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Ocena
rozprawy doktorskiej lek. Pawla Matryby
pt. . Opracowanie reztworu oplycznie ocgyszezajgeego | rozszerzajgcego tkanki,
stuigeego do precyyjnej akwizycji i segmentacji danych
pochodzgcych z mikroskopii flaorescencyjnej™
wykonanej pod kierunkiem promotora prof. dr hab. Jakuba Golaba
w Fakladzie Immunologii Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego

Typowe preygotowanic materialu biologicznego/tkankowego ex wive do badan
histologicznych i patomorfologicanych opiera si¢ na odpowiednim utrwaleniu i opracowaniu
niezbgdnemu do oceny w mikroskopie dwietlnym. Rutynowym utrwalaczem jest 10%
zbuforowana formalina. Roztwor ten szybko penetruje tkanki, minimalnie wplywa na zmiany
strukturalne, jednak powoduje ich obkurczenie rzedu nawet 40-60%. Zbyt dhugic
przetrzymywanie materialu w formalinie moze prowadzié do zamaskowania antygendw,
co  uniemozliwia uzyskanie wiarygodnych odezyndw  immunohistochemicanych.
W przeciwiefistwie do technik rozszerzania tkanki, grubosé skrawka nie powinna przekraczac
4-5 pm, co zapewnia jednolity plaszczyzne do oceny preparatu,

Czy mikroskop éwietlny ma juz swoje lata wietnodci za sobg? W klasycanej podejéciu,
tj. jako urzadzenie optyczne do obserwacji obicktéw w dwietle preechodzacym - zapewne tak.
Rozdzielczodé, zakres przenosronego kontrastu to podstawowe ograniczenia mikroskopu
fwictlnego. Co mo#e porwolié ma dokladniejsze obmazowanie morfologii 1 struktur
kombrkowych? Oezywiscie mikroskopy elektronowe. Wyznaczyly one nowy wymiar poznania
| obrazowania materii, umozliwiajg oceng przekrojow/ultrastruktury (transmisyjny mikroskop
elektronowy; TEM), a take powierzchni (skaningowy mikroskop elektronowy; SEM).
Rozdzielczodé | mozliwoséé obrazowania w powigkszeniach siggajacych powyzej 100 tys.
nie pozwalajg jednak na oceng | obrazowanie Zywych preparatdw™, w przeciwienstwie
do mikroskopdw konfokalnych.



Jednak jak kazde urzgdzenie, mikroskop konfokalny ma zalety i wady, kidre
determinujg zakres wykonywanych badan. Do niewstpliwy zalet nalexy zaliczyé maly glebie
ostrofei, wigkszg rozdzielczodt niz klasyczna mikroskopia optyczna, mozliwoéé rekonstrukeii
obrazu (rejestracja serii praekrojow na roinych glgbokodciach preparatu; 3D, 4D), brak
~poswiaty™ z warstw preparatu lezacych poza plaszczyzng ostrosci i oceng wiclokrotnego
znakowania. Oprécz ceny, istotny ograniczeniem mikroskopu konfokalnego jest niska
rozdzielczosé w stosunku do mikroskopii elektronowej | wrakliwodd na wplyw otoczenia. Mala
glebia ostrogci umozliwia dokladne tj. warstwa po warstwie, skanowanie preparatu a nastepnie
jego rekonstrukcje. Dzicki zlogeniu wielu przekrojéw (ok. 2 pm kaddy) moina zobrazowad
relacje przestrzenne obrazowane) strukiury.

Istoing bariera dla zioZenia wielu warstw jest brak wiadciwej preejrzystodci tkanki.
Optyczne oczyszczanie thkanki przeznaczonej do obrazowania'oceny w  mikroskopie
konfokalnym powinno pozwolié na uzyskiwanie wiarygodnych danych opisujgcych badane
struktury i ich specyficzng immunoreaktywnosé. Opracowanie rozitworu pozwalajacego
na rozszerzenie tkanki na potrzeby obrazowania w mikroskopie konfokalnym byvlo
podstawowym celem przekazanej do recenzji dysertacji, a podjgty temat uwazam za walny
z poznawczego | prektycznego punkiu widzenia.

Rozprawa liczgea 63 sirony ma ukiad typowy dla prac dodwiadczalnych.

W l4-stronnicowym, strukturyzowanym wstepie Pan Pawel Matryba wyjasnil
znaczenie techniki optycznego oczyszezania thanek (tisswe aptical clearing, TOC)
w obrazowaniu grubych wyecinkdw, w tym catych narzaddw. Nastepnie przystgpnie opisal
crtery kategorie, dynamicznie rozwijajacych sig ostatnio technik TOC w zaleinodei
od zastosowanych odczynnikdw, tj. metody rozpuszezalnikowe, rezwadniajace, transformujace
tkanki i wodne o wysokim wspolezynniku zatamania dwiatta. Uwzglednil elementame
informacje o stosowanych protokotach, wadach | zaletach poszczegdlnych metod
oraz mozliwodci ich zastosowania w badaniach naukowych. W koficowej czgdei wstgpu omdbwil
zagadnienia zwigzane z histocylometrig | zastosowaniami nowoczesnych narzedzi analizy
danych uzyskanych z histocytometrii. Wstep wzbogacil o cztery ryciny ze schematami etapiw
oczyszezania tkanek z wykorzystaniem i klasyfikacjy technik TOC oraz ze ziokonymi
zdjgciami obrazujgcymi wyniki badan. Ryciny byly zmodyfikowanymi zapokyczeniami
z publikacji cytowanych przez Doktloranta.

Wstep poprzedza spis tredci | wykaz skrdtdw zastosowanych w rozprawie
z rozwinigciem w jezyku angielskim, a jezeli bylo to mozliwe, takze polskim. Umiescil tam
takze nietypowo spis rycin oraz streszezenia dysertacji w jgzykach polskim i angielskim.
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W dalszej czedei, Doktorant zwigkle sformutowat zalozenia pracy i cztery ambitne cele
szczegolowe, ktdrymi sg:

1. Identyfikacja zwigzkow potencjalnie rozszerzajacych tkanke, charakteryzujgcych sig
wysakim (>1,40) wspSlezynnikiem zalamania $wiatta, weryfikacja ich wplywu na wielkodd
tkanek i opracowanie ostalecznego rozrworuy,

2. Zbadanie Kkompatybilnodei opracowanego roziworu z  profokolami  obrazowania
fluorescencyjnego, tj. (1) wihadciwodci roztworu podczas wielogodzinnego obrarowania
w warunkach obnizonej temperatury (22°C) pracowni mikroskopii konfokalnej, wplywu
na (2) integralnoét epitopébw oraz (3) ksztaht thanki, (4) zachowania emisji pochodzgee]
z endogennie kodowanych bialek fluorescencii, (5) zachowania sygnahy pochodzacego
z komercyjnie dostepaych fluorofardw.

3. Zbadanie uzytecznodci stosowania roZtworu optycznie OCZySZCZAj§cego i roZszerzajacego
w kontekécie akwizycji | segmentacji danych mikroskopowych w  pordwnaniu
do standardowego schematu cbrazowania tkanek.

4. Zbadanie urytecznofci stosowania roztwory optycanie OCrysrCZAjgeego i rozszerzajgcego
w kontekicie akwizycji i segmentacji danych mikroskopowych w perdwnaniu do referency|nej
techniki optycznego oczyszczania mysich WL - Ce3D.

W kolejnym rozdziale szczegblowo opisano material | metody badan. Doktorant
przeprowadzit badania na materiale tkankowym pobranym od trzech szczepéw wsobnych
myszy. Po utrwaleniu w 4% roztworze paraformaldehydu material zatapial w 3% roztworze
agarory, skrawal a uzyskane skrawki przechowywal w soli fizjologicznej buforowanej
fosforanem (PBS).

W pracy ocenial 10 uprzednio wybranych zwigzkéw chemicznych potencijalnic
rozszerzajaeych tkanki, z wysokim wakafnikiem refrakcji (RI). Wezly chlonne fotografowal,
inkubowal w roztworach badanych zwigzkéw i ponownie fotografowat po 24 godzinach
od poczgtku inkubacji. Uzyskane cyfrowe obrazy obrysowywal i mierzy! ich powicrzchnig
z uzyciem programu (Image) v 1.52n; NTH). W pierwszej serii ocenial wphyw pojedynezych
roztwordw w szefciu rdénych stoieniach na objetodd wezldw, a w kolejnej wplyw 10%
mieszaniny potencjalnic najbardziej obiecujgeych substancji (powodujgcych rozszerzenie
powierzchni o ~25%).

W celu zbadania kompatybilnosci opracowanege optymalnego roztworu z protokotami
obrazowania fluorescencyjnego wykonywal barwienia floorescencyjne na skrawkach wezlbw.
Po zablokowaniu miejsc niespecyficznego wigzania roztworem blokujgcym stosowal srereg
przeciwcial pierwszorzedowych lub  bezpodrednio skoniugowanych z fluorochromami
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oraz barwniki jadrowe. W przypadku przeciwcial pierwszorzedowych, po ostatnim phlukaniu
dodawano przeciwciata witme sprzezone z fleoroforem.

Optyczne oczyszczanie przeprowadzal przy ulyciu opracowanego nowego zwigzku
(ISEE) oraz Ce3D. W przypadku zastosowania ISEE, skrawki o grubosci 40 i 100-200 um
inkubowal w roxtworze przez odpowiednio 15 i 30 minut, po czym zatapial i chrazowal,
Przy ocryszczania z wryciem Ce3D stosowal uprzednio opisany protokdd, a skrawki inkubowat
przez 24 godziny. Obrazowania konfokalnego preparatéw wyznakowanych fluorescencyinie
dokonywat przy uiyciu mikroskopu Leica TCS SP8 (Leica Microsystems), wyposazonego
w modut MNavigator. Wzbudzenia dokonywal z wykorzystaniem lasera dwiatla bialego
lub argonowego w odpowiednich dle danych fluorofordw dlugodciach. Detekcja byla
przeprowadzana w wigkszodci z wykorzystaniem detektordw hybrydowych, HyD. Akwizycji
obrazdw dokonywal w rozdzielczodei 10241024 (pozostale parameiry pozyskiwania obrazdw:
glebia & bitdw, predkosé 600, krek w osi z = 2 pm). Do pordwnania detekeji jader
komérkowych i sygnaléw blonowych (dla skrawkdw 40 i 100 pm) Doktorant poprawnie
wykorzysial modliwosei technicone zastosowanego mikroskopu oraz odpowiednio preetworzyl
uryskane dane obrazowania na potrzeby dalszej oceny. Nalexy, w tym migjscu zauwakyc,
#e do optymalnego obrazowania poszezegdlnych grup zastosowal odmienne moce lasera
{z wwagi na inng transmitancje/absorbancje tkanki nieprzezroczystej i po ISEE),
wies przedstawione maksymalne wartodei intensywnodci nie powinny byé pordwnywane
bezwzglgdnie, a stanowi wskazdwke dotyczacg charakterystyki fluorescenci.

Zardwno oprogramowanie, jak i sposob jego wykorzystania nie budzy zastrzezen,
eo do poprawnosci obrazowania i analizowana struktur, 8 w konsekwencji tak?e otrzymanych
danych. Nalezy podkredlié, 2e do weryfikac)i zalozeh Autor wyznaczyl i analizowal dwie grupy
regiondw 0 odmiennym stopniu upakowania komorek (regiony w obrebie grudek chionnych
i strefe migdzygrudkowa).

Lastosowane w pracy metody sg opisane szczegOlowo,  niewatpliwg znajomodcia
tematu. Poniewad jednak metodyka jest dosé zlozona i nie zawsze naledy zakiadac, ze beda
ja czytali jedynie specjalifci, wskazane byloby sporzadzenie pogladowego schematu badas.
Ponadto w rozdziale brak kilku istotnych elementdw. Doktorant nie podaje liczby zwierzat,
kvdre zostaty wykorzystane do realizacji projekiu. Brak tex informacji o liczbie skrawkow
weziow, na ktorych testowal roztwory do oczyszezania thkanek i skrawkdw, na ktdrych
analizowano nastgpnic wladciwodel ISEE. Liczby te sy konieczne do oceny wiarygodnodei
wynikw | poprawnej weryfikacji hipotez, W pracy nie przedstawiono wartosci uzyskanych
wynikow, w zwigzku z fym nie moina oceni¢ poprawnodci zasiosowanych metod
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statystycznych. Moje watpliwodei budzi tak2e stwierdzenie o braku koniecznosci uzyskania
zgody Komisji Etycznej wynikajgce z faktu, Ze myszy byly . jedynic donorami” tkanek. Brak
w tvm rozdziale informacji o rodzaju wykorzystanych zwigzkdw chemicznych do oczyszezania
tkanek (pojawia si¢ doplero w wynikach). W tabeli 1 (Lista przeciwcial wykorzystanych
w pracy) w kolumnie z nazwami przeciwcial, siedem zostalo okreslonych jedynie jako anti-rar,
arti-mouse itd., czego raczej nie moina przyjgc za nazwe przeciwciala. Biad literowy w nazwie
podrozdziatu 3.2 (potencjalnie zamiast potenciale).

Kolejny, najwaZniejszy rozdziat, dotyczy wynikdw i uzupelmia go 13 rycin,
w wigkszodé zhozonych, bardzo sugestywnych, prezentujgcych preykladowe wyniki prac
wlasnych. W rozdziale tym Doktorant wreszcie wyjasnia znaczenie tajemniczego akronimu
ISEE {({mproved Segmentation with bEning Expansion; str. 38!). Wyniki wskazujg na bogate
dodwiadczenie oraz zaawansowanie prac zmierzajgcych do opracowania zwigrku, ktory musi
odpowiada¢ dwdim kryterium dla wykonania preparatéw do oceny w  mikroskopie
konfokalnym, tj. rozszerzaé powierzchnig tkanek (o okolo 30%) oraz doprowadzac
do oczyszczenia optycznego (BRI = 145). Selekcja pozwolila na opracowanie czterech
zwigzkdw (rdina zawartodé procentowa) na bazie imidazolu, APl [l-<(3-aminopropyl)
imidazolu| | mocznika. Wiasdciwg czgsé doswiadczalng wykonano wykorzystujge roztwor ISEE
zawierajacy: 30% APL, 25% imidazolu, 20% mocznika i 25% wody. Doktorant zadeklarowat,
te rozrwor taki charakteryzuje sig wysoks transmitancjs w zakresie widma dwiatla widzialnego,
jego pH wynosi okolo 12, a RI = 1,47, Pan Matryba obserwujgc wezly chlonne wykazaf,
#e ISEE dokonuje rozszerzania izometrycznego i tym samym utrzymuje strukiure
subkomdrkows preparatdw. Co istoine, stwierdzit stabilizacje sygnatu fluorescencyjnego
podezas [HC z wykorzystaniem drugorzedowych przeciweial. Jednak dla przeciweiala AF 488
nie uzyskat stabilnego efektu, tj. silny sygnat utrzymywat sig wylgeznie w dniu oczyszczania i
rozszerzania. Ponadto, dla odczynéw z przeciwciatami drugorzedowymi wykazal skuteczng
detekcje biatkowych fluoroforbw, pomimo ich pierwotnege wyzarzenia.

Zarbwno opis, jak i interpretacja wynikéw dotyczacych scgmentacji jader
kombrkowych po zastosowaniu ISEE budzi pewne watpliwodel. Uzyskane rozszerzenie o 15%
skrawkow 100 pm wezléw wskazuje na odstgpstwa od pierwotnic zakladanych wartodci
granicznych. Jednak uwzgledniajgc morfologie wezla, a tak?e brak wstepnej oceny czy wezel
nie wykazywal zmian zapalnych/odczynowych, pewne trudnodci w osiggnigoiu wigksze)
segmentacji jader wydajg sie naturalne. Doktorant stusznie podnidst, && optymalne
obrazowanie jest zaleine od dobranej mocy lasera, w zwiazku z tym intensywnosé nalezy
odnosié po poprawnie dobranego wzorca (kontroli). Wedlug mnie, za najistotniejszg
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obserwacje/wynik niniejszej dysertacji nalety uznal to, 2e ISEE pozwala na zachowanie
plerwotnego ksztaltu tkanki (pomimo jej rozszerzenia) oraz sygnatu flucrescencyjnego.

Z uwag technicznych do rozdziatu — pan Matryba w opisie analizy statystyczne]
zadeklarowal, #e na rycinach zostaty zaprezentowane srednie ze shupkami blgdu, jako bledu
standardowego dredniej. ,Ocena wzrokowa™ rycin oraz brak wartosci moie przemawiac
Za niepoprawng analizg statystyczng (brak liczebnosci grup, duzy zakres wartosci odchylenia
standardowegao), tj. brak rozkladu normalnego dla analizowanych cech. Ponadio, nie zamiescil
legendy do rycin, a nalezalo opisaé co symbolizujs - poza stupkami i bledem standardowym
dredniej arytmetycznej. Stwierdzenie , stezenie wody™ naleky uznaé za co najmniej niezrgczne
(tabela 4).

Nastgpng czgécig dysertacji jest dyskusja liczgea tylko cxtery strony. Doktorant
przypomniat w niej skrotowo najwainiejsze wyniki swoich badaf. Odnidst sig do korzyici,
jakie moina uzyskaé przy zastosowaniu opracowanego preez niego roztworu ISEE. Wykazat
przewage ISEE nad innymi metodami, wynikajgeq z unikalnych wiadciwodei roztworu
Umiarkowane, powtarzalne | izometryczne rozszerzenie badane] tkanki po zastoosowaniu [SEE
wplywa bezpodrednio na dokladniejszg segmentacje uzyskanych danych, bez wybitnego
wezrostu ich objgtodci, a takie podrednio na zwigkszenie komfortu prowadzonych badan.
Pan Matryba wspomnial w Dyskusii o ograniczeniach opracowanego roztworu
nickompatybilnodei  przy  zastosowaniu  przeciwcial  bezposrednio  skoniugowanych
oraz wskazal potencjalne kierunki dalszych dociekan naukowych. Dyskusja, mimo, ze krotka,
napisana zostala bardzo rzeczowo i logicznie, co najlepie] dwiadczy o doskonale] znajomodei
przedmiotu wykazanej przez Doktoranta.

Wyniki badan zostaly podsumowanie w  pigciu  wnioskach rozbudowanych,
kttre odpowiadajg zalozonym celom. W rozprawie Doktorant wykazal:

1. ISEE to pierwszy roztwdr TOC, kidry gwarantuje izometryczne, powtarzalne rozszerzanie
mysich weztdw limfatycznych o 15% liniowo. Wartodé ta tylko nieznacznie (o ~60-70%)
wydhuiza czas akwizycji danych i zwicksza ich péfniejsza objgtodd, jednoczednie oferujac
korzystne warunki dla skutecznego procesu segmentac]i.

2. ISEE poprawia skutecznodé segmentacji sygnalu pochodzacego z jader komorkowych,
jak i sygnalu blonowego. Efekt ten jest szczegGlnie znaczgey w wypadku ggsto upakowanych
regiondw, takich jak grudki imfocytow B, zardwno w wypadku pordwnania z klasycznymi
warunkami obrazowania, jak i referencyjng technikg TOC — Ce3D.



1. ISEE, na poziomie rozdzielczodei mikroskopii konfokalnej z wykorzystaniem obiekiywu
powickszajgcego 40-krotnie, nie prowadzi do deformacii tkanki lub poszezegblnych typow jej
komibrek.

4. ISEE, o wspdlczynniku zalamania $wiatla — 1,47, pelni jednoczesnie funkejg roztworu
optycznie oczyszczajjoego, rozszerzajgoeego | wyrdwnujgcego wspdlezynnik refrakeji,
co pozwala na wykorzystywanie go jako medium podczas obrazowania.

5. Podstawowym ograniczeniem ISEE jest niekompatybilnos¢ z IHC z wykorzystaniem
przeciwcial bezpodrednio skoniugowanych. Weryfikacji wymaga rdwniez kompatybilnosé
grubszych skrawkéw traktowanych ISEE z LSFM oraz uiytecznodé rozszerzania w kontekicie
sepmentacji z wykorzystaniem zaawansowanych technik opartych o uczenie maszynowe.

Moim zdaniem ostatni wniosek jest nieuprawniony, a nawet wewngtrznie sprzeczny,
poniewal uczenie maszynowe wymaga wiasciwego przygotowania zhiordw danych (w tym
tzw. zbioru uczacego) do opracowania algoryiméw,

Mastepng czg$¢ dysertacji stanowi spis pismiennictwa liczgey 93 pozycje uszeregowane
wedlug kolejnodci cytowan. Zawiera najwainiejsze z punktu widzenia podjetej tematyki
badawczej artykuly anglojgzyczne, opublikowane glownie w ostatnich kilku latach. Co istotne,
znalazly sig w nim zardwno publikacje wiasne Autora, jak tez promotora dysertacji pana prof.
Jakuba Golgba (# 14, 16, 17, 41). W spisic pismiennictwa zauwakylam pewng nickonsekwencig
- w niektdrych pozycjach podawano niepotrzebnie pelng nazwe gazety (np. #79), zbedne
miesigee publikacji lub duze litery we wszystkich wyrazach tytuldw publikacji (np. #63, 73,
79). Natomiast sposdb cytowania prac w tekscie dysertacji nie budzi zastrzeen.

Mam takze pewne dodatkowe uwagi dotyczace pracy. Pewne zastrzeZenia budzi tytud
dysertacji. Precyzyjna akwizycja danych umoiliwia ich dalsze przetwarzanie, do kibrego
nalezy zaliczy¢ rdwniez segmentacje (grupowanie danych). Ponadio, nalezato jednak w tytule
bezpofrednio odniedt sig do mikroskopu konfokalnego, poniewaz mikroskopia fluorescencyjna
jest pojeciem szerszym, obejmujacym kilka technik.

Wskazana bylaby wigksza dbalodé o polska nomenklature medyczng i nie tylko
(np. niepotrzebne uzycie termindw wezel limfatyczny czy embrion zamiast - wezet chionny,
zarodek ~ co jest zgodne z przyjets nomenklaturs anatomiczng). Oczywidcie w dobie
powszechnodc jezyka angielskiego w codziennej praktyce naukowej jest to trudne,

W padpisach rycin i tabel konieczne s§ wyjasnienia zastosowanych akronimdw. Naleky
tak#e unikaé stosowania skritdw tam, gdzie s one zbgdne (np. zupeinie niepotrzebny
i nieprawidlowy skrdt WL w tekécie i podpisach tabel/rycin).



Nie wszystkie akronimy s3 wyjadnione w tekicie (patrz DMSO sir. 21) albo brak ich
w spisie skritdw (np. ISEE, DMS50).
Powyisze uwagi nie wplywaja jednak negatywnie na ogdlng oceng dysertaci.

Podsamowujge, wartodciowy material badawezy otrzymany przy zastosowaniu
nowoczesnych metod i znaczenie praktyczne uzyskanych wynikow, jak réwniet doskonala
znajomodc zagadnien zaprezentowana przez lekarza Pawla Matrybe, upowainiajy mnie
do stwierdzenia, e oceniana dysertacja w pelni odpowiasda warunkom stawianym
rozprawom na stopied doktora nauk medycznych zawartych w ustawie z 14 marca 1003
r. o stopniach navkowych i tytule nankowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki

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

W zwiazku z tym waoszg do Rady Dyscypliny Nauk Medyeznych Warszawskiego
Uniwersytetu Medycznego o dopuszezenie lekarza Pawla Matryby do dalszych etapiw
przewodu doktorskiego.

Lublin, dnia 12 wrzednia 2022 r. Prof. dr hab. n.l;md'. Justyna Szumiio



