przy réznicach w aktywnosci AMPK/mTOR) w
kontekscie specyficznych funkgji tych migsni. Dyskusja nie porusza réwniez kwestii, czy inne biatka (np.
inne miozyny niekonwencjonalne) moga czesciowo kompensowaé brak MVI w migsniach szkieletowych.
Wspomnienie o NM1B (izoforma miozyny, ktéra odgrywa istotng role w procesach transportu
komoérkowego oraz w organizacji cytoszkieletu) w kontekscie biatka $6 jestinteresujgce i temat ten mégtby
zostac bardziej rozwinigty. Pomimo tych drobnych uwag, praca doktorska wykazuje wysoki poziom
merytoryczny oraz starannos¢ w badaniach, co czyni te prace wartosciowym wkiadem w rozwdj badan,
poszerzajgc wiedzg na temat roli MVI w utrzymaniu homeostazy metabolicznej i strukturalnej miesni
szkieletowych. Najwazniejsze wnioski wynikajace z przeprowadzonych analiz znale¢ mozna w rozdziale

Posumowanie i wnhioski.
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Podsumowujac, rozprawa doktorska mgr Dominiki Wojton w petni spetnia wymagania stawiane
pracom doktorskich, zaréwno pod wzgledem merytorycznym, jak i metodologicznym. Autorka wykazuje
wysoka samodzielno$¢ badawczg, a przeprowadzone badania s3 rzetelnie zaprezentowane i dobrze
uzasadnione teoretycznie. Autorka wykazuje takze doskonata znajomosé literatury przedmiotu, co pozwala
na petne osadzenie pracy w kontekscie dotychczasowych badan. Praca charakteryzuje sig oryginalnoscis,
prezentujac nowatorskie wyniki, ktére stanowig istotny wktad w poszerzenie wiedzy na temat roli miozyny
VI (MVI) w funkcjonowaniu miesni szkieletowych. 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 2023 r. poz.742 z p6in. zm.) i wnioskuje do Rady Naukowej
Instytutu Biologii Doswiadczalnej o dopuszczenie mgr Dominiki Wojton do dalszych etapoéw postepowania

w sprawie nadania stopnia doktora, wnioskujgc réwnoczesnie o wyréznienie pracy.
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