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Ocena rozprawy doktorskiej mgr Pauliny Kaminskiej pt. ,,Rola receptora sortujacego

SorLA w polaryzacji fenotypu mikrogleju w glejaku”

Glejak mozgu, a w szczegdlnodci glejak wielopostaciowy (ang. glioblastoma, GBM),
jest jednym z najbardziej agresywnych i $miertelnych nowotworéw osrodkowego uktadu
nerwowego. Charakteryzuje si¢ szybkim wzrostem, naciekajgcym sposobem szerzenia sie w
tkance moézgowej oraz wysoka opornoscig na standardowe metody leczenia, obejmujace
chirurgig, radioterapi¢ i chemioterapie. Mimo intensywnych badaf, mediana przezycia
pacjentdw z GBM rzadko przekracza 15-18 miesiecy, a wskaznik piecioletniego przezycia
pozostaje ponizej 10%.

W ostatnich latach zidentyfikowano szereg zaburzen genetycznych i epigenetycznych
towarzyszacych tej chorobie. Jednak mimo postepu, skuteczne terapie celowane wcigz
pozostajg wyzwaniem. Bariera krew—moézg utrudnia dostarczanie lekéw, a wysoka
heterogennos$¢ nowotworu sprzyja opornosci na leczenie. Ponadto mikrosrodowisko guza, w
tym komorki glejowe, naczyniowe i immunologiczne, odgrywa kluczowa role w
podtrzymywaniu wzrostu i inwazyjnosci glejaka.

Prowadzenie badan nad molekularnymi mechanizmami glejakéw ma fundamentalne
znaczenie dla opracowania nowych strategii diagnostycznych i terapeutycznych. Integracja
wiedzy z zakresu biologii molekularnej, genomiki i immunologii moze przynie$é przelom w
leczeniu tego nieuleczalnego obecnie nowotworu. Praca doktorska Pani mgr Pauliny
Kaminskiej znakomicie wpisuje si¢ w ten nurt badan, podejmujgc istotne i aktualne zagadnienia
dotyczagce molekularnych mechanizméw glejaka oraz ich potencjalnych implikacji

terapeutycznych.



Gtéwnym celem przedstawionych w rozprawie badan bylo opisanie roli receptora
sortujgcego SorLA w ksztaltowaniu wiasciwosci mikrogleju i makrofagéw zwiazanych z
glejakiem (ang. glioma-associated microglia and macrophages, GAMs), jak réwniez
scharakteryzowanie wptywu braku SorL A na rozw6j guza i mikrosrodowisko mysiego glejaka.
Poprawnie sformulowane cele szczegdtowe dobrze korespondujg z gléwnym celem pracy i sg
logicznie powigzane z postawiong hipotezg badawczg.

Praca ma uktad klasyczny, obejmujacy wstep, przeglad literatury, cze$¢ materialowo-
metodologiczna, prezentacje wynikoéw, ich omowienie oraz wnioski. Cato$¢ jest dobrze
skomponowana i logicznie uporzadkowana. Wstep w sposéb klarowny i wyczerpujacy
wprowadza czytelnika w problematyke badawcza, podkreslajgc aktualny stan wiedzy oraz
znaczenie podjetego tematu. Za szczeg6lnie istotny element czesci wprowadzajgcej uwazam
przedstawienie przez Doktorantke wynikéw wiasnych uzyskanych w ramach stazu na
Uniwersytecie we Freiburgu (Niemcy), obejmujacych barwienia immunofluorescencyjne
probek ludzkiego moézgu — zaréwno zdrowego, jak i pochodzgcego od pacjentéw z
nowotworami mozgu, w tym z glejakiem — ktére uwidocznily ekspresje biatka SorLA w
komérkach mikrogleju. Cennym uzupeknieniem tej analizy byta przeprowadzona przez Autorke
interpretacja publicznie dostgpnych danych typu single-cell RNA-seq pochodzacych od
pacjentéw z glejakiem. Analiza ta wskazata na mozliwg korelacje poziomu ekspresji biatka
SorLA z funkcjonowaniem mikrogleju. Zestawienie i integracja tych obserwacji stanowity
solidng podstawe do sformutowania gléwnej hipotezy badawczej pracy, co nalezy ocenié¢ jako
istotny walor merytoryczny i dowdd umiejetnego wykorzystania zaréwno wiasnych, jak i
dostepnych w literaturze zrodet danych.

Metodyka badan zostala dobrana w sposob przemyslany, umozliwiajac wieloaspektows
oceng¢ badanych zjawisk biologicznych. Wyniki zostaly przedstawione bardzo starannie i
przejrzyscie, w ukltadzie odpowiadajacym postawionym celom, z zastosowaniem czytelnych
tabel i rycin. W ramach pracy Doktorantka zastosowata uznany w badaniach przedklinicznych
model mysiego glejaka GL261 oraz hodowle mysiego mikrogleju, realizujgc szeroki wachlarz
analiz molekularnych i testow funkcjonalnych in vitro, w tym eksperymenty w ukladach
wspothodowli komdrkowych. Na szczegélne podkreSlenie zastugujg eksperymenty z
wykorzystaniem konstruktow kodujgcych biatko SorLA pozbawione okreslonych domen
funkcjonalnych, co stanowito precyzyjne narzgdzie do analizy ich roli biologicznej. W oparciu
o metode ko-immunoprecypitacji Doktorantka wykazata nows, istotng funkcje badanego
receptora w zakresie zdolnosci wigzania czynnika TNFo. Tym samym udowodnita, ze SorLA

ograniczajac wydzielanie TNFa przez mikroglej, redukuje potencjat prozapalny tych komorek.

2



Wynik ten nie tylko wnosi nowe informacje do aktualnego stanu wiedzy na temat
molekularnych mechanizméw oddziatywan w mikrosrodowisku glejaka, lecz takze moze mieé
potencjalne implikacje dla rozwoju nowych strategii terapeutycznych ukierunkowanych na
modulacje tych interakcji.

Badania in vitro zostaly uzupetnione eksperymentami in vivo z wykorzystaniem myszy
z konstytutywnym nokautem genu kodujacego biatko SorLA (SorLA-KO). Mysi model glejaka
zostal zbudowany w oparciu o precyzyjne, stereotaktyczne podanie komorek nowotworowych
linii GL261 do wybranej pétkuli mézgu. Takie podejscie umozliwia kontrolowane i
powtarzalne wprowadzenie komérek w okreslone miejsce mézgu, dzigki czemu mozliwa jest
szczegotowa analiza interakcji migdzy komoérkami guza a mikrosrodowiskiem w warunkach
zblizonych do naturalnych. Wielko$¢ guzéw monitorowana byta u zwierzat przyzyciowo
poprzez pomiar bioluminescencji po wprowadzeniu do mézgu komérek nowotworowych
GL261 z nadekspresjg lucyferazy. Takie oznakowanie guza umozliwilo nieinwazyjne i
dynamiczne Sledzenie progresji nowotworu w czasie rzeczywistym. Zastosowanie tej strategii
Swiadczy o starannym i przemys$lanym zaplanowaniu eksperymentu oraz o wszechstronnym
podejsciu Doktorantki do modelowania procesu chorobowego. Przeprowadzona analiza
mikrosrodowiska nowotworu cechowala sie kompleksowym i wieloaspektowym charakterem,
obejmujgcym barwienia immunofluorescencyjne, pomiary poziomu mRNA, oznaczenia biatek
metodg Western blot i ELISA oraz szczegblows analize sktadu komdrkowego za pomocg
cytometrii przeptywowej. W efekcie Doktorantka wykazata, ze myszy z konstytutywnym
nokautem biatka SorL A rozwijaly mniejsze guzy mézgu w pordwnaniu do zwierzat typu
dzikiego (WT). Towarzyszyly temu zmiany w morfologii mikrogleju, sugerujace jego
aktywacj¢ o charakterze prozapalnym. Autorka wnioskuje zatem, ze zablokowanie funkcji
SorLA mogtoby prowadzi¢ do nasilonego prozapalnego fenotypu mikrogleju w glejaku, co
potencjalnie aktywowaloby komoérki mikrogleju do efektywniejszej odpowiedzi
przeciwnowotworowe;j. Ten kierunek badan jest obecnie szczegélnie istotny i bardzo aktualny.

Dyskusja jest merytoryczna, obejmuje zaréwno wnikliwg interpretacje uzyskanych
danych, jak i rzetelne odniesienie do wynik6w innych autorow. Nalezy podkresli¢ umiejetnosé
Autorki w integrowaniu wtasnych obserwacji z aktualnym stanem wiedzy, co $wiadczy o jej
dobrym zaznajomieniu z badana tematykg oraz $wiadomosci naukowej. Jednoczesnie
widoczny jest zdrowy krytycyzm i zdolno$¢ do dostrzegania ograniczen wtasnych badan, czego
przykladem jest zwrécenie uwagi na niedoskonatosci konstytutywnego nokautu genu u myszy
oraz proba wyjasnienia rozbieznosci w poziomie biatka SPP1 miedzy hodowlg mikrogleju z

myszy SorLA-KO a prébkami pochodzacymi z nowotworowych pétkul mézgu tych zwierzat.
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Wskazanie przez Autorke potencjalnych kierunkéw dalszych analiz réwniez $wiadczy o jej

dojrzatosci badawczej. Przedstawione w pracy wnioski sg spéjne z prezentowanym materiatem,

jasno sformutowane i adekwatne do zakresu przeprowadzonych badan.

Bibliografia zostala dobrana starannie i obejmuje aktualne, wiarygodne zrodta,

odzwierciedlajgce wspolczesny stan wiedzy w omawianej dziedzinie. Na uwage zastuguje fakt,

ze Autorka uwzglednita réwniez wlasny dorobek naukowy, czyli cztery publikacje, w ktorych

jest pierwszym autorem. Swiadezy to nie tylko o umiejetnoscei krytycznej analizy literatury, ale

takze 0 wysokim stopniu samodzielno$ci naukowej oraz znaczacym wkladzie w rozwéj badan

W prezentowanym obszarze.

Z obowigzku recenzenta pragng wskaza¢ na nieliczne bledy i uchybienia:

1)
2)

3)

4)

3)

6)
7

W pracy brakuje informacji dotyczacych plei myszy wykorzystanych w badaniach.

Z opisu metod wnioskuje, ze implantacja komérek nowotworowych do mézgu byta
wykonywana do prawej potkuli. Czy wybér tej lokalizacji miat okreslone uzasadnienie
eksperymentalne lub biologiczne?

Rycina 11 (str. 77) pokazuje ekspresje genu Sor/l w pierwotnym mysim mikrogleju
normalizowang do S2M (A — stymulacja LPS) oraz Hprtl (B —wsp6thodowla z GL261).
Jednak, w opisie ryciny jest odwrotny zapis: ,,Poziom ekspresji Sor/] normalizowano
do poziomu ekspresji genéw referencyjnych (A) Hprtl oraz (B) f2M”. Z czego wynikal
wybor ré6znych genéw referencyjnych?

Rycina 21 (str. 92) — w analizie MS zastosowano relatywnie niski prég zmiany
ekspresji logaFC > 0,2 Iub <—0,2 w poréwnaniu do np. zastosowanego dla innej analizy
(Rycina 13, str. 80) progu logeFC > 0,3 lub < —0,3. W pracy nie znalazlam jednak
uzasadnienia metodycznego lub biologicznego przyjecia takich wartosci progowych.
Rycina 38E-F — jak podano na str. 111 do rozréznienia populacji monocytéow i
makrofagéw zastosowano m.in. réznice w poziomie ekspresji markera F4/80. Jest to
klasyczny marker dojrzatych makrofagdw, dlatego budzi moje watpliwosci fakt, ze
populacje monocytéw zdefiniowano jako F4/80"¥s°Ki a makrofagéw jako F4/80Ms
Prosilabym o wyjasnienie i komentarz w tej kwestii.

Rycina 40 (str. 115) — brakuje wyjasnienia, co oznaczajg jednostki T/11 G/1.

W tresci pracy w rozdziale Dyskusja (str. 118) pojawia si¢ stwierdzenie dotyczace
potrzeby przeprowadzenia doswiadczeni z wykorzystaniem myszy genetycznie
modyfikowanych w taki sposob, aby gen Sorll nie ulegal ekspresji wylacznie w

komorkach mikrogleju. Zdanie to uwazam za mato precyzyjne, co utrudnia zrozumienie
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proponowanego eksperymentu oraz jego celu. Prosze, aby Doktorantka w trakcie
obrony pracy dokladniej wyjasnita te kwestig, precyzujac, jakie konkretne modele i
strategie genetyczne miatyby zosta¢ zastosowane oraz jak ich uzycie pozwolitoby

jednoznacznie okresli¢ wptyw braku biatka SorLLA na funkcje mikrogleju.

W pracy pojawily si¢ ponadto nieliczne bledy sktadniowe oraz sporadyczne omylki
edytorskie, prawdopodobnie wynikajace z automatycznych podmian w edytorze tekstu (ap.
zapis ,koimmunopercypitacja” zamiast ,.,koimmunoprecypitacja”). Nie wptywaja one jednak w

istotny sposéb na zrozumiatos$é tresci.

Podsumowujac, rozprawa doktorska Pani mgr Pauliny Kaminskiej stanowi oryginalne
rozwiazanie istotnego problemu naukowego, wnoszgc nowe informacje dotyczace roli biatka
sortujacego SorLA w ksztattowaniu wiadciwosci mikrogleju w glejaku. Zastosowany w pracy
nowoczesny i wieloaspektowy warsztat badawczy pozwolit na pelng i prawidtows realizacje
postawionych celéw. Uzyskane wyniki otwieraja perspektywe ich praktycznego
wykorzystania. Nieliczne uwagi i spostrzezenia w zaden sposéb nie umniejszaja wartosci
merytorycznej rozprawy.

Niniejszym stwierdzam, ze rozprawa doktorska Pani mgr Pauliny Kaminskiej spenia
warunki okreslone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i
nauce (Dz. U. 2024 poz. 1571 z péz. zm.). W zwigzku z powyzszym, wnioskuje do Rady
Naukowej Instytutu Biologii Doswiadczalnej o dopuszczenie mgr Pauliny Kaminskiej do
dalszych etap6w postgpowania w sprawie nadania stopnia doktora. Ponadto, z uwagi na wysoka
warto$¢ naukowg pracy i fakt, ze cze$¢ zaprezentowanych w rozprawie wynikéw zostala w
ubiegtym roku opublikowana w prestizowym czasopismie EMBO reports (Kaminska P i in.,
SorLA restricts TNFo release from microglia to shape a glioma-supportive brain

microenvironment), wnioskuj¢ o wyréznienie rozprawy.

Z wyrazami szacunku,
y%v&‘,enk; (}@5&3‘& e }6#&\7 v

Agnieszka Jazwa-Kusior
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RE: Recenzja rozprawy doktorskiej Warszawa 15/08/2025

Doktorant: mgr Paulina Kaminska

Tytul rozprawy doktorskiej:
Rola receptora sortujacego SorLA w polaryzacji fenotypu mikrogleju w glejaku
Promotor:  dr hab. Anna Malik

Recenzent: dr hab. n. med. Jakub Godlewski

Opinia o rozprawie doktorskiej

Przedtozona do recenzji rozprawa doktorska dotyczy niezwykle aktualnego 1 istotnego problemu
badan nad biologicznymi mechanizmami rozwoju glejaka wielopostaciowego (GBM) — jednego z
najbardziej agresywnych nowotworow mozgu u dorostych. Autorka skoncentrowata si¢ na roli
receptora sortujacego SorLA w ksztattowaniu wiasciwosci mikrogleju 1 makrofagéw zwigzanych
z glejakiem (tzw. GAMs — glioma-associated microglia and macrophages), ze szczeg6lnym
uwzglednieniem potencjalnych mechanizmoéw, ktore moga sprzyjac¢ lub przeciwdziata¢ rozwojowi
guza.

Juz sam wybdr tematu nalezy oceni¢ bardzo pozytywnie — praca taczy zagadnienia
neuroimmunologii, onkologii 1 biologii molekularnej, poruszajac jednoczesnie aspekt
translacyjny, istotny z punktu widzenia opracowywania nowych strategii terapeutycznych.
Szczegolnie interesujacy jest watek dotyczacy mozliwosci przeprogramowania fenotypu GAMs w
kierunku prozapalnym, co moze otworzy¢ droge do innowacyjnych immunoterapii
przeciwnowotworowych.

1. Uklad pracy i przeglad literatury
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Rozprawa ma przemyslang 1 logiczng strukturg. We wstepie autorka bardzo starannie omawia tto
kliniczne 1 biologiczne problemu. Opis epidemiologii nowotworéw mozgu, przeglad obecnie
stosowanych strategii terapeutycznych w leczeniu GBM oraz charakterystyka mikrogleju i
makrofagéw w mikrosrodowisku guza tworzg solidng podstawe teoretyczng do podzniejszych
rozwazan.

W mojej ocenie szczegdlnie wartosciowe jest wprowadzenie poswigcone receptorom z domeng
VPS10P, a w tym receptorowi SorLA — dotad stosunkowo rzadko omawianemu w kontekscie
nowotworow madzgu. Autorka w klarowny sposob przedstawia zaréwno znane funkcje neuronalne
SorLA, jak 1 hipotezy dotyczace jego roli w komorkach nieneuronalnych. Ten fragment swiadczy
o duzej erudycji i umiejetnosci syntetyzowania wiedzy z réznych obszardéw biologii komorki.

Jedyna drobng uwaga na tym etapie jest to, ze czg$¢ przegladu literatury mogtaby zosta¢ skrdécona
na rzecz bardziej szczegdtowego wprowadzenia do istniejagcych danych eksperymentalnych
dotyczacych interakcji SorLA z biatkami uktadu odpornosciowego w innych modelach chorob.
Pozwoliloby to jeszcze wyrazniej zarysowac luke badawcza, ktora praca stara si¢ wypehic.

2. Cele i hipoteza badawcza

Cele pracy zostaly sformutowane jasno i sg w pelni uzasadnione zaréwno klinicznie, jak i
naukowo. Hipoteza, ze wysoki poziom SorLA w GAMs wiaze si¢ z ich wlasciwosciami
pronowotworowymi, jest logicznym nastgpstwem wczesniejszych analiz bioinformatycznych.
Dobrze, ze autorka zaplanowata badania zaréwno in vitro, jak i in vivo, a ich zakres obejmuje
szerokie spektrum — od regulacji ekspresji genu Sorll po analize morfologii mikrogleju i oceng
wielkosci guza w modelu mysim.

Podkreslenia wymaga fakt, Ze praca nie ogranicza si¢ do prostego opisu zjawisk, lecz zmierza do
wyjasnienia mechanizmoéw molekularnych, w tym identyfikacji domeny SorLA odpowiedzialnej
za wigzanie TNF-a. Takie podejscie $wiadczy o dojrzatosci naukowej 1 umiejetnosci
projektowania badan o duzym potencjale poznawczym.

3. Czes¢ eksperymentalna i wyniki

Wyniki zostaly przedstawione w sposob przejrzysty i logiczny. Autorka wnikliwie analizuje
wplyw réznych czynnikow na ekspresj¢ Sorll w mikrogleju, wykazujac, ze polaryzacja fenotypu
komorek wptywa istotnie na poziom transkrypcji tego genu. Bardzo interesujaca jest obserwacja,
ze stymulacja prozapalna (LPS) obniza ekspresje Sorll, podczas gdy stymulacja za pomoca
CX3CL1 ja zwigksza — jest to wynik, ktory moze mie¢ istotne implikacje dla zrozumienia
plastycznosci funkcjonalnej GAMs.

Cenne jest takze odkrycie, ze SorLA wigze TNF-a za posrednictwem domeny EGF/Bp, co
prawdopodobnie ogranicza wydzielanie tej cytokiny przez mikroglej. Wyniki te sugeruja, ze
SorLA moze pehi¢ funkcje ,,modulatora” odpowiedzi zapalnej w mikrogleju, co stanowi nowy 1
oryginalny wkiad w wiedzg o biologii tego receptora.
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Na uwage zastugujg rowniez dane in Vvivo, pokazujgce, ze myszy pozbawione SorLA rozwijajg
mniejsze guzy mozgu, a mikroglej w ich mikrosrodowisku wykazuje wyrazne cechy aktywacji
prozapalnej. Ta cze$¢ badan jest szczegolnie wartosciowa z perspektywy potencjalnych
zastosowan translacyjnych.

Jezeli mialbym wskaza¢ jeden obszar, ktory moglby zosta¢ rozwiniety, to bylaby to bardziej
pogtebiona analiza ilo§ciowa i jako$ciowa interakcji mikrogleju z innymi typami komorek uktadu
odporno$ciowego w mikrosrodowisku guza — cho¢ cze$¢ takich analiz (cytometria przeptywowa,
barwienia immunofluorescencyjne) zostala wykonana, ich interpretacja mogtaby by¢ jeszcze
SZersza.

4. Dyskusja i wnioskKi

Dyskusja jest obszerna, a jej mocng strong jest umiejetne polaczenie wynikéw wlasnych z
aktualnym stanem wiedzy. Autorka trafnie interpretuje dane w kontekscie hipotezy poczatkowej,
a takze wskazuje potencjalne konsekwencje translacyjne swoich badan — w tym mozliwos¢
celowego zablokowania funkcji SorLA w celu przeprogramowania GAMs w kierunku
prozapalnym.

Whioski sa logiczne, spojne z przedstawionymi wynikami i unikajag nadmiernych spekulacji.
Cieszy fakt, ze autorka podkresla nowatorski charakter obserwacji dotyczacych roli SorLA w
komdrkach mikrogleju, co jest waznym elementem oryginalno$ci rozprawy.

5. Walory i znaczenie pracy
Do najwazniejszych zalet rozprawy nalezy zaliczy¢:

o aktualnos$¢ i znaczenie tematu dla onkologii i neuroimmunologii,

e Dbardzo dobre przygotowanie merytoryczne autorki 1 umiej¢tno$¢ taczenia wiedzy z
réznych dziedzin,

e kompleksowe podejécie obejmujgce zarowno modele in vitro, jak i in vivo,

e oryginalne wyniki dotyczace funkcji SorLA w mikrogleju 1 jego wplywu na
mikrosrodowisko glejaka,

o klarowng i przemys$lang strukture pracy.

Nieliczne uwagi krytyczne maja charakter raczej redakcyjny i rozwojowy — pewne fragmenty
przegladu literatury moglyby by¢ skrocone, a niektore analizy interakcji immunologicznych w
mikrosrodowisku guza mogtyby zosta¢ rozszerzone.

6. Podsumowanie
Podsumowujac, przedstawiona rozprawa doktorska jest dzietem o wysokiej wartosci naukowe;,

wnoszacym oryginalny wktad w zrozumienie mechanizméw regulujacych funkcje mikrogleju w
glejaku wielopostaciowym. Wyniki maja znaczenie zard6wno poznawcze, jak 1 potencjalnie
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aplikacyjne, a zaprezentowane wnioski mogg stanowi¢ punkt wyjécia dla dalszych badan nad
terapiami celujagcymi w mikrosrodowisko guza.

Praca jest napisana w sposob klarowny, z dbaloscig o szczegdly metodologiczne i interpretacyjne,
a autorka wykazata si¢ duza samodzielnos$cia i umiejetnoscia krytycznej analizy. Z przekonaniem
stwierdzam, ze rozprawa spetnia kryteria stawiane pracom doktorskim i zastuguje na wyréznienie.

Rozprawa doktorska spetnia warunki okre§lone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo
o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. 2024 poz. 1571 z pdzn. zm.). W zwigzku z powyzszym,
wnioskuj¢ do Rady Naukowej Instytutu Biologii Doswiadczalnej o dopuszczenie mgr Pauliny

Kaminskiej do dalszych etapow postgpowania w sprawie nadania stopnia doktora

Jakub Godlewski, Ph.D.
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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Pauliny Kaminskiej pt. "Rola receptora sortujagcego SorLA

w polaryzacji fenotypu mikrogleju w glejaku”

zrealizowana w Pracowni Neurobiologii Molekularnej Instytutu Biologii Doswiadczalnej
im. M. Nenckiego, PAN oraz w Grupie Badawczej Neurobiologii Komorkowej Uniwersytetu
Warszawskiego pod kierunkiem dr hab. Anny Malik

Glejak wielopostaciowy (ang. glioblastoma multiforme, GBM) jest agresywnym nowotworem ztosliwym
mozgu 0s6b dorostych, charakteryzujgcym sie krétkim czasem przezycia pacjentéw. Charakterystyczng
cechg nowotworu jest jego mikrosrodowisko, ktére stanowi mikroglej i makrofagi. Przeprogramowanie
komodrek uktadu immunologicznego oraz innych komérek obecnych w mikrosrodowisku powoduje, ze
przestajg realizowac¢ swoje funkcje, czyli hamowaé rozwdj guza, a zamiast tego wspierajg jego wzrost
i ograniczajg odpowiedz przeciwnowotworowg. Nowoczesne terapie eksperymentalne w leczeniu
glejaka wielopostaciowego (GBM) koncentrujg sie gtéwnie na przezwyciezeniu opornosci nowotworu
na klasyczne leczenie oraz na precyzyjnym celowaniu w komaérki nowotworowe, w tym tzw. glioma stem-
like cells (GSCs), ktére odpowiadajg za nawroty choroby. Metody leczenia bazujgce na zmianie
zachowania komoérek ukfadu immunologicznego i odkrycie mechanizméw odpowiedzialnych za
ksztattowanie ich zachowania byé moze przybliza nas do odniesienia sukceséw terapeutycznych

w leczeniu nowotworow.

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska bada udziat biatka SorLA w modyfikacji fenotypu
mikrogleju w glejaku. Badane przez Doktorantke biatko jest wewnagtrzkomdérkowym receptorem
sortujgcym, ktéry wptywa na lokalizacje biatek w komorce, biorgc udziat w ich transporcie pomiedzy
organellami. Ekspresja tego biatka zostata zidentyfikowana w komadrkach glejowych, w tym w mikrogleju.
Na podstawie wczesniejszych nieopublikowanych badan (analizy immunofluorescencyjne mikrogleju
w mikrosrodowisku GBM oraz gwiazdziaka typu 2 (praca wykonana przez Doktorantke) — rycina 6 strona
39, oraz danych transkryptomicznych ludzkich prébek — rycina 7, strona 40) o istotnej roli tego biatka
w ksztaltowaniu wtasciwosci mikrogleju i makrofagéw zwigzanych z glejakiem (GAMs) Autorka podjeta

sie realizacji przedstawionej do recenzji pracy doktorskiej. Analiza danych transkryptomicznych
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wykazata, ze poziom genu kodujgcego SorLA w GAMSs rozni sie w zaleznosci od jego potencjalnych
wiasciwosci pronowotworowych. Doktorantka sformutowata hipoteze badawcza, ze wysoki poziom
SorLA w GAMs zwigzany jest z tymi wiasciwosciami pronowotworowymi, co moze wigzac¢ sie z rolg tego
receptora w ksztattowaniu tej funkcji. Doktorantka podjeta sie zadania zbadania wptywu SorLA na jego
wtasciwosci poprzez miedzy innymi: okreSlenie czynnikbw wptywajgcych na jego ekspresje
w mikrogleju, zidentyfikowanie biatek wydzielanych przez mikroglej w sposéb zalezny od SorlLA,
okreslenie wptywu SorLA w modelu in vivo pozbawionym biatka SorLA. W pracy doktorskiej Doktorantka
wykorzystuje podstawowe techniki biologii molekularnej, a swoje badania prowadzi zaréwno w uktadzie
in vitro jak i in vivo, co nie jest czeste na tym etapie rozwoju kariery naukowej. Doktorantka wykorzystuje
nowoczesne i adekwatne do postawionych sobie celéw metody badawcze. Temat rozprawy doktorskiej
mgr Pauliny Kaminskiej oceniam jako aktualny oraz wysoce adekwatny w stosunku do problematyki
wspotczesnych badan biomedycznych.

Rozprawa doktorska mgr Pauliny Kaminskiej sktada sie z o$miu gtéwnych rozdziatéw i liczy 167 stron,
podzielona jest na czes¢ teoretyczng (wstep, cele pracy) oraz eksperymentalng (wyniki, dyskusja,
podsumowanie i wnioski oraz wykaz pismiennictwa). Opis rozprawy jest szczegoétowy, wiec Recenzent
jest w stanie oceni¢ dobér metod do zatozonych celéw pracy, uzyskane wyniki oraz wyciggniete wnioski.
Dobor pismiennictwa (264 pozycje) jest adekwatny do tresci pracy i nie ogranicza sie jedynie do
najnowszych prac, ale obejmuje réwniez wczesniejsze prace zrodtowe. Rozprawa doktorska napisana
jest w jezyku polskim. Uktad pracy jest zdecydowanie tradycyjny z podziatem na rozdziaty i podrozdziaty.
Prace doktorskg rozpoczyna ,Wstep”, w ktéorym Doktorantka zapoznaje czytelnika z modelem badan
(glejak wielopostaciowy), strategiami leczenia oraz rolg mikrogleju i makrofagéw jako elementow
mikrosrodowiska majgcych wptyw na rozwdéj nowotworu i bedgcy przedmiotem prowadzonych badan.
W rozdziale tym Doktorantka wyjasnia powody podjecia sie realizacji wybranej tematyki, wprowadzajgc
uzyskane na poprzednich etapach badan wyniki bedgce podstawg do realizacji prezentowanej pracy
doktorskiej. Oceniajgc te czes¢ pracy stwierdzam, ze podrozdziaty prezentujgce teoretyczny kontekst
realizowanych badan sg napisane w sposéb przejrzysty i bardzo przystepny. Jedyna istotna uwaga
dotyczy potrzeby bardziej przemyslanego doboru tresci w zakresie metodycznej perspektywy
wykonywanych badan. Autorka poswieca stosunkowo niewiele miejsca na omowienie i uzasadnienie
przyjetej metodologii, co utrudnia ocene trafnosci doboru narzedzi badawczych oraz interpretacje
wynikow. Dokfadniejsze wyjasnienie zatozen metodologicznych, uzasadnienie wyboru konkretnych
metod lub technik badawczych, odniesienie sie do alternatywnych podejs¢, ktdére mogtyby zostac
zastosowane w podobnym kontekscie zdecydowanie poprawitoby odbiér metodycznej czesci pracy.
W rozdziale ,Materiaty i metody” mgr Paulina Kamihska z réznym stopniem doktadnosci opisuje
wykonane analizy, szczegolnie podrozdziat dotyczgcy analizy statystycznej wymaga uzupetnienia. Jest
to dosc istotne, gdyz Doktorantka uzyskiwata wyniki (prezentowane w rozdziale 4.2 strona 79)
technikami wysokoprzepustowymi generujgcymi duze zbiory danych, ktérych analiza statystyczna
(bioinformatyczna) ma okreslony protokot postepowania. W rozdziale metodycznym zauwazalny jest
brak opisu przygotowania probek do analizy technikami spektrometrii mas oraz sposobu opracowania
uzyskanych danych. Jest to istotna luka, poniewaz szczegétowe przedstawienie procedur analitycznych

stanowi fundament oceny wynikéw badawczych, nawet jesli zlecono ich wykonanie warto byloby



uwzgledni¢: rodzaj i sposdb przygotowania probek (np. homogenizacja, ekstrakcja, oczyszczanie),
zastosowane warunki instrumentalne (typ spektrometru, tryb jonizacji, zakres m/z, czas analizy), metody
kalibracji i kontroli jakosci danych (np. uzycie wzorcéw wewnetrznych, powtarzalno$¢ pomiarow),
sposéb analizy danych (oprogramowanie, algorytmy identyfikacji, kryteria selekcji sygnatow). Czesé
teoretyczna konczy sie prezentacjg celu pracy, ktéry zostat przedstawiony jasno i precyzyjnie. Co
istotne, cel ten koresponduje z trescig rozdziatu VI — ,Podsumowanie i wnioski”, co swiadczy o spojnej
strukturze pracy oraz konsekwentnej realizacji zatozen badawczych. Taka zgodnos¢ miedzy intencja,

a rezultatem jest duzym atutem pracy i podkre$la jej logiczng konstrukcje.

W czesci teoretycznej swojej rozprawy doktorskiej mgr Paulina Kaminska prezentuje ogélng wiedze

teoretyczng osoby ubiegajgcej sie o nadanie stopnia doktora w dyscyplinie nauki biologiczne.

Moja uwaga odnosnie prezentacji uzyskanych wynikow dotyczy dwoch aspektéw. Jeden to prezentacja
w pracy doktorskiej (nie tylko w tabeli 1, ale i pozostatych tego typu opracowaniach danych) miejsc
znaczacych i jednorodnego zapisu liczb dziesietnych. Podawanie wynikéw z doktadnoscig do np.
8 miejsc po przecinku moze wydawac sie wyrazem precyzji, jednak w wiekszosci przypadkéw jest to
nieuzasadnione i moze wprowadzac¢ czytelnika w btad co do rzeczywistej doktadnosci danych.
Problemem jest brak spéjnosci miedzy doktadnoscig pomiarowg, a prezentowang precyzjg liczbowa.
Jesli pomiar lub dane wejsciowe majg doktadnos¢ do 2-3 miejsc znaczgcych, podawanie wyniku
z doktadnoscig do 8 miejsc po przecinku jest sztuczne i mylgce. Taki zapis sugeruje precyzje, ktérej nie

da sie uzasadni¢ metodologicznie.

W rozdziale ,Wyniki” brakuje informacji dotyczacych liczby zidentyfikowanych biatek, co znaczgco
ogranicza mozliwo$¢ oceny jakosci oraz efektywnosci przeprowadzonych analiz proteomicznych.
Liczba ta stanowi podstawowy wskaznik skutecznosci zastosowanej metody spektrometrii mas i jest
kluczowa dla oceny czutosci, selektywnosci oraz powtarzalno$ci wynikéw. Brak tej informacji ogranicza
mozliwosé weryfikacji uzyskanych wynikow, zwtaszcza, ze prezentowane sg wytgcznie w postaci
wykresow typu ,volcano plot” czyli juz po wykonaniu analizy statystycznej. W kontek$cie badan
proteomicznych, podanie liczby zidentyfikowanych biatek — wraz z kryteriami ich identyfikacji (np. liczba
unikalnych peptydéw, poziom FDR, minimalna intensywnos$¢ sygnatu) — jest niezbedne dla petnej
interpretowalnosci wynikéw. Tabela 5 (strona 93) ilustrujgca juz uzyskane wyniki analiz bytaby w petni
interpretowalna, gdyby Doktorantka podata wyjsciowe wartosci intensywnosci dla podanych/wybranych
biatek. Kryterium wyboru biatek rdznicujgcych (strona 91) pozwolito Autorce na wyselekcjonowanie
trzech grup biatek réznicujgcych pomiedzy badanymi genotypami, to sposéb prezentacji tych wynikow
oraz ich interpretacja wymaga wedtug Recenzenta doprecyzowania. Przede wszystkim brakuje jasnych
informacji o kryteriach ostatecznej selekcji biatek (podanych w tabeli 5, strona 93) — nie podano czy
oparto sie na okreslonym progu istotnosci statystycznej, fold change, analizie funkcjonalnej, czy innych
parametrach biologicznych. Z wykresu (rycina 21) wynika, ze biatek spetniajgcych kryteria opisane
w rozdziale 4.5 byto wiecej niz ostatecznie znalazto sie w tabeli 5. Czy Autorka mogtaby wyjasni¢ te

pojawiajgce sie watpliwosci?

Zastosowanie testow immunoenzymatycznych ELISA jako metody walidacyjnej dla wynikow

uzyskanych w analizie MS (spektrometria mas) jest podejSciem wiadciwym, ale niekoniecznie



standardowym. Niemniej jednak, opis tej czesci eksperymentu wymaga doprecyzowania, zaréwno pod
wzgledem merytorycznym, jak i metodologicznym. W kontekscie zastosowania testéw ELISA jako
metody walidacyjnej dla wynikéw uzyskanych technikg spektrometrii mas, warto zaznaczy¢, ze ELISA
— jako metoda celowana — wymaga wczesniejszej selekcji konkretnych biatek i nie pozwala na analize
globalng, jakg umozliwiajg niecelowane podejscia MS. Dodatkowo, ELISA charakteryzuje sie nizszg
czutoscig w poréwnaniu z nowoczesnymi metodami MS, co moze wptywaé na wykrywalnos¢ biatek
obecnych w niskim stezeniu. Z tego wzgledu brak petnego potwierdzenia wynikow MS w ELISA nie musi
SwiadczyC o ich btednosci, lecz moze wynika¢ z ograniczen analitycznych testu. Z kolei zgodnosc¢
pomiedzy obiema metodami, jesli zostanie odpowiednio udokumentowana, stanowi istotne
wzmocnienie wiarygodnosci danych. Warto jednak, by Autorka pracy wyraznie odniosta sie do réznic
w charakterze obu technik, a takze ich potencjalnych konsekwencji dla interpretacji uzyskanych

wynikow.

Poza powyzszymi uwagami odnoszgcymi sie gtéwnie do aspektéw metodologicznych oraz prezentacii
uzyskanych wynikow mam kilka pytan do ktérych chciatabym, aby Doktorantka odniosta si¢ podczas
publicznej obrony pracy:

(1) Jakie modele badawcze (komérkowe, zwierzece) sg najbardziej odpowiednie do badania roli SorLA
w mikrogleju w glejaku? Jakie ograniczenia majg zastosowane przez Doktorantke modele badawcze?
(2) Czy nadekspresja SorLA w modelach in vitro lub/i in vivo wptywa na wzrost i inwazyjno$¢ guza
glejaka?

(3) Czy SorLA moze by¢ potencjalnym celem terapeutycznym w leczeniu glejakéw poprzez modulacje
funkcji mikrogleju?

(3) Czy istnieje mozliwos¢ farmakologicznej modulacji SorLA w kontekscie immunoterapii glejaka? Czy
taka terapia miataby zdaniem Doktorantki sens w kontek$cie uzyskanych wynikéw?

(4) Czy stosuje sie strategie blokowania interakcji SorLA z ligandami z wykorzystaniem przeciwciata
przeciwko SorLA?

Praca jest ilustrowana 40 rycinami. Niestety nie zawsze sg one czytelne (dotyczy to szczegdlnie zdjeé
wykonanych z wykorzystaniem mikroskopu fluorescencyjnego, np. rycina 23 A, strona 95). Mysle, ze

czescig problemu moze by¢ kwestia wygladu tego typu obrazéw na wydruku.

W przedstawionej do recenzji pracy doktorskiej Autorka nie unikneta btedéw jezykowych, stylistycznych

oraz powtérzen utrudniajgcych zrozumienie tekstu np.:

{rozdziat 4.1, strona 77} ,Analiza poziomu ekspresji genu Sorll wykazata, ze traktowanie komérek
z wykorzystaniem LPS powoduje spadek poziomu ekspresji Sorll (Rycina 11A), podczas gdy pod
wplywem wspéthodowli z komorkami GL261 poziom jego transkryptu w mikrogleju wzrasta (Rycina
11B), co wskazuje, iz w zaleznosci od kierunku aktywacji mikrogleju, poziom ekspresji genu kodujgcego
SorLA ulega zmianom.” Duzo prosciej i krocej mogtoby by¢: ,Analiza wykazata, ze stymulacja LPS
prowadzi do obnizenia ekspresji Sorll (Rycina 11A), natomiast wspothodowla z komdrkami GL261
zwieksza poziom jego transkryptu w mikrogleju (Rycina 11B). Wyniki te sugerujg, ze ekspresja genu
kodujacego SorLA jest modulowana w zaleznosci od kierunku aktywacji mikrogleju.”. Momentami
zauwazalne sg réwniez niekonsekwencje terminologiczne (np. przemienne stosowanie polskich



i angielskich nazw biatek lub proceséw biologicznych bez wyjasnienia), a takze nadmiernie
rozbudowane zdania, ktére wymagajg uproszczenia i podziatu dla zwiekszenia przejrzystosci. W kilku
fragmentach Autorka tgczy prezentacje wtasnych wynikéw z odniesieniami do literatury i wnioskami
o charakterze interpretacyjnym, co w mojej opinii zaciera granice miedzy tym, co zostato bezposrednio
zaobserwowane, a tym, co stanowi prébe wyjasnienia mechanizmu na podstawie istniejgcych doniesien
naukowych. Tego typu tresci — choé¢ niewatpliwie istotne — powinny by¢ w wiekszym stopniu
przesuniete do rozdziatu ,Dyskusja”, gdzie jest przestrzen na zestawienie wynikéw wiasnych z danymi
literaturowymi i formutowanie szerszych uogélnien. Dla zwiekszenia przejrzystosci, warto bytoby
jednoznacznie oddzieli¢, ktére stwierdzenia wynikajg bezposrednio z uzyskanych danych (np. wzrost
kolokalizacji), a ktore sa hipotezami wymagajgcymi dalszych badan (np. mechanizm egzocytozy jako

przyczyna zwiekszonego wydzielania TNF-a) — strona 91, rozdziat ,Wyniki”.

Wyniki badan przedstawione w czesci doswiadczalnej rozprawy doktorskiej pozostajg w peinej
zgodnosci z zakresem tematycznym pracy oraz potwierdzajg wysoki poziom merytoryczny i praktyczny
prowadzonych badan. Zastosowane podejScia badawcze obejmujg nowoczesne i zaawansowane
technologie biologii molekularnej, takie jak spektrometria mas, testy immunoenzymatyczne (ELISA), czy
analizy ekspresji biatek, co swiadczy o bardzo dobrej znajomosci aktualnych metod eksperymentalnych
oraz umiejetnosci ich prawidtowego wykorzystania i interpretacji. Wyniki zostaty opublikowane
w czasopismach naukowych, a w czterech z nich mgr Paulina Kaminska jest pierwszym autorem.
W przypadku Doktorantki takie osiggniecia nalezy uznac za znaczace. Osiggniecia Doktorantki uwazam
za bardzo dobre na tym etapie jej kariery naukowej. Warto podkresli¢, ze dorobek publikacyjny
Doktorantki (zaprezentowany w rozdziale ,Publikacje Doktorantki” jest bezposrednio powigzany
z tematykg rozprawy — cztery z opublikowanych prac naukowych dotyczg bezposrednio zagadnien
podejmowanych w dysertacji, co nie tylko wzmacnia wiarygodnos$¢ prezentowanych wynikéw, ale takze

potwierdza aktywnos¢ badawczg Autorki w obszarze swojej specjalizacji.

Whioski — ocena pracy doktorskiej wraz z uzasadnieniem

Podsumowujac, mocng strong pracy jest wstep teoretyczny w ktérym jego Autorka wykazata sie
interdyscyplinarng wiedzg z zakresu tematyki pracy doktorskiej. Praca doktorska, ktérej podjeta sie mgr
Paulina Kaminska jest interdyscyplinarna i wymaga bardzo wszechstronnej wiedzy. Metodyka
zastosowana w prezentowanej do oceny pracy doktorskiej jest adekwatna do postawionych hipotez
badawczych. Autorka wykorzystata w realizacji swojej pracy doktorskiej nowoczesne techniki biologii
molekularnej, komérkowej oraz obrazowania, w tym hodowle pierwotne mikrogleju, techniki analizy
biatek/peptydéw (wysokorozdzielcza spektrometria mas), modele in vitro i in vivo. Dane przedstawione
w rozprawie sg spojne, dobrze udokumentowane i potwierdzajg udziat SorLA w regulacji fenotypu
mikrogleju w kontekscie glejakow. Ponadto, Autorka wykazata, ze myszy pozbawione SorLA rozwijajg
mikroglej w mikrosrodowisku glejaka wykazujgcy cechy morfologiczne aktywacji prozapalnej. Rozprawa
doktorska stanowi oryginalne rozwigzanie problemu naukowego, a w trakcie jej realizacji wykazano
nieznane dotychczas funkcje receptora SorLA w mikrogleju.



Zastrzezenia zawarte w recenzji nie wptywajg na mojg dobrg ocene rozprawy doktorskiej Pani
mgr Pauliny Kaminskiej. Dorobek naukowy dotgczony do pracy doktorskiej dowodzi dojrzatosci
naukowej Pani mgr Pauliny Kaminskiej, jej umiejetnosci postugiwania sie technikami z zakresu biologii
molekularnej, analizy danych i uzasadnia ubieganie sie o stopien doktora. Ponadto rozprawa stanowi
rozwigzanie problemu naukowego, wykazuje ogoélng wiedze teoretyczng Kandydatki w danej dyscyplinie

oraz umiejetno$¢ samodzielnego prowadzenia pracy naukowej.

Na podstawie przeprowadzonej analizy stwierdzam, ze recenzowana rozprawa doktorska Pani mgr
Pauliny Kaminskiej, jej tres¢ i jako$¢ mimo wskazanych w powyzej uwag w petni odpowiadajg wymogom
stawianym rozprawom doktorskim oraz wskazujg na duzg samodzielnos¢ oraz dojrzatos¢ naukowg

Kandydatki. Stgd rekomenduje dopuszczenie przedstawionej do oceny rozprawy doktorskiej magr

Pauliny Kaminskiej do dalszych etapéw postepowania oraz jej publicznej obrony.

Rozprawa doktorska spetnia warunki okreslone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo

0 szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. 2024 poz. 1571 z p6zn. zm.).

CP{‘ Ufwmﬁ-ﬂ/

Prof. dr hab. Monika Pietrowska
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