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Recenzja pracy doktorskiej autorstwa mgr Natalii Ochockiej-Lewickiej

Krétkie podsumowanie pracy

W swojej pracy doktorskiej pt. Deciphering the diversity of glioma-infiltrating myeloid cells with
single-cell RNA and protein sequencing mgr Natalia Ochocka-Lewicka zajmuje sie badaniem
populacji komérek mieloidalnych w raku mézgu (glioblastoma multiforme).

Celem pracy jest przede wszystkim charakteryzacja réznic pomiedzy gtéwnymi podtypami: mikroglej,
monocyty i makrofagi (przy czym makrofagi réznicujg z monocytdw). Jest to zagadnienie, ktére
oceniam jako spore i ciekawe zagadnienie naukowe i wtasciwy przedmiot rozprawy doktorskie;].

Gtéwne metody badawcze zastosowane w pracy to sekwencjonowanie RNA pojedynczych komorek
(scRNA-seq) oraz metoda tgczgca scRNA-seq z oznaczeniem panelu biatek powierzchniowych (CITE-
seq) zastosowane na komodrkach pobranych z mysiego modelu glejaka. Wida¢ profesjonalizm w
wykonaniu i walidacji zastosowanych metod badawczych.

Rozprawa doktorska opisuje wyniki pracy zbiorowej. Autorka jasno zaznacza wktad
wspotpracownikdéw, ktdrzy przyczynili sie do analiz bioinformatycznych. Zaktadam, ze pozostate
opisane elementy Autorka wykonata sama. Na tej podstawie jej indywidualny wktad oceniam jako
znaczacy i wystarczajacy, aby by¢ podstawa rozprawy doktorskiej.

Praca stanowi oryginalne rozwigzanie problemu naukowego. Podobne do przeprowadzonych analizy
danych scRNA-seq byty opublikowane bardzo niedawno (Antunes et al., 2021), ale te badania musiaty
by¢ prowadzone rdwnolegle w czasie.

Silne strony i zalety pracy



Praca wyrdéznia sie szczegétowoscia i pieczotowitos$cig w analizie wynikow eksperymentdw i
wynikajgcymi z tej analizy osiggnieciami. Na duze uznanie zastugujg piekne i czytelne ilustracje.
Wyniki pracy sg réznorakie i imponujgce. Jako gtéwne osiggniecia mozna uznac:

e znalezione markery rozdzielajgce mikroglej od monocytéw/makrofagéw, specyficznie
eksprymowane zaréwno na poziomie RNA i biatka,

e scharakteryzowane pod-populacje monocytéw, makrofagéw i komorek przejsciowych, a
takze znalezione rézne stany komérek mikrogleju,

e scharakteryzowanie tych podtypdw/podstandéw pod wzgledem funkcjonalnym,

e aw koncu oznaczenie réznic aktywacji komorek mieloidalnych w mikrosrodowisku guza
pomiedzy ptciami.

Czesc¢ opisujgca wyniki jest wyczerpujaca, dobrze utozona, zawiera najpierw wyniki z scRNA-seq, a
nastepnie z CITE-seq, a potem poréwnanie réznic miedzy ptciami. Dzieki scRNA-seq Autorka
wyodrebnita klastry komorek wyraznie odpowiadajgce podtypom mikrogleju, monocytom i
makrofagom, i dzielgce ich na podtypy/stany, a nastepnie okreslita markery rdznicujace te klastry.
CITE-seq pozwolit na doprecyzowanie tych wynikow i potwierdzenie, czy znalezione markery s3
rowniez widoczne na poziomie biatek.

Praca ma charakter badan podstawowych i cho¢ byé moze otrzymana charakteryzacja podtypdéw
komoérek przyda sie kiedys komus w badaniach nad immunoterapig glejakow, raczej nie oczekujemy
bezposrednio praktycznych zastosowan tych wynikdéw.

Praca jest dobrze napisana, posiada bogaty wstep, dobrze dobrane pi$miennictwo, wida¢, ze autorka
wgtebita sie w literature i zna wczesniejsze wyniki badan dotyczace badanych typow komérek. Uktad
rozprawy doktorskiej jest ciekawy: praca jest zorganizowana w podobny sposdb jak typowy artykut
naukowy (wstep, materiaty i metody, wyniki, dyskusja i konkluzje), co dobrze porzadkuje zawartosc.

Tematy do dyskus;ji

Na poziomie ogdlnym nie stwierdzam zadnych nieprawidtowosci. Jest jedynie kilka punktéw, ktére
zwrdcity mojg uwage i ktére warto przedyskutowac.

e Analiza skupien (szukanie klastréw) zostata opisana pobieznie. Wiadomo jedynie, ze
zastosowano funkcje FindClusters w seurat. Ta funkcja ma parametr resolution, ktory wptywa
na liczbe klastréw. Zastanawiajgce jest w jaki sposdb doktadnie zostata wybrana liczba
klastréw? Ta liczba i w ogdle dokonane klastrowanie wydaje sie kluczowa dla catych
wynikéw. Na przyktad, wyniki obejmujg klaster posredni (Int - intermediate) pomiedzy
monocytami i zréznicowanymi makrofagami. By¢é moze klastrowanie zawierajgce mniej
klastréw pomijatoby klaster Int. Albo moglibysmy nie mie¢ M¢ 1 oraz M¢ 2 tylko jeden
klaster M¢.



Dyskusja dotyczgca analizy skupien powinna obejmowac odpowiedzi na pytania czy inne
liczby klastrow i inne ewentualne parametry byty réwniez préobowane? Jak rdznity sie wyniki
od tych uzytych do catej dalszej analizy, gdy zastosowano inne parametry? Czy to rozwigzane
byto w miare stabilne czy bardzo zalezne od tych parametrow? Pytania te nie sg dobrze
zaadresowane w pracy. Np. na stronie 38 mamy podane jedynie, ze klastrowanie zrobiono z
parametrem resolution rownym 0.6. Dlaczego akurat tyle? Na stronie 43 w sekcji dotyczacej
analizy danych CITE-seq jest wzmianka: ,the clustree diagram was used for assessment of
multiple clustering resolution and Res=1.1 was determined as an optimal value of the
resolution.” W jakim sensie ta wartos$¢ 1.1. byta optymalna? W dalszej czesci tego paragrafu
widzimy, ze niektdre klastry zostaty sklejone. Jakie kryteria doktadnie zastosowano, aby je
sklejac?

e Na wielokrotnie reprodukowanych, tylko z réznymi kolorowaniami, wizualizacjach UMAP dla
danych CITE-seq widzimy, ze komorki dzielg sie na dwa gtdwne podzbiory. Jeden zawiera
monocyty i zréznicowane makrofagi i klaster Int. Drugi, wyraznie oddzielony, to mikrogle;j.
Klastry takie jak Mo, Int, M$ 1, M 2 nie sg na tej wizualizacji dobrze oddzielone od siebie.
Pytanie, czy Autorka badata inne wymiary UMAP. Jest mozliwe, ze na wizualizacji w trzech
wymiarach, bgdZ dwdéch wymiarach UMAP 2 versus UMAP 3 te klastry rozdzielityby sie
wzdtuz osi UMAP 3. Czy taka analiza byta robiona i czy wida¢ byto rozdzielenie?

e W opisie analizy danych CITE-seq podana jest informacja, ze zostaty usuniete multiplety. Te
multiplety zostaty wykryte jako takie ,komorki”, ktore na podstawie HTO byty przypisane do
dwdch lub wiecej prébek przy uzyciu funkcji HTODemux. Czy jest mozliwe wykrycie takich
multipletéw, ktdre pochodzg z tych samych prébek? W jaki sposdb? Jesli tak, czy zostaty one
wykryte i usuniete? Czy takie multiplety stanowig duzy problem?

e Waznym wynikiem analizy sg zidentyfikowane markery. Te markery réznicujg analizowane
typy komoérek. Pytanie, na ile znalezione markery sg specyficzne dla badanego modelu
mysiego? Na ile mozemy oczekiwad, ze te same markery bedg dobrze dziata¢ gdybysmy
chcieli ich uzy¢ na komérkach ludzkich i analizie ludzkiego glejaka?

e Analiza gene ontology dla gendw, ktére sg aktywowane w Monocytach/makrofagach w
porownaniu z mikroglejem podtypu Act-MG wykazata proces o nazwie ,response to
bacterium”. Jak ten wynik wyttumaczy¢? Z czym moze by¢ on w mikrosrodowisku glejaka
zwigzany?

Podsumowanie

Oceniam, 7e rozprawa doktorska prezentuje gtebokg ogdlng wiedze teoretyczng Kandydatki w
dyscyplinie oraz umiejetnos¢ samodzielnego prowadzenia pracy naukowej. Rozprawa doktorska
spetnia warunki okreslone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i
nauce (Dz. U. z 2021 r. poz. 478, 619, 1630) oraz zatgcznika nr. 1 Regulaminu Rady Naukowe;j z



13.04.2018 r. W zwigzku z ciekawymi wynikami i nowoczesnymi zastosowanymi metodami,
whnioskuje o wyrdznienie ocenianej pracy.

[:/_mz

Ewa Szczurek
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Wartos¢ naukowa rozprawy

Przedtozona do recenzji dysertacja doktorska przygotowana przez doktorantke - panig mgr. Natalie
Ochocka-Lewickg pozytywnie wyrdznia sie zaprojektowaniem, przeprowadzeniem i analizg badan. Czes¢ pracy
przedstawionej w niniejszej rozprawie zostata opublikowana w prestizowym czasopismie Nature
Communications [1] oraz dyskutowana w dwdch pracach przegladowych [2, 3]. Charakterystyka komdrek
uktadu odpornosciowego w mikrosrodowisku nowotwordw, tematyka podjeta przez doktorantke, to zrédto

informacji, ktéra tworzy podstawy dzisiejszej immuno-okologii eksperymentalnej.

Doktorantka podjeta sie skatalogowania transkryptomu pojedynczych komdrek immunologicznych w
mysim modelu glejaka wdrazajac technologie scRNA-seq i CITE-seq. Odpowiednio dobrane kontrole
eksperymentalne oraz analiza danych pozwolita na zaobserwowanie komdrkowych i molekularnych zmian w
»ekosystemie” nowotworu mézgu myszy podczas inicjacji i progresji guza. Wyniki te stanowig kolejny wazny
dowdd, na to, ze molekularna i komdrkowa kompozycja mikrosrodowiska nowotworu jest istotna dla

odpowiedzi terapeutycznej.

Immunoterapia nowotwordw to jeden z szybciej rozwijajacych sie trendéw w medycynie translacyjne;.
Praca Doktorantki wpisuje sie w ten trend, inspirujgc do ponownego spojrzenia na modele testéw

przedklinicznych.



Wartos¢ merytoryczna rozprawy

Doktorantka wprowadzita w tematyke swojej pracy badawczej odnoszac sie do wyselekcjonowanej
literatury. Logicznie przeprowadzajac czytelnika przez patologie choroby, Doktorantka przedstawita
komorkowy i molekularny obraz mikrosrodowiska glejaka, ze szczegélnym uwzglednieniem populacji komdrek
systemu immunologicznego. Krytyczna charakterystyka przedklinicznego mysiego modelu doswiadczalnego
dowodzi zrozumienia barier eksperymentalnych przez Doktorantke. Na uwage zastuguje uwzglednienie
stratyfikacji zwierzat pod wzgledem ptci, wazny a rzadko brany pod uwage czynnik modelownia odpowiedzi

terapeutycznej in vivo.

Dobér i dostepnos¢ technologii wskazuja na celowe planowanie projektu przez Doktorantke, a zastugi
tej nie pomniejsza wsparcie od strony Instytutu, Promotora oraz wspéhtwdrcéw projektu. Przeciwnie, wskazuje
to na umiejgtnos¢ wspdtpracy oraz biegtos¢ w zarzadzaniu projektem opartym o duze zbiory danych (ang. Big

data).

Cel pracy Doktorantka przedstawiata mniej jasno. Autorka pisze ,,This study aimed to decipher the
heterogeneity of myeloid cells in the microenvironment of the experimental murine gliomas, provide functional
characteristics of a given cell type and identify surface protein markers for reliable separation of microglia and
macrophages in the glioma microenvironment”. Ma sie wrazenie ze <Celem jest rozszyfrowanie X w celu
rozréznienia Y od Z> bez implikacji celu nadrzednego, czyli, dlaczego potrzebujemy nauczy¢ sig odréznia Y od Z.
Problem, ktdry zapoczatkowat idee projektu a ktérego rozwigzaniem zajeta sie Doktorantka mogtby by¢ lepiej

wyjasniony w paragrafie 4.

Sposdb w jaki Doktorantka przeszta droge od standaryzacji do uzyskania ,,proof of concept” zastuguje
na wysoka oceng. Wyniki pracy Doktorantki przy uzyciu wysokiej klasy technologii s3 interesujace i Swiadczg o
wysokim poziomie wiedzy i znajomosci metod. Molekularna ,,sygnature” komdrek immunologicznych w modelu
doswiadczalnym doktorantka uzyta do preselekcje potencjalnych celéw terapeutycznych oraz markeréw
odpowiedzi immunologicznej w modelu glejaka. Natomiast polaczenie wynikéw modelu eksperymentalnego z
danymi klinicznymi pacjentéw to wazny krok we wdrozeniu wynikéw doktorantki do udoskonalenia modelu

przedklinicznego.

Omawiana praca doktorska ma przejrzysta kompozycje i styl. Réwniez od strony jezykoweyj i formalnej
recenzowana dysertacja zastuguje na wysoka ocene. Jak w kazdym tego typu opracowaniu, réwniez i w pracy
przedstawionej przez mgr Natalie Ochocka-Lewicka mozna znalez¢ pewne niezrecznosci jezykowe. Z mojego
doswiadczenia wynika jednak, Ze usterki takie zdarzaja sie nawet w prestizowych wydawnictwach po korekcie
wydawniczej i autorskiej, stad nie nalezy w moim osadzie przywigzywa¢ do nich duzej wagi. Podsumowuijac,
pracg oceniam wysoko pod wzgledem redakcyjnym i lingwistycznym (praca jest napisana w jezyku angielskim)

oraz w zakresie stosowania poprawnych zasad bibliograficznych.



Whioski i konkluzja koricowa

Wymienione powyzej sugestie i uwagi krytyczne nie zmieniajg mojej pozytywnej opinii o zrealizowanym
przez Doktorantke projekcie. Praca ta stanowi oryginalne rozwigzanie problemu naukowego, jakim jest
pogtebienie wiedzy o odpowiedzi immunologicznej w modelu glejaka. Doktorantka potaczyta wiedze
onkologiczna z technologig sekwencjonowania, a umiejetnosci te wykorzystata do wyjasnienia roli subpopulac;ji
komorek immunologicznych infiltrujgcych nowotwaor. Wyniki otrzymane przez Doktorantke sg cennym wktadem
w modelowanie 3-wymiarowej mapy nowotwordw, dzigki ktorej wiemy wiecej o genezie i progresji tej choroby

nowotworowej.

Do istotnych waloréw recenzowanej pracy zaliczam:
- aktualnos¢ tematyczng, w tym pionierskie wprowadzenie metody sekwencjonowania na poziomie pojedynczej
komarki
- pogtebiong analizg problemu badawczego i naukowego poparta nowoczesnym warsztatem metodologicznym

-rzetelne i skrupulatne przedstawienie metodologii i dokumentacji procesu eksperymentalnego

Reasumuijac, stwierdzam, ze recenzowana rozprawa doktorska mgr. Natalii Ochockiej-Lewickiej pt.”
Deciphering the diversity of glioma-infiltrating myeloid cells with single-cell RNA and protein sequencin”
spetnia warunki okreglone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 . Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U.

z2021r. poz. 478, 619, 1630) oraz zatacznika nr. 1 Regulaminu Rady Naukowej z 13.04.2018 r.”

Uwazam, ze catos¢ wywodu naukowego, jak i jakos¢ przeprowadzonych przez Doktorantke badan
eksperymentalnych s3 w skali Polski pionierskie i oryginalne. Zastosowanie wynikdw moze mie¢ wptyw na nauke
i wktad w rozwdj nowych technologii obrazowania mikrosrodowiska nowotwordw. W mojej opinii

przedstawiona praca jest wyrdzniajaca.

Agnieszka Bronisz, Ph.D. g e
Instytut Medycyry Doéwiadczalnej i Klinicznej PAN

; ’ P n ikrosrodowiska Nowotworéw
e , KIEROWNIK
(" / dr hab. Agnieszka Bronisz

1 Ochocka, N., et al., Single-cell RNA sequencing reveals functional heterogeneity of glioma-associated brain macrophages. Nat
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Tematyka Badawcza Rozprawy

Tematyka recenzowanej rozprawy doktorskiej odnosi si¢ do znaczenia mikrosrodowiska guza w
patofizjologii glejakow ztosliwych, a w szczegélnosci roli komodrek tego mikrosrodowiska
wywodzacych si¢ z linii mieloidalnej. Opisane przez Doktorantke badania przeprowadzono
glownie w oparciu 0 model ortotopowej implantacji linii nowotworowej glejaka mysiego w
uktadzie syngenicznym. W przedstawianym projekcie uzyto nowoczesnych technik
laboratoryjnych opartych na sekwencjonowaniu transkryptomu pojedynczych komorek wraz z
oceng Wybranych biatek btonowych za pomoca cytometrii masowej oraz zaawansowanych analiz
bioinformatycznych, z dodatkowym wsparciem w postaci analizy danych pochodzacych z
materiatu klinicznego.

Poruszany w rozprawie temat badawczy jest niezmiernie istotny z punktu widzenia onkologii
doswiadczalnej, jak rowniez moze znalez¢ przetozenie na praktyke medyczng, gdyz prawidtowe
zrozumienie roli poszczegodlnych sktadowych komorkowych i molekularnych mikrosrodowiska
glejakow ztosliwych w procesie nowotworzenia i opornosci na terapie moze przyczynic si¢ do
rozwoju nowych skuteczniejszych testow diagnostycznych lub metod leczniczych. Ponadto,
opisane w ocenianej rozprawie doktorskiej wyniki badan nad sktadem komoérkowym i
molekularnym zdrowego mikrogleju moga mie¢ znaczace implikacje w rozumieniu fizjologii
osrodkowego uktadu nerwowego. Podnosi to dodatkowo warto$¢ merytoryczng rozprawy.

Nowogrodzka 59, 02-006 Warszawa/Warsaw

tel. 0-22 502-14-72, 502 12 60, fax: 0-22 502-21-59
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Prezentowane w rozprawie wyniki badan powstaty w oparciu o finansowanie z Narodowego
Centrum Nauki oraz Fundacji na Rzecz Nauki Polskiej. Na uwage zastuguje fakt, ze cze$¢ z
prezentowanych wynikow zostata opublikowana w trzech pracach w czasopismach fachowych o
miedzynarodowym zasiegu, w tym prestizowym Nature Communications, w ktorej to publikacji
Doktorantka jest pierwszym autorem. Uwydatnia to wysoka jako$¢ przestawionego projektu
badawczego.

Forma Rozprawy

Przedstawiona do recenzji praca doktorska zostata napisana w jezyku angielskim, co jest jej
atutem, gdyz znaczaco zwigksza zasieg przekazu wynikow rozprawy wsrod spotecznosci
naukowej. Rozprawa liczy tacznie 138 stron. Praca zostata napisana przejrzyscie i z dbatoscig o
estetyke edytorskg w standardowym uktadzie rozpraw doktorskich zwigzanych z dziedzing
biotechnologii. Recenzowana praca doktorska zawiera 8 rozdziatow zasadniczych, wliczajac
streszczenia w jezyku angielskim i polskim, oraz sekcje pomocnicze: Spis skrotow i symboli,
Pismiennictwo (193 pozycje publikacyjne), Spis tabel, Ryciny uzupehniajace i Materiaty
uzupetniajace. Tekst pracy wsparty jest graficznie za pomoca 8 tabel w czesci glownej 1 2 tabel w
czesci uzupelniajgcej oraz tacznie 30 rycin w czesci gtownej i 9 w czeéci uzupetniajacej,
zawierajacych informacje pomocnicze do wstepu teoretycznego, przedstawiajacych metodyke
badawczg lub prezentujacych wyniki oryginalne prac do§wiadczalnych lub tez przeprowadzonych
przez Doktorantke analiz.

Zakres merytoryczny rozprawy

Oceniana rozprawa obejmuje swoim zakresem szereg zagadnien zwigzanych z fenotypem i rola
komoérek mieloidalnych w mikrosrodowisku guza w modelu mysiego glejaka ztosliwego.
Omowienie tych zagadnien podzielone jest pomigdzy poszczegolne rozdziaty rozprawy:

Introduction. Przedstawiona jest w przystepny sposob klasyfikacja, epidemiologia i
charakterystyka molekularna glejakow, ze szczegdlnym uwzglednieniem ich klasyfikacji na
podstawie roznic molekularnych, takich jak obecno$¢ mutacji gendéw dehydrogenaz
izocytrynianowych (IDH) oraz pozostalych znanych markeréw molekularnych. Nast¢pnie
Doktorantka odnosi si¢ do zjawiska znacznej immunosupresji stwierdzanej w mikrosrodowisku
glejakow ztosliwych 1 zwigzanej z tym opornosci tych guzoéw na proby nowoczesnej
immunoterapii. Jest to bardzo istotna cze$¢ wstepu, gdyz uzasadnia potrzebe ustalenia
mechanizméw odpowiedzialnych za immunosupresyjny charakter mikrosrodowiska glejakow.
Doktorantka w swoim dalszym opisie zwraca uwage na rolg, jakag w procesie immunosupresji
moga petni¢ komorki mieloidalne, takie jak komorki mikrogleju lub makrofagi wywodzace si¢ z
monocytow krwi obwodowej, z jednoczesnym zaznaczeniem heterogennosci, a takze odrgbnej
lokalizacji tkankowej i programow transkrypcyjnych poszczegolnych populacji mieloidalnych w
glejakach. Ten ztozony fragment wstepu wsparty jest rycing, ktora w czytelny sposob prezentuje
wizualnie omawiane zagadnienia. Przedstawiony jest rowniez problem badawczy zwigzany z
dotychczasowymi niedoskonato$ciami w rozréznieniu obu form komorek mieloidalnych na
poziomie marker6w molekularnych. Odniesienie doswiadczalne do tego problemu przy uzyciu
nowoczesnych metod sekwencjonowania pojedynczych komoérek jest jednym z waznych
aspektow ocenianej rozprawy doktorskiej. Ciekawym dodatkowym zagadnieniem omawianym we
wstepie jest zaleznos$¢ czestosci i przebiegu klinicznego glejakow ztosliwych od pici. Jest to znane
zjawisko pod wzgledem epidemiologicznym, jednak jego postawy fizjologiczne i/lub molekularne
nie zostaty dotychczas wyjasnione. Na zakonczenie wstepu Doktorantka przedstawia w skrocie
dwie z zastosowanych technik badawczych — model $rédczaszkowej implantacji mysiego glejaka
GL261 oraz podstawy technologiczne sekwencjonowania RNA pojedynczych komorek.
Zwhaszcza omdwienie tego drugiego typu zagadnien jest bardzo korzystne dla czytelnika, gdyz
ulatwia zrozumienie szczegétowych technicznych opisow metod sekwencjonowania w
rozdziatach dotyczacych metodologii i wynikéw prezentowanej rozprawy. Nalezy réowniez
wspomnie¢, ze opisujac model mysiego glejaka GL261 Doktorantka zaznacza, ze istnieja rowniez
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inne modele zwierzgce przeznaczone do badan nad glejakami, porownujgc w skrocie cechy
charakterystyczne poszczegélnych modeli do$wiadczalnych. Opis cech charakterystycznych
modelu implantacji doczaszkowej glejaka GL261 moglby jednak zostaé wzbogacony poprzez
odniesienie si¢ do faktu, ze model ten w swoim zalozeniu wigze si¢ z mechanicznym
uszkodzeniem tkanki. Z tego powodu nie mozna wykluczy¢, ze czeS¢ z obserwowanych w tym
modelu zmian na poziomie tkankowym, komoérkowym i/lub molekularnym zwigzanych jest z
procesem gojenia si¢ i ewentualnie bliznowacenia uszkodzonej tkanki. Jest to szczegdlnie istotne,
gdy rozpatrywane sa komorki mieloidalne, o ktéorych wiadomo, ze pelnig znaczaca role w
procesie naprawy tkanki po uszkodzeniu mechanicznym. Oznacza to, ze w przypadku modeli
zwigzanych z implantacjg mechaniczng zasadne jest niekiedy uzycie dodatkowej grupy kontrolnej
poddawanej takiemu samemu zabiegowi, jednak bez komponenty komorkowej, czyli na przyktad
z iniekcja PBS (tzw. ,sham procedure/surgery”). W prezentowanej rozprawie doktorskiej
zabrakto odniesienia si¢ do tego aspektu.

Aims of the study. Na podstawie wiedzy literaturowej przedstawionej we Wstepie dotyczacej
heterogennosci populacji komorek mieloidalnych w mikrosrodowisku glejakow  ztosliwych,
Doktorantka podejmuje si¢ w badaniach opisanych w swojej rozprawie oceny tego zjawiska w
modelu syngenicznym mysiego glejaka GL261 przy uzyciu dwoch nowoczesnych technik
sekwencjonowania pojedynczych komorek (scRNA-seq i CITE-seq). Doktorantka prezentuje
rowniez sze$¢ szczegotowych celow badawczych uktadajacych sie konsekwentny i dobrze
zaplanowany projekt naukowy.

Materials and Methods. W tej czesci rozprawy znajduje si¢ klarowny opis zastosowanych technik
badawczych. Nalezy przyznaé, ze zaréwno liczba, jak tez roznorodno$¢ i nowoczesnosé
uzywanych metod laboratoryjnych jest znaczna. Cze$¢ opisu dotyczy standardowej metodologii
biotechnologicznej in vitro, takiej jak hodowle komoérkowe oraz wyprowadzenie stabilnych
transfektantow linii GL261, a takze procedur in vivo zwigzanych z implantacjag komorek
nowotworowych i pomiarami wzrostu guza za pomocg obrazowania optyczneg0 Oraz ex Vivo -
dysocjacji tkanki i technik opartych na barwieniu materialu biologicznego metoda
immunohistochemii lub florescencyjng z nastepczym zastosowaniem i cytometrii przeptywowe;j.
Dodatkowo zaprezentowane sg opisane Sg nowoczesne i zaawansowane techniki laboratoryjne, z
ktorych warto wymieni¢ metode scCRNA-Seq, CITE-seq wraz z cytometrig masowa, a takze
wysokiej klasy metody bioinformatyczne analizy danych i wizualizacji uzyskanych wynikéw. Na
uwage zastuguje rowniez wykorzystanie danych pochodzacych z pierwotnego materiatu
klinicznego. Opis metodologii wsparty jest tabelami z wyszczegolnieniem przeciwciat i sekwencji
nukleotydowych uzytych w poszczegolnych procedurach, co dodatkowo zwigksza przejrzystosé
prezentacji metod zastosowanych w projekcie. Drobnym niedociggnieciem jest niepodanie ani W
opisie metodologicznym, ani w opisie wynikow (Rycina 6.1) liczby n myszy (catkowitej lub z
podziatem na plcie), ktorym implantowano komorki glejaka GL261. Nalezy przy tym zaznaczyc,
ze w pozostatych opisach wynikow badan, liczby te sa prawidtowo podane na odpowiednich
rycinach.

Results. Wyniki przeprowadzonych badan zaprezentowane sa w kolejnosci pozwalajacej w petni
doceni¢ progresywny charakter projektu, w ktorym kolejne doswiadczenia logicznie wynikaja z
osiaggnie¢ badawczych lub metodologicznych uzyskanych na wczesniejszych etapach. Na uwage
zastuguje réwniez fakt, ze jesli zachodzi taka potrzeba, w opisie danego doswiadczenia
prezentowane sg skrocone opisy metodologii i/lub uzyskane wyniki sg adekwatnie interpretowane
z odniesieniem do istniejace] literatury fachowej. Dzigki temu czytelnik moze odpowiednio
zrozumie¢ opis danego doswiadczenia i jego wynikow, bez ciaglej potrzeby odnoszenia si¢ do
rozdziatu Materiatow i Metod i/lub Dyskusji. Dowodzi to znacznej dojrzatosci edytorskiej
Doktorantki. Ze wzgledu na uzycie licznych technik badawczych i analitycznych, rozdziat Wyniki
ten jest rozbudowany i podzielony na nast¢pujace obszary tematyczne:
e Prezentacja ortotopowego modelu mysiego glejaka GL261. W przedstawianym
opisie opisie ciekawa jest obserwacja istotnej statystycznie zalezno$ci wzrostu
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guza od plci zwierzgcia, co koreluje z wezesniejszymi obserwacjami klinicznymi.
Wynik ten rodzi pytanie, czy swoista czes$¢ uktadu odporno$ciowego petni role w
tym zjawisku? W tym kontekScie bardzo interesujgce byloby wykorzystanie
myszy z uposledzong swoistg komponentg uktadu odpornosciowego (np. myszy
nagich lub SCID, a moze nawet NSG), aby odpowiedzie¢ na to pytanie. Nalezy
przy tym zaznaczy¢, ze Doktorantka w dalszej czgéci rozdziatu Wyniki czesciowo
thumaczy zjawisko zaleznosci od ptci m.in. rézng reaktywnoscig komorek
mieloidalnych na koinkubacj¢ z komoérkami GL261 in vitro (Rycina 6.20).

e Opis preparatyki tkanek, sortowania komorek, Kkoniugacji przeciwcial z
oligonukleotydami i oceny jakosciowej uzyskanego materiatu, a takze odczytow
metoda sc-RNAseq lub CITE-seq. Jest to bardzo cenna czgs$¢ rozdziatu Wyniki,
gdyz odpowiednie przygotowanie i kontrola jakos$ci pozwalaja na eliminacje
znacznej czgsci ewentualnych artefaktow, a tym samym podnosza warto$¢
naukowg uzyskanych w projekcie wynikow.

e Opis wynikow uzyskanych za pomocg metody scRNA-seq. W tych podrozdziatach
Doktorantka opisuje uzyskane dane na temat profili ekspresyjnych
poszczegolnych typow komoérek w badanych preparatach tkankowych. Waznym
osiggnigciem tej czesci rozprawy jest ustalenie swoistych ~markerow
molekularnych dla naciekajacych guz komoérek mikrogleju (np. Tmem119) oraz
komorek monocytarno-makrofagalnych (np. Gal-3). Obserwacja ta ma daleko
idace implikacje dla przyszlych badan nad mikrosrodowiskiem glejakow, gdyz
pozwoli na precyzyjne odnoszenie si¢ do poszczegdlnych populacji komorkowych
w tych guzach, a wiec bardziej precyzyjne planowanie ewentualnych terapii
celowanych. Nastepnie Doktorantka dokonuje analiz opisujacych bardziej
szczegdtowo stany funkcjonalne komorek mieloidalnych w badanych guzach, a
zwlaszcza komorek monocytarno-makrofagalnych, co ma bardzo istotne znaczenia
dla zrozumienia roli tych komoérek w patobiologii glejakow ztosliwych.

e Opis weryfikacji uzyskanych wynikow za pomoca metody CITE-Seq. Rozdzialy te
stanowig cenne uzupeklienie badan opartych na samej transkryptomice. Jest to
wyraznie uwydatnione poprzez opis braku korelacji obecnosci niektorych biatek z
kodujacym te biatka mRNA. Dowodzi to, ze przeprowadzenie przez Doktorantke
badan z dodatkowa ocena bialek bylo niezbedne do prawidlowej interpretacji
funkcjonalnej wynikéw transkryptomicznych i jest to niewatpliwa zaleta ocenianej
rozprawy doktorskiej. Badania z uzyciem metody CITE-Seq umozliwiaja rowniez
dalsza precyzj¢ w analizie stanéw funkcjonalnych poszczegdlnych typéw komorek
mieloidalnych w mikrosrodowisku guza, ale takze w zdrowej tkance mysiego
mikrogleju.

e Odniesienie do tematyki programéw transkrypcyjnych w mikrosrodowisku
glejakow, takich jak np. program zwigzany z interferonem. Doktorantka ponownie
dowodzi, jak uzyta w projekcie zaawansowana metodologia -omiczna moze
dodatkowo wzbogacic istniejaca wczesniej wiedze w tej dziedzinie.

e Odniesienie to zagadnienia zaleznosci przebiegu glejakow ztosliwych od pici. Na
podstawie uzyskanych wynikéw Doktorantka wykazuje jeden z potencjalnych
mechanizmow odpowiedzialnych za to zjawisko, a mianowicie rdézna migdzy
ptciami reaktywnos$¢ komorek mieloidalnych w konte$cie ekspresji genow
zaleznych od interferonu. Jak wspomniano powyzej, byloby bardzo ciekawe
poglebienie tych badan przy uzyciu modeli zwierzat z defektywna czescig swoista
uktadu odpornosciowego. Na uwage =zastluguje fakt wsparcia obserwacji
Doktorantki z modelu zwierzgcego poprzez analize danych pochodzacych z
materiatu klinicznego.

Discussion. W odpowiednich podrozdziatach Dyskusji Doktorantka odnosi si¢ szczegétowo do
uzyskanych wynikow. Rozdzial Dyskusji sam w sobie nie jest zbyt obszerny (tj. nieco ponad 10

www.wum.edu.pl



stron maszynopisu), zwazywszy na bardzo liczne wyniki uzyskane w projekcie, jednak, jak
wspomniano powyzej, cz¢s¢ interpretacji wynikoéw i odniesienie do pozycji literaturowych zostaty
zawarte w odpowiednich podrozdziatach dotyczacych wynikéw doswiadczen, co sumarycznie
tworzy ztozong i rozbudowang dyskusje osiagnie¢ projektowych. Nalezy wyraznie podkresli¢, ze
przeprowadzona w rozprawie dyskusja wynikow jest adekwatna i merytorycznie zasadna.
Wigkszos¢ uzyskanych w ocenianej pracy wynikéw jest prawidtowo zinterpretowana i odniesiona
do obecnego stanu wiedzy w danej dziedzinie. Doktorantka opisuje rowniez potencjalne
implikacje kliniczne zaobserwowanej roznorodnosci komoérek mieloidalnych naciekajacych guzy
glejakow ztosliwych. Migdzy innymi proponowane jest potencjalne uzycie czynnikéw
wywotujagcych mniej lub bardziej swoistg deplecje komoérek mieloidalnych jako metod
terapeutycznych w glejakach. W petni zgadzam si¢ z tg interpretacja, chciatbym jednak
dodatkowo przedstawi¢ pod dyskusje podejscie alternatywne, a moze nawet komplementarne do
strategii proponowanych przez Doktorantke. Chodzi mianowicie 0 opisane niedawno modyfikacje
genetyczne komoérek makrofagalnych za pomocg chimerowych receptorow antygenowych (tzw.
CAR-M) w celu uzyskania swoistego efektu cytotoksycznego w kierunku komorek
nowotworowych. Poniewaz Doktorantka w swej pracy dowodzi, ze komoérki monocytarno-
makrofagalne skutecznie infiltruja mikrosrodowisko glejakéw ztosliwych, ciekawi mnie opinia
Doktorantki na temat ewentualnego uzycia strategii CAR-M, jako swego rodzaju ,koni
trojanskich” przeciwko tym nowotworom.

Summary and Conclusions. Przedstawionych jest 6 glownych wnioskéw koncowych
wynikajacych z opisanych w ocenianej rozprawie badan, w odpowiedni sposob
podsumowujacych wigkszo$¢ wynikow opisanych w pracy doktorskiej.

W podsumowaniu oceny merytorycznej przedstawionej rozprawy doktorskiej, chciatbym
wyraznie zaznaczy¢, ze jestem pod wybitnie pozytywnym wrazeniem zakresu i nowoczesnosci
przeprowadzonych w projekcie badan oraz potencjalnych implikacji diagnostycznych i/lub
terapeutycznych, a takze w zakresie biologii komorkowej i molekularnej, wynikajacych z czgsci
uzyskanych wynikow. Nalezy podkresli¢, ze wszystkie przedstawione przeze powyzej uwagi i
komentarze merytoryczne, maja w gtéwnej mierze charakter marginalny lub polemiczny i nie
wplywajag na jednoznacznie wysokg ogdlng oceng merytoryczng przedstawionej rozprawy
doktorskiej.

Drobne uwagi redakcyjne
e W spisie tresci i tytule podrozdziatu 5.1. uzyto okreslenia ,,GL261 TDT+ Luc+ GL261”,
gdzie podwojne uzycie ,,GL261” wydaje si¢ omytkowe;
e W liscie skrotow nie zostat rozwiniety skrot DE;
e W liscie skrotow dwukrotnie rozwinigto skroty Act-MG, ICB, Hom-MG, IFN, MG oraz
TME.

Wymienione powyzej uwagi redakcyjne w zaden sposob nie zmieniaja ogolnie korzystnego
wrazenia odnosnie formy edytorskiej ocenianej rozprawy.

Podsumowanie i wnioski koncowe

Reasumujac, w swojej rozprawie doktorskiej Pani mgr Natalia Ochocka-Lewicka podjeta bardzo
istotny i aktualny temat badawczy we wspotczesnej onkologii doswiadczalnej. Znaczna czesé
wynikow uzyskanych za pomoca nowoczesnych technik laboratoryjnych i zaawansowanej analizy
danych cechuje nowatorstwo i niewatpliwie stanowig one podstawe do dalszego ukierunkowania
badan nad znaczeniem réznych typéw komorek mieloidalnych mikrosrodowiska glejakow
ztosliwych w patobiologii tego nowotworu i/lub opracowania nowych molekularnie celowanych
metod terapeutycznych.
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Stwierdzam, ze recenzowana rozprawa doktorska mgr Natalii Ochockiej-Lewickiej pod tytutem:
,Deciphering the diversity of glioma-infiltrating myeloid cells with single-cell RNA and protein
sequencing” spetnia warunki okreslone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o
szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. z 2018 r. poz. 1668).

W zwigzku z powyzszym sktadam wniosek do Wysokiej Rady Naukowej Instytutu Biologii
Doswiadczalnej im. Marcelego Nenckiego Polskiej Akademii Nauk w Warszawie o dopuszczenie
mgr Natalii Ochockiej-Lewickiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego i publicznej
obrony. Jednoczesnie, ze wzgledu na istotne znaczenie tematu badawczego, bardzo wysoki
poziom merytoryczny prezentowanych wynikéw, a w szczegélnosci znaczng nowoczesnosé
stosowanych technik laboratoryjnych, wnioskuje o wyréznienie w/w rozprawy doktorskiej.

Warszawa, dnia 20 grudnia 2021 roku.
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