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Technologit roztworu optycznie oczyszczajacego | rozszerzajacego thkanki,
stuzacego do precyzyjnej akwizycji i segmentacji danych

pochodzacych z mikroskopii fluorescencyjnej”, zrealizowanej
w Zaktadzie Immunologii, Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego,
pod Kierunkiem prof. dr. hab. Jakuba Gotaba

Przediozona do oceny rozprawa doktorska liczy 63 strony wydruku
komputerowego i ma typowy ukifad prac na stopien naukowy doktora. Mozna
wyodrebni¢ w niej nastepujace rozdziaty: wstep (15 stron) poprzedzony
spisem tresci, spisem rycin, wykazem stosowanych skrotéw oraz
streszczeniami w jezyku polskim i angielskim, nastepnie zalozenia i cel pracy
{1 strona), materiaty i metody (6 stron), wyniki {17 stron), dyskusja (5
stron), wnioski (1 strona) oraz 93 pozycje cytowanego pismiennictwa (7
stron).

We wstepie Doktorant zrobit wnikliwy przeglad czterech podstawowych
technik oczyszczania optycznego tkanek | wprowadzit zagadnienie
rozszerzania tkanek, ktore byto gtownym przedmiotem rozprawy. Na
kolejnych stronach przedstawiono zalozenia mikroskopowej analizy ilosciowej
tkanek (histocytometrii} i problematyke segmentacji jader komérkowych
w obrazach mikroskopowych, ktora jest podstawowym narzedziem przy tego
typu analizach. Tak zarysowany wstep bardzo przystepnie naswietlit
tematyke pracy, umozliwiajac pelne zrozumienie oraz docenienie
uzytecznosci przeprowadzonych badan,

Cel pracy jest klarownie sformutowany i opiera sie na czterech zadaniach
badawczych. Gldwnym celem badan Doktoranta byto stworzenie nowej
formuty roztworu sluzacego jednoczesnie do oczyszczenia optycznego tkanek,
jak i kontrolowanego ich rozszerzenia w celu utatwienia segmentacji obiektéw
w gesto upakowanych komérkowo tkankach, takich jak wezty chionne.
Zadania obejmowaty ustalenie ostatecznego skiadu tego roztworu
spetniajgcego okreslone zatozenia (1), sprawdzenie jego funkcjonalnosci
i statusu oczyszczanych/rozszerzanych tkanek (2), weryfikacje uzytecznosci
opracowanego roztworu do mikroskopowej analizy iloSciowej przetwarzanych
tkanek (3) oraz porownanie jego dziatania wzgledem referencyjnej techniki
oczyszczania optycznego (C.3D) (4).

W materiatach i metodach Doktorant do$¢ szczegdlowo opisat sposéb
preparatyki tkanek (mysich wezitéw chitonnych), przeprowadzone barwienia
immunofluorescencyjne, proces obrazowania mikroskopowego i analize zdjec
z wykorzystaniem programow Imagel i Imaris oraz ich statystyczng ocene.
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Opis swiadczy o dobrej znajomosci narzedzi badawczych niezbednych do
wykonania zatozonych celéw.

Wyniki zostaly przedstawione w sposéb systematyczny i umozliwiajacy ich
zrozumienie. W tresé rozdziatu wkomponowano liczne wykresy, tabele
i zdjecia dokumentujace przeprowadzone badania. W toku prac Doktorantowi
udato wykazaé, ze kilkusktadnikowy roztwér o ustalonym sktadzie (pod nazwg
ISEE) pozwala na optyczne oczyszczenie tkanek réznego typu wraz z ich
kontrolowang i umiarkowang ekspansja. Co istotne, roztwér ISEE umozliwia
przeprowadzenie bardziej skutecznej analizy ilosciowej sygnalu jadrowego
i btonowego (po wybarwieniu immunofluorescencyjnym) w poréownaniu do
innych kontrolnych technik przetwarzania tkanek.

W dyskusji Doktorant zgrabnie podsumowat uzyskane wyniki, odnoszac je
rowniez do osiagnieé¢ innych badaczy, zajmujacych sie podobng tematyka.
Podkreslone zostaly zalety i ograniczenia opracowanego roztworu ISEE
wzgledem pozostatych metod oczyszczania i rozszerzania tkanek, réwniez
w kontekscie analizy obrazéw mikroskopowych i uzyskiwanych danych
liczbowych, umozliwiajacych obiektywne badania poréwnawcze.

Rozprawe konczy pie¢ wnioskoéw, ktore sg poprawnie sformutowane, w petni
odpowiadaja na wczesniej postawione cele i krytycznie interpretuja
otrzymane wyniki badan.

Ostatni rozdziat - Pismiennictwo zawiera liste cytowanych publikacji, ktora
stanowi bardzo interesujacy zbiér prac z tematyki rozprawy, pozwalajacy na
poznanie aktualnego stanu wiedzy i skonfrontowanie wynikéw Doktoranta
z tym, co do tej pory osiagnieto w obranym obszarze badawczym.

W mojej opinii praca doktorska lek. Pawita Matryby stanowi oryginalne
osiggniecie naukowe, ktére moze by¢é bardzo uzyteczne dla innych
naukowcow, zajmujacych sie histocytometriq i ilosciowq analiza preparatow
tkankowych obrazowanych na drodze mikroskopii swietlnej. Jest to aktualnie
.Swiety graal” dla badaczy prébujacych zrozumie¢ procesy biologiczne
zachodzace w tkankach, w ktorych przestrzenna dystrybucja komdrek
determinuje ich zachowanie i petnione funkcje. Rozwdj technik analitycznych
umozliwiajacych takie badania przy zachowaniu natywnej struktury tkanek
jest wysoce pozadany. W zwigqzku z powyzszym oceniam rozprawg bardzo
wysoko pod wzgledem metodycznym, jak i merytorycznym. Mam jednak
dodatkowe pytania i komentarze, ktére majg raczej charakter redakcyjny
i dyskusyjny, i nie umniejszaja wartosci merytorycznej ocenianej pracy (wg
kolejnosci wystepowania w tekscie):
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1. Str. 14 - Doktorant dos¢ dobitnie stwierdza m.in., ze technika ScaleS
»oferuje mierny poziom przezroczystosci”, z czym bym sie nie zgodzit.
Metoda ta pozwala na oczyszczenie optyczne nie tylko catej tkanki mézgu
myszy, ale i tkanek innego typu, o bardzo zwartej strukturze, takich jak
np. mysia pochwa (badania wlasne).

2. 5tr. 14 - przy cytowaniu publikacji nr 13 Doktorant uzyt sformutowania
~0dkrycia potencjatu technik TOC przez grupe Dodta” - zwyczajowo to
ostatni autor cytowanej pracy stanowi kierownika grupy.

3. Str. 16 - Doktorant odnosi sie do ,silnej autofluorescencji tkanek
zwierzecych w spektrum koloru niebieskiego i zielonego [od ~400 do
~500 nm]” - zakres niebiesko-zielony, w ktérym wystepuje
autofluorescencja to raczej 450 — 550 nm.

4. Str. 17 (oraz str. 22, 39, 41, 42) - Doktorant uzywa wyrazu
«Wyzarzenie” w przypadku zaniku sygnalu fluorescencyjnego pod
wplywem réznych czynnikdw, co nie wydaje sie adekwatne, W kontekscie
emisji swiatta przez biatka fluorescencyjne oczyszczanie optyczne za
pomoca réznych rozpuszczalnikéw moze prowadzi¢ do utraty zdolnosci do
emisji poprzez zmiane konformacji tych biatek lub destrukcje fragmentu
zawierajacego chromofor. ,Wyzarzenie” sugeruje raczej proces wypalenia
pod wplywem zbyt duzej intensywnosci swiatla uzytego do wzbudzenia
a w takim wypadku bardziej stosowne byloby uzycie wyrazu wygaszanie
lub blakniecie {z ang. bleaching).

5. Str. 17 - przy cytowaniu publikacji nr 35 Doktorant uzyt sformutowania
~Hahn wraz ze wspdlnikami” ~ wyraz ,wspdtpracownicy” bytby bardziej
na miejscu.

6. Str. 21 - Doktorant napisal, cytujac prace nr 56, ze zmodyfikowany
system obrazowania spinning disk umozliwit ,rozdzielczo$¢ ponizej 20 nm
w osi bocznej” - w cytowanej pracy rozdzielczosé¢ taka dotyczyla
ptaszczyzny XY (ang. lateral) w odroznieniu do osi Z (ang. axial).

7. Str. 25 - Doktorant okreslit limfocyty i komodrki dendrytyczne jako
komorki o resztkowej ilosci cytoplazmy - nie jest to do korica prawda
w przypadku komérek dendrytycznych, ktére mogq by¢ bardzo bogate
w dtugie i liczne wypustki penetrujace swoje srodowisko wystepowania.

8. Str. 28 - Doktorant okresla temperature pracowni mikroskopowej jako
warunki obnizonej temperatury (22°C) - jest to raczej standardowa
temperatura pokojowa.

9. Str. 30 ~ czy stosowano 2% peitng surowice wotowg czy albumine
z surowicy wotowej, jak sugeruje angielskie rozwiniecie?

10.Str. 30 - bardziej uzyteczne dla spoiecznosci naukowej bytoby
stosowanie stezeri gramowych/molowych niz podawanie rozcienczenia
roztworu roboczego o nieznanym stezeniu (szczegdlnie w przypadku
Hoechst 33342 i jodku propidyny).

11.Str. 30 - w jakiej temperaturze prowadzono barwienia skrawkdéw za
pomocyg przeciwciat pierwszo- i drugorzedowych?
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12.Str. 30 - w Tabeli 1 ,stezenie” powinno by¢ zamienione na
Lfozcienczenie”.

13.Str. 31 - skiad roztworu ISEE korzystniej bytoby wyrazi¢ w stezeniach
gramowych/molowych.

14.Str. 31 - w jakiej temperaturze prowadzono oczyszcZanie za pomocq
roztworu 1SEE?

15.Str. 31 - czy kontrolne oczyszczanie techniky C.3D prowadzono na
calych weztach chionnych czy na skrawkach? - ISEE stosowano na
skrawkach.

16.Str. 32 - opis parametréow obrazowania korzystnie byloby wzbogacic
o warto$¢ przestony konfokalnej (ang. pinhole) stosowanej przy
obrazowaniu, rozmiar piksela w zdjeciu, doprecyzowanie jednostki
predkosci skanowania i podanie grubosci szkietek nakrywkowych uzytych
do zamykania preparatéw.

17.Str, 32 - preparaty obrazowano przy odstepie migdzy sekcjami
o wartosci 2 pm. Optymalny krok dla obiektywu 40x jest zdecydowanie
mniejszy - czy segmentacja jader moglaby by¢ lepsza, jesli interwat
bytby mniejszy, np. na poziomie 03 - 0,5 pm?

18.Str. 32 - zdanie ,Uzyskane dane odtwarzano z wykorzystaniem Imagel
(National Institutes of Health) i za pomoca polygon selections na plikach
pochodzacych z obrazowania z obiektywem 40x po ISEE” nie jest jasne.

19.Str. 32 - W jaki sposdb okreslono pomniejszenie obszaréw o 12,7%?

20.Str. 32 - Doktorant zdecydowat sie na detekcje jader komérkowych
w programie Imaris za pomoca funkcji ,surface” i jako parametr detekcji
m.in. uzywat $rednicy 80 ym (,Diameter of Largest Sphere”). Srednica
jadra limfocytu mieséci sie w zakresie 5- 10 pm. Skad taka wartos¢ tego
parametru? Czy Doktorant testowat do segmentacji funkcje ,spots”,
ktéra wykrywa obiekty kuliste?

21, Str. 36 - Rycina 6 ma tytut ,Stezenie imidazolu i APl odgrywa wazniejszg
role podczas rozszerzania mysich WL niz stezenie mocznika” - skad taki
whniosek?

22.Str. 37 - Tabela 4 zawiera wartoéci czynnika zatamania Swiatta (RI).
W jaki sposéb mierzono te wartosci? W rozdziale Materialty i Metod
brakuje opisu tej techniki.

23.Str. 38 — czy angielskie rozwiniecie skrotu ISEE jest zapisane poprawnie
(bening czy benign)?

24.Str. 38 - czy wysokie pH roztworu ISEE (pH 12) moze miel wplyw na
zanik fluorescencji biatek Ffluorescencyjnych obecnych w tkankach
i krotkq zywotnosé barwnika AF4887?

25.Str. 38 - Rycina 8 zawiera wartosci transmitancji roztworu ISEE. W jaki
sposdéb mierzono te wartosci? W rozdziale Materiaty i Metod brakuje
opisu tej techniki.

26.5tr. 41 - Doktorant okreslit $wiatto lasera o diugosci 488 nm jako
zielone. Kolor niebieski jest blizszy prawdy.
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27.Str. 42 - Rycina 11, panel A - zdjecie sugeruje zmiane dystrybucji
sygnatu i lokalny wzrost jego intensywnosci - czy zdjecie na pewno
pokazuje autofluorescencje?

28.5tr. 44 - Rycina 12. W opisie zdje¢ ABC powinna by¢ zawarta informacja
czy sg to pojedyncze sekcje optyczne czy rekonstrukcje 3D w programie
Imaris? Sformutowania ,poczatek” i ,koniec zakresu” oraz oznaczenia
regiondw linig ciagta i przerywanga nie sg klarowne bez informacji, ze
panel B pokazuje catq objetos¢ probki. Projekcje boczne bylyby bardziej
informatywne dla wykazania dwoch roznych gtebokosci w preparacie.
Korzystniej tez bytoby podac informacje o glebokosci w prébce zamiast
poczatku i konica zakresu.

29.Str. 44 - Jaki byt cel obrazowania obiektywem 20x tylko prébek
inkubowanych w roztworze ISEE? W tekscie rozprawy zabrakio mi
wyjasnienia celowosci wykorzystywania tego obiektywu.

30.Str. 45 - Rycina 13 przedstawia analize $rednicy jader, natomiast jej
tytut postuluje brak zmian ksztattu catej tkanki.

31.Str. 46 - Rycina 14, panel D - skad bierze sie 50% kompensacja spadku
rozdzielczodci w 0si Z w analizie liczby jader komdrkowych?

32.5tr. 48 - detekcja sygnatu blonowego byla analizowana w pordwnaniu
roztwordow ISEE i PBS. Czy segmentacja obrazéw z blonami
komoérkowymi tkanek po ISEE bylaby lepsza niz dla Ce3D?

33.5tr. 49 - Rycina 16. W opisie zdjecia A powinna by¢ zawarta informacja
czy s to pojedyncze sekcje optyczne czy rekonstrukcje 3D w programie
Imaris? Sformulowania ,poczatek” i ,koniec zakresu” oraz oznaczenia
regiondw linig cigglta i przerywana nie sg klarowne bez informacji, ze
zdjecie A pokazuje catg objetosc probki. Projekcje boczne bytyby bardziej
informatywne dla wykazania dwoch roéznych gtebokosci w preparacie.
Korzystniej tez bytoby podac informacje o gtebokosci w prébce zamiast
poczatku i konca zakresu.

34. 5tr. 50 - Czy obrazy w Rycinie 17 to sklejone w mozaiki pojedyncze pola
widzenia prezentujgce pojedyncze sekcje optyczne czy rzuty 3D catych
objetosci?

Podsumowujac stwierdzam, 2e przedstawiona mi do recenzji rozprawa
doktorska spetnia warunki okreslone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018
r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. 2018 poz. 1668) i wnioskuje
do Rady Dyscypliny Nauk Medycznych WUM o dopuszczenie Doktoranta do
dalszych etapéw postepowania o nadanie stopnia doktora nauk medycznych.
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