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Recenzja rozprawy doktorskiej zatytulowane;j:

»Opracowanie roztworu optycznie oczyszczajacego i rozszerzajacego tkanki, stuzacego do
precyzyjnej akwizycji i segmentacji danych pochodzacych z mikroskopii fluorescencyjnej”

autorstwa lek. Pawla Matryby.

Praca doktorska Pana Pawla Matryby powstala w Zakladzie Immunologii Warszawskiego
Uniwersytetu Medycznego. Promotorem jest prof. dr hab. Jakub Gotab.

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska to praca pisemna liczaca 63 strony, z czego
Wstep stanowi 15 stron, Materialy i metody 6 stron, Wyniki 16 stron, a Dyskusja 4 strony.
Ponadto praca zawiera Spis tresci, wymagane Streszczenia w jezyku polskim i angielskim, Spis
rycin, Wykaz skrotow, ZatoZenia i cel pracy, Wnioski i PiSmiennictwo.

Temat precyzyjnie okres$la zawarto$¢ pracy. Nie jest to oryginalne rozwigzanie problemu
naukowego oparte o testowanie nowatorskiej hipotezy, ale oryginalne rozwigzanie techniczne,
mogace mie¢ istotne znaczenie dla analiz r6znego rodzaju tkanek. Doktorant podjat si¢ opracowania,
a raczej udoskonalenia juz istniejacej metody przygotowywania tkanki, w taki sposob aby mogta by¢
ona analizowana z zachowaniem jej struktury trojwymiarowej i aby mozliwe byto precyzyjne
lokalizowanie wybranych sktadnikow w oparciu np. o lokalizacje¢ antygendéw specyficznych
dla danych organelli czy struktur. Uznaj¢, ze pod tym wzgledem rozprawa spelnia warunki
przedstawione w ustawie, a podjeta tematyka jest istotna nie tylko dla rozwoju obrazowania
wykorzystywanego w badaniach podstawowych, ale takze w badaniach klinicznych 1 diagnostyce.
Wykorzystanie opisanego w rozprawie roztworu moze umozliwi¢ przeprowadzanie precyzyjnych
analiz tkanek, stawianie nowych hipotez badawczych i sprawne ich weryfikowanie. ZaloZenia i cel
pracy nie budzg moich zastrzezen i uwazam, ze zostaly dobrze sprecyzowane a potencjalne znaczenie
praktyczne opracowanego roztworu moze by¢ bardzo duze.

Wstep poprzedzajacy opis wynikow skupia si¢ jedynie na zwigzlym przedstawieniu
obrazowania tkanek metodami, ktore byly przez Doktoranta doskonalone. W tej czgsci Doktorant
opisuje rolg¢ optycznego oczyszczania tkanek i narzadéw w celu ich precyzyjnego obrazowania,
skrotowo charakteryzuje techniki TOC, w zasadzie nie prezentujgc ich ,,mnogos$ci”, a tylko skupiajac
si¢ na opisie "metod rozpuszczalnikowych", "metod rozwadniajacych", ,,wodnych o wysokim
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wspotczynniku zatamania $wiatta” 1 ,,metod transformujacych tkanke”. Sposoby analiz tak
przygotowanych tkanek przy uzyciu mikroskopii oraz metody analizy iloSciowej uzyskanych
preparatow zostaty opisane niezwykle skrotowo. Wstep przypomina raczej niezbyt obszerny artykut
przegladowy w zakresie metodologii niz istotny fragment rozprawy doktorskiej, ktory ma §wiadczy¢
o rozleglej wiedzy teoretycznej Doktoranta a takze wprowadzi¢ czytelnika w problematyke
prowadzonych badan na tle szerzej ujgtego stanu wiedzy w dziedzinie. Przedstawiony w pracy opis
jest wysoce skondensowany. Zabraklo w nim szerszego tta dla prowadzonych badan. Ta czes$¢ pracy
powinna zosta¢ uzupelniona m.in. o rozdziaty dotyczace metod analiz tkanek 1 narzaddéw,
przedstawienie technik, ktére sg obecnie stosowane (czy tylko immunocytochemia?), szczegotowe
przedstawienie koncepcji 1 ,,mnogosci” technik TOC, rodzaje mikroskopii wykorzystywanej
do takich analiz oraz szerszego spektrum przykladow metod analizy iloSciowej danych
mikroskopowych. W charakterystyce technik TOC brakuje wielu istotnych dla czytelnika informacji,
np. jakie jest znaczenie uzycia tego czy innego odczynnika (woda utleniona, aldehydy, etery).

Uwazam, ze istotne byloby tez zwrdcenie uwagi na wykorzystanie technik "oczyszczania" tkanek
w celu identyfikacji innych niz biatka zwigzkéw, np. wykrywanie RNA metodg hybrydyzacji in situ?
Czy jest to mozliwe?

Materialy i metody stanowia zwigzty opis technik stosowanych w prowadzonych analizach.
Ten rozdziat nie budzi zastrzezen.

Analizy przedstawione w Wynikach dotycza weziow limfatycznych i moézgu myszy. Rozdziat
ten powinien si¢ wiec zaczag¢ od wytlumaczenia dlaczego wybrano te a nie inne tkanki/narzady
w celu opracowania opisanego roztworu. Jaka jest ich charakterystyka i jakie byly uprzednie
doswiadczenia innych zespoldow w pracach z tymi tkankami? Czy s3 one szczegélnie trudne
do przygotowania do tego rodzaju analiz? Autor powotuje si¢ na publikacje dotyczaca obszernych
badan przesiewowych, ktore doprowadzilty do przetestowania 1 691 substancji. Mozna oczywiscie
zalozy¢, ze recenzent siggnie po prace oryginalng, ale niestety zadaniem Autora jest przedstawienie
krétkiego chociazby uzasadnienia dlaczego z tej masy zwigzkoéw wybrano te a nie inne. Czy tylko
te 10 wybranych przez Doktoranta miato RI>1,45? Jakie byly inne parametry charakteryzujace
te zwigzki? Wybrane zwigzki powinny zosta¢ wymienione 1 krotko scharakteryzowane
pod wzgledem ich wtasciwosci. Wyniki powinny wigc zosta¢ uzupetnione o uzasadnienie wyboru
materiatu badawczego oraz charakterystyke wybranych odczynnikéw.

Analizujagc wpltyw wybranych odczynnikow 1 ich mieszanin na zmian¢ powierzchni
1 ,,0czyszczenie” weztow limfatycznych, oraz testujac wplyw roéznych stgzen tych substancji
w roztworach preparujacych tkanke, Autor wytypowat takie, ktore daty najlepsze wyniki, a z nich
wybrat tylko jedng mieszaning - API (1-(3-aminopropyl) imidazol), imidazolu i mocznika
(30%:25%:20%), okreslona jako ISEE. Zabraklo mi jasnego wytlumaczenia dlaczego dokonat
takiego wyboru skoro trzy pozostate mialy podobny potencjat do rozszerzania badanej tkanki. Autor
nie zamiescit takze wynikéw analizy transmitancji, ktora zalezna jest od grubo$ci warstwy a nie
od jej powierzchni, dla wszystkich typowanych roztworow. W dalszych analizach wykorzystano juz
tylko ISEE. A szkoda, bo istotnym byloby udowodnienie wyzszosci ISEE nie tylko
w oparciu o jeden parametr, to znaczy zmian¢ powierzchni tkanki, ale takze wskazujac na inne jego
zalety, w poréwnaniu np. z innymi roztworami stosowanymi w tego rodzaju analizach. Kontrole
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w prowadzonych badaniach stanowily tkanki inkubowane w PBS a wigc w roztworze, ktory nie ma
pozadanego wplywu na badany materiat. Doktorant przeprowadzit analizy polegajace na wykrywaniu
roéznego rodzaju antygenow i wykazat, ze ISEE rozszerza tkanke rbwnomiernie, tak ze mozliwa jest
penetracja przeciwciatl i wykonanie prawidtowej immunodetekcji. Mozliwa byta tez detekcja jader
komorkowych. Do tej analizy, zastosowano takze inny odczynnik, Ce3D. Rycina 13 zawiera
porownanie $rednicy jader komorkowych w tkance inkubowanej w PBS i Ce3D. Rycina 14 odnosi
Ce3D do ISEE. W obu przypadkach nalezatoby poréwna¢ trzy warianty na jednym wykresie. Bardzo
istotne okazalo si¢ to, ze stosujac ISEE mozna obrazowa¢ stosunkowo grube skrawki uzyskane
z wezlow limfatycznych oraz bardzo dobrze rozdziela¢ sygnat, nawet jezeli jest on ,,upakowany”.
Na koniec cz¢$ci eksperymentalej pokazano preparaty uzyskane z mozgu myszy. Przyznam jednak
szczerze, ze na zalaczonych fotografiach nie dostrzegtam znaczacych ro6znic miedzy PBS a ISEE.
Przestawienie dodatkowej dokumentacji wskazujacej na opisane rdéznice bytoby tu pomocne. Wyniki,
opisuja wigc podstawowe parametry wptywu ISEE na badang tkanke. Szkoda, ze badania nie zostaty
poszerzone o inne tkanki i inne roztwory. Mogloby to lepiej udokumentowaé wyzszo$¢ ISEE.

Dyskusja jest zaskakujaco zwigzta (4 strony). W zasadzie jest komentarzem Wynikow,
facznie z odnoszeniem si¢ do Rycin i powtarzaniem opisu wykonanych analiz. W sposdb ograniczony
odnosi si¢ do prac innych badaczy. Rozumiem, Ze rozprawa dotyczy metodyki badawczej i Doktorant
chciat si¢ skupi¢ jedynie na wykorzystywanej przez siebie technice oraz na jej zaletach, uwazam
jednak, ze ta cze$¢ pracy powinna zostaé uzupetniona i rozwinigta, tak aby podkresli¢ dojrzatosé
naukow3 i krytycyzm Doktoranta. Prace dotyczace analiz tkanek z wykorzystaniem tego rodzaju
metod sg liczne 1 nie dotyczg tylko ukladu nerwowego, ktory nota bene, nie byt szczegdtowo

analizowany w doktoracie.

Rozprawa doktorska ilustrowana jest 17 rycinami. O ile rycina nie jest wielopanelowa
1 miesci si¢ na jednej stronie, to podpis powinien znajdowaé si¢ na tej samej stronie co rycina,
nie by¢ dzielony miedzy stronami. Podpisy sa czesto nieprecyzyjne. Przykladowo, Rycina 3
nie przedstawia technik, ale zdjecia uzyskane z wykorzystaniem mikroskopu. Jakiego?
Konfokalnego? Nie jest tez jasne jakie fragmenty mozgu widoczne sg na preparatach, co jest zrodtem
fluorescencji? endogenne biatkowe fluorofory - tzn. GFP? Podpisy do rycin powinny zostaé

krytycznie przeanalizowane przez Doktoranta i uzupetnione, tak aby byto wiadomo jaki obiekt jest
przedstawiony na fotografiach, czym przeprowadzono immunodetekcje, jak analizowano materiat

itd. Podpisy nie powinny zawiera¢ komentarzy do uzyskanego wyniku. Miejscem takich komentarzy
jest opis wynikoéw. Zdjecia zawarte w rozprawie (Ryciny 9-12, 14-17) sg bardzo dobrej jakosci.
Wickszos¢ wykresow zostata starannie przygotowana (wyjatkiem jest Rycina 9A — wykres jest zbyt
maty), zatem moje zastrzezenia dotycza w tym przypadku podpisow.

Praca jest napisana dobrg polszczyzng. W kilku miejscach brakowato spacji przed znakami
interpunkcyjnymi. Nie uzywatabym tez okres$lenia "odkryto ISEE", roztwér zostal opracowany,
przygotowany. Ograniczytabym uzycie zargonu czy skrotoéw myslowych (np. cigcie histologiczne,
segmentowanie komorek). Mam jednak nadzieje, ze w poprawionej i uzupetnionej ostatecznej wersji
pracy te drobne niedoskonatosci znikng.
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Podsumowwjge, Doktoramt Pawel Matrvba rrealizowal postawione preed soba cele.
Przeprowadzil analizy, ktore wykazaly #e opracowany przez mego roztwir mode mied zastosowanie
praktyczne. Uzyskane wyniki s3 cenne dla rozwoju techmik analiz tkanek 1| narzadow. Moim
zadaniem byla ocena rozprawy dokiorskiej jako caloici. a me tylko uzyskanych wymkow, kiore jak
zarnaczylam uznaje za nowatorskie 1 znaczace dla rozwoju technik analitvernych. Rozprawa
doktorska wymaga jednak dopracowania. Powinna bwé napisana w taki sposob, aby szeroko
przedstawiata tlo planowanych badan 1 istmigjacy stan wiedzy, a takize jasne wytlamaczenie
wiszystkich preeprowadzonych doswiadczen 1 decyz)i podggmowanych w trakcie ich planowania, w
tyin precyzyjny opis materialu badawczego, a takike wnikliwa dvskusje wymkiow. Dreki temu
mozliwe bedzie odpowiednie udokumentowanie, Ze rozprawa dokiorska prezeniuje ogdlna wiedze
teoretyczng kandydata w dyscyplinie. Ponadto, rozprawa doktorska, kidra wedlug obowiazujacego
prawa bedzie udostepniana publicznie. powinna byé zrozumiana mie tvlko przez specjalistow
histologow, osoby uzyvwajace optycznego oczyszezania tkanck w obrazowaniu narzadow, czy nawet
szersze grono badaczy. Dlatego, w oparciu o §6, pkt 6 rozporzgdzenia MNISW z dma 19 stycamia
2018 w sprawie szczegolowege trybu i warunkow proeprowadzania coymmosci w proewodzie
doktorskim w posigpowaniu  habilitacyimm oraz w postgpowaniv o nadanie htulu profesora,
mdwiacy, e  Recenzja moke zawieral wnioski dotyczace uzupelnienia lub poprawy rozprawy
doktorskiej, ktore rada jednostki organizacyjnej przeprowadzajace) przewod doktorski preekazuje
kandydatowi | promotorom...”, proszg o uzupelnienie pracy o wskazane przeze mnie elementy.
Uwazam, #ze w obecnym ksztalcie rozprawa doktorska nie powinna byvé jeszcze skicrowana do
dalszych ctapow postgpowania. Dlatego, proszg Radg Naukowy Dyscyplingy Nauki Medyeene
Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego o je) preckazanic do wrupetmema. Docemiam wazkose
preeprowadzonych doswiadezen 1 uzyskanych wynikow, ale w obecne) formie rozprawe doktorska
oceniam negalywnie.
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