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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr inz. Macieja Dlugosza pt.
,,JKorekcja danych z sekwencjonowania genomow”

1. Wprowadzenie

Rozprawa doktorska przedstawiona do recenzji zostata wykonana pod kierunkiem prof. dr hab.
inz. Sebastiana Deorowicza na Wydziale Automatyki, Elektroniki i Informatyki Politechniki
Slaskiej. Jest ona z zakresu technik informatycznych i bioinfromatyki i dotyczy opracowania,
implementacji 1 testowania nowego algorytmu korekcji odczytow pochodzacych
z wysokoprzepustowego sekwencjonowania genomow w technologii [lluminy.

W pracy mozna wyr6zni¢ nastgpujace rozdziaty:

1. Wstep, w ktérym podsumowano tre$¢ pracy doktorskie;.

2. Genomy i ich sekwencjonowanie, gdzie nakre$lono podstawy biologii molekularnej
w kontekscie sekwencjonowania materialu genetycznego, jak réwniez zwigzle
omowiono najbardziej popularne technologie sekwencjonowania.

3. Kontekst informatyczny, w ktorym omoéwiono problem korekcji odczytow od strony
algorytmiczne;.

4. Algorytmy korekcji odczytow genomow, w ktorym wykonano przeglad literatury pod
katem istniejgcych algorytméw korekcji odczytow z sekwencjonowania DNA, jak
rowniez algorytméw pomocniczych, na przyklad stluzacych do generowania
symulowanych odczytow.

Kolejne dwa rozdzialy to Nowa metoda korekcji oraz Badania eksperymentalne, ktére stanowig
rdzen rozprawy doktorskiej oraz podstawg¢ do ubiegania si¢ o stopien naukowy doktora. W
rozprawie wyrézni¢ mozna ponadto Spis tresci, Podsumowanie, Bibliografie, Dodatek A:
Wybrane pseudokody, Dodatek B: Szczegdlowe informacje o eksperymentach, Dodatek C:
Dodatkowe wyniki eksperymentow, Spis symboli i skrotow (samych symboli naliczono 305), Spis
rysunkow, Spis tabel oraz Spis pseudokodow. Catos¢ liczy 409 kolejno ponumerowanych stron.
Poszczegdlne rozdziaty sa ze sobg spdjne i1 tworza logiczng cato$¢. Biledy jezykowe czy
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edytorskie pojawiaja si¢ niezwykle rzadko. Podsumowujac, od strony formalnej praca jest
napisana w sposob niemal perfekcyjny.

Ponizej  przedstawiono  krotka  charakterystyk¢  wynikéw 1 wnioskéw  autora
z rozdzialow Nowa metoda korekcji i Badania eksperymentalne.

2. Omowienie osiagnie¢ mgr inz. Macieja Dlugosza przedstawionych
w rozprawie doktorskiej

Postawiono nastepujace tezy:

1. Zastosowanie niektoérych nowoczesnych metod korekcji odczytdw sekwencjonowania
genomow pozwala na redukcje liczby bledow powstatych w trakcie sekwencjonowania
oraz poprawe jakosci wynikow algorytmow przetwarzania odczytow, wliczajac w to
detekcje wariantow genomowych przy niskiej gtebokosci sekwencjonowania.

2. Mozliwe jest opracowanie nowego algorytmu korekcji, zapewniajacego lepszy od
istniejacych algorytmow bilans skutecznosci wzgledem zapotrzebowania na zasoby, a
przy tym niskie ryzyko ewentualnej degradacji jakosci danych.

W zwigzku z druga tezg, za cel postawiono opracowanie algorytmu, ktory bedzie jak najbardziej
skutecznie dokonywal korekty jakosci danych, przy jednoczesnym zachowaniu szybkosci
przetwarzania 1 umiarkowanego zapotrzebowania na pami¢¢. Wazne bylo rowniez, aby algorytm
byt mato wrazliwy na niedoskonato$ci modelowania danych sekwencjonowania 1 mial dobrg
pesymistyczna czasowg zlozonos¢ obliczeniowa. Dazono tez do tego, by ograniczy¢ do
minimum ewentualne trudnos$ci techniczne zwigzane z korzystaniem z algorytmu.

Opracowany algorytm, oparty na spektrum k-merow, okreslono mianem RECKONER.

Okazalo sig, ze umozliwia on osiggnigcie wynikow o dobrej jakosci, a w niektorych przypadkach
nawet najlepszych sposrdd szeregu analizowanych algorytmow. Jego implementacja cechuje si¢
rowniez relatywnie szybkim dzialaniem i zdolnoscia do skalowania dzigki mozliwo$ci
przetwarzania rownoleglego, przy zachowaniu rozmiaru pamigci proporcjonalnego do
sekwencjonowanego genomu. W trakcie przygotowania i implementacji algorytmu szczegdlna
uwage zwrocono na jego uzytkowanie, w tym cze$ciowa automatyzacje doboru podstawowych
parametrow oraz eliminacj¢ probleméw obserwowanych w innych algorytmach,
a wyszczegolnionych przez autora pracy.

W ramach tego algorytmu wprowadzono innowacyjne rozwigzania, m.in.:
1. SposOb pamigciowej reprezentacji rozwigzan czgsciowych.
2. Korekcje bledow typu indel przy pomocy metody z powrotami.

3. Uwzgledniono liczebnos¢ k-meréw w odczytach wejsciowych.
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4. Dopuszczono obecno$¢ w wynikowych odczytach sekwencji k-merow, ktore nie nalezg
do danych wejsciowych.
5. Wprowadzono staranng korekcje przy natrafieniu na symbole o niskiej jakosci.

Aby osiggnac¢ wysoka szybkos¢ algorytmu, zastosowano rozne strategie, takie jak:

1. Ograniczenie liczby rozwazanych przypadkow lub uzyskiwanych wynikéw czgsciowych.

2. Wykorzystanie zrownoleglenia.

3. Delegowanie przetwarzanie zbiorow k-meréw do specjalistycznych narzedzi, takich jak
KMC 1 KMC tools.

Dodatkowo, uwzgledniono mozliwos¢ kompresji wynikow, jak réwniez wykorzystano
rozwigzania znane z istniejgcych wcze$niej algorytméw, aby poprawi¢ wyniki poprzez
synergiczne ich polgczenie, w szczegdlnosci wykorzystano oligomery o dwoéch dlugosciach w
procesie korekcji i weryfikacji wynikéw oraz dostosowano metod¢ okreslania progu obcigcia
spektrum k-merow.

Trzeba jednak zaznaczy¢, ze istnieje ryzyko zwigkszonego zapotrzebowania na pamigé przy
korekcji odczytow organizméw o bardzo duzych genomach, cho¢ inne narz¢dzia oczywiscie tez
nie sg bez wad. Na przyklad algorytm BFC cechuje si¢ umiarkowang skuteczno$cig korekcji
odczytow z sekwencjonatora NovaSeq, za$ algorytm Karect wymaga stosunkowo duzego
zapotrzebowania na pamig¢.

RECKONER, razem 2z dziewigcioma innymi narzgdziami (znanymi wczesniej), zostal
przetestowany eksperymentalnie, aby oceni¢ zuzycie zasobow oraz uzyskiwane wyniki
dotyczace samej korekcji odczytow, jak rowniez jej wplyw na wyniki uzyskiwane w
specjalistycznych aplikacjach bioinformatycznych, jak skladanie genoméw de novo czy
wykrywanie wariantow genomowych. Testy przeprowadzono zar6wno na rzeczywistych
odczytach dostgpnych w publicznych bazach danych, jak i na odczytach generowanych in silico.
Na podstawie uzyskanych wynikow stwierdzono, ze korekcja zazwyczaj poprawia wyniki
osiggane w eksperymentach bioinformatycznych, zwilaszcza w przypadku asemblacji de novo i
przy niewielkiej glteboko$ci sekwencjonowania - w tym Swietle mozna uznaé pierwsza tezg
przedstawiong przez autora za potwierdzong.

Wyniki uzyskane dla algorytmu RECKONER wskazujg na jego do$¢ dobrg skuteczno$¢ we
wszystkich rozpatrywanych przypadkach (pogorszenie jako$ci danych zdarzalo sig
sporadycznie). Razem z wyzej wymienionymi cechami algorytmu RECKONER mozna
stwierdzi¢, ze oferuje rozsadny kompromis migdzy jakoscia wynikéw a zuzyciem zasobow
obliczeniowych. Wszystko to stanowi potwierdzenie drugiej tezy przedstawionej w pracy.

Warto nadmieni¢, ze przedstawiony nowy algorytm oraz wyniki eksperymentéw postuzyly do
przygotowania artykutu opublikowanego w czasopi$mie Bioinformatics, a drugi artykut jest w
trakcie recenzji. Prace nad tymi tematami zaowocowaly takze rozdzialami w monografiach oraz
plakatami prezentowanymi na konferencjach naukowych.
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Rozprawa doktorska napisana jest w przejrzysty sposob, a od strony merytorycznej nie mam
wigkszych uwag. Chcialbym jednak, zeby autor rozprawy odpowiedzial na nast¢pujace trzy
pytania podczas publicznej obrony:

Algorytmy i narzedzia, takie jak Reckoner, Lighter, Blue, nie przyjely si¢ jako
komponenty standardowych potokéw analitycznych stuzacych do obrébki danych
pochodzgcych z sekwencjonowania wysokoprzepustowego (NGS). Raczej wykonuje si¢
filtrowanie wzgledem wspolczynnikow jakosSci  przypisanych  poszczegdlnym
nukleodydom (ang. quality filtering). Z czego to wynika? Czy potencjalne korzysci sg
niewielkie w stosunku do potrzebnych zasobéw obliczeniowych, a moze nalezaloby
bardziej ,,wypromowac” korekcje odczytéw jako wazny skiadnik analizy danych NGS?
Czy jest technicznie mozliwe opracowanie uniwersalnego narzedzia, ktore
wykonywatoby korekcj¢ odczytow z dowolnego sekwenatora i dowolnej techniki (np.
RNA-Seq, WGS), np. zakladajac uprzednie wytrenowanie algorytmu na wszystkich
mozliwych kombinacjach takich wariantow? Poniewaz wcigz pojawiajg si¢ nowe
technologie sekwencjonowania i nowe sekwenatory, taka cecha narzedzia bytaby
pozadana.

Bledy w odczytach sa niekiedy cechg pozadang w aplikacjach bioinformatycznych, jak
np. wykrywanie modyfikacji epitranskryptomicznych w oparciu o sygnatury bledow
generowanych na etapie odwrotnej transkrypcji, a wigc w trakcie przygotowywania
probek RNA do sekwencjonowania (Tan KT et al. Repurposing RNA sequencing for
discovery of RNA modifications in clinical cohorts. Sci Adv. 2021 Aug
4;7(32):eabd2605. doi: 10.1126/sciadv.abd2605). Ogolnie, dane transkryptmiczne sg
moim zdaniem trudniejsze pod katem korekcji, niz genomowe — prosz¢ o komentarz.

3. Whnioski

Zgodnie z obowigzujacymi przepisami, wliczajac art. 187 ust. 3 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r.
Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce, recenzja rozprawy doktorskiej powinna zawierac
jednoznaczng odpowiedz na ponizsze trzy pytania:

1.

Ocena wraz z uzasadnieniem, czy rozprawa doktorska prezentuje ogolng wiedz¢
teoretyczng osoby ubiegajgcej si¢ o nadanie stopnia doktora w okreslonej dyscyplinie
albo dyscyplinach

Przedstawiona rozprawa doktorska w sposob jednoznaczny pokazuje wystarczajaca wiedzg
pana mgr inz. Macieja Dlugosza w zakresie technik informatycznych, algorytmice, a takze
wielkoskalowej obrobce danych oraz powigzanych aspektow biologii molekularnej, co
wnioskuje na podstawie przedtozonych do oceny wynikéw, jak rowniez wprowadzenia
teoretycznego, stanowigcego wstep do rozprawy.

Ocena wraz z uzasadnieniem, czy rozprawa doktorska wykazuje umiejetnosé
samodzielnego prowadzenia pracy naukowej lub artystycznej przez osob¢ ubiegajacy
si¢ 0 nadanie stopnia doktora

Stronad4z 5



UNIWERSYTET IM. ADAMA MICKIEWICZA W POZNANIU

uAM Wydzial Biologii

Autor rozprawy doktorskiej odegrat pierwszoplanowg rol¢ w planowaniu i implementacji
badan, jak réwniez interpretacji uzyskanych wynikéw. Jest to dodatkowo potwierdzone
czterema publikacjami i monografiami wymienionymi w pracy, w ktorych doktorant jest
pierwszym autorem.

3. Ocena wraz z uzasadnieniem, czy rozprawa doktorska stanowi oryginalne rozwigzanie

problemu naukowego, oryginalne rozwigzanie w zakresie zastosowania wynikow
wlasnych badan naukowych w sferze gospodarczej lub spolecznej albo oryginalne
dokonanie artystyczne.
Uzyskane wyniki 1 ich walory merytoryczne, skrotowo scharakteryzowane wyzej,
pozwalajag jednoznacznie stwierdzi¢, Ze rozprawa doktorska przedstawia oryginalne
rozwigzanie problemu badawczego. W szczegodlnosci nalezy tutaj wskaza¢ zaprojektowanie
1 implementacj¢ szeregu innowacyjnych rozwigzan algorytmicznych, wraz z ich
przetestowaniem na rzeczywistych i symulowanych danych biologicznych.

4. Podsumowanie

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska, w tym wyniki uzyskane przez doktoranta, mogg
by¢ przedmiotem zainteresowania spolecznosci naukowej i potencjalnie stanowig warto$ciowy
wkiad do ulepszenia metod obrobki danych pochodzacych z wysokoprzepustowego
sekwencjonowania genomow. Stwierdzam, ze rozprawa doktorska speinia warunki okre$lone
w Ustawie z dnia 20 lipca 2018 roku prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. z 2018 r.
poz. 1668 ze zm.) oraz Ustawie z dnia 3 lipca 2018 r. Przepisy wprowadzajgce ustaw¢ — Prawo
o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. z 2018 r poz. 1669 ze zm.) i wnioskuj¢ o
dopuszczenie pana Macieja Dlugosza do dalszych etapow postgpowania o nadanie stopnia
doktora, jak réwniez wyréznienie stosowng nagrodgq.
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