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Ocena ogélnai zakres pracy

Rozprawa mgr. inz. Karola Jacka koncentruje sie na analizie mikroSrodowiska
immunologicznego agresywnych glejakéw. W pracy wykorzystano przedkliniczne modele in vivo,
w tym mysie modele glejakéw z mutacjg i bez mutacji w genie IDH1 (IDH1 wild-type, IDH1
mutant). Dogtebna analiza transkryptomicznych i proteomicznych cech komorek
odpornosciowych obecnych w nowotworach mozgu zostata przeprowadzona z uzyciem
zaawansowanych i nowoczesnych technologii, takich jak sekwencjonowanie RNA na poziomie
pojedynczych komorek (scRNA-seq), transkryptomika przestrzenna i cytometria przeptywowa.
Cho¢ doktorant otrzymat wsparcie w przeprowadzaniu eksperymentéw laboratoryjnych,
samodzielnie przeprowadzit szczegdtowg i zaawansowang analize bioinformatyczng. Rozprawa
doktorska, napisana w jezyku angielskim, w sposoOb jasny i przejrzysty przedstawia pytania
badawcze oraz systematycznie opisuje przeprowadzone kompleksowe analizy. Rozprawa jest
oparta na solidnych podstawach teoretycznych i aktualnej literaturze, co pozwala na trafng
interpretacje uzyskanych wynikéw.

W trakcie doktoratu kandydat przyczynit sie do powstania pieciu dodatkowych publikacji w
renomowanych czasopismach miedzynarodowych jako wspoétautor, co podkresla jego szerokg
wiedze oraz zaawansowane umiejetnosci techniczne niezbedne do prowadzenia badan

naukowych na miedzynarodowym poziomie.

1A-B, rue Thomas Edison
L-1445 Strassen T +352 26970-1 N°ident. TVA LU14472612
Luxembourg F +352 26970-719 RC Luxembourg-J34 www.lih.lu



Ocena ogolnej wiedzy teoretyczynej

Doktorant wykazuje doskonatg znajomosc biologii guzow moézgu. We wstepie rozprawy kandydat
w sposob klarowny przedstawit cechy molekularne glejakéw o wysokim stopniu ztosliwosci, ze
szczegoblnym uwzglednieniem ich heterogenicznosci — zaréwno pomiedzy pacjentami, jak i
wewnatrz pojedynczych guzoéw. Praca zyskataby jednak na wartosci, gdyby bardziej
szczegbtowo omowiono podtypy nowotwordw oraz zréznicowanie stopnia agresywnosSci
glejakow z mutacjg IDH, co mogtoby korzystnie wptyng¢ na interpretacje danych uzyskanych z
zastosowanych mysich modeli.

Dogtebna wiedza z zakresu immunologii glejakow znajduje odzwierciedlenie w precyzyjnym i
eleganckim opisie stanéw fenotypowych réznych typéw komérek odpornosciowych obecnych w
glejakach. Kandydat skutecznie wykorzystat te wiedze w analizie i interpretacji danych
badawczych, prezentujgc wysoki poziom merytoryczny. Co istotne, rozprawa nie ogranicza sie
jedynie do opisu markeréw charakterystycznych dla zidentyfikowanych podgrup komorek, lecz
podejmuje réwniez probe gtebszej interpretacji ich funkcji biologicznych.

Ponadto kandydat wykazat sie bardzo dobrg znajomoscig przedklinicznych modeli guzéw mozgu
in vivo oraz biegtoscig w zakresie profilowania transkryptomicznego i zaawansowanych metod

analitycznych.

Ocena samodzielenego prowadzenia pracy naukowej

Kandydat zaprezentowat szeroki zakres umiejetnosci swiadczacych o wysokim poziomie
samodzielnosci w prowadzeniu badan naukowych. Praca oparta jest na zastosowaniu
réznorodnych technik komorkowych i molekularnych oraz na analizie danych zaréwno
uzyskanych eksperymentalnie w laboratorium, jak i pochodzgcych z wczesniej opublikowanych
zrodet. Na szczegdlne uznanie zastuguje samodzielnie przeprowadzona, dogtebna analiza
bioinformatyczna — od wstepnego przetwarzania danych, przez zaawansowang analize
subpopulacji komoérek, az po szczegotowg charakterystyke ich stanéw fenotypowych, interakcji
miedzykomaorkowych oraz rozktadu przestrzennego w niszach nowotworowych.

Rozprawa mogtaby jednak zyska¢ na bardziej szczegdtowym omdwieniu danych pochodzacych
z analizy CITE-seq, zwlaszcza w kontekscie podobienstw i réznic pomiedzy poziomami mRNA
a ekspresjg biatek btonowych. Gilebsze poréwnanie tych parametréw mogtoby dostarczyé

cennego wgladu w stopien translacji profili transkryptomicznych na poziom proteomiczny.

Ocena oryginalnego rozwigzania problemu naukowego

Praca mgr inz. Karola Jacka dostarcza nowatorskiej analizy uktadu immunologicznego glejakow
w eksperymentalnych modelach mysich. Potwierdza obecnos¢ kluczowych typow komorek
mieloidalnych i limfoidalnych oraz heterogennych stanéw fenotypowych wczesniej

zidentyfikowanych zaréwno w modelach przedklinicznych, jak i w guzach pacjentéw. Co istotne,
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badanie wnosi nowg jakos¢ dzieki pogtebionej analizie zmian standéw komodrkowych i ich
regulatoréw na poziomie transkryptomicznym, oferujgc $wieze spojrzenie na dynamike
fenotypowg komérek odpornosciowych.

Rozprawa wnosi réwniez nowa ocene bezposrednich interakcji miedzy komérkami mieloidalnymi
i limfoidalnymi, wskazujgc na role chemokin z podklas CXCL i CCL jako mediatoréw komunikaciji
miedzy makrofagami immunosupresyjnymi a komorkami T i NK. Szczegdlnie istotne jest
podkreslenie znaczenia klinicznego modeli mysich z mutacjag IDH, ktére — w przeciwienstwie do
szeroko stosowanego modelu GL261 — wykazujg profil uktadu odpornosciowego bardziej
zblizony do obserwowanego w glejakach pacjentéw. Zwrécono uwage na zmniejszong obecnos¢
i potencjalnie nizszg aktywnos¢ limfocytéw T oraz przewage mikrogleju nad monocytami w tych
modelach.

Ze wzgledu na trudnosci w pozyskaniu modeli IDH opartych na komérkach pochodzacych
bezposrednio od pacjentéw, wykorzystanie dobrze scharakteryzowanych modeli
eksperymentalnych stanowi cenng alternatywe dla przedklinicznej oceny skutecznosci terapii
immunologicznych. Dodatkowg wartoscig tej pracy jest zastosowanie modeli IDH dzikiego typu
pochodzacych z tego samego poditoza genetycznego, co zwieksza wiarygodnosé poréwnan i
interpretacji danych.

Perspektywa dalszych badah moze obejmowaé pogtebiong charakterystyke standw
fenotypowych komorek glejaka oraz analize bezposrednich i konkurencyjnych interakcji miedzy
komérkami nowotworowymi, mieloidalnymi i limfoidalnymi. Warto jednak zaznaczy¢, ze w
dyskusji brakuje szerszego oméwienia wynikow w kontekscie dotychczas rozczarowujgcych
wynikéw badan klinicznych ukierunkowanych na modulacje mikrosrodowiska immunologicznego

w glejakach, co mogtoby wzbogacic interpretacje uzyskanych danych.

Podsumowanie

Rozprawa doktorska mgr inz. Karola Jacka stanowi doskonaty przyktad pionierskiego
wykorzystania modeli przedklinicznych oraz zaawansowanych metod analizy danych w celu
pogtebienia wiedzy z zakresu biologii nowotworéw. Innowacyjne techniki molekularne w
pofgczeniu z wysokopoziomowg analizg bioinformatyczng podkreslajg swiatowy poziom badan
prowadzonych w laboratorium. Pomimo pewnych ograniczeh wynikajgcych z zastosowania
modeli mysich, praca przedstawia solidne i przekonujgce wyniki, ktére mogg stanowi¢ istotng
podstawe do dalszych badan translacyjnych z udziatem nowotworéw pacjentéw. Szczegdlnie
istotne jest, ze ocena modeli przedklinicznych odgrywa kluczowag role w ich prawidlowym
wykorzystaniu do analizy funkcji komoérek oraz testowania skuteczno$ci nowych terapii przed ich
wdrozeniem do badan klinicznych.
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Rozprawa zastuguje na wyréznienie nie tylko ze wzgledu na zastosowanie nowoczesnych
modeli biologicznych i zaawansowanych narzedzi analitycznych w odpowiedzi na klinicznie
istotne pytania, lecz takze dzieki wysokiemu poziomowi interpretacji uzyskanych danych.
Podczas gdy wiele wspoiczesnych prac bioinformatycznych koncentruje sie gtéwnie na
identyfikacji nowych stanéw fenotypowych i markeroéw, praca mgr inz. Karola Jacka wykracza
poza takie podejscie, oferujgc spdjng i pogtebiong interpretacje funkcjonalnych cech
zidentyfikowanych komérek odpornosciowych oraz ich roli w ksztattowaniu immunosupresyjnego

ekosystemu w agresywnych glejakach.

Recenzowana rozprawa doktorska mgr. inz. Karola Jacka pt. "Application of single-cell and
spatial transcriptomics to evaluate the effects of the IDH1 R132H mutation on the immune
microenvironment of experimental gliomas ” 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
Doswiadczalnej o dopuszczenie mgr. inz. Karola Jacka do dalszych etapow postepowania

w sprawie nadania stopnia doktora.
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Review of Thesis Application of single-cell and spatial transcriptomics to evaluate the effects of the
IDH1 R132H mutation on the immune microenvironment of experimental gliomas by Karol Jacek

The thesis titled "Application of single-cell and spatial transcriptomics to evaluate the effects of the
IDH1 R132H mutation on the immune microenvironment of experimental gliomas" by Karol Jacek
presents a comprehensive and technically rigorous study of the immune landscape in murine gliomas
using advanced transcriptomic technologies. The core contribution of the Author are series of
bioinformatics analyses using standard molecular data analysis tools. The work explores the
composition and functional states of immune cells within the tumor microenvironment (TME), with a
particular focus on the widely used GL261 glioma model and genetically engineered gliomas bearing
the IDH1 R132H mutation. Using Cellular Indexing of Transcriptomes and Epitopes by Sequencing
(CITE-seq) and 10x Genomics Visium Spatial Transcriptomics, the candidate dissects the
heterogeneity and spatial organization of myeloid and lymphoid immune cells and assesses the
influence of tumor-genetic background on their phenotypes and interactions.

The thesis opens with a well-structured introduction that outlines the pathology of gliomas, the
significance of IDH1/2 mutations, and the immunological characteristics of high-grade gliomas (HGG).
It presents an accessible overview of key immune cell types in the glioma TME, the challenges posed
by immunosuppressive mechanisms, and the implications of T cell exhaustion. The candidate
introduces the tools of single-cell and spatial transcriptomics with a particular emphasis on
preprocessing, normalization, dimensionality reduction, clustering, and downstream analysis
strategies. The aims of the thesis are clearly stated: first, to define immune cell diversity and spatial
architecture in the GL261 model; second, to characterize the changes induced by IDH1 R132H in the
immune TME using both single-cell and spatial transcriptomic approaches.

The materials and methods chapter details the experimental pipeline, including tumor implantation
in mice, FACS sorting for CITE-seq, and tissue preparation for Visium analysis. The computational
steps are also described, including data filtering, normalization, scaling, dimensionality reduction
(PCA and UMAP), clustering (Leiden algorithm), and downstream analyses such as gene set
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enrichment, pseudotime ordering, transcription factor activity inference (via DoRothEA and VIPER),
and ligand-receptor interaction prediction.

The results chapter demonstrates the successful reconstruction of an immune cell atlas of GL261
gliomas. The candidate identifies key immune cell populations including dendritic cells, T cells, NK
cells, and notably refines the classification of macrophages into four spatially and transcriptionally
distinct subtypes. These macrophage clusters show variation in metabolic signatures and spatial
localization, challenging earlier over-clustering approaches and offering improved biological
interpretability. In the lymphoid compartment, a detailed analysis of CD8+ T cells uncovers three
principal subpopulations: two effector (Teff1, Teff2) and one exhausted (Tex), the latter enriched in
immune checkpoint expression. NK cells show an immunosuppressive, glioma-associated phenotype
with decreased cytotoxicity.

In the IDH1-mutant model, the author shows that the oncometabolite 2-hydroxyglutarate (2-HG)
dampens T cell oxidative phosphorylation and proliferation, disrupts antigen presentation by
macrophages, and reshapes ligand-receptor interactions in a direction favoring immune suppression.
These effects are confirmed across multiple orthogonal platforms and correlated with human glioma
data. In particular, the IDH1 mutation appears to modulate both myeloid and lymphoid
compartments in a manner consistent with prior literature, yet the spatial resolution and subtype-
level resolution provided here constitute a substantial advance.

The contributions of the thesis include a comprehensive immune atlas for the GL261 glioma model, a
refined macrophage classification that corrects for clustering artifacts seen in prior work, and novel T
cell states with defined functional signatures. The thesis further delineates the immunological
consequences of the IDH1 R132H mutation at single-cell and spatial levels, including ligand-receptor
interactions, metabolic programming, and recruitment deficits.

The thesis work is complemented by five scientific publications in high-impact journals, to which the
author contributed, although not as the first author. These publications address various aspects of
glioma immunology, cancer genomics, and single-cell methods, and include data or methods directly
relevant to the thesis scope. However, the specific role of the PhD candidate in these publications
has not been clarified in the thesis

| could note a few limitations or points of that need further clarification of the presented work. First,
as noted on page 81, the study is limited to male mice, excluding sex-dependent immune differences.
Does the Author know how important sex differences are in glioma immunology? Second, single-cell
workflows involving enzymatic dissociation and FACS sorting may selectively underrepresent fragile
or rare cell populations, notably neutrophils. In the introduction, the Author mentions neutrophils as
important cell type for glioma biology. Surprisingly, Figure 1.2 mentions the presence of neutrophils
(defined using Ly6ghi marker). How was the typical problem with neutrophil quantification solved in



this work? How reliable are the results regarding neutrophil presence? Third, computational tools
that are used for analyses very often have multiple alternatives and their choice is not well
motivated. For example, the algorithm RCTD, used for spot deconvolution based on scRNA-seq —
derived cell types, is not the only one of the kind that has been published in the field. What was the
motivation behind choosing RCTD over alternative approaches? Similarly, why CellChat and not
competitor models? Fourth, it would be great to hear a comment about the clinical, translational
potential of the presented findings. Fifth, the Author criticized previous work for “overclustering”
and claims finding alternative clustering which is more biologically relevant. How was the number of
clusters defined and was it manually, or data-driven? Finally, the presented work was of supportive
rather than leading nature in the presented publications. Could the Author delineate any core novel
contribution that was delivered as part of the presented analyses?

As of minor note, the clarity of writing of the thesis could be improved. There are sentences with
hard to decipher semantics, hard to trace subjects, objects and predicates, e.g. “Building on prior
work, | redefined macrophages into four functionally distinct states, demonstrating that higher
cluster counts in earlier studies arise from over-clustering and reduce translational relevance, while
expanding phenotypic characterization to include metabolic and spatial dynamics.” Also minor, but
worth mentioning, is the visual appeal and clarity of all presented Figures, demonstrating that the
Author of the thesis has mastered data visualization techniques. The Author has cited relevant work
comprehensively and appropriately compared their results to prior findings in glioma immunology
and transcriptomics. Key literature on macrophage phenotyping, IDH1 mutation effects, immune
suppression, and single-cell data analysis are well integrated into the discussion.

In summary, this thesis demonstrates advanced application of computational and experimental
techniques in cancer immunogenomics. It contributes novel insights into the glioma immune
landscape and the role of IDH1 mutation in shaping immune evasion. The bioinformatics work is well
executed. | recommend the thesis be accepted for the defense of the doctoral degree.

Recenzowana rozprawa doktorska mgr. inz. Karola Jacka pt. ”Application of single-cell and spatial
transcriptomics to evaluate the effects of the IDH1 R132H mutation on the immune
microenvironment of experimental gliomas ” 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 pdzn. zm.). W zwigzku
z powyzszym, wnioskuje do Rady Naukowej Instytutu Biologii Doswiadczalnej o dopuszczenie mgr.
Inz. Karola Jacka do dalszych etapdéw postepowania w sprawie nadania stopnia doktora.

Sincerely,

[:/_WJ&

Ewa Szczurek
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Ocena rozprawy doktorskiej mgr. inz. Karola Jacka zatytutowanej
»Application of single-cell and spatial transcriptomics to evaluate the effects of
the IDH1 R132H mutation on the immune microenvironment of experimental
gliomas” przygotowanej pod opiekg promotora
prof. dr. hab. Bozeny Kaminskiej-Kaczmarek,

w Pracowni Neurobiologii Molekularnej
Instytutu Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego Polskiej Akademii Nauk.

Rozprawa doktorska mgr. Inz. Karola Jacka przedstawia kompleksowe badania
nad cechami, funkcjami i znaczeniem komodrek odpornosciowych w mikrosrodowisku
glejaka wielopostaciowego. W pracy szczegétowo scharakteryzowano profile
molekularne oraz dokonano klasyfikacji podtypow komdrek nowotworowych, a takze
przeanalizowano potencjalne interakcje miedzy komoédrkami mieloidalnymi i
limfoidalnymi. Autor zaproponowat rowniez mechanizmy zwigzane z progresjg guza
oraz zaburzeniami odpowiedzi przeciwnowotworowej w modelu glejaka wysokiej
ztosliwosci z mutacjg IDH1 R132H.

W swojej pracy doktorant opracowat sciezki analityczne umozliwiajgce
przetwarzanie duzych zestawdéw danych uzyskiwanych przy pomocy najnowszych
technologii pomiaru transkrypcji gendw. Pozyskane dane obejmujg zaréwno
przestrzenng, jak i komdrkowa charakterystyke proceséw immunologicznych na
poziomie molekularnym. Zastosowane przez doktoranta podejscie analityczne ma
przetomowe znaczenie w badaniach abundancji transkryptéow, umozliwiajgc
funkcjonalng interpretacje réznic oraz interakcji miedzykomoérkowych.

Nalezy podkresli¢, ze podjeta w rozprawie tematyka badan ma fundamentalne
znaczenie dla poszerzenia wiedzy o molekularnych mechanizmach rozwoju glejaka,
szczegblnie w kontekscie czynnikdw napedzajgcych jego progresje i zwiekszajacych
ztosliwo$é. Wykorzystanie zaawansowanych narzedzi bioinformatycznych do
rozwigzywania ztozonych probleméw biomedycznych stanowi istotne wyzwanie

badawcze, jednak - jak udowadnia praca - przynosi coraz bardziej obiecujace rezultaty
1
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o potencjale translacyjnym. W kontekscie dynamicznego rozwoju onkologii
molekularnej, ktorego efektem jest wprowadzanie do praktyki klinicznej nowych
metod terapeutycznych, przedstawione w rozprawie wyniki mogg stanowic¢ istotny
krok w kierunku opracowania innowacyjnych strategii farmakologicznego zwalczania
glejaka.

Przedstawiona rozprawa doktorska, napisana w jezyku angielskim, obejmuje
93 strony tekstu gtéwnego i zachowuje standardowg strukture pracy naukowe;.
Zawiera wymagane elementy, w tym streszczenia w jezyku polskim i angielskim,
rozdziaty wprowadzajgce (wstep z celami pracy), szczegdétowy opis metodologii,
prezentacje wynikdw badan oraz ich wszechstronng dyskusje. Praca opatrzona jest
obszernym piSmiennictwem liczagcym 119 pozycji, $wiadczagcym o dogtebnym
zapoznaniu sie Autora z aktualnym stanem wiedzy w badanej dziedzinie. Pod
wzgledem edytorskim praca zostata przygotowana z nalezytg starannoscig. W trakcie
lektury nie stwierdzono istotnych btedéw redakcyjnych ani jezykowych, ktére
mogtyby wptyngé na zrozumienie prezentowanych tresci lub utrudni¢ odbidr
naukowego przekazu.

Wstep rozprawy zawiera 24 strony. Rozpoczyna sie od kroétkiego
wprowadzenia do etiologii glejaka oraz jego klasyfikacji klinicznej. W sposdb zwiezty
omowione zostaty czynniki genomowe i wskazniki molekularne powigzane ze
stopniami ztosliwosci oraz rokowaniami dla pacjentdéw. Nastepnie witasciwie
przedstawiono warunki panujagce w mikrosrodowisku nowotworéw modzgu.
Wprowadzenie zawiera opis funkcji petnionych przez poszczegdlne typy komorek
odpornosciowych oraz ich role w progresji guzéw. W sposéb wyczerpujgcy omoéwione
zostaty rowniez warunki immunologiczne charakterystyczne dla osrodkowego ukfadu
nerwowego, wynikajace ze specyfiki bariery krew-modzg. Zmiany w mikrosrodowisku
guza zwigzane z mutacjami IDH1/2 zostaty przedstawione w kontekscie potencjatu
klinicznego oraz postepow w rozwoju nowych terapii glejaka opartych na modulacji
aktywnosci immunologicznej komodrek. Kolejna cze$é¢ wstepu koncentruje sie na
omodwieniu wykorzystanych w pracy narzedzi badawczych, w tym zwierzecego
modelu choroby opartego na metodzie domdzgowego podania komodrek
nowotworowych GL261 lub linii komdérkowych zawierajgcych zmutowane allele genu
IDH1. Najobszerniejszg cze$¢ stanowi przeglad najnowszych technologii
transkryptomicznych oraz metod analizy uzyskiwanych danych. Przedstawiono zasady
dziatania wysokoprzepustowych metod sekwencjonowania DNA, umozliwiajgcych
analize przestrzennej dystrybucji RNA w tkance oraz profili ekspresji genéw w
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pojedynczych komodrkach. Dodatkowo opisano stosowane procedury przetwarzania
danych, metody statystyczne i analizy bioinformatyczne.

Ogdlnie wstep sprawia dobre wrazenie i $wiadczy o wiedzy doktoranta w
zakresie prowadzonych badan. Jednak w mojej ocenie zbyt mocno akcentuje on
kwestie techniczne, kosztem gtebszego omodwienia biologicznych mechanizméw
powstawania i rozwoju glejaka wielopostaciowego. Brakuje szerszego kontekstu
badawczego oraz wyraZniejszego wskazania klinicznego znaczenia wynikow
wysokoprzepustowych badan transkryptomicznych. Warto bytoby rozszerzy¢ czesé
dotyczaca etiologii i epidemiologii glejaka. Opisy procedur normalizacji danych czy
filtrowania gendw wydajg sie nadmiernie rozbudowane, biorgc pod uwage, ze celem
pracy nie byto opracowanie nowych metod analitycznych. Najmocniejszg strong pracy
jest umiejetnos¢ zastosowania zaawansowanych metod analizy ekspresji gendw i ich
trafnej interpretacji, co wymaga dobrej znajomosci biologii nowotwordw. Warto
bytoby bardziej rozwingé charakterystyczne dla glejaka mechanizmy nowotworzenia,
fazy jego rozwoju oraz postulowane w literaturze punkty uchwytu nowych
immunoterapii. Wstep nie zawiera rycin, ktérych dodanie poprawitoby zrozumienie
kluczowych zagadnien badawczych. Cytowana literatura jest odpowiednia i obejmuje
najnowsze doniesienia z dziedziny.

Praca wyznacza dwa kluczowe cele: analize zrdoznicowania komoérek
immunologicznych w mikrosrodowisku glejaka oraz badanie wptywu mutacji IDH1
R132H na profil immunologiczny w mysim modelu glejaka wysokiego stopnia
ztosliwosci. Cele szczegdtowe precyzyjnie odzwierciedlaja koncepcje badawczg,
obejmujac klasyfikacje wykrytych komérek immunologicznych, charakterystyke ich
funkcji, analize interakcji mieloidalno-limfoidalnych, ocene wptywu mutacji na sktad i
aktywnos¢ komoérek oraz weryfikacje wynikow metodami komplementarnymi.
Eksploracyjny charakter sformutowanych celéw odpowiada innowacyjnemu podejsciu
badawczemu.

Sekcja materiatéw i metod zajmuje 10 stron rozprawy. Z uwagi na cyfrowy
charakter badan doktoranta, prace laboratoryjne z wykorzystaniem modeli
zwierzecych i pobranych od nich prébek biologicznych byty prowadzone we
wspotpracy. Pierwsza czesc tej sekcji zawiera informacje o udziale wspotpracownikow
w badaniach eksperymentalnych. Kolejne punkty szczegétowo opisujg: zastosowany
model zwierzecy, uzywane linie komdrkowe, przygotowanie prdbek tkankowych,
procedury  sortowania komérek oraz metodyke  wysokoprzepustowego
sekwencjonowania. Doktadnie przedstawiono techniki obliczeniowe zastosowane
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przez doktoranta do analizy danych. Badania tgczyty transkryptomike przestrzenna,
analize ekspresji w pojedynczych komodrkach, dane referencyjne oraz metody
klasyfikacji komoérkowej. Przetwarzanie danych oparto na standardowych narzedziach
i zalecanych parametrach, cho¢ w niektérych przypadkach wybdér metod i ich
konfiguracja wymagatyby lepszego uzasadnienia. Ogdlnie opisy sg wystarczajgco
szczegotowe, by umozliwi¢ powtdrzenie eksperymentéw. Jednak w poréwnaniu do
opisow technik zamieszczonych we wstepie, w sekcji metod pominieto kilka podejsé
analitycznych, szczegdlnie w zakresie funkcjonalnej analizy grup gendw i interakcji
miedzy czynnikami. W badaniach prowadzonych w skali transkryptomu kluczowe sg
zatozenia dotyczace pewnosci uzyskiwanych wynikéw. Opis zastosowanych metod
statystycznych nie wyjasnia w petni stosowanych korekt wielokrotnych testow czy
szacowania poziomoéw wynikow fatszywie pozytywnych. Nalezy przy tym podkreslic,
ze te niejasnosci metodologiczne nie majg krytycznego wptywu na wiarygodnosé
uzyskanych wynikéw analiz.

Rozdziat wynikow, liczacy 25 stron, stanowi najobszerniejszg cze$é rozprawy.
W pierwszej czesci przedstawiono charakterystyke komoérek immunologicznych
wystepujgcych w mikrosrodowisku mysiego glejaka GL261. Rycina 1 prezentuje
schemat eksperymentu oraz poziomy ekspresji molekularnych wskaznikéw 34 typéw
komérek mieloidalnych i limfoidalnych, znanych =z literatury. Nastepnie
zaprezentowano analize réznic i podobienstw miedzy zidentyfikowanymi grupami
komorek. Analiza abundancji transkryptéw na poziomie pojedynczych komodrek
pozwolita na stworzenie molekularnego atlasu komérek immunologicznych obecnych
w mikrosrodowisku glejaka w 21 dniu rozwoju. Kolejna czes¢ dotyczy przestrzennego
profilowania ekspresji gendw w mozgu, ze szczegdlnym uwzglednieniem obszaru
wystepowania glejaka GL261. Warto jednak zauwazy¢, ze prezentacja wynikéw
dotyczacych mdézgu myszy (Rycina 2) nie zawiera petnej informacji o metodzie
naktadania siatki i definiowania struktur mézgu. Dodatkowym ograniczeniem jest
stosunkowo mata liczba powtérzen biologicznych w tych eksperymentach. W dalszej
czesci doktorant szczegdétowo scharakteryzowat populacje makrofagow w
mikrosrodowisku glejaka, wyrdzniajac cztery kategorie tych komdrek na podstawie
ich wzorow molekularnych i przypisujgc im okreslone funkcje biologiczne. Wyniki
ujawnity istotne rdéznice w dystrybucji poszczegdlnych podtypdw makrofagéw miedzy
réoznymi obszarami mikrosrodowiska glejaka. Kolejne analizy dotyczyty limfocytow T i
komodrek NK - na podstawie profili ekspresji gendw wskaznikowych zidentyfikowano 6
grup komoérek CD8+, 4 grupy CD4+ oraz jedng grupe komodrek NKT, z doktadnym
opisem ich cech molekularnych i potencjalnych powigzan funkcjonalnych. Szczegdlnie

wartosciowe sg analizy pozwalajagce na przewidywanie procesow rdznicowania
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komérek NK w kierunku dojrzatych NK lub komdrek GANK. Ostatnia czes¢ wynikdéw
poswiecona jest analizie interakcji miedzy komdrkami limfoidalnymi i mieloidalnymi
w przestrzeni mikrosrodowiska glejaka. Zastosowane metody analityczne umozliwity
identyfikacje szlakéw sygnatowych miedzy komdérkami immunologicznymi, a
doktorant zaproponowat kompleksowy model tych oddziatywan, uwzgledniajacy role
mikrogleju i komdrek dendrytycznych.

Drugi gtéwny obszar badan dotyczyt analizy wptywu mutacji R132H w genie
IDH1 dehydrogenazy izocytrynianowej na sktad komoérkowy mikrosrodowiska glejaka
o wysokiej ztosliwosci. Wykorzystano w tym celu dane z transkrypcyjnego
profilowania sortowanych komoérek immunologicznych potaczone z analizg ich
rozmieszczenia przestrzennego. Klasteryzacja ujawnita 27 populacji komorek,
sklasyfikowanych na podstawie wczesniej opracowanego atlasu komodrkowego.
Analiza wykazata istotne réznice w strukturze populacji komdrek immunologicznych
zwigzane z obecnoscig badanej mutacji. Techniki transkryptomiki przestrzennej
ujawnity, ze komorki mikrogleju wystepujg gtéwnie w obwodowych obszarach guza,
podczas gdy makrofagi zlokalizowane sg w jego czesci centralnej. Zaobserwowano
tendencje do zmniejszonej liczby limfocytédw Treg w glejakach z mutacja, choé réznica
ta nie osiggneta istotnosci statystycznej ze wzgledu na duze rozbieznosci miedzy
probkami. Wyniki sugerujg obnizony potencjat cytotoksyczny limfocytow T w
obecnosci mutacji IDH1 R132H. W koncowej czesci przedstawiono bardziej subtelne
roznice w proporcjach populacji makrofagédw. Doktorant zasugerowat, ze
wystepowanie mutacji powigzane jest z funkcjonalnym przeprogramowanie komaérek
mieloidalnych w kierunku dziatan przeciwzapalnych i promujgcych rozwéj glejaka.
Mimo ogdlnie wysokiej jakosci opisu, pewne elementy wymagajg doprecyzowania -
np. metody statystyczne uzyte do analizy na Rycinie 8.1D nie zostaty wskazane. Catosc¢
wynikow wyraznie demonstruje odmiennos¢ profili komunikacji miedzykomoérkowej
w glejakach z mutacjag IDH1. Wyniki s3 logicznie uporzadkowane i dobrze
udokumentowane, a towarzyszace im ryciny - mimo zfozonosci prezentowanych
danych - zachowujg przejrzysto$é¢ i zawierajg odpowiednie opisy. Obserwacje sg
trafnie powigzane z patofizjologiag badanego uktadu, co wzmacnia ich interpretacje i
znaczenie naukowe.

Dyskusja rozpoczyna sie od wskazania ograniczonej wiedzy na temat proceséw
biologicznych zachodzgcych w mikrosrodowisku glejaka jako kluczowego problemu
badawczego. Opracowany w pracy atlas molekularnych profili komodrek
immunologicznych stanowi istotny postep w tym zakresie. Nowe dane uzyskano
dzieki efektywnemu zastosowaniu najnowoczesniejszych technik profilowania
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transkrypcyjnego. Kompleksowe podejscie metodologiczne umozliwito lepsze
zrozumienie zmian zachodzacych zaréwno w populacjach komérek mieloidalnych, jak
i limfoidalnych. Wyniki wskazujag na obecnos$¢ czterech wyraznie zrdznicowanych
populacji makrofagéw w mikrosrodowisku guza. Doktorant trafnie dyskutuje kryteria
ich klasyfikacji, argumentujgc przeciwko nadmiernemu rozdrobnieniu podtypdéw
stosowanemu w badaniach innych autoréw. Analizy ujawnity cztery odrebne stany
funkcjonalne makrofagbw o potencjalnym znaczeniu klinicznym. Badania
przestrzennego rozmieszczenia transkryptéw pozwolity na identyfikacje specyficznych
lokalizacji réznych typéw komérek immunologicznych, dostarczajgc istotnych danych
dla zrozumienia patogenezy glejaka. Integracja wynikow wtasnych z danymi z bazy
GEO (publicznie dostepny zaséb wynikdw transkryptomicznych) umozliwita
poréwnanie z probkami klinicznymi. Waznym wnioskiem jest ocena przydatnosci
modelu GL261 do badan nad immunoterapig opartg na limfocytach T.

Dyskusja szczegdétowo analizuje interakcje miedzy réinymi populacjami
komoérkowymi, odnoszac wyniki do aktualnego stanu wiedzy, ze szczegdlnym
uwzglednieniem ich znaczenia dla immunobiologii glejaka. Kolejna cze$¢ dotyczy
wptywu mutacji IDH1 R132H na sktad komodrek immunologicznych, w tym
zmniejszonej liczby limfocytéw T w rdzennej czesci guza. Wyniki sg interpretowane w
kontekscie metabolicznych skutkéw mutacji i ich wptywu na funkcje immunologiczne,
wnioskujgc nowe mechanizmy progresji nowotworu. Doktorant stusznie wskazuje na
potrzebe dalszych badan funkcjonalnych dotyczgcych stanéw makrofagéw i komorek
NK. Dyskusja uwzglednia ograniczenia modelu zwierzecego, w tym metod izolacji
komoérek, pojedynczy punkt czasowy i rdznice miedzygatunkowe. Skomentowania
wymaga punkt dotyczacy rdéznic ptciowych w przebiegu glejaka. Dane
epidemiologiczne dowodzg prawie dwukrotnie czestszego wystepowania tej choroby
u mezczyzn. Zastosowanie modelu zwierzecego w postaci samca myszy ma silne
podstawy. Ograniczeniem podejscia jest natomiast brak mozliwosci uwzglednienia w
eksperymentach dodatkowych czynnikéw tj. wptyw hormondw o potencjalnie
protekcyjnym czy przeciwnowotworowym dziataniu. W tej sytuacji, przeprowadzenie
eksperymentow uwzglednieniem dwdch ptci myszy moze nie by¢ ekonomicznie
uzasadnione i wymagato by wykonania dodatkowego uzasadnienia. Podsumowujac,
dyskusja jest dobrze przeprowadzona i zawiera interesujgce wnioski naukowe.

W podsumowaniu rozprawy zostaly wyrdznione kluczowe osiggniecia
badawcze. Doktorant dokonat kompleksowe] charakterystyki funkcjonalnej komadrek
immunologicznych wystepujgcych w mikro$rodowisku glejaka, zidentyfikowat sie¢
wzajemnych oddziatywan miedzy populacjami komérek mieloidalnych i limfoidalnych
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oraz scharakteryzowat wptyw mutacji R132H w genie IDH1 na profil komdrek
immunologiczny. W pracy podkreslono znaczenie translacyjne uzyskanych wynikow,
wskazujgc na ich potencjalne zastosowanie w opracowywaniu nowych, lepiej
ukierunkowanych strategii terapeutycznych przeciwko glejakowi.

W odpowiedzi na recenzje, uprzejmie prosze o odniesienie sie do nastepujacych
kwestii dotyczacych prezentowanych wynikéw i dyskusji:

e Obserwacje przedstawione w rozprawie zostaly opublikowane w pieciu
artykutach naukowych. Prositbym o wskazanie, ktére konkretnie wyniki
znalazty sie w poszczegdlnych publikacjach oraz o informacje czy planowane s3
kolejne manuskrypty omawiajgce prezentowane dane.

e (Czy osiggnieto cel pracy zwigzany z opracowaniem referencyjnego atlasu
komodrek immunologicznych wystepujgcych w mikrosrodowisku glejaka? Czy
tego typu atlas i/lub dodatkowe zasoby (np. zbiory danych, repozytoria kodu)
zostaly udostepnione w postaci narzedzi uzytecznych dla spotecznosci
naukowej?

e Mozna odnies¢ wrazenie, ze w analizach stosunkowo niewielkg uwage
przywigzano do szacowania poziomu wynikow fatszywie pozytywnych w
poszczegblnych zestawach danych (np. brak stosowanej informacji w opisie
Ryciny 4.2C). Jakie zatozenia statystyczne przyjeto na etapie planowania
badan? Czy uzyskane wyniki byly weryfikowane przy uzyciu alternatywnych
metod lub niezaleznych zestawodw danych?

e Opracowane sygnatury komoérkowe odnoszg sie do pojedynczego punktu
czasowego. Jakie metody badawcze mozna zastosowaé, aby $ledzi¢ dynamike
zmian komaérkowych w trakcie rozwoju glejaka?

e Jaki jest translacyjny potencjat obserwacji zawartych w rozprawie? Czy
uzyskane wyniki badan mogg przyczyni¢ sie do postepu rozwoju
immunoterapii glejaka?

Podsumowujac, nalezy stwierdzi¢, ze badania przedstawione w rozprawie
doktorskiej mgr. inz. Karola Jacka stanowig istotny wktad w rozwdj wiedzy na temat
immunobiologii glejaka.

Doktorant jest wspdétautorem pieciu opublikowanych prac naukowych, ktére
opisujg czesci wynikow zaprezentowanych w rozprawie.
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Praca $wiadczy o rozlegtej wiedzy teoretycznej mgr. inz. Karola Jacka oraz

potwierdza jego umiejetnos¢ samodzielnego prowadzenia zaawansowanych badan
naukowych. Szczegdlnie imponujgca jest biegtos¢ w zastosowaniu wielowymiarowych
metod transkryptomicznych do kompleksowej charakterystyki mikrosrodowiska
glejaka, co pozwolito na uzyskanie nowych, istotnych danych funkcjonalnych.

Stad tez z petnym przekonaniem stwierdzam, ze rozprawa doktorska mgr. inz.
Karol Jacek spetnia warunki okreslone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r.
Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. 2023 poz. 742 z pdzn. zm.).

Zwracam sie z wnioskiem o dopuszczenie mgr. inz. Karola Jacka do dalszych
etapow postepowania w sprawie nadania stopnia doktora.

Z powazaniem,

dr hab. Michat Korostynski

Kierownik Pracowni Farmakogenomiki

Instytut Farmakologii im. Jerzego Maja Polskiej Akademii Nauk
Smetna 12, 31-343 Krakow,

tel.: 696 622 014, e-mail: michkor@if-pan.krakow.pl
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