3 ~ POLSKA AKADEMIA NAUK
f\ Inzt -tut Biologii Dosvriadczalnej im. M. Nenckiego

Zakfad Biochemii
Pracownia Molekularnych Podstaw Ruchow Komarkowych

biologii doswiadczalnej ul. Pasteura 3, 02-093 Warszawa
im. M. Nenckiego PAN Tel. (22)5892456; Fax: (22) 8225342, e-mail: j.redowicz@nencki.gov.pl
Prof. dr hab. Maria Jolanta Redowicz Warszawa, 26 maja 2017 r.

Kierownik Pracowni Molekularnych
Podstaw Ruchéw Komérkowych

RECENZJA

rozprawy doktorskiej mgr. Damiana Lewandowskiego
pt. "Poréwnawcze badania rozwoju migsni miotomalnych oraz migsni konczyn
wybranych przedstawicieli gadow (Reptilia)"
wykonanej pod kierunkiem dr hab. Matgorzaty Daczewskiej. prof. nadzw. UWr
z Wydzialu Nauk Biologicznych Uniwersytetu Wroctawskiego

Z lektury ogromu doniesien z ostatnich lat mozna odnie$¢ wrazenie, ze wszystko juz wiemy
o tym jak powstaja, jak roznicuja i jak regeneruja migsnie kregowcodw. Przygladajac si¢ jednakze
blizej wynikom badan, od kilku juz dekad prowadzonych na poziomie molekularnym z
wykorzystaniem wyrafinowanych technik genetycznych, biologii molekularnej i komoérkowej
okazuje si¢, ze sa one w zasadzie ograniczone do zaledwie kilku gatunkéw, gltéwnie organizmow
modelowych, takich jak danio pregowane, zaby z rodzaju Xenopus, mysz czy szczur. Natomiast w
zasadzie nic nie wiemy o tym, jak te procesy przebiegaja u gadéw i niewiele o tym, jak to sie
odbywa u ptakow. Przyjeto si¢, ze powinny przebiega¢ dos$¢ podobnie do organizmow z
"sasiadujacych" szczebli ewolucji. I jak si¢ okazuje z przedstawionej mi do recenzji rozprawy mgr.
Damiana Lewandowskiego to zatozenie nie do konca jest stuszne, natura nie lubi bowiem
monotonii...

Formalny opis rozprawy

Liczaca 105 stron rozprawa posiada w zasadzie uklad typowy dla rozpraw doktorskich.
Czg$¢ merytoryczna rozpoczyna si¢ opisem dorobku naukowego Doktoranta oraz wykazami
najczgsciej stosowanych skrotéw oraz rycin i tabel. Wstep liczy 15 i zawiera cztery ryciny; po
krotkim sprecyzowaniu celéw pracy znajduje si¢ liczacy 11 stron rozdzial Materialy i metody, w
ktérym jest pigc tabeli i trzy ryciny prezentujace zdjecia badanych gadéw. Wyniki licza 26 stron i
zawieraja 18 rycin, w wigkszosci ztozonych. Na Dyskusj¢ sktada si¢ 13 stron, a dodatkowe 2 strony
tego rozdziatu to Podsumowanie i wnioski. Streszczenia w jezyku polskim i angielskim licza po 2
strony. Rozprawa konczy si¢ spisem pisSmiennictwa, na ktére sklada si¢ ok. 210 pozycji (nie
numerowanych), z czego ok. 30% to prace z ostatniej dekady.

Ocena merytoryczna

Wykaz skrotéw jest krotki, acz wyczerpujacy, podane nazwy sg w zasadzie prawidlowe, z
wyjatkiem DAPI. Zastanawiam si¢ rowniez, dlaczego Doktorant zré6znicowal nazwy rycin - sg i
ryciny, i zdjgcia i fotografie, a jeszcze 1 wykresy. Moim zdaniem wszystkie te formy prezentacji
powinny byly by¢ nazwane po prostu rycinami.



We Wstepie, ktory jest wprowadzeniem w tematyke prowadzonych badan Doktorant
podsumowuje przede wszystkim dotychczasowa wiedz¢ nt. procesow miogenezy i réznicowania
miesni kregowcow. Nie mam zasadniczych uwag do czgsci opisujacej powyzsze procesy, przydatby
si¢ moze schemat ilustrujacy etapy réznicowania migsni, co byloby bardzo pomocne w analizie
obrazow prezentowanych pdzniej w wynikach (idealnie byloby wrecz, gdyby tez w wynikach kazdy
z etapOw roznicowania byt poparty stosownym schematem). Moje zatroskanie budzi jednakze dos¢
niefrasobliwy opis aparatu kurczliwego i mechanizmu skurczu, mam bowiem wrazenie, Zze
Doktorant nie widzi rdéznic miedzy mikrofilamentami a filamentami cienkimi, a i nie bardzo
rozumie, jak generowana jest sita skurczu. Oczekuje, ze Doktorant zrehabilituje si¢ podczas obrony
rozprawy.

Podjecie celu pracy, jakim jest dokonanie analizy poréwnawczej rozwoju migsni
szkieletowych wybranych przedstawicieli gadow: zaskrofica zwyczajnego (Natrix natrix), kobry
egipskiej (Naja haje) oraz jaszczurki zwinki (Lacerta agilis), Doktorant uzasadnia brakiem doniesien nt.
miogenezy miotomalnej gadow, przy sporej juz wiedzy o miogenezie innych kregowcow. Doktorant
zaznacza takze, iz w przypadku gadow nie wyloniono dotychczas modelowego gatunku, co ma miejsce
w przypadku innych gromad krggowcow. W pracy skupiono si¢ na analizie réznicowania i wzrostu
miesni miotomalnych wezy oraz migsni konczyn jaszczurki zwinki ze szczegdlnym uwzglednieniem
zrédia komorek progenitorowych.

Do realizacji swoich zamierzen Doktorant wykorzystal mikroskopi¢ $wietlng (konfokalnag
fluorescencyjna) i elektronowsg (transmisyjna) oraz metody immunocytochemiczne i immunodetekcji
typu Western blot. Metody te zostaly do$¢ zwigzle opisane w Materiatach i metodach. W tej czgsci
rozprawy Doktorant opisat takze gady, zarodki ktérych zostaly poddane analizie; zastanawiam sig¢
dlaczego przedstawit je w odwrotnej kolejnosci niz je potem analizowal. Nalezy podkresli¢, ze nie
byt to typowy material badawczy, z jakim spotyka si¢ wiekszo$¢ dzisiejszych biologdéw (od linii
komorkowych po organizmy modelowe, z reguty dos¢ tatwo dostgpne). W tym przypadku byly to
jaja (zarodki) zwierzat nie dos$é, ze pod $cista ochrona (zwlaszcza te wystepujace w Polsce),
wystepujace wigc dos¢ rzadko, to jeszcze i sezonowe. Na przeprowadzenie badan nalezato uzyskac
szereg formalnych zezwolen od stosownych instytucji i komisji. Tym bardziej nalezy docenié fakt,
ze Doktorantowi udalo si¢ zdoby¢ materiat do przeprowadzenia takiego zakresu badan i uzyskania
powtarzalnych wynikéw, ktore mogly by¢ poddane analizie statystycznej. Z drugiej strony nalezy
zrozumie¢, ze nie wszystkie potencjalne analizy mogly byé przeprowadzone. Z obowiazku
recenzenta musze zauwazy¢, ze Doktorant pogubil si¢ w numeracji tabel i nie zawsze wyjasniat,
czym sg niektore odczynniki; nie wiem np. co to jest perlit lub MS-222. Do oznaczania st¢zenia
biatka Doktorant wykorzystal powszechnie znang metod¢ Bradford(a), wskazujac jednoznacznie, ze
Bradford to kobieta. Pragng¢ tu poinformowa¢é, ze bylej doktorantce z mojej grupy (dr Katarzynie
Osieckiej) udato si¢ dotrze¢ do szefa autora tej metody, ktéry jednoznacznie stwierdzil, ze Bradford
pomimo imienia Marion to zdecydowanie me¢zczyzna.

W rozdziale wyniki Doktorant do$¢ klarownie opisuje uzyskane przez siebie wyniki, ktore
przedstawil w postaci bardzo przejrzystych, wrecz eleganckich rycin. Jego pracochtonne i zmudne
badania wykazaly, ze budowa somitu, pochodzenie komoérek progenitorowych migsni, formowanie
miotomu pierwotnego oraz wzrost mig¢sni zaskronca zwyczajnego i kobry egipskiej wykazuja cechy
typowe dla miogenezy owodniowcow (ptakow, ssakow). Réwniez i rozwdj konczyn u jaszczurki zwinki
przebiega podobnie jak o innych czworonogéw. Z dyskusji wynika, ze Doktorant nie byt zaskoczony
tymi obserwacjami. Natomiast, pomimo duzego podobieristwa miogenezy miotomalnej wezy do
miogenezy owodniowcow Doktorant zauwazyt cechy, ktére wydaja si¢ by¢ specyficzne tylko dla wezy,
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a mianowicie obecnosé kropli (pecherzykow?) lipidowych wokét Jadra komoérkowego jednego z typu
migsni czerwonych, nie spehiajacych jego zdaniem funkcji motorycznych. Doktorant przypuszcza, ze
moze to by¢ rezerwuar lipidow wykorzystywanych podczas hibernacji i t¢ mozliwoéé dyskutuje,
wskazujac réwniez na koniecznosé przeprowadzenia analiz sktadu tych pecherzykéw lipidowych. Ale
przeciez jaszczurki tez hibernujg i takich struktur nie tworza, nie méwiac juz o plazach. Dlaczego to
miatoby by¢ specyficzne jedynie dla wezy? A moze ten magazyn jest niezbedny do generacji energii
niezbednej do produkcji migsni w dalszych stadiach rozwoju (osobniki doroste to praktycznie same
mig$nie)? Chetnie podyskutuje z Doktorantem w tej materii?

Doceniajac to co Doktorant zrobil, nie mogg ustrzec si¢ od uwag krytycznych co do formy
prezentacji wynikéw. Tak jak wezesniej pisalam przydalyby sie schematy ilustrujace przebieg
miogenezy na poszczegblnych stadiach, latwiej byloby analizowaé uzyskane obrazy (zwlaszcza w
przypadku Fot. 1). Troche utrudnia $ledzenie rycin umiejscowienie opiséw na nastgpnej stronie; w
takich przypadkach umieszcza sie z reguly opisy na dole strony poprzedniej. Dlaczego nie podano
grubosci skrawka optycznego w przypadku obrazéw uzyskanych w mikroskopie konfokalnym?
Dlaczego na Wyk. 1 sa dwa stupki odpowiadajace stadium I; czy nie mozna bylo tego usredni¢?
Nie dowiedziatam si¢ tez, czy wyniki prezentowane na Wyk. 2 sa statystycznie istotne? Wprawdzie
W opisie ryciny jest podana warto$¢ p, ale nie ma gwiazdki przy zadnym stupku. Nie znalazlam
informacji, w jaki sposéb byly przeprowadzane analizy densytometryczne. Zastanawiam sig,
dlaczego Doktorant jako kontrole poziomu natozenia wybral o-aktyning; to przeciez biatko
sarkomeryczne, ktérego znaczng czes$é "gubi" podczas wstepnej obrobki homogenatu. Poza tym,
dlaczego Doktorant badat poziom i lokalizacje Lbx2, podczas gdy nie wspomnial o tym biatku we
wstepie; czy Lbx1 (o nim byla mowa) i Lbx2 sa do siebie podobne w specyficznosci dziatania?
Nawiasem méwiac Doktorant jest niekonsekwentny, piszac ich nazwe raz z malej, a raz z duzej
litery.

Dyskusja jest chyba najlepiej napisang czgsScia rozprawy; Doktorant zywym jezykiem
odnosi si¢ w punktach do uzyskanych przez siebie wynikéw, umiejetnie dyskutujac je w oparciu o
dane literaturowe (nader skape w odniesieniu do gadow) i wskazujac zagadnienia, ktére powinny
by¢ jego zdaniem adresowane w przysztych badaniach. O czesci z nich wspomniatam wezesniej. To
czego mi zdecydowanie zabraklo w tej czesci rozprawy to tabela (schemat?), w ktérej Doktorant
przedstawi i poréwna uzyskane przez siebie dane dla poszczegoblnych stadiow rozwoju miesni dla
badanych trzech gatunkéw gadéw w stosunku do nich samych, jak i kregowcow na nizszym i
wyzszym szczeblu ewolucji. Wzmocnitoby to moim zdaniem no$nosé jego dokonan. Licze, ze
Doktorant bedzie w stanie takie sumaryczne podsumowanie przygotowaé na obron¢ rozprawy.
Doktorant wspomnial w zatozeniach, ze nie ma organizmu modelowego dla gadéw. Czy jego
badania moga przyczyni¢ si¢ to wytypowania takowego modelu?

Literatura jest dobrze dobrana, acz brakuje mi tu nowszych prac odnoszacych si¢ do
molekularnych aspektéw miogenezy, cho¢by z grupy Rudnickiego w odniesieniu do ssakéw czy
Jagly w odniesieniu do Drosophila.

Ocena edytorskiej strony rozprawy

Praca jest zredagowana w sposéb staranny, napisana w miar¢ poprawna polszczyzna.
Doktorant nie ustrzegt sie jednak od literéwek i kalek z Jezyka angielskiego. Pozwole sobie
wskaza¢ te najbardziej mnie razace. N-koniec, czyli koniec aminowy fancucha polipeptydowego to
kalka z N-terminus; swoim podopiecznym radzg, aby przy pierwszym uzyciu tego zwrotu napisali
g0 w nawiasie, obok poprawnej nazwy, a potem juz stosowali t¢ skrécong forme. Skad sie wziely
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miesnie tulowiowe zamiast migs$ni tutowia? Jesli Doktorant bylby konsekwentny, to dlaczego nie
napisal miesnie konczynowe w miejsce migsni konczyn... Nie podobaja mi si¢ wmigrowanie,
zwirowanie czy odpreparowanie. Bledng po polsku nazwa jest poliakrylamidowy, powinno by¢
poliakryloamidowy, bo przeciez fenylo, metylo czy etylo...

Podsumowanie

Rozprawa doktorska Pana mgr. Damiana Lewandowskiego ma duza warto$¢ poznawcza
poszerzajac wiedze o przebiegu miogenezy u gadéw. Doktorant trafnie zdefiniowal cele badawcze,
podjat wlasciwe (w tym szczegdlnym przypadku nalezaloby réwniez napisa¢ mozliwe) kroki do ich
zrealizowania i umiejetnie przedyskutowal uzyskane wyniki w oparciu o skape doniesienia
literaturowe (nie z racji ich pominigcia, a po prostu braku). W mojej ocenie badania Doktoranta
doprowadzity nie tylko do opisania przebiegu miogenezy, ale i wskazaly na istotne, dotychczas nie
obserwowane réznice w przypadku rozwoju migsni szkieletowych wezy. Sa zatem nowatorskie i
stanowia zaczyn do dalszych badan. Znaczna czg$¢ wynikéw zostala przedstawiona w dwoch
artykulach opublikowanych w Protoplasma (IF>2.3), przy czym w jednym z nich Doktorant jest
pierwszym autorem. Jest On rowniez wspotautorem artykutu przegladowego w Postepach Biologii
Komdrki. Moim zdaniem Doktorant wydaje si¢ by¢ dobrze przygotowany do pracy badawcze;j.

Rola recenzenta jest przede wszystkim rzetelna ocena rozprawy, w mojej opinii jest zatem
sporo uwag i komentarzy krytycznych, ale chcialabym podkresli¢, ze nie umniejszajg one mojej
pozytywnej oceny rozprawy jako catosci. Liczg takze na zywa dyskusj¢ w trakcie obrony odnosnie
podniesionych przeze mnie kwestii i sugestii.

Podsumowujac, w mojej ocenie rozprawa doktorska spelnia 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. nr 65, poz. 595 z pdzn. zm.). Biorac pod uwage powyzsze, przedkltadam
wniosek do Rady Wydzialu Nauk Biologicznych Uniwersytetu Wroctawskiego o dopuszczenie
mgr. Damiana Lewandowskiego do dalszych etapéw przewodu doktorskiego w celu uzyskania
przez niego stopnia doktora nauk biologicznych w zakresie biologii.
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