) e ( instytut biologii doswiadczalnej

N im. Marcelego Nenckiego PAN

7
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Recenzja pracy doktorskiej mgr inz. Aleksandry Suwalskiej
“Developing a system of automatic identification of cellular subpopulations in data from
single-cell mass cytometry with the use of algorithms for grouping of high-dimensional data”

Recenzje opracowano na podstawie uchwaty 31/2023 Rady Dyscypliny Informatyka
Techniczna i Telekomunikacja Politechniki Slaskiej z dnia 28 marca 2023 r. Przedstawiona mi do
oceny praca miata na celu stworzenie automatyczne] analizy danych pochodzgcych z
eksperymentéw cytometrii masowej (CyTOF) z komdrek pochodzacych z bronchoskopii od
pacjentow z gruzlicg lub z innymi chorobami ptucnymi w poréwnaniu do oséb zdrowych. Badano
panel biatek btonowych i wewnatrzkomorkowych w celu identyfikacji réznych populacji komaérkowych
i zidentyfikowaniu réznic pomiedzy komérkami ptuc w stanie patofizjologicznym w poréwnaiu do ptuc
zdrowych oraz stymulowanych Ilub nie stymulowanych pochodng tuberkuliny (PPD) Ilub
fitohemoaglutyning (PHA). Podstawowym celem badawczym, bylo przetestowanie istniejgcych metod
analiz w zakresie ustawiania bramek (gating) komérek, czyli filtrowaniu danych wstepnych w
eksperymencie, jak i normalizacji, usuwania efektu paczki, jak i wizualizacji, klastrowania,
poszukiwania subpopulacji komoérkowych i wreszcie samej analizy réznicowej pomiedzy grupami
pacjentdw oraz réznego typu traktowania komoérek. Etap testowania prowadzony byt gtéwnie na
danych ze zbioru Samusik et al., gdzie etapy bramkowania oraz identyfikacji populacji komérkowych
byty ustalane przez ekspertow po czym parametry i ustawienia byly testowane na zbiorze od
wspotpracownikéw doktorantki, gdzie takie adnotacje nie byly znane. Przedstawiona praca w duzej
czesci jest wiec pracg typu meta-analizy oraz poréwnania istniejgcych narzedzi, dodatkowo jednak
doktorantka stosuje wlasne podejscie analityczne do identyfikacji subpopulacji komérek oparty o
Modele mieszanin Gaussowskich. Niezwykle ciekawym podejsciem byto dla mnie poszerzenie zbioru
zmiennych (expanded feature space), co przy wynikach z metody CyTOF, gdzie mamy zazwyczaj
jedynie kilkadziesigt badanych zmiennych a setki tysiecy badanych komérek, moze miec¢ bardzo

wazne znaczenie dla analizy, co zresztg doktorantka pokazata w swoich wynikach.
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Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska ma oryginalng formute, zawierajgcg 4 gtéwne
czesci z bardzo intuicyjnym uktadem, w ktérym pierwsza jest klasycznym wstepem do 1) metody
CyTOF, 2) problemu badawczego od strony biologicznej (gruZlica) oraz 3) zarysem gtownych
probleméw analitycznych. Trzy nastepne czesci pracy doktorskiej opisujg osobne czesci analizy,
takie jak: Pre-gating danych z eksperymentéw CyTOF, usuwanie efektu serii oraz witasciwa
identyfikacja subpopulacji komérek. Kazda z trzech czesci dotyczacych analizy zawiera wiasng czgsc
Materiatéw i Metod, Wynikéw oraz Dyskusji. Pigtym rozdziatem pracy jest podsumowanie, a szostym
suplement, po ktérym jest spis literatury, ktéry zawiera 59 pozycji. Spis literatury zawiera wszystkie
pozycje, zwigzane z metodami analizy, z ktérych doktorantka korzystata w swojej pracy. Na tyle, na
ile jestem w stanie to oceni¢, uwazam ze zakres wybranej literatury jest wyczerpujacy.

Na uwage zastuguje fakt, ze przedstawione wyniki mogg stuzyC za przydatny przewodnik dla
ludzi wchodzacych w analizy CyTOF, gdzie opisane sg metody, ktore zostaly tez przez doktorantke
przetestowane w praktyce. Wysoko oceniam warto§¢ merytoryczng i praktyczng wykonanych badan.
Wysoko oceniam sprawnos¢ doboru i postugiwaniem sie zastosowanych przez doktorantke metod
badawczych. Przyktadowo, w czesci dotyczacej analizy subpopulacji komérkowych doktorantka
poréwnuje 9 istniejgcych metod.

Mam do pracy kilka pytan ogdlnych, kilka szczegétowych oraz kilka komentarzy, ktére pozwolg
mi lepiej zrozumie€ prace i zorientowac sie co kierowato doktorantkg w podejmowaniu pewnych
decyzji analitycznych:

Pytania ogdlne:

1. W danych scRNAseq stan cyklu komoérkowego mozna oszacowac¢ w pojedynczej komérce, co
samo w sobie jest interesujaca obserwacjg, ale w wielu analizach cykl komérkowy jest
uwazany bardziej za zmienng zaktécajgca, poniewaz czesto jest to jedno z gtéwnych Zrédet
zmiennosci, maskujgcym roznice pomiedzy subpopulacjami komérkowymi. Jak to jest w
danych CyTOF, czy poziomy badanych biatlek sg stabilne na réznych etapach cyklu
komorkowego?

2. Mam wrazenie ze petna automatyzacja analiz przedstawionych przez doktorantke moze by¢
bardzo trudna, poniewaz wydzielenie niektorych klastrow komérek bez wiedzy eksperckiej
moze nie by¢ mozliwe. Na przyktad w procesie réznicowania komérek pojawienie sie jednego
markera moze wyraznie okresli¢ los komérki, ktéra moze nadal wygladac jak komérka typu A,

ale jest juz na nieodwracalnej Sciezce, aby by¢ komodrkg typu B. W Swietle tej wiedzy czy
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bytoby mozliwe dodanie wagi do niektérych znacznikéw, aby wydziela¢ bardziej dyskretne
populacje komérek ?

3. Dyskusja w rozprawie nie zawiera prawie odniesienn do innych publikacji, co jest o tyle
zaskakujgce, ze zazwyczaj jest to czesSc rozprawy, w ktorej uzyskane wyniki sg omawiane w
kontekscie istniejgcej literatury. Jaki jest tego powéd?

4. Czy doktorantka moze w trakcie obrony przejS¢ przez wyniki str 24, Fig 2.2. poniewaz dla
mnie sg one niejasne. W szczegdlnosci nie wiem skad bierze sie wielkosS¢ i ksztatt okregoéw w
pierwszej kolumnie. My$le, ze warto by tu oméwi¢ czym sg obiekty w lewym dolnym rogu oraz
gbérnym prawym rogu ryciny A, ktére zostaly wyfiltrowane z analizy. O ile rozumiem, ze np. w
prawym dolnym rogu to moze by¢ po prostu cell debris, to czym w takim razie sg obiekty w
gérnym prawym rogu ?

5. Na koncu strony 27 doktorantka sugeruje, ze strategie pre-bramkowania mozna jeszcze
zoptymalizowacé, aby skréci¢ czas obliczen, ale bez podawania szczegétow. Rodzi to pytanie:
jakie idee kryjg sie za tym stwierdzeniem?

6. Na poczgtku rozdziatu 4.2.5 doktorantka pisze: ,Some artifacts must be corrected to make the
results reliable and use conditional probabilities as new features.”. Jakiego rodzaju artefaktéw
sie tutaj spodziewamy i jakie moze by¢ ich zrédto?

Zalezatoby mi zeby podczas obrony doktorantka ustosunkowata sie do pytann ogélnych, z uwagi na
ograniczenia czasowe pytania szczegOtowe oraz drobne komentarze bede moégt omoéwié
indywidualnie z doktorantka.

Pytania szczegétowe:

1. Na rycinie 2.1: dlaczego ostatni wykres w rzedzie C jest tak ré6zny od A i B? Wyglada na to, ze
nastgpita transformacja danych, ktérej nie byto w Ai B ? Czy byt inny powéd ?

2. Na stronie 27 rozprawy opisany jest czas obliczen dla Gaussian Mixed Models z algorytmem
Expectation-Maximization, czy w tym czasie obliczen (do 48h) wykorzystano wszystkie 2TB
RAM i 256 watkéw ?

3. W sekcjach 4.2.4 i 4.2.5 uzyto etykiety ,pdf’ osi y, ale nie moge znalezé informacji w
podpisach, co ona oznacza, zaktadam, ze jest to akronim, ale od czego ?

4. Nie do konca rozumiem punktu drugiego na stronie 52. Co rozumiemy przez stowo “restored”?
Czy odnosi sie to do tego, ze prawdopodobienstwa pierwszego i ostatniego sktadnika

prawdopodobienstwa (component probability) powinny wynosic¢ 1?
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5. Wizualizacja na rycinie 4.8. nie jest dla mnie jasna, czerwone strzatki wskazujg nieaktywne
elementy, ktore nalezy usungé, podczas gdy w ostatnim wierszu ryciny jeden z elementow
wskazanych czerwong strzatkg jest zachowany?

6. Na stronie 63 podano, ze wykluczono wszystkie komponenty zawierajgce mniej niz 6,4%
zbioru danych. Dla mnie z opisu nie wynika jasno jak ten prog zostat ustawiony. Prosze mnie
réwniez poprawié, jesli sie myle, ale stowo ,zbiér danych” nie jest tutaj trafne, poniewaz nie
méwimy tutaj o zbiorze danych (wszystkie dane), ale o niewielkiej czesci naszego zbioru

danych dotyczgcej jednego typu komorki?

Komentarze:

1. Podrozdziat 2.1, pierwsze zdanie odnosi sie do martwych komérek i uwazam to za nieco
mylace. Czy wszystkie nie sg martwymi komérkami, ktére zostaty utrwalone przed procedurg
barwienia? Nie mogtem znalez¢ tej konkretnej informacji w rozdziale 1, ale zaktadam, ze sg
one utrwalone przed eksperymentem CyTOF.

2. Nie wyjasniono, co oznacza ,E” we wzorach ARI i AMI.

3. Cos$ zlego stato sie na stronie 75, gdzie czcionka zostata zmieniona na mniejszg, a opis
rysunku zostat zdublowany.

4. W wiekszosci czesci rozprawy jezyk angielski jest, o ile moge to ocenié¢, poprawny i
zrozumiaty, ale sg fragmenty, w ktérych szyk zdania jest niepoprawny i wptywa to na proces
czytania i rozumienia tematu, np. zdanie na stronie 85: , However, the significant impact (p-
value<0.05) that is also confirmed with the large effect size (>0.14) has the patient group on
the composition of the cell populations.”.

5. Tabela 4.9: prosze uwazaC przy zaokraglaniu wartosci p, poniewaz w tabeli znalazty sie
wartosci p rowne 0.

6. W niektorych czeSciach rozprawy doktorskiej - przyktad 4.1 znajduje sie opis kilku
poréwnywanych algorytmow, a ich opis jest czasami zbyt skapy, aby doktadnie ocenic, jak one
dziataja, np. w opisie SPADE jest fragment: ,the density of outliers and targets”. Bez
doktadniejszego opisu trudno powiedziec, jak definiowane sg wartosci odstajgce i docelowe w
tym algorytmie. Rozumiem, ze w tego rodzaju czesciach benchmarkingu/metaanalizy czesto
zdarza sie, ze ciezko jest da¢ wyczerpujgcy opis wszystkich zastosowanych metod, ale
uwazam, ze wazne byloby podkreslenie, jaka bytaby metoda do oceny warto$ci odstajgcych w
tej i innych uzytych metodach.
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Wiekszo$¢ niedociagnieé w tekscie jest drobnych i nie przestania to ogdinego bardzo dobrego
wrazenia, jakie sprawia przedstawiona mi do oceny praca doktorska.

W podsumowaniu stwierdzam, ze przedstawiona rozprawa stanowi oryginalne rozwigzanie
problemu naukowego. Dodatkowo stwierdzam, Zze doktorantka prezentuje bardzo wysoki poziom
wiedzy teoretycznej w zakresie dyscypliny oraz szczegbtowg wiedze i umiejetnosci samodzielnego
prowadzenia pracy naukowej a zatem odpowiada warunkom okreslonym w art. 187 ustawy z dnia 20
lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (t.j. Dz. U. 2022, poz. 85 z poZn. zm.). Wnioskuje
zatem do Rady Dyscypliny Informatyka Techniczna i Telekomunikacja Politechniki Slaskiej o
dopuszczenie mgr inz. Aleksandry Suwalskiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Dodatkowo ze wzgledu na duza warto$¢ naukowa i wartos¢ praktyczna uzyskanych wynikow
oraz imponujaca aktywnos¢ publikacyjng doktorantki, wnioskuje o wyréznienie tej pracy przez Rade
Dyscypliny Informatyka Techniczna i Telekomunikacja Politechniki Slaskie;j.

Bartosz Wojtas
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