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Typowe przygotowanie materialu biologicznego/tkankowego ex vivo do badan
histologicznych i patomorfologicznych opiera si¢ na odpowiednim utrwaleniu i opracowaniu
niezbednemu do oceny w mikroskopie $wietlnym. Rutynowym utrwalaczem jest 10%
zbuforowana formalina. Roztwér ten szybko penetruje tkanki, minimalnie wplywa na zmiany
strukturalne, jednak powoduje ich obkurczenie rzedu nawet 40-60%. Zbyt dhugie
przetrzymywanie materialu w formalinie moze prowadzi¢ do zamaskowania antygenéw,
co uniemozliwia uzyskanie wiarygodnych odczynéw  immunohistochemicznych.
W przeciwienstwie do technik rozszerzania tkanki, grubos$¢ skrawka nie powinna przekracza¢
4-5 um, co zapewnia jednolita plaszczyzne do oceny preparatu.

Czy mikroskop $wietlny ma juz swoje lata §wietnosci za soba? W klasycznej podejéciu,
tj. jako urzadzenie optyczne do obserwacji obiektéw w $wietle przechodzacym - zapewne tak.
Rozdzielczosé, zakres przenoszonego kontrastu to podstawowe ograniczenia mikroskopu
swietlnego. Co moze pozwolié ma dokladniejsze obrazowanie morfologii i struktur
komorkowych? Oczywiscie mikroskopy elektronowe. Wyznaczyly one nowy wymiar poznania
i obrazowania materii, umozliwiajg ocene przekrojéw/ultrastruktury (transmisyjny mikroskop
elektronowy; TEM), a takze powierzchni (skaningowy mikroskop elektronowy; SEM).
Rozdzielczo$é i mozliwosé obrazowania w powigkszeniach siggajacych powyzej 100 tys.
nie pozwalaja jednak na oceng i obrazowanie ,zywych preparatow”, w przeciwienstwie

do mikroskopdw konfokalnych.



Jednak jak kazde urzadzenie, mikroskop konfokalny ma zalety i wady, ktére
determinujg zakres wykonywanych badan. Do niewatpliwy zalet nalezy zaliczyé¢ mala glebie
ostro$ci, wigksza rozdzielczo$¢ niz klasyczna mikroskopia optyczna, mozliwo$¢ rekonstrukeji
obrazu (rejestracja serii przekrojow na réznych glebokosciach preparatu; 3D, 4D), brak
Hposwiaty” z warstw preparatu lezacych poza plaszczyzng ostrosci i ocene wielokrotnego
znakowania. Oprécz ceny, istotny ograniczeniem mikroskopu konfokalnego jest niska
rozdzielczo$¢ w stosunku do mikroskopii elektronowej i wrazliwo$é na wptyw otoczenia, Mata
glebia ostrodci umozliwia dokladne tj. warstwa po warstwie, skanowanie preparatu a nast¢pnie
jego rekonstrukcje. Dzigki zlozeniu wielu przekrojéw (ok. 2 um kazdy) moina zobrazowac
relacje przestrzenne obrazowanej struktury.

Istotng bariera dla ziozenia wielu warstw jest brak wlasciwej przejrzystosci tkanki.
Optyczne oczyszczanie tkanki przeznaczonej do obrazowania/oceny w mikroskopie
konfokalnym powinno pozwoli¢ na uzyskiwanie wiarygodnych danych opisujacych badane
struktury i ich specyficzng immunoreaktywnos¢. Opracowanie roztworu pozwalajacego
na rozszerzenie tkanki na potrzeby obrazowania w mikroskopie konfokalnym bylo
podstawowym celem przekazanej do recenzji dysertacji, a podj¢ty temat uwazam za wazny
z poznawczego i praktycznego punktu widzenia.

Rozprawa liczgca 63 strony ma uklad typowy dla prac doswiadczalnych.

W l4-stronnicowym, strukturyzowanym wstgpie Pan Pawel Matryba wyjasnit
znaczenie techniki optycznego oczyszczania tkanek (fissue optical clearing, TOC)
w obrazowaniu grubych wycinkéw, w tym calych narzadéw. Nastgpnie przystgpnie opisat
cztery kategorie, dynamicznie rozwijajagcych si¢ ostatnio technik TOC w zalezno$ci
od zastosowanych odczynnikéw, tj. metody rozpuszezalnikowe, rozwadniajgce, transformujgce
tkanki i wodne o wysokim wspéiczynniku zalamania swiatla. Uwzglednil elementarne
informacje o stosowanych protokotach, wadach i zaletach poszczegélnych metod
oraz mozliwoéci ich zastosowania w badaniach naukowych. W koncowej czgsci wstepu omowit
zagadnienia zwiazane z histocytometria i zastosowaniami nowoczesnych narzg¢dzi analizy
danych uzyskanych z histocytometrii. Wstep wzbogacit o cztery ryciny ze schematami etapéw
oczyszczania tkanek z wykorzystaniem i klasyfikacja technik TOC oraz ze zlozonymi
zdjgciami obrazujagcymi wyniki badan. Ryciny byly zmodyfikowanymi zapozyczeniami
z publikacji cytowanych przez Doktoranta.

Wstep poprzedza spis tresci i wykaz skrotéw zastosowanych w rozprawie
z rozwinieciem w jezyku angielskim, a jezeli bylo to mozliwe, takze polskim. Umiescit tam

takze nietypowo spis rycin oraz streszczenia dysertacji w jezykach polskim i angielskim.



W dalszej czesci, Doktorant zwiezle sformutowat zalozenia pracy i cztery ambitne cele
szczegblowe, ktérymi sa:

I. Identyfikacja zwigzkéw potencjalnie rozszerzajacych tkanke, charakteryzujacych sig
wysokim (>1,40) wspéiczynnikiem zatamania $wiatta, weryfikacja ich wplywu na wielkos¢
tkanek i opracowanie ostatecznego roztworu.

2. Zbadanie kompatybilnosci opracowanego roztworu z protokolami obrazowania
fluorescencyjnego, tj. (1) wiaéciwosci roztworu podczas wielogodzinnego obrazowania
w warunkach obnizonej temperatury (22°C) pracowni mikroskopii konfokalnej, wplywu
na (2) integralno$¢ epitopéw oraz (3) ksztalt tkanki, (4) zachowania emisji pochodzacej
z endogennie kodowanych bialek fluorescencji, (5) zachowania sygnalu pochodzacego
z komercyjnie dostgpnych fluoroforéw.

3. Zbadanie uzytecznoéci stosowania roztworu optycznie 0CZySzcZajacego i I0ZSZerzajacego
w kontekscie akwizycji i segmentacji danych mikroskopowych w poréwnaniu
do standardowego schematu obrazowania tkanek.

4. Zbadanie uzytecznoéci stosowania roztworu optycznie oczyszczajgcego i rozszerzajgcego
w kontekécie akwizycji i segmentacji danych mikroskopowych w poréwnaniu do referencyjnej
techniki optycznego oczyszczania mysich WL - Ce3D.

W kolejnym rozdziale szczegétowo opisano material i metody badan. Doktorant
przeprowadzil badania na materiale tkankowym pobranym od trzech szczepéw wsobnych
myszy. Po utrwaleniu w 4% roztworze paraformaldehydu materiat zatapiat w 3% roztworze
agarozy, skrawal a uzyskane skrawki przechowywal w soli fizjologicznej buforowanej
fosforanem (PBS).

W pracy ocenial 10 uprzednio wybranych zwigzkéw chemicznych potencjalnie
rozszerzajgcych tkanki, z wysokim wskaznikiem refrakcji (RI). Wezly chionne fotografowal,
inkubowal w roztworach badanych zwigzkéw i ponownie fotografowal po 24 godzinach
od poczatku inkubacji. Uzyskane cyfrowe obrazy obrysowywatl i mierzyl ich powierzchnig
z uzyciem programu (ImageJ v 1.52n; NIH). W pierwszej serii oceniat wplyw pojedynczych
roztworéw w szeéciu réznych stgzeniach na objetoéé weztdéw, a w kolejnej wpltyw 10%
mieszaniny potencjalnie najbardziej obiecujacych substancji (powodujacych rozszerzenie
powierzchni o ~25%).

W celu zbadania kompatybilnosci opracowanego optymalnego roztworu z protokotami
obrazowania fluorescencyjnego wykonywat barwienia fluorescencyjne na skrawkach weztéw.
Po zablokowaniu miejsc niespecyficznego wiazania roztworem blokujagcym stosowal szereg

przeciwcial pierwszorzedowych lub bezposrednio skoniugowanych z fluorochromami



oraz barwniki jadrowe. W przypadku przeciwcial pierwszorzgdowych, po ostatnim plukaniu
dodawano przeciwciata wtérne sprzezone z fluoroforem.

Optyczne oczyszczanie przeprowadzal przy uzyciu opracowanego nowego zwiazku
(ISEE) oraz Ce3D. W przypadku zastosowania ISEE, skrawki o grubosci 40 i 100-200 pum
inkubowat w roztworze przez odpowiednio 15 i 30 minut, po czym zatapial i obrazowatl.
Przy oczyszczania z uzyciem Ce3D stosowal uprzednio opisany protokdl, a skrawki inkubowat
przez 24 godziny. Obrazowania konfokalnego preparatéw wyznakowanych fluorescencyjnie
dokonywal przy uzyciu mikroskopu Leica TCS SP8 (Leica Microsystems), wyposazonego
w modul Navigator. Wzbudzenia dokonywal z wykorzystaniem lasera $wiatla bialego
lub argonowego w odpowiednich dla danych fluoroforow dlugosciach. Detekcja byla
przeprowadzana w wiekszosci z wykorzystaniem detektoréw hybrydowych, HyD. Akwizycji
obrazéw dokonywat w rozdzielczosci 1024 %1024 (pozostale parametry pozyskiwania obrazow:
glebia 8 bitéw, predkosé¢ 600, krok w osi z = 2 pm). Do poréwnania detekcji jader
komoérkowych i sygnaléw blonowych (dla skrawkéw 40 i 100 pm) Doktorant poprawnie
wykorzystal mozliwosci techniczne zastosowanego mikroskopu oraz odpowiednio przetworzy!
uzyskane dane obrazowania na potrzeby dalszej oceny. Nalezy, w tym miejscu zauwazy¢,
ze do optymalnego obrazowania poszczegélnych grup zastosowal odmienne moce lasera
(z uwagi na inng fransmitancj¢/absorbancj¢ tkanki nieprzezroczystej i po ISEE),
wiec przedstawione maksymalne wartosci intensywnoéci nie powinny by¢ poréwnywane
bezwzglgdnie, a stanowié wskazéwke dotyczaca charakterystyki fluorescenc)i.

Zaréwno oprogramowanie, jak i sposéb jego wykorzystania nie budza zastrzezen,
co do poprawnosci obrazowania i analizowana struktur, a w konsekwencji takze otrzymanych
danych. Nalezy podkreslié, ze do weryfikacji zalozeri Autor wyznaczyl i analizowat dwie grupy
regionéw o odmiennym stopniu upakowania komorek (regiony w obrgbie grudek chionnych
i stref¢ migdzygrudkows).

Zastosowane w pracy metody sg opisane szczegélowo, z niewgtpliwg znajomoscia
tematu. Poniewaz jednak metodyka jest doé¢ zlozona i nie zawsze nalezy zakladaé, ze be¢da
ja czytali jedynie specjalisci, wskazane byloby sporzgdzenie poglagdowego schematu badan.
Ponadto w rozdziale brak kilku istotnych elementéw. Doktorant nie podaje liczby zwierzat,
ktére zostaly wykorzystane do realizacji projektu. Brak tez informacji o liczbie skrawkow
wezlow, na ktorych testowal roztwory do oczyszczania tkanek i skrawkdw, na ktérych
analizowano nastgpnie wlasciwosci ISEE. Liczby te sa konieczne do oceny wiarygodnosci
wynikéw i poprawnej weryfikacji hipotez. W pracy nie przedstawiono wartosci uzyskanych

wynikéw, w zwiagzku z tym nie mozna oceni¢ poprawnosci zastosowanych metod
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statystycznych. Moje watpliwosci budzi takze stwierdzenie o braku koniecznosci uzyskania
zgody Komisji Etycznej wynikajace z faktu, ze myszy byly ,jedynie donorami” tkanek. Brak
w tym rozdziale informacji o rodzaju wykorzystanych zwigzkéw chemicznych do oczyszczania
tkanek (pojawia sie¢ dopiero w wynikach). W tabeli 1 (Lista przeciwcial wykorzystanych
w pracy) w kolumnie z nazwami przeciwcial, siedem zostato okreslonych jedynie jako anti-rat,
anti-mouse itd., czego raczej nie mozna przyjaé za nazwe przeciwciata. Blad literowy w nazwie
podrozdziatu 3.2 (potencjalnie zamiast potencjale).

Kolejny, najwazniejszy rozdziat, dotyczy wynikéw i uzupelnia go 13 rycin,
w wigckszo$¢ zlozonych, bardzo sugestywnych, prezentujacych przykfadowe wyniki prac
wlasnych. W rozdziale tym Doktorant wreszcie wyjasnia znaczenie tajemniczego akronimu
ISEE (Improved Segmentation with bEning Expansion; str. 38!). Wyniki wskazuja na bogate
do$wiadczenie oraz zaawansowanie prac zmierzajgcych do opracowania zwigzku, ktéry musi
odpowiada¢ dwdém kryterium dla wykonania preparatbw do oceny w mikroskopie
konfokalnym, tj. rozszerzaé powierzchnie tkanek (o okoto 30%) oraz doprowadzaé
do oczyszczenia optycznego (RI > 1,45). Selekcja pozwolila na opracowanie czterech
zwigzkéw (r6zna zawarto$é procentowa) na bazie imidazolu, API [1-(3-aminopropyl}
imidazolu] i mocznika. Wiaéciwg czesé doswiadczalng wykonano wykorzystujac roztwoér ISEE
zawierajgcy: 30% API, 25% imidazolu, 20% mocznika i 25% wody. Doktorant zadeklarowal,
e roztwor taki charakteryzuje sie wysoka transmitancja w zakresie widma $wiatla widzialnego,
jego pH wynosi okoto 12, a RI = 1,47. Pan Matryba obserwujac wezly chionne wykazal,
ze ISEE dokonuje rozszerzania izometrycznego i tym samym utrzymuje strukture
subkomérkows preparatébw. Co istotne, stwierdzit stabilizacj¢ sygnatu fluorescencyjnego
podczas THC z wykorzystaniem drugorzedowych przeciwcial. Jednak dla przeciwciala AF 488
nie uzyskat stabilnego efektu, tj. silny sygnat utrzymywat si¢ wylgcznie w dniu oczyszczania i
rozszerzania. Ponadto, dla odczynéw z przeciwcialami drugorzgdowymi wykazal skuteczng
detekcje biatkowych fluoroforéw, pomimo ich pierwotnego wyzarzenia.

Zaréwno opis, jak i interpretacja wynikéw dotyczacych segmentacji jader
komérkowych po zastosowaniu ISEE budzi pewne watpliwosci. Uzyskane rozszerzenie o 15%
skrawkéw 100 um wezléw wskazuje na odstgpstwa od pierwotnie zaktadanych wartosci
granicznych. Jednak uwzgledniajac morfologie wezta, a takze brak wstepnej oceny czy wezet
nie wykazywal zmian zapalnych/odczynowych, pewne trudnosci w osiggnigciu wigksze)
segmentacji jader wydaja si¢ naturalne. Doktorant shusznie podniést, Ze optymalne
obrazowanie jest zalezne od dobranej mocy lasera, w zwigzku z tym intensywnos¢ nalezy

odnosi¢ po poprawnie dobranego wzorca (kontroli). Wedlug mnie, za najistotniejsza
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obserwacje/wynik niniejszej dysertacji nalezy uznaé to, ze ISEE pozwala na zachowanie
pierwotnego ksztattu tkanki (pomimo jej rozszerzenia) oraz sygnatu fluorescencyjnego.

Z uwag technicznych do rozdzialu — pan Matryba w opisie analizy statystycznej
zadeklarowal, ze na rycinach zostaly zaprezentowane Srednie ze stupkami blgdu, jako bledu
standardowego $redniej. ,,Ocena wzrokowa” rycin oraz brak wartosci moze przemawiac
za niepoprawng analizg statystyczng (brak liczebnosci grup, duzy zakres wartosci odchylenia
standardowego), tj. brak rozktadu normalnego dla analizowanych cech. Ponadto, nie zamiescil
legendy do rycin, a nalezalo opisa¢ co symbolizujg — poza stupkami i blgdem standardowym
$redniej arytmetycznej. Stwierdzenie ,,stezenie wody” nalezy uzna¢ za co najmniej niezrgczne
(tabela 4).

Nastepna czeScia dysertacji jest dyskusja liczaca tylko cztery strony. Doktorant
przypomniat w niej skrétowo najwazniejsze wyniki swoich badan. Odniost si¢ do korzysci,
jakie mozna uzyskaé przy zastosowaniu opracowanego przez niego roztworu ISEE. Wykazat
przewage ISEE nad innymi metodami, wynikajaca z unikalnych wilasciwosci roztworu.
Umiarkowane, powtarzalne i izometryczne rozszerzenie badanej tkanki po zastoosowaniu ISEE
wplywa bezposrednio na dokladniejsza segmentacje uzyskanych danych, bez wybitnego
wzrostu ich objetosci, a takze posrednio na zwigkszenie komfortu prowadzonych badan.
Pan Matryba wspomniatl w Dyskusji o ograniczeniach opracowanego roztworu -
nickompatybilno§ci przy zastosowaniu przeciwcial bezposrednio skoniugowanych
oraz wskazal potencjalne kierunki dalszych dociekan naukowych. Dyskusja, mimo, ze krotka,
napisana zostata bardzo rzeczowo i logicznie, co najlepiej $wiadczy o doskonalej znajomosci
przedmiotu wykazanej przez Doktoranta.

Wyniki badan zostaly podsumowanie w pigciu wnioskach rozbudowanych,
ktére odpowiadaja zatlozonym celom. W rozprawie Doktorant wykazat:

1. ISEE to pierwszy roztwér TOC, ktéry gwarantuje izometryczne, powtarzalne rozszerzanie
mysich weztow limfatycznych o 15% liniowo. Warto$¢ ta tylko nieznacznie (o ~60-70%)
wydluza czas akwizycji danych i zwigksza ich pdzniejsza objgtos¢, jednoczesnie oferujge
korzystne warunki dla skutecznego procesu segmentacji.

2. ISEE poprawia skutecznoéé segmentacji sygnatu pochodzacego z jader komorkowych,
jak i sygnatu blonowego. Efekt ten jest szczegdlnie znaczacy w wypadku gesto upakowanych
regionéw, takich jak grudki limfocytéw B, zaréwno w wypadku poréwnania z klasycznymi
warunkami obrazowania, jak i referencyjng technika TOC — Ce3D.



3. ISEE, na poziomie rozdzielczo$ci mikroskopii konfokalnej z wykorzystaniem obiektywu
powickszajacego 40-krotnie, nie prowadzi do deformacji tkanki lub poszczegdlnych typow jej
komérek.

4. ISEE, o wspolczynniku zalamania $wiatta — 1,47, pelni jednoczesénie funkcj¢ roztworu
optycznie oczyszczajgcego, rozszerzajacego i wyrownujacego wspdlezynnik refrakcji,
co pozwala na wykorzystywanie go jako medium podczas obrazowania.

5. Podstawowym ograniczeniem ISEE jest niekompatybilnoé¢ z IHC z wykorzystaniem
przeciwcial bezposrednio skoniugowanych. Weryfikacji wymaga réwniez kompatybilnosé
grubszych skrawkéw traktowanych ISEE z LSFM oraz uzyteczno$¢ rozszerzania w kontekscie
segmentacji z wykorzystaniem zaawansowanych technik opartych o uczenie maszynowe.

Moim zdaniem ostatni wniosek jest nieuprawniony, a nawet wewnetrznie sprzeczny,
poniewaz uczenie maszynowe wymaga wlasciwego przygotowania zbioréw danych (w tym
tzw. zbioru uczacego) do opracowania algorytmoéw.

Nastepna cz¢$é dysertacji stanowi spis piSmiennictwa liczacy 93 pozycje uszeregowane
wedlug kolejnosci cytowan. Zawiera najwazniejsze z punktu widzenia podjg¢tej tematyki
badawczej artykuty anglojezyczne, opublikowane gléwnie w ostatnich kilku latach. Co istotne,
znalazly si¢ w nim zaréwno publikacje wiasne Autora, jak tez promotora dysertacji pana prof.
Jakuba Gotgba (# 14, 16, 17, 41). W spisie pismiennictwa zauwazylam pewna niekonsekwencj¢
— w niektérych pozycjach podawano niepotrzebnie pelng nazwe gazety (np. #79), zbgdne
miesigce publikacji lub duze litery we wszystkich wyrazach tytuléw publikacji (np. #63, 73,
79). Natomiast sposéb cytowania prac w tekscie dysertacji nie budzi zastrzezen.

Mam takze pewne dodatkowe uwagi dotyczace pracy. Pewne zastrzezenia budzi tytut
dysertacji. Precyzyjna akwizycja danych umozliwia ich dalsze przetwarzanie, do ktorego
nalezy zaliczy¢ réwniez segmentacje (grupowanie danych). Ponadto, nalezalo jednak w tytule
bezposrednio odnies¢ sie do mikroskopu konfokalnego, poniewaz mikroskopia fluorescencyjna
jest pojeciem szerszym, obejmujacym kilka technik.

Wskazana bylaby wigksza dbalo$é o polska nomenklaturg medyczng i nie tylko
(np. niepotrzebne uzycie terminéw wezet limfatyczny czy embrion zamiast - wezet chionny,
zarodek — co jest zgodne z przyjeta nomenklaturg anatomiczng). Oczywiscie w dobie
powszechnosci jezyka angielskiego w codziennej praktyce naukowej jest to trudne.

W podpisach rycin i tabel konieczne sa wyjasnienia zastosowanych akronimé6w. Nalezy
takze unikaé stosowania skrotow tam, gdzie sa one zbgdne (np. zupelnie niepotrzebny

i nieprawidtowy skrét WL w tekscie i podpisach tabel/rycin).



Nie wszystkie akronimy sa wyjasnione w tekscie (patrz DMSO str. 21) albo brak ich
w spisie skrétow (np. ISEE, DMSO).
Powyzsze uwagi nie wplywaja jednak negatywnie na ogolng ocen¢ dysertacji.

Podsumowujgc, wartoSciowy material badawczy otrzymany przy zastosowaniu
nowoczesnych metod i znaczenie praktyczne uzyskanych wynikéw, jak réwniez doskonala
znajomo$¢ zagadnien zaprezentowana przez lekarza Pawla Matrybe, upowazniaja mnie
do stwierdzenia, Ze oceniana dysertacja w pelni odpowiada warunkom stawianym
rozprawom na stopiefi doktora nauk medycznych zawartych w ustawie z 14 marca 2003
r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki

(Dz. U. z 2017) z péZniejszymi zmianami.

W zwigzku z tym wnosz¢ do Rady Dyscypliny Nauk Medycznych Warszawskiego
Uniwersytetu Medycznego o dopuszczenie lekarza Pawla Matryby do dalszych etapow

przewodu doktorskiego.
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Lublin, dnia 12 wrzesnia 2022 r. Prof. dr hab. n. ‘med. Justyna Szumito



