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Text posudku:     

Předložená diplomová práce prezentuje algoritmus pro hledání variant (variant calling) ve 

vstupní DNA sekvenci s ohledem na referenční genom. Vzhledem ke stále se snižující ceně 

sekvenování se jedná o velice aktuální bioinformatické téma, které stále není optimálně 

vyřešeno díky chybám v sekvenování a metodologii používáné v hlavních sekvenovacích 

platformách (“rozsekání“ DNA na krátké úseky, které jsou následně čteny). 

 

První část práce obsahuje velice vydařený úvod do problematiky, který kompaktní formou 

představuje problematiku a hlavní přistupy k řešení tzv. genome assembly - přístupy založené 

na k-merech reprezentovanych pomocí de Bruijnových grafů a přistupy řešící problém 

pomocí překryvů. Protože představený přístup je založený na de Bruijnových grafech, je této 

části věnováno více pozornosti, včetně představení dvou (asi hlavních?) algoritmů zde 

používaných. V druhé části práce je představen samotný algoritmus, nebo spíše přístup k 

řešení variant callingu navržený autorem. Jedná vlastně o toolchain obsahující několik na sebe 

navazujících algoritmů, které na vstupu přijímají referenční sekvenci a sekvenci pro kterou je 

třeba určit varianty a na výstupu dává seznam těchto variant ve standardním formátu. Metoda 

nejdříve rozdělí referenci na tzv. aktivní regiony (překrývající se regiony konstantní délky), 

které jsou zpracovávány nezávisle a paralelně. Každý region je převeden na de Bruijnův graf, 

kde k-mery jsou obohaceny o kontext, čímž se tento přístup liší od stávajících metod. Tato 

změna pak vyžaduje mnoho úprav dále v toolchainu. V dalším kroku se ready (s již 

opravenými chybami čtení) včlení do grafu. Tento graf se následně optimalizuje a prořeže. Z 

takto upraveného grafu je pak možné extrahovat varianty. Následně se provede genotypování 

a fázování. V poslední části práce je pak představený přístup porovnán se 4 state-of-the-art 

metodami. 

 

Samotná práce je psaná vcelku čtivým způsobem a každý krok algoritmu obsahuje příklady na 

kterých jsou představené koncepty vysvětleny. Někdy se ovšem v práci stává, že se pracuje s 

termíny, které nejsou zadefinovány nebo představeny a pokládají se za samozřejmé. 

Příkladem jsou datové formáty používané v doméně, jako třeba FASTA, SAM, VCF. Kromě 

datových formátů jde ale i o důležitější termíny jako genotyping a phasing nebo variant 

calling graph, které jsem v práci neviděl vysvětlené, ačkoli se jedná o náplň jedné kapitoly – 

autor s těmito termíny pracuje jako s obecnou znalostí. Dále pak práce obsahuje mnoho 

překlepů (zvláště v první části práce), např. “Pg2 - it is not possible to the DNA sequence in 

one piece from the beginning to the end.“, „Pg 2 - variant cal ling“, „ PG 3 - algorithm ... 

expect“, „Pg 3 - It expects that the sequenced organism and the reference genome are similar 

enough _to_, so an assumption that reads are correctly mapped can be made.“, „Pg 3 - Some 

assembly algorithm transform“, „Pg 4 - These details brings answers“, „Pg 5 - describing the 
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alignment alignment", Formating in def 1.2... Nicméně práce je stále dobře čitelná a čtivá. 

 

Nově představený přístup působí validně a snaží se řešit každý krok pipeliny vedoucí ke 

“callování” variant. Z práce je vidět, že student pronikl detailně do komplexní problematiky 

skládání genomů a variant callingu a že každé části pipeliny bylo věnováno příslušné úsilí pro 

její optimalizaci. V každé z těchto částí jsou uvedeny řešení, kterými je daný přístup 

inspirován a na příkladu ukázán vztah modifikovaného řešení k původnímu. U představého 

přístupu je ale možná  k diskuzi jeden z předpokladů modelu a to že pravděpodobnost 

namapování readu je všude stejná, tj. že pravděpodobnost čtení každé části genomu je stejná. 

Je toto opravdu pravda? Genom je sbalen a přístup k některým částem je obtížnější, což 

ovlivňuje schopnost transkripce v různých oblastech genomu. Ale možná při sekvenování, 

kdy je genom rozštěpen pomocí enzymů je situace jiná? Kdyby tomu tak bylo, mohl by být 

příslušně modifikován binomiální test na odhalování variant s nízkou kvalitou. Každopádně si 

myslím, že diskuze předpokladů v práci chybí. Celé řešení je implementováno v C a zdrojové 

kódy jsou komentované pouze částečně a high-level popis implementace, který by umožňoval 

se v projektu zorientovat v práci není vůbec (nicméně bylo rychle dodáno studentem na 

výžádání). To myslím trochu omezuje možné přebrání projektu někým dalším, zvláště pak 

vzhledem k faktu, že se jedná o čisté C a ne objektově orientované C++, kde může objektový 

návrh ulehčit orientaci v projektu (chápu, že C bylo zvoleno s ohledem na efektivitu a lehčí 

distribuci, zde volbu vztahuji pouze kw zmíněné orientaci v kódu ve vztahu k chybějící 

dokumentaci projektu). 

 

Největší výtku mám k samotné validaci přístupu. Přístup je sice srovnán se čtyřmi dalšímy 

přístupy, ale pro mě poněkud pochybným způsobem (nejsem expert v této oblasti a možná mi 

něco uniká). Při testování byly vzaty výsledky variant calling toolchainu GATK, který 

implementuje meteodu HaploCall (což není v práci napsáno a dozvěděl jsem se to až při 

komunikaci s autorem), tj. metodu které je představovaný přístup nejpodobnější, a predikce 

provedené představovaným řešením a ostatními metodami byly srovnány s těmito výsledky s 

ohledem na počet true positives, false positives, false negatives. Použití výstupu jednoho 

predikčního nástroje jako zlatého standardu mi nepřijde jako validní testování, protože i tento 

může obsahovat chybné výsledky. Je potom otázka, jak výsledky vlastně interpretovat. Co mi 

dále chybělo v experimentech je testování algoritmu vzhledem k nastavení jeho parametrů. 

Naopak pozitivně hodnotím diskuzi pozitiv a negativ přístupu a identifikaci míst, které 

potřebují další vývoj. Nicméně konkrétkní výsledky parametrizací v práci uvedeny nejsou. 

Navíc na začátku evaluační sekce je uvedeno, že testování může probíhat ve třech verzích: 

“positional”, “allelic”, “genotyping”. Výsledky obsahují jenom poziční testování, protože 

„allelic“ se nepodařilo rozběhat a genotypování není ani zmíněno. Ačkoli chápu, že poziční 

testování je to hlavní pro evaluaci kvality calling, myslím si, že by jistě bylo možné najít 

nějaký workaround i pro ostatní testování. Dále evaluace neobsahuje vůbec diskuzi časové 

náročnosti řešení, což je s podivem, protože v práci se zmiňuje paralelizace, ale chybí jakékoli 

detaily o tom, jak byla provedena a jaký je její vliv na běh programu. Ostatně není ani jasné, 

jaký očekávat čas běhu s ohledem na velikost sekvencovaného genomu. Celkově je evaluace 

nejslabší částí práce a působí, že byla šitá horkou jehlou. 

 

Ačkoli se v práci dají najít výše zmíněné nedostatky (hlavně v evaluaci), práce jako celek 

působí kvalitně a je vidět množství odvedené práce. Navíc se jedná o velice pokročilé téma, 

které vyžaduje dobrou orientaci v relativně rozvětvené oblasti propojující porkočilou 

algoritmizaci, biologii a návrh efektivních programů.  
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Práci doporučuji k obhajobě. 

 

Práci nenavrhuji na zvláštní ocenění.     

Pokud práci navrhujete na zvláštní ocenění (cena děkana apod.), prosím uveďte zde stručné 

zdůvodnění (vzniklé publikace, významnost tématu, inovativnost práce apod.). 
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