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Recenzja
rozprawy doktorskiej mgr inz. Agaty Muszynskiej, zatytulowanej: ,,Advanced data exploration
techniques for augmented transcriptional landscape and its better quantification”

(Zaawansowane techniki eksploracji danych do analizy rozszerzonego krajobrazu
transkrypcyjnego i jego lepszej kwantyfikacji)

Przedstawiona do recenzji praca doktorska Pani mgr inz. Agaty Muszynskiej zostata wykonana na
Wydziale Automatyki, Elektroniki i Informatyki Politechniki Slaskiej. Promotorem rozprawy jest
dr hab. inz. Pawet Labaj z Matopolskiego Centrum Biotechnologii Uniwersytetu Jagiellonskiego,
a promotorem pomocniczym dr David Kreil z Uniwersytetu Zasobdw Przyrodniczych i Nauk o Zyciu
w Wiedniu (Universitét fur Bodenkultur Wien).

Tematyka pracy skupia si¢ na zaawansowanych analizach transkryptomicznych z wykorzystaniem
mikromacierzy DNA oraz sekwencjonowania RNA (RNA-seq) drugiej generacji. Szczegdlng uwage
poswigcono czynnikom technicznym, ktore moga wptywac na proces analizy danych i jego powtarzalnoscé.
Glownym celem rozprawy jest ocena przydatnosci i znaczenia dobrych praktyk analizy z wykorzystaniem
rzeczywistych zestawow danych w kontekscie skutecznej minimalizacji wptywu zmiennosci technicznej
na wyniki biologiczne. Praktyki te zostaly przetestowane na trzech zestawach danych: zestawie
mikromacierzy DNA oraz dwdch zestawach RNA-seq: rzeczywistym i referencyjnym. Kluczowym
rezultatem przeprowadzonych badan jest stworzenie bioinformatycznego narzedzia, ktore obejmuje
starannie  zaprojektowany, kompleksowy proces analizy jakosciowej 1 iloSciowej danych
transkryptomicznych, uwzgledniajacych takze rdzne typy zmiennosci techniczne;.

Pierwszym problemem z jakim przyszto si¢ zmierzy¢ Doktorantce jest efekt serii, wprowadzajacy
do uktadu eksperymentalnego niezamierzone roznice techniczne wynikajace z przygotowywania
i przetwarzania probek w poszczeg6lnych grupach lub partiach. Zagadnienie to dotyczyto
tzw. ,,rzeczywistego zestawu” danych RNA-seq, ktory obejmowat 88 probek. Zestaw ten zawieral probki
pochodzace z trzech rdéznych typoéw mutantdow myszy oraz probki kontrolne uzyskane z organizméw typu

dzikiego. Wszystkie probki przygotowane byly w trzech seriach. Efekt serii wprowadzal dodatkowa



zmiennos$¢ techniczng, ktora znaczgco zaklocata zmienno$¢ biologiczng pomig¢dzy probkami (Rysunek
4.2a). W rezultacie analiza ekspresji roznicowej genéw dawala fatszywie negatywny wynik. Zastosowanie
narzgdzia SVAseq pozwolito zminimalizowa¢ efekt serii 1 poprawi¢ jakos¢ analizy réznicowej genow.
Jednakze przeprowadzone analizy potwierdzaja wczesniejsze doniesienia, iz usuwanie efektow
technicznych, w tym takze efektu serii, na etapie analizy dla danych jest procesem suboptymalnym.
Pomimo przeprowadzonej korekty, otrzymane wyniki ekspresji réoznicowej charakteryzowaty si¢ mata
powtarzalno$cig pomigdzy seriami. Ponadto wykryte roéznice ekspresji pomigdzy genami byly na dosé
niskim poziomie.

Problem technicznej zmienno$ci pojawia si¢ takze w przypadku analizy ekspresji genow z uzyciem
mikromacierzy DNA. Zestaw danych obejmuje 14 mikromacierzy DNA (Illumina HumanHT-12 v4) dla
analiz transkryptomicznych 7 probek uzyskanych od pacjentow z choroba Parkinsona oraz 7 zdrowych
ochotnikéw. W tej czgéci pracy, Doktorantka bada wplyw normalizacji danych oraz zmiennos$ci na
poziomie probek na proces detekcji genow réznicowych. Oba przypadki jednoznacznie wskazuja, ze
korekta technicznej zmiennosci nie jest procesem trywialnym, ani catkowicie neutralnym dla r6znic na
poziomie biologicznym. Dlatego minimalizacja wszelkiej zmiennosci technicznej powinna odbywac si¢
juz na etapie planowania eksperymentu i1 przetwarzania probek w laboratorium. Doktorantka zasadnie
zwraca uwage na kontekst biologiczny, postulujac, ze korekta zmienno$ci technicznej powinna
uwzglednia¢ istote pytania biologicznego oraz przestrzega¢ struktury zestawu danych, wynikajacej
bezposrednio z uktadu eksperymentalnego. Catkowicie zgadzam si¢ z gtowng konkluzja, ze nie wszystkie
btedy wynikajace z przetwarzania probek mogg by¢ catkowicie wyeliminowane na etapie analizy danych.

Doktorantka, wykorzystujac wczesniej opisany rzeczywisty zestaw danych RNA-seq (88 probek),
wykazala, ze wskazany efekt serii ma mniejszy wpltyw na analiz¢ alternatywnego splicingu. Pomimo
wystepowania znacznej zmiennosci technicznej w ukladzie, nadal mozliwa jest wiarygodna analiza
ztozonos$ci transkryptomicznej badanych probek. Stosujac narzgdzie Spladder, Doktorantka
przeprowadzita analize pieciu najpopularniejszych typow zdarzen alternatywnego splicingu (Tabela 4.3).
Pomimo niskiej powtarzalnosci na etapie analizy ekspresji gendw, wiele z wykrytych zdarzen
alternatywnego splicingu byto wspoétdzielonych pomiedzy badanymi probkami. Szczegdlnie interesujgce
zdaja si¢ by¢ dwa najmniej popularne, a zarazem najbardziej specyficzne typy zdarzen: wzajemnie
wykluczajace si¢ eksony (ang. mutually exclusive exons) oraz proces pominigcia wielu eksondw (ang.
multiple exon skip). Czy te typy zdarzen dotyczq jakiejs szczegolnej grupy genow? Mam na mysli tutaj ich
biotyp (geny kodujgce biatko lub geny niekodujgce), specyfike kodowanego biatka lub ich same wlasciwosci
genomiczne takie jak diugosé, liczba transkryptow danego genu lub liczba jego eksondw. Korzystajac z
okazji chciatam zada¢ pytanie dotyczace analizy ekspresji roznicowej. Skoro analiza alternatywnego

splicingu jest znacznie bardziej powtarzalna od globalnej analizy ekspresji, czy probowata Pani zbadaé



ekspresje genow stosujqc wylgcznie tzw. podzielone odczyty (ang. split reads), ktore nie posiadajq ciggtego
dopasowania i mapujg si¢ do dwoch roznych eksonow danego genu? Na ile Pani zdaniem optymalny jest
proces filtrowania odczytow w poréwnaniu do korekcji zmiennosci technicznej?

W drugiej czesci pracy, Doktorantka skupia si¢ wytacznie na analizie alternatywnego splicingu
z uzyciem referencyjnego zestawu danych, ktory opracowany zostal w ramach konsorcjum SEQC2.
Referencyjny zestaw danych zawiera probki bedace mieszaning 10 réznych linii nowotworowych (A) oraz
zdrowych osobnikow (B) w réznych proporcjach. Ponadto czes¢ probek w ramach tego zestawu poddano
ukierunkowanej metodzie sekwencjonowania, skupiajac ten proces gldwnie na wybranych genach z panelu
komercyjnego (1064 geny) oraz panelu niestandardowego (2125 gendw). Zastosowanie celowanego
sekwencjonowania zwieksza pokrycie badanych gendéw odczytami, pozwalajagc tym samym wydajniej
i doktadniej wykrywac alternatywne formy transkryptow dla badanych genow. Przeprowadzone badania
pokazuja, iz poziom pokrycia genu jest istotny z punktu widzenia analizy alternatywnego splicingu, gdyz
blisko 90% wykrytych potaczen eksonéw pochodzi z gendéw ujetych w testowanych panelach. Ponadto
detekcja ok. 100 tysiecy nowych potgczen eksonow wskazuje, iz wcigz nie do konca rozumiemy poziom
ztozonosci transkryptomow ssakow. W zwiagzku z tym mam trzy pytania do tej czesci pracy: (1) W jaki
sposob Pani zdaniem bedziemy identyfikowacé zdarzenia alternatywnego splicingu, ktore sq istotne
biologicznie? Bytabym wdzigeczna za uwzglednienie scenariusza kiedy to konkretne typy zdarzen mogq by¢
powigzane z unikalnym zestawem funkcji danego transkryptu. (2) W jaki sposob, Pani zdaniem, powinnismy
radzié¢ sobie z problemem niekompletnosci katalogow genéw na etapie przetwarzania danych uzyskiwanych
z uzyciem sekwencjonowania RNA? Poprositabym o komentarz w kontekscie badania alternatywnego
splicingu, ale takze i analizy ekspresji genow. (3) Jakie, Pani zdaniem, bedq konsekwencje Wzrostu
katalogdbw gendw poprzez identyfikacje nowych genéw oraz transkryptow dla analizy ilosciowej
i jakosciowej transkryptomow?

Przeprowadzone badania doprowadzity do stworzenia nowego narzedzia bioinformatycznego, ktore
umozliwia niestandardowa, kompleksowg analiz¢ danych transkryptomicznych. Chociaz sama idea nie jest
nowa i obecnie dostgpnych jest szereg podobnych rozwigzan, to proponowane narzedzie wyrdznia si¢
mozliwoscig przetwarzania réznych typoéw zestawow danych, takich jak dane uzyskiwane z uzyciem
mikromacierzy DNA oraz sekwencjonowania RNA metoda krotkich i dlugich odczytow. Taka
wszechstronno$¢ jest mozliwa ze wzgledu na liczne podobiefstwa w procesie analizy danych
otrzymywanych z zastosowaniem mikromacierzy DNA oraz danych RNA-seq. Jednakze kompleksowa
integracja tych krokow wymaga specjalistycznej wiedzy, ktorg bez watpienia posiada Doktorantka.
Istotnym atutem proponowanego narzg¢dzia jest rOwniez implementacja bazy danych InterProScan, €O
umozliwia bezposrednig ocen¢ wptywu alternatywnego splicingu na wytwarzane biatka. W tym miejscu

chciatabym zapytaé o przysztos¢ tego narzedzia oraz w jakim kierunku planuje je Pani rozwijac?



Zakladajgc, zZe jednym z glownych kierunkow rozwoju bedzie analiza splicingu, chciatabym dopytaé o
rozbudowe wizualnej strony narzedzia.

Rozprawa doktorska obejmuje z 147 stron i zostata napisana w jezyku angielskim. Sktada si¢ z kilku
czescl, zaczynajac od wstepu, w ktorym krotko opisano cel 1 zalozenia pracy. Kolejny rozdziat przedstawia
teoretyczne podstawy, gtownie wprowadzenie do transkryptomiki oraz opisuje zatozenia i wyzwania
zwigzane z wysokoprzepustowymi metodami analizy RNA. Dodanie kilku rysunkdéw w cze$ci teoretycznej
pozwoliloby nieco przetamac techniczny charakter tego rozdziatu i utatwitoby odbior tresci. Trzecia czgs$é
pracy zawiera opis uzytych metod oraz zestawdéw danych. Rozdzialy cztery, pig¢ i sze$¢ zawieraja
odpowiednio opis wynikow, podsumowanie i podzigkowania. Istotnym elementem pracy sg takze
zalaczniki, ktore zawieraja no$nik USB, liste rycin, tabel oraz dane uzupeiniajace (Supplementary
Material). Cze$¢ literaturowa, obejmujaca 107 odnos$nikow, stanowi kompleksowy przeglad literatury
z zakresu wysokoprzepustowych analiz transkryptomicznych, ze szczegdlnym uwzglednieniem metod
badania procesu alternatywnego sktadania transkryptéw. Narzedzie bioinformatyczne, bedace wynikiem
niniejszej pracy jest publicznie dostepne za pomocg platformy github.

Doktorantka jest wspolautorka trzech publikacji, o czym mowa w pracy. To dodatkowe
potwierdzenie interesujgcego charakteru tematyki badawczej oraz pozytywnej oceny przez zewnetrznych
recenzentow. Szkoda jednak, ze praca nie zawiera dodatkowego opisu naukowej aktywnosci Doktorantki.
Cho¢ taki opis nie jest formalnie wymagany, z pewnoscia stanowitby dodatkowy atut, bioragc pod uwage
zaangazowanie Doktorantki w realizacj¢ projektow o znaczeniu mi¢dzynarodowym, takich jak udziat
w konsorcjum SEQC2,

Problem powtarzalno$ci wynikow w analizie danych biologicznych jest obecnie jednym z glownych
wyzwan. W przysztosci konieczne bedzie doskonalenie metod oraz narzedzi, ktore ocenig i1 poprawia
powtarzalno$¢ §ciezek przetwarzania ztozonych zestawow danych. Istotne bedzie takze ustalenie bardziej
rygorystycznych standardéw oraz rozwdj zaawansowanych technik automatyzacji i integracji procesow
analizy danych. Poprawa powtarzalnosci jest kluczowym krokiem w kierunku otrzymywania bardziej
niezawodnych i wiarygodnych wynikéw badawczych w dziedzinie genomiki i transkryptomiki.

Podsumowujac  stwierdzam, iz przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska
Pani mgr inz. Agaty Muszynskiej spelnia wymogi Ustawy z dn. 20 lipca 2019 r. — Prawo o szkolnictwie
wyzszym 1 nauce (Dziennik Ustaw 2020 r. poz. 85 z p6zniejszymi zmianami) i wnioskuj¢ o dopuszczenie

mgr inz. Agaty Muszynskiej do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Poznan, 23.06.2023

Barbara Uszczynska-Ratajczak



