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Ocena ogolna i zakres pracy

Praca doktoranta, mgr inz. Pawla Segita wyroznia sie szczegdtlowym podejsciem do analizy danych scRNA-seq w
badaniach nad glejakami, z naciskiem na opracowanie i optymalizacje metodyki bio-informatycznej. W
przeciwienstwie do tradycyjnych analiz przed-klinicznych, autor skupit sie na technologicznym i analitycznym
aspekcie badania, co stanowi duze wyzwanie ze wzgledu na ogromna zlozonos¢ oraz wielowymiarowosé

generowanych danych.

Wyzwania analityczne i osiagniecia

Realizacja projektu wymagata opanowania zaawansowanych narzedzi analitycznych oraz precyzyjnego dostrojenia
parametréw, co jest niebagatelnym wyzwaniem przy analizie duzych zbiorow danych scRNA-seq. Doktorant wykazat
sie nie tylko umiejetnoscia obstugi nowoczesnych narzedzi bio-informatycznych, ale takze zdolnoscia krytycznej oceny
zastosowanych metod, co przejawia si¢ w szczegolowej analizie wplywu réznych parametréw na ostateczng

segmentacje komorek.

Wartos¢ naukowa pracy
Rozprawa wnosi istotny wkiad do badann nad heterogenicznoscia komodrek uktadu odpornosciowego w

mikrosrodowisku glejakéw. Opracowanie zoptymalizowanej metodyki analizy i wizualizacji danych scRNA-seq
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stanowi nowatorskie podejscie, umozliwiajace precyzyjne rozrdéznienie profili transkryptomicznych subpopulacji
komérek mieloidalnych w mikrosrodowisku ludzkich guzéw glejakéw wielopostaciowych. Dzigki zastosowaniu
nowoczesnych technologii oraz kompleksowej analizie danych zaréwno z modeli doswiadczalnych, jak i prébek
ludzkich, praca ta otwiera nowe perspektywy w badaniach nad patogeneza glejakoéw oraz potencjalnymi celami
terapeutycznymi.

Rozprawa zostata oparta na solidnych podstawach teoretycznych oraz aktualnej literaturze, co umozliwia logiczne i
systematyczne przedstawienie zagadnienia. Doktorant wykazal sie¢ umiejetnoscia adaptacji zaawansowanych metod
analitycznych do specyficznych probleméw badawczych, takich jak analiza danych scRNA-seq z komdrek
mieloidalnych. Szczegdlnie cenne jest poréwnanie profili transkryptomicznych komdrek uktadu odpornosciowego w
moézgach myszy (zardéwno w stanie naiwnym, jak i po operacji pozorowanej) oraz w probkach z ludzkich guzdéw, co
znaczaco przyczynia sie¢ do lepszego zrozumienia réznic pomiedzy modelami eksperymentalnymi a stanem

klinicznym.

Uwagi metodologiczne i krytyczne

Praca wyrdznia sie starannym doborem parametréw analizy, co gwarantuje optymalne wyniki wizualizacji i
interpretacji danych. Niemniej jednak, cel pracy mégtby by¢ sformutowany w sposdb jeszcze bardziej precyzyjny, aby
wyrazniej ukaza¢ naukowy oraz potencjalny kliniczny sens badan. W niektérych partiach rozprawy przydataby sie
glebsza dyskusja nad ograniczeniami zastosowanych metod oraz mozliwoscia ich dalszej optymalizacji. Mimo to,
przeprowadzone analizy oraz poréwnania miedzy réznymi modelami badawczymi $wiadcza o wysokiej jakosci
podejsciu bio-informatycznym autora. Szczegoétowa analiza metodologii obejmuje nastepujace zagadnienia:

J Przetwarzanie danych:

Praca obejmuje kompleksowy , pipeline”, rozpoczynajacy sie od konwersji plikéw BCL do formatu FASTQ, poprzez
mapowanie odczytéw do transkryptomu referencyjnego, az po stworzenie macierzy zliczen. Autor szczegdtowo
opisuje etapy kontroli jakosci, normalizacji oraz integracji danych z réznych eksperymentéw, co stanowi fundament
dla wiarygodnej analizy dalszych etapéw badania.

. Redukcja wymiaréw i grupowanie komorek:

Kluczowym elementem pracy jest optymalizacja parametréw redukcji wymiarow (np. PCA, t-SNE czy UMAP) oraz
precyzyjny dobor algorytmdéw grupowania. Autor dokladnie analizuje wplyw zmiany parametréow (takich jak
rozdzielczo$¢ klastrowania) na ostateczny dobor grup komoérkowych. Wykazana zostata umiejetnos¢ identyfikacji
subtelnych roznic transkryptomicznych, co pozwala na wyodrebnienie biologicznie uzasadnionych subpopulacji
komoérek mieloidalnych.

. Analiza wariagji i interpretacja wynikow:

Praca podejmuje trudny problem interpretacji zmiennosci ekspresji genéw miedzy réznymi grupami komoérek. Autor

przeprowadza doglebna analize réznicowej ekspresji, uwzgledniajac zar6wno czynniki techniczne, jak i biologiczne,
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co umozliwia lepsze zrozumienie heterogenicznosci mikrosrodowiska glejaka. Wyniki dotyczace doboru modelu
klastrowania oraz analizy wariacji stanowig cenny wklad do dziedziny bio-informatyki, pokazujac, jak drobne

modyfikacje parametréw analitycznych moga wptywad na interpretacje danych.

Rekomendacje i potencjalny rozwoj projektu

Wdrozenie interaktywnej aplikacji do eksploracji danych znaczaco zwigkszyloby potencjat wykorzystania uzyskanych
wynikéw, co znajduje potwierdzenie w najnowszych publikacjach w Nature i Cell. Praca opublikowana ostatnio w
Nature (PMID: 40011771) wskazuje, ze nawet subtelne rdéznice w programach transkryptomicznych komorek
mieloidalnych maja kluczowe znaczenie dla funkcjonowania mikrosrodowiska glejaka, podkreslajac tym samym
wartos¢ doktadnej analizy na poziomie pojedynczych komorek. Z kolei niedawna publikacja w Immunity (PMID:
37451265) ukazuje, jak ztozone interakcje komérkowe w specyficznych, niedotlenionych niszach guza wpltywaja na re-
programowanie komorek odpornosciowych, co jeszcze bardziej uwypukla potrzebe zastosowania zaawansowanych
narzedzi analitycznych. Interaktywna aplikacja umozliwitaby dynamiczne wizualizowanie heterogenicznych
klastréw, modyfikacje parametréw analizy w czasie rzeczywistym oraz szybkie testowanie hipotez dotyczacych
mechanizméw immunosupresji. Taka platforma stataby sie nieocenionym narzedziem, ktére wspieraloby dalsze
badania translacyjne, pozwalajac naukowcom na glebsze zrozumienie ztozonosci patologii glejaka oraz przyczyniajac

sie do szybszego wdrazania innowacyjnych strategii terapeutycznych.

Jezyk i forma
Praca charakteryzuje si¢ klarownym stylem oraz logiczna struktura, co utatwia odbiér przedstawionych zagadnien.
Opisy metodologii i wynikow sa szczegétowe, a stosowane narzedzia analityczne zostaly przedstawione w sposéb

przystepny, co $wiadczy o wysokim poziomie kompetengji autora w dziedzinie bio-informatyki.

Podsumowanie

Rozprawa doktorska mgr inz. Pawla Segita to wyrdzniajacy sie przyktad potaczenia zaawansowanej bio-informatyki
znowoczesnymi metodami analizy danych scRNA-seq. Autor z duza precyzja i umiejetnoscia optymalizuje kazdy etap
przetwarzania danych, skupiajac sie na krytycznych aspektach, takich jak redukcja wymiaréw, grupowanie komorek
i analiza wariacji transkryptomicznych. Pomimo ogromnych wyzwan analitycznych, praca prezentuje solidne wyniki,
ktére moga stanowic podstawe do dalszych badan. Wdrozenie interaktywnej aplikacji do eksploracji danych znaczaco
zwigkszyloby potencjal wykorzystania uzyskanych wynikéw, co dodatkowo podkresla wartos¢ naukowa projektu.
Reasumujac, stwierdzam ze recenzowana rozprawa doktorska mgr inz. Pawla Segita pt. ”Analiza profili
transkryptomicznych pojedynczych komérek mieloidalnych w mikrosrodowisku glejakow” spetnia warunki

okreslone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2023 r. poz. 742
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z pozn. zm.). W zwiazku z powyzszym, wnioskuje do Rady Naukowej Instytutu Biologii Doswiadczalnej o

dopuszczenie mgr. inz. Pawla Segita do dalszych etapéw postepowania w sprawie nadania stopnia doktora.

Whioski koncowe

Ponadto uwazam, ze calo$¢ analizy badan eksperymentalnych przeprowadzonych przez doktoranta stanowi
pionierskie osiaggniecie na skale krajowa. Zastosowanie zaawansowanych technik scRNA-seq do detalicznego opisu
mikro$rodowiska nowotworowego glejaka nie tylko wpisuje si¢ w swiatowe trendy w badaniach nad nowotworami,
ale rowniez wyroznia sie na tle innych prac w tym obszarze. Aplikacyjnos¢ wynikéw tych badan moze znaczaco
wptynaé na rozwdj nowych technologii badawczych oraz metod diagnostycznych i terapeutycznych, umozliwiajac
bardziej precyzyjne podejScie do leczenia nowotwordw mozgu. W mojej opinii, przedstawiona praca zastuguje na
wyrdznienie ze wzgledu na jej innowacyjnos¢, glebie analizy oraz potencjalny wplyw na rozwdj nowoczesnej

onkologii.

Jakub Godlewski, Ph.D.
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Polski Osrodek

Rozwoju

Technologll Recenzja pracy doktorskiej mgr. inz. Pawta Segita pt. ,Analiza
profili transkryptomicznych pojedynczych komoérek

mieloidalnych w mikrosrodowisku glejakow”, zrealizowanej
w Pracowni Neurobiologii Molekularnej Instytutu Biologii
Doswiadczalnej im. M. Nenckiego Polskiej Akademii Nauk pod
kierunkiem Prof. dr hab. Bozeny Kaminskiej-Kaczmarek i dr.
hab. Jakuba Mieczkowskiego

Recenzowana rozprawa doktorska liczy 96 stron i sklada sie
z: wstepu (18 stron), poprzedzonego spisem tresci, wykazem skrotow
oraz streszczeniami w jezyku polskim i angielskim; nastepnie celu pracy
(1 strona); materiatéw i metod (11 stron); wynikéw (34 strony);
dyskusji (11 stron); podsumowania i wnioskow (1 strona);
pismiennictwa (7 stron) oraz wykazu publikacji (1 strona).

Wstep stanowi przystepne i jednoczesnie bardzo wartosciowe
merytorycznie wprowadzenie do tematyki analiz pojedynczych komérek
za pomocg sekwencjonowania RNA i cytometrii przeptywowej. Autor
w sposéb zwiezty i klarowny przedstawit zaréwno metody nisko-
i wysokoprzepustowe, jak i podejscia do wizualizacji danych,
podejmujac sie trudnego zadania opisania zastosowan matematycznych
algorytmoéw w analizach probek biologicznych. Kolejne podrozdziaty
wstepu w sposOb wyczerpujacy omawiajg tematyke glejakdéw i ich
mikrosrodowiska, uwzgledniajac aktualna klasyfikacje oraz dane
transkryptomiczne, co stanowi solidne uzasadnienie dla zaplanowanych
badan. Duzym atutem jest szczegdtowa charakterystyka populacji
komorek uktadu odpornosciowego obecnych w mikrosrodowisku
glejakow, ze szczegdlnym uwzglednieniem komérek mieloidalnych oraz
ich profilu transkryptomicznego i proteomicznego. Taki sposdb ujecia
problematyki pozwala czytelnikowi dobrze zrozumieé znaczenie
analizowanych danych oraz ich wptyw na dalsze wyniki pracy. Zabrakto
mi tylko omoédwienia technik transkryptomiki przestrzennej, ktoéra
zyskuje coraz wieksze znaczenie w badaniach tkanek i ich organizacji
przestrzennej, siegajac juz poziomu pojedynczych komorek.

Cel gtéwny pracy zostat jasno sformutowany i dotyczyt optymalizacji
analizy oraz wizualizacji danych pochodzacych z sekwencjonowania RNA

z pojedynczych komérek mieloidalnych, wyizolowanych
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z mikrosrodowiska glejakbw w modelu mysim oraz z materiatu
klinicznego pozyskanego od pacjentéw z glejakiem wielopostaciowym.
W ramach czterech celdw szczegotowych autor pracy skoncentrowat sig
oddzielnie na materiale mysim i ludzkim, dazac do oceny wptywu
réznych parametréow analitycznych na wyniki oraz ich wizualng
interpretacje. Jeden z celow obejmowal rowniez analize wptywu operacji
neurochirurgicznej na profil transkryptomiczny moézgowych komoérek
mieloidalnych oraz ocene zasadnosci stosowania nieoperowanych
myszy jako grupy kontrolnej dla myszy z implantowanymi komérkami
glejaka.

W rozdziale Materiatly i metody Doktorant szczeg6towo przedstawit
kluczowe etapy analizy danych transkryptomicznych, co znaczaco
utatwito zrozumienie wynikéw zaprezentowanych w dalszej czesci pracy.
Opis ten $wiadczy o bardzo dobrej znajomosci stosowanych narzedzi
bioinformatycznych i doskonatym przygotowaniu merytorycznym
autora. Rozdziat moze réwniez petni¢ funkcje praktycznego przewodnika
dla innych badaczy rozpoczynajacych prace z analiza danych typu
single-cell RNA-seq.

Wyniki zostaty przedstawione w sposéb systematyczny i przejrzysty.
W treéé rozdziatu wkomponowano liczne wykresy, mapy cieplne, tabele
i grafy, ktére ilustrujg kolejne etapy przeprowadzonych analiz.
Zaprezentowane dane dokumentuja krok po kroku proces przetwarzania
wynikéw  sekwencjonowania RNA z pojedynczych  komorek
pochodzacych z réznych prébek. Dzieki zawartym wizualizacjom
czytelnik moze tatwo przesledzi¢ wptyw poszczegdlnych parametréw
analizy na identyfikacje klastrow oraz koncowa charakterystyke
populacji komérek mieloidalnych mézgu. Autor pracy wykazat m.in., ze
sam zabieg neurochirurgiczny nie wptywa istotnie na ekspresje genow
w tej populacji komérek, co uzasadnia zastosowanie nieoperowanych
myszy jako grupy kontrolnej wobec myszy z wszczepionymi komdrkami
nowotworowymi. W przypadku ludzkich tkanek glejaka, autor
wyodrebnit 15 klastrow komdrek, obejmujacych mikroglej i makrofagi
o zrdéznicowanych profilach transkryptomicznych, co umozliwito
przypisanie im potencjalnych funkcji petnionych w mikrosrodowisku
guza. Nalezy podkresli¢, ze doktorant poswiecit nalezyta uwage
elementom kontroli jakos$ci analizy, takim jak jako$¢é prébek, parametry
sekwencjonowania czy udziat poszczegdlnych probek w catkowitej puli
analizowanych komoérek, co sprzyja ograniczeniu liczby artefaktéw
w wynikach. Z edukacyjnego punktu widzenia pewien niedosyt budzi
brak omoéwienia wplywu wybranych parametréw analitycznych,
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zastosowanych w niektérych funkcjach przy przetwarzaniu danych
mysich i ludzkich, np. funkcje FindNeighbors i FindAllMarkers, ktore
miaty rozne wartosci zaleznie od zrodta tkanek. Jaki wptyw na wyniki
analizy majq te parametry i dlaczego zdecydowano sie na ich
zroznicowanie pomiedzy tkankami mysimi i ludzkimi? Uzupetnienie tych
informacji pozwolitoby lepiej zrozumie¢ proces decyzyjny w zakresie
doboru ustawien analitycznych.

W Dyskusji Doktorant podsumowat uzyskane wyniki zaréwno od
strony metodologicznej, jaki i pod wzgledem interpretacji biologicznej.
Poprawnie zwrdécono uwage na ograniczenia metodologiczne analizy
transkryptomicznej pojedynczych komoérek, co pokazuje dojrzatosc
naukowag autora pracy. Zabrakto mi jednak odniesienia sie do sposobu
prowadzenia analiz i detekcji klastrow przez innych badaczy, ktérych
artykuty byty cytowane w pracy.

Rozprawe konczy pie¢ wnioskdw, ktore odnoszg sie do wczesniej
sformutowanych celéw pracy. Cho¢ sg one trafne, mogtyby zostac
przedstawione w sposGb bardziej szczegdétowy, uwzgledniajacy
kluczowe przestania oraz znaczenie przeprowadzonych badan dla
rozwoju nauki.

Ostatni rozdziat - PiSmiennictwo - obejmuje 79 pozycji
literaturowych, stanowiacych wartosciowy i dobrze dobrany zbidr
publikacji z zakresu tematyki rozprawy. Zgromadzone pozycje
pozwalajg na zapoznanie sie z aktualnym stanem wiedzy w wybranej
dziedzinie oraz umozliwiajg poréwnanie wynikéw uzyskanych przez
Doktoranta z dotychczasowymi osiggnieciami w omawianym obszarze
badawczym.

W mojej opinii praca doktorska mgr inz. Pawta Segita Swiadczy
o bardzo dobrej ogdlnej wiedzy teoretycznej Doktoranta w dyscyplinie
nauk  biologicznych. Doktorant  wykazat sie umiejetnosciag
samodzielnego prowadzenia pracy naukowej a sama rozprawa stanowi
oryginalne osiggniecie naukowe, prezentujgce sposob analizy danych
transkryptomicznych komorek mikrosrodowiska glejaka
wielopostaciowego i dostarczajgce nowa wiedze na temat
zaangazowania komorek mieloidalnych w procesy rozrostowe tego
najbardziej agresywnego typu guzéw mobzgu. Oprécz duzej wartosci
naukowej pracy, rozprawa od strony metodologicznej jest doskonatym
wprowadzeniem do analiz single-cell RNA-seq dla innych naukowcoéw,
planujacych badania w tym obszarze.
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Ponizsze pytania i uwagi maja charakter redakcyjny i stymulujacy
dyskusje, i nie wptywaja na ocene korncowa pracy:

1. Str. 14. Autor stwierdza, ze ,otrzymany materiat jest amplifikowany
przy uzyciu metody amplifikacji w czasie rzeczywistym - PCR (ang.
polymerase chain reaction), aby po zakonczeniu procesu uzyskac ilos¢
materiatu odpowiednig do wykonania sekwencjonowania NGS.” Czy na
pewno chodzi o PCR w czasie rzeczywistym, czy raczej o klasyczng
reakcje PCR?

2. Str. 22. Autor stwierdza, ze ,zidentyfikowano ,sygnature genowa”
(ang. stemness signature), czyli zestaw gendw o wysokiej
i specyficznej ekspresji, ktora byta najsilniejsza w komérkach podtypu
proneuralnego i klasycznego GBM, a stabiej reprezentowana
w podtypie mezenchymalnym”. Tlumaczenie ,stemness signature”
nalezatoby uscisli¢ — sygnatura genowa komdrek macierzystych.

3. Str. 25. Autor sugeruje, ze naciek komoérek do mézgu odbywa sie
poprzez bariere krew-mozg, ktéra moze ulec rozszczelnieniu w stanie
patologicznym, np. w wyniku proceséw zapalnych. Warto uscisli¢ te
informacje, ze infiltracja komdrek ukfadu odpornosciowego moze
zachodzi¢ réwniez przez uktad limfatyczny mézgu.

4. W pracy przedstawiono opisy metod do wizualizacji danych za pomocg
PCA, UMAP i t-SNE. Komorki z mikrosrodowiska mysich glejakéw
wizualizowano poprzez PCA/t-SNE/UMAP, ludzkie tkanki za pomocg
PCA/UMAP. Jakie sa zalety i ograniczenia t-SNE i UMAP? Z czego
wynikajq roznice w wygladzie danych i innym rozktadzie populacji na
Ryc. 6.11 (myszy kontrolne) i Ryc.12a (myszy naiwne)?

5. Ryc. 6.17 (prawy panel) ma prezentowac dane dla komoérek
z wszystkich 5 guzéw z kolorystycznym oznaczeniem informaciji,
z ktérego guza pochodzity analizowane komorki. Autor stwierdza, ze
.otrzymane wyniki wskazywaly, Zze wiekszos¢ klastrow zawiera
komorki pochodzace w zdecydowanej wiekszosci z jednej probki”. Na
przestawionej rycinie widaé réznorodnos$¢ klastréw bez wyraznej
dominacji jeden z probek, co z kolei jest do zauwazenia przy
podobnym ,efekcie prébki” na Ryc. 6.18 (prawy panel). Czy Rycina
6.17 (prawy panel) jest prawidtowa?

6. Czy na podstawie uzyskanych danych mozna przypisa¢ badanym
ludzkim glejakom okreslony typ wg nowej klasyfikacji, opisanej
w pracy (Park et al., 2023)? Czy rbéznice pod wzgledem ptci
obserwowane u myszy miaty potwierdzenie w prébkach ludzkich?
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7. W dyskusji zabrakio odniesienr do danych przedstawionych w pracach
Sankowski et al. 2019, Klemm et al., 2020 i Antunes et al. (2021). Czy
mozna wyrozni¢ populacje CD49d* i CD49d” w uzyskanych przez
autora danych? Czy podziat na komorki CD11b*CD45'"w
i CD11b*CD45"9" zaproponowany w pracy Gabrusiewicz et al. 2011
i pozwalajacy na rozréznienie komoérek mieloidalnych rezydentnych
i naciekajacych znalazt potwierdzenie w pracy autora? Czy ekspresja
genow dla CD49d i CD45 koreluje z poziomem biatka i mozna
identyfikowa¢ wymienione wczesniej populacje na poziomie mRNA?

8. W przypadku analiz ludzkich glejakéw nie zatozono gornego limitu
liczby genéw a w mysich glejakach prég ten wynosit 3000 w celu
odfiltrowania potencjalnych multipletéw. Czy brak gérnego progu
w analizie ludzkich prébek moze wptynaé na wyniki analizy?

9. W analizach ludzkich glejakéw autor wykazat obecnos¢ 15 klastrow
w oparciu o ekspresje genow. Jaki byt udziat procentowy komoérek
z poszczegdlnych klastréw? Podobnie, jaki byt udziat komérek w fazach
G1 i S/G2 w analizowanych probkach, skoro faza cyklu komérkowego
ma znaczenie przy analizie?

10. Czy procedura integracji (standardowej) danych w celu eliminacji
~efektu probki” tylko ulepsza analize i powinna by¢ stosowana jako
procedura standardowa we wszystkich tego typu analizach?

11. Str. 69. Autor stwierdza: ,W przypadku grupowania komoérek
w zbiorach scRNA-seq priorytetem jest wiasciwa interpretacja
biologiczna uzyskanych populacji. Grupowanie, jako metoda
nienadzorowana, podczas przypisywania komoérek do klastrow nie
uwzglednia zewnetrznych informacji (np. o znanych markerach
komorek okreslonego  typu) analizujagc  jedynie profile
transkryptomiczne pojedynczych komoérek. Majac to na uwadze,
zastosowano iteracyjne podejscie do oceny wynikéw grupowania
i weryfikacji uzyskanych klastréow, opierajacej sie na wiedzy
biologicznej.” Czy widzi Pan tu jakis potencjal do uzycia sztucznej
inteligencji jako pomoc w weryfikacji klastrow o znaczeniu
biologicznym? Jak bardzo prawdopodobne jest to, ze przy innej, moze
lepszej, metodzie analizy danych bedziemy w stanie jednak wydzieli¢
nowe klastry w jednorodnej grupie komoérek i interpretowaé dane
inaczej?

Podsumowujac stwierdzam, ze przedstawiona mi do recenzji
rozprawa doktorska spetnia warunki okreslone w art.187 Ustawy z dnia
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20 lipca 2018 r. - Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. z 2023
r. poz.742 z p6ézn. zm.). W zwiazku z powyzszym, wnioskuje do Rady
Naukowej Instytutu Biologii Doswiadczalnej o dopuszczenie mgr. inZz.
Pawta Segita do dalszych etapéw postepowania w sprawie nadania
stopnia doktora.

0,.2'00»\ M

Dr hab. Grzegorz Chodaczek
Grupa Badawcza Immunoterapii

Sie¢ Badawcza tukasiewicz - PORT
Polski Osrodek Rozwoju Technologii
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Wydziat Matematyki, Informatyki i Mechaniki
Instytut Informatyki
dr hab. Norbert Dojer, prof. UW

Warszawa, 25.04.2025.

Recenzja rozprawy doktorskiej mgr inz. Pawfa Segita
zatytutowanej

Analiza profili transkryptomicznych pojedynczych
komorek mieloidalnych w mikrosrodowisku glejakdw

Rozprawa poswiecona jest analizie profiléw transkryptomicznych w subpopula-
cjach komoérek w mikrosrodowiskach glejakdw. Przedmiotem badan sg dane z se-
kwencjonowania RNA pojedynczych komérek w doswiadczalnych glejakach mysich
oraz w ludzkich guzach glejaka wielopostaciowego. W rozprawie postawiono cztery
szczegoOtowe cele badawcze, sposrod ktérych dwa dotyczg przeprowadzenia analiz
tych danych, za$ dwa pozostate optymalizacji procesu analizy i wizualizacji.

Formalna strona rozprawy

Strukture rozprawy mozna uznac za standardowg. Skfada sie ona ze streszczen
w jezykach polskim i angielskim, listy skrotéw, szesciu podstawowych rozdziatow
oraz bibliografii i listy publikacji Autora rozprawy. Rozdziat wstepny stanowi wpro-
wadzenie w tematyke pracy i przybliza technologie badania transkryptomoéw po-
jedynczych komorek oraz zagadnienia zwigzane z mikrosrodowiskiem glejakow, w
tym najistotniejsze wyniki uzyskane wysokoprzepustowymi metodami badan poje-
dynczych komorek. Na tym tle w nastepnym rozdziale zostaty przedstawione wspo-
mniane wczesniej cele rozprawy. Kolejny rozdziat (Metody) poswiecony jest proce-
durze analizy danych z sekwencjonowania transkryptoméw pojedynczych komo-
rek. Przedstawione sg kolejne etapy analizy, ich rola i zastosowane metody, a takze
wyjasnione jest znaczenie poszczegblnych parametrow. Nastepny rozdziat (Wyniki)
przedstawia dane eksperymentalne i przeprowadzone analizy. Podrozdziat 6.1 po-
Swiecony jest mysiemu glejakowi GL261, za$ podrozdziat 6.2 ludzkiemu glejakowi
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wielopostaciowemu. Dyskusja przedstawionych wynikéw zawarta jest w kolejnym
rozdziale. Ostatni rozdziat zawiera podsumowanie i wnioski, ujete w pieciu pod-
punktach. Spis literatury zawiera 79 pozycji, w tym trzy wspotautorstwa Dokto-
ranta. Okoto 80% przytoczonych publikacji pochodzi z ostatnich 10 lat, co potwier-
dza osadzenie pracy w nurcie wspoétczesnych badan naukowych. Rozprawa jest na-
pisana w sposéb bardzo przejrzysty, jest tez dobrze zredagowana i nie zawiera
istotnych btedéw jezykowych.

Giéwne wyniki rozprawy i wkiad doktoranta

Rozprawa koncentruje sie na bioinformatycznej analizie danych eksperymental-
nych, ktéra obejmuje nastepujace kroki:

1. wstepne przetwarzanie danych z sekwencjonowania: konwersja formatow,
mapowanie i zliczanie odczytéw,

2. przeksztatcanie macierzy ekspres;ji: kontrola jakosci i filtrowanie, normaliza-
cja i integracja danych z wielu prébek, redukcja wymiaru,

3. wiasciwa analiza ekspresji: grupowanie profildéw ekspres;ji, identyfikacja ge-
néw o ekspresji réznicujacej grupy, scharakteryzowanie grup.

Pierwszy z powyzszych krokdw zostat wykonany za pomoca narzedzia Cell Ran-
ger opracowanego przez firme 10x Genomics (producenta technologii sekwencjo-
nowania pojedynczych komorek), do kolejnych krokéw zastosowano Srodowisko
Seurat v3. O ile ogdlny schemat procedury analizy danych jest w zasadzie standar-
dowy, jakos¢ koncowego wyniku istotnie zalezy od wyboru parametréw dla kolej-
nych krokéw analizy. Nalezg do nich:

* progi odfiltrowania znacznikéw pochodzacych od kropli nie zawierajgcych
komaérek, zawierajgcych multiplety bagdZ komorki obumierajace,

* metoda integracji danych z poszczego6lnych préobek,

* poziom redukcji wymiaru,

* rozdzielczos$¢ grupowania,

* parametry wyznaczania genéw markerowych dla grup.
Dla wiekszosSci parametrow wiasciwy wyb6r wymaga umiejetnego potagczenia bio-
logicznej wiedzy eksperckiej ze zrozumieniem procedury analizy danych. W takich
przypadkach istotna jest odpowiednia wizualizacja rezultatéw poszczegdlnych eta-

péw analizy i umiejetnos¢ zaaplikowania wnioskéw z oceny eksperckiej do kolej-
nych krokéw procedury.
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Majac powyzsze na wzgledzie, uwazam, ze opisany w rozprawie proces optyma-
lizacji procedury analizy danych z sekwencjonowania transkryptomu z pojedyn-
czych komorek stanowi oryginalne rozwigzanie problemu naukowego i dokumen-
tuje umiejetno$¢ samodzielnego prowadzenia pracy naukowej przez Doktoranta. Z
kolei zawartos$¢ rozdziatdow Wstep i Metody prezentuje ogdlng wiedze teoretyczng
w dyscyplinie nauki biologiczne, w szczeg6lnosci w obszarze badan nad glejakami
oraz technik badania transkryptomoéw pojedynczych komorek.

Uwagi krytyczne

1. Proces doboru parametréw zostat w rozprawie opisany rzetelnie, ale w nie-
ktorych przypadkach podjete decyzje wydajg sie niedostatecznie poparte kon-
kretnymi argumentami. Dotyczy to w szczegdlnosci kryteriow wyboru roz-
dzielczosci grupowania. W rozdziale 6.1.3 pada ogolnikowe stwierdzenie, ze
wybrano rozdzielczo$¢ 0.3 zapewniajacg zgodnosc charakterystyki klastréw z
wiedzg biologiczna. Z kolei w rozdziale 6.1.4 stwierdzono ,wysokg stabilnos¢
przypisania komérek do klastrow”, po czym wybrano rozdzielczos¢ 0.6 bez
dodatkowego uzasadnienia, podobnie w rozdziale 6.2.3 wybrano rozdziel-
czos$¢ 0.4. Sprawia to wrazenie duzej arbitralnosci, zwtaszcza w kontekscie
postawionych w pracy szczeg6towych celéw badan - ,,opracowanie zoptyma-
lizowanej metodyki analizy (...)", ,ocena wptywu wartosci parametréw (...)
dla uzyskania optymalnych wynikéw (...)". Oczekiwatbym tu co najmniej po-
dania uzasadnienia dla wybranych rozdzielczosci oraz sformutowania kryte-
riow, ktére pozwalajg uznac przypisanie komérek do klastrow za stabilne (by¢
moze dla okre$lonego zakresu rozdzielczosci).

2. W rozdziale 6.1.3 nie opisano, do jakich typéw komérek zostaty przypisane
poszczegblne klastry, co nie pozwala zweryfikowac¢ konczacego ten rozdziat
stwierdzenia, ze ,analizowane dane w wiekszosci przypadkdw sg spdjne po-
miedzy biologicznymi powtdrzeniami, w szczeg6lnosci w obrebie populacji
mikrogleju, makrofagéw i BAM, ktére zostaty wybrane do szczeg6towej ana-
lizy"”.

3. W kilku miejscach rozprawy podkresla sie znaczenie poréwnania w przepro-
wadzonych badaniach danych scRNA-seq pochodzgcych od mysich samic i
samcow. Tymczasem obserwacje zwigzane z tym poréwnaniem ograniczaja
sie do bardzo ogdlnikowych stwierdzen typu ,,wystepuje dysproporcja w licz-
bie komérek pochodzacych od samic/samcéw w czesci klastréw zdominowa-
nych przez komorki z prébek z grupy z nowotworem”, nie popartych konkret-
nymi danymi.
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4. Rozdziat Dyskusja w wyczerpujacy sposob odnosi sie celéw pracy dotycza-
cych przeprowadzenia analiz danych, natomiast cele zwigzane z optymali-
zacjg procesu analizy potraktowane sg dos¢ pobieznie. Brakuje mi tu préby
syntezy doswiadczen ptyngcych z wykonanej pracy, np. w postaci odpowiedzi
na nastepujace pytania:

* Jaki jest zakres rozsadnych wartosci dla poszczegdlnych parametréw?
*+ Ktére parametry majg kluczowe znaczenie dla jakosci wynikow?

* Czy wybrane wartosci parametréw odbiegaty od rekomendowanych przez
tworcow pakietu Seurat? Jesli tak, z czego to wynikato?

Konkluzja

Podsumowujac, pomimo wymienionych powyzej uwag, stwierdzam, ze mgr inz.
Pawet Segit wykazat sie wiedzg i umiejetnosciami uprawniajgcymi do ubiegania
sie o stopien doktora nauk w dyscyplinie nauki biologiczne. Przedstawiona roz-
prawa doktorska spetnia warunki okreslone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018
r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. z 2023 r. poz. 742 z pézn. zm.). W
zwigzku z powyzszym, wnioskuje do Rady Naukowej Instytutu Biologii Doswiad-
czalnej o dopuszczenie mgr inz. Pawta Segita do dalszych etapdéw postepowania w
sprawie nadania stopnia doktora.

Norbert Dojer
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