Recenzja rozprawy doktorskiej lek. med. Konrada Stawiskiego p.t. “Glebokie sztuczne sieci
neuronowe w integracji profilu ekspresji krazacych i wewnatrzkomérkowych czasteczek
miRNA pacjentéw z rakiem trzustki’ na stopiei dr. nauk medycznych.

Wprowadzenie do tematyki rozprawy

Rozw6] metod sekwencjonowania nowej generacji (“rewolucja NGS”) doprowadzit do
dramatycznego zwiekszenia ilosci danych na temat poszczegdlnego pacjenta, w tym pacjenta z
choroba nowotworowa. Wykorzystanie tych danych stwarza nadzieje nma wczesne wykrywanie
nowotwordw poprzez badania przesiewowe profilu (sekwencji i stezert) kwaséw nukleinowych
zawartych we krwi obwodowej, w tym mikroRNA (miRNA) — matych niekodujacych stosunkowo
stabilnych RNA, ktérych wewnatrzkomérkowy profil ekspresji ulega zmianie w procesie
transformacji nowotworowej. miRNA zawarte w komoérkach, zar6wno prawidlowych jak i
nowotworowych, dostaja sie do osocza w wyniku $mierci komoérek lub aktywnego wydzielania do
pecherzykéw. Ze wzgledu na zmienno$¢ ekspresji oraz stosunkowo matq specyficzno$é
pojedynczych rodzajéw miRNA, w diagnostyce nowotworéw zwykle wykorzystuje sie stezenia
kilku rodzajéw miRNA. Optymalny wybér takich miRNA (tzw. sygnatury) oraz sposéb
wykorzystania ich stezen do klasyfikacji prébek stanowi obszar intensywnych badar.

W zarysowany powyzej nurt badari wpisuje sie projekt doktorski lek. med. Konrada
Stawiskiego, po$wiecony mozliwo$ci wykorzystania profilu ekspresji miRNA we krwi obwodowej
do diagnostyki raka trzustki. Perspektywa wykorzystania biomarkeréw z krwi obwodowej do
wczesnej diagnostyki raka trzustki ma szczegélne znaczenie, poniewaz objawy raka trzustki sa
niespecyficzne i pojawiaja sie p6zno w historii przebiegu choroby. Wybér okreslonych miRNA i
opracowanie opartego o ich stezenia algorytmu wnioskowania shizacego do diagnostyki raka
trzustki to powigzane zagadnienia z zakresu diagnostyki laboratoryjnej i uczenia maszynowego.
Dlatego tez, obok rewolucji NGS, projekt doktorski lek. med. Konrada Stawiskiego, bazuje na
drugiej dokonujacej sie obecnie rewolucji — burzliwym rozwoju zastosowan sztucznych sieci
neuronowych. Sztuczne sieci neuronowe to metoda uczenia maszynowego inspirowana
biologicznymi sieciami neuronowymi, ktérej gtdwna ideq jest modelowanie zmiennej wynikowej za
pomoca nieliniowej funkcji zastosowanej do kombinacji liniowej zmiennych wejsciowych, przy
czym proces ten moze by¢ powtarzany wielokrotnie przez kolejne warstwy sieci neuronowej, co
woéwczas okre§lamy termiem “uczenie glebokie”, a realizujace je sieci mianem glebokich sieci
neuronowych. Sie¢ neuronowa o zadanej strukturze jest poddawana uczeniu w oparciu o dane, czyli
warto$ci zmiennych wejéciowych (poziomy ekspresji miRNA) i wynikowych (binarna klasyfikacja
prébki jako nowotworowej lub kontrolnej). Uczenie sieci neuronowej polega na modyfikacji wag
polaczen pomiedzy neuronami, w taki sposéb by zwiekszy¢ poprawnoéc¢ klasyfikacji. Podczas gdy
modyfikacja wag dokonywana jest w sposéb automatyczny przez oprogramowanie stuzace do
budowy i trenowania sieci, zagadnienie znalezienia optymalnej struktury sieci realizujacej dane
zadanie — w przypadku projektu doktorskiego jest to wykrywanie o0séb z rakiem trzustki — stanowi
otwarty problem badawczy. Jedngq z zalet przedstawionej rozprawy doktorskiej jest zaproponowanie
i implementacja metody systematycznego przeszukiwania przestrzeni struktur sieci neuronowych
wraz z ocenq ich skutecznosci.

Sieci neuronowe stanowig modele o duzej liczbie parametrow, dlatego ich wykorzystanie
wigze sie z ryzykiem nadmiernego dopasowania, czyli dopasowania do przypadkowych
koincydencji pomiedzy wartoSciami zmiennych w konkretnym zbiorze danych.
Na szczescie, istniejg sposoby aby ograniczy¢ nadmierne dopasowanie, ktdre klasycznie opieraja
sic na losowym podziale cato$ci danych na trzy rozlaczne podzbiory: pierwszy podzbiér —
okreslany jako zbidr treningowy, w oparciu o ktéry zachodzi uczenie sieci (modyfikacja wag); drugi
podzbiér — na ktérym, réwnolegle do zbioru treningowego, dokonywana jest ocena skutecznosSci
dzialania sieci dla aktualnego zestawu jej wag; oraz trzeci podzbiér — stuzacy do oceny najlepszej
sieci wybranej w oparciu o dwa poprzednie podzbiory. Nalezy zauwazy¢, ze w opisanym w



rozprawie doktorskiej zastosowaniu diagnostycznym parametrem stworzonego koncowego
klasyfikatora jest réwniez wybér sygnatury, czyli genéw miRNA stanowigcych zmienne wejsciowe,
pomimo iz wybdr ten zostat dokonany przed rozpoczeciem treningu glebokiej sieci neuronowej.

Mozliwo$¢ wykorzystania stezei miRNA we krwi do wykrywania nowotworow jest
komplikowana przez fakt, ze na stezenie danego miRNA w surowicy wplywa jego uwalnianie nie
tylko przez komérki guza, ale réwniez przez pozostate komorki organizmu. Dlatego dla sieci
neuronowej latwiejszym zadaniem powinno by¢ rozpoznanie nowotworu na podstawie
wewnatrzkomorkowych stezei miRNA mierzonych w tkance, niz na podstawie stezeni tych samych
miRNA w surowicy. Transfer wiedzy pomiedzy sztucznymi sieciami neuronowymi realizujacymi
pokrewne zadania, w szczegGlnosci od sieci realizujacej zadanie prostsze do sieci realizujgcej
zadanie bardziej zlozone, stanowi obszar aktywnych badan, dlatego kolejnym innowacyjnym
aspektem ocenianej pracy doktorskiej jest zbadanie zagadnienia nauczania przenoszonego sieci
neuronowych w zastosowaniu do diagnostyki raka trzustki.

Szczegélowa charakterystyka formy i zawartosci rozprawy

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska liczy wraz z zalgcznikami 217 stron, na ktére
skladaja sie liczacy 25 stron Wstep, przedstawiony syntetycznie “Cel pracy i hipoteza badawcza”,
liczacy 28 stron rozdzial “Materiaty i metody”, najdluzszy, liczacy 78 stron rozdziat “Wyniki”,
przedstawiona na 16 stronach Dyskusja oraz wypunktowane na 1 stronie wnioski. W rozprawie
zacytowano okolo 250 pozycji zawartego na 22 stronach (nienumerowanego) piSmiennictwa.
Wynik rozprawy przedstawione sg w postaci 42 tabel oraz zilustrowane na 62 rycinach. Zwraca
uwage bardzo wysoka jakos$¢ edytorska i graficzna calosci rozprawy, w ktorej znalaztem jedynie 2
bledy typograficzne: powtérzenie stowa “metabolitéw” na str. 12; oraz kilkukrotne, m.in. w tytule
rozdzialu 6.2, uzycie okre$lenia “grupa badawcza” zamiast “grupa badana”.

Niezwykle jasno napisany Wstep przystepnie wprowdza do tematyki doktoratu,
dokumentujac jednoczes$nie gruntowna wiedze Doktoranta, zaréwno kliniczno-laboratoryjng, jak i
dotyczaca uczenia maszynowego. Rozdzial “Materialy i metody” szczegblowo opisuje sposéb
wykonania pracy, za$ rozdziat “Wyniki” wyczerpujgco przedstawia jej rezultaty. Dyskusja zawiera
ocene wynikéw rozprawy z punktu widzenia uczenia maszynowego oraz pod katem ich
uzyteczno$ci klinicznej.

Autor uzyskat w laboratorium, a nastepnie poddat analizie dane z 3 niezaleznych kohort
pacjentéw, oznaczonych: BOSTON, GERMANY i LODZ, do ktérych bede sie dalej odnosit za
pomocg pierwszych liter nazwy: B, G i L. Kohorta B liczyla 60 pacjentéw, kohorta G — 150
pacjentéw, kohorta L — 122 pacjentdw, tgcznie 322. Kazda hohorta obejmowata pacjentéw z rakiem
trzustki oraz pacjentéw kontrolnych bez raka trzustki, ktérymi mogly by¢ zaréwno osoby zdrowe
jak i pacjenci z przewleklym lub ostrym zapaleniem ftrzustki. Polaczone kohorty L+B poddano
analizie ekspresji wszystkich miRNA metoda miRNA-seq, a uzyskane dane poddano standardowej
analizie eksploracyjnej za pomoca metod uczenia nienadzorowanego obejmujacych analize
skladowych gléwnych, analize skupien, identyfikacje miRNA o réznicowej ekspresji. Nastepnie,
dane miRNA-seq przeanalizowano nadzorowanymi metodami uczenia maszynowego. W tym celu
dane miRNA-seq (prébki) podzielono losowo (w proporcjach 60-20-20) na zbidr treningowy,
testowy i walidacyjny. Nastepnie, za pomoca stworzonego przez Doktoranta autorskiego
oprogramowania OmicSelector, dokonano wytonienia sygnatur miRNA, ktérych ekspresja we krwi
obwodowej najlepiej rozdziela pacjentéw z rakiem od oséb kontrolnych. Zalozono, ze sygnatura
uzyteczna w realiach klinicznych moze liczy¢ do 10 miRNA, dlatego wyboru najlepszej sygnatury
dokonano spo$réd sygnatur o dtugosci do 10 miRNA. Nastepnie, z wykorzystaniem najlepszej
sygnatury, ktora okazala sie mie¢ dlugo$¢ 10 miRNA, przeprowadzono uczenie glebokich sieci
neuronowych w celu wylonienia sieci zapewniajacych najwyzszq doktadnos¢ klasyfikacji, czyli
odréznienia probek nowotworowych od kontrolnych. Co warte podkreslenia, poszukiwania, uczenie



i wybdr najlepszego klasyfikatora objely sieci o réznej strukturze, zbudowane przez systematyczne
przeszukiwanie przestrzeni hiperparametréw okreslajacej strukture sieci i sposéb jej uczenia.

W drugim etapie badan, dla potaczonych kohort L+G, dokonano metodq gPCR pomiaru
ekspresji 10 miRNA zawartych we wczeéniej wybranej sygnaturze, uzyskujac zbiér danych
okre$lony jako walidacyjny. Dla tego zbioru przeprowadzono te samg co poprzednio standardowa
eksploracje danych oraz przeprowadzono na nim procedure uczenia glebokich sieci neuronowych,
w sposéb identyczny i dla tej samej sygnatury jak wcze$niej w oparciu o dane miRNA-seq dla
kohorty B+L.

W trzecim etapie badan wykorzystano tkankowe profile ekspresji miRNA zawartych w
wybranej wczeéniej sygnaturze w prébkach raka trzustki oraz prawidtowych narzadéw pobrane z
referencyjnej bazy TCGA. Réwniez te dane zostaly poddane tej samej standardowej analizie
eksploracyjnej oraz przeprowadzono na nich taka sama procedure¢ uczenia glebokich sieci
neuronowych, z ta samg wcze$niej wybrana sygnaturg. W fazie integracji, dane miRNA-seq z krwi,
gPCR z krwi oraz miRNA-seq z tkanek poddano analizie zgodnosci ekspresji oraz dokonano oceny
efektywno$ci nauczania przenoszonego, polegajacego na przeniesieniu cze$ci struktury i wag
najlepszej sieci uzyskanej dla danych wewnatrzkomérkowych i uzyciu ich jako punktu startowego
dla uczenia na danych z krwi, caly czas dla tej samej wczesniej wybranej sygnatury. Skuteczno$é
klasyfikacji za pomoca sieci uzyskanych w wyniku nauczania przenoszonego poréwnano ze
skutecznoscia sieci uzyskanych bez przenoszenia. Ponadto, dla kazdego zbioru danych i wariantu
analizy zbadano wplyw warto$ci hiperparametréw na doktadnos¢ klasyfikacji.

Dla kazdego zbioru danych i wariantu analizy, skuteczno$¢ najlepszego modelu
diagnostycznego oceniano obliczajac dokladnos$é, czulo$¢ i swoisto$¢ na zbiorze treningowym,
testowym i walidacyjnym oraz dodatkowo wykonujac analize krzywej ROC. Wartosci uzyskane na
podzbiorach walidacyjnych poréwnano z dostepnymi w literaturze wartosciami dla klasyfikacji za
pomocg wczesniej znanego biomarkera biatkowego raka trzustki (CA19-9). Dodatkowo, dla
kohorty L+G, dla ktérej dostepne byly informacje o czasie przeiycia, oceniono wartosci
prognostyczne miRNA wchodzacych w sklad sygnatury i poréwnano je z wartoscig dla CA19-9 w
tej samej kohorcie. Uzyskane wyniki jednoznacznie wskazujq na uzyteczno$¢ miRNA wchodzacych
w sklad wylonionej sygnatury w wykrywaniu pacjentéw z rakiem trzustki oraz na pozytywny
wplyw uczenia przenoszonego na parametry klasyfikatora, potwierdzajac tym samym hipoteze
robocza projektu. Waznym elementem rozprawy jest zawarta w Dyskusji ocena uzyteczno$ci
klinicznej uzyskanych wynikow.

Uwagi i pytania do Doktoranta

Podczas lektury rozprawy nasunety mi si¢ nastepujace uwagi:

1) We Wstepie, na str. 25 Autor pisze: “Zjawisko przeuczenia (nadmiernego dopasowania) [oznacza
ze] model wychwycit niezalezny od biologii blad techniczny pomiaru lub metody”, podczas gdy
nadmierne dopasowanie moze zachodzi¢ takze do niezaleznej od klasy docelowej zmiennoS$ci
biologiczne;j.

2) Okreslanie zbioru danych uzyskanych metodgq qPCR jako “zbidr walidacyjny” jest nieforunne, w
sytuacji gdy ta sama nazwa jest wykorzystywana jako okreSlenie jednego z trzech podzbioréw
wykorzystywanych w uczeniu maszynowym. Dodatkowo, w tym drugim znaczeniu, nazwy: “zbiér
testowy” i “zbiér walidacyjny”, uiyte zostaly odwrotnie niz zwykle w literaturze, w tym w
klasycznym podreczniku “The Elements of Statistical Learning” autorstwa Hastie, Tibishirani i
Friedman.

3) Wyboru najlepszej sygnatury dokonano w oparciu o meta-indeks, czyli $rednia harmoniczng
dokladnoséci 10 metod klasyfikacji dla podzbioréw: treningowego, testowego i walidacyjnego
zbioru miRNA-seq z krwi. Wykorzystanie calego zbioru danych na etapie wyboru sygnatury
stwarza problem na etapie oceny wilaSciwosci diagnostycznych wykorzystujacego te sygnature
koncowego klasyfikatora w oparciu o wyniki uzyskane na podzbiorze walidacyjnym. Problem ten



opisano wczesniej, m.in. w publikacji: Ambroise and McLachlan, 2002, PMID: 11983868 oraz na
podanym ponizej forum dyskusyjnym: https://stats.stackexchange.com/questions/64825/should-
feature-selection-be-performed-only-on-training-data-or-all-data.

W rozprawie przedstawiono wiasno$ci diagnostyczne optymalnych sieci dla kazdego z 4
wariantéw analizy (miRNA-seq krew, qPCR krew, miRNA-seq tkanka, miRNA-seq krew
przeniesienie z tkanki), jednak nie pokazano ani nie oméwiono struktur i parametréw tych sieci.
Mam wobec tego do Doktoranta nastepujace pytania:

1) Czy struktury optymalnych sieci byly podobne, czy tez rdéznilty sie wyraznie pomiedzy
wariantami analizy? (By¢ moze da si¢ je czytelnie zwizualizowac).

2) Czy miRNA o istotnej zmianie ekspresji w danym zbiorze danych maja wyzsze wagi potaczen
niz pozostale miRNA?

3) Czy optymalne sieci korzystaty ze standaryzowanych danych?

Powyzsze uwagi i pytania nie umniejszajq mojej bardzo wysokiej oceny rozprawy doktorskiej lek.
med. Konrada Stawiskiego. Na podkreslenie zashuguje takze faki, ze Doktorant zdobylt
finansowanie swoich badann w postaci grantu NCN PRELUDIUM, oraz ie wytworzone przez
Doktoranta oprogramowanie zostato umieszczone w publicznym repozytorium kodu zZrédtowego.

Podsumowanie
W podsumowaniu stwierdzam, ze przedstawiona rozprawa stanowi oryginalne rozwiazanie

problemu naukowego i wykazuje ogélng wiedz¢ kandydata w dyscyplinie doktoratu oraz
umiejetnoé¢ samodzielnego prowadzenia przez niego pracy naukowej, a zatem odpowiada
warunkom okre$lonym w Art. 13 ust. 1 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i
tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. poz. 1852) z p6zn. zmianami.
Whioskuje zatem do Rady Nauk Medycznych Uniwersytetu Medycznego w Lodzi o dopuszczenie
lek. med. Konrada Stawiskiego do dalszych etapéw przewodu doktorskiego. Jednoczesnie, ze
wzgledu na wysoki poziom naukowy ocenianej rozprawy wnioskuje o jej wyréznienie.

Dr hab. Michat Dabrowski

Warszawa, 16 sierpnia 2021 r.



