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Recenzja rozprawy doktorskiej autorstwa Pani mgr inz. Anety Grymanowskiej:

Ocena zmiennos$ci ksztaftu jadra neuralnych komérek macierzystych neurogenezy
hipokampalnej dorostych.

Praca doktorska mgr inz. Anety Grymanowskiej powstata w Instytucie
Medycyny Doswiadczalnej i Klinicznej im. Mirostawa Mossakowskiego PAN.
Promotorem rozprawy doktorskiej jest Pan dr hab. Robert Filipkowski a promotorem
pomocniczym Pani dr hab. Adriana Magalska. W pracy znajduje sie informacja
o finansowaniu czesci badan zamieszczonych w pracy w ramach projektu Harmonia
(NCN nr2014/14/M/NZ4/00561). Cze$¢ doswiadczen byta prowadzona we wspotpracy
z Srodowiskowym Laboratorium Laserowych Technik Mikroskopowych IMDiK PAN,
Pracownig Neuromorfologii Molekularnej i Systemowej IBD im. Nenckiego PAN,
Pracownig Neuroinformatyki IBD im. Nenckiego PAN oraz Interdyscyplinarnym
Centrum Matematycznego Programowania i Modelowania  Uniwersytetu
Warszawskiego

Cel Pracy zostat klarownie przedstawiony w tytule rozprawy doktorskiej a nastepnie
bardziej szczegotowo w rozdziale pt. "Cele pracy” rozbitym na trzy element sktadowe:
1.0Opracowanie metody stuzacej do oceny ksztattu jader komérkowych przy
zastosowaniu obrazowania w mikroskopie konfokalnym; 2.Kompleksowe opisanie
i scharakteryzowanie cech ksztattu jgder komérek neurogenezy hipokampalne;j
w komérkach rozréznianych ze wzgledu na etap réznicowania, stan aktywnosci,
a takze réznice w morfologii komérki; 3.Weryfikacja zastosowanej metody do oceny
ksztattu jgder komérek w modelu nowotworowym.

Autorka w pracy analizowata technikami mikroskopii konfokalnej skrawki uzyskane
z hipokampu myszy a uzyskane obrazy mikroskopowe analizowata réznymi
narzedziami bioinformatycznymi, oprogramowaniem o zréznicowanych algorytmach
dla uzyskania danych poréwnawczych na temat wielkosci, parametrow ksztattu,
intensywno$ci fluorescencji DNA oraz jej heterogenicznosci. Uzyskane dane
z komérek NeuSC na réznych etapach od typu 1 do 4 postuzyty do oceny przydatnosci
takich analiz w analizach réznicowania dorostych NSC i detekcji tg metodg stanu lub
etapu réznicowania niezaleznie od typowych markeréw réznicowania.

W moim przekonaniu Autorka podjeta sie dotkngé w swojej pracy jednego
z kluczowych probleméw wspotczesnej molekularnej biologii kombrki: korelacii
pomiedzy wzorem ekspresji genoéw, stanem metabolizmu, aktywnos$cig szlakéw
sygnalizacyjnych, docierajgcymi sygnatami, dostepnoscig materiatdw budulcowych,
parametrami fizykochemicznymi i mechanicznymi $rodowiska zewnetrznego,
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szybkoscig migracji oraz stadium cyklu komérkowego a tak fatwo teoretycznie
mierzalnym parametrem danej komoérki jak ksztatt jej jadra komoérkowego. By
uzmystowic¢ skale trudnoéci uzyskania takich korelacji w banalnie teoretycznie prostym
modelu np. komérek fibroblastéw skérnych — np. linii HDF to w typowej pozywce ksztatt
i wielko$¢ jgdra zalezy od tego czy jest ,przyklejona” do podtoza czy nie, od fazy cyklu
komorkowego - we wczesnej GO/G1 jest bardziej kuliste i mniejsze, potem wieksze
i wydtuzone a stopien wydtuzenia w osi X/Y i sptaszczenia w osi z zalezy od twardoéci,
podtoza czy srodowiska jesli je hodujemy ,zatopione” w zestalonym $rodowisku. Brak,
dysfunkcja, niedobér lub nadmiar jednego z kluczowych elementéw struktury jadra,
dysfunkcja potgczenia szkieletu jgdrowego ze szkieletem cytoplazmatycznym lub
samej NE skutkuje zmiang ksztattu komorki i jadra komoérkowego i jednocze$nie
zmiang wzoru ekspresji dla od kilkunastu do kilkuset genéw lub zmiang aktywnoéci
wewnetrznych szlakéw sygnalizacyjnych dla podobnej liczby biatek. Jesli takie
fibroblasty hodujemy w postaci tzw. podwieszonej kropli jako skupisko
wielokomérkowe to komérki wewnatrz majg inny ksztatt jader (sg bardziej kuliste) niz
komérki na zewnatrz, réznig sie wzorem i poziomem ekspresji biatek cytoszkieletu
i szkieletu jadrowego. Zwykta nadekspresja niektérych biatek integralnych NE (LBR,
laminy typu B lub innych biatek np. z domeng CAAX (np. progeryna)), biatek
integralnych z domeng LEM lub samych fragmentéw biatek z takg domeng lub
z motywem CAAX skutkuje deformacjg jgdra i lobulacjg NE co jest zwykle skorelowane
ze zmianami w ekspresji relatywnie niewielkiej grupy gendéw czy szlakéw
sygnalizacyjnych. Cho¢ oczywiscie sa wyjatki np. ekspresja progeryny (HGPS) czy
zablokowanie procesowania farnezylowanych biatek (np. brak proteazy
ZEMPSTE24/FACE1-Dermopatia restryktywna). Przyktadem klasycznym wptywu
dostepnos$ci materiatéw budulcowych na wielko$¢ jader komérkowych sg zmieniajace
sie wielkosci komérek i jader komérkowych oocytéw tkankowcow i rozwijajgcego sie
zarodka w miare wyczerpywania zgromadzonych w oocycie ,zapaséw” (np. jezowiec,
Drosophila, Xenopus). Podobnie mozna manipulowaé¢ wielko$cig jader komérkowych
lub zablokowaé ich tworzenie lub tworzenie NPC lub dekondensacje chromatyny
w systemie in vitro nuclear assembly limitujgc lipidy, robigc deplecje okreslonego
biatka czy wzbogacajac system o tzw. ,dominujgce mutanty delecyjne”

Tym nieco przydtugim wstepem chciatem Panstwu przyblizy¢é stopien ztozonosci
problemu ktérego dotkna¢ podjeta sie Autorka biorgc jako model badawczy znacznie
bardziej skomplikowany uktad badawczy — komérki niszy neurogennej w hipokampie
myszy i ocene zmiennosci ksztattu jader komoérkowych na réznym etapie réznicowania
od dorostych NSC do dojrzatych neuronéw w oparciu o techniki obrazowania
w mikroskopii konfokalnej i analize bioinformatyczna.

Formalna ocena pracy: Praca liczy 96 stron numerowanych o prawidtowym podziale
na rozdziaty i o prawidtowej kolejnosci rozdziatéw. Praca zawiera 22 ryciny oraz 3
tabele. Wstep liczy 21 stron, Materiaty i Metody 7 stron, Wyniki 24 strony, Dyskusja 10
a Bibliografia liczy 195 pozycji, w wiekszo$ci dobrze dobranych i zajmuje 14 stron.
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Pozostate to Podsumowanie wynikéw i Wnhnioski, Streszczenie, Abstract,
Innowacyjnos¢ rozprawy doktorskiej oraz Lista publikacji Autorki rozprawy zawierajgca
S pozycji literaturowych: 4 prace eksperymentalne, luzno zwigzane z tematykg
rozprawy a Autorka nie jest w nich pierwszym autorem oraz 1 praca przegladowa
wspoétautorska z promotorem, w ktérej Autorka jest pierwszym autorem a praca jest
8cisle zwigzana z tematykg rozprawy.

Giéwnymi metodami badawczymi oraz modelem badawczym zastosowanymi
przez Autorke sg: linia myszy transgenicznych z wprowadzonym genem GFP pod
kontrolg promotora genu nestyny (Nestin-GFP), odpowiednio wypreparowane
i utrwalone skrawki mézgu myszy przygotowane do analiz technikg mikroskopii
konfokalnej i  mikroskopii  elektronowej, analizy = immunohistochemiczne
(immunofluorescencja i ,immunogold”), oprogramowanie bioinformatyczne
i statystyczne (m.in.: VisNow, ITK-SNAP, ANOVA, analiza PCA, ...).

Merytoryczna ocena pracy

Wstep jest napisany jasno i zrozumiale, dobrze podzielony na elementy opisujace
0go6lna wiedze na temat budowy i funkcji jadra komérkowego jak i sekcje dotyczace
wprowadzenia do tematyki pracy i relacji pomiedzy wzorem ekspresji genéw strukturg
chromatyny a ksztattem jgdra komérkowego. Czesé bezposrednio wprowadzajgca
do celu pracy zawiera wystarczajgce ilosci danych dla zrozumienia problematyki
funkcjonowania populacji dorostych komérek macierzystych nerwowych, niszy
dorostych NSC oraz procesu réznicowania do frakcji NeuN. Pewnym zaskoczeniem
jest dla mnie nieco specyficzny i tendencyjny dob6r cytowan podpierajgcych zatozenia
przedstawiane w czesci ogdlnej. Rozumiem intencje Autorki chcgcej jak najlepiej
ukierunkowaé czytelnika i uzasadni¢ swoje tezy wyjSciowe rozprawy. Mam jednak
drobne uwagi co do niektérych tez oraz interpretacji wynikdw niektérych prac czy
zjawisk udokumentowanych cytowaniami. Ponadto mam wrazenie, ze zbyt wiele uwagi
Autorka poswieca danym z modelu drozdzowego czy C.elegans zamiast danym
zmodelu komorkowego/zwierzecego kregowcdw czy ssakow lub ewentualnie
Drosophila ktére majg mitoze typu otwartego (dwa pierwsze modele majg mitoze typu
zamknietego). Niektére cytowania dotyczace komoérek ssakdéw czy modelu Drosophila
nie sg zbyt fortunnie dobrane, np. Ahs i wsp. 2019 (HelLa) czy Otsuki i Brand 2018
(embriogeneza Drosophila). Niektére z cytowan nieco sie zdezaktualizowaty w sensie
danych eksperymentalnych jak i ich interpretacji. Niektére z interpretacji Autorki
danych z cytowan oraz wysunietych hipotez mogtyby by¢ podstawg do dyskusji
polemicznej. W tym kontek$cie mam takze pytanie do Autorki o zrédto danych
do schematdéw na rycinach 1-4 oraz autorstwo rycin 1-5. Szczego6towg liste zagadnien
do potencjalnej dyskusji z Autorkg zebranych z cato$ci rozprawy zatgcze jako osobny
tekst do recenzji. Rycina 5 jest bardzo pomocna dla zrozumienia procesu réznicowania
dorostych komérek macierzystych w NeuN jednak zabrakto mi informacji tutaj lub
w M&M jak ma sie utozenie skrawka wycinanego z hipokampa w stosunku do wektora
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sity grawitacji bgdz nacisku warstw lezacych powyzej w oryginalnym pofozeniu
w mozgu.

Materialy i Metody

Ten rozdziat zawiera wigkszo$¢ istotnych informacji niezbednych do petnej analizy
prowadzonych eksperymentdéw oraz analizy przedstawionej dokumentacji i oceny
uzyskanych wynikéw. Czasami brakuje informacji (3.3.1) czy wszystkie te barwienia
wizualizowano razem z obrazowaniem opisanym w rozdziale 3.4 i w jakich
kombinacjach oraz czy wizualizowano cate komorki ze skrawka jednoczes$nie
z obrazowaniem jgder komérkowych. W Tabeli 2 przedstawiono jedynie zestawienie
markerow dla identyfikacji typu komorki. W rozdziale 3.3.2 zabrakto informagii
o $rednicy ztotych kulek, brak informacji zrozumiatej dla laika lub referencji do opisu
oprogramowania dla zastosowanych programéw i algorytmoéw. Dobrze bytoby pokazaé
w M&M rozktad danych z analizy PCA (wykres oryginalny oraz rozktad po odrzuceniu
przez macierz kowariancji). Ryciny 5 i 6 okazaty sie bardzo pomocne w zrozumieniu
badanych parametréw i identyfikacji osi X, Y, Z prawidtowo do wysokosci, szeroko$ci
| gtebokosci cho¢ miatem z tym pewne trudno$ci opierajac sie na Tabeli 1. oraz dwoéch
niejasnych wzmiankach w tekscie.

Wyniki

Wyniki przedstawione w tym rozdziale pochodzg z 5 doswiadczen (Rozdziat 3.9).
W pierwszych trzech Autorka dokonywata oceny zmiennosci ksztaftu jadra
w zaleznodci od stadium dojrzatosci komoérek, od stanu aktywacji komérek
oraz od cech morfologicznych komorki. W dos$wiadczeniu czwartym zastosowano
automatyczng metode analizy parametrédw ksztattu w zaleznosci od stadium
dojrzatosci a w ostatnim doswiadczeniu analizowano ultrastrukture jadra komérki
Nestin-GFP metoda mikroskopii elektronowej oraz dokonano rekonstrukcji 3D tego
jadra. Rycina 7 ilustruje, ze jadra komérkowe réznig sie, statystycznie istotnie, pod
wzgledem wyliczonych: powierzchni, objetosci kulistosci, wysokoséci oraz ,gestosci
DNA”. Przy czym generalnie najbardziej od innych, oraz od siebie, rézni sie typ 3 i 4.
Typ 2a i 2b we wszystkich mierzonych parametrach byty do siebie bardzo zblizone.
Nastepnie Autorka dokumentuje zdjeciami z mikroskopu konfokalnego (wizualizacja
wytgcznie fluorescencji z barwienia DNA) niektére opisane réznice w budowie jgder
komoérkowych dla komoérek typu 1-4 neurogenezy hipokampalnej (Ryc.9-10).
Nastepnie dokonuje poréwnania parametrédw jader czterech rdznych grup
neuronalnych komérek macierzystych o rdéznej aktywnosci demonstrujac réznice
jedynie w kulistosci pomiedzy jgdrami komoérek pozytywnych wzgledem nestyny i Ki67
tacznie oraz komérkami z obecnoscia GFAP, GFAP i nestyny oraz samej nestyny.
Dodatkowo Autorka w analizie w mikroskopii elektronowej i konfokalnej plus
wizualizacji 3D (Ryc. 19-21) potwierdza obecnos¢ nieregularnosci i wpuklen ksztattu
jader komoérkowych barwionych na DNA. Wyniki tych eksperymentéw sg bardzo
interesujace i sugeruja, ze istotnie parametry ksztattu jagder komérkowych zmieniajg
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sie pomiedzy réznymi typami komoérek co moze wskazywaé na co najmniej kilka
potencjalnych mechanizméw odpowiedzialnych za ten mierzony parametr. Czy te
wykazane mierzalne parametry moga by¢ wykorzystywane w celach identyfikacyjnych
i wytgcznie w barwieniach na DNA bez weryfikacji wstepnej typu komorki stosownymi
markerami typu komodrek Ilub bez analizy ksztattu komoérek (np. do analiz
automatycznych) — mam pewne watpliwosci. Niemniej dane sg bardzo interesujgce,
otwierajg szeroko drzwi do bardziej zaawansowanych badan nad molekularnymi
aspektami tych réznic. Na ile sg one efektem ubocznym zmian w transkryptomie,
proteomie, interaktomie czy aktywnos$ci szlakéw sygnalizacyjnych, zmiany
niszy/gestosci otoczenia, nabrania zdolno$ci migracji, itd. wymaga to wielu
skomplikowanych eksperymentéw i analiz. Plusem tej czesci pracy jest bardzo dobre
opanowanie przez Autorke wszystkich stosowanych narzedzi zaréwno z tzw. ,wet lab”
jak i ,soft lab” czy bardzo sprawnego zastosowania narzedzi bioinformatycznych
do analizy danych i obrébki statystycznej danych. Minusem dla mnie jako
molekularnego biologa komorki jest brak przyktadowej dokumentacji z mikroskopii
fluorescencyjnej i konfokalnej z barwieniami markerowymi i wizualizacjg GFP
do kazdego z eksperymentow do wtasnej analizy eksperymentéw i interpretacii
(do eksperymentdw z Rycin 7-12). Dodatkowo mam pytanie do Autorki w kwestii
danych przedstawionych na Rycinach 9, 10 i 20. Czy obecne na rycinach inne
niezaznaczone jadra komoérkowe a podobne ksztattem do zaznaczonego typu nie
ekspresjonujg zadnego z tych markeréw co jadra z ,obwoédka” (np. Ryc 20, Ryc 9)?

Czy typ 1 z typem 2 (warstwa podziarnista) nie powinien zajmowaé miejsca w innej
warstwie od typu 4 (warstwa ziarnista) czyli nie powinien sgsiadowac ze sobg w tej
samej warstwie (np. schemat na Rycinie 5)? Trudno odnie$¢ sie do wynikow
eksperymentéw z rozdziatu 4.4 nie wiedzac jaka byta orientacja wycinka tkanki
w oryginalnym hipokampie wzgledem wektora grawitacji i ktéry to bytby wymiar
na wykresach. Wydruki na Rycinie 19 nie pozwalajg na samodzielng ocene przez
recenzenta dokumentacji z barwienia technikg ,immunogold” zaréwno w A jak i B
a szczegolnie na powiekszeniach.

Analiza statystyczna z eksperymentu kontrolnego z analizg skrawkéw nowotworowych
i kontrolnego przedstawiona dla zastosowanej przez Autorke metody analizy ksztattu
(bez przedstawienia typowych barwien bedgcych podstawg analizy statystycznej),
wykazuje istotne réznice statystyczne pomiedzy kontrola i nowotworami
oraz Ww niektérych parametrach pomiedzy nowotworami miedzy sobg. W takim
uktadzie eksperymentalnym uzyskane dane wygladajg obiecujgco jako teoretycznie
potencjalne narzedzie do detekcji automatycznej. Pozostaje jednak watpliwosé jak
efektywna i wiarygodna bytaby taka analiza na typowych wycinkach z biopsji gdzie
mamy rézne komorki i inne elementy mniej lub bardziej ,wymieszane” z komérkami
nowotworowymi jesli Autorka sama przyznaje w Podsumowaniu, ze efektywno$é
identyfikacji dla komoérek hipokampa wynosi 46%. Ponadto istniejg, z tego co wiem,
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mniej skomplikowane, szybsze i mniej kosztowne zapewne i o sprawdzonej
wiarygodno$ci testy histochemiczne do pierwotnej detekcji nowotworéw.

Dyskusja

Rozdziat napisany jest klarownie i bardzo precyzyjnie. Autorka bardzo sprawnie
porusza si¢ w krytycznej analizie wynikéw poszczegélnych eksperymentéw. Autorka
prawidtowo i umiejetnie dokonuje analizy wynikéw eksperymentéw. Zgadzam sie
z Autorka, ze praca jest oryginalna w pomysle i wykonaniu. Jest to pierwsza praca
systematycznie analizujgca korelacje parametréw ksztattu jadra ze stanem
fizjologicznym, etapem réznicowania i markerami réznicowania dojrzatych komoérek
neurogennych w niszy neurogennej hipokampa. Jest wiec pracg o charakterze
pionierskim i innowacyjnym w tej tematyce. Nie do konca podzielam natomiast
entuzjazm Autorki w kwestii potencjalnych zastosowan jej metody i wariantéw
automatycznych do oceny ksztattu jader innych komoérek eukariotycznych i ich korelaciji
z organizacjg chromatyny, wzorem ekspresji gendéw, stanem fizjologicznym czy
stanem roznicowania. Podobnie nie do konca podzielam entuzjazm Autorki
do potencjalnego zastosowania jej metody i wariantéw do diagnostyki nowotworéw.
Zapraszam do ewentualnej dyskusji w tej kwestii podczas publicznej obrony. Bardzo
pozytywnie oceniam zaprezentowanie w Dyskusji w tym temacie réwniez opinii
krytycznych co do potencjatu metody do detekcji komérek nowotworowych (strona 70;
ostatni akapit), co wskazuje na duzg dojrzato$¢ naukowg Autorki i jej duzy potencjat
jako mtodego naukowca. Dodatkowo w Podsumowaniu Autorka podkresla jedynie
46% efektywno$é przyporzadkowania jgdra do danego typu komoérki w procesie
neurogenezy hipokampalnej co podkresla po raz kolejny umiejetnos¢ krytycznej
analizy uzyskanych danych i obiektywizm interpretacyjny ktéry musi by¢ podstawg
pracy kazdego naukowca. Autorka w petni wypetnia ten warunek.

Podsumowanie:

W mojej ocenie stwierdzam, ze przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska
stanowi nowe i innowacyjne rozwigzanie problemu naukowego w dziedzinie
identyfikacji typow komérek w procesie neurogenezy hipokampalnej. Rozprawa
prezentuje bardzo duzg wiedze teoretyczng Autorki w uprawianej dyscyplinie
naukowe] w tematyce struktury i funkcji jgder komérkowych generalnie oraz
w szczegdlnosci w obszarze neurogenezy hipokampalnej. Praca dobrze tez ilustruje
umiejetno$é samodzielnej pracy i samodzielnego mys$lenia w pracy naukowe;.

W zwigzku z tym oswiadczam, ze praca doktorska mgr inz. Anety Grymanowskiej
spetnia wszystkie wymagania art.187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 roku Prawo
o Szkolnictwie Wyzszym i Nauce (Dz.U. z 2018, poz. 1668 z p6zniejszymi zmianami)
i wnosze wniosek do Rady Naukowej Instytutu Medycyny Doswiadczalnej i Klinicznej
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PAN im. Mirostawa Mossakowskiego o dopuszczenie Autorki do dalszych etapéw
postepowania doktorskiego.

/Pracowma Biatek ejdro#ych ) / ¢

/ KIEROW L (74 4
_SES0 NG o) d/ T
zepecki

/ prof dr hab/Ryszar P4



