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Informacje ogélne

Praca doktorska pana Michata Burdukiewicza jest poSwiecona metodom oraz
narzedziom bioinformatycznym wspomagajacym przewidywanie
wtasciwosci biatek i kwaséw nukleidowych. Metody opisane w pracy sa
oparte o techniki analizy statystycznej i techniki uczenia maszynowego,
gtownie lasy losowe i modele semi- markowskie z ukrytymi stanami.
Narzedzia te sa dostosowane do analizy danych sekwencyjnych,

w szczegblnosci sekwencji nukleotydowej oraz aminokwasowej. Autor

w rozprawie przytoczyt? trzy przyktady wykorzystania tych narzedzi, do
predykecji amyloidogennosci, predykecji peptydéw sygnatowych i predykcji
optymalnych warunkéw hodowlanych dla metanogenéw. Tematyka pracy
wpisuje sie w wazny i popularny trend badania wtasnosci biatek na
podstawie sekwenciji.



Do pracy zataczone s3a dwie publikacje:

- Praca, Amyloidogenic motifs revealed by n-gram analysis”’
opublikowana w 2017 roku w Scientific Reports (40 pkt na liscie
MNiSW). Praca ma 6 autoréw, pan Michat Burdukiewicz jest
pierwszym autorem tej pracy. Praca jest zwigzana z trzecim
rozdziatem pracy doktorskiej, opisuje model predykcyjny dla
identyfikacji amyloidéw na podstawie wtasciwosci sekwencji
aminokwasowej,

- Praca, PhyMet2: a database and toolkit for phylogenetic and
metabolic analyses of methanogens” opublikowana w 2018 roku
w Environmental Microbiology Reports (35 pkt na listach MNiSW).
Praca ma 7 autoréw, pan Michat Burdukiewicz jest pierwszym
autorem tej pracy. Praca jest zwigzana z czwartym rozdziatem
rozprawy doktorskiej. Praca opisuje baze danych PhyMet2 oraz
narzedzie do przewidywania optymalnych parametré6w hodowli
metanogenéw.

W rozdziale 8 rozprawy doktorskiej zamieszczona jest réwniez lista
dziesieciu innych prac, wszystkich opublikowanych w czasopismach z listy
A, ktérych pan Burdukiewicz jest autorem lub wspétautorem. W tym
dwukrotnie wystepuje czasopismo Bioinformatics. Wiekszo$¢ z tych prac jest
posSwiecona narzedziom informatycznym wspierajacym analizy
bioinformatyczne. Prace te powstawaly we wspoélpracy z silnymi zespotami
badaczy z Polski, Danii i Niemiec. Z pewno$cig mozliwos$ci prowadzenia tak
réznorodnych badan miaty wpltyw na poszerzenie doswiadczenia
badawczego i metodologicznego doktoranta.

W pracy autor odwotuje sie do trzech opracowanych przez siebie
webserwisow:

- Narzedzia do identyfikacji sekwencji sygnatowej, ktére jest oparte
o modele semi- markowskie z ukrytymi stanami. Webserwis o nazwie
signalHsmm jest dostepny pod adresem
http://smorfland.uni.wroc.pl/signalhsmm;

- Narzedzia do predykecji sekwencji amyloidogennych AmyloGram.
Webserwis dostepny pod adresem
http://www.smorfland.uni.wroc.pl/shiny/AmyloGram/.

- Narzedzia do predykcji optymalnych warunkéw hodowlanych
metylogenéw MethanoGram. Webserwis dostepny pod adresem
http://smorfland.uni.wroc.pl/shiny/MethanoGram.



Powyzsze webserwisy sa wykonane w oparciu na biblioteke shiny dla
programu R. Kazdy z nich jest zwigzany z pakietem lub skryptamiR
pozwalajacymi na peina reprodukowalnosé wynikéw.

Budowanie webserwiséw jest czeste w obecnej literaturze. Konkurencja dla
AmyloGram s3 np. narzedzia RFAmyloid (2018) czy pakiet appnn (2015).

Juz w tym miejscu nalezy zauwazyg¢, ze:

- Dorobek publikacyjny pana Michata Burdukiewicza jest bardzo
obszerny, zdecydowanie powyzej Sredniego. Parametry
bibliograficzne sg imponujace jak na prace doktorska.

- Pan Michat Burdukiewicz pracuje z duzymi i silnymi,
miedzynarodowymi zespotami. Dowodzi to wysokich umiejetnosci
dotyczacych nawiazywania wspotpracy oraz tworzenia
i publikowania wynikéw.

- Pod katem inzynierskim, opracowane narzedzia bioinformatyczne s3
bardzo wysokiej jakos$ci. Kod jest odpowiednio zdekomponowany,
podzielone na logiczne moduty. Webserwisy sa opisane i wyposazone
w czytelne przykiady.

Przechodzac do rozprawy doktorskiej.

Praca doktorska pana Michata Burdukiewicza sktada sie z 62 stron (pomijajac
zataczniki, wstep i spis tresci). Podzielona jest na cztery gtéwne rozdziaty.
Pierwszy rozdziat opisuje narzedzia statystyczne i bioinformatyczne
opracowane i wykorzystywane przez autora. Drugi rozdziat przedstawia
aplikacje tych narzedzi do problemu predykecji peptydéw sygnatowych.
Trzeci rozdziat przedstawia zastosowanie do predykcji peptydéw
aminokwasowych. Czwarty do problemu predykcji warunkéw hodowlanych
metanogenéw.

Ponizej omoéwie kazdy z tych rozdziatow.



Rozdziat 1

Pierwszy rozdziat opisuje narzedzia statystyczne opracowane

i zaimplementowane w pakiecie biogram dla programu R. Rozdziat sktada
sie z 6 stron. Wprowadza pojecie n-gramu, opisuje procedure weryfikacji
istotnosci n-gramu oraz sposéb konstrukeji alfabeté6w aminokwasowych.

Przedstawione w tym rozdziale pojecia sa pézniej stosowane do
rozwigzywania réznych probleméw biologicznych. Prawdopodobnie ta
réznorodnosé jest przyczyna kilku nieScistosci. Jedng, ktéra dobrze bytoby
wyjasnié, to definicja n-gramu, centralnego bytu w wielu stosowanych
rozwigzaniach. Definicja ze strony 16 dopuszcza przerwy w n-gramach. Ale
wyliczenia na liczbe n-graméw przestawione na stronie 12 (u do potegin,
gdzie u to liczba liter w alfabecie) s poprawne tylko przy zatozeniu, ze
przerw nie ma.

W rozdziale 1 autor przedstawia procedure testowania statystycznego, ktéra
nazywa QuiPT (Quick Permutation Test). Z t3 procedura wiaze sie kilka
problemoéw:

1. Procedura QuiPT jest przedstawiana jako test statystyczny. Aby
jednak opis testu byt kompletny nalezy okresli¢ hipoteze zerowa
i hipoteze alternatywna oraz statystyke testowa. Tych elementow
zabraklo, przez co nie wiadomo do konca czy autorowi chodzi o
dwustronna hipoteze alternatywna czy jednostronna.

2. Okreslenie ,,szybki test permutacyjny” jest mylace. Skonstruowana
procedura nie jest oparta o permutacje, nie jest wiec testem
permutacyjnym. Dla testu niezaleznosci (bo o taki test chodzi
autorowi) jednym z rozwigzan na wyznaczenie rozktadu statystyki
testowej jest skorzystanie z testow permutacyjnych. Procedura
opisana jako QuiPT wyznacza rozklad pewnej statystyki testowej
w sposéb doktadny, nie korzystajac z permutacji.

3. Opisana procedura dla tablic 2x2 jest identyczna z procedurg znanga od
lat jako doktadny test Fishera.

4. Nie jest wprost napisane czy mamy do czynienia z testem
jednostronnym czy dwustronnym. Komentarz z dotu strony 18
sugeruje, ze to jednak test dwustronny. W takim przypadku warto
sprawdzié czy wrzucenie do jednego worka identyfikacji
nadreprezentowanych n-graméw i niedoreprezentowanych
n-gramow jest lepszym pomystem niz zastosowanie testu
jednostronnego. W pewnych zagadnieniach, szczegélnie z wieloma



etykietami, lepsze wyniki uzyskuje sie wykorzystujac tylko
nadreprezentowane markery.

5. Przy proponowaniu testu statystycznego nalezy poréwnac¢ moc
nowo-zaproponowanego testu z obecnie stosowanymi
rozwigzaniami. W przypadku testu QuiPT autor pisze, ze test mozna
go oprzeé o rozklad wzajemnej informacji lub inng statystyke. R6zne
statystyki moga prowadzi¢ do testéw o réznej mocy. Stad pytanie, czy
uzycie wzajemnej informacji, a nie innej statystyki poprawia lub cho¢
nie pogarsza wynikow.

6. Nie jest prawdziwe stwierdzenie, ze uzycie doktadnego rozktadu
statystyki testowej pozwala na uzyskiwanie dowolnie matych
p-warto$ci. Problemem jest tutaj dyskretny rozktad statystyki
testowej (opartej o tabele zliczen), ktéry powoduje, ze mozna
otrzymac jedynie skoniczona liczbe réznych p-wartosci. Paradoksalnie
przewaga testu permutacyjnego w tym przypadku jest jego
zrandomizowanie.

Na usprawiedliwienie tych usterek, trzeba wziaé¢ pod uwage dziedzine
doktoratu. Nie jest to doktorat ze statystyki. Warto jednak w przysztosci
konsultowaé takie rozwigzania ze statystykami. Nie jest to w zaden sposéb
znaczace uchybienie doktoranta, raczej bolgczka catej bioinformatyki, ktéra
pewne rozwiazania wynajduje na nowo.

Pomimo wyzej wymienionych usterek, otrzymujemy rozwiazanie
dziatajace szybko i dobrze, o czym §wiadcza wyniki walidacji.

Druga cze§¢é rozdziatu 1 jest poSwiecona uproszczonym alfabetom
aminokwasowym. Przedstawiona jest og6lna koncepcja, brakuje jednak
zaréwno szczegdtowego opisu jak i dyskusji przyjetych rozwiazan. Ostatnie
zdanie ze strony 20 sugeruje klastrowanie hierarchiczne z algorytmem
taczenia Warda. Ale brakuje informacji o zastosowanej funkcji odlegtosci
oraz o zastosowanej normalizacji. Obie te rzeczy maja silny wptyw na
wyniki. W kolejnych rozdziatach autor przedstawia wybrane przyktady
zredukowanych alfabetéw, co troche utatwia zrozumienie podjetych
wyborow.

Dla mnie, jako statystyka, ogladanie wynikéw dotyczacych zredukowanych
alfabetéw bardzo silnie przywotuje na mysl dwa problemy - regularyzacji
(mniejszy alfabet, mniejsze ryzyko przeuczenia) i - reprezentacji cech
(lepsza reprezentacja cech, tatwiejsze uczenie). Szczegédlnie ten drugi punkt
wydaje sie by¢ istotny. W obliczu spektakularnych wynikéw,
uzyskiwanych przez modele gtebokiego uczenia sieci neuronowych (tez



ostatni wynik algorytmu AlfaFold), warto autor pracy, juz jako mtody doktor
przyjrzat sie mozliwosciom jakie daja techniki gtebokiego uczenia.

Rozdzial 2

W rozdziale drugim przedstawiony jest model do identyfikacji peptydow
sygnatowych oparty o modele semi- markowskie. Rozdziat sktada sie z 20
stron, na ktérych opisana jest zar6wno metodologia tworzenia modelu
predykcyjnego jak i opis weryfikacji wynikow.

Rozdzial rozpoczyna omoéwienie problemu identyfikacji peptydéw
sygnatowych. Oméwione jest rozwigzanie oparte o klasyczne modele
markowskie oraz wskazane sa stabe punkty tego podejscia. Nastepnie
wprowadzone jest rozszerzenie oparte o modele semi- markowskie oraz

o zredukowany alfabet aminokwaséw. Zaprezentowane tutaj wyniki dotycza
réznych mozliwych alfabetéw (rysunek 8 w rozprawie). W szczegdtach
poréwnany jest alfabet skutkujacy najwieksza czutoscia z alfabetem

o najwiekszej specyficznosci. Wybieranie alfabetu osobno o najwiekszej
specyficznos$ci i czutosci jest jednak zaskakujgce, poniewaz te dwa
wspoétezynniki s3 ze soba zwigzane. Zazwyczaj kosztem specyficznosci
mozna zwiekszy¢ czutosé i odwrotnie. Odpowiednio zmieniajac prég odciecia
mozna wiec kazdy alfabet zamieni¢ na taki o najwiekszej czutosci.
Obserwacje te uzasadnia tez rysunek 8, poniewaz tutaj zazwyczaj alfabety

o wyzszej czutoSci maja mniejsza specyficznosé. Bezpieczniejsza miara do
poréwnan jest AUC. Szcze$liwie, sadzac po tabeli 8, wybrane alfabety maja
réwniez wysokie wartosci AUC.

W tabeli 5 przedstawione jest odchylenie standardowe dla réznych
wspotczynnikdéw, nie jest jednak okreslone jakim sposobem to odchylenie
standardowe byl mierzone. Jest to istotny element, bez niego nie wiadomo
czy przedstawione alfabety sie istotnie od siebie réznia. Mam nadzieje, ze ten
punkt bedzie wyjasniony podczas obrony, poniewaz odchylenia standardowe
sa zaskakujaco mate, biorac pod uwage niewielka liczbe danych i przyjeta
technike weryfikacji krzyzowej.

Na stronie 40 autor odwotuje sie do interpretowalnosci oraz podaje
charakterystykiregion6w c i h oparte o hydrofobowos$¢. Brakuje jednak
odniesienia do wynikéw, tabeli, rysunkéw, z ktérych pochodza te wnioski.



Na rysunku 10 brakuje informacji jaka ilo§¢ wariancji wyjasniaja sktadowe na
panelach AiB.

Rozdzial 3

Rozdziat trzeci poSwiecony jest predykcji amyloidegennosci peptydéw.
Rozdziat sktada sie z 20 stron na ktérych przedstawiona jest metoda
konstrukcji zbioru uczacego. Sposéb konstrukeji modeli predykcyjnych oraz
opis procedury weryfikacji eksperymentalnej uzyskanych wynikéw.

O ile sam proces modelowania nie jest tutaj zaskakujacy i jest zwigzany ze
standardowymi dobrymi praktykami, o tyle interesujacy jest sposéb
walidacji wynikéw przez weryfikacje eksperymentalnga dla wybranych
o$miu heksapeptydéw wskazanych przez model jako te o najwiekszym
prawdopodobienstwie amyloidogennosci.

Weryfikacja eksperymentalna potwierdzita duzga skuteczno$¢ modelu
opracowanego przez autora, co jest silniejszym argumentem niz klasyczna
weryfikacja przez miary typu AUC.

Pan Michat Burdukiewicz w kilku miejscach podkresla wage
interpretowalno$ci zbudowanego modelu. W tym kontekscie bardzo
ciekawym wynikiem jest rysunek 15, ktéry wskazuje n-gramy najsilniej
réznicujace grupe amyloidéw i nieamyloidéw. Ciekawym rozszerzeniem
tego wykresu byloby zaprezentowanie na osi OX nie czestosci ale log-szansy
(log-odds), lub wprost ilorazu szans dla obu grup (log odds ratio). Latwiej
bytoby odczytaé nie tylko naile dany motyw jest czesty w grupie amyloidow
lub nieamyloidéw, ale tez ilokrotnie jest czestszy w jednej grupie wzgledem
drugiej grupy. Wykonanie tego kroku mogtoby prowadzi¢ do konstrukcji

w pelni interpretowalnego modelu opartego np. o uogélnione modele
liniowe.

Rozdziat 4

Ostatni rozdziat pracy doktorskiej jest poswiecony predykcji optymalnych
warunkéw hodowlanych dla metanogendéw. Rozdziat sktada sie z 10 stron.



Z punktu widzenia statystycznego jest to szalenie interesujacy model

w ktérym predykcja dotyczy czterech réznych parametréw (czasu
podwojenia populacji, optymalnej temperatury, optymalnego stezenia NaCl
i optymalnego pH). Problem (nazywany multi-label classification /
multivariate regresion) daje duze pole popisu dla badania zaleznosci
pomiedzy przewidywanymi cechami.

Niestety autor buduje niezalezne modele dla kazdego z parametrow, wiekszy
nacisk ktadac na automatyczne strojenie parametréw dla poszczegélnych
modeli. By¢ moze kwestia jednoczesnego modelowania, potencjalnie
skorelowanych cech, bedzie przedmiotem dalszych badan.

Uwagi redakcyjne

Praca zawiera pewne potkniecia redakcyjne. Nie wptywajg one na ocene
merytoryczng, ale obnizaja komfort czytania pracy. Najpowazniejsze usterki
to:

1. W rozprawie doktorskiej umieszczane sg spolszczone wersje
wykreséw z zatgczonych artykutéw naukowych. Nie maja one jednak
referencji do oryginalnych prac, a powinny zawiera¢ przypisy lub
odniesienia do zrédtowych wykreséw. Przyktad: Rysunek 1315
w rozprawie doktorskiej to Figure 2 i 3 z pracy o Amyloidach. Rysunek
19 w rozprawie doktorskiej to odpowiednio Figure S2 z pracy
PhyMet2.

2. Brakuje kilku istotnych cytowan. Wszystkie opracowane przez autora
narzedzia s3 zaimplementowane w programie R jednak sam program
R nie jest jednak cytowany. Powinien by¢ jako: R Core Team (2018).

R: A language and environment for statistical computing. R
Foundation for Statistical Computing, Vienna, Austria. Podobnie
wszystkie webserwisy oparte s3 o biblioteke shiny. Ona réwniez nie
jest cytowana. Wykorzystywany pakiet ranger ma cytowanie pracy
z serwisu arxiv, cho¢ zgodnie z informacjami umieszczonymi

w pakiecie powinna by¢ cytowana praca z Journal of Statistical
Software z roku 2017.

3. W rozprawie doktorskiej jest wiele pojedynczych znakéw na
konicach linii (tzw. zawieszki) oraz pojedynczych linii na koricach lub
poczatkach stron (tzw. wdowy i sieroty). Te usterki powinien usungé
sktad.



4. Wzory matematyczne nie s3 numerowane, przez co trudno sie do nich
odwotaé. Notacja matematyczna nie jest spdjna (np. na stronie 171 18).
Miejscami dwa dywizy skleilty sie w pétpauze (np. strona 16).

Uwagi kohcowe

Bogata liczba artykutéw naukowych, ktérych pan Michat Burdukiewicz jest
autorem lub wspoétautorem, potwierdza gteboka wiedze, szerokie
zainteresowania i duzg umiejetno$¢ wchodzenia we wspoétprace. To bardzo
wazne cechy dla naukowrca. Z tego bogatego wachlarza wynikéw autor
wybrat trzy problemy, ktére ztozyt w rozprawe doktorska. Kazdy z tych
waznych probleméw biologicznych zostat rozwiazany w inny sposéb,

z wykorzystaniem stosownego aparatu narzedzi statystycznych lub uczenia
maszynowego.

Dla problemu predykecji peptydéw sygnatowych autor opracowat model na
danych dla przedstawicieli Plasmodiidae, ktéry uzyskuje réwniez wysoka
skuteczno$¢ dla przedstawicieli innych organizméw. W dzisiejszych czasach
zbudowanie modelu jest proste, ale zbudowane stabilnego modelu proste
wecale nie jest. Autorowi udato sie tego dokonac.

Dla problemu peptydéw amyloidogennych autor nie tylko zbudowat model,
ale tez wytuskat z niego fizykochemiczne wtasciwosci markeréw. Model
zweryfikowat eksperymentalnie a przy jego udziale wspélpracujacy zespét
odkryt nowe biatko amyloidalne.

Autor nie ogranicza sie do zaproponowania koncepcji rozwiazania. Dla
kazdego problemu zbudowat metodologie, opracowat model a zbudowany
model przeksztatcit w narzedzie dostepne online jako webserwis.
Rozwigzania te sa wysokiej jakosci inzynierskiej, nie powstydzitby sie ich
doktorant statystyki czy informatyki.

Obok zbudowanych webserwiséw autor w wybranych przypadkach wykonat
walidacje eksperymentalna. Pomimo stosowania ztozonych modeli
predykcyjnych zadbat o interpretowalnos$é wynikéw.

Co wazne, narzedzia opracowane przez pana Michata Burdukiewicza nie
kurza sie na pétce. Autor aktywnie dba o ich promocje na konferencjach
i wyjazdach badawczych. Skutkuje to ciekawym wykorzystaniem.



Przykladowo pakiet AmyloGram przystuzyt sie od identyfikacji nowego
ameloidu, jak opisano w pracy ,,The Sheaths of Methanospirillum Are Made
of a New Type of Amyloid Protein” przez zesp6t Christensen et al. w roku
2018.

Lektura pracy doktorskiej pana Michata Burdukiewicza i wspéttworzonych
przez niego artykutéw naukowych, pokazuje zaréwno gteboka znajomos¢
narzedzi wykorzystywanych w uczeniu maszynowy (lasy losowe, modele
taficuch6w Markowa) jak i gteboka znajomosé istotnych probleméw

i wyzwan biologicznych. Te dwie silne strony tworzg unikalny zestaw
kompetencji. Te cechy, w potaczeniu z duzymi umiejetnosciami
organizacyjnymi oraz olbrzymia aktywnos$cig pana Michata Burdukiewicza,
wrézg wiele dalszych, spektakularnych sukcesow w nauce.

Biorac pod uwage powyzsze, stwierdzam, ze rozprawa mgr Michata
Burdukiewicza spetnia warunki ustawowe stawiane pracom doktorskim

i wnioskuje o dopuszczenie autora do dalszego toku przewodu doktorskiego.
Uwzgledniajac wysoki poziom merytoryczny rozprawy, oraz dorobek
publikacyjny doktoranta wnosze o wyréznienie rozprawy.
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