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Recenzja rozprawy doktorskiej Pana mgra Michala Wlasnowolskiego pt.
""Computational Modelling and Analysis of the Three-Dimensional Structure of Human

Genome at the Population Scale™

Odczyt informacji genetycznej zwlaszcza u organizmow eukariotycznych, a szczegdlnosci u
zwierzat, jest procesem bardzo skomplikowanym i wcigz stabo poznanym. Wymaga on nie
tylko samej sekwencji genomowego DNA oraz oddzialywania czynnikéw regulacyjnych i
epigenetycznych, ale rowniez odpowiedniej przestrzennej organizacji chromatyny. Aby
zrozumie¢ te zjawiska stosowane sg techniki eksperymentalne, jak ChIA-PET i Hi-C,
dostarczajagce danych o przestrzennych kontaktach w chromatynie. Jednakze s3a one
czasochtonne 1 kosztowne, dlatego nie mozna ich stosowac na szerokg skale, np. w badaniach
populacyjnych, ktore sg niezbedne do poznanie réznic i mechanizméw molekularnych wielu
choréb. W zwiazku z tym istnieje potrzeba rozwijania metod komputerowych do badania i

interpretowania struktury i oddziatywan chromatyny.

Dlatego bardzo stusznie ambitnym przedmiotem pracy doktorskiej Pana mgra Michata
Wiasnowolskiego stalo si¢ opracowanie zaawansowanych narzedzi informatycznych
stuzacych do modyfikacji wzorow kontaktow chromatynowych wynikajacych ze zmian
sekwencji DNA. Dzigki temu mozliwe jest generowanie i porownywanie réznych modeli

przestrzennych chromatyny na poziomie populacyjnym.

Rozprawa doktorska zostata napisana w jezyku angielskim ze streszczeniem w jezyku
polskim. Zawiera ona: spis tre$ci, wykaz rycin, wstep, gtowny rozdzial przedstawiajacy
najwazniejsze osiaggni¢cia naukowe zwigzane z rozprawa doktorska i przedstawione w
zataczonych czterech pracach, rozdziat zawierajacy pozostate osiagnigcia doktoranta, wnioski
1 przyszie badania, bibliografig, kopie publikacji bedace przedmiotem rozprawy,

oswiadczenia wspotautorow 1 kopie dodatkowych publikacji.



Wstep stanowi zwiezte, ale dobre wprowadzenie do idei okreslania struktury
przestrzennej chromatyny. Przedstawiono w nim metody eksperymentalne (Hi-C i ChlA-PET)
i sposOb prezentowania oddziatywan w postaci diagramow tukowych. Najwiecej miejsca
poswiecono podejsciu obliczeniowemu 3D-GENOME, ktore w oparciu o eksperymenty ChlA-
PET przedstawia trojwymiarowy model chromatyny. Zaktada ono interakcje mi¢dzy miejscami
chromatyny, w ktorych posrednicza biatka RNAPII, CTCF i kohezyny. Podejscie to oparte o
symulacje metoda wyzarzania metoda Monte Carlo i zaktadajace hierarchiczng organizacjg
chromatyny zostato wykorzystane w doktoracie. W wystarczajacy sposob scharakteryzowano
takze regulacje ekspresji genow na poziomie epigenetycznym poprzez metylacje cytozyny i
modyfikacje histonow oraz wigzanie si¢ biatek do chromatyny i elementéw regulatorowych w
DNA, tj. promotoréw, wyciszaczy i wzmacniaczy. Wyjasniono, ze ich interakcje w przestrzeni
trojwymiarowej wplywaja na odpowiedniag ekspresje informacji genetycznej, a zaburzenia w

ich oddziatywaniu moga by¢ zwiagzane z chorobami.

W osobnym rozdziale jasno sformulowano cele pracy doktorskiej, ktérymi bylo
opracowanie i zastosowanie narz¢dzi obliczeniowych stuzacych do generowania i analizy
trojwymiarowego modelu chromatyny oraz zbadania wptywu przestrzennej struktury
chromatyny na aktywnos$¢ genetyczng. Cele pracy sga poprawnie sformutowane i wszystkie

zostaly wlasciwie zrealizowane.

Osiggnigcia zwigzane z rozprawg doktorska zostaty przedstawione w czterech pracach.
W trzech z nich doktorant jest pierwszym autorem, a w jednej czwartym. Wyniki trzech prac
zostaly opublikowane w prestizowych czasopismach (Genome biology i Nucleic Acids
Research), a czwarta jest w trakcie recenzji w rowniez prestizowym czasopiSmie

Bioinformatics. Wyniki zaprezentowane w tych pracach sa spojne i uktadaja si¢ w jedng catos¢.

Zalaczone os$wiadczenia autorow nie pozostawiaja watpliwosci, ze Pan Michat
Wiasnowolski miat wiodacy i istotny wptyw na koncepcje prac i uzyskanie oraz opisanie
wynikow w publikacjach bedacych przedmiotem pracy doktorskiej. Przedstawiona rozprawa

opisujaca wyniki prac jest oryginalnym wkladem doktoranta.

W pierwszej publikacji doktorant przedstawil wplyw wariantow genetycznych na
strukture trojwymiarowg chromatyny i opisal narzedzie do przewidywania zmiany tej struktury
w oparciu o warianty strukturalne (SV, structural variants) w genomie czlowieka, takie jak
delecje, duplikacje, insercje i inwersje. Sa one zwigzane sa wieloma chorobami i wadami

rozwojowymi. Opracowane narzedzie opiera si¢ o dane ChlA-PET w potaczeniu z wariantami



strukturalnymi genoméw uzyskanymi w ramach 1000 Genomes Consortium. Opracowane
narz¢dzie umozliwia badania w skali populacyjnej, co jest istotne, aby powigza¢ zmiany
genomowe z fenotypem w skali globalnej. Warto podkresli¢, ze opracowane narzegdzie i badania
sg pierwszymi, ktore wigzg zmienno$¢ struktury przestrzennej genomu cztowieka w skali catej
populacji. W pracy tej okreslono tendencje wariantow strukturalnych do gromadzenia si¢ w
przestrzennie oddziatujacych segmentach genomowych. Pokazano, ze zrdéznicowana
transkrypcja gendw jest Scile zwigzana ze zmiennoscig sieci interakcji chromatyny, w ktorych
posredniczy polimeraza RNA Il. Wykazano rowniez, ze interakcje, w ktorych bierze udziat
biatko CTCF, sg konserwatywne w genomach cztowieka, ale zawierajg duzo polimorfizmow
pojedynczych nukleotydow (SNP) zwigzanych z chorobami. Ponadto stwierdzono, ze granice
domen topologicznych w chromatynie sg stosunkowo czestymi miejscami duplikacji, co
sugeruje, ze tego typu zmiany moga by¢ waznym mechanizmem wptywajacym na przestrzenng

organizacj¢ genomu.

W drugiej publikacji opisano integracje wczesniej utworzonego narzgdzia z serwisem
internetowym 3D-GNOME, ktory posiada przyjazny interfejs dla uzytkownika oraz uzyteczne
narzedzia umozliwiajace analiz¢ réznic w trojwymiarowej strukturze chromatyny dla roznych
wariantow strukturalnych. W poczatkowej wersji, narzedzie to generowato tréjwymiarowe
modele chromatyny oparte na danych z metody Chromatin Conformation Capture (3C). Serwis
dostarcza réwniez narzedzia do wizualizacji i analizy struktury przestrzennej. Uzytkownicy
moga przewidzie¢ strukture chromatyny dla wybranego regionu genomu cztowieka okreslajac
jego wspoétrzedne. Poza wariantami strukturalnymi uzyskanymi z 1000 Genomes Project mozna
rowniez podawac¢ wilasne warianty. Podobnie, poza danymi dotyczacymi interakcji biatek
CTCF i RNAPII z chromatyna w oparciu o eksperymenty ChIA-PET dla linii limfobalstycznej
komorek GM12878 mozna podawa¢ whasne dane tego typu. Ustuga internetowa wykorzystuje
framework webowy Flask z zapytaniami do bazy danych MySQL. Dane sg przetwarzane W
oparciu o skrytpy Pythonie, natomiast gtbwne oprogramowanie jest napisane w C++, PHP i R.
Serwis 3D-GNOME generuje diagramy kontaktowe chromatyny, wykresy rozktadu dtugosci
miejsc kontaktowych, podsumowujace statystyki i modele przestrzenne chromatyny. Modele
mozna oglada¢ poprzez interaktywng przegladarke zaimplementowang w WebGL.
Wygenerowane modele mozna pobra¢ w standardowych formatach i1 oglada¢ w innych

programach.

W trzeciej publikacji Pan Michat Wtasnowolski zaprezentowatl narzedzie cudaMMC,
czyli nowg wersj¢ 3D-GNOME, ktére wykorzystujac kart graficzne (GPU) do akceleracji
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obliczeniowej, potrafi 25-krotnie przyspieszy¢ obliczenia przewidywania struktury
przestrzennej w poréwnaniu z wersja oryginalng. Jest to istotne podejscie ze wzgledu na
intensywny przyrost liczby danych z eksperymentow ChiA-PET i Hi-C. Dzi¢ki temu mozna
przeprowadzaé wiele przewidywan struktury chromatyny w krotkim czasie, co jest istotne dla
analiz statystycznych w oparciu o dane populacyjne. Takie analizy sa kluczowe dla zrozumienia
wplyw tréjwymiarowej struktury chromatyny na regulacj¢ transkrypcji i badanie zaburzen w
tej strukturze z powodu zmiany odlegtosci migdzy elementami regulatorowymi, takimi jak
wzmacniacze i promotory. Zadanie to bylo duzym wyzwaniem, poniewaz w przypadku
symulowanego wyzarzania metodg Monte Carlo trudno jest zoptymalizowaé obliczenia
réwnolegle i sekwencyjne na GPU i CPU, gdyz energia globalna dla catej struktury chromatyny
jest obliczana po poprawieniu lokalnych oddzialywan. Wymagalo to napisania nowego

oprogramowania. Obliczenia oparte 0 GPU charakteryzuje si¢ takze wigkszg stabilnoscia.

W czwartej publikacji opisano aktualizacje serwisu internetowego 3D-GNOME.
Udoskonalenie polegato na uwzglednieniu w modelach tréjwymiarowych chromatyny
narzedzia do analizy zmian odleglo$ci migedzy wzmacniaczami i promotorami biorgcymi udziat
w regulacji transkrypcji genow. W badaniach tych zastosowano wickszy zbior danych interakcji
chromatyny ChlA-PET o lepszej rozdzielczos$ci oraz uaktualnione informacje o wariantach
strukturalnych z danych genomowych o pokryciu 30-krotnym. Dodatkowo w tej aktualizacji
narzedzie cudaMMC zintegrowano z serwerem WWW, a obliczenia optymalizujace proces
generowania modeli 3D przerzucono na klaster obliczeniowy EdenN, ktory wykorzystuje karty
graficzne Nvidia DGX A100. To znacznie przyspiesza obliczenia. W nowym narzedziu, po
podaniu danych dotyczacych wzorow interakcji chromatyny oraz wymodelowaniu struktury
przestrzennej chromatyny, a takze zmapowaniu promotorow i wzmacniaczy genow
porownywane sg rozktady odlegtosci miedzy nimi dla sekwencji referencyjnej i zmienionego
wariantu strukturalnego. Wyniki podawane sg w formie tabelarycznej, wykreséw tukowych,
modeli przestrzennych 1 wykresow pudetkowych. Zmiany odlegtosci migdzy promotorami i
wzmacniaczami mogg miec istotne znaczenie w zmianie ekspresji genéw. Dlatego to narzedzie

jest bardzo pomocne i wazne, aby przewidywac takie zmiany.

Cz¢s¢ odpowiadajgca wnioskom jest napisana przejrzyscie i zawierajg najwazniejsze
informacje uzyskane z przeprowadzonych badan i opracowanego narzedzia. Interesujace jest
nawigzanie do przysztych analiz dotyczacych paleogenoméw cztowieka, ktore moga wniesé

wiele ciekawych informacji na temat zmiany ekspresji informacji genetycznej w ewolucji.



Doktorant wlozyt duzo trudu w opracowanie nowatorskiego narzedzia i
przeprowadzone analizy, a przedstawione opisy wynikow $wiadczg o duzej dojrzatoSci
naukowej doktoranta i umiejetnosci wydobywania najwazniejszych informacji z uzyskanych
rezultatow. Nie mam zastrzezen do metodyki przeprowadzonych analiz. Opisy sg dobrze
przedstawione pod wzgl¢dem formalnym. Praca i artykuly sg napisane poprawnym jezykiem i

stylem.

Mam tylko drobne uwagi. W Streszczeniu polskim zamiast meatzoa powinno si¢ uzy¢
terminu zwierzat albo po prostu Metazoa z duzej litery lub Animalia. Abstract angielski nie
odpowiada doktadnie Streszczeniu w jezyku polskim. Na przyktad nie ma w nim informacji, ze
zastosowanie kart graficznych zwigkszylo obliczenia do 25 razy. W opisie polskim zamiast
“enhacerow” datbym “wzmacniaczy”. Zdanie: ”In the case of metazoans, such as humans, the
complete genetic information in each cell is identical (apart from mutations accumulated during
development). ” mozna zastosowac dla wszelkich organizméw wielokomérkowych, nie tylko
zwierzat. Na Fig. 2.4 w czeSci Output jest napisane ’gene — enhancer distances”. Czy nie
powinno by¢ promotor-enhancer distances”? W nowej wersji programu przy okreslaniu
istotno$ci roznic migdzy rozkladami odleglo$ci miedzy promotorami i1 wzmacniaczami
zastosowano test Mann-Whitneya U. Test ten adekwatny, jesli dane nie majg rozktadu
normalnego. Nie zawsze musi tak by¢ i w tym przypadku, gdyby dane mialy taki rozktad,
mozna by stosowac¢ test t-Studenta. Mozna to rozwazy¢ w uaktualnionej wersji. Mam jeszcze
pytanie: dlaczego narzg¢dzie nazwano 3D-GNOME, a nie 3D-GENOME?

Stwierdzone przeze mnie zastrzezenia nie rzutujg jednak na bardzo pozytywng ocen¢
pracy, a przedstawione powyzej uwagi nie zmniejszaja wartosci ocenianej rozprawy. Tematyka
pracy doktorskiej jest bardzo zasadna, poniewaz istnieje potrzeba tworzenia narzedzi i analizy
struktury przestrzennej chromatyny w aspekcie calej populacji cztowieka z uwzglednieniem
zmian strukturalnych i elementow regulujacych transkrypcje, co stato sie przedmiotem
rozprawy. Nalezy podkresli¢, ze opracowany program jest zaawansowany, zostata polepszona
szybkosc¢ i skutecznos¢ jego dziatania, a analizy zostaty przeprowadzone skrupulatnie na duzym
zbiorze danych dostarczajac nowych informacji na temat ekspresji informacji genetycznej.
Reasumujac chcialbym stwierdzi¢, ze recenzowana rozprawa z artykutami stanowi istotny

wktad w przewidywanie i analize struktury przestrzennej chromatyny.

Na uwage zastuguje dodatkowy dorobek publikacyjny doktoranta obejmujacy cztery
prace, uczestnictwo w czterech projektach badawczych oraz trzy wizyty naukowe. Swiadcza

one o0 wszechstronnosci i dojrzatosci doktoranta.



Uwazam, wigc, ze przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska speinia wszystkie
wymogi Ustawy o Stopniach Naukowych. Zglaszam, zatem wniosek do Rady Naukowej
Dyscypliny Informatyka Techniczna i Telekomunikacja Politechniki Warszawskiej o uznanie
rozprawy Pana mgra Michata Witasnowolskiego za odpowiadajgca wymogom stawianym
rozprawom doktorskim i o dopuszczenie doktoranta do dalszych etapow przewodu
doktorskiego. W zwiazku z tym, ze doktorant miat postawiony trudny cel badawczy i go
efektywnie rozwigzal, a wyniki zostaly przedstawione w czterech bardzo dobrych pracach

proponuj¢ wyrdzni¢ rozprawe.
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