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Ostatnie lata w naukach biologicznych i medycznych cechujg sie szybkim rozwojem
wysokoprzepustowych technik pomiarowych. Wzrost ilosci mierzonych, przechowywanych i
przetwarzanych danych dotyczy nie tylko objetosci, ale tez rozdzielczosci i ztozonosci. Jednym
z obszaréw, gdzie te techniki pomiarowe znalazty swoje zastosowanie sg badania nad
skladem mikrobioméw w roznych niszach ekologicznych. Dla zdrowia i dobrostanu ludzi
interesujgce sg zwtaszcza te wchodzgce w sktad naszego ekspozomu, czy to w postaci
mikrobiomu otaczajgcego $rodowiska, mikrobiomu skoéry, ust czy jelit. Techniki
wysokoprzepustowego sekwencjonowania umozliwity nie tylko jakosciowe, ale tez ilosciowe
badanie sktadu mikrobiomoéw (metagenomika) co wczesniej byto mozliwe jedynie w
ograniczonym zakresie. Dodatkowo mozliwe stato sie badanie nie tylko tego jakie organizmy
wystepujg, ale réwniez analiza ktore ich geny sg aktywne (metatranskryptomika) aby
zrozumie¢ stan funkcjonalny catej spotecznosci mikrobdéw, ich zaleznosci oraz interakcji z
otoczeniem. Nalezy pamietaC jednak, ze te nowe mozliwosci poznawcze sg powigzane ze
wzrostem zlozonosci badanego systemu (pojedynczy organizm -> metagenom ->
metatranskryptom) a w zwigzku z tym z nowymi wyzwaniami analitycznymi.

W rozprawie szeroko omoOwione zostaly zagadnienia badania wynikdw sekwencjonowania
NGS danych metatranskryptomicznych. We wspotpracy z dr llong Grabowicz zaproponowana
zostata wieloetapowa procedura uzywajgca dostepnych narzedzi obejmujgca asemblacje,
mapowanie, wybor gendw i ich anotacje funkcjonalng, oraz analize réznicowej ekspresji. W
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dalszej czesci sformutowano réwniez problem asemblacji réznicowych kontigdw a nastepnie
opisano i zanalizowano mozliwos¢ uzycia do jego rozwigzania dwéch rodzajéw grafow
uzywanych do asemblacji — grafu de Bruijna i grafu natozeh. Wykazano, ze graf de Bruijna jest
raczej niemozliwy do wykorzystania w przypadku asemblacji réznicowych sekwencji,
natomiast w przypadku grafu natozenh potrzebne sg podejscia heurystyczne. Zaproponowany
w pracy sposéb wykorzystania SGA do budowy grafu natozen tak, aby mozliwe byto sledzenie
liczby odczytow tworzgcych wierzchotki, a takze pokazane heurystyki wyszukiwania
réznicowych kontigow w tak przygotowanym grafie natozen, pozwolity zaproponowac zbiory
sekwencji roznicowych, ktére sg réozne od sekwencji uzyskanych innymi metodami. Niestety
nie jest mozliwe jednoznaczna ocena jakosci wynikéw, poniewaz nie istniejg ogolnie przyjete
metryki do takiej oceny. Metatranskryptomika bazujgca na wynikach sekwencjonowania
wysokoprzepustowego jest jeszcze zbyt mtodg dziedzing i dalsze badania, zwtaszcza takie,
gdzie jest zdefiniowana jakas forma ,prawdy podstawowej” sg konieczne.

Z tego tez wzgledu nalezg sie stowa uznania dla Doktorantki, ktéra podjeta bardzo odwazny
temat o wysokim stopniu interdyscyplinarnosci. Rzadko sie zdarza tak solidne przygotowanie
zarbwno od strony matematyczno-informatycznej jak i biologicznej. Doktorantka musiata
posigs¢ bardzo szerokg wiedze z wielu zakamarkow bioinformatyki aby by¢ w stanie podej$é
do tematu w tak kompleksowy sposob. Dlatego nalezy bardzo wysoko oceni¢ wkiad Autorki
we wszechstronne rozpoznanie problemu.

Ukiad rozprawy jest typowy dla tego typu opracowan. Wprowadzenie i wstep szeroko
omawiajg obecny stan wiedzy odnosnie: i) podstawowych poje¢ z genetyki, ii)
mikroorganizméw i ich znaczenia, oraz iii) charakterystyki technologii do badan
metagenomicznych i metatranskryptomicznych. A w nastepnej czesci Doktorantka doktadnie
omawia obliczeniowe metody analizy wynikdw eksperymentdw NGS. Nastepnie
przedstawiona jest analiza z wykorzystaniem obecnie istniejacych narzedzi. Autorka
poprawnie zauwaza, ze narzedzia te w wiekszoSci nie sg zaprojektowane do analizy
metatranskrytpomicznej a raczej metagenomicznej, ale przy odpowiednim uzyciu spetniajg
stawiane wymagania. Ta cze$¢ podsumowana jest dwoma bardzo istotnymi obserwacjami:

o ,Odgjscie od patrzenia na mikrobiom jako na zbiér obecnych gatunkéw w strone
spojrzenia na 096t funkcjonalnych mozliwosci mikrobiomu moze pozwoli¢ lepiej
zrozumie¢ sposob, w jaki cato$¢ mikrobiomu oraz organizm gospodarza oddziatujg na
siebie wzajemnie.”

e Uzycie istniejgcych narzedzi powoduje, ze z jednej strony niektore kroki sg
niepotrzebnie powtarzane, a z drugiej akumulujg sie ich ograniczenia, np.
wykorzystanie niekompletnych baz referencyjnych

Pierwsza obserwacja jest zgodna z obecnym trendem analizy danych mikrobiomowych, gdzie
nalezy zauwazyc, ze sktad mikrobiomu jest zalezny od Srodowiska bytowania, tak wiec to dana
nisza ekologiczna definiuje poniekad zestaw wymaganych funkcji, aby spoteczno$¢ mikrobéw
mogta w niej bytowac. Kwestia tego, ktéry organizm dostarczy, ktéra funkcje jest do pewnego
stopnia drugorzedna. Nalezy wiec traktowa¢ takg spotecznosc¢ jako jeden ztozony organizm,
zwlaszcza przy analizie funkcjonalnej.

Natomiast druga obserwacja pchneta Doktorantke do préby stworzenia nowego narzedzia,
ktore bezposrednio bedzie dokonywato asemblac;ji z identyfikacjg réznicowych sekwencji. Opis



tego problemu, jego rozwigzanie i uzycie na przyktadowych danych sg przedstawione w
kolejnej czesci. Niestety moja ekspertyza nie pozwala na dogtebng ocene poprawnosci tego
rozwigzania. Jednakze przedstawione rozumowanie jak i wyniki wydajg sie by¢ przekonujgce.

Jest jednak jedna dosc istotna sprawa, ktéra zostata niejako pominieta zarébwno w podejsciu
z wykorzystaniem istniejgcych narzedzi jak i zbudowania nowego podejscia. W przypadku
szukania fragmentow/gendw réznicujgcych bada sie czy zmiana poziomu ekspresji jest istotna
statystycznie lub ,znaczgca” w inny sposéb. Aby moéc to poprawnie oceni¢ nalezy wykonac
normalizacje czestosci wystepowania pomiedzy probkami. W przypadku transkryptomiki
koncepcyjnie nie jest to zadanie trudne, poniewaz zaktada sie, ze wiekszosC¢ genow nie
Zmienia swojego poziomu ekspresji nawet przy mocnych zaburzeniach systemu (np. choroba
nowotworowa). W przypadku metatranskryptomiki nie mamy podstaw, aby twierdzi¢, ze to
zatozenie jest spetnione:

e juz na poziomie metagenomicznym normalizacja w klasyczny sposéb nie ma racji bytu
i czesto wybiera sie jako referencyjny organizm, ktory nie jest zwigzany z badanym
zjawiskiem

e tutaj dochodzi nam dodatkowy poziom ztozonosci, bo chcemy bada¢ aktywno$¢ genéw
nie w jednym, ale jednoczesnie w wielu organizmach, dla ktérych kompozycja
pomiedzy probkami nie jest znormalizowana a jednoczesnie te same funkcjonalnosci
(np. metabolity) mogg by¢ dostarczone przez rézne organizmy

Doktorantka w czesci, gdzie wykorzystuje istniejgce narzedzia uzywa DESeq2, ktéry dokonuje
normalizacji miedzy prébkami, ale bazuje on na zatozeniach prawdziwych dla transkryptomiki.
Moze sie zdarzy¢, ze w analizie danych metatranskryptomicznych te zatozenia tez bedg
spetnione. Ale tak naprawde tego nie wiemy, a sprawa ta nie zostata oméwiona w pracy. W
przypadku wykorzystania grafu natozen nie jestem w stanie ocenié, czy to zagadnienie jest
tam rozwigzane, wg mojej wiedzy jest to raczej trudne do rozwigzania, ale jesli sytuacja tutaj
jestinna to nie jest to zaznaczone i objasnione w tekscie rozprawy, a jest to sprawa naprawde
kluczowa. Decyduje ona bowiem o fakcie czy narzedzie ma praktyczne zastosowanie.
Sugerowatbym zapoznanie sie z nastepujgcymi publikacjami:

e https://doi.org/10.1093/bib/bbx104
e https://doi.org/10.1101/2020.10.01.322164

Calosciowo nalezy zauwazyé, ze rozprawa jest napisana bardzo starannie i na tyle
zrozumiatym jezykiem na ile ztozonos¢ zagadnienia pozwala. Tezy rozprawy sg sformutowane
jasno i przystepnie oraz sg w petni poparte danymi zawartymi w poszczegolnych rozdziatach
rozprawy. Podsumowanie rozprawy jest syntetycznym wykazaniem, ze zatozone w pracy cele
zostaty osiggniete z uwzglednieniem kluczowych wynikow.

Rozprawa zawiera 26 szczegodtowych rycin oraz 18 tabel, ktére co do zasady sg jasne i
czytelne. Zawarte w stopkach i nagtbwkach opisy sg sporzadzone czytelnie i umozliwiajg
czytelnikowi szybkg orientacje w tresci rycin i tabel. PiSmiennictwo obejmuje 100 dobrze
dobranych i aktualnych pozycji, cho¢ w tym szybko rozwijajgcym sie temacie niemozliwe jest
nadazenie i zawsze cos moze umkngc.



Dotychczasowy dorobek Autorki nie jest zwigzany z zagadnieniem opisywanym w rozprawie i
poniewaz nie zostat w niej wykazany nie podlega ocenie. Zgodnie z deklaracjg Autorki w
przygotowaniu sg publikacje dotyczgce zagadnien opisanych w rozprawie:

¢ Metatranscriptomic changes upon high-fat diet in a Down syndrome mouse model
autorstwa: llona E. Grabowicz, Julia Herman-lzycka, Marta Fructuoso, Mara Dierssen,
Bartek Wilczynski

e application note opisujgcy heurystyki asemblacji roznicowych kontigbw w grafie
natozen. https://github.com/juliahi/diffcog

Ponadto pod adresem https://github.com/juliahi/kallisto dostepna jest zmodyfikowana wersja
kallisto pozwalajgca uzyskac¢ informacje o mapowaniu bgdz powodach niemapowania
kazdego analizowanego odczytu.

Podsumowujgc, pomimo niedostatecznego uwzglednienia kwestii normalizacji pomiedzy
prébkami, ktéra niestety tutaj jest kluczowa, przedstawiona do oceny praca doktorska stanowi
bardzo ciekawe i warto$ciowe rozwigzanie waznego zagadnienia naukowego. Jednakze moze
wymagaé dalszej pracy, aby uwzgledni¢ wykazane braki. Rozprawa jest waznym
przyczynkiem w zakresie wiedzy na temat analizy danych metatranskryptomicznych. Praca ta
w petni odpowiada warunkom stawianym rozprawom doktorskim oraz rozpoczyna dyskusje w
kwestii wypetnienia istotnej luki, a mianowicie w zakresie dostepnosci narzedzi do analizy
danych metatranskryptomicznych, a takze podnosi kwestie braku powszechnie przyjetego
sposobu oceny jakosci tychze narzedzi.

Na podstawie powyzszej oceny wnioskuje zatem do Rady Dyscyplin Naukowych Matematyki
i Informatyki Uniwersytetu Warszawskiego o dopuszczenie Doktorantki do dalszych etapow
przewodu doktorskiego. Nie mam watpliwosci, ze doswiadczenia zgromadzone przez Autorke
przy analizie danych oraz rozwijaniu nowego narzedzia stawia caty zespot badawczy w
doskonatej pozycji wsréd miedzynarodowych grup zajmujgcych sie tg tematyka.
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