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RECENZJA

rozprawy doktorskiej mgr inz. Wojciecha Sikory zatytutowanej ,Machine learning-based workflow for
the analysis of MALDI-TOF mass spectrometry cancer data” wykonanej na Wydziale Automatyki,

Elektroniki i Informatyki Politechniki Slgskiej w Gliwicach pod opiekg Prof. dr hab. Joanny Polanskie;.

Technika MSI jest obecnie najlepiej rozwinieta metodg badawczg umozliwiajgcg skorelowanie
kompletnego profilu molekularnego z obrazem morfologicznym tkanki, pozwalajgca na przypisanie cech
molekularnych do konkretnego dobrze zdefiniowanego obszaru tkanki czy typu komoérek. Zaletg techniki
MSI jest jej uniwersalno$é — analizowane mogg by¢ praktycznie wszystkie typy analitéw, ktére ulegajg
jonizacji i rejestrowane sg za pomocg spektrometrii mas (MS). Mogg to wiec by¢é bardzo rézne typy
czgsteczek biologicznych zazwyczaj analizowane metodami MS: biatka, peptydy, lipidy,
matoczgsteczkowe metabolity i inne substancje pochodzenia endogennego i egzogennego (leki,
ksenobiotyki). Nawet najbardziej zaawansowane technicznie wspotczesne metody analityczne (np.
metody hybrydowe tgczace immunohistochemie i MS) umozliwiajg jednoczesng analize jedynie
kilkunastu-kilkudziesieciu antygenéw. W tym samym czasie metody MSI umozliwiajg jednoczesng
detekcje setek i tysiecy odrebnych analitéw réznigcych sie masg molekularng. Tak wiec w przypadku

wielowymiarowego obrazowania molekularnego biatek i metabolitéw technika MSI pozostaje obecnhie

bezalternatywna. Pierwotna idea MSI wykorzystujgca spektrometrie mas (MS) z desorpcja/jonizacjg

laserowg wspomagang matrycg (Matrix-Assisted Laser-Desorption lonization, MALDI) i analizatorem
czasu przelotu (Time of Flight, ToF) zostata zaproponowana ponad dwie dekady temu w laboratorium
kierowanym przez prof. Richarda M. Caprioli (Vanderbilt University, Nashville), jednak wzrost
zainteresowania tg metodg i jej coraz bardziej powszechne zastosowanie w badaniach biomedycznych
to kwestia ostatnich lat. Chociaz w strategii MSI wykorzystywane sg obechie rézne metody MS,
MALDI-MSI pozostaje najbardziej rozpowszechniona.

Przedmiotem analiz w przedstawionej do recenzji pracy doktorskiej byty dane uzyskane
z pomiaréw wykonanych technikg MALDI-MSI dla preparatow guzéw pobranych od pacjentow
Z rozpoznaniem nowotworu regionu gtowy i szyi. W trakcie typowego eksperymentu MSI dla
pojedynczego preparatu tkankowego rejestruje sie zazwyczaj (w zaleznosci od wielkosci preparatu
i zastosowanej rozdzielczosci bocznej) od tysigca do kilkudziesieciu tysiecy widm. W przypadku
projektow, w ramach ktérych mierzonych jest wiele preparatéw, analizowanych jest wiec kilkaset tysiecy
widm (obecnie w skrajnych przypadkach sg to juz miliony widm). Natomiast kazde widmo opisane jest

kilkunastoma lub kilkudziesiecioma tysigcami ,punktéw pomiarowych” (to rowniez zalezy od badanego
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zakresu m/z i wybranej rozdzielczosci spektrometru). llustruje to rozmiar danych generowanych
w eksperymentach MSI; przyktadowo, wielko$¢ surowych danych zarejestrowanych dla jednego
preparatu metodg MALDI-MSI to zazwyczaj od 2 do 20 GB. Dane rejestrowane w eksperymentach MSI
stanowig wiec interesujgcy rodzaj danych wielkoskalowych, tzw. ,big data”, a ich przetwarzanie rodzi
oczywiste problemy obliczeniowe. Projekty wykorzystujgce technike MSI stanowig wiec doskonaty
model do rozwoju i optymalizacji metod obliczeniowych oraz narzedzi bioinformatycznych
i biostatystycznych. Podstawowe problemy, ktére wymagajg rozwigzania w takich projektach to m.in.:
(i) kwestia redukcji wymiarowos$ci danych (uzyskiwana np. poprzez zastgpienie catego widma jego
skwantyfikowanymi sktadowymi); (ii) kwestia obliczeniowej efektywnosci stosowanych algorytmoéw;
(iii) kwestia optymalizacji metod tzw. nienadzorowanej analizy danych. Rozwigzania testowane
i optymalizowane na potrzeby przetwarzania obrazéw MSI majg wiec oczywiscie zastosowanie
praktyczne w naukach biomedycznych. Ze wzgledu na powyzsze, tematyka ocenianej pracy doktorskiej,
ktorej podjat sie mgr inz. Wojciech Sikora jest aktualna, a uzasadnienie wyboru problemu badawczego
jest wystarczajgce i ma niewatpliwie aspekt praktycznego wykorzystania opracowanych rozwigzan.
Podstawowym zatozeniem techniki MSI jest mozliwo$¢ rejestracji widm MS dla zdefiniowanych punktow
,ciagtej” powierzchni preparatu biologicznego zamiast dla odrebnych preparatéw (np. lizatow czy
homogenow tkankowych traktowanych jako cato$¢é w podejsciach standardowych). Po przeprowadzeniu
takiej analizy dysponujemy informacjg o poziomie setek/tysiecy analitdw w setkach/tysigcach punktéw
Zlokalizowanych w $cisle zdefiniowanych miejscach (koordynaty x i y) na powierzchni preparatu.
Preparat tkankowy poddany analizie MSI moze by¢ p6zniej wybarwiony dla ujawnienia jego struktury
morfologicznej w standardowej analizie mikroskopowej (ew. analizowane sg tzw. skrawki seryjne),
a nastepnie ,obrazy molekularne” (czyli profile MS zarejestrowane dla punktéw o koordynatach x i y)
,-nakladane” sg komputerowo na mikroskopowe obrazy morfologiczne. Przestrzenna informacja o profilu
molekularnym moze by¢é ujawniona w formie obrazéw intensywnos$ci (tzw. ,heatmaps”) wybranych
analitéw, jednak petne wykorzystanie informacji wymaga zastosowania zaawansowanych metod
obliczeniowych typowych dla tzw. danych multispektralnych. Pozwala to na potaczenie
wielowymiarowych ,obrazéw molekularnych” z rzeczywistg informacja o morfologii i strukturze
analizowanej tkanki.

Tematem pracy doktorskiej przedstawionej do recenzji bylo zweryfikowanie nastepujgcych
hipotez: (1) identyfikacja jonéw w widmach masowych moze by¢ skuteczna za pomocg modelowania
catego spektrum, podzielenia go na czesci i modelowania go mieszaninami normalnymi; (2) informacja
o dystrybucji przestrzennej usuwa redundancje i zmniejsza wymiarowos$¢ danych, przy jednoczesnym
zachowaniu jakosci; (3) identyfikacja istotnych (,najwazniejszych”) cech jest mozliwa dzieki
wnioskowaniu na podstawie modeli jednostkowych. W prezentowanej pracy Doktorant wyjasnit
w powody, dla ktérych zdecydowat sie na zastosowanie proponowanych w czasie realizacji projektu
rozwigzan. W opinii recenzenta metody analizy danych, ktére zostaty przez Autora pracy
zaimplementowane do rozwigzania postawionych przed nim hipotez swiadczg o dojrzatosci naukowe;j,
wymagajg bardzo wszechstronnej wiedzy. Doktorant dysponuje wiedzg z zakresu analizy danych
wielkoskalowych, ale roéwniez spektrometrii mas oraz znajomos$cig sposobdéw akwizycji danych

technikami MSI. Bardzo szczegdtowo potraktowat tez Autor zakres opracowania teoretycznego



bedgcego podstawa realizacji jego pracy doktorskiej. W pierwszych dwdch rozdziatach znajdziemy opis
podstawowych zatozen oraz parametrow technicznych akwizycji danych. We wstepie pracy, majgcym
nieco inny charakter niz przyjeta w wiekszosci prac konwencja, Doktorant wyjasnit w sposob
niepozostawiajgcy watpliwosci powody, dla ktérych zdecydowat o kolejnych etapach swoich badan i co
wazniejsze powodach oraz sposobie ich realizacji. Dobér narzedzi badawczych do rozwigzania
postawionego problemu oceniam bardzo wysoko. Do potknie¢ utrudniajacych odbidr pracy zaliczam
kilka rycin, ktérych gtéwna wadg w mojej opinii jest nieoptymalna kolorystyka. Doktorant zdecydowat sie
na tto czesci rycin prezentujgcych dystrybucje danej cechy w tym samym kolorze ktérego uzywa do
prezentacji danych. Przyktady takich rycin to: figure1.3 strona 6, figure 3.1 strona 24, figure 7.9 do figure
7.12 od strony 90 do strony 93 (tto ryciny jest niebieskie, a na tym ,podktadzie” kolorem jasnoniebieskim
prezentowane sg analizowane dane). Niektore ryciny sg w opinii Recenzenta zbedne na przykiad figure
1.1. strona 5, figure 2.5 strona 21 oraz figure 2.6 strona 22. Paradoksalnie pozostate ryciny zawarte
w pracy doktorskiej prezentujg bardzo wysoki poziom, co niestety jeszcze bardziej uwypukla niedostatki
tych wymienionych. Podsumowujgc ocene tematyki badan i jej realizacji przez mgr inz. Wojciecha
Sikore, przedstawiong do recenzji prace oceniam bardzo dobrze. Mimo, ze nie zabrakto potknie¢
w zaprezentowaniu wynikow badan, to badania bedgce przedmiotem pracy zostaty bardzo dobrze
zaplanowane i zrealizowane.
Pod wzgledem redakcyjnym prace doktorskg stanowi 8 rozdziatéw, jej streszczenia w jezyku polskim
i angielskim, spis ilustracji, spis tabel oraz 78 pozycji literaturowych. Rozprawa doktorska zostata
zredagowana w jezyku angielskim i obejmuje 114 stron tekstu wraz z bibliografig. Uktad pracy jest
nietypowy, ale zawiera standardowe (mimo niestandardowych tytutéw) dla tego typu dziet naukowych
czesci tj. wstep, zatozenia i cel pracy, materiaty i metody, opracowanie wynikéw wraz dyskusjg oraz
whnioski. Wstep pracy doktorskiej stanowi 8 stron starannie omawiajacych cel pracy oraz tematyke
kolejnych rozdziatéw. Aktualny stan wiedzy zwigzany z prowadzonymi przez doktoranta analizami
stanowi rozdziat 2. Zatozenia i cel pracy sg przejrzyste i jasno napisane. Poszczegdlne rozdziaty sg
napisane z duzg znajomoscig tematu. Doktorant wyjasnia powody podjecia stworzenia narzedzia
analizy danych MSI, opisuje stosowane dotychczas metody oraz te ktére zaimplementowat w swoich
analizach/rozwigzaniach. W czes$ci pracy prezentujgcej wyniki analiz mamy liczne ryciny, ktére poza
kilkoma podanymi wyzej sytuacjami bardzo dobrze ilustrujg proces analizy danych oraz jej wyniki.
Whnioski sg przejrzyste i spdjne, co oceniam jako duzg zalete prezentowanej pracy. W pracy doktorskiej
mgr inz. Wojciech Sikora postuguje sie terminologig jon oraz pik stosujgc ja naprzemiennie. W mojej
dziedzinie nauki tj. spektrometrii mas termin jon (ang. ion) oznacza jon molekularny w widmie masowym,
z kolei termin pik (ang. peak) jest zarezerwowany dla terminologii dotyczgcej chromatografii. Czy
mogtabym prosic¢ o wyjadnienie podczas odpowiedzi na recenzje status quo obowigzujgce w metodologii
analizy danych? Jest rowniez kilka innych kwestii (ponizej) do ktérych chciatabym, aby Doktorant odnidst
sie podczas publicznej obrony pracy:

1. Czy Doktorant moégtby sie odnies¢ do ostatniej z badanych hipotez i wyjasni¢ w jaki sposéb

definiuje ,waznos¢” cech?
2. Jaki warunek musi byé spetniony by uzna¢ jon za pojedynczo natadowany? W jaki sposdb

proponowane rozwigzanie ,radzi sobie” z problemem naktadajgcych sie obwiedni izotopowych?



Jakie ograniczenia wystepujg podczas usuwania linii bazowej?

Jaka definicje szumu przyjeto dla detekcji pikow/jonow?

Jaka minimalng intensywnoscig catkowitego pradu jonowego (TIC) musi charakteryzowac sie
widmo mas, aby mogto zosta¢ poddane detekcji pikow/jondw?

6. Jaka w opinii Doktoranta jest przyczyna wyznaczenia zupetnie innych cech dla klasyfikaciji
z wykorzystaniem sieci neuronowych metodami LIME oraz warto$ci Shapley’a? Czy na
podstawie dystrybucji dla najlepszych cech mozna oceni¢ wiarygodnos¢ biologiczng
uzyskanych wynikow?

7. Czy dokonano interpretacji biologicznej cech wyznaczonych w procesie klasyfikacji?

Mgr inz. Wojciech Sikora rozpoczat swojg droge naukowg jako student Politechniki Slgskiej na Wydziale
Mechanicznym Technologicznym, rozpoczynajac studia inzynierskie na kierunku Mechatronika, ktore
ukonczyt w roku 2012 z wynikiem bardzo dobrym. Studia inzynierskie ukonczyt pracg inzynierskg na
temat rozszerzania funkcjonalnosci $rodowiska do analizy danych RapidMiner o komponenty
umozliwiajgce wstepne przetwarzanie danych sejsmicznych. Podczas studiow inzynierskich
zainteresowat sie programowaniem, a swoje umiejetnosci rozwijat podczas kursow i stazy (staz Sie¢
Badawcza tukasiewicz - Instytut Technik Innowacyjnych). Nauke kontynuowat rozpoczynajac studia
magisterskie na wydziale Automatyki, Elektroniki i Informatyki na kierunku Informatyka, ktére rowniez
ukohczyt z wynikiem bardzo dobrym. Po roku przerwy podczas ktérego rozwijat swoje umiejetnosci
programisty tworzgc oraz utrzymujgc systemy zarzgdzania wspoétpracg miedzyoperatorskg dla firmy
Orange Polska, postanowit kontynuowaé¢ rozwdéj naukowy w zakresie analizy danych rozpoczynajgc
interdyscyplinarne studia doktorskie Applied Integrative Data Analysis. W ramach studiéw doktoranckich
mgr inz. Wojciech Sikora zajgt sie tematykg analizy danych pochodzgcych z obrazowania
molekularnego tkanek z udziatem spektrometrii mas wykorzystujgc do tego celu metody statystycznych
oraz uczenia maszynowego. Podczas studibw doktoranckich mgr inz. Wojciech Sikora byt
wspétautorem monografii oraz brat udziat w czterech zagranicznych konferencjach, gdzie prezentowat

wyniki swojej pracy.

Podsumowujgc, przedstawione przeze mnie w niniejszej recenzji uwagi i watpliwosci nie
umniejszajg mojej dobrej oceny catoksztaltu rozprawy, ktérg uwazam za wartosciowg. Doktorant
wykazat sie duzg wiedzg teoretyczng w zakresie prowadzonych badan oraz umiejetnosciami
prowadzenia pracy badawczej. W mojej ocenie tres¢ i jako$¢ przedstawionej rozprawy w petni

odpowiadajg wymogom stawianym rozprawom doktorskim. Rekomenduje zatem dopuszczenie

przedstawionej do mojej oceny rozprawy doktorskiej do jej publicznej obrony.
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