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GRASShopPER - wydajna metoda asemblacji de novo
wykorzystujqca strategie Overlap-Layout-Consensus

1. Problem badawczy i jego znaczenie

Rozprawa poswiecona jest problemowi asemblacji genomoéw z odczytéw z sekwencjonowania DNA
nowej generacji. Asemblacja jest niezbedna do zrekonstruowania sekwencji genoméw organizmow,
poniewaz odczyty z sekwencjonowania maja dtugos¢ istotnie mniejsza od dtugosci chromosoméw -

w najpowszechniej stosowanych techonologiach sekwencjonowania drugiej generacji jest to kilkaset
nukleotydéw wobec milionéw, a nawet setek milionéw nukleotydéw w chromosomach. Co wiecej,
chociaz znane sg juz genomy dla tysiecy gatunkéw, praktyczne znaczenie asemblacji wydaje sie nie
male¢ ze wzgledu na rosnace zainteresowanie genomika nowotwordw, analizami réznorodnosci
genomow w obrebie poszczegdlnych gatunkow itp.

Zarazem asemblacja stanowi wysoce nietrywialny problem badawczy. Wyzwaniem jest z jednej
strony osiagniecie satysfakcjonujacych parametréw jakosciowych (ktére jest szczegdlnie klopotliwe
ze wzgledu na wielo$¢ kryteriow oceny), z drugiej za$ rozmiar przetwarzanych danych (ktéry wymaga
starannego zaprojektowania algorytméw i struktur danych).

Przedmiotem rozprawy jest nowa metoda asemblacji oparta na klasycznym podejsciu Overlap-Layout-
Consensus. Podejscie to bylo wiodace w czasach technologii sekwencjonowania metoda Sangera, po
upowszechnianiu sie drugiej generacji sekwencjowania utracito swoje znaczenie na rzecz graféw de
Bruijn’a, obecnie za$ przezywa swoj renesans w zwiazku z powstaniem technologii sekwencjowania
trzeciej generacji. Przedstawiona w rozprawie metoda przystosowana jest do asemblacji odczytéw z
sekwencjonowania drugiej generacji, ale wydaje sie posiada¢ rowniez duzy potencjat do zastosowania
z odczytami z sekwencjonowania generacji trzeciej.

2. Wktad autora

Rozprawa zawiera opis zastosowanej strategii, implementacje metody w programie GRASShopPER
oraz jej ewaluacje na danych symulowanych i rzeczywistych. Strategia opiera sie na klasycznym
podejsciu Overlap-Layout-Consensus, ale w jego realizacji zastosowano szereg interesujacych
rozwigzan, sposrod ktérych dwa ponizsze uwazam za szczeg6lnie innowacyjne:
* zastosowanie charakterystyk k-merowych do selekcji obiecujacych par odczytéw w fazie
Overlap,
* algorytm znajdowania znaczacych rozwidlen w grafie natozen w fazie Layout.



Program GRASShopPER jest dzielem wieloautorskim, zadeklarowany wklad autora rozprawy
zawiera:

* udzial w opracowaniu ogdlnej koncepcji metody,

e opracowanie szczegotowej koncepcji i implementacje faz Layout oraz Consensus, w tym

wspomnianego wyzej algorytmu znajdowania znaczacych rozwidlen w grafie,

* ewaluacje metody.
Uwazam, zZe jest to wklad znaczacy, w szczegdlnosSci wystarcza on stwierdzenia, ze doktorant wykazat
sie umiejetnoscia rozwigzywania ztozonych probleméw bioinformatycznych, w tym projektowania,
implementacji i ewaluacji przeznaczonych do tego narzedzi.

3. Poprawnos¢

Czes¢ pracy zawierajaca formalng definicje problemu asemblacji oraz podstawy teoretyczne do jej
sformutowania obarczona jest dwoma mankamentami. Po pierwsze, autor przesadnie czesto stara sie
formutowac¢ definicje i stwierdzenia za pomocg wyrazen symbolicznych. Sens tych wyrazen jest mato
czytelny, a ponadto zawieraja one liczne luki i nieScistosci, np.:

* w warunku (3.3.2c) rozwazane zbiory powinny nie tyle mie¢ puste przeciecie, co raczej by¢
parami rozlaczne,

* w warunku (3.3.2d) rozwazana suma zbioréw powinna by¢ réwna IURC (I ) ,

*  wdefinicji 3.4.1:
© kolejnosc indeksdw przy v;; zostala zamieniona wzgledem stosowanej wczesniej,
©  w nieréwnosci (3.4.1b) sumy powinny zosta¢ zastapione przez maksimum, a v, przez

Vi2,

* wyrazenie (3.3.3b) zawiera niezdefiniowany operator trimEnds,

* brakuje wyjasnienia, w jaki sposob funkcja kosztu zdefiniowana wyrazeniem (3.3.3) realizuje
postulowana wiasnos¢, czyli karanie btednych wydtuzen kontigéw zawierajacych obszary
repetytywne,

e algorytm opisany w pseudokodzie 2.4.1
© pomija parametr p w liniach 71 9,

o maksymalizuje funkcje kosztu zamiast ja minimalizowac.
Drugim mankamentem teoretycznej czesci rozprawy jest jej staby zwiazek z czeScia praktyczna.
Kryterium oceny wyniku algorytmu asemblacji, wprowadzone w czesci teoretycznej jako formalna
definicja problemu asemblacji w postaci problemu optymalizacyjnego, nie jest wykorzystane w dalszej
czesci rozprawy. Dobrym uzasadnieniem wprowadzenia takiego kryterium byloby zastosowanie go w
zaproponowanej metodzie badZz w ewaluacji jako$ci wynikéw uzyskanych r6znymi metodami. Jednak
ewaluacja jakosci opiera sie na innych kryteriach, za$ z opisu strategii przyjetej w GRASShopPERze
wynika, Ze kierowano sie raczej zapewnieniem postulowanych wlasnosci rozwiazania problemu niz
optymalizacja proponowanego kryterium. Nawet wyniki dotyczace ztozonosci problemu asemblacji,
przytoczone w ostatnim akapicie rozdzialu wprowadzajacego kryterium, odnosza sie do odmiennego
sformutowania tego problemu.
Powyzsze uwagi nie podwazaja wartosci gtéwnego wyniku pracy, czyli programu GRASShopPER.
Praktyczna cze$¢ rozprawy zawiera staranny opis zastosowanego podejscia i jego implementacji, jak
rowniez rezultaty dos¢ wszechstronnej ewaluacji na danych symulowanych i rzeczywistych. Pewien
niedosyt budzi jedynie brak dyskusji doboru parametréw programu GRASShopPER do specyfiki
danych wejsciowych. W rozprawie przetestowano wptyw na wyniki zar6wno parametréw programu,
jak i wlasciwosci danych wejsciowych, jednak analizy te sq od siebie oderwane. Tymczasem dla
potencjalnego uzytkownika kluczowa jest informacja, jak optymalnie dobra¢ parametry programu do
analizowanych danych. O tym, Ze kwestia ta jest dalece nieoczywista, wydaje sie Swiadczy¢ dobér



parametréw w eksperymentach poréwnujacych GRASShopPER z innymi programami - parametry
zastosowane do asemblacji poszczeg6lnych zbioréw danych znaczaco sie réznia.

4. Wiedza kandydata

Rozdzialy 1-3 rozprawy opisuja istniejacy stan wiedzy na temat problemu asemblacji. Opis ten
zawiera m.in. szeroka prezentacje interdyscyplinarnego tla problemu, ktére obejmuje zagadnienia z
biologii, technologii sekwencjonowania, ztozonosci obliczeniowej, teorii graféw i bioinformatyki.
Zawartos¢ tych rozdziatéw potwierdza rozlegly wiedze doktoranta w zakresie wymienionych dziedzin.
Pewne zastrzezenia mam do prezentacji zagadnien zwigzanych z dopasowaniem sekwencji
biologicznych (sekcja 2.4) oraz z definicjg problemu asemblacji (sekcja 3.3). W obu sekcjach mieszaja
sie klasyczne ujecia omawianych zagadnien z ujeciami alternatywnymi, najwyrazniej
zaproponowanymi przez autora (przynajmniej ja nie odnalaztem ich w referowanych pozycjach z
bibliografii). Te ostatnie z jednej strony wzbudzajq zastrzezenia wymienione powyzej w sekcji
dotyczacej poprawnosci, z drugiej za$ prowadza do konfuzji poje¢ — np. defnicja 2.4.3 wprowadza
pojecie dopasowania, ktore ma odpowiada¢ angielskiemu terminowi multiple sequence alignment,
tymczasem definiowany obiekt jest raczej sekwencja consensusowa dopasowania w sensie
stosowanym powszechnie w literaturze.
Bibliografia pokrywa poruszane w pracy zagadnienia i mozna ja uzna¢ za wyczerpujaca. Pewien
niedosyt budzi brak pozycji prezentujacych w sposéb syntetyczny i ujednolicony dwa zagadnienia:

* dopasowanie sekwencji biologicznych - wiedza na ten temat jest na tyle ugruntowana, ze

zawiera ja niemal dowolny podrecznik do podstaw bioinformatyki,
* asemblacje - jest dostepnych kilka prac przegladowych, warte odnotowania sg takze
publikacje podsumowujgce konkursy Assemblathon.

Mam wrazenie, Ze oparcie sekcji dotyczacych powyzszych zagadnieni na tego rodzaju Zrédtach
mogloby uchroni¢ rozprawe przed zastrzezeniami wymienionymi powyzej.

5. Inne uwagi

* Definicja 2.4.1 jest zupelnie zbedna — lepiej ja usuna¢, a wystgpienia definiowanego pojecia
ztozenie zbioru sekwencji zastapi¢ zwrotem pewna sekwencja.

* Zmienna C’ w pseudokodzie 5.1.1 nie jest zainicjalizowana, a jej znaczenie nie jest
wyjasnione w tekscie, w szczegélnosci na liScie na gorze strony 91 brakuje odpowiedniej
etykiety.

* W opisie nastepujacym po formule (5.1.6) brakuje wyjasnienia, jak warto$ci wy; zalezg od
czasu dodania odczytu s.

*  Wartosci w tabelach 7.5.11 7.5.2 zdaja sie sugerowac, ze scaffold’y sa identyczne z kontigami
— warto to sprawdzi¢ i skomentowac.

* W testach w sekcji 7.7 nie opisano ani testowego zbioru danych, ani wartosci parametréw
nietestowanych w poszczegélnych eksperymentach.

* Na stronie 133 jest napisane, ze precyzja charakterystyk k-merowych wynosi 98% dla okna
rozmiaru 1000, tymczasem na stronie 78 napisano, ze do takiej precyzji wystarcza okno
rozmiaru 60.



6. Podsumowanie

Biorac pod uwage opinie zaprezentowane w poprzednich punktach i wymagania zdefiniowane przez
artykut 13 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym (z p6Zniejszymi
zmianami) moja ocena rozprawy pod wzgledem trzech podstawowych kryteriow ]est nastepu]qca

A. Czy rozprawa zawiera oryglnalne rozw1qzan1e problern naukowego? S
L [ ] [] [ ]
Zdecydowanie Raczej TAK Trudno Raczej NIE Zdecydowanie
TAK powiedzie¢ NIE

B. Czy po przeczytaniu rozprawy zgadzasz sie, ze kandydat posiada og6lna wiedze teoretyczng w
dyscyplinie Informatyka lub Automatyka i Robotyka?
[ ] [ ] [ ]
. Zdecydowanie Raczej TAK Trudno Raczej NIE Zdecydowanie
TAK powiedzie¢ NIE

A

C. Czy kandydat umiejetno$¢ samodzielnego prowadzenia pracy naukowe;j?

[ ] L] [ ] ]

Zdecydowanie Raczej TAK Trudno Raczej NIE Zdecydowanie
TAK powiedziec¢ NIE

Podpis {|




