dr hab. n. med. Magdalena Spdélnicka Warszawa, dn. 08.07.2024 r.
Centrum Nauk Sadowych
Uniwersytet Warszawski

Recenzja rozprawy doktorskiej
POMORSKI UNIWERSYTET MEDYCZNY W SZCZECINIE

Tytul: ANALIZA METYLACJI SEKWENCJI CpG W OPARCIU O UCZENIE
MASZYNOWE | SIECI NEURONOWE

Autor: lek. Tomasz Falgowski
Dyscyplina: nauki medyczne
Promotor: prof. dr hab. n. med. Tadeusz Sulikowski

W ostatniej dekadzie rozwdj nowoczesnych metod analizy genetycznej, zwlaszcza
technologii mikromacierzy i masowego sekwencjonowania rownolegltego (MPS/NGS),
znaczaco zwiekszyl naszg wiedz¢ na temat mechanizmow genetycznych i epigenetycznych
lezacych u podstaw funkcji zywych organizmow.

Do analizy metylacji szeroko wykorzystuje si¢ platforme Illumina Infinium BeadChips. Pomiar
stopnia metylacji oparty na wartosci B jest trudny do analizy przy uzyciu standardowych testow
statystycznych. W zwiazku z tym poszukuje si¢ nowych metod analizy. Uczenie maszynowe
oferuje szerokie mozliwosci w badaniu metylacji DNA, wprowadzajac zaawansowane
narzedzia analityczne, ktore moga przelamac ograniczenia tradycyjnych metod. Przede
wszystkim, algorytmy uczenia maszynowego moga przetwarza¢ ogromne ilosci danych
metylacyjnych, identyfikujac wzorce, ktére moga by¢ niewidoczne dla ludzkiego oka lub
trudne do wykrycia za pomocg konwencjonalnych technik statystycznych. Dzigki zdolnosci do
analizy ztozonych, wielowymiarowych zbiorow danych, te algorytmy moga wykrywac
subtelne roznice w metylacji DNA, ktore moga wskazywa¢ na obecno$¢ chordb lub inne
biologiczne procesy.

Sieci neuronowe, w przeciwienstwie do standardowych testow statystycznych, charakteryzuja
si¢ wieksza odpornoscig na problemy takie jak wysoka wariancja, szum, niekompletno$¢
danych czy heteroskedastyczno$¢. Dodatkowym atutem tej technologii jest zdolno$¢ do
adaptacji, personalizacji 1 ulepszania w miar¢ uczenia si¢ z danych. Niezaleznie od wybranej
metody badawczej, dane uzyskane w analizie metylacji powinny by¢ reprezentatywne
I wskazywac na rzeczywiste znaczenie biologiczne.

Rozprawa doktorska lek. Tomasza Falgowskiego pt. "Analiza metylacji sekwencji CpG
W oparciu o0 uczenie maszynowe i sieci neuronowe" porusza tematyke kluczowa dla
wspolczesnej medycyny molekularnej. Celem pracy bylo zastosowanie zaawansowanych
technik bioinformatycznych w analizie wzorcow metylacji DNA, co ma istotne znaczenie
W konteks$cie badan nad nowotworami 1 innymi chorobami genetycznymi.



Praca doktorska stanowi istotny wkiad w rozwo6j badan nad metylacjg DNA, ze szczegdlnym
uwzglednieniem zastosowania zaawansowanych metod analitycznych w celu identyfikacji
odmiennie metylowanych sekwencji CpG. Autor wykorzystat innowacyjny algorytm dziatajacy
w dwoch wersjach CTMeth-hh oraz CTMeth-hhi. Wersja CTMeth-hh skupia si¢ na
wyodregbnieniu zestawow danych, gdzie wartosci w jednej grupie sg hipometylowane, a w
drugiej hipermetylowane, lub odwrotnie. Wersja CTMeth-hhi wybiera zestawy, w ktorych
jedna z grup kontrolna lub badana zawiera wartosci skrajne, a druga albo wartosci
nieokreslone/czesciowo-metylowane, albo skrajne w przeciwnym zakresie. metody CTMeth-
hhi, ktora wykazuje wigksze znaczenie biologiczne w poréwnaniu do tradycyjnych metod.
Metoda CTMeth-hhi wykazuje potencjal jako alternatywne i skuteczne narzgdzie w analizie
metylacji DNA, co moze mieé szerokie zastosowanie w roznych dziedzinach badan
biomedycznych. Badania zostaty przeprowadzone z uzyciem baz danych FUMA, DICE oraz
BloodSpot, co pozwolito na kompleksowg ocene wynikow.

Praca ta nie tylko wprowadza nowe narzg¢dzie analityczne, ale rowniez otwiera inne mozliwosci
w kontekscie dalszych badan i modyfikacji modelu wraz z postepem wiedzy na temat
epigenetyki.

Rozprawa doktorska lek. Tomasza Falgowskiego zostata przedstawiona w sposob
kompleksowy, obejmujac kluczowe sekcje wymagane w pracach naukowych. Praca sktada si¢
z nastepujacych rozdzialéw: Wstep, Cel Pracy, Materialy i Metodyka, Wyniki, Wnioski,
Dodatkowe moduly i dalszy plan rozwoju, Bibliografia, Streszczenie w jezyku polskim
i angielskim.

Uktad pracy jest nietypowy, co wptywa na jej czytelno$¢ i zrozumienie, czyniac je mniej
klarownymi. Brak wyodrebnionej sekcji "Dyskusja" moze by¢ mylacy, a przemieszczenie
streszczen na poczatek poprawitoby czytelno$¢. Uklad pracy, cho¢ logiczny, po prowadzeniu
pewnych zmian (numeracji rozdziatéw i1 podrozdziatoéw), mogtby utatwi¢ odbidr 1 zwigkszy¢
przejrzystosc.

W ponizsze] ocenie przedstawiono szczegdtowq analiz¢ poszczegdlnych sekcji pracy, ich
adekwatnos$ci do tematyki oraz sposob, w jaki przyczyniaja si¢ do klarownosci 1 spdjnosci
catego dokumentu.

1. Wstep

Wstep pracy doktorskiej skutecznie wprowadza czytelnika w tematyke epigenetyki,
szczegoblnie podkreslajac role metylacji DNA oraz jej znaczenie w biologii 1 medycynie. Autor
jasno przedstawia wyzwania zwigzane z analizg danych metylacyjnych, wskazujac na trudnos$ci
klasycznych metod statystycznych i1 korzy$ci wynikajace z zastosowania technik uczenia
maszynowego i sieci neuronowych. Opisane zostalo rowniez zastosowanie tej technologii
W badaniach medycznych, co §wiadczy o doglgbnym zrozumieniu tematu przez doktoranta.

Rozwinigcie wstepu o konkretne przyktady zastosowan technik uczenia maszynowego
w analizie danych metylacyjnych mogloby dodatkowo uwypukli¢ praktyczne znaczenie
proponowanych metod badawczych. Cato$¢ powinna by¢ takze bardziej spdjna jezykowo,
unikajac zbyt technicznych zwrotow, ktére moga by¢ trudne do zrozumienia dla os6b spoza
dziedziny.

Uwagi:



o Styl i jezyk: Miejscami zdania sg zbyt ztozone i dtugie, co moze utrudnia¢ ptynnos¢
czytania.

o Powtorzenia: W tekScie wystepuja pewne powtdrzenia, np. wyjasnienie, ze elementy
cis-regulacyjne wplywaja na ekspresj¢ genow, pojawia si¢ kilka razy.

e Brak spojnosci: Wstep nie jest spojny w zakresie wprowadzenia do tematu pracy.
Podrozdzialy nie przechodzg ptynnie, co utrudnia czytelnikowi zrozumienie gtownego
tematu badan. Wstep moglby by¢ bardziej ukierunkowany, zawezajac tematyke
I jednoczesnie dodajac bardziej szczegotowe informacje dotyczace stricte metylacji
DNA oraz zastosowania sztucznych sieci neuronowych (ANN) w tym zakresie.

o Logika i ptynno$¢: Podrozdzialy powinny by¢ logicznie ze sobg powigzane, aby ptynnie
wprowadzaé czytelnika w kolejne zagadnienia. Kazdy podrozdziat powinien konczy¢
si¢ krotkim podsumowaniem, ktoére prowadzi do kolejnego zagadnienia.

e Braki: W niniejszej rozprawie brakuje szczegdtowego opisu metod analizy metylacji
DNA, ktore sg istotne dla zrozumienia dynamiki metylacji genomowej. Dwa podejscia
dostarczajg cennych informacji na temat stanu epigenetycznego genomu, ale r6znig si¢
pod wzgledem szczegotowosci 1 zakresu. Analiza pojedynczych miejsc CpG pozwala
na dokladne okreslenie stopnia metylacji poszczegdlnych nukleotydow. Metylacja jest
tutaj wyrazana jako procent metylowanych cytozyn w danym miejscu CpG.
Przyktadowo, jesli 70% cytozyn w okreslonym miejscu CpG jest metylowanych, mowi
si¢ 0 70% metylacji w tym miejscu. Taka precyzyjna analiza jest szczegdlnie przydatna
w identyfikacji specyficznych biomarkerow metylacyjnych zwigzanych z réznymi
stanami chorobowymi lub procesami biologicznymi. Z kolei analiza catych fragmentow
DNA obejmuje ocen¢ Sredniego poziomu metylacji w wigkszych regionach
genomowych, takich jak promotory gendw, regiony mig¢dzygenowe czy wyspy CpG.
W tym przypadku metylacja jest rowniez wyrazana w procentach, lecz odnosi si¢ do
sredniego poziomu metylacji wszystkich miejsc CpG w danym fragmencie. Na
przyktad, jesli w analizowanym fragmencie DNA $redni poziom metylacji wynosi 45%,
oznacza to, ze 45% wszystkich miejsc CpG w tym regionie jest metylowanych.
Porownanie metylacji na poziomie pojedynczych miejsc CpG 1 calych fragmentow
DNA pozwala na bardziej kompleksowe zrozumienie dynamiki metylacji genomowej.
Oba podejscia s3 komplementarne: analiza pojedynczych miejsc dostarcza
szczegblowych informacji, podczas gdy analiza calych fragmentow pozwala na
uchwycenie ogoélnych trendéw metylacyjnych w szerszym kontek$cie genomicznym.

e Przyklady 1 studia przypadkéw: Dodanie konkretnych przyktadow 1 studiow
przypadkow dotyczacych zastosowania uczenia maszynowego w analizie metylacji
DNA mogloby uczyni¢ wstep bardziej angazujacym 1 zrozumialym dla czytelnika.

Podsumowujac:

Wstep rozprawy doktorskiej jest dobrze napisany i1 merytoryczny, ale mozna go jeszcze
ulepszy¢ poprzez uproszczenie zdan, redukcje powtorzen oraz dodanie szczegolow
w niektorych miejscach. Poprawa ptynnosci przejs¢ migdzy podrozdziatami oraz bardziej
szczegblowe skupienie si¢ na metylacji DNA 1 sieci neuronowe zwigkszytoby czytelnos¢
I zrozumienie tekstu. Dodanie konkretnych przyktadow zastosowan technologii omoéwionych
we wstepie rowniez przyczynitoby si¢ do lepszego zrozumienia tematu przez czytelnika.

2. Cel Pracy

Cel pracy zostal sformulowany w sposob jasny i1 zrozumialy. Wskazuje na konkretne
technologie (sieci neuronowe konwolucyjne i transformers) oraz specyficzne zastosowanie -



analiza metylacji DNA, jest okreslony precyzyjnie, co pozwala na jednoznaczng oceng, czy
zostal osiggniety. Ograniczenie celu do oceny poréwnawczej metody na podstawie
syntetycznych danych jest konkretne i mierzalne, jak réwniez wykonalne. Wymaga
zaawansowanej znajomosci technik uczenia maszynowego oraz zrozumienia procesow
biologicznych zwigzanych z metylacjg DNA. Przetrenowanie modeli na syntetycznych danych
jest praktycznym podejsciem do oceny ich skutecznosci.

Podsumowujac:

Cel pracy jest dobrze sformulowany, jasny i konkretny, co utatwia jego realizacj¢ i oceng
koncowych wynikéw. Tematyka jest aktualna i nowoczesna, a podejs$cie oryginalne, co
zwigksza warto$¢ naukowa pracy. Wykorzystanie zaawansowanych algorytméw Al w analizie
metylacji DNA ma potencjal, aby przyczyni¢ si¢ do istotnych postepow w naukach
biomedycznych.

3. Materialy i Metodyka

W pracy zastosowano nowoczesne metody analizy danych, w tym algorytmy uczenia
maszynowego oraz sieci neuronowe. Autor szczegdtowo opisat procesy przygotowania danych,
wybor odpowiednich algorytmow oraz parametryzacj¢ modeli. Metodyka badan zostata
przeprowadzona na wysokim poziomie i spelnia wszystkie wymagania wspdlczesnych
standardow naukowych.

Zbiory danych zostalty dobrane w sposdb umozliwiajacy stopniowanie trudno$ci analizy, co
pozwala na kompleksowa ocene skutecznosci zaproponowanej metody w réznych kontekstach
biologicznych. Jest to podejscie adekwatne do oceny, czy zaproponowana architektura sieci
neuronowych jest lepsza od standardowych metod. Wykorzystanie sieci konwolucyjnych
i transformers jest wtasciwe dla analizy sekwencji DNA, ktore maja ztozone wzorce metylacji.
Kombinacja tych technik pozwala na uchwycenie zaréwno lokalnych, jak 1 globalnych
zalezno$ci w danych, co jest kluczowe dla dokladnej analizy metylacji. Wykorzystanie
syntetycznych danych do przetrenowania modeli pozwolito na uzyskanie wigkszej liczby
probek treningowych, co jest kluczowe dla skutecznos$ci technik uczenia maszynowego.

Podsumowujac:

Materiaty i metodyka zastosowane w pracy doktorskiej sg adekwatne do zatozonego celu. Autor
wybrat odpowiednie zbiory danych o r6znym stopniu trudnosci, co umozliwia wszechstronne
przetestowanie skuteczno$ci zaproponowanej metody. Wykorzystanie zaawansowanych
technik uczenia maszynowego, takich jak kombinacja sieci konwolucyjnych i transformers, jest
nowatorskie i dobrze dopasowane do analizy metylacji DNA. Wykonane dziatania, w tym
implementacja i porownanie z metodami standardowymi, zostaly przeprowadzone rzetelnie
i Swiadczg o duzym wkladzie pracy oraz zaawansowanej wiedzy technicznej autora.

4. Wyniki

Wyniki uzyskane przez lek. Tomasza Falgowskiego wnosza nowe, istotne informacje do
wiedzy na temat statystycznej analizy metylacji sekwencji CpG. Autor przedstawil wyniki
W sposob klarowny, z wykorzystaniem odpowiednich narzedzi Al oraz wizualizacji danych.
Analizy potwierdzily hipotezy badawcze 1 wskazaty na potencjalne kierunki dalszych badan.
Wyniki uzyskane przy uzyciu kombinacji sieci konwolucyjnych 1 transformerdéw sa



nowatorskie i pokazujg potencjat tej technologii w analizie metylacji DNA. Lepsze wyniKi
W bardziej ztozonych zbiorach danych sugeruja, ze metoda moze by¢ szczegdlnie uzyteczna
W analizie skomplikowanych wzorcow metylacji, co jest waznym wkladem w dziedzing
bioinformatyki.

Podsumowujac:

Uzyskane wyniki pokazuja, ze zaproponowana przez autora metoda jest skuteczna w analizie
metylacji DNA. Metoda jest poréwnywalna lub lepsza od standardowych technik, szczegolnie
w bardziej ztozonych zbiorach danych, co podkresla jej nowatorski charakter. Wyniki maja
duze znaczenie biologiczne 1 praktyczne, co zwigksza warto§¢ naukowa i potencjalne
zastosowania tej metody w bioinformatyce i medycynie.

o

5. Whnioski

Whioski pracy sg jasno sformutowane i wynikaja bezposrednio z przeprowadzonych badan.
Autor precyzyjnie przedstawia, jakie cele zostaly osiagnigte oraz jakie sa najwazniejsze
odkrycia wynikajace z przeprowadzonych badan. Kazdy wniosek jest przedstawiony w sposob
jednoznaczny, co utatwia czytelnikowi zrozumienie kluczowych rezultatéw pracy. Wnioski sa
logiczng kontynuacja wynikow przedstawionych w pracy. Autor konsekwentnie odnosi si¢ do
celow, ktore zostaly przedstawione na poczatku rozprawy. Wnioski koncza si¢
podsumowaniem najwazniejszych osiagnie¢ pracy, co pozwala czytelnikowi na szybkie
zrozumienie, jakie byly gtowne rezultaty badan i jakie majg one znaczenie dla dalszego rozwoju
nauki i praktyki klinicznej.

Podsumowujac:

Whnioski w rozprawie doktorskiej Tomasza Falgowskiego sa jasno sformutowane, spojne
Z przedstawionymi wynikami oraz dyskusja. Autor podkresla nowatorski charakter swojej
metody oraz jej znaczenie biologiczne 1 kliniczne. Wnioski sg szczegotowe, kompleksowe
i poparte solidnymi dowodami. Ogodlnie, prezentacja wnioskow jest mocnym elementem
rozprawy 1 dobrze podsumowuje osiggni¢cia autora.

6. Dodatkowe moduly i dalszy plan rozwoju

Rozdzial ,,Dodatkowe moduty i1 dalszy plan rozwoju” w pracy doktorskiej Tomasza
Falgowskiego stanowi krotkie przedstawienie planéw na przyszto$¢ zwigzane z badaniami oraz
ewentualne rozwinigcia zastosowanych metod. Autor omawia potencjalne kierunki rozwoju
swojej metody oraz dodatkowe modutly, ktore moga by¢ wprowadzone w przysztosci, aby
ulepszy¢ analizg metylacji DNA.

7. Bibliografia

Bibliografia rozprawy doktorskiej Tomasza Falgowskiego obejmuje szeroki zakres literatury
naukowej, od klasycznych prac po najnowsze badania w dziedzinie epigenetyki, genetyki
I biologii molekularnej oraz metod analizy bioinformatycznej. Zidentyfikowano tacznie 373
pozycje literaturowe, w tym wiele publikacji o wysokim wskazniku wptywu (IF) oraz
znaczacych dla wspotczesnych badan naukowych.



Wiele z cytowanych publikacji pochodzi z renomowanych czasopism naukowych, takich jak
Clinical Epigenetics, Genome Biology, Genes, Neural Comput & Applic oraz Proc Natl Acad
Sci USA. Cytowanie takich zrodet zwigksza wiarygodnos¢ i aktualnos¢ pracy.

Podsumowujac:

Praca zawiera okoto 120 pozycji opublikowanych w ciggu ostatnich pieciu lat (2019-2024).
Jesli catkowita liczba pozycji w bibliografii wynosi 373, to okoto 32% wszystkich cytowanych
prac pochodzi z ostatnich pigciu lat. To stanowi dobry odsetek, ktory wskazuje na solidng
aktualno$¢ badan 1 literatury wykorzystanej w pracy.

Bibliografia obejmuje szeroki zakres tematow, od mechanizméw epigenetycznych po
zastosowania uczenia maszynowego w bioinformatyce. Ta rd6znorodno$¢ wskazuje, ze praca
jest dobrze zakorzeniona w szerokim kontekscie wspotczesnych badan naukowych.

Analiza bibliografii obejmuje rowniez klasyczne prace fundamentujace wiedze w dziedzinie
genetyki, koncentrujace si¢ na metylacji DNA i jej roli w regulacji genow, co jest jednym
zZ elementow tematyki rozprawy doktorskiej.

II1. Ocena koncowa

Autora przedstawil rozwigzanie szeregu problemow zwiazanych z analizg metylacji DNA przy
uzyciu zaawansowanych technik uczenia maszynowego, w tym sieci neuronowych
konwolucyjnych i typu transformers. Praca dowodzi wysokiego poziomu wiedzy Doktoranta
w zakresie bioinformatyki oraz umieje¢tnosci samodzielnego prowadzenia pracy naukowej w tej
dziedzinie.

Autor przeprowadzit szczegdétowe badania, wykorzystujac trzy rozne zbiory danych
metylacyjnych, co pozwolilo na wszechstronng ocen¢ skutecznosci zaproponowanej metody.
Uzyskane wyniki wskazuja, ze metoda opracowana przez Autora jest porownywalna lub lepsza
od standardowych metod analizy metylacji DNA, szczegdlnie w przypadku bardziej ztozonych
zbiorow danych. Ponadto, praca wnosi istotny wklad w rozwo6j metod bioinformatycznych
stosowanych w analizie epigenetycznej, co moze mie¢ szerokie zastosowanie w badaniach
biomedycznych.

Po zapoznaniu si¢ z rozprawg stwierdzam, ze spelnia ona wymagania stawiane pracom
doktorskim okreslone w art. 187 Ustawy o szkolnictwie wyzszym 1 nauce z dnia 20 lipca 2018
(Dz.U. 2023 poz. 742) i wnoszg o dopuszczenie Pana lek. Tomasza Falgowskiego do dalszych
etapow przewodu doktorskiego.
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