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Tematyka i uklad pracy

Recenzowana rozprawa doktorska posiada charakter interdyscyplinarny i dotyczy obszarow
informatyki, bioinformatyki, transkryptomiki. Jej przedmiotem jest rozwoj i walidacja
kompleksowego procesu analizy danych RNA-seq oraz mikromacierzy.

Uklad pracy jest przejrzysty i nie budzi wigkszych zastrzezen. Rozprawa zostala napisana w
Jjezyku angielskim i sklada si¢ z 6 rozdzialow oraz 4 zalacznikow. W pierwszym rozdziale zostat
przedstawiony cel pracy oraz wkiad jaki praca wnosi w badania nad analizg danych z RNA-seq i
mikromacierzy. W rozdziale drugim zostaly omdéwione podstawy biologiczne, w tym techniki
mikromacierzowe, metody sekwencjonowania nastgpnej generacji oraz wyzwania zwigzane z
analiza RNA-seq stanowigce jednoczesnie motywacj¢ do podjgcia badan prezentowanych w
rozprawie. W czgsdci trzeciej zostala przedstawiona konstrukcja opracowanego w ramach
rozprawy potoku przetwarzania wraz ze szczegétowym omowieniem narzedzi, ktore weszly w
jego skiad. Rozdzial czwarty zawiera wyniki analiz przeprowadzonych na trzech zbiorach
danych (dwoch zbiorow RNA-seq i jednego zbioru danych mikromacierzowych). Rozdziat pigty
zawiera podsumowanie oraz informacje o kodzie zrodtowym. W rozdziale szostym umieszczono
podzigkowania.

Cel rozprawy

Celem tej pracy doktorskiej jest zbadanie i proba rozwigzania giéwnych problemow jakie
wystgpuja w analizie danych z RNA-seq i mikromacierzy, w szczegdlnosci w kontekscie
reprodukowalnosci uzyskiwanych wynikow. Pani Agata Muszynska opracowata kompleksowy
potok przetwarzania do ilosciowej (analizy ekspresji) i jakosciowej (wykrywania alternatywnego
splicingu) analizy danych RNA-Seq, zweryfikowanych na niezaleznych zestawach danych
rzeczywistych zebranych w nowych eksperymentach. Oprogramowanie zostalo utworzone przy
uwzglednieniu najlepszych praktyk wypracowanych m.in. przez konsorcja SEQC oraz MAQC.
Potok przetwarzania ma na celu zintegrowanie wielu etapéw analizy danych RNA-seq, w tym
kontroli jakosci, wstgpnego przetwarzania, dopasowania, kwantyfikacji, roznicowej ekspresji
genow (DGE) i analizy wzbogacania zestawu genow oraz analizy alternatywnego splicingu
(AS).



Rozpatrywane zagadnienie badawcze jest istotne z punktu widzenia dalszego rozwoju analizy
danych transkryptomicznych. O ile gléwny cel zostal stosunkowo jasno zdefiniowany przez
Autorke to w pracy brakuje doktadniejszego opisu celow szczegétowych, ktorymi moglyby by¢
m.in.: (i) poréwnanie do innych narzg¢dzi; (ii) szczegétowa analiza czynnikéw, ktére wptywaja
na ograniczenie reprodukowalnosci wynikéw na réznych etapach potoku przetwarzania.

Ocena piSmiennictwa

Analiza $wiatowej literatury i biezgcego stanu wiedzy w omawianym obszarze zostaly
przeprowadzone w sposob wlasciwy i §wiadczg o dostatecznej wiedzy Autorki w tej dziedzinie.
Przeglad literatury znajduje si¢ gléwnie w rozdziatach drugim i trzecim. Cytowania dotycza
przede wszystkim narzedzi, ktére wchodza w sklad opracowanego przez Autork¢ potoku
przetwarzania, metod stuzagcych do oceny wynikéw, a takze samych wynikéw badan
poréwnawczych  réznych  grup  algorytméw  zwigzanych z  analiza  danych
RNA-seq/mikromacierzy i wynikajagcych z nich najlepszych praktyk. W mojej opinii w pracy
brakuje odniesienia i pordwnania do istniejagcych potokéw przetwarzania do analizy RNA-seq i
mikromacierzy.

Ocena zastosowanych metod badawczych

Szczegbétowy opis opracowanego przez Autork¢ potoku przetwarzania, w tym wykorzystanych
narzedzi oraz zbiorow testowych shuzacych do walidacji potoku zostal zaprezentowany w
rozdziale trzecim. Potok zostal zaimplementowany z wykorzystaniem oprogramowania typu
Workflow Management System o nazwie Snakemake. Jest to jeden z bardziej popularnych
systeméw wykorzystywanych przy implementacji potokéw bioinformatycznych obok Workflow
Description Language, Common Workflow Language oraz NextFlow.

Opracowany potok przetwarzania sktada si¢ z czterech modutéw. Pierwszy jest przeznaczony do
wykonania wstgpnej analizy (uliniowienie, kontrola jakosci). Modut drugi stuzy do
przeprowadzania analiz ekspresji réznicowej. W module trzecim dokonywana jest detekcja
alternatywnego splicingu i dalsza analiza uzyskanych wynikow. Modut czwarty zajmuje si¢
wizualizacjg.

Modut pierwszy zawiera narzedzia do uliniowienia odczytéw (HiSat2 i Kallisto) oraz kontroli
jakosci (FastQC, MultiQC). Drugi modut zostat opracowany w dwoch wariantach dla danych z
mikromacierzy oraz RNA-seq. Zawiera on m.in.: (i) narzgdzia do usuwania czynnikéw
zaktocajacych (ang. confounding factors) (SVA oraz SVA-seq); (ii) narzedzia do
przeprowadzenia analizy ekspresji roznicowej (limma, DESeq2, EdgeR); (iii) metody analizy
funkcjonalnej (pakiety go.DB i topGO). Modut trzeci rozpoczyna swoje zadanie od wykrywania
zdarzen splicingowych przy uzyciu narzgdzia SplAdder. Nastgpnie do analizy uzyskanych
wynikow wykorzystywane sa narzgdzia Bisbee oraz InterProScan. Ostatni modut stuzy do
wizualizacji wynikéw przy uzyciu pakietéw jezyka R.

Dob6r narzgdzi na poszczegdlnych etapach przetwarzania zostat uzasadniony w oparciu o
wyniki przeprowadzonych analiz literaturowych. Podsumowujac, potok przetwarzania zostat
skonstruowany z wykorzystaniem najlepszych praktyk opisanych w najnowszych pracach
naukowych. Dla kazdego etapu analizy zostaly dobrane odpowiednie zestawy algorytmow i
dobor ten nie budzi zastrzezen.

Ocena czesci rozprawy doktorskiej dotyczgcej oméwienia wynikéw badan



Opis wynikéw zostal umieszczony w rozdziale czwartym i zostat podzielony na trzy czgsci. W
pierwszej (4.1) oméwiono wyniki analiz dla duzego zbioru RNA-seq (badania bolu
neuropatycznego u myszy). W drugiej zaprezentowano analiz¢ dzialania fragmentu potoku
(wykrywanie alternatywnego splicingu) dla zbioru benchmarkowego z konsorcjum SEQC2. W
czgéci trzeciej przedstawiono wyniki analiz ekspresji réznicowej dla zbioru danych
mikromacierzowych pochodzacych z badan pacjentow z chorobg Parkinsona.

Najbardziej obszerna czg$¢ (4.1) prezentuje w pierwszej kolejnosci wyniki analizy ekspresji
réznicowej (4.1.1). Interesujagcym wkladem autorki sg przeprowadzone badania wptywu réznych
ustawien narzedzia SVAseq na reprodukowalnos$¢ ostatecznych wynikow ekspresji roznicowe;.
Niestety, pomimo uzyskania lepszej separowalnosci na wykresie PCA dla jednego z ustawien,
nie udato si¢ potwierdzi¢ istotnej poprawy reprodukowalnosci wynikéw. Jak piszg w dalszej
czgsci recenzji, w mojej opinii warto byloby kontynuowac ten watek badawczy na wigkszej
liczbie réznorodnych zbioréw danych (z mozliwie réznym stosunkiem sygnatu do szumu).

W dalszej czgéci (4.1.2) Autorka przeprowadzila analiz¢ detekcji alternatywnych zdarzen
splicingowych. Uzyskane wyniki wskazuja na znacznie wyzszy poziom reprodukowalnosci niz
w przypadku analizy ekspresji roznicowej. W sekcjach 4.1.3-4.1.5 analizowana jest liczba genéw
oraz terméw z ontologii GO, ktdre posiadajg jednoczesnie zdarzenia splicingowe réznego typu.
Badanie przeprowadzone zostalo osobno dla réznych rodzajéow isoform (znanych i nowych) i
wskazuje na niewielki stopien powtarzania si¢ genéw i termow dla zdarzen splicingowych
réznego typu. Autorka zaobserwowala rOwniez, ze zdarzenia splicingowe wystepuja czesciej w
grupach gendéw powiazanych z ukladem nerwowym. Jest to spodziewana obserwacja ze wzgledu
na typ analizowanej tkanki. W opisie wynikéw nie znalazlem informacji o poziomie istotnosci
tej obserwacji. Warto byloby réwniez wskaza¢ do czego tego typu analiza jest przydatna dla

uzytkownika.

Sekcja 4.1.6 opisuje wyniki analizy funkcjonalnej konsekwencji wybranych zdarzen
splicingowych i wskazuje na duze znaczenie nowych zdarzen, nie uwzglednionych w
referencyjnych adnotacjach.

W sekcji 4.1.7 gdzie Autorka zaprezentowala wizualizacje wybranych zdarzen w genach
zwigzanych z ukladem nerwowym wysuwajac jednoczesnie hipoteze, ze dla badanego zbioru
danych zdarzenia w tych genach wystgpuja czgsciej. Niestety hipoteza ta nie zostala poparta
zadnym testem statystycznym.

W sekcji 4.2 Autorka przeprowadza testy dziatania programu SplAdder na benchmark’owym
zbiorze danych SEQC2. Wyniki analizy potwierdzajg wysoka jakos$¢ dziatania programu.
Wskazane zostaly tez potencjalne ograniczenia w detekcji zmian splicingowych wynikajace z
niedoskonatosci technologii sekwencjonowania.

W sekcji 4.3 zostaly zaprezentowane wyniki analiz dla danych mikromacierzowych. W
szczegOlnosci zbadano wptyw réznych metod normalizacyjnych na uzyskane wyniki ekspresji
réznicowe;.

Podsumowujgc, prezentacja uzyskanych wynikdw pomaga zrozumie¢ mocne i stabe strony
opracowanego potoku przetwarzania. Jednoczesnie czg$¢ analiz zyskataby na znaczeniu gdyby
zostaly one przeprowadzone w sposob bardziej kompleksowy, w tym dla wigkszej liczby
zbioréw danych oraz z wykorzystaniem narzgdzi statystycznych pozwalajacych na weryfikacjg
hipotez zawartych w tej czgsci rozprawy.



Stabe strony rozprawy

Opracowany przez Doktorantke potok przetwarzania zostat zweryfikowany na trzech wybranych
zbiorach danych, w tym kompleksowa analiza wszystkich elementow potoku zostata wykonana
tylko na jednym zbiorze danych pochodzacym z rzeczywistych badan dotyczacych bdlu
neuropatycznego u myszy. Chociaz z jednej strony jest to mocna strona, jesli chodzi o wykazanie
praktycznego zastosowania potoku, to uwzglednienie niewielkiej liczby zbioréw danych
znacznie ogranicza mozliwos¢ uogodlnienia wynikéw. Korzystne byloby przetestowanie potoku
na szerszym zakresie zestawow danych.

Jedng z konkluzji w kontekscie analizy ekspresji roznicowej (zarbwno w przypadku RNA-seq
jak i mikromacierzy) byt niski poziom uzyskanej reprodukowalnosci wynikoéw. Taki wniosek w
niewielkim stopniu poglgbia wiedz¢ na temat praktycznych mozliwosci zastosowan tej czgsci
potoku na rzeczywistych (nie benchmarkowych) zestawach danych. Jednoczesnie, wydaje sig, ze
bardziej poglgbiona analiza problemu, uwzgledniajgca wigkszg liczbe zbioréw danych, inny
dobor i lepszg kalibracj¢ narzedzi mogtaby pozwoli¢ lepiej zidentyfikowa¢ czynniki, ktore
wplywaja na ograniczenie reprodukowalnosci. Ciekawym watkiem badawczym wydaje sig¢
rowniez proba zdefiniowania wlasciwosci zbioréw danych, ktére musza zostaé¢ spetnione aby
reprodukowalnos$¢ wynikdw zostata zachowana.

W mojej opinii w pracy zabraklo rowniez szerszej dyskusji i poréwnania do istniejgcych
potokow przetwarzania. Cho¢ Autorka stwierdza, ze jej potok jest bardziej kompleksowy od
istniejagcych rozwigzan (obejmuje zaréwno analizg ilosciowg jak i jakosciowg), to nie
przedstawia bezposredniego poréwnania do konkretnych programéw. W szczegdlnosci cenne
byloby poréwnanie funkcjonalnosci do najbardziej popularnych metod takich jak potoki z bazy

nf-core (https://nf-co.re/pipelines?q=rna-seq). Warto rowniez zwréci¢ uwage, ze niektdre potoki
(np. https://github.com/kids-first/kf-rnaseq-workflow) poza mozliwosciami wykonywania
roznicowe] analizg ekspresji gendw oraz wykrywania alternatywnego splicingu, pozwalaja takze
na poszukiwanie fuzji genowych. W pracy Autorka nie poruszyla réwniez problemow
zwigzanych z wydajnoscig i skalowalnosci opracowanego potoku.

Autorka w swoich badaniach (sekcje 4.1.3-4.1.5) zaobserwowata niski poziom powtarzalno$ci
genow i termow dla réznych zdarzen splicingowych. Niestety, nie znalaztem w pracy informacji
jakie znaczenie posiadaja uzyskane wyniki. W mojej opinii ryciny i tabele w sekcjach
4.1.3-4.1.5 bylo by tatwiej zinterpretowac gdyby zostaly zestawione razem.

W sekcji 4.1.6 Autorka zaobserwowala duze znaczenie nowych zdarzen splicingowych przy
interpretacji konsekwencji funkcjonalnych wybranych zdarzen splicingowych. Przydatne bytoby
oszacowanie istotnos$¢ statystycznej dla powyzszej hipotezy.

Przy rycinach do$¢ czgsto brakuje wystarczajgcego opisu. Przyktadowo ryc. 4.15 zawiera kilka
fragmentéw, ktore czesciowo s3 opisane w glownym tekscie rozprawy ale brakuje ich w
legendzie.

Zastosowania praktyczne

Praktyczne zastosowania opracowanego przez autork¢ potoku analizy danych RNA-seq wydajg
si¢ by¢ znaczace. Potok przetwarzania ma potencjat do zastosowania w szerokim zakresie badan
transkryptomicznych, w szczego6lnosci dotyczacymi alternatywnym sktadaniem transkryptow i
funkcjonalnymi analizami genéw. Potok ten zostal zweryfikowany na rzeczywistych zestawach
danych, wykazujac jego gotowos¢ do zastosowania w praktycznych badaniach. Autorka réwniez



zwraca uwage na dostepnos¢ danych i kodu, co jest kluczowe dla reprodukowalnosci i dalszego
rozwoju jej pracy przez innych naukowcow.

Ocena czy rozprawa stanowi oryginalne rozwigzanie problemu naukowego?

W mojej opinii rozprawa stanowi oryginalne rozwigzanie problemu naukowego. Autorka
zaprojektowala, zaimplementowata i przetestowala na rzeczywistych i benchmarkowych
zbiorach danych kompleksowy potok przetwarzania. Przeprowadzona analiza wykazala jego
ograniczenia (niska replikowalnos¢ wynikow analiz ekspresji réznicowej) oraz mocne strony
(wiarygodna detekcja zdarzen splicingowych).

Ocena czy rozprawa prezentuje ogolna wiedze teoretyczna oraz umiejetnos¢ samodzielnego
prowadzenia pracy naukowej?

Przeprowadzony przeglad literatury, dobdér odpowiednich metod i konstrukcja w pehni
funkcjonalnego potoku przetwarzania, wykonane eksperymenty oraz wyciagniete z nich wnioski
wskazuja na ogo6lng wiedze teoretyczng i umiejetno$¢ samodzielnego prowadzenia pracy
naukowej przez Autorke. Jednoczesnie warto zaznaczy¢, ze doktorantka jest wspotautorkg trzech
publikacji w czasopismach Genome Biology, Frontiers in Genetics oraz Journal of Molecular
Sciences.

Whiosek koncowy

Wystawiam pozytywng ocene rozprawie doktorskiej mgr inz. Agaty Muszyniskiej

pt. ,Advanced data exploration techniques for augmented transcriptional landscape and its better
quantification”. Stwierdzam, Ze praca w mojej opinii spelnia wymagania i warunki nakladane
przez ustawe o stopniach naukowych i wnosze o dopuszczenie doktorantki do obrony pracy w
celu uzyskania stopnia doktora nauk technicznych w dziedzinie nauk inzynieryjno-technicznych
w dyscyplinie informatyka techniczna i telekomunikacja.



