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Abstrakt

Sekwencjonowanie RNA pojedynczych komodrek (scRNA-seq) jest coraz szerzej stosowang
technologia do analizy transkryptomu wielu pojedynczych komorek. Dzigki zastosowaniu
sekwencjonowania genomu pojedynczych komoérek mozna unikna¢ problemu generalizacji danych
wystepujacego w technologiach sekwencjonowania, ktére nie koncentruja si¢ na pojedynczych
komoérkach. W wyniku wykorzystania tej technologii generowane sg dane wielowymiarowe,
co wymaga coraz wigkszych zasobow obliczeniowych do wlasciwej analizy. Technologia scRNA-seq
jest niezb¢dna do badania heterogeniczno$ci miedzy komoérkami w analizie wptywu okre$lonych
czynnikow, takich jak odpowiedz komoérkowa na promieniowanie jonizujgce. Zarowno nie§wiadoma,
jak 1 $wiadoma ekspozycja na promieniowanie jonizujace wywotuje zmiany w odpowiedziach
komorkowych spowodowane modyfikacjami ekspresji wielu gendow regulujacych zycie komorek.
Analiza takich modyfikacji moze ujawni¢ geny najbardziej zaangazowane w odpowiedz
na promieniowanie. Taka analiza moze roéwniez wykazaé §ciezki komunikacji genow, ktore moga daé
wglad w to, jakie zmiany zachodza w zloZzonym systemie komorkowym. Integrujac wiedze o stopniu
zmian indukowanych promieniowaniem i dostgpnymi technologiami sekwencjonowania, mozemy
przeprowadzi¢ odpowiednie kroki analityczne, ktéore pozwolg nam poznaé geny reagujace
na promieniowanie.

Przedstawiona rozprawa doktorska ma dwa gltowne cele. Jeden z nich ma podtoze biologiczne,
a drugi zwigzany jest z inzynierig. Celem biologicznym niniejszej pracy jest poszukiwanie znanych
i nowych genow odpowiedzi na promieniowanie w oparciu o dane z technik sekwencjonowania RNA
pojedynczych komorek. W ten sposob zostang okreslone roznice w sygnaturze genowej normalnych
komoérek 1 tych poddanych dziataniu promieniowania jonizujagcego w $rodowisku ex vivo.
Podstawowym celem pracy w zakresie inzynierii jest stworzenie odpowiedniego schematu pracy analizy
bioinformatycznej, aby czeSciowo zautomatyzowac kolejne etapy pracy z wielowymiarowymi danymi
pochodzacymi z eksperymentow sekwencjonowania pojedynczych komoérek. Gtowne aspekty zawarte
w proponowanej metodzie opierajg si¢ na procedurach selekcji cech oraz problemie klasyfikacji
komorek. Jest to duze wyzwanie, zwlaszcza biorac pod uwage bardzo istotng ztozono$¢ i wymiarowosé
analizowanych danych, ale takze oczekiwania nastawione na uzyskanie zadowalajacych wynikow w
zakresie jakosci klasyfikacji komoérek napromienionych. Oczekiwany wynik stworzonego narzgdzia
zwigzany jest przede wszystkim z biologicznym celem badan, tj. rozpoznaniem pelnego profilu
genetycznego komorek napromienionych w srodowisku ex vivo.

Pierwszy etap prac koncentruje si¢ na kontroli jako$ci danych. W tym celu przetestowano dwie
probki ex vivo, bedace technicznymi powtdrzeniami tego samego eksperymentu. Opracowano kilka
$ciezek statystycznych i wizualizacyjnych, aby umozliwi¢ szczegdtowa analize jakosci zarowno genow,
jak 1 komorek poddanych analizie. Zastosowana metodologia, a zwlaszcza nienadzorowane podejscie
klasyfikacyjne zastosowane do celdow wizualizacji, pozwala na wyciagnigcie jednoznacznego wniosku



o znacznej heterogenicznosci badanych zbiorow danych. W zwigzku z tym, podjeto proby ustalenia
przyczyny takiej heterogenicznos$ci komoérek wykorzystujac zardGwno ogolnodostepne, jak i opracowane
na potrzeby niniejszej rozprawy metody matematyczno-statystyczne. Ponadto, do rozpoznania
subpopulacji komorek biatych krwinek, wykorzystano rowniez list¢ gendw markerowych specyficznych
dla okreslonych subpopulacji. Wykazano, ze wybrana $ciezka badawcza pozwolita na okreSlenie
przyczyny wewnetrznej heterogenicznosci, w ztozonych zbiorach danych, zwigzanej z wystgpowaniem
wysoko zroznicowanych podtypow komorek. Co wigcej, w wyniku przeprowadzonych serii analiz udato
si¢ wykry¢ czesto wystepujace subpopulacje tej frakcji, w kontekscie ilosciowym, oraz rzadkie i mate
subpopulacje biatych krwinek. Gléwny etap prac ma na celu zbudowanie klasyfikatora opartego
o metody regresji logistycznej. Zadaniem klasyfikatora jest rozréznienie komorek kontrolnych
i poddanych dziataniu promieniowania jonizujgcego. Na tym etapie pracy uwzgledniono jedynie
subpopulacje limfocytow T, gdyz stanowila ona wigkszo$¢ rozpoznanych podtypoéw analizowanych
komorek biatych krwinek. Co istotne, zastosowana procedura pozwolita na usunigcie czynnika
odpowiedzialnego za wystepowanie wykrytej heterogenicznosci zbioru danych. Nastepnie, w celu
ujednolicenia struktury analizowanego zbioru danych, przeprowadzono procedur¢ normalizacji.
Kolejny etap selekcji cech zostat oparty na zbiorze komorek i genow przygotowany w przedstawiony
sposob. Celem selekcji cech, samodzielnie opracowano i zaimplementowano schemat analizy,
umozliwiajacy klasyfikacj¢ komorek normalnych 1 napromieniowanych, z wykorzystaniem
odpowiednich miar jakosSci klasyfikacji. W wyniku zastosowania zaimplementowanego algorytmu
uzyskano ostatecznie panel gendéw odpowiedzi na napromienienie. Co istotne, znaczna wigkszos¢
rozpoznanych gendéw odpowiedzi radiacyjnej odpowiada aktualnym doniesieniom literaturowym.
Zmniegjszenie wplywu heterogenicznosci w zbiorze danych pozwolilo na poprawe jakosci klasyfikacji
i uzyskanie bardzo zadowalajacych wynikow z warto§cia wazonej jakosci klasyfikacji, opartej na
testowym zbiorze danych, na poziomie powyzej 93%. Dodatkowo przeprowadzono szczegdtowa
analize z wykorzystaniem podej$cia sieci neuronowych w celu poréwnania schematu pracy opartego
o metody regresji logistycznej z inng, dobrze znang metodg uczenia maszynowego. Utworzono drugi
schemat analizy, ktory jest spojny z okreslonym celem rozprawy, czyli rozpoznaniem komorek
napromienionych. Podejscie to mialo na celu przede wszystkim sprawdzenie i poréwnanie jakosci
klasyfikacji wynikajacych z zastosowania dwdch roéznych technik selekcji cech. Wykorzystanie sieci
neuronowych pozwolito uzyska¢ obiecujace wyniki, z wartoscia wazonej jakosci klasyfikacji na
poziomie prawie 91%. Co wigcej, takie wyniki uzyskano w znacznie krotszym czasie, porownujac sieci
neuronowe z podejsciem opartym o metody regresji logistycznej. Z drugiej strony, co jeszcze wazniejsze
przy przeprowadzaniu analiz zgodnie z zaproponowanym schematem analizy, mozliwe byto rowniez
poréwnanie profili genetycznych komorek napromienionych, rozpoznanych w wyniku zastosowania
metod regresji logistycznej oraz sieci neuronowych. Okazato si¢, ze 8 na 10 gendow tworzacych model
oparty o sieci neuronowe jest spdjnych z modelem opartym o regresje logistyczng. Te dobrze znane
geny odpowiedzi na promieniowanie obejmuja RPS19P1, BAX, DDB2, RPS27L, PHPT1, CCNGI,
TNFSF8 i AEN.

Niniejsza rozprawa doktorska pokazuje, ze wykorzystujac dane pochodzace z precyzyjnej
i szczegOlowej technologii, takiej jak scRNA-seq, mozna okresli¢ specyficzng strukturg¢ genow
dla komoérek poddanych dziataniu promieniowania jonizujacego. Przeprowadzone prace umozliwity
roOwniez poréwnanie dwodch technik uczenia maszynowego w kontekscie selekcji cech. Kilka
opracowanych metod bioinformatycznych, a przede wszystkim zaproponowany schemat analizy, moga
by¢ w przysztosci wykorzystane jako wsparcie w medycynie, nauce i inzynierii. Opracowana metoda
selekcji cech 1 klasyfikacji komorek napromienionych sprostata wyzwaniom postawionym w rozprawie
z bardzo wysoka skutecznoscig. Badania te doktadnie opisujg przebieg analizy danych
wysokowymiarowych, pochodzacych z eksperymentéow sekwencjonowania pojedynczych komorek,
takich jak: rozszerzona kontrola jakosci, rozpoznanie genow odpowiedzi na promieniowanie, okreslenie
sygnatury genowej komorek napromienionych, klasyfikacje biatych krwinek wraz z rozpoznawaniem
okreslonych subpopulacji komoérkowych, porownanie procedur uczenia maszynowego pod katem
analizy danych wysokowymiarowych i klasyfikacji obserwacji, a takze biologiczng interpretacje
wynikow. Niniejsza praca obejmuje, wraz ze szczegdtowym opisem proponowanych etapow analizy
oraz efektow w postaci wynikow, wszystkie aspekty niezbedne do osiggnigcia zatozonych celdw, taczac
je w logiczny schemat pracy wraz z odpowiednimi komentarzami i wnioskami zar6wno od strony
technicznej, inzynieryjnej, jak i wsparcia tych aspektow w postaci interpretacji biologiczne;j.



