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Autor rozprawy: mgr inz. Wiktor Kusmirek

1. Jakie zagadnienie naukowe jest rozpatrzone w pracy (teza rozprawy) i czy zostato ono dostatecznie
jasno sformutowane przez Autora? Jaki charakter ma rozprawa (teoretyczny, doswiadczalny, inny)?

Przedstawiona przez Pana Wiktora Kusmirka rozprawa doktorska sktada sie z cyklu powigzanych
tematycznie publikacji wraz z towarzyszagcym im autoreferatem, ktory stanowi przewodnik po
zrealizowanych pracach badawczych i szereguje wiedze w omawianym obszarze. W ogdlnym ujeciu
rozprawa jest poswiecona opracowaniu nowych algorytméw do analizy sekwencji genetycznych
pozyskiwanych z metod sekwencjonowania drugiej i trzeciej generacji. Gtdwne tezy rozprawy, a zostato
ich sformutowanych az szes$¢, koncentrujg sie wokét zagadnienia poprawy jakosci i wydajnosci czasowe;j
procesu wykrywania kopii tego samego fragmentu DNA (ang. copy number variation, CNV) w sekwencjach
otrzymywanych przy pomocy metod petnoeksomowych (WES) i petnogenomowych (WGS), poprzez
zastosowanie réznego rodzaju technik i modyfikacji w istniejgcych metodach nalezgcych do okreslonych
klas metod. Zaréwno tezy pracy, jak i motywacja prowadzonych badan w tym obszarze zostaty
sformutowane w sposdb jasny iwyczerpujacy. Charakter rozprawy okreslitbym jako teoretyczno-
eksperymentalny, poniewaz Autor:

e zaprojektowat szereg metod i usprawnien dla istniejgcych algorytmdéw wykrywania kopii tych
samych fragmentéw DNA, dla réznych klas metod Read Depth i Assembly Methods,

e dla potwierdzenia stusznosci przyjetych rozwigzan przeprowadzit badania eksperymentalne na
publicznie dostepnych zbiorach danych NCBI, ktére pozwolity zweryfikowac, iz opracowane
algorytmy i rozwigzania w zakresie doboru probek referencyjnych, obliczania gtebokosci pokrycia,



a takze asemblacji de novo do szacowania liczby kopii i odtwarzania powtarzajgcych sie
fragmentéw DNA mogg by¢ z powodzeniem stosowane w analizie sekwencji WES i WGS.

Swiadczy to w mojej opinii na korzy$¢ przedstawionej pracy.

2. Czy w rozprawie przeprowadzono w sposob witasciwy analize zrédet (w tym literatury swiatowej,
stanu wiedzy i zastosowan w przemysle) swiadczacy o dostatecznej wiedzy Autora. Czy wnioski
z przegladu Zrédet sformutowano w sposéb jasny i przekonywajacy?

Analiza swiatowej literatury i biezgcego stanu wiedzy w omawianym obszarze zostaty przeprowadzone
w sposOb wtasciwy i swiadczg o dostatecznej wiedzy Autora w tej dziedzinie. Ma ona charakter nieco
rozproszony, poniewaz znajduje sie ona zaréwno w przedtozonym autoreferacie (rozdziaty 1.2.1i 1.2.2),
jakiw wiekszosci sposrdd pieciu przedstawionych publikacji Autora, ktére tworzg cykl publikacyjny bedacy
gtéwnym osiggnieciem rozprawy. Zawartos¢ rozdziatéw 1.2.1 oraz 1.2.2 autoreferatu, ktore obejmujg
m.in. przeglagd metod obliczania gtebokosci pokrycia w regionach sekwencjonowania, metod
obejmujacych proces doboru prébek referencyjnych, metod modelowania tta oraz klasyfikacje
algorytmow wykrywania kopii tego samego fragmenty DNA na podstawie danych WES i WGS, potwierdza,
iz Autor posiada szerokg wiedze w zakresie pierwotnych i biezgcych trendéw w zakresie tworzenia tego
typu rozwigzan, a takze znaich zalety i stabosci. W rozprawie zacytowano facznie 103 pozycje literaturowe,
z ktérych zdecydowana wiekszos¢ dotyczy wyzej wymienionych elementéw stanu wiedzy. Rozdziaty te
(1.2.1 oraz 1.2.2) oraz Rysunek 1 stanowig bardzo dobry wstep teoretyczny do catosci rozprawy, a do pojec
w nich zdefiniowanych (wtaczajgc wstep do rozdziatu 1.2) Autor nawigzuje w kolejnych podrozdziatach
autoreferatu, jak rowniez w tresci poszczegdlnych artykutéw gtéwnego cyklu publikacyjnego. Szczegdlng
uwage zwraca Autor na problem dokfadnosci oszacowania liczby kopii danego regionu DNA w genomie
i w konsekwencji na mozliwos¢ odczytania i petnego odtworzenia wielu genomow. Przeprowadzony przez
Autora przeglad wiedzy w tym zakresie pozwolit mu w sposéb jasny i przekonywujgcy sformutowac
whioski, w tym m.in. okresli¢ problemy szacowania liczby powtérzen fragmentdw DNA pozyskiwanych
roznymi technikami sekwencjonowania.

3. Czy Autor rozwigzat postawione zagadnienia, czy uzyt wtasciwej do tego metody i czy przyjete
zatozenia sg uzasadnione?

Na poczatku realizacji rozprawy Pan Wiktor Kusmirek zdefiniowat kilka zadan, do ktérych realizacji
konsekwentnie dazyt w swoich pracach badawczych. Dotyczyty one opracowania metod doboru prébek
referencyjnych i zweryfikowania ich wptywu na mozliwosci wykrywania kopii tego samego fragmentu DNA
(CNV), opracowania nowych metod skfadania fragmentéw repetytywnych, zréwnoleglenia metod
wykrywania kopii tych samych fragmentéw DNA (a przez to skrdcenie ich czasu), a takze zweryfikowania
mozliwosci tgczenia réznych technologii sekwencjonowania DNA i wptywu takiego podejscia (nazywanego
podejsciem hybrydowym) na jakos¢ procesu asemblacji DNA. W swoich pracach Autor siegnat do
rozwigzan bazujacych na gtebokosci pokrycia w regionach sekwencjonowania oraz rozwingt algorytmy
odtwarzania de novo sekwencji DNA. Na podstawie lektury przedtozonych prac mozna stwierdzi¢, iz
postawione w rozprawie zagadnienia zostaty rozwigzane w sposdb witasciwy. Autor osiggnat to poprzez:
1) identyfikacje stabosci istniejgcych algorytmow analizy i sktadania sekwencji DNA pozyskiwanych
technikami wielkoskalowymi, 2) opracowanie wtasnych usprawnien lub algorytméw, 3) badania



eksperymentalne weryfikujgce przydatnos¢ opracowanych metod z uzyciem publicznie dostepnych
zbioréw danych. Wyniki przeprowadzonych przez Autora rozprawy badan potwierdzity, iz zatozenia
przyjete podczas opracowania autorskich metod byty stuszne i uzasadnione. W artykutach stanowigcych
gtéwne osiggniecie rozprawy przedstawiono poréwnanie osiggnietych wynikow z wynikami istniejgcych i
popularnych narzedzi powszechnie uzywanych przez specjalistéw prowadzacych podobne analizy
sekwencji DNA.

4. Na czym polega oryginalnos$¢ rozprawy, co stanowi samodzielny i oryginalny dorobek Autora, jaka
jest pozycja rozprawy w stosunku do stanu wiedzy czy poziomu techniki reprezentowanych przez
literature Swiatowa?

Przedstawiona rozprawa stanowi bardzo dobre uzupetnienie biezgcego stanu wiedzy swiatowej w zakresie
asemblacji DNA algorytmami klasy de novo, wydajnego obliczania gtebokosci pokrycia, oraz wykrywania
kopii tych samych fragmentéw DNA. Pan Wiktor Kusmirek zaproponowat nowatorskie podejscia
w zakresie efektywnej realizacji tych procesow, a takze przeprowadzit proces ich wnikliwej oceny. Na
rozprawe, oprocz autoreferatu, sktada sie pieé publikacji w renomowanych czasopismach z listy Journal
Citation Report (JCR), ktdre sg ze sobg Scisle powigzane, w ktérych udziat Autora rozprawy jest czesto
wiekszosciowy. Charakteryzujac krétko zawartos¢ przedtozonych prac P1-P5 mozna stwierdzic, iz:

[P1] W pracy tej w celu ustalenia skutecznej metody doboru prébek referencyjnych zbadano dwa
podejscia do problemu doboru prébek (w ktdrym wszystkie prébki traktowano jako zbiér referencyjny
i poprzez wybér losowy), a takze dwie metody grupowania (k-Srednich i k najblizszych sgsiadéw kNN
ze zmienng liczba klastréw lub ich wielkoscig). W badaniach wykorzystano dane z sekwencjonowania
WES pozyskane z projektu 1000 Genomes do oceny wptywu réznych metod doboru zestawu prébek
referencyjnych na wydajnos¢ wykrywania kopii CNV dla trzech wybranych najnowoczesniejszych
narzedzi: CODEX, CNVkit i exomeCopy. Przeprowadzone eksperymenty wykazaty, ze odpowiedni
dobdr zestawu prébek referencyjnych moze znacznie poprawi¢ wspétczynnik wykrywania kopii CNV.
W pracy tej Pan Wiktor Kusmirek przeprowadzit m.in. wszystkie badania.

[P2] W pracy tej przedstawiono nowy, oparty o konstruowanie podgrafu de Bruijn’a, algorytm
asemblacji DNA nalezgcy do klasy algorytméw de novo, ktéry wykorzystuje wzgledng czestotliwos¢
odczytéw do prawidtowego odtworzenia powtdrzen tandemowych. Gtéwng zalety przedstawionego
algorytmu jest to, ze jest on w stanie odtworzy¢ dtugie powtdrzenia tandemowe, ktére sg znacznie
dtuzsze niz maksymalna dtugos¢ odczytow. Ponadto, algorytm potrafi przywrdci¢ powtarzajgce sie
regiony DNA objete tylko danymi z sekwencjonowania single-read, czego nie potrafig inne algorytmy
tej klasy. Do oryginalnego wkfadu Autora rozprawy nalezy przede wszystkim opracowanie algorytmu
przedstawionego w pracy i przeprowadzenie badan z jego udziatem, w tym badan poréwnawczych
w stosunku do istniejgcego stanu wiedzy.

[P3] W pracy tej przedstawiono aplikacje o nazwie dnaasm-link do tgczenia kontigéw, bedaca
wynikiem sktadania de novo danych z sekwencjonowania drugiej generacji, z dtugimi odczytami DNA.
Przedstawiono algorytm wypetniania przerw fragmentem odpowiedniego dtugiego odczytu DNA



w celu poprawy spojnosci powstatych sekwencji DNA. Badania potwierdzity, iz opracowana aplikacja
pozwala znacznie ograniczy¢ uzycie pamieci operacyjnej i skraca czas obliczen, a takze wykazuje
odpowiednig efektywno$¢ w porédwnaniu z innymi narzedziami przeznaczonymi do tego celu.
Ponownie, do oryginalnego wktadu Autora rozprawy nalezy opracowanie algorytmu przedstawionego
W pracy i przeprowadzenie badan z jego udziatem, w tym badan poréwnawczych w stosunku do
istniejgcego stanu wiedzy.

[P4] W pracy tej przedstawiono zaimplementowang w $Srodowisku Apache Spark platforme SeQuila,
ktoéra umozliwia wydajne obliczanie gtebokosci pokrycia. Wydajnosc¢ i skalowalnos¢ przedstawionego
rozwigzania pozwala na prowadzenie obliczert obejmujacych cate egzomy i genomy, dziatajgc lokalnie
lub na klastrze komputerowym. Wkfad Autora rozprawy polegat m.in. na przeprowadzeniu testow
i pordwnaniu wynikow z biezagcymi rozwigzaniami.

[P5] W pracy tej przedstawiono hybrydowy algorytm asemblacji de novo genomu oparty na
komplementarnych technologiach i metodach sekwencjonowania, m.in. lllumina paired-end, lllumina
mate-pair oraz Oxford Nanopore Technology. Analizujgc rzeczywisty genom tasiemca szczurzego
Autorom udato sie udowodni¢, iz doktadniejsze i diuzsze wynikowe sekwencje DNA pozwalajg
w lepszy sposéb analizowac¢ powtarzalne regiony DNA. Wkfad Autora rozprawy polegat m.in. na
przeprowadzeniu badan i analiz towarzyszgcych wykonywanym pracom.

Podjecie tych problemdéw oraz opracowanie dla niech odpowiednich podejsé algorytmicznych, uwazam
za istotne osiggniecie Autora i zaliczam do oryginalnych wynikéw przedstawionych w rozprawie. Udziat
procentowy oraz wkiad Autora rozprawy zostaly potwierdzone oswiadczeniami podpisanymi przez
wspotautoréw publikacji. Wyniki przeprowadzonych prac badawczych zostaty opublikowane w 5
artykutach w liczacych sie w dziedzinie informatyki (i bioinformatyki) czasopismach, m.in. BMC
Bioinformatics (1F=2.217, 140 pkt. MNiSW), Giga-Science (IF=7.267, 200 pkt.), Scientific Data (IF=5.305, 140
pkt.) i BioMed Research International (IF=2.583, 70 pkt.). Dorobek ten uzupetnia 10 artykutow
opublikowanych w materiatach konferencyjnych, 3 wystgpienia konferencyjne, 10 wystgpien plakatowych.
Na uwage zastuguje udziat w licznych projektach o charakterze naukowym oraz nagrody (np. za najlepszy
plakat na Sympozjum Polskiego Towarzystwa Bioinformatycznego). Swiadczy to w mojej opinii o istotnosci
podjetego problemu oraz wyraznym wktadzie Pana Wiktora Kusmirka w rozwdj tego obszaru informatyki.

5. Czy Autor wykazat umiejetno$¢ poprawnego i przekonywujacego przedstawiania uzyskanych przez
siebie wynikéw /zwieztosé, jasnosé, poprawnosé redakcyjna rozprawy/?

Realizujgc prace Pan Wiktor Kusmirek wykazat dobre opanowanie umiejetnosci przedstawiania
uzyskanych przez siebie wynikédw. Same idee zostaly zaprezentowane w sposdb dos¢ jasny,
sformalizowany i poparty przyktadami, i co niezwykle istotne, poprzedzone szeroky analizg rozwigzan
dotychczas zaprezentowanych na swiatowym forum naukowym. O ile forma prezentacji nie budzi
wiekszych zastrzezen, uwazam, ze w samym autoreferacie dobrze bytoby przesungc¢ pewien fragment
teoretyczny lub umiesci¢ ogdlne wprowadzenie do tematyki zanim zdefiniuje sie cele i tezy pracy.
Pozwolitoby to czytelnikowi lepiej odnalez¢ sie w tematyce rozprawy bez koniecznosci wracania do raz juz



przeczytanych fragmentow, ktdre w pierwszym czytaniu mogg brzmie¢ dos¢ enigmatycznie. Uwaga ta
dotyczy gtdwnie rozdziatu 1, w ktérych Pan Wiktor Kusmirek prezentuje m.in. cele i tezy, a nastepnie
motywacje do prowadzenia badan w obranym przez siebie obszarze. Oceny skutecznosci rozwigzania
dokonano w oparciu o publicznie dostepne dane z sekwencjonowania DNA (m.in. z bazy NCBI, 1000
Genomes). Wyniki oceny skutecznosci opracowanych rozwigzan danej klasy zostaty przeanalizowane
i skomentowane w przedstawionych artykutach P1-P5 przedtozonej rozprawy pokazujac, ze poszczegdlne
modyfikacje umozliwiajg poprawe jakosci osigganych wynikdw w poréwnaniu z wybranymi i dostepnymi
metodami. Od strony redakcyjnej zaréwno autoreferat, jak i prace P1-P5 sg w wiekszosci napisana
w dobrym stylu i czyta sie jg z tatwoscig, chociaz znalaztem w samym autoreferacie rowniez kilka btedéw,
tzw. literéwek.

6. Stabe strony rozprawy i jej gtéwne wady?

Przedstawione prace sg bardzo ciekawe i dotyczg istotnych probleméw dziatania algorytmoéw analizy
sekwencji DNA. Uzupetnia je autoreferat, ktéry zawiera najwazniejsze konkluzje wyptywajace
z przeprowadzonych prac badawczych. Nie znalaztem w tych dokumentach istotnych uchybien, poza
wspomnianym brakiem popularno-naukowego wstepu do tematyki rozprawy na poczatku samego
autoreferatu. Uwaga ta nie ma charakteru znaczaco krytycznego i nie umniejsza znaczeniu osiggnieé
Autora rozprawy. Z punktu widzenia jezykowego zastanowito mnie natomiast uzycie w autoreferacie
okreslenia ,,assemblingu DNA” zamiast pojecia ,, asemblacji” — moze stanie sie to przyczynkiem do szerszej
dyskusji, ktora mogtaby sie wywigzaé podczas obrony niniejszej rozprawy.

7. Jaka jest przydatnosc rozprawy dla nauk technicznych?

Uwazam, ze przedtozona rozprawa doktorska Pana Wiktora Kusmirka wpisuje sie w biezgce problemy
bioinformatyki i genomiki funkcjonalnej. Opracowanie réznych algorytmoéw szacowania liczby kopii DNA
pozwolito Autorowi na poprawe jakosci procesu asemblacji sekwencji DNA w stosunku do istniejgcych
rozwigzan opublikowanych w swiatowe;j literaturze, co przektada sie bezposrednio na tworzenie lepszych
rozwigzan w tym obszarze. W ten sposdb zaproponowane rozwigzania rozszerzajg spektrum istniejgcych
rozwigzan stosowanych w analizie danych sekwencyjnych pozyskiwanych technikami wielkoskalowymi.
Potwierdzaja to publikacje, ktérych Pan Wiktor Kusmirek jest autorem, opublikowane przez wiodgce
wydawnictwa, takie jak Nature oraz Oxford.

8. Do ktorej z nastepujacych kategorii Recenzent zalicza rozprawe:

a/ nie spetniajagca wymagan stawianych rozprawom doktorskim przez obowigzujace przepisy
b/ wymagajgca wprowadzenia poprawek i ponownego recenzowania

¢/ spetniajgca wymagania

d/ spetniajgca wymagania z wyraznym nadmiarem

e/ wybitnie dobra, zastugujgca na wyréznienie




Reasumujac, bardzo dobre wyniki osiggniete przez Pana Wiktora Kusmirka w trakcie realizowanych przez
niego badan pozwalajg potwierdzi¢ gtdwne tezy rozprawy przedstawione w rozdziale 1.1 autoreferatu.
Wyniki badan pokazuja, ze techniki oraz metody zaproponowane przez Pana Wiktora Kusmirka mogg
przyczyni¢ sie do znaczgcej poprawy jakosci asemblacji DNA i kompletnosci danych genetycznych
poddawanych dalszej analizie. Wartos¢ tych metod zostata dostrzezona przez srodowisko naukowe, co
potwierdzajg opublikowane prace, wchodzgce w sktad przedstawionego cyklu gtéwnego. Uwazam zatem,
ze przedstawiona rozprawa co najmniej z wyrainym nadmiarem speftnia wymagania stawiane
rozprawom doktorskim okreslone w obowigzujgcych przepisach, a nawet jest wybitnie dobra i zastuguje
na wyrdznienie. Wnosze o dopuszczenie Doktoranta do publicznej obrony.
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