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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Barbary Poszewieckiej pt
sComputational Methods for the Analysis of Chromosomal
Rearrangements (Metody obliczeniowe w analizie rearanzacji
chromosomowych)”

Recenzja powstata na prosbe Rady Naukowej Dyscyplin Matematyka, i In-
formatyka Uniwersytetu Warszawskiego, zgodnie z uchwala Rady z dnia 29
czerwea 2023 roku, na podstawie: (1) rozprawy doktorskiej w jezyku an-
gielskim, liczacej 136 stron, z czerwca 2023 r, (2) autoreferatu, (3) dorobku
naukowego Kandydatki uwzglednionego w bazach Scoupus i Google Scholar,
(4) kodow zrédlowych prezentowanych rozwigzan dostepnych w repozyto-
rium GitHub.

1 Tematyka badan

Rozprawa dotyczy metod analizy sckwencji DNA pozwalajacych na wykry-
wanie 1 interpretacje zmian genomu powodowane przez rearanzacje chromoso-
mowe. Tytut rozprawy odpowiada jej tresci. Mgr Barbara Poszewiecka zapro-
ponowata nowe metody analizy tego typu danych, przeprowadzita ekspery-
menty numeryczne na danych rzeczywistych, pochodzacych z sekwenatoréow
nowej generacji. Wytworzone oprogramowanie zostalo udostepnione w otwar-
tych repozytoriach. Wyniki prac zostaly opublikowane w miedzynarodowych
czasopismach naukowych z gérnego decyla.

Cel badawczy jest postawiony wladciwie, jest on interesujacy i istotny.
Przedstawione rozwigzania sa poprawne, potwierdzone cksperymentami, roz-
wigzujg one istotne zagadnienia biologiczne lub kliniczne.
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2 Wyniki rozprawy

Jednym z mechanizméw ewolucji sa rearanzacje chromosomowe, powstajace
na skutek peknieé¢, a nastepnie taczenia sie odcinkéw DNA. Obserwujemy
wiele réznych rearanzacji chromosomowych, definiowanych jako zmiany na
odcinku powyzej 10 000 par zasad, do najbardziej popularnych naleza: dupli-
kacje (powielenie fragmentu genomu), insercje, delecje, transpozycje. Zmiany
takie nie sa czeste, ale zajmuja, ok. 10% genomu czlowieka i sa bardzo istotne
ewolucyjnie, poniewaz dotyczg calych genéow lub grup genéw.

W rozprawie przedstawiono nastepujace, powiazane tematycznie, proble-
my badawcze:

1. asemblacja de-novo, z uwzglednieniem regionéw zawierajacych dupli-
kacje;

2. badanie sekwencji DNA pod katem zmiany nukleotydéw w procesie
rekombinacji, na potrzeby datowania zdarzen ewolucyjnych;

3. badania ztozonych rearanzacji chromosomowych, uzyskiwanych przy
wiecej niz dwoch peknieciach czgsteczki DNA,

4. wizualizacja wplywu rearanzacji chromosomalnych na choroby gene-
tyczne, w tym tworzenie rankingu patologicznosci genow.

Dla kazdego z tych probleméw w sposob wlasciwy przeprowadzono anali-
z¢ Zrodet z literatury Swiatowej, co $wiadcezy o dostatecznej wiedzy Autorki.
Whioski z przegladu Zrodel sformulowano w sposéb jasny i przekonujacy.
Doktorantka uzyta wlasciwej metody do rozwigzania postawionych proble-
mow.

2.1 Asemblacja de-novo z uwzglednieniem rejonéw zawierajacych
duplikacje

Asemblacja de-novo dostarcza sekwencje symboli reprezentujaca czastecz-
ke DNA na podstawie danych dostarczanych przez sekwenatory, nazywane
odczytami, ktore sg zbiorem sekwencji fragmentow czasteczki. Asemblacja
(znajdowanie nad-napisu) jest jednym z istotniejszych wyzwan w bioinfor-
matyce, wynik asemblacji pozwala przeprowadzi¢ dalsze analizy. Obecnie jest
znanych kilkadziesiagt asembleréw, ale ze wzgledu na istotnosé problemu, cig-

gle powstaja nowe.
: £/



Mgr Poszewiecka zaproponowata nowy algorytm asemblacji, ktoéry opi-
sano w rozdziale 2 rozprawy. Algorytm ten w kolejnych iteracjach tworzy
sekwencje na podstawie grupowania podobnych odezytow, a nastepnie ja
rozszerza. Pokazano, ze takie podejscie sprawdza sic w sekwencjach zawiera-
Jacych powtarzajace sie, dlugie fragmenty, takie jak segmentalne duplikacje.
Algorytm wykorzystano w nowym narzedziu PhaseDancer, zbadano na da-
nych symulowanych, na danych ze sztucznych chromosoméw bakteryjnych
(BAC), oraz danych rzeczywistych z sekwencyjnych baz danych.

Elementy krytyczne i dyskusyjne

Poréwnano wyniki nowego asemblera z kilkoma innymi, pokazujac ilosé po-
prawnie odtworzonych klonéw BAC. Moim zdaniem zabraklo tabeli, ktora
poréwnuje wyniki w sposob standardowy dla asembleréw de-novo, pokazujac
statystyki N50, NA50, sume¢ diugosei kontigow > 1000bp, itd. Badania takie
wykonuje si¢ na sekwencjach organizméw modelowych, dostepnych w bazach
danych. '

Pominigto przy poréwnaniu tzw. asemblery hybrydowe, wykorzystujace
jednoczesnie do asemblacji krotkie i dtugie odczyty. Asemblery hybrydowe
powinny poprawnie odtwarzaé sekwencje powtorzeri.

Podsumowanie

Powyzsze uwagi nie podwazaja mojej wysokiej oceny przedstawionego roz-
wigzania.

2.2 Datowanie rearanzacji chromosomalnych

Drugim problemem, opisanym w rozdziale 3 rozprawy, jest badanie zjawiska
zmiany pary nukleotydow A-T (stabo-stabilnej) na pare C-G (silnie-stabilng),
podczas rekombinacji, w procesie naprawy DNA. Zjawisko to, nazywane Bia-
sed Gene Confersion, opisane w literaturze, pozwala na szacowanie daty zda-
rzeni ewolucyjnych. Dreszer et all (2007) opracowal statystyke Unexpected
Bias Clustered Substitution (UBCS), wykorzystana m.in. do okreglenia cza-
su redukeji liczby chromosomoéw z 48 (u malp cztekoksztattnych) do 46 (u
czlowieka). Obliczanie UBCS polega na przetwarzaniu okien o szerokosci 300
symboli, w oryginalnej pracy z przeskokiem 150 symboli, co oznacza, ze kazdy
symbol jest analizowany dwukrotnie.
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Mgr Poszewiecka zaproponowala ulepszony algorytm obliczania UBCS,
gdzie przeskok jest parametrem algorytmu i moze wynosi¢ 1 symbol. Algo-
rytm w kolejnych iteracjach analizuje okna, kompresujac zmiany symboli do
wektora liczb natura,inych 1 wykorzystujac programowanie dynamiczne, co
pozwala uzyska¢ zadowalajaca ztozonosé obliczeniows. Na podstawie ulep-
szonych statystyk UBCS zaproponowano metode datowania odleglosei ewo-
lucyjnej pomiedzy gatunkami, wraz z szacowaniem ufnosci. Za pomoca tej
metody zrekonstruowano odleglosci ewolucyjne pomiedzy gorylem, orangu-
tanem, gibonem i czi(l»wiekiem. Wszystkie okreslone odleglosci pokrywaja sie
z wynikami datowania uzyskanymi innymi metodami. Badania Doktorantki
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e podmiany nukleotydow. W rozprawie nie pokazano
liczby podmian. Nie jest dla mnie jasne, czy ta spodzie-
odmian, okres$lana na odcinku 1Mbp, byla dla kazdego
a taka sama dla calego genomu.

wartodc¢ liczby podmian jest stata dla genomu, to chy-
definiowaniu ulepszonej UBCS, zrezygnowaé z roznicy
ujaca liczbe podmian. Wtedy wartodci bylyby liczbami
zcza interpretacje, wykresy i algorytm.
tyczgca ulepszenia: przeskok co 1 symbol oznacza wy-
symptotyczna zlozonosc) czas analizy. Z zamieszczo-

nych wynikow widac, ze takie analizy udalo si¢ przeprowadzi¢. Badania bada-
nia dla przeskoku innego niz 1 (np 20, 150) sa mniej uzyteczne, daja wynik
przyblizony. Ilog¢ takich badan mozna byloby zmniejszy¢, nie zamieszczaé
wszystkich wykresow w pracy, wnioski sa podejmowane na podstawie badan
z przeskokiem 1.

Na rysunku 3.4 jest literowka, ’(iii) 300 bp - one substitution can be
contained in 300 windows’, powinno byé¢ ’(iii) 1 bp - one substitution can be
contained in 300 windows’,

Kolejnym zagadnieniem, ktére moim zdaniem wymaga dyskusji jest usta-
lona szerokod¢ okna analizy na 300, taka jak w oryginalnej pracy Dreszer
et all (2007). Czy to jest optymalna szeroko§é? Na stronie 68 pokazano, ze
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badano dla okna o dlugoéci 250 1 300. A dlaczego nie znacznie krotsze (np.
100, 50)7 A dlaczego nie znacznie dtuzsze (np. 1000)?

Z poprzedniej uwagi wynika kolejna: zalozono, ze progowa wartogé liczby
podmian wynosi 5 lub 6. Skad te liczby? Moze warto bytoby wprowadzi¢
dodatkowy parametr - szeroko$¢ okna do analizy i wtedy taki prog bylby
obliczany, a nie dostarczany jako parametr?

Kod jest wysokiej jakosci, niestety bez dokumentacji (komentarzy) i bez
testow jednostkowych.

Podsumowanie

Powyzsze uwagi nie umniejszaja mojej wysokiej oceny rozwigzania, stanowig,
racze] wstep do dyskusji.

3 Generowanie dekompozycji grafu kariotypowego

W ewolucji, oprocz prostych rearanzacji chromosomowych, ktore powstaja,
gdy DNA peknie w dwoch miejscach, niekiedy wystepujg rearanzacje ztozo-
ne, uzyskiwanych przy wigcej niz dwoch peknieciach czgsteczki DNA. Dla
rearanzacji ztozonych, zmiany nie zawsze sg jednoznacznie definiowane przez
punkty ztaman. Doktorantka dostarczyla algorytm, ktory wylicza wszyst-
kie mozliwe scenariusze zlozonych rearanzacji dla danego zestawu punktow
zlamarn, nazywane grafem kariotypowym. Takie rozwigzanie pozwala analizo-
wac konsekwencje molekularne rearanzacji. Rozdzial 4 rozprawy prezentuje
wyniki tych badan.

Problem po wykazaniu, ze w analizie wplywu rearanzacji istotne sg li-
niowe dekompozycje grafu kardiotypowego, zostal sprowadzony do rowno-
waznego problemu dostarczana $ciezek Eulera. Analitycznie wyprowadzono
zlozonos¢ czasowy i pamigciows algorytmu. Algorytm zaimplementowano i
badano jego wtasnosci na danych rzeczywistych, m.in. pokazano jego uzy-
tecznosc w zlozonej rearanzacji chromosomowej w genomie pacjenta.

Elementy krytyczne i dyskusyjne

Przede wszystkim brakuje odnosnika do strony projektu i kodu zrédtowego
oprogramowania. Liczba zastosowari dla rzeczywistych danych, gdzie opisano

jeden przypadek, wydaje sie niewielka.
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4 Narzedzie TADeus2

W ramach rozprawy doktorskiej utworzono aplikacje TADeus2, w architek-
turze aplikacjl internetowej, ktora pozwala wizualizowaé¢ wplyw rearanza-
cji chromosomowych (wariantoéw strukturalnych) na wlasnoscei chromatyny.
Wizualizacja dotyczy pelnego genomu (np. czlowieka), takze z perspekty-
wy punktéow zlaman. Aplikacja zawiera algorytm szeregowania (tworzenia,
rankingu) istotnoéci genow dla danego przypadku. Opis aplikacji TADeus?2
1 udogodnien przez nig oferowanych jest w 5 rozdziale rozprawy. Rozwigza-
nie wykorzystano w praktyce klinicznej do analizy materialu genetycznego
pochodzacego od pacjentéw cierpiacych na rozne choroby genetyczne. Wyniki
we wszystkich analizowanych przypadkach okazaly si¢ poprawne. Dziatajacy
serwer jest dostepny na stronie UW, za$ kod zrodlowy, na licencji GNU GPL,
w repozytorium GitHub.

Elementy krytyczne i dyskusyjne

Utworzone narzedzie jest cennym zasobem dla badaczy, pozwalajacym . Drob-
na uwaga dotyczy licencji, dlaczego uzyto 'wirusowej’ licencji GPL? Inne frag-
menty oprogramewania, utworzone w pracy maja znacznie mniej restrykcyij-
ng licencje MIT. Druga (drobna uwaga) dotyczy kodu Zrodlowego, jest tam
troche martwego kodu, brak komentarzy, brak testow.

5 Ocena dorobku naukowego

Dorobek mgr Barbary Poszewieckej zawiera 6 pozycji, cytowanych (w mo-
mencie pisania recenzji): 25 razy (Google Scholar), 16 razy (Scopus). Dok-
torantka publikuje w takich czasopismach jak (kolejnosé wynika z liczby cy-
towan): Journal of Medical Genetics (IF=5.9), Journal of Clinical Medicine
(IF=3.9), Nucleic Acid Research (IF=19.2), BMC Genomics (IF=4.6), Jo-
urnal of Thoracic Oncology (IF=20.1), czy materialach IEEE Internatinal
Conference on Bioinformatics and Biomedicine. Doktorantka jest pierwszym
autorem trzech artykutow.

W mojej ocenie dorobek publikacyjny jest wyrédzniajacy, z nadmiarem
spelniajacy wymagania, aby dopusci¢ mgr Barbare Poszewiecka do dalszych
etapow przewodu doktorskiego.
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6 Podsumowanie

Temat badawczy uwazam za bardzo istotny, teza jest poprawna i oryginalna,
wykazana w stopniu wyczerpujacym. Opracowane rozwigzania sa nowator-
skie, potwierdzone eksperymentami i opublikowane w prestizowych czasopi-
smach naukowych.

Stwierdzam, ze recenzowana rozprawa doktorska mgr Barbary Po-
szewieckiej spelnia z nadmiarem warunki okreslone w aktualnych prze-
pisach i wnioskuje do Rady Naukowej Dyscyplin Matematyka i Informatyka
Uniwersytetu Warszawskiego o dopuszcezenie rozprawy doktorskiej do pu-
blicznej obrony.

Ponadto, poniewaz redakcja rozprawy jest zasadniczo bez zarzutu, osig-
gniete przez Doktorantke wyniki maja duza warto$¢ naukows, wnioskuje
o wyrdznienie rozprawy.
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