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Formalng podstawa opracowania recenzji jest pismo Przewodniczacego Rady Dyscypliny InZynieria
Biomedyczna Politechniki $lgskiej, prof. dr hab. inz. Ewy Pigtki, z dnia 23.03.2023 r. Oceny rozprawy
doktorskiej dokonano wedlug kryteriéw okreslonych w ustawie z 20 lipca 2018 r, Prawo o szkolnictwie
wyiszym | nauce. Promotorem rozprawy doktorskiej jest prof. dr hab. ini. Joanna Polariska, a
promotorem pomocniczym jest dr Christophe Badie.

Charakterystyka rozprawy

Rozprawa napisana jest w jezyku angielskim, liczy 149 stron. Sklada sie z jedenastu rozdziatdow (w tym
streszczenia), bibliografii zawierajacej 108 pozycji i zatacznikow.

Tezy pracy s nastepujgce:

1, Combining feature engineering methods and advanced dimensionality reduction techniques with
unsupervised clustering olgorithms 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

clasaification syatam, espacially in the cace of heterogoneours dotnecote
W rozdziale pierwszym, Doctoral dissertation motivation, przedstawiono motywacje, tezy i cele pracy.

Rozdziat drugi, Introduction, omawia zagadnienia zwigzane éciéle z tematyka rozprawy: irddta
promieniowania, typy promieniowania, wplyw promieniowania na zdrowie, sekwencjonowanie RNA

pojedynczych komorek, subpopulacje komarek biatych krwinek, problematyke klasyfikacji komaérek i
przeglad literatury w zakresie selekcji cech.

W rozdziale trzecim, Moterials, omdéwiono dane wykorzystywane w badaniach eksperymentalnych
pozyskane na drodze sekwencjonowania pojedynczych komérek bialych krwinek.

Razdziat czwarty, Publicly available tools and developed workflows, opisuje wykorzystywane w pracy
algorytmy redukcji wymiarowosci (Uniform Manifold Approximation and Projection, UMAP) i
griipowania danych {Hierarchical Density-Based Spatial Clustering of Applications with Noise;
HIPBSCAN} oraz przedstawia procedure badan eksperymentalnych. W tej procedurze wykorzystuje sie
dwie metody uczenia maszynowego: regresje logistyczng i sieci heuronowe.




Rozdziat piaty, Preliminary data analysis, opisuje wstepng analizg danych. Przedstawiono procedury
kontroli jakodci i selekcji danych {(komdrek i genéw) oraz wyniki redukeji wymiaru i wizualizacje danych
w dwuwymiarowych przestrzeniach.

W rozdziale sz6stym, Ex vivo irradiated cells’ genetic profile recognition based on the logistic regression
methods, opisano procedure badawczg majacg na celu wyznaczenie sygnatury genowej komodrek
napromieniowanych. Procedura ta opiera sig na modelu regresji logistycznej.

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

Wyniki obu procedur poréwnano w rozdziale ésmym.

Badania podsumowano w rozdziale dziewigtym, a w rozdziale dziesigtym zamieszczono dyskusje.
Zataczniki zawierajg szczegStowe wyniki badan, gidéwnie w postaci wykresdw typu boxplot.

Opinia na temat rozprawy - uwagi krytyczne i polemiczne

sekwencjonowanie RNA pojedynczych komorek (scRNA-seq} to technika sekwencjonowania nowej
generacji, ktéra umoiliwia badanie ekspresji genow na poziomie pojedynczych komoérek. Zapewnia
wysoka rozdzielczoéé badania | prowadzi do lepszego zrozumienia funkcji pojedynczej kamorki w
kontekécie jej mikroérodowiska. Pozwala uwzglgdniaé inherentng heterogenicznoé¢ komérek,
identyfikowa¢ ich podtypy, wyznaczal trajektorie réznicowania komdrek oraz bada¢ odpowiedzi
komérek na bod#ce érodowiskowe lub stany chorobowe. Tematyka rozprawy dotyczy wykorzystania
scRNA-seq do badania zmian ekspresiji genow regulujacych zycie komdrek pod wptywem ekspozycji ha
promieniowanie jonlzujace. 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 wykorzystujgc nowoczesne metody
analizy danych i uczenia maszynowego, zidentyfikowata geny najbardziej zaangazowane w odpowied?
na promieniowanie. Wyniki pracy s3 bardzo cenne. Z jednej strony pozwalaja czgsciowo
zautomatyzowaé prace z wielowymiarowymi danymi genetycznymi pochodzacymi z eksperymentdéw
sekwencjonowania pojedynczych komdrek. Z drugiej strony przyczyniaja sig do identyfikacji petnego
profilu genetycznego komérek napromlenionych. Tematyke pracy uznaje za bardzo waing, spotecznie
poiyteczna | aktualna w aspekcie jej waloréw poznawczych i utylitarnych.

Tytut rozprawy jest odpowiednio zwarty i komunikatywny. W pelni oddaje najistotniejsze elementy
tresciowe rozprawy. Motywacja do podjecia badal przedstawiona przez Autorke w rozdziale
pierwszym jest przekonujgca. Problem badaweczy jest jasno sformulowany. Cele badan, ktdre Autorka
szczegotowo uzasadnia, sa czytelne: utworzenie schematu analizy bicinformatycznej w celu
rozpozhania sygnatury genowej biatych krwinek napromieniowanych dawka 1 Gy na podstawie danych
pozyskanych za pomoca scRNA-seq oraz detekcja subpopulacji blatych krwinek na podstawie tych
danych. Zdefiniowano takie cel pomocniczy: poréwnanie dwdch metod uczenia maszynowego do
klasyfikacji komérek kontrolnych i napromienianych oraz identyfikacji profili genetycznych komérek
napromienianych. Tezy pracy sa poprawne, aryginalne i jednoznaczne, a przy tym spéjne z zatoZzonymi
celami.

We wstepnej czescl pracy {rozdziat drugi) Autorkarprzygotowuje czytelnika do lektury kolejnych
rozdzialéw, definiujac kluczowe zagadnienia. Charakteryzuje irddta promieniowania, typy
pramieniowania oraz wplyw promieniowania na zdrowie. Omawia potencjalne skutki ekspozycji




komérek na promieniowanie réinego typu i o réinej intensywnosci. Nastepnie przedstawia technike
scRNA-seq — tlumaczy jej kolejne kroki i naswietla problemy zwigzane analizg generowanych przez nia
danych genetycznych, W podrozdziale 2.5 Autorka omawia mozliwosci jakie daje sScRNA-seq w zakresie
identyfikacji podtypéw komérek, w szczegéinosci biatych ciatek krwi. Charakteryzuje podtypu biatych
krwinek i opisuje wyniki badari 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 niedokladnodcia
metod ich pozyskiwania i detekeji} oraz wielowymiarowoscig danych. Charakteryzuje kilka typow
klasyfikatoréw uzywanych najezeéciej do danych biologicznych. Tu mam jedng uwage ~ wartosé
przewidywana przez k-NN otrzymuje sig usredniajac (jak napisano) wartoéci z wybranych obserwacji w
problemach regresji. W problemach klasyfikacii, a taki jest problem rozwazany w pracy, stosuje sig
najczesciej glosowanie. W ostatnim podrozdziale przedstawiono wyniki badar literaturowych na temat
selekeji 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, ie cechy sa 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, uwzgigdniajg takze zaleznosci pomigdzy cechami.

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

W rozdziale trzecim przedstawiono proponowane schematy przetwarzania danych oparte na regresji
logistycznej | sieciach neuronowych. Opisano réwniei algorytmy wykorzystane do redukgcji
wymiarowoéci (UMAP) i grupowania {(HDBSCAN). Opis jest szczegotowy — podano niezbgdne 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 jakas funkcje aktywacji, np. sigmoide. W podsumowaniu tego
rozdziatu moina byto poréwnaé podejécia oparte na regresji logistycznej i sieciach neuronowych,
zwracajac uwage, e jedno jest liniowe, podczas gdy drugie jest nielinlowe | wyjaéniajgc analogie
pomiedzy wzorami (3) i (11), {4) i (12) oraz (6) i (13). Schemat oparty na regresji logistycznej, ktory
zwizualizowano na rys. 2, ma wbudowany mechanizm sekwencyjnej selekcji cech. Opis schematu
opartego na sieciach neuronowych nic nie méwi o selekeji cech. Jednak z fektury rozdziatu siodmego

wynika, ze ten schemat réwniei wyposazony jest w mechanizm selekdji cech.

Dane pozyskane metodg scRNA-seq wymagaja analizy i wstepnej obrébki. Autorka w rozdziale pigtym
omawia kolejne etapy obrdbki danych, zaczynajac od usunigcia z prabek tych komdrek i gendw, ktore
nie spetniaja przyigtych kryteriéw jakosciowych. Postuguje sig przy tym swobodnie réinymi metodami
selekeji danych na podstawie analizy histograméw. Jednym z takich narzedzi jest model mieszanin
gaussowskich. Jednak uiycie tej metody nie jest dla mnie do korica czytelne — brakuje tu definicji
odpowiedniego kryterium selekcji komérek. Do redukeji danych Autorka stosuje metode analizy
gtéwnych skiadowych z kryterium wyboru liczby skfadowych na podstawie analizy skumulowanej
wariancji wyjasnianej przez te skfadowe. Wyniki zwizualizowane za pomoca UMAP prowadzg Autorke
do waznego wniosku, ze separacja poszczegdlnych klastréw wynika nie tylko z obecnosci dwdch klas
komérek (napromieniowanych i kontrolnych), ale przede wszystkim z duiej heterogenicznosci. Ta
heterogenicznoéé zaktéca detekcjg prawidlowych profili genetycznych komérek napromieniowanych.




Rozdziat szésty omawia badania dotyczace identyfikacji sygnatury genowe| napromieniowanych
komérek przy wykorzystaniu regresji logistycznej. Zastosowano interesujacy, hybrydowy mechanizm
selekcji cech, ktéry taczy wielokrotng selekcje sekwencyjng z rankingiem cech opartym na
doktadnoéciach klasyfikatordw zbudowanych na réznych podzbiorach cech, Autorka zauwata, e wiele
gendw wytypowanych tg metoda to geny odpowiedzialne za rozréznianie poszczegdlnych subpopulacji
komorek. Geny te ,zakiécaja” profil genetyczny komdrek napromieniowanych. Problem
rozpoznawania subpopulacji krwinek bialych zostat podzielony na nastepujace etapy: selekcja cech,
rozpoznawanie klastréw komoérkowych za pomoca HDBSCAN oraz rozpoznawanie subpopuiacji
krwinek biatych za pomoca genéw markerowych charakterystycznych dla oczekiwanych subpopulacii.
Analizujac szczegétowo wyniki wizualizacji za pomocg UMAP, Autorka definiuje poprawne rozklady
subpopulacji, ktére zwierajg nawet bardzo nieliczne subpopulacje granulocytéw, komdrek
dendrytycznych czy bazofili/eozynofili. Wskazuje to na duig czuloét przeprowadzonej analizy. Aby
uniezaleinié¢ sie od heterogenicznoéci wynikajacej z podziatu na subpopulacje, Autorka w dalszej czesci
koncentruje sie na najliczniejszej subpopulacii, limfocytow T, i stosujac podobny schemat badan jak
wezeéniej dia cate] proby, identyfikuje profil genetyczny komdrek napromieniowanych. Wiekszos¢
rozpoznanych gendw odpowiedzi radiacyjne] (18 z 21) jest zgodna z doniesieniami literaturowymi.
Zmniejszenie wplywu heterogenicznoéci poprawito jakos¢ klasyfikacji — uzyskano wysoka dokladnoic
na poziomie 94%.

W rozdziale siddmym opisano badania zmierzajace do identyfikacji profilu genetycznego komadrek
napromieniowanych oparte na afternatywnym schemacie wykorzystujgcym sieci neuronowe. W
poczatkowe]j czeéei tego rozdziatu oméwiono eksperymentalny dobor hiperparametrow. Procedura
selekeji cech jest zupetnie inna niz w podejsciu opartym na regresji logistycznej {ciekawy jestem
dlaczego, bo hybrydowa selekcja cech tam zastosowana moglaby sig sprawdzi¢ i w tym podejéciu),
wykorzystuje wartodci Shapleya. W efekcie wyfoniono profil genetyczny zlozony 2z dziesigciu genow.
Wiekszo$¢ z nich pojawia sie takze w profitu otrzymanym za pomoca regresji logistycznej, ale dwa to
nowe geny.

Wyniki obu schematdéw identyfikacji profilu genetycznego komdrek napromieniowanych poréwnano
w rozdziale ésmym. Autorka z ciekawoéci badawcze] pokusita sie jeszcze o sprawdzenie dokfadnosc
metod regresji logistycznej i sieci neuronowych na obu znalezionych profilach (21 i 10 gendw). W obu
przypadkach regresja logistyczna dawata wigksza dokfadnosé.

W konkluzji {rozdziat dziewigty} Autorka odnosi sie do tez pracy i przekonuje, odwolujge sie do
wynikéw badan i zdobytej wiedzy, Ze zostaty wykazane. Podkreéia wysoka dokiadnoéé rozpoznawania
profilu genetycznego komdrek napromieniowanych i podsumowuje podejécla oparte na regresji
logistycznej i sieciach neuronowych, Rekomenduje model regresji logistycznej jako dokfadniejszy i
interpretowalny, choé w zapreponowanej wersji bardziaj 2tozony obliczeniowo od modelu sieci
neuronowych,

Rozdziat dziesigty zawiera cenng i wnikliwa dyskusje, w ktdrej Autorka omawia trudne elementy
zaproponowanego schematu badan i, dostrzegajac jego potencjat aplikacyjny, wskazuje sposoby jego
rozszerzenia i ulepszenia,

Sekwencja tredci prezentowych w kolejnych rozdziatach pracy jest wlasciwa: od informacji wstepnych,
wyjasniajacych zagadnienia poruszane w pracy, poprzez opis pozyskiwania materiafu genetycznego,
przygotowania | przetwarzania danych oraz charakterystyke wykorzystywanych narzedzi analizy
danych i uczenia maszynowego, po omowienie proponowanych schematéw badawczych, analizg




wynikow i badania poréwnawcze. Praca napisana jest bardzo starannie i wnikliwie, poprawnym
jezykiem naukowym 2z wiasciwym slownictwem specjalistycznym | odpowiednia $cistoscig
sformufowart. Uklad redakcyjny rozprawy nie budzi zastrzezen, z jedng uwagg: zwykle dyskusje
umieszcza sie przed wnioskami koricowymi. Zrédha literaturowe dabrane sa wiasciwle,

Tezy rozprawy zostaly udowodnione. Autorka wykazata, ze stosujac odpowiednie metody indynierii
cech | uczenia maszynowego mozna zidentyfikowa¢ podtypy biatych krwinek na podstawie wynikow z
sekwencjonowania RNA pojedynczych komérek. Wykazata tez, ze opracowany schemat przetwarzania
danych genetycznych pozwala uzyskaC wysoka dokladnoéé rozpoznawania komorek
napromieniowanych pomimo wysokie] heterogenicznoéci danych. Nie mam watpliwoéci, ze Autorka
rozwiazata postawiony problem i osiagneta zalozone cele, uzywajac wiasciwych metod. Oryginalnosc
rozprawy polega na opracowaniu metodyk identyfikacji subpopulacji biatych krwinek oraz
rozpoznawania profilu genetycznego krwinek napromieniowanych na podstawie wynikow z
sekwencjonowania RNA pojedynczych komorek. Rozprawa wykorzystuje aktualne osiggniecia w
dziedzinie biologil molekularnej (metody sekwencjonowania pojedynczych komdrek} i w dziedzinie
analizy danych genetycznych opisane w literaturze swiatowe]. Autorka wykazata umiejetnosé
poprawnego i przekonywujacego przedstawienia uzyskanych wynikéw. Na pochwale zastuguje jej
whikliwoéé i drobiazgowoéé w oplisie metod badawczych, analizie wynikdow badar i formutowaniu
whioskéw. Oceniam wysoko znaczenie uzyskanych wynikéw dla rozwoju dyscypliny Inzynieria
biomedyczna, zwtaszcza w kontekscie ich potencjainych zastosowatt.

Uwagi jezykowe, edytorskie i redakcyjne

- Symbole zmiennych powinny by¢ pisane konsekwentnie kursywa. W wielu miejscach pisane s3
! czcionka prosta, np. str. 26, 27, 37,71,

— Str. 15: opls sieci neuronowych zakoficzony jest cytowaniem pracy {35] z zakresu algorytmaéw
~ genetycznych.

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

neighbors”,

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

przynaleinosé chodai.

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

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

—  Str. 26: stosuje sie réine symbole mnozenia — x" i ,*”. Naleiy je ujednolici¢; w wielu wzorach

symbole mnozenia moina pominaé.

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

)

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

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

Winiosek koricowy

Zakres tematyczny rozprawy doktorskiej mgr ini. Katarzyny Sieradzkiej i osiggnigte w niej oryginaine
wyniki lokujg tg rozprawe w obszarze inzynierii biomedycznej. Uwazam, Ze rozprawa stanowi
oryginalne rozwiazanie problemu naukowego i wskazuje na wysoki poziom wiedzy Autorki w zakresie
dyscypliny iniynieria biomedyczna, a takie na umiejgtnoéé samodzielnego prowadzenia przez nig
b |daﬁ naukowych. Pracg oceniam bardzo wysoko.




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

Podpisat Grzegorz Dudek {(podpis odreczny)




