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Recenzija rozprawy doktorskiej mer-a Sevastianosa Korsaka

Multi-scale Computational Modelling of Chromatin

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 wielosakalowego (multi-scale)
modelowania tréjwymiarowej struktury chromatyny. W swoich badaniach Doktorant koncentruje sie na
stworzeniu zestawy metod, ktdore umozliwig przewidywanie struktury tej czgsteczki ze szczegdlnym
uwzglednieniem interakcji miedzy jej réznymi skalami organizacyjnymi (od poziomu nukleosomoéw po cate
terytoria chromosomowe). Rdwnoczesnie czes$¢ jego badan obejmuje nie tylko samo modelowanie struktury
chromatyny, ale takze jej dynamiki w czasie catego cyklu komérkowego.

Przestrzenna organizacja chromatyny stanowi obecnie jeden z intensywnie rozwijanych obszaréw
wspotczesnej biologii molekularnej. Postep technologiczny, obejmujacy zardwno nowoczesne metody
sekwencjonowania, jak i zaawansowane techniki obrazowania, umozliwia coraz dokfadniejsze poznawanie
tréjwymiarowej architektury genomu. Zagadnienie to ma fundamentalne znaczenie dla zrozumienia
mechanizmdw regulujgcych funkcjonowanie komaorki. Szczegdlng role odgrywaja tu petle chromatynowe,
ktore posredniczg w kontaktach pomiedzy odlegtymi regionami DNA, w tym promotorami i enhancerami,
wptywajgc tym samym na kontrole ekspresji gendw. Architektura chromatyny pozostaje réwniez $cisle
zwigzana z przebiegiem replikacji materiatu genetycznego oraz procesami naprawy DNA, a jej zaburzenia
mogg sprzyjac¢ rozwojowi wielu schorzen, zwtaszcza choréb nowotworowych. Z tego wzgledu badania nad
strukturg przestrzenng chromatyny majg istotne znaczenie nie tylko poznawcze, lecz takze aplikacyjne,
poniewaz mogg przyczyniac sie do lepszego zrozumienia patogenezy chordb oraz wspiera¢ poszukiwanie
nowych strategii terapeutycznych.
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W niniejszej rozprawie Doktorant podejmuje tematyke badawczg zwigzang z wielkoskalowym
modelowaniem struktury chromatyny. Autor nie ogranicza swoich analiz do pojedynczego poziomu
organizacji, lecz podejmuje prébe ujecia wzajemnych zaleznosci pomiedzy réznymi skalami jej struktury
w ramach spdjnego modelu. W tym celu przeprowadzone badania obejmujg niemal wszystkie istotne
poziomy organizacji chromatyny, w tym symulacje geometryczne nukleosoméw, stochastyczne modele
ekstruzji petli, dynamike kompartmentalizacji oraz oddziatywania chromatyny z laming jagdrowa. Celem
rozprawy nie jest wytgcznie odtworzenie struktury chromatyny, lecz réwniez poznanie jej dynamiki, przemian
fazowych zachodzacych pod wptywem kluczowych parametréw, a przede wszystkim zwigzkéw pomiedzy
zmianami strukturalnymi a podstawowym procesami, takimi jak cykl komoérkowy oraz zwigzany z nim stres
replikacyjny, ktory jest procesem biologicznym $cisle powigzanego z rozwojem choréb nowotworowych

Oceniajgc tematyke badawczg podjetg w rozprawie, nalezy uznaé, ze dotyczy ona problemu istotnego
i aktualnego, wyraznie osadzonego w aktualnych kierunkach rozwoju bioinformatyki oraz biologii
obliczeniowej.

Charakterystyka rozprawy
Przedstawiona praca doktorska sktada sie trzech rozdziatow.

Pierwszy rozdziat (Introduction) stanowi obszerne, interdyscyplinarne wprowadzenie do niezbednych
koncepcji z dziedziny informatyki, biologii i fizyki zwigzanych z tematyka rozprawy. Autor wyjasnia, jak
matematycznie opisa¢ chromatyne oraz szczegétowo omawia podstawowe terminy, takie jak wtasciwosci
wieloskalowe, fraktale, stochastycznosé czy przejscia fazowe. Dodatkowo opisane sg metody pozyskiwania
danych eksperymentalnych oraz wyzwania i powszechnie stosowane podejscia w modelowaniu chromatyny.
Na koricu tego rozdziatu sformutowano motywacje badawczg oraz gtéwne cele rozprawy.

Rozdziat drugi (Overview of Published Research) to przeglad opublikowanych badan. Jest to rozdziat,
w ktdrym w zwiezty sposodb Doktorant zaprezentowat trzy kluczowe modele bedgce wynikiem badan
prowadzonych w ramach doktoratu: LoopSage, RepliSage oraz MultiMM. Rozdziat ten ma na celu wyjasnienie
oraz opis zastosowanych rozwigzan metodologicznych.

Pierwszg z opisanych metod jest LoopSage — metoda modelowania dynamiki procesu ekstruzji petli
chromatynowych. Zaproponowana metoda LoopSage jest dwuetapowa: w pierwszym etapie symulacji
Monte Carlo algorytm bada przestrzenn prawdopodobienstwa, symulujgc trajektorie LEFs (Loop Extrusion
Factors). Drugi etap metody to faza dynamiki molekularnej z wykorzystaniem narzedzia OpenMM , gdzie
wykorzystuje sie otrzymane z poprzedniego etapu parametry (pozycje LEFs). Tym, co w gtéwnej mierze
charakteryzuje te metode, jest odejscie od tradycyjnego, sztywnego kodowania regut biofizycznych w kodzie
programu na rzecz stochastycznego modelu opartego na energii uktadu.

Druga opisana w tym rozdziale metoda, RepliSage, stanowi rozszerzenie metody LoopSage i stuzy do
symulacji dynamiki chromatyny w trakcie catego cyklu komérkowego. Metoda ta dziata w trzech etapach.
Pierwszy modut systemu RepliSage zbudowany jest na bazie opisanej wczesniej metody LoopSage
i odpowiada za symulacje replikacji DNA, skupiajac sie na losowe] aktywacji miejsc inicjacji oraz postepujacym
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ruchu widetek replikacyjnych. Drugi etap obejmuje symulacje stochastyczng taczacg ekstruzje petli ze
zmianami epigenetycznymi (z wykorzystaniem modelu Pottsa). Ostatni etap analizy, to modut dynamiki
molekularnej, ktéry na podstawie wygenerowanych standw tworzy konicowe, tréjwymiarowe struktury
chromatyny. Metoda RepliSage zostata zaprojektowane tak, aby mdc skutecznie modelowac warunki stresu
replikacyjnego, ktdry jest zjawiskiem S$ciSle powigzanym z niestabilnoscia genomowg i powstawaniem
nowotworow.

Ostatnie opisane w rozdziale trzecim narzedzie to MultiMM. Framework MultiMM to deterministyczny,
wieloskalowy model obliczeniowy stuzgcy do rekonstrukcji trojwymiarowej architektury przestrzennej
choromatyny w skali genomowej. Stanowi on kompleksowe narzedzie, ktérego gtdwng zaletg jest zdolnosé
do integracji organizacji chromatyny na wszystkich istotnych biologicznie poziomach — od rozdzielczosci
pojedynczych nukleosomdw, poprzez petle chromatynowe i domeny TAD, po kompartmenty, terytoria
chromosomowe oraz petng przestrzen jagdra komorkowego. Model ten charakteryzuje sie modutowa. Funkcja
catkowitej energii uktadu moze by¢ elastycznie modyfikowana poprzez wtgczanie i wytgczanie
poszczegdlnych komponentdw sit, w zaleznosci od zadanego problemu oraz dostepnych danych wejsciowych.
Sktadowe modelu obejmujg m.in.: reprezentacje petli chromatynowych, modelowanie zjawiska
kompartmentalizacji chromatyny przy uzyciu potencjatow kopolimeréw blokowych oraz wydajng,
geometryczng reprezentacje nukleosoméw (w przeciwienstwie do kosztownych obliczeniowo symulacji
atomowych). Dodatkowo, system MultiMM oferuje szereg opcji pozwalajgcych na personalizacje dynamiki,
modelowanie wybranych fragmentéw genomu oraz generowanie statystycznych zespotéw struktur w celu
zbadania zmiennosci i stabilnosci architektury chromatyny.

Ostatni trzeci rozdziat (Conclusions and Future Perspectives) zwiera wnioski i przyszte kierunki badawcze,
w ktérych mozna rozwijaé zaprezentowane prace. Rozdziat ten podsumowuje catos$¢ pracy, analizujgc w jaki
sposdb opracowane modele zrealizowaty zatozone cele i jak przyczyniajg sie do rozwoju wiedzy o strukturze
3D genomu i jej powigzaniach z procesami biofizycznymi. Zawiera on réwniez dyskusje na temat ograniczen
i niedoskonatosci zaprezentowanych metod. Na koniec Autor zarysowuje perspektywy dla przysztych
kierunkéw badan, wskazujgc m.in. na ogromny potencjat wykorzystania uczenia maszynowego do
przewidywania struktury chromatyny bezposrednio z sekwencji DNA, a takze podsumowuje swoje
osiggniecia naukowe, publikacje oraz udziat w grantach badawczych.

Opinia o rozprawie

Przedstawione w rozprawie wyniki stanowig spojny i logicznie skonstruowany cykl badan poswieconych
modelowaniu struktury chromatyny. Pierwszy rozdziat pracy stanowi wprowadzenie do tematu, drugi opisuje
opracowane metody, w trzecim Doktorant podejmuje dyskusje wskazujgc problemy i stabosci istniejgcych
metod oraz mozliwe ich rozwigzania. Analizujgc opracowane w ramach Doktoratu metody szczegdlnie godne
podkreslenia jest to, ze przyjeta strategia badawcza realizowana jest konsekwentnie wedtug zasady przejscia
od szczegétu do ogétu — od modelowania pojedynczych elementéw strukturalnych, poprzez metody
modelowania uwzgledniajgce cykl komorkowy chromatyny, az po framework umozliwiajgc odwzorowanie
organizacji chromatyny jednoczesnie na wielu skalach przestrzennych.
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Podejmowana problematyka wpisuje sie w aktualne trendy badawcze z pogranicza biofizyki, bioinformatyki
obliczeniowej oraz biologii strukturalnej genomu — dziedzin, ktére w ostatnich latach przezywajg
dynamiczny rozwdéj, czego dowodem jest rosngca liczba publikacji poswieconych tréjwymiarowej organizacji
chromatyny. Warto przy tym podkresli¢, ze postep w tej dziedzinie ma charakter $cisle sprzezony: dynamiczny
rozwdj metod eksperymentalnych, takich jak techniki Hi-C, ChIP-seq, ATAC-seq czy obrazowanie FISH,
dostarcza coraz bogatszych i bardziej precyzyjnych danych, ktére z kolei stymulujg i umozliwiajg tworzenie
coraz bardziej zaawansowanych metod obliczeniowych. Rozprawa doskonale wpisuje sie w te
dwukierunkowq zalezno$é, czerpigc z najnowszych danych eksperymentalnych jako podstawy dla
proponowanych modeli. Dopetnieniem catosci jest krytyczna analiza metod walidacji modeli chromatyny,
ktora ujawnia istotne stabosci obecnie stosowanych podej$s¢ walidacyjnych i stanowi cenny wktad
w metodologie dziedziny.

Bibliografia rozprawy jest obszerna i obejmuje 278 pozycji literaturowych, co $wiadczy o gruntownym
zapoznaniu sie Doktoranta z dorobkiem naukowym w omawianej dziedzinie. Pewne zdziwienie budzi jednak
fakt, ze zaledwie okoto 1/4 przywotanych zrddet stanowig publikacje z ostatnich pieciu lat (tj. z roku 2021 lub
nowsze). Biorgc pod uwage, ze pole badawcze objete rozprawg cechuje sie wyjatkowo szybkim tempem
rozwoju, wskazane bytoby szersze uwzglednienie najnowszego piSmiennictwa, ktére mogtoby wzbogacic
dyskusje wynikow oraz zapewnic¢ petniejsze osadzenie pracy w biezgcym stanie wiedzy.

Pozytywnie oceniam roéwniez fakt, ze kod zZrédtowy wszystkich opracowanych metod i narzedzi
obliczeniowych zostat udostepniony publicznie w repozytoriach serwisu GitHub. Praktyka ta, zgodna
z postulatami otwartej nauki, znaczaco podnosi warto$¢ uzyskanych w ramach rozprawy wynikow,
umozliwiajgc innym badaczom weryfikacje uzyskanych wynikow oraz dalszy rozwdj zaproponowanych
rozwigzan.

Podsumowujac, w pracy umiejetne potagczono modelowania fizycznego z podejsciami obliczeniowymi —
formalizmy mechaniki statystycznej i dynamiki molekularnej zostaty z powodzeniem zintegrowane
z nowoczesnymi technikami symulacyjnymi i analizg danych genomicznych, tworzac spdjne ramy badawcze.
Zastosowane metody badawcze sg adekwatne do postawionych celéw naukowych, a przyjete w pracy
podejscia do przetwarzania i analizy danych wskazujg na dobrg znajomos¢ przez Doktoranta nowoczesnych
i efektywnych narzedzi stosowanych we wspdtczesnej biologii obliczeniowej.

Uwagi krytyczne i dyskusyjne

Na wstepie niniejszej czeSci recenzji chciatabym wyraznie zaznaczyé, ze problematyka podjeta przez
Doktoranta nalezy do zagadnien o istotnym znaczeniu naukowym i znacznym stopniu trudnosci. Po
szczegdtowej analizie przedtozonej rozprawy nie stwierdzam obecnosci btedéw merytorycznych
o zasadniczym charakterze. Uwagi przedstawione ponizej formutuje w duchu dyskusji naukowej i nie
stanowig one podstawy do obnizenia ogdlnej, pozytywnej oceny pracy.
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Pewng watpliwos¢ budzi niejednoznaczna forma redakcyjna rozprawy. Czytajac odnositam wrazenie,
ze Doktorant nie podjat do konca jednoznacznej decyzji co do przyjetego modelu prezentacji — czy
praca ma stanowi¢ monografie w tradycyjnym ujeciu, czy tez cykl powigzanych tematycznie
artykutéw naukowych. W efekcie rozprawa jest z jednej strony stosunkowo obszerna, z drugiej za$
w odniesieniu do szeregu przedstawionych metod brakuje petnej informacji dotyczacej ich
wydajnosci i skutecznosci na rzeczywistych danych, oraz opisu tych danych. Kwestia walidacji modeli
sygnalizowana jest jedynie skrétowo, ograniczajgc sie w wielu miejscach do ogdlnych komentarzy na
temat trudnosci z nig zwigzanych, bez przedstawienia konkretnych wynikéw ilosciowych. Co wiecej,
W pracy nie zamieszczono bezposrednich odnosnikéw do artykutéw lub ich konkretnych sekgcji,
w ktérych wyniki te zostaty opublikowane. Recenzent jest wprawdzie w stanie domyslic sie, w ktorych
publikacjach nalezy szukaé brakujgcych informacji, niemniej jednak rozprawa doktorska powinna
zawierac tego rodzaju informacje podane wprost, a nie pozostawia¢ je do samodzielnego ustalenia
przez czytelnika. Uwazam, ze jest to istotny minus pracy. Wskazane byloby uzupetnienie
odpowiednich fragmentéw o jednoznaczne odestania do powigzanych publikacji oraz tam, gdzie to
mozliwe o zwiezte podsumowanie kluczowych wynikéw ilosciowych.

Niedosyt budzi sposéb przedstawienia celéow badawczych we wstepie rozprawy. Wstep zawiera
jedynie bardzo ogodlne stwierdzenie, ze przedmiotem pracy jest modelowanie tréjwymiarowej
struktury chromatyny, bez precyzyjnego okreslenia szczegétowych celéw naukowych i pytan
badawczych, ktére Doktorant zamierzat podjgé. Informacje te pojawiajg sie dopiero w koncowej
czesci rozdziatu pierwszego, co utrudnia czytelnikowi — a takze recenzentowi — wiasciwe osadzenie
prezentowanych wynikéw w zamierzonym kontekscie badawczym juz na etapie lektury wstepne;.
Zgodnie z przyjetymi standardami redakcji rozpraw doktorskich, cele pracy powinny byé wyraznie
sformutowane we wstepie, tak aby od samego poczatku wyznaczaty perspektywe dla oceny
zawartosci wszystkich kolejnych rozdziatéw.

W sekcji Limitations and Open Challenges rozdziatu trzeciego, Doktorant stusznie zauwaza, ze
przedstawione w pracy metody wymagajg okreslenia zestawu hiperparametréw, co w praktyce
stanowi niebagatelne wyzwanie. Doktorant wspomina o mozliwosci zastosowania przeszukiwania
siatki jako strategii ich doboru, jednoczesnie jednak przyznaje, ze brak jednoznacznych danych
eksperymentalnych opisujgcych strukture 3D chromatyny istotnie utrudnia ocene jakosci uzyskanych
rozwigzan. Doceniam fakt, ze w rozdziale trzecim Doktorant podejmuje dyskusje nad mozliwymi
podejsciami do wyznaczania hiperparametrow i jest Swiadomy ztozonosci tego zagadnienia. Niemniej
jednak chciatabym w tym miejscu zadaé Doktorantowi pytanie: czy na podstawie dotychczasowych
doswiadczen z opracowanymi modelami jest w stanie zaproponowac potencjalnym uzytkownikom
konkretny, praktyczny ,przepis" na dobdr hiperparametrow? Innymi stowy — czy mozliwe jest
sformutowanie chocéby ogdlnych wytycznych Ilub heurystyk, ktdre pozwolityby nowemu
uzytkownikowi na sensowne zainicjowanie procesu optymalizacji, bez koniecznosci przeprowadzania
kosztownych obliczert metoda préb i btedéw lub implementacji nowych metod optymalizacji?
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Podsumowanie

Pan mgr Sevastianos Korsak przedstawit rozprawe doktorska rozwigzujgcg aktualny problem naukowy, ktdra
przyczyni sie do rozwoju reprezentowanej dyscypliny naukowej. Nie mam watpliwosci, ze rozprawa zawiera
oryginalne rozwigzanie problemu naukowego, a Doktorant wykazat, ze zaréwno posiada ogdlng wiedze
teoretyczng w dyscyplinie informatyka techniczna i telekomunikacja jak i umiejetno$¢ prowadzenia pracy
naukowej.

Doktorant jest wspdtautorem 9 publikacji naukowych, z ktérych jedna jest aktualnie dostepna wytgcznie na
platformie bioRxiv i pozostaje w trakcie procesu recenzyjnego. Jest on pierwszym autorem w czterech
sposrdd tych prac, trzech opublikowanych oraz jednej recenzowanej. Przy czym nalezy podkresli¢, ze
w pracach opisujgcych gtéwne metody obliczeniowe przedstawione w rozprawie, Doktorant figuruje jako
pierwszy autor, co $wiadczy o jego samodzielnym i wiodgcym wktadzie w prowadzone badania. W okresie
doktoratu brat on ponadto aktywny udziat w projektach naukowych, co dodatkowo potwierdza jego
zaangazowanie w dziatalnos$¢ badawcza.

Biorgc pod uwage ocene przedstawiong w niniejszej recenzji, nie mam watpliwosci, 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-a Sevastianosa Korsaka do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

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