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Recenzja rozprawy doktorskiej Pana mgr inz. Michala Kadlofa pt. ""Komputerowe

modelowanie tréjwymiarowej struktury chromatyny"'

Organizacja i ekspresja informacji genetycznej, zwlaszcza u organizméw eukariotycznych, sa
skomplikowanymi zjawiskami wymagajacym interakcji materiatlu genetycznego i biatek.
Widkniste kompleksy tych zwigzkéw zwane chromatyng umozliwiajg upakowanie bardzo
dhugiej czasteczki DNA (u czlowieka ok. 2 metry) w niewielkiej objetosci jadra
komoérkowego o Srednicy kilku mikrometréw. Poza funkcjg strukturalng, chromatyna
odgrywa kluczowg rol¢ w regulacji ekspresji gendw. Jej organizacja na réznych poziomach
umozliwia kontrole dostepu do konkretnych fragmentow materiatu genetycznego. Aby
zrozumie¢ te zjawiska nie wystarcza juz znajomos¢ sekwencji genomu oraz biatek taczacych
si¢ z kwasami nukleinowymi, ale potrzebna jest wiedza o trojwymiarowej Strukturze
chromatyny. Badania nad trojwymiarowa organizacja chromatyny maja kluczowe znaczenie
dla zrozumienia mechanizmoéw regulacji gendw, rdznicowania komorek, odpowiedzi na
bodzce Srodowiskowe oraz powstawania chorob. Chromatyna nie jest statyczna — jej
przestrzenna organizacja jest dynamiczna i zalezy od typu komorki, fazy cyklu komorkowego
oraz sygnatdow zewnetrznych. Dlatego bardzo slusznie ambitnym przedmiotem pracy
doktorskiej Pana mgra inza Michata Kadlofa stalo si¢ opracowanie metod komputerowego

modelowanie trojwymiarowej struktury chromatyny.

Rozprawa doktorska zostata napisana w jezyku polskim ze streszczeniem w jezyku
angielskim. Zawiera ona: Streszczenie, Abstract, Spis tresci, Wykaz uzytych skrotow, Czesé
teoretyczng 1 praktyczng oraz Dodatki zawierajace wykaz publikacji autora, warianty
strukturalne nukleosomow, Spis rysunkéw i tabel, Bibliografie i Skorowidz. Nie jest to
typowy uktad, jednak Czg$¢ teoretyczng mozna traktowacé jako wstep, a praktyczng jako
wyniki i dyskusje. Przydatby si¢ jednak wyrdzni¢ cele pracy w osobnym rozdziale oraz doda¢
rozdziat z wnioskami lub podsumowaniem zawierajacy najwazniejsze informacje uzyskane z

opracowanych modeli i przeprowadzonych badan.



W Czesci teoretycznej we Wstepie w bardzo przystepny i prosty sposob doktorant
scharakteryzowal chromatyne podajac tatwy sposob na jej izolacje, Ktorg wykonat, a efekt
uwiecznit na zdjeciach. Pod koniec Wstepu podat cel pracy, ktorym byto zaproponowanie
nowatorskich metod obliczeniowych do okreslania przestrzennych modeli chromatyny. Cel
pracy doktorskiej zostat jasno sformutowano i1 wlasciwie zrealizowany. Pozostate rozdzialy w
przejrzysty i wystarczajacy sposob zbieraja najwazniejsze fakty o budowie i roli chromatyny w
regulacji ekspresji genéw i zachowaniu struktury genomu. Ciekawe sg wyliczenia zwigzane z
dtugoscia, masg i gestoscig chromatyny. Zwrdcono uwage, ze widkno 30 nm nie jest strukturg
powszechnie wystepujaca, jak wczesniej sadzono, a gldwnymi poziomami organizacji
chromatyny sg wtokno 11 nm, petle, domeny i kompartymenty. Dobrze bytoby przedstawié

schematy pokazujace tg hierarchiczng organizacjg.

Osobny podrozdzial dotyczy technik eksperymentalnych stuzacych do okreslania
struktury chromatyny, genomowych (3C, 4C i 5C, Hi-C, ChIA-PET, ChlA-Drop) i
mikroskopowych (FISH, EM-ISH, iPALM). Opisano je w zrozumialy sposob uwzgledniajac
ich wady i zalety, jednak idealnie bytoby do opisu dotaczyé schematy tych metod. W
dodatkowym rozdziale przedstawione zostaty modele chromatyny: tancuch idealny, model
Kratky-Poroda oraz model WLC, model Odijk-Skolnick-Fixman oraz globule fraktalne
uwzgledniajgce rozne cechy, jak sztywno$¢, efekty odpychania elektrostatycznego oraz

bliskiego oddziatywania regionow.

W ostatnim rozdziale czeSci teoretycznej scharakteryzowano metody modelowania
struktury chromatyny. W rozdziale zwarto takze rozwazania natury filozoficznej, a nie tylko
suche techniczne fakty. Podkreslono réznice w modelowania chromatyny i biatek dotyczace
natury ich struktur oraz skali i rozdzielczosci danych do modelowania. Mozna byltoby tutaj
wspomnie¢ o stynnym programie AlphaFold. Ciekawe jest poréwnanie struktury chromatyny
do mapy $§wiata. Doktorant przedyskutowat wazne parametry zwigzane z modelowaniem, jak:
skala, rozdzielczo$¢, typ danych i cechy polimeru oraz przedstawil wazne rozwazania
dotyczacy idei modelowania, co wskazuje, ze zdaje sobie sprawe z jego uproszczen i

ograniczen. Swiadczy to o glebokim zrozumieniu zagadnienia przez Pana Michata Kadlofa.

Mam jednak jeszcze inne uwagi do tej czesci. W przypadku celow modelowania mozna
byloby je lepiej sprecyzowal, zwlaszcza dotyczace zagadnien badawczych obok
wizualizacyjnych. W cze$ci dotyczacej wyboru regionow do modelowania prositbym
doktadniej wyjasni¢ kwestie macierzy po normalizacji. Podrozdziat dotyczacy wyboru skali
mogltby zawiera¢ wyszczegolnienie tych skal i podanie rzedow wielkosci, albo mozna bytoby

go potagczy¢ z podrozdziatem o rozdzielczosci. Dobrze byloby wyjasni¢, co to jest punkt
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modelowanego uktadu. Nie wiem czy wyrazenie “Im lepsza (tzn. mniejsza) rozdzielczo$¢”
powinno brzmie¢ ” Im lepsza (tzn. wigksza) rozdzielczo$¢”. Dobrze byloby wyjasni¢ promien

bezwtadnosci dla struktur modelowanych oraz potencjat FENE.

Glowna czeécig doktoratu jest cze$¢ praktyczna, ktora jest podzielona na kilka
rozdzialow opisujacych rézne narz¢dzia do modelowania struktury chromatyny. Doktorant
przedstawil dwie metody opracowane przez siebie do wyznaczania uzytecznych granic domen.
Jedna z metod nazwana CCD Caller stuzy do identyfikacji regiondéw o ponadprzecigtnym
pokryciu tukami interakcji w poréwnaniu do sygnatu oczekiwanego. Jest on uzyteczny,
poniewaz w obiektywny sposob wyszukuje takie regiony (domeny typu CCD) i ulatwia
automatyzacj¢ analiz. Druga metoda MetaTAD Caller analizuje wyniki wielu innych
programéw wyznaczajacy domeny typu TAD w oparciu o glosowanie wykorzystujac funkcje
Gaussa opisujacg rozmycie potozenia granicy domen. Dobrze byloby przedstawi¢ jaka jest
skuteczno$¢ tych metod, np. procent falszywie i poprawnie przewidzianych regionow w
poréwnaniu do danych rzeczywistych oraz potencjalne ograniczenia. Mam kilka pytan
zwigzanych z tg czgécig. Prositbym o wyjasnienie zdania, ze TAD-y tworzg zbior stycznych do
siebie odcinkow dzielacych caly chromosom na cze$ci. Wedtug mnie styczne odcinki do siebie
beda si¢ naktadac i beda rownoleglte. Mam jeszcze dodatkowe pytanie: Czy liczenie indeksu
kierunkowego od tytu, czyli réznica interakcji pdzniejszych do wczesniejszych da ten sam
wynik, co réznica miedzy wezesniejszymi i pézniejszymi interakcjami? Uwazam, ze Rysunek

6.4 powinien by¢ lepiej opisany.

Jasno jest scharakteryzowana metoda skalowania wielowymiarowego i dystanse
grafowe oraz sposoby eliminacji szumu, jednak brakuje wyjasnienia po co jest ten opis. Czy
zostal on zastosowany w jakim$ programie? Wypadaloby pokaza¢ skuteczno$¢ dziatania tej

metody na przyktadzie.

Pan mgr inz. Michal Kadlof przedstawit takze algorytm budowania modeli
polimerowych nazwany modelem spr¢zynowym (ang. SM, Spring Model) polegajacy na
znalezieniu takiej konformacji punktow w przestrzeni trojwymiarowej, ktora minimalizuje
funkcje energii potencjalnej. Model jest atrakcyjny i uwzgledniajacy wiele istotnych
parametrow, a jego opis jest jasny 1 zwiera wiele praktycznych wskazowek. Szczegdlnie duzo
miejsca poswiecono strukturom poczatkowym. Podano takze interesujace przyklady
zastosowan oraz implementacje. Mam pewne uwagi rowniez do tej czesci. We wzorze i opisie
na energie niedostgpnej objetosci dobrze bytoby da¢ ten sam symbol na $rednice kulki.
Chciatbym si¢ takze dowiedzie¢ skad bierze si¢ potgga 12 w tym wzorze? Nastgpujace

stwierdzenie jest dla mnie niejasne: Z tego powodu dobrg praktyka jest wybiera¢ takie struktury
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poczatkowe, ktére juz na poczatku zostaty wybrane w taki sposéb by ich energia nie odbiegata
znacznie od minimum uktadu. Jest to dla mnie dziwne, poniewaz jak wybrac te struktury, skoro
aby dowiedzie¢ si¢ jakie jest minimum energetyczne uktadu trzeba przeprowadzi¢ obliczenia
juz na jaki$ strukturach poczatkowych? W zwigzku z tym, ze struktury poczatkowe moga mie¢
wplyw na koncowy wynik chciatbym uzyska¢ odpowiedz na pytanie: Jak duza jest
powtarzalno$¢ wynikow dla réznych standéw poczatkowych? Domys$lam sig, ze moze to zaleze¢
od ztozonos$ci uktadu. W przypadku opisu zastosowan tej metody w podrozdziale 8.6.1 dobrze
bytoby skomentowac uzyskane wyniki na Rys. 8.12. Jakie struktury nalezatoby oczekiwa¢ w
podanym przyktadzie? Dobrze bytoby réwniez napisa¢ jaka jest skutecznos$¢ modelu
sprezynowego W poréwnaniu z innymi. Chciatbym jeszcze uzyska¢ odpowiedz na pytanie: Do

jakich jeszcze innych polimeréw moze stuzy¢ opracowany model sprezynowy?

Interesujace jest podejécie opisane w nastgpnym rozdziale uwzgledniajace
zastosowanie wysokorozdzielczych obrazow mikroskopowych w metodzie sitowej i
korelacyjnej stuzacych do modelowania struktur polimerow. Pokazano takze wynik dziatania
tego podejscia na oczekiwanej strukturze metoda sitowg przy dwoéch stanach poczatkowych
oraz na danych jadra komorkowego Arabidopsis thaliana. Model generalnie dobrze wypadt,
ale pokazano, ze wptyw na wynik ma stan poczatkowy. Ladnie przedyskutowano wyniki
symulacji na danych uktadu testowego. Podobny komentarz przydalby si¢ dla danych
rzeczywistych. Mam jeszcze dodatkowe pytanie: Jaki bylby wynik przy zastawaniu metody

korelacyjnej oraz innych stanow poczatkowych dla obu metod?

Ostatni rozdziat dotyczy aspektow technicznych zaawansowanych obliczen. Doktorant
przedstawil najwazniejsze problemy obliczeniowe i1 sposoby ich rozwigzania. Szczegdétowo
opisal architektur¢ 1 zarzadzanie na klastrze Eden, ktory stuzy do wykonywania
skomplikowanych obliczen struktury chromatyny. Klaster ten postuzyt do uzyskania wynikoéw
przedstawionych w pracy doktorskiej. Nalezy zaznaczy¢, ze Pan mgr inz. Michat Kadlof
administrowal tym klastrem. Dobrze bytoby, aby doktorant wyeksponowat jaki miat udziat w

jego budowie i wdrazaniu.

Warto podkresli¢, ze doktorant jest wspotautorem 9 publikacji w renomowanych

czasopismach, a dwie metody zostaly opublikowane w dwoch pracach.

Generalnie praca jest napisana poprawnym jezykiem, miejscami Wystepuje zargon i
swobodny styl, ale dobrze si¢ ja czyta. Znalazlem nastepujace btedy z propozycja poprawek:
2m ->2 m; dwoch typow para zasad -> dwoch typow par zasad; iloScig wigzan -> liczbg wigzan;

ktore tatwo tworzg jony H+ -> ktore tatwo przyciagajg jony H+; 3mm -> 3 mm, dna -> DNA;
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odlegtosci ziemi od stonca -> odlegtosci Ziemi od Stonca; Histogram dtugo$ci chromosomow
-> Wykres dtugosci chromosomow; parametru GC-content -> zawartosci par GC; bilateria ->
Bilateria; rys. -> Rys; fig. -> Fig., kompartmenty -> kompartymenty, intra i inter
chromosomalnych -> intra- i interchromosomalnych; nie wielkg -> niewielkg; trudne do
sekwencjonowania Np, regiony o wysokiej repetytywnos$ci, niemapowalne itp. -> trudne do
sekwencjonowania, np. regiony o wysokiej repetytywnosci, niemapowalne itp., odmienne
interpretacje danych. Np. wartosci z macierzy Chia-PET -> odmienne interpretacje danych, np.
warto$ci z macierzy Chia-PET, ilosci ilosci uzyskanych odczytow -> liczby uzyskanych
odczytow, Prezentuje on ten przypadki -> Prezentuje on przypadki, gictka$¢ -> gietkos¢, po
rzeczywisty -> po rzeczywistym, nie wpltywa na pomiary -> nie wptywa on na pomiary, nie
pozadany -> niepozadany, ptaskie. (rys. 8.4) -> ptaskie (Rys. 8.4)., Tek -> Tak, pomiedzy
kazdym trzem sgsiadujacymi punktami -> pomig¢dzy kazdym z trzech sasiadujacych punktow,
problemowi problemowi -> problemowi, nie zbyt -> niezbyt, nie dtugich -> niedtugich, w w -
> w, dlatego. Z tego -> dlatego, z tego, pryz -> przy, kolekcj¢ kolekcje -> kolekcje, Na struktura
-> Ta struktura, Doktadnie identyczne zastosowano -> Dokladnie identyczne zatozenia
zastosowano, sac si¢ -> sta¢ si¢, macierzy. Np. serwerow -> macierzy, np. serwerow, $3 -> sg,

Obniza bezpieczenstwo -> Obniza to bezpieczenstwo, ilos¢ -> liczba.

Ponadto w wielu miejscach brakuje przecinkow przed: aby, zas, gdy, gdyby, co, czyli,
w ktorej, ktora, ktore, w ktorych, poniewaz, jesli. Brak jest czasownika w kilku zdaniach. Jedno
zdanie byto urwane. Niejasne jest zdanie: W efekcie pokrycie $rednie ma bardzo, krotkie
obszary poczatkowe i koncowe, a wigkszos¢ chromosomu. Niepoprawnie jest sformatowana
Tabela 2.2. Niektore rysunki powinny by¢ wigksze. Raz jest uzywane fig. a raz rys. Jako

separator dziesigtny raz jest stosowany przecinek, a raz kropka.

Reasumujgc moge stwierdzi¢, ze powyzsze uwagi nie umniejszajg znaczenia pracy
doktorskiej. Doktorant wtozyt duzo trudu w opracowanie nowatorskich metod i
przeprowadzone analizy, a przedstawione opisy wynikéw swiadczg 0 jego duzej dojrzatosci
naukowej, wnikliwos$ci i gtgbokim zrozumieniu zagadnienia. Nie mam zastrzezen do metodyki

przeprowadzonych analiz.

Tematyka pracy doktorskiej jest bardzo zasadna, poniewaz istnieje potrzeba tworzenia
nowych metod i narzedzi modelujacych struktury przestrzenne chromatyny, co stalo sig¢
przedmiotem rozprawy. Warto zaznaczyC¢, ze zastosowane w pracy modele sg nowe |
zaawansowane, a uzyskane wyniki dowodza, ze wykorzystanie takich metod w biologii

molekularnej prowadzi do warto$ciowych i interesujacych odkry¢. Uwazam, ze recenzowana



rozprawa stanowi istotne i kompleksowe opracowanie komputerowych metod

trojwymiarowego modelowania struktury chromatyny.

Uwazam, wigc, ze przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska speinia wszystkie
wymogi Ustawy o Stopniach Naukowych. Zgtaszam, zatem wniosek do Rady Naukowej
Dyscypliny Informatyka Techniczna i Telekomunikacja Politechniki Warszawskiej o uznanie
rozprawy Pana mgra inza Michat Kadlof za odpowiadajacg wymogom stawianym rozprawom

doktorskim i o dopuszczenie doktoranta do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Prof. dr hab. Pawel Mackiewicz
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