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RECENZJA

rozprawy doktorskiej mgr inz. Grazyny Palczewskiej ,.Application of two-photon
excitation to study early changes in the retina associated with environmental stress,
genetic manipulations and drug treatment” (pol. Zastosowanie metody wzbudzenia
dwufotonowego do badania wczesnych zmian w siatkéwce oka w odpowiedzi na stress

Srodowiskowy, manipulacje genetyczne i farmakoterapig”

Rozprawa doktorska mgr inz. Grazyny Palczewskiej ,.Application of two-photon
excitation to study early changes in the retina associated with environmental stress,
genetic manipulations and drug treatment” jest zestawem prac przedstawiajacych opis
wykorzystania technik z pogranicza biochemii, biofizyki, biologii i inzynierii
biomedycznej do badania proceséw biologicznych zachodzacych w oku. W
szczegoblnosci chodzito o udoskonalenie systemu obrazowania z wykorzystaniem
fluorescencji dwufotonowej do badania struktury oka dla celow diagnostyki degeneracji
siatkéwki, jak réwniez do $ledzenia postgpu jej leczenia, a wreszcie do badan procesow
biochemicznych na poziomie molekularnym zachodzacych w komoérkach oka. Co
interesujagce i wazne praca zostala przygotowana Ww laboratoriach dzialu rozwoju
urzadzen biomedycznych firmy Polgenix (Clevland, USA), nastawionej na odkrywanie
lekéw zwiazanych z réznymi formami slepoty i opracowywaniem nowoczesnych technik
obrazowania struktur oka we wspoipracy z Wydzialem Farmakologii Case Western
Reserve University w Clevland, kierowanym przez prof. Krzysztofa Palczewskiego.
Doktorantka kieruje od 10-ciu lat dziatem rozwoju urzadzen biomedycznych w firmie, a
cala kariere zawodowa pracowata na stanowiskach inzynierskich.

Rozprawa zostata zgloszona do obrony jako zestaw sze$ciu monotematycznych
publikacji, opublikowanych w znakomitych czasopismach (dwie w Nature Medicine
IF=27.,36, po jednej w J. Clinical Investigation [F=13.26, PNAS 1F=9,67, Biomedcal
Optics Express 1F=3,65 1 Investigative Opthalmology&Visual Science 1F=3,40). Z
wyjatkiem jednej, opublikowanej w 2010 roku, wszystkie pozostate pochodza z lat 2014-
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2015. Co wiecej pelny dorobek naukowy doktorantki przedstawiony we Wstepie

obejmuje 22 publikacje (H=11; faczny IF=165,92), 6 patentdéw, 5 grantow (w czterech
byta gtéwnym wykonawca). W 2016 roku ukazato si¢ szes¢ kolejnych publikacji, ktorych
wspotautorkg jest doktorantka. W czterech z szesciu wybranych prac, w tym obu z
Nature Med., pani Palczewska jest pierwsza autorka, w jednej ostatnig i w jednej - jedna
z kilkorga wspoétautorow.

Na manuskrypt rozprawy skfada si¢ anglojezyczny opis stanu wiedzy (10 stron),
wypunktowany cel pracy, wraz z zalozonymi tezami wstgpnymi (2 strony), wybor
najwazniejszych eksperymentow i wnioskow z kolejnych szesciu publikacji (23 strony),
opis w punktach wktadu wiasnego (3 strony), wnioski koncowe w kontekscie zatozonych
celow, 78 pozycji literaturowych i Podsumowanie (5 stron). Do tekstu dotaczone jest
polskojezyczne streszczenie (8 stron) i reprodukcje wszystkich publikacji.

Zapoznanie si¢ z trescig catosci wskazuje, ze opublikowane prace bez watpliwosci mozna
potraktowal jako zbidr tematycznie spojnych artykuldw opublikowanych w
czasopismach naukowych, co wypeknia art. 13 pkt. 2 ustawy o stopniach naukowych i
tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.U. 2003 Nr 65 poz. 595
z p6zniejszymi zmianami), zgodnie z ktérym ,,rozprawa doktorska moze mie¢ forme (...)

spojnego tematycznie zbioru publikacji opublikowanych lub przyjetych do druku w

czasopismach naukowych, okreslonych przez ministra wlasciwego do spraw nauki (...)”.
Faktyczny, bardzo znaczacy, udziat doktorantki jest opisany w osobnym podrozdziale, a
takze wynika z dotaczonych na pismie 18-tu oswiadczen wspdtautordw.

Moja bardzo wysoka ocena rozprawy wynika z faktu realizacji wszystkich celéw
zarowno praktycznych, jak i naukowych tj. 1) budowy aparatu do charakterystyki zmian
struktury i funkcji siatkéwki wywotanych stanami patologicznymi. Jako biochemikowi
trudno wypowiada¢ mi sie, o szczegdtach technicznych urzadzenia, ale doceniam jego
mozliwosci aplikacyjne; 2) opracowaniu metodologii analizy sekwencji zdarzen
zwigzanych z degeneracja siatkowki i 3) analizie wplywu lekéw na fluorescencje
charakterystyczng dla wczesnych symptoméw S$mierci fotoreceptorow wraz z
identyfikacja sktadu pojawiajacych ztogdw si¢ w siatkdwce.

W pierwszej publikacji ,.Endogenous Fluorophores Enable Two-Photon Imaging
of the Primate Eye” Autorzy udowadniaja, ze przy wykorzystaniu wzbudzenia
dwufotonowego w mikroskopie fluorescencyjnym mozna rejestrowaé obrazy
fotoreceptoréw oraz nablonek siatkéwki u ludzi. Jako kontrole wykorzystano ekstrakty z
oczu matp, a wyniki skonfrontowano z danymi dla myszy, u ktérych zawartos¢

retinoidow byta wczesniej znana. Co interesujace Doktorantce udalo si¢ rozdzieli¢ i
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oznaczy¢ ilosciowo izomery cis- 1 trans- retinoidow przy pomocy potaczonych technik

HPLC i MS co nie jest tatwe biorac pod uwage mate réznice mas czasteczkowych.
Oczywiscie na koniec lektury publikacji narzucato si¢ pytanie o mozliwosci stosowania
TPM w badaniach in vivo.

Kolejna praca ,,Noninvasive two-photon microscopy imaging of mouse retina and
retinal pigment epithelium through the pupil of the eye” stanowi raport techniczny, w
ktérym opisano urzadzenie do badan nabtonka barwnikowego i siatkéwki zywych myszy.
Wykorzystujgc technike TPM i fakt, ze estry retinylu wykazuja znaczaca wydajnosé
kwantowa fluorescencji udato si¢ po raz pierwszy otrzymaé obrazy intermediatéw cyklu
retinoidowego w pigmencie nabtonka barwnikowego zywych ssakow, jak rowniez obrazy
TPM fotoreceptorowych komodrek precikowych, a wreszcie scharakteryzowad
patologiczne i wywotane lekami, formy fluoryzujace w siatkéwce. Ponownie, do
szczegdtow technicznych nie odnosze si¢, ale mozliwosci urzadzenia budza moje
najwyzsze uznanie.

Publikacja ,,Periscope for noninvasive two-photon imaging of murine retina in
vivo” ma nieco podobny charakter do poprzedniej. Autorzy opisali zalety ,,swojego”
obiektywu peryskopowego montowanego na mikroskopie dwufotonowym, ktéry stuzyt
do obrazowania dna oka. Przedstawiono zdjecia nablonka barwnikowego u myszy typu
dzikiego 1 mutantéw pozbawionych jednego z kluczowych enzyméw cyklu
reinoidowego- izomerazy/hydrolazy retinoidowej (RPE65). Widma emisji z wzbudzenia
dwufotonowego wykazywaly istotne roéznice wynikajace z obecnosci roéznych
fluoroforow, co dalo asumpt do wniosku o wyzszosci opisanego rozwiazania
technicznego nad obrazowaniem z wykorzystaniem prostszego obiektywu.

Kolejna publikacja z cyklu tzw. raportow technicznych ,Noninvasive
multiphoton fluorescence microscopy resolves retinol and retinal condensation products
in mouse eyes” opisuje wyniki obrazowania wielofotonowego dla celow identyfikacji
réznych cech fluorescencji nabtonka barwnikowego myszy z podwdjnym nokautem genu
dehydrogenazy retinolowej 8. Ponownie pokazano réznice w widmach emisji nabtonka
myszy typu dzikiego i zmutowanej genetycznie. Co wiecej wynik przypisano akumulacji
produktéw kondensacji retinoiddw, a ostateczne wnioski potwierdzono pomiarami
biochemicznymi (HPLC) sktadu retinoidow, co z kolei mozna byto uznaé za ostateczny
dowdd na przydatnos¢ nieinwazyjnej mikroskopii wielofotonowej do diagnostyki wielu
chordb oczu. Wykorzystanie zakresu IR (700-900 nm) jest wyraznie korzystniejsze niz w

przypadku wzbudzenia jednofotonowego, z punktu widzenia dobra pacjenta, ale tez
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mozliwosci diagnostycznych, ktére siegaja giebiej w struktury oka co powala na analize
podstaw molekularnych opisywanych procesow.

Pigta z wybranych publikacji ,,7wo-photon microscopy reveals early rod
photoreceptor cel damage in light-exposed mutant mice” dotyczy wiasnie identyfikacji
procesoéw zachodzacych pod witywem nadmiernej eksopzycji na $wiatto, ktérej skutki
moga by¢ podobne do wywotanych przez choroby oczu jak choroba Stargardta czy
zwyrodnienie plamki z6ltej. Tym razem za najwigksze osiggniecie Doktorantki uwazam
odkrycie, ze preciki jako pierwsze ulegaja degeneracji. Do powyzszego wniosku autorzy
publikacji doszli wykorzystujac m.in. myszy z nokautem genu transportera kasety
wigzacej ATP (ABCA4), ktérego mutacje powoduja chorobe Stargardta. Uwazam, ze ta
praca, ktora faczy techniki obrazowania, modelowanie trjwymiarowe z klasycznymi
metodami biochemii i biologii molekularnej, jest najbardziej zaawansowana préba opisu
relacji struktura-funkcja siatkowki oka. Opisano sekwencje zdarzen indukowanych
swiatfem, podczas ktérych dochodzi do gromadzenia pochodnych retinoidéw, rodnikow
tlenowych i wreszcie $mierci komoérek fotoreceptorowych co w koncu prowadzi do utraty
wzroku.

Ostatnia praca ,,Molecular pharmacodynamics of emixustat in protection against
retinal degeneration” stanowi logiczng konsekwencje¢ poprzednich. Autorzy skupili sie
na wykorzystaniu wczesniej opisanej metodologii TPF do oceny ochronnego wplywu
roznych lekéw na siatkowke mysich oczu. Okazalo sig, ze trzy z czterech medykamentéw
ma rzeczywiscie odpowiednie dziatanie podczas gdy MB-002 jedynie ograniczone. Co
wigcej uszkodzenie s$wiattlem siatkowki u myszy jest wywolane jest wywotlane
catkowicie-trans-retinalem uwalnianym z pigmentéw wzrokowych.

Konczac recenzje tej niezwyktej rozprawy doktorskiej i biorac pod uwage fakt,
ze wszystkie publikacje przeszly przez sito profesjonalnych recenzentéw renomowanych
pism, mam kilka uwag/pytan do przedyskutowania podczas obrony:

1) Co Autorka uwaza o ewentualnych niefluoryzujacych produktach badanych
proceséw. Jezeli pojawiaja si¢ to co o nich wiadomo, jak mozna by je
zidentyfikowac;

2) Doktorantka skupifa si¢ raczej na retinoidach, natomiast bezposrednia
przyczyng zaburzen wzroku moga by¢ rdowniez uszkodzenia bialek
zaangazowanych w przekazywanie sygnatlu s$wietlnego od receptora
(rodopsyny) poprzez biatka G, cyklaze guanylanows, kanaty jonowe do
mozgu, jak tez enzymoéw zaangazowanych w cykl retinowy. Wydaje sie, ze

kolejnym krokiem mogloby by¢é wykorzystanie egzogennych biatek
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fluorescencyjnych do monitorowania biatkowych skiadnikow siatkéwki. W

zwigzku z tym mam pytanie o badania i mozliwosci diagnostyczne idace w
tym kierunku.

3) Na ile opracowana metodyka jest aktualnie rozwijana z punktu widzenia
praktyki oftalmologicznej w kontekscie stosowania in vivo u ludzi,

miniaturyzacji, ograniczenia ceny.

Podsumowujac, chcialbym stwierdzié¢, ze rozprawa doktorska pani mgr inz.
Grazyny Palczewskiej zawiera ogromny material eksperymentalny, oparty na waznych
wynikach przeprowadzonych przez siebie badan naukowych, wymagajacych od
eksperymentatora duzej wiedzy z zakresu mikroskopowych technik obrazowania oraz z
zakresu biologii komérkowej. Wartos¢ wynikoéw taczy sig¢ nie tylko z zaproponowaniem
nowej metodologii TPM badania uszkodzen siatkowki oka, oraz przedstawieniem préb jej
zrozumienia, ale przede wszystkim, wnosi do arsenatu metod eksperymentalnych bardzo
wazne podejscie, ktore moze by¢ wykorzystane w leczeniu choréb wzroku. Praca stanowi
przyktad efektywnego wykorzystania wspotpracy firma-uczelnia. Co wazne, badania
wpisuja si¢ w tematyke do$wiadczen zespotu promotoréw pracy, co stanowi swietny
punkt wyjscia do wspdlnych projektow naukowych.

Z pelnym przekonaniem stwierdzam, ze rozprawa doktorska mgr inz. Grazyny
Palczewskiej spetnia wymagania ustawy o stopniach naukowych i tytule naukowym,
stanowi oryginalne rozwigzanie naukowe, wykazuje wiedzg teoretyczng i praktyczng
Autorki i umiejetnos¢ samodzielnego prowadzenia pracy naukowej. W zwigzku z
powyzszym wnosze do Rady Naukowej Wydzialu o dopuszczenie mgr inz. Grazyny
Palczewskiej do dalszych etapéw postgpowania doktorskiego i jezeli to mozliwe o

wyrdznienie stosowna nagroda, gdyz przedstawiony materiat mogtby spokojnie stanowié
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podstawe bardzo dobrej habilitacji.



