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Recenzja rozprawy doktorskiej Pana mgr. Tomasza Kujawy pt. ,,Skipping batch
effect correction: clustering-based methods for analyzing confounded single-cell
RNA-sequencing data” w zwiazku z postgpowaniem o nadanie stopnia doktora w
dziedzinie nauk inzynieryjno-technicznych, dyscyplina inzynieria biomedyczna.
Ponizsza recenzja zostata przygotowana na podstawie decyzji Rady Naukowe]
Dyscypliny Inzynieria Biomedyczna Politechniki Slaskiej w Zabrzu, ktéra na
posiedzeniu w dniu 22.06.2023 r. powotala mnie na recenzenta wyze]
wymienionej dysertacji.

Ocena formalna

Rozprawa doktorska Pana mgr. Tomasza Kujawy pt. ,,Skipping batch
effect correction: clustering-based methods for analyzing confounded single-cell
RNA-sequencing data” zostata wykonana na Wydziale Automatyki, Elektroniki i
Informatyki Politechniki Slaskiej w Gliwicach. Rozprawa liczy 110 stron, gdzie
w poszczegblnych rozdziatach zamieszczono: wstgp (Introduction), tho
prowadzonych badan (Background), metody (Methods), wyniki (Results),
dyskusje (Discussion), a takze streszczenie w jezyku angielskim i polskim oraz
bibliografie. Na konficu pracy zamieszczono liste skrétow oraz listy figur i tabel.
Prace przedstawiono w jezyku angielskim. Uktad pracy we wstepie (Introduction)
zawiera informacje o przestankach do wykonania badan, celu pracy oraz opisuje
strukture pracy. W mojej ocenie praca zostala przygotowana bardzo dobrze i co
do uktadu pracy nie mam za zastrzezen

Ocena merytoryczna

Po pojawieniu sie¢ metod masowego sekwencjonowania, gdzie po raz pierwszy
wprowadzono sekwencje identyfikujace tak zwane indeksy pozwalajagce w
obrébce informatycznej identyfikowaé pochodzenie odczytow otwarta sig
zupelnie nowa era badan kwasow nukleinowych. Cztery r6zne nukleotydy
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pozwalajg na indywidulane oznakowywanie przy w sumie nie wielkich
dlugosciach sekwencji identyfikujacej poniewaz liczba kombinacji sekwencji
takich oligonukletydow jest czwarta potega diugosci takiej sekwencji. W
przypadku kodonu liczba kombinacji to 64 ale juz 10 nukleotydowy fragment
pozwala na utworzenie 10°000 réznych kombinacji. Takie mozliwosci
nieuchronnie musiaty doprowadzi¢ do utworzenia nowych metod opartych na
znajomosci pochodzenia zsekwencjonowanych masowo fragmentéw kwasow
nukleinowych, jak transkryptomika przestrzenna (spatial transcryptomics) oraz
sekwencjonowanie RNA pojedynczej komoérki (scRNAseq). Metody te opieraja
si¢ na sekwencjonowaniu zestawéw cDNA oznakowanego regionu preparatu w
przypadku trankryptomiki przestrzennej, a w przypadku sekwencjonowania
pojedynczych komoérek wyznakowanie pozwala na okreslenie komérek z ktoérych
pochodzi dany fragment cDNA. Na podstawie liczby odczytéw poszczegdlnych
sekwencji mozna poréwnywac poziomy ekspresji poszczeg6lnych genow co jest
kopalnig informacji o komoérce. Dane te z punktu widzenia szeroko pojetych nauk
biologicznych pozwalaja na wnioskowanie jakie procesy zachodza w badanej
komorce czy to pod wpltywem stanu patologicznego czy podania konkretne;
substancji, np. leku. Aby wnioskowanie na podstawie tych danych bylo
prawidtowe musza one odzwierciedla¢ stan zgodny ze stanem faktycznym. Sama
cze$¢ laboratoryjna wykonywania takich analiz jest zlozong wieloetapowa
operacjg, ktora moze wplywaé na rzetelnos¢ uzyskanych danych. Badania takie
wykonywane jako wysokoprzepustowe, wielkoskalowe eksperymenty z
powodoéw logistycznych niekiedy nie sa wykonywane jednoczasowo.
Powszechna dostepnos¢ uzyskanych rezultatoéw (udostepnienie wymagane przy
publikacji) stwarza mozliwosci analiz retrospektywnych gdzie analizy
wykonywane byly w réznych laboratoriach na réznych platformach z réznymi
partiami odczynnikéow czy personelem. Wspdlna analiza takich danych jest
utrudniona wtasnie powodu tak zwanego efektu paczki (batch effect). Korekta
tego efektu moze prowadzi¢ do znieksztalcenia dystrybucji danych. Doktorant w
swej pracy podjat sie opracowania podejscia ztagodzenia negatywnego wptywu
efektu paczki bez koniecznosci jego korekty. W moje ocenie podjete badania sa
w pelni uzasadnione naukowo i maja duzy potencjat zastosowania praktycznego.

We wstepie doktorant przedstawil przestanki do podjgcia rozwigzania problemu
batch efect (efektu paczki) oraz cel pracy, ktérym jest opracowanie podejscia
umozliwiajacego skonsolidowana analize danych pochodzacych z réznych
eksperymentow scRNAseq. W tym celu doktorant zaproponowat podejscie
oparte na iteracyjnym grupowaniu komdrek polaczonym z selekcja cech oraz
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oparte na iteracyjnym grupowaniu komoérek pofgczonym z selekcjg cech oraz
analiza funkcjonalng zestawow genow. Doktorant przyjal nastepujgce zatozenia:

e iteracyjne grupowanie komorek pozwoli niejako na rozcienczenie efektu
paczki w grupach otrzymanych w kolejnych iteracjach

e Sciezki sygnatowe skiadajace si¢ z wielu powigzanych ze sobg gendow
wykazuja wiekszg odpornosé¢ na negatywny wptyw efektu paczki, niz
pojedyncze geny.

Cel oraz przyjete zatozenia w moje ocenie zostaly sformutowane prawidtowo,
jasno i precyzyjnie.

Kolejnym rozdziatem jest rozdziat zatytulowany ,Background”, w ktérym
doktorant opisuje teoretyczne podstawy techniki sekwencjonowania RNA
pojedynczych komoérek oraz przebieg eksperymentu wykonywanego Ww
laboratorium. W tym rozdziale doktorant krytycznie scharakteryzowat podejscia
stosowane w analizie tego typu danych, dobrze opisat zrédta ich zaburzen oraz
aktualne podejscia stosowane do redukcji szumu w danych z sekwencjonowan
scRNAseq. W rozdziale zebrano aktualne grupy narzedzi do korygowania efektu
paczki oraz opisano gtéwne idee, na ktorych si¢ opierajg. W moje ocenie rozdziat
ten jest napisany poprawnie i $wiadczy o dobrej znanosci tematu przez
doktoranta, a zataczone ryciny dobrze uzupehnia tekst rozdziatu. Figura 22 w
wersji drukowanej jest mato czytelna z powodu doboru koloréw, ja jednak
dysponowatem réwniez wersja elektroniczna gdzie ten problem nie wystepuje.

W rozdziale Metody (Methods) doktorant przedstawil kluczowe aspekty dwoch
eksperymentéw, na podstawie ktorych zostaly wygenerowane dane do analizy.
Oba eksperymenty dotyczyly badania wptywu navitoclaxu na transkryptom tej
samej linii komérkowej potrdjnie ujemnego raka piersi w celu identyfikacji
mechanizméw lekoodpornosci w leczeniu raka piersi. W obu eksperymentach lek
podawany byl w trzech tych samych punktach czasowych. Biblioteki do obu
eksperymentéw przygotowano przy uzyciu platformy firmy 10XGenomics i
zsekwencjonowano przy uzyciu tej samej platformy firmy I[lummina. W jednym
eksperymencie uzyto 6000 komérek co wygenerowato 25 000 odczytow na
komoérke a w drugim uzyto 1500 komoérek co wygenerowato 200 000 odczytow
na komorke.

Kluczowa réznice miedzy tymi dwoma eksperymentami stanowit aspekt
techniczny zwigzany z procesowaniem poszczegdlnych —probek. W
eksperymencie zbalansowanym opisywanym przez doktoranta jako ,balanced
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study” probki z poszczegélnych punktéw czasowych procesowane byty na
jednym czipie w tym samym czasie. Mozna zatem oczekiwal, ze réznice w
ekspresji wynikajg wytacznie z zastosowania leku. Ten eksperyment stanowit dla
doktoranta wzorzec referencyjny. Natomiast w przypadku drugiego
eksperymentu, lustrzanego pod katem biologicznym, probki z poszczegélnych
punktow czasowych procesowane byly na réznych czipach i w réznym czasie.
Ten eksperyment opisywany przez doktoranta jako zaburzony (,,confounded
study”) skutkowatl pojawieniem si¢ silnego efektu paczki w danych, ktory
uniemozliwit ich wiarygodng analize biologiczng. W mojej ocenie uktad
doswiadczalny jest dobrany wiasciwie dla realizacji celu pracy. Doktorant jasno
precyzuje kryteria wyboru narzedzi bioinformatycznych stuzacych do korekty
efektu paczki oraz opisuje ogélny mechanizm ich dzialania. Rozdziat ten
doktorant finalizuje opisem proponowanej przez siebie metodyki, ktorej gtowne
etapy przedstawil na Figurze nr 30. Pierwszy etap proponowanego przez
doktoranta protokotu obejmuje globalne jednorazowe filtrowanie danych, co
pozwala na usunigcie znaczacej czgsci szumu zwigzanego z problemem zerowych
pomiaréw. Nastepnie stosowane jest filtrowanie lokalne w obrebie klastrow, na
podstawie ktorego komorki sa grupowane w kolejnej iteracji. Optymalna liczba
klastréw jest okreslana na podstawie indeksu Calinski-Harabasz. Finalnie, klastry
otrzymane w kazdym eksperymencie poddawane s3a niezaleznej analizie
funkcjonalnej zestawéw gendw, a nastgpnie taczone na podstawie podobienistwa
ich profili funkcjonalnych. Do analizy funkcjonalnej doktorant wykorzystat zbior
186 Sciezek sygnatowych z bazy KEGG. Po analizie funkcjonalnej otrzymane
klastry byly taczone miedzy zestawami danych, tj. paczkami na podstawie ich
funkcjonalnego podobienstwa. Oryginalnym propozycjg doktoranta w kwestii
laczenia klastréw byto wykorzystanie jednej z miar wielkosci efektu (effect size)
w scenariuszu poréwnawczym "jeden-do-wszystkich" (one-to-all). Takie
podejscie daje mozliwos¢ identyfikacji w danym klastrze szlakéw sygnatowych
o silnym efekcie biologicznym.

Na samym poczatku sekcji wynikow na figurze nr 31 doktorant zwizualizowat
oba eksperymenty na poziomie komérkowym za pomocg plotow UMAP.
Wizualizacja ta stanowi dowdd wystepowania silnego efektu paczki w danych
pochodzacych z eksperymentu zaburzonego ,,confounded study” oraz uzasadnia
potrzebe jego korekty. W tym celu doktorant wykorzystal wybrane narzedzia
bioinformatyczne, a dane po korekcie ponownie zwizualizowat na poziomie
komérkowym za pomocg plotow UMAP. Wizualizacje po korekcie przestawione



na figurze nr 32 dowodza, ze dostepne narzedzia nie s3 w stanie skorygowac
efektu paczki.

Doktorant ocenia rowniez wptyw procesu korekty na oryginalny rozktad ekspres;ji
gendéw. Na figurach 34 oraz 35 udowadnia, Zze proces korekty efektu paczki
zaburza rozktad ekspresji genéw, co uniemozliwia wykorzystanie
skorygowanych danych do wszelkich analiz na poziomie genowym. Jednoczesnie
ta sekcja potwierdza teoretyczne podstawy podjecia badan.

Na figurach 41-44 doktorant wykazat uzytecznos$¢ zastosowanej przez niego
metody lokalnej filtracji cech opartej na dekompozycji wariancji mieszaniny
rozktadéw Gaussowskich. Nastepnie doktorant przedstawit $ciezki sygnatowe
specyficzne dla kazdego otrzymanego klastra w danym eksperymencie. Do ich
identyfikacji doktorant wykorzystat oryginalne podejscie z wykorzystaniem
miary wielkosci efektu, ktora to miare uzyl w scenariuszu poréwnawczym
"jeden-do-wszystkich" (one-to-all). Scenariusz ten polegat na tym, ze w danym
momencie analizowano konkretng Sciezke sygnalowa w danym klastrze versus
wszystkie pozostate klastry zidentyfikowane w danej probce w ramach danego
eksperymentu. Pozwolilo to na identyfikacj¢ Sciezek specyficznych dla kazdego
otrzymanego klastra i to takich Sciezek gdzie badany efekt biologiczny znacznie
przewyzsza efekt paczki. Sciezki te doktorant przedstawia w tabelach nr 3 oraz 4.
Na podstawie podanych tabel mozemy zauwazy¢, ze w obu zestawach danych na
pierwszy plan wytaniaja si¢ podobne $ciezki metaboliczne reagujace na podanie
leku.

Do oceny funkcjonalnego podobienstwa miedzy klastrami doktorant proponuje
dwie miary: korelacyjng oraz oparta o typowy iloczyn wektorowy. Ta druga
opisywana jest przez doktoranta jako tzw. ,similarity score”. W przypadku obu
miar argumentami sg wektory uzytego indeksu wielkosci efektu (Cliff’s delta) dla
poréwnywanych klastrow. Na figurach nr 50 oraz 52 stanowigcych tzw. diagramy
przeptywu doktorant pokazuje, ze dany klaster moze wykazywac podobienstwo z
wieloma innymi klastrami. Doktorant ttumaczy to heterogenicznosciag komorek
oraz prawdopodobnie zbyt mata glebokoscia podziatéw (komorki grupowane
byty tylko do drugiej iteracji). Mimo mnogosci przeplywoéw pokazanych na
figurach 51 oraz 52 daje si¢ jednak zauwazy¢, ze w wigkszosci przypadkow dany
klaster wykazuje wieksze podobienstwo do jednego klastra i kilka mniejszych
podobienstw do innych klastrow. Te maksymalne wartosci podobienstwa dla
danego klastra doktorant zbiera w formie tabel nr 5,6 oraz 7. Wzorce przeptywow



zidentyfikowane w referencyjnym zbiorze danych, doktorant przenosi na zbior
testowy (zaburzony).

Przedstawione przez doktoranta wyniki wskazuja, Ze zaproponowane przez niego
oryginalne rozwigzanie otwiera nowa droge w dziedzinie podejscia do efektu
paczki w danych scRNAseq. Doktorant miat do dyspozycji unikalny uktad
eksperymentalny, ktory pozwolitl mu na rzetelne przetestowanie proponowanego
podejscia bioinformatycznego, aczkolwiek w mojej opinii metodyka ta wymaga
jeszcze dalszej weryfikacji. Dostgpnosé podobnej pary lustrzanych zestawow
eksperymentalnych mozne stanowi¢ istotna barier¢ w tej kwestii.

Doktorant jest $wiadomy ograniczen proponowanej metodyki, o czym swiadczy
przeprowadzona przez niego dyskusja oraz co warte podkreslenia, ma w
perspektywie pomysty na jej dalsze udoskonalania. W kwestiach edytorskich nie
mam zastrzezen. Jednak co do oceny jezyka jako nie native speaker wolatbym nie
zajmowac stanowiska

Podsumowanie

Rozprawa doktorska Pana mgr. Tomasza Kujawy pt. ,,Skipping batch
effect correction: clustering-based methods for analyzing confounded single-cell
RNA-sequencing data” spelnia wymagania okreslone w artykule 187 ustawy z
dnia 20 lipca 2018 r. ,,Prawo o szkolnictwie wyzszym” i wnoszg¢ do wysokiej
Rady Naukowej Dyscypliny Inzynieria Biomedyczna Politechniki Slaskiej w
Zabrzu o dopuszczenie rozprawy doktorskiej Pana mgr. Tomasza Kujawy
do dalszych etapéw przewodu doktorskiego. W zwigzku z tym, ze bardzo wysoko
oceniam poziom rozprawy Pana mgr. Tomasza Kujawy wnoszg¢ o wyrdznienie
niniejszej rozprawy przez wysoka Rad¢ Naukowg Dyscypliny Inzynieria

Biomedyczna Politechniki Slaskiej w Zabrzu
Prof. dr hab. n. med. inz.
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