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rozprawy doktorskiej mgr inz. Aleksandry Suwalskiej
pt. Developing a system of automatic identification of cellular subpopulations
in data from single-cell mass cytometry with the use of algorithms for grouping
of high dimensional data

Formalng podstawg opracowania recenzji jest pismo Przewodniczagcego Rady Dyscypliny
Informatyka Techniczna i Telekomunikacja Politechniki $laskiej, prof. dr hab. inz. Andrzeja Polariskiego.
Oceny rozprawy doktorskiej dokonano wedtug kryteriéw okreslonych w ustawie z 20 lipca 2018 r.
Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce. Promotorem rozprawy doktorskiej jest prof. dr hab. inz. Joanna
Polanska.

Charakterystyka rozprawy

Rozprawa napisana jest w jezyku angielskim, liczy 109 stron. Skiada sie z sze$ciu rozdziatow (w tym
dodatku), bibliografii zawierajacej 59 pozycji, spiséw tabel i rysunkéw oraz objasnienia skrotéw. Praca
poprzedzona jest streszczeniami w jezyku polskim i angielskim.

Tezy pracy sg nastepujace:

1. The unsupervised machine learning methods allow data-driven identification of cell
subpopulations leading to a better description of the cell-type heterogeneity.

2. Transformation of data feature space into an expanded representation using Gaussian Mixture
Modelling allows for better separation and definition of the identified cell populations.

3. Atwo-step clustering approach with local feature space optimization enables the identification
of rare cell populations.

W rozdziale pierwszym, Introduction to the mass cytometry data analysis, przedstawiono motywacje,
cele i tezy pracy. Omdwiono zagadnienia zwigzane $cisle z tematyka rozprawy: zagrozenia i wyzwania
zwigzane z rozwojem gruzlicy, technologie cytometrii masowej, przygotowanie prébek, format zapisu
danych cytometrycznych, schemat analizy danych, przetwarzanie danych, redukcje wymiarowosci,
probkowanie i grupowanie danych. Omoéwiono tez zbiory danych wykorzystywane w badaniach
eksperymentalnych oraz metody wizualizacji.



Rozdziat drugi, Pre-gating of mass cytometry data, omawia problem wstepnego bramkowania danych
z cytometrii masowej. Scharakteryzowano zbiory danych oraz algorytm klasteryzacji oparty na
mieszaninach gaussowskich. Przedstawiono i przedyskutowano wyniki eksperymentow.

W rozdziale trzecim, Batch effect correction anafysis, omowiono problem korekty zaktdcer danych
cytometrycznych. Przedstawiono procedure badan z wykorzystaniem standardowych metod korekty
zaktocen, algorytmoéw grupowania i wizualizacji. Omoéwiono wyniki eksperymentow.

Rozdziat czwarty, /dentification of cell subpopulations, to najwazniejszy i najwiekszy objetosciowo
rozdziat rozprawy, w ktorym przedstawiono proponowang metode identyfikacji subpopulacji komarek
na podstawie danych ze spektrometrii masowej. Scharakteryzowano istniejagce metody grupowania
stosowane do identyfikacji subpopulacji komérek. Zaprezentowano oryginalne podejscie z rozszerzong
przestrzenia cech, selekcjg cech i podwéjnym grupowaniem danych. Opisano miary jakosci
grupowania. Przedstawiono i omowiono wyniki identyfikacji subpopulacji komorek uzyskane dla
réznych wariantdw problemu badawczego.

Badania podsumowano w rozdziale pigtym.

Opinia na temat rozprawy - uwagi krytyczne i polemiczne

Cytometria masowa pozwala na badania pojedynczych komarek, przyczyniajac sie do doglebnego
zrozumienia proceséw komorkowych oraz identyfikacji nowych subpopulacji komérek i ich roli w
organizmie. Dzigki analizie danych cytometrycznych, ktére obejmujg poziomy ekspresji dla kazdej
komorki i markera, mozna identyfikowa¢ podtypy komérek, rdinice w aktywnosci genéw oraz
interakcje migdzykomorkowe. Wiedza zdobyta dzieki cytometrii masowej niesie ze sobg ogromne
mozliwosci zastosowan praktycznych. Otwiera nowe perspektywy w dziedzinie rozwoju innowacyjnych
terapii, lekow oraz strategii zapobiegania i leczenia réznorodnych schorzen.

Cytometria masowa jako zaawansowana technologia analizy pojedynczych komérek generuje
wielowymiarowe dane skiadajace sie z milionéw komorek i kilkudziesieciu cech. Identyfikacja
podtypow komérek w kontekscie tak duzej ilosci danych stanowi wyzwanie. Stawiajac czota temu
wyzwaniu, Autorka opracowata schemat przetwarzania i analizy danych pozyskanych za pomocg
cytometrii masowej, obejmujacy procedury oczyszczania i selekcji danych, redukcji bfedéw zwigzanych
z metodami pozyskiwania danych, wzbogacania i przetwarzania przestrzeni cech oraz grupowania i
wizualizacji wielowymiarowych danych. Stosujgc ten schemat i wykorzystujac nowoczesne metody
analizy danych, zidentyfikowata subpopulacje komérek w dwdch zbiorach danych. Jeden z tych
zbioréw obejmuje komérki pacjentéw chorych na gruzlicg. Wyniki pracy sg bardzo cenne. Po pierwsze,
przyczyniajg si¢ do poznania skfadu i funkcji komérek pacjentéw z gruilica, co moze poméc w
opracowaniu nowych metod leczenia i profilaktyki. Po drugie, opracowany schemat pozwala
zautomatyzowac pracg z wielowymiarowymi danymi pozyskanymi za pomocy cytometrii masowej.
Tematyke pracy uznaje za bardzo waina, spotecznie pozyteczng i aktualng w aspekcie jej waloréw
poznawczych i utylitarnych.



Tytut rozprawy jest odpowiednio zwarty i komunikatywny. W petni oddaje najistotniejsze elementy
tresciowe rozprawy. Motywacja do podjecia badan przedstawiona przez Autorke w rozdziale
pierwszym jest przekonujaca. Problem badawczy jest jasno sformutowany, a cel badan jest czytelny:
opracowanie procedury grupowania duiych zbioréw danych cytometrycznych wykazujacej duig
czuto$é na mafe subpopulacje komérek, uwzgledniajacej heterogenicznosé¢ danych biologicznych i
automatyzujacej procesy oczyszczania danych i redukcji wariancji technicznej. Tezy pracy sg poprawne,
oryginaine i jednoznaczne, a przy tym spéjne z zatozonym celem. Moina by je jednak uscisli¢, dodajac
informacje, e badania odnoszg sie do danych pozyskanych za pomocg cytometrii masowe;j.

We podrozdziale 1.4 (Background) Autorka przygotowuje czytelnika do lektury kolejnych rozdziatow,
definiujac kluczowe zagadnienia. Opisuje zagrozenia i wyzwania zwigzane z rozwojem gruilicy,
uzasadniajac swoje badania eksperymentalne z wykorzystaniem danych pacjentéw chorych na te
chorobe. Skrupulatnie omawia technologie cytometrii masowej — przygotowanie prébek i schemat
dziatania cytometru masowego. W kolejnym podrozdziale przedstawia format zapisu wynikéw
badania, obrazujgc go rysunkiem 1.2. Ten rysunek wymaga jednak komentarza: co oznaczajg , pushes”,
jakie znaczenie ma ,signal treshold” i ,,event not counted”? Podrozdziat 1.4.6 zawiera standardowy
schemat analizy danych cytometrycznych. Kolejne kroki tej analizy scharakteryzowano w nastepnych
podrozdziatach. Ta charakterystyka wymaga jednak doprecyzowania. Nie jest jasne jak przeprowadza
si¢ normalizacj¢ (bead normalization), co oznacza zdanie ,raw integers or non-zero integers
randomized between ranges [x-1, x]”, zastosowanie transformacji typu logicle i ArcSinh wymaga
dokfadniejszego komentarza, podobnie jak procedury kompensacji i debarcoding. W kolejnych
podrozdziatach opisano problem redukcji wymiarowoséci, prébkowania i grupowania. Autorka
poréwnuje standardowe algorytmy redukcji wymiarowoéci (PCA, t-SNE i UMAP), dyskutuje
prébkowanie danych cytometrycznych i charakteryzuje kilka standardowych algorytméw grupowania
danych: k-$rednich, metode oparta na mieszaninach gaussowskich i algorytm aglomeracyijny.

W podrozdziale 1.5 opisano dane uizywane w badaniach eksperymentalnych, a w podrozdziale 1.6
przedstawiono metode redukcji wymiarowosci UMAP i wizualizacji danych miISO. Charakterystyka tych
metod jest bardzo oszczedna. Jako podstawowe narzedzie wizualnej oceny wynikéw badar, metoda
UPMAP powinna by¢ szczegélowo opisana. Przyjete wartosci parametréw tej metody
(n_neighbors=30, min_dist=0.2) powinny zosta¢ uzasadnione. Czy zbadano wplyw tych parametréow
na wyniki?

W rozdziale drugim przedstawiono automatyczng procedure wykrywania i usuwania ,wadliwych”
obserwacji ze zbioru danych, np. martwych lub zdublowanych komérek. Ta nowatorska procedura
wykorzystuje mieszaning dwuwymiarowych rozkfadéw gaussowskich, ktére stosuje sie do wykrywania
skupisk w danych skomponowanych z wybranych dwéch markeréw. Kaizda para markeréw
wykorzystywana jest do detekcji innego typu ,nieprawidiowoéci’. Dla poprawy czytelnoici
sugerowatbym zwizualizowanie algorytmu klasteryzacji opisanego w podrozdziale 2.2.1. Wyjas$nienia
wymaga przyjety 15-procentowy prdg akceptacji — czy ta warto$¢ bedzie odpowiednia dia innych
zbioréw danych? Wyniki badari zostaty szczegéfowo przedyskutowane. Podkreslono zalety metody —
automatyzacje, powtarzalnos¢ wynikow, niezaleino$¢ od wielkosci préby, brak prébkowania (ktére
moze usuwac rzadkie subpopulacje komorek) oraz mozliwo$¢ rozszerzenia o dodatkowe kryteria
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filtracji. Zaproponowane podejécie opiera sie na grupowaniu z wykorzystaniem mieszanin
gaussowskich. W pracy zabrakto szczegétowego opisu tego algorytmu.

Rozdziattrzeci dotyczy korekeji wariancji technicznej danych z cytometrii masowej. Po dyskusji réznych
metod redukcji wariancji, Autorka wybiera te najbardziej odpowiednie do specyfiki jej danych, iIMUBAC
i cyCombine. Wykorzystujgc te metody, dokonuje korekty wariancji i identyfikuje subpopulacje
komorek za pomocg grafowej metody klasteryzacji PARC i algorytmu Leiden. Poréwnuje wyniki z tymi
otrzymanymi dla danych bez korekty. Dodatkowo wyniki obu metod, iIMUBAC i cyCombine, grupuje za
pomocg algorytmu aglomeracyjnego, aby potwierdzi¢ utworzenie réwnowainych grup w obu
podejsciach. Do wizualizacji wynikow przed i po korekcie wykorzystano metode UMAP i mISO. Dzieki
wizualizacji mozna zaobserwowac zmiany potozenia poszczegdlnych komorek przed wykonaniem i po
wykonaniu korekty. Ciekawym rozwigzaniem jest nauczenie sieci neuronowej transformacji UMAP.
Pozwala to zastosowac te transformacje do nowych komoérek. Po gruntownej dyskusji wynikow,
Autorka rekomenduje metode cyCombine jako bardziej efektywna od iMUBAC dla rozwazanego zbioru
danych. Badania zrelacjonowane w rozdziale drugim i trzecim dowodza tego, ze Autorka dobrze
orientuje sie w metodach analizy i przetwarzania danych cytometrycznych i swobodnie operuje tymi
metodami, aplikujgc je do rozwigzania postawionego problemu. Szkoda, ze algorytmy te nie zostaty
szczegotowo opisane, co pozwolitoby czytelnikowi zrozumiec ich nature.

W rozdziale czwartym opisano proponowang metode identyfikacji subpopulacji komaérek. Na poczatku
tego rozdziatu Autorka charakteryzuje znane algorytmy identyfikacji subpopulacji komédrek oparte na
grupowaniu danych. Dyskutuje ich ograniczenia zwigzane gtodwnie ze staba skalowalnoscig, potrzeba
probkowania danych skutkujacg pomijaniem matych subpopulacji, stochastyczng natura, potrzebag
podania liczby klastrow a priori i zaangazowania ekspertow do wstepnej analizy danych. Analizujac
zbior danych, Autorka zauwaza wysoka heterogenicznosé, ktéra utrudnia poprawng identyfikacjg
subpopulacji. Do wykrywania subpopulacji stosuje metode mieszanin gaussowskich. Aby poprawic
zdolnosc algorytmu do identyfikacji niewielkich subpopulacji proponuje rozszerzyé przestrzen cech.
Dodatkowe cechy powstajg na bazie prawdopodobiernstw warunkowych wyznaczonych ze sktadowych
mieszaniny gaussowskiej. Prawdopodobienstwa te zamienione zostajg na stopnie przynaleznosci, aby
unikng¢ problemoéw wprowadzanych przez wielomodalnosc¢ rozktadow tych prawdopodobieristw.
Rozwazia sie tez wersje binarng wygenerowanych nowych cech. Autorka zaproponowata metode
selekcji cech opartg na ich statystykach i aproksymacji histogramow tych statystyk mieszaning
rozktadow gaussowskich. Zauwazajgc, ze rozszerzenie i optymalizacja przestrzeni cech moze nie
wystarczy¢ do ujawnienia rzadkich subpopulacji komorek, Autorka proponuje dodatkowa klasteryzacje
wyfonionych wczesniej grup za pomocg dwoéch algorytméw: PARC i k-srednich. Do oceny jakosci
grupowania zaproponowano kilka miar. Nie podano jednak wzoréw definiujacych najwazniejsze z tych
miar: wskaznik Caliriskiego-Harabasza i wskaznik Daviesa-Bouldin'a. Wyniki identyfikacji subpopulacji
komarek dla dwoch zbioréw danych s3g bogato ilustrowane i komentowane przez Autorke.

Dyskutujagc rezultaty badan w podrozdziale 4.5, Autorka trafnie zauwaza, ze heterogenicznosé danych
moze znaczaco wptynac na wyniki grupowania i zakfoci¢ obraz subpopulacji komoérek przez co ich
identyfikacja dokonywana ,recznie” przez ekspertéw budzi duze watpliwosci. Zaproponowana przez
Autorke automatyczna procedura identyfikacji, dzieki wbudowanym mechanizmom generacji i selekcji
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cech, pozwala zredukowaé wptyw heterogenicznoéci na rozpoznanie subpopulacji. Umozliwia
przetwarzanie duzych zbioréw danych i detekcje niewielkich subpopulacji. Autorka potrafi spojrzeé
krytycznie na zaproponowane przez siebie podejscie i dostrzega jego ograniczenia zZwigzane gtownie z
duza ztozonoscia obliczeniows, trudnoéciami w doborze parametrow i nieoptymalnym podziatem na
subpopulacje. Wskazuje réwniez na mozliwoéé dalszego rozwoju, szczegélnie poprzez zastosowanie
metod uczenia glebokiego. Praca zostata podsumowana w rozdziale piatym.

Sekwencja tresci prezentowych w kolejnych rozdziatach pracy jest wiaéciwa: od informacji wstepnych,
wyjasniajacych zagadnienia poruszane w pracy, poprzez opis danych wykorzystywanych w czesci
eksperymentalnej, opis badar wstepnych majacych na celu przygotowanie danych do dalszej analizy,
po omowienie proponowanej metody identyfikacji subpopulacji komérek i analize wynikéw. Praca
napisana jest starannie, poprawnym jezykiem naukowym z wtasciwym stownictwem specjalistycznym
i odpowiednia scistoécia sformutowan. Ukfad redakcyjny rozprawy nie budzi zastrzezen, z dwiema
uwagami. Motywacja, cel i tezy pracy mozna byto zamiesci¢ w odrebnym rozdziale, a nie w rozdziale
pt. Introduction to the mass cytometry data analysis razem z opisem kluczowych zagadnien, danych i
algorytmow. Z podrozdziatu 4.1 niepotrzebnie wyodrebniono podrozdziat 4.1.1 (tylko jeden).

Niedostatkiem pracy jest brak szczegotowych opiséw metod skfadowych proponowanego rozwigzania:
metody grupowania z wykorzystaniem mieszanin gaussowskich, UMAP, PARC, algorytmu Leiden itp.
Brakuje tez definicji stosowanych miar i statystyk: czynnika Bayesa, statystyki GAP, wskanika
Calinskiego-Harabasza i wskaznika Daviesa-Bouldin'a.

Tezy rozprawy zostaly udowodnione. Autorka wykazata, ze zastosowane metody uczenia
nienadzorowanego umozliwiaja identyfikacje subpopulacji komérek na podstawie danych z cytometrii
masowej, co prowadzi do lepszego opisu heterogenicznoéci roznych typéw komorek. Rozszerzona
reprezentacja danych komoérkowych otrzymana przy uzyciu mieszanin gaussowskich pozwala na
doktadniejsza identyfikacje subpopulacji komérek niz metody standardowe. Dwuetapowe podejsicie
do grupowania z lokalng optymalizacjg przestrzeni cech umozliwia identyfikacje niewielkich
subpopulacji komorek. Nie mam watpliwosci, ze Autorka rozwiazata postawiony problem badawczy i
osiggneta zatozone cele, uzywajac wiasciwych metod. Oryginalnos¢ rozprawy polega na opracowaniu
metodyki identyfikacji subpopulacji komérek na podstawie danych z cytometrii masowej. Rozprawa
wykorzystuje aktualne osiagniecia w dziedzinie biologii molekularnej i w dziedzinie analizy danych
biologicznych opisane w literaturze Swiatowej. Autorka wykazafa umiejgtnos¢ poprawnego i
przekonywujgcego przedstawienia i interpretacji uzyskanych wynikéw. Na pochwale zastuguje jej
whnikliwos¢ i drobiazgowos¢ w analizie wynikow badan i formutowaniu wnioskéw. Oceniam wysoko
Znaczenie uzyskanych wynikéw dla rozwoju dyscypliny informatyka techniczna i telekomunikacja,
zwiaszcza w kontekscie ich potencjalnych zastosowan w biologii.

Uwagi jezykowe, edytorskie i redakcyjne

= W streszczeniu w jezyku polskim wystepujg biedy stylistyczne: ,Wybuch pandemii COVID-19
doprowadzit do regresji w postepach ostatnich lat w powstrzymywaniu roznoszenia sie gruzlicy”,
»Naukowcy prébuja zmniejszy¢ wystgpowanie nowo zdiagnozowanych przypadkéw do



minimalnego poziomu poprzez prace had nowymi terapiamii lekami”, ,,Publicznie dostepne zbiory
danych postuzyty do zaproponowania schematu analizy, ktory rozwiazuje problemy wystepujace
przy istniejacych rozwigzaniach”.

- Str. 22: we wzorze (2.2) wystepuja symbole a; i a3, a w tekscie symbole oy i ota.

- Str. 32: brak objas$nienia symbolu “k” we wzorze (3.1).

- Str. 32: Powinno byé ,,Wilcoxon” zamiast ,,Wilcovon”.

- Str. 59: brak objasnienia symbolu “E(RI]” we wzorze (4.2).

Whiosek koricowy

Zakres tematyczny rozprawy doktorskiej mgrinz. Aleksandry Suwalskiej i osiggniete w niej oryginalne
wyniki lokujq te rozprawe w obszarze zastosowari wspotczesnej informatyki w dziedzinie nauk
biologicznych. Uwazam, ze rozprawa stanowi oryginalne rozwigzanie problemu naukowego i wskazuje
na wysoki poziom wiedzy Autorki w zakresie dyscypliny informatyka techniczna i telekomunikacja, a
takze na umiejetnos$¢ samodzielnego prowadzenia przez nig badari naukowych.

Stwierdzam, ze opiniowana rozprawa doktorska spetnia wymogi ustawy z 20 lipca 2018 r. Prawo o
szkolnictwie wyzszym i nauce. Wnosze o dopuszczenie mgr inZ. Aleksandry Suwalskiej do publicznej
obrony pracy doktorskiej.



