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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr. inz. Marka Kokota
pt. Wyznaczanie zbioréw podstéw sekwencji nukleotydowych w danych z
sekwencjonowania genomoéw.

I. Problematyka naukowa rozprawy

Recenzowana rozprawa doktorska mgr. inz. Marka Kokota poswiecona jest zagadnieniom
dotyczacym operacji na podstowach, tzw. k-merach, zawartych w sekwencjach
biologicznych. Formalnie, k-mer to podcigg dtugosci & wystepujacy w pewnej ustalonej
sekwencji. Pojecie k-mera jest jednym z podstawowych w bioinformatyce i wystepuje od
dziesigtek lat w szeregu klasycznych probleméw i narzedzi czesto stosowanych w
bioinformatycznych potokach do przetwarzania danych.

W rozprawie centralnym problemem jest zliczanie k-merdw w sekwencjach DNA, ktéry
mozna zdefiniowac nastepujgco: dla ustalonego k i danego zbioru odczytéw DNA podaj
wszystkie k-mery wraz z licznosciami wystepujgce w odczytach. W kontekscie
sekwencjonowania DNA ten problem jest zwykle obarczony dodatkowg trudnoscig
zwigzang z charakterem danych wejsciowych: odczyty z sekwencjonowania podwdjnej
helisy DNA moga takze pochodzi¢ z komplementarnej nici. Dodatkowym problemem
praktycznym jest potencjalnie duzy rozmiar danych wejsciowych osiggajacy np. setki
gigabajtow dla genomu cztowieka. Celem przedstawionej rozprawy byto opracowanie
algorytmoéw wspomagajacych zliczanie k-meréw ze szczegélnym naciskiem na wydajne
czasowo i pamieciowo w praktyce implementacje wraz z zastosowaniami do danych
pochodzacych z sekwencjonowania genomow.

Podejmowana tematyka badawcza nalezy do pogranicza informatyki, matematyki i
bioinformatyki. Warto podkresli¢, ze stosunkowa tatwos$¢ sekwencjonowania w
dzisiejszych czasach powoduje zalew danych, co niestety nie idzie w parze z



mozliwosciami ich analizy nie wspominajgc o przechowywaniu. Zatem kazde podejscie
do optymalizacji potokéw bioinformatycznych jest doskonale umotywowane i bardzo
dobrze wpisuje sie w Swiatowe trendy badawcze.

I1. Zawartos¢ rozprawy

Rozprawa napisana w jezyku polskim sktada sie z 7 rozdziatéw i 3 dodatkéw. Rozdziat
pierwszy to wprowadzenie do rozprawy, w szczeg6lnosci przedstawia tezy, cele oraz
krétkie streszczenie kolejnych rozdziatéw. Rozdziat drugi zawiera podstawy biologiczne
oraz wstep do sekwencjonowania. Rozdziat trzeci wprowadza podstawowe pojecia i
zagadnienia informatyczne powigzane z tematyka rozprawy: struktury danych, problemy
sortowania i przeglad heurystyk optymalizacyjnych. W Rozdziale czwartym Autor
przedstawia istniejgce rozwigzania dot. sortowania, zliczania k-merdéw oraz operacji na
zbiorach k-meréw. Gtéwny wkiad Autora jest przedstawiony w pigtym i széstym
Rozdziale, ktére bardziej szczegétowo opisze ponizej. Rozdziat sioédmy zawiera konkluzje.
Ponadto w rozprawie znajduja sie trzy dodatki z dodatkowymi tablicami wynikéw
eksperymentalnych, szczegétami wotan kompilatora i listg adreséw akcesyjnych danych
genomowych.

IIL. Opinia

Gtéwne wyniki rozprawy sg zamieszczone w dwdch rozdziatach. W Rozdziale 5 znajduje
sie szczegbtowy opis algorytméw wraz z analizg ztozonosci, a w Rozdziale 6
przedstawione sg wyniki eksperymenty obliczeniowych.

Pierwszym algorytmem jest RADULS 1, inspirowany czesciowo algorytmem z pracy
Satisha. Jest to wielowgtkowy algorytm sortowania pozycyjnego, w ktérym stosowany jest
dodatkowy bufor pamieci oraz kilka pozioméw rozmiaréw kubetkéw, dla ktérych
sortowania stosowane sg odrebne strategie. W rozprawie przedstawiona jest takze
wersja tego algorytmu o nazwie RADULS 2, ktéry ma dodatkowy poziom rozmiaréw
kubetkéw i dodatkowe usprawnienia w procedurze buforowania. W ostatnim etapie gdy
rozmiary kubetkéw sg mate, w celu znalezienia najszybszego sposobu sortowania Autor
przeprowadzit szereg eksperymentéw obliczeniowych, ktérych szczegéty sa
zaprezentowane w Rozdziale 6, z uzyciem kilkunastu algorytméw sortowania. W wyniku
eksperymentdw zostat wyznaczony algorytm hybrydowy, ktéry uruchamiania
odpowiednie algorytmy sortowania w zaleznosci od progéw zwigzanych z rozmiarem
klucza, rekordu i tablicy.

Kolejny algorytm to KMC 2 stuzacy do zliczania k-merdw, bedgcy usprawnieniem
algorytmu KMC 1. Usprawnienie polega na dodaniu tzw. sygnatur i (k, z)-meréw, a
gtéwnym celem jest redukcja zapotrzebowania na pamiec¢ dyskowga i operacyjna.
Pierwsze rozwigzanie usprawnia proces grupowania sasiadujgcych k-meréw w tzw.
super-k-mery, ktére wyznaczane sg za pomocg podciggéw nazywanych sygnaturami.
Sygnatury stuzg do zapisu super-k-meréw i istotnie wptywajg na zapotrzebowanie
pamieci dyskowej. Z tego powodu w rozprawie jest poswiecony osobny temat dotyczacy
optymalizacji doboru sygnatur, w ktérej Autor stosuje, m.in., symulowane wyzarzanie do



generowania zbiorédw sygnatur zoptymalizowanych pod katem kilku kryteriéw
wspomagajgcych oszczednos¢ pamieci. Drugie usprawnienie w KMC 2 dotyczy etapu
sortowania k-meréw odczytanych ze zbiorédw super-k-meréw. Tutaj wprowadzony
zostaje etap posredni, w ktérym zamiast k-meréw sortowane sg nieco dtuzsze

(k, z)-mery rozpakowane z super-k-meréw.

W rozprawie jest takze opis algorytmu KMC 3, bedgcego udoskonaleniem algorytmu KMC
2. Gtéwne zmiany to zastosowanie RADULS 1 na etapie sortowania oraz kilka
optymalizacji na poziomie przydziatu watkéw i zréwnoleglania. W Rozdziale 5
przedstawiony jest takze zestaw narzedzi KMC tools.

Czesci algorytmiczne rozprawy, a szczegdlnie fragmenty o KMC 2 i RADULS 1, s
nietrywialne, interesujace i dobrze zaprezentowana mimo dos¢ skomplikowanej materii.
Autor wykazat sie nie tylko w projektowaniu efektywnych wielowgtkowych algorytmoéw z
uzyciem réznych technik optymalizacji, ale takze bardzo dobrg wiedzg dotyczaca
architektur wspétczesnych procesoréw i komputeréw. Warto doda¢, ze Autor posiada
takze wyjatkowe umiejetnosci wykrywania i usuwania waskich gardet w proponowanych
algorytmach.

Przedstawione wyniki teoretyczne dotyczg przede wszystkim analizy ztozonosci czasowej
i pamieciowej zaproponowanych algorytméw. Do kazdego z nich Autor przedstawit
szereg lematéw i twierdzen dla przypadku szeregowego i réwnolegtego. Przedstawione
szacowania sg zazwyczaj przy pewnych dodatkowych zatozeniach dotyczacych np.
rozmiaréw tablic, czy zaleznosci miedzy k-merami. Dodam, ze wprowadzenie uproszczen
jest uzasadnione. Dowody sg skrupulatnie i prawidtowo przeprowadzone, cho¢ mam tu
pewne zastrzezenia natury formalnej. Na przyktad, nalezy zachowa¢ ostroznos¢ w
przypadku szacowan z symbolem O-duze z wieloma parametrami. Dodatkowo niektére z
parametréw czasem traktowane sg jako state i s odpowiednio pomijane w notacji, a
czasem sg powigzane dodatkowymi zaleznosciami. Za najciekawszy i wymagajacy
uwaznej lektury uwazam fragment dotyczacy szacowania ztozonosci algorytmu KMC 2.
Tutaj lekki niedosyt budzg konsekwencje wprowadzonego zatozenia o niezaleznosci
sgsiednich k-merdw, ktére upraszczajg obliczenie kluczowej dla innych szacowan
warto$ci oczekiwanej liczby k-meréw wystepujgcych w (k, z)-merze (Lemat 5.2.12).
Jestem ciekawy, czy Autor rozwazat pozbycie sie tego zatozenia. Wydaje sig, ze obliczenie
tej wartosci w ogélnosci jest mozliwe cho¢ zapewne wymaga wiecej wysitku.

W Rozdziale 6 opisujgcym przeprowadzone eksperymenty obliczeniowe, oprécz
wspomnianych wczesniej testéw algorytméw sortowania matych tablic na potrzeby
opracowania algorytmu hybrydowego i metaheurystyki symulowanego wyzarzania dla
doboru sygnatur, zamieszczone sg wyniki ewaluacji opracowanych algorytméw. Autor
przedstawia wyniki dla réznych wariantéw danych wejsciowych tj. symulowanych i
rzeczywistych, oraz poréwnuje implementacje algorytméw z szeregiem konkurencyjnych
rozwigzan. Eksperymenty sg starannie zaprojektowane, przeprowadzone i dobrze
zilustrowane tabelami i wykresami. Konkluzje i analiza wynikéw sg rzeczowe i nie budza
watpliwosci. Same wyniki pokazuja, ze opracowane narzedzia stanowig doskonatg
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alternatywe wobec istniejgcych rozwigzan. W wielu sytuacjach osiggniete przyspieszenie i
oszczednos¢ zuzycia pamieci w proponowanych rozwigzaniach sg wielokrotnie lepsze
wzgledem konkurencji co wprost potwierdza w praktyce tezy rozprawy postawione przez
Autora. Do tej czeSci mam uwage dotyczacg wystepowania powtdrzen w sekwencjach.
Autor zauwaza i wyjasnia, ze obliczenia dla genoméw z licznymi duplikacjami powodujg
mniejszg przepustowos¢ algorytméw RADULS. To zjawisko bywa znaczgce w kontekscie
ewolucji genoméw dlatego problem wydajnosci algorytméw RADULS powinien by¢
doktadniej zbadany by poznac skale ograniczen, np. przez przeprowadzenie osobnego
eksperymentu poréwnawczego dla genoméw sztucznych i rzeczywistych z réznym
poziomem powtérzen.

Poprawnosc rozprawy i uwagi redakcyjne

Rozprawa mimo obszernosci i wielu szczegétéw technicznych jest bardzo dobrze
napisana, a wyniki we wszystkich aspektach przedstawione sg jasno i zrozumiale.

Wsréd formalnych uwag dotyczgcych warstwy redakcyjnej wymienie brak krétkich
wprowadzen do rozdziatéw i podrozdziatdw z opisem zawartosci. Np. na stronie 78
czytelnik nie wie dlaczego nagle pojawia sie opis algorytmu Satisha, a wcze$niej nie ma o
nim wzmianki. Wiecej uwag zamieszczam ponizej. Dodam, ze ponizsze uwagi nie
wptywajg na zrozumienie i pozytywny odbidr rozprawy.

Str. 13. Do genomu wlicza sie takze DNA mitochondrialne.

Twierdzenie 5.1.11. ZtoZonosc¢ pamieciowa: nie wliczamy rozmiaru wejscia str. 91 w
dowodzie.

Str. 40. Tu brakuje rozwiniecia pojecia probleméw trudnych dla ktdrych rozwigzywania
stosowane sg heurystyki.

Str. 74. W Algorytmie 2. p zamiastn w linii 9i 10.

Str. 37. Drugi paragraf. Uwaga o ztoZonosci quicksort moze by¢ mylaca.
Str 84. conajmniej -> co najmniej

Notacja zbioréw zamiast 1..k powinno by¢1,2, ..., k.

Str. 85. Lepiej napisac o "wersji szeregowej" zamiast uzywact.

Str. 63. By, zamiast By.

67. kiku -> kilku.

Dowdd Lematu 5.1.8. W ostatniej formule powinno by¢ ...=O(R)+O(p’)+..., to oczywiscie
nie zmienia szacowania.

Kod algorytméw (eksponowany) powinien zawierac wiecej komentarzy.
Str. 122. Powinno byc wprost zatoZenie o niezaleznos¢ pozycji w modelu.
Str. 122. Nie jest jasne co oznacza, Zze porzadek k-merdw jest losowy.

Str. 126. W dowodzie (b) dla v = 0 formufa jest nieokreslona.

Str. 128. W Lematach 5.2.10, 5.2.11 i kilku innych nalezy sprecyzowa¢ "Srednia ztozonos¢
czasowa".

Lemat 5.2.12. Tu na poczatku warto wprost napisac, Zze chodzi o zatoZzenia upraszczajgce
modelu dot. niezaleZznosci sgsiednich k-meréw. Dodatkowo, np.: formuta

ng -z’ - Pi(2") = ... tak jak jest opisana moze nie dac¢ wartosci catkowitych dla licznosci
k-merdw. Jest to oczywiscie skrét myslowy, ale tu i w innych miejscach analogiczne
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formuty powinny by¢ opisane formalnie z wartosciami oczekiwanymi dla pewnych
zmiennych losowych.

Str. 130 (x,k) -> (k,x).

Str. 155. W dowodzie Twierdzeniu 5.3.4. 4"tUT pominiete w srodkowym fragmencie
formuty.

Str. 155. czynnik -> sktadnik.

Str. 156. W Twierdzeniu 5.3.5 sg rozbieznosci dot. wartosci rozmiaru buforéw. Np. z
analizy w dowodzie wynika, Ze w pierwszym paragrafie powinno byc 48 Mib zamiast 56;
podobnie w drugim paragrafie. Rowniez podana wartos¢ w formule tezy twierdzenia nie
jest sumg podanych wartosci.

Str. 162. Nazwy wariantdw ShellSort nieco inne niz w podrozdziale 5.1.2.

Rozdziat o eksperymentach - pojecie przepustowosci powinno by¢ zdefiniowane.
Podsumowanie

Recenzowana rozprawa zawiera szereg oryginalnych rozwigzan w postaci algorytmaéw,
narzedzi i teoretycznych wynikéw ztozonos$ciowych z zakresu przetwarzania danych
pochodzacych z sekwencjonowania DNA. Wyniki zaprezentowane w pracy potwierdzajg
postawione tezy. Autor wykazat sie bardzo dobrg znajomoscig stanu wiedzy o tematach
podejmowanych w rozprawie badawczej, dotyczy to zaréwno wiedzy o charakterze
informatycznym i algorytmicznym jak i dotyczagcym genomiki i sekwencjonowania.
Ponadto, mgr inz. Marek Kokot posiada umiejetnosci formutowania probleméw,
projektowania algorytméw dla ich rozwigzywania oraz potrafi je formalnie zbadac¢, opisac
i zaimplementowac w sposéb wydajny.

Warto dodac, ze uzyskane wyniki zostaty cze$ciowo opublikowane w trzech artykutach w
czasopi$mie Bioinformatics o IF=5.6. Dwa z nich to artykuty typu application note.
Ponadto artykuty o KMC 2 (z 2015) i KMC 3 (2017) uzyskaty tgczng liczbe cytowan bliska
300 w Google Scholar (2020) co $wiadczy o wyjgtkowo wysokim wptywie na dziedzine.
Oprécz tego Autor posiada kilka publikacji w materiatach konferencyjnych.

Stwierdzam, ze recenzowana przeze mnie praca spetnia wymagania stawiane rozprawom
doktorskim przez obowigzujgce przepisy i wnosze o dopuszczenie magistra inzyniera
Marka Kokota do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Ponadto, biorgc pod uwage osiggniete znaczenie wynikéw, a takze narzedzi powstatych w
ramach tej rozprawy, ktére juz obecnie znalazty znaczace uznanie w Srodowisku
naukowym, opublikowanych pracach posiadajgcych wysoka liczbg cytowan w bardzo
dobrym czasopismie bioinformatycznym o zasiegu miedzynarodowym rekomenduje
wyréznienie rozprawy doktorskiej.
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