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Rozwéj wysokoprzepustowych biomedycznych technik pomiarowych pozwolit w ostatnich
latach na znaczny postep w naukach biologicznych i medycznych. Szczegdlne
przyspieszenie nastgpito w zwigzku z rozwojem Next Generation Sequencing (NGS) i
technik pochodnych. Jednym z przyktaddéw jest zastosowanie NGS do ilosciowej oceny
ekspresji genéw i ich alternatywnych transkryptéw. Domysing strategig jest
charakteryzacja transkryptomu w populacjach komérek pochodzgcych z okreslonej tkanki
(ang. bulk RNAseq). To podejscie jest motywowane zatozeniem, ze komorki z tego
samego typu tkanki sg jednorodne i jednoczesnie takie podejscie jest historycznie
odziedziczone po technikach nisko-przepustowych oraz mikromacierzowych. W rezultacie
uzyskane wyniki sg swego rodzaju srednig wazong z réznych profili ekspresji z badanej
populacji komérek. Podejscie to bardzo dobrze sprawdza sie w ogdlnej charakteryzacji
tkanki, jednak w szczegdlnych przypadkach, gdzie interesujgcy nas sygnat nie pochodzi
od dominujgcej grupy komorek, jest niewystarczajgce. Alternatywnym podejsciem jest
sekwencjonowania RNA pojedynczych komorek (scRNA-Seq), ktére pod wzgledem
technologicznym dynamicznie rozwija sie w ostatnich latach. W tym podej$ciu co do
zasady uzyskujemy profile ekspresji dla kazdej komorki z osobna, co pozwala na
rozroznienie nie tylko pod wzgledem typu komoérki ale takze ich fazy ,cyklu zycia”.

Jednak analiza danych pochodzgcych z eksperymentow sScRNA-Seq jest trudnym
zadaniem, znacznie trudniejszym niz z ,klasycznego” RNA-Seq (bulk RNA-Seq). Z jednej
strony musimy mierzy¢ sie z wysokg wymiarowoscig danych, a z drugiej z szumem o
ztozonej etiologii. W typowym eksperymencie SCRNA-Seq dla kazdej probki dla dziesigtek
a nawet setek tysiecy komodrek mierzymy poziomy ekspresji dla setek tysiecy
alternatywnych transkryptéw genow (czesto dla uproszczenia sumowanych do poziomu
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genow, co wigze sie z utratg czesci informacji). Jednoczesnie caty proces generacji
danych jest ztozony z wielu etapéw, gdzie na kazdym sygnat moze ulec zaszumieniu. Do
tego oczywiscie dochodzg ograniczenia i charakterystyka samej technologii
sekwencjonowania. Na catos¢ naktada sie takze charakterystyka biologiczna: z naturalng,
stochastyczng roznicg w sygnatach pomiedzy komorkami tego samego typu, réznicg
miedzy typami komorek, jak i roznicg wynikajgca z fazy ,cyklu zycia” danej komorki.
Wiekszos¢ z tych sktadowych jest tez obecna w danych z eksperymentéw typu ,bulk RNA-
Seq”, jednak wieksza ztozonos¢ przygotowania prébki jak i dodatkowy wymiar ztozonosci
W postaci dziesigtek/setek tysiecy komorek powoduje, ze analiza tego typow danych jest
trudniejsza zaréwno ze wzgledu na bardziej ztozony szum jak i wiekszg wymiarowosc¢
danych w stosunku do klasycznego RNA-Seq.

Natozenie tych dwdch kwestii powoduje jeszcze jedng trudnosé. O ile w klasycznym
podejsciu, czy tez w eksperymentach z uzyciem technologii mikromacierzowej, kwestia
efektu paczki, lub w szerszym kontekscie, czynnikdw zaktdcajgcych jest dobrze poznana,
a zaproponowane narzedzia niezle radzg sobie z modelowaniem tych czynnikow, o tyle w
przypadku scRNA-Seq jest to ciggle wyzwanie. Na sile nabiera tutaj kwestia znana z RNA-
Seq dotyczgca odrdznienia zmiennosci biologicznej od technicznej, co czesto skutkuje
nadmierng korektg. W podejsciu nienadzorowanym moze ona doprowadzi¢ do usuniecia
réznic biologicznych, natomiast w podejsciach ,czesciowo” nadzorowanych, moze
doprowadzi¢ do usuniecia rowniez tych sktadowych zmiennosci technicznej, ktére lezg u
podstaw zastosowanego modelu rozktadu danych do celu analizie réznicowej, co w
konsekwencji powoduje znaczny wzrost wynikow fatszywie pozytywnych.

Pomimo zaproponowania wielu podejs¢ do tego wyzwania, dotychczas nie wyksztaicit sie
konsensus odnosnie standardéw postepowania. Wydaje sie, ze konieczna jest dalsza
eksploracja rozwigzan oraz dalsze badania w obszarze modelowania, korekcji, czy
tagodzenia efektu paczki (czynnikdw zaktdcajgcych) dla danych z eksperymentéw scRNA-
Seq. W przedstawionej rozprawie doktorskiej Autor podejmuje to wyzwanie poprzez
innowacyjng adaptacje koncepcji stosowanej w narzedziu DiviK, ktére z sukcesem jest
rozwijane w grupie prowadzonej przez promotora rozprawy. W realizacji zaproponowanej
W niniejszej pracy wykorzystywane jest iteracyjne grupowanie podprzestrzeni w
potgczeniu z analizg funkcjonalng zestawow gendéw, aby ztagodzi¢ negatywny wptyw
efektu paczki/partii na dane scRNA-Seq. Jak podkresla doktorant, kluczowym aspektem
analizy funkcjonalnej jest identyfikacja $ciezek specyficznych dla klastréw komorek i
ustalenie ich powigzan miedzy partiami. Zatozeniem jest, Ze iteracyjne grupowanie
podprzestrzeni moze zmniejszy¢ site czynnikbw zaburzajgcych poprzez usuwanie
wiekszej ilosci szumu z danych przy kazdej kolejnej iteracji. W rezultacie komorki powinny
mie¢ tendencje do tworzenia grup w oparciu o ich prawdziwg biologie. Takie podejscie
powoduje ,obejscie” koniecznosci stosowania korekty efektu paczki poprzez skupienie sie
bezposrednio na integracji zestawow danych, ktore zostaty wygenerowane osobno. Autor
wykazuje, ze takie podejscie nie byto wczesniej badane, co nadaje pracy wymagany
wymiar nowatorskiego wktadu w nauke.

Ukfad rozprawy jest typowy dla tego typu opracowan. Jednak powstata rozbieznosci
miedzy spisem tresci a strukturg pracy zaprezentowang w 1.3. W kolejnych rozdziatach
Autor:



e przybliza charakterystyke eksperymentow scRNA-Seq wraz z identyfikacjg zrodet
szumow oraz prezentacjg obecnych podej$¢ do radzenia sobie z tym wyzwaniem
(Rozdziat 2),

e przedstawia projekt eksperymentu, zestaw danych uzytych w analizie jak i przybliza
metody stosowane do generowania i analizy danych (Rozdziat 3),

e przedstawia wyniki stosowania réznych podejs¢ korekcji efektu paczki jak réwniez
przyktad uzycia i wyniki zaproponowanego podejscia (Rozdziat 4),

e prezentuje dyskusje zaproponowanego podejscia w kontekscie uzyskanych
wynikow jak rowniez podsumowuje prace w odniesieniu do zatozonych celéw
(Rozdziat 5)

Autor bardzo doktadnie omawia obecny stan wiedzy co swiadczy o duzym oczytaniu i
dobrym przygotowaniu do podjecia zagadnien poruszanych w dalszych czesciach pracy.
Jednak jest jedna kwestia, ktdrej pominiecie, zwtaszcza w kontekscie tak dogtebnej analizy
stanu wiedzy, jest dla mnie niewyttumaczalna. W technologii RNA-Seq nie mierzymy
bezposrednio poziomu ekspresji genéw gdyz wykorzystanie NGS powoduje, ze w sposob
ilosciowy budujemy profil wystepowania réznych form RNA. To co nas gtéwnie interesuje
to ekspresja mRNA oraz IncRNA. Dlatego nalezy mocno podkresli¢, ze poprzez RNA-Seq
okreslamy ilosciowy profil alternatywnych transkryptow gendw. Ekspresja genow jest tutaj
wartoscig pochodng powstatg poprzez zsumowanie ekspresji ich alternatywnych
transkryptow. Jest ona bardzo czesto stosowana przy analizie danych RNA-Seq poniewaz
analiza na poziomie alternatywnych transkryptéw jest trudniejsza. Nalezy jednak
podkresli¢, ze decydujgc sie na analize na poziomie gendw upraszczamy proces kosztem
pozbawienia naszej analizy petnej mocy wynikajgcej z technologii NGS.

Uproszczenie analizy ma oczywiscie swoje konsekwencje. W kontekscie kwestii
zwigzanych ze zmiang poziomu ekspres;ji (strony 8-9) czy kinetyki transkrypcji (strona 11)
nalezy zwrdci¢ uwage, ze przy analizie na poziomie alternatywnych transkryptow mozliwe
do zaobserwowania sg zmiany niewidoczne na poziomie genéw: i) ,wigczenie” jednego
alternatywnego transkryptu moze by¢ kompensowane przez ,wytgczenie” innego, wiec na
poziomie genu nic sie nie zmienia, ii) zmiany mogg nastepowac dla alternatywnych
transkryptow na drugim czy trzecim poziomie ekspresji, a wiec sg maskowane przez
niezmienng ekspresje dominujgcego alternatywnego transkryptu.

Powyzsza kwestia jest gtownym merytorycznym niedociggnieciem pracy, ktéra ogdlnie
jest dobrze napisana a narracja jest przejrzysta. Niestety Autor nie ustrzegt sie tez btedow
mniejszego kalibru dotyczacych:

i) zbyt duzych skrotow myslowych, np.:

e strona 5 ,... As a result, scRNA-seq data exhibits a high fraction of zero
measurements, often referred to as sparsity.” — to stwierdzenie jest poprawne, ale
trzeba duzego doswiadczenia w analizie danych, zeby moc taki wniosek wysnuc
na podstawie zdan poprzedzajgcych,

e strona 28 — brakuje doktadniejszego poprowadzenie czytelnika przez koncepcje
radzenia sobie z efektem paczki poprzez integracje danych. Tutaj kwestia integracji
pojawia sie nagle i znowu osoba bez doswiadczenia moze miec problem z jasnym
powigzaniem tych kwestii,



e strona 29 — nastepuje mocne ,przyspieszenie” pod wzgledem wymaganej wiedzy
koniecznej do zrozumienia omawianych koncepciji.

i) czy stawiania kontrowersyjnych tez, ktore sg ,rozbrajane” kilka stron dalej, ale pierwsze
negatywne wrazenie pozostaje z czytelnikiem, np.:

e strona 16 “To be detected by the sequencer, cDNA needs to be duplicated
(amplified) millions of times.” — prawda dla technologii lllumina czy lonTorrent ale
juz nie dla PacBio czy ONT, doprecyzowane pézniej w tekscie,

e strona 18 “However, full-length methodologies often introduce a bias towards long
genes, as long transcripts tend to have a higher number of reads mapped to them
compared to short genes with similar expression levels [61, 52].” — korekcja tego
jest dostepna w limma czy edgeR poprzez algorytm TMM czy natywnie w DESeq2,
ztagodzenie wydzwigeku nastepuje pdzniej w pracy,

e strona 27 “These cells should be intermingled and indistinguishable even if they
originate from different batches.” — naturalny szum stochastyczny powoduje, ze
zawsze bedg roznice.

Powyzsze kwestie dotyczg szeroko rozumianego kontekstu pracy, ktory jest niezmiernie
istotny, bo to w nim osadzone jest proponowane nowe podejscie. Jednak kontekst ten nie
ma wptywu na samg jakos¢ wykonanej pracy, a tg nalezy oceni¢ wysoko. Koncepcja
wynikajgca z algorytmu DiviK jest szeroko i twérczo eksplorowana przez zespét promotor
pracy i przyktad przedstawionej do oceny pracy doktorskiej jest tego dowodem.
Merytorycznie takie podejscie jest oczywiscie poprawne, a poniewaz sama koncepcja ma
solidne podstawy w innych zastosowaniach to zaproponowana innowacyjna adaptacja
DiviK-a nie mogta sie nie udac.

Tezy rozprawy sg sformutowane jasno i przystepnie oraz sg w petni poparte danymi
zawartymi w poszczegolnych rozdziatach rozprawy. Podsumowanie rozprawy jest
syntetycznym wykazaniem, ze zatozone w pracy cele zostaty osiggniete. W zakonczeniu
podsumowania doktorant dla kazdej z tez wskazuje, ktéra czes$¢ rozprawy sie do niegj
odnosi.

Rozprawa zawiera 52 szczegodtowe ryciny oraz 7 tabel, ktére co do zasady sg jasne i
czytelne. Pismiennictwo obejmuje 141 co do zasady dobrze dobranych i aktualnych
pozycji, chociaz w kontekscie ogdlnego podejscia do tagodzenia wptywu czynnikow
zaburzajgcych kilka prac konsorcjum SEQC bytoby mile widzianych.

Podsumowujgc, przedstawiona do oceny praca doktorska stanowi bardzo wartosciowe
uzupetnienie obecnego stanu wiedzy odnosnie tagodzenia wptywu efektu paczki w analiza
danych scRNA-Seq. Zaproponowano podejscie umozliwiajgce skonsolidowang analize
zestawow danych pochodzgcych z eksperymentéw scRNA-Seq i prezentujgcych silny
efekt paczki. Proponowane rozwigzanie opiera sie na iteracyjnej metodzie grupowania z
selekcjg cech potgczonej z analizg funkcjonalng zestawéw gendéw. Po analizie
funkcjonalnej otrzymane klastry sg tgczone miedzy paczkami na podstawie ich
funkcjonalnego podobienstwa. Jest to innowacyjna adaptacha algorytmu klasteryzujgcego
(Divisive Intelligent K-Means) do zupetnie nowego zagadnienia i typu danych. W
konsekwencji nalezy stwierdzi¢, ze praca ta w petni odpowiada warunkom stawianym
rozprawom doktorskim oraz wypetnia istotng luke w obecnym stanie wiedzy.



Na podstawie powyzszej oceny stwierdzam, ze wymieniona rozprawa doktorska w petni
odpowiada warunkom stawianym w ustawie Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce / Dz.
U. z 2022 r. poz. 574, w zakresie nadawania stopni naukowych i na tej podstawie wnosze
do Wysokiej Rady Dyscypliny Inzynieria Biomedyczna Politechniki Slagskiej o
dopuszczenie mgr inz. Tomasza Kujawe do dalszych etapdéw przewodu doktorskiego.

Nie mam watpliwosci, ze doswiadczenie zgromadzone przez Autora stawia caty zespot
badawczy w doskonatej pozycji wsrdod miedzynarodowych grup zajmujgcych sie tg
tematyka.

/
{
( ' o A S\
‘._’)/J / N d

-

Dr hab. inz. Pawet Piotr Labaj



