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Recenzja rozprawy doktorskiej Pana mgra Mateusza Chilinskiego pt. "*Spatial Network
Model of Sequence and Structure Diversity of Human Genome at a Population Scale™

Znaczne zmniejszenie kosztow sekwencjonowania umozliwia bardzo szybkie uzyskanie
sekwencji wielu genoméw cztowieka. Jednakze, aby zrozumie¢ organizacje i odczyt
zakodowanej informacji genetycznej konieczne jest przeprowadzenie wielu kosztownych
eksperymentoéw dotyczacych ekspresji genéw (RNA-Seqs), dostepnosci chromatyny (ATAC-
Seqs), wigzania bialek do DNA (ChIP-Segs), okreslenia miejsc kontaktowych chromatyny
(Hi-C) i formowania petli przy pomocy roéznych biatek (ChIA-PET/HIChIP). Ze wzgledu na
ztozonos$¢ tych zjawisk, analizy tych eksperymentéw sa skomplikowane i czasochtonne. Z
pomoca przychodzg rézne techniki uczenia maszynowego, ktore umozliwiaja odpowiednie
interpretowanie wynikow 1 wglad w procesy ekspresji genéw zwigzane z organizacja
chromatyny. Poniewaz metody te nie sg wcigz doskonate istnieje potrzeba ich rozwijania.
Dlatego bardzo slusznie ambitnym przedmiotem pracy doktorskiej Pana mgra Mateusza
Chilinskiego stato si¢ opracowanie zaawansowanych modeli uczenia maszynowego, ktore
umozliwiaja analize¢ sekwencji DNA oraz bardziej wymagajacych danych eksperymentalnych
dotyczacych przestrzennej organizacji chromatyny i ekspresji genéw. Analizy wykonano

gtéwnie na danych dotyczacych genomu cztowieka.

Rozprawa doktorska zostata napisana w jezyku angielskim ze streszczeniem w jezyku
polskim. Zawiera ona: abstract i streszczenie, spis tresci, wstep z celami i wykazem publikacji
zwigzanych z rozprawa doktorska, wyniki przedstawiajace najwazniejsze osiggnigcia
naukowe zawarte w zalaczonych pieciu pracach, wnioski, rozdziat zawierajacy pozostate
osiggniecia doktoranta, bibliografi¢, kopie publikacji begdace przedmiotem rozprawy,

oswiadczenia wspotautorow 1 kopie dodatkowych publikacji.



Wstep stanowi zwigzte, ale dobre wprowadzenie do rozwoju technik biologii
molekularnej zwigzanych z badaniami genomu, metod sekwencjonowania oraz zroznicowania
genomow Nna poziomie sekwencyjnym. Osobny podrozdziat poswigcono algorytmom uczenia
maszynowego: konwolucyjnej sieci neuronowej (splotowej), architekturze transformeréw i
BERT, modelom dyfuzyjnym oraz wzmacniaczom (boosting) gradientowym. Opisy sg jasne,
jednakze przy wzorach dobrze byloby wytlumaczy¢ wszystkie oznaczenia symboli. Mam
réwniez pytanie zwigzane z sieciami konwolucyjnymi. We Wstepie doktorant napisat, ze w jej
przypadku czesto stosuje sie rektyfikowang jednostke liniowa (ReLu) jako funkcje aktywacji.

Czy inne funkcje aktywacji tez majg zastosowanie i w jakich przypadkach?

Cele pracy doktorskiej zostaly jasno sformutowano i w pelni zrealizowane. Byto nimi
opracowanie i zastosowanie narzgdzi obliczeniowych do analizy genomowych danych
sekwencyjnych oraz wynikéw eksperymentow zwigzanych z ekspresji gendow i przestrzenng
organizacja chromatyny. Wyniki zostaty réwniez przejrzyscie streszczone i zaprezentowane.
Rozdziat Wnioski jest napisany przejrzys$cie i zawiera najwazniejsze informacje uzyskane z

przeprowadzonych badan i zamieszczonych prac.

Osiagnigcia zwiagzane z rozprawg doktorska zostaty przedstawione w pigciu pracach.
We wszystkich z nich doktorant jest pierwszym autorem. Wyniki trzech prac zostaty
opublikowane w prestizowych czasopismach (Seminars in Cell & Developmental Biology,
Bioinformatics i Scientific Reports). Jedna praca wystana do redakcji jest zamieszczona na
stronie bioRxiv. Wyniki zaprezentowane w tych pracach sg spojne i uktadajg si¢ w jedng catos¢,
poniewaz dotycza zastosowania metod uczenia maszynowego do badania danych

genomowych.

Zataczone oswiadczenia autorOw nie pozostawiajg watpliwosci, ze Pan Mateusz
Chilinski miat wiodacy i istotny wptyw na koncepcje¢ prac i uzyskanie oraz opisanie wynikoéw
w publikacjach bedacych przedmiotem pracy doktorskiej. Przedstawiona rozprawa opisujaca

wyniki prac jest oryginalnym wktadem doktoranta.

Pierwsza publikacja jest artykutem przegladowym, ktory stanowi dobre wprowadzenie
do przedmiotu pracy doktorskiej. Opisano w niej organizacj¢ materialu genetycznego od
sekwencji genomu do przestrzennej organizacji chromatyny wyzszego rzedu. Artykut
przedstawia zwigzki miedzy sekwencjag DNA, genomikg przestrzenng i ekspresja informacji
genetycznej. Przedstawiono w niej organizacj¢ chromatyny we wszystkich skalach poczawszy
od podwojnej helisy DNA, przez nukleosomy, poziom 10 nm widkna, petle chromatyny,



topologicznie powigzane domeny, domeny kontaktowe chromatyny i regiony chromosomowe
do samych chromosoméw i kompartymentalizacji A/B. Organizacj¢ chromosomu
zaprezentowano na przejrzystych rysunkach obrazujacych wyniki eksperymentow Hi-C i
ChlA-PET: diagramach tukowych, mapach ciepta i sieciach oddziatywan. W opisie skupiono
si¢ gtdéwnie na petlach chromatynowych i domenach chromatyny, poniewaz istnieje wiele
choréb zwigzanych z ich zaburzeniami. Szczegdtowiej omowiono rézne rodzaje mutacji
genomowych: polimorfizmy pojedynczego nukleotydu (SNP), indele (krétkie delecje/insercje)
i warianty strukturalne o dlugosci ponad 50 pz (SV). Przedstawiono wiele sposobow
wykrywania SV w tym read-pair, read-depth, split-read i local-assembly. Wyjasniono takze
mechanizmy powstawania chorob, jak autyzm, schizofrenia, tuszczyca, hemofilia A i
zaburzenia autoimmunologiczne, w oparciu 0 rearanzacje genomowe zakldcajace dziatanie
domen i majace swoje odzwierciedlenie w wariantach strukturalnych. Przegladowka jest dobrze
zorganizowana pod wzgledem formalnym i graficznym. Uwzgledniono w niej najbardziej
istotne fakty i nowe odkrycia zwigzane z przedstawianym zagadnieniem. Pokazuje ona, ze

doktorant bardzo dobrze zna i rozumie podtoze molekularne zjawisk badanych komputerowo.

W drugiej publikacji zostat przedstawiony pakiet oprogramowania ConsensuSV do
odkrywania genomowych wariantow strukturalnych. Istnieje konieczno$¢ opracowywania
takich programow, poniewaz identyfikacja tych wariantow jest bardzo trudna z powodu
ograniczen eksperymentalnych, a dotychczasowe algorytmy maja wiele ograniczen. Dlatego
doktorant wraz z promotorem opracowali uniwersalny program oparty na wielu algorytmach i
sztucznej inteligencji. Oprogramowanie sktada si¢ z dwoch czeSci. Pierwsza cze$¢ algorytmu
wykorzystuje gleboka sie¢ neuronowa do uzyskiwania wariantow konsensusowych w oparciu
0 wyniki wielu wczesniej znanych algorytmow, Ocenia kazde narzedzie i na podstawie
wspolnych wynikéw podaje pozycje danego wariantu. Druga czescig programu jest potokiem
(pipeline), ktory automatyzuje analizy po dostarczeniu surowych danych sekwencyjnych.
Wazne jest to, ze ta czg$¢ programu przy pomocy pierwszej czesci wykonuje kompleksowe
analizy niewymagajace innych indywidualnych narzedzi, poniewaz program wykonuje
kontrolg jakos$ci, przyrownanie, konwertowanie do formatu BAM, sortowanie, indeksowanie,
eliminowanie duplikatow oraz identyfikowanie wariantow. Wyniki zapisywane sg w formie
standardowych plikow VCF (Variant Call Format), ktore s pomocne w innych analizach.
Warto doda¢, ze program podaje takze wyniki dla krotszych wariantow, czyli indeli i
polimorfizméw pojedynczego nukleotydu, co $wiadczy o jego uniwersalno$ci. Dzigki

znacznemu polepszeniu program jest w stanie wykry¢ precyzyjniej wigce] wariantow



strukturalnych niz inne programy. W wykonanym tescie znalazt on prawie 2500 wariantow
nieodkrytych przez programy MetaSV i FusorSV, ktoére tacznie zidentyfikowaly okoto 300
wariantow nieznalezionych przez ConsensusSV. Zaletg programu jest to, ze jest przyjazny dla
biologow nieobeznanych w programowaniu. W czasie obrony prosit bym doktoranta o
przedstawienie w jaki sposob surowe dane sg konwertowane 1 podawane do sieci neuronowe;j
w tym programie. Jak program radzi sobie w przypadku niejednoznacznych nukleotydow, np.

R,Y,W,SM, KiN?

Trzecia publikacja opisuje pierwsze wykorzystanie gtgbokiego hybrydowego uczenia w
przewidywaniu petli chromatyny tylko na podstawie sekwencji genomowej bez kosztownych i
czasochlonnych wynikéw eksperymentéw badajacych przestrzenng organizacje chromatyny.
Mimo to, program wykazat si¢ dobrg jakos$cig przewidywan. Uwazam, ze jest to duza zaleta
tego programu. W szczegolno$ci zastosowano wiele wytrenowanych modeli DNABERT, a
takze klasyczne metody uczenia maszynowego: maszyna wektorow nosnych (SVM), lasy
losowe (RF) i algorytm najblizszych sasiadow (KNN). Model DNABERT zostat odpowiednio
dostosowany do potrzeb tego zagadnienia. W koncowym etapie wyniki modeli byty taczone.
Dzigki tym zmianom uzyskane wyniki okazaly si¢ bardzo wiarygodne, poniewaz uzyskano
okoto 84% doktadnosci w testowanych zestawach danych. W programie na etapie uczenia
uzyto petli jako zbioru pozytywnego, a losowych czesci genomu jako zestawu negatywnego.
Jak stwierdzono moze to wprowadza¢ pewne odchylenie w przewidywaniach. Prositbym
doktoranta o wyjasnienie, dlaczego tak moze by¢ i jaki lepszy bylby zbidr negatywny, aby

unikng¢ tych problemow.

Czwarta publikacja prezentuje wykorzystanie zaawansowanego modelu HiCDiffusion
ztozonego z wielu modutdéw. Jego celem jest uzyskiwanie lepszej jakosci obrazow macierzy
kontaktow przestrzennej chromatyny Hi-C przedstawianych jako mapy ciepta. Dotychczas
stosowane byly metody oparte na architekturze transformera kodera-dekodera
uwzgledniajacego uczenie kontekstowe, w ktorej jednowymiarowa sekwencja zakodowana do
ukrytej reprezentacji byta dekodowana za pomoca splotow dwuwymiarowych do macierzy
kontaktow. Metody te, przy jednoczesnym uzyskiwaniu wysokich wspotczynnikow korelacji i
ulepszonych metryk, dostarczaty macierze Hi-C, ktore byty rozmyte z powodu architektury
modelu glebokiego uczenia, a przewidywania dostarczaty zbyt wielu mozliwych petli. W
nowym podejéciu rozwigzano te problemy. Najpierw wyuczono sie¢ neuronowa kodera-
dekodera, a nastgpnie uzyto jej do modelu dyfuzyjnego, w ktérym kierowano dyfuzja za

pomoca ukrytej reprezentacji sekwencji, a takze koncowego wyniku z kodera-dekodera. W ten



sposob uzyskano macierze Hi-C o wysokiej rozdzielczosci, ktore lepiej przypominaty wyniKi
eksperymentalne poprawiajac parametr Fréchet Inception Distance (FID) $rednio 12 razy, przy
najwigkszej poprawie nawet 35 razy. Ponadto macierze te charakteryzowaty si¢ podobnymi
warto$ciami Klasycznych metryk w porownaniu do najnowoczesniejszych architektur kodera-
dekodera. Poniewaz w analizach do poréwnania macierzy sosowany jest wspoOlczynnik
korelacji Pearsona, mam pytanie do doktoranta czy jest ona zasadny, poniewaz dane nie s3
niezalezne i mogg nie spetnia¢ normalnosci rozktadu. Czy nie lepiej zastosowac wspotczynnik

korelacji Spearmana? Jak wtedy by wychodzity wyniki?

Pigta publikacja w umiej¢tny sposob taczy analizy interakcji przestrzennych
chromatyny z przewidywaniami ekspresji genéw. Przeprowadzone analizy wyraznie pokazuja,
ze jakos$¢ tych przewidywan jest duzo lepsza, jesli uwzgledni si¢ nie tylko sekwencje, ktore sg
blisko promotora transkrypcji, ale takze te, ktore sg potozone blisko w przestrzeni. Dotyczy to
np. wzmacniaczy, ktore sg w sekwencji potozone daleko od miejsca promotorowego, a sa
kluczowe dla prawidtowego funkcjonowania danego genu. W tym celu zastosowano
odpowiedni model sztucznej inteligencji, juz istniejacy algorytm, ExPecto, ktory zostat
zmodyfikowany tak, aby przetworzy¢ dodatkowo podang sekwencje DNA, ktora jest
przestrzennie blisko danego miejsca rozpoczgcia transkrypcji, ale bardzo daleko pod wzgledem
odlegtosci liniowej. Opracowany model poréwnano z modelem podstawowym ExPecto
uzywajac 32 zestawow danych dotyczacych przestrzennej organizacji chromatyny z
eksperymentow ChIA-PET. Uzyskano znaczacy $redni wzrost w wigkszo$ci modeli. Wyniki
zalezaly od tego jakie biatko posredniczyto w tworzeniu petli. Uwazam, ze uwzglednianie
danych przestrzennych jest wazne w polepszeniu przewidywan ekspresji gendw, jednakze

tworzenie si¢ petli moze bardzo zaleze¢ od wielu czynnikow.

Reasumujgc mogg stwierdzi¢, ze doktorant wiozyt duzo trudu w opracowanie
nowatorskich programéw i przeprowadzone analizy, a przedstawione opisy wynikow swiadcza
0 jego duzej dojrzatosci naukowej, rzetelnosci i umiejegtnosci wydobywania najwazniejszych
informacji z uzyskanych rezultatow. Nie mam zastrzezen do metodyki przeprowadzonych
analiz. Mam jednak og6lne pytanie: jak dobierano liczbe warstw sieci i unikano przeuczenia
modeli? Opisy sg dobrze przedstawione pod wzgledem formalnym. Praca i artykuty sg napisane

poprawnym jezykiem i stylem.

Tematyka pracy doktorskiej jest bardzo zasadna, poniewaz istnieje potrzeba tworzenia
narzgdzi i analizy struktury przestrzennej chromatyny z uwzglednieniem zmian strukturalnych
I elementow regulujacych transkrypcje, co stalo si¢ przedmiotem rozprawy. Nalezy podkreslic,
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ze modele wykorzystane w pracy sa zaawansowane i bardzo nowoczesne, a przedstawione
wyniki pokazuja, ze wykorzystanie nowoczesnych metod uczenia maszynowego, a W
szczegdlnosci glebokich sieci neuronowych, jest bardzo owocne w biologii molekularnej i
przynosi intersujgce odkrycia. Stwierdzam, ze recenzowana rozprawa z publikacjami stanowi

istotny wktad w przewidywanie 1 analiz¢ struktury przestrzennej chromatyny.

Na uwage zasluguje dodatkowy dorobek publikacyjny doktoranta obejmujacy szes¢
prac, trzy wizyty naukowe oraz udziat w 17 prezentacjach konferencyjnych, uczestnictwo w
czterech projektach badawczych i szesciu kursach. Pan Chilinski uzyskat takze dwie nagrody.

Wszystkie osiagniecia §wiadcza 0 wszechstronnosci i dojrzatosci doktoranta.

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 Mateusza Chilinskiego za odpowiadajaca wymogom stawianym
rozprawom doktorskim i o dopuszczenie doktoranta do dalszych etapow przewodu
doktorskiego. W zwigzku z tym, ze doktorant mial postawiony trudny cel badawczy i go
efektywnie rozwigzal, a wyniki zostaly przedstawione w pigciu bardzo dobrych pracach

proponuj¢ wyroznic¢ rozprawe.
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