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Recenzja rozprawy doktorskiej pani mgr inz. Anety Grymanowskiej pod tytutem:
,0cena zmiennosci ksztattu jadra neuralnych komoérek macierzystych

neurogenezy hipokampalnej dorostych”

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska pani mgr inz. Anety Grymanowskiej pod tytutem:
,0cena zmiennosci ksztattu jgdra neuralnych komdrek macierzystych neurogenezy hipokampalnej
dorostych” zostata wykonana pod opiekg pana dr hab. Roberta Filipkowskiego i pani dr Adriany
Magalskiej, w Instytucie Medycyny Doswiadczalnej i Klinicznej im. Mirostawa Mossakowskiego PAN.
Rozprawa Kandydatki jest pracg projektowsa i spetnia wymogi stawiane rozprawom doktorskim,

okreslone w artykule 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym.

Problem naukowy rozprawy

Pani mgr inz. Aneta Grymanowska prowadzita badania dotyczgce mozliwosci oceny ksztattu i
parametréw wielkosci jadra komdrek uczestniczgcych w neurogenezie hipokampalnej u dorostych
osobnikéw. Badania Doktorantki prowadzone byly z wykorzystaniem modelu myszy transgenicznych
z wprowadzonym genem biatka zielonej fluorescencji pod promotorem nestyny. Ponadto Autorka
opracowang przez siebie metode analizy jader komdrkowych wykorzystata do oszacowania
parametréow wielkosci jader w komdrkach dwdch typdw ludzkich nowotworéw madzdzku tj. rdzeniaka
zarodkowego i gwiazdziaka wiosowatokomdrkowego. Kandydatka prawidtowo okreslita cel swojej
pracy. Dobrym uzupetnieniem bytoby sformutowanie hipotezy badawczej, ktérej zabrakto w
przedstawionej do recenzji pracy.

Rozprawa zostata opatrzona teoretycznym wstepem, ktéry wprowadza w podjetg tematyke
badawczg. W mojej ocenie niektére watki podjete we wstepie wymagatyby rozwiniecia. Przyktadem
moze by¢ opis laminopatii, o ktérych wspomina Kandydatka, w ktérym zabrakto informacji o

mechanizmie powstawania tych choréb. Zagadnienie to wskazuje na istotno$¢ prowadzonych badan.
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Dosy¢ ogdlny wydaje sie rdwniez rozdziat dotyczacy neuralnych komdrek macierzystych pozostajgcych
w stanie spoczynkowym i aktywowanych. Ciekawym uzupetnieniem bytby informacje o niszy tych
komérek, a takze mechanizmach ich aktywacji i réznicowania. Jednakze chciatabym podkresli¢, ze
przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska wykazuje wiedze teoretyczng Kandydatki w swojej

dyscyplinie naukowe;.

Rozwigzanie problemu naukowego i metodyka badawcza

Autorka rozprawy doktorskiej podjeta trzy watki badawcze, po pierwsze opracowata metody
badawcze stuzgce do oceny parametréw wielkosci jader komérkowych, po drugie wykorzystata je do
scharakteryzowania ksztattu jader komoérek uczestniczagcych w neurogenezie hipokampalnej u
dorostych myszy. W ostatnim etapie podjeta prébe zastosowania opisanej analizy w ludzkim modelu
nowotworowym. W celu rozwigzania problemu naukowego Doktorantka zastosowata rézne metody
takie jak: immunohistochemia, mikroskopia konfokalna, mikroskopia elektronowa oraz szereg analiz
zebranych danych z zastosowaniem programu VisNow i ITK-SNAP. Kandydatka posiada umiejetnos¢
samodzielnego planowania, prowadzenia i przedstawiania rezultatow swojej pracy naukowej.
Jednakze w opisie metod brakuje charakterystyki materiatu pobranego od pacjentéw. Nie ma takze

informacji o zgodzie komisji bioetycznej na przeprowadzenie takich analiz.

Uzyskane wyniki i ich znaczenie

Moim zdaniem przedstawiona rozprawa doktorska stanowi oryginalne rozwigzanie problemu
naukowego. Do najwazniejszych osiggnie¢ Doktorantki wykazanych w pracy nalezy opracowanie
metody oceny parametréw wielkosci jagdra komdrkowego przy uzyciu mikroskopii konfokalnej oraz
zastosowanie tej metody do kompleksowej oceny komdérek neurogenezy hipokampalnej u dorostych
myszy i w modelu nowotworowym u cztowieka. Uzyskane wyniki dostarczajg waznych informacji,
jednakze pozostawiajg wkilka pytan. W tym miejscu pozwole sobie na zadanie najwazniejszych pytan
dotyczacych uzyskanych rezultatéw.

1. Doktorantka identyfikowata komérki mysiej neurogenezy hipokampalnej na podstawie obecnosci
w komodrkach markeréw wymienionych w Tabeli 2. W doswiadczeniu | i Ill neuralne komaérki
macierzyste, tak zwane komarki typu 1, charakteryzowane sg na podstawie posiadania wypustki
neuralnej i ekspresji nestyny-GFP. Podczas gdy w doswiadczeniu Il, w ktérym analizowano wytgcznie
neuralne komérki macierzyste, komérki w stanie spoczynkowym identyfikowano na podstawie
obecnosci GFAP i braku nestyny. Czy zatem neuralne komarki macierzyste w stanie spoczynkowym
nie wykazujg obecnosci nestyny i nie byly rozpoznawane w doswiadczeniu | i lll, czy w

doswiadczeniu Il nie jest mozliwe ich odrdznienie od komérek w stanie przejsciowym I?
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2. W opisie wynikéw Doktorantka wspomina (podrozdziat 4.1), ze pokazuje wybrane wyniki badan
opisujgcych wiasciwosci komoérek uczestniczacych w neurogenezie hipokampalnej dorostych myszy.
Na jakiej podstawie wybrano wyniki? Ponadto bardzo interesujgce bytoby zobaczenie zdje¢ z
mikroskopu konfokalnego znakowarn immunohistochemicznych skrawkdéw z mézgédw myszy, na
podstawie ktdrych identyfikowano komdrki neurogenezy hipokampalne;j.

3. Prosze réwniez o wyjasnienie co Doktorantka rozumie przez termin ,,gestos¢ DNA”?

4. Autorka rozprawy wspomina réwniez, iz cze$é¢ z uzyskanych wynikéw zostata wyeliminowana.
Powstaje zatem pytanie na jakiej podstawie, przy uzyciu jakich kryteriéw eliminowano wartosci
odstajgce w przypadku wynikéw przedstawionych na Rycinie 7, 8, 11i 12.

5. W przypadku analiz skrawkdéw od pacjentéw Doktorantka dokonata analizy parametréow wielkosci
jader komérek w prébkach kontrolnych i nowotworowych. Na jakiej podstawie identyfikowano
komoérki nowotworowe na skrawkach uzyskanych od pacjentéw?

6. W podsumowaniu wynikéw nie umieszczono informacji o ludzkim modelu nowotworowym. Jakie
whioski uzyskano na podstawie analizy jader komérkowych w ludzkim modelu nowotworowym?

7. Analiza rezultatéw pracy nasuwa takze bardziej ogdlne pytanie, jak przygotowanie materiatu na
przyktad jego utrwalenie lub zamkniecie wptywa na uzyskane wyniki analiz parametréw wielkosci
jadra komérkowego i ich powtarzalnosc?

8. Kolejne bardziej ogdlne pytanie dotyczy informacji zawartej w rozdziale 1.3.2. Doktorantka
wspomina w nim, ze nietypowa morfologia jadra komdrkowego moze byé powiazania z

pluripotencjalnoscig komadrek. Czy moge prosi¢ o komentarz do tej informac;ji?

Forma pracy
Praca jest opatrzona streszczeniem w jezyku angielskim i polskim, a takze wykazem skrétow.
Kilku skrotow, ktore pojawity sie w tekscie nie umieszczono w spisie. Tytut pracy odzwierciedla jej tres¢.
Forma pracy ma ukfad typowy dla tego rodzaju opracowan. Wszystkie pozostate czesci rozprawy to
jest: wstep, cele pracy, materiaty i metody, wyniki badan, dyskusja, podsumowanie i wnioski zostaty
poprawnie przygotowane. PiSmiennictwo zostato prawidtowo dobrane. Uwagi do formy pracy sa:
1. W metodach i wynikach brakuje informacji, ktory z zastosowanych modeli badawczych jest
przedmiotem opisu. Utrudnia to analize tekstu.
2. Kolejnos¢ i numeracja rozdziatéw jest zaskakujgca. Rozdziaty z numerami 1-6 znajdujg sie na
koncu pracy po raz drugi.
3. W podrozdziale 1.3.1, Doktorantka wspomina, ze neuralne komodrki macierzyste w stanie
spoczynkowym powstajg neuronéw ziarnistych. Czy Doktorantka ma na mysli odrdznicowanie

komoérek?
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4. Niektére ryciny nie majg swoich odnos$nikdw w tekscie np. Rycina 6.

5. Nie podano informacji jakie przeciwciato zostato zastosowane podczas znakowania skrawkéw do
mikroskopu elektronowego?

6. Przedstawiona w dyskusji Tabela 3 jest bardzo ogdlna, forma zawartych w niej informacji nie ma
charakteru jezyka naukowego.

7. Tytuty podrozdziatéw w dyskusji sg bardzo ogdlnikowe i réwniez nie majg cech jezyka naukowego.

8. Doktorantka stosuje wiele mato precyzyjnych termindw takich jak: , wyjatkowo odrdzniajgcy sie”,
,mata objetos¢”, ,,mata kulisto$¢”, ,,wyzsze/nizsze jagdra komdrkowe”, ,najbardziej kuliste jadra
komorkowe”.

9. W dyskusji brakuje fragmentu poswieconemu wynikom uzyskanym z ludzkiego modelu

nowotworowego.

Whiosek korcowy

Podsumowujac moge stwierdzi¢, ze przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska stanowi
oryginalne rozwigzanie problemu naukowego oraz wykazuje ogdlng wiedze teoretyczng Kandydata
w swojej dyscyplinie naukowej, a takze umiejetnos¢ samodzielnego prowadzenia przez niego pracy
badawczej. W mojej opinii przedstawiona do recenzji praca spetnia wszystkie warunki stawiane
rozprawom doktorskim okreslone w artykule 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie
wyiszym. Wnosze wiec do Rady Naukowej Instytutu Medycyny Doswiadczalnej i Klinicznej im.
Mirostawa Mossakowskiego PAN o dopuszczenie pani mgr inz. Anety Grymanowskiej do dalszych
etapow postepowania o nadanie stopnia doktora w dziedzinie nauk medycznych i nauk o zdrowiu,

dyscyplinie: nauki medyczne.

dr hab. Edyta Brzéska-Wéjtowicz, prof. ucz.
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