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Problematyka badawcza rozprawy

Rearanzacje chromosomowe odegraty kluczowa role w ksztattowaniu ewolucyjnej trajektorii
zycia na Ziemi. Mechanizmy te obejmujg inwersje, translokacje, duplikacje i delecje
w sekwencji DNA skutkujgce reorganizacja materiatu genetycznego. W trakcie ewolucji
gatunkdw rearanzacje chromosomowe zachodzg naturalnie. 53 swiadectwem dynamicznej
natury genomoéw i trwajgcego procesu ewolucji. Ich konsekwencjg s3 zmiany struktury
i funkcji genomoéw, ktére wptywaja na regulacje ekspresji genéw, pojawianie sie nowych cech
i fenotypow, fizjologie, adaptacje organizmu do S$rodowiska, itd. Badanie rearanzacji
chromosomowych z wielu powodéw jest uwazane za krytyczne przedsigwzigcie
wspoiczesnych nauk o $wiecie ozywionym. Po pierwsze, rzuca ono Swiatto na mechanizmy
napedzajace zmiany ewolucyjne. Analizujac czestotliwos¢ i rozktad rearanzacji u réznych
gatunkow jestesmy w stanie odkry¢ historie ewolucji i relacje miedzy organizmami. Wiedza
ta pomaga w rekonstrukcji genomoéw przodkdw i $ledzeniu rozbieznosci gatunkéw w czasie.
Po drugie, badanie zmian w genomach zapewnia wglad w choroby i zaburzenia genetyczne.
Nieprawidiowe rearanzacje moga przyczynia¢ sie do rozwoju nowotworéw, zaburzen
rozwojowych i reprodukcyjnych. Odkrywanie przyczyn i konsekwencji rearanzaciji
chromosomowych ma kluczowe znaczenie dla diagnozowania, leczenia i profilaktyki takich
schorzen. Wreszcie rearanzacje chromosomowe bada sie¢ w kontekscie praktycznych

zastosowan w rolnictwie i biotechnologii. Rozumiejac, w jaki sposéb mechanizmy te



przyczyniaja sie do réznorodnosci genetycznej mozemy opracowac strategie ulepszania roslin
uprawnych i zarzadzania zagrozonymi gatunkami. Wglad w rearanzacje jest podstawg do
rozwoju technik inzynierii genetycznej i technologii edycji genomu.

Badanie rearanzacji chromosomowych na duig skale i w niespotykanej wczesniej
rozdzielczoéci stato sie mozliwe dzieki pojawieniu si¢ technologii sekwencjonowania oraz
wspomagajacych  je  dedykowanych  metod obliczeniowych. Ich  potaczenie
zrewolucjonizowato nasza zdolno$¢ do rozszyfrowywania ztozonych zmian genomowych
lezgcych u podstaw procesdéw ewolucyjnych i chorobowych. Wspodtczesne sekwenatory
generuja ogromne wolumeny danych, ktérych nie da sie analizowac bez specjalizowanych
narzedzi bioinformatycznych. Powstalo juz wiec i nadal powstaje wiele takich narzedzi, w tym
programy dedykowane do probleméw zwigzanych z rearanzacjami chromosomowymi. Sa
wéréd nich algorytmy obliczeniowe, ktére analizuja dane z sekwenatorow, aby wskazac
miejsca rearanzacji w genomie. Rozwijane sg strategie obliczeniowe, takie jak asemblacja de
novo i sekwencjonowanie dtugich odczytéw, ktére z coraz lepsza doktadnoscia potrafia
zrekonstruowaé genomy dotknigte zmianami. Narzedzia analityczne ujawniajg relacje
ewolucyjne poprzez Sledzenie rearanzacji u réinych gatunkéw. Powstajg algorytmy
przewidujace w jaki sposéb rearanzacje wplywaja na ekspresjeg i regulacje gendw, kierujac
badaniami funkcjonalnymi. Opracowywane s3 réwniez platformy obliczeniowe, ktére
integruja dane genomiczne i kliniczne w celu znalezienia korelacji migdzy rearanzacjami
a zaburzeniami genetycznymi. W koricu powstajg zasoby obliczeniowe (bazy danych), ktére
kataloguja rearaniacje wspomagajac tym ich analize oraz rozwdj algorytméw
bioinformatycznych. W nurcie takich wtasnie badar prowadzonych na pograniczu genomiki i
nauk obliczeniowych powstata praca doktorska mgr Barbary Poszewieckiej. Doktorantka
zajetfa sie problemem wykrywania oraz interpretacji zmian w architekturze genomu, ktére
pojawiaja sie w- wyniku rearanzacji chromosomowych. W ramach pracy doktorskiej
opracowata narzedzie PhaseDancer do sktadania sekwencji DNA metodq wstgpujaca oraz
stworzyta dwa powigzane z nim narzedzia do wizualizacji sktadania (PhaseDancerViewer) i do
symulowania sekwencji segmentalnych duplikacji (PhaseDancerSimulator). Zaproponowata
udoskonalony algorytm do analiz statystycznych UBCS oraz bazujaca na nim metode
pozwalajacg na datowanie odleglosci ewolucyjnej miedzy gatunkami. Stworzyta wydajny
algorytm generujacy prawdopodobne scenariusze ztozonych rearanzacji chromosomowych,

a takze opracowata aplikacje TADeus do oceny wptywu zmian w konformacji chromatyny.
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Ocena strony merytorycznej

Zawarto$¢ recenzowanej rozprawy doktorskiej jest zgodna z jej tytutem a przedstawione tezy
sg kompletne. Praca zawiera sze$¢ rozdziatéw. Pierwszy z nich stanowi wstep teoretyczny.
Autorka omawia w nim tlo rozwigzywanego problemu badawczego. Przedstawia
podstawowe informacje o budowie genomu oraz ekspresji genéw. Nastepnie charakteryzuje
technologie sekwencjonowania DNA pozwalajagce poznawaé architekture genomu.
Rozpoczyna od pionierskich metod autorstwa W. Gilberta i F. Sangera z lat 70 XX wieku
(sekwencjonowanie pierwszej generacji). Przedstawia technologie drugiej generacji na
podstawie sekwenatoréw firmy Illumina oraz sekwencjonowanie trzeciej generacji znane
réwniez jako sekwencjonowanie oparte na diugich odczytach. W ramach tej ostatniej grupy
Autorka prezentuje technologie oferowane przez Pacific Biosciences (PacBio) oraz Oxford
Nanopore Technologies (ONT). W dalszej czgsci rozdziatu przedstawione sa technologie
wspomagajace analize danych z sekwencjonowania, w tym mapowanie optyczne oraz
wychwytywanie konformacji chromosomoéw (3C, 4C, 5C, Hi-C). W ostatnim podrozdziale
Wstepu przedstawione jest zagadnienie badawcze bedace przedmiotem rozprawy
doktorskiej — wykrywanie oraz interpretacja zmian w architekturze genomu ksztattowane
przez rearanzacje chromosomowe — oraz zwigzle ukazane sg wyniki badawcze uzyskane
w ramach doktoratu. Rozdziat 1 koriczy lista publikacji Autorki podzielona na dwie czesci:
artykuty bezposrednio zwigzane z doktoratem (4 pozycje) oraz artykuty pozostate (2 pozycje).
W tym rozdziale brakuje wedtug mnie przedstawienia motywacji podjetych badan. Przydatby
sie tutaj choéby krétki wyrdzniony akapit nakreslajacy co mozemy zyskaé badajac rearanzacje
chromosomowe, dlaczego ich badanie jest wazne i dlaczego istnieje potrzeba aby angazowac
w nie nauki obliczeniowe.

Rozdziat 2 ukazuje pierwsze z osiaggnie¢ Doktorantki, jakim jest PhaseDancer -
narzedzie do sktadania (asemblacji) regionéw DNA zawierajacych duplikacje segmentowe.
Autorka omawia krétko problem duplikacji, a nastepnie przechodzi do prezentacji algorytmu
PhaseDancer. W kolejnych sekcjach charakteryzuje cztery fazy dziatania algorytmu —
mapowanie, klastrowanie, sktadanie i rozbudowanie sekwencji — oraz podaje informacje
dotyczace implementacji i dostgpnosci metody. Nastepnie przedstawia dwa narzedzia
wspomagajace: PhaseDancerViewer, ktére pozwala wizualizowad czesciowe wyniki
uzyskiwane podczas procesu asemblacji oraz PhaseDancerSimulator, ktére generuje kontigi

na podstawie predefiniowanych scenariuszy historii ewolucyjnej i zestawu parametréw
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opisujacych sztuczne odczyty. Kolejny podrozdziat poswigcony jest testom wydajnosciowym,
ktérych wyniki ilustruje rysunek. W rozdziale 2.2 Autorka przedstawia materiaty i metody,
ktére zostaty wykorzystane w analizie komparatywnej oraz eksperymentach obliczeniowych
stuzacych do ukazania przydatnosci narzedzia PhaseDancer. Samym eksperymentom
i uzyskanym w nich wynikom poswiecono rozdziat 2.3. Na szczegdlng uwage zastuguja tu
wyniki poréwnania z innymi asemblerami, ktdre pokazuja imponujaca przewage metody
PhaseDancer nad konkurencja w zakresie doktadnosci sktadania. Bardzo interesujgce jest tez
zastosowanie PhaseDancera do analizy ewolucji regionéw subtelomerowych matp
cztekoksztattnych. Udzyskane tu wyniki doprowadzity do sformutowania cennej hipotezy
dotyczacej wptywu fuzji przodkéw na ewolucje cztowieka. Rozdziat koriczy sie dyskusjg oraz
planami dalszych prac zwiazanych z metodq PhaseDancer. W ogélnosci tres¢ Rozdziatu 2 jest
bez zarzutu, mdj jedyny komentarz jest nastepujacy: w rozdziale pojawily sie pojecia
odlegtosci Hamminga (str. 28) oraz odleglosci Levenshteina (str. 29). Uwazam, ze dobrze
bytoby wyjasni¢ czym sa te miary odlegtosci lub poda¢ odnoéniki do literatury, w ktérej takie
wyjasnienie mozna znalez¢.

W Rozdziale 3 Autorka skupia sie na datowaniu duzych zdarzen ewolucyjnych.
W szczegdlnosci odnosi sig do metody okreslania momentu fuzji chromosoméw bazujacej na
kwantyfikacji zdarzen okreélanych jako tendencyjna konwersja genéw (BCG, biased gene
conversion) i proponuje udoskonalony algorytm szacowania zakresu czasowego gtéwnych
wydarzern ewolucyjnych wykorzystujacy statystyki sklastrowanych substytucji (UBCS,
unexpected bias clustered substitutions). Rozdziat rozpoczyna sig przedstawieniem stanu
wiedzy na temat datowania zdarzeri ewolucyjnych. Nastepnie opisane sg zbiory danych
genomowych wykorzystane w przeprowadzonych dalej badaniach, tj. sekwencje genoméw
matp cztekoksztattnych i ludzi wspétczesnych. W dalszej kolejnosci czytelnik moze zapoznac
sie ze statystykami UBCS, ich wadami oraz wprowadzonymi przez Autorke modyfikacjami i ich
wptywie na oszacowanie czasu fuzji przodkéw. Tres¢ uzupeiniajg liczne formuty
matematyczne zwigzane z analizg statystyczna oraz pseudokody trzech funkgiji
wykorzystanych w algorytmie do efektywnego wyznaczania oczekiwanej liczby zdarzen BCS.
Autorka przedstawia réwniez obserwacje dotyczace zdarzen ewolucyjnych zwigzanych
z mutacjami stabymi i silnymi. Na koricu rozdziatu dyskutowane sa moiliwe ulepszenia, ktére
mozna wprowadzi¢ do przedstawionych scenariuszy analitycznych, zwlaszcza przy

dostepnosci brakujacych fragmentéw chromosoméw matp cztekoksztattnych. W kontekscie
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tego rozdziatu zaintrygowaly mnie rozne definicje BCS. By¢ moze przeoczytam wyjasnienie
tego w rozprawie — jaka jest przyczyna tych rozbieinosci i czy jest mozliwe sformutowanie
jednej kompromisowej definicji?

Rozdziat 4 jest poswiecony poszukiwaniu wszystkich prawdopodobnych scenariuszy
ztozonych rearanzacji chromosomowych. Rozpoczyna sie wyjasnieniem mechanizmu
powstawania ztozonych rearanzacji, czyli zmian strukturalnych obejmujacych wiecej niz dwa
punkty ztamania w genomie. Autorka wskazuje na potrzebe listowania mozliwych scenariuszy
takich zmian w celu ich dalszych analiz wyjasniajacych molekularne konsekwencji rearanzacji.
Nastepnie proponuje wtasny algorytm listujacy wszystkie mozliwe scenariusze ztozonych
rearanzacji chromosomowych. Aigorytm bazuje na grafie kariotypowym stanowigcym
teoretyczny model ztozonych rearanzacji. W kolejnych podrozdziatach Rozdziatu 4 podane sa
wiec podstawowe definicje dotyczace graféw w ogdinosci oraz grafu kariotypowego. Problem
listowania scenariuszy zfozonych rearanzacji jest przeformutowany do problemu
wylistowania wszystkich minimalnych uporzadkowanych Eulerowskich dekompozyc;ji
liniowodekomponowalnego grafu kariotypowego. Doktorantka przedstawia algorytm oraz
analizuje jego ztoiono$¢ obliczeniowa. W czesci podsumowujgcej rozdziat, pokazuje
zastosowanie algorytmu do wyszukania prawdopodobnych scenariuszy ztozonej rearanzacji
chromosomowe]j dla przypadku klinicznego P5513_206 opisanego w pracy Nazaryana-
Petersena i in. z 2018 roku. Wedtug mnie w tym rozdziale warto bytoby umiesci¢ pseudokod
lub schemat algorytmu opracowanego przez Autorke. W pewnym sensie luke tg¢ wypetnia
drzewo rekursji, jednak w pracy informatycznej pseudokod lub schemat sg rownie pozadane.

Rozdziat 5 przedstawia platforme obliczeniowg TADeus2, ktéra wspomaga diagnozy
kliniczne na podstawie oceny patogennosci zmian strukturalnych dezorganizujacych
strukture trzeciorzedowa chromatyny. Na poczatku rozdzialu Autorka nawiazuje do
wykorzystania sekwencjonowania nowej generacji w genetyce klinicznej oraz omawia
przyczyny patologii — warianty strukturalne (SV) oraz zmienno$¢ liczby kopii (CNV). Nastepnie
charakteryzuje istniejgce narzedzia do klinicznej oceny wariantéw strukturalnych. W dalszej
czesci prezentuje metody zaimplementowane w aplikacji TADeus2 oraz samg aplikacje z jej
wszystkimi funkcjonalnosciami. W szczegélnosci kiadzie nacisk na ocene przewidywalnej
patogenicznosci genu (wprowadzona wtasna miara do oceny i tworzenia rankingéw) oraz
ewaluacje SV i CNV ze wzgledu na ich patogennod¢. Podkredla rowniez — co jest warte

szczegblnej uwagi — ze TADeus2 jest pierwszym dostepnym narzedziem pozwalajagcym na
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wizualizacje wariantéw strukturalnych z perspektywy punktow zataman rearanzacji.
W kolejnym podrozdziale przedstawione s schematy zastosowane do przetestowania
i oszacowad poprawnos$¢ dziatania aplikacji TADeus2. Przeanalizowane s3 réwniez cztery
przypadki pacjentéw cierpigcych na roine schorzenia genetyczne, dla ktérych z sukcesem
wykorzystano system TADeus2 przy ocenie patogenicznosci wariantéw strukturalnych.
Rozdziat koriczy opis technicznej strony projektu oraz krétkie podsumowanie wraz z planami
rozbudowy funkcjonalnosci systemu.

W Rozdziale 6 Doktorantka zawarta konkluzje oraz przedstawita propozycje dalszych
badan w tematyce zwigzanej z praca doktorska, w szczegélnosci w zakresie algorytmiki oraz
zastosowan klinicznych. W ramach kontynuacji proponuje m.in. wykorzystanie
zaawansowanych modeli uczenia maszynowego, badania na bardzo duzych zbiorach danych
genomowych oraz rozszerzenie analizy na inne gatunki. Ciekawag propozycjg jest
wykorzystanie opracowanych narzedzi do predykcji ryzyka pojawienia si¢ choréb na
podstawie  wykrytych  rearanzacji chromosomowych oraz wiaczenie narzedzi

interpretacyjnych do badan klinicznych.

Ocena strony redakcyjnej

Rozprawa doktorska jest napisana w jezyku angielskim. Ma 136 stron maszynopisu i sktada
sie z sze$ciu rozdziatdw. Zawiera rowniez krotkie streszczenie w jezyku polskim i angielskim,
liste stéw kluczowych, spis tresci, wykaz rysunkéw i tabel oraz bibliografie. Tekst jest
opatrzony 32 ilustracjami, z czego 30 jest kolorowych a 2 czarno-biate. W rozprawie
znajdziemy réwniez 5 tabel oraz pseudokody 3 algorytméw. Dokumentacja przekazana do
recenzji zawiera dodatkowo rozszerzone streszczenia w jezyku polskim i angielskim, ktére nie
stanowig integralnej czesci pracy.

Praca doktorska jest napisana poprawnym i zrozumiatym jezykiem. Autorka ma dar
klarownego wyjasniania nietrywialnych zagadnien naukowych oraz umiejetnosc
przekazywania wiedzy w sposob tresciwy, bez obarczania czytelnika szczegétami
niezwigzanymi bezposrednio z rozpatrywanymi problemami badawczymi. Struktura pracy
jest prawidtowa, nie odbiega od powszechnie przyjetego schematu wspétczesnych rozpraw
doktorskich. Podziat tresci jest odpowiedni, korzystny dla odbioru tresci przez czytelnika.
Bibliografia liczy 182 pozycje literaturowe wylistowane w uktadzie alfabetycznym wedtug

nazwiska pierwszego autora. Doktorantka oparta sie na pismiennictwie anglojezycznym z lat



1962-2022 ukazujagcym sie przede wszystkim w czasopismach oraz materiatach
konferencyjnych z obszaru nauk o zyciu (zwtaszcza biologii) oraz bioinformatyki. W wiekszosci
s to oryginalne artykuty naukowe z listy Journal Citation Reports (JCR). Dobdr bibliografii jest
wilaséciwy i wskazuje na dobre rozeznanie Autorki wtematyce, w ktérej realizowane byly
badania. W opracowaniu zastosowano harwardzki system cytowan.

Rozprawa zostata przygotowana bardzo starannie i estetycznie, czyta sie jg z duig
przyjemnoécig. Doceniam cytaty umieszczone na poczatku rozdziatéw, dobrane w sposéb
nieoczywisty i $wiadczace o poczuciu humoru Autorki oraz zdrowym dystansie do pracy
badacza. Btedy stylistyczne i interpunkcyjne nalezg do rzadkosci (przyktady to nadmiarowe
spacje — np. przed przed przecinkiem). Inne nieliczne usterki o charakterze redakcyjnym nie
wptywaja na zrozumiato$¢ przekazu i nie obnizajg mojej wysokiej oceny recenzowanej pracy
doktorskiej, jako wartoéciowego opracowania naukowego. Ponizej wymieniam wazniejsze

uchybienia redakcyjne:

W pracy znajduje sie kilkanascie formut matematycznych, z czego tylko pigc zostato

ponumerowanych. Rozumiem, ze numery przydzielono tylko tym wzorom, do ktérych

Autorka odnosi sie w wielu miejscach pracy. Wzory, do ktérych nie ma odniesieri nie

posiadajg numerdw. Uwazam, ze praca zyskataby gdyby wszystkie formuly potraktowano

w ten sam sposob.

— W Bibliografii brakuje konsekwencji w pisowni nazw czasopism. Niektére pisane sg petng
nazwa, inne z wykorzystaniem skr6téw — z kropkami na koricu lub bez nich. Wiele nazw
wilasnych pisanych jest z matej litery. Nazwa tego samego czasopisma bywa pisana na
rézne sposoby (np. Genome research, Genome Research, Genome Res., Genome Res).
W tytutach publikacji DNA pisane jest matymi literami (dna).

— Kolejno$¢ rozmieszczenia rysunkéw w Rozdziale 2 jest niezrozumiata i wydaje sie
przypadkowa. Rysunki powinny by¢ umieszczone zgodnie z kolejnoscig w jakiej Autorka
odnosi sie do nich w tresci rozdziatu i najlepiej gdyby byly wstawione blisko miejsca
odniesienia — utatwia to ich znalezienie. Odniesienia do rysunkéw wystepuja w kolejnosci:
Fig. 2.2, Fig. 2.1, Fig. 2.5, Fig. 2.8, Fig. 2.3, Fig. 2.6, Fig. 2.4, Fig. 2.7, Fig. 2.9, Fig. 2.10.

— W treséci Rozdziatu 3 brakuje odnosénikéw do rysunkow 3.2, 3.3 oraz 3.7. Ponadto

pseudokod Algorytmu 3 powinien sie znalez¢ wczesniej w rozdziale (np. na str. 66).



Whioski koricowe
Mgr Barbara Poszewiecka potrafi w sposob zrozumialy i przekonywujacy prezentowac wyniki
badan naukowych, poprawnie formutuje hipotezy badawcze oraz wykazuje sie trafnoscia
wnioskowania. Posiada ogélna wiedze teoretyczng w obszarach Informatyki, Bioinformatyki,
Biomatematyki oraz Biologii i Genomiki Obliczeniowej. Wykazuje sie gteboka znajomoscia
aktualnego stanu wiedzy przedstawianego w literaturze swiatowej w zakresie zmiennosci
genomowych metodami eksperymentalnymi i obliczeniowymi. Posiada umiejgtnos¢
samodzielnego prowadzenia pracy naukowej oraz stosowania pozyskanej wiedzy w praktyce.
Z sukcesem angazuje sie takze w prace interdyscyplinarnych zespotéw badawczych.
Recenzowana praca doktorska stanowi oryginalne rozwigzanie problemu naukowego.
Uzyskane przez Autorke wyniki badar zostaly opublikowane w czterech pierwszoautorskich
artykutach, z czego trzy w wiodacych, wysoko punktowanych czasopismach z dziedziny (ich
sumaryczny wspétczynnik wptywu IF = 36,018; sumaryczna punktacja ministerialna = 540;
wszystkie czasopisma znajduja sie w | kwartylu wg Web of Science), a jedna — chronologicznie
pierwsza — w materiatach migdzynarodowej konferencji naukowej organizowanej pod
patronatem IEEE. Doktorantka jest tez wspodtautorkg dwoéch innych publikacji, ktorych
tematyka dotyczy translokacji w genomie. Artykuly te zostaty opublikowane w czasopismach
z nauk medycznych i nie wchodza w sktad rozprawy. W dorobku mgr Poszewieckiej jest zatem
tacznie 6 publikacji, ktére doczekaty sig 25/16 cytowan (Google Scholar/Web of Science).
Uwazam, iz praca doktorska mgr Barbary Poszewieckiej pt. ,Computational Methods
for the Analysis of Chromosomal Rearrangements” spetnia wszelkie wymagania stawiane
rozprawom doktorskim okreslone w art. 13 ust. 1 Ustawy o stopniach naukowych i tytule
naukowym z dnia 14 marca 2003 roku oraz stanowi oryginalne rozwigzanie przez Autorke
zagadnienia naukowego. Autorka rozprawy uzyskata istotne wyniki badawcze, o czym
éwiadcza publikacje tychie wynikéw w najlepszych czasopismach z dziedziny oraz
praktyczne wykorzystanie stworzonych przez nig narzedzi do analiz genomowych. Wnosz¢
o dopuszczenie mgr Barbary Poszewieckiej do kolejnego etapu postgpowania

kwalifikacyjnego w celu uzyskania stopnia naukowego doktora w dyscyplinie Informatyka.
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