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Recenzjarozprawydoktorskiej
magister Mai Malkowskiej pt.
wOpracowanie metody analizy sekwencji polimorficznych i funkcjonalnosci w regionach
promotorowych”

Magister Maja Malkowska przygotowata rozprawe doktorska pod tytutem ,,Opracowanie
melody analizy sekwencji polimorficznych i funkcjonalnosci w regionach promotorowych”
pod kierunkiem profesora Lucjana Wyrwicza.

Celem przedstawionej rozprawy bylo stworzenie komputerowej metody przewidywania
wplywu konkretnych mutacji na aktywnos¢ transkrypcyjna ludzkich gendw. Z oczywistych
wzgledow tego typu metoda moze miec niezwykle istotne znaczenie dla rozwoju nauk
medycznych.

W swojej pracy autorka wykorzystata uczenie maszynowe. W takim podejsciu wykorzystuje
si¢ znane informacje o danym zjawisku do stworzenia modelu matematycznego, ktory opisuje
to zjawisko. W epoce przed-komputerowej naukowcy tworzyli proste modele matematyczne.
Dzisiaj, dzigki rozwojowi technologicznemu, przy pomocy komputer6w mozna tworzy¢
bardzo zloZzone modele matematyczne. Uczenie maszynowe polega na tworzeniu modeli
matematycznych opisujacych dany proces przy pomocy metod komputerowych.

W rozprawie uzyto uczenia maszynowego do klasyfikacji mutacji w promotorach:

i) mutacje, ktére maja wplyw na aktywnos¢ transkrypcyjna genu
ii) mutacje, ktore nie maja takiego wplywu.

W przeprowadzonych badaniach wykorzystano istniejaca wiedz¢ na temat regulacji
genetycznej czlowieka. Skorzystano tutaj z faktu, ze w bazie danych HGMD (Human Gene
Mutation Database) opisane sa mutacje, ktore maja wplyw na regulacje aktywnosci genéw.
Doktorantka uznata natomiast, ze mutacje polimorficzne w promotorach pojawiajace sic w
populacji czlowieka w czgstosci mniejszej niz 1% o ktorych, Ze nie ma informacji, ze
powodujg choroby genetyczne, nie zmieniaja aktywnosci transkrypcyjnej genu.

Uczenie maszynowe zostalo zastosowane do rozr6znienia tych dwoch typow mutacji i
stworzenia klasyfikatora (czyli modelu matematycznego, ktory rozroznia te dwa typy
mutacji).

Podczas uczenia wykorzystano 227 réznych cech opisujacych mutacje:

1. 52 cechy opisujace lokalng sekwencje DNA
2. 88 cechy opisujace przewidziany metodami komputerowymi lokalny ksztatt DNA




3. 8 cech okreslajacych zawartos¢ par GC

4. 38 cech opisujacych modyfikacje histonow obserwowane metodami
eksperymentalnymi w okolicy analizowanych mutacji

5. 12 cech opisujacych wystgpowanie motywdw wigzacych czynniki transkrypcyjne w
okolicy mutacji

6. 1 cech¢ wskazujaca, czy analizowana mutacja ma bezposredni destrukcyjny wplyw na
motywy wiagzace czynniki transkrypcyjne

7. 1 cech¢ wskazujaca czy mutacja znajduje si¢ w rejonie wrazliwym na dzialania
DNazy 1 (czyli w regionie ,,otwartej chromatyny”)

8. 10 cech okreslajacych konserwacje ewolucyjna danego motywu

9. 16 cech okreslajacych pary nukleotydéw wystepujacych w analizowanych krétkich
motywach sekwencyjnych

Do stworzenia klasyfikatora uzyto algorytm wzmacniania gradientowego drzew decyzyjnych
(po angielsku Gradient Tree Boosting). Algorytm ten pozwala na wytrenowanie klasyfikatora
uzywajacego drzewa decyzyjne. Wezesniejsze badania wskazuja, Ze algorytm ten czgsto daje
lepsze rezultaty inne algorytmy (np. sieci neuronowe). Jest to z pewnoscia, bardzo dobrze
dobrana metodologia.

Przy pomocy algorytmu MCFS (algorytm wyboru cech Monte Carlo) doktorantka uzyskata
ranking waznosci cech. Okazalo si¢, ze stosowany model matematyczny mozna istotnie
uprosci¢ uzywajac w nim tylko najbardziej istotnych cech opisujacych sklad par GC,
przewidziany komputerowo ksztalt DNA w okolicach mutacji i sekwencj¢. Co wigceej taki
uproszczony algorytm uzyskiwat lepsze wyniki, niz bardziej skomplikowane modele
uzywajace wigkszg liczbg cech. Algorytm ten nazwano ShapeGTB. Algorytm ten jest tez
lepszy od starszych algorytméw uzywanych do przewidywania wplywu mutacji
promotorowych na aktywnos¢ genow: FATHMM-MKL, CADD, DeepSEA.

Przedstawione w rozprawie doktorskiej wyniki stanowia wigc istotny wkiad do rozwoju
medycznych metod bio-informatycznych. Wyniki przedstawione w rozprawie zostaly
opublikowane w specjalistycznym periodyku Peer).

Mam jednak jedna powazng krytyczng uwage dotyczaca przedstawionej metodologii.

Jak juz napisalem doktorantka uznala, Ze¢ mutacje polimorficzne w promotorach pojawiajace
si¢ w populacji czlowieka w frekwencji mniejszej niz 1% o ktorych, ze nie ma informacji, ze
powoduja choroby genetyczne, nie zmieniaja aktywnosci transkrypcyjnej genu. Moim
zdaniem nie jest to najlepiej wybrana grupa. Mutacje pojawiajace si¢ rzadziej w populacji
czesto majq jednak negatywny wplyw na dostosowanie i sg przedmiotem tak zwanego doboru
oczyszczajacego. Takze w przypadku cztowieka, choroby genetyczne sa rzadkie w populacji.
Fakt, ze nie wiemy, ze dana mutacja ma fenotypowe konsekwencje nie oznacza, ze takich nie
ma. Dlatego uwazam, ze lepiej bylo uzy¢ mutacje polimorficzne pojawiajace si¢ w populacji
czlowieka czgsciej niz w 10% populacji. Przypuszczam, Ze tego typu zbior zawieratby mnigj
szumu i umozliwilby uzyskanie lepszych wynikow.




Mam tez sugestie dotyczace dodatkowych analiz, ktorych wykonanie mogloby podnies$é
warto$¢ naukowa wynikow.

W moim przekonaniu tez cieckawe byloby pokazanie na wykresie zaleznosci miedzy
wartosciami cech (np. zawartoscia GC, zmiang zawartosci GC), a prawdopodobienstwem, ze
mutacja spowoduje zmiana transkrypcji genu. Tego typu analizy pozwolityby lepiej
zrozumie¢ badane zaleznosci.

Szczegollnie interesujgce moga by¢ prostszy model oparty wylacznie na zmiennej opisujace;j
zmiang sktadu par GC spowodowanych przez mutacje. Rycina 6sma rozprawy doktorskiej
pokazuje, ze cecha ta ma wplyw na inne cechy uzyte w klasyfikatorze. Co wigcej suplement 11
wskazuje, ze najbardziej istotng cecha klasyfikatora jest wlasnie ten parametr.

Z recenzenckiego obowigzku musze oceni¢ samg formg rozprawy doktorskie;j.

Rozprawa doktorska jest napisana w jezyku polskim i zawiera 91 stron. Nie potrafilem
doszuka¢ si¢ w niej powaznych bledow literowych, co $wiadczy o starannej edycji. Warto
zwro6ci¢ uwagg na to, ze rozprawa zawiera bardzo interesujacy 1 wyczerpujacy wstep, w
ktorym opisane s3 stosowane metody.

Wada rozprawy doktorskiej jest niska precyzja. Czytelnikowi trudno czg¢sto zrozumieé
szczego6ly. Nawet przeczytanie publikacji (Peer) -~ .~ - '), w oparciu o ktéra przygotowano
rozpraw¢ doktorska nie do konica umozliwia ich zrozumienie.

Na przyklad autorka pisze na stronie 39 o 52 zmiennych opisujacych lokalng sekwencje DNA
(dokladniej 9 nukleotydowa lokalna sekwencje,), ktore sa kodowane przy uzyciu 4 bitowego
kodowania binarnego. Czytelnikowi trudno jest zgadnaé o jakie zmienne tutaj chodzi.
Szczegdblnie, ze w dalszej czgsci czytelnik dowiaduje sig, ze sktad GC, nie jest jedna z tych 52
cech.

Autorka pokazuje w rozprawie wyniki dotyczace wszystkich cech opisujacych zawartosé¢ GC
i cechy opisujacej roznice zawartosci ilosci GC spowodowanej przez mutacje. W efekcie
czytelnikowi sprawia duza trudnos$¢ zrozumienie, jakie analizy sq omawiane.

Problem ten szczegolnie jest wyrazny w przypadku opisu ryciny numer 7 ze strony 46
zatytulowanej ,,Srednia wartosé wzglednego znaczenia 5 najwyzej ocenianych cech”.
Rysunek ten jest inny, niz pokazany w publikacji. i zatytulowany “Mean importance of five
best scoring features in each feature group”. Wedlug zamieszczonego opisu najwicksze
znaczenie dla konstrukcji poprawnych klasyfikatorow maja parametry opisujace nastgpujace
cechy: zawartos¢ GC, lokalny ksztalt DNA i sekwencja. Tak wynika tez z angielskiego
obrazka. Natomiast polska rycina sugeruje, ze najbardziej istotnymi cechami sa: ,,zawarto$¢
GC, lokalny ksztatt DNA i nadwrazliwosé na DNaze¢ 1. Jednoczesnie w rozprawie autorka
odsyta czytelnika do suplementu II, w ktorym opisane sg szczegdlowe wartosci opisujace
znaczenia roznych cech. Jak juz wspomnialem z suplementu wynika, ze najbardziej istotng
cecha jest r6znica w zwartosci GC spowodowana przez mutacje. Jest to jednak tylko jedna z
osmiu cech, ktdre opisujq zawartosé¢ GC.




W moim przekonaniu tego typu drobne niedociagnigcia wynikaja z tego, ze przedmiot
rozprawy doktorskiej jest skomplikowany. Nie umniejszaja one mojej pozytywnej oceny
samej rozprawy.

Literatura jest starannie dobrana.

Podsumowujac opisane w rozprawie badania sa niezwykle ciekawe, dotycza bardzo istotnego
zjawiska z punktu widzenia rozwoju nauki. Doktorantka wlozyla duzg ilos¢ pracy w
wykonanie badan. Natomiast redakcja i sposob napisania samej rozprawy zawiera pewne
drobne niedociagnigcia, ktore jednak podaje z recenzenckiego obowiazku.

Stwierdzam wigc, Ze oceniana rozprawa doktorska speinia wszystkie wymagania zwyczajowe
oraz stawiane przez ustawodawce. Wnoszg o dopuszczenie doktorantki do dalszych etapow
obrony doktoratu.

Ponadto poniewaz wyniki uzyskane w rozprawie doktorskiej sa opublikowane i doktorantka
posiada juz dorobek publikacyjny skladajacy si¢ z pigciu publikacji to wnosz¢ do rady
naukowej Centrum Instytutu Onkologii imienia Marii Skltodkowskiej Curie o rozwazenie
przyznania stosownego wyrdznienia zgodnego z panujacym zwyczajem.
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