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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr inz. Wiktora Kusmirka
zatytutowanej
Szacowanie liczby powtdrzen fragmentu DNA

Strona formalna rozprawy

Rozprawa doktorska mgr inz. Wiktora Kusmirka ma charakter cyklu pieciu arty-
kutéw. Wszystkie artykuty zostaty opublikowane w renomowanych czasopismach
naukowych (70-200 punktéw ministerialnych, impact factor 2.213-7.267): dwa w
BMC Bioinformatics oraz po jednym w GigaScience, Scientific Data i BioMed Re-
search International. Wszystkie artykuty sa wieloautorskie, w kazdym przypadku
wkiad doktoranta jest starannie opisany i potwierdzony oswiadczeniami wspoétau-
toréw. W publikacjach [P1], [P2] i [P3] wkiad doktoranta zostat oceniony na 70-
80% i obejmowat m.in. zaprojektowanie badar/opracowanie algorytméw, wyko-
nanie eksperymentow oraz przygotowanie tekstu manuskryptéw i przeprowadze-
nie procesu publikacji, uzasadnione jest wiec uznanie mgr inz. Wiktora Kusmirka
za gtdbwnego autora tych prac. W artykule [P4] wkiad doktoranta zostat oceniony
na 10%, natomiast w pracy [P5] na 25%. Nalezy jednak zaznaczy¢, ze ta ostatnia
publikacja jest efektem interdyscyplinarnej wspotpracy kilku grup badawczych, a
wktad doktoranta w obliczeniowg cze$¢ projektu mozna uznaé za wiodacy. Dotg-
czony autoreferat w przejrzysty sposob prezentuje gtdwne wyniki wymienionych
artykutdéw i wyjasnia ich znaczenie.

Tematyka badan

Tematyka rozprawy skupiona jest wokét dwoch zagadnien:

e wyznaczanie wystepujacej w genomie liczby kopii fragmentéw DNA z danych
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z sekwencjonowania petnoeksomowego,

e asemblacja de novo sekwencji genomowych ze szczegdlnym uwzglednie-
niem obszaréw repetytywnych.

Tytut rozprawy, czyli Szacowanie liczby powtdrzen fragmentu DNA, taczy te za-
gadnienia podkreslajac jej spojnos¢ tematyczng. Warto jednak zaznaczy¢, ze wy-
niki uzyskane w publikacjach poswieconych drugiemu z wymienionych zagadnien
istotnie wykraczajg poza zasugerowany w tytule zakres.

Problem skfadania sekwencji repetytywnych to obecnie jedno najwazniejszych wy-
zwan w dziedzinie asemblacji sekwencji genomowych. O ile wiekszo$¢ genomu
cztowieka zrekonstruowana zostata juz 20 lat temu, poznanie obszaréw centro- i
telomerowych przez wiele lat wydawato sie nieosiggalne ze wzgledu na ich zto-
zong strukture. Istotny postep w tej dziedzinie dokonat sie dopiero w ostatnich
latach za sprawg doskonalenia technologii sekwencjonowania trzeciej generagji
oraz, co nie mniej wazne, opracowania metod analizy zdolnych do wykorzystania
informacji zawartej w otrzymanych tymi technologiami danych. Wiele prac doty-
czacych tej tematyki ukazato sie w prestizowych czasopismach w ciggu ostatnich
trzech lat, czyli rownolegle lub juz po ukazaniu sie publikacji wchodzacych w sktad
rozprawy. Dlatego uwazam, ze tematyka rozprawy bardzo dobrze wpisuje sie w
aktualne badania w obszarze problemu asemblacji sekwencji DNA.

Gtéwne wyniki rozprawy

Pierwszemu z wymienionych zagadnien, czyli wyznaczaniu liczby kopii fragmen-
tow DNA, poswiecone sg dwie prace z cyklu: [P1] oraz [P4]. Praca [P1] dotyczy
doboru prébek do modelowania tta podczas szacowania liczby kopii. Zapropono-
wano zastosowanie w tym celu grupowania probek metodg k-means. Pokazano,
ze k-means daje podobnie dobre wyniki jak najlepsze z dotychczas stosowanych
podejs¢, czyli algorytm £ najblizszych sasiaddéw, ale jest znacznie szybszy.

Artykut [P4] poswiecony jest wczeSniejszemu etapowi wyznaczania liczby kopii wa-
riantéw, tzn. obliczaniu gtebokosci pokrycia odczytami z sekwencjonowania anali-
zowanych fragmentéw DNA. W pracy opracowano i zaimplementowano efektyw-
nie zréwnoleglong aplikacje obliczajgca gtebokosc pokrycia.

Pozostate prace cyklu dotyczg drugiego ze wspomnianych zagadnien, czyli asem-
blacji sekwencji genomowych. Artykut [P2] prezentuje aplikacje dnaasm do asem-
blacji de novo odczytéw z sekwencjonowania technologig drugiej generacji. Algo-
rytm asemblacji opiera sie na powszechnie stosowanych przy tym problemie gra-
fach de Bruijna, ale w nowatorski sposdb wykorzystuje gteboko$¢ pokrycia grafu
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odczytami do zrekonstruowania sekwencji repetytywnych.

Z kolei praca [P3] dotyczy asemblacji heterogenicznych zbioréw danych, tzn. t3cza-
cych odczyty z drugiej i trzeciej generacji sekwencjonowania. W pracy zaprezento-
wano aplikacje dnaasm-link, stuzgcg do tgczenia contigéw otrzymanych w wyniku
asemblacji krétkich odczytéw z drugiej generacji sekwencjonowania w oparciu o
diugie odczyty z trzeciej generacji. Aplikacja pozwala ponadto na wykorzystanie
dtugich sekwencji do wypetnienia przerw pomiedzy contigami.

Aplikacje dnaasm i dnaasm-link zostaty wykorzystane przez doktoranta do ztoze-
nia genomu tasiemca szczurzego. Opisany w artykule [P5] rezultat asemblacji po-
zwolit znaczgco poprawic jakos¢ genomu referencyjnego tasiemca, np. parametr
N50 zostat zwiekszony ponad czterdziestokrotnie. Odtworzenie w catosci sekwen-
cji genomu mitochondrialnego potwierdza skuteczno$¢ opracowanych aplikacji w
asemblacji obszarow repetytywnych.

Podsumowujac, narzedzia opracowane w pracach [P1] i [P4] pozwalajg istotnie
przyspieszy¢ wyznaczanie liczby kopii fragmentéw DNA przy zachowaniu wyso-
kiej jakosci wynikow, natomiast aplikacje opracowane w pracach [P2] i [P3] umoz-
liwiajg poprawe jakosci asemblacji repetytywnych obszaréw sekwencji DNA. Na
podkreslenie zastuguje wartosc praktyczna uzyskanych wynikéw, w przypadku na-
rzedzi dnaasm i dnaasm-links potwierdzona zastowaniem w opisanym w pracy
[P5] rzeczywistym projekcie sekwencjonowania genomu eukariotycznego.

Uwagi krytyczne i dyskusyjne

Ponizsze uwagi nie podwazajg oceny uzyskanych w rozprawie wynikow.

1. W pracach [P2] i [P3] sprawdzenie efektywnosci odtwarzania obszaréw repe-
tytywnych zostato oparte na klasyfikacji wynikowych sekwencji programem
Tandem Reapeat Finder. Intencja stojgca za przyjeciem takiej miary jest dla
mnie niezrozumiata. Celem nie jest bowiem zwrdcenie przez program se-
kwencji wykazujacej cechy repetytywnosci, ale wierne odtworzenie oryginal-
nej sekwencji z obszaru repetytywnego. To ostatnie mogto by¢ sprawdzone
bezposrednio, poprzez poréwnanie wynikowych sekwencji z odpowiednimi
fragmentami genomu referencyjnego.

2. Zarazem narzedzie Tandem Reapeat Finder znakomicie nadaje sie do wy-
krywania fatszywych pozytywoéw w rekonstrukcji obszaréw repetytywnych,
czyli sekwencji btednie uznanych przez algorytm asemblacji za powtdrzenia.
W rozprawie brakuje dyskusji tego problemu, cho¢ podejscie zastosowane
w aplikacji dnaasm (czyli szacowanie liczby kopii na podstawie gtebokosci
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pokrycia) stwarza niebezpieczefnstwo wystgpienia tego rodzaju btedéw. Co
wiecej, wyniki zamieszczone w tabelach 5 i 6 pracy [P2] Swiadcza o tym, ze
algorytmowi zdarza sie przeszacowac liczbe kopii sekwencji repetytywnej.

. W pracy [P3] przedstawiono klasyfikacje metod tgcznego wykorzystania do
asemblacji odczytow z drugiej i trzeciej generacji sekwencjonowania na cztery
rézne podejscia. Tymczasem ewaluacja aplikacji dnaasm-link zostata ograni-
czona do poréwnania z narzedziami reprezentujgcymi to samo podejscie.
Dla uzyskania petnego obrazu mozliwosci zaproponowanej metody naleza-
toby dotaczy¢ do poréwnania narzedzia nalezace do pozostatych kategorii,
ewentualnie scharakteryzowa¢ mocne i stabe strony poszczegé6lnych podejsc.

. W pracy [P5] obok aplikacji dnaasm do asemblacji genomu zostat uzyty takze
program ABYSS. Podobnie do tgczenia contigédw obok dnaasm-link wyko-
rzystano tez program LINKS. Celowos¢ zastosowania réznych programéw
do wykonania tych samych zadan zostata uzasadniona tylko czeSciowo -
wspomniano, ze wykorzystanie dnaasm-link byto podyktowane niewystar-
czajgcg wydajnoscig pamieciowg programu LINKS. Dla wtasciwej oceny fak-
tycznego wktadu aplikacji dnaasm i dnaasm-links w asemblacje genomu ta-
siemca szczurzego nalezatoby scharakteryzowac obszary zastosowania po-
szczegblnych narzedzi badz opisa¢ zasady agregowania ich wynikow, jesli
zostaty zaaplikowane do tych samych danych.

Konkluzja

Uwazam, ze przedstawiona rozprawa spetnia zwyczajowe i ustawowe wymogi sta-

wiane rozprawom doktorskim, stanowi oryginalne rozwigzanie problemu nauko-

wego, unaocznia ogo6lng wiedze i umiejetnosci techniczne doktoranta w informa-

tyce oraz Swiadczy o umiejetnosci samodzielnego prowadzenia pracy naukowe;j.

Wnosze zatem o dopuszczenie Pana magistra inzyniera Wiktora Kusmirka do dal-

szych etapow przewodu doktorskiego. Ponadto, biorgc pod uwage wysoki poziom

merytoryczny rozprawy, znaczenie podjetych problemdéw badawczych oraz walory

praktyczne uzyskanych wynikéw, wnioskuje o wyrdznienie rozprawy.
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