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Recenzja rozprawy doktorskiej Pani mgr inz. Patrycji Rosy,
zatytulowanej

»Understanding of processes driving microglia repopulation in young and old mice by applying
scRNA-seq technology”

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska zostala wykonana w Pracowni Neurobiologii
Molekularnej Instytutu Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego PAN. Promotorem pracy jest Pani
prof. dr hab. Bozena Kaminska-Kaczmarek, natomiast promotorem pomocniczym Pan dr Aleksander
Jankowski. Rozprawa dotyczy zjawiska odtwarzania mikrogleju u myszy mtodych i w okresie starzenia.

Mikroglej, czyli komorki nieneuronalne o$rodkowego uktadu nerwowego, odgrywaja kluczows role
w utrzymaniu jego homeostazy. Uczestnicza w odpowiedzi immunologicznej, a takze sa zaangazowane w
kontrolowanie proliferacji i réznicowania komoérek neuronalnych oraz tworzenia synaps i modyfikacji
polaczen synaptycznych. Prekursory mikrogleju migrujg do rozwijajacego si¢ osrodkowego uktadu
nerwowego we wezesnym okresie embriogenezy, zanim bariera krew-moézg zostanie w pelni uformowana.
Dajg w ten sposéb poczatek heterogennej samoodnawialnej populacji komorek, ktora utrzymuje sie przez
cale zycie. Zdolno$¢ mikrogleju do samoodtwarzania jest cechg wyrdzniajacg go sposréd wiekszoscei
populacji osrodkowego ukfadu nerwowego i stanowi przedmiot intensywnych badan. Mikroglej
charakteryzuje si¢ wysoka plastycznoscia w odpowiedzi na bodzce, a takze zmienia sie¢ podczas
ontogenezy. W ostatnich latach opisano szereg stanow transkrypcyjnych mikrogleju, typowych dla
poszczegblnych etapow zycia czy proceséw patologicznych. Starzenie si¢ jest zwigzane z dysfunkcja
mikrogleju, ktéra prowadzi do zaklocen samoodtwarzania, zaburzen homeostazy osrodkowego ukladu
nerwowego i zwigksza podatnosé na choroby neurodegeneracyjne. Oceniana praca doktorska koncentruje
si¢ na pytaniu, czy komorki mikrogleju nowo zasiedlajgce osrodkowy ukiad nerwowy w pelni odtwarzaja
prawidiowy stan oraz funkcjonalng heterogennos¢ wezesniejszej populaciji, a takze w jaki sposob przebieg
procesu samoodtwarzania mikrogleju zmienia si¢ podczas starzenia. Tym samym, rozprawa podejmuje
problem naukowy o istotnym znaczeniu dla obecnej neurobiologii molekularnej i biomedycyny.

Praca doktorska ma forme monografii napisanej w jezyku angielskim, o klasycznym ukladzie.
Obejmuje streszczenie w jezyku angielskim i polskim, Wstep, Cel, Materiaty i Metody, Wyniki, Dyskusje



oraz Wnioski. Ponadto zawiera wykaz skrtéow, spis cytowanej literatury oraz liste trzech publikacji,
ktorych Doktorantka jest wspolautorka. Jedna z tych prac, opublikowana w Journal of Neuroinflamation
(IF2024 10.1), zawiera czes¢ wynikow zaprezentowanych w ocenianej rozprawie. Strona formalna pracy nie
budzi zasadniczych zastrzezen, cho¢ miejscami tekst wymagatby dopracowania pod wzgledem
redakcyjnym i strukturalnym. Mozna bowiem zauwazy¢ m.in. brak odwotan do niektérych rysunkow (np.
rys. 3.1,3.3,3.4,3.5, 5.1, 6.5) czy umieszczenie rysunkéw w innych podrozdziatach niz te, do ktorych sie
odnoszg (np. rys. 6.8). Zdarzaja si¢ réwniez sporadyczne niescistosci i nieprecyzyjne sformutowania w
tekscie, a niektére fragmenty tresci sa powtérzone (wybrane przyktady ponizej). Uchybienia te nie
umniejszajg jednak merytorycznych waloréw rozprawy.

Wstep podzielony zostal na dwie glowne czedci, z ktorych pierwsza poswiecona jest obszernej
charakterystyce pochodzenia i funkcji mikrogleju, natomiast druga stanowi przeglad metod
sekwencjonowania, ze szczeg6lnym uwzglednieniem technik wysokoprzepustowych i jednej technologii
badan transkryptomicznych pojedynczych komérek. Czgsé dotyczaca mikrogleju jest ciekawa, klarowna i
zawiera wyczerpujace informacje przygotowane na podstawie bogatego materiahu zrodtowego. Swiadezy
to o rozleglej wiedzy teoretycznej Doktorantki i Jej bardzo dobrej znajomosci aktualnej literatury
przedmiotu. Cenne jest przedstawienie zaréwno obecnego stanu wiedzy, jak i nakreslenie pytaf oraz
kierunkow dalszych badan. Niewielkim niedociagnieciem jest tutaj powtarzanie niektérych informacji, na
przyktad na temat zmian morfologii mikrogleju czy jego roli w utrzymywaniu homeostazy. Druga czesé
Wstepu zyskalaby na wartosci, gdyby zamiast niskoprzepustowym technikom sekwencjonowania, ktére
nie sg scisle powigzane z pracg, wigcej miejsca poswiecono zastosowanej metodzie analizy ekspresji genow
pojedynczych komorek, na przyklad prezentujac jej glowne etapy na schemacie, badz poréwnujac ja z
innymi dostgpnymi technologiami. W tej czesci, w podrozdziatach 3.4.3 i 3.4.4 zabraklo odniesien do
zrédel, z ktorych pochodza prezentowane informacje. Ponadto, ostatni akapit podrozdziatu 3.4.4 powinien
znalez¢ si¢ w podrozdziale 3.4.5. W ogdlnym ujeciu, druga cze$¢ Wstepu moglaby zostaé nieco
dopracowana, lecz spetnia swoja funkcje i wprowadza czytelnika w tematyke podejmowang w rozprawie.

Gléwnym celem rozprawy bylo zrozumienie pochodzenia i cech funkcjonalnych mikrogleju
odtworzonego po jego farmakologicznej eliminacji, ze szczegélnym uwzglednieniem réznic miedzy
myszami mlodymi i w okresie starzenia. Dla osiagniecia tego celu Doktorantka podjela sie realizacji szeéciu
zadan szczegdlowych, z ktorych wigkszo$¢ jest w pelni uzasadniona i jasno sformutowana. Zadanie szoste,
obejmujgce, w dostownym thumaczeniu ,,poréwnanie aktywowanego mikrogleju w réznych stanach
patologicznych oraz w publicznych zbiorach danych™ (,.Comparison of activated microglia in various
pathologies and in public datasets™) zostalo jednak ujete w spos6b nieprecyzyjny, co moze rodzié pewne
watpliwosci co do jego zakresu.

Rozdziat Materialy i Metody przedstawia opisy czgsci eksperymentalnej i bioinformatycznej
przeprowadzonych badan. Uklad tresci w tym rozdziale jest charakterystyczny dla publikacji w
czasopismach naukowych, odbiegajac tym samym od formy zwyczajowo przyjetej dla rozpraw doktorskich
w formie monografii. Przyjecie takiego ukladu wydaje sie jednak uzasadnione w kontekscie faktu, ze
doswiadczenia zostaly wykonane przez inne osoby (ich nazwiska wymieniono w rozprawie), a Doktorantka
byla odpowiedzialna za analizy bioinformatyczne. Niestety jednak opisy czeéci doswiadczalnej zawieraja
pewne niescistosci, ktore poczatkowo utrudniajg zrozumienie zatozen prowadzonych prac. Na przykiad, na
stronie 42 mozna znalez¢ informacje, ze w badaniach wykorzystano samce i samice myszy mtodych
(.young”, 3 m-ce), starzejacych si¢ (..aging”, 12 m-cy) i starych (,,aged”, 18-22 m-cy), natomiast rysunek
uwzglednia tylko samice w wieku 3 i 12 m-cy, przy czym te ostatnie okre$lone sa stowem ,,stare” (,,0ld").



Dopiero z opisu na stronie 45 wynika, ze uzyto osobnikéw w wieku 3 i 12 m-cy, bez wskazania ich plci.
Odnoszac si¢ do tej kwestii, prosze Doktorantke o wyjasnienie dlaczego dokonano takiego wyboru i w jaki
sposob objecie badaniami réwniez myszy w wieku 18-22 m-cy mogloby wplyna¢ na uzyskane rezultaty.
Proszg rowniez o komentarz w jak duzym stopniu badane zjawisko odnowy mikrogleju ksztattowane jest
czynnikami zaleznymi od plei zwierzgcia. Opis czesci do$wiadczalnej zawiera takze drobniejsze btedy,
takie jak np. stwierdzenie, ze analize jakosci catkowitego RNA wykonano zaréwno w przypadku
sekwencjonowania klasycznego, jak i ukierunkowanego na pojedyncze komorki (str. 46).

Czgs¢ rozdzialu poswiecona analizom danych szczegélowo i precyzyjnie opisuje warsztat badawczy
Doktorantki. Sposéb przedstawienia metodyki bioinformatycznej, wraz z uzasadnieniem i oméwieniem
poszczegdlnych etapéw postgpowania, potwierdza bardzo dobra znajomo$é i zrozumienie zastosowanych
narzedzi. Niektore rozwazania wrecz wykraczaja poza zakres typowego opisu metod. Nawiazujac do
wymienionych na stronie 48 strategii normalizacji dostepnych w pakiecie Seurat, prosze¢ o wskazanie, ktora
z nich mogtaby by¢ z powodzeniem zastosowana jako alternatywa wobec wybranej metody LogNormalize.
Doktorantka podata konkretne warto$ci parametréw liczby najblizszych sasiadow czy rozdzielczosci
klastrowania (str. 50). Czy byly testowane rézne wartoéci tych parametrow, a jesli tak, jakie kryteria
decydowaty o ostatecznym wyborze?

Rozdzial Wyniki stanowi najobszerniejsza czg$¢ rozprawy i prezentuje wysoki poziom naukowy.
W pierwszym etapie Doktorantka przeprowadzila analize danych sekwencjonowania transkryptoméw
pojedynczych komoérek i zaprezentowata globalny wynik klastrowania w postaci projekcji UMAP.
Nastepnie na rysunku 6.5 przedstawila t¢ samag projekcje, w ktorej uwidocznita udziat kazdej probki
osobno, zabraklo tutaj jednak probki ,,rep 4 HTO2”. W tym kontekscie, prosze o podanie liczby komorek
przypadajacych na kazda probke (ostateczna liczba po filtrowaniu) oraz o komentarz na temat poziomu
zmiennosci poszczegolnych probek w obrebie replikatéw. W kolejnym etapie Doktorantka poréwnata
mikroglej odtworzony po farmakologicznym usunigciu z mikroglejem w warunkach kontrolnych u
miodych myszy. Co ciekawe, analizy te wykazaty pojawienie si¢ w odtworzonym komérek w stanie
aktywowanym, przypominajacych mikroglej zwigzany z nowotworami moézgu. Pozwolily takze
zidentyfikowac klaster mikrogleju proliferujacego i niedojrzatego, przy czym ten ostatni wykazywat
podwyzszong ekspresj¢ genéw zwigzanych z odpowiedzia zapalng. Wyodrebnienie tych klastrow
pozwolito na rekonstrukcje trajektorii o charakterze cigglym, rozpoczynajaca sie od proliferujacego
mikrogleju, przechodzacg przez stany aktywowane i prowadzacg do odtworzenia mikrogleju o cechach
typowych dla stanu homeostazy. W dalszej czgsci pracy Doktorantka sprawdzita, czy proces ten ksztattuje
si¢ tak samo w okresie starzenia si¢ zwierzat. Zidentyfikowata szereg zmian w jego przebiegu i doglebnie
scharakteryzowala je na poziomie transkryptomicznym, laczac dane uzyskane z wysokoprzepustowego
sekwencjonowania ukierunkowanego na pojedyncze komérki i klasycznego. Doktorantka zaobserwowata
kumulacje mikrogleju proliferujacego i w stanach aktywowanych, co skutkowato brakiem efektywnego
odtwarzania stanu homeostazy. U starych osobnikéw mikroglej wykazywal podwyzszona ekspresje genéw
zwigzanych z procesami zapalnymi i neurodegeneracyjnymi. Zdajac sobie sprawe ze zlozonosci
omawianych zagadnien, chcialabym pozna¢ opini¢ Doktorantki na temat tego, jakie czynniki mogg w
gléwnej mierze decydowac o tym, ze u mtodych osobnikéw odpowiedz zapalna ma charakter przej$ciowy,
natomiast u starszych si¢ utrzymuje. Czy sg one zwiazane z interleuking 33? Bardzo ciekawych spostrzezeti
dostarcza czgs¢ Wynikow dotyczaca podobienstw miedzy aktywowanymi stanami mikrogleju
odtworzonego a mikroglejem zwigzanym z glejakami, gdzie ekspresji ulegaja geny zaangazowane w
procesy migracji, fagocytozy i odpowiedzi zapalncj. Do tcj czesci mam nastepujace pytania. W tabeli 6.3



wymieniono geny markowe poszczegélnych podtypow aktywowanego mikrogleju, a nastepnie poziomy
ckspresji markerow dla Act-MG1 przedstawiono na rysunku 6.17A. Czy nie nalezaloby oczekiwaé
wysokiego poziomu ekspresji tych genéw w duzym odsetku komorek nalezacych do tego klastra, aby
mozna byto uzna¢ je za jego markery? Jak nalezy interpretowac¢ poziom ekspresji tych gendéw w podtypie
Act-MG1 w poréwnaniu do podtypow MG2 i MG3?

Dyskusja jest podzielona na podrozdziaty odpowiadajace uktadowi Wynikéw. Ta czes¢ rozprawy
zostala opracowana starannie, w sposob $wiadczacy o dojrzalym podejéciu Doktorantki do interpretacji
rezultatdw wlasnych badan i analizy materiatéw Zrodlowych. Stanowi ciekawe i wyczerpujace
opracowanie. Dyskusja jest zakonczona nakresleniem ograniczen przeprowadzonych badai. Wsrod nich
Doktorantka dostrzega m.in., ze przedstawione w pracy wyniki dotycza transkryptomu, stad tez nie
dostarczaja informacji o funkcjach biatek. Mozna bytoby w tym miejscu wspomnie, ze nie odnosza si¢ tez
do niekodujacych RNA, ktorych potencjalny udziat w badanym procesie jest réwniez wart uwagi.
Oczywiscie wynika to wylgcznie z ograniczen wspélezesnych technologii ukierunkowanych na badania
transkryptomiczne pojedynczych komérek.

Rozprawa jest zakoniczona wymienionymi w punktach wnioskami, ktére s3 w petni uzasadnione w
kontekscie przedstawionych wynikéw badan.

Podsumowujac stwierdzam, ze Doktorantka posiada rozlegla wiedze teoretyczna i umiejetnosé jej
wykorzystania. W przemyslany sposob zaplanowata poszczeg6lne etapy pracy, a wykonujgc je wykazata
si¢ biegloscig w stosowaniu zaawansowanych narzedzi analitycznych. Jasno opisata uzyskane rezultaty, a
nastgpnie kompetentnie je przedyskutowala i poprawnie sformutowata wnioski. Dowodzi to faktu, ze
Doktorantka wykazuje umiejetno$¢ samodzielnego prowadzenia pracy naukowej. Oceniana rozprawa
stanowi oryginalne rozwigzanie problemu o duzym znaczeniu dla wspétczesnej biomedycyny. Dzigki
zastosowaniu transkryptomiki pojedynczych komorek mozliwe byto scharakteryzowanie nowych stanow
mikrogleju podczas jego odtwarzania, a takze opisanie dynamiki tego procesu i jej zmian zaleznych od
wieku. Stanowi to wazny wklad w zrozumienie molekularnego podtoza zjawiska odnowy mikrogleju.

Biorgc pod uwage wymienione wyzej przestanki stwierdzam, ze rozprawa doktorska spelnia
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 inz. Patrycji Rosy do dalszych etapéw postgpowania w sprawie
nadania stopnia doktora.

Paulina Jackowiak
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OCENA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ
mgr inz. Patrycji Rosy zatytulowanej
»Understanding of processes driving microglia repopulation
in young and old mice by applying scRNA-seq technology”

Przedstawiona do oceny praca doktorska Pani mgr inz. Patrycji Rosy wykonana
pod kierunkiem  Promotora Pani prof. dr hab. Bozeny Kaminskiej-Kaczmarek
oraz Promotora pomocniczego Pana dr Aleksandra Jankowskiego bardzo dobrze wpisuje sie
wtematyke¢ badawcza Pracowni Neurobiologii ~ Molekularnej, Instytutu Biologii
Doswiadczalnej im. Marcelego Nenckiego Polskiej Akademii Nauk w Warszawie. Badania
zespotu od lat koncentrujg si¢ wokét immunologii nowotworéw, ze szczegdlnym
uwzglednieniem roli mikrogleju. Co wazne, wyniki dowodza kluczowej funkeji mikrogleju
w ksztaltowaniu polaczen miedzy neuronami oraz Jego unikatowej roli w praktycznie
wszystkich stanach patologicznych mézgu. Co wyjatkowe, wykazuja, ze w zaleznosci
od bodzca mikroglej moze wlaczaé lub wylaczaé okreslone funkcje, aktywujac rézne programy
ekspresji genéw. Dzigki postepom w technologiach sekwencjonowania mozliwe jest obecnie
efektywniejsze badanie ekspresji genéw na poziomie pojedynczych komérek. Doktorantka
W swojej pracy shusznie zwraca uwage na to, ze w odréznieniu od pozostatych komoérek
osrodkowego uktadu nerwowego to mikroglej ma niezwyktg zdolno$é do odnowy. Jednakze
zrozumienie zfozonosci zachodzgcych proceséw weiaz wymaga wnikliwych badaf. Pozostaje
migdzy innymi do wyjasnienia, czy mikroglej odzyskuje petng heterogenicznosé funkcjonalna,
a takze czy jest to zalezne od wieku organizmu. W $wietle powyzszych danych, tematyka
przedstawionej do oceny pracy doktorskiej wydaje sie bardzo trafna, poniewaz jej celem byto
zrozumienie  pochodzenia i  funkcjonalnosci odnowionego mikrogleju po  jego
farmakologicznym usunigciu, ze szczegdlnym uwzglednieniem réznic pojawiajacych sie

W procesie starzenia.



Praca napisana zostata w jezyku angielskim, zawiera 114 stron, 25 rycin oraz 4 tabele.
Skfada si¢ z typowych rozdziatéw takich Jak:  Wykaz skr6téw, Streszczenie
W jezyku angielskim i polskim, Wprowadzenie, Cel, Materiaty i metody, Wyniki, Dyskusja,
Whioski koricowe, Bibliografia oraz Lista dorobku naukowego Kandydatki. Badania zostaty
przeprowadzone w ramach 2 projektéw typu Opus 2020/39/B/NZ4/02683 pod kierunkiem
Promotora oraz Sonata 2020/39/D/NZ2/03461 pod kierunkiem Promotora pomocniczego
finansowanych przez Narodowe Centrum Nauki, ponadto czes¢ badan zostata przeprowadzona
w ramach programu ,,Polskie Powroty 2019”. Co warto zaznaczy¢, w 2024 roku juz czesé
wynikéw  zostata  opublikowana  przez Doktorantke ~w  czasopismie  Jowrnal
of Neuroinflammation w pracy pt. “Tracking changes in functionality and morphology
of repopulated microglia in young and old mice”. Pragng podkresli¢, ze logiczny uktad pracy
doktorskiej, dojrzate opracowanie, poprawny styl, wlasciwe cytowanie literatury, a takze
sposob dyskusji wynikéw wskazuje na dobrze opanowana przez Doktorantke umiejetnosé
pracy naukowej.

We Wprowadzeniu, na 27 stronach, Doktorantka w sposob syntetyczny omawia
znaczenie i stany transkrypcyjne mikrogleju, ze szczegOlnym uwzglednieniem jego roli
W utrzymaniu homeostazy w osrodkowym uktadzie nerwowym, a takze zaangazowania
zardwno w rozwdj jak i proces starzenia si¢ mézgu. Dokonuje réwniez wnikliwego przegladu
literaturowego omawiajac pochodzenie i funkcjonalnogci odnowionego mikrogleju po jego
wezesniejszym farmakologicznym usunieciu, poswigcajac sporo uwagi jego morfologii,
tozsamosci  transkryptomowej oraz heterogenicznosci. W nastepnej czesci  pokrotee
przedstawia przyszte kierunki badan nad rola mikrogleju w zdrowiu i chorobie.
Natomiast w ostatniej czgsci tego rozdziatu Doktorantka bardzo wnikliwie omawia dostepne
dane literaturowe dotyczace zastosowanej zaawansowanej w badaniach metodologii.

W kolejnym rozdziale Kandydatka przedstawia gléwne zatozenia oraz w 6 punktach
szczegbtowe - bardzo ambitne - cele, realizowane w ramach rozprawy doktorskie;j.
Obejmowaty one okre$lenie heterogenicznodei i poréwnanie mikrogleju w czasie odnowy
na poziomie transkrypcyjnym i funkcjonalnym u mtodych i starych myszy z wykorzystaniem
danych z sekwencjonowania RNA masowego (bulk RNA seq), jak i pojedynczych komérek
(scRNA-Seq). Ponadto, poréwnanie czy aktywacja odnowionych komérek jest podobna do tej
obserwowanej w stanach patologicznych zaréwno podczas rozwoju glejaka, jak i zaburzen
neurodegeneracyjnych.

W rozdziale Materiaty i metody Autorka zawarta najwazniejsze informacje dotyczace
sposobu prowadzenia eksperymentéw i analizy wynikéw. Na uznanie zastuguje bogaty
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Wwarsztat metodyczny, a takze umiejgtnosé wspotpracy z badaczami w kraju i za granica.
Co wazne, Doktorantka udokumentowata, ze badania byty prowadzane za zgoda I Lokalnej
Komisji Etycznej do spraw doswiadczeri na zwierzgtach w Warszawie (numery uzyskanych
zg0d - 836/2019 i 1364P1/2022).

W rozdziale Wyniki Doktorantka prezentuje przejrzyscie dane uzyskane w swoich
eksperymentach na 18 bardzo rozbudowanych rycinach oraz w postaci 3 tabel. Logicznie
zaplanowane eksperymenty i konsekwentna ich realizacja przyniosty efekty w postaci
klarownie opisanych i graficznie przedstawionych wynikéw. W badaniach dokonano
farmakologicznego usuniecia mikrogleju u miodych i starych myszy przy uzyciu BLZ-945
czyli inhibitora CSFIR, a nastepnie przeprowadzono sekwencjonowanie RNA pojedynczych
komoérek w populacji  komérek mieloidalnych sortowanych jako komérki CDI11b.
W badaniach wykazano, ze po 21 dniach podawania BLZ-945 nastepuje catkowita eliminacja
mikrogleju, ale juz w ciggu 7 dni od jego odstawienia dochodzi do stopniowej odnowy
populacji tych komérek. Heterogenicznosé funkcjonalng odnowionego mikrogleju badano za
pomocg analizy scRNA-seq. Dowiedziono, ze odtworzony mikroglej uzyskuje stan
transkrypcyjny obserwowany u zwierzat kontrolnych, ale wczesniej przechodzi przez
przejsciowe stany aktywacji, ktére scharakteryzowano Jjako 3 typy Act-MG1, Act-MG2 i Act-
MG3. Te wyjatkowe stany odzwierciedlaja dynamiczng plastycznosé mikrogleju
i charakteryzujg si¢ ekspresja genéw zwiazanych z proliferacja (Mki67, Top2a), migracja
i przebudowg cytoszkieletu (Racl, P2ry12) oraz degradacjg macierzy pozakomérkowej (Cstb,
Ctsd). Moja uwage przykuty dane pokazujace bardzo wysokie poziomy ekspresji genéw
zwigzanych z cytokinami (Ccl2, Cel3, Ccl4, Cxcll0, Tnf 1I-1beta) zaobserwowane jedynie w
odtworzonej populacji mikrogleju u starzejacych sie myszy. Rezultaty te sg nowatorskie
i wskazuja, ze chociaz odtworzone komorki mikrogleju u starszych myszy cze$ciowo
przywracajg swoj fenotyp homeostatyczny, to jednak utrzymuje si¢ u nich podwyzszony stan
zapalny, co z wiekiem moze przyczynia¢ sie do uposledzenia funkcji tych komérek. Bardzo
ciekawym wynikiem jest rowniez ten pokazujacy, iz w odnowionym mikrogleju pochodzacym
z mozgoéw starszych myszy dochodzi do zwigkszonej ekspresji genéw proapoptotycznych
(Lmnbl, Casp8, Psmd3 i Bakl). Uzyskane dane jednoznacznie wskazuja, Zze starzenie jest
kluczowym  czynnikiem determinujacym efektywnogé odnowy mikrogleju. Réwniez
przeprowadzone przez Autorke masowe sekwencjonowanie RNA (bulk  RNA-seq)
potwierdzito, ze z wiekiem dochodzi zaréwno do obnizenia ekspresji genéw homeostatycznych
(Tmem119, P2ryl2, Trem2), jak i zwiekszenia wielu proapoptotycznych (Bik, Bad, Bid, Bax,
Bel2, Bel2ll, Cyes, Apafl, Casp9, Fas, Casp8). Co niezwykle ciekawe dalsze analizy szlakow
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powiazanych z ekspresja genéw wskazaly na zaburzenia w procesie starzenia w osi RhoA-
ROCK, ktéra jest kluczowa dla aktywacji, migracji i polaryzacji mikrogleju oraz przyczynia
sie do wywotania reakcji zapalnej. Za wazne i nowatorskie uwazam rowniez wykazanie
podobienstw migdzy stanami aktywacji odnowionego mikrogleju u starych myszy a tymi
opisanymi w opublikowanych zbiorach danych mikrogleju w przebiegu glejaka, a takze
choroby Alzheimera i stwardnienia rozsianego. Doktorantka miedzy innymi wykazata wspolne
programy transkrypcyjne, a takze to, ze odnowiony mikroglej zwlaszcza u miodych myszy
zmierza w kierunku homeostazy, podczas gdy ten zwigzany z glejakiem jest ukierunkowany
wstrong trwalej aktywacji i fagocytozy. Na uznanie zastuguje zaréwno staranne
przeprowadzenie badan, jak i oryginalne podejscie eksperymentalne. Pragne réwniez
podkresli¢, ze wyniki eksperymentéw zostaty Juz czgdciowo opublikowane w pracy
oryginalnej, przygotowanej pod kierunkiem zaréwno Promotora jak i Promotora
pomocniczego. Uwage zwraca rowniez fakt, ze praca zostala przygotowana w ramach
migdzynarodowej wspolpracy z naukowcami z Niemieckiego Centrum Choréb
Neurodegeneracyjnych w Bonn.

Niezwykle cenng czgscia dysertacji, $wiadczaca o dojrzatosci naukowej Doktorantki
Jest Dyskusja, w ktorej zwraca uwage spdjna interpretacja wynikow, a takze odniesienie ich do
bogatej literatury (zamieszczono 247 pozycji pismiennictwa). W pierwszej czesci Doktorantka
w ciekawy sposéb dyskutuje przywrécenie heterogenicznosci funkcjonalnej mikrogleju po jego
odnowieniu u miodych myszy. Natomiast w drugiej dowodzi, ze proces starzenia niestety
znaczgco zakloca proces odnowy mikrogleju uniemozliwiajac przywrocenie pelnej
homeostazy. Ostatnia cz¢s¢ dyskusji jest szczegolnie interesujaca, Autorka wykazuje w niej, ze
aktywowany mikroglej w mikrosrodowisku glejaka  wykazuje podobne programy
transkrypcyjne do odtworzonego aktywnego mikrogleju, co sugeruje wspolng pule genéw
lezaca u podstaw tych zlozonych proceséw. Jak wiele jeszcze pozostaje do ustalenia,
przedstawita Autorka w czeéei poswigconej ograniczeniom badan. Okreslenie ztozonosci
procesu odnowy mikrogleju w osrodkowym uktadzie nerwowym jest niezmiernie istotne
rowniez z klinicznego punktu widzenia. Dlatego tez, w mojej ocenie uzyskane wyniki moga
przyczyni¢ si¢ do opracowywania skuteczniejszych strategii terapeutycznych w leczeniu wielu
choréb o podtozu neurodegeneracyjnym. Dysertacja zakofczona Jjest 5 gtéwnymi wnioskami,
w ktorych Doktorantka trafnie podsumowuje rezultaty swoich badan. W ostatnim rozdziale
Kandydatka wykazata, ze jest wspotautorka 3 publikacji, co swiadczy o umiejetnosci
wspolpracy zardwno krajowej, jak i co wazne migedzynarodowej, a takze o Jej zaangazowaniu
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Mimo bardzo dobrej pracy, Doktorantka nie unikneta drobnych niedociagnieé. Brakuje
jednoznacznie okre$lonej catkowitej liczby zwierzat uzytych w przeprowadzonych
eksperymentach, a zwlaszcza informacji o ich plci. W podrozdziale 5.1 Autorka podaje,
ze prowadzita badania na samcach i samicach, jednakze schemat eksperymentalny Ryc. 5.1
sugeruje, ze badania farmakologiczne prowadzone byly jedynie na samicach, a w rozdziale 6
dotyczacym wynikow badan kwestia plci Jest juz catkowicie pominieta. Obecnie pojawia sie
coraz wigcej informacji o istotnych réznicach w funkcji mikrogleju zwigzanych z pleia, dlatego
prositabym o wyjasnienie tej kwestii i odniesienie si¢ do dostepne;j literatury.

Podsumowujac, przeprowadzone badania wymagaly solidnego warsztatu
metodycznego, umiejetnosci wspélpracy, a takze nakladu pracy Doktorantki.
Dowiedziono, ze chociaz mikroglej u miodych myszy odtwarza pelna réznorodnoéé
i funkcjonalno$é, to jednak u starych proces ten jest zaburzony co uniemozliwia
przywrécenie pelnej homeostazy. Okre§lnie przez Autorke wspoélnych programoéw
aktywacji, ktére laczg odnowe mikrogleju z jego patologiczng aktywacja niewgtpliwie
poszerza perspektywy terapeutyczne. Omoéwione wyzej drobne niedociagnigcia
nie umniejszaja warto$ci przedstawionej do recenzji dysertacji. Z przyjemnoscia, zatem
pragn¢ stwierdzi¢, ze rozprawa doktorska autorstwa Pani mgr inz. Patrycji Rosy
zatytulowana ,,Understanding of processes driving microglia repopulation in young and old
mice by applying scRNA-seq technology” spelnia wymagania stawiane rozprawie
doktorskiej przez Ustawe z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie WyZszym i nauce
(Dz.U. z 2024 r. poz. 1571 z p6zn. zm.), dlatego mam zaszezyt wnosi¢ do Wysokiej Rady
Instytutu Biologii Dos$wiadczalnej im. Marcelego Nenckiego Polskiej Akademii Nauk
w Warszawie o dopuszczenie Kandydatki do dalszych etapéw postepowania w sprawie
nadania stopnia doktora. Jednoczesnie, z uwagi na range podjetej tematyki, ogélng
wiedze teoretyczna, kompetencje Doktorantki w zakresie umiejetnosci samodzielnego
prowadzenia pracy naukowej, nowatorski charakter podjetej tematyki badawczej,
sprawnos$¢ prowadzenia interesujacej dyskusji oraz znaczenie uzyskanych wynikéw dla
rozwoju badai nad mikroglejem, a takze fakt iz dane zostaly Juz czeSciowo opublikowane
W renomowanym czasopiSmie zwracam si¢ z wnioskiem do Wysokiej Rady o wyréznienie
rozprawy doktorskiej, wykonanej pod kierownictwem naukowym dwéch Promotordéw,

Pani prof. dr hab. Bozeny Kamifskiej-Kaczmarek i Pana dr Aleksandra Jankowskiego.
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Recenzja rozprawy doktorskiej

Tytut rozprawy: Understanding of processes driving microglia repopulation
in young and old mice by applying scRNA-seq technology

Autor rozprawy: Mgr inz. Patrycja Rosa
Promotor rozprawy: Prof. dr hab. Bozena Kaminska-Kaczmarek

Promotor pomocniczy rozprawy: Dr Aleksander Jankowski

Rozwéj wysokoprzepustowych biomedycznych technik pomiarowych pozwolit w ostatnich
latach na znaczny postep w naukach biologicznych i medycznych. Szczegdlne
przyspieszenie nastgpito w zwigzku z rozwojem Next Generation Sequencing (NGS) i
technik pochodnych. Jednym z przyktaddéw jest zastosowanie NGS do iloSciowej oceny
ekspresji genéw i ich alternatywnych transkryptow. Domys$ing strategig jest
charakteryzacja transkryptomu w populacjach komoérek pochodzgcych z okreslonej tkanki
(ang. bulk RNAseq). To podejscie jest motywowane zatozeniem, ze komorki z tego
samego typu tkanki sg jednorodne i jednoczesnie takie podejscie jest historycznie
odziedziczone po technikach nisko-przepustowych oraz mikromacierzowych. W rezultacie
uzyskane wyniki sg swego rodzaju srednig wazong z réznych profili ekspresji z badane;j
populacji komérek. Podejscie to bardzo dobrze sprawdza sie w ogdlnej charakteryzacji
tkanki, jednak w szczegdlnych przypadkach, gdzie interesujgcy nas sygnat nie pochodzi
od dominujgcej grupy komorek, jest niewystarczajgce. Alternatywnym podejsciem jest
sekwencjonowania RNA pojedynczych komorek (scRNA-Seq), ktére pod wzgledem
technologicznym dynamicznie rozwija sie w ostatnich latach. W tym podejsciu co do
zasady uzyskujemy profile ekspresji dla kazdej komoérki z osobna, co pozwala na
rozroznienie nie tylko pod wzgledem typu komoérki ale takze ich fazy ,cyklu zycia”.

Jednak analiza danych pochodzgcych z eksperymentow scRNA-Seq jest trudnym
zadaniem, znacznie trudniejszym niz z ,klasycznego” RNA-Seq (bulk RNA-Seq). Z jednej
strony musimy mierzyC sie z wysokg wymiarowoscig danych, a z drugiej z szumem o
ztozonej etiologii. W typowym eksperymencie scRNA-Seq dla kazdej probki dla dziesigtek
a nawet setek tysiecy komorek mierzymy poziomy ekspresji dla setek tysiecy
alternatywnych transkryptéw genow (czesto dla uproszczenia sumowanych do poziomu
genow, co wigze sie z utratg czesci informacji). Jednoczesnie caty proces generaci
danych jest ztozony z wielu etapdéw, gdzie na kazdym sygnat moze ulec zaszumieniu. Do
tego oczywiscie dochodzg ograniczenia i charakterystyka samej technologii
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sekwencjonowania. Na catos¢ naktada sie takze charakterystyka biologiczna: z naturalng,
stochastyczng roznicg w sygnatach pomiedzy komoérkami tego samego typu, réznicg
miedzy typami komorek, jak i roznicg wynikajgca z fazy ,cyklu zycia” danej komorki.
Wiekszos¢ z tych sktadowych jest tez obecna w danych z eksperymentéw typu ,bulk RNA-
Seq’, jednak wigksza ztozono$¢ przygotowania prébki jak i dodatkowy wymiar ztozonosci
w postaci dziesigtek/setek tysiecy komorek powoduje, ze analiza tego typow danych jest
trudniejsza zaréwno ze wzgledu na bardziej ztozony szum jak i wiekszg wymiarowosc¢
danych w stosunku do klasycznego RNA-Seq.

W przedstawionej do oceny rozprawie doktorskiej oba podejscia sekwencjonowania
(scRNA-seq oraz bulk RNA-seq) =zostaty wykorzystane w celu uzyskania
komplementarnego, wielopoziomowego obrazu zmian zachodzgcych w mikrogleju
podczas procesu repopulacji. Potgczono je aby zniwelowac ich indywidualne ograniczenia
skupiajgc sie na mocnych stronach danego podejscia, dzieki temu scRNA-seq dato wglad
w strukture populacji i procesy réznicowania, natomiast bulk RNA-seq zapewnito gtebszg
analize molekularng i potwierdzenie statystyczne obserwowanych zmian w ekspresji
genow, szczegoblnie w kontekscie starzenia.

Wchodzgc gtebiej gtdownym celem uzycia scRNA-seq byto zbadanie heterogennosci
(r6znorodnosci) populacji mikrogleju, ktorej nie mozna uchwycic¢ tradycyjnymi metodami
usredniajgcymi wynik dla catej populacji komérek. A doktadniej: i) Identyfikacja
subpopulacji i stanéw przejsciowych: uzycie scRNA-Seq pozwolito na wykrycie rzadkich i
przejsciowych standw aktywacji mikrogleju (np. Act-MG1, Act-MG2, Act-MG3), ktore
pojawiajg sie tylko w trakcie repopulacji i nie wystepujg w moézgu kontrolnym, ii) Analiza
trajektorii rozwojowych: Dzieki scRNA-seq mozliwe byto przeprowadzenie tzw. trajectory
inference (wnioskowania o trajektorii), co pozwolito ustali¢, Ze odnawiajgcy sie mikroglej
pochodzi od proliferujgcych prekursoréw, przechodzi przez stany aktywacji, a nastepnie
dazy do stanu homeostatycznego, iii) Porownanie miodych i starych osobnikéw na
poziomie komoérkowym: scRNA-Seq umozliwito wykazanie, ze u starych myszy proces
dojrzewania mikrogleju jest zaburzony (komorki te zatrzymujg sie w stanach
aktywowanych i nie w petni odtwarzajg populacje homeostatycznag, co bytoby trudne do
precyzyjnego okreslenia w badaniu catej tkanki), iv) Charakterystyka profilu
transkrypcyjnego: Pozwolita na stworzenie kompleksowego atlasu standw
transkrypcyjnych mikrogleju w kontekscie jego regeneracji.

Natomiast Bulk RNA-seq wykorzystano jako metode uzupetniajgcg i walidujgca,
szczegblnie w kontekscie badan nad starzeniem sie mikrogleju. A dokfadniej: i)
Zwiekszenie sity statystycznej i glebokosci sekwencjonowania: metoda ta postuzyta do
wygenerowania danych o wysokiej rozdzielczosci z wiekszg mocg statystyczng, co
pozwolito na wykrycie gendw réznicujgcych (DEG) oraz szlakéw sygnatowych, ktére mogty
zostac przeoczone w scRNA-seq ze wzgledu na jego ograniczone pokrycie (tzw. dropout
effects), ii) Potwierdzenie mechanizméw w starym mikrogleju: Bulk RNA-seq
wykorzystano specyficznie do potwierdzenia, ze w odnowionym mikrogleju starych myszy
dochodzi do obnizenia ekspresji kluczowych genéw homeostatycznych (np. P2ry12,
Tmem119) oraz wzrostu ekspresji gendéw zwigzanych z apoptozg i starzeniem, iii) Analiza
szlakow molekularnych: Bulk RNA-Seq umozliwito precyzyjniejsze wskazanie deregulaciji
konkretnych szlakéw, takich jak szlak RhoA-ROCK czy szlaki zwigzane ze Smiercig
komorkowg, co potwierdzito, ze "stary" mikroglej jest bardziej podatny na apoptoze.



Ukfad rozprawy jest typowy dla tego typu opracowan. W kolejnych rozdziatach Autorka:

e przybliza pochodzenie i znaczenie mikrogleju jak rowniez opisuje proces usuwania
i repopulacji. Przedstawia tez mozliwe przyszte kierunki badan oraz omawia typowe
techniki badan i metody analizy (Rozdziat 3),

e przedstawia cele pracy (Rozdziat 4),

e przedstawia koncept badania, zastosowang metodologie jak i sposdb analizy
danych (Rozdziat 5),

e prezentuje wyniki poszczegdlnych analiz realizujgcych zatozone cele pracy
(Rozdziat 6)

e prezentuje dyskusje uzyskanych wynikéw (Rozdziat 7)

e prezentuje podsumowanie w formie zdefiniowanych konkluzji (Rozdziat 8)

Nalezy podkresli¢, ze w rozdziale 3. Autorka bardzo doktadnie omawia obecny stan wiedzy
co Swiadczy o duzym oczytaniu i dobrym przygotowaniu do podjecia zagadnien
poruszanych w dalszych czesciach pracy. Sekcje wprowadzenia opisujgce pochodzenie,
funkcje, znaczenie mikrogleju jak i pozniej procesy usuwana i repopulacji sg wrecz
wzorcowe. Troche zamieszania pojawia sie natomiast w sekcji 3.4 skupiajgcej sie na
klasyfikacji obecnie uzywanych technologiach pomiarowych. Takim rzucajgcym sie w oczy
przyktadem jest uwzglednienie ONT zaréwno w grupie technologii nisko- jak i wysoko-
przepustowych. Podobnie jest z kwestig sekwencjonowania celowanego. Nalezatoby tutaj
rozroznic, ze niektore technologie sg jedynie nisko-przepustowe. Natomiast technologie
co do zasady wysokoprzepustowe sg stosowane w wachlarzu urzgdzen gdzie
przepustowos¢ jest dostosowana do zastosowania (lllumina: iSeq, MiSeq, NextSeq,
NovaSeq ...; ONT: MinlON, GridlON, PtomethlON). A drugg kwestig jest ilos¢
otrzymywanych danych na probke. W sekwencjonowaniu celowanym (amplicon albo
probe based) celowo skupiamy sie na wybranych ,celach” przez co dla danej probki ilos¢
odczytéw bedzie nizsza, ale najczesciej dla danego urzgdzenia oznacza to zwigkszenie
ilosci prébek multipleksowanych i sekwencjonowanych razem.

Nastepnie w rozdziale 5. opisujgcym koncept badania, zastosowang metodologie jak i
sposoOb analizy danych niestety jest widoczny dalszy spadek jakosci pracy. Brakuje
schematu wyjasniajgcego catos¢ badania oraz analiz, ktory jasno by pokazywat jakie dane
sg generowane, jakie metody sg uzyte i ktore elementy analizy sg powigzane z
osiggnieciem konkretnych celéw. Tych celéw jest az szesS¢, sg one co do zasady
komplementarne, ale przejscie narracyjne z jednego do kolejnego nie jest tak oczywiste.

Nalezy tez zwrdci¢ uwage, ze w rozdziale tym jest doS¢ znaczne nieuporzgdkowanie i
wystepuje troche btedéw merytorycznych:

e W podsekcji 5.2.3 tekst na stronie 44 jest znaczeniowo tozsamy z tym na stronie
45

e W sekcji 5.3 znowu pojawia sie informacja o sekwencjonowania scRNA-Seq, ale
tym razem jest to: 2x76 bp on the HiSeq 1500, gdzie wczesniej to byto: paired-
end sequenced (read 1-26 bp, read 2—-100 bp) on a HiSeq 1500

e W podsekcji 5.6.2 Autorka pisze ,We employed methods originally designed for
bulk expression samples such as edgeR’ ale podzniej nie korzysta z



funkcjonalnosci edgeR dedykowanej dla analizy scRNA-Seq. Ponadto nie
korzysta z zalecanej normalizacji TMM, ktéra natywnie jest czescig edgeR, mimo,
ze jest ona stosowana pdézniej do bulk RNA-Seq. Wspomina tez stusznie, ze po
korekcji wielokrotnego testowania geny roznicujgce sg wybierane z
zastosowaniem progéw dla istotnosci statystycznej i sity sygnatu, tylko, ze nie jest
podany zastosowany prog dla istotnosci statystycznej

o W sekcji 5.7 (dotyczacej juz bulk RNA-Seq) stosowane jest potgczenie edgeR (do
normalizacji) z limma (do identyfikacji DEG), co jest jedng z mozliwych opciji.
Natomiast brakuje dyskusji o wptywie wyboru metod na stabilno$¢ wynikow. A co
najistotniejsze niezrozumiate jest uzywanie réznych podejsé (pod katem
modelowania sygnatu) dla danych scRNA-Seq i bulk RNA-Seq gdzie istniejg
metody umozliwiajgce analize obu typdw (jak wspomniany edgeR). Poprawitoby
to jakos¢ i site wnioskowania w obszarach gdzie wyniki z obu metod sg
zestawiane. W tej sekcji niezrozumiaty jest tez fragment: ,we applied false
discovery rate (FDR) correction to the resulting p-values to control for multiple
testing”. Mamy rodzine metod do korekcji ktore kontrolujg FDR, jedng z nich jest
Benjamini-Hochberg, uzyta przy analizie scRNA-Seq. Zaktadam, ze tutaj uzyta
byta ta sama metoda, ktéra jest domysina w limma jako przedstawiciel rodziny
kontrolujgcej FDR i ma w kodzie limma alias ,fdr’. Ale nie jest to nazwa
metody/procedury.

Catosciowo caty ten rozdziat jest chaotyczny, a powyzsze uwagi szczegdtowe dotyczg
jedynie obszarow w ktorych czuje sie kompetentny.

Niestety w rozdziale 6. gdzie przedstawione sg wyniki nie jest lepiej. Nie ma catosciowe;j
narracji, ktora by pomogta przejs¢ po poszczegolnych wynikach i jednoznacznie wykazac
osiggniecie zatozonych celow. Wyglada to troche jak zbior nie powigzanych ze sobg
bardzo ztozonych figur. Nie jestem w stanie ocenic jak te figury zostaty uzyskane i ktéremu
kawatkowi analizy odpowiadajg (brak schematu prezentujgcego catos¢ analiz dla
wszystkich szesciu celéw).

Skupiajgc sie na przyktad na wynikach analizy bulk RNA-Seq i figurze 6.13 w opisie
wynikéw znajdziemy ,As illustrated in the volcano plot (Fig. 6.13A), numerous DEGs were
identified”, ale nie ma informacji ile DEG tutaj mamy? By¢é moze sg to wartosci podane w
skecji 5.7 ,, This analysis yielded 736 differentially expressed genes, with 453 upregulated
and 283 downregulated in the repopulated group compared to controls.”, ale wtedy nalezy
przyjac, ze “Genes were considered significantly differentially expressed if they had an
absolute log2 fold change (Jlog2FC|) > 1 and an adjusted p-value < 0.05.”. Niestety
przygladajac sie 6.13 A) szacuje, ze prog dla |log2FC| to jest ~0.05, a dla p-value to jest
107(-5), czyli wartosci zupetnie odmienne niz te podane wczesniej. Osobng kwestig jest
niska uzytecznosc¢ vulcano-plot, gdyz podswiadomie skupia uwage na DEG o wysokiej
istotnosci statystycznej, gdzie istotnos¢ statystyczna powinna by¢ jedynie uzyta do
odrzucenia nieistotnych gendéw, a sama ocena waznosci powinna opiera¢ sie na sile i
stabilnosci sygnatu. Takg szanse daje M(A)-plot. Co ciekawe w dalszej analizie Autorka
wiasnie tak postepuje, skupiajgc sie na 50 genach o najwigksze;j sile sygnatu. | teraz znowu
rodzi sie pytanie, czy na wiasciwych? Bo jesli prég odciecia dla p-value, zgodnie z 16.3
A), jest ustawiony na 10*(-5) na pewno nie wzieto pod uwage co najmniej kilku genéw o
znacznej sile sygnatu.



To co jednak nalezy podkresli¢ to ogrom zakresu analiz i catego projektu. W mojej ocenie
jest tutaj materiat na dwa, a moze nawet trzy prace doktorskie. Metody analityczne sg co
do zasady poprawne, ale jest duzo swego rodzaju niechlujnosci (wierze, ze jedynie w
opisie i w generowanych figurach), co zaktadam wynika wiasnie z obszernosci materiatu.
To czego brakuje w analizach to zejscie poziom nizej, do alternatywnych transkryptéw, bo
dopiero tam wiele rzeczy by sie uwydatnito. Ale wtedy cato$S¢ bytaby juz chyba ponad sity
Doktorantki. Komentarz ten zostawiam do przemyslenia odnosnie poszerzenia zakresu
planowanych dalszych badan.

Rozdziat 7. czyta sie juz dobrze, wida¢ juz tutaj zebranie wynikow w cato$¢ i ich
interpretacja w kontek$cie zatozonych celéow. Szkoda, ze podobnie nie poprowadzono
prezentacji wynikow. W rozdziale 8. zwigZle przedstawiono kluczowe konkluzje.

Podsumowujac i jednoczesnie odnoszgc sie do wymaganych elementéw oceny:

1) Czy rozprawa doktorska prezentuje ogolng wiedze teoretyczng osoby ubiegajgcej sie o
nadanie stopnia doktora w okreslonej dyscyplinie albo dyscyplinach?

Moja ocena jest pozytywna. Jakos¢ wprowadzenia jak i catos¢ zastosowanych metod
jednoznacznie wskazujg, ze Doktorantka prezentuje bardzo duzg ogolna wiedze
teoretycznag.

2) Czy rozprawa doktorska wykazuje umiejetno$¢ samodzielnego prowadzenia pracy
naukowej lub artystycznej przez osobe ubiegajgcg sie o nadanie stopnia doktora?

Moje ocena jest pozytywna. Zakres przeprowadzanej analizy i interpretacji wynikow w
potgczeniu z wykazanymi ,niedociggnieciami” jednoznacznie wykazujg umiejetnosc
samodzielnego prowadzenia pracy naukowe;j.

3) Czy rozprawa doktorska stanowi oryginalne rozwigzanie problemu naukowego,
oryginalne rozwigzanie w zakresie zastosowania wynikow wtasnych badarn naukowych w
sferze gospodarczej lub spotecznej albo oryginalne dokonanie artystyczne.

Moja ocena jest pozytywna. Wykorzystanie komplementarnosci bulk RNA-Seq i scRNA-
Seq w potfgczeniu z zastosowang metodykg analityczng stanowi oryginalne rozwigzanie
problemu naukowego. Ale tutaj nalezy zaznaczy¢, ze to dopiero poczatek drogi.

Na podstawie powyzszego stwierdzam, ze przedstawiona do oceny rozprawa doktorska
w petni odpowiada warunkom stawianym w ustawie Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce
(Dz. U.z 2024 r. poz. 1571 z p6zn. Zm.), w zakresie nadawania stopni naukowych i na tej
podstawie wnosze do Rady Naukowej Instytutu Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego
PAN o dopuszczenie mgr inz. Patrycji Rosy do dalszych etapéw postepowania w sprawie
nadania stopnia doktora.

Dr hab. inz. Pawet Piotr Labaj, prof. UJ
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