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for biodosimetry purposes

Formalng podstawg opracowania recenzji jest pismo Przewodniczacego Rady Dyscypliny Inzynieria
Biomedyczna Politechniki Slaskiej, prof. dr hab. inz. Ewy Pigtki, z dnia 23.03.2023 r. Oceny rozprawy
doktorskiej dokonano wedtug kryteriéw okreslonych w ustawie z 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie
wyiszym i nauce. Promotorem rozprawy doktorskiej jest prof. dr hab. inz. Joanna Polariska, a

promotorem pomocniczym jest dr Christophe Badie.

Charakterystyka rozprawy

Rozprawa napisana jest w jezyku angielskim, liczy 149 stron. Sktada sie z jedenastu rozdziatéw (w tym
streszczenia), bibliografii zawierajgcej 108 pozycji i zafgcznikow.

Tezy pracy s3 nastepujace:

1. Combining feature engineering methods and advanced dimensionality reduction techniques with
unsupervised clustering algorithms allows for the efficient identification of white blood cell
subtypes in single-cell RNA sequencing data.

2. The proposed intelligent and stratified algorithm of the training set construction supports the

classification system, especially in the cace of hoterogonecoue dotacote
W rozdziale pierwszym, Doctoral dissertation motivation, przedstawiono motywacjg, tezy i cele pracy.

Rozdziat drugi, Introduction, omawia zagadnienia zwigzane $cisle z tematyky rozprawy: Zrddta
promieniowania, typy promieniowania, wpltyw promieniowania na zdrowie, sekwencjonowanie RNA

pojedynczych komdrek, subpopulacje komérek biatych krwinek, problematyke klasyfikacji komorek i
przeglad literatury w zakresie selekgji cech.

W rozdziale trzecim, Materials, oméwiono dane wykorzystywane w badaniach eksperymentalnych
pozyskane na drodze sekwencjonowania pojedynczych komérek biatych krwinek.

Rdeziaf czwarty, Publicly available tools and developed workflows, opisuje wykorzystywane w pracy
aléorytmy redukcji wymiarowosci (Uniform Manifold Approximation and Projection, UMAP) i
grupowania danych (Hierarchical Density-Based Spatial Clustering of Applications with Noise;
HDBSCAN) oraz przedstawia procedure badan eksperymentalnych. W tej procedurze wykorzystuje sig
dwie metody uczenia maszynowego: regresje logistyczng i sieci neuronowe.



Rozdziat piaty, Preliminary data analysis, opisuje wstepna analizg danych. Przedstawiono procedury
kontroli jakosci i selekcji danych (komdrek i genéw) oraz wyniki redukcji wymiaru i wizualizacje danych

w dwuwymiarowych przestrzeniach.

W rozdziale széstym, Ex vivo irradiated cells’ genetic profile recognition based on the logistic regression
methods, opisano procedure badawczg majacg ha celu wyznaczenie sygnatury genowe] komodrek
napromieniowanych. Procedura ta opiera si¢ na modelu regresji logistyczne;j.

W rozdziale si6dmym, Ex vivo irradiated cells’ genetic profile recognition based on the neural networks,
opisano analogiczna procedure badawcza co w rozdziale széstym, ale oparta na sieciach neuronowych.

Wyniki obu procedur poréwnano w rozdziale 6smym.

Badania podsumowano w rozdziale dziewigtym, a w rozdziale dziesiatym zamieszczono dyskusje.
Zataczniki zawierajg szczegétowe wyniki badan, gtéwnie w postaci wykreséw typu boxplot.

Opinia na temat rozprawy - uwagi krytyczne i polemiczne

Sekwencjonowanie RNA pojedynczych komdrek (scRNA-seq) to technika sekwencjonowania nowej
generacii, ktéra umoizliwia badanie ekspresji genéw na poziomie pojedynczych komdrek. Zapewnia
wysoka rozdzielczoé¢ badania i prowadzi do lepszego zrozumienia funkcji pojedynczej komorki w
kontekécie jej mikrosrodowiska. Pozwala uwzglgdnia¢ inherentng heterogeniczno$¢ komérek,
identyfikowa¢ ich podtypy, wyznacza¢ trajektorie réinicowania komorek oraz bada¢ odpowiedzi
komorek na bodice érodowiskowe lub stany chorobowe. Tematyka rozprawy dotyczy wykorzystania
scRNA-seq do badania zmian ekspresji gendw regulujacych zycie komdrek pod wptywem ekspozycji na
promieniowanie jonizujace. Autorka opracowata schemat przetwarzania i analizy danych genetycznych
pozyskanych za pomoca scRNA-seq, obejmujacy procedury selekeji, redukcji, grupowania, klasyfikacji i
wizualizacji wielowymiarowych danych. Stosujac ten schemat i wykorzystujac nowoczesne metody
analizy danych i uczenia maszynowego, zidentyfikowata geny najbardziej zaangazowane w odpowiedi
na promieniowanie. Wyniki pracy s3 bardzo cenne. Z jednej strony pozwalaja czgsciowo
zautomatyzowacé prace z wielowymiarowymi danymi genetycznymi pochodzgcymi z eksperymentow
sekwencjonowania pojedynczych komérek. Z drugiej strony przyczyniaja sie do identyfikacji petnego
profilu genetycznego komdrek napromienionych. Tematyke pracy uznaje za bardzo waing, spotecznie
poiyteczng 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 podjgcia badari przedstawiona przez Autorkg w rozdziale
pierwszym jest przekonujgca. Problem badawczy jest jasno sformutowany. Cele badan, ktére Autorka
szczegdtowo uzasadnia, sg czytelne: utworzenie schematu analizy bioinformatycznej w celu
rozpoznania sygnatury genowej biatych krwinek napromieniowanych dawka 1 Gy na podstawie danych
pozyskanych za pomoca scRNA-seq oraz detekcja subpopulacji biatych krwinek na podstawie tych
danych. Zdefiniowano takze cel pomocniczy: poréwnanie dwéch metod uczenia maszynowego do
klasyfikacji komérek kontrolnych i napromienianych oraz identyfikacji profili genetycznych komérek
napromienianych. Tezy pracy sg poprawne, oryginalne i jednoznaczne, a przy tym spdjne z zatozonymi
celami.

We wstepnej czesci pracy (rozdziat drugi) Autorka przygotowuje czytelnika do lektury kolejnych
rozdziatéw, definiujac kluczowe zagadnienia. Charakteryzuje Zrédfa promieniowania, typy
promieniowania oraz wplyw promieniowania na zdrowie. Omawia potencjalne skutki ekspozycji



komdrek na promieniowanie réinego typu i o réznej intensywnosci. Nastepnie przedstawia technikg
scRNA-seq — ttumaczy jej kolejne kroki i naswietla problemy zwigzane analiza generowanych przez nig
danych genetycznych. W podrozdziale 2.5 Autorka omawia mozliwosci jakie daje scRNA-seq w zakresie
identyfikacji podtypéw komérek, w szczegdlnosci biatych ciatek krwi. Charakteryzuje podtypu biatych
krwinek i opisuje wyniki badar dotyczacych ich odpowiedzi komérkowych na promieniowanie. W
kolejnym podrozdziale Autorka omawia problematyke klasyfikacji danych biologicznych, zwracajac
uwage na czesto wystepujace tu problemy z wiarygodnoscia danych (zwiazane z niedokfadnoscig
metod ich pozyskiwania i detekcji) oraz wielowymiarowoscia danych. Charakteryzuje kilka typow
klasyfikatoréw uzywanych najczesciej do danych biologicznych. Tu mam jedng uwage - wartos¢
przewidywang przez k-NN otrzymuje sig u$redniajac (jak napisano) wartosci z wybranych obserwacji w
problemach regresji. W problemach klasyfikacji, a taki jest problem rozwazany w pracy, stosuje sig
najczesciej glosowanie. W ostatnim podrozdziale przedstawiono wyniki badar literaturowych na temat
selekgji cech. Podobnie jak w poprzednich podrozdziatach, ta tematyka jest zaprezentowana w bardzo
czytelnej formie. Oméwiono metody filtracyjne, typu wrapper i hybrydowe. Charakteryzujac metody
filtracyjne, Autorka napisata, Ze cechy sg typowane jako istotne na podstawie ich relacji do danych
wyjéciowych lub korelacji z danymi wyjéciowymi. Tak dziataja metody najprostsze. Te bardziej ztozone,
np. ReliefF i MRMR, uwzgledniaja takze zaleznosci pomigdzy cechami.

W rozdziale trzecim opisano dane wykorzystywane w eksperymentach. Wyjasniono sposéb ich
wytworzenia poprzez ekspozycjg biatych ciatek krwi na odpowiednie promieniowanie i pozyskania
danych genetycznych w procesie scRNA-seq. Skrupulatnie opisano szczegdty procedur i strukture
danych.

W rozdziale trzecim przedstawiono proponowane schematy przetwarzania danych oparte na regresji
logistycznej i sieciach neuronowych. Opisano rowniez algorytmy wykorzystane do redukcji
wymiarowosci (UMAP) i grupowania (HDBSCAN). Opis jest szczegotowy — podano niezbedne wzory,
zdefiniowano funkcje strat, zdefiniowano metody optymalizacji i podano odpowiednie diagramy i
schematy blokowe. W przypadku sieci neuronowej nie jest jednak jasne czy warstwa wyjsciowa
przetwarza dane liniowo, czy zawiera jaka$ funkcje aktywacji, np. sigmoidg. W podsumowaniu tego
rozdziatu mozna byto poréwnaé podejécia oparte na regresji logistycznej i sieciach neuronowych,
zwracajac uwage, ie jedno jest liniowe, podczas gdy drugie jest nieliniowe i wyjasniajgc analogie
pomiedzy wzorami (3) i (11), (4) i (12) oraz (6) i (13). Schemat oparty na regres;ji logistycznej, ktdry
zwizualizowano na rys. 2, ma wbudowany mechanizm sekwencyjnej selekcji cech. Opis schematu
opartego na sieciach neuronowych nic nie méwi o selekcji cech. Jednak z lektury rozdziatu siédmego

wynika, ze ten schemat réwnie? wyposazony jest w mechanizm seleke;ji cech.

Dane pozyskane metodg scRNA-seq wymagajg analizy i wstgpnej obrébki. Autorka w rozdziale pigtym
omawia kolejne etapy obrébki danych, zaczynajac od usunigcia z prébek tych komérek i gendw, ktore
nie spetniaja przyjetych kryteriéw jakoéciowych. Postuguje sig przy tym swobodnie réznymi metodami
selekcji danych na podstawie analizy histograméw. Jednym z takich narzedzi jest model mieszanin
gaussowskich. Jednak uzycie tej metody nie jest dla mnie do korica czytelne — brakuje tu definicji
odpowiedniego kryterium selekcji komérek. Do redukeji danych Autorka stosuje metode analizy
gtéwnych sktadowych z kryterium wyboru liczby sktadowych na podstawie analizy skumulowanej
wariancji wyjasnianej przez te sktadowe. Wyniki zwizualizowane za pomoca UMAP prowadza Autorke
do waznego wniosku, ze separacja poszczegdinych klastréw wynika nie tylko z obecnosci dwdch klas
komdrek (napromieniowanych i kontrolnych), ale przede wszystkim z duZej heterogenicznosci. Ta
heterogenicznos¢ zaktéca detekcje prawidtowych profili genetycznych komérek napromieniowanych.



Rozdziat szésty omawia badania dotyczace identyfikacji sygnatury genowej napromieniowanych
komaorek przy wykorzystaniu regresji logistycznej. Zastosowano interesujacy, hybrydowy mechanizm
selekcji cech, ktéry faczy wielokrotng selekcje sekwencyjna z rankingiem cech opartym na
doktadnosciach klasyfikatoréw zbudowanych na réznych podzbiorach cech. Autorka zauwaza, ze wiele
genow wytypowanych ta metoda to geny odpowiedzialne za rozréznianie poszczeg6inych su bpopulacji
komérek. Geny te ,zaktocajg” profil genetyczny komdrek napromieniowanych. Problem
rozpoznawania subpopulacji krwinek bialych zostat podzielony na nastepujace etapy: selekcja cech,
rozpoznawanie klastrow komdrkowych za pomocq HDBSCAN oraz rozpoznawanie subpopulacji
krwinek biatych za pomoca genéw markerowych charakterystycznych dla oczekiwanych subpopulacji.
Analizujac szczegétowo wyniki wizualizacji za pomoca UMAP, Autorka definiuje poprawne rozkiady
subpopulacji, ktére zwierajg nawet bardzo nieliczne subpopulacje granulocytéw, komérek
dendrytycznych czy bazofili/eozynofili. Wskazuje to na duia czutoéé przeprowadzonej analizy. Aby
uniezalezni¢ sie od heterogenicznosci wynikajgcej z podziatu na subpopulacje, Autorka w dalszej czgsci
koncentruje sie na najliczniejszej subpopulacii, limfocytow T, i stosujgc podobny schemat badarn jak
wczeséniej dla catej préby, identyfikuje profil genetyczny komdrek napromieniowanych. Wiekszo$¢
rozpoznanych genéw odpowiedzi radiacyjnej (18 z 21) jest zgodna z doniesieniami literaturowymi.
Zmniejszenie wplywu heterogenicznosci poprawito jakos¢ klasyfikacji — uzyskano wysoka dokfadnos¢

na poziomie 94%.

W rozdziale siédmym opisano badania zmierzajace do identyfikacji profilu genetycznego komorek
napromieniowanych oparte na alternatywnym schemacie wykorzystujagcym sieci neuronowe. W
poczatkowej czeéci tego rozdziatu omowiono eksperymentalny dobér hiperparametrow. Procedura
selekcji cech jest zupetnie inna niz w podejsciu opartym na regresji logistycznej (ciekawy jestem
dlaczego, bo hybrydowa selekcja cech tam zastosowana mogtaby sig sprawdziC i w tym podejsciu),
wykorzystuje wartoéci Shapleya. W efekcie wytoniono profil genetyczny ztozony z dziesigciu genow.
Wiekszo$¢ z nich pojawia sig takze w profilu otrzymanym za pomocg regresji logistycznej, ale dwa to
nowe geny.

Wyniki obu schematdéw identyfikacji profilu genetycznego komérek napromieniowanych poréwnano
w rozdziale ésmym. Autorka z ciekawoéci badawczej pokusita sig jeszcze o sprawdzenie dokfadnosci
metod regresji logistycznej i sieci neuronowych na obu znalezionych profilach (21 i 10 genéw). W obu
przypadkach regresja logistyczna dawata wiekszg doktadnos¢.

W konkluzji (rozdziat dziewigty} Autorka odnosi sie do tez pracy i przekonuje, odwotujgc sie do
wynikdow badan i zdobytej wiedzy, ie zostaly wykazane. Podkresla wysoka dokfadnosé rozpoznawania
profilu genetycznego komdrek napromieniowanych i podsumowuje podejscia oparte na regresji
logistycznej i sieciach neuronowych. Rekomenduje model regresji logistycznej jako doktadniejszy i
interpretowalny, choé w zaproponowanej wersji bardziej ztozony obliczeniowo od modelu sieci
neuronowych.

Rozdziat dziesigty zawiera cenng i wnikliwg dyskusje, w ktorej Autorka omawia trudne elementy
zaproponowanego schematu badar i, dostrzegajac jego potencjat aplikacyjny, wskazuje sposoby jego
rozszerzenia i ulepszenia.

Sekwencja treéci prezentowych w kolejnych rozdziatach pracy jest wtasciwa: od informacji wstepnych,
wyjasniajacych zagadnienia poruszane w pracy, poprzez opis pozyskiwania materiatu genetycznego,
przygotowania i przetwarzania danych oraz charakterystyke wykorzystywanych narzedzi analizy
danych i uczenia maszynowego, po omdwienie proponowanych schematéw badawczych, analizg
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wynikéw i badania poréwnawcze. Praca napisana jest bardzo starannie i wnikliwie, poprawnym
jezykiem naukowym z wiasciwym stownictwem specjalistycznym i odpowiednig Scistoscia
sformutowan. Ukfad redakcyjny rozprawy nie budzi zastrzezer, z jedng uwaga: zwykle dyskusje
umieszcza sie przed wnioskami korncowymi. Zrédta literaturowe dobrane sg wtasciwie.

Tezy rozprawy zostaty udowodnione. Autorka wykazata, ze stosujac odpowiednie metody inZynierii
cech i uczenia maszynowego mozna zidentyfikowac podtypy biatych krwinek na podstawie wynikow z
sekwencjonowania RNA pojedynczych komérek. Wykazala tez, ze opracowany schemat przetwarzania
danych genetycznych pozwala uzyskal wysoka doktadno$é¢ rozpoznawania komdrek
napromieniowanych pomimo wysokiej heterogenicznosci danych. Nie mam watpliwosci, ze Autorka
rozwiazata postawiony problem i osiagnegta zatozone cele, uzywajac wiasciwych metod. Oryginalnos¢
rozprawy polega na opracowaniu metodyk identyfikacji subpopulacji biatych krwinek oraz
rozpoznawania profilu genetycznego krwinek napromieniowanych na podstawie wynikow 2z
sekwencjonowania RNA pojedynczych komorek. Rozprawa wykorzystuje aktualne osiggnigcia w
dziedzinie biologii molekularnej (metody sekwencjonowania pojedynczych komérek) i w dziedzinie
analizy danych genetycznych opisane w literaturze éwiatowej. Autorka wykazata umiejgtnosc
poprawnego i przekonywujacego przedstawienia uzyskanych wynikéw. Na pochwate zastuguje jej
wnikliwoé¢ i drobiazgowosé w opisie metod badawczych, analizie wynikéw badan i formutowaniu
wnioskdw. Oceniam wysoko znaczenie uzyskanych wynikéw dla rozwoju dyscypliny inzynieria
biomedyczna, zwtaszcza w kontekscie ich potencjalnych zastosowan.

Uwagi jezykowe, edytorskie i redakcyjne

- Symbole zmiennych powinny by¢ pisane konsekwentnie kursywa. W wielu miejscach pisane sa
czcionka prosta, np. str. 26, 27, 37,71,

- Str. 15: opis sieci neuronowych zakonczony jest cytowaniem pracy [35] z zakresu algorytmow

~ genetycznych.

—  Str. 15: zamiast ,k-nn nearest neighbors” i “n-nearest neighbors” powinno by¢ ,k-nearest
neighbors”.

— Str. 15: “this algorithm predicts the membership of a given observation” — nie wiadomo o jakg

przynaleznos¢ chodzi.

- Str. 23: brak spacji po ,,[52]".

—|  Str. 25: zamiast ,numer analyzed” powinno by¢ ,numer of analyzed”.

- Str. 26: stosuje sie rézne symbole mnozenia — ,x” i ,*”. Nalezy je ujednolici¢; w wielu wzorach

symbole mnoienia mozna pominac.

-| Str. 26: symbol logarytmu naturalnego raz pisany jest kursywa, a raz czcionka prosta (wzory (6) i

(9).

—| Str. 69: brak legendy na rys. 33-35.

- Str. 71: wyjaénienie zmiennych pod (23) jest niepotrzebne, wyjasniono je pod (21).

Whiosek koricowy

Zakres tematyczny rozprawy doktorskiej mgr inz. Katarzyny Sieradzkiej i osiagnigte w niej oryginalne
wyniki lokuja te rozprawe w obszarze inzynierii biomedycznej. Uwazam, ie rozprawa stanowi
oryginalne rozwigzanie problemu naukowego i wskazuje na wysoki poziom wiedzy Autorki w zakresie
dyscypliny inzynieria biomedyczna, a takie na umiejgtnoéé samodzielnego prowadzenia przez nig
badan naukowych. Prace oceniam bardzo wysoko.




Stwierdzam, ze opiniowana rozprawa doktorska spetnia wymogi ustawy z 20 lipca 2018 r. Prawo o
szkolnictwie wyiszym i nauce. Wnosze o dopuszczenie mgr inz. Katarzyny Sieradzkiej do publicznej
obrony pracy doktorskiej i wyréznienie rozprawy doktorskiej.
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