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I. Ogélna charakterystyka podjetych przez Doktorantke problemoéw
badawczych

W przedtozonej mi do oceny rozprawie Doktorantka przedstawia zatozenia,
metodyke oraz wyniki prac nad zagadnieniem badawczym, ktérego celem jest
opracowanie metody wykorzystania  wynikéw sekwencjonowania RNA
pojedynczych komérek (biatych ciatek krwi - WBC) w dwéch zadaniach:
1. rozréznienie typéw WBC,
2. rozréznienie WBC napromienionych promieniowaniem jonizujagcym od WBC,
ktére nie byty napromienione.
WBC zostaty wyizolowane z dwéch prébek krwi. WBC wyizolowane z kazdej prébki
zostaty podzielone na grupe kontrolng i grupe poddang dziataniu promieniowania.
Materiatem badawczym sa wiec dwie grupy kontrolne i dwie grupy poddane
dziataniu czynnika. Projektujgc rozwiagzania powyzszych zadah Doktorantka
pracuje z surowymi danymi sekwencjonowania, ktére dla kazdej z czterech grup
WBC maja forme dwuwymiarowe;j macierzy zliczeh. W macierzy tej wiersze
numerujg pojedyncze sekwencjonowane komorki, a kolumny numeruja
poszczegdlne geny - komérka macierzy zawiera liczbe gendw danego typu
(skojarzonego z indeksem kolumny) znalezionych w procesie sekwencjonowania
w danym WBC (skojarzonym z indeksem wiersza). Doktorantka operuje w Swojej




pracy na czterech takich macierzach, kazda liczaca ok. 2000 do 3000 wierszy
i ok. 400 kolumn.

Problem rozréznienia WBC napromienionych promieniowaniem jonizujacym
od WBC, ktdére nie byly napromienione jest rozwigzywany przy uzyciu metod
uczenia maszynowego i statystyki, poprzedzonych metodami wstepnego
przetwarzania surowych danych sekwencjonowania w celu zredukowania liczby
zmiennych, a w zasadzie w celu znalezienia zmiennych istotnych dla rozwigzania
problemu klasyfikacji. Znalezienie klasyfikatora charakteryzujacego sie wysokg
doktadnoscia jest jednoczesnie rozwiazaniem zadania znacznie bardziej istotnego
z punktu zastosowan radiobiologicznych tzn. zadania wskazania tych gendw,
ktére pozwalajg odrézni¢ komérki napromienione od komérek z grupy kontrolne;j.
Wskazanie takich genéw moze mie¢ istotne znaczenie dla poznania
mechanizmoéw zwigzanych z reakcja WBC na promieniowanie jonizujgce, co
z kolei moze mied przetozenie na ochrone radiologiczng, terapie wykorzystujaca
promieniowanie jonizujace itd.

WBC nie stanowia homogenicznej grupy komérek krwi, ale dzielg sie na
wiele réznych typéw. Mechanizmy reakcji réznych typédw WBC na promieniowanie
jonizujace moga by¢ rézne wobec czego typ WBC jest niekontrolowang zmienna
zaburzajacg predykcje klasyfikatora, ktéry ma za zadanie odrézni¢ komérki
napromienione od kontrolnych. Aby usungé wptyw typu WBC na model
klasyfikacyjny, Doktorantka, korzystajgc z metod uczenia nienadzorowanego,
dzieli wiersze macierzy zliczeh na klastry, ktére nastepnie - w oparciu
0 przestanki biochemiczne (profil genetyczny) - kojarzy z typami WBC. To
skojarzenie z koniecznosdci (brak etykiet niezbednych do przeprowadzenia
treningu nadzorowanego) jest obarczone pewng dozg niepewnosci. Po wykonaniu
klasteryzacji danych w macierzach zliczeh Doktorantka ponownie trenuje
klasyfikator, tym razem tylko dla najwigkszego klastra danych, uzyskujac wyniki,
ktére sa konsystentne z wynikami uzyskanymi poprzednio dla catego zbioru
danych.

W swoich badaniach Doktorantka wykorzystuje regresje logistyczng, jako
metode klasyfikacji, co jest wyborem racjonalnym zwazywszy, ze zbidr danych
treningowych nie jest jednak zbyt liczny. Jako alternatywng metode klasyfikacji
Doktorantka przetestowata sieci neuronowe, uzyskujgc wyniki zblizone do tych
uzyskanych przy uzyciu regres;ji logistycznej.




Podjety problem badawczy wpisuje sie w obszar zastosowania metod
informatycznych w radiobiologii, a tym samym w obszar dyscypliny ,inzynieria
biomedyczna”.

Il. Ogdlna charakterystyka rozprawy

Przedtozona mi do oceny rozprawe ma uktad publikacji naukowej: po wstepie
nastepuje omowienie materiatu badawczego i metod badawczych, prezentacja
uzyskanych wynikéw w zadaniach selekg;ji zmiennych objasniajgcych, klasyfikacji
i klasteryzacji, rozprawe konczy dyskusja. Bibliografia liczy 108 pozycji. Do
rozprawy dotgczone jest sporo materiatéw uzupetniajacych w formie wykresow
i tabel, ktére maja uzasadniaé¢ dokonane przez Doktorantke skojarzenie klastréw
danych w macierzach zliczeh z typami WBC.

W tréjstronicowym wstepie, sformutowane zostaty cele pracy, ktére
wymienitem w pierwszym rozdziale tej recenzji. We wstepie sformutowane zostaty
rowniez tezy, ktére cytuje w catosci:

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 case of heterogeneous
dataset.

Uktad rozprawy uwazam za prawidtowy, a bibliografie za
wystarczajaca.

Ill. Uwagi do rozprawy

Ta czes¢ recenzji rozpoczne od uwagi drobnej, jezykowej, ale majacej
zastosowanie do zbyt wielu fragmentéw tekstu rozprawy. Doktorantka ma, moim
zdaniem, sktonno$¢ do naduzywania przymiotnikéw, co niekoniecznie jest
wiasciwe w tekscie naukowym. Przyktady zaczynajg sie juz w sformutowaniach
tez rozprawy: ,advanced dimensionality reduction”, ,efficient identification”,
Jintelligent algorithm”. To, czy redukcja wymiarowoséci jest ,advanced”,
a identyfikacja ,efficient”, czytelnik powinien by¢ w stanie oceni¢ sam. Zgodnie
za$ ze stownikiem jezyka polskiego, okreslenie algorytmu przymiotnikiem
«inteligentny” wskazuje na taka ceche tworcy algorytmu.

Przechodzac do uwag merytorycznych:




1. W tekscie rozprawy wielokrotnie jest mowa o poddaniu WBC dziataniu
promieniowania jonizujacego i o zdeponowaniu w tychze komérkach dawki 1Gy.
Przypuszczam (i to przypuszczenie graniczy, ale tylko graniczy, z pewnoscia), ze
zbiory oznaczone przez Doktorantke jako A i B pochodzg z dwéch prébek krwi - tg
kwestie nalezatoby doprecyzowaé, podobnie jak kwestie zwigzane z etycznymi
aspektami badania, wykorzystujacego ludzki materiat tkankowy. W rozprawie nie
ma w ogdle opisu uktadu laboratoryjnego, uzytego do nadwietlania komérek. Nie
jest jasne, w jaki sposéb ustalono, ze dawka zdeponowana w WBC jest réwna
1Gy. Brak standaryzacji uktadéw laboratoryjnych uzywanych w eksperymentach
radiobiologicznych jest ogromna przeszkodg w poréwnywaniu wynikéw
uzyskanych w réznych laboratoriach stad precyzyjny opis uzytego ukfadu jest tak
wazny dla ewentualnego powtérzenia wynikéw, opisanych przez Doktorantke.
W rozprawie nie ma tez mowy o rodzaju promieniowania jonizujgcego uzytego
w badaniach, podczas gdy na przyktad 1Gy zdeponowany przez promieniowanie
X daje inny efekt biologiczny (m.in. przezywalnosc), niz 1Gy zdeponowany przez
cigzkie jony. Ta niewiedza rzutuje z kolei na niemoznodé ustalenia, jakich
konkretnie obszaréw zastosowan promieniowania jonizujgcego moga dotyczyc¢
wyniki zaprezentowane przez Doktorantke - czy ochrony radiologicznej personelu
pracowni diagnostyki obrazowej, czy radioterapii wigzkami gamma, czy
radioterapii ciezkimi jonami?

2. Na str. 15 Doktorantka, opisujgc algorytmy klasyfikacji, wymienia algorytmy
genetyczne. Algorytmy genetyczne wigcza sie z reguty do klasy algorytméw
optymalizacyjnych (podobnie jak np. algorytmy typu ,gradient descent”,
uzywane w treningu klasyfikatoréw). W jaki sposéb algorytm genetyczny moze
petni¢ funkcje algorytmu klasyfikujacego?

3. W rozdziale 4.2 (str. 25) Doktorantka Opisuje algorytm zaprojektowany do
selekcji cech dla klasyfikatora opartego o model regresji logistycznej. Na stronie
https://scikit-learn.org/stable/modules/feature selection.html jest  opisanych
szereg algorytméw selekcji cech, w tym algorytmy wiaczajace klasyfikatory do
potoku przetwarzania, algorytmy wykonujace selekcje cech w opcji ,forward” i w
opcji ,backward” itd. Wydaje sie, ze algorytmy te petnig identyczng funkcje, jak
algorytm zaprojektowany przez Doktorantke. Bytoby interesujace poréwnaé

wyniki uzyskane przez algorytm Doktorantki z algorytmami z biblioteki scikit-
learn.

4. W rozprawie jest wielokrotnie mowa o »Wazonych” miarach jakosci klasyfikacji
(np. str. 25, trzecia linia od dotu). Wazone miary jakosci klasyfikacji uzywa sie




zwykle w problemach klasyfikacji wieloklasowej. Jaka jest, na przykiad, uzywana
przez Doktorantke definicja ,wazonej” doktadnoici dla problemu klasyfikacji
binarnej?

5. Do selekeji modeli Doktorantka uzywa miar w rodzaju BIC (réwnanie (92)) lub BF
(réwnanie (10)). Nie jest jasne, dlaczego nie uzyto po prostu walidacji krzyzowej.
6. W réwnaniach dostrzegam troche nieporzadku, przede wszystkim brak opisu
uzytych symboli (np. réwnanie (5) - mozna sie tylko domysla¢, czym jest group can,
réwnanie (14) - indeks i pojawia sie tylko po stronie prawej, w zasadzie trzeba sie
domyslaé, ze chodzi o mediang réznic itd.). Réwnanie (8) jest powtdrzeniem
rownania (6).

7. Schemat treningu modelu regres;ji logistycznej na Rys. 3 jest nadmiarowy - to
wiedza ksigzkowa.

8. W rozdziale 5.2 przedstawione sg wyniki klastrowania danych z macierzy
zliczen, po wczesniejszym zaaplikowaniu do nich analizy sktadowych gtéwnych.
Przekaz w tekscie ostatnich akapitéw staje sie dla mnie trudny do uchwycenia.
Z jednej strony pojawiaja sie oczywistosci np. ,It is worth emphasizing that these
clusters were detected using unsupervised approach [...] without providing
information about cell membership”, a z drugiej niejasnosci np. ,this analysis
made it possible to conclude that the hidden data structure is related to the high
heterogeneity of the data structure”. Nie rozumiem, o jaka ukryty strukture
danych chodzi. A o heterogenicznosci zbioru danych wiemy przeciez od samego
poczatku, bez spogladania na macierze zliczeh - w kohAcu nasz zbidr to biate
krwinki krwi, ktérych rézne typy Doktorantka wymienia w Tabeli 20. Inny przyktad
z tego samego rozdziatu: It can be clearly stated that the centers of clusters for
control and irradiated cells, despite occupying the same separated clusters, have
different locations” - dla mnie w tym zdaniu niewiele jest sformutowan ,clearly
stated” (jak mam na przykiad rozumie¢ stwierdzenie, ze ¢rodki klastréw zajmuja
te same odseparowane klastry?).

9. W rozdziale 6.1 jest napisane, ze model wytrenowany na zbiorze B bedzie
testowany na zbiorze A. Ale z Tabeli 5 wynika, ze liczba gendw (cech) w zbiorze A
jest 0 10 mniejsza, niz liczba genéw w zbiorze B. Testowanie na zbiorze A modelu
wytrenowanego na zbiorze B opiera sie wiec na zatozeniu, ze te 10 cech, ktérymi
zbiory A i B sig réznia, nie sg istotne dla zadania klasyfikacji.

10. W réwnaniu (16) nie jest jasne, czym jest pozycja cechy w modelu. Mozna
tylko przypuszczaé, ze jest ona zwigzana z wartoscia wspoétczynnikéw theta,
odpowiadajacych cesze w modelu regres;ji logistycznej. W opisie na str. 50 nad




ipod Rys. 50 jest wiecej niejasnosci - np. Doktorantka uzywa bardzo
nieprecyzyjnych sformutowan ,significant difference between the following
values was imperceptible” lub ,without any jumps between individual values”. To
czy réznice lub skoki sa dostrzegalne, zalezy przeciez od skali, w jakiej obejrzymy
Rys. 17.

11. Nie jest jasny spos6b uzycia réwnania (20) w analizach. Sume kwadratéw
jakiej wielkosci uzywa sie w tym réwnaniu, jak wyznacza sie liczbe stopni
swobody?

12. Na str. 62 Doktorantka pisze: ,Based on generated boxplots, individual
clusters belonging to the appropriate cell subpopulation were decided”. Nie
znajduje w tekscie Zzadnego opisu sposobu przyporzadkowania klastréw do typu
z wykorzystaniem wykreséw pudetkowych. Czy decyzja o skojarzeniu klastréw
ztypami WBC zostata podjeta w oparciu o wizualng ocene wykreséw
pudetkowych?

13. Na str. 69 Doktorantka uzywa wyrazenia »Significantly lower value of this
metric”. Uzycie wyrazenia ,significantly lower” jest uprawnione tylko pod
warunkiem wykonania odpowiedniego testu statystycznego. Testy statystyczne,
stuzgce do poréwnywania klasyfikatoréw sg opisane np. w ksigzce N.Japkowicz
i M. Shah: Evaluating Learning Algorithms. Uwaga dotyczy réwniez innych
fragmentéw rozprawy np. poréwnania klasyfikatora opartego o regresje
logistyczng z klasyfikatorem opartym o sieci neuronowe, poréwnan w tabeli 27,
ostatni akapit na str.92 itp.

14. Na stronie 70 Doktorantka pisze, ze normalizacja wartosci cech jest
»essential” dla klasyfikacji naswietlonych i kontrolnych komérek T. A czy byt
sprawdzony efekt normalizacji dla pierwotnego problemu klasyfikacji wszystkich
WBC?

15. Wyniki przedstawione w Tabeli 28 uzyskano dla znormalizowanego zbioru
testowego. Nie jest jasne, czym ten zbiér byt normalizowany - poprawnie
powinny by¢ uzyte wartosci mediany i MAD dla zbioru treningowego.

16. Na str. 76 Doktorantka pisze, ze celem pracy byto rozpoznanie profilu
genetycznego naswietlonych komdrek. Nie znajduje takiego celu we
wprowadzeniu. W wyniku przeprowadzonych obliczefi Doktorantka wskazata te
cechy (geny), ktére s3 istotne z punktu widzenia klasyfikacji komérka
naswietlona/kontrolna. Ten zbiér cech nie jest przeciez tozsamy z profilem
genetycznym naswietlonych komorek.

16. Rysunek 38 jest nieczytelny.




17. Metody wyjasnialnej sztucznej inteligencji (biblioteka shap, str. 85) byty uzyte
do oceny istotnosci cech w modelu sieci neuronowych. Metody te mogg by¢
rownie dobrze uzyte w przypadku regresji logistycznej. Dlaczego Doktorantka nie
zdecydowata sig ich uzy¢ réwniez w tym przypadku?

18. Wykresy pokazane na Rys. 43 demonstruja do$¢ wyraznie, ze sieci sa
niedotrenowane, wobec czego wyniki przedstawione w tabeli 35 mogg by
zanizone.

IV. Formalna ocena rozprawy

Jednym z moich zadah, jako recenzenta jest wyrazenie opinii, czy
~rozprawa doktorska prezentuje ogélng wiedze teoretyczng kandydata
w dyscyplinie albo dyscyplinach oraz umiejetnoéc¢ samodzielnego prowadzenia
pracy naukowej” (Art. 187 ust. 1 ustawy Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce).
Dostarczona mi dokumentacja (rozprawa i lista publikacji Doktorantki) przekonuje
mnie, ze Doktorantka zaproponowata koncepcje badah opisanych w rozprawie
oraz byta w te badania zaangazowana we wszystkich etapach - od etapu
skompletowania danych, poprzez opracowanie metodyki, obejmujacej rozwdj
narzedzi do analizy danych, w tym narzedzi opartych o uczenie maszynowe, do
etapu przygotowania tekstu opisujagcego wyniki przeprowadzonych badan.
W oparciu o przekazana mi dokumentacje wyrazam zatem przekonanie,
Ze oceniana przeze mnie rozprawa doktorska prezentuje ogodlna wiedze
teoretyczna Doktorantki w dyscyplinie inzynieria biomedyczna oraz
umiejetnos¢ samodzielnego prowadzenia pracy naukowej.

W swojej rozprawie Doktorantka podejmuje wazny temat dotyczacy oceny
wptywu promieniowania jonizujgcego na materiat genetyczny biatych ciatek krwi.
Ocena wptywu jest posrednia - Doktorantka, w oparciu o sekwencjonowanie RNA
pojedynczych komérek projektuje klasyfikatory, ktére umozliwiaja, na podstawie
wynikow  sekwencjonowania, z duza dokfadnoscia  odrézni¢  komérki
napromienione od komérek kontrolnych. Wyniki przedstawione w rozprawie
przekonujg mnie, Zze tezy rozprawy, pomijajac zawarte w nich niektére
przymiotniki, zostaty udowodnione tzn.:

1. ,Combining feature engineering methods and dimensionality reduction
techniques with unsupervised clustering algorithms allows for the identification of
white blood cell subtypes in single-cell RNA sequencing data” z uwaga, ze
identyfikacja jest oparta réwniez o niewymieniong w tezie wizualna ocene
pewnych wykreséw, réwnie waznag dla ostatecznego wyniku, jak elementy




algorytmiczne, a skojarzenie klastréw z typami WBC, cho¢ jest bardzo dobrze
uargumentowane, pozostawia jednak pewna doze niepewnosci, jako, ze mamy do
Czynienia z uczeniem nienadzorowanym.

2. ,The proposed algorithm of the training set construction supports the
classification system, especially in the case of heterogeneous dataset” - teze tg
udowadniajg wyniki uzyskane dla algorytmu selekgji cech, opartego o wielokrotne
pobieranie w sposéb losowy (stratified sampling) zbioru treningowego z catego
zbioru danych.

Zaprojektowane narzedzia sa - moim zdaniem - wymaganym przez
ustawe Prawo o szkolnictwie wyZszym i nauce (Art. 187 ust. 2) dla
pozytywnej oceny rozprawy doktorskiej oryginalnym rozwigzaniem
podjetego przez Doktorantke problemu naukowego z obszaru dyscypliny
inzynieria biomedyczna.

V. Wnioski

W mojej opinii przedtozona mi do recenzji rozprawa spetnia wszystkie, okreslone
ustawa Prawo o szkolnictwie wyzszym kryteria, wymagane do jej pozytywnej
oceny:

1. prezentuje ogding wiedze teoretyczng Doktorantki w dyscyplinie inzynieria
biomedyczna oraz umiejetnos¢ samodzielnego prowadzenia pracy naukowej,

2. zawiera oryginalne rozwigzanie podjetego przez Doktorantke problemu
naukowego, dotyczacego oceny wptywu promieniowania jonizujgcego na materiat
genetyczny biatych ciatek krwi.

Oceniajac zatem rozprawe pozytywnie, wnioskuje o dopuszczenie Pani mgr
Katarzyny Sieradzkiej do dalszych etapéw postepowania w sprawie nadania

stopnia doktora w dyscyplinie inzynieria biomedyczna.

Zbistaw Tabor




