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Ocena pracy doktorskiej mgr Konrada Stawiskiego pt. ,,Glebokie sieci neuronowe w integracji
profilu ekspresji krazacych i wewnatrzkomoérkowych czasteczek miRNA pacjentéw z rakiem

trzustki.”

Ocena formalna

Eksperymenty i analizy, na podstawie ktorych zostala przygotowana oceniana rozprawa doktorska
zostalty wykonane w Zakladzie Biostatystyki i Medycyny Translacyjnej I Katedry Pediatrii
Uniwersytetu Medycznego w Lodzi pod kierunkiem prof. dr hab. n. med. Wojciecha Fendlera.
Rozprawa ma forme monografii naukowej sktadajacej si¢ ze wstgpu, celu pracy, materiatéw i metod,
wynikéw, dyskusji i wnioskow. Na koncu pracy zamieszczone sg streszczenia, w jezyku polskim i
angielskim, pi$miennictwo, spis tabel i rycin, wykaz skrétéw oraz dwa zalaczniki. Calo$¢ obejmuje
217 stron. Wstep zajmuje 27 stron, w tym cztery z nich to tabele zawierajace przeglad powiazanej
tematycznie literatury. Oméwione w nim sg zagadnienia powigzane z przedstawiong rozprawa w tym
epidemiologia, diagnostyka i leczenie raka trzustki, biomarkery diagnostyczne ze szczeg6lnym
uwzglednieniem miRNA i biomarkeréw raka trzustki oraz podstawowe metody sztucznej inteligencji
wykorzystywane w poszukiwaniu wzoréw w wielkich zbiorach danych. Mysle, ze ta ostatnia czes¢
wymagataby w niektérych miejscach nieco szerszego opisu, szczegdlnie, ze to wlasnie modelowanie
z wykorzystaniem technik glebokiego uczenia jest gldwnym tematem pracy. Zabraklo mi na
przyktad omdwienia i przedstawienia przykladow wykorzystania metod sztucznej inteligencji w
diagnostyce medycznej, szczegolnie w poszukiwaniu biomarkerow.

Po wprowadzeniu w tematyke rozprawy mgr Konrad Stawiski przedstawit cel swojej pracy.
Glownym celem byto zaprojektowanie i walidacja sygnatury profilu krazgcego miRNA pacjentéw z
rakiem trzustki poprzez wykorzystanie metod selekeji zmiennych, glebokiego uczenia i opartej o nie
integracji wewnatrzkomérkowego profilu miRNA w schemacie uczenia przenoszonego. Doktorant
postawil hipoteze, Ze integracja wewngtrzkomérkowego oraz krazacego miRNA przy uzyciu
glebokiego uczenia z uczeniem przeniesionym pozwoli na stworzenie opornego na nadmierne

ul. Uniwersytetu Poznanskiego 6, 61-614 Poznan, Poland
tel. +48 61 829 57 30, + 48 61 829 58 35
anthro@amu.edu.pl

www.biologia.amu.edu.pl



dopasowanie testu diagnostycznego.

Materialy i metody opisane zostaly na 28 stronach. Mgr Stawiski opisal tu grupy pacjentéw jak i
zastosowane metody. Podobnie jak w przypadku wstepu niektére aspekty opisane sg zbyt
ogélnikowo. Przyktadowo, plan badafi wymagatby nieco szerszego omdOwienia. Nie znalaztam takze
solidnego uzasadnienia dla wykorzystania w fazie eksploracji danych miRNA-seq kohort z Bostonu i
Yodzi, a w fazie walidacji qPCR kohort z Lodzi i Niemiec. Jest jedynie do$¢ enigmatyczne
wyjasnienie, ze wynika to ze wzgledu na czas pobrania oraz ilogé dostgpnego materiatu
biologicznego. Bardzo prositabym o doprecyzowanie. Wyjasnienie, ze w fazie walidacji qPCR
doktorant ograniczyt si¢ do 10 miRNA jest réwniez bardzo ogolnikowe. Wybor sygnatury z 10
miRNA opiera si¢ jedynie na przypuszczeniach, ze model mierzacy wiecej niz 10 miRNA nie
spelniatby kryteriow koszto-efektywnosci.

Wyniki pracy przedstawione sg w 11 podrozdziatach. Ta ¢z¢S¢ rozprawy zawiera 35 tabel i 48 rycin.
W poszczegdlnych podrozdziatach mgr Konrad Stawiski w logicznym i dobrze uporzadkowanym
ciggu przedstawil wyniki kolejnych etapéw swojej pracy doktorskiej. Wyniki opisane s3 w bardzo
zwigzly sposob, ale pozwalajacy na zapoznanie sie z procesem badawczym 1 jego rezultatami.
Rozprawg zamyka dyskusja. Szczegolowa ocena zaréwno wynikéw Jak i dyskusji znajduje sie w
czgsci oceny merytorycznej.

Spisy literatury, tabel, rycin i skrétéw nie budza zastrzezen. Natomiast umieszczone pod koniec
rozprawy ponad trzystronicowe streszczenia wydaja sie by¢ nieco dhugie jak na streszczenia.

Wymienione powyzej niedociagnigcia nie majg od strony formalnej istotnego wpltywu na jako$é
przedstawionej rozprawy i stwierdzam, Ze przygotowana przez mgr Konrada Stawiskiego praca
spelnia wszystkie formalne warunki stawiane pracom doktorskim. Zaréwno temat rozprawy, jak i jej
cele majg charakter nowatorski, co réwniez jest waznym wymogiem stawianym przed rozprawami
doktorskimi.

Ocena merytoryczna

Rak trzustki nalezy do nowotworéw o najwyzszej $miertelnosci. Jednym z powodow jest zazwyczaj
poZna diagnoza wynikajgca z niskiej specyficznosci objawow pojawiajgcych si¢ najczesciej w
zaawansowanym stadium choroby. Biomarkery wykorzystywane obecnie w diagnostyce cechuje
natomiast stosunkowo niska czulo$é¢ i specyficzno$é. Zaréwno rozwé] wysokoprzepustowych
technologii jak i ogromne postepy w wiedzy w obszarze biologii molekularnej przyczynily sie do
ogromne;j intensyfikacji poszukiwan nowych biomarkerdw. Jedng z obszernie badanych w tym celu
klas czgsteczek molekularnych jest krazace miRNA. Przeprowadzone dotad badania nie sg spéijne i
nie pozwalajg na jednoznaczne wyznaczenie grupy najbardziej wiarygodnych biomarkeréw. Mgr
Konrad Stawiski postawil sobie zatem bardzo ambitne zadanie zaprojektowania sygnatury krazacego
miRNA wykorzystujac glebokie uczenie wraz z uczeniem przeniesionym integrujgc przy tym profil
wewnatrzkomoérkowy i profil obwodowy ekspresji miRNA, Przeprowadzone analizy obejmowaty
trzy fazy: faze¢ eksploracji danych z wysokoprzepustowego sekwencjonowania miRNA izolowanego
z surowicy obwodowej, fazg walidacji qPCR oraz faze integracji, w ktérej wykorzystano dane
miRNA-seq pochodzace z raka trzustki i tkanek zdrowych pobrane z bazy The Cancer Genome
Atlas. Grupg badawcza stanowito 332 pacjentéw z Polski, Niemiec i Stanow Zjednoczonych, w tym



120 pacjentéw z rakiem trzustki oraz 212 pacjentéw kontrolnych. Wsréd tych ostatnich 70 oséb
miafo rozpoznanie ostrego lub przewlektego zapalenia trzustki. W kazdej z faz wyszukiwany byt
najlepszy model diagnostyczny. Ostatnim etapem analizy byla analiza funkcjonalna miRNA
wybranych jako potencjalne biomarkery. Analiza sygnatur miRNA, modelowanie sieci oraz
przenoszenie wiedzy wykonane zostaly w oparciu o autorskie podejscie metodyczne i utworzone
przez doktoranta oprogramowanie OmicSelector.

W fazie eksploracji miRNA-seq wykorzystano 182 probki, w tym 76 probek od pacjentéw z rakiem
trzustki. Byli to wylacznie pacjenci z Polski i Stanéw Zjednoczonych. Zgodnie z obowigzujacymi
standardami, dane miRNA-seq zostaly ocenione pod wzgledem jako$ciowym, a nastepnie
zmapowane do genomu cztowieka oraz znanych czasteczek miRNA i innych krétkich RNA. Analiza
ta wykazata znaczne réznice w jakosci danych pochodzacych z Lodzi i Bostonu. R6znice te polegaja
nie tylko na istotnie wigkszej liczbie uzyskanych odczytow w przypadku danych z Bostonu, ale
przede wszystkim w odsetku zmapowanych odczytéw. Réznice te doktorant tlumaczy wigksza
degradacjg materiatu w kohorcie z Lodzi. Nie jestem jednak przekonana czy mozna w ten sposob
wyjasni¢ wysoki odsetek odczytéw, ktére sie nie mapowaly. Roznice tutaj sg do$é drastyczne co
doskonale obrazuje rycina 12. W niektérych probkach z Lodzi, az 60% odczytéw nie zostalo
zmapowanych. Mozna wigc mie¢ watpliwosci co do jakosci tych danych. W zwigzku z tym mam
pytania. Czy w przypadku wszystkich prébek, zaréwno tych z Polski jak i Bostonu, izolacja i
sekwencjonowanie byly wykonywane w tych samych laboratoriach i przez te same osoby? Jaki byl
udziat doktoranta w tych pracach? Ponadto, czy podjeto probe wyjasnienia z jakiego powodu, az tak
duzo odczytéw w probkach z Polski nie mapowato sig? Czy moze to by¢ wynik zanieczyszczenia
innym materiatem biologicznym?

Réznicowa analiza ekspresji miRNA izolowanego z surowicy pacjentéw z rakiem trzustki i 0séb
zdrowych wykazata, ze 65 miRNA ze 163 wykazywalo istotng statystycznie réznice. Nie do kofca
jest dla mnie jasne skad wartos¢ 163. Baza miRBase zawiera az 1 917 rekordéw miRNA czlowieka.
Czy 163 miRNA wykazywaly roznice, ale tylko 65 na poziomie statystycznie istotnym?

W dalszych krokach, majacych na celu wybranie najlepszej sygnatury miRNA, zbiér danych
podzielono losowo na zbi6r treningowy, testowy i walidacyjny. Taki podzial wynikat z potrzeby
systematyczne] walidacji wynikow. Stosujac rézne warianty i metody selekcji zmiennych, doktorant,
wykorzystujac oprogramowanie OmicsSelector, zidentyfikowat sygnatury zawierajagce od 3 do 163
miRNA. Do dalszej analizy wybrana zostala sygnatura zawierajagca 10 miRNA z najnizsza
adjustowang wartoscig p. Sygnatura ta postuzyla nastepnie do utworzenia modeli sztucznych sieci
neuronowych. Najlepszy ze stworzonych modeli charakteryzowat si¢ dokladnoscig na poziomie
88,5%, czuloscig 84,6% i specyficznoscia 92,3%. Zaréwno w przypadku zbioru testowego jak i
walidacyjnego wartosci te byly nieco nizsze.

W nastepnym etapie realizacji projektu doktorskiego, mgr Konrad Stawiski przeprowadzit walidacje
wybranej sygnatury za pomoca gPCR. Wykorzystano tu panel 10 wybranych wczesniej miRNA oraz
dodatkowo miRNA bedgce normalizatorami i miRNA stuzace do oceny hemolizy. Uwzgledniona
zostata takze kontrola izolacji RNA i odwrotnej transkrypcji. Analizie poddano 89 prébek pacjentow
z rakiem trzustki i 182 probki oséb zdrowych lub z rozpoznaniem zapalenia trzustki. W tym
przypadku prébki pochodzily z kohorty Lédzkiej i Niemieckiej. Analiza wynikéw qPCR 10 miRNA



nie wykazala silnej tendencji do klasteryzacji pacjentéw z rakiem trzustki i pacjentéw kontrolnych.
Udalo si¢ jednak wyodrebnié trzy miRNA, hsa-miR-194-5p, hsa-miR-192-5p i hsa-miR-122-5p,
ktére wykazywaly istotng statystycznie réznice poziomu ekspresji pomiedzy osobami z rakiem
trzustki i kontrolg. Dalsze etapy przeprowadzono podobnie jak w przypadku fazy eksploracyjne;.
Dane podzielono na zestaw treningowy, testowy 1 walidacyjny i wytrenowano na wybrane;j
sygnaturze modele o réznych hiperparametrach. W tym przypadku, najlepszy model diagnostyczny
cechowat si¢ doktadnoscia 91,2%, czutoscia 94,4% i specyficznoscia 86,4%. Wartosci te byty
ponownie nieco nizsze w przypadku zbioru testowego 1 walidacyjnego.

W trzeciej fazie badan, fazie integracji, doktorant najpierw przeprowadzil analizy modelu
wewnatrzkomérkowego, a wiec modelu opartego na danych sekwencjonowania miRNA
izolowanego z guza trzustki i zdrowych tkanek. Analizie poddano odpowiednio 178 probek
pochodzacych z guza i 675 pochodzacych z roznych zdrowych tkanek. Wszystkie dane pobrane
zostaty z bazy The Cancer Genome Atlas. Podobnic Jjak w przypadku gPCR, analizie poddano 10
wybranych w fazie eksploracyjnej miRNA. Profil ekspresji wybranych miRNA pozwolil na pewna
klasteryzacje przypadkow raka trzustki, ale nie réznit si¢ od profilu w zdrowych tkankach przewodu
pokarmowego i ukladu moczowego. W oparciu o analizowane dane ponownie stworzonych zostalo
niemal 100 000 modeli glebokiej sztucznej sieci neuronowej o réznych parametrach. Najlepszy
model cechowat si¢ czuloscig na poziomie 99,1% i specyficznoscig 98,5%. Wysokie wartoéci tych
wskaznikéw uzyskano takze w przypadku zbioru testowego 1 walidacyjnego.

Ostatnig faza modelowania bylo nauczanie przenoszone integrujace wyniki analiz wykonanych na
wezesniejszych trzech etapach. Wszystkie te etapy zwieraly analize réznicowg ekspresji miRNA.
Poréwnanie wynikéw analizy poziomu ekspresji w trzech réznych zestawach danych: miRAN-seq z
surowicy, qPCR i miRNA-seq z guza i zdrowych tkanek, wykazato catkowita zgodnosé jedynie w
przypadku dwoch miRNA: hsa-miR-194-5p i hsa-miR-192-5p. Wykorzystujac uczenie przenoszone,
doktorant najpierw podjal si¢ integracji profili uzyskanych na podstawie analizy danych z bazy
TCGA i tych uzyskanych w fazie eksploracji miRNA z surowicy. W nauczaniu tym punktem
wyjscia byla sie¢ wytrenowana na zbiorze TCGA. Wykorzystano tu 1000 najlepszych modeli
stoswjac 5 technik transferu. Najlepsze wiasciwosci diagnostyczne uzyskaly sieci przy uzyciu
transferu , structure_recalibrated”, ale wszystkie sieci wykorzystujace w procesie rekalibracji wiedze
z profilu wewnatrzkomoérkowego wykazywaly istotnie lepsze parametry diagnostyczne niz sieci
korzystajace z wlasnych wag startowych. Podobnie w przypadku integracji modelu
wewnatrzkomoérkowego z profilami fazy walidacji qPCRT wszystkie sieci transferowane

wykazywaly istotnie lepsze parametry.

Koncowym etapem badafi prowadzonych przez mgr Konrada Stawiskiego byla analiza wartoéci
prognostycznej wybranych miRNA oraz analiza funkcjonalna. Analiza przezycia wykazata, ze
wyzsza ekspresja hsa-let-7a-5p, hsa-miR-98-5p lub hsa-miR-26b-5p byta istotnym niezaleznym
czynnikiem zwigkszajacym ryzyko zgonu. Podzielenie pacjentéw pod wzgledem wysokiej i niskiej
ekspresji poszczegélnych miRNA pozwolilo na stwierdzenie, ze r6znica w przezyciu jest istotna
statystycznie takze w przypadku hsa-let-7f-5p. Analiza funkcjonalna wykazata natomiast, ze
wybrane 10 miRNA uczestniczg w klasycznych $ciezkach sygnatowych karcynogenezy i s istotnie
powiazane z rakiem trzustki.



Rozprawe zamyka dyskusja, w ktorej doktorant omawia efektywnos$¢ diagnostyczng stworzonych
modeli, techniczne aspekty analizy, funkcje wybranych miRNA oraz ich powigzanie z rakiem
trzustki. Doktorant dokonat takze oceny strategii transferu wiedzy jak i uzytecznosci klinicznej
uzyskanych modeli. Nieco zaskakujacym jest umieszczenie w dyskusji informacji o
oprogramowaniu OmicSelector, ktore to doktorant stworzyl i wykorzystal w przeprowadzonych
analizach. Wykorzystane oprogramowanie powinno by¢ opisane w cze¢sci ,,Materialy i metody” 1 to
W znacznie szerszym zakresie, szczego6lnie, ze wszystkie modelowania byly wykonane z uzyciem
tego wiasnie narzedzia. Zamiast tego, doktorant odsyta czytelnika do dokumentacji umieszczonej na
stronie internetowej. W dyskusji zabraklo mi takze szerszego odniesienia si¢ do innych metod/prac
dotyczacych modelowania sieci neuronowych na potrzeby diagnostyki raka. Doktorant przedstawia
swoje, autorskie rozwigzanie, ale nie dokonuje poréwnania z wezesniej opracowanymi przez innych
badaczy. Pordéwnanie takie jest niezwykle istotne w przypadku nowych narzedzi. Doktorant
informuje jedynie, ze skuteczno$¢ podejscia zostata przebadana na kilku zbiorach danych, a artykut
opisujacy rezultaty znajduje sic w recenzji. Czy doktorant moglby przedstawi¢ wybrane wyniki
oceny skutecznosci opracowanego podejscia?

Podsumowujac ocene merytoryczng rozprawy doktorskie] mgr Konrada Stawiskiego, moge
stwierdzi¢, Ze praca jest niewatpliwie nowatorska, a otrzymane wyniki sg nie tylko ciekawe, ale maja
takze duzy potencjal aplikacyjny. Chcialabym przy tym podkreslié, ze przeprowadzajac swoje
badania, doktorant wykazat si¢ duza starannoscig i dbaloscig o jakos¢ przeprowadzanych analiz.
Przyktadem moze by¢ zwrdcenie uwagi na to, aby system nie zostal przetrenowany, systematyczna
walidacja zdolnosci prognostycznych modeli, wykorzystywanie 1 poréwnanie kilku schematéw
transferu wiedzy czy tez upewnienie sie, ze na wyniki qPCR nie miaty wplywu bledy techniczne.

Nieco zawiedzona czy moze zaskoczona bylam natomiast brakiem takiej starannosci w odniesieniu
do strony edytorskiej rozprawy. W tekscie znajdujg sig liczne bledy literowe, w kilkunastu miejscach
brakowato wyrazu w zdaniu lub tez wyrazy byly powtérzone. Rozplanowanie rycin, tabel i tekstu w
kilku miejscach zaskakiwalo. Przyktadowo, na stronie 63 znajduja si¢ jedynie ostatnie trzy wiersze
tabeli 6 i dwa zdania odnoszace sie do tabeli 7. Reszta strony jest pusta i nie bardzo wiadomo
dlaczego tabela 7 umieszczona zostala dopiero na nastgpnej stronie, za paragrafem odnoszacym sie
juz do nastepnej tabeli, znajdujacej sie¢ z kolei na stronie 65. Podobnie, na stronie 72 znajduja si¢
jedynie dwa zdania i nie wiadomo, dlaczego nie znalazty si¢ one na cze$ciowo pustej stronie 71.
Zastrzezenia mam takze do wielu rycin, na ktorych opisy sg malo czytelne lub wrecz nieczytelne.
Np. na rycinie 17, przedstawiajgcej wyniki analizy réznicowej ekspresji miRNA w postaci wykresu
wulkanu, oznaczone zostalo 15 najbardziej istotnych miRNA. Odczytanie tych opisow wymagato
uzycia szkla powiekszajacego. Podobnie bylo w przypadku rycin 18, 23, 27, 39, 40, 50 i innych.
Pewna niestaranno$¢ widoczna jest takze w opisywaniu wynikéw. Przykladowo, doktorant podal, ze
otrzymane sygnatury zawieraly od 3 do 63 miRNA, ale nie podal, ile sygnatur uzyskat. Jak juz
wczesniej zostato zaznaczone, brakuje takze rzetelnego wyjasnienia wykorzystania danych z kohorty
Bostonskiej jedynie w pierwszej fazie, a kohorty z Niemiec jedynie w fazie walidacji qPCR.
Niektore aspekty pracy opisane sg nieco ogélnikowo, dobrym przykladem jest tutaj algorytm
wybierania sygnatur przedstawiony na schemacie jedynie jako ,,zarys algorytmu”.



Whioski koricowe.

Do najwazniejszych osiggnie¢ mgr Konrada Stawiskiego mozna zaliczyé identyfikacje dwoch
miRNA, ktére we wszystkich przeprowadzonych analizach wykazywaty nadekspresje u pacjentow z
rakiem trzustki, identyfikacj¢ trzech miRNA, ktérych wyzsza ekspresja jest czynnikiem
zwigkszajagcym ryzyko $mierci oraz wykazanie, Ze zastosowanie transferu wiedzy zwicksza
potencjal modelu, a sie¢ neuronowa oparta o 10 miRNA i wykorzystujaca transfer wiedzy z profili
wewnatrzkomorkowych ma lepsze whasciwoscei diagnostyczne niz rutynowo stosowane biomarkery.
Znaczenia tych osiggnig¢ oraz jakodci przeprowadzonej pracy eksperymentalnej i analitycznej nie
umniejszajag wymienione niedociagnigcia. Wiele z nich przytoczonych zostato z czystego obowigzku
recenzenta. Uwazam, ze przedstawiona rozprawa spetnia wszystkie ustawowe wymogi stawiane
pracom doktorskim. Prosze¢ Rad¢ Naukowa Wydzialu Lekarskiego Uniwersytetu Medycznego w
Lodzi 0 dopuszczenie mgr Konrada Stawiskiego do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.



Whioski koncowe.

Do najwazniejszych osiagnig¢ mgr Konrada Stawiskiego mozna zaliczy¢ identyfikacje dwoch
miRNA, ktore we wszystkich przeprowadzonych analizach wykazywaty nadekspresje u pacjentéw z
rakiem trzustki, identyfikacj¢ trzech miRNA, ktorych wyzsza ekspresja jest czynnikiem
zwigkszajacym ryzyko $mierci oraz wykazanie, ze zastosowanie transferu wiedzy zwieksza
potencjat modelu, a sie¢ neuronowa oparta 0 10 miRNA i wykorzystujaca transfer wiedzy z profili
wewnatrzkomérkowych ma lepsze wlasciwoscei diagnostyczne niz rutynowo stosowane biomarkery.
Znaczenia tych osiggnig¢ oraz jakosci przeprowadzonej pracy eksperymentalnej i analitycznej nie
umniejszajg wymienione niedociagniecia. Wiele z nich przytoczonych zostato z czystego obowigzku
recenzenta. Uwazam, ze przedstawiona rozprawa spelnia wszystkie ustawowe wymogi stawiane
pracom doktorskim. Prosz¢g Rade Nauk Medycznych Uniwersytetu Medycznego w Eodzi o
dopuszczenie mgr Konrada Stawiskiego do dalszych etapow przewodu doktorskiego.



