STRESZCZENIE

Efekt paczki/partii jest nieuniknionym zjawiskiem w przypadku wysokoprzepustowych i
wielkoskalowych eksperymentdéw, gdzie ograniczenia logistyczne wymagaja generowania
danych w ré6znym czasie i przy zaangazowaniu wielu laboratoriow, czesto wyposazonych w
odmienne platformy sprze¢towe, wykorzystujacych roézne partiec odczynnikow i przy udziale
zréznicowanego personelu badawczego.

Efekt paczki wprowadza dodatkowg warstwe szumu technicznego, ktory nie jest rownomiernie
roztozony w obrebie badanych cech biologicznych. Tym samym szum ten nie podlega korekcie
na etapie normalizacji danych 1 w konsekwencji prowadzi do falszywych wnioskéw. W
zwiagzku z tym konieczna jest komputerowa korekta danych z efektem paczki. Niestety korekta
efektu paczki jest skomplikowanym zadaniem ze wzgledu na trudno$ci zwigzane z
rozroznieniem zmienno$ci wywolanej czynnikami natury czysto technicznej od

heterogenicznos$ci biologicznej.

Niestety sam proces korekty wigze si¢ z kilkoma negatywnymi konsekwencjami. Korekta
znieksztalca bowiem pierwotng natur¢ oraz dystrybucj¢ danych. Ponadto brakuje miary do
iloSciowego szacowania niepewnosci tego procesu. Dlatego istnieje silna potrzeba rozwoju
badan w dziedzinie usuwania lub korekcji efektu paczki przy uzyciu nowych podejs¢ i narzedzi

bioinformatycznych.

Niniejsza praca ma celu dostarczenie protokotu umozliwiajacego skonsolidowang analize
danych wygenerowanych oddzielnie (partiami) z silnym efektem paczki. Protokot ten zostat
opracowany w celu omini¢cia koniecznosci zastosowania korekty przy jednoczesnym
ztagodzeniu negatywnych skutkéw powodowanych przez efekt paczki. Jest to mozliwe dzigki
wykorzystaniu procedury iteracyjnego grupowania w podprzestrzeni cech pofaczonego z
analiza funkcjonalng $ciezek sygnatowych.

Oryginalna, a zarazem centralna idea pracy polega na zastosowaniu miary wielkosci efektu do
okreslenia $ciezek specyficznych dla klastra, a nastgpnie procedury laczenia klastrow na
podstawie ich podobienstwa funkcjonalnego. Innymi stowy, podejscie to umozliwia taczenie

klastrow pochodzacych z réznych partii.



Wykorzystanie grupowania podprzestrzeni w potaczeniu z analizg funkcjonalng Sciezek
sygnatowych do tagodzenia efektow parti jak dotad nie byto badane, co stanowi nowy wkiad w
te dziedzing. Zaproponowane rozwigzanie stawia na prostote, niski koszt obliczeniowy oraz
fatwo$¢ interpretacji nie tylko dla statystyka, ale rowniez dla biologa.

Podstawowym zalozeniem jest, Ze iteracyjne grupowanie podprzestrzeni moze zmniejszy¢
efekty partii poprzez usuwanie wigkszej ilosci szumoéw z danych przy kazdej kolejnej iteracji.
W rezultacie komoérki powinny tworzy¢ grupy na podstawie ich rzeczywistej biologii. Ponadto,
oczekuje sie, ze zidentyfikowane $ciezki specyficzne dla klastra bedg tymi o bardzo silnegj
manifestacji, a tym samym bedg wykazywaty swego rodzaju odporno$¢ na negatywny wptyw
efektow partii, ktéry jest zazwyczaj mniej wyrazny w odniesieniu do szlakéw sygnatowych w

poréwnaniu do pojedynczych genow.

Tezy tej rozprawy zostaly sformutowane w nastgpujacy sposob:
1. Istniejace algorytmy korekcji efektu partii w ScCRNAseq czesto znieksztalcajg pierwotny
rozklad ekspresji gendw. W rezultacie analizy na poziomie gendw, takie jak réznicowa
ekspresja czy identyfikacja markerow, nie moga by¢ bezpiecznie stosowane na

skorygowanym zbiorze danych.

2. Prosta strategia wyboru cech oparta na rozktadzie wariancji daje podobne wyniki do

bardziej zaawansowanych i obliczeniowo kosztownych metod.

3. Korekta efektu paczki jest mozliwa do pominigcia w danych pochodzacych z
SCRNAseq. Zamiast tego mozna przeprowadzi¢ wiarygodng analize, identyfikujac
niezaleznie podklastry komoérek w kazdej partii, a nastepnie taczac je migdzy partiami
na podstawie podobienstwa ich profili funkcjonalnych w celu $ledzenia podobnych

komorek z r6znych partii.

Ten projekt wyrdznia si¢ ze wzgledu na unikalne zestawienie zbiorow danych. Ot6z zbiory te
pochodza z dwoch realnych eksperymentow identycznych pod katem projektu biologicznego,

ktore roznity si¢ jedynie pod katem aspektu technicznego, jak przedstawiono na Figurze 1.

Pierwszy eksperyment byt czgsciag wigkszego badania. Jednak po analizie okazato sie, ze
eksperyment wykazuje silne efekty partii wynikajagce z rdéznic w procesowaniu grup

biologicznych. W tym badaniu komorki zebrano w rdéznych punktach czasowych i



przetwarzano na oddzielnych chipach i w roznych dniach. Ten zbiér danych nazywany jest

zbiorem zagluszonym (ang. confounded study).
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Figura 1. Projekt eksperymentalny. Oba eksperymenty mialy na celu zbadanie wplywu podazy
naxitoclax’u na transkryptom linii komorkowej raka piersi (MDA-MB-231). W obu eksperymentach
wykorzystano te samq linie komorkowq oraz dwa powtorzenia techniczne (A i B). Komorki zostaly
eksponowane na dziatanie 10 uM leku | zbierane do analizy w trzech punktach czasowych.: przed podazq
leku (kontrola — T1), po 3 dniach od ekspozycji (T2) oraz po 10 dniach od ekspozycji (T3).

Drugi eksperyment, okreslany jako zbalansowany (ang. balanced study), zostat zaprojektowany
w celu zminimalizowania zmiennos$ci technicznej. W tym badaniu komorki zebrane w réznych
punktach czasowych byly dzielone i przetwarzane na tym samym chipie i w tym samym dniu.
Dazono do tego, aby wszystkie obserwowane rdznice wynikaty gtownie z efektow leczenia
farmakologicznego, a nie byty wynikiem dziatania czynnikow technicznych.

To badanie shuzy jako odniesienie. Taki uklad eksperymentalny rézni si¢ od istniejacych
ewaluacji, ktore czgsto opieraja si¢ na symulacjach lub badaniach nadzorowanych, tzn. z

etykietami komorkowymi.

Efekt paczki zwizualizowano za pomoca techniki UMAP (Figura 2). W zbiorze
zbalansowanym komorki z obu powtdrzen technicznych grupuja si¢ zgodnie z badang zmienna
biologiczng, tj. punktem czasowym. W zbiorze zagluszonym grupy tworza si¢ w odniesieniu
do powtorzen technicznych, co wskazuje na silny efekt paczki i jego catkowita dominacje nad

badanym efektem biologicznym
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Figura 2. Wizualizacja obu zbioréw danych za pomocq techniki UMAP

Poniewaz nie jest mozliwa wiarygodna analiza calkowicie zagluszonego zbioru danych,
zastosowano sze$¢ narzedzi korekcji efektu partii w celu rozwigzania tego problemu. Jednak
zadne z nich nie dawato zadowalajagcych wynikow. Ponadto, oceny wptywu korekty efektu

partii ujawnity, ze korekcja znieksztatca pierwotny rozktad danych (Figura 3).
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Figura 3. Analiza dystrybucji ekspresji genow przed korektq (gérny panel) oraz po korekcie efektu paczki
(dolny panel) .



Aby umozliwi¢ skonsolidowang analiz¢ oddzielnie generowanych danych, zaproponowano
protokét wykorzystujacy iteracyjne grupowanie podprzestrzeni w potaczeniu z analizg

funkcjonalng (Figura 4).
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Figura 4. Proponowany protokot analizy danych z efektem paczki.

Pierwszym jego krokiem jest procedura filtracji, ktora adresuje powszechny problem pomiaréw
zerowych w danych scRNAseq. Oba zbiory danych wykazywaty znaczacy poziom globalnego
szumu — dropout rate na poziomie 90%. Aby zmniejszy¢ ten szum, zastosowano globalng
filtracje, ktora polegata na uzyciu hierarchicznego grupowania zbinaryzowanej macierzy
ekspresji genow. W wyniku tego otrzymano zredukowang przestrzen genoéw (ang. reduced

domain). Petna przestrzen przed filtracja okreslana bedzie jako ‘full domain’.

Drugi krok filtracji, tzn. selekcja podprzestrzeni odbywata sie lokalnie dla kazdej

zidentyfikowanej grupy. W tym celu zaproponowano dekompozycje wariancji na mieszaniny



gaussowskie (ang. GMM). To podejscie zostato zweryfikowane przy uzyciu algorytmu sparse
k-means, ktory ma wbudowany mechanizm selekcji cech. Algorytm ten przypisuje wicksze
wagi tym genom, ktore majg wigksze znaczenie dla jakosci procesu grupowania. Grupowanie
w pelnej przestrzeni gendéw skutkowalo rozmytymi klastrami, natomiast grupowanie w

podprzestrzeni wyznaczonej metoda GMM zdecydowanie poprawito rozdzielczos¢.
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Figure 5. Weryfikacja strategi selekcji cech opartej na filtrowaniu GMM. full domain — pefna
przestrzen cech przed filtracjq, GMM filtered domain — podprzestrzen wyznaczona metodg GMM

Analiza dystrybucji wag wykazata wigksze wagi przypisane przez sparse k-means w grupie
genow wyznaczonej metoda GMM (HVG group) w poréwnaniu z pozostatymi genami, co

ostatecznie zweryfikowato zaproponowang strategie (Figura 6)
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Figura 6. Dystrybucja wag przypisanych przez sparse k-means w grupie genow wyznaczonej metodq
GMM (HVG true) oraz poza nig (HVG false). Podane liczby oznaczajg liczbe genow w danej grupie.

Grupy komoérek (klastry) zidentyfikowane w obrgbie paczek poddano niezaleznej analizie
funkcjonalnej. W celu znalezienia S$ciezek sygnatowych specyficznych dla danego klastra
zaproponowano wykorzystanie miary wielkosci efektu — Cliff’s delta. Jest to statystyka, ktora
mierzy jak bardzo jedna grupa dominuje nad drugg. Aczkolwiek metryke ta zaimplementowano
wedlug scenariusza ‘jeden-do-pozostatych’, co oznacza profil funkcjonalny danego klastra
poréwnuwano z ,sumg”’ profili w pozostalych klastrach. Takie podejscie miato na celu
znalezienie tylko tych Sciezek sygnalowych o silnej manifestacji wykazujacych niejako
odporno$¢ na efekt paczki. Sciezki zidentyfikowane dla kilku klastrow przedstawiono w Tabeli
1.



Tabela. 1. Sciezki sygnatowe o najwiekszej (czerwone) i najmniejszej (czarne) wartosci statystyki
wielkosci efektu (ES). Klastry zidentyfikowane w zbiorze zbalansowanym oznaczono na zielono, w
zbiorze confounded na pomaranczowo.

cluster p y ES cluster pathway ES
PROGESTERONE_MEDIATED_OOCYTE_MATURATION 0.236 SMALL_CELL_LUNG_CANCER 0.122
CELL_CYCLE 0.211 MAPK_SIGNALING_PATHWAY 0.092
Tmi OOCYTE_MEIOSIS 0.183 Tl CHRONIC_MYELOID_LEUKEMIA 0.074
- PARKINSONS_DISEASE -0.081 - OOCYTE_MEIOSIS -0.114
SPLICEOSOME -0.127 CELL_CYCLE -0.117
SNARE_INTERACTIONS_IN_VESICULAR TRANSPORT -0.153 PROGESTERONE_MEDIATED_OOCYTE_MATURATION -0.159
CELL_CYCLE 0.188 HUNTINGTONS_DISEASE 0.113
PROGESTERONE_MEDIATED_OOCYTE_MATURATION 0.162 OXIDATIVE_PHOSPHORYLATION 0.109

T2 DNA_REPLICATION 0.156 T112 ALZHEIMERS_DISEASE 0.103
- FATTY_ACID_METABOLISM -0.153 - UBIQUITIN_MEDIATED_PROTEOLYSIS -0.093
CYTOKINE_CYTOKINE_RECEPTOR_INTERACTION -0.186 CHRONIC_MYELOID_LEUKEMIA -0.109
ECM_RECEPTOR_INTERACTION -0.202 PROGESTERONE_MEDIATED_OOCYTE_MATURATION -0.115
GLYCEROLIPID_METABOLISM 0.104 PROGESTERONE_MEDIATED_OOCYTE_MATURATION 0.249
SNARE_INTERACTIONS_IN_VESICULAR_TRANSPORT 0.103 OOCYTE_MEIOSIS 0.158

TNl BASE_EXCISION_REPAIR 0.092 i1 CELL_CYCLE 0.154
- OOCYTE_MEIOSIS -0.117 - PARKINSONS_DISEASE -0.114
CELL_CYCLE -0.145 OXIDATIVE_PHOSPHORYLATION -0.121
PROGESTERONE_MEDIATED _OOCYTE_MATURATION -0.198 HUNTINGTONS_DISEASE -0.122
ECM_RECEPTOR_INTERACTION 0.161 TGF_BETA_SIGNALING_PATHWAY 0.239
NOTCH_SIGNALING_PATHWAY 0.118 CELL_CYCLE 0.231

TN 2 CELL_ADHESION_MOLECULES _CAMS 0.114 T2 PROGESTERONE_MEDIATED_OOCYTE_MATURATION 0.182
- DNA_REPLICATION -0.136 - VIBRIO_CHOLERAE_INFECTION -0.119
BASE_EXCISION_REPAIR -0.158 SPLICEOSOME -0.125
CELL_CYCLE -0.171 PROTEASOME -0.155
CELL_CYCLE 0.250 PROGESTERONE_MEDIATED_OOCYTE_MATURATION 0.214
PROGESTERONE_MEDIATED_OOCYTE_MATURATION 0.222 CELL_CYCLE 0.190

711 SMALL_CELL_LUNG_CANCER 0.205 i1 TGF_BETA_SIGNALING_PATHWAY 0.149
= CYTOKINE_CYTOKINE_RECEPTOR_INTERACTION -0.140 T ANTIGEN_PROCESSING_AND_PRESENTATION -0.106
FC_GAMMA_R_MEDIATED_PHAGOCYTOSIS -0.146 ENDOCYTOSIS -0.111
DRUG_METABOLISM_OTHER_ENZYMES -0.162 PROTEIN_EXPORT -0.117

Nastepnie klastry z odpowiadajacych sobie punktéw czasowych w obu zbiorach danych
taczono wykorzystujac jako miar¢ podobienstwa dwie metryki: wspotczynnik korelacji
Pearsona oraz miarg okreslana jako ‘similarity score’, ktora jest zwyktym iloczynem skalarnym

dwoch wektorow. Im wieksza warto$¢ tym wieksze podobienstwo.

W celu wizualnej oceny korespondencji migdzy klastrami z obu zbiorow danych

wygenerowano tzw. wykresy Sankeya (Figura 7)
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Figura 7. Wykresy Sankey'a dla poréwnan migdzy zbiorami danych. Lewa kolumna odpowiada poréwnaniu
powtorzen A i B balanced. Prawa kolumna odpowiada poréwnaniu powtorzenia A zbioru zbalansowanego i
badania zagtusoznego. Wiersze odzwierciedlajq odpowiednie punkty czasowe: gora — T1; Srodkowy — T2 i
dolny — 73. Gestos¢ przeplywow jest proporcjonalna do wartosci podobienstwa. Etykieta po prawej stronie
nazwy klastra reprezentuje sume wartosci wychodzqcych z danego klastra (dla wezlow zrodlowych) lub sume
wartosci wehodzqcych do danego klastra (dla weztow docelowych).



Nastepnie klastry z obu zbioréw sparowano w taki sposob, ze dany klaster mogt utworzy¢ tylko
jedng par¢ z innym klastrem na podstawie najwigkszej wartosci miary podobienstwa

funkcjonalnego (Tabela 2).

Tabela. 2. Pary najbardziej podobnych klastrow miedzy zbiorami danych

repA_vs_repB repA_vs_confounded
cluster_repA cluster_repB  max_sim_score cluster_repA  cluster_confounded max_sim_score

T1 112 T1 1 2 0.146 T1 1.2 T1 11 0.201
T1 1.2 T1 112 0.141 T1 1 1 T1 112 0.189
T1 11 T1 11 0.104 T1 11_2 T1 1.2 0.101
T1 11 T1 1 1 0.002 T1 111 T1 1 1 0.053
T2_1 1 T2_11_2 0.326 T2_1 1 T2_1 1 0.164
T2_1 2 T2_11_1 0.136 T2 1.2 T2_1 2 0.075
T2_11_2 T2_1_2 0.131 T2_11_2 T2_11_2 0.055
T2_11_1 T2_1 1 0.045 T2_1_1 T2_11_1 0.033
T3_11_2 T3 11 0.334 T3_1l_2 T3 1 1 0.23

T3 1.2 T3 1.2 0.076 T3 1.2 T3 11 0.148
T3_1 1 T3 1 1 0.058 T3 1 1 T3_11_2 0.103
T3 11 T3_11_2 0.024 T3_1l_1 T3 1.2 0.031

Proponowany protokét stawia na prostote, niski koszt obliczeniowy 1 tatwo$¢ interpretacji.
Wszystkie metody tu zastosowane sg dobrze ugruntowane i szeroko uznane. Warto jednak
zauwazy¢, ze celem, ktory nie zostat zdefiniowany w tej rozprawie, bylo przedstawienie
podejscia tatwo zrozumiatego nie tylko dla statystykow, ale takze dla biologow

odpowiedzialnych za projektowanie eksperymentow.

Aby w pehi zweryfikowa¢ proponowane podejscie, konieczne sa dalsze badania dotyczace
wyzej wymienionych zagadnien. Niemniej jednak nalezy zauwazy¢, Ze praca ta nie miala na
celu dostarczenia gotowej do uzycia metody, ale raczej utorowata droge nowym kierunkom

badan.
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