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Rozprawa przedstawia nowe algorytmy do analizy sekwencji genetycznych, m.in. do szacowania
powtdrzonych kopii DNA wykorzystujgc rézne dostepne technologie sekwencjonowania. W pracy
opisano mozliwosci poprawy wynikow istniejgcych narzedzi poprzez wiasciwy dobér probek
referencyjnych oraz przedstawiono nowy algorytm do assemblingu de novo fragmentéw
powtarzajgcych sie motywow. Dodatkowo, rozprawa zawiera opis nowych metod fgczenia
odczytow z sekwenatoréw drugiej i trzeciej generacji oraz opis nowej aplikacji do liczenia
gtebokosci pokrycia. Praca zawiera rowniez prezentacje zalety taczenia wynikéw assemblingu
de novo.
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Tematyka badawcza

Recenzowana rozprawa doktorska przedstawia wyniki badan dotyczgce analizy sekwencji genetycznych, w
szczegblnosci sekwencji ktore zawierajg powtarzajace sie fragmenty. Prace nad odczytaniem sekwencji catego
genomu dla réznych organizméw trwajg od lat. Jednym z najbardziej spektakularnych osiggnie¢ byto
odczytanie sekwencji genomu ludzkiego na poczatku dwudziestego pierwszego wieku. Proces ten zajat
woweczas okoto 15 lat i pochtonat 3 mld dolaréw. Dzieki rozwojowi technologii, znacznie przyspieszony zostat
proces sekwencjonowania, czyli odczytywania sekwencji DNA, a takze drastycznie zmniejszone zostaty koszty,
umozliwiajgc na sekwencjonowanie genomu cztowieka ponizej 1000 dolaréw i w czasie nie dtuzszym niz kilka
dni. Obecnie na rynku znajdujg sie dwie wiodgce technologie: sekwencjonowanie nowej generacji (NGS), ktore
pozwala uzyskac kilkusetnukleotydowe sekwencje o bardzo dobrej jakosci, oraz sekwencjonowanie trzeciej
generacji (TGS), dzieki ktérej mozna uzyskac dtugie sekwencje (do kilkudziesieciu, a nawet kilkuset, tysiecy
nukleotydéw) o troche gorszej jakosci. Najwiekszym wyzwaniem odczytywania sekwencji genomow s3
powtarzajace sie fragmenty sekwencji, lub sekwencje o bardzo niskim stopniu skomplikowania, co znacznie

utrudnia proces asemblacji, czyli sktadania sekwencji genomu z krdétkich fragmentéw pochodzacych z



sekwencjonowania. Warto zwrdéci¢ uwage, ze pomimo iz sekwencja genomu ludzkiego znana jest od kilkunastu
lat, to nadal zawiera nieodczytane fragmenty, ktdre sg efektem powtdrzen.

Kolejng trudnoscig jest fakt, iz genomy organizmdw tego samego gatunku rdéznig sie miedzy sobg. Zmiany moga
by¢ krétkie: jedno- lub kilku- nukleotydowe (SNP oraz INDEL) oraz mogg obejmowac obszar wielu milionéw
nukleotydéw. W obrebie najwiekszych zmian, tak zwanych wariantdw strukturalnych (SV), mozemy rozréznié
delecje, duplikacje, inwersje, insercje oraz translokacje. Najczestsze réznice sg najkrétsze i najtatwiejsze do
wykrycia. Dla przyktadu w organizmie ludzkim wystepuje okoto 3 min SNP, czyli Srednio 1 na 1000 nukleotydéw
jestinny niz w genomie referencyjnym. Znacznie rzadsze zmiany SV wykrywane s dzieki nowym technologiom
sekwencjonowania. Wyrdzniamy dwa gtdwne podejscia: mapowanie do sekwencji genomu referencyjnego,
oraz asemblacja de novo bez wykorzystania genomu referencyjnego. W pierwszym podejsciu sprawdzane sg
sparowane odczyty (PEM), odczyty nie mapujace sie w catosci do genomu (SR), a takze badana jest gtebokos¢
pokrycia (RD). To dzieki badaniu gtebokosci pokrycia, a takze asemblacji de novo mozna wykry¢ zréznicowanie
liczby kopii fragmentéw DNA, tzw CNV, ktére jest szczegdlnym przypadkiem SV obejmujacym delecje oraz
duplikacje. Badania w tym zakresie pokazaty, ze niektére fragmenty genomu sg bardziej podatne na CNV, oraz
ze mogg wptywac na ekspresje gendw. Tematyka recenzowane]j pracy doktorskiej wpisuje sie w tematyke

odczytywania genomu de novo oraz wykrywania powtarzajacych sie fragmentdw badanych sekwencji.

Zakres pracy i wktad autora

W pracy doktorskiej mgr W. Kusmirek zajat sie szacowaniem liczby kopii fragmentow sekwencji w genomie.
Autor przetestowat narzedzia do szacowania CNV na podstawie danych sekwencjonowania cato-eksomowego
(WES). Sekwencjonowanie WES polega na wstepnym wyselekcjonowaniu fragmentow DNA obejmujgcych
eksony, powieleniu tychze fragmentdw DNA, a nastepnie ich sekwencjonowaniu. Pozwala to na pokrycie
genomu tylko w wybranych obszarach, ktére tworza niejako okna, w genomie. Zaproponowane narzedzie
SeQuila-cov pozwala na znacznie szybsze obliczanie gtebokosci pokrycia w zdefiniowanych oknach niz
istniejgce narzedzia. Autor rozprawy przetestowat réiny dobdr préobek referencyjnych, ktére beda
wykorzystane do modelowania tta przy obliczaniu gtebokosci pokrycia. Opracowat i zaimplementowat algorytm
do wyboru prébek referencyjnych, ktéry mozna wykorzystaé w aplikacjach nie posiadajacych tego etapu.
Drugi nurt badawczy doktoranta dotyczyt rekonstrukcji de novo sekwencji DNA, wykorzystujgc szacowanie
liczby kopii fragmentow DNA na etapie tworzenia graféw A-Bruijna. Zazwyczaj narzedzia do asemblacji de novo
nie odtwarzajg fragmentow repetytywnych, ze wzgledu na rozgatezienia w grafie, ktdre sg przez nie tworzone,
gdyz w tatwy sposéb mozna potaczyé btedne sekwencje. Opracowane i zaimplementowane narzedzie dnaasm
pozwala na uzyskanie kontigdw réwniez w przypadku powtarzajacych sie sekwencji. Ponadto, doktorant
zaimplementowat narzedzie do tgczenia kontigédw uzyskanych przy uzyciu asemblera dnaasm z dtugimi
odczytami pochodzacymi z sekwencjonowania trzeciej generacji. Pozwolito to uzyskac dtuzsze kontigi o wcigz
dobrej jakosci. Oba te narzedzia zostaty wykorzystane w praktyce podczas sekwencjonowania de novo genomu

tasiemca.



Ocena strony merytoryczne;j

Rozprawa doktorska jest oparta na cyklu pieciu publikacji, ktére ukazaty sie w wysoko punktowanych
czasopismach z listy JCR. Autoreferat z przedstawiong tematyka pracy doktorskiej, opisem publikacji i
osiggnieciami doktoranta zawarty zostat na 55 stronach. Bibliografia sktada sie z 103 pozyc;ji literaturowych.

Rozdziat 1 wprowadza w tematyke zagadnienia, przedstawia aktualny stan wiedzy oraz prezentuje cel
rozprawy i postawione hipotezy badawcze. Opisane zostaty rézne sposoby sekwencjonowania oraz rdznice
miedzy sekwencjonowaniem catego genomu (WGS) oraz catego eksomu (WES). Przydatoby sie umiesci¢ troche
nowsze cytowania dotyczgce stopy btedéw w sekwencjonowaniu trzeciej generacji niz publikacja [24] z 2015
roku, gdyz technologia ONT aktualnie ma znacznie nizszy odsetek btedéw niz 40%. Podobnie dla PacBio
poprawiona zostata jakos$¢ dzieki odczytom HiFi (High Fidelity). Dtugie odczyty o lepszej jakosci pozwalaja
oczywiscie na uzyskanie dtuzszych kontigdw o bardzo wysokiej jakosci. W podrozdziale 1.2.1 przedstawione
zostaty dwa sposoby na obliczanie gtebokosci pokrycia na podstawie danych WES, wraz z dostepnymi
narzedziami. Nastepnie omdwione zostaty sposoby na filtrowanie regiondw o nienaturalnym pokryciu, ktére
bedg zaburzaty dalsze analizy. W kolejnym etapie, normalizacji gtebokosci pokrycia, wykorzystywane sg miedzy
innymi wybrane prébki jako tto modelujace. Autor rozprawy zauwazyt, ze nie wszystkie programy wykorzystujg
pule prébek referencyjnych i jako jeden z celéw pracy postawit sobie przetestowanie réznego sposobu doboru
probek referencyjnych oraz implementacje algorytmu doboru prébek dla aplikacji nie posiadajacych tego
etapu.

Podrozdziat 1.2.2 przedstawia drugg cze$¢ zagadnien poruszanych w pracy doktorskiej obejmujacych
szacowanie gtebokosci pokrycia w trakcie asemblacji de novo. Przedstawione rézne podejscia do wykrywania
wariantéw strukturalnych (SV) zostaty przez autora niestusznie sklasyfikowane jako podejscia do wykrywania
CNV. CNV jest podgrupa SV, a do wykrycia CNV najlepiej postuzy¢ moze badanie gtebokosci pokrycia oraz
asemblacja de novo. Pozostate metody potrafiag wykryé jedynie delecje, natomiast nie potrafig wykry¢
duplikacji. Niewtasciwy zapis pojawit sie takze na Rysunku 1 —zamiast CNV powinno pojawic sie SV. W dalszej
czesci rozdziatu doktorant opisat podejscia do asemblacji de novo oparte na grafach OLC oraz grafach de
Bruijna. W grafie mozna takze zapisac informacje z oszacowaniem ile razy nalezy uzy¢ kazdej krawedzi, dzieki
czemu bedzie mozna rozwigzaé takze problem powtarzajacych sie fragmentéw. W kolejnej czesci podrozdziatu
autor przedstawia rdzne sposoby na tgczenie danych z sekwencjonowania dtugich i krétkich odczytéw. Na
koniec doktorant zaprezentowat swoj wktad w tym obszarze, czyli nowy algorytm asemblacji de novo z
wykorzystaniem informacji szacowanej liczy kopii w celu odtworzenia fragmentu powtarzajgcego sie oraz
algorytm do asemblacji de novo z potgczonymi sekwencjami krétkimi i dtugimi.

Cele pracy oraz hipotezy badawcze zostaty sformutowane zaréwno na poczatku pracy w rozdziale 1.1
oraz na koniec rozdziatéw 1.2.1i1.2.2. W mojej opinii skrétowe przedstawienie zaraz na poczatku pracy moze
by¢ dla czytelnika niezrozumiate, gdyz uzywane sg skréty wczesniej nie wyjasnione. Bardziej wtasciwym bytoby

umieszczenie rozdziatu 1.1 po wprowadzeniu.



Tematem rozdziatu 2 jest szacowanie liczby kopii na podstawie sekwencjonowania eksomu. W pierwszej
czesci omowiona jest publikacja P1, w ktdrej testowano algorytm doboru prébek referencyjnych do 3 réznych
aplikacji, ktére nie posiadaty takiego kroku. Autor zwiezle i klarownie przedstawit najwazniejsze wnioski
wyptywajace z badan dotyczacych réinych sposobdéw wyboru prébek referencyjnych. W drugiej czesci
rozdziatu omodwiona zostata publikacja P4. Doktorant zajmowat sie przeprowadzeniem testow
wydajnosciowych aplikacji SeQuila-cov, wykazujgc ze wykonanie obliczen na wielu rdzeniach znacznie
przyspiesza obliczanie gtebokosci pokrycia w poréwnaniu do innych aplikacji.

W rozdziale 3 omowione zostaty trzy publikacje doktoranta P2, P3, P5 — zwigzane z asemblacjg de novo
zaréwno krétkich, jak i dtugich odczytdw. Wnioski z kazdej publikacji sg przedstawione jasno i klarownie. W
publikacjach P2 i P3 doktorant zaproponowat nowatorskie algorytmy do asemblacji de novo, ktére
uwzgledniajg informacje o gtebokosci pokrycia i s3 w stanie odtwarzaé¢ sekwencje repetytywne. Pozostate
testowane asemblery (ABySS, Velvet oraz SPAdes) w znaczacej mierze nie byty w stanie wykryé powtdrzen
tandemowych (Tabele 4-6 w P2). Mam zastrzezenie odnosnie szacowania zuzycia pamieci i czasu dziatania.
Autor testowat swojg aplikacje na matych genomach bakteryjnych, oraz danych symulowanych, gdzie rozmiar
genomu nie przekraczat 1 miliona bp. Aplikacje (dnaasm i dnaasm-link) mogtyby nie zadziata¢ na danych
pochodzacych z genomu cztowieka o rozmiarze 3 miliardéw bp. Szacowany czas 8h nie jest zbyt wymagajacy,
aby méc przetestowac te aplikacje i sprawdzi¢ ich dziatanie w praktyce na duzych genomach. W drugiej czesci
rozdziatu omoéwione zostata ostatnia z publikacji (brakuje odwotania na stronie 28 do P5) dotyczaca projektu
sekwencjonowania tasiemca szczurzego. Omdwione zostaty kolejne etapy przygotowania odczytdw krétkich
oraz dtugich. Niezrozumiatym jest dla mnie dlaczego odfiltrowane zostaty odczyty poprawnie sparowane? Czy
nie powinny by¢ raczej odfiltrowane odczyty niepoprawnie sparowane? W wyniku przeprowadzonych
eksperymentdéw obliczeniowych udato sie poprawié spdjnosé sekwencji genomu tasiemca. W ostatniej czesci
rozdziatu przedstawiony zostat sposdb asemblacji de novo genomu mitochondrialnego tasiemca z
wykorzystaniem krétkich odczytéw. Pojawia sie pytanie, skoro genom mitochondrialny jest taki krotki (13 kbp),
to czy nie mozna byto wykorzystaé odczytéw Nanopore? Jeden odczyt powinien pokry¢ caty genom mtDNA.

W ostatnim, czwartym rozdziale doktorant oméwit dalsze plany badawcze, w tym automatyzacje
procesu doboru probek referencyjnych, réiny dobdr podzbioru regionéw sekwencjonowania oraz
wykorzystanie metody mapowania optycznego.

Mimo wymienionych uwag oraz pytan bardzo pozytywnie oceniam recenzowang prace doktorska.
Tematyka, cho¢ omdwiona zostata jako dwie odrebne czesci, potgczona jest wspdlnym zagadnieniem
wykrywania réznej liczby kopii fragmentéw DNA, z jednej strony jako obliczanie gtebokosci pokrycia w badaniu
wariantow strukturalnych CNV, z drugiej jako szacowanie liczby powtarzajgcych sie fragmentow w asemblacji
de novo. Doktorant ma rozeznanie w tematyce sposobdéw wykrywania sekwencji repetytywnych. Wykazat sie

zaréwno wiedzg z zakresu informatyki, biegtoscig w implementacji algorytmow, skalowalnosci obliczen, czy tez



teorii graféw, a takze wiedzg w zakresie biologii, znajomoscig najnowszych technologii sekwencjonowania,

charakterystyka ztozonosci sekwencji DNA.

Ocena od strony redakcyjnej
Na recenzowang prace doktorskg sktada sie zaréwno cykl publikacji oraz 20-stronicowe streszczenie. Odnosnie
publikacji — nie mam uwag. Streszczenie jest napisane starannie. Doktorant ma czasami tendencje do
budowania bardzo dtugich zdan ztozonych, ktére nie pasujg do siebie i powinny by¢ rozbite na kilka krétszych
zdan. Podziat pracy na rozdziaty jest prawidtowo dobrany, dzieki czemu czytelnik w tatwy sposéb orientuje sie,
co mozna znalez¢ w ktérej publikacji. Mgr Kusmirek uzywa w pracy stow, ktére w dziwny sposdb zostaty
przettumaczone z jezyka angielskiego, lub nie zostaty w ogdle przettumaczone:

e Uzywany w pracy czesto ‘assembling de novo’ z angielskiego de novo assembly ttumaczy sie na j. polski:
‘asemblacja de novo’

e  Str13: Whole Exome Sequencing (WES) mozna ttumaczy¢ jako ‘petnoeksomowe’ sekwencjonowanie, choc
czesciej spotykane ttumaczenie to catoeksomowe. W pracy pojawia sie dodatkowo stowo
‘petnoeksonowe’, co pewnie jest literowka

e  Str 32: ‘Optical mapping’ nie zostato przettumaczone — powinno by¢: mapy optyczne lub mapowanie
optyczne

Autor nie ustrzegt sie takze przed nielicznymi btedami gramatycznymi, sktadniowymi i interpunkcyjnymi:

e  Str. 10:,Zaprojektowac i zbadac nowg, wydajng implementacje algorytmu” powinno by¢ , Zaprojektowac
i przetestowacé nowg, wydajng implementacje algorytmu”

e  Str. 10:,,do taczenia wynikéw assemblingu de novo krétkich odczytow przez dtugie odczyty” powinno by¢
,do tgczenia wynikéw asemblacji de novo krétkich odczytéw za pomocg dtugich odczytow”

e  Str 11. ,Kazda z wymienionych hipotez zostata udowodniona, rozwigzania opublikowatem” zdanie zbyt
dtugie, powinno by¢ rozbite : ,Kazda z wymienionych hipotez zostata udowodniona. Rozwigzania
opublikowatem...”

e  Strl11l.,Przyktadowo, niektére funkcje gendw moga by¢ modulowane przez zmiane liczby powtdrzen DNA,
proces ten umozliwia...” Zdanie dtugie, wymaga podzielenia na 2 zdania. Ponadto nie wiadomo o jaki
proces chodzi.

e  Str 13:,odpowiadajg czescig kodujgcym” powinno by¢ ,,odpowiadajg czesciom kodujgcym”

e  Str14.,Istotng role w poznaniu takich sekwencji majg algorytmy.” Nie wiadomo o jakie algorytmy chodzi

e  Str 14-15 ,Narzedzia rdznig sie czasem dziatania, oprdcz réznych algorytmodw sg implementowane przy
pomocy réznych jezykdw programowania, ponadto nie wszystkie aplikacje posiadajg implementacje
zréwnoleglenia obliczen.” Zdanie, ktdre spokojnie moze zostaé podzielone na 3 odrebne. Dodatkowo

Srodkowa czes¢ zdania wymaga zmiany, aby byta zrozumiata.



Str. 16: ,,nowg, rozproszong implementacja procesu” powinno by¢ ,,nowg rozproszong implementacje
procesu”

Str. 26: ,zwieksza prawdopodobieinstwo odtworzenie sekwencji” powinno by¢ ,zwieksza
prawdopodobienstwo odtworzenia sekwencji”

Str. 26: ,Nastepnie jest budowany graf pofaczen w ktérym wierzchotkami sg kontigi a krawedziami”
powinno by¢ ,,Nastepnie jest budowany graf pofaczen, w ktérym wierzchotkami sg kontigi a

krawedziami”

Szereg btedédw edycyjnych pojawito sie takze w cytowaniach literaturowych, wynikajacych

najprawdopodobniej z formatowania Latex’a. sg to btedy typu: duze/mate litery.

W [3],[5] i [9] DNA pojawia sie w tytule matymi literami: ‘dna’

W [95] CNV w tytule pojawia sie matymi literami: ‘cnv’

Czasopisma typu PLOS pisze sie pierwszy czton duzymi literami, drugi zaczyna z duzej litery: PLOS Genetics
[1], PLOS ONE [13,36], PLOS Computational Biology [42, 58]

Czasopismo Genome Research pisze sie z duzych liter [32,43,48,49,55,62,69]

Podobnie Nucleic Acid Research [22,28,35,53]

Czasopismo BMC Bioinformatics — drugi czton z duzej litery [47,72,86,93,100]

Réwniez niepoprawna pisownia czasopism: Genome Biology, Genome Research, Nature Genetics,
GigaScience, Journal of Molecular, Biology, Molecular Cell

Tytuty artykutéw powinny zaczynac sie z duzej litery, a kolejne wyrazy z matych liter [63,67,70,78,82,85]

Powyzsze usterki nie majg znacznego wptywu na jakos¢ i czytelno$é pracy i nie umniejszajg jej wartosci. Nie

zmieniajg réwniez mojej pozytywnej oceny recenzowanego doktoratu.

Whioski korncowe

W moim przekonaniu autor recenzowanej pracy doktorskiej wykonat, szereg skomplikowanych badan.

Zaproponowat, zaimplementowat i przetestowat algorytmy, ktére w znaczny sposéb moga przyspieszyé

obliczenia, a takze poprawic jako$¢ uzyskiwanych sekwencji wynikowych zawierajgcych powtdrzenia. Wykazat

sie wiedzg z zakresu matematyki, informatyki, biologii oraz bioinformatyki, ktérg potrafit zastosowaé w

praktyce. Recenzowana praca zawiera oryginalne rozwigzania problemu powtdrzen w sekwencjach DNA.

Wyniki badan zostaty opublikowane w czterech wysoko punktowanych czasopismach z dziedziny (BMC

Bioinformatics (2x), GigaScience, Scientific Data, BioMed Research International) dajgc sumaryczny

wspotczynnik IF = 19,581. W trzech z pieciu publikacji byt pierwszym autorem z przewazajgcym wktadem pracy.

Ponadto opublikowat 10 artykutéw w materiatach konferencyjnych (International Society for Optics and

Photonics), wystepowat na konferencjach jako referent lub z prezentacjq plakatowga. Na podkreslenie zastuguje

rowniez fakt, iz doktorant uzyskat w 2020 roku grant Preludium przyznany przez Narodowe Centrum Nauki,



oraz grant CYBERIADA-1 finansowany przez Politechnike Warszawska. Uczestniczyt rdwniez w 4 grantach

badawczych oraz réznych kursach o gtebokiej analizie danych biomedycznych.

Stwierdzam, ze praca pana mgr inz. Wiktora Kusmirka pt. ,,Szacowanie liczby powtdérzen fragmentu DNA”
spetnia wymagania stawiane rozprawom doktorskim okreslone w Ustawie o stopniach naukowych i tytule
naukowym oraz stanowi oryginalne rozwigzanie problemu naukowego. Wnosze o dopuszczenie mgr inz.
Wiktora Kusmirka do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Majac na uwadze bogaty dorobek publikacyjny zgromadzony w ciggu 4 lat pracy nad doktoratem oraz fakt
iz zostaty opublikowane w wiodacych czasopismach naukowych, sktadam wniosek o wyréznienie tej pracy

doktorskie;j.

Dr hab. inz. Aleksandra Swiercz

(
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RECENZIA

rozprawy doktorskiej dla
Rady Naukowej Dyscypliny Informatyka Techniczna i Telekomunikacja
dziatajacej
w Politechnice Warszawskiej

Tytut rozprawy: Szacowanie liczby powtérzen fragmentu DNA
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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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.

Norbert Dojer
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