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Recenzja rozprawy doktorskiej pt. �Advanced data exploration techniques

for augmented transcriptional landscape and its better quanti�cation�

przedstawionej przez mgr in». Agat¦ Muszy«sk¡

Recenzja niniejsza zostaªa sporz¡dzona na zlecenie Rady Dyscypliny Informatyka Tech-
niczna i Telekomunikacja Politechniki �l¡skiej zgodnie z wymogami ustawy dotycz¡cej
procedur nadawania stopnia doktora.

Opis rozprawy

Przedstawiona rozprawa napisana jest w j¦zyku angielskim, skªada si¦ z 5 rozdziaªów (In-
troduction, Background, Methods, Results, Summary) i liczy wraz z dodatkami 149 stron.
Naturalnie, wi¦kszo±¢ materiaªu istotnego dla oceny rozprawy znajduje si¦ w rozdziaªach
trzecim i czwartym opisuj¡cych odpowiednio metodologi¦ i wyniki rozprawy.

Dwa pierwsze rozdziaªy rozprawy wprowadzaj¡ do tematu i zarysowuj¡ tªo przedstaw-
ionych bada«. W szczególno±ci rozdziaª 1 zawiera kilka fragmentów, które opisuj¡ za-
kres i cele rozprawy doktorskiej, a tak»e przedstawia te aspekty rozprawy, które autorka
uwa»a za nowatorski wkªad naukowy. W szczególno±ci, podrozdziaª 1.1 zawiera opis celu
rozprawy, który autorka widzi jako przede wszystkim przeprowadzenie �stress-testów�
obecnie stosowanych narz¦dzi do analizy transkryptomów i przedstawienie �rozwi¡zania�
w postaci zestawu skryptów snakemake, które pozwalaj¡ na uruchomienie zestawu stan-
dardowych narz¦dzi w kilku ró»nych scenariuszach typowych dla analiz RNA-Seq (anal-
iza ró»nicowej ekspresji genów, wykrywanie alternatywnego splicingu itp.) a tak»e (w
mniejszym zakresie) analiz danych mikromacierzowych. Podrozdziaª 1.2 za± po±wi¦cony
jest nowatorskiemu wkªadowi rozprawy, który, w ocenie autorki, polega na stworzeniu
nowego zestawu skryptów snakemake, b¦d¡cych pewnym ulepszeniem obecnie dost¦pnych
zestawów narz¦dzi do analizy RNA-Seq.

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



informatycznej. Jest on do±¢ obszerny (strony 27-56 rozprawy), jednak pozostawia wra»e-
nie pewnej pobie»no±ci. Jest to w pewnym sensie nieuniknione, bior¡c pod uwag¦ ogromn¡
ró»norodno±¢ narz¦dzi i metod wykorzystywanych w dziedzinie analizy danych transkryp-
tomicznych. W mojej ocenie, autorka wybrn¦ªa z tego, trudnego, zadania w sposób zad-
owalaj¡cy, mimo, »e ka»dy czytelnik, który ma do±wiadczenie w dziedzinie analizy danych
transkryptomicznych znajdzie w tym opisie pewne luki. Niezale»nie jednak od tych luk,
wida¢ jest, »e autorka zapoznaªa si¦ z metodami o du»ym zakresie ró»norodno±ci i byªaby
gotowa do tego, aby podj¡¢ si¦ w przyszªo±ci w zasadzie dowolnej standardowej analizy
transkryptomu. By¢ mo»e musiaªaby zapozna¢ si¦ z jak¡± now¡ metod¡, ale zapewne
miaªaby w swoim do±wiadczeniu wystarczaj¡co du»o punktów odniesienia, aby szybko
douczy¢ si¦ potrzebnych narz¦dzi.

Rozdziaª czwarty opisuje gªównie wyniki eksperymentów przeprowadzonych przez au-
tork¦. Obejmuj¡ one do±¢ przekrojowe analizy kilku ró»norodnych zbiorów danych i
zastosowanie do nich ró»nych wariantów skryptów rozwini¦tych przez autork¦. Zestaw
tych wyników jest do±¢ schematyczny: autorka przedstawia kolejne zbiory danych, sto-
suje do nich adekwatne metody analizy i przedstawia wynikowe wykresy, wraz z krótk¡
analiz¡ wyników. Wszystkie te analizy s¡ obecnie do±¢ standardowe, obejmuj¡c metody
takie jak wykrywanie genów o ró»nicowej ekspresji, alternatywnego splicingu, normal-
izacja pomi¦dzy ró»nymi zestawami danych w przetwarzaniu �wsadowym� (ang. batch
e�ect normalization). Nie widz¦ w tych analizach powa»nych bª¦dów rzeczowych, ale te» i
trudno dopatrzy¢ si¦ w nich rzeczywi±cie nowatorskiego podej±cia. Raczej okre±liªbym te
wyniki jako pewnego rodzaju badania o naturze �przyrostowej�, gdzie wraz z pojawiaj¡-
cymi si¦ nowszymi wersjami standardowych metod w technologii osi¡gaj¡cej dojrzaªo±¢,
takiej jak RNA-Seq, powstaj¡ kolejne wersje zintegrowanych narz¦dzi do analizy tego
rodzaju danych, które pozwalaj¡ na coraz ªatwiejsz¡ i wymagaj¡c¡ mniej wiedzy fachowej
analiz¦ nowych danych. Bior¡c pod uwag¦, »e dane RNA-Seq analizujemy od ju» niemal
15 lat (nie wspominaj¡c o mikromacierzach), proces ten osi¡gn¡ª ju» etap gdy stworzenie
narz¦dzia poprawiaj¡cego dost¦pne wersje wymaga nadal sporo wysiªku, jednak prawo
�diminishing returns� powoduje, »e przyrost funkcjonalno±ci pozostaje niewspóªmierny do
wysiªku.

Rozdziaª 5 zawiera podsumowanie rozprawy i, co wa»ne, tak»e w podrozdziale 5.2, pod-
sumowuje artykuªy naukowe, do których autorka przyªo»yªa si¦ w czasie pracy nad dok-
toratem. O ile cz¦±¢ podsumowuj¡ca, pozostawia raczej niedosyt, jako »e wnioski pªyn¡ce
z analiz maj¡ wymow¦ raczej negatywn¡ (m.in. �currently there are no gold standards�,
oraz �great improvements can still be made ...�), ale z sekcji 5.2 pªynie wyra¹ny sygnaª,
»e autorka nie ograniczaªa si¦ do prac opisanych w doktoracie, ale po±wi¦ciªa te» sporo
czasu na rzeczywist¡ wspóªprac¦ naukow¡ w du»ych zespoªach, co doprowadziªo do pow-
stania dwóch publikacji ju» opublikowanych w czasopismach i jednej pracy przegl¡dowej
w recenzjach (ju» opublikowanej, w momencie pisania recenzji). Wszystkie te prace s¡
wieloautorskie, z umiarkowanym udziaªem autorki (nie jest pierwsz¡ autork¡ »adnej z
prac), ale jedna z nich jest opublikowana w bardzo dobrym czasopi±mie (Genome Biol-
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ogy).

Uwagi krytyczne

Tytuª rozprawy sugeruje, »e autorka planowaªa stworzenie nowych �zaawansowanych�
metod eksploracji danych, które miaªy prowadzi¢ do �lepszych� metod kwanty�kacji tran-
skryptomów. W istocie, po przeczytaniu rozprawy wida¢ jest, »e a» tak ambitne cele
nie zostaªy osi¡gni¦te. Szkoda, »e nie udaªo si¦ zmieni¢ tytuªu, aby bardziej odpowiadaª
zakresowi rozprawy. Podejrzewam, »e by¢ mo»e taka zmiana byªaby kªopotliwa formal-
nie, ale my±l¦, »e przy tak istotnym okrojeniu zakresu pracy, zmiana tytuªu pozwoliªaby
unikn¡¢ efektu zbyt du»ych oczekiwa« wobec pracy, które taki ambitny tytuª wywoªuje.

Praca napisana jest w j¦zyku angielskim i w niektórych miejscach wida¢ jest, »e nie jest to
j¦zyk ojczysty autorki. (np. sformuªowania �confounding e�ects� zamiast �factors�, �faster
run time� zamiast �shorter...� itp. s¡ u»ywane niepoprawnie), ale zapewne wykorzystanie
j¦zyka angielskiego podyktowane byªo udziaªem prof. Kreila jako ko-promotora. Mimo
tych, drobnych, niedoci¡gni¦¢, praca daje si¦ czyta¢ do±¢ dobrze i nie odbiega od poziomu
typowego dla rozpraw doktorskich bronionych w Polsce.

Podziaª tre±ci pomi¦dzy rozdziaªy budzi niekiedy w¡tpliwo±ci. Np. transformata Bur-
rows'a Wheelera opisana jest w podrozdziale 2.3 �NGS technologies summary�. Wydaje
si¦, »e lepszym miejscem dla takiego opisu byªby rozdziaª 3, jako »e nie jest to metoda
przynale»na do technik NGS, a raczej struktura danych pomocna m.in. w tej dziedzinie.
Metoda ta jest potraktowana do±¢ pobie»nie, co, by¢ mo»e, nie ma wpªywu bezpo±red-
nio na wyniki rozprawy, ale nie najlepiej ±wiadczy o wiedzy kandydatki w dyscyplinie
informatyka.

Podobnie, wykorzystanie rozkªadu ujemnego dwumianowego (NB) w modelowaniu ró»ni-
cowej ekspresji genów przedstawione jest w rozdziale wst¦pnym (2.4) i potraktowanie
bardzo skrótowo. Autorka nie ustrzegªa si¦ przy tym sformuªowa« ocieraj¡cych si¦ o
bª¡d, pisz¡c, »e �Random sampling of RNA-Seq reads [..] can be modelled quite well
by Poisson distribution� co nie jest prawd¡, z czego autorka zapewne zdaje sobie spraw¦
pisz¡c dalej o wykorzystaniu rozkªadu NB do tego celu.

Opisuj¡c pakiet snakemake w podrozdziale 3.1, autorka u»ywa sformuªowania �comes with
a set of additional advantages�, co jest do±¢ zaskakuj¡ce, bo nie dowiadujemy si¦ jakie to
zalety, a mowa nie o jakim± marginalnym narz¦dziu, a gªównym, wybranym przez autork¦,
rozwi¡zaniu.

Opisuj¡c metod¦ TMM autorka u»ywa okre±lenia �trimmed mean of M-values values�, co
jest zapewne po prostu bª¦dem pisarskim.

W podrozdziale 3.5.5, autorka wymienia metody poprawek zwi¡zanych z testowaniem
wielu hipotez, ale wspomina wyª¡cznie o metodzie Holma (zwanej zwykle Holma-Bonferroniego)
i o podej±ciu FDR, pomijaj¡c prostsz¡ i cz¦sto stosowan¡ metod¦ Bonferroniego.
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Ryciny 3.1 i 4.1 wydaj¡ si¦ by¢ identyczne. By¢ mo»e powtórzenie jest zamierzone, ale
jest to moim zdaniem zªa praktyka w pracach naukowych.

W rozdziale 4, najwa»niejszym dla oceny rozprawy, rozczarowuje brak rzeczywistej inte-
gracji wyników ró»nych narz¦dzi w sposób inny ni» wizualizacja ró»nych analiz dla tego
samego zestawu danych. Wydaje si¦, »e cz¦±ciowo zgodnie z diagramem 3.1/4.1, au-
torka stworzyªa narz¦dzie pozwalaj¡ce na wykorzystanie ró»nych metod do otrzymania
genów o ró»nicowej ekspresji i/lub alternatywnych miejsc splicingu, ale nie dokonaªa inte-
gracji wyników. Je±li ju» tworzy¢ �zintegrowane narz¦dzie� do takich analiz, warto byªoby
spróbowa¢ zintegrowa¢ wyniki ró»nych analiz, cho¢by w postaci wspólnego raportu, a
jeszcze lepiej, w postaci analizy, która rozwa»a alternatywny splicing wspólnie z ró»ni-
cow¡ ekspresj¡ genów. Szkoda, »e autorka nie tylko nie dokonuje próby takiej, gª¦bszej,
integracji wyników, ale te» nie podaje powodów, które j¡ przed tym powstrzymaªy.

Podobnie, wydaje si¦, »e w tak zªo»onym narz¦dziu, decyzja o wykorzystaniu narz¦dzi do
analizy efektów �wsadowych� (ang. �batch e�ects�) jedynie w przypadku analizy ró»ni-
cowej ekspresji, jednak nie w przypadku alternatywnego splicingu, pozostawia pewien
niedosyt. Wydaje si¦, »e normalizacja odczytów zwi¡zanych z AS mogªaby tak»e pomóc
w lepszej powtarzalno±ci wyników.

Podsumowanie

Podsumowuj¡c, praca mgr in». Agaty Muszy«skiej miaªa niezwykle ambitne cele (wprowadzi¢
nowe metodologie i ulepszy¢ ilo±ciowe pomiary w analizie danych transkryptomicznych),
jednak uzyskane wyniki s¡ natury raczej przyrostowej i znacz¡cej jedynie w lokalnym
wymiarze.

Rozprawa wykazuje, »e autorka zdobyªa wiedz¦ o wielu ró»nych metodach analiz danych
transkryptomicznych, cho¢ by¢ mo»e bardziej dogª¦bna analiza mniejszej ilo±ci metod
daªaby ciekawsze wyniki. Niemniej, widoczne jest, »e jej wiedza jest wystarczaj¡ca, aby
w przyszªo±ci mogªa wykonywa¢ tego rodzaju analizy w ±rodowisku typowych projektów
bioinformatycznych.

Praca zawiera pewne niedoci¡gni¦cia formalne, a tak»e drobne uchybienia metodologiczne,
jednak nie ma w niej powa»nych bª¦dów rzeczowych.

Wyniki tej pracy pozostawiaj¡ w czytelniku pewne poczucie niedosytu, cho¢ zapewne
cz¦±ciowo mo»na to wytªumaczy¢ nadmiernie ambitnym tytuªem, któremu trudno byªoby
sprosta¢ w ±rodowisku analiz RNA-Seq, gdzie metodologie s¡ ju» w tej chwili do±¢ usta-
bilizowane.

Rozwa»aj¡c, czy rozprawa ta speªnia wymagania ustawowe wobec rozpraw doktorskich,
trzeba przyzna¢, »e ze wzgl¦du na przyrostowy charakter wyników, odpowied¹ pozytywna
nie jest oczywista. Jednak, w moim odczuciu na korzy±¢ doktorantki przemawia jej udziaª
w kilku projektach naukowych, gdzie wykazaªa si¦ praktycznymi umiej¦tno±ciami w anal-
izie danych RNA-Seq, co pozwoliªo jej uzyska¢ istotne wyniki naukowe. W zwi¡zku z tym
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uwa»am, »e � mimo wspomnianych sªabo±ci - rozprawa wypeªnia ustawowe wyma-

gania stawiane wobec rozpraw doktorskich i mo»e zosta¢ skierowana do kolejnych
etapów post¦powania w kierunku nadania stopnia doktora.

Bartosz Wilczy«ski
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