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Recenzja pracy doktorskiej lek. Pawla Matryby pt. .Opracowanie
roztworu optycznie oczyszczajacego | rozszerzajgcego thanki,
stluiacego do precyzyjnej akwizycji | segmentacji danych
pochodzacych =z mikroskopil fluorescencyjnej”, zrealizowanej
w Zakladzie Immunologii, Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego,
pod kierunkiem prof. dr. hab. Jakuba Golgba

Przediciona do oceny rozprawa doktorska liczy B3 strony wydruku
komputerowego i ma typowy ukiad prac na stopien naukowy doktora. Moina
wyodrebnié w niej nastepujace rozdzialy: wstep (15 stron) poprzedzony
spisem  tresci, spisem rycin, wykazem stosowanych skrotow oraz
streszczeniami w jezyku polskim i angielskim, nastepnie zalozenila | cel pracy
(1 strona), materialy | metody (5 stron), wyniki (17 stron), dyskusja (5
stron), wnioski (1 strona) oraz 93 pozycje cytowanego pismiennictwa (7
stron).

We wstepie Doktorant zrobil wnikliwy przeglad czterech podstawowych
technik oczyszczania optycznego tkanek 1 wprowadzit zagadnienie
rozszerzania tkanek, ktore bylo gléwnym przedmiotem rozprawy. Na
kolejnych stronach przedstawiono zaloienia mikroskopowej analizy ilogciowej
tkanek (histocytometrii) | problematyke segmentacji jader komérkowych
w obrazach mikroskopowych, ktora jest podstawowym narzedziem przy tego
typu analizach. Tak zarysowany wstep bardzo przystepnie naswietlit
tematyke pracy, umoiliwiajgc pelne zrozumienie oraz docenienie
uiytecznosci przeprowadzonych badan.

Cel pracy jest klarownie sformulowany i opiera sie na czterech zadanlach
badawczych., Ghdwnym celem badadn Doktoranta bylo stworzenie nowej
formuty roztworu stuigcego jednoczesnie do oczyszczenia optycznego thanek,
jak | kontrolowanego ich rozszerzenia w celu ulatwienia segmentacji oblektdw
w gesto upakowanych komdrkowo tkankach, takich jak wezly chionne.
Zadania obejmowaly wustalenie ostatecznego skladu tego  roztworu
spelniajacege okreslone zalozenia (1), sprawdzenie jego funkcjonalnosci
| statusu oczyszczanychfrozszerzanych tkanek (2), weryfikacje uiytecznodci
opracowanego roztworu do mikroskepowe) analizy ilogciowej przetwarzanych
tkanek (3) oraz porownanie jego dzialania wzgledem referencyjne] techniki
oczysczania optycznego [C.30) (4).

W materiatach i metodach Doktorant doic szczegdlowo opisal sposéb
preparatykl tkanek (mysich wezléw chlonnych), przeprowadzone barwilenia
immunofluorescencyjne, proces obrazowania mikroskopowego i analize zdjed
z wykorzystaniem programow Imagel) | Imaris oraz ich statystyczny oceneg.
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Opis swiadczy o dobrej znajomoscl narzedzi badawczych niezbednych do
wykonania zalotonych celdw,

Wyniki zostaly przedstawione w sposdb systematyczny i umozliwlajacy ich
rrozumienie. W tresd rozdrziale wkomponowano liczne wykresy, tabele
i zdjecia dokumentujgce przeprowadzone badania. W toku prac Doktorantowi
udato wykazac, ze kilkuskladnikowy roztwor o ustalonym skiadzie (pod nazwa
ISEE) pozwala na optyczne oczyszczenie tkanek roinego typu wraz z ich
kontrolowana i umiarkowany ekspansja. Co istotne, roztwdr ISEE umoiliwia
przeprowadzenie bardziej skutecznej analizy ilosciowej sygnalu jadrowego
i blonowego (po wybarwieniu immunofiuorescencyjnym) w pordwnaniu do
inaych kontrolnych technik przetwarzania tkanek.

W dyskusji Doktorant zgrabnie podsumowat uzyskane wyniki, odnoszac je
réwnie? do osiggnieé innych badaczy, zajmujacych sie podobng tematyka.
Podkreflone zostaly zalety i ograniczenia opracowanego roztworu ISEE
wzgledem pozostalych metod oczyszczania | rozszerzania tkanek, rowniez
w kontekscie analizy obrazdw mikroskopowych | uzyskiwanych danych
liczbowych, umozliwiajacych obiektywne badania porownawcze.

Rozprawe konczy pied wnioskdw, ktére sg poprawnie sformulowane, w pelni
odpowladajg na wczesniej postawlone cele | Krytycznie interpretuja
otrzymane wyniki badar.

Ostatni rozdzial - Plémiennictwe zawiera liste cytowanych publikacji, ktdra
stanowi bardzo interesujacy zbidr prac z tematyki rozprawy, pozwalajgacy na
poznanie aktualnego stanu wiedzy | skonfrontowanie wynikdw Doktoranta
z tym, co do tej pory osiggnigto w obranym obszarze badawczym.

W mojej] opinii praca doktorska lek. Pawta Matryby stanowl oryginalne
osiggniecie naukowe, ktdre moze byc bardzo uZyteczne dla innych
naukowcow, zajmujacych sie histocytometrig | lloSciowq analiza preparatow
tkankowych obrazowanych na drodze mikroskopii swietinej. Jest to aktualnie
LSwisty graal” dla badaczy probujacych zrozumiec procesy biclogiczne
zachodzace w tkankach, w kbdrych przestrzenna dystrybucja komorek
determinuje ich zachowanie | pelnione funkcje. Rozwd] technik analitycznych
umozliwiajacych takie badania przy zachowaniu natywnej struktury tkanek
jest wysoce poradany. W zwigzku z powyZszym oceniam rozprawg bardzo
wysoko pod wzgledem metodycinym, jak i merytorycznym. Mam jednak
dodatkowe pytania | komentarze, ktére maja raczej charakter redakcyjny
i dyskusylny, | nle umniejszajg wartosci merytorycznej ocenianej pracy (wg
kolejnosci wystepowania w tekscie):
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11.

Str. 14 - Doktorant dos¢ dobitnie stwierdza m.in., 2e technika ScaleS
oferuje mierny poziom przezroczystosci”, z czym bym sie nie zgodzil,
Metoda ta pozwala na oczyszczenie optyczne nie tylko cate] tkankl mbzgu
myszy, ale i tkanek innego typu, o bardzo zwartej strukturze, takich jak
np. mysia pochwa (badania wtasne).

Str. 14 - przy cytowaniu publikacii nr 13 Doktorant uzyl sformutowania
~odkrycia potencjatu technik TOC przez grupe Dodta™ - zwyczajowo to
ostatni autor cytowane] pracy stanowl kierownika grupy.

Str. 16 - Doktorant odnosi sie do .silnej autofluorescenc)i tkanek
rwierzecych w spektrum koloru niebieskiego i zielonego [od ~400 do
~500 nmm]* - zakres niebiesko-zielony, w ktérym wystepuje
autofluorescencja to raczej 450 - 550 nm.

Str. 17 (oraz str. 22, 39, 41, 42) - Doktorant uiywa wyrazu
«Wyzarzenie” w przypadku zanike sygnatu fluorescencyjnego pod
wplywem rdznych czynnikdw, co nie wydaje sie adekwatne. W kontekscie
emisji Swiatla przez bialka fluorescencyjne oczyszczanie optyczne za
pomocy réEnych rozpuszezalnikdw moke prowadzic do utraty zdolnosal do
emis)l poprzez zmiane konformacji tych biakek lub destrukcje fragmentu
zawierajgoego chromaofor.  Wytarzenie” sugeruje raczej proces wypalenia
pod wphywem zbyt duiej intensywnosci swiatla uiytego do wizbudzenia
a w takim wypadku bardziej stosowne byloby uiycie wyrazu wygaszanie
lub blaknigcie (z ang. bleaching).

Str. 17 - przy cytowaniu publikacji nr 35 Doktorant wiyt sformulowania
~Hahn wraz ze wspalnikami® - wyraz  wspilpracownicy” bytby bardziej
na mejscu.

. Str. 21 - Doktorant napisal, cytujac prace nr 56, e zmodyfikowany

system obrazowania spinning disk umoliwit ,rozdzielczose ponizej 20 nm
w 05l boczne]” - w cytowane] pracy rozdzielczosE taka dotyezyia
ptaszczyzny XY (ang. lateral) w odrognieniu do osi £ (ang. axial).

Str. 25 - Doktorant okredlit limfocyty | komorki dendrytyczne jako
komdrkl o resztkowe] ilodci cytoplazmy - nie jest to do korca prawda
w przypadku komorek dendrytycznych, ktdre moga byc bardzo bogate
w dtugie | liczne wypustki penetrujace swoje Srodowisko wystepowania,
Str. 28 - Doktorant okraéla temperaturé pracowni mikroskopowej jako
warunki obnifonej temperatury (22°C) - jest to raczej standardowa
temperatura pokojowa.

Str. 30 - czv stosowano 2% pelng surowice wolowa czy albumine
z surowlcy wotowej, jak sugeruje angielskie rozwiniecie?

Str. 30 - bardziej uiyteczne dla spolecznosci naukowe] byloby
stosowanle stgzen gramowych/melowych niz podawanie rozcienczenia
roztworu roboczego o nieznanym steieniu (szczegdlnie w przypadku
Hoechst 33342 | jodku propidyiny).

Str. 30 - w jakiej temperaturze prowadzono barwienia skrawkow za
pamocy prreciwcial pierwszo- | drugorzedowych?
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12.Str., 30 - w Tabeli 1 ,steienie” powinno byc zamienione na
Llrozciencrenie”,

13.5tr. 31 - skiad roztworu ISEE korzystniej byloby wyrazid w stgteniach
grarmowych/molowych.

14.5tr. 31 - w jakiej temperaturze prowadzono oczyszczanie za pomocg
roztworu ISEE?

15.5tr. 31 - czy kontrolne oczyszczanie technika Cg3D prowadzono na
catych wezlach chionnych czy na skrawkach? = ISEE stosowano na
skrawkach.

16.5tr. 32 - opis parametrow obrazowania korzystnie byboby wzbogacic
o wartoéé przeslony konfokalnej (ang. pinhole) stosowane] przy
obrazowaniu, rozmiar piksela w zdjeciu, dopréecyzowanie jednostki
predkosci skanowania | poedanie grubosci szkielek nakrywkowych uzytych
do zamykania preparatdw,

17.5tr. 32 - preparaty obrazowano przy odstepie migdzy sekcjami
o wartosci 2 pm. Optymalny krok dla obiektywu 40x jest zdecydowanie
mniejszy - czy segmentacja jader moglaby byc lepsza, jesli interwal
bylby mniejszy, np. na poziomie 03 - 0,5 pm?

18.5tr. 32 - zdanie . Uzyskane dane odtwarzano z wykorzystaniem Image)
{National Institutes of Health) | za pomocg polygon selections na plikach
pochodzacych z obrazowania z obiektywem 40x po ISEE" nie jest jasne.

19.5tr. 32 - W jaki sposdb okreslono pomniejszenie obszarow o 12,7%7

20.5tr. 32 - Doktorant zdecydowal sie na detekcje jader komdrkowych
w programle Imaris za pomocy funkcji surface” i jako parametr detekc)i
m.in. uzywal érednicy 80 pm (. Diameter of Largest Sphere™). Srednica
jadra limfocytu miedci sie w zakresie 5- 10 pm. Skad taka wartosc tego
parametru? Czy Doktorant testowal do segmentacji funkcje .spots”,
ktdra wykrywa oblekty kuliste?

21.5tr. 36 - Rycina 6 ma tytul  Stezenie imidazolu i API odgrywa wazniejszg
role podczas rozszerzania mysich WL niz stezenie mocznika™ - skad taki
wniosek?

22.5tr. 37 - Tabela & zawiera wartodci czynnika zalamanla swiatla (RI).
W jakli sposdb mierzono te wartodci? W rozdziale Materialy i Metod
brakuje opisu tej techniki.

23.5tr. 38 - czy angielskie rozwiniecie skrotu [SEE jest zapisane poprawnie
{bening czy benign)?

24,5tr. 38 - czy wysokie pH roztworu ISEE (pH 12) mole mied wplyw na
zanik fluorescenc]l bialek Fluorescencyjnych obecnych w  tkankach
i krdtka rywotnosé barwnika AF4887

25.50tr. 38 - Rycina 8 zawiera wartosci transmitanc]i roztworu 1SEE. W jaki
spostb mierzono te wartosci? W rozdziale Materialy | Metod brakuje
opisu tej techniki.

26.5Str. 41 - Doktorant okreslit fwiatlho lasera o dlugosci 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.Str. 44 - Rycina 12. W opisie zdjeé ABC powinna byé zawarta informacja
czy 53 to pojedyncze sekcje optyczne czy rekonstrukcje 3D w programie
Imaris? Sformutowania  poczatek” |  konlec zakresu® oraz ornaczenia
regiondw linia claglty | przerywana nie s3 klarowne bez informac]l, e
panel B pokazuje cala objetost prabki. Projekcje boczne bylyby bardziej
informatywne dla wykazania dwoch rdinych glebokosci w preparacie.
Korzystniej te? byloby podaé informacje o glebokodel w prdbce zamiast
poczatku | kornca zakresu.

29.5tr. 44 - laki byt cel obrazowanla oblektywem 20x tylko prdbek
inkubowanych w roztworze I[SEE? W tekécle rozprawy zabraklo mil
wyjasnienia celowosci wykorzystywania tego oblektywu.

30.5tr. 45 - Rycina 13 prredstawia analize érednicy jader, natomiast jaj
tytut postuluje brak zmian ksztaltu cale] tkankl.

31.5tr. 46 - Rycina 14, panel D - skad bierze sig 50% kompensacja spadku
rozdrielczoscl w osi Z w analizie liczby jader komédrkowych?

32.5tr. 4B - detekcja sygnalu blonowego byla analizowana w pordwnaniu
roztwordw [ISEE | PBS. Czy segmentacia obrazdéw z blonami
komarkowymi tkanek po ISEE bylaby lepsza niz dla Ce3D?

33.5tr. 49 - Rycina 16. W opisie zdjecla A powinna by¢ zawarta Iinformacja
czy 54 to pojedyncze sekcje optyczne czy rekonstrukcje 3D w programie
Imaris? Sformulowania .poczgtek”™ | .koniec zakresu® oraz ornaczenia
regiondw linia cigglty | przerywana nie sa klarowne bez informacji, ie
zdjecie A pokazuje calg objetosc probki. Projekcje boczne bylyby bardzie)
informatywne dla wykazania dwoch roznych glebokosci w preparacie.
Korzystniej tez byloby podac informacje o glebokoscl w prdbce zamiast
poczatku | konca zakresu,

34, 5tr. 50 - Czy cbrazy w Rycinie 17 to sklejone w mozaiki pojedyncze pola
widzenia prezentujgce pojedyncze sekcje optyczne czy rzukty 3D calych
objetosci?

Poedsumowujgc stwierdzam, #e przedstawiona mi do recenzji rozprawa
doktorska speinia warunkl okreslone w art. 187 Ustawy z dnla 20 lipca 2018
r. Prawo o szkolnictwie wyzszym | nauce (Dz. U. 2018 poz. 1668) | wnioskuje
do Rady Dyscypliny Mauk Medycznych WUM o dopuszczenie Doktoranta do
dalszych etapbw postepowania o nadanle stopnia doktora nauk medycznych.
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