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Recenzja
rozprawy doktorskiej mgr. Przemystawa Latocha, zatytulowanej: ,,Analiza ekspresji genow
w szeregach czasowych na podstawie danych z sekwencjonowania transkryptoméw oraz
translatomow”

Przedstawiona do recenzji praca doktorska Pana mgr. Przemystawa Latocha zostata wykonana
w Instytucie Nauk Biologicznych Uniwersytetu Marii Curie-Sktodowskiej w Lublinie. Promotorem
rozprawy jest dr hab. Agata Starosta, a promotorem pomocniczym dr Barttomiej Balcerzak.

Tematyka pracy koncentruje si¢ na zaawansowanych 1 wysokoprzepustowych analizach
transkryptomicznych, wykorzystujacych dwa rodzaje danych: sekwencjonowanie RNA (RNA-seq)
oraz profilowanie rybosomow (RIBO-seq). Sekwencjonowanie RNA umozliwia analize ekspresji genow
i struktur transkryptéw, podczas gdy RIBO-seq, bedace wyspecjalizowang formg sekwencjonowania RNA,
pozwala z duza precyzja okresli¢ wydajnos¢ procesu translacji. Wynikiem tych badan jest opracowanie
TimeSeqR — zintegrowanego podejscia w postaci nowej biblioteki w jezyku R, umozliwiajagcej jednoczesna
analiz¢ obu typow danych, a tym samym rownoczesne sledzenie zmian ekspresji gendw i aktywnosci ich
translacji w czasie. Ponadto, zaprezentowano dzialanie narzgdzia TimeSeqR z wykorzystaniem zaréwno
danych symulacyjnych, jak i rzeczywistych danych biologicznych, uzyskanych dla organizmow
bakteryjnych (Bacillus subtilis) oraz eukariotycznych (Saccharomyces cerevisiae).

Przedstawiony w pracy problem badawczy jest niezwykle aktualny. W ostatnich latach jestesmy
$wiadkami szybkiego rozwoju nowych technologii sekwencjonowania RNA, ktore umozliwiajg uzyskanie
wigkszej liczby dhuzszych odczytow przy nizszych kosztach. Metody te znajduja takze zastosowanie
w coraz nowszych kontekstach biologicznych. Jednakze gldownym ograniczeniem stosowania technik
sekwencjonowania RNA jest nadal ztozony proces analizy danych. Potencjalne trudnosci wynikaja czgsto
z duzego rozmiaru danych oraz braku jasno okreslonych standardow ich przetwarzania. Ponadto, dostepne
narzedzia s3 zazwyczaj mocno wyspecjalizowane, a ich efektywne wykorzystanie czesto wymaga
ugruntowanej wiedzy z zakresu bioinformatyki lub biologii obliczeniowej.

Opracowana w ramach niniejszej pracy biblioteka TimeSeqR to unikalne rozwigzanie
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analiza danych RNA-seq i RIBO-seq pozwala nie tylko zminimalizowa¢ zmienno$¢ techniczng wynikajaca
z réznic w przetwarzaniu danych, ale takze efektywniej i precyzyjniej identyfikowaé geny wykazujace
zmiany aktywnos$ci na kazdym z badanych poziomoéow. Zaimplementowany w TimeSeqR scenariusz
przetwarzania danych obejmuje wstepng analize, w tym: normalizacj¢ danych, identyfikacje genow
o roznicowej ekspresji i ich klastrowanie. Dostepna jest takze $ciezka analizy wyzszego rzedu,
uwzgledniajaca funkcjonalng charakterystyke genow, badanie wspotekspresji (ang. co-expression analysis)
oraz graficzng reprezentacje otrzymanych wynikow, co znaczaco ulatwia ich interpretacje. TimeSeqR
prowadzi zatem uzytkownika przez wszystkie kluczowe aspekty wysokoprzepustowej analizy danych
uzyskiwanych metodami sekwencjonowania drugiej generacji (ang. next-generation sequencing).
Biblioteka ta charakteryzuje si¢ wszechstronnoscig takze na poziomie uruchamiania analizy. W zaleznosci
od preferencji 1 poziomu zaawansowania uzytkownika, moze by¢ ona bezposrednio uruchomiona
w powtoce systemu Unix (ang. bash shell), w $rodowisku programistycznym RStudio lub za pomoca
interfejsu graficznego w przegladarce internetowej. Kluczowym aspektem uzyteczno$ci TimeSeqR jest
takze mozliwo$¢ dostosowania procesu analizy do typu analizowanych danych, w tym okreslenia liczby
punktéw czasowych i serii, w jakich zbierano dane. Chociaz architektura TimeSeqR nie jest do konca
modutowa, dostepne wersje scenariuszy analizy danych obejmujace (i) pelng analizg, (ii) analizg
pojedynczego eksperymentu, (iii) Klastrowanie genow lub (iv) proces ustalania liczby klastrow, zapewniajg
uzytkownikowi swobode¢ dziatania. To wlasnie elastyczno$¢ bioinformatycznego narzedzia gwarantuje
jego uzyteczno$¢ 1 niekiedy nawet ponadczasowy charakter. W tym kontek$cie chcialam zapytac,
jak wyobraza Pan sobie dalszy rozwoj (a moze i ewolucje) technik profilowania transkryptomu
oraz translatomu na duzq skale? Coraz wigkszg popularnos$¢ zyskuja metody sekwencjonowania trzeciej
generacji (ang. third generation sequencing, TGS), ktdre charakteryzuja si¢ znacznie dtuzszymi odczytami,
ale roéwniez mniejszg przepustowoscia sekwencjonowania (relatywnie niska catkowitg liczba
otrzymywanych odczytow). Rozwdj technologii TGS aktualnie skupia si¢ na zwigkszeniu glebokosci
sekwencjonowania, co prawdopodobnie z czasem pozwoli wykorzystywac te metody takze do badania
ekspresji genow. W zwigzku z tym chciatam zapytaé, czy TimeSeqR w obecnej formie bytby kompatybilny
z charakterystykq danych TGS oraz jakich ewentualnych modyfikacji wymagataby mozliwosé zastosowania
tej biblioteki do analizy tego typu danych? Kolejne z moich pytan dotyczy zdolnosci analizy genow
wykazujacych réznice aktywnosci na badanych poziomach. Jak TimeSeqR radzi sobie z identyfikacjg
i klasyfikacjq genow wykazujgcych skrajne roznice w aktywnosci na poziomie ekspresji (np. niska
lub wysoka ekspresja) oraz translacji (np. wysoka lub niska aktywnosc¢ translacyjna)?

W kolejnej czgscei pracy, Doktorant prezentuje przyklady mozliwosci uzycia narzedzia TimeSeqR
z wykorzystaniem dwoch zestawow danych biologicznych i jednego zestawu danych symulowanych.

Pierwszy zestaw danych obejmuje 32 probki RNA-seq oraz RIBO-seq pochodzace z organizmu Bacillus



subtilis. Prébki te uzyskano z linii potrojnego mutanta (3KO), pozbawionego aktywnos$ci genow
kodujacych paralogi bialek rybosomalnych oraz ze szczepu dzikiego w procesie sporulacji trwajacym
ok. 7 godzin. Dane dla Bacillus subtilis zostaly wygenerowane w ramach dziatalno$ci naukowej
laboratorium dr hab. Agaty Starosty, we wspotpracy z Genomed S.A. oraz Laboratorium Specjalistycznym
Genomiki CENT na Uniwersytecie Warszawskim. Drugi zestaw to dane RNA-seq i RIBO-seq uzyskane
przez Zheng Hu et al. dla Saccharomyces cerevisiae w ramach badan nad zwigzkiem pomigdzy
efektywnoscig translacji, a dlugoscia zycia drozdzy. Zestaw ten obejmuje 18 probek zawierajacych komorki
drozdzy wyizolowane z normalnych hodowli (komdérki mtode), po 15 godzinach (komoérki $redniego
wieku) oraz po 30 godzinach (komérki stare) hodowli w obecnosci estradiolu. Dane symulowane uzyskano
przy wykorzystaniu biblioteki R — ImpulseDE2, aby zademonstrowa¢ dziatanie modutu ,,analizy
pojedynczego eksperymentu”. Dla kazdego zestawu jasno opisano sposob przeprowadzenia analizy i dobor
parametrow. Przedstawione wyniki jasno pokazujg uzyteczno$¢ narze¢dzia TimeSeqR. Niemniej jednak
sposob przedstawienia wynikéw w pewnym stopniu zaniedbuje biologiczny aspekt analizy. Kazdy
z analizowanych zestawow danych obejmowal pomiary ekspresji w $cisle okreslonych punktach
czasowych. W zwiazku z tym, czy nie byloby interesujgce porownanie zmian aktywnosci transkrypcyjnej
i translacyjnej badanych gendw na przestrzeni tych punktéw czasowych? Istotne bytoby takze poznanie
przyczyny prowadzacej do uzyskania relatywnie wysokiej liczby gendw specyficznych dla konkretnych
rodzajow analizy: RNA-seq, RIBO-seq oraz efektywnosci translacji dla danych zestawow I oraz II.
Czy Panskim zdaniem przyczyna ta ma podtoze biologiczne, czy techniczne? Ponadto, czy geny specyficzne
dla np. efektywnosci translacji (212 genow) u Bacillus subtilis oraz specyficzne dla analizy RIBO-Seq
(1,480 genow) u Saccharomyces cerevisiae majq jakies konkretne witasciwosci lub funkcje biologiczne,
ktore sprawiajq, ze geny te nie zostaly wykryte przez inny rodzaj analizy? Podobne pytanie chciatabym
zada¢ w kontekscie porownania wynikéw analizy ekspresji roznicowej pomiedzy DESeq2 a TimeSeqR.
Rozbieznosci pomigdzy otrzymanymi listami genéw sg dos¢ duze (361 gendéw specyficznych dla DESeq2
oraz 411 dla TimeSeqR przy jedynie 141 genach wykrytych przez obie metody). Z czego moze wynikaé
ta roznica i w jaki sposob klasyczna analiza roznicowa moze wzbogaci¢ wyniki otrzymane za pomocq
TimeSeqR?

Rozprawa doktorska obejmuje 160 stron i zostata napisana w jezyku polskim. Sktada si¢ z kilku
czes$ci, zaczynajac od wstepu, w ktorym krotko opisano problem badawczy i cele pracy, a takze teoretyczne
podstawy z zakresu technologii sekwencjonowania (DNA, RNA oraz analizy translatomu), jak rowniez
glowne pojecia bioinformatyczne dotyczace analizy danych, w tym formaty plikow oraz glowne algorytmy.
Kolejny rozdzial przedstawia przygotowanie danych oraz wstepne etapy analizy. Trzecia cze¢$¢ pracy
zawiera opis implementacji biblioteki TimeSeqR w jezyku R. Rozdzialy cztery, pie¢ i1 sze$¢ zawieraja
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biologicznych, dyskusje oraz podsumowanie wraz z wnioskami. Istotnym elementem pracy sg takze
zalaczniki, ktore zawierajg aneks wraz z kodem funkcji do przeprowadzania normalizacji danych oraz ptyte
CD zawierajaca kod Zrédlowy biblioteki TimeSeqR. Czg$¢ literaturowa, obejmujaca 139 odnosnikéw,
stanowi kompleksowy przeglad literatury z zakresu wysokoprzepustowych analiz transkryptomicznych,
ze szczegolnym uwzglednieniem analizy aktywnosci translacyjnej badanych gendw.

Mgr Przemystaw Latoch jest wspolautorem sze$ciu publikacji, w tym dwoch jako pierwszy
wspotautor z réwnorzednym wkiadem naukowym, o czym mowa w pracy. Duza liczba publikacji
w czasopismach o zasiggu miedzynarodowym potwierdza dodatkowo interesujacy charakter tematyki
badawczej oraz aktualno$¢ podjetej problematyki. Usprawnienie procesu analizy danych
transkryptomicznych poprzez jego standaryzacj¢ oraz poprawe powtarzalno$ci otrzymywanych wynikow
stanowi jedno z wazniejszych wyzwan w dziedzinie genomiki i transkryptomiki. Niniejsza praca stanowi
dodatkowy wktad w prowadzone wysitki.

Podsumowujac, stwierdzam, ze przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska Pana
mgr. Przemyslawa Latocha spelnia wymogi Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. — Prawo o szkolnictwie
wyzszym i nauce (Dziennik Ustaw 2020 r. poz. 85 z pézniejszymi zmianami) i wnioskuje

0 dopuszczenie mgr. Przemystawa Latocha do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Poznan, 03.06.2024

Podpisane elektronicznie przez Barbara
Uszczynska-Ratajczak (Certyfikat
kwalifikowany) w dniu 2024-06-03.

Barbara Uszczynska-Ratajczak
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