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Recenzja rozprawy doktorskiej mer Zofii Tojek

Modelowanie komputerowe struktury tréjwymiarowej chromatyny
na podstawie danych genomicznych i mikroskopii wysokorozdzielczej

Ukonczonej na Wydziale Matematyki i Nauk Informacyjnych
Politechniki Warszawskiej

Pod opiekg promotora Profesora Dariusza Plewczynskiego

Tematyka i cel pracy, problem badawczy i jego znaczenie

Przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska powstata na Wydziale Matematyki i Nauk Informacyjnych
Politechniki Warszawskiej pod kierunkiem Profesora Dariusza Plewczynskiego.

Tematyka rozprawy obejmuje wykorzystanie metod komputerowych do modelowania tréjwymiarowe;j
struktury chromatyny. W swoich badaniach Doktorantka koncentruje sie na tworzeniu algorytmoéw oraz
potokéw analizy danych, ktére na podstawie danych eksperymentalnych umozliwia modelowanie
architektury chromatyny w przestrzeni 3D.

Rozwdj metody analizy trojwymiarowej struktury chromatyny jest dynamicznie rozwijajagcg sie dziedzing
nauki. Dzieki zaawansowanym technikom mikroskopii i sekwencjonowania, mozliwe jest badanie struktury
chromatyny z niespotykang wczesniej rozdzielczoscig, co otwiera nowe mozliwosci w zrozumieniu jej funkcji
i znaczenia w organizmach. Badanie przestrzennej struktury chromatyny jest kluczowe z kilku powodoéw.
Petle chromatynowe odgrywajg istotng role w przestrzennej organizacji chromatyny i umozliwiajg interakcje
odlegtych elementéw genomu, takich jak promotory i enhancery, co jest istotne w procesie regulacji ekspresji.
Ponadto, chromatyna odgrywa istotng role w procesie replikacji oraz naprawy DNA, a zmiany w jej strukturze
mogg prowadzi¢ do réznych choréb, w tym nowotwordw. Badanie struktury chromatyny pomaga wiec nie
tylko w wyjasnieniu procesu regulacji gendw oraz funkcjonowania genomu, ale takie moze réwniez
prowadzi¢ do zrozumienia mechanizméw chorobowych i powstania nowych terapii.
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W niniejszej rozprawie Doktorantka podejmuje prdbe stworzenia metodyki analizy komputerowej zdjeé
otrzymanych technologig iPALM w celu modelowania struktury 3D chromatyny, a takze przedstawia
narzedzie do automatycznej analizy danych HiChIP. Przedstawione w rozprawie technologie
eksperymentalne analizy struktury przestrzennej 3D genomu, stanowigce podstawe wykonanych analiz, s
relatywnie nowe. Protokoty eksperymentalne wcigz sg ulepszane, a co za tym idzie, rozwijane sg réwniez
metody analizy i przetwarzania danych eksperymentalnych. Analiza struktury przestrzennej chromatyny z
wykorzystaniem opisanej w pracy technologii znakowania i mikroskopii wysokiej rozdzielczosci iPALM to
podejscie nowatorskie, w zwigzku z czym brakuje standardowych metod analizy tego typu danych
eksperymentalnych.

Podsumowujac tematyke badawczg, ktérg podjeta Doktorantka w przedstawionej pracy, nalezy stwierdzic,
ze wybrany problem badawczy jest istotny i aktualny oraz bez watpienia wpisuje sie w obecne trendy w
dziedzinie bioinformatyki oraz biologii obliczeniowej.

Charakterystyka rozprawy
Przedstawiona praca doktorska sktada sie czterech rozdziatow.

Pierwszy rozdziat stanowi wprowadzenie do rozprawy i koncertuje sie na wprowadzeniu do tematyki pracy,
wyjasnieniu podstaw biologii komdérkowej w kontekscie tematu pracy. Opisano w nim techniki
eksperymentalne oraz obrazowania struktury tréjwymiarowej genomu, a takie wybrane metody
obliczeniowe, ktére stuzg za podstawe stworzonych bgdz wykorzystywanych w rozprawie algorytmow.

Rozdziat drugi zatytutowany jest ,,Modelowanie struktury chromatyny na postawie tréjwymiarowych zdjec
mikroskopowych”. W tej czesci pracy doktorskiej, autorka opisuje wyniki swoich badan dotyczacych
opracowania komputerowej metody rekonstrukcji struktury 3D chromatyny z danych mikroskopii super
rozdzielczej. Celem opisywanych badan byto zaobserwowanie pojedynczej petli chromatynowej wraz
z regionami flankujgcymi. Dtugo$¢ analizowanej petli to 13k par zasad, region przedtuzono o regiony
flankujgce na poczatku i konicu struktury co finalnie dato fragment o dtugosci 23k par zasad. Do zobrazowania
probek wykorzystana zostata metoda iPALM. Przeprowadzono dziesie¢ przebiegéw eksperymentow, a kazdy
przebieg obejmowat obrazowanie od kilku do kilkunastu wybarwionych jader komodrkowych. Finalnie
uzyskano 25 tréjwymiarowych zdjec sond swietlnych w regionie zawierajgcym badang petle chromatynowsa.
Zdjecia te w dalszej czesSci pracy przetwarzane i analizowane byty przez Doktorantke

Rolg Doktorancki w opisywanym projekcie byta analiza komputerowa otrzymanych zdje¢ oraz
zaprojektowanie i napisanie narzedzi niezbednych do modelowania struktury 3D petli chromatynowej
z danych mikroskopowych. Po przefiltrowaniu wynikéw, w celu uzyskania zdje¢ regiondw, sygnaty z réznych
klatek zostaty najpierw pogrupowane za pomocg narzedzia PeakSelector i na kazdym zdjeciu wyznaczono
otoczke wypukta. W kolejnym kroku, na bazie wynikdw analiz symulacyjnych, wybrano prdg stosunku liczby
punktow wejsciowych do liczby wprowadzonych sond oligonukleotydowych. Po zastosowaniu progu,
pozostato 13 obrazéw, ktére w celu rekonstrukcji petli poddano analizie za pomocg heurystycznego
algorytmu problemu komiwojazera, a nastepnie otrzymane struktury zostaty wygtadzone metodg interpolacji
kubicznej. Uzyskane w wyniku modeli petle poréwnano miedzy sobg uzyskujgc dos¢ duzy poziom zmiennosci,
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co potwierdzito znang z literatury heterogeniczno$é petli pomiedzy pojedynczymi komdrkami. W dalszej
czesci projektu Doktorantka poréwnuje rezultaty modelowania z danymi Hi-C, ChlA-PET, Micro-C oraz CHIA-
Drop. Ostatnia cze$¢ rozdziatu to analiza mozliwosci zastosowania narzedzia Chromolooping i jego
modyfikacji do innych technik mikroskopowych, w tym mikroskopii elektronowej, co wymagato
zmodyfikowania oryginalnej metody w sposdb umozliwiajgcy analize pdl gestosci. Wyniki prac
przedstawionych w tym rozdziale zostaty opublikowane pod postacig artykutu naukowego w czasopismie
Scientific Reports, gdzie Doktorantka jest pierwszg autorka.

Trzeci rozdziat pracy zatytutowany jest ,Analiza struktury tréjwymiarowej chromatyny na podstawie
danych sekwencyjnych” i zawiera opis prac Doktorantki zwigzanych z projektowaniem oraz implementacja
narzedzia do automatycznej analizy danych HiChIP. Na kroki analizy zaimplementowane w narzedziu sktadajg
sie mapowanie sekwencji do genomu referencyjnego (algorytm BWA-MEM), filtrowanie odczytow o stabej
jakosci, oraz usuwanie duplikatéw, identyfikacja miejsc wigzania biatko-DNA (oprogramowanie MACS3),
identyfikacja interakcji chromatyny dalekiego zasiegu (program MAPS). W celu potgczenia wszystkich
komponentéow w postaci serii zaleznych krokéw oraz umozliwienia réwnolegtego przetwarzania danych,
wykorzystano poczgtkowo narzedzie Lugi, a w pdZniejszym czasie przepisano projekt to narzedzia Nextflow.
W dalszej czesci rozdziatu Autorka wykorzystuje zaprojektowane przez siebie narzedzie do analizy
rzeczywistych zbioréw danych. W tej czesci szczegdlnie intersujgce sg analizy porownawcze wykonane dla
wynikéw eksperymentalnych pochodzacych ze zmodyfikowanego protokotu dcHiCHIP. Wyniki uzyskane dla
zmodyfikowanego protokofu zostaty opublikowane na platformie bioRxiv oraz ztozone do recenzji
w czasopi$mie Nature Communications.

Ostatni rozdziat pracy zwiezle opisuje wnioski z wykonanych analiz oraz kierunki dalszych prac.

Opinia o rozprawie

Pierwsza cze$s¢ rozprawy prezentuje analize danych pochodzacych z nowatorskiego eksperymentu
wizualizacji petli chromatynowych za pomocy zdje¢ mikroskopii swietlnej. Zadaniem Doktorantki byto tu
opracowanie catoSciowego podejScia metodologicznego do analizy przekazanych jej wynikow
eksperymentalnych. W szczegdlnosci na uzytek projektu stworzone zostato narzedzie Chromolooping
umozliwiajgce przetwarzanie plikow, filtrowanie danych, analize jakosci zdje¢ oraz modelowanie petli. Dane
eksperymentalne analizowane przez Doktorantke pochodzg z eksperymentéw wykonanych najnowszymi
metodami, walidacja wynikow jest wiec trudna z uwagi na brak danych referencyjnych, ktére mogtoby zostac
wykorzystane do weryfikacji poprawnosci zastosowanych w trakcie modelowania metod. W tym celu w pracy
wykonano analizy symulacyjne oraz wykonano pordwnanie macierzy dystanséow uzyskanych z danych
populacyjnych dla innych metod badania interakcji chromatyny.

W kolejnej czesci rozprawy, Doktorantka przestawia stworzony przez siebie potok analizy danych nf-HiChlIP.
O ile doceniam wysitek zwigzany z zaprojektowaniem ztozonego potoku danych umozliwiajgcego rownolegle
przetwarzanie wielu probek, a takze zaangazowanie w projekty, w ktérych zostato to narzedzie wykorzystane,
o tyle jednak te czes¢ pracy oceniam nieco stabiej niz rozdziat wczesdniejszy, z uwagi na jej implementacyjny
charakter polegajgcy na potgczeniu istniejgcych narzedzi.
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Spis literatury sktada sie ze 203 pozycji i oddaje aktualny stan wiedzy w zakresie, ktérego dotyczy rozprawa,
chociaz sposrdad cytowanych pozycji tylko 36 sg artykutami cytujgcymi prace opublikowane na przestrzeni
ostatnich 5-ciu lat. Pozostate artykuty cytujg prace starsze. Biorgc pod uwage, iz tematyka, ktorg zajmuje sie
Doktorantka to dziedzina bardzo nowa, wydaje sie, ze przedstawiony spis literatury powinien zostac
uaktualniony o najnowsze pozycje literaturowe w zakresie tematyki rozprawy.

Pozytywnie tez oceniam fakt, iz kod Zzrédtowy metody Chromolooping, algorytmu DensityDots oraz a takze
metody nf-HiChIP zostaty udostepnione s$rodowisku naukowemu na platformie GitHub. W przypadku
narzedzia nf-HiChIP dos$¢ zaskakujgcym jest fakt, ze na platformie GitHub Doktorantka nie jest wspdttwodrca
projektu (aczkolwiek zauwazam, ze repozytorium zawiera odniesienie do poprzedniego projektu luigi_seq).

Podsumowujac, uwazam, iz w swojej pracy Doktorantka zastosowata odpowiednie metody badawcze w celu
rozwigzania problemu komputerowego modelowania struktury chromatyny na bazie danych genomicznych
oraz pochodzgcych z mikroskopii wysokiej rozdzielczosci. Zastosowane w pracy podejscia do przetwarzania
danych wskazujg na dobrg znajomos¢ przez Doktorantki nowoczesnych i efektywnych metod stosowanych
w dziedzinie biologii obliczeniowe;j.

Uwagi krytyczne i dyskusyjne

Nalezy podkresli¢, ze problem, ktory podjeta sie rozwigzaé Doktorantka jest niewatpliwie wazny i trudny i na
poczatku tej czesci chciatbym podkresli¢, ze nie znalaztam w przedstawionych wynikach zadnych zasadniczych
btedéw merytorycznych. Wszystkie ponizsze uwagi wynikajg z checi podjecia dyskusji i dialogu na temat
niektérych aspektéw pracy. Uwagi te nie obnizajg mojej pozytywnej oceny pracy.

e Typowym elementem pracy doktorskiej zwykle zawieranym we wstepie jest hipoteza badawcza lub
cel badan zrealizowanych w pracy oraz motywacja przeprowadzonych badan. Hipoteza badawcza lub
jasno okreslony cel pracy doktorskiej stanowig zasadniczy fundament przeprowadzonych badan
naukowych. Hipoteza kieruje procesem badawczym, umozliwiajgc skoncentrowanie sie na
konkretnych pytaniach i problemach, ktdre majg zosta¢ rozwigzane. Jasno okreslony cel natomiast
pozwala na ocene czy badania osiggnety zamierzone rezultaty, co jest istotne dla oceny wartosci
naukowej pracy. Przedstawiona mi do oceny praca nie zawiera ani hipotezy badawczej, ani jasno
zdefiniowanego celu. Brak tez motywacji badan, ktora réwniez jest elementem istotnym, poniewaz
wyjasnia, dlaczego podjeto dane badania i jakie znaczenie maja one
w szerszym kontekscie naukowym. Brak tych elementéw utrudnia ocene pracy, prowadzi do
trudnosci w interpretacji wynikdw i obnizenia przejrzystosci pracy badawczej, a takie sprawia
wrazenie, ze doktorat stanowi zbiér wybranych projektéow, w ktérych Doktorantka brata udziat,
ztozonych w jedng catosc.

e Rozdziaty 2 oraz 3 stanowig opisy odrebnych projektéw i na koncu kazdego z nich brakuje
podsumowania oraz wnioskéw. Dla analiz opisywanych w Rozdziale 2 przydatby sie schemat blokowy
elementow sktadajgcych sie na metode Chromolooping utatwiajgcy zrozumienie poszczegdlnych
krokéw analizy.
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e W sekcji 2.1.5 rozdziatu drugiego Doktorantka dokonuje poréwnania wynikéw uzyskanych petli
chromatynowych w postaci mapy integracji z wynikami z danych populacyjnych uzyskanych
metodami CHiA-Pet, Hi-C oraz Micro-C. Pewien niedosyt budzi w tej czesci brak konkluzji
wynikajgcych z porownan, gdyz przedstawione rysunki pozwalajg jedynie na dokonanie poréwnan
wizualnych. Skale przedstawionych map dystansu oraz interakcji na rysunkach 17 i 18 sg rézne co
znacznie utrudnia stwierdzenie na ile uzyskane wyniki s podobne. W zwigzku z tym nasuwa sie
pytanie czy istniejg metody normalizacji wynikdw pomiedzy eksperymentami? Jesli tak, to czy
mozliwe bytoby ich zastosowanie w tym przypadku. Jesli nie, to czy mozliwe bytoby zaproponowanie
takich metod w celu poréwnania wynikdw uzyskanych za pomocg réznych metod, w szczegdlnosci,
jesli poréwnujemy ze sobg mapy dystansow oraz interakcji. Dodatkowo, czy poza poréwnaniem
wizualnym, w celu poréwnania i walidacji uzyskanych wynikow, zasadne bytoby zastosowanie miar
podobienstwa map kontaktow?

o W przypadku metody Micro-C, na rysunku 18, przedstawiono jedynie mapy interakcji Micro-C w
réznych rozdzielczosciach, poréwnujgc wyniki z rezultatami Hi-C. W tej czesci pojawit sie komentarz,
iz potencjalnie metoda Micro-C bedzie wstanie zapewnié¢ odpowiednig rozdzielczo$¢ umozliwiajgca
dokonywanie poréwnan danych mikroskopowych z populacyjnymi danymi genomicznymi. Jakie
warunku musiatby zosta¢ wiec spetnione, aby wyniki metody Micro-C mozna byto wykorzystaé w celu
walidacji uzyskanych wynikéw modelowania?

e Pokazana na rysunku 16 mapa dystansow uzyskana z usrednienia symulacji ze spaceru losowego
wykazuje usrednione wartosci wzdtuz przekatnej macierzy. Czy w zwigzku z tym jest to faktycznie
najlepszy sposéb przedstawienia wynikéw symulacji? W jaki sposdb nalezy interpretowac takie
roztozenie odlegtosci dla usrednionych wartosci? Czy w przypadku usrednienia danych populacyjnych
wynik bytby podobny?

e W przypadku narzedzia nf-HiChIP, we wstepie Doktorantka podkresla problem zwigzany z
przetwarzaniem wielu prébek oraz tgczeniem replikatéw technicznych jak i biologicznych. W jaki
sposdb taczone s3 ze sobg analizowane probki? Czy narzedzie umozliwia weryfikacje wynikéw
odstajgcych i, jesli takie dane wystepuja, jaki jest protokot postepowania zaréwno w przypadku
replikatéw technicznych jak i biologicznych?

Podsumowanie

Pan mgr Zofia Tojek przedstawita rozprawe doktorskg rozwigzujgcg aktualny problem naukowy, ktéra
przyczyni sie do rozwoju reprezentowanej dyscypliny naukowej. Rozprawa zawiera oryginalne rozwigzanie
problemu naukowego, a Doktorantka wykazata, ze zaréwno posiada ogdlng wiedze teoretyczng w dyscyplinie
informatyka techniczna i telekomunikacja jak i umiejetnos¢ prowadzenia pracy naukowej.

Doktorantka jest pierwszg autorkg publikacji w czasopi$mie Scientific Reports, wspdtautorkg publikacji
w Nature Communications, a takze wspdtautorka publikacji, ktéra zostata ztozona do recenzji. W trakcie
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swojego doktoratu zatrudniona byta jako stypendystka w projektach naukowych, co $wiadczy o jej
zaangazowaniu w prace naukowe.

Biorgc pod uwage ocene przedstawiong w niniejszej recenzji, stwierdzam, ze przedstawiona do oceny praca
doktorska w petni odpowiada warunkom okreslonym w Art. 187 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo
o szkolnictwie wyzszym i nauce (tekst jednolity Dz. U. z 2023 r. poz. 742 z pdzn. zm.) i na tej podstawie
wnosze do Wysokiej Rady Naukowej Dyscypliny Informatyka Techniczna i Telekomunikacja Politechniki
Warszawskiej o dopuszczenie mgr Zofii Tojek do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

dr inz. hab. Aleksandra Gruca, prof. PS.
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