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Ocena ogólna i zakres pracy 

Rozprawa mgr. inż. Karola Jacka  koncentruje się na analizie mikrośrodowiska 

immunologicznego agresywnych glejaków. W pracy wykorzystano przedkliniczne modele in vivo, 

w tym mysie modele glejaków z mutacją i bez mutacji w genie IDH1 (IDH1 wild-type, IDH1 

mutant). Dogłębna analiza transkryptomicznych i proteomicznych cech komórek 

odpornościowych obecnych w nowotworach mózgu została przeprowadzona z użyciem 

zaawansowanych i nowoczesnych technologii, takich jak sekwencjonowanie RNA na poziomie 

pojedynczych komórek (scRNA-seq), transkryptomika przestrzenna i cytometria przepływowa. 

Choć doktorant otrzymał wsparcie w przeprowadzaniu eksperymentów laboratoryjnych, 

samodzielnie przeprowadził szczegółową i zaawansowaną analizę bioinformatyczną. Rozprawa 

doktorska, napisana w języku angielskim, w sposób 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 trafną 

interpretację uzyskanych wyników. 

W trakcie doktoratu kandydat przyczynił się do powstania pięciu dodatkowych publikacji w 

renomowanych czasopismach międzynarodowych jako współautor, co podkreśla jego szeroką 

wiedzę oraz zaawansowane umiejętności techniczne niezbędne do prowadzenia badań 

naukowych na międzynarodowym poziomie. 

 



Ocena ogólnej wiedzy teoretyczynej 

Doktorant wykazuje doskonałą znajomość biologii guzów mózgu. We wstępie rozprawy kandydat 

w sposób klarowny przedstawił cechy molekularne glejaków o wysokim stopniu złośliwości, ze 

szczególnym uwzględnieniem ich heterogeniczności — zarówno pomiędzy pacjentami, jak i 

wewnątrz pojedynczych guzów. Praca zyskałaby jednak na wartości, gdyby bardziej 

szczegółowo omówiono podtypy nowotworów oraz zróżnicowanie stopnia agresywności 

glejaków z mutacją IDH, co mogłoby korzystnie wpłynąć na interpretację danych uzyskanych z 

zastosowanych mysich modeli. 

Dogłębna wiedza z zakresu immunologii glejaków znajduje odzwierciedlenie w precyzyjnym i 

eleganckim opisie stanów fenotypowych różnych typów komórek odpornościowych obecnych w 

glejakach. Kandydat skutecznie wykorzystał tę wiedzę w analizie i interpretacji danych 

badawczych, prezentując wysoki poziom merytoryczny. Co istotne, rozprawa nie ogranicza się 

jedynie do opisu markerów charakterystycznych dla zidentyfikowanych podgrup komórek, lecz 

podejmuje również próbę głębszej interpretacji ich funkcji biologicznych. 

Ponadto kandydat wykazał się bardzo dobrą znajomością przedklinicznych modeli guzów mózgu 

in vivo oraz biegłością w zakresie profilowania transkryptomicznego i zaawansowanych metod 

analitycznych. 

 

Ocena samodzielenego prowadzenia pracy naukowej 

Kandydat zaprezentował szeroki zakres umiejętności świadczących o wysokim poziomie 

samodzielności w prowadzeniu badań naukowych. Praca oparta jest na zastosowaniu 

różnorodnych technik komórkowych i molekularnych oraz na analizie danych zarówno 

uzyskanych eksperymentalnie w laboratorium, jak i pochodzących z wcześniej opublikowanych 

źródeł. Na szczególne uznanie zasługuje samodzielnie przeprowadzona, dogłębna analiza 

bioinformatyczna — od wstępnego przetwarzania danych, przez zaawansowaną analizę 

subpopulacji komórek, aż po szczegółową charakterystykę ich stanów fenotypowych, interakcji 

międzykomórkowych oraz rozkładu przestrzennego w niszach nowotworowych. 

Rozprawa mogłaby jednak zyskać na bardziej szczegółowym omówieniu danych pochodzących 

z analizy CITE-seq, zwłaszcza w kontekście podobieństw i różnic pomiędzy poziomami mRNA 

a ekspresją białek błonowych. Głębsze porównanie tych parametrów mogłoby dostarczyć 

cennego wglądu w stopień translacji profili transkryptomicznych na poziom proteomiczny. 

 

Ocena oryginalnego rozwiązania problemu naukowego 

Praca mgr inż. Karola Jacka dostarcza nowatorskiej analizy układu immunologicznego glejaków 

w eksperymentalnych modelach mysich. Potwierdza obecność kluczowych typów komórek 

mieloidalnych i limfoidalnych oraz heterogennych stanów fenotypowych wcześniej 

zidentyfikowanych zarówno w modelach przedklinicznych, jak i w guzach pacjentów. Co istotne, 



 
 

 

badanie wnosi nową jakość dzięki pogłębionej analizie zmian stanów komórkowych i ich 

regulatorów na poziomie transkryptomicznym, oferując świeże spojrzenie na dynamikę 

fenotypową komórek odpornościowych. 

Rozprawa wnosi również nową ocenę bezpośrednich interakcji między komórkami mieloidalnymi 

i limfoidalnymi, wskazując na rolę chemokin z podklas CXCL i CCL jako mediatorów komunikacji 

między makrofagami immunosupresyjnymi a komórkami T i NK. Szczególnie istotne jest 

podkreślenie znaczenia klinicznego modeli mysich z mutacją IDH, które – w przeciwieństwie do 

szeroko stosowanego modelu GL261 – wykazują profil układu odpornościowego bardziej 

zbliżony do obserwowanego w glejakach pacjentów. Zwrócono uwagę na zmniejszoną obecność 

i potencjalnie niższą aktywność limfocytów T oraz przewagę mikrogleju nad monocytami w tych 

modelach. 

Ze względu na trudności w pozyskaniu modeli IDH opartych na komórkach pochodzących 

bezpośrednio od pacjentów, wykorzystanie dobrze scharakteryzowanych modeli 

eksperymentalnych stanowi cenną alternatywę dla przedklinicznej oceny skuteczności terapii 

immunologicznych. Dodatkową wartością tej pracy jest zastosowanie modeli IDH dzikiego typu 

pochodzących z tego samego podłoża genetycznego, co zwiększa wiarygodność porównań i 

interpretacji danych. 

Perspektywa dalszych badań może obejmować pogłębioną charakterystykę stanów 

fenotypowych komórek glejaka oraz analizę bezpośrednich i konkurencyjnych interakcji między 

komórkami nowotworowymi, mieloidalnymi i limfoidalnymi. Warto jednak zaznaczyć, że w 

dyskusji brakuje szerszego omówienia wyników w kontekście dotychczas rozczarowujących 

wyników badań klinicznych ukierunkowanych na modulację mikrośrodowiska immunologicznego 

w glejakach, co mogłoby wzbogacić interpretację uzyskanych danych. 

 

Podsumowanie  

Rozprawa doktorska mgr inż. Karola Jacka stanowi doskonały przykład pionierskiego 

wykorzystania modeli przedklinicznych oraz zaawansowanych metod analizy danych w celu 

pogłębienia wiedzy z zakresu biologii nowotworów. Innowacyjne techniki molekularne w 

połączeniu z wysokopoziomową analizą bioinformatyczną podkreślają światowy poziom badań 

prowadzonych w laboratorium. Pomimo pewnych ograniczeń wynikających z zastosowania 

modeli mysich, praca przedstawia solidne i przekonujące wyniki, które mogą stanowić istotną 

podstawę do dalszych badań translacyjnych z udziałem nowotworów pacjentów. Szczególnie 

istotne jest, że ocena modeli przedklinicznych odgrywa kluczową rolę w ich prawidłowym 

wykorzystaniu do analizy funkcji komórek oraz testowania skuteczności nowych terapii przed ich 

wdrożeniem do badań klinicznych. 



Rozprawa zasługuje na wyróżnienie nie tylko ze względu na zastosowanie nowoczesnych 

modeli biologicznych i zaawansowanych narzędzi analitycznych w odpowiedzi na klinicznie 

istotne pytania, lecz także dzięki wysokiemu poziomowi interpretacji uzyskanych danych. 

Podczas gdy wiele współczesnych prac bioinformatycznych koncentruje się głównie na 

identyfikacji nowych stanów fenotypowych i markerów, praca mgr inż. Karola Jacka wykracza 

poza takie podejście, oferując spójną i pogłębioną interpretację funkcjonalnych cech 

zidentyfikowanych komórek odpornościowych oraz ich roli w kształtowaniu immunosupresyjnego 

ekosystemu w agresywnych glejakach. 

 

Recenzowana rozprawa doktorska mgr. inż. 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 ” spełnia warunki określone w art. 187 Ustawy z 

dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyższym i nauce (Dz. U. z 2023 r. poz. 742 z 

późn. zm.). W związku z powyższym, wnioskuję do Rady Naukowej Instytutu Biologii 

Doświadczalnej o dopuszczenie mgr. inż. Karola Jacka do dalszych etapów postępowania 

w sprawie nadania stopnia doktora.  
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Warsaw, Poland, 29 May 2025 

 

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  

I 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 
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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, I 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. I recommend the thesis be accepted for the defense of the doctoral degree. 

Recenzowana rozprawa doktorska mgr. inż. 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 ” spełnia warunki określone w art. 187 Ustawy z dnia 20 

lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyższym i nauce (Dz. U. z 2023 r. poz. 742 z późn. zm.). W związku 

z powyższym, wnioskuję do Rady Naukowej Instytutu Biologii Doświadczalnej o dopuszczenie mgr. 

Inż. Karola Jacka do dalszych etapów postępowania w sprawie nadania stopnia doktora. 

  

Sincerely, 

 
Ewa Szczurek 
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