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Recenzja
rozprawy doktorskiej mgr inz. Grazyny Palczewskiej pt. ” Application of
two-photon excitation to study early changes in the retina associated with
environmental stress, genetic manipulation and drug treatment”

Dwufotonowa mikroskopia fluorescencyjna to nowoczesna technika badawcza majgca
potencjalne zastosowanie w naukach biomedycznych jak roéwniez technicznych. Ideg
dwufotonowej fluorescencji opisata juz w 1931 r Maria Goppert — Mayer w swej pracy
doktorskiej 1931 roku a potwierdzona zostata doswiadczalnie przez Kaisera i Garreta w roku
1961. Natomiast praktyczng realizacje dwufotonowej mikoskopii skaningowej zawdzigczamy
naukowcom z Cornell University (Denk W., Strickler JH., Webb WW |, Two-photon laser
scanning fluorescence microscopy” Science, 1990; 4951(248): 73-6). W mikroskopii
dwufotonowej wykorzystuje sie fakt, ze dwa fotony o nizszej energii z zakresu widma 700-
1000 nm, zaabsorbowane jednoczesnie przez fluorofor moga wywotaé jego emisje w zakresie
$wiatta widzialnego, co jest korzystne dla badania uktadéw biologicznych ze wzglgdu na
obnizona fototoksyczno$é przy lepszej zdolnosci do penetracji probki i zwigkszonej
rozdzielczo$ci obrazowania.

Ostatnio pojawia sie coraz wigcej prac dotyczacych doskonalenia systemow
fluorospektroskopii  wzbudzanej dwufotonowo i obrazowania dwufotonowego oraz
mozliwosci ich wykorzystania w medycynie, farmacji jak rowniez w przemysle. Tematyka
pracy doktorskiej, ktorej glownym celem bylo zastosowanie metod wzbudzenia
dwufotonowego do badania wczesnych zmian w siatkéwce oka w odpowiedzi na stres
srodowiskowy, manipulacje genetyczne i farmakoterapig, bardzo dobrze wpisuje si¢ W

najnowsze trendy badawcze w tej dziedzinie.

Przedstawiona mi do recenzji praca zostata napisana w jezyku angielskim, natomiast

dotaczono do niej streszczenie w jezyku polskim. Jej zawarto$¢ skiada si¢ ze wstepu

1



poprzedzonego spisem skrotow i oznaczen stosowanych w rozprawie, celu i tez pracy oraz
oméwienia przeprowadzonych badan i dyskusji wynikow zawartych w 6 wybranych,
naukowych artykulach zamieszczonych w pracy. Zataczone artykuly sg Scisle zwigzane z
tematem pracy doktorskiej i zostaly opublikowane w ostatnich pigciu latach (2010 -2015) w
czasopismach o miedzynarodowym zasiggu z wysokim IF (w tym np. Nature Medicine;
IF=27,363).

We wstepie przedstawiono stan wiedzy, oparty na najnowszej literaturze, dotyczacy
biochemicznych reakcji odpowiedzialnych za proces widzenia w tzw. cyklu retinoidowym,
oraz nowoczesng nieinwazyjng metode multifotonowego (dwu- i trojfotonowego)
obrazowania fluorescencyjnego, ktére moga by¢ wykorzystane do poglebienia wiedzy na
temat mechanizméw odpowiedzialnych za proces widzenia a takze do diagnostyki chorob
degeneracyjnych siatkéwki takich jak choroba Stargardta czy zwyrodnienie plamki zolte]
(AMD-Age-related Macular Degeneration) oraz ich zapobiegania i leczenia.

W ramach pracy doktorskiej doktorantka postawita sobie zasadniczo dwa cele, wedtug
mnie. Pierwszy biotechnologiczny cel polegal na modernizacji aparatury opartej na
dwufotonowej fluorescencji celem zoptymalizowania metodyki badania zmian strukturalnych
i funkcjonalnych siatkéwki ex vivo i in vivo, przy czym szczegblnie waznym bylo
przystosowanie ukfadu pomiarowego do badania oka zywych organizméw. Drugim celem
bylo otrzymanie mozliwie doktadnej charakterystyki fizykochemicznej cyklu retinoidalnego
w funkcji wieku badanych obiektéw, w odpowiedzi na stres $rodowiskowy, na modyfikacje
genetyczne oraz stosowanie farmaceutykow we wezesnym stadium degeneraci siatkowki przy
pomocy udoskonalonego mikroskopu dwufotonowego.

W pracy” Endogenenous Fluorophores enable Two-Photon Imaging of the Primate
Eyeopublikowanej w Investigative Ophtamology& Visual Science, 2014; 55(7): 4438 zostaty
przedstawione wyniki pomiaréw siatkowki i nablonka barwnikowego z uwzglednieniem
dwéch rodzajow retinoidéw metoda dwufotonowego obrazowania. Na uwage zastuguja
doktadne badania wewnetrznych i zewnetrznych segmentow precikéw i czopkow
fotoreceptoréw w oczach naczelnych (malp i ludzi) wykazujace ich zréznicowanie. Widma
fluorescencyjne z zewnetrznych segmentéw potwierdzily emisje z wyraznym maximum w
okolicy 480 nm charakterystyczng dla retinolu i ich estréw a widma fluorescencyjne z
wewnetrznych segmentéw ujawnity dodatkowy wktad od NADHP. Sktad retinoidow zostat
potwierdzony w badaniach analitycznych za pomoca wysokosprawnej chromatografii
cieczowej (HPLCP) i spektrometrii masowej. Przeprowadzone badania udowodnily, ze

mikroskopia dwufotonowa TPF moze by¢ przydatna w monitorowaniu cyklu widzenia
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retinoidowego nie tylko na modelu zwierzgcym myszy ale takze w oczach ludzi w funkcji
wieku jak i po zastosowaniu réznych czynnikéw fizycznych (np. wzmozonym naswietlaniu).

Doktadna procedura obrazowania barwnikowego nablonka i siatkéwki zywej myszy
przez zrenice oka zostala przedstawiona w artykule opublikowanym w Nature Medicine,
2014;20(7):785. Badania in vivo wysokiej rozdzielczosci byly mozliwe dzieki optymalizacji
mikroskopii dwufotonowej polegajacej na zintegrowaniu lasera tytanowo-szafirowego z
modutem kontrolujgcym dyspersj¢ opdznienia grupowego (GDD) i wprowadzeniu
zaawansowanej optyki adaptywnej (rys.] w omawianym artykule) i modyfikacji algorytmu
zbierania danych, co przyczynilo si¢ do identyfikacji retinozoméw i produktéw kondensacji w
nablonku barwnikowym. Nastgpna innowacja bylo wprowadzanie specjalnego obiektywu
peryskopu, szczegélnie przydatnego w badaniu in vivo, gdyz wyeliminowal on koniecznosé
uzywania grubej, splaszczonej soczewki kontaktowej, szczegélnie wazne w przypadku
wigkszych zywych obiektow (Biomedical Optics Express, 2015; 6(9): 3352).

Ciggle udoskonalanie dwufotonowego obrazowania mikroskopowego prowadzi do
uzyskiwania coraz wiecej informacji o endogennej jak réwniez egzogennej, indukowanej
genetycznie lub farmakologicznie fluorescencji siatkowki i1 nablonka barwnikowego
odzwierciedlajacej retinoidalny proces widzenia w stanie normy i patologii, co ma bardzo
duze znaczenie z punktu widzenia okulistyki w ochronie zdrowia. Badania wykonane w
omawianych pracach umozliwity m. innymi uzyskanie obrazéw nabtonka barwnikowego u
zywych myszy Abca4 Rdh8” z pigmentacja oraz myszy typu albinos Rpe65* i ujawnity
roznice w charakterystykach spektralnych fluoroforéw ich nabtonkéw barwnikowych.

W mojej opinii bardzo interesujacg jest praca opublikowana w Nature Medicine,
2010; 16(12): 1444-9, w ktorej stosujagc dwu— i tréjfotonowe obrazowanie mikroskopowe
dokladnie przebadano fluorescencje¢ nablonka barwnikowego myszy DKO z podwédjnym
nokautem genu kodujacego RDH8 w poréwnaniu z nablonkiem myszy dzikiej (WT).
Wykazano nadmierng akumulacje produktéw kondensacji retinoidéw charakteryzujacych sie
maksimum emisji w okolicy 565 nm dla siatkéwki myszy DKO podczas gdy maksymalna
emisja charakterystyczna dla prawidlowej transformacji endogennych fluoroforow biorgcych
udzial w retinoidalnym cyklu widzenia w myszach WT wystepowala w okolicy 480 nm.
Ponadto zaobserwowano, ze wzrost fluorescencji dlugofalowej postepuje wraz z wiekiem
badanych mysz obu typéw cho¢ z réznym nasileniem i efekt ten moze by¢ wykorzystywany w
badaniu wezesnych zmian molekularnych zwiazanych z degeneracja plamki z6ttej (AMD) i

innymi defektami metabolizmu retinoidéw, co z powodzeniem rozwinigto w pracach z

nastepnych lat (2014-2015).



W pracy umieszczonej w Proccedings of the National Academy of Sciences of the
United States of America przesledzono dokladnie procesy zachodzace pod wplywem
patologicznej ekspozycji na swiatto (10 000 lux) prowadzace do degeneracji siatkdwki,
zbiezne z chorobg Stargardta i ADM, na modelu mysz modyfikowanych genetycznie stosujac
mikroskopi¢ dwufotonowg fluorescencji z 3D rekonstrukcja obrazu oraz spektroskopie
masowg. Badania doprowadzily do odkrycia, ze pierwsze objawy patologii zwigzane s3 ze
wzmozong fluorescencjg produktéw retinoidéw wewngtrz powiekszonych nawet trzykrotnie
precikow fotoreceptordw, utratg zmienionych fotoreceptorow a dopiero w nastepnej
kolejnosci tworzeniem si¢ fluoryzujacych w zakresie dlugofalowym (okoto 600 nm) granulek
w nablonku barwnikowym siatkéwki, w wyniku czego nastepuje zanik funkcji widzenia
potwierdzony za pomoca elektroretinografii.

Cykl prac stanowigcych podstawe doktoratu zamyka obszerna (14-stronicowa) praca o
charakterze klinicznym opublikowana w The Journal of Clinical Investigation, 2015; 125(7):
2781, w ktorej do oceny efektéw farmaceutykéw stosowanych w zapobieganiu i leczeniu
degeneracji  siatkowki zastosowano m. innymi réwniez dwufotonowg mikroskopie
fluorescencyjng. Badania potwierdzilty, ze leki zawierajace grupy aminowe takie jak
apocynina, retinylamina i emixustat skutecznie chronily fotoreceptory przed indukowang

Swiatem degeneracjg siatkowki w przeciwienstwie do MB-002.

Pod wzglgdem redakcyjnym zawartos¢ przedstawionej mi do recenzji pracy jest
perfekcyjna. Godna podkreslenia jest logicznie wybrana sekwencja artykutow naukowych
opublikowanych w  czasopismach o wysokim IF potwierdzajacym wysoka wartogé
merytoryczng  przeprowadzonych badan. Sumaryczny IF prac stanowigcych podstawe do
ubiegania si¢ o stopien doktora wynosi 84,713 co odpowiada 275 w punktacji MNiSW. W
trzech pracach mgr inz. Grazyna Palczewska jest pierwszym autorem, co swiadczy o jej
decydujacym wkladzie w powstanie tych publikacji, w jednej jest druga autorkg przy
jednoczesnym zaznaczeniu o jej takim samym wkladzie w publikacje jak pierwszy autor. Do
publikacji zatgczone sa o$wiadczenia wigkszosci wspotautoréw o ich udziale w powstawanie
publikacji. Szkoda jednak, ze nie ma oswiadczen np. Marcina Golczaka, osoby ktére;

nazwisko powtarza si¢ w 4 publikacjach wsrod poczatkowych autorow.

Jesli zas chodzi o strong jezykowa pracy to trudno jest mi oceni¢ styl i poprawnos¢
jezyka, w ktérym zostala napisana praca, gdyz jezyk angielski nie jest moim ojczystym

Jjezykiem ale stwierdzam, ze praca jest zrozumiala, a zalozony cel zostal osiagniety. W
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streszczeniu w jezyku polskim zauwazylam pewne niedociagnigcia ale one nie wptywaja na

merytoryczng wartos¢ pracy, ktorg oceniam wysoko.

Z zyciorysu dofgczonego do pracy i spisu 22 publikacji z lat 2010 -2016 wynika, ze
zainteresowania mgr inz. Grazyny Palczewskiej, od co najmniej 10 lat, wyraznie skupialy sie
na badaniu proceséw biologicznych w oku metoda obrazowania przy pomocy mikroskopii
dwufotonowej fluorescencji. Optymalizacja systemu dwufotonowego obrazowania oraz
badania dotyczace cyklu retinoidowego widzenia i proceséw degeneracji siatkéwki oraz
wplywu stosowania farmaceutykéw na procesy komoérkowe w siatkdwce znalazly
odzwierciedlenie w 22 artykulach tematycznych opublikowanych w czasopismach o
migdzynarodowym zasiegu, przy czym 6 z nich zostalo wybranych jako podstawa do
ubiegania si¢ o tytul naukowy doktora. Generalnie uwazam, Ze zaprezentowane w nich wyniki
badan sg nowatorskie i maja aspekt aplikacyjny a Doktorantka wykazala sie odpowiednia
wiedzg teoretyczng w danej dyscyplinie naukowej i umiejetnosciami samodzielnego

prowadzenia pracy naukowe;.

W konkluzji, moge stwierdzi¢, ze Kandydatka spelnia z nadmiarem ustawowe wymogi
stawiane osobom ubiegajagcym si¢ o tytul naukowy doktora zgodnie z ustawg z dnia
14.03.2003r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie
sztuki ((Dz. U. Nr 65, poz. 595, z pdzniejszymi zmianami, Dz. U. z 2014 r. poz. 1852 oraz z
2015 r. poz. 249 1 1767, (Dz.U.2016.0882)) oraz z rozporzadzeniem Ministra Nauki i
Szkolnictwa Wyzszego z dnia 30 pazdziernika 2015 r. w sprawie szczegélowego trybu i
warunkow przeprowadzania czynno$ci w przewodach doktorskim, w postepowaniu
habilitacyjnym oraz w postgpowaniu o nadanie tytutu profesora. Wnosze o dopuszczenie mgr

inz. Grazyny Palczewskiej do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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