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Rozwój wysokoprzepustowych biomedycznych technik pomiarowych pozwolił w ostatnich 

latach na znaczny postęp w naukach biologicznych i medycznych. Szczególne 

przyspieszenie nastąpiło w związku z rozwojem Next Generation Sequencing (NGS) i 

technik pochodnych. Jednym z przykładów jest zastosowanie NGS do ilościowej oceny 

ekspresji genów i ich alternatywnych transkryptów. Domyślną strategią jest  

charakteryzacja transkryptomu w populacjach komórek pochodzących z określonej tkanki 

(ang. bulk RNAseq). To podejście jest motywowane założeniem, że komórki z tego 

samego typu tkanki są jednorodne i jednocześnie takie podejście jest historycznie 

odziedziczone po technikach nisko-przepustowych oraz mikromacierzowych. W rezultacie 

uzyskane wyniki są swego rodzaju średnią ważoną z różnych profili ekspresji z badanej 

populacji komórek. Podejście to bardzo dobrze sprawdza się w ogólnej charakteryzacji 

tkanki, jednak w szczególnych przypadkach, gdzie interesujący nas sygnał nie pochodzi 

od dominującej grupy komórek, jest niewystarczające. Alternatywnym podejściem jest 

sekwencjonowania RNA pojedynczych komórek (scRNA-Seq), które pod względem 

technologicznym dynamicznie rozwija się w ostatnich latach. W tym podejściu co do 

zasady uzyskujemy profile ekspresji dla każdej komórki z osobna, co pozwala na 

rozróżnienie nie tylko pod względem typu komórki ale także ich fazy „cyklu życia”. 

Jednak analiza danych pochodzących z eksperymentów scRNA-Seq jest trudnym 

zadaniem, znacznie trudniejszym niż z „klasycznego” RNA-Seq (bulk RNA-Seq). Z jednej 

strony musimy mierzyć się z wysoką wymiarowością danych, a z drugiej z szumem o 

złożonej etiologii. W typowym eksperymencie scRNA-Seq dla każdej próbki dla dziesiątek 

a nawet setek tysięcy komórek mierzymy poziomy ekspresji dla setek tysięcy 

alternatywnych transkryptów genów (często dla uproszczenia sumowanych do poziomu 

genów, co wiąże się z utratą części informacji). Jednocześnie cały proces generacji 

danych jest złożony z wielu etapów, gdzie na każdym sygnał może ulec zaszumieniu. Do 

tego oczywiście dochodzą ograniczenia i charakterystyka samej technologii 
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sekwencjonowania. Na całość nakłada się także charakterystyka biologiczna: z naturalną, 

stochastyczną różnicą w sygnałach pomiędzy komórkami tego samego typu, różnicą 

między typami komórek, jak i różnicą wynikająca z fazy „cyklu życia” danej komórki. 

Większość z tych składowych jest też obecna w danych z eksperymentów typu „bulk RNA-

Seq”, jednak większa złożoność przygotowania próbki jak i dodatkowy wymiar złożoności 

w postaci dziesiątek/setek tysięcy komórek powoduje, że analiza tego typów danych jest 

trudniejsza zarówno ze względu na bardziej złożony szum jak i większą wymiarowość 

danych w stosunku do klasycznego RNA-Seq. 

W przedstawionej do oceny rozprawie doktorskiej oba podejścia sekwencjonowania 

(scRNA-seq oraz bulk RNA-seq) zostały wykorzystane w celu uzyskania 

komplementarnego, wielopoziomowego obrazu zmian zachodzących w mikrogleju 

podczas procesu repopulacji. Połączono je aby zniwelować ich indywidualne ograniczenia 

skupiając się na mocnych stronach danego podejścia, dzięki temu scRNA-seq dało wgląd 

w strukturę populacji i procesy różnicowania, natomiast bulk RNA-seq zapewniło głębszą 

analizę molekularną i potwierdzenie statystyczne obserwowanych zmian w ekspresji 

genów, szczególnie w kontekście starzenia.  

Wchodząc głębiej głównym celem użycia scRNA-seq było zbadanie heterogenności 

(różnorodności) populacji mikrogleju, której nie można uchwycić tradycyjnymi metodami 

uśredniającymi wynik dla całej populacji komórek. A dokładniej: i) Identyfikacja 

subpopulacji i stanów przejściowych: użycie scRNA-Seq pozwoliło na wykrycie rzadkich i 

przejściowych stanów aktywacji mikrogleju (np. Act-MG1, Act-MG2, Act-MG3), które 

pojawiają się tylko w trakcie repopulacji i nie występują w mózgu kontrolnym, ii) Analiza 

trajektorii rozwojowych: Dzięki scRNA-seq możliwe było przeprowadzenie tzw. trajectory 

inference (wnioskowania o trajektorii), co pozwoliło ustalić, że odnawiający się mikroglej 

pochodzi od proliferujących prekursorów, przechodzi przez stany aktywacji, a następnie 

dąży do stanu homeostatycznego, iii) Porównanie młodych i starych osobników na 

poziomie komórkowym: scRNA-Seq umożliwiło wykazanie, że u starych myszy proces 

dojrzewania mikrogleju jest zaburzony (komórki te zatrzymują się w stanach 

aktywowanych i nie w pełni odtwarzają populację homeostatyczną, co byłoby trudne do 

precyzyjnego określenia w badaniu całej tkanki), iv) Charakterystyka profilu 

transkrypcyjnego: Pozwoliła na stworzenie kompleksowego atlasu stanów 

transkrypcyjnych mikrogleju w kontekście jego regeneracji. 

Natomiast Bulk RNA-seq wykorzystano jako metodę uzupełniającą i walidującą, 

szczególnie w kontekście badań nad starzeniem się mikrogleju. A dokładniej: i) 

Zwiększenie siły statystycznej i głębokości sekwencjonowania: metoda ta posłużyła do 

wygenerowania danych o wysokiej rozdzielczości z większą mocą statystyczną, co 

pozwoliło na wykrycie genów różnicujących (DEG) oraz szlaków sygnałowych, które mogły 

zostać przeoczone w scRNA-seq ze względu na jego ograniczone pokrycie (tzw. dropout 

effects), ii) Potwierdzenie mechanizmów w starym mikrogleju: Bulk RNA-seq 

wykorzystano specyficznie do potwierdzenia, że w odnowionym mikrogleju starych myszy 

dochodzi do obniżenia ekspresji kluczowych genów homeostatycznych (np. P2ry12, 

Tmem119) oraz wzrostu ekspresji genów związanych z apoptozą i starzeniem, iii) Analiza 

szlaków molekularnych: Bulk RNA-Seq umożliwiło precyzyjniejsze wskazanie deregulacji 

konkretnych szlaków, takich jak szlak RhoA-ROCK czy szlaki związane ze śmiercią 

komórkową, co potwierdziło, że "stary" mikroglej jest bardziej podatny na apoptozę. 



 

Układ rozprawy jest typowy dla tego typu opracowań. W kolejnych rozdziałach Autorka: 

• przybliża pochodzenie i znaczenie mikrogleju jak również opisuje proces usuwania 

i repopulacji. Przedstawia też możliwe przyszłe kierunki badań oraz omawia typowe 

techniki badań i metody analizy (Rozdział 3), 

• przedstawia cele pracy (Rozdział 4), 

• przedstawia koncept badania, zastosowaną metodologię jak i sposób analizy 

danych (Rozdział 5), 

• prezentuje wyniki poszczególnych analiz realizujących założone cele pracy 

(Rozdział 6) 

• prezentuje dyskusję uzyskanych wyników (Rozdział 7) 

• prezentuje podsumowanie w formie zdefiniowanych konkluzji (Rozdział 8) 

 

Należy podkreślić, że w rozdziale 3. Autorka bardzo dokładnie omawia obecny stan wiedzy 

co świadczy o dużym oczytaniu i dobrym przygotowaniu do podjęcia zagadnień 

poruszanych w dalszych częściach pracy. Sekcje wprowadzenia opisujące pochodzenie, 

funkcje, znaczenie mikrogleju jak i później procesy usuwana i repopulacji są wręcz 

wzorcowe. Trochę zamieszania pojawia się natomiast w sekcji 3.4 skupiającej się na 

klasyfikacji obecnie używanych technologiach pomiarowych. Takim rzucającym się w oczy 

przykładem jest uwzględnienie ONT zarówno w grupie technologii nisko- jak i wysoko-

przepustowych. Podobnie jest z kwestią sekwencjonowania celowanego. Należałoby tutaj 

rozróżnić, że niektóre technologie są jedynie nisko-przepustowe. Natomiast technologie 

co do zasady wysokoprzepustowe są stosowane w wachlarzu urządzeń gdzie 

przepustowość jest dostosowana do zastosowania (Illumina: iSeq, MiSeq, NextSeq, 

NovaSeq …; ONT: MinION, GridION, PtomethION). A drugą kwestią jest ilość 

otrzymywanych danych na próbkę. W sekwencjonowaniu celowanym (amplicon albo 

probe based) celowo skupiamy się na wybranych „celach” przez co dla danej próbki ilość 

odczytów będzie niższa, ale najczęściej dla danego urządzenia oznacza to zwiększenie 

ilości próbek multipleksowanych i sekwencjonowanych razem.  

Następnie w rozdziale 5. opisującym koncept badania, zastosowaną metodologię jak i 

sposób analizy danych niestety jest widoczny dalszy spadek jakości pracy. Brakuje 

schematu wyjaśniającego całość badania oraz analiz, który jasno by pokazywał jakie dane 

są generowane, jakie metody są użyte i które elementy analizy są powiązane z 

osiągnięciem konkretnych celów. Tych celów jest aż sześć, są one co do zasady 

komplementarne, ale przejście narracyjne z jednego do kolejnego nie jest tak oczywiste.  

Należy też zwrócić uwagę, że w rozdziale tym jest dość znaczne nieuporządkowanie i 

występuje trochę błędów merytorycznych: 

• W podsekcji 5.2.3 tekst na stronie 44 jest znaczeniowo tożsamy z tym na stronie 

45 

• W sekcji 5.3 znowu pojawia się informacja o sekwencjonowania scRNA-Seq, ale 

tym razem jest to: 2×76 bp on the HiSeq 1500, gdzie wcześniej to było: paired-

end sequenced (read 1–26 bp, read 2–100 bp) on a HiSeq 1500 

• W podsekcji 5.6.2 Autorka pisze „We employed methods originally designed for 

bulk expression samples such as edgeR” ale później nie korzysta z 



funkcjonalności edgeR dedykowanej dla analizy scRNA-Seq. Ponadto nie 

korzysta z zalecanej normalizacji TMM, która natywnie jest częścią edgeR, mimo, 

że jest ona stosowana później do bulk RNA-Seq. Wspomina też słusznie, że po 

korekcji wielokrotnego testowania geny różnicujące są wybierane z 

zastosowaniem progów dla istotności statystycznej i siły sygnału, tylko, że nie jest 

podany zastosowany próg dla istotności statystycznej 

• W sekcji 5.7 (dotyczącej już bulk RNA-Seq) stosowane jest połączenie edgeR (do 

normalizacji) z limma (do identyfikacji DEG), co jest jedną z możliwych opcji. 

Natomiast brakuje dyskusji o wpływie wyboru metod na stabilność wyników. A co 

najistotniejsze niezrozumiałe jest używanie różnych podejść (pod kątem 

modelowania sygnału) dla danych scRNA-Seq i bulk RNA-Seq gdzie istnieją 

metody umożliwiające analizę obu typów (jak wspomniany edgeR). Poprawiłoby 

to jakość i siłę wnioskowania w obszarach gdzie wyniki z obu metod są 

zestawiane. W tej sekcji niezrozumiały jest też fragment: „we applied false 

discovery rate (FDR) correction to the resulting p-values to control for multiple 

testing”. Mamy rodzinę metod do korekcji które kontrolują FDR, jedną z nich jest 

Benjamini-Hochberg, użyta przy analizie scRNA-Seq. Zakładam, że tutaj użyta 

była ta sama metoda, która jest domyślna w limma jako przedstawiciel rodziny 

kontrolującej FDR i ma w kodzie limma alias „fdr”. Ale nie jest to nazwa 

metody/procedury. 

Całościowo cały ten rozdział jest chaotyczny, a powyższe uwagi szczegółowe dotyczą 

jedynie obszarów w których czuję się kompetentny. 

Niestety w rozdziale 6. gdzie przedstawione są wyniki nie jest lepiej. Nie ma całościowej 

narracji, która by pomogła przejść po poszczególnych wynikach i jednoznacznie wykazać 

osiągnięcie założonych celów. Wygląda to trochę jak zbiór nie powiązanych ze sobą 

bardzo złożonych figur. Nie jestem w stanie ocenić jak te figury zostały uzyskane i któremu 

kawałkowi analizy odpowiadają (brak schematu prezentującego całość analiz dla 

wszystkich sześciu celów).  

Skupiając się na przykład na wynikach analizy bulk RNA-Seq i figurze 6.13 w opisie 

wyników znajdziemy „As illustrated in the volcano plot (Fig. 6.13A), numerous DEGs were 

identified”, ale nie ma informacji ile DEG tutaj mamy? Być może są to wartości 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 należy 

przyjać, że “Genes were considered significantly differentially expressed if they had an 

absolute log2 fold change (|log2FC|) > 1 and an adjusted p-value ≤ 0.05.”. Niestety 

przyglądając się 6.13 A) szacuję, że próg dla |log2FC| to jest ~0.05, a dla p-value to jest 

10^(-5), czyli wartości zupełnie odmienne niż te podane wcześniej. Osobną kwestią jest 

niska użyteczność vulcano-plot, gdyż podświadomie skupia uwagę na DEG o wysokiej 

istotności statystycznej, gdzie istotność statystyczna powinna być jedynie użyta do 

odrzucenia nieistotnych genów, a sama ocena ważności powinna opierać się na sile i 

stabilności sygnału. Taką szansę daje M(A)-plot. Co ciekawe w dalszej analizie Autorka 

właśnie tak postępuje, skupiając się na 50 genach o największej sile sygnału. I teraz znowu 

rodzi się pytanie, czy na właściwych? Bo jeśli próg odcięcia dla p-value, zgodnie z 16.3 

A), jest ustawiony na 10^(-5) na pewno nie wzięto pod uwagę co najmniej kilku genów o 

znacznej sile sygnału. 



To co jednak należy podkreślić to ogrom zakresu analiz i całego projektu. W mojej ocenie 

jest tutaj materiał na dwa, a może nawet trzy prace doktorskie. Metody analityczne są co 

do zasady poprawne, ale jest dużo swego rodzaju niechlujności (wierzę, że jedynie w 

opisie i w generowanych figurach), co zakładam wynika właśnie z obszerności materiału. 

To czego brakuje w analizach to zejście poziom niżej, do alternatywnych transkryptów, bo 

dopiero tam wiele rzeczy by się uwydatniło. Ale wtedy całość byłaby już chyba ponad siły 

Doktorantki. Komentarz ten zostawiam do przemyślenia odnośnie poszerzenia zakresu 

planowanych dalszych badań. 

Rozdział 7. czyta się już dobrze, widać już tutaj zebranie wyników w całość i ich 

interpretacja w kontekście założonych celów. Szkoda, że podobnie nie poprowadzono 

prezentacji wyników. W rozdziale 8. zwięźle przedstawiono kluczowe konkluzje.  

 

Podsumowując i jednocześnie odnosząc się do wymaganych elementów oceny: 

1) Czy rozprawa doktorska prezentuje ogólną wiedzę teoretyczną osoby ubiegającej się o 

nadanie stopnia doktora w określonej dyscyplinie albo dyscyplinach? 

Moja ocena jest pozytywna. Jakość wprowadzenia jak i całość zastosowanych metod 

jednoznacznie wskazują, że Doktorantka prezentuje bardzo dużą ogólna wiedzę 

teoretyczną. 

2) Czy rozprawa doktorska wykazuje umiejętność samodzielnego prowadzenia pracy 

naukowej lub artystycznej przez osobę ubiegającą się o nadanie stopnia doktora? 

Moje ocena jest pozytywna. Zakres przeprowadzanej analizy i interpretacji wyników w 

połączeniu z wykazanymi „niedociągnięciami” jednoznacznie wykazują umiejętność 

samodzielnego prowadzenia pracy naukowej. 

3) Czy rozprawa doktorska stanowi oryginalne rozwiązanie problemu naukowego, 

oryginalne rozwiązanie w zakresie zastosowania wyników własnych badań naukowych w 

sferze gospodarczej lub społecznej albo oryginalne dokonanie artystyczne. 

Moja ocena jest pozytywna. Wykorzystanie komplementarności bulk RNA-Seq i scRNA-

Seq w połączeniu z zastosowaną metodyką analityczną stanowi oryginalne rozwiązanie 

problemu naukowego. Ale tutaj należy zaznaczyć, że to dopiero początek drogi. 

Na podstawie powyższego stwierdzam, że przedstawiona do oceny rozprawa doktorska 

w pełni odpowiada warunkom stawianym w ustawie Prawo o szkolnictwie wyższym i nauce 

(Dz. U. z 2024 r. poz. 1571 z późn. Zm.), w zakresie nadawania stopni naukowych i na tej 

podstawie wnoszę do Rady Naukowej Instytutu Biologii Doświadczalnej im. M. Nenckiego 

PAN o dopuszczenie mgr inż. Patrycji Rosy do dalszych etapów postępowania w sprawie 

nadania stopnia doktora. 
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