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RECENZJA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ mgr Tomasza Kujawy

Tytul rozprawy: Skipping batch effect correction: clustering-based methods for analyzing
confounded single-cell RNA-sequencing data

Przedtozona mi do recenzji rozprawa doktorska Pana mgr. Tomasza Kujawy zostata wykonana
w ramach projektu AIDA (Applied Integrative Data Analysis) realizowanego na Politechnice
Slaskiej, pod kierunkiem prof. dr hab. inz. Joanny Polafiskiej oraz promotora pomocniczego

dr inz. Michata Marczyka.

Celem pracy bylo opracowanie protokoh postgpowania (pipeline) pozwalajacego zniwelowac
tzw. ,,efekt paczki” (batch effect), wystepujacy czesto w danych z obszaru genomiki
funkcjonalnej (w tym przypadku - sekwencjonowania RNA w pojedynczych komérkach;
single cel RNA sequencing, scRNA-seq). Efekt paczki wprowadza zmiennoé¢ niezwigzang z
badang zmiennoScig biologiczng, co moze prowadzi¢ do bl¢dnych wnioskow z analizy danych.

Chociaz efekty paczki majg szkodliwy wptyw na dane, proces ich korekty moze by¢ réwniez
szkodliwy. Dlatego mgr Tomasz Kujawa podjat si¢ opracowania nowej metody radzenia sobie
z efektem paczki, bez stosowania standardowych metod korekeji.

Ocena formalna rozprawy doktorskiej

Praca liczy 110 stron i zawiera 141 pozycji bibliografii, w mojej opinii - dobranych wlasciwie.
Praca ma ukiad, z ktérym czesto spotykam sie w przypadku doktoratéw przygotowywanych na
Politechnice Slaskiej. Pierwszy rozdziat, zatytutowany ,,Introduction” w zasadzie przedstawia
cele pracy, za$ kolejny rozdziat pt. ,,Background” zawiera wprowadzenie do obszaru
badawczego, w ktorym miesci si¢ projekt doktorski. Kolejne rozdziaty wymienione w spisie
treéci to ,,Methods”, ,,Results” oraz ,,Discussion” i ,,Bibliography”. Ostatnig cze$¢ dyskusji
stanowi (pod)rozdziat zatytulowany Summary, ktory jednak nie jest wymieniony w spisie
tresci. Spis tresci nie wymienia rOwniez streszczen: w jez. angielskim na str. 99 1 w jez.
polskim na str. 100. Na str. 101 znajduja si¢ jeszcze podzigkowania (Acknowlegments), ktore
roéwniez nie sa wymienione w spisie tresci. Jest to o tyle niezrozumiate, ze za tymi elementami
znajduje sie spis cytowan (Bibliography, str. 102), ktory jest wymieniony w spisie tresci.
Czytelnik nie ma wigc szans dowiedzie¢ sig o istnieniu streszczen, podzieckowan czy
podsumowania, o ile nie dotrze z lekturg rozprawy niemal do samego konca. Co prawda,
podzigkowania zazwyczaj nie miewajg charakteru osobnego rozdziatu, jednak zwykle znajduja
sie na poczatku rozprawy. Podobnie streszczenia — nawet jezeli nie s3 numerowane jako
osobny rozdzial, znajduja si¢ na poczatku, a jezeli znajduja si¢ na koncu, to s3 wymienione

w spisie treéci. Réwniez podsumowanie (Summary) zashiguje na rangg osobnego rozdziahu,
tym bardziej, ze jest ono elementem rozprawy poszukiwanym przez czytelnika, ktéry pragnie
zapozna¢ si¢ w skrotowy sposob z wynikami pracy. Nie s3 to z mojej strony uwagi krytyczne
pod adresem Doktoranta, gdyz domy$lam sig, ze ten nieco dziwny uktad pracy nie jest dzietem
jego inwencji, a raczej zostal narzucony przez Uczelnig.

W mojej ocenie rozprawa doktorska jest napisana jasno, czytelnie i dobrym jezykiem, oraz jest
starannie opracowana pod wzgledem edytorskim. Dobrze si¢ ja czyta, szczegdlnie rozdzial pt.



»Background”. Rozdziat ten zawiera tez wiele wlasciwie dobranych rycin, dobrze ilustrujacych
omawiane zagadnienia. Jedynym wyjatkiem jest rycina 27 na str. 38 - dla mnie stabo opisana.
Tym niemnicj uwazam, ze niewielkim naktadem pracy mozna ten rozdziat rozbudowaé do
postaci pracy pogladowej, omawiajgcej metodyke sekwencjonowania transkryptomu
pojedynczych komérek i analizy danych scRNA-seq, w tym metody wstepnej obrébki danych,
odfiltrowywania komérek o niskiej jakogci, tdzne metody normalizacii, selekcji cech, redukeji
wymiarowosci danych, w tym klasteryzacji. Do tego zachgcam Doktoranta.

Do tej czgdei pracy mam nastepujgce pytanie — o ile dobrze rozumiem, na str. 36, przy
omawianiu procesu selekcji cech (feature selection, highly variable genes, HVG) — pojawia sig
zaloZenie, Ze istotne roznice biologiczne begda si¢ przejawiaé poprzez wyzszy poziom
zmienno$ci (wariancji) ekspresji, a szum techniczny to niewielkie zmiany poziomu ekspres;ji.
Czy to jest zalozenie zawsze prawdziwe?

Z obowigzku recenzenta muszg wymieni¢ drobne biedy edytorskie, ktore udato mi sig
wysledzi¢ w pracy:

Str. 31 - opis Fig. 22 — dodatkowe myslniki w stowach highlighted, conducted. Figura w slabej
rozdzielczodci

Str. 32, Rozdziat I1.4 — blad redakcyjny: ... to reduce improve signal to noise ratio. .. (albo:
reduce, albo: improve)

Str. 34 - ... the expression matrix still not accurately reflect ... (powinno byé: reflects)

Str. 36 - Urwane zdanie (bez poczatku): basic approach is based on modeling of the mean-
variance relationship.,

Str. 37 - brak kropki po “dimensionality reduction”, niepotrzebna kropka przed (Figure 27C).

Str. 39 - brak przecinka przed “as” w zdaniu: “Clustering plays a crucial role as many
subsequent biological analyses rely on its results.”

Str. 41 — odsytacz do Fig. 35, ktéra ma przedstawiaé rézne wzory klasteryzacji w zalezno$ci
od metody. Fig. 35 przedstawia co innego

Str. 64 - stowo ,,compared” powtérzone niepotrzebnie dwa razy
Str. 79 - podpis ,, Table 3 continued” - powinien byé na str, 80
Dane scRNA-seq

Sekwencjonowanie transkryptomu pojedynczych komérek (sc RNA-seq) jest czesto
wykonywane w ramach wiclkoskalowych i wieloo§rodkowych projektow, co skutkuje
koniecznoscig przeprowadzania eksperymentdw partiami, w réznym czasie i w réznych
laboratoriach. W konsekwencji, w danych z scRNA-seq, nicuchronnie pojawia si¢ efekt paczki.

Mocng strong projektu doktorskiego jest wykorzystanie unikalnego zbioru danych scRNA-seq,
pochodzacego z dwéch réznych publikacii, ktdrych wspotautorem jest promotor pomocniczy,
dr inz. Michat Marczyk. Oba te zestawy danych miaty identyczne wladciwosci biologiczne,

a r0znily sig jedynie aspektami technicznymi, co powodowalo silnie wyrazony efekt paczki w
jednym zbiorze danych i praktyczny brak takiego efektu w drugim zestawie. Pierwszy zestaw
okreslono roboczo jako ,,confounded” (zaburzony), drugi za$ ,balanced” (zréwnowazony).

W obu przypadkach dane pochodzity z doéwiadczen in vitro na komérkach potrgjnie ujemnego
raka piersi MDA-MB-231, traktowanych eksperymentalnym lekiem o nazwie Navitoclax
(inhibitor antyapoptotycznych biatek z rodziny BCL2); sekwencjonowanie pojedynczych
komérek wykonano za pomocs platformy firmy 10x Genomics. Celem prowadzonych badan
bylo poszukiwanie molekularnych mechanizméw rozwoju opernosci na Navitoclax.

W pracy z 2021 roku analizowano ponad 500 wariantow traktowania komérek MDA-MB-231
samym Navitoclaxem lub w kombinacji z Kryzotynibem (inhibitor ALK i ROS1). Z tego
zestawu danych Doktorant wybrat i) probki traktowane Navitoclaxem przez 3 dni (probki



oznaczone jako T2), i) prébki traktowane jw, 1 hodowane przez kolejnych 10 dni w medium
bez leku (recovery phase; probki T3) oraz iii) prébki kontrolne (nie traktowane lekiem; probki
T1); wszystkie warianty byly zsekwencjonowane w dwoch powtdrzeniach (A 1 B).

Takie same punkty eksperymentalne analizowano za pomocg scRNA-seq takze w pracy z 2020
roku. Réznica migdzy zestawami danych seRNA-seq z tych dwoch prac wynikata ze schematu
cksperymentalnej obrébki materiatu biologicznego (izolacja RNA, amplifikacja, synteza
bibliotek, sekwencjonowanie). W pracy z 2021 roku, ze wzgledu na ogromne rozmiary
eksperymentu in vitro oraz zwigzane z tym trudnofci logistyczne, popetniono zasadnicze biedy
w projektowanin schematu eksperymentalnego, a mianowicie, materiat biologiczny byt
obrabiany eksperymentalnie i sekwencjonowany w transzach odpowiadajacych jednemu
punktowi czasowemu/jednemu powtérzeniu. Efektem tego byt niezwykle silnie wyrazony efekt
paczki (co wida¢ doskonale na Rycinie 31), natomiast zmiennos¢ biologiczna pomigdzy
punktami eksperymentalnymi, byta znacznie trudniejsza do zaobserwowania.

Zréwnowazony zbior danych, skladajacy sie z powtdrzef technicznych oznaczonych jako
A i B, zostal wykorzystany jako zbidr walidacyjny.

Ocena pracy doktorskiej

W pierwszej kolejnoéci przeprowadzono kontrolg jakosci danych scRNA-seq, wykorzystujac
dedykowane oprogramowanie firmy 10x Genomics (Cell Ranger software), ktore umozliwia
m.in. detekeje 1 filtrowanie odczytow niskiej jakosci (pochodzacych z martwych i pgknigtych
komérek, dubletéw 1 pustych kropli). Oceniono rozmiar biblioteki, liczbg wykrywanych genow
na komarke, proporcje gendw zmapowanych w stosunku do genomu mitochondrialnego.

Nastepnie zastosowano kolejno 6 algorytméw korekeji efektu paczki (dla punktéw T1 i T2):
ComBat-seq, Limma, Mutual Nearest Neighbour, scMerge, Seurat v4, i Scanorama. Wizualne
poréwnanie efektéw zastosowania poszezegolnych algorytmow przedstawia rycina 32.
Najlepsze wyniki otrzymano za pomoca programu scMerge wykorzystujacego algorytm k-
§rednich, przy wartoéciach kmeansK= (4,4,3,3), ktory skutkowat najlepszym grupowaniem
komérek zgodnie z wiadciwym punktem czasowym (T1, T2) oraz dobrym wymieszaniem
powtdrzen A i B. Z kolei algorytm Scanorama sprawowat si¢ najgorzej. W tym punkcie
Doktorant wykazat, Ze korekta efektu paczki z wykorzystaniem niektdrych narzedzi
bioinformatycznych, przy gleboko zaburzonym ukladzie eksperymentalnym (confounded
dataset), moze byé praktycznie niemozliwa. Ponadto, w kolejaym kroku, Doktorant wykazat,
ze algorytmy korekty efektu paczki moga znicksztatcaé pierwotng naturg i oryginalng
dystrybucje danych, wptywajac potencjalnie na wiarygodno$¢ dalszej analizy. Istniejace
algorytmy czesto bowiem traktuja priorytetowo osiggnigcie petnego wymieszania komorek
(danych transkryptomicznych) migdzy partiami, kosztem zatarcia podstawowej struktury
danych. Doktorant podkresla, ze brakuje miary do iloéciowego szacowania niepewnosci
zwigzanej z procesem korekeji.

Co wazne, na podstawie wykonanych analiz Doktorant wykazat, ze nic ma jednej, najlepsze;
metody korekty, ktérg mozna by zastosowa¢ do wszystkich zestawow danych 1 konfiguracji
cksperymentalnych; algorytm korekty efektu paczki nalezy zatem dobieraé empirycznie, w
zaleznodci od charakteru analizowanych danych,

Oryginalnym i kluczowym aspektem projektu doktorskiego jest proba zmierzenia si¢ z
wyzwaniem analizy gleboko zaburzonych danych scRNA-seq, bez stosowania wymienionych
wyzej bioinformatycznych algorytméw do korekty efektu paczki. W tym celu zaproponowano
podejécie oparte na iteracyjnej metodzie grupowania (klasteryzacji) z selekcjg cech, potaczone]
z analizg funkcjonalng zestawow gendéw. Do analizy funkcjonalnej wykorzystano zbidr 186
$ciczek sygnatowych z bazy KEGG. Zatozono, Ze szlaki sygnatowe, czyli zestawy
funkcjonalnie powigzanych gendw, wykaznja wicksza odpormnosé na negatywny wplyw
efektow paczki, niz pojedyncze geny.

Do klasteryzacji wykorzystano procedurg analizy danych w oparciu o algorytm Divisive
Intelligent K-Means (DiviK), ktory zostat oryginalnie zaprojektowany dla analizy danych ze



spektrometrii masowej, jednak tutaj zostat odpowiednio zmodyfikowany i dostosowany do
analizy danych z scRNA-seq. Po analizie funkcjonalnej otrzymanc klastry byly faczone miedzy
paczkami na podstawie ich funkcjonalnego podobiefistwa. Oryginalnym podejsciem w zakresie
taczenia klastréw byto wykorzystanie miary wielkoéci efektu (effect size) w scenariuszu
"jeden-do-wszystkich" (one-to-all). Takie podejécie pozwolito wyodrebnic szlaki sygnatowe o
silnym efekcie biologicznym. To podejécie pozwolito na zlagodzenie negatywnego wplywu
efektu paczki, bez uzycia algorytmdw korekeyjnych, czyli unikajac negatywnych
konsekwencji stosowania tych algorytmdw.

Zbilansowany zbior danych, skladajacy sie z powtérzen technicznych oznaczonych jako A i B,
shuzy! jako dwupoziomowy zbiér walidacyjny. Na poczatkowym etapie ten zbior danych
wykorzystano do walidacji strategii selekcji cech opartej na rozkladzie wariancji gendw ha
mieszaniny sktadowych gaussowskich. Wykazano, 7e zastosowany algorytm k-érednich, w
potaczeniu 7 selekcjg cech, przypisuje wieksze znaczenie wysoce zmiennym genom
zidentyfikowanym za pomocy strategii Gaussian Mixture Model (GMM), Wydajnosc¢
grupowania byla znacznie lepsza przy wykorzystaniu genéw charakteryzujacych si¢ duzg
zawartoscig informacji. Jednak nawet po odrzuceniu wigkszodci ,,nieistotnych” gendw podczas
etapu globalne; filtracji, stosunek sygnahu do szumu pozostal niezadowalajacy, powodujac
duze naktadanie si¢ sktadowych Gaussa. Dodatkowo, zliczenia bliskie zeru obserwowane w
macierzy ekspresji mialy znaczacy wplyw na dokladno$é obliczania wariancii.

Na poczatkowym etapie przeprowadzono $ledzenie klastréw migdzy zbiorami probek
odpowiadajacymi r6znym punktom czasowym, Analiza ujawnita skomplikowane wzorce
przeptywu migdzy powtdrzeniami technicznymi w zréwnowazonym zbiorze danych.
Zaobserwowano, ze okreslony klaster moze wykazywaé podobiefistwa z wicloma innymi
klastrami. Doktorant thumaczy to heterogenia komérek, ktéra moze wystepowac nawet w
jednorodnej hodowli komérkowej.

Drugi scenariusz obejmowat ustalenie powigzania migdzy tymi samymi punktami cZasowymi
w zbiorze zaburzonym i zréwnowazonym, traktowanym jako referencyjny. Wzorce przepltywu
wykryte w referencyjnym zbiorze danych, zostaty przeniesione do zaburzonego zbioru danych,
ujawniajgc bardziej jednolite struktury przeplywu. Wartoéci wynikéw podobicastwa sa
stosunkowo niskie, jednak nalezy pamigtad, ze analiza dotyczyla wybitnie zaburzonego zbioru
danych, stanowigcego skrajny przyklad efektu paczki. Uzyskane wyniki sugeruja, ze
proponowane podejScie moze by¢ obiecujacym narzedziem do analizy takich skrajnie
zaburzonych danych z eksperymentow scRNAseq.

Brakuje mi natomiast szerszego oméwienia wynikéw analizy funkcjonalnej. Komérkowe
szlaki sygnatowe zostaly wykorzystane wylgcznie jako techniczne narzedzie umozliwiajace
wykrywanie podobnych klastréw w danych z réznych transz eksperymentalnych. Nie zostaty
natomiast przeanalizowane pod katem celu, w jakim wykonywane byly obydwa eksperymenty
scRNA-seq [Marczyk M, et al., 2020; Patwardhan, GA, et al., 2021}, czyli poszukiwania
molekularnych mechanizméw opornosci komérek raka piersi na Navitoclax, Chetnie
ustyszatabym podczas obrony pracy doktorskiej wiecej informacji na temat. Drugie pytanie,
ktdre mnie nurtuje, to czy zastosowanie zaproponowanego w pracy doktorskiej postepowania
obliczeniowego rzeczywicie doprowadzito do wykrycia w zaburzonym zbiorze danych
podobnych szlakéw sygnalowych zwigzanych z odpowiedzia na traktowanie komérek
Navitoclaxem, co w zbiorze referencyjnym? W ramach pracy doktorskiej przeprowadzono
dwie rundy tworzenia klastrow, co okazato sie wystarczajace na potrzeby laczenia klastréw.
Czy Doktorant probowat wigkszej liczby rund i czy znalazt tam szlaki sygnatowe zwigzane
powstawaniem lekoopornosci, wspélne dla obu zbioréw danych? Wykrycie w zaburzonym
zbiorze danych podobnych wzorcow jak w zbiorze zréwnowazonym, byloby rodzajem
walidacji zaproponowanego postgpowania obliczeniowego shizacego do niwelacji efektu
paczki. Warto réwniez w przyszioéci (co podkrela sam Doktorant) wykorzystaé inne bazy
danych szlakéw sygnalowych lub zastosowaé wybrang kolekeje szlakéw istotnych dla
badanego systemu biologicznego.



Podsumowujac, w ramach swojej pracy doktorskiej, mgr Tomasz Kujawa zaproponowat
podejécie obliczeniowe (pipeline), ktdre wykorzystuje iteracyjne grupowanie podprzestrzeni w
polaczeniu z analizg funkcjonalng zestawdw gendw, aby zlagodzi¢ negatywny wplyw efekiu
paczki na dane scRNAseq. Kluczowym aspektem analizy funkcjonalnej jest identyfikacja
$ciezek specyficznych dla klastréw i ustalenie ich powigzafi migdzy partiami
cksperymentalnymi. Proponowany algorytm umozliwia skonsolidowang analizg Zestawow
danych, ktére zostaty wygenerowane oddzielnic, bez potrzeby korekeji efektu paczki.
Algorytm bazuje na dobrze ugruntowanych i uznanych metodach, charakteryzuje si¢ prostots,
niskim kosztem obliczeniowym i stosunkowa fatwoscig interpretacji. Jak rozumiem, algorytm
jest proponowany jako lepszy dla bardzo silnie zaburzonych zbioréw danych, w ktorych
standardowa korekta efektu paczki moze skutkowaé powaznym zaburzeniem pierwotnej
struktury danych i otrzymaniem zupelnie falszywych wynikéw analizy.

W literaturze sa opisane przyktady wykorzystania klasteryzacji do tagodzenia szumu w danych
scRNA-seq. Jednak podejécie polegajace na wykorzystaniu tej techniki specjalnie do
tagodzenia efektu paczki nie bylo dotad badane. Nowatorskim pomystem byto takze
zastosowanie miary wielkoéci efektu do okre$lenia $ciezek specyficznych dla klastrow, a
nastgpnic procedury faczenia, ktéra umozliwia ledzenie klastrow w réznych partiach danych.
Statystyki wielkosci efektu delta Cliffa sg czgsto uzywane, jednak ich zastosowanie do
okreélania éciezek specyficznych dla klastra nie bylo wezesniej stosowane.

Wprowadzono takze oryginalne poprawki, takie jak globalna filtracja szumu, oparta na
zbinaryzowanej macierzy ckspresji genéw, aby poradzi¢ sobie z nadmiarem odczytéw
zerowych, typowym w danych scRNA-seq.

Glowne wnioski:

korekta efektu paczki ma szkodliwy wplyw na pierwotng dystrybucje danych scRNAseq, co
moze negatywnie wptywaé na wiarygodno$¢ wynikéw dalszej analizy

prosta metoda selekcji cech oparta na dekompozycji wariancji moze zastapic bardziej
wyrafinowane algorytmy

potaczenie analizy funkcjonalnej, w oparciu o komorkowe szlaki sygnatowe, i procedury
taczenia klastréw pozwala na pominigcie etapu korekty efektu paczki

W mojej opinii, praca spetnia warunki okre§lone w ustawie z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o
szkolnictwie wyzszym i nauce, z pézniejszymi zmianami (Dz. U. z 2023 r. poz. 742, 1088 i
1234; ogloszone dnia 30 kwietnia 2023 r.), dlatego wnioskuj¢ do Rady Dyscypliny Inzynieria
Biomedyczna Politechniki Slaskicj o dopuszczenie mgr Tomasza Kujawy do dalszych etapow
przewodu doktorskiego.

Podpisata Katarzyna Lisowska {(podpis odrgczny)
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