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1 Dane osobowe i przebieg zatrudnienia w jed-
nostkach naukowych

Imie i nazwisko: Michat Jerzy Okoniewski

Dyplomy i stopnie naukowe:

2002 - doktor nauk technicznych, Politechnika Warszawska, Wydzial
FElektroniki i Technik Informacyjnych 1999 - magister inzynier, Politechnika
Warszawska, Wydzial Elektroniki i Technik Informacyjnych

Przebieg zatrudnienia:

1999-2002 Politechnika Warszawska, Instytut Informatyki, doktorant
2002-2003 Politechnika Warszawska, Instytut Informatyki, adiunkt
2003-2004 Uniwersytet w Antwerpii, Wydzial Matematyki. Staz po-doktorski

2005-2007 Paterson Institute for Cancer Research, Manchester. Staz po-
doktorski

2012-2013 Universitatspital Zurich, Ekspert genomiki i integracji danych

2008-czerwiec 2014 Functional Genomics Center Zurich, Ekspert trans-
kryptomiki

lipiec 2014 - obecnie Research Informatics, Scientific IT Services, ETH
(Politechnika Federalna w Zurichu), Ekspert genomiki obliczeniowej

2 Osiggniecie naukowe

Wskazanie osiggniecia* wynikajacego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14
marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i
tytule w zakresie sztuki (Dz. U. nr 65, poz. 595 ze zm.)

2.1 Tytul osiggniecia naukowego

”Metody precyzyjnej lokalizacji i pomiaru zjawisk w genomach
i transkryptomach za pomoca analizy danych z mikromacierzy i
sekwencer6w nowej generacji.”

2.2 Wykaz publikacji stanowigcych osiggniecie naukowe
Spis publikacji tworzacych jednotematyczny cykl:



(* - oznacza wspdlne ”pierwsze” autorstwo)

[P1] Okoniewski MJ., Miller C., Hybridization interactions between
probesets in short oligo microarrays lead to spurious correlations, BMC Bio-
informatics, 7:276, 2006

IF 3.02, cytowan wg. Google Scholar: 111, WoS: 60

[P4] Yates T, Okoniewski MJ., Miller CJ., X:Map: annotation and
visualization of genome structure for Affymetrix exon array analysis. Nucleic
Acids Res. 2008 Jan;36(Database issue):D780-6.

IF 8.27, cytowan wg. Google Scholar: 58, WoS: 35

[P5] Okoniewski MJ., Miller CJ. Comprehensive analysis of Affymetrix
exon arrays using BioConductor. PLoS Comput Biol. 2008 Feb;4(2):e6.
IF 4.86, cytowan wg. Google Scholar: 38, WoS: 25

[P7] Le$niewska A, Okoniewski MJ., rnaSeqMap, a Bioconductor pac-
kage for RNA sequencing exploration, BMC Bioinformatics 2011, 12:200
IF 3.02, cytowan wg. Google Scholar: 12, WoS: 6

[P11] Wiewiorka MS., Messina A., Pacholewska, A., Maffioletti S., Gaw-
rysiak P., Okoniewski MJ. SparkSeq: fast, scalable, cloud-ready tool for
the interactive genomic data analysis with nucleotide precision. Bioinforma-
tics, 2014, 30 (18): 2652-2653

IF 4.61, cytowan wg. Google Scholar: 5, WoS: 0

2.3 Publikacje powigzane

Publikacje zwiazane z gtéwnym osiagnieciem naukowym, jednak z przy-
czyn formalnych (trudnosci z zebraniem wszystkich oswiadczen wspdélauto-
réw) nie zaliczone bezposrednio do osiagnigcia.

[P2] Okoniewski MJ., Hey Y., Pepper S., Miller C.: High corresponden-
ce between Affymetrix exon and standard expression arrays. Biotechniques,
Volume 42, Number 2, 2007

IF 2.66, cytowan wg. Google Scholar: 58, WoS: 39

[P3] Okoniewski MJ.., Yates T., Dibben S., Miller C., An annotation
infrastructure for the analysis and interpretation of Affymetrix exon array
data, Genome Biology 2007, 8:R79

IF 10.3, cytowan wg. Google Scholar: 49, WoS: 32



[P6] Bitton D*, Okoniewski MJ.* Connolly Y, Miller C. Exon level
integration of proteomics and microarray data.BMC Bioinformatics. 2008
Feb 25;9:118

IF 3.02, cytowan wg. Google Scholar: 28, WoS: 17

[P8] Okoniewski MJ., Le$niewska A, Szabelska A, Zyprych-Walczak
J, Ryan M,Wachtel M ,Morzy T, Schaffer, B, Schlapbach R, Preferred ana-
lysis methods for single genomic regions in RNA sequencing revealed by
processing the shape of coverage, Nucleic Acids Research, 2011

IF 8.81, cytowan wg. Google Scholar: 8, WoS: 1

[P9] Okoniewski MJ.* Meienberg J*, Patrignani A, Szabelska A, Ma-
tyas G, Schlapbach R, Precise breakpoint localization of large genomic dele-
tions using PacBio and Illumina next-generation sequencers. Biotechniques,
2013 Feb;54(2):98-100. doi: 10.2144,/000113992

IF 2.66, cytowan wg. Google Scholar: 4, WoS: 0

[P10] Anders S, McCarthy DJ, Chen Y, Okoniewski MJ, Smyth GK,
Huber W, Robinson MD, Count-based differential expression analysis of
RNA sequencing data using R and Bioconductor, Nature Protocols 2013
Sep;8(9):1765-86.

IF 7.96, cytowan wg. Google Scholar: 99, WoS: 43

2.4 Recenzowane pakiety oprogramowania naukowego wcho-
dzace w sklad osiggniecia naukowego

[S1] Biblioteka exonmap w repozytorium Bioconductor !. Pierwsza wer-
sja w 2007. W wersji obecnej jako ”annmap - Genome annotation and visu-
alisation package pertaining to Affymetrix arrays and NGS analysis” .

[S2] Biblioteka rnaSeqMap w repozytorium Bioconductor: ”rnaSeqMap
- rnaSeq secondary analyses” 3. Pierwsza wersja w 2010.

[S3] Biblioteka ampliQueso w repozytorium Bioconductor: ”ampliQu-
eso - Analysis of amplicon enrichment panels” 4. Pierwsza wersja w 2013.

[S4] SparkSeq, pakiet otwartego oprogramowania naukowego °

"http://www.bioconductor.org/packages/2.0/bioc/html/exonmap.html
http://bioconductor.org/packages/release/bioc/html/annmap.html
3http://bioconductor.org/packages/release/bioc/html/rnaSeqMap.html
“http://bioconductor.org/packages/release/bioc/html/ampliQueso.html
®https:/ /bitbucket.org/mwiewiorka/sparkseq



2.5 Przyznane granty na prace badawcze wchodzace w sktad
osiggniecia naukowego

[G1] SCIEX 09.025 Grant szwajcarski programu ”Scientific Exchange
Program CH-NMS”, 2009. Tytul: "SeqMap - Software pipeline for RNA
sequencing”, 30’000 CHF na polroczny pobyt dr Anny Leéniewskiej z Poli-
techniki Poznanskiej w Functional Genomics Center Zurich. Praca w Zurichu
stala sie podstawa doktoratu p. Lesniewskiej. Projekt we wspoltpracy z prof.
Tadeuszem Morzym - Politechnika Poznanska.

[G2] SCIEX 11.182 Grant szwajcarski programu ”Scientific Exchange
Program CH-NMS”, 2011. Tytul: ”ShapeRNASeq - statistical extraction of
biological features from RNA sequencing data”, 60’000 CHF na pdélrocz-
ny pobyt dr Alicji Szabelskiej z Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu
w Functional Genomics Center Zurich. Praca w Zurichu stata si¢ podstawa
doktoratu p. Szabelskiej, ktérego bytem promotorem pomocniczym. Projekt
we wspolpracy z promotorem gléwnym, prof. Idzim Siatkowskim - Uniwer-
sytet Przyrodniczy w Poznaniu.

[G3] SCIEX 12.289 Grant szwajcarski programu ”Scientific Exchange
Program CH-NMS”, 2012. Tytul: "CLANG — Clinical. ANalysis in Ge-
nomics - a Dedicated Application for Translational Biomedical Research”,
60’000 CHF na pélroczny pobyt mgr Marka Wiewiorki z Politechniki War-
szawskiej w Szpitalu Uniwersyteckim w Zurichu. Projekt we wspolpracy z
prof. Piotrem Gawrysiakiem - Politechnika Warszawska.

[G4] Microsoft Azure Reseach Award, 2014. Tytul: ” Towards an interac-
tive secondary analysis of RNA sequencing data service in Widows Azure
cloud with Apache Spark framework”. 40’000 USD do wykorzystania na
zasoby obliczeniowe chmury Microsoft Azure. Wspdtautor projektu - mgr
Marek Wiewiérka, Politechnika Warszawska.

[G5] Grant OPUS Narodowego Centrum Nauki, PerM-Cloud, Algoryt-
my i metody przetwarzania duzych zbioréw danych genomicznych w Sro-
dowiskach chmur obliczeniowych na potrzeby personalizowanej medycyny.
Politechnika Warszawska, Kierownik Projektu. 499’138 zt

3 Opis osiggniecia naukowego

3.1 Precyzyjna analiza ekspresji genéw z uzyciem mikroma-
cierzy 3’-IVT Affymetrix

Analiza danych z genomu stata si¢ praktycznie mozliwa od roku 1977,
kiedy zastosowano po raz pierwszy metode Sangera [1]. Stala sie ona pod-



stawa przelomowych odkry¢ w biologii molekularnej, z ktéorym jednym z
wazniejszych jest poznanie w 2001 calego ludzkiego genomu w [2]. Oprécz
sekwencjonowania Sangera, jedna z podstawowych technologii umozliwiaja-
cych rozpoznawanie DNA i RNA w prébce staly sie mikromacierze, ktorych
poczatki datuje si¢ na poczatek lat 1980-tych [3]. Technologia mikromacierzy
rozwijala sie dynamicznie w ciagu nastepnych lat, poprzez mikromacierze z
dwoma barwnikami fluorescencyjnymi [4] do mikromacierzy oligonukleoty-
dowych [5], najpowszechniej uzywanych do dzi$. Mikromacierze firmy Affy-
metrix, wykonane technika fotolitografii, pozwalaly na jednoczesny pomiar
wielu tysiecy krétkich, 25-nukleotydowych sekwencji. Za pomoca mikroma-
cierzy Affymetrix mozna mierzy¢ ekspresje RNA poznajac poziom znacznika
fluorescencyjnego pozostajacego na mikromacierzy po procesie hybrydyza-
¢ji RNA w prébee do oligonukleotydowej sondy. Sondy, ktérych sekwencje
odpowiadaly za pomiar okreslonego fragmentu genu nazywano ”probeset”
(zbiér sond). Wartosé ekspresji dla zbioru sond wyznaczano za pomoca me-
tod statystycznych usredniajacych pomiary sond, takich jak MAS zawarte
w oprogramowaniu Affymetrix, czy RMA [6]. W technologii mikromacierzy
Affymemetrix 3’-IVT, wiekszoé¢ zbioré6w sond mierzyta ekspresje gendéw od
strony 3’. Istniaty jednak alternatywne zbiory sond, mierzace inne fragmenty
genéw. Znajomo$é ich ekspresji réznicowej pozwalala na bardzo ograniczo-
ng dodatkowa mozliwos¢ okreslenia wystepowania alternatywnego splicingu
genu.

W technologii Affymetrix, w podobny sposéb poprzez réznice hybrydyza-
cji sondy PM (perfect match) i MM (mismatch, ze srodkowym nukleotydem
zmienionym na komplementarny) mozna bylo wyznaczaé¢ obecnosé¢é w DNA
waznych polimorfizméw jednonukleotydowych (ang. SNP - single nucleotide
polymporphism).

Technologie firmy Affymetrix dla RNA i DNA zapoczatkowaly mozli-
wos¢ wyznaczania ekspresji RNA i wariantéw DNA dla wiekszoéci znanych
gendéw rownoczesnie i rozrézniajacych regiony mierzone przez mikromacierz
z doktadnoscig do pojedynczych nukleotyddéw.

Technologia ta byla w powszechnym zastosowaniu w biologii molekular-
nej w latach 2000-2010, jednakze naukowcy wykorzystujacy ja do znajdo-
wania ekspresji RNA czesto utozsamiali usredniony wynik pomiaru zbioru
sond jako ”ekspresje genu”, co prowadzito do réznego rodzaju artefaktéw
obliczeniowych dla réznych grup pomiaréw zbiorow sond. Jedna z bardzo
popularnych metod prezentacji danych byla mapa ciepla (ang. heatmap)
otrzymana przez jednoczesne grupowanie hierarchiczne pomiaréow ekspresji
z prébek biologicznych w kolumnach i z pojedynczych zbioréw sond w rze-
dach. Miarg odlegloéci uzywana do grupowania dwu wektorow pomiaréw
jest najczesciej korelacja R Pearsona. Mape ciepta wykonuje sie najczesciej
dla podzbioru wynikéw mikromacierzy, np. dla zbioréw sond z najwieksza
wariancja. Grupowanie zbioréw sond i probek biologicznych ma odzwiercie-
dlaé¢ wspoélregulacje genéw mierzonych przez uporzadkowane w grupy zbiory



sond. Z kolei ich wartosci dla okredlonych préb biologicznych maja wiazaé
ich cechy z ekspresja genéw.

W roku 2005, gdy rozpoczatem prace w Paterson Institute of Cancer
Research w Manchesterze, w grupie dra Crispina Millera. Postanowil on
sprawdzi¢ swoja hipoteze mowiaca, ze mapy ciepta nie zawsze pokazuja je-
dynie wspolregulacje gendw i polecit mi zbadanie mozliwych artefaktualnych
wspdélzaleznoéci pomiedzy zbiorami prébek w mikromacierzach Affymetrix.
Podstawa do rozpoczecia badan byla baza danych ADAPT [7] zawierajaca
sondy mikromacierzy Affymetrix oraz ich mapowanie do sekwencji znanych
transkryptéw (izoform) genéw z baz RefSeq i ENSEMBL. Praca [P1] opisu-
je analizy struktury sekwencji mikromacierzy w kontekécie bazy ADAPT i
eksperymentu pomiaru ekspresji RNA z linii komérkowej raka piersi MCEF7
poréownywanej z linig komoérkowag MCF10A. W wyniku badan okazalo sie, ze
w schemacie projektowym wszystkich mikromacierzy 3’-IVT istnieja sondy
mierzace sygnal (poziom ekspresji) wielu transkryptéw jednoczesnie. Zja-
wisko takie nazywa sie¢ hybrydyzacja krzyzowa (ew. kroshybrydyzacja) w
mikromacierzach. Sygnal naklada sie, co powoduje zmiane usrednionej war-
tosci ekspresji zbioréw sond. Zmiana ta nie wplywa najczeSciej znaczaco na
poziom mierzonego sygnalu. Jednak w wypadku zbioréw sond posiadaja-
cych cze$¢ wspdlna sond, powoduje zwiekszong korelacje ich usrednionego
sygnatu. Posiadanie czesci wspélnej moze wynikaé z tego, ze sondy zapro-
jektowane zostaly w sekwencjach domen bialtkowych lub tez w sekwencjach
powtarzalnych na genomie. W pracy wykazatem, ze efektem moze by¢ mylna
interpretacja wynikéw na poziomie proceséw biologicznych. Postulowanym
rozwigzaniem bylo sprawdzanie zbioréw sond przed interpretacja biologicz-
na na obecno$é¢ hybrydyzacji krzyzowej za pomoca graféw zbudowanych z
danych baz takich jak ADAPT - inaczej niz np. w rozwiazaniu z pracy [8]
gdzie algorytm odrzuca sondy z kroshybrydyzacja.

Praca [P1] wywolala oddZzwigk w §rodowisku badaczy postugujacych sie
mikromacierzami Affymetrix, byta wielokrotnie cytowana, doczekala sie na-
wet krytycznej analizy w pracy naukowcéw pochodzacych z Rosji [9]. Praca
o podobnym temacie, cytujaca [P1] zostala opublikowana przez zespodl z
Gliwic [10].

3.2 Analiza ekspresji RNA z dokladnoscig do eksonéw z uzy-
ciem mikromacierzy Affymetrix Exon 1.0 ST

Podczas prac nad [P1], firma Affymerix wypuscila na rynek kolejna
i praktycznie ostatnia generacje mikromacierzy - mikromacierze eksonowe
1.0 ST. Dzieki wiekszej gestoéci sond na mikromacierzy, pozwalata na jed-
noczesny pomiar 6,5 miliona oligonukleotydowych sond. Dzieki nowszemu
protokotowi laboratoryjnemu przygotowania prébek biologicznych stato sie
réwniez mozliwe precyzyjniejsze mierzenie ekspresji sondami zaprojektowa-
nymi na catej dtugosci genu, nie tylko w 3’. Sondy pogrupowane sa w zbiory



po 4 (na macierzach 3’-IVT bylo to 11 czy 16). Kazdy zbiér sond odpowia-
dal w procesie projektowania jednemu regionowi genomowemu uznanemu
za ekson. Dane o polozeniu eksonéw na genomie otrzymano przez integracje
danych z kilkunastu baz danych anotacji genomowej, wéréd ktérych wciaz
najistotniejsze byty RefSeq i Ensembl.

Analiza danych pochodzacych z mikromacierzy eksonowych za pomoca
oprogramowania dostarczonego przez Affymetrix nie byla kompatybilna z
metodami analiz mikromacierzy poprzednich generacji. Affymetrix zaktadal
uzycie innego formatu danych i innego sposobu rozumienia wynikéw. Eks-
presja sumaryzowana byla dla ”"klastréw transkryptéw”, ktére w wielu przy-
padkach byly praktycznie regionami okreslajacymi geny. Aby przetestowad
uzytecznos¢ mikromacierzy eksonowych, wykonatem eksperyment oblicze-
niowy poréwnujacy dane pochodzace z tych samych prébek biologicznych
(linie komérkowe MCF7 i MCF10, trzy replikaty dla kazdej z nich) zmierzo-
nych za pomocg mikromacierzy HGU133plus2 i eksonowej Human 1.0 ST.
Wiyniki zostaly opisane w pracy [P2].

Dla trzech réznych metod potaczenia genomowych regionéw docelowych
w obu mikromacierzach, znaleziona zostata ilos¢ zbioréw sond z HGU133plus2
majacych swoje odpowiedniki w macierzy eksonowej (do 80%), za$ sposrod
zbioréw sond pokazujacych wykrywalna ekspresje (”detected probesets”)
96% zachowywalo réznice zlogarytmowanych (log2) zmian ekspresji (”fold
change”) mniejsza niz 1. Wyniki pracy [P2] potwierdzily poréwnywalnosé
odczytéw miedzy mikromacierzami obu generacji. Praca byla cytowana w
wielu artykutach opisujacych uzycie mikromacierzy eksonowych Affymetrix
jako dowdd ich uzytecznosci. Praca [P2] byla wystana do recenzji w Biotech-
niques jako najwczesniejszy artykul o macierzach eksonowych, jednak dtugi
proces edytorski spowodowal, ze pierwszym opublikowanym 2 miesiace wcze-
$niej artykutem byla praca naukowcéw z samej firmy Affymetrix [11]. Praca
ta udowadniata przydatnos¢ mikromacierzy eksonowych do rozpoznawania
wariantéw splicingowych genéw i definiowata miare indeksu splicingowego
(SI) okreslonego na kazdym z mierzonych eksondéw.

Kolejnym etapem prac nad wykorzystaniem pelni mozliwosci mikroma-
cierzy eksonowych bylo zaprojektowanie systemu analizy danych X:MAP-
exonmap. Wykorzystano w nim zmodyfikowana baze danych ENSEMBL
(dla genomu czlowieka, myszy i szczura). Oryginalne bazy ENSEMBL w
formacie MySQL tworzone sa we wsp6tpracy EBI/EMBL i Wellcome Trust
Sanger Institute w Hinxton/Cambridge ®. Baza zostala uzupetniona o tabe-
le relacyjne opisujace mapowanie oligonukleotydéwych sond mikromacierzy
do genomu referencyjnego (podobnie jak w [7]) oraz tabele grupujaca sondy
w zbiory sond zgodnie z oryginalng anotacja projektowa Affymetrix. Tak
utworzona baza zostala uzupekliona o procedury wbudowane w SQL po-
zwalajace na znajdowanie sond odpowiadajacym eksonom, transkryptom i

Shttp://www.ensembl.org/downloads.html



genom oraz mapowanie odwrotne: znajdowanie sond odpowiadajacym re-
gionom genomowym.

Pierwszym interfejsem do analizy danych jaki utworzylem wraz z Cri-
spinem Millerem byla biblioteka exonmap [S1], napisana w jezyku R, opu-
blikowana po recenzji w repozytorium Bioconductor . Pozwalata ona na
taczenie wynikéw ekspresji mikromacierzy eksonowych z tréjwarstwowa ano-
tacja (ekson-transkrypt-gen) z bazy X:MAP. Komunikacja pomiedzy baza
X:MAP a funkcjami w R odbywa si¢ z uzyciem funkcji z biblioteki RMy-
SQL, ktora na nasza prosbe zostala zmodyfikowa przez nas o mozliwosé
wywolywania procedur wbhudowanych MySQL. API w jezyku R zawarte w
bibliotece exonmap pozwalalo réwniez na odfiltrowanie zbioréw sond zawie-
rajacych sondy hybrydyzujace krzyzowo, zgodnie z definicja z pracy [P1].
Dzieki temu powstalo narzedzie programistyczne umozliwiajace zaawanso-
wane analizy fragmentéw genéw i znajdowanie réznych form eskpresji RNA
ujawniajacej alternatywny splicing genéw - zaréwno na poziomie pojedyn-
czych genéw jak i calodci genomu (np. analiza dzialania genéw bedacych
czynnikami splicingowymi).

Calo$¢ oprogramowania do analiz danych z mikromacierzy eksonowych
zawarta w bibliotece exonmap i bazie X:MAP wraz z podstawami teoretycz-
nymi zostala opisana w pracy [P3]. Szczegdélowe zagadnienia budowy bazy
X:MAP oraz prawdopodobnie pierwsza na $wiecie przegladarke (browser)
genomu z uzyciem Google Maps API, zostaly opublikowane w pracy [P4]
w dodatku poswieconym bazom danych czasopisma Nucleic Acids Research.
Razem z Crispinem Millerem wyglositem czterogodzinny tutorial na konfe-
rencji ISMB (Intelligent Systems for Molecular Biology) w roku 2007. Podsu-
mowaniem tego wykladu byla praca [P5] opisujaca gléwnie aspekty biblio-
teki exonmap istotne dla jej uzytkownikéw: bioinformatykéw-progamistow i
biologéw molekularnych oraz lekarzy badajacych ekspresje genéw z doktad-
noécig do eksonéw i wariantéw splicingowych. System X:MAP-exonmap zo-
stat od 2007 roku dwukrotnie poddany re-engineeringowi przez zespot dra
Millera, obecnie zaréwno przegladarka genomu jak i biblioteka w repozyto-
rium Bioconductor nazywaja sie annmap 8

3.3 Potlaczenie precyzyjnych danych opisujacych transkryp-
cje RNA z precyzyjnymi odczytami proteomowymi

Metody analizy z biblioteki exonmap [S1] zostaly wykorzystane do po-
rownania ekspresji réznicowej transkryptéw RNA z ekspresja réznicows ich
produktoéw proteinowych, mierzonych za pomoca spektrometrii masowej. Zo-
stalo to opisane w pracy [P6]. Uklad eksperymentalny obejmowal po trzy
probki z linii komérkowych MCF7 i MCF10A, w ktorych zmierzono eks-
presjonowane RNA za pomoca mikromacierzy eksonowej i produkty biatko-

"http://www.bioconductor.org/
8http://annmap.cruk.manchester.ac.uk/
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we metoda iTRAQ. Analizy danych transkryptomowych wykonywane byly
przeze mnie, proteomowych przez Danny’ego Bittona. Oba rodzaje analiz
taczone byly ze sobg poprzez regiony genowe odpowiadajace zbiorom sond i
produktom proteinowym. PrzetestowaliSmy cztery strategie taczenia danych
transkryptomowych i proteomowych poréwnujac podobienstwo (poréwny-
walno$é) ekspresji réznicowej za pomoca korelacji Pearsona dla regionéw,
ktére mozna potaczyé. W pracy [P6] wykazaliémy, ze najlepsza poréwny-
walno$é jest przy zastosowaniu najmniejszej granularnosci (najwiekszej pre-
cyzji) regionéw genomowych: zbioréw sond dla eksonéw na mikromacierzy i
poziomu ekspresji peptydéw po stronie proteinowej. Poziom korelacji w tym
przypadku wyniést R=0,808, co byto wéwczas najwyzszym wynikiem poréw-
nywalnosci transkryptomowo-proteomowej opisanym w pracy naukowej. Ko-
relacja ta nie moze wynosi¢ 1 z powodu modyfikacji post-transkrypcyjnych
i niedoskonaltosci oraz réznic metod pomiarowych i analizy danych.

3.4 Analiza danych z nukleotydowg precyzja dla sekwence-
réow nowej generacji

Prace w Functional Genomics Center Zurich (FGCZ) rozpoczatem w
roku 2008. FGCZ jest laboratorium pomiaréw genomowych i spektrome-
trii masowej dla Uniwersytetu Zurychskiego i ETH Zurich. W ramach tej
misji zakupito stopniowo wszystkie platformy sekwenceréw nowej genera-
cji dostepne na rynku od 2008 do 2013: Roche/454, SOLiD, Illumina Hi-
Seq/MiSeq, Ion Torrent/Proton, a takze sekwencer trzeciej generacji, se-
kwencjonujacy pojedyncze molekuly bez etapu klonowania - firmy Pacific
Biosystems.

Od poczatku pracy w FGCZ stosowatem tam wyniki swojej pracy nad
mikromacierzami Affymetrix i precyzyjna lokalizacja regionéw ekspresji RNA
i wariantoéw splicingowych. Wynikiem byty projekty i artykuly naukowe we
wspolpracy z roznymi laboratoriami biologicznymi i medycznymi z Zurichu,
na potrzeby ktorych wykonywalem analizy statystyczne danych z mikroma-
cierzy i analizy funkcji biologicznej gendéw o ekspresji réznicujace;j.

Samodzielna prace nad zagadnieniami sekwencjonowania nowej generacji
rozpoczatem w 2010 po otrzymaniu grantu [G1] przeznaczonego na ukie-
runkowanie pracy nad doktoratem dr Anny Lesniewskiej. W tym czasie byly
dostepne pierwsze dane z sekwencjonowania cato$ci RNA transkryptomu z
prébek biologicznych. We wspdlpracy z grupa prof. Schaffera ze Szpitala
Dziecigcego w Zurichu analizowaliémy za pomoca odczytéw z sekwencera
SOLiD ekspresjonowane RNA z linii komérkowych nowotworu rhybosarco-
ma (miesak prazkowanokomérkowy). Poniewaz nie bylo wtedy wielu narze-
dzi programowych do analizy danych sekwencjonowania RNA, a wigkszos¢ z
nich koncentrowata sie na sprowadzaniu analizy do tabeli zliczen odczytéw
w genach i analizy statystycznej podobnej jak w mikromacierzach [12, 13],
postanowiliémy na wtlasne potrzeby stworzy¢ pakiet oprogramowania rna-
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SeqMap [S2], opisany w pracy [P7]. Pakiet rnaSeqMap zawieral obiekty
pozwalajace na przechowywanie i analize danych z sekwencjonowania RNA
dla okreslonych regionéw genomowych dla wielu prébek biologicznych na
raz. Dodatkowo mozliwe bylo wykonywanie operacji takich jak zliczenia w
regionach, wyznaczanie funkcji pokrycia genomu przez odczyty sekwence-
ra, czy indeks splicingowy podobny do opisanego w [11], lecz obliczany dla
kazdego nukleotydu w regionie genomowym. Pakiet posiadatl takze elemen-
ty algorytmow uczenia maszyn, w szczegblnosci implementacje algorytmu
Lindella-Aumanna. Algorytm ten odkrywajacy jednowymiarowe, nieredu-
kowalne ilosciowe reguly asocjacyjne stosowalem i modyfikowalem w swojej
pracy doktorskiej [14], tym razem byl on uzyty do znajdowania bez nadzoru
regionéw o duzym pokryciu (eskpresji RNA) w funkcji pokrycia okreslonej
na dziedzinie nukleotydéw z regionu. W 2010 pakiet posiadal wiele funcjo-
nalnosci komplementarnych do pierwszych wersji pakietu IRanges, czy tez
pdzniejszego Genomic Ranges.

Praca nad analiza funkcji pokrycia genomu odczytami z sekwencera dla
RNA byla kontynuowana w projekcie grantowym [G2], ktérego wyniki sta-
nowity podstawe doktoratu dr Alicji Szabelskiej. Z wykorzystaniem inter-
fejsu programistycznego biblioteki rnaSeqMap, zdefiniowane zostaly nowe
miary eskpresji roznicowej RNA, okre$lone na regionach genomowych a ob-
liczane z wykorzystaniem operacji na funkcjach pokrycia. Miary te, wraz z
ich poréwnaniem i propozycjami zastosowan zostaly opisane w pracy [P8].
W szczegdlnodci moga stuzyé one do odkrywania nowych zjawisk splicingu
alternatywnego w obrebie znanych regionéw eksonéw. Wielu biologéw uwaza
eksony w bazach anotacyjnych za niepodzielne, za$ ten rodzaj analizy po-
krycia pozwala na znalezienie eksonéw, ktére majg nowe nieznane warianty,
co moze mie¢ wplyw biatka otrzymane z nich poprzez translacje i na ich
znaczenie w procesach biologicznych.

Wiyniki pracy [P8] zostaly oméwione na konferencji European Conferen-
ce for Computational Biology w ramach catodziennego tutorialu na temat
analiz sekwencjonowania RNA, jaki prowadzitem z prof. W. Huberem, prof.
M. Robinsonem i dr S. Andersem (autorami prac [12, 13]). Podsumowana i
uporzadkowana wersja tego tutorialu ukazala sie jako [P10] w czasopi$mie
Nature Protocols, ktére definiuje standardy protokotéw laboratoryjnych i
analizy danych. Zawiera ona opis wraz z kodem w jezyku R do przetwa-
rzania danych z sekwencjonowania RNA na poziomie podsumowan na ge-
nach. Przetwarzanie danych rozpoczyna sie od plikéw w formacie FASTQ),
zawierajacych odczyty z sekwencera wraz z miarami jakosci dla kazdego z
nukleotydéw w postaci wspotczynnika PHRED. Odczyty sa mapowane do
genomu za pomoca oprogramowania mapujacego (aligner), ktére w wersji
przeznaczonej dla RNA (np. pakiety tophat lub STAR) potrafia rozbié¢ do-
pasowanie odczytu do wiecej niz jednego eksonu i zapisa¢ dopasowanie w
postaci kodu CIGAR z przerwami na introny. Nastepnie odczyty dopaso-
wane do regionéw genowych sg zliczane dla kazdej prébki biologicznej - np.
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metoda HTSeq S. Andersa ?. W tabeli zliczenr kolumny odpowiadaja préb-
kom biologicznym przypisanym do grup eksperymentalnych (treatments), a
rzedy - genom. Aby poréwnaé grupy eksperymentalne nie mozna zastoso-
waé testu t-Studenta, gdyz rozktady zliczen w genach nie maja rozktadu
normalnego. Dlatego tez metody DESeq [12] i edgeR [13] przyjmuja, ze jest
to ujemny rozklad dwumianowy (Pascala) i aby wyznaczy¢ geny réznicu-
jace stosuja wlasne implementacje testéw na modelu regresji ujemnej dwu-
mianowej, réznigce sie przede wszystkim sposobami estymacji parametru
dyspersji. W obecnych wersjach biblioteki DESeq i edgeR pozwalaja na te-
stowanie hipotez dla bardziej skomplikowanych uktadéw eksperymentalnych
niz poréwnywanie dwu grup probek.

Uzupelnieniem algorytméw znajdowania ekspresji roznicowej za pomoca
testéw DESeq i edgeR sa metody analizy ekspresji na poziomie eksonéw
takie jak DEXseq [15] czy metody analiz pokrycia opisane w [P8].

Praca [P10] ma duze szanse staé sie standardem opisujacym sposéb
analizy danych z sekwencjonowania RNA. Jednakze wciaz jest miejsce na
zwiekszenie precyzji otrzymanych wynikéw i inteligentne znajdowanie regio-
néw ekspresji, co pozwala na znajdowanie nowych wariantéw splicingowych i
nowych rodzajéw RNA, np. dtugich niekodujacych lincRNA, mogacych mieé
znaczenie regulatorowe w procesach komoérkowych. Moja rola w przygoto-
waniu pracy [P10] dotyczyla na poczatku samego pomystu standaryzacji
przetwarzania danych z sekwencjonowania RNA i koordynowanie wspélpra-
cy konkurencyjnych grup biostatystycznych prof. Hubera z Heidelbergu i
prof. Robinsona z Zurichu. W dalszej czesci pomagalem w przygotowaniu
danych testowych i uzupeklieniu metod o mozliwoéci odkrywania alterna-
tywnego splicingu i innych zjawisk nie pokrywajacych sie z regionami geno-
mowymi opisanymi w bazach anotacyjnych, wymagajacych metod uczenia
bez nadzoru.

Nalezy dodaé, ze wspolpraca z grupami profesoréw Hubera i Robinsona
rozpoczeta sie od dzialalnosci w ramach spotecznosci programistéw repozy-
torium Bioconductor . Jest to repozytorium bibliotek oprogramowania bio-
informatycznego tworzonego w jezyku R na potrzeby nowych pod-dziedzin
wiedzy laczacych biologie z informatyka takich jak genomika, transkryp-
tomika, proteomika czy metabolomika. Bioconductor jest administrowany
przez grupe z Fred Hutchinson Cancer Research Center, ktéra do roku 2009
prowadzona byta przez Roberta Gentlemana, jednego z tworcow jezyka R.
Spoteczno$é Bioconductora organizuje corocznie warsztaty i konferencje dla
programistéw - jeden w USA, drugi w Europie oraz wiele specjalizowanych
kurséw bioinformatycznych w réznych osrodkach na calym $wiecie. W roku
2012 razem z profesorem Robinsonem bylem gtéwnym organizatorem euro-

“http://www-huber.embl.de/users/anders/HTSeq
Yhttp://www.bioconductor.org
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pejskiego spotkania Bioconductora '* W ramach organizacji tego spotkania
otrzymaliémy dofinansowanie na 20 grantéw podrdznych z ktérych 8 udato
mi si¢ przyznaé¢ dla polskich doktorantéw i naukowcéw programujacych w
R.

W ramach grantéw [G3] i [G4] kontynuuje badania nad precyzyjna ana-
liza z doktadnoscig do nukleotydow dla sekwencjonowanego RNA. Pierw-
sza czeScia bylo stworzenie pakietu oprogramowania ampliQueso [S3] do
analizy danych z sekwencjonowania RNA ograniczonego do wielu krétkich
amplikonéw. Testy wykonane zostaly na danych otrzymanych z bibliotek
sekwencjonowania w technologii AmpliSeq (LifeTech) w ktérej zakodowano
ok 300 par primeréw namnazajacych RNA z uzyciem standardowej maszyny
PCR. Pozwala to na zakodowanie za pomocg regionéw amplikonéw wieksze-
go biomarkera - w naszym przypadku byly to geny pozwalajace rozrézniaé
pacjentoéw ze stwardnieniem rozsianym od zdrowych na podstawie probek
krwi. Wyniki w technologii AmpliSeq przypominaja zbiér danych z malej
mikromacierzy lub panelu PCR TagMan. Odczyty sa sekwencjonowane za
pomoca sekwenceréw lonTorrent lub IonProton. W odréznieniu od QPCR
czy mikromacierzy nie sg analogowe lecz dyskretne, gdyz pochodza ze zli-
czen sekwencjonowanych odczytow. Dodatkowa zaleta jest mozliwo$é ana-
lizy polimorfizméw jednonukleotydowych (SNP) w amplikonach z dobrym
pokryciem odczytami.

3.5 Precyzyjna analiza duzych mutacji DNA z uzyciem se-
kwencerow wszystkich trzech generacji

Okreslanie réznic w DNA genomu takich jak mutacje w postaci insercji,
delecji oraz polimorfizmy jednonukleotydowe réwniez jest dziedzing w kto-
rej mozna uzy¢ potaczenia duzej ilosci danych generowanych z sekwenceréw
z ich analizg z nukleotydowa precyzja. We wspélpracy z Gaborem Maty-
asem i Janine Meienberg z Centrum Genetyki Choréb Krazenia i Diagno-
styki Genowej nalezacym do Fundacji na rzecz oséb z rzadkimi chorobami w
Zurichu-Schlieren zajeliSmy sie tematyks precyzyjnego wyznaczenia zakresu
rozlegltych (rzedu dziesiatek tysiecy par zasad) delecji odpowiedzialnych za
choroby takie jak np. syndrom Marfana. Czesé delecji u pacjentéow z taki-
mi syndromami jest diagnozowana za pomoca sekwencjonowania Sangera.
Szczegblnie trudne do okreslenia ich polozenia wzgledem genomu referen-
cyjnego s te, ktore na jednym lub obu swoich sekwencjach flankujacych
posiadaja ciag polinukleotydowy (np. poly-C, etc) lub region o malej ztozo-
nosci - np. ciag jednakowych par nukleotydéw (np. GCGCGC...). Postano-
wiliSmy zatem sprawdzi¢ jakie sa réznice i mozliwosci identyfikacji delecji za
pomoca sekwencjonowania Sangera, sekwenceréw nowej generacji (Illumina
HiSeq) i trzeciej generacji (PacBio). Kazdy z trzech rodzajéw sekwenceréw

Yhttp:/ /www.fgez.ch/Bioconductor2012/Overview
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ma specyficzne rodzaje bltedéw i artefaktow na odczytach. Rozlegle delecje
sg trudne do wyznaczenia metoda Sangera, wymagaja duzego naktadu cza-
su i pracy oraz zastosowania wielu sekwencji primeréw. Sekwencjonowanie
DNA z uzyciem Illumina HiSeq i PacBio pozwala na doktadne okreslenie za-
kresu delecji w ograniczonym czasie. Szczegdlnie efektywne jest zastosowanie
PacBio, gdyz granice delecji sa widoczne na funkcji pokrycia praktycznie na-
tychmiast po mapowaniu do genomu referencyjnego. Jest ono réwniez tansze
jesli chodzi o ceny calego procesu sekwencjonowania, jednorazowych czesci
i odczynnikéw. Calo$é opisana zostala w pracy [P9]. Zawiera ona metode
algorytmiczno-statystyczng znajdowania precyzyjnej ilosci motywéw polinu-
kleotydowych lub powtarzalnych w sekwencjach flankujacych. Zostala ona
opracowana przeze mnie wraz z dr Alicja Szabelska w ramach jej pracy w
projekcie [G2].

3.6 Precyzyjne i skalowalne analizy danych genomowych w
srodowiskach chmur obliczeniowych

Obecne technologie odczytywania DNA i RNA pozwalaja na precyzyjne
odczytywanie ich fragmentéw, z dokladnosciag do pojedynczego nukleoty-
du. Kolejne generacje tych technologii, od mikromacierzy 3’ poprzez mi-
kromacierze eksonowe do sekwencjonowania nowej generacji dazyty do jak
najwiekszej precyzji pomiaru i uzyskania jak najwickszej ilosci danych po-
zwalajacych na odczytanie jednoczesnie wielu regionéw genomowych czy
transkryptéw. W chwili obecnej odczytanie catosci genomu czy transkryp-
tomu jest mozliwe, barierg sa co najwyzej koszty eksperymentu. Generowane
sa przy tym duze ilosSci danych, wymagajace nowych metod i algorytméw
przetwarzania, ale tez pozwalajace na nowe zastosowania w biologii i me-
dycynie. Przykladami najnowszych probleméw rozwiazywalnych za pomoca
tych technik moze by¢ np. badanie metylacji genomu, znajdowanie nowych
form i sekwencji regulatorowego RNA czy odkrywanie mechanizméw regu-
lacji proceséw komorkowych poprzez alternatywny splicing genéw. Dalsze
zwiekszenie jakosci otrzymywanych wynikéw w genomice i transkryptomice
bedzie mozliwe, jednakze wymagaé bedzie ono analiz coraz wigkszych ilodci
danych z sekwencjonowania, co z kolei wymaga stosowania duzych pojem-
nosci dyskéw i metod algorytméw réwnolegltych. W tym kierunku idg moje
obecne badania, objete grantami [G3] , [G4] i [G5] dotyczace zastosowania
chmur obliczeniowych i systeméw operowania w nich z uzyciem paradyg-
matéw mapowania-redukcji takich jak Apache Spark i narzedzi z ”ekosys-
temu Hadoop” do znajdowania zjawisk w genomach i transkryptomach z
doktadnoscig do pojedynczych nukleotydéw. Prototypowe oprogramowanie
SparkSeq opisane w [P11] jest wynikiem tych badan, udowadnia ono moz-
liwos¢ skalowalno$ci obliczen genomowych z uzyciem Apache Spark i jest o
rzad wielkosci szybsze obliczeniowo od niedawnych rozwigzan takich jak np.
SeqPig [16].
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Potwierdzeniem witasciwego wyboru kierunku badan jest na przyktad
fakt ukazania sie niedawno artykulu [17] bedacego opisem nowej metody
znajdowania regionéw ekspresji réznicowej z nukleotydowa precyzja, inspiro-
wany czesciowo praca [P7], a powstaly w grupach dwu waznych autorytetéw
biostatystyki, prof. Irizarry’ego i prof Leek’a.

3.7 Podsumowanie

Artykuly [P1]- [P11] stanowia opis konsekwentnego dazenia do otrzy-
mania jak najbardziej uzytecznych dla biologii i medycyny wynikéw analiz
genomowych. Praca nad nimi odbywala si¢ w niezwykle ciekawym okresie
rozwoju nanotechnologii i technik obliczeniowych, powodujacych stale udo-
skonalanie narzedzi sprzetowych w dziedzinie transkryptomiki i genomiki.

Pozostale moje publikacje, nie wchodzace bezposrednio w sklad osia-
gniecia naukowego opisanego w tytule, stanowia w wiekszosci zastosowania
metod bioinformatycznych wchodzacych w sklad rozwigzania okreslonych
probleméw biologii molekularnej czy medycyny. Czesto te metody bioin-
formatyczne zawieraja elementy opracowane przeze mnie w gléwnym to-
ku mojej pracy naukowej. Chodzi tu np. o artykuly wykorzystujace ana-
lize mikromacierzy eksonowych do znajdowania zbioréw genéw réznicowo
ekspresjonowanych i poznania proceséw zachodzacych w komérkach i tkan-
kach nowotworowych, wyjasnienia proceséw kierowanych ”nonsensownymi”
transkryptami genéw czy poréwnania proceséw wspoélnych dla embrional-
nych komérek macierzystych w réznych gatunkach.

Od strony zastosowania paradygmatow informatyki, gléwna z mysli prze-
wodnich mojej pracy naukowej byto wykorzystanie danych jak najbardziej
surowych a jak najmniej zagregowanych co zapewnia w procesie odkrywania
wiedzy najwieksza precyzje wynikow, cho¢ moze wymagaé wiekszych mocy
obliczeniowych i bardziej specyficznych rozwigzan oprogramowania. Takie-
go podejécia do analizy danych nauczylem sie podczas studiow doktoranc-
kich na Politechnice Warszawskiej, gdzie zajmowatem sie algorytmami od-
krywania wiedzy pod kierunkiem prof. Muraszkiewicza i prof. Rybinskiego.
Ten sposdb myélenia ukierunkowal moje badania po doktoracie i zaowoco-
wal pracami sktadajacymi sie na osiggniecie naukowe opisane w niniejszym
autoreferacie. Réwniez wiele z metod stworzonych na potrzeby artykutow
wchodzacych w sklad osiagniecia naukowego powstalo na bazie rozwijania
i taczenia metod z dziedzin takich jak bazy danych, uczenie maszyn, auto-
matyczne odkrywanie wiedzy i statystyka. Wszystkie te z nich rozpoczatem
poznawaé podczas moich studiéw magisterskich i doktoranckich na Politech-
nice Warszawskiej i wiedza ta okazala si¢ niezwykle przydatng podstawa w
zastosowaniach bioinformatycznych w biologii molekularnej i medycynie.
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4 Ocena wkltadu pracy w publikacje nalezace do
osiggniecia naukowego

Pozycja nazwisk autoréw odzwierciedla system stosowany w naukach
biologicznych i medycynie. Pierwszy autor jest osoba odpowiedzialng za wy-
konanie najwickszego wktadu pracy badawczej, ostatni ”senior” autor jest
osoba, ktéra otrzymalta finansowanie na prace badawcza i nadzorujaca ja.
Przy réwnym wkladzie pracy pierwszych autoréw, sg oni oznaczani jako
”wspélny pierwszy autor”.

[P1] pierwszy autor, wkiad 60%

Opis wktadu pracy umieszczony w artykule: MO developed the concept
of interactions in families of probesets, carried out database and statistical
analyses and drafted the manuscript, CM conceived the study on probes
alignments to transcript and its implications, supervised and participated
in its design and helped to draft the manuscript.

[P2] pierwszy autor, wktad 60%
[P3] pierwszy autor, wkiad 50%
[P4] wspélautor, wklad 30%

[P5] pierwszy autor, wkiad 45%

Opis wktadu pracy umieszczony w artykule: CJM conceived and desi-
gned and performed the experiments, analyzed the data, contributed re-
agents/materials/analysis/tools, and wrote the paper. MJO performed the
experiments, analyzed the data, and contributed reagents/materials/analysis/tools.

[P6] pierwsze autorstwo dzielone, wklad 30%

Opis wktadu pracy umieszczony w artykule: DB and MO performed the
data analysis. YC performed the proteomics bench work. CM conceived the
experiment and wrote the manuscript.

[P7] ”senior” autor, wkiad 40%

Opis wkladu pracy umieszczony w artykule: AL has prepared the im-
plementation of rnaSeqMap, developed the algorithms, heuristics and the
adaptation of xmapcore database, performed the quantitative experiments
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