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Recenzja rozprawy doktorskiej Pana mgr Sevastianosa Korsaka pt. ""Muti-scale

Computational Modeling of Chromatin™

Obecnie wiemy, ze aby w pelni zrozumie¢ zjawiska zwigzane z organizacja i ekspresja
informacji genetycznej u cztowieka, nie wystarcza juz sama znajomos$¢ jednowymiarowe;j
sekwencji DNA oraz zestawu biatek wigzacych kwasy nukleinowe. Kluczem do poznania
tych procesoOw jest wiedza o tréjwymiarowej (3D) strukturze chromatyny, ktéra ma
decydujace znaczenie dla mechanizméw réznicowania komorek, odpowiedzi na bodzce
srodowiskowe oraz patogenezy wielu chorob. Co wigcej, chromatyna nie jest statyczna — jej
architektura jest wysoce dynamiczna i zmienia si¢ w zaleznosci od typu komorki i fazy cyklu
komoérkowego. Wtasnie ta duza zlozonos$¢ i dynamika sprawiajg, ze nie jest fatwo badac 1
zrozumie¢ te zjawiska. Ztozone dane przestrzenne generowane przez nowoczesne techniki
eksperymentalne s3 w duzej mierze niemozliwe do zinterpretowania bez odpowiedniego
aparatu matematycznego 1 informatycznego. Dlatego tez konieczne stato si¢ opracowywanie
nowych, wydajnych metod komputerowych, ktére pozwolg na precyzyjne modelowanie,
symulowanie i wizualizacje¢ trojwymiarowej struktury chromatyny. Dlatego bardzo stusznie
ambitnym przedmiotem pracy doktorskiej Pana mgra Sevastianosa Korsaka stato si¢
opracowanie nowatorskich metod komputerowego modelowania trojwymiarowej struktury

chromatyny w czasie i przestrzeni.

Rozprawa doktorska zostata napisana w jezyku angielskim ze streszczeniem w jezyku
polskim. Zawiera: Abstract, Streszczenie, Podzigkowania, Spis tresci, Wstep, Przeglad
opublikowanych prac, Wnioski i perspektywy dalszych badan oraz zataczone publikacje. Nie
jest to typowy uktad, jednak przeglad opublikowanych prac mozna traktowac jako Materiaty i
metody, Wyniki i Dyskusje.



We Wstepie w bardzo przystepny i prosty sposob doktorant scharakteryzowat
matematyczny opis chromatyny oraz konieczno$¢ symulacji komputerowych, poniewaz
wyliczenia analityczne nie sg praktyczne obliczeniowo. Pan mgr Korsak wyjasnit tez wazne
terminy sosowane w modelowaniu, co jest konieczne, aby precyzyjnie rozumie¢ opisywane
zagadnienia. Bardzo pomocne sg poréwnania opisywanych termindéw do zjawisk z dziedziny
matematyki, astronomii i fizyki. Przy okazji opisu wieloskalowsci przedstawiono najnowsze
poglady na organizacje chromatyny uwzgledniajac poziom nukleosoméw, petli i domen
(TAD), kompartymentow A i B, regionow chromosomow oraz catego genomu 1 interakcji z
laminami. Uwazam, ze doktorant bardzo tadnie potaczyt opis matematyczny i biologiczny
chromatyny reprezentowanej jako polimer. Pan Sevastianos Korsak stusznie zauwazyt, ze
fraktalny opis chromatyny, mimo zalet obliczeniowych, moze nie by¢ odpowiedni ze wzgledu

na roznice 1 ztozono$¢ chromatyny na réznych poziomach organizacji.

Interesujaca jest czg$¢ dotyczaca losowosci, w ktorej doktorant stwierdzil, ze ze
wzgledu na nieliniowy charakter oddziatywan chromatyny oraz duza wymiarowos¢ uktadu, to
wspotdzialanie porzadku i losowosci moze prowadzi¢ do wysoce nieprzewidywalnych
zachowan. Nie do konca si¢ zgadzam ze stwierdzeniem, ze losowe laczenie si¢ 1 odlgczanie
bialek z chromatyng sa gltéwnie zjawiskami losowymi. Moze bezpieczniej jest napisaé, ze
wydaje nam si¢, ze sg losowe dopdki nie odkryjemy potencjalnych prawidtowosci. Dobrze
byloby takze wyjasni¢, co to sa kompleksy biatek Smc przy pierwszym uzyciu. Przy opisie
entropii Gibbsa mozna by byto wspomnie¢ dla porownania tez o entropii Shannona. Wazne jest

poruszenie kwestii stanu poczatkowego w modelowaniu oraz przejs$¢ i rozdziatow fazowych.

Doktorant dobrze wyjasnit metodologie¢ modelowania chromatyny i wie, ze nie jest to
proste z powodu wielu lokalnych optimow energii. Nalezy zwrocié¢ uwage, ze Pan mgr Korsak
zdaje sobie takze sprawe z niebezpieczenstw i ograniczen zwigzanych ze stosowanymi
algorytmami i metodami obliczeniowymi w tym optymalizacja oraz symulacjami
deterministycznymi i stochastycznymi. Dobrze opracowany jest takze rozdziat dotyczacy
analiz eksperymentalnych: Chip-Seq, ATAC-Seq i metod wielowymiarowych (Hi-C, ChlA-
PET, ChlA-Drop i Hi-ChlIP) oraz obrazowania (FISH).

Opisy wyraznie pokazujg, ze doktorant wykazuje sie duza wiedzg z réznych dziedzin
oraz dogtebnie rozumie rozne zagadnienia i ograniczenia metodologiczne. Swiadczy o tym
takze rozdziat, w ktérym przedstawiono wyzwania zwigzane z modelowaniem chromatyny.

Jest on takze dobrym uzasadnieniem badan opisanych w tej pracy doktorskiej.



Cele pracy doktorskiej, czyli wieloskalowe modelowanie chromatyny, analiza dynamiki
I zrozumienie stresu replikacyjnego, zostaty jasno sformutowane i uzasadnione w osobnym
rozdziale. Wszystkie zostaly wiasciwie zrealizowane. Pozostate rozdziaty charakteryzuja trzy
oryginalne narzedzia symulacyjne: LoopSage, RepliSage i MultiMM, pozwalajace zrozumie¢,
jak DNA zachowuje si¢ w jadrze komorkowym w czasie 1 przestrzeni. Zostaty one

opublikowane w pieciu zatgczonych pracach opublikowanych w prestizowych czasopismach.

Narzedzie LoopSage jest stochastycznym modelem fizycznym wykorzystujacym
algorytm Monte Carlo i funkcj¢ Hamiltona opisujaca energi¢ uktadu, a takze uwzglednia
dynamike molekularna. Model opiera si¢ na danych eksperymentalnych dotyczace potozenia
biatek bioragcych udziat w tworzeniu petli oraz tworzacych kompleksy SMC (kohezyny i
kondensyny) i CTCF. Glownym zadaniem LoopSage jest symulacja mechanizmu ekstruzji
(eksponowania lub wyttaczania) petli w celu wygenerowania realistycznych struktur

chromatyny, ktére mozna poréwnac¢ z wynikami eksperymentéw 3C (np. mapami interakcji).

Najwazniejszym osiggnigciem W tym modelu jest zmiana sposobu myslenia o
symulowaniu procesoéw biologicznych. Zamiast sztywnych regut programistycznych doktorant
zastosowat prawa fizyki. Wczesniejsze modele procesu wyttaczania petli polegaly na recznym
wpisywaniu do kodu wielu regut i prawdopodobienstw oddziatywania bialek z DNA.
Natomiast opracowany model wprowadza fizyczne pojecie energii (Hamiltonian). Traktuje
system biologiczny jak uktad fizyczny, ktory dazy do minimalizacji swojej energii. Funkcja
energii w modelu nagradza wydtuzanie petli i zatrzymywanie si¢ na odpowiednio skierowanych
biatkach granicznych, a karze za "zderzenia" bialtek ze soba. Dzieki temu model jest znacznie

prostszy i bardziej elastyczny.

Poniewaz model opiera si¢ na fizyce statystycznej i algorytmie Metropolisa, pojawia Si¢
W nim parametr temperatury oznaczajacy stopien uporzadkowania oraz tendencje biatek
tworzacych petle do przytaczania i odlgczania wzgledem DNA. LoopSage jest modelem
dwuetapowym. Najpierw symuluje stochastyczny ruch biatek wzdluz nici DNA. Nastepnie,
uzywajac tych jednowymiarowych informacji, etap dynamiki molekularnej buduje
trojwymiarowy model polimeru, w ktérym utworzone petle dziataja jak elastyczne sprezyny.
To pozwala w naturalny sposob przej$¢ od mechanizméw molekularnych do petnej architektury
3D jadra komorkowego. Model ten wyjasnia takze charakterystyczne wzory przypominajgce
pasma w danych z eksperymentéw biologicznych (np. Hi-C). Poniewaz byt on w stanie je
wygenerowac, to potwierdzit, ze powstaja one w wyniku tzw. jednostronnego wytltaczania petli
— sytuacji, w ktorej jeden koniec petli DNA jest zakotwiczony w miejscu, a drugi jest aktywnie

przesuwany przez biatko motoryczne.



Kolejne narzedzie RepliSage jest bardziej zaawansowane i wykorzystuje dane z
eksperymentow 3C, jak poprzedni model, oraz dodatkowo czasy replikacji dla miejsc na
chromosomie. Wprowadza modelowanie kompartmentéw oraz uwzglednia wiele procesow
biologicznych zachodzacych w trakcie podzialu komorek, jak nierownowagowe zjawiska
zwigzane z replikacja DNA i propagacjg widetek replikacyjnych wymagajacych dostepu do
chromatyny.

RepliSage sktada si¢ z trzech wspotpracujgcych ze sobg modutdow, ktore razem tworzg
peten obraz cyklu komorki. Replikator symuluje faze S (syntezy), rozpoczecie replikacji DNA
oraz predkos¢ poruszania si¢ widetek replikacyjnych. Modut stochastyczny jest oparty na
algorytmie Metropolisa, ktory taczy tworzenie petli (z programu LoopSage) z przesuwajacymi
si¢ widetkami replikacyjnymi oraz, CO jest nowoscig, z propagacja standw epigenetycznych
(opisanych modelem Pottsa). Dynamika molekularna 3D buduje ostateczng strukture
przestrzenng. W odrdznieniu od pierwszego modelu, tutaj symulowane sa dwie siostrzane nici
DNA naraz, ktore ostatecznie muszg zosta¢ od siebie oddzielone, jak to zachodzi przed

podzialem komorki.

Duza zaleta modelu jest to, ze jest w stanie zasymulowac zjawiska cyklu komorkowego
oraz krytyczne zjawisko stresu replikacyjnego, co ma bezposrednie i kluczowe znaczenie dla
badan nad nowotworami, poniewaz podczas zatrzymania replikacji zwieksza si¢ podatnos¢
DNA na mutacje. Model ten integrujacy trzy kluczowe zjawiska biofizyczne:
rozprzestrzenianie si¢ stanu epigenetycznego powodujacego kompartmentalizacje, ekspozycje
petli oraz replikacjc DNA. Ocena modelu odbywa sie przez poréwnanie z danymi
eksperymentalnymi HiChIP w warunkach bez i ze stresem oraz z danymi Hi-C pojedynczych
komorek. Wazne byto zastosowanie funkcji Hamiltona jako sumy energii kinetycznej i
potencjalnej uktadu chromatyny w jadrze komodrkowym, €0 umozliwito opracowanie
realistycznego modelu obliczeniowego dynamiki zmian konformacji chromatyny w trakcie

cyklu komorkowego i przestrzeni.

Model zostat opracowany dla podziatu mitotycznego. W zwiazku z tym mam pytanie:
jak wygladatby ten model dla podziatu mejotycznego, w ktorym paruja si¢ chromosomy
homologiczne? W modelu zatozono, ze widetki replikacyjne sg barierg dla tworzenia petli. A
czy nie mozna zatozy¢, ze jest odwrotnie? Jak by to wptyn¢to na modelowanie? W
perspektywach dalszych badan doktorant zatozyt, zeby to w przysztosci zastosowaé. Dobrze

bytoby rowniez jawnie pokaza¢ wyniki walidacji modelu, jesli jest to mozliwe.



MultiMM jest deterministycznym i statycznym algorytmem tgczacym wszystkie skale
struktury chromatyny, co jest ewidentna nowoscia. Narzedzie wymaga dane o interakcjach petli
z eksperymentow 3C, przypisania miejsc chromatyny do kompartymentow i potozenia
nukleosomow z eksperymentow ATAC-Seq. Narzedzie to pozwala na rekonstrukcje
chromatyny od poziomu pojedynczych nukleosoméw (o wielkosci 11 nm), przez petle,
domeny, kompartymenty az po cate chromosomy wypetniajgce jadro komoérkowe (5 do 10 pum).
Nukleosomy zostaty zamodelowane jako sztywne obiekty dla przyspieszenia obliczen, a pgtle
chromatynowe jako obiekty elastyczne dzieki harmonicznym potencjalom wigzan.
Kompartmenty natomiast modelowano dzieki symulacji kopolimeréw blokowych
uwzgledniajac interakcje kompartmentu B z btong jadra komorkowego. Model uwzglegdnia
nawet wypychanie matych chromosomow w strong jaderka. Aby skroci¢ czas obliczen,
MultiMM wprowadza inicjacj¢ obliczen od struktury zwanej krzywa Hilberta, ktora jest
fraktalem spetniajacym dwa gltéwne warunki DNA: jest ekstremalnie gesto upakowany, ale
jego ni¢ nigdzie si¢ nie przecina. Dzigki temu symulacja nie marnuje czasu na "zwijanie"
polimeru, lecz od razu przechodzi do optymalizacji lokalnych interakcji, pozwalajac na

symulowanie uktadow sktadajacych si¢ z milionéw elementow.

MultiMM to wszechstronne narzgdzie umozliwiajace S$ledzenie zachowania sig¢
organizacji chromatyny w istotnych skalach przestrzennych i czasowych. Uzytkownik moze
wybraé, czy wszystkie petle majg mie¢ stalg dlugosé, czy ich sita ma zaleze¢ od intensywnosci
sygnatu z eksperymentu, a takze skupi¢ si¢ w analizach na otoczeniu wybranych genow.
Doktorant stwierdzit, ze jest to jego najwigksze osiagniecie. Zagradzam si¢ z nim, chociaz dla
mnie najbardziej intersujacy jest RepliSage.

Nalezy zwroci¢ uwage na rozbudowany rozdziat pod koniec rozprawy zawierajacy
dyskusje, wnioski i przyszte badania. W nim doktorant przedstawit, w jaki sposob opisane
modele realizujg cele badawcze niniejszej pracy doktorskiej. Doglebnie oméwit innowacje
wprowadzone przez te modele, a takze ograniczenia, co $wiadczy o jego duzym obiektywizmie.
Interesujace sa perspektywy dotyczace przysztych kierunkéw badawczych polepszajace
dotychczasowe metody na poziomie danych biologicznych, modelowym, algorytmicznym i
obliczeniowym. Sag one nawet bardzo szczegotowe, co oznacza, ze doktorant jest dojrzatym
naukowcem z konkretnymi planami. W szczegolnosci omowit obiecujacg rolg uczenia
maszynowego Ww rozwigzywaniu aktualnych wyzwan zwigzanych z modelowaniem
chromatyny, takich jak optymalizacja doboru hiperparametréw oraz przewidywanie

trojwymiarowej struktury genomu bezposrednio na podstawie sekwencji DNA.



Praca jest napisana jasnym i poprawnym jezykiem oraz jest dobrze sformatowana. Przy
opisie wymagan obliczeniowych dobrze bytoby przedstawi¢ ile czasu, procesorow i pamieci
wymagaty obliczenia. Nie znalaztem wyttumaczenia Ubk we wzorze 1.28. Chciatbym zwroci¢

uwage na oryginalne rysunki, ktore w przejrzysty sposob obrazuja skomplikowane algorytmy.

Podsumowujac praca doktorska dostarcza biologom i biofizykom pot¢znych narzedzi i
modeli obliczeniowych, ktore wyjasniaja, jak struktura chromatyny zmienia si¢ podczas cyklu

komorkowego 1 jak reaguje na stres replikacyjny zwigzany z chorobami nowotworowymi.

Warto podkresli¢, ze doktorant jest wspotautorem 9 publikacji w renomowanych
czasopismach, prezentowat wynik na w wielu konferencjach i uczestniczyt w grantach. Ponadto
nadzorowat dwie prace magisterskie i zarzadzat klastrem obliczeniowym. Doktorant wyjasnit

rowniez swoj udziat w pracach, co nie pozostawia watpliwosci o jego duzym wkiladzie.

Reasumujagc moge stwierdzi¢, ze doktorant wiltozyt duzo trudu w opracowanie
nowatorskich metod i przeprowadzone analizy, a przedstawione opisy wynikow $wiadczg 0
jego duzej dojrzatosci naukowej, wnikliwosci i glebokim zrozumieniu zagadnienia. Nie mam
zastrzezen do metodyki przeprowadzonych analiz. Tematyka pracy doktorskiej jest bardzo
zasadna, poniewaz istnieje potrzeba tworzenia nowych metod i narzgdzi modelujacych
struktury przestrzenne chromatyny w czasie i przestrzeni, co stato si¢ przedmiotem rozprawy.
Warto zaznaczy¢, ze zastosowane w pracy modele sg nowe i zaawansowane, a uzyskane wyniki
dowodza, ze wykorzystanie takich metod w biologii molekularnej prowadzi do wartosciowych
i interesujacych odkryé. Uwazam, ze recenzowana rozprawa stanowi istotne i kompleksowe
opracowanie komputerowych metod wieloskalowego trojwymiarowego modelowania

struktury i funkcji chromatyny.

Uwazam, wigc, ze przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska spetnia wszystkie
wymogi Ustawy o Stopniach Naukowych. Zglaszam, zatem wniosek do Rady Naukowej
Dyscypliny Informatyka Techniczna i Telekomunikacja Politechniki Warszawskiej o uznanie
rozprawy Pana mgra Sevastianosa Korsaka za odpowiadajacg wymogom stawianym
rozprawom doktorskim i o dopuszczenie doktoranta do dalszych etapow przewodu
doktorskiego. Ze wzgledu na bardzo duza jakos¢ uzyskanych wynikow i ich bardzo dobre

przedstawienie wnioskuj¢ 0 Wyroznienie rozprawy.

Prof. dr hab. Pawel Mackiewicz
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