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Recenzja rozprawy doktorskiej Pani mgr Anny Macioszek pt. "HMM-based method for

identifying enrichment in signal from sequencing-based experiments"

Intensywnie rozwijajace si¢ techniki biologii molekularnej i metody sekwencjonowania
dostarczaja coraz wiccej danych sekwencyjnych. Dzigki temu biclodzy majg coraz lepszy
wglad w procesy molekularne zachodzace w organizmach zywych. Bardzo cennym Zrodiem
takich danych - jest sekwencjonowanie nowej generacji (ang. NGS, Next Generation
Sequencing), ktére staje si¢ coraz szybsze 1 tafisze, a biolodzy wcigz poszukujg w nich
odpowiedzi na nowe pytania z réznych zagadnien biologii molekularnej. Jednakze duze ilosci
danych s3 bezwartoéciowe, jedli nie mozna ich obrobi¢ i wyciggnaé odpowiednich informacji.
W zwiazku z tym istnicje konieczno$é ciaglego tworzenia nowych narzedzi

bioinformatycznych shuzacych do tych celow.

Dlatego bardzo stusznie ambitnym przedmiotem pracy doktorskiej Pani mgr Anny
Macioszek stalo si¢ opracowanie nowego narzedzia bioinformatycznego nazwanego HERON
(ang. HiddEn maRkov mOdel based peakcalliNg) przeznaczonego do analizy danych
sekwencyjnych pochodzacych z eksperymentéw precypitacji chromatyny ChiP-seq (ang.
chromatin immunoprecipitation-sequencing) identyfikujacych miejsca w DNA oddziatujace z
biatkami. Technika ta polega na uzyskiwaniu fragmentow DNA, do ktorych przylaczyly sie
badane biatka, a nastgpnie sekwencjonowaniu tych fragmentéw i mapowaniu na genom,
Konicowe etapy tych badan wymagaja odpowiednich analiz bioinformatycznych, Kluczowym
etapem jest rozpoznawanie obszaréw wzbogaconych w sygnaty pokrywajace genom, co nie
jest proste. Dlatego celem opracowanego programu stalo si¢ udoskonalenie tej procedury

zwanej po angielsku peakcalling,
Mimo, ze istnieje wiele programéw stuzacych do takiej analizy tych danych, ich
wyniki nie sa satysfakcjonujace i porownywalne. Dlatego konieczne jest opracowywanie

wcigz nowych podejs¢ i algorytmow. Jednym z nich jest wlasnic HERON.




Rozprawa doktorska zostala napisana w jezyku angielskim ze streszczeniem w jezyku
polskim. Zawiera ona wstep przedstawiajacy podstawowe informacje dotyczace zagadnief
genetycznych i sekwencjonowania. Osobny rozdzial poswigcono identyfikowaniu sygnatu
pochodzacego z sekwencjonowania w genomie. Sam program scharakteryzowano w kolejnym
rozdziale. Odpowiada on czesci metodycznej. Nastepne rozdzialy odpowiadaja wynikom i
dyskusji. Zawierajg one poréwnanie wynikéw dziatania opracowanego programu z innymi
narzedziami na podstawie danych symulacyjnych i dwéch typach danych eksperymentalnych.
Kazdy z tych trzech rozdzialéw zawiera podsumowanie zawierajace dyskusje i najwazniejsze
wnioski wynikajagce z tych poréwnaf. Na koficu rozprawy zamieszczono koficowe

podsumowanie zawierajace ogélne wnioski i dyskusje wynikajace z otrzymanych rezultatow.

Wstep jest przejrzyscie napisany i odpowiedni do wprowadzenia czytelnika do
omawianych zagadnien oraz zrozumienia stawianych probleméw. Przedstawiono w nim
budowe DNA i RNA oraz ekspresje informacji genetycznej, transkrypcje i translacje, oraz
konwencj¢ oznaczania i nazywania nici w sekwencji kodujacej. Opisano takze organizacje
chromatyny eukariotycznej uwzgledniajac histony tworzace nukleosomy, a takze
scharakteryzowano ich modyfikacje oraz role w regulowaniu ekspresji gendéw. W rozdziale
dotyczacym sekwencjonowania zostata krotko scharakteryzowana metoda Sangera oraz szerzej
metoda NGS. Wspomniano takze o metodach sekwencjonowania trzeciej generacji.
Doktorantka wskazata wady i zalety metod sekwencjonowania. W osobnym podrozdziale
opisano przyklady eksperymentow stosujacych NGS, jak ChiP-seq, ATAC-seq i RNA-seq oraz
przedstawiono jedng z najczestszych i podstawowych analiz, czyli mapowanie odczytow na
genom referencyjny i normalizacje liczby odczytow. Pod koniec czg¢sci wstgpnych uzasadniono

konieczno$é opracowywania nowych narzgdzi bioinformatycznych do analizy danych NGS.

Opisy poszczegdlnych zagadnien sa precyzyjne i jasne. Swiadcza, ze doktorantka
dobrze zrozumiala podstawy procesow molekularnych, ktdre staly sie przedmiotem
opracowanego narzgdzia. Jednakze mam kilka uwag do tej czg$ci. W opisic RNA-seq
uécislitbym, ze ta technika stuzy do oceny ilodci transkryptow, tzn. ilosci RNA, bo z opisu
wynika, ze réwniez biatek. Podajge ekstremalne wielkosci genoméw mozna bylo podkreslic,
ze chodzi o prokarioty i eukarioty, bo sa mniejsze genomy wirusowe i organellowe. Uzyto
termin *non-coding genes”, ale go nie wytlumaczono. Zdanie: ”The two strands are antiparallel
to each other, i.e. where one has the 5' end, the other has the 3' end.” nie jest do konca sciste,
poniewaz kazda z nici posiada koniec 3’ i 5° tylko ustawione w przeciwnych kierunkach.

Zdanie sugeruje, ze maja tylko po jednym koficu. Zamiast "translated into ribonucleotides™
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powinno by¢ “franscribed into ribonucleotides”, Uwazam, Ze stosowanie terminu ni¢ sensowna
i antysensowna do calego genomu jest niepoprawne. Nawet jesli ktos je uzyt w tym kontekscie,
to jest to niezgodne z ich definicja. Powinny byé one stosowane tylko w kontekscie genu, jak
to zostalo opisane wezesniej przez doktorantke. Natomiast terminy nié Watsona (+) i Cricka (-
), a jeszeze lepiej ni¢ podana (forward) i komplementarna (reverse) powinny by¢ stosowane do
sekwencji catych genoméw deponowanych w bazie danych. Przy opisie ATAC-seq mozna bylo
dodad, ze po oczyszezeniu DNA otagowane sekwencje sa namnazane w reakcji PCR. Jednakze
warto podkresli¢, ze doktorantka zamiescila tadne rysunki, ktére sg jej oryginalnym dzietem.

Bardzo dobrze obrazujg one opisywane zagadnienia.

Rozdziat dotyczacy identyfikowania sygnalu pochodzacego z sekwencjonowania w
genomie (ang. peakcalling) zostat dobrze opracowany. Uwzgledniono najwazniejsze problemy
z tym zwigzane, np. falszywe sygnaty, poréwnanie z tlem, niejednorodno$é i nieréwnomiernosé
sygnatu. W osobnych podrozdziatach zostaly opisane algorytmy i zasady dziatania programow
stuzgcych do identyfikowania sygnatow: MACS, BayesPeak i SICER oraz inne podejscia. Pod
koniec tego rozdzialu znalazlo si¢ takze uzasadnienie koniecznosci opracowywania nowych
programéw, poniewaz skutecznosé dziatania dotychczasowych narzedzi zalezy od typu danych.
Szczegblny problem dotyczy identyfikowania stosunkowo diugich domen stabo wzbogaconych
w odczyty pochodzacych np. z eksperymentdw, w ktérych metylowane sa histony. [stotne jest
tutaj uwzglednienie zaleznosci pozycji w genomie, a nie traktowanie ich niezaleznie jak
wigkszosé programéw. Dlatego celem rozprawy doktorskiej stalo si¢ opracowanie narzedzia
stuzgcego do analizy takich danych. To uzasadnienie mozna traktowac jako cel pracy, ktory
zostal w pelni zrealizowany. Jednakze dobrze byloby podaé wiecej przykladdéw
eksperymentow, ktére generujg takie pokrycie genomu i sygnaly. Rozumiem koniecznosé
stosowania innych programow do identyfikowania domen o matym pokryciu, ale cheiatbym
zapyta¢ doktorantke, czy zmieniajac odpowiednie parametry programéw wyspecjalizowanych
do silnych i waskich sygnaldw, np. dlugos$é oczekiwanego sygnatu i prog istotnosci sity
sygnatu, mozna uzyskaé lepsza skuteczno$é w identyfikowaniu takich slabo wzbogaconych

domen,

Zasady dzialania algorytmu pakietu HERON zostaly formalnie przedstawione w
rozdziale 3. Zaleta tego programu jest uwzglednienie zaleznosci miedzy pozycjami, co ma
uzasadnienie biologiczne. Takiej zalezno$ci nie zaktada popularny program MACS. Narzedzie
HERON opiera si¢ na ukrytych modelach Markowa (HMM) z ciggltymi emisjami. Kolejna

zaletg programu doktorantki jest uwzglednienie trzech standw: braku sygnalu, tla i obecnosci
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sygnatu. To prowadzi do bardziej precyzyjnej identyfikacji sygnaléw w sekwencji genomu. Do
okreslania najbardziej prawdopodobnej kolejnosei standw dla obserwowane] sekwencji oraz
parametréw generujacych obserwowang sekwencje zastosowano algorytm Viterbiego i Bauma-
Welcha. Trzecig zaletg algorytmu jest uwzglednienie dwoch typéw rozkiadéw emisji standw,
tj. rozkladu Gaussa i ujemnego dwumianowego, ktére poshuzyly do opisu wartosci
emitowanych przez stany. Rozklad ujemny dwumianowy jest rdwniez uzywany w programie
BayesPeak takze stosujacy HMM, ale drugiego rzedu i inng metode estymowania parametréw,

tj. metode Monte Carlo, niz zastosowane w narzgdziu HERON,

Implementacja pakietu HERON napisanego w jezyku python zostala jasno
przedstawiona. Doktorantka korzystala z pakietu hmmlearn, ale wyraznie napisata, co bylo jej
oryginalnym wkladem, m.in. implementacja rozkiadu dwumianowego ujemnego. Je
autorstwem jest takze wiele skryptéw stuzacych do analizy danych. Wazng opcjg programu
HERON jest mozliwo$¢ analizy wielu danych na raz z tego samego typu eksperymentu, co jest
szczegblnie istotne w przypadku slabej jakosci sygnatu w poréwnaniu do szumu. Mozliwe jest
tez analizowanie poréwnawcze wielu zbioréw (subpopulacji) pochodzacych z modyfikacji
danego eksperymentu. Mam w zwiazku z tym pytanie, jak poradzitby sobie program HERON,
gdyby w tym przypadku plik kontroli potraktowaé jako jedng subpopulacje, a plik z
oczekiwanymi sygnatami jako druga subpopulacje¢? Czy datoby to rozsgdne wyniki? W opisie
opcji programu podano, Zze wykorzystuje on plik kontroli. Z dalszych opiséw wynika, ze jest
on niekonieczny, dlatego mozna by o tym wspomnie¢ wladnie w tym miejscu. Chciatbym sig
dowiedzieé takze jak w takim przypadku jest liczony znormalizowany sygnai? Do programu
HERON mozna poda¢ wiele plikéw kontroli dla kazdego pliku probki. W zwigzku z tym mam
pytanie: czy pary tych plikéw sg rozpoznawane po kolejnosci ich wprowadzenia, czy po jakies
wspolnej czesei nazwy pliku? Proszg podaé takze jaka minimalng i maksymalna liczbe stanow
mozna poda¢ w opcji —s? Je$li wprowadzi sig¢ inna liczbg niz trzy, to czy trzcba obowigzkowo
zmieniaé opcje —q? Opcja —g nie jest jasno opisana. Cheialbym sie dowiedzieé, jak przypisywac

probki (pliki) do grup. Prosze o podanie przykladu.

Skuteczno$é programu HERON zostata poréwnana z trzema innymi narzgdziami:
MACS (uwzgledniajac opcje dla szerokich sygnatéw), SICER i BayesPeak. Ich dzialanie
zostalo ocenione na wielu danych symulowanych oraz dwdch typach zbioréw
eksperymentalnych, pochodzacych ze zdrowych i nowotworowych tkanek czlowieka. Przy
pordwnaniu programow w oparciu o dane eksperymentalne mozna by wspomnie¢, dlaczego nie

uwzgledniono programu BayesPeak badanego na danych symulacyjnych.



Aby dokona¢ poréwnan, doktorantka opracowata pakiet do symulowania danych z
eksperymentdw opartych na NGS. Mozna w nim wygodnie regulowaé stosunek sygnatu do
szumu. Doktorantka zmodyfikowala takze istniejacy pakiet ChiP-sim. Dane symulacyjne
zostaly wygenerowane przy kombinacji réznych dlugosdcei sygnatéw, wzbogacenia sygnatu i
poziomu szumu, co dalo 756 zbioréw. Uwzgledniono dodatkowo 7 powtdérzen oraz dwie
subpopulacje. Przy zapuszczaniu programow rozpatrywano roézne diugosci okien, Wyniki tych
analiz przedstawiono na Fig. 4.4, jednak dobrze bytoby podaé jakiego programu dotycza te
wyniki. Domyslam sie, Zze byt nim HERON. Przydaloby si¢ powolaé sie na ten rysunek w
tekscie przy odpowiednim opisie. Wedlug mnie cickawe jest to, ze szerokosé sygnatu nie zalezy

w prosty sposéb od dlugodcei okna.

Doktorantka rzetelnie opisata i przedyskutowata wyniki poszczegdlnych programow.
Przy poréwnaniu danych symulacyjnych opartych na trzech miarach HERON okazal sie
generalnie lepszy niz inne programy zwlaszcza dla sygnatdw o diugoéci ponad 3000 bp. Dobre
wyniki dat tez dla krotszych sygnaldw o slabym wzbogaceniu. Dziwny jest nagly spadek
jakosci programu SICER dla bardzo szerokich sygnaiéw. HERON okazal sie lepszy pod
wzgledem czutoéci kosztem specyficznosci. MACS wypadt lepiej dla krdtkich wzbogaconych
sygnatow. W legendach niektérych rysunkéw poréwnujacych programy dla kompletnosci
opisu mozna by napisa¢, ze NB to rozklad ujemny dwumianowy. HERON zostat réwniez
poréwnany pod wzgledem stosowanych rozkiadéw i liczby prébek oraz subpopulacii.
Zwigkszenie liczby probek do czterech zwigkszato skutecznosé identyfikacji sygnatéw, jednak
dalszy wzrost liczby prob powodowat tylko niewielki wzrost skutecznosci. Rozklad Gaussa
okazal si¢ lepszy tylko dla krétszych sygnalow, jak wynika to z Fig. 4.7, ale nie znalaziem tego
whniosku w tekscie. HERON dat takze dobre rozréznienie miedzy subpopulacjami dla silnych

sygnatow, ale nie dla przypadkdw o stabym sygnale i duzej liczbie prébek.

Poréwnanie programéw dla danych eksperymentalnych dla tkanek zdrowych i
nowotworowych réwniez wykazato wigksza skuteczno$¢ narzedzia HERON szezegdlnie dla
danych, w ktérych metylowany byt histon H3, gdzie oczekiwano wiasnie dugich domen.
Ocena skutecznosci programéw polegala na poréwnaniu wynikéw z oczekiwanymi
dlugosciami sygnatéw w danych eksperymentach i stopniem ekspresji genéw. [dentyfikowane
sygnaly byly diuzsze i mniej liczne w przypadku HERON. Poréwnanie z danymi RNA-seq
potwierdzilo, ze zidentyfikowane domeny dotyczyly gendéw charakteryzujacych sie nizsza
ekspresja, co oczekiwano dla tego typu eksperymentu, HERON dat takze bardziej powtarzalne

wyniki niz inne programy dla analizy danych od poszezegdlnych pacjentéw. Testowanie




przypadkéw z wieloma probkami mozliwymi do analiz w programie HERON pokazaio
skuteczno$é takiego podejécia. Przy analizie wielu prébek zidentyfikowane domeny ckazaty
sie krétsze, a geny zwigzane z tymi domenami wykazywaly oczekiwang mniejszg ekspresje.
Dla danych z tkanek nowotworowych okazalo sie jednak, ze zmienno§¢ sygnatéw jest wigksza
niz dla tkanck zdrowych. Niestety analizy dwoch subpopulacji nie daly zadowalajgcych
wynikéw zaréwno dla tkanek zdrowych, jak i nowotworowych. Jedynie rozréznienie dwéch

eksperymentéw H3K4me3 i H3K27ac okazalo sig satysfakcjonujgce.

Doktorantka przeanalizowala skuteczno$¢ opracowanego programu réwniez pod
wzgledem stosowanych rozkladow. Rozklad dwumianowy ujemny okazaf si¢ lepiej pasowaé
do danych niz rozkiad Gaussa. Jednakze analizy wykazaly, Ze trudnie]j jest oszacowaé jego
parametry, dlatego zaproponowala, ze lepiej jest stosowaé rozktad Gaussa. Dlatego jest on

opcja domysina w programie.

Mam kilka uwag do czesci dotyczacej pordéwnania programéw. W analizach
statystycznych stosowane byly dwa testy. Ja przedstawitbym wyniki tylko dla jednego testu,
ktéry jest odpowiedni do takich danych po sprawdzeniu zalozen testéw. Wyniki na Fig. 5.3,
5.4, 6.3 i 6.8 moglyby zosta¢ przedstawione jako wykresy pudetkowe, aby pokaza¢ zmiennosé
wynikéw. W legendzie do Fig. 6.1 powinny by¢ poprawione nazwy modyfikacji histonow
zgodnie z tym, co jest na rysunku. Wartosci osi y na Fig. 6.6 i 6.7 mozna by przedstawi¢ w

skali logarytmicznej. Wtedy moze lepiej bylyby widoczne réznice migdzy programami.

Warto podkreslié, ze program HERON zostal juz opublikowany i jest bezplatnie
dostepny dla uzytkownikéw. Ja w swojej praktyce stosowalem narzgdzie Peak Finder
MetaServer 1.3 (PFMS), ktoéry stosuje trzy programy: MACS, CisGenome i SISSRs.

Chciatbym si¢ dowiedzieé, jak doktorantka moze oceni¢ to narzedzie?

Mimo, ze praca nie zawiera osobnego rozdzialu z dyskusja, jej elementy byly
uwzgledniane w poszezegdlnych rozdzialach dotyczacych poszezegdlnych analiz. W nich
doktorantka wytiumaczyla uzyskane wyniki w oparciu o specyfike danych oraz dziafanie
algorytméw poszczeg6lnych programéw. Dobrze przeprowadzona dyskusja wynikow
swiadczy o duzej dojrzatosei naukowej doktorantki i umiejgtnosci wydobywania
najwazniejszych informacji. Warto podkresli¢, ze doktorantka rzetelnie i w obiektywny sposéb
przedstawita wady i zalety swojego programu pokazujac, w jakich przypadkach powinien by¢
stosowany, a w jakich nie. W koficowym rozdziale doktorantka podsumowala najwazniejsze

cechy opracowanego narzedzia do identyfikacji diugich stabo wzbogaconych odezytow oraz



narzgdzia do symulacji danych z eksperymentéw NGS. Jednakze dobrze byloby
wyeksponowac i podsumowa¢ cechy samego algorytmu w poréwnaniu z innymi programami,

np. w punktach i podaé co jest nowoscia.

Praca jest dobrze zorganizowana pod wzgledem formalnym i nalezy podkresli¢ jej
poprawne sformatowanie i obecno$é wielu rysunkdw. W niektérych przypadkach moglaby by¢
wigksza czeionka. Rozdziat 5 powinien posiadaé bardziej precyzyjny tytut, tak jak rozdziat 6,
np. “Testing on experimental data from normal tissues”. Bibliografia zawiera 87 pozycji
anglojezycznych i linkéw internetowych. Praca jest napisana poprawnym jezykiem i stylem.
Dostrzeglem tylko drobne bledy, np. zamiast “separatedly” powinno byé “separately”.
Nastgpujacy fragment byt dla mnie niejasny gramatycznie: “as I did not want the differences
between the samples that can be attributed to the difference in grades to influence the results
and make the analysis harder.” Gdzie$ powinien byé czasowniki po "want”, moze tak: T did

not want to record the differences™.

Stwierdzone przeze mnie zastrzezenia nie rzutuja jednak na bardzo pozytywna oceng
pracy, a przedstawione powyzej uwagi nie zmniejszaja wartosci ocenianej rozprawy.
Opracowanie narzgdzia bylo bardzo zasadne, poniewaz istnieje potrzeba polepszania analizy
danych pochodzacych z sekwencjonowania nowej generacji. Przedstawione w pracy narzedzie

bedzie pomocne dla biologéw molekularnych analizujacych tego typu dane.

Uwazam, wige, ze przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska speinia wszystkie
wymogi Ustawy o Stopniach Naukowych. Zglaszam, zatem wniosek do Rady Naukowej
Dyscyplin Matematyka i Informatyka Uniwersytetu Warszawskiego o uznanie rozprawy Pani
mgr Anny Macioszek za odpowiadajgca wymogom stawianym rozprawom doktorskim i o

dopuszezenie doktorantki do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Prof. dr hab. Pawet Mackiewicz
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