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1. Problem badawczy i jego znaczenie

Rozprawa doktorska prezentuje nowe narzedzie stuzace do analizy danych RNAseq oraz
RIBOseq. Technologie RNAseq i RIBOseq stuza do sekwencjonowania RNA, umozliwiajac
analize ekspresji genéw. RNAseq mierzy ilosci mRNA, pozwalajac na identyfikacje aktyw-
nych genéw i ich pozioméw ekspresji, natomiast RIBOseq sekwencjonuje czasteczki RNA
zwigzanego z rybosomami, co pozwala na badanie translacji biatek. Opracowana przez Autora
rozprawy biblioteka w jezyku R i nazwana TimeSeqR pozwala na analize jednoczesnie
wykonywanych eksperymentéw RNAseq i RIBOseq, co umozliwia identyfikacj¢ wzorcéw
ekspresji gendw oraz kwantyfikacje efektywnosci translacji.

Funkcjonalnos¢ prezentowanego narzedzia obejmuje wstepne etapy analizy danych, ta-
kie jak kontrola jakosci, oczyszczanie, mapowanie do genomu referencyjnego i zliczanie
odczytéw. W swojej gtéwnej czgsci zaimplementowana biblioteka pozwala na normalizacje
danych, analize réznicowej ekspresji genéw w czasie, klasteryzacje i analize funkcjonalng
interesujacych grup genéw.

Rozprawa zawiera instrukcje instalacji, konfiguracji, szczegély implementacji, opis interfe;j-
su graficznego oraz przyktady uzycia biblioteki dla danych z Bacillus subtilis, Saccharomyces
cerevisiae oraz danych symulowanych.

Tytut rozprawy uwazam za do$¢ mylacy, gdyz problem badawczy jaki jest w niej zawarty
dotyczy opracowania zintegrowanego narzedzia do analizy danych z RNAseq i RIBOseq,
umozliwiajacego badanie ekspresji genéw w szeregach czasowych, a sama analiza ekspresji
genoéw zaprezentowana w rozprawie jest do$é uboga i nie zawiera biologicznie istotnych

wnioskow.



Nie neguje potrzeby skuteczniejszego faczenia i analizowania danych z obu wspomnianych
technologii, aby lepiej zrozumie¢ dynamike ekspresji genéw i translacji w czasie, jednak
zaproponowane narzedzie nie zostalo moim zdaniem wystarczajaco poréwnane z istniejacymi

rozwiazaniami.

2. Wklad Autora

Gi6éwne dokonanie Autora rozprawy dotyczy zaprojektowania oraz implementacji, w jezyku
do obliczeni statystycznych R, biblioteki TimeSeqR. Biblioteka ta zostata stworzona do
analizy sekwencji czasowych i oferuje zestaw funkcji umozliwiajacych obrébke danych tego
typu.

W rozprawie przedstawiono opis funkcjonalnosci narzedzia, zawierajacy oméwienie Jjego
modutéw oraz mozliwoéci. Opisano metody i algorytmy zaimplementowane w bibliotece,
ktére pozwalaja na przeprowadzanie analiz statystycznych oraz wizualizacji danych.

Autor przedstawit réwniez kilka przyktadéw uzycia TimeSeqR, pokazujac zastosowa-
nia biblioteki w réznych scenariuszach badawczych. Przyktady te ilustruja, jak za pomoca
TimeSeqR mozna analizowa¢ dane sekwencji czasowych, co podkresla wszechstronnosé
narzedzia.

Dodatkowo, w rozprawie opisano protokét instalacji biblioteki, co umozliwia jej wdrozenie
na réznych systemach operacyjnych. Przedstawiono réwniez interfejs graficzny, ktéry zostat
zaprojektowany w celu utatwienia pracy uzytkownikom preferujacym interaktywne srodowisko
analityczne. Opisano jego funkcje i sposéb obstugi, co pozwala na korzystanie z narzedzia.

Na koniec, Autor oméwit mozliwe rozszerzenia biblioteki, sugerujac kierunki przysztych
prac nad jej rozwojem. Wskazano na potencjalne usprawnienia oraz dodatkowe funkcje, ktére
mogg zosta¢ wprowadzone, aby zwigkszy¢ jej funkcjonalnosé.

Mgr Latoch jest wspétautorem szesciu publikacji powiazanych z rozprawa. Wszystkie
publikacje sa wieloautorskie (od 5 do 15 autoréw) a mgr Latoch dzieli status pierwszego
autora w dwdch z nich. W pozostatych nie jest pierwszym autorem, co sugeruje, ze jego wklad
koncentrowat si¢ gléwnie na wspieraniu zespotéw badawczych poprzez przeprowadzanie
analiz bioinformatycznych.

Publikacje nie stanowig spéjnego cyklu i maja do§é réznorodna tematyke. Poruszane
zagadnienia obejmuja metody wzbogacania mRNA i analizg transkryptomu, badania mikro-
biomu pszcz6t miodnych oraz analizy paleolimnologicznych jezior i ich historii ekologiczne;.
Trzy z nich ukazaty si¢ w dobrych czasopismach (Nucleic Acid Research, Scientific Reports,

Biochimica et Biophysica Acta ), pozostale trzy w dos¢ przecietnych (Journal of Visualized



Experiments, Pathogens, Data in Brief).

Podsumowujac wktad Autora, oceniam go jako minimalnie spelniajacy wymagania stawia-
ne rozprawom doktorskim. Stworzona biblioteka TimeSeqR wykorzystuje zaproponowane
wezesniej narzedzia i w Zaden sposéb nie rozwija metod obliczeniowych stuzacych analizie
danych z technologii sekwencjonowania. Biblioteka opiera si¢ na istniejacych technikach, nie
wprowadzajac nowych rozwiazan ani innowacji w zakresie analiz bioinformatycznych.

Ze wzgledu na to, ze rozprawa jest przedstawiana w dyscyplinie nauk biologicznych,
powyzsze nie stanowiloby znaczacego zarzutu, gdyby dzigki uzyciu nowego narzedzia za-
prezentowano ciekawe odkrycia zwiazane z biologia molekularna. Takie odkrycia mogtyby
stanowi¢ warto$¢ dodana, rekompensujac brak innowacji w samych metodach analizy. Niestety,
rozprawa nie prezentuje takich wynikéw, co ogranicza Jjej znaczenie naukowe.

Dodatkowo, rozprawa nie zawiera wystarczajacego poréwnania z istniejacymi metodami
analizy. Bardzo ograniczone poréwnanie z innymi narzedziami uniemozliwia ocene, czy
TimeSeqR oferuje jakiekolwiek przewagi w stosunku do Jjuz dostepnych rozwigzan.

W zwiazku z powyzszym, wkiad Autora, cho¢ technicznie poprawny i zgodny z wymaga-
niami formalnymi, nie wnosi istotnego postepu ani w dziedzinie biologii molekularnej, ani w

metodologii analiz bioinformatycznych

S. Inne uwagi

Ponizsze uwagi uzasadniaja moje zdanie o rozprawie oraz zawierajg sugestie poprawek.

1. Rozdzial wstgpny jest zbytnio rozbudowany w opisie technologii sekwencjonowania,
repozytoriéw danych i algorytméw nie powiazanych bezposrednio z pracg. Czgsto bra-
kuje struktury, co powoduje, Ze opis staje si¢ nieczytelny (Rozdziat 1.3.3). Prezentacja
algorytméw i metod statystycznych nie zawsze jest poprawna. W jezyku polskim uzywa-
my okreslenia prawdopodobieristwo (nie szansa), rozktad (nie dystrybucja), P-warto$¢
(nie warto$¢ P) oraz liczba (nie ilo$¢) w przypadku policzalnych wielkosci. Natomiast
opis metod, ktére zostaty uzyte w bibliotece jest bardzo chaotyczny i niewystarczajacy.
Metody analizy réznicowej, zwlaszcza te, ktére zostaty zaimplementowane w bibliotece

powinny by¢ przedstawione bardzo starannie i najlepiej z uzyciem pseudokodu.

2. Rozdzial 3 zawiera zaréwno opis funkcjonalnosci narzedzia jak tez tresci, ktére umoz-
liwiaja instalacje i rozbudowe biblioteki. Taki uktad jest bardzo nieczytelny. Czysto
techniczne rozwiazania zwiazane z implementacja (generowanie wykreséw etc) oraz

listingi kodu funkcji powinny znalezé sie w Apendiksie, jako podrgcznik uzytkowni-




ka, czyli integralna czg$¢ stworzonego narzedzia. Dotyczy to réwniez opisu interfejsu

graficznego oraz zaprezentowanych na stronach 98 — 106 przyktadéw wizualizacji.

. Nie jest jasne, jaki jest status dostgpnosci biblioteki. Czy zostata ona zgloszona jako
pakiet R do repozytorium CRAN? jako pakiet na platformie Bioconductor ? Na Jjakiej
licencji ?

- Kluczowa funkcjonalno§¢ zaproponowanej biblioteki obejmuje analize réznicowa ge-
n6éw. Do wykonania tej pierwszej uzyto narzedzia ImpulseDE2. W pracy wymieniono
niektore alternatywne podejicia (DESeq2, edgeR, limma-voom, Cuffdiff2,
EBSeq, maSigPro)pomijajac inne (np. GP-Seq). Niestety dziatanie biblioteki w
analizie ekspresji genéw poréwnano jedynie z metoda DESeq2, a poréwnanie to ogra-
nicza si¢ do przedstawienia diagraméw Venna (Rys 31 i 35 w pracy). Sam Autor
stwierdza, ze w przypadku genéw znalezionych jedynie przez jego narzedzie konieczna
Jest dalsza analiza. Bez zaprezentowania tej analizy czytelnik moze mie¢ obawy, czy

zidentyfikowane geny nie sa tzw falszywymi pozytywami.

. Kolejna funkcjonalnos¢ biblioteki obejmuje klasteryzacje genéw. Do tego zadania
wybrano narzedzie mfuzz oparte o algorytm rozmytych k-§rednich. W tym przypadku
zbidr alternatywnych podejsé jest jeszcze liczniejszy, a wyb6r mfuzz nie zostal w
zaden sposob uzasadniony, mimo znanych ograniczeri metody (niejasnosé interpretacii,
duza zlozono$¢, wrazliwos¢ na parametry). Nie znalaztam tez poréwnania z innymi
metodami grupowania wzorcéw ekspresji, cho¢ z zaprezentowanych w Rozdziale 4
wizualizacji wynika jednoznacznie, ze zaproponowane przez mfuz z klastrowanie jest

bardzo trudne w interpretacji.

. Jesli sugerujemy sig tytutem, to Rozdziat 4 zawiera gléwne wyniki rozprawy. W przy-
padku pierwszego zestawu danych (Bacillus Subtilis) po dos¢ szczegétowym opisie
wykonania eksperymentu (przygotowanie prébek, sekwencjonowanie), nastepuje la-
koniczny opis uzycia biblioteki. Czytelnik dowiaduje si¢ jedynie, ile genéw zostato
zidentyfikowanych jako istotne przez dana metode. Rysunek 26 jest dosé niepokojacy,
gdyz réznica symetryczna dla zbioréw genéw identyfikowanych przez TimeSeqgR i
metod¢ DESeq?2 jest znaczaca. Narzuca si¢ pytanie jakie geny znajduja sie w tej réznicy
symetrycznej? W jakie procesy molekularne s zaangazowane i jakie funkcje petnia ?
Czy ich interpretacja w kontekscie danego eksperymentu moze potwierdzié wyzszosé

prezentowanej biblioteki nad istniejacymi metodami?

. Drugi zbiér danych analizowany w Rodziale 4 pochodzi z organizmu Saccharomyces

cerevisiae. Wyniki analiz nie s3 w zaden sposéb zinterpretowane, a poréwnanie z



metoda DESeq2 pokazuje znaczace rozbieznosci. Nie zostato wyjasnione, czy mozna je
interpretowac na korzy$¢ TimeSeqR. Uwazam, ze konieczne jest scharakteryzowanie
1682 genéw wskazanych przez biblioteke i ich interpretacja w kontekscie publikacji, w
ktérej zostat pierwotnie opisany eksperyment. Czy zastosowanie TimeSeq2 pozwala
na wzmocnienie wnioskéw z tej publikacji ? Czy raczej podwaza postawione tam

hipotezy badawcze ?

8. Ostatni przyktad wykorzystania biblioteki obejmuje dane symulowane. Dane zostaty
wygenerowane za pomocg funkceji dostarczanej przez narzedzie ImpulseDE2. Opisa-
no jedynie parametry generatora, a najwazniejsze informacje o tym z jakiego rozktadu
generowane sg dane zostaly pominigte. Analiza rozpoczyna si¢ od ustalenia liczby kla-
strow. Podobnie jak w poprzednich przypadkach maksymalna liczba klastréw ustawiona
jest na 20. Brakuje uzasadnienia tego ograniczenia. Nastepnie okazuje sie, ze uzyskane
metodg mfuzz klastrowanie jest do$¢ niskiej jakosci. Narzuca sig tutaj rozszerzenie
biblioteki przez implementacje co najmniej jednej alternatywnej metody klastrowania.
Poréwnanie z metoda DESeq2 wykazuje jej przewage nad TimeSeqR w identyfika-
¢ji réznicujacych genéw. W tym przypadku nie ma mozliwosci wykonania analizy
funkcjonalnej, jednak pominigcie 139 genéw wydaje si¢ niepokojace. Czy mozna to
wyttumaczyc¢ specyfika generatora oraz modelem impulsowym zastosowanym przez

ImpulseDEZ2, ktdry jest wykorzystywany w TimeSeqR ?

9. Rozdziat 5 rozprawy jest po§wiecony dyskusji réznych narzedzi stuzacych do analizy
danych RNASeq. Niektére z nich zostaty uzyte przez Autora do wstepnego procesin-
gu danych a inne weszty w sktad biblioteki. Jest tez zbiér narzedzi, ktére sa jedynie
wymienione, ale ich funkcjonalno$é nie zostata poréwnana z proponowanym rozwiaza-
niem. Rozdziat w znacznym stopniu jest redundantny z rozdziatlem wprowadzajacym.
Problemem jest tez brak struktury tekstu, ktry jest z tego powodu bardzo nieczytelny.
Wymienione narz¢dzia powinny by¢ adekwatnie pogrupowane wzgledem funkcjonalno-
Sci, a nastepnie poréwnane pod katem jasno sprecyzowanych i adekwatnych kryteriow.
Stosowane kryteria powinny byé odpowiednio uzasadnione, a ostateczna walidacja na-
rzedzia musi obejmowac interpretacje uzyskanych wynikéw w kontekscie rozwazanego

zagadnienia biologii molekularne;.
Ponizsze uwagi maja mniejsza wage i dotycza czytelnosci rozprawy:

1. strona 17: ilo$¢ odczytéw — liczba odczytéw; w jezyku polskim nie stosuje sig po-

wszechnie przedimkéw — np w wyrazeniach ,.ten nanopor”, ,, ta mobilnoéé";

2. strona 29: ilo§é znakéw — liczba znakéw;



10.

11.

12.

13.

14.

. strona 31: poprawny zapis formut rekurencyjnych w algorytmach Needlemana-Wunscha

oraz Smitha-Watermana powinien zawiera¢ funkcje maksimum oraz nie uzywaé notacji

wektorowej;

. strona 32: nie méwimy, ze algorytmy nie sg wykonalne (bo sa), tylko, ze ich zlozonosé

obliczeniowa jest (zbyt) duza; ilo$¢ sekwencji — liczba sekwencji;

. strona 33: metody iteracyjne zbiegaja do pewnego rozwiazania, najcze$ciej wymagamy,

zeby byty zbiezne i staramy si¢ oszacowaé szybko$é zbieznosci;

strony 34 — 38: opis metod mapowania sekwencji NGS jest nieczytelny, brakuje struktury
tekstu, odpowiedniego grupowania przedstawianych metod i poréwnania ich za pomoca

sensownych kryteridw;

. strona 42: czy ,,moc wykrywania" oznacza moc testu statystycznego ? jak jest zdefinio-

wana?

. strona 43: wielko$¢ @ nie zostata zdefiniowana, podobnie jak o;

strona 44: wykorzystanie Twierdzenia Bayesa w metodzie DESeq2 jest niejasno opisa-

ne;

strony 48 — 52: opis kluczowej metody, czyli ImpulseDE2 jest niestaranny; dlaczego
stosujemy algorytm BFGS dla problemu optymalizacyjnego? jaki jest warunek stopu
algorytmu? jak wyglada test ilorazu wiarygodno$ci w analizie ekspresji? dlaczego
wykorzystujemy rozkiad Chi-kwadrat do obliczenia p-warto$ci? dla kompletnosci nalezy

tez przedstawi¢ metode korekty w przypadku testowania wielu hipotez;

strona 55: co oznacza w kontek§cie omawiania algorytmu c-§rednich sformutowanie

iteracja Picarda?

rozdziat 3 (strony 57-107): listingi zawierajace kod poszczegSlnych fragmentéw biblio-
teki powinny (w adekwatnym kontekscie) znalezZ¢ si¢ w dokumencie zwanym zazwyczaj
podrecznik uzytkownika, a w tekécie rozprawy kluczowe algorytmy moga zostaé zapre-

zentowane w postaci pseudokodu;

rysunki 8 i 9 prezentujace konstrukcje biblioteki (strony 84 i 85 w rozprawie) sa

nieczytelne;

w Rozdziale 4.1.3 sformutowania ilo$¢ klastréw/punktéw nalezy zastapié przez liczba

klastréw/punktéw;



15. jak interpretowa¢ wykresy PCA dla klastréw ? czy nakladanie sie klastréw nie dyskwa-

lifikuje metody uzytej klastrowania rozmytego?
16. jakie grupy genéw reprezentuja klastry przedstawione na Rysunkach 22 i 23 ?

17. rysunki prezentujace wizualizacje uzyskiwane dzieki bibliotece (strony 1021 103 w

rozprawie) sa nieczytelne;

18. uzywane w rozprawie oznaczenie padj na oznaczenie granicznej wartosci p-warosci jest

bardzo nieczytelne;

19. jakie grupy genéw reprezentuja klastry przedstawione na Rysunku 28 ?

8. Podsumowanie

Biorac pod uwage opinie zaprezentowane w poprzednich punktach i wymagania zdefiniowane
przez artykut 13 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach i tytule naukowym (z p6Zniejszy-
mi zmianami ') stwierdzam, ze recenzowana przeze mnie praca spetnia w stopniu minimalnym
wymagania stawiane rozprawom doktorskim przez obowiazujace przepisy i wnosze o dopusz-

czenie magistra Przemystawa Latocha do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

'https://isap.sejm.gov.pl/isap.nsf/home.xsp



