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Recenzja rozprawy doktorskiej pt. ,,Advanced data exploration techniques
for augmented transcriptional landscape and its better quantification”
przedstawionej przez mgr inz. Agate Muszytiska

Recenzja niniejsza zostata sporzadzona na zlecenie Rady Dyscypliny Informatyka Tech-
niczna i Telekomunikacja Politechniki Slaskiej zgodnie z wymogami ustawy dotyczacej
procedur nadawania stopnia doktora.

Opis rozprawy

Przedstawiona rozprawa napisana jest w jezyku angielskim, sklada sie z 5 rozdziatow (In-
troduction, Background, Methods, Results, Summary) i liczy wraz z dodatkami 149 stron.
Naturalnie, wiekszo$¢ materiatu istotnego dla oceny rozprawy znajduje sie w rozdziatach
trzecim i czwartym opisujacych odpowiednio metodologie i wyniki rozprawy.

Dwa pierwsze rozdzialy rozprawy wprowadzajg do tematu i zarysowuja tto przedstaw-
ionych badan. W szczegolnosci rozdzial 1 zawiera kilka fragmentéw, ktore opisuja za-
kres i cele rozprawy doktorskiej, a takze przedstawia te aspekty rozprawy, ktére autorka
uwaza za nowatorski wktad naukowy. W szczego6lnodci, podrozdzial 1.1 zawiera opis celu
rozprawy, ktory autorka widzi jako przede wszystkim przeprowadzenie ,stress-testow”
obecnie stosowanych narzedzi do analizy transkryptomoéw i przedstawienie ,rozwigzania”
w postaci zestawu skryptow snakemake, ktore pozwalaja na uruchomienie zestawu stan-
dardowych narzedzi w kilku ro6znych scenariuszach typowych dla analiz RNA-Seq (anal-
iza roznicowe] ekspresji genow, wykrywanie alternatywnego splicingu itp.) a takze (w
mniejszym zakresie) analiz danych mikromacierzowych. Podrozdzial 1.2 za$ poswiecony
jest nowatorskiemu wktadowi rozprawy, ktéry, w ocenie autorki, polega na stworzeniu
nowego zestawu skryptow snakemake, bedacych pewnym ulepszeniem obecnie dostepnych
zestawow narzedzi do analizy RNA-Seq.

Rozdzial trzeci zawiera opis metodologii wykorzystywanych w rozprawie. Obejmuje on
zar6wno podstawy technologi sekwencjonowania RNA /cDNA | podstawy technologii mikro-
macierzowych, jak i wszelkie techniki analizy danych, zar6wno od strony statystycznej jak i



informatycznej. Jest on dosé¢ obszerny (strony 27-56 rozprawy), jednak pozostawia wraze-
nie pewnej pobieznosci. Jest to w pewnym sensie nieuniknione, bioragc pod uwage ogromna,
roznorodnos¢ narzedzi i metod wykorzystywanych w dziedzinie analizy danych transkryp-
tomicznych. W mojej ocenie, autorka wybrneta z tego, trudnego, zadania w sposob zad-
owalajacy, mimo, ze kazdy czytelnik, ktory ma doswiadczenie w dziedzinie analizy danych
transkryptomicznych znajdzie w tym opisie pewne luki. Niezaleznie jednak od tych luk,
widac¢ jest, ze autorka zapoznala sie z metodami o duzym zakresie réznorodnosdci i bytaby
gotowa do tego, aby podja¢ sie w przysztosci w zasadzie dowolnej standardowej analizy
transkryptomu. Byé¢ moze musiataby zapoznaé sie z jaka$ nowa metoda, ale zapewne
miataby w swoim doswiadczeniu wystarczajaco duzo punktéw odniesienia, aby szybko
douczy¢ sie potrzebnych narzedzi.

Rozdzial czwarty opisuje glownie wyniki eksperymentéow przeprowadzonych przez au-
torke. Obejmuja one do$¢ przekrojowe analizy kilku réznorodnych zbioréw danych i
zastosowanie do nich réznych wariantow skryptéw rozwinietych przez autorke. Zestaw
tych wynikéw jest do$¢ schematyczny: autorka przedstawia kolejne zbiory danych, sto-
suje do nich adekwatne metody analizy i przedstawia wynikowe wykresy, wraz z krotka
analiza wynikow. Wszystkie te analizy sa obecnie do$¢ standardowe, obejmujac metody
takie jak wykrywanie genéw o roznicowej ekspresji, alternatywnego splicingu, normal-
izacja pomiedzy roznymi zestawami danych w przetwarzaniu ,wsadowym” (ang. batch
effect normalization). Nie widze w tych analizach powaznych btedow rzeczowych, ale tez i
trudno dopatrzy¢ sie w nich rzeczywiscie nowatorskiego podejscia. Raczej okreslitbym te
wyniki jako pewnego rodzaju badania o naturze ,przyrostowej”, gdzie wraz z pojawiaja-
cymi sie nowszymi wersjami standardowych metod w technologii osiagajacej dojrzalos¢,
takiej jak RNA-Seq, powstaja kolejne wersje zintegrowanych narzedzi do analizy tego
rodzaju danych, ktore pozwalaja na coraz tatwiejsza i wymagajaca mniej wiedzy fachowe;j
analize nowych danych. Biorac pod uwage, ze dane RNA-Seq analizujemy od juz niemal
15 lat (nie wspominajac o mikromacierzach), proces ten osiagnal juz etap gdy stworzenie
narzedzia poprawiajacego dostepne wersje wymaga nadal sporo wysitku, jednak prawo
,diminishing returns” powoduje, ze przyrost funkcjonalnosci pozostaje niewspétmierny do
wysitku.

Rozdziat 5 zawiera podsumowanie rozprawy i, co wazne, takze w podrozdziale 5.2, pod-
sumowuje artykuly naukowe, do ktérych autorka przyltozyla sie w czasie pracy nad dok-
toratem. O ile czes¢ podsumowujaca, pozostawia raczej niedosyt, jako ze wnioski ptynace
7z analiz maja wymowe raczej negatywna (m.in. “currently there are no gold standards”,
oraz “great improvements can still be made ...”), ale z sekcji 5.2 plynie wyrazny sygnat,
ze autorka nie ograniczata sie do prac opisanych w doktoracie, ale poswiecita tez sporo
czasu na rzeczywista wspotprace naukowa w duzych zespotach, co doprowadzito do pow-
stania dwoch publikacji juz opublikowanych w czasopismach i jednej pracy przegladowej
w recenzjach (juz opublikowanej, w momencie pisania recenzji). Wszystkie te prace sa
wieloautorskie, z umiarkowanym udziatem autorki (nie jest pierwsza autorka zadnej z
prac), ale jedna z nich jest opublikowana w bardzo dobrym czasopismie (Genome Biol-



ogy).

Uwagi krytyczne

Tytut rozprawy sugeruje, ze autorka planowata stworzenie nowych ,zaawansowanych”
metod eksploracji danych, ktore mialy prowadzi¢ do ,lepszych” metod kwantyfikacji tran-
skryptomow. W istocie, po przeczytaniu rozprawy widac¢ jest, ze az tak ambitne cele
nie zostaly osiagniete. Szkoda, ze nie udalo sie zmienié¢ tytulu, aby bardziej odpowiadatl
zakresowi rozprawy. Podejrzewam, ze by¢ moze taka zmiana bytaby klopotliwa formal-
nie, ale mysle, ze przy tak istotnym okrojeniu zakresu pracy, zmiana tytutu pozwolitaby
unikna¢ efektu zbyt duzych oczekiwan wobec pracy, ktore taki ambitny tytut wywoluje.

Praca napisana jest w jezyku angielskim i w niektérych miejscach widaé jest, ze nie jest to
jezyk ojczysty autorki. (np. sformulowania ,confounding effects” zamiast ,factors”,  faster

7 itp. sa uzywane niepoprawnie), ale zapewne wykorzystanie

run time” zamiast ,shorter...
jezyka angielskiego podyktowane byto udzialem prof. Kreila jako ko-promotora. Mimo
tych, drobnych, niedociagnie¢, praca daje sie czyta¢ dosé¢ dobrze i nie odbiega od poziomu

typowego dla rozpraw doktorskich bronionych w Polsce.

Podzial treéci pomiedzy rozdzialy budzi niekiedy watpliwosci. Np. transformata Bur-
rows’a Wheelera opisana jest w podrozdziale 2.3 ,NGS technologies summary”. Wydaje
sie, ze lepszym miejscem dla takiego opisu bytby rozdziat 3, jako ze nie jest to metoda
przynalezna do technik NGS, a raczej struktura danych pomocna m.in. w tej dziedzinie.
Metoda ta jest potraktowana do$¢ pobieznie, co, by¢ moze, nie ma wpltywu bezposred-
nio na wyniki rozprawy, ale nie najlepiej $wiadczy o wiedzy kandydatki w dyscyplinie
informatyka.

Podobnie, wykorzystanie rozktadu ujemnego dwumianowego (NB) w modelowaniu r6zni-
cowej ekspresji genow przedstawione jest w rozdziale wstepnym (2.4) i potraktowanie
bardzo skrotowo. Autorka nie ustrzegla sie przy tym sformutowan ocierajacych sie o
btad, piszac, ze ,Random sampling of RNA-Seq reads [..] can be modelled quite well
by Poisson distribution” co nie jest prawda, z czego autorka zapewne zdaje sobie sprawe
piszac dalej o wykorzystaniu rozktadu NB do tego celu.

Opisujac pakiet snakemake w podrozdziale 3.1, autorka uzywa sformutowania ,,comes with
a set of additional advantages”, co jest dos$¢ zaskakujace, bo nie dowiadujemy sie jakie to
zalety, a mowa nie o jakim§ marginalnym narzedziu, a gtléwnym, wybranym przez autorke,
rozwiazaniu.

Opisujac metode TMM autorka uzywa okreslenia ,trimmed mean of M-values values”, co
jest zapewne po prostu btedem pisarskim.

W podrozdziale 3.5.5, autorka wymienia metody poprawek zwigzanych z testowaniem
wielu hipotez, ale wspomina wytacznie o metodzie Holma (zwanej zwykle Holma-Bonferroniego)
i o podejsciu FDR, pomijajac prostsza i czesto stosowana metode Bonferroniego.



Ryciny 3.1 i 4.1 wydaja sie by¢ identyczne. Byé¢ moze powtorzenie jest zamierzone, ale
jest to moim zdaniem zta praktyka w pracach naukowych.

W rozdziale 4, najwazniejszym dla oceny rozprawy, rozczarowuje brak rzeczywistej inte-
gracji wynikow réznych narzedzi w sposob inny niz wizualizacja réznych analiz dla tego
samego zestawu danych. Wydaje sie, ze czesciowo zgodnie z diagramem 3.1/4.1, au-
torka stworzyta narzedzie pozwalajace na wykorzystanie réznych metod do otrzymania
genow o roznicowej ekspresji i/lub alternatywnych miejsc splicingu, ale nie dokonata inte-
gracji wynikow. Jesli juz tworzy¢ “zintegrowane narzedzie” do takich analiz, warto byloby
sprobowaé zintegrowa¢ wyniki réznych analiz, cho¢by w postaci wspolnego raportu, a
jeszcze lepiej, w postaci analizy, ktora rozwaza alternatywny splicing wspdlnie z rézni-
cowa ekspresja genow. Szkoda, ze autorka nie tylko nie dokonuje proby takiej, glebszej,
integracji wynikow, ale tez nie podaje powodow, ktore ja przed tym powstrzymaty.

Podobnie, wydaje sie, ze w tak zlozonym narzedziu, decyzja o wykorzystaniu narzedzi do
analizy efektow wsadowych” (ang. ,batch effects”) jedynie w przypadku analizy rozni-
cowej ekspresji, jednak nie w przypadku alternatywnego splicingu, pozostawia pewien
niedosyt. Wydaje sie, ze normalizacja odczytow zwiazanych z AS mogtaby takze pomoc
w lepszej powtarzalnosci wynikow.

Podsumowanie

Podsumowujac, praca mgr inz. Agaty Muszyniskiej miata niezwykle ambitne cele (wprowadzi¢
nowe metodologie i ulepszy¢ ilosciowe pomiary w analizie danych transkryptomicznych),
jednak uzyskane wyniki sa natury raczej przyrostowej i znaczacej jedynie w lokalnym
wymiarze.

Rozprawa wykazuje, ze autorka zdobyta wiedze o wielu réznych metodach analiz danych
transkryptomicznych, cho¢ byé¢ moze bardziej doglebna analiza mniejszej ilosci metod
databy ciekawsze wyniki. Niemniej, widoczne jest, ze jej wiedza jest wystarczajaca, aby
w przyszto$ci mogta wykonywac tego rodzaju analizy w Srodowisku typowych projektow
bioinformatycznych.

Praca zawiera pewne niedociagniecia formalne, a takze drobne uchybienia metodologiczne,
jednak nie ma w niej powaznych btedéw rzeczowych.

Wyniki tej pracy pozostawiaja w czytelniku pewne poczucie niedosytu, choé¢ zapewne
czesciowo mozna to wyttumaczy¢ nadmiernie ambitnym tytutem, ktéremu trudno bytoby
sprosta¢ w srodowisku analiz RNA-Seq, gdzie metodologie sa juz w tej chwili do$¢ usta-
bilizowane.

Rozwazajac, czy rozprawa ta spelnia wymagania ustawowe wobec rozpraw doktorskich,
trzeba przyznaé, ze ze wzgledu na przyrostowy charakter wynikéw, odpowiedz pozytywna
nie jest oczywista. Jednak, w moim odczuciu na korzy$¢ doktorantki przemawia jej udziat
w kilku projektach naukowych, gdzie wykazala sie¢ praktycznymi umiejetnosciami w anal-
izie danych RNA-Seq, co pozwolito jej uzyska¢ istotne wyniki naukowe. W zwigzku z tym
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uwazam, ze — mimo wspomnianych stabosci - rozprawa wypelnia ustawowe wyma-
gania stawiane wobec rozpraw doktorskich i moze zosta¢ skierowana do kolejnych
etapow postepowania w kierunku nadania stopnia doktora.

AN L&,Lf; A

Bartosz Wilczynski
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