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Dr hab. Aneta Andronowska, prof. instytutu
Zaktad Mechanizméw Dzialania Hormonow
Instytut Rozrodu Zwierzqt i Badan Zywnosci
Polskiej Akademii Nauk w Olsztynie

OCENA PRACY DOKTORSKIEJ
Mgr Katarzyny Skulskiej

pt. ,,Rola limfocytow T yo w kontroli statusu immunologicznego uktadu rozrodczego
w badaniach in situ i ex vivo oraz ich wplywu na odpowied? na antygeny podawane
dopochwowo””
wykonanej w Laboratorium Immunologii Rozrodu Instytucie Immunologii i Terapii
Dos$wiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda Polskiej Akademii Nauk
oraz Laboratorium Bioobrazowania Sie¢ Badawcza L.ukasiewicz — PORT Polski O$rodek

Rozwoju Technologii we Wroctawiu pod kierunkiem dr hab. Grzegorza Chodaczka

Przedtozona do recenzji rozprawa doktorska mgr Katarzyny Skulskiej pt. ,,Rola
limfocytow T yd w kontroli statusu immunologicznego uktadu rozrodczego w badaniach in
situ 1 ex vivo oraz ich wplywu na odpowiedz na antygeny podawane dopochwowo” zostata
wykonana pod kierunkiem dr hab. Grzegorza Chodaczka w Laboratorium Immunologii
Rozrodu Instytutu Immunologii i Terapii Do$wiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda Polskie;j
Akademii Nauk oraz Laboratorium Bioobrazowania Sie¢ Badawcza Lukasiewicz — PORT
Polski Osérodek Rozwoju Technologii we Wroctawiu we Wroclawiu. Badania byty
realizowane w ramach projektu NCN SONATA BIS 4 ,,Wieloparametryczna charakterystyka
kontroli homeostazy nabtonka ukladu rozrodczego przez komoérki T gamma-delta

z uwzglednieniem wysokorozdzielczej mikroskopii przyzyciowej”.



Ocena formalna

Przedtozona do oceny rozprawa doktorska liczy 165 stron wydruku komputerowego.
Rozprawa zostala ujgta w sposob typowy dla prac na stopiefi naukowy. Autorka wyodrebnita
w niej nastepujace rozdzialy: wstep (30 stron) poprzedzony spisem tresci, streszczeniem w
jezyku polskim i angielskim oraz wykazem stosowanych skrotow, zalozenia 1 cel pracy
(1 strona), materiaty i metody (27 stron), wyniki (56 stron), dyskusja (13 stron), wnioski
(1 strona), 271 pozycji literatury (18 stron), spis rycin (3 strony, 65 Rycin) i spis 27 tabel
(1 strona). Pracg konczy wykaz publikacji i prac opublikowanych w materiatach
konferencyjnych

Wstep, zostat podzielony na 7 podrozdziatow, w ktorych doktorantka opisata budowg
zenskiego rozrodczego, oddzialywanie hormonow steroidowych z uwzglgdnieniem faz cyklu
rujowego myszy. W kolejne] czesci scharakteryzowata elementy immunologiczne zenskiego
ukladu rozrodczego a takze nieswoiste i swoiste mechanizmy odpornosei. Infekcje uktadu
rozrodezego, szczepionki do$luzowkowe oraz procesy zwigzane z immunostarzeniem zostaly
opisane w kolejnych podrozdziatach. Ciekawa czescig wstepu jest charakterystyka metod
jakie moga by¢ wykorzystane do analizy komoérek ukladu rozrodezego w uktadzie
przestrzennym tzw. 3D, zwlaszcza metoda oczyszczania tkanek, dzigki ktorej stajg si¢
przezierne a detekcja wyznakowanych komorek latwiejsza.

Doktorantka postawila sobie za cel okreslenie roli limfocytow Tyd, zasiedlajacych
$luzowke ukfadu rozrodczego w kontroli homeostazy zardwno w stanie fizjologicznym
a takze w odpowiedzi na modelowe antygeny. W celu realizacji zalozonego celu zaplanowano
5 zadan badawczych: 1/ opracowanie metody wizualizacji limfocytow Tys w ukladzie
rozrodczym myszy za pomoca technik mikroskopii  konfokalnej, 2/opracowanie
cytometrycznej metody analizy limfocytow Tyd w ukladzie rozrodczym myszy, 3/ ustalenie
fizjologicznej dynamiki populacji limfocytow Tyd w zaleznosci of fazy cyklu hormonalnego
(faza estrus i diestrus), 4/ ustalenie roli limfocytow Ty8 w  indukeji odpowiedzi
odpornosciowe] na antygeny modelowe, w tym trojsacharyd z Candida albicans oraz 5/ocena
wplywu wieku na populacj¢ limfocytow Tyd w ukladzie rozrodczym myszy.

Materiatem badawczym byly tkanki narzadow rozrodczych (pochwy i macice) oraz
wezly chtonne myszy C57BL/6, Terd” oraz Terd-2BeGFP. Opis stosowanych materialow,
procedury oraz metody badawcze zostaly przez Doktorantkg opisane w sposob bardzo
doktadny i uporzadkowany. Z przedstawionego w rozdziale Materialy i Metody opisu
wynika, iz metode¢ oczyszczania tkanek Scales i CUBIC stosowano tylko do pobranych
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pochew myszy. Brakuje tu jednak informacji czy pobrane tkanki byly wazone i mierzone
w celu oceny wplywu stosowanych procedur. Opis zastosowanych metod analizy
mikroskopowej 1 cyfrowej obrobki obrazow jest bardzo precyzyjny i zwigzly, a zarazem
imponujaco szczegdtowy. Dobor i wykorzystanie narzgdzi komputerowych jest prawidlowy
1 $wiadczy o duzej wiedzy i doglgbnym przeanalizowaniu problemu badawczego. Zabraklo
mi jednak klasycznej histologii do wykazania/potwierdzenia przydatnosci zastosowanych
w prezentowanych badaniach metod.
Do realizacji zaplanowanego celu badan Doktorantka zastosowala takze techniki
umozliwiajace analize cytometryczng subpopulacji komorek w tkankach uktadu rozrodczego
i weztach chlonnych, a takze ekspresji wybranych czynnikéw na réznych poziomach tj. Real
Time PCR 1 ELISA. Uzyskane dane zostaly opracowane z zastosowaniem odpowiednich
testéw statystycznych.

W ocenie recenzenta wybrane metody badawcze i testy statystyczne stanowity solidng
podstawe do osiggnigcia zaplanowanego celu pracy.

Wryniki badan przedstawione zostaly w sposob uporzadkowany. W tekst rozdzialu
wkomponowane sg liczne schematy oraz zdjecia analiz mikroskopowych, wykresy i tabele
dokumentujgce wyniki badan (Ryc. 13-65; Tabela 22-27). Szkoda tylko, ze przy opisie
wynikow nie cytowano odpowiedniej ryciny.

W rozdziale Dyskusja Doktorantka dokonata analizy uzyskanych wynikow
badan, odnoszac je do badan innych Autoréw. W pierwszej czes$ci rozdzialu Doktorantka
dokonala analizy przydatnosci zastosowanych metod oczyszczania tkanek w analizie komérek
z ekspresja GFP. Kolejno odniosta sie¢ do analizy cytometrycznej subpopulacji leukocytéw
a takze wplywu roznych typéw immunizacji (donosowa, dopochwowa, podskérna) na
produkcje przeciwcial. Porownata takze ekspresje wybranych genow w tkankach milodych
i starych myszy szczepu Terd™.

Prace doktorskg konczy 13 Wnioskow, ktore sg odpowiedzia na wyznaczone zadania
badawcze, Literatura, Spis Rycin, Spis Tabel oraz wykaz publikacji oraz doniesien
konferencyjnych na ktorych prezentowane byly wyniki badan.

Przedstawiona do oceny praca doktorska mgr Katarzyny Skulskiej stanowi oryginalne
osiggniecie naukowe. Bardzo wysoko oceniam prace zaréwno pod wzgledem metodycznym
jak 1 merytorycznym, jednak mam kilka pytan i uwag:

1. Jednym z zadan badawczych bylo ,,Opracowanie metody wizualizacji limfocytow Tyd

w ukladzie rozrodczym myszy za pomocg technik mikroskopii konfokalnej”. Prosze¢
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wyjasni¢ na czym polegalo ,opracowanie” metody W poréwnaniu do prac juz
opublikowanych.

2. Jaka byta wielko$¢ wykorzystywanych w badaniach tkanek? Czy preparaty/tkanki o takiej
grubosci (co najmniej kilkaset pm) barwiono metoda free-floating tzn. swobodnie
zawieszane W poszczegolnych buforach i odczynnikach czy tez przytwierdzono je do
szkietka nakrywkowego bezposrednio po procedurze oczyszczania ScaleS/CUBIC ? Na
str. 52 (linia8) jest informacja o mocowaniu tkanki na szkietku podstawowym w celu
obrazowania. Czy oznacza to, z€ wezesniej skrawki byly procedowane w formie free-
floating? Nalezatoby to wyraznie zaznaczy¢ w tekscie.

3. Na stronie 71 opisane jest poréwnanie mozliwosci obrazowania komorek Tyd
w oczyszczonej 1 nieoczyszczonej tkance weztéw  chlonnych pobieranych od
transgenicznych myszy Terd-H2BeGFEP, ktore sa szczepem reporterowym dla komorek
Tyd. Przytoczone wyniki wskazujg, ze skuteczna detekcja komorek Tyd w 0CZYySZCZONe]
tkance mozliwa jest do glebokosci okoto 700 pm. Nasuwajg si¢ wiec pytania:

- jaka byla faktyczna grubo$¢ analizowanych tkanek?

- dlaczego nie pokuszono sig 0 obrazowanie/skanowanie preparatow z obu stron (z umownej
Lgory” i ,dotu” ) ? Rycina 14 na stronie 72 wskazuje, ze akwizycje wykonano tylko
w jednej pozycji. Aby uniknaé zmiennych warunkow preparatu mozna umiesci¢ na
szkietku nakrywkowym o grubosci > 0,2 um zamiast na grubszym szkielku podstawowym.
Pozwoliloby to na uzyskanie pelniejszego wgladu w przekroj analizowanych tkanek.

- czy w trakcie zamykania skrawkow w preparacie ProLong Gold zabezpieczano tkanki przed
nadmiernym zgniataniem, ktore miatoby duzy wplyw na obserwowang grubosc
poszczeglnych warstw tkanek opisywanych w dalszej czesei pracy? (np. str 78). Jesli
skrawki nie byly przykrywane szkietkiem nakrywkowym po umieszezeniu na szkietku
podstawowym to nalezatoby ta informacje umiesci¢ w tekscie.

4, Wedtug opisu na stronie 53 (linia 8) w obrazowaniu osi Z stosowano interwat 3 do 7,5 um.
0d czego zalezata roznica? Czy odlegtos¢ rzedu 7,5 pm nie utrudnia w rozroznianiu kilku
komérek Tyd potozonych bardzo blisko siebie? Zwlaszcza jesli sa utozone jedna nad druga
w osi Z.

5. Na stronach 76 (Ryc. 20) i 81 (Ryc. 26A), przedstawione modele 3D powinny zawiera¢

opisana skale wielkodci.

6. Czy rozwazano uzycie dodatkowej metody ,,wygaszania” autofluorescencji np. z uzyciem

roztworu SUDAN Black.



Przedstawione uwagi maja raczej charakter redakcyjny i dyskusyjny, nie umniejszajg

wysokiej warto$ci merytorycznej ocenianej pracy.

Whiosek koncowy

Przedstawiong do oceny rozprawe doktorska Pani mgr Katarzyny Skulskiej oceniam
pozytywnie. Praca ta ma znaczenie poznawcze i wskazuje na skomplikowana i wcigz nie
wyjasniong funkcje ukladu immunologicznego zwlaszcza roli limfocytéow Tyd w ukladzie
rozrodczym. Uzyskane wyniki dostarczaja rowniez nowa wiedz¢ na temat metod
umozliwiajacych obrazowanie wyznakowanych komorek w ukladzie przestrzennym (tzw.3D)
i wskazuja mozliwosci analizy tkanek i narzadow.

Z przekonaniem stwierdzam, iz przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska Pani
mgr Katarzyny Skulskiej spetnia warunki okreslone w Ustawie z dnia 14 marca 2003 r.
o stopniach i tytule naukowym oraz stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.1J.Nr 65 poz.
595; z poéz. zm.), zgodnie z art.175.1. ustawy z dnia 3 lipca 2018 roku przepisy
wprowadzajace ustawe -Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. 2018 poz. 1669)
i wnosze do Rady Naukowej Instytutu Immunologii i Terapii Do$wiadczalnej im. L.
Hirszfelda Polskiej Akademii Nauk o dopuszczenie Doktorantki do dalszych etapow

postepowania o nadanie stopnia doktora w dziedzinie nauk $cistych i przyrodniczych,
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dyscyplinie nauki biologiczne.






