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Text posudku:

Predlozena diplomova prace prezentuje algoritmus pro hledani variant (variant calling) ve
vstupni DNA sekvenci s ohledem na referencni genom. Vzhledem ke stale se snizujici cené
sekvenovani se jedna o velice aktualni bioinformatické téma, které stale neni optimalné
vyfeseno diky chybam v sekvenovani a metodologii pouzivané v hlavnich sekvenovacich
platformach (“rozsekéani® DNA na kratké Giseky, které jsou nasledné Cteny).

Prvni ¢ast prace obsahuje velice vydaieny uvod do problematiky, ktery kompaktni formou
predstavuje problematiku a hlavni pfistupy k fesSeni tzv. genome assembly - pfistupy zalozené
na k-merech reprezentovanych pomoci de Bruijnovych grafu a ptistupy feSici problém
pomoci piekryvi. Protoze predstaveny piistup je zalozeny na de Bruijnovych grafech, je této
¢asti vénovano vice pozornosti, véetné predstaveni dvou (asi hlavnich?) algoritmii zde
pouzivanych. V druh¢ ¢asti prace je predstaven samotny algoritmus, nebo spise pristup k
feSeni variant callingu navrZeny autorem. Jedna vlastné o toolchain obsahujici nékolik na sebe
navazujicich algoritmi, které na vstupu piijimaji referencni sekvenci a sekvenci pro kterou je
tteba urcit varianty a na vystupu dava seznam téchto variant ve standardnim formatu. Metoda
nejdiive rozdeli referenci na tzv. aktivni regiony (piekryvajici se regiony konstantni délky),
které jsou zpracovavany nezavisle a paralelné. Kazdy region je pieveden na de Bruijnlv graf,
kde k-mery jsou obohaceny o kontext, ¢imz se tento pristup li$i od stavajicich metod. Tato
zména pak vyzaduje mnoho tprav dale v toolchainu. V dalsim kroku se ready (s jiz
opravenymi chybami ¢teni) véleni do grafu. Tento graf se nasledné optimalizuje a profeze. Z
takto upraveného grafu je pak mozné extrahovat varianty. Nasledné se provede genotypovani
a fazovani. V posledni Casti prace je pak predstaveny piistup porovnan se 4 state-of-the-art
metodami.

Samotna prace je psana vcelku ¢tivym zpisobem a kazdy krok algoritmu obsahuje ptiklady na
kterych jsou predstavené koncepty vysvétleny. Nékdy se ovSem v praci stava, ze se pracuje s
terminy, které nejsou zadefinovany nebo piedstaveny a pokladaji se za samoziejmé.
Ptikladem jsou datové formaty pouzivané v doméng, jako tfeba FASTA, SAM, VCF. Krom¢
calling graph, které jsem v praci nevid¢l vysvétlené, ackoli se jedna o napln jedné kapitoly —
autor s t€émito terminy pracuje jako s obecnou znalosti. Déle pak prace obsahuje mnoho
pieklepu (zvlasté v prvni Casti prace), napi. “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... Nicmén¢ prace je stale dobfe Citelna a Ctiva.

Nov¢ predstaveny piistup ptisobi validné a snazi se fesit kazdy krok pipeliny vedouci ke
“callovani” variant. Z prace je vidét, Ze student pronikl detailné do komplexni problematiky
skladani genom a variant callingu a Ze kazdé casti pipeliny bylo vénovano ptislusné usili pro
jeji optimalizaci. V kazdé z téchto ¢asti jsou uvedeny feSeni, kterymi je dany pfistup
inspirovan a na piikladu uk4zan vztah modifikovaného feSeni k plivodnimu. U pfedstavého
piistupu je ale mozna k diskuzi jeden z pfedpokladi modelu a to ze pravdépodobnost
namapovani readu je vSude stejna, tj. ze pravdépodobnost ¢teni kazdé ¢asti genomu je stejna.
ovliviiuje schopnost transkripce v riznych oblastech genomu. Ale mozna pii sekvenovani,
kdy je genom rozstépen pomoci enzymt je situace jind? Kdyby tomu tak bylo, mohl by byt
ptislusné modifikovan binomidlni test na odhalovani variant s nizkou kvalitou. Kazdopadné si
myslim, ze diskuze ptedpokladl v préci chybi. Cel¢ feSeni je implementovano v C a zdrojové
kody jsou komentované pouze ¢astecné a high-level popis implementace, ktery by umozioval
se v projektu zorientovat v praci neni vitbec (nicméné bylo rychle doddno studentem na
vyzadani). To myslim trochu omezuje mozné ptebrani projektu nékym dalSim, zvlasté pak
vzhledem k faktu, Ze se jedna o Cisté C a ne objektove orientované C++, kde miize objektovy
navrh ulehcit orientaci v projektu (chépu, ze C bylo zvoleno s ohledem na efektivitu a leh¢i
distribuci, zde volbu vztahuji pouze kw zminéné orientaci v koédu ve vztahu k chybé&jici
dokumentaci projektu).

Nejveétsi vytku méam k samotné validaci ptistupu. Pfistup je sice srovnan se Ctyfmi dalSimy
piistupy, ale pro mé pon¢kud pochybnym zplisobem (nejsem expert v této oblasti a mozna mi
néco unika). Pii testovani byly vzaty vysledky variant calling toolchainu GATK, ktery
implementuje meteodu HaploCall (coZ neni v praci napséno a dozvéd¢l jsem se to azZ pri
komunikaci s autorem), tj. metodu které je predstavovany piistup nejpodobnéjsi, a predikce
provedené pfedstavovanym feSenim a ostatnimi metodami byly srovnény s témito vysledky s
ohledem na pocet true positives, false positives, false negatives. Pouziti vystupu jednoho
predikéniho nastroje jako zlatého standardu mi nepftijde jako validni testovani, protoZe i tento
muze obsahovat chybné vysledky. Je potom otdzka, jak vysledky vlastné interpretovat. Co mi
dale chybélo v experimentech je testovani algoritmu vzhledem k nastaveni jeho parametri.
Naopak pozitivné hodnotim diskuzi pozitiv a negativ pfistupu a identifikaci mist, které
potiebuji dalsi vyvoj. Nicméné konkrétkni vysledky parametrizaci v praci uvedeny nejsou.
Navic na zacatku evalua¢ni sekce je uvedeno, Ze testovani mize probihat ve tfech verzich:
“positional”, “allelic”, “genotyping”. Vysledky obsahuji jenom pozi¢ni testovani, protoze
»allelic* se nepodaftilo rozb&hat a genotypovani neni ani zminéno. Ackoli chapu, ze pozicni
testovani je to hlavni pro evaluaci kvality calling, myslim si, Ze by jisté¢ bylo mozné najit
néjaky workaround i pro ostatni testovani. Dale evaluace neobsahuje viibec diskuzi Casové
narocnosti feSeni, coZ je s podivem, protoze v praci se zminuje paralelizace, ale chybi jakékoli
detaily o tom, jak byla provedena a jaky je jeji vliv na béh programu. Ostatné neni ani jasné,
jaky ocekavat ¢as behu s ohledem na velikost sekvencovaného genomu. Celkové je evaluace
nejslabsi casti prace a plisobi, Ze byla $ita horkou jehlou.

Ackoli se v praci daji najit vySe zminéné nedostatky (hlavné v evaluaci), prace jako celek
pusobi kvalitn€ a je vidét mnozstvi odvedené prace. Navic se jedna o velice pokrocilé téma,
které vyzaduje dobrou orientaci v relativné rozvétvené oblasti propojujici porkocilou
algoritmizaci, biologii a navrh efektivnich programd.
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Praci doporucuji k obhajobé.

Praci nenavrhuji na zvlastni ocenéni.

Pokud praci navrhujete na zvlastni ocenéni (cena dekana apod.), prosim uved'te zde strucné
zditvodneéni (vzniklé publikace, vyznamnost tématu, inovativnost prdce apod.).

Datum 28. August 2017 Podpis
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