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Abstract

This masters thesis is focused on the identification of KIR alleles. The aim
is to design and implement a tool for their automatic identification. First,
the KIR genes and methods used to obtain the genomic data using DNA
sequencing - next-generation sequencing (NGS) - were introduced. Secondly,
the possible bioinformatic tools were analyzed. The identification tool was
developed on synthetics reads and then tested and verified by commercial
DNA data acquired from FN Plzenn / BC LF UK Plzen. The creation of
synthetic reads was done with a help of ART tool and referencial DNA
sequence alligning was done by Bowtie2. During the development, several
approaches were proposed and evaluated based on their possible application.

Abstrakt

Diplomova prace se zabyva identifikaci KIR alel. Cilem préce je navrh a im-
plementace nastroje pro jejich automatickou identifikaci. V praci jsou pred-
staveny KIR geny a metody ziskdvani genomickych dat s vyuzitim DNA
sekvenace, konkrétné next-generation sequencing (NGS). Déle byly analyzo-
vany vyuzitelné bioinformatické néstroje. Samotny identifikacni nastroj byl
vyvijen na syntetickych readech a nakonec testovan a verifikovan na datech
komercnich linii DNA ziskanych z FN Plzen/BC LF UK Plzen. Vytvareni
syntetickych readit probihalo pomoci nastroje ART, pro zarovnavani readu
na referencni DNA sekvence byl vyuzit nastroj Bowtie2. V ramci vyvoje bylo
navrzeno nékolik moznych pristupt, které byly poté vyhodnoceny s ohledem
na jejich mozné vyuziti.
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1 Uvod

Transplantace krvetvornych bunék se vyuziva jako terapeuticka procedura

pro mnoho vaznych hematologickych poruch mezi které patii naptriklad akutni
myeloidni leukemie. Transplantace je proces, pri kterém jsou darci odebrany

krvetvorné bunky, které jsou néasledné vpraveny do téla pacienta trpiciho he-

matologickou poruchou. Jednou z komplikaci, ktera miize nastat, je reakce

imunitniho systému na nové vlozené darcovské bunky resp. stép. V pripadé,

ze si $tép s imunitnim systémem nebudou rozumeét, miize dojit k silné zanét-

livé reakci, kterda muze skoncit az smrti pacienta. V neposledni radé miuze

dojit také k relapsu (ndvratu) onemocnéni.

K potlaceni odmitnuti darcovského stépu se primarné vybiraji darci podle
shody v HLA znacich nasledovanych sekundarnimi znaky, kterymi mohou
byt napriklad vék ¢i pohlavi. Shoda v HLA znacich se urcuje podle shody v
alelach gent HLA -A, -B, -C, -DRBI1, -DQB1. Alela je konkrétni forma genu.
Kazdy jedinec ma tyto HLA geny dvakrat (jednu pétici od matky a druhou
od otce), a proto se iplnad shoda oznacuje jako 10/10. Novéji je mozné se
setkat s oznac¢enim 12/12. Znamend to 10/10 navysené o gen HLA -DPBI.
Tento gen, ale na rozdil od standarnich HLA znakt, nevyzaduje presnou
shodu. Klicové je zde zda patii do skupiny permisivnich (toleranc¢nich) alel,
které by mély snizit moznost relapsu (navrat nemoci) a rizika transplantace.
Oproti tomu nékteré skupiny alel naopak mohou rizika zvysit. V posledni
dobé se objevuji studie, které prokazuji vliv i takzvanych non-HLA gent.
Jednim z nich mtze byt i skupina gent Killer-cell immunoglobulin-like re-
ceptor (KIR). Jednou z vyhod je, ze urcité seskupeni KIR genti snizuje riziko
navratu nemoci. V pripadé, kdy by se rozhodovalo mezi vice darci shodnych
v HLA znacich, by se mohl ten vhodné;jsi vybrat pravé na zakladé KIR. Pro
zjisténi jak HLA znaku tak KIR gent se vyuzivaji sekvenacni metody. [31]
[20] [22]

Cilem prace je navrhnout a implementovat nastroj pro automatickou identifi-
kaci KIR alel. Vstupni data, tzv. ready, jsou kratké kusy DNA (posloupnost
pismen A, C, G a T) a jsou vystupem ze sekvenac¢nich technik. Muze to
byt gen, ¢ast genu nebo nékolik riznych genti. Tyto ready se zarovnavaji
vici referencni alelam. Diky tomu je mozné zjistit, o které alely se jedna.
Ready budou pro vyvoj nastroje simulovany a v konecné fazi testovani bu-
dou vyménény za data z FN Plzen/BC LF UK Plzen. V posledni fazi bude



vyhodnocena shoda readu a referencnich gen.



2 Imunitni systém a jeho
spojitost s geny

Imunitni systém chrani organismus pred skodlivinami. Sklada se ze dvou
hlavnich ¢asti, z vrozené imunity a ziskané imunity. Reakce imunitniho sys-
tému je vzdy komplexni reakci organismu, pricemz tato reakce je tvorena
jednotlivymi bunkami imunitniho systému reagujici na pfitomnost specific-
kych antigent. Antigeny jsou latky, které imunitni systém rozpozna a zarea-
guje na né. V podstaté to mize byt jakakoli bilkovinna slouc¢enina. Antigen
se obvykle nachazi na povrchu bunky jako vyjadieni genu. Imunitni systém
nasledné zjisti o jaky antigen se jedna, respektive o jakou bunku se jedna,
zda télu vlastni (napf. zdrava bunka) nebo bunku télu cizi (napf. nadorova
burnka), tedy jedné-li se o expresi lidského genu nebo naptiklad viru. Jedné-li
se o bunku télu cizi, imunitni systém reaguje snahou ji znicit.

Vrozena imunita, téZz oznacovana prirozend, neadaptivni, antigenné ne-
specifickd je neménné zapsana v DNA. To znamend, ze pti kazdém setkani s
antigenem odpovi stejnou reakci. Bunky nesouci vrozenou imunitu jsou stale
pritomny v krvi, takZe jejich piipadné aktivace je takika okamzitd (minuty
az hodiny). Do této imunity patii i natural killer buniky s KIR receptory,
kterym bude vénovana pozornost dale v textu.

Ziskana imunita, téz oznacovana specificka ¢i adaptivni, ma oproti spe-
cifické v genomu zapsany pouze své zaklady. V pritbéhu lidského zZivota se
vyviji a méni. Zména muze nastat napriklad ockovanim nebo prodélanim pa-
tricné choroby. Tato zména ovSsem nemusi byt trvala. Z téchto diavodi muze
byt odpovéd ziskané imunity pri setkani se stejnou chorobou rozdilné. Fungo-
vani ziskané imunity zajistuji T- a B- lymfocyty. Ziskana imunita nefunguje
samostatné. Pri zabijeni patogenti spolupracuje s vrozenou imunitou.

2.1 Geny

V kazdé bunce lidského organismu, konkrétné v bunééném jadre, se nachazi
46 chromozomt. Jeden chromozom predstavuje sto¢enou dlouhou molekulu
DNA (Deoxyribonuklenovou kyselinu). Vsech 46 chromozomu obsahuje okolo
100 000 genii. Genem se rozumi drobny segment DNA | ktery idi bunéénou
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funkeci. Konkrétni forma genu je alela. [38]
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Obrazek 2.1: Pfevzato z [6] a [3]

Uvnitf bunky je obsazen cely genom, ktery se ovsem nemusi projevit na
povrchu bunky. Pokud se vlastnost, kterou gen prenasi, projevi na povrchu
bunky oznacujeme to jako exprese genu (jeho sebevyjddieni). Od toho se
odviji i konkrétni néazvoslovi typu gen, receptor ¢i molekula.

2.2 HLA a non-HLA geny

Human leucocyte antigen (HLA) je geneticky systém, ktery je primarné zod-
povédny za rozeznavani vlastniho od cizorodého. Nékdy je termin HLA za-
ménovan s MHC. MHC (Major histocompatibility complex) je souhrny ter-
min pro vSechny komplexy, kdy podskupinou jsou pravé HLA (H - Human),
ktery se vyskytuje u lidi. Stejné tak existuje DLA (D - Dog), ktery je pro
psy. Z funkcéniho i biologického hlediska jde vsak u vSech savcii o stejnou
skupinu geni. [31]

Presna definice rozdilu mezi HLA a non-HLA geny neexistuje. Mimo jiné
ani jejich rozdéleni neni v literature sjednocené. Jak je vidét na obrazku
2.2, je mozné geny rozdeélit do tii tiid. V nékteré literature je mozné nalézt
oznaceni non-HLA genti jako geny III.tTidy, v jiné, Ze jsou to vSechny geny
ITI. tfidy a nékteré geny tridy I. Tato prace bude terminologicky vychazet
v oznaceni gen za non-HLA ¢i HLA z definice uvedené v [36]. Zjednodusené
tedy muzeme Tici, ze geny, které nejsou razeny k HLA skupinam, jsou non-
HLA. Je-li gen oznacen za non-HLA, neznamend to, ze by nemél souvislost
s funkci imunitniho systému. Naopak ma, jen ne vyluéné s HLA systémem.
Non-HLA geny kéduji produkty spojené s imunitnimi procesy. Mezi non-
HLA geny mimo jiné patii MICA, MICB a KIR. [36]
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Obrazek 2.2: Sesty chromozom zobrazujici HLA(-A, -B, -C, -DR, -DQ,
-DP) i non-HLA(MICA, MICB) geny. Protein vznikly expresi genu je
definovdn exony, které definuji transkripci(prepis) do RNA. Introny pii
translaci(prekladu) nehraji roli a casto jsou sekvenovany jen exony. [15]

HLA a nékteré non-HLA geny se nachéazeji na kratkém raménku 6. chromo-
zomu, konkrétné 6p21.3, a zaujimaji usek priblizné jedné tisiciny genomu.
Tento region je nejvice komplexni a polymorfni v lidském genomu s vice
nez 220 geny. Oproti tomu jedna ze skupin non-HLA genti, konkrétné KIR
geny, se nachazi na 19. chromozomu. Rozsahla diverzita téchto genii vznikala
snahou eliminovat neustale se ménici spektrum patogenii. Produkty téchto
genll na povrchu bunky vyznamné ovliviiuji odpoveéd na infekéni choroby a
vysledky bunécéné ¢i orgdnové transplantace. [36]

Pti urcovani shody darce a pacienta se rozhoduje na zakladé shody alel
u gentt HLA -A, -B, -C, -DRB1, -DQB1. Diky velké diverzité HLA genii je
pocet moznych kombinaci nékolik miliard. Nékteré kombinace genti se vysky-
tuji na zakladé oblasti ¢i narodnosti ¢astéji nebo mohou byt naopak vzacné.
HLA geny se obvykle dédi jako blok (cely haplotyp), avsak ve vyjimecnych
pripadech miize dojit k rekombinaci. Z tohoto diivodu je nejsnadnéjsi nalézt
shodu v pokrevnim pribuzenstvu.

Jelikoz kazdy jedinec ma dvakrat geny na pozicich HLA -A, -B, -C, -DRB1 a
-DQB1 (jednu pétici od otce, druhou pétici od matky), je maximélni shoda
10/10 (shoda obou alel v lokusech) popt. DPB1 a shoda 12/12. Cim je shoda
mensi, tim vétsi je riziko neprtijeti stépu. U nepiibuznych jedinct lze tolero-
vat shodu 9/10 ¢i 8/10. [20] [31]
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V poslednich letech se objevuje Haploidenticka transplantace, kdy je mozné
pouzit krvetvorné bunky ptibuzného se shodou pouze jednoho haplotypu
(5/10) napriklad jedinec mize vyuzit transplantace od vlastniho rodi¢i nebo
sourozencu. Umoznuje to podavani chemoterapie par dni po transplantaci,
ktera znic¢i vSsechny bunky, které télo nepiijme. Timto zpiisobem muze byt
cely proces transplantace vyrazné urychlen, zejména v pripadech, kdy neni
¢as hledat darce v registrech [17]

2.2.1 Alela a gen

Alelu mtizeme definovat jako variantu genu s nepatrnym rozdilem v sekvenci
nukleotidit DNA oproti jiné alele stejného genu. Jinak feceno, alely jsou vari-
anty genu na molekularni drovni. Geny se zpravidla vyskytuji minimalné ve
dvou formach (dvou alelach). Gen uréuje vyskyt néjakého znaku, napriklad
oc¢i konkrétniho zivocicha budou mit barvu. Alela pak urcuje, jaka barva to
bude. Jinak feceno, alela zajistuje konkrétni fenotypovy projev genu.

V pripadé genu KIR2DL1 mohou byt jeho alely 0010101 a 0010102. Zapis
gent tak, jak s nimi budeme pracovat, mize vypadat zptisobem zobrazenym
v 2.2.1.

> KIR: KIR00001 KIR2DL1 0010101 14738 bp

2.2.1
GTTCGGGAGGTTGGATCTCAGACGTG... ( )

Oznaceni K IR : KIR0001 oznacuje poradové ¢islo, kdy alela byla nalezena.
Oproti tomu KTR2DL1 % 0010101 je oznaceni genu podle jeho vlastnoti.

K zjisténi konkrétnich alelickych variant se pro tzv. typizaci vyuzivaji sek-
venacni metody, typicky s polymerézovou retézovou reakci.

2.3 Natural killer a jeho receptory

Natural killer buriky (NK bunky) jsou velké granuldrni lymfocyty vrozeného
imunitniho systému. V krevnim obéhu lidského téla je jich mozné nalézt
10 — 15%. Klicovou vlastnosti NK bunék je nejenom schopnost rozlisit po-
skozené bunky od zdravych, ale také poskozené bunky rychle a efektivné
likvidovat. Poskozené bunky mohou byt bunky infikované virem ¢ bunky
transfomované v nddorové. Na povrchu NK bunky se nachazi receptory, které
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jsou zobrazeny na obrazku 2.3, regulujici odpovéd imunitniho systému. Na-
tural killer bunky oproti B- a T- lymfocytim (bunkam ziskané imunity)
nemaji antigenné specifické receptory. Jednim ze zptsobu jak NK bunky
rozpoznavaji a zabijeji poskozené bunky, je na zakladé interakce mezi KIR
receptorem a HLA molekulou na povrchu zkoumané bunky (podrobnéji viz
sekce KIR). Stejné tak mohou zabijet na zdkladé receptoru NKG2D, ktery
aktivuje cytoxickou reakci pri setkani s ligandem MICA a MICB. Ligandem
oznacCujeme malou molekulu, kterd se vaze na vazebné misto cilového pro-
teinu(receptoru) a vyvolava fyziologickou odpovéd, kterd muze mit inhibi¢ni
¢i aktivacni charakter.

KIR2DS3/5

TGIT __— KIR2DS4
KIR2DL4

NKG2A/CD94 —— NKG2C/CcD94

—— NKG2D

KIR2DL1

KIR2DL2/3 —__

KIR2DLS —— CD16
KIR3DL1 _— 7T NKp30
KIR3DL2 S NKp44

Granzymes R
Perforins \ NKp46
|
Inhibitory Receptors Activating Receptors

Obrazek 2.3: Natural killer bunka a jeji receptory, rozdéleny na aktivacni a
inhibi¢ni.[16]

2.3.1 NKG2D receptor

NKG2D je jeden z nejvyznamnéjsich aktivacnich receptorti na NK burice roz-
poznavajici predevsim bunéény stres, ktery mize spustit cytotoxicitu (schop-
nost nicit bunky), i kdyz se na povrchu bunky nachdzi inhibi¢ni HLA-T 1i-
gandy.

Geny skupiny MICA a MICB jsou oznacovany jako class I chain-related gene.
To znamena, ze se bézné neradi do 1. t¥idy MHC. Takto oznacované geny
maji souvislost s MHC I. tfidy, ale na rozdil od nich nevazi peptidy. Oproti
HLA gentm, které maji svoje produkty na lymfocytech, se produkty MICA
a MICB nachézi na epitelovych bunkach. Nejedna se tedy o standardni HLA
geny, proto jsou v novéjsich zdrojich oznacovany jako non-HLA. Jejich ex-
presi na povrch bunky jsou ligandy, které se vazi na receptor NKG2D. Bunky
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s ligandy MICA a MICB se mnozi pii ndadorovém onemocnéni, zanétu nebo

pod vlivem rtiznych forem bunécéného stresu, a diky navazani na receptor
mize byt spusténa imunitni reakce. [34] [21] [16] [36]

2.3.2 KIR receptor

Killer immunoglobulin-like receptor (KIR) je skupina geni fazenych mezi

non-HLA geny. Jejich zvlastnosti je fakt, zZe se nenachazi na 6. chromozomu,
ale na 19. a tak se darci se schodnymi HLA znaky nemusi schodovat v KIR

znacich. Expresi KIR genti jsou receptory na povrchu natural killer bunék.

Dnes je znamo 15 genti a 2 pseudogeny rozlisujici se na inhibi¢ni a aktivacni

na zakladé cytoplasmatického ocasku a poc¢tu imunoglobulinovych domén.

[31]
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Note: Not to scale ©IPD-KIR 10/11

Obrézek 2.4: KIR se nachazi na 19. chromozomu v oblasti jménem leukocyte
receptor complex (LRC). [36]
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Nomenklatura KIR genia

KIR geny (na obrazku 2.5) se lisi riznou délkou cytoplasmatického ocasku
(tail) a ruznym po¢tem imunoglobulin-like domén (lg-like). Na zdkladé této
rozmanitosti byla zalozena nomenklatura KIR gent, tedy jejich pojmeno-
vani.

Jak je vidét na obrazku 2.5, cytoplasmaticky ocdsek muze byt dlouhy (long -
L) nebo kratky (short - S). Je mozné se setkat i s oznacenim P, které slouzi
pro pseudogeny. Oproti tomu imunoglubulinové domény se mohou vyskyto-
vat 2 (2D) nebo 3 (3D). Prave z téchto vlastnosti vychazi zaklad pojmenovani
KIR gent.

Priikladem muze byt KIR2DL1*010101, kde 2D oznacuje dvé imunoglubu-
linové domény, L znaci dlouhy ocasek, 1 znaci Ze je to prvni 2DL protein.
Numericka definice alely je poté oddélena hvézdickou. Prvni tii ¢isla oznacuji
alely, které se lisi v sekvencich jejich kédovanych proteint, dalsi dvé cislice
se pouzivaji k rozliseni alel, které se lisi synonymnimi rozdily v kédujici
sekvenci. Konecné dvé cifry rozlisuji alely na zdkladé substituce v intronu,
promotoru nebo jiné nekédujici oblasti. [36]

KIR2D
' ~ i)
Type 1 Type 2 KIR3D
. - N o - ~
KIR2DL KIR2DS KIR2DL KIR3DL KIR3DL KIR3DS

! ) ! l | !

DO
D1
D2
o

KIR2DL1 KIR2D51 KIRZDL4 KIR3DL1 KIR3DL3 KIR3DS1
KIRzDL23 KIR2DS2 KIRZDL5A KIR3DL2

KIR2DS53 KIR2DL5B

KIR2D54

KIR2DS5

Obrazek 2.5: Nomenklatura KIR genti. [31]
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Dalsi rozdéleni KIR gent je na jiz vyse zminéné inhibi¢ni a aktiva¢ni. Dle
obrazkl 2.3 a 2.5 je mozné si povSimnout detailu, ze az na KIR2DL4 jsou
aktivacni KIR s kratkym ocaskem, zatimco inhibi¢ni jsou s dlouhym ocas-

kem.

Aktivace NK bunék pomoci KIR

Jak jiz bylo vyse zminéno, KIR receptory muzeme rozdélit na inhibi¢ni a
aktivacni. O tom, zda dojde k aktivaci NK bunky, rozhoduje pravé jejich
rovnovaha na zkoumané bunce. Obrazek 2.6 ukazuje vazebné ligandy pro

jednotlivé KIR receptory.

( HLA-A /B
with Bw4 HLA-C

HLA-C2 HLA-C1 epitope HLA-A HLA-C2 HLA-A HLA-G
[A [" '7 k ‘ 7 [ 9 : 9
] ] 0 Il' ) [ ] 1
v
s 8 8 8 & g[8 s § § 3
S 4 S T .
¥ ¢ ¥ T PR v
T e e T e S T
s o - - e paPi2 | | Upapi2 |1 lpapi2 FoRy ||l lpapi2
gy v e it v " Yo 1l A AU T
KIR2DL1 KIR2DL2 KIR2DL5 KIR3DL1 KIR3DL2 KIR3DL3 KIR2DS1 KIR2DS4 KIR2DS2 KIR2DL4  KIR3DS1

KIR2DL3 KIR2DS3

\ ) KIR2DS5
NK cell m Activating KIRs

Gurrent Opinion in Immunology

Obrézek 2.6: KIR geny a jejich vazebné ligandy. Pokud je v obrazku 7, znaci
to, ze pro dany receptor neni znam vazebny ligand. [39]

NK bunky ustavi¢né prohledavaji své okoli a testuji pritomnost prislusnych
HLA ligand pro své KIR receptory. Pokud je ptislusny HLA ligand prito-
men, navaze se na NK bunku (2.7 pfipad 1). Timto systémem jsou ochréanény
vlastni buniky. Pokud pfitomen neni, je spusténa cytotoxicka reakce a zkou-

mana bunka je znic¢ena.

Nékteré virem napadené bunky potlacuji propsani HLA ligandu na povrch
bunky a tim se brani cytotoxicité vaci T lymfocytim. Zaroven se ale stavaji
citlivéjsimi na cytotoxicitu proti NK bunkam, jak je zobrazeno na obrazku
2.7 ptipad 3.
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The NK Cell is like a border patrol agent
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Obrazek 2.7: Prirovnani fungovani natural killer bunky k pasové kontrole. V
pravé casti jsou zobrazené pripady, které mohou nastat, kdyz natural killer
bunka potka jinou bunku. V 1. pripadé je télu vlastni zdrava bunka, kde
se KIR receptor navaze na HLA ligand a k cytotoxitické reakci nedojde.
Druhym ptipadem je cervena krvinka. K reakci NK bunky opét nedojde,
protoze na zkoumané bunce neprevazuji aktivacni receptory. V 3. pripadé je
to nadorova bunka, ktera schovd HLA ligand, (muze nastat po transplan-
taci kostni dfené), a tim se "schova'proti T- lymfocytim. AvSak aktivacni
receptory prevladaji, a tak k cytotoxicité dojde. Ve 4. prikladu je nadorova
bunka nebo virem nakazend bunka (stresové ligandy). Aktivacni receptory
prevladaji, a tudiz k cytotoxické reakci dojde.[37]

KIR genotyp a haplotyp

KIR genotyp je vyjadieni, jaké konkrétni KIR geny genom obsahuje. Geno-
typ je mozné rozdélit na dvé casti, takzvané haplotypy. Jeden haplotyp je od
otce, druhy je od matky. Na zakladé kombinaci vSech genii je mozné vytvo-
it velky pocet KIR genotypt. Proto byl diky shromazdénym haplotypim
sestaven model, ktery toto mnozstvi mirné redukuje, pricemz samoziejmé
nepokryva vsechny mozné varianty. Haplotyp se rozdéluje na dvé ¢asti, cen-
tromerickou a telomerickou v zavislosti na tom, zda je blize k centromere ¢i
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telomete (viz. obrazek 2.1 prava ¢ast). Jednotlivé ¢asti mezi sebou mohou
byt kombinovany. Centromericka i telomerickd cast miize byt zarazena do
jedné ze dvou skupin A ¢ B na zakladé gent, které obsahuje (viz. obrazek
2.8 ¢ast A). Cely haplotyp je nasledné pritazen do jedné ze dvou skupin
podle kombinace centromerické a telomerické casti. V pripadé, kdy jsou obé
¢asti A/A, je haplotyp oznafen za A, u ostatnich kombinaci (A/B, B/A,
B/B) je haplotyp B (viz. obrazek 2.8 ¢ast B). Jina definice pro rozdéleni ha-
plotypt uvadi, ze skupina B musi obsahovat alespon jeden z gentt KIR2DL5,
KIR2DS1, KIR2DS2, KIR2DS3, KIR2DS5 a KIR3DS1. Naopak skupina A
neobsahuje ani jeden z téchto genti. Je tfeba si zde uvédomit, ze kazdy jedi-
nec méa 2 KIR haplotypy. [33]

A Centromeric Regions Telomeric Regions
(o) o3 (2]
Cen-A -

" EEE e —
cner G I G BB (S O EDER- |, O ERESEERG
cens2 - [20) () (55 (== (zoue]- S oove) (D D ()
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A haplotype Cen-A + Tel-A 9013 |{ 2003 |{ z0p1 |{zowt H{EBRM} | 20ws |50kt Jfenss o 30wz |

Cen-A + Tel-B (30Ls ) 2013 | z0p1 {2001} {BBRT 2014 ] (2085 |{ 2081
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Obréazek 2.8: Rozdéleni KIR genti na centromerickou a telomerickou c¢ast,
pojmenovani je na zakladé toho, zda je tisek blize k centromeru nebo k
telomeru (viz obréazek 2.1). Je mozné si zde povsimnout, Ze je mozné nékteré
geny najit jak v centromerické ¢asti, tak v telomerické ¢asti. Upraveno z [33]

Podle nékterych studii zabyvajicich se vlivem KIR haplotypt na vysledky
transplantace bylo zjisténo, ze KIR haplotypy ovliviiuji vysledky u akutni
myeloidni leukemie ¢i lymfoblastické leukemie. Ve srovnani s haplotypem A
mel haplotyp B, predevsim jeho centromerickéd c¢ast, ochranny ucinek pred
navratem nemoci a zaroven zvysil pravdépodobnost preziti pacienta. Na za-
kladé této skutecnosti se mohou darci radit do tii skupin: best, better a
neutral. Rozrazeni do tfidy se vyhodnocuje jako pocet B a jejich umisténi
v centromerické oblasti ¢i telomerické oblasti. Mimo jiné je mozné se setkat
s pojmem B-skore. Toto ¢islo udava pocet B, které se v daném haplotypu
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nachazi. Best je definovan B-skérem alespon 2, pricemz dvé B se museji
nachézet v centromerické oblasti Cen-B/B a Tel-x/x. Better je definovin
B-skorém alespon 2, aby nebyl haplotyp zarazen do best, musi byt logicky
alespon jedna z centromerickych oblasti A - Cen-A/x a Tel-B/x. Neutral je
v piipadé jedné B ¢asti nebo zadné. [18]

KIR geny se stejné jako HLA dédi jako cely blok. Jelikoz HLA se nachazi
na 6. chromozomu a KIR na 19., tak shodni darci v HLA znacich se jen

mensinové shoduji v KIR genech. V pripadé pribuzného darce shodujiciho
se v HLA znacich je pouze 25 % shodnych také v KIR. [1§]

(== I R = R R Y R S N R

|
=

1z 443

Obréazek 2.9: Deset nejcasté&jsich KIR haplotypi. Sedy obdélnik zna¢f pii-
tomnost genu, bily jeho nepritomnost. [§]
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3 Sekvenacéni metody
ziskavani DNA dat

Po pojmem sekvence DNA se skryva posloupnost pismen predstavujicich
priméarni strukturu redlné nebo hypotetické molekuly ¢i vlakna DNA, které
nese néjakou informaci. Jednotliva pismena jsou oznacovana jako nukleotidy
nebo nukleové baze. Nukleové baze mohou byt A - adenin, C - cytosin, G -
guanin a T - thymin. [5]

Prikladem miize byt néasledujici tisek sekvence na zakladé obrazku 2.1
ACGTCA (3.0.1)

Sekvenovani DNA, nékdy pouze sekvenovani, jsou biochemické metody,
kterymi se zjistuje poradi nukleotidiu (A, C, G, T) v sekvenci DNA. Diky
tomu je mozné zjistit typizaci konkrétniho c¢lovéka. Sekvenacéni metody se
lisi zejména délkou Tetézce, kterou dokazi zpracovat, cenou a rychlosti sek-
venace. Pro porovnani, sekvenovani celého genomu Sangerovo metodou by
stdlo nékolik miliont dolart a trvalo zrhuba 10 let. P¥i pouziti dnesnich me-
tod by cena byla zhruba tisic dolarti. Vétsina sekvenacnich metod vyuziva
vlasnosti pritahovani baze do paru pouze jednou konkrétni bazi. To znamena
ze se adenin vzdy paruje s thyminem a cytosin se vzdy paruje s guaninem.
Z téchto part vznika jiz zndma dvojita sroubovice DNA. V praxi neni ne-
obvyklé, ze se sekvenuje jen kénkrétni kus DNA, ktery je zrovna vyzkumné
¢i jinak potrebny. Nejvétsim problémem u sekvenovani je, ze tiseky DNA
vzniklé ze sekvendtoru (oznacovany jako ready) jsou jen kousky, které je
treba posklddat zpét. K tomu slouzi zarovnavani. [25]

3.1 Sanger sequencing

Sanger sekvenovani vyuzivd moznosti namnozeni retézce diky vzajemnému
pritahovani konkrétnich bazi. V prvnim kroku replikace jsou nastiithané te-
tézce rozdéleny na dvé vldkna. Lze si predstavit, ze tato dvé oddélena vlakna
jsou umisténa do smési, kde plavou jednotlivé nukleotidy spolu s uprave-
nymi nukleotidy, které nesou specifickou fluorescenéni barvu a na které neni
mozné nic navazat. Nasledné za pomoci stiidani teploty volné plujici nuk-
leotidy tvori postupné pary s retézcem, ktery chceme namnozit. Pokud se
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povede cely fetézec namnozit, je odtrzen a miize se dale mnozit. Postupné ale
bude dochézet k navazovani nukleotidi s fluorescencéni barvou. Tim se vy-
tvori nékolik rtizné dlouhych sekvenci zakoncenych oznacenym nukleotidem.
Podle jeho barvy je mozné poznat o jaky nukleotid se jedna. Nasledné jsou
za pomoci elektorforézy serazeny v gelu podle délky. Elektroforéza rozdéluje
riazné dlouhé sekvence na zdkladné odlisnosti pohybu v elektrickém poli.
Kratsi doputuji dale nez delsi. Pomoci Sanger metody je mozné sekvenovat
tetéce dlouhé az 1000 bazi.

= 5 T smés fragmenti
DNA o ruzné velikosti
Katoda

0 °
= = ':‘T:iﬁlimi@iﬁ! f,; SiinTiiniTailat
i — = = = || dlouhé
— — = - oo — || fragmenty
Zdroj —_— l l l . i
e .
Sklenéné I —— -
:,/ desky

Eé Anoda °

(a) (b) (e)

Obréazek 3.1: Elektroforéza. [32]

3.2 NGS next-generation sekvenovani

Next-generation sekvenovani, nékdy oznacovano jako metody druhé gene-
race, je v porovnani se Sanger sekvenovanim rychlejsi a levnéjsi, na druhou
stranu, ale dokaze zpracovavat jen retézce dlouhé 100 az 500 bazi, ma mensi
presnost a castéji chybuje. Jeho rychlost spoc¢iva predevsim ve schopnosti
detekovat pridavani bazi jednu po druhé a zaroven sekvenovat tisice az mi-
liony rozdilnych molekul DNA najednou.

Vsechny tyto metody si predpripravi retézce nastithanim DNA na kratké
¢asti a pripevnénim takzvaného adaptéru na jejich konec. Adaptér je kratka
molekula DNA, ktera slouzi k uchyceni sekvenovaného tseku na pevny po-
vrch. Retézce DNA jsou namnozeny, diky ¢emuz vznikaji klastry identickych
molekul koncentrovanych v jednom misté. Diky tomu je posilen signal, ktery
by z pouhé jedné molekuly nebyl dostatecné silny. Tento signél je zachycen
kamerou. Jeden z divodu popularity NGS metod jsou i cenové dostupné
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stolni sekvenatory.

3.2.1 Single-end, paired-end a mate-pair

Single-end je sekvenovani pouze jednoho konce molekuly. Nevyhoda tohoto
zpusobu se projevuje predevsim na kratkych readech, kde se zvysuje problém
jejich spravného umisténi. Oproti tomu v pripadé paired-end se sekvenuje
z obou koncti daného tiseku. Vzniklé dva ready jsou oznaceny a zarovén je
zndmé jejich vzdélenost, kterd se pohybuje od 200 do 400 bp (base pair).
Mate-pair je v podstaté paired-end s tim rozdilem, zZe je mezi ready veétsi
vzdalenosti od 2 do 5 kb (kilobase) - takze priblizné 2000 - 5000 bp. [7]

Single-end reads

reference
sequence

Paired-end reads

reference
sequence

sequenced unknown sequenced
fragment sequence fragment
- -—
L |
200 - 1000bp

Obrazek 3.2: Single-end a paired-end read. [14]

3.2.2 454 sekvenovani a Ion Torrent

Pomoci 454 sekvenovani je mozné analyzovat vice nez milion molekul DNA
najednou a délka kazdé jednotlivé sekvence se pohybuje okolo 700 az 1000
bazi. V prvnim kroku sekvenovani je fragment DNA prichycen na malou
"kulicku" na jejimz povrchu se postupné namnozi az kulicku zcela pokryji
identické fragmenty DNA. Nasleduje vlozeni kulicky i s DNA do jedné z mi-
liontt komtrek na destic¢ce s reakéni smési. Postup je znazornén na obrazku
3.3. V ur¢itém momentu je do této smeési pridan vzdy jen jeden typ baze.
Mezi jednotlivymi fazemi pridavani urcité baze jsou prebytecné nukleotidy
z predeslého kroku odstranény. To znamena, ze v reakéni smési je vzdy jen
jeden typ nukleotidi. Béhem vlozeni kazdé nové baze do rostouciho retézce
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DNA je uvolnéna molekula zvana pyrofosfat, ktera spusti nékolik chemic-
kych reakei. V posledni fazi enzym luciferaza vyda svételny zablesk, ktery je
mozné zachytit citlivou kamerou. Tento postup se nazyva pyrosekvenovani.
V pripadé, kdy je do Tetézce pridano nékolik stejnych bazi za sebou, napri-
klad gen obsahuje podretézec AAA, je vyzareno, v tomto pripadé trikrat
vice svétla nez v pripadé jedné pritazené baze. Kamera sniméa celou desticku
a na zakladé toho, kterda komurka se rozsviti, pozna, kde probéhlo ptridani
baze. Intenzita svétla pak urcuje kolik bazi bylo ptidano najednou.
a Roche/454, Life/APG, Polonator

Emulsion PCR
One DMA molecule per bead. Clonal amplification to thousands of copies occurs in microreactors in an emulsion

PCR Break Template
amplification ermnulsion dissociation

- i a j &
[ A P b +
s
Primer, template,

dMTPs and polymerase
100-200 million beads

Chemically cross
linked to a glass slide

Obrazek 3.3: 454 sekvenovani. [30]

Sekvenovani Ton Torrent funguje na podobném principu sekvenovani s tim
rozdilem, ze misto svétla se méri zména pH v reakéni smési. Podle intenzity
zmény pH lze pak poznat kolik nukleotidi bylo pridano do rostouciho te-
tézce.

Hlavni slabinou téchto dvou metod je znacna chybovost pti pridani mnoha
stejnych nukleotidi do fetézce za sebou. Napriklad pri pridani 10 A, nebude
mozné jednoznacné urcit, zda se jedna o 10 A nebo 9 A.

3.2.3 Illumina

Pti sekvenovani pomoci Illumina jsou pary dvousrobovice rozdéleny na dva
fetézce. Jednotlivé Tetezce jsou nasledné prichyceny na malou desticku po-
moci adaptéru. Kazdy fetézec se nasledné opakované mnozi az na desticce
vznikne nékolik shlukii. Pridéani jedné molekuly ke druhé probihd obdobné
jako u Sanger sekvenovani. Kazdy shluk tvori jednu skupinu vzajemné iden-
tickych fetézct. Mezi volné nukleotidy jsou opét zahrnuty nukleotidy ozna-
¢eny fluorescenc¢ni barvou, za které nelze nic navazat. Oproti Sangerovu sek-

24



venovani je ale tato blokace vratna a po precteni citlivou kamerou dojde k
odstranéni blokujici ¢asti molekuly. Pocitac¢ si pak nésledné zpétné spocita,
o ktery nukleotid se jednalo (na zakladé barvy). [7] [25]

3.2.4 SOLiD

SOLiD (Sequencing by Oligonucleotide Ligation and Detection) se spoléha
na enzym ligaza. Enzym je bilkovina, ktera urcuje rychlost chemickych re-
akci. Enzym ligaza konkrétné umoznuje pripojeni jednotretézcovych molekul
k stavajicim Tetézcim. K fetézclim jsou pridavany takzvané sondy, coz jsou
kousky DNA. Sondy zacinaji vSemi moznymi dvojkombinacemi ¢tyt zaklad-
nich nukleotid. V souctu je 16 sond. Na kazdé sondé je jedna ze Ctyr flu-
rescencnich barev. V jednotlivych krocich jsou sondy pripojeny k rostoucimu
fetézci. Nasledné je prectena fluorescencéni barva, ktera je pak odstranéna,
a muze se tak navazat dalsi sonda. Z vysledného signalu lze pak odvodit
sekvenci DNA.

3.3 Metody treti generace

Velkym rozdilem oproti druhé generaci je, ze DNA fetézec neni pred sekveno-
vani namnozen a je ¢ten pouze z jedné puvodni molekuly. Existuje napriklad
PacBio od Pacific Bioscience, ktery k detekci vyuziva fluorescenéné znacené
nukleotidy. Diky jeho vysoké citlovosti je mozné v redlnam case zachytit
pridani i jediného nukleotidu do jediného tetézce DNA. Dalsim zastupcem
téchto metod je Oxford Nanapore, jehoz vyhodou je jeho velikost. Oxford
vyuziva odlisného tvaru bazi. Obé metody jsou schopné precist pres 10 tisic
bazi v ramci jedné analyzované molekuly DNA.
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4 Analyza dostupnych
bioinformatickych nastroju
pro zpracovani NGS dat

NGS metody snizuji ndklady a zrychluji proces sekvenovani za cenu krat-
sich readti a mensi presnosti, coz vedlo k mnoha bioinformatickym vyzvam
jako je vytvoreni nastroju pro analyzu readi. Nastroje je mozné mezi sebou
porovnat pomoci realnych nebo simulovanych dat. Prestoze je validace na
realnych datech nezbytna, skutecné hodnoty na kterych jsou data zalozena
jsou obvykle neznamé, coz komplikuje jejich pouziti pro posouzeni presnosti
(tj. jak blizko je odhadovana hodnota ke skuteéné hodnoté). Diky tomu je
simulovani dat ¢im dal vice popularni pro hodnoceni, validaci ¢i nastavovani
optimdlnich parametri nastroje. [19]

4.1 Simulacni nastroje pro generovani synte-
tickych readua

Déle uvedené nastroje byly vybrany na zakladé téchto parametri: simulo-
vani DNA | udrzitelnost a volnd dostupnost. Nasledujici informace vychézi z
¢lanku [19], pokud nebude uvedeno jinak.

Vétsina simulatortt NGS vyzaduje referenéni sekvenci, ze které budou gene-
rovat ready. Tato referencni sekvence muze byt konkrétni genomicka oblast,
vice zfretézenych genomickych oblasti, chromozom ¢i cely genom. Nékteré
simuldtory vytvari zarovnani readu piimo do referen¢niho souboru (soubory
SAM/BAM). Pfi pouzivani simuldtora muze byt pro uzivatele obtizné se
rozhodnout, kterou konkrétni hodnotu pro dany parametr uréit nebo ktery
vlastni profil vytvorit, proto nékteré simulatory poskytuji vychozi profily.
Jednim z nich miize byt i generovani chyb ¢i modelu kvality. Nastroje jako
jsou ART nebo SInC generuji tyto profily na zédkladé extrahovanych modeli
ze skutecénych dat. Nejcastéjsi chyby jsou zptisobeny substituci, vlozenim ¢i
smazanim (INDEL - insert-deletion).
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Obréazek 4.1: Strom pro usnadnéni vybéru generatoru syntetickych readi.
[19]

Data ziskand z FN Plzeri/BC LF UK Plzen jsou primarné sekvenovana na-
strojem Illumina, proto je podle [19] na vybér z ART, AFG, CuReSim,
Flowsim, MetaSim, simhtsd a simNGS. U simulatoru AFG je treba chybové
profily definovat ru¢né, CuReSim a MetaSim nejsou open source, simhtsd
podporuje jen operacni systém Linux, simNGS podporuje jen operacni sys-
témi Linux a MacOS. Proto byl vybran simula¢ni nastroj ART ktery podpo-
ruje operacni systémy Linux, Windows a MacOS. Tento nastroj dale gene-
ruje podle chybovych profili a profila kvality, které byly vytvoreny pomoci
extrakce chyb ziskanych ze skutecnych dat.

4.1.1 ART

ART (next-generation sequencing read simulator) je sada simulacnich na-
stroju, které generuji syntetické ready, jako kdyby byly ziskany sekvenova-
nim pomoci NGS. Nastroj ART dokaze simulovat single-end a paired-end
ready ze sekvenatort lllumina, 454 spole¢nosti Roch a SOLid od spole¢nosti
Applied biosystém. Ready vytvorené nastrojem ART, jsou pouzivany pro
testovani a analyzu néastroju zpracovavajicich pravé NGS sekvence, jako na-
priklad néstroje Bowtie (zarovnavani). P¥i pouziti nastroje ART je vstupnim

27



souborem sekvence gent, na zdkladé kterych jsou vygenerovany ready. [23]

Mlumina je sekvenovani zalozené na vratném umisténi baze oznacené bar-
vou do rostouciho Tetézce. Jeho nejcastéjsi chybou je substituce. Pravdeé-
podobnost chyby substituce je uré¢ena na zakladé skore kvality dané baze,
které je zavislé na pozici v rostoucim tetézci. Primérné skére kvality klesa
v zavislosti na zvysovani pozice baze. ART simuluje substitu¢ni chybu na
zakladé zvysovani kvality baze a modelu pravdépodobnosti chyby ziskaného
z realnych dataseti. INDEL chyba je simulovana jen na zakladé modelu z
realnych dat a u Illuminy se vyskytuje jen ziidka. Pro paired-end simulaci
vyuziva ART dvou rozdilnych skore kvality pro kazdy par readt jiny.

ART je implementovan v jazyce C++ a je dostupny s licenci GPL verze 3 pro
operacni systémy Linux, MacOs a Windows. Je mozné ho pouzit i jako C++
package. Pro jeho spusténi je nutné mit nainstalovany compilator GNU g++
4.0 nebo vyssi a knihovnu GNU gsl. Vystupy se ¢tou ve formatu FASTQ a
zarovnani ve formatu ALN. ART muze generovat zarovanavani také ve for-
matu SAM nebo UCS BED. Paired end ready jsou oznaceny stejnym nézvem
souboru s 1 ¢i 2 na jeho konci.

4.2 Nastroje pro zarovnavani readu

Zarovnavani byva prvnim krokem v mnoha genomickych pipelindch. Casto
je to jejich nejpomalejsi ¢ast, protoze pro kazdy read musi zarovnavac vyte-
Sit obtizny vypocetni problém. Urcit pravdépodobné umisténi v referenénim
genomu. V soucasnosti je na vybér vice nez 90 nastroju pro zarovnavani NGS
readii. Nastoje jsou mezi sebou obvykle porovnavany na zdkladé presnosti
a rychlost mapovani. V ¢lanku [10] bylo porovnéno 5 néstrojui pro zarovné-
vani DNA readt. Nastroj STAR mél narozdil od ostatnich nastroji mensi
presnost, nastroj segemehl byl zase naroény na pamét (podle ¢lanku az 70
GB), coz se na stolnim pocitaci tézko dosahuje. Ze zbyvajicich nastoji byl
vybran nastroj Bowtie2 diky jeho rychlosti v porovnani s nastojem BWA,
ktera vzhledem k mnozstvi pozadovanych zarovnani bude piinosem.
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Obrazek 4.2: Néstoje pro zarovnavani NGS readu. [10]

4.2.1 Bowtie2

Bowtie2 je rychly a pamétové efektivni néstroj pro zarovnavani kratkych sek-
venci DNA na velké genomy. Bowtie2 je schopny zarovnat vice nez 25 milionti
readu dlouhych 35 bp za hodinu (pti béhu na jednom CPU) pro lidsky genom
s malym vyuzim paméti. Bowtie2 vyuziva FM indexaci s Burrows-Wheeler
transformaci (BWT) a pridava k ni backtracking pro sledovani nekonzis-
tence. Novéjsi verze Bowtie2 by méla byt oproti Bowtiel citlivejsi a rychlejsi
na delsi ready nez je 50 nukleotidl, a navic je oproti prvni verzi schopna
se vyporadat z chybami vlozeni ¢i smazani baze zplisobené sekvenovanim.
Na lidsky genom potrebuje Bowtie2 3.2 gigabajti RAM. Nastroj bowtie je
implementovany v jazyce C++4 s pouzitim knihovny SeqAn a je open source.
Podporuje standardni vstupni formaty FASTQ a FASTA. Vystupni zarov-
nani z Bowtie je ve formatu SAM, coz umoziuje navaznost s dalsimi nastroji
jako je tfeba SAMtools. Zbytek kapitoly shrnuje poznatky z ¢lanka [28] a
[27], pokud neni uvedeno jinak.
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Mnoho zarovnavact pouziva indexy k rychlému snizovani kandidatt pro
umisténi zarovnavaného readu. Bowtie permanentni indexy referenc¢nich gent
a lze je tak pouzit napri¢ béhy. Algoritmus FM indexu obvykle funguje na
vyhledani presné shody. V pripadé hledani umisténi readt na referencéni gen
neni toto Teseni pouzitelné, protoze ready mohou obsahovat chyby vzniklé
sekvenovanim, ptripadné genové mutace. Proto Bowtie kazdé zarovnani za-
klada na kvalité znaku baze v daném readu. Bowtie postupné vytvari dlouhy
sufix. Pokud se sufix nevyskytuje v textu, pak se miize algoritmus vratit a
v jiz vytvoreném sufixu nahradit bazi za jinou. Dale pokracuje obdobnym
zpusobem. Tento zpusob zmény baze je ddle oznacovan jako backtracking.
Pokud by mél algoritmus na vybér substituovat za vice bazi, vybere tu s
nejnizsi kvalitou znaku v readu. Protoze algoritmus Bowtie v zakladu bere
prvni prijatelné feseni, je mozné, ze jeho nalezené feseni neni to nejlepsi.
Pro nalezeni toho nejlepsiho teseni je treba pouzit prepina¢ — — best, jehoz
funk¢nost je ale na tkor rychlosti, kterda muize byt 2x ¢i 3x nizsi. Bohuzel
nemuze byt tento prepina¢ pouzit u paired-end readti. Zaroven je mozné na-
stavit maximalni po¢et nahrazenych bazi v readu. [28]

V pripadé, ze backtracking mechanismus neni uspésny, muze dochazet k
jeho nadmérnému vyskytu. Bowtie2 se tento jev snazi zmirnit dvojim inde-
xovanim. Prvni index obsahuje BW'T genomu a je oznacovan jako dopfedny
index. Druhy obsahuje opét BWT genomu, ale se znaky v sekvenci v opac-
ném poradi, oznacovany jako zrcadlovy index. Read je pak v ptilce rozdélen
na dveé ¢asti a jejich zarovnavani probiha oddélené tak, ze je vzdy backtrac-
king povolen jen v dané ¢asti, ktera je zrovna zarovnavana. Prava cast je
zarovnavana podle dopredného indexu a leva ¢ast je zarovnavana podle zr-
cadlového indexu. Predchozi algoritmus funguje dobte pouze v pripadé, kdy
reference nebo read neobsahuji mezery (baze chybi nebo naopak prebyva).
Proto byl algoritmus rozsiten, jak je popsano dale.
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Obréazek 4.3: Algoritmus zarovnani readu s mezerami. [27]

Pro kazdy read
1. Extrahovéani seedu z readu (seedy tak predstavuji ¢asti readu).

2. Seedy jsou zarovnany na referenci v bezmezerovém modelu za po-
moci full-text minute indexu. Cisla v zavorkach znad¢i rozsah radki
v Burrows Wheeler matici, kam byl seed zarovnan.

3. Seedy jsou sefazeny podle offsetu na referenénim genomu.

4. Ready jsou zarovnany. Diky predchozim kroktim je znacné omezen
prostor, kam mohou byt zarovnany. Pro zvyseni vykonu je pouzito
SIMD (accelerated dynamic programming).
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4.2.2 Burrows-Wheeler transformace

Burrows-Wheelerova transformace (BWT) je reverzibilni permutace fetézci
v textu. Pavodné byla pouzivana pro kompresi dat. Indexace zalozena na
BWT umoznuje efektivni vyhledavani ve velkém textu s malou pamétovou
narocnosti.

BW transformace tetézce T, BWT(T), je zobrazena na obrazku 4.4. Znak $
je pripojen na konec fetézce a zaroven musi platit, ze se tento znak v Te-
tézci nevyskytuje. Burrows-Wheeler matice fetézce T je konstruovand jako
vSechny cyklické rotace Tetézce T, které byly sefazeny podle abecedy, znak
$ je Tazen na zacCatek abecedy. Vystup, BWT(T) pak ptredstavuje posledni
sloupec matice. Tento fetézec ma stejnou délku jako puvodni fetézec T. [28]

Sabaaba
aSabaab
aabas$ab
abaaba$ abaS$Saba
T 2 abaabas
£ ba$abaa

s |baabas$a

Sort Burrows-Wheeler
Matrix

abba$aa
BWT(T)

Last column

Obrazek 4.4: Burrows-Wheeler transformace fetézce T. [26]

Burrows-Wheeler matice ma vlastnost, kterd se nazyva last first mapping
(LF). To znamen4, Ze i-ty vyskyt znaku X v prvnim sloupci je i-ty vyskyt
znaku X v poslednim sloupci. V pripadé pridani indexu do tetézce T je toto
pravidlo pro znak a zobrazeno na obrazku 4.5. Obdobné to plati i pro ostatni
znaky v Tetézci.

T — Qo bo ay as bl as $ (421)
F L
as
as
ai
az ai
do
az
do

Obrazek 4.5: Burrows-Wheeler transformace last first mapping (LF). [26]
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Zpétné ziskani fetézce je znazornéno na obrazku 4.6. L sloupec je fetézec,
ktery je vystupem BW transformace. F sloupec, je na zakladé L sloupce,
snadné odvodit. Jelikoz plati pravidlo, ze pocet jednotlivych znakt je stejny,
staci je pouze premistit do F sloupce a seradit podle abecedy. Déle s vy-
uzitim LF je Tetézec ziskdn zpét. Jako prvni se vezme pridany znak $. Ve
stejném Fadku ve sloupci L se nachédzi ay . To znamend, Ze Fetézec zacind $a.
Algoritmus pokracuje s ag v F sloupci. Ve stejném radku v L sloupci je by.
by je pridédno do Tetézce a pokracuje az do doby, nez je opét na fadé znak $.

F L

—S$——a

Obréazek 4.6: Burrows-Wheeler transformace zpétné ziskani ptivodniho fe-
tézce. [26]

Diky vztahu mezi F a L sloupcem je mozné vyhledavat dany fetezec (zob-
razeno na obrazku 4.7). Naptiklad vyhledavany fetézec bude P = aba. Pii
pohledu do F sloupce jsou nalezeny vsSechy sloupce zacinajici a, nasledné v
L sloupci ve stejnych radcich jsou nalezeny dva vyskyty b. Jiz je ziskan sufix
ba, ktery existuje. Pokracuje se dale na radky, které zacinaji pravé naleze-
nymi b. V sloupci L pro dané fadky je nalezena a. Rétezec P = aba se v

textu vyskytuje.

p=aba p=aba

F L F L

3 a0 $ a0
ao :boi ao bo
ai 1 THE ai b1
az ai az ai
as $ as $
bo a: bo az
b, as b1 as

Obrazek 4.7: FM index - ziskdni prefixu. [26]
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4.3 Dalsi pomocné metody

4.3.1 Levenshteinova vzdalenost

Levenshteinova vzdalenost zjistuje rozdilnost dvou texti na zakladé poctu
zmeén, které je tieba udélat, aby byl z jednoho Tetézce ziskan druhy fetezec.
Za upravy se povazuje vlozeni, smazani a nahrazeni. Algortimus funguje
tak, ze se snazi ze slova, které bylo predano jako prvni v argumentu vytvorit
slovo predané jako druhy argument. Prikladem mtize byt vzdalenost mezi
retézci SPAM a PARK. Vzdalenost téchto slov je 3. Vystup v pripadé py-
thon knihovny je mozné vidét nasledovné. Vystup 4.3.1 je v pripadé SPAM,
PARK. Vystup 4.3.2 je v pripadé PARK, SPAM. Zmény jsou definovany:
o jakou zménu jde, index znaku v prvnim fetézci a index znaku v druhém
fetézci. Je mozné si vSimnout zavislosti mezi témito dvéma postupy. [41]

(‘delete’,0,0), ("insert’, 3,2), ('replace’, 3, 3) (4.3.1)
SPAM— > PAM-— > PARM-— > PARK

("insert’,0,0), ('delete’,2,3), (‘replace’, 3, 3) (4.3.2)
PARK— > SPARK— > SPAR_— > SPAM

34



5 Implementace

5.1 Popis problému

Hlavnim tikolem navrhnutého néstroje je urcit alely, které predstavuji ready
ze sekvendtoru. Jednou z vyzev je, Ze alela muze byt dlouha az témér 16
000 bp. Ziskané ready jsou ale dlouhé jen 250 bp a navic mohou obsahovat
chyby (zdména bazi, chybéjici baze nebo béze navic).

5.2 Referencni geny

Referencni geny byly prevzaty z IPD-KIR [36], konkrétné soubory ve formétu
fasta ulozeny ve stejnojmené slozce. Jednotlivé soubory jsou pojmenovany
genem, ktery obsahuji, napt. KIR2DLI1 gen.fasta. Kazdy soubor predsta-
vuje vSechny dostupné alely konkrétniho genu. Jedinou vyjimku tvoii sou-
bory KIR_gen.fasta ¢i KIR_nuc.fasta, které obsahuji vSechny geny, a navic
i pseudogeny.

Kromé soubortu * _gen.fasta obsahuje slozka fasta také soubory * prot.fast a
*

tomu __nuc.fasta obsahuje nukleotidy, tedy pouze exony bez intronti. Soubor
* _prot.fast obsahuje sekvence proteinu, které vznikly z RNA. Data ziskand

nuc.fasta. Soubor _gen.fasta obsahuje informace o celych genech. Oproti

z nemocnice budou odpovidat alelam uvedenych v __ gen.fasta. V praci bude
jako reference pouzit soubor _gen.

Pti analyze porovnavani souboru nuc a gen bylo zjisténo, ze v souboru nuc
je vice alel nez v souboru gen. Konkrétné v souboru gen je 461 alel a v sou-
boru nuc je 1109 alel. Tento idaj mimo jiné dokazuje, ze nejsou pristupné
referencni sekvence ke vsem realnym alelam. Nejmensi Levenshteinova vzda-
lenost mezi alelami je 1, nejvétsi 15 943 a primeérna 4768.98.

Na nésledujicim obrazku je mozné vidét vSechny vzdalenosti ostatnich alel

ve skupinkach podle genti vzhledem k alele 3DS1*0130101. Je mozné si po-
vsimnout, ze nejblize mé k alelam ze stejné¢ho genu.
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KIR3DS1*0130101

16000

14000 1

12000 1

10000 1

8000 -

Vzdalenost

6000 -

40001

2000 -

KIR2DL1
KIR2DL2
KIR2DL3
KIR2DL4
KIR2DL5A
KIR2DL5B
KIR2DP1
KIR2DS1
KIR2DS2
KIR2DS3
KIR2DS4
KIR2DS5
KIR3DL1
KIR3DL2
KIR3DP1
KIR3DS1

2]
o
E]

Nasledujici obrazek zobrazuje vzdalenosti pouze v ramci genu 3DS1 opét k
alele 3DS1*0130101.

KIR3DS1*0130101

8000

6000

Vzdalenost

4000

2000

KIR3DS1%0130101
KIR3DS1%0130102
KIR3DS1+0130103
KIR3DS1+0130104
KIR3DS1+0130105
KIR3DS1+0130106
KIR3DS1+0130107

KIR3DS1%014

KIR3DS1%055

KIR3DS1%078

KIR3DS1+0130108
KIR3DS1+0130109
KIR3DS1+0130110
KIR3DS1%0130111

5.3 Testovaci KIR genomy

Genomy, na kterych byl nastroj testovan, byly dodany vedouci prace a vy-
chézi ze znamych genotypi KIR - Genotype Reference List uvedenych v [8].
Genomy testl - test1l byly sestaveny podle definovanych genotypt a umy-
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slné vybrany, ty které predstavuji urc¢itym zplisobem vyzvu pro navrhnuty
nastroj. Presny obsah testovacich genomt je uveden v ptiloze.

5.4 Navrh systému

Systém byl navrzen jako modularni, diky ¢emuz je mozna jednoducha na-
hrada jakékoliv jeho casti.

Vse zacind ziskdnim readd, pro néz ma byt vyhodnoceno, jaké KIR alely
predstavuji. Prvni moZnosti je pouzit data piimo z FN Plzeni/BC LF UK
Plzen. Tyto data predstavuji ready, na kterych bude provadéna verifikace
nastroje. Druhou moznosti je ready simulovat. Na téchto datech byl nastroj
vyvijen a ladén. Genom miize byt vyroben manualné nebo ho lze vyrobit za
pomoci skriptu. V dalsim kroku musi byt vytvoreny genom 'rozbit" do po-
doby, jako by vysel ze sekvenatoru. Rozdéli se na ready a vytvori se v ném
chyby, aby data co nejvice odpovidala realnym. To se provadi za pomoci
nastroje ART.

V nasledujici ¢asti jsou ziskana data, tedy ready, zarovnana na referenc¢ni ge-
nom pomoci nastroje Bowtie2. Nakonec je zarovnani vyhodnoceno a rozpo-
znano, o jaké alely genti se pravdépodobné jedna. Vyhodnoceni je rozdéleno
do nékolika experimentii.
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Simulovani dat

Vytvoreni genomu —*

*fa (FASTA) Data z FN

Vytvoreni read(i

*fq nebo *.fastq

— 1

Zarovnani vzhledem k referenénim *
genlim *bt2 (bowtie index)

*.sam
Pristupy k identifikaci
Experiment 1 *
alels_distance.pyc
Experiment 2 ¢
*.bam, *.pyc

Experiment 3

— 1

*.ixt

Obrézek 5.1: Navrh systému.

5.4.1 Pouzité programové prostredky

Program byl navrzen a implementovan na opera¢nim systému Linux za po-
uziti programovaciho jazyka Python. Tento jazyk byl zvolen z divodu jed-
noduchého pouziti, diky ¢emuz nebyl vyvoj prototypt casové narocny. Pro
spusténi programu je nutné mit nainstalovany Python ve verzi 3.8, nastroj
ART ve verzi MountRainier, Bowtie 2 ve verzi 2.4.1. Dale byly pouzity
Python knihovny pysam ve verzi 0.14, python-Levenshtein, Matplotlib a
Numpy.

Pysam je modul do Pythonu, ktery poméha ¢ist a manipulovat s vystupnimi
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soubory ze zarovnavacl. Python-Levenshtein je modul do pythonu ktery ob-
sahuje funkce na vypocet Levenhsteinovy vzdalenosti a zaroven dokaze vratit
pozice rozdilnych znakti v fetézci. Matplotlib je rozsédhla knihovna pro vy-
tvareni animaci a interaktivnich vizualizaci v Pythonu. V préci byla pouzita
pro vykreslovani graft.

5.5 Modulové jednotky programu

Vse potrebné pro samotny béh programu obstarava skript run.py spolu s
nastavenim v souboru con fig.py. Skript run.py postupné pousti jednotlivé
moduly. Diky nastaveni v config.py je mozné si zvolit spusténi jen nékte-
rych modult. Naptiklad pouhé vytvoreni testovacich dat nebo pouze jejich
zarovnani, a v neposledni radé spousténi vyhodnocovani zarovnavanych dat.

5.5.1 Config

S konfiguracnim souborem config.py jsou spojeny vsechny skripty a obsa-
huje jejich veskera nastaveni. Jak jiz bylo zminéno, je mozné pomoci to-
hoto nastaveni spustit jednotlivé moduly. Jedna se predevsim o polozky
CREATE _READS, ALIGN a IDENTIFY. CREATE _RFEADS udrzuje in-
formaci o spusténi vytvoreni syntetickych readi. ALIGN se stara o spusténi
zarovnani. V neposledni radé IDENTIFY, ktera tidi spusténi vyhodnoceni
zarovnani. V pripadé nastavené hodnoty IDENTIFY na True je mozné ridit
spousténi experimentu (polozky EXP1, EXP2 a EXP3). Dulezitou polozkou
v configu jsou cesty ke zdrojovym a vystupnim slozkam. Dal$im nastavenim
je obsah genomu pri pripadném vygenerovani testovacich dat.

5.5.2 Simulovani dat

O simulovani dat se stara skript create_syntetic_reads.py, pricemz toto si-
mulovani je rozdéleno na dva kroky: vytvoreni genomi a vytvoreni readt.
Mezi témito dvéma fazemi vznikaji soubory s priponou .fa. Kazdy tento sou-
bor obsahuje pravé jeden KIR genom. Tyto genomy jsou nasledné pouzity
jako vstupni soubor pro vytvoreni readii, které se provadi za pomoci na-
stroje ART. Pro vytvoreni genomu je volan skript create_genome.py, ktery
vytvori genomy na zakladé nastaveni v configu pod polozkou GENOMES
a za pomoci referencnich gent v souboru pod polozkou v configu REFE-
RENCE_KIR_GENS _FILE. Vytvoreni probiha obdobné jako je popsano

nize u manualniho vytvoreni testovaciho genomu. Vysledné genomy jsou
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ulozeny do adreséare z configu GENOME__FOLDER. Vystupem modulu cre-
ate__syntetic__reads je soubor s ptiponou .fq, ktery by mél odpovidat formatu

realnych dat, které byly dodany. Vystupni soubory jsou ulozeny do slozky
pod proménnou READS FOLDER.

Manualni vytvoreni testovaciho genomu lze provést nasledujicim zpi-
sobem. V prvnim kroku je v referenénim souboru vybrana konkrétni alela
genu. Nékdy je mozné najit takovou shodu, kdy se alely lisi jen v koneéné
casti jejich oznaceni a v genomu je pouze prvnich 5 ¢isel. V tomto pripadé
muze byt vlozena jakakoli z téchto alel. Vkladana alela musi byt vlozena
véetné jeji hlavicky tedy: >KIR:KIR00138 KIR3DL3*0040201 12390

bp.

5.5.3 Zarovnani vzhledem k referenc¢nim gentim

Zarovnavani obstarava skript alignment reads to reference.py s pomoci
nastroje Bowtie2. V souboru config.py je nutné vyplnit polozku BOWTIE
HOME _DIRECTORY podle umisténi nastroje Bowtie na konkrétnim poci-
taci. V prvnim kroku jsou vytvoreny Bowtie2 indexy, které je mozné pouzit
napri¢ béhy, proto je v nastaveni polozka BOWTIE BUIL INDFEX, diky
které je mozné toto vytvoreni povolit nebo zakazat. Bez vytvorenych index,
tedy indext z minulych béht, ale Bowtie2 nebude zarovnévat. Bowtie2 vy-
tvari indexy na zakladé obsahu souboru REFERENCE _KIR _GENS _FILE.
V dalsim kroku jsou nac¢teny vsechny ready ze slozky v READS FOLDER a
nasledné jsou zarovnany nastrojem Bowtie2. Tady je nutné, aby byly ready
paired-end, tedy aby se vyskytovaly dvakrat, pricemz jednou s 1 na konci
a podruhé s 2. Tento predpoklad zajisti spravné nastaveni ARTU, ktery je
takto nastaven. Vystupni soubory jsou ve formatu .sam a jsou umistény dle
polozky ALIGMENT FOLDER v nastaveni.

5.5.4 Pristupy k identifikaci alel

Detailni vysledky pro vSechny genomy je mozné najit v priloze. V nasledujici
teoretické Casti jsou uvedeny vzdy simulované genomy.

Experiment 1

Jako prvni pokus o urceni alel, které by mohly byt obsazeny v genomu,
bylo pouhé oriznuti alel, které by meély vétsi procentualni sitku zarovnani
(napriklad 90 %). V piipadé bunécéné linie AMALA, kterd byla simulovana
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nastrojem ART a kterd obsahuje 19 alel, je vysledek zobrazen nize. Cer-
vené jsou oznaceny alely, které se v genomu skutecné nachazeji a cislo v
zavorce udava jejich procentualni pokryti. Pravdépodobnym divodem proc
maji alely, které do genomu nepatii tak vysoké zarovnani, je jejich podob-
nost. Napiiklad alely 2DS4*0010101 a 2DS4*0010102 jejiz vzdélenost je 2.
Z toho lze logicky usoudit, Ze na alelu 2DS4*0010102 se zarovnaly nékteré z
readu alely 2DS4*0010101.

e 3DL2*0070102 (99.64%
e 2DS4*0010101 (99.64%

e 3DP1*007 (99.04%)
e 2DS4*0010107 (98.99%)

( )
( )
e 2DS4*0010102 (99.55%) e 2DS5%0020103 (98.98%)
e 2DS5*0020101 (99.50%)
( )
%)

e 3DL2*0020105 (99.48%
e 2DS2*0010101 (99.43%
e 3DL3*00802 (99.34%)

e 3DS1*055 (98.70%)
e 3DL2%0020102 (98.40%)
e 3DL2*0020104 (98.19%)

e 3DL2%0070103 (99.29%) o 3DL2%018 (98.07%)
e 3DL3*0040201 (99.22%) e 2DL2%0030101 (98.07%)
e 3DL2%0020106 (99.15%) e 2DP1%0020105 (97.99%)

Néasledné jsou uvedeny alely, které do genomu patii, maji pokryti vice nez
90 %, ale nejsou v prvnich 19.

e 2DL2*0030102 (97.29%) e 2DS1*0020106 (96.57%)
e 2DL3*0010109 (94.16%) e 3DP1*0090101 (96.46%)
e 2DL5A*00102 (96.6%) e 3DS1*130101 (95.83%)

Nakonec jsou uvedené alely, které do genomu patti, ale maji pokryti mensi
nez 90 %. Po tomto zjisténi se nabizi pokusit se snizit pozadované zarovnani
na 70 % a pridat dalsi uptfesnujici kroky.

e 2DL1*0030201 (81.8%) e 3DL1*0150201 (70.71%)

Na& nasledujicim obrazku jsou zobrazeny vSechny alely genu KIR3DS1 a jeich
zarovnani. Cervené je oznacena alela, kterd do genomu AMALA patif. Je
mozné si povsimnout, ze alela s nejvétsim pokrytim do genomu nepatti. Na-
vic pokryti vétsi nez 90 % maji vSechny alely aZz na jednu. Neméné dulezité je,
ze posledni alela méa znacné kratsi délku nez vSechny ostatni alely stejného
genu. Posledni véci je hloubka pokryti, kterd by diky nastaveni sekvena-
toru meéla odpovidat hladiné 100 u alely, ktera do genu patii. Jak je vidét
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z obrazku, hloubka pokryti se u vétsiny alel pohybuje v extrémech kolem
20. Z toho lze odvodit, Ze ready alely 3DS1*0130101 byly pravdépodobné
rozdéleny mezi vSechny alely tohoto genu.

KIR3DS1

20 l . . I . ll. ‘ 055, cov: 98.7%, len: 14932
0
20
10130103, cov: 97.05%, len: 14932
0
20
0130106, cov: 96.28%, len: 14963
0

209 I I I . l . I' l 10130101, cov: 95.83%, len: 14932
04
204
. ' I . . I I . l I. . 10130107, cov: 95.53%, len: 14903
04
204
‘ l I l I' . ‘ 10130109, cov: 95.5%, len: 14958
04

207 l. . I . I . . . . 10130110, cov: 95.47%, len: 14963
04
20
10130102, cov: 94.89%, len: 14933
0

20 . I . . . 0130104, cov: 94.7%, len: 14958
0
20
0130108, cov: 94.6%, len: 14963
0
20
0130111, cov: 94.59%, len: 14958
0
20
10130105, cov: 93.52%, len: 14903
0
20 . . I I I ' I l. I I- 078, cov: 92.98%, len: 14963
0

204

014, cov: 43.72%, len: 5755

VsSechny vyse uvedené analyzy vybizi k blizSimu prozkoumani podobnosti
alel. Nize jsou uvedeny grafy Levenshteinovy vzdéalenosti ostatnich alel stej-
ného genu vzhledem k alele 3DS1*0130101, tedy té, kterd je obsazena v
genomu.
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Z predchozich obrazkl je patrné, ze 3 alely jsou vzdalené v ramci jedno-
tek, 9 alel je vzdalenych kolem 500 a jen jedna alela je vzdalena vice, coz
pravdépodobné zptisobuje to, ze je kratsi. Prichazi tedy na fadu otazka, jak
urcit, které alely jsou si az moc podobné, a pak rozhodnout, kterou z nich
odstranit. Vzdélenost, kdy jsou si alely blizké je mozné nastavit v configu
pod polozkou CLOSE_DISTANCE. Dale je porovnavano jejich pokryti v
mistech, kde jsou rozdilné. Pokud je hloubka pokryti jedné alely 2krat vétsi
nez hloubka pokryti druhé alely, je druhé alela odstrizena.
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V tabulce niZe je uvedeno porovnani vysledku pozadovaného pokryti 90 %
a 70 % u genomu AMALA. Za blizké byly alely povazovany v pripadé vzda-
lenosti mensi nez 100. Genom AMALA obsahuje celkem 19 alel a zadna z
nich se neopakuje. Krok 1 je pouze statistika prvniho zarovnani. Obsahuje
vsechny alely, které jsou v referenci. Celkové je v referenci 461 alel. Pouze
dva geny ze vSech gent uvedenych v referenc¢mi sekvenci se nenachéazeji v
tomto genomu. Krok 2 je po odstrizeni alel, které maji pokryti mensi nez 90
%, pripadné 70 %. V poslednim kroku 3 jsou uvedené vysledky po odstfizeni

/,
podobnych.
Krok 1 Krok 2 Krok 3
Zbyva Zbyva Ztraceno Gen,y Zbyva Ztraceno Gen}y
alel alel navic alel navic
amala
. 2DL1*0030201 3DP1*0090101
pokryti 461 113 2 3prLiroisozo1 | O C 3 4 opLavooro201 | °
90 %
amala
2DL4*0010201
PN _ _
p’c;é(r;tl % 461 193 0 0 41 2 3DP1*0090101 0
(]

Tabulka 5.1: Vysledky experimentu 1 u genomu AMALA. Odfezany byly
alely, které mély pokryti mensi nez 90 %. Alel u genomu znadi pocet v daném
genomu. Cislo v zévorkach udéavé, kolik alel je v daném genomu dvakrat. V
kazdém kroku zbyvd alel je kolik alel jesté ztistalo ve vybéru, ztraceno urcuje
kolik alel ma byt v genomu, ale algoritmus je vyradil. Za timto ¢islem jsou
vypsané alely, které byly ztraceny. V dalsich krocich jsou vypsany alely bez
téch, které uz byly ztraceny v predchozich krocich. Obdobné je to s geny
navic, které udavaji pocet a druh genii jiz neobsahujich zadnou z alel, ktera
nalezi do daného genomu.

Ve vysledki v priloze jisté zaujme genom Test7, ktery ztratil 7 alel v ramci
trettho kroku. Tedy pfi odfezavani podobnych alel.
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Krok 1 Krok 2 Krok 3

Zbyva Ztraceno Gen’y Zbyva Ztraceno Gen’y Zbyva Ztraceno Gen’y
alel navic alel navic alel navic
;g:i 2DL4*0010201
2DL2 3DL1*0150203
2DL5B 2DL3*0010103
461 0 - 8 188 0 - 0 - 24 7 2DP1*0020106 0

2DS2
2DS3
2DL5A
2DS5

2DS4*0010107
3DL3*0090103
2DL1*0030205

Tabulka 5.2: Vysledky experimentu 1 u genomu Test7. Odrezany byly alely,
které mély pokryti mensi nez 70 %. Alel u genomu znadéi pocet v daném
genomu. Cislo v zavorkach udéava kolik alel je v daném genomu dvakrat. V
kazdém kroku zbyvd alel je kolik alel jesté ztistalo ve vybéru, ztraceno urcuje
kolik alel ma byt v genomu, ale algoritmus je vyradil. Za timto ¢islem jsou
vypsané alely, které byly ztraceny. V dalsich krocich jsou vypsany alely bez
téch, které uz byly ztraceny v predchozich krocich. Obdobné je to s geny
navic, které udavaji pocet a druh gent jiz neobsahujici zadnou z alel, ktera
nalezi do daného genomu.

Jednou ze smazanych alel je i 2DL4*0010201, ktera byla smazana kvuli alele
KIR2DL4*0010305, taktéz patfici do genomu. Vzdélenost mezi témito ale-
lami je 10. Suma hloubky pokryti alely KIR2DL4*0010201 v misté kde se
alely neshoduji je 63. U alely KIR2DL4*0010305 je to 154.

50
0010201, cov: 97.7%, len: 11177
0
504
0010305, cov: 98.79%, len: 11177
04

Po analyzovani vsech smazanych alel se ukazalo, ze vSechny byly smazany

kvili alele, ktera do genomu také patii.

Experiment 2

Experiment 2 byl navrzen tak, aby zarovnavani probihalo ve vice iteraci.
Mélo by pak byt v dalsich krocich jasnéjsi, ktera alela do genomu skutecné
patii a kterda ne, diky tomu, Ze ready zarovnané na odstrizené alely by se
mély zarovnat na alely, které zbyvaji, a tak podporit alely patiici do genomu.

V prvni fazi se provede zarovnani na celou KIR referenci. V kroku 1 je
vytvorena statistika obdobné jako v prvnim experimentu a jsou odstrizeny
alely, které maji mensi pokryti nez CUT_COVERAGE ALFELS, které
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je uvedené v configu. Ze zbylych alel je vytvorena nova reference, na kte-
rou je provedeno nové zarovnani readid. Opét je vytvorena statistika. Vy-
sledky této statistiky nalezneme v kroku 2. Nasleduje krok 3, v némz soutézi
podobné alely v ramci jednoho genu. Podobnost alel je urcovana na za-
kladé Levenshteinovy vzdalenosti. Alely jsou si podobné v ptipadé, kdy je
jejich vzdalenost mensi nez vzdalenost uvedena v con figu pod parametrem
CLOSE _DISTANCE. Néasleduje vytvoreni nové reference a nové zarov-
nani.

Na nésledujicich obrazcich je vidét alela 2DL1*0030201 genomu AMALA.
Prvni obrazek znadi jeji zarovnani po prvnim kroku. Druhy obrézek ukazuje
jeji zarovnani po druhém kroku. V tomto piipadé bylo zarovnani jedno-
znacné ku prospéchu.

100
10030201, cov: 80.49%, len: 14217
0 PUO.
100
0030201, cov: 99.01%, len: 14217
o o — e o —

Ovsem je mozné se potkat i s alelami, kde pokryti zarovnani klesne, jako v
pripadé 2DL3*0010109 genomu AMALA.

100

‘ 10010109, cov: 96.91%, len: 14750
0 P o

0010109, cov: 95.31%, len: 14750
0l po -— o

Nasledujici tabulka zobrazuje zdkladni porovnani mezi vysledky experimentu

1 a experimentu 2. Je patrné, ze genomu AMALA vice zarovnani prospélo.
Bylo vytazeno vice alel, které do genomu nepatii. Naopak u genomu RSH
doslo ke zhorseni vysledki.

Krok 2 Krok 3
genom Z:f:l/é Ztraceno S:‘ZZ Z:f:llé Ztraceno S:‘ii
e I R
ez oo [ o - [0 | e |4 o,
rshexpl 20 (0) 228 | 0 - 1 2DL5A 10 | 2 zgz;:g(‘z;géég 1
rshexp2 20 (0) 228 | 0 - 1 2DL5A a4 | 2 333:88;8;;2 -
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Tabulka 5.3: Porovnani experimentu 1 a experimentu 2 pri stejném nasta-
veni. Odfezény byly alely, které mély pokryti mensi nez 70 %. Za podobné
byly alely povazovany v pripadé, kdy byla jejich vzdalenost nizsi nez 100.
Alel 1 genomu znadf pocet v daném genomu. Cislo v zavorkach udava kolik
alel se v daném genomu vyskytuje dvakrat. V kazdém kroku zbyva alel je
kolik alel jesté zustalo ve vybéru, ztracemo urcuje kolik alel ma byt v ge-
nomu, ale algoritmus je vyradil. Za timto ¢islem jsou vypsané alely, které
byly ztraceny. V dalsich krocich jsou vypsany alely bez téch, které uz byly
ztraceny v predchozich krocich. Obdobné je to s geny navic, které udavaji
pocet a druh gent jiz neobsahujici zadnou z alel, ktera nalezi do daného
genomu.

Na néasledujicim obrazku je vysledek genomu AMALA genu 2DL2 po tretim
kroku. Alela, ktera do genomu patii, mé jasny vrchol. Tento vrchol oznacuje
misto, kde bylo zarovndno mnoho read.

KIR2DL2

1001
10030103, cov: 97.84%, len: 14338
o P -
1001
(0030102, cov: 97.11%, len: 14810
0 PP

100

10030101, cov: 96.45%, len: 14696

0 2000 4000 6000 8000 10000 12000 14000

Oproti tomu u genu 3DS1 po kroku 3 jsou zbyvajici alely k nerozeznani.

KIR3DS1

201 I | ‘ I I I . I . ‘ 0130101, cov: 98.24%, len: 14932
o0

204

0130109, cov: 97.03%, len: 14958

0 2000 4000 6000 8000 10000 12000 14000

Vysledkem kroku 4 je odstranéni alel v pripadé, kdy sdileji gen s alelami s
jednozna¢nym vrcholem, ale u genii, kde to neni jasné, nic odstranovat nebu-
dou. Pro kazdy gen je spocitana hloubka pokryti pro jednu alelu. Z jednoho
genu jsou porovnavany kazda alela s kazdou. Pokud alelal ma 2krat vétsi
maximalni hloubku pokryti nez alela2 a zaroven je maximélni histogram
alelyl 2krat vétsi nez prumeérna hloubka pokryti pro vsechny alely daného
genu, je alela2 odstranéna.

V nasledujici tabulce je porovnani genomu AMALA a kroku 3 a 4. Diky
kroku 4 byl algortimus zpfesnén a odstranéno 19 alel, které do genomu ne-
patii za cenu ztraceni jedné alely, kterda do genomu patii. Jelikoz v praxi je
mnohem lepsi alelu ztratit nez uréit ze se v genomu nachézi alela, ktera tam
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skuteéné neni, da se Tici, ze u tohoto genomu byl krok 4 prospésny, stejné
jako u ostatnich genomn.

Krok 3 Krok 4
Genom Alel Zbyva Ztraceno Gen/y Zbyva Ztraceno Gen}y
alel navic alel navic
2DL4*0010201 *
amala 19 (0) H 38 2 3DP1*0090101 0 - H 18 ‘ 3 3DL2*0020105 ‘ 0 -
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Krok 1

Krok 2

Krok 3

Krok 4

-t *.sam
Vytvoreni statistiky o *.bam
> *_exp2_stepl.pyc
\
Odstfizeni pokryti
< config.CUT_COVERAGE_ALLELES
*.sam
Vytvofeni a zarovnani na > b
novou referenci p 2an
> *_exp2_step2.pyc
\
Odstfizeni podobnych > *_exp2_step3.pyc
\/
> *_exp2_step4.pyc
Odsttizeni alel bez vrcholu
- *.ixt

Obrézek 5.2: Postup algoritmu experimentu 2.
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Experiment 3

Dalsi experiment byl zalozen na omezeni stavového prostoru vytvorenim
clusteri. Alely jsou sefazeny od nejvice pokryté po nejméné pokrytou. Prvni
alela s nejvétsim pokrytim je vlozend do prvniho clusteru. Dalsi alely pro-
jdou vsechny clustery a pokud je vzdalenost alespon jedné alely z clusteru
a pravé prochazejici alely mensi nez CLUSTFER _DISTANCE uvedend v
configu, je alela prifazena do tohoto clusteru. Pokud ne, pokracuje v porov-
navani dokud nezkontroluje vSechny clustery. V pripadé, kde nezapada ani
do jednoho z clusterii, vytvori novy. Nasledné jsou porovnany vsechny alely
z clusteru. Pokud alespon jedna alela v daném clusteru ma pokryti vétsi nez
CUT _COVERAGE ALLELES uvedené v configu, neni zadna alela v
daném clusteru smazana. V opa¢ném pripadé jsou vSechny alely z clusteru
smazany. Dalsi postup je stejny s experimentem 2.

Vyhodou tohoto pristupu by meélo byt zamezeni smazani alel, které do ge-
nomu patii, ale jejichz ready se zarovnaly na alelu ji podobnou.

Pri vzdalenosti 5 bylo vytvoreno kolem 224 clustert, pficemz jich mtze byt
o par jednotek vice nebo méné z toho divodu, ze alely nejdou za sebou ve
stejném poradi, ale v poradi od nejvice pokrytych po nejméné pokryté. Pri
vzdalenosti 10 vznikalo kolem 171 clustert, pii vzdalenosti 15 vznikalo 143,
a nakonec pri vzdalenosti 30 vznikalo kolem 122 clusterti. Takto navrzené
clusterovani neprineslo o¢ekavana zlepseni. Je tfeba se nad clustrovanim alel
zamyslet jinak. Na ptikladech clusterti uvedenych v ptiloze si lze povsimnout,
ze vétsinou alely pochazely ze stejnych genti.

Navrh na experiment 4

Clustery se vytvari zejména z toho divodu, zZe si alely mezi sebou "kra-
dou'ready. Moznym vylepsenim clusteri by mohlo byt dat dohromady ty
alely, které maji minimalni rozdil v 250 dlouhém useku oproti jiné (protoze
ready jsou dlouhé 250bp). Nésledné si pak mohlo vyhledat kolik takovych
useki ma jedna alela spoleénych s jinou. Problémem tohoto navrhu bude
vypocetni naroc¢nost.

Zhodnoceni experimenti

Mezi problematické geny lze fadit 2DL5B a 2DL5A | které ¢asto mély vysoké
pokryti bez toho aby jakékoliv z jejich alel byla v genomu. Castou ztratovost
vykazoval gen 3DL1. Pro zajimavost v ptipadé genomu Test1 bylo po prvnim
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kroku experimentu 2 maximélni pokryt{ jeho alel 72 %. V kroku nasledujcim
toto ¢islo poskocilo na 93 %.
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6 Porovnani pristupu k
identifikaci a parametra

Porovnani jednotlivych ptistupt probihalo pomoci presnosti (precision) 6.0.1
a uplnosti (recall) 6.0.2.

TP
P = 0.1
rec TP L PP (6.0.1)
TP
= .0.2
Ree=Tp N (602)

Diky presnosti je mozné odhadnout jak moc jsou vysledky relevantni. Na-
opak pomoci uplnosti je mozné odhadnout kolik skutecné relevantnich vy-
sledkt bylo pritazeno. Pri prevysujici iplnosti bylo ziskdano mnoho alel, ale
mnoho jich do genomu nepatti. Naopak pokud presnost prevysuje tplnost,
tak vétsina vybranych alel do genomu patii, ale mnoho jich bylo ztraceno.
V pripadé klasickych klasifikatort je snaha balancovat pristup tak, aby obé
hodnoty dosahovaly co nejvyssich procent. V tomto pripadé je ovsem mno-
hem horsi varianta identifikovat alelu, ktera do genomu nepatii, nez neurcit
alelu, ktera do genomu patti. Proto je presnost diilezitéjsim parametrem nez
uplnost. V kazdém pripadé je jisté napomocné pokud je o moznych vyskytech
alespon néjaka informace i kdyby to znamenalo snizit troven rozliseni. To
by znamenalo v pripadé nerozhodnosti mezi 3DS1*0130101 a 3DS1*0130109
Fici, ze tam je jedna z alel na troven 3DS1*01301.

Konecny

Kkrok Parametry Presnost (%) Uplnost (%)

CUT_COVERAGE_ALLELES = 90

B
3 CLOSE_ DISTANCE = 100 65 84
expl 3 CUT_COVERAGE_ALLELES = 70 . -
CLOSE_DISTANCE = 100
5 CUT_COVERAGE_ALLELES = 70 5 o1
: CLOSE_DISTANCE = 100 :
exp2 4 CUT_COVERAGE_ALLELES = 70 - -

CLOSE__DISTANCE = 100

CUT_COVERAGE_ALLELES = 70
4 CLOSE__DISTANCE = 100 78 87
CLUSTER_DISTANCE = 5

CUT_COVERAGE_ALLELES = 70
4 CLOSE__DISTANCE = 100 80 87
CLUSTER_DISTANCE = 10

CUT_COVERAGE_ALLELES = 70
4 CLOSE__DISTANCE = 100 78 88
CLUSTER__DISTANCE = 20

CUT_COVERAGE_ALLELES = 70

4 CLOSE__DISTANCE = 100 79 87
CLUSTER__DISTANCE = 30

exp3
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7 Verifikace na realnych
datech

Pro validaci algoritmu na redlnych datech byl ziskdn kompletni KIR genom
u 9-ti komercnich linii ve spolupraci FN Plzen — LFP UK spolu s defino-
vanim konkrétnich alel v téchto liniich. Ready byly ziskany dle protokolu
uvedeného v [29], konkrétné byly amplifikoviny z izolované DNA pomoci
long-range PCR za pouziti smési 6 primeri. Sekvenac¢ni knihovna je pripra-
vena modifikovanym protokolem NEBNext® Ultra TM I FS DNA Library
Prep Kit for Illumina (New England Biolabs) a knihovny jsou sekvenovany
v pair-end rezimu na ptistroji [llumina Miseq s pokrytim 100.

Prvnim krokem pri verifikaci na redlnych datech je zarovnani. Na nasle-
dujicich obrazcich je porovnani logu Bowtie2 genomu BOB na syntetickych
readech 7.1 a readech pfimo ze sekvenatoru Illumina 7.2. Je mozné si zde
povsimnout, ze v pripadé syntetickych readt byly zarovnany vsechny ready.
Naopak pfi zarovnavani realnych dat bylo zarovnano pouze necelych 70 %
readii. Pojem concordanly v tomto pripadé znamena, ze oba pary readi
byly zarovnany ve vzajemném souladu. Oproti tomu discordantly znamena,
ze kazdy jeden z paru readt byl zarovnan samostatné.

align: bob KIR_gen

49000 reads; of these:

49000 (100.00%) were paired; of these:
0 (0.00%) aligned concordantly @ times

0 (0.00%) aligned concordantly exactly 1 time
49000 (100.00%) aligned concordantly =1 times

® pairs aligned concordantly © times; of these:

0 (0.00%) aligned discordantly 1 time

0 pairs aligned © times concordantly or discordantly; of these:
® mates make up the pairs; of these:
aligned ® times
aligned exactly 1 time
0 (0.00%) aligned >1 times
100.00% overall alignment rate

Obréazek 7.1: Vypis zarovnani syntetickych readi genomu BOB z Bowtie2.
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align: bob KIR_gen
436363 reads; of these:
436363 (100.0 were paired; of these:
158219 (36.26%) aligned concordantly @ times
293 (0.07%) aligned concordantly exactly 1 time
277851 (63.67%) aligned concordantly =1 times

158219 pairs aligned concordantly © times; of these:

10 (®.01%) aligned discordantly 1 time
158209 pairs aligned @ times concordantly or discordantly; of these:
316418 mates make up the pairs; of these:
266084 (84.09%) aligned ® times
353 (0.11%) aligned exactly 1 time
49981 (15.80%) aligned =1 times
69.51% overall alignment rate

Obréazek 7.2: Vypis zarovnani redlnych readi genomu BOB z Bowtie2.

Jednim z dtvodi, proc se to déje, mohou byt chybné baze v realnych readech,
které vznikly sekvenovanim. V souboru obsahujicim ready je mozné nalézt
informaci o kvalité sekvenace jednotlivych bazi. V podstaté se jedna o vyjad-
feni toho, jak moc si je sekvenator jisty danou bazi. Kvalita se oznacuje jako
ASCII znak a je rovna ASCII kédu - 33 (preskoceni netisknutelnych znaki).
Cim vyssi je ASCIL kod, tim je baze kvalitnéjsi. Nejcastéji se hodnota kvality
pohybuje mezi 0 a 40, ziidka prekro¢i hodnotu 60. Na néasledujicim obrazku

je zobrazen graf kvality bazi vzhledem k pozici v readu.

Quality scores across al bases (Sanger / lumina 1.9 encoding)

Quality scores across all bases (sanger / llumina 1.9 encoding)

H AAOAATT T

1 LITT7rs!

1234567801519 3034 4549 6064 7579 90-94 110114 135139 160164 185189 210214 235239
Posi

1234567801510 30-34 4549 6064 7579 90.94 110114 135139 160164 165189 210214 235239
Fosi tion in read (bp)

tion in read (bp)

Obrézek 7.3: Zobrazeni kvality dat genomu BOB, v levé ¢asti pro prvni z
paru readl a v pravé casti pro druhé ¢asti readii. V grafu se smérem nahoru
zvysuje kvalita baze. Z leva do prava se pak zvysuje pozice baze v readu. Je
patrné, ze ¢im je pozice v readu vyssi, tim nizsi je kvalita baze, a zaroven v
druhych parech readu je kvalita znatelné horsi.

Nabizi se tedy Teseni nekvalitni baze na konci readt odstranit. Na odstranéni
nekvalitnich bazi byl pouzit nastroj Trimmomatic 0.38.0 na serveru Galaxy
[4]. Na odstranéni bylo pouzito posuvné okénko velikosti 8 s prumérnymi
kvalitami 15.
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ross all bases (Sanger / lumina 1.9 encoding)
iiii AANNAAASAL
i Tt

u/n}
“I /i ATIITT

1234567801519 3034 4549 6064 7579 90-94 110114 135139 160164 185189 210214 235239
Position i read (bp)

1234567891510 3034 4549 60-64 7579 0094 110114 135139 160164 185180 210214 235239
Position in read (bp)

Obrézek 7.4: Zobrazeni kvality dat genomu BOB po ofezu nekvalitnich bézi,
v levé ¢asti pro prvni z paru readi a v pravé ¢asti pro druhé casti read. V
grafu se smérem nahoru zvysuje kvalita baze. Z leva do prava se pak zvysuje
pozice baze v readu. Je patrné, ze ¢im je pozice v readu vyssi, tim nizsi je
kvalita baze, a zaroven v druhych parech readi je kvalita znatelné horsi.

Nasledujci tabulka zobrazuje porovnani vysledkiti bez ofezu nekvalitnich bazi
a s jejich orezem. Jak je vidét, nelze jednoznacné ftici, ze by se vysledky
zlepsily.

Krok 4

Zbyva Ztraceno Geny

Genom Alel ;
alel navic

2DL2*00301
2DL3*001

amala 0 2DL5B
19 (0) 60 5 3DL2%0070102 | 2 0"

bez ofezu kvality 3DL2*0020105
3DP1*00901

2DL3*001
amala 2DL2*00301
19 (0) 52 4 ShIo*oorolos | 1 2DL5B

3DP1*00901

3DL3*01303
2DL2*00301
2DL3*00201
E:: orezu kvality 1o (@ 2 4 SIDILZ 002 2 ;gEiB
3DP1*00302
2DL4*001
2DL1*00302

2DL2*00301
2DL3*00201
bob 3DL3*01303 2DL5B
s ofezem kvality 19 (0) 51 7 3DL2*0070102 3 2DS3
3DP1*00302 2DL1
2DL4*001
2DL1*00302

s ofezem kvality
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Tabulka 7.1: Porovnani vysledk pii odstfizeni nekvalitnich bazi na experi-
mentu 2. Odfezdny byly alely, které mély pokryti mensi nez 70 %. Za blizké
byly povazovany v pripadé, kdy byla jejich vzdalenost mezi sebou mensi nez
100. Alel u genomu zna¢i pocet alel v daném genomu. Cislo v zavorkach
udava, kolik alel se v daném genomu vyskytuje dvakrat. Zbyvd alel urcuje,
kolik alel jesté ztistalo ve vybéru, ztraceno znaci kolik alel ma byt v genomu,
ale algoritmus je vyradil. Za timto ¢islem jsou vypsané alely, které byly ztra-
ceny, geny navic udavaji pocet a jaké geny jiz neobsahuji zaddnou z alel, ktera
nalezi do daného genomu.

V nasledujicim textu pribyde k referenc¢ni alele a nastrojem identifikované
alele pojem biologicka reference. Mysli se tim identifikace alel provedena v
laboratori, odkud pochazi komeréni linie.

Dodana realna data nemaji biologickou referenci az na tiroven non-coding re-
gionu. Prikladem miuzZe byt biologicka reference 2DL1*00201 v niZe uvedené
ukazce biologické reference genomu KASO11. K této alele je mozné priradit
az 16 alel z referencnich sekvenci. Diky tomuto problému neni mozné pl-
nohodnotné posoudit presnost a tiplnost nastroje. Znak + znaci pritomnost
genu bez blizsitho urceni alely, tzn. Ze v nékterych pripadech neni alela ur-
¢ena vubec.

Ukézka dodanych identifikaci KASO11

e 2DL1: 00201, 00302 e 2DS3:
o 2DL.2: e 2DS4: 00301
e 2DL3: +

e 2DS5: 00201
e 2DL4: 00103, 005

e 2DL5A: 00101

e 3DL1: 008
e 3DL2: 01001, 019

o 2DL5B:

e 9DP1: 002. 00301 e 3DL3: 00901, 01302
e 2DS1: 00201 e 3DP1: 00302, 006
o 2DS2: e 3DSI: 01301

Podrobnéjsi zhodnoceni vsech verifikacnich linii vychazejici z identifikace
dané drovneé rozliseni je uvedeno v nasledujici kapitole.
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8 Zhodnoceni z hlediska
urovneé rozliseni

Na nésledujicich dvou grafech jsou zobrazeny vsechny zbyvajici alely genti
2DS1 a 2DL4 u genomu BOB. Jak je vidét z obrazku, u genu 2DS1 je mozné
urcit coding region tzn. prvnich pét ¢isel. Oproti tomu v pripadé genu 2D1L4
to mozné neni.

KIR2DS1

25 ' . ' . . . I I | . .' 0020101, cov: 99.67%, len: 14720
0

25 0020103, cov: 99.4%, len: 14720

0 2000 4000 6000 8000 10000 12000 14000

KIR2DL4

201 . . . '
0050101, cov: 96.8%, len: 11143
0

0010302, cov: 86.87%, len: 10565

2000 4000 6000 8000 10000

Nasledujici tabulka zobrazuje moznost rozliseni alel u syntetickych readt. V
pripadé genu 3DL3 Ize jednoznac¢né prohlasit, ze alely od sebe rozlisit nelze.
Oproti tomu v pripadé genu 2DS2 a 3DL3 alely rozlisit lze.

|| 2DL1 | 2DL4 | 2DS1 | 2DS2 | 2DS4 | 2DS5 | 3DL1 | 3DL2 | 3DL3 | 3DP1 | 3DS1

amala N A-5
bob N A-5 A-5 N
cox A-5 A-5 N
ho301
jvm
kas011
olga A-5 N A-5
rsh A-5
wt51 N
testl A-5 N
test2 A-5
test3 N
test4 A-5 A-5
testd
test6 N
test7 A-5 A-5
test8 A
test9 A -
A
A

> >
oot w
>
o

Z
Z

zz2Z2Z2Zz

test10
test1l
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Tabulka 8.1: Zhodnoceni zbylych alel v experimentu 2 po 4. kroku z hlediska
urovné rozliseni. Tabulka obsahuje jen alely, které meély ve vysledcich néjakou
informaci o trovni rozliSeni. V pripadé, kdy se v policku nachazi znak N,
znamena to, ze zbylo vice alel, pficemz néktera z nich nepattila do genomu.
V pripadé znaku "A" alely rozlisit lze. Za pomlckou se pak nachézi ¢islo
urcujici troven rozliseni, tedy na kolik ¢isel maji spolecny zaklad.

V pripadeé redlnych dat neni mozné tiroven rozliseni jednoduse urcit, protoze
biologicka reference neni urcena az na nejnizsi uroven, jak jiz bylo uvedeno v
predchozi kapitole. NiZe je zobrazend tabulka zjednodusené popisujici iroven
rozliSeni u realnych dat. U gent 2DL5A, 2DS1, 2DS2 a 2DS3 bylo urceni
alely minimalné na 3 mista v coding regionu nebo v souladu s biologickou
referenci. V pripadé ostatnich gent se vzdy vyskytoval alespon jeden pripad,
kdy bylo mozné alely rozlisit.

H amala ‘ bob ‘ cox ‘ ho301 ‘ jvm ‘ kas011 olga ‘ rsh ‘ wt51
2DL1 NE NE 5R 3R 5R 5R NE 5R OR
2DL4 3 3R NE 3 5R 3R NE 7R 5R
2DL5A 3R 3 5R 5R 5R 5R
2DL5B NE 4R
2DP1 5R 5R 5R 5R NE 5R 5R 3R 3R
2DS1 5R 5R 5R 5R 3R 3R
2DS2 5R 3R 5R 5R 5R 5R
2DS3 5R OR
2DS4 NE NE 3R 3R 6R 5R 3R OR
2DS5 NE NE 5R NE NE 6R NE
3DL1 NE NE 5 3R 3R 3R NE 3R
3DL2 NE NE NE 5R 3R NE NE OR OR
3DL3 NE NE NE NE NE NE NE NE 3R
3DP1 3R NE 3R 5R 3R 3R NE 3R OR
3DS1 NE 5R 3R NE NE NE

Tabulka 8.2: Zhodnoceni zbylych alel u redlnych dat v experimentu 2 po 4.
kroku z hlediska trovné rozliseni. Tabulka obsahuje jen alely, které mély ve
vysledcich néjakou informaci o tirovni rozliseni. V pripadé, kdy se v policku
nachézi znak N FE nebylo mozné alelu rozpoznat, ale v biologické referenci
byla uvedena. V pripadé ¢isla znaci, na jak velkou presnost byla alela urcena.
R za timto ¢islem znaci, ze tato tiroven rozliSeni byla uvedena i v biologické
referenci. Pokud je policko prazdné, gen se v genomu nenachazi nebo byl
ztracen.

Af uz z divodu nezarovnani vsech realnych readt, mozné pritomnosti alely,

pro kterou neni referen¢ni sekvence, ¢i kvili jiné z vyse uvedenych pricin,
jsou tyto vysledky ocekavané.
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9 Zavér

Préace se zabyva navrhem nastroje pro automatickou identifikaci KIR alel.
Identifikace KIR alel je vyuzitelnd pti transplantaci krvetvornych bunék,
kdy se rozhoduje mezi vice darci shodnymi v HLA znacich. Zvoleni darce s
vhodnéjsimi KIR geny snizuje riziko relapsu (ndvratu nemoci).

Toto téma je stale aktualni. Zatim je prokadzan vliv jen KIR gent, resp.
jejich haplotypovych kombinaci. V soucasné dobé se zkouma také vliv ale-
lickych variant, jelikoz doposud bylo prokazano, ze nékteré formy gent se
neexprimuji, tzn. gen se sice v genomu nachézi, ale neni z néj vytvoren zadny
produkt na povrchu bunky a tak nemd jak vyvolat ¢i ovlivnit jakoukoliv re-
akci v organismu [40]. Z biologického hlediska je dilezitd pravé exprimace,
kterd je zavisla jen na coding-regionu. Tudiz z praktického hlediska staci, aby
nastroj byl schopny urcit alelu na coding droven, tedy prvnich pét ¢isel alely.

V teoretické casti byly popsany a rozbrany geny, predevsim non-HLA gen
Killer-cell immunoglobulin-like receptor (KIR), a jejich vliv na transplan-
taci krvetvornych bunék. Déle byly predstaveny natural killer bunky a je-
jich funkce v ramci imunitniho systému. Pro zjisténi typizace HLA a KIR
slouzi sekvenac¢ni metody, které byly shrnuty a popsany. Konkrétnéji Sanger
sekvenovani a next-generation sequencing (NGS). V neposledni radé byly
analyzovany bioinformatické néstroje pro zpracovani NGS dat se zamérenim
na generator syntetickych readi ART a zarovnava¢ NGS readt Bowtie2.

V realiza¢ni ¢asti bylo navrzeno a implementovano prototypové reseni v ja-
zyce Python za pomoci knihovny pysam pro identifikaci KIR alel. Jazyk
Python byl zvolen z divodu jednoduchého pouziti, diky ¢emuz nebyl vy-
voj Casové narocny. Parametry nastroje ART byly urceny tak, aby vystupni
ready co nejvice odpovidaly datim ziskanym z FN Plzen/BC LF UK Plzen.
Béhem prace bylo implementovano a vyzkouseno nékolik pristupt, které byly
v praci zhodnoceny. Nejvétsi prekazkou je podobnost alel. Alely mohou byt
dlouhé az 16 000 bp (nukleovych bazi). Ready ze sekvenatoru jsou ovsem
dlouhé 250 bp. Vzhledem k podobnosti alel (u nékterych dokonce jen jedna
nukleova béze) neni zadnou vyjimkou, ze read je zarovnan na alelu, ke které
nepatfi.

Néastroj byl implementovan a ladén na syntetickych readech. Néasledna verifi-
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kace byla provedena na komerénich bunéénych liniich sekvenovanych ve FN
Plzeni/BC LF UK Plzen. Verifikace nastroje na realnych datech odpovidala
ocekavanym predpokladim. Rozdil redlnych read od syntetickych byl uz
v jejich zarovnani, kdy v pripadé realnych dat bylo zarovnédno kolem 70 %
readil, oproti tomu v pripadé syntetickych read byly zarovnany vsechny.
V ramci ndvrhu néastroje a provedenych experimentti byly identifikovany za-
kladni slabiny automatické identifikace KIR alel, a sice ze redlna data nejsou
vzdy identifikovand az na droven non-coding region, protoze z biologického
hlediska neni v nékterych pripadech mozné urcit alelu na nejnizsi znamou
uroven, ¢i oznaceni, ze se zde gen nachazi, ale ani zminka o tom, o jakou
alelu by se mohlo jednat. Tyto problémy souviseji i se zhodnocenim z hle-
diska 1drovné rozliseni, kde u realnych dat v pripadé biologické reference
pouze na coding region vyjde vice alel na non-coding region se stejnym za-
kladem codingu regionu. Kromé toho je v realnych datech mozné narazit na
alelu, ktera se mezi referen¢nimi sekvencemi nenachéazi. Nyni je zndmo 1109
alel, pricemz existuje referencni sekvence pouze pro 461 alel.

Do budoucna se nabizi zamyslet se vice nad efektivnim vytvorenim cluster,

kde by se zohlednovala délka readi. V pripadé verifikace by bylo vhodné
vice probadat kvalitu dat a odstrihavani nekvalitnich bézi.
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10 Vykladovy slovnik pojmu a
zkratek

WHO  World health organization, svétova zdravotnicka organizace
CNRDD Cesky néarodni registr darcti kostni diené

MHC  Major histocompatibility complex, geneticky systém

HLA Human leucocyte antigen, podskupina MHC

KIR Killer imunoglobilin like-receptor, skupina genti

NK Natural killer, bunka imunitniho systému

DNA  Deoxyribonukleova kyselina; dvousroubovice, kterda obsahuje pary

bézi C, G, A, T

RNA Ribonuklové kyselina; obsahuje baze C, G, A, U; sablona pfimo
pro vytvoreni proteint; hlavni funkci zajisténi prekladu DNA do
struktury proteini (DNA -> mRNA -> rRNA -> tRNA -> RNA)

Baze  nukleové béze; A - Adenin, C - Cytosin, G - Guanin, T - Thymin
bp base pair; jeden z para A - T nebo C - G

kb kilobase 1 kb = 1000 bp

ART nastroj na vytvareni syntetickych readt

Bowtie nastroj na zarovnani readt proti referencnim gentim

SAM Sequence Alignment/Map; Format souboru na uloZeni zarovnéani

BAM Bindrni verze souboru SAM
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A Uzivatelska dokumentace

Ke spusténi programu je tfeba mit nainstalovany:
o ART ve verzi MountRainier
e Bowtie2 ve verzi 2.4.1
e Python ve verzi 3.8
e Python knihovny

— pysam
— python-Levenshtein
— matplotlib

— numpy

Doporuceny operacni systém je Linux, na Windows se mohou vyskytnout
problémy s knihovnou htslib.

A.1 Ziskani potrebného softwaru

Python knihovny a moduly
Knihovny a moduly je mozné ziskat pomoci PyPi.

e pip install pysam
e pip install python-Levenshtein
e pip install matplotlib

e pip install numpy

Jinou moznosti je pouzit oficidlni ndvody uvedené pro knihovnu pysam na
[12], knihovnu python-Levenshtein [13], matplotlib [9] a numpy [11].

ART

Nastroj ART slouzi ke generovani syntetickych readii. Odkaz na stazeni na-
stroje u oficidlniho ¢lanku [23] je bohuzel nefunkéni. Je mozné vyuzit tento
zdroj [1]. V pripadé, ze bude i tento link nefunk¢ni je mozné néstroj vyhledat
na stejné strance po zadani textu ART do vyhledavaciho pole, typicky prvni
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vysledek ART - Set of simulation tools ...

Prace je odzkousena s verzi MountRainer. Ve stazeném archivu se nachazi
nekolik souborit README. Pro tuto praci je dulezity soubor art illumina_
README.tzt, ktery obsahuje navod na instalaci nastroje a vysvétleni para-
metri.

Parametry shodujici se s parametry dat ziskanych z FN Plzen/BC LF UK
Plzen jsou paired end ready dlouhé 250 bp, profil sekvenatoru MSv1, s nako-
pirovani sekvenci 100. VSechny tyto parametry jsou jiz nastavené ve skriptu.

Bowtie2

Bowtie2 slouzi k zarovnani readi na refrencni sekvenci a je dostupny na [2].
Prace je odzkousena s verzi 2.4.1. Ve stazené verzi je manudl s potiebnymi
instrukcemi. Stejné tak je na strankach Bowtie2 sekce Getting started.

A.2 Ziskani referenc¢nich sekvenci

Referenc¢ni soubory _ gen.fa a _ nuc.fa pouzité v praci jsou k nalezeni na
CD ve slozce prilozena data/referencni sekvence. Pipadné nejnovéjsi verzi je
mozné ziskat na IPD-KIR [36] v zdlozce KIR, déle v pravém menu GitRepos
slozka fasta.

A.3 Nastaveni programu

Veskeré nastaveni aplikace probiha pomoci souboru config.py

Parametry configu:

e CREATE_READS - Znaci, zda ma byt spustén modul vytvoreni syn-
tetickych readii. Ocekdvany hodnota je True nebo False.

e ALIGN - Znaci, zda mé byt spustén modul pro zarovnani readt vzhle-
dem k referenénim gentim. Ocekavand hodnota je True nebo False.

o IDENTIFY - Znaci, zda ma byt spusténa identifikace alel. Ocekavana
hodnota je True nebo False.

¢ PRECOMPUTATION__DISTANCE - Predpocitani vzajemné vzdale-
nosti mezi jednotlivymi alelami do pyc souboru.
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EXP1 - Znaci, zdd mé byt spustén experiment 1 pro identifikaci.
EXP2 - Znaci, zdd mé byt spustén experiment 2 pro identifikaci.
EXP3 - Znaci, zda ma byt spustén experiment 3 pro identifikaci.

PATH_TO_DATA_ FOLDER - Znaci cestu ke slozce s daty. Da se vy-
uzit v pripadé, kdy adresarova struktura odpovida strukture navrzené

nize.
REFERENCE KIR GENS FILE - Soubor se vsemi referen¢nimi geny.

GENOME_ FOLDER - Oznacuje cestu slozky, do které jsou ukladany
vytvorené genomy.

GENOMES - Slovnik, ktery definuje genomy podle obsahti geni. Na
zékladé toho budou vytvoreny genomy.

BOWTIE_HOME_DIRECTORY - Oznacuje cestu ke nastroji Bow-
tie.

READS_FOLDER - Oznacuje slozku, do které budou uklddany ready.
Pripadné z které budou nacitany.

BOWTIE_INDEX FOLDER - Oznacuje slozku, do které budou ukla-
dany indexy z Bowtie. Pripadné z které budou nacitany.

BOWTIE BUILD INDEX - Znac¢i zda maji byt vytvoreny Bowtie
indexy. Pokud bude hodnota nastavena na False, musi byt pritomny
indexy z minulého béhu, jinak zarovnavani nebude fungovat. Oceka-

vand hodnota je True nebo False. (Pro prvni béh je typickd hodnota
True)

BOWTIE_THREADS - Pocet vlaken na kterd ma byt Bowtie spustén.

ALIGNMENT _FOLDER - Oznacuje slozku, do které budou ukladany

zarovnané ready. Pripadné z které budou nacitany.
BAM_FOLDER - Oznacuje slozku na ulozeni BAM souborii.

RESULT FOLDER - Oznacuje slozku, do které budou ulozeny vy-
sledky vyhodnoceni.

ALELS STATISTICS FOLDER - Oznacuje slozku, do které budou
ulozeny statistiky mezivysledki.
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e TEMP_ FOLDER - Slozka, kam se budou ukladat soubory, které jsou
potfeba jen pro mezizpracovavani, jako jsou bowtie indexy pri mnoho-
nasobném zarovnavani u experimentu 2 a experimentu 3.

e REFERENCE FOLDER - Slozka kam se ukladaji nové vytvorené re-
ference z experimentti.

e ALELS DISTANCE FILE PYC - Soubor do kterého se budou uklé-

dat predpocitané vzdalenosti mezi jednotlivymi alelami.

e LEVENSHTEIN_ DISTANCE CUT - Tato hodnota udava, do jak vy-
soké hodnoty bude vénovana pozornost vzdalenosti mezi jednotlivymi
alelami a které vzdalenosti tedy budou ukladany. Je to predevsim z
divodu pamétové narocnosti.

e CUT_COVERAGE__ALLELES - Hodnota urcujici minimalni procen-
tualni pokryti alel, které maji byt zachovany ve vysledcich.

e CLOSE_DISTANCE - Hodnota urcujici do jaké vzdalenosti jsou dvé
alely povazovany za blizké.

e CLUSTER_ DISTANCE - Hodnota urcujici maximalni vzdalenost alel,
které spolu budou slouceny do clusteru.

A.4 Doporucena adresarova struktura pro data

e data

— alignments

— bam

— bowtie index
— genome

— reads

— reference

— result

— statistics

— temp
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A.5 Spusténi programu
Program je mozné spustit z prikazové fadky pomoci prikazu:
e python run.py

Podminkou fungovani tohoto postupu je, ze je treba se nachazet v umisténi
skriptu.

A.6 Vystupy programu

V pripadé tvorby vlastnich genomt s doporucenou adresarovou strukturou
najdeme ve slozce genome soubory s ptriponou .fa. Kazdy soubor obsahuje
jeden genom. Vytvorené ready se budou nachazet ve slozce reads. Protoze
genomy jsou paired-end, nalezi kazdému genomu dva soubory s priponou .fq.
Jeden s 1 na konci a druhy s 2 na konci. V pripadé zarovnani mohou byt
vystupni soubory indexy ve slozce bowtie index. Kdy pro kazdy referencni
soubor je vytvoreno 6 souborii s ptriponou bt2. Vysledné zarovani se pak
nachézi ve slozce alignments ve formatu .sam.

A.6.1 Vysledky

Vysledky samotné identifikace je mozné nalézt ve slozece result ve formatu
txt. Mezivysledky jednotlivych krokii experimentii jsou ulozeny ve slozce
statistics a je mozné si je prohlédnout pomoci prilozeného skriptu ana-
lysis _after _align.py, ktery bude popsan nize. Soubor mezivysledkti mize
vypadat nasledovné amala KIR GEN exp2 stepl.pyc. Oznaceni zacina
nazvem genomu - amala, KIR_ GEN znaci referencni sekvenci, exp2 udéava
o ktery experiment se jedna, stepl urcuje ke kterému kroku mezi vysledky
patii.

A.7 Analyza referencnich geni

K analyzovani referencnich gent slouzi skript analysis alels.py nachazejici
se na CD ve slozce software/analysis. V horni ¢asti skriptu je tfeba nastavit
prislusné cesty.

e NUC_FILE - Soubor z referenci __nuc.fa. Slouzi pro porovnani se sou-
borem _ gen.fa

e GEN FILE - Soubor s referenénimi sekvencemi.
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e DISTANCE_FILE PYC - Soubor obsahujici vSechny vzdalenosti a
ktery bude vytvoren na zacatku skriptu.

e PLOT _OUTPUT_FOLDER - Slozka udavajici kam se budou ukladat
vysledné grafy.

e COUNT_ LEVENHSTEIN - Predpocita vzdalenosti mezi alelami. Vy-
uzitelné predevsim pri opakovanych bézich se stejnou referenci. Pri
nastaveni hodnoty na True je vypocet velmi pomaly.

Ziskani referencnich soubort _ gen.fa a _ nuc.fa, které byly pouzity v praci,
je popsano v sekci Ziskani referencnich sekvenci.

A.7.1 Spusténi

Analyzu referencnich gent je mozné spustit z prikazové radky pomoci pri-
kazu:

e python analysis_alels.py

Podminkou fungovani tohoto postupu je, ze je tieba se nachazet v umisténi
skriptu.

A.7.2 Vystupy programu

Vystupem analyzy jsou grafy vzdalenosti mezi jednotlivymi alelami uloze-
nych ve slozce PLOT _OQUTPUT FOLDER a jednoducha statistika, ktera je
zobrazena na nasledujicim obrazku. count gen oznacuje celkovy pocet alel v
souboru GEN _FILFE, count_nuc oznacuje pocet alel v souboru NUC'_FILFE,
match znadci kolik alel je shodnych v soubouru GEN_FILE a NUC _FILE,
key not found znaci kolik alel se vyskytuje jen v jenom ze soubort GEN__FILE
a NUC _FILE, something wrong zna¢i nesoulad mezi oznac¢enim alel podle
obsahu a podle poradového ¢isla nalezeni mezi soubory NUC'_FILE a GEN__
FILE. Na druhém tadku maz znaci nejvétsi vzdalenost mezi alelami, min
znaci nejmensi vzdélenost mezi alelami, average distance znac¢i primérnou
vzdalenost mezi alelami, median znaci median vzdalenosti mezi alelami.

count_gen: 461 , count_nuc: 1109 , match: 461 , key not found: 648 , something wrong: ©

max: 15943 , min: 1 , average_distance: 4768.984212015467 , median: 4251.0

Obrazek A.1: Zobrazeni vystupu ze skriptu analysis_alels.py
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A.8 Analyzovani experimenti

Pro analyzovani krokti jednotlivych experimenti je mozné vyuzit skript ana-
lysis__after _align__auto.py nachézejici se na CD ve slozce software/analysis.
V horni ¢asti skriptu je tfeba nastavit prislusné cesty.

e GEN FILE - Soubor s referenénimi alelami.

e ALELS STATISTICS PYC_FOLDER - Slozka s pyc soubory obsa-
hujici statistiku jednotlivych krokti. Typickym piikladem tohoto sou-
boru miize byt amala_KIR _gen_expl stepl.pyc.

e ALELS STATISTICS PYC REFERENCE_ NAME - Jméno reference,
toto je jeden z parametrii, ze kterych se skladd nazev soubort ze sta-
tistics.

e ALELS STATISTICS PYC_ EXPERIMENT - Jméno experimentu,
typické hodnoty: expl, exp2 a exp3

e STEPS - Kroky, které se maji analyzovat, typické hodnoty: stepl,
step2, step3 a stepd

e STEPS LATECH_TABLE - Urcuje, které kroky se maji vygenerovat
do latex tabulky

e PLOT OUTPUT _ FOLDER - Slozka udavajici kam se budou ukladat
vysledné grafy.

e GENOMES LIST - Vypis genomt, které maji byt analyzovany.

e GENOMES ALLELES - Slovnik referen¢nich odpovédi.

A.8.1 Spusténi
Analyzu je mozné spustit z prikazové fadky pomoci prikazu:
e python analysis_after align__auto.py
Podminkou fungovani tohoto postupu je, ze je tieba se nachazet v umisténi

skriptu.

A.8.2 Vystupy programu

Vystupem jsou grafy pokryti jednotlivych alel ulozenych ve slozce PLOT _OUT
PUT _FOLDER, rozttidénych podle gent, kroku a genomu.
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A.9 Pouzivané soubory

Fastq a fq

Soubory s ptiponou .fastq nebo .fq obsahuji ready a jsou typickym vystup-
nim souborem ze sekvenatoru. V téchto souborech je mimo jiné pro kazdou
bazi vyznacena i kvalita dané baze. D4 se Tici, ze to vyjadruje jak si je sek-
venator jisty danou bazi. Kvalita se oznacuje jako ASCII znak. Kvalita je
pak rovna ASCII kodu -33 (pieskoceni netisknutelnych znaki). Cim vyssi je
ASCII kod, tim je baze kvalitnéjsi. Nejcastéjsi kvalita je od 0 do 40, ziidka
prekro¢i hodnotu 60. Pro paired end ready jsou vytvoreny vzdy dva soubory,
jeden s prvnimi z part readu a druhy soubor s druhymi z paria readu.

SAM

Soubor s pfiponou .sam obsahuje vysledky zarovnani readi.
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B Testovaci genomy

Test1 Test2 Test3 Test4
3DL3: 0030101, 0140201 3DL3: 0090102, 019 3DL3: 005, 0140201 3DL3: 0030104, 007
2DS2: 0010104 2DS2: 2DS2: 2DS2: 0010105
2DL2: 0030105 2DL2: 0010101 2DL2: 2DL2: 0030101
2DL3: 0020101 2DL3: 0010111 2DL3: 0010101, 0020103 2DL3: 0010102
2DL5B: 01301 2DL5B: 0020101 2DL5B: 2DL5B:
2DS3: 0020102 (2x) 2DS3: 2DS3: 2DS3:
2DP1: 0030101, 0010203 2DP1: 0020107, 0030102 2DP1: 0020108 (2x) 2DP1: 008
2DL1: 0030203, 007 2DL1: 0020102, 0030210 2DL1: 0040101, 008 2DL1: 007
3DP1: 004 (2x) 3DP1: 004, 01001 3DP1: 0030102, 00902 3DP1: 007, 00902
2DL4: 0080104, 010 2DL4: 0080104 (2x) 2DL4: 0010306, 0050104 2DL4: 0010307, 0080104
3DL1: 0150101 3DL1: 0070101 3DL1: 002, 0040101 3DL1: 0150202
3DS1: 014 3DS1: 078 3DS1: 3DS1: 055
2DL5A: 00102 2DL5A: 0050101 2DL5A: 2DL5A:
2DS5: 2DS5: 010 2DS5: 2DS5: 007
2DS1: 0020104 2DS1: 0020102 2DS1: 2DS1: 0020101
2DS4: 0010103 2DS4:0010103 2DS4: 2DS4: 0060101
3DL2: 00501 (2x) 3DL2: 0020101, 00501 3DL2: 0010301, 008 3DL2: 0020101, 00903
Test5 Test6 Test7 Test8
3DL3: 0140202, 036 3DL3: 0090102, 0140203 3DL3: 00802,0090103 3DL3: 0030103, 00601
2DS2: 2DS2: 0010111 2DS2: 2DS2: 0010103, 0010112
2DL2: 2DL2: 0010105 2DL2: 2DL2: 0010102, 0030101
2DL3: 0010109, 006 2DL3: 0010102 2DL3: 0010103,0010108 2DL3:
2DL5B: 2DL5B: 0080101 2DL5B: 2DL5B: 0070101
2DS3: 0010301 2DS3: 0010302 2DS3: 2DS3: 0020101 (2x), 0010302
2DP1: 0030102, 009 2DP1: 0020103, 010 2DP1: 0020106, 004 2DP1: 0030102
2DL1: 0030208, 00303 2DL1: 0030203, 0040102 2DL1: 0030204, 0030205 2DL1: 00402
3DP1: 001, 002 3DP1: 0030202, 0030402 3DP1: 0030202 (2x) 3DP1: 0030101, 005
2DL4: 0010202 (2x) 2DL4: 0010303, 00901 2DL4: 0010201, 0010305 2DL4: 00104, 0080104
3DL1: 0200101 3DL1: 0050102, 0250102 3DL1: 008, 0150203 3DL1:
3DS1: 0130102 3DS1: 3DS1: 3DS1: 0130104, 055
2DL5A: 0010102 2DL5A: 2DL5A: 2DL5A: 0050102 (2x)
2DS5: 2DS5: 2DS5: 2DS5:
2DS1: 0020105 2DS1: 2DS1: 2DS1: 0020102, 0020105
2DS4: 2DS4: 0010104, 010 2DS4: 0010107, 0030104 2DS4:
3DL2: 00202, 018 3DL2: 0010302, 01001 3DL2: 0020105, 00901 3DL2: 0010102, 0070102
Test9 Test10 Test1ll
3DL3: 0030103,00601 3DL3: 0030101, 0140201 3DL3: 0030103, 00601
2DS2: 0010103, 0010112 2DS2: 0010104 2DS2: 0010103, 0010112
2DL2: 0010102, 0030101 2DL2: 0030105 2DL2: 0010102, 0030101
2DL3: 2DL3: 0020101 2DL3:
2DL5B: 0070101 2DL5B: 01301 2DL5B:
2DS3: 0020101 (2x) 2DS3: 0020102 (2x) 2DS3:
2DP1: 0030102 2DP1: 0010203, 0030101 2DP1: 0030102, 008
2DL1: 00402 2DL1: 0030203, 007 2DL1: 00402 (2x)
3DP1: 0030101, 005 3DP1: 004 (2x) 3DP1: 0030101, 005
2DL4: 00104, 0080104 2DL4: 0080104, 010 2DL4: 00104, 0080104
3DL1: 0150208 3DL1: 0150101 3DL1:
3DS1: 0130104 3DS1: 014 3DS1: 0130104, 055
2DL5A: 01201 2DL5A: 2DL5A: 0050102 (2x)
2DS5: 2DS5: 2DS5: 0020102, 0020103
2DS1: 0020102 2DS1: 0020104 2DS1: 0020102, 0020105
2DS4: 0040101 2DS4: 2DS4:
3DL2: 0010102, 0070102 3DL2: 00501 (2x) 3DL2: 0010102, 0070102
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AMALA BOB COX HO301
3DL3: 0040201, 00802 3DL3: 00101, 019 3DL3: 00102, 0090101 3DL3: 00102, 0090101
2DS2: 0010101 2DS2: 0010104 2DS2: 2DS2:
2DL2: 0030102 2DL2: 0030101 2DL2: 2DL2:
2DL3: 0010109 2DL3: 0020102 2DL3: 0020101, 006 2DL3: 0020101, 006
2DL5B: 2DL5B: 2DL5B: 2DL5B:
2DS3: 2DS3: 2DS3: 2DS3:
2DP1: 0020108 2DP1: 0030101 2DP1: 0030102 (2x) 2DP1: 0030102 (2x)
2DL1: 0030201 2DL1: 0030210 2DL1: 0020102 (2x) 2DL1: 0020102 (2x)
3DP1: 007, 0090101 3DP1: 002, 0030203 3DP1: 005, 006 3DP1: 005, 006
2DL4: 0010201, 0050106 2DL4: 0010202, 0050101 2DL4: 0050102, 00901 2DL4: 00501, 00901
3DL1: 0150201 3DL1: 002 3DL1: 0050103 3DL1: 0050103
3DS1: 0130101 3DS1: 0130105 3DS1: 055 3DS1: 055
2DL5A: 00102 2DL5A: 0010101 2DL5A: 2DL5A:
2DS5: 0020101 2DS5: 0020104 2DS5: 0020102 2DS5: 0020102
2DS1: 0020106 2DS1: 0020101 2DS1: 0020105 2DS1: 0020105
2DS4: 0010101 2DS4: 0010105 2DS4: 010 2DS4: 010
3DL2: 0020105, 0070102 3DL2: 0020101, 0070102 3DL2: 0010301, 0070103 3DL2: 0010301, 0070103

JVM KASO11 OLGA RSH

3DL3: 00801, 0140201 3DL3: 0090101, 0140203 3DL3: 00201, 00202 3DL3: 00202, 0040202
2DS2: 0010110 2DS2: 2DS2: 2DS2: 0010108
2DL2: 0030102 2DL2: 2DL2: 2DL2: 0030104
2DL3: 010 2DL3: 0020103 (2x) 2DL3: 0010105 (2x) 2DL3: 0010107
2DL5B: 2DL5B: 2DL5B: 2DL5B: 004
2DS3: 2DS3: 2DS3: 2DS3:
2DP1: 004 2DP1: 0020104, 0030101 2DP1: 0020105, 006 2DP1: 0020110, 009
2DL1: 0030203 2DL1: 0020101, 0030209 2DL1: 0030204 (2x) 2DL1: 0030205, 01201
3DP1: 001, 0030202 3DP1: 0030206, 009 3DP1: 0030201 (2x) 3DP1: 0030401, 008
2DL4: 0010304, 0080101 2DL4: 0010301, 0050107 2DL4: 0050103, 00901 2DL4: 0010307, 00901
3DL1: 0010104, 008 3DL1: 008 3DL1: 0010102, 0050101 3DL1: 0050101, 01701
3DS1: 3DS1: 013011 3DS1: 0130107 3DS1:
2DL5A: 2DL5A: 0010102 2DL5A: 00103 2DL5A:
2DS5: 2DS5: 0020101 2DS5: 0020103 2DS5: 006
2DS1: 2DS1: 0020101 2DS1: 0020101 2DS1:
2DS4: 0030103 (2x) 2DS4: 0030101 2DS4: 010 2DS4: 0060102
3DL2: 0010101, 018 3DL2:01001, 018 3DL2: 0070101, 0070102 3DL2: 023, 056

WT51

3DL3: 0090101, 036
2DS2: 0010103

2DL2: 0010107

2DL3: 006

2DL5B: 0020103

2DS3: 0020103, 0010302
2DP1: 0010202, 004
2DL1: 01201 (2x)
3DP1: 00303, 007
2DL4: 0050105, 0050103
3DL1:

3DS1: 0130102 (2x)
2DL5A: 0010103, 0050104
2DS5: 0020101

2DS1: 0020103 (2x)
2DS4:

3DL2: 00202, 00903
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C Detailni vysledky

V dalsi ¢asti jsou uvedeny tabulky, pricemz nyni nasleduje vysvétleni vy-
znamu jejich jednotlivych sloupci. Alel u genomu znaci pocet v daném ge-
nomu. Cislo v zavorkiach udava kolik alel se v daném genomu vyskytuje
dvakrat. V kazdém kroku zbyjvd alel udava kolik alel jesté zustalo ve vybéru,
ztraceno urcuje kolik alel ma byt v genomu, ale algoritmus je vyradil. Za
timto ¢islem jsou vypsané alely, které byly ztraceny. V dalsich krocich jsou
vypsany alely bez téch, které uz byly ztraceny v predchozich krocich. Ob-
dobné je to s geny navic, které udavaji pocet a druh gent jiz neobsahujich
zadnou z alel, ktera nalezi do daného genomu.
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C.1 Experimentl

Krok 1 Krok 2 Krok 3
Genom Alel Zbyva Ztraceno Gen’y Zbyva Ztraceno Gen}y Zbyvé Ztraceno Gen}y
alel navic alel navic alel navic
2DL5B 2DL1*0030201 3DP1*0090101
el 10 (@ 461 o - 2DS3 113 3DL1*0150201 - 2z 2DL4%0010201 -
2DL5B 3DL1*002
bob 19 (0) 461 0 - 2DS3 100 2DL1*0030210 - 28 - -
2DS3
2DL2 o
cox 19 (2) 461 0 - 2DL5B 73 2DL4*00901 - 20 SIDLAF T orIEn -
3DP1*006
2DS2
2DL5A
ggéfA 3DL2*0020106
ho301 24 (6) 461 0 2DS5 80 20 2DL1*00402 3DL1
B 3DS1 B B 2DS3*0020103
*
°DL3 3DL1*002
2DL5B
2DS1
. 3DS1 2DL4*0080101
Yo 17 () 6L 10 - 2DL5A 76 2DL1*0030203 - 26 - -
2DS5
2DS3
2DL5B
2DS3 2DL4*0050107 w
kas011 20 (1) 461 0 - oDL2 94 3DL1*008 - 29 3DL2*01001 -
2DS2
2DL5B
2DS3
olga 21 (3) 461 0 - oDL2 99 3DL1*0010102 - 24 2DP1*0020105 -
2DS2
;géfA 2DL1*0030205
rsh 20 (0) 461 0 - 2DS3 98 3DL1*01701 - 25 2DP1*0020110 -
*
et 2DL4*0010307
3DL3*0090101
3DL1 2DL5A*0010103
wt51 24 (2) 461 0 - 2DS4 118 - - 34 2DS3*0020103 2DS1
2DS1*0020103
3DL1*0150101
P _ = _ _ _
testl 23 (3) 461 0 2DS5 73 2DL1*0030203 27
2DS3 o 2DP1*0020107
test2 21 (1) 461 0 - 2DS2 82 3DL1*0070101 3DL1 23 2DL,1%0020102 -




6.

test3

test4

testd

test6

test7

test8

test9

test10

testll

16 (1)

18 (0)

19 (1)

21 (0)

18 (1)

24 (2)

22 (1)

21 (3)

24 (2)

461

461

461

461

461

461

461

461

461

2DS1
2DL5A
2DL2
3DS1
2DL5B
2DS2
2DS4
2DS5
2DS3

2DL5B
2DS3
2DL5A

2DL5B
2DL2
2DS4
2DS5
2DS2

2DL5A
2DS1
3DS1
2DS5

2DS1
3DS1
2DL2
2DL5B
2DS2
2DS3
2DL5A
2DS5

3DL1
2DS5
2DS4
2DL3

2DS5
2DL3

2DL5A
2DS5
2DS4

2DL5B
3DL1
2DS3
2DS4
2DL3

69

89

83

100

94

100

99

69

110

3DL1*002
2DL1*008
3DL1*0040101

3DL1*0150202
2DL4*0010307

3DL1*0200101

2DL1*0030203
3DL1*0250102
2DL4*00901

3DL1*0150203
2DL1*0030205

3DL1*0150208
2DL4*00104

3DL1*0150101
2DL1*0030203

3DL1

17

22

21

29

15

26

26

24

28

2DL4*0010306

3DL2*0020101

2DL3*0010109
2DL1*0030208

3DP1*0030202

2DS4*0010107
2DL4*0010201
2DP1*0020106
3DL3*0090103
2DL3*0010103

2DS1*0020102
3DL3*0030103

3DL2*0070102




08

Tabulka C.2: Vysledky experimentu 1 na syntetickych readech. Odfezany byly alely, které mély pokryti mensi nez 90 %. Za
blizké byly povazovany v pripadé, kdy byla jejich vzdalenost mezi sebou mensi nez 100.
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Krok 1 Krok 2 Krok 3
Genom Alel Zbyva Ztraceno Gen}y Zbyva Ztraceno Gen/y Zbyva Ztraceno Gen}y TP FP FN
alel navic alel navic alel navic
2DL5B 2DL4*0010201
amala 19 (0) 461 0 - 2DS3 193 - = 41 3DP1*0090101 - 17 24 2
bob 19 (0) 461 0 - 2DL5B 207 - - 43 3DL1*002 3DL1 18 25 1
2DS3
2DS3
2DL2 .
cox 19 (2) 461 0 - 2DL5B 156 - - 24 SIS - 15 9 2
3DP1*006
2DS2
2DL5A
2DL5A
2DS1 3DL2*0020106
ho301 24 (6) 461 0 - 2DS5 151 - - 29 2DL1*00402 - 15 14 3
3DS1 2DS3*0020103
2DL3
2DL5B
2DS1
. 3DS1
jvm 17 (1) 461 0 - 2DL5A 177 - - 40 - - 16 24 0
2DS5
2DS3
2DL5B
kasO11 20 (1) 461 0 - 2DS3 204 - - 43 3DL2*01001 - 18 25 1
2DL2
2DS2
2DL5B
2DS3
olga 21 (3) 461 0 - 194 - - 34 2DP1*0020105 - 17 17 1
2DL2
2DS2
2DL5A
2DS1 2DP1*0020110
rsh 20 (0) 461 0 - °DS3 228 - - 40 2DL1*0030205 - 18 22 2
3DS1
3DL3*0090101
3DL1 2DL5A*0010103
wt51 24 (2) 461 0 - 2DS4 178 - - 42 2DS3*0020103 2DS1 18 24 4
2DS1*0020103
testl 23 (3) 461 0 - 2DS5 152 3DL1*0150101 3DL1 33 - - 19 14 1
2DS3 2DL1*0020102
test2 21 (1) 461 0 - 2DS2 204 - - 38 2DP1*0020107 - 18 20 2




¢8

test3

test4

testd

test6

test7

test8

test9

test10

testll

16 (1)

18 (0)

19 (1)

21 (0)

18 (1)

24 (2)

22 (1)

21 (3)

24 (2)

461

461

461

461

461

461

461

461

461

2DS1
2DL5A
2DL2
3DS1
2DL5B
2DS2
2DS4
2DS5
2DS3
2DL5B
2DS3
2DL5A

2DL5B
2DL2
2DS4
2DS5
2DS2

2DL5A
2DS1
3DS1
2DS5

2DS1
3DS1
2DL2
2DL5B
2DS2
2DS3
2DL5A
2DS5

3DL1
2DS5
2DS4
2DL3

2DS5
2DL3

2DL5A
2DS5
2DS4

2DL5B
3DL1
2DS3
2DS4
2DL3

163

228

188

138

145

148

2DL1*0030203

3DL1*0150208

3DL1*0150101

3DL1

3DL1

28

34

31

46

24

33

37

32

35

2DL4*0010306

3DL2*0020101

2DL1*0030208
2DL3*0010109

3DP1*0030202

2DL4*0010201
3DL1*0150203
2DL3*0010103
2DP1*0020106
2DS4*0010107
3DL3*0090103
2DL1*0030205

3DL3*0030103
2DS1*0020102

3DL2*0070102

14

17

16

19

10

20

19

17

22

14

17

15

27

14

13

18

15

13
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Tabulka C.4: Vysledky experimentu 1 na syntetickych readech. Odfezany byly alely, které mély pokryti mensi nez 70 %. Za
blizké byly povazovany v pripadé, kdy byla jejich vzdalenost mezi sebou mensi nez 100.
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C.2 Experiment2

Krok 2 Krok 3 Krok 4
Genom Alel Zbyva Ztraceno Gen’y Zbyva Ztraceno Gen’y Zbyva Ztraceno Gen}y TP FP FN
alel navic alel navic alel navic
2DL4*0010201 .
amala 19 (0) 193 - 0 - 38 3DP1*0090101 - 18 3DL2*0020105 0 - 16 2 3
2DL4*0010202
bob 19 (0) 207 - 1 2DL5B 43 3DL1*002 3DL1 25 - 2 - 17 8 2
cox 19 (2) 156 - 0 - 24 3DL3*0090101 - 22 - 0 - 16 6 1
2DL1*00402
> 5 - 5 - * _ P -
ho301 24 (6) 151 1 2DL5A 29 3DL2*0020106 18 2DS2*0010104 1 15 3 3
3DL3*00801
jvm 17 (1) 177 - 0 - 40 - - 17 3DP1*0030202 0 - 13 4 3
2DL4*0080101
kas011 20 (1) 204 - 1 2DL5B 45 - - 26 3DL3*0090101 1 - 18 8 1
olga 21 (3) 194 - 1 2DL5B 36 2DP1*0020105 - 20 3DL1*0050101 1 - 16 4 2
2DP1*0020110 3DL3*0040202
rsh 20 (0) 228 - 1 2DL5A 44 5DL1%0030205 - 20 3DL1%*0050101 1 - 16 4 4
2DS3*0020103
wt51 24 (2) 178 - 0 - 43 3DL3*0090101 - 24 - 0 - 20 4 2
testl 23 (3) 152 3DL1*0150101 1 3DL1 33 - - 23 - 1 - 19 4 1
2DL1*0020102 *
test2 21 (1) 204 - 0 - 38 2DP1%0020107 - 23 3DL3*019 0 - 17 6 3
X 2DL1*0040101 - .
test3 16 (1) 163 - 0 - 28 2DL4*0010306 - 15 - 0 - 13 2 2
test4 18 (0) 163 - 0 - 35 3DL2*0020101 - 18 3DL3*007 0 - 16 2 2
2DP1*0030102
test5 19 (1) 187 - 1 2DL5B 31 2DL3*0010109 - 20 - 1 - 15 5 3
2DL1*0030208
3DL3*0140203
* *, - -
test6 21 (0) 228 2DL1*0030203 1 2DL5A 48 3DP1*0030202 26 2DP1*0020103 1 17 9 4
2DL1*0030205
2DL4*0010201
3DL1*0150203
test7 18 (1) 188 - 0 - 24 2DP1*0020106 - 13 3DL2*0020105 0 - 9 4 8
2DL3*0010103
2DS4*0010107
3DL3*0090103
test8 24 (2) 138 - 0 - 35 2DS1*0020102 - 24 3DL2*0070102 0 - 20 4 2
test9 22 (1) 145 3DL1*0150208 1 3DL1 37 - - 24 - 1 - 20 4 1
test10 21 (3) 145 3DL1*0150101 2 Siikl 33 - - 22 - 2 - 17 5 1

2DL5A




Gy

testll 24 (2) 0 1 2DL5B 20 4

‘ 148

5%
13 ‘ 5  2DS5%0020103 ‘

2DS2*0010103 H 2

Tabulka C.6: Vysledky experimentu 2. Odfezany byly alely, které mély pokryti mensi nez 70 %. Za blizké byly povazovany v
pripadé, kdy byla jejich vzdalenost mezi sebou mensi nez 100.
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C.3 Experiment3

Krok 2 Krok 3 Krok 4
Genom Alel Zbyva Ztraceno Genly Zbyva Ztraceno Genly Zbyva Ztraceno Gen’y
alel navic alel navic alel navic
3DP1*0090101
amala 19 (0) 231 - - 41 el e - 20 - 0o -
bob 19 (0) 228 - 2DL5B 41 3DL1*002 3DL1 24 2DL4*0050101 2 -
3DP1*006
cox 19 (2) 165 - - 25 e - 20 - 0o -
2DL1*00402
) ' R 5 R * -
ho301 24 (6) 162 2DL5A 29 3DL2%0020106 18 2DS2*0010104 1
2DL4*0080101
jvm 17 (1) 199 - - 38 - - 17 3DL3*00801 0o -
3DP1*0030202
kas011 20 (1) 213 - 2DL5B 43 2DP1*0020104 - 24 3DL3*0090101 1 -
3DL2*0070102
olga 21 (3) 205 - 2DL5B 34 2DP1*0020105 - 19 - 1 -
2DP1*0020110 3DL1*0050101
rsh 20 (0) 250 - 2DbL5A 42 2DL1*0030205 - 20 3DL3%0040202 | !~
2DL5A*0010103
wt51 24 (2) 208 - - 45 2DS3*0020103 - 26 - 0 -
3DL3*0090101
test1 23 (3) 174 - - 35 . - 24 - 0o -
2DL1*0020102 *
test2 21 (1) 208 - - 37 2DP1*0020107 - 23 3DL3*019 0 -
test3 16 (1) 181 - - 28 2DL4*0010306 - 15 2DL1*0040101 0 -
2DS1*0020101
testd 18 (0) 183 . : 35 e 2DS1 17 . 1 -
2DL1*0030208
test5 19 (1) 198 - 2DL5B 32 2DL3*0010109 - 20 - 1 -
2DP1*0030102
3DL3*0140203
- £ - -
test6 21 (0) 279 2DL5A 51 3DP1*0030202 27 2DP1*0020103 1
3DL3*0090103
2DS4*0010107
2DL1*0030205
test7 18 (1) 193 - - 23 2DL3*0010103 - 13 3DL2*0020105 0 -
2DP1*0020106
2DL4*0010201
3DL1*0150203
test8 24 (2) 150 - - 36 2DS1*0020102 - 25 3DL2*0070102 0 -
test9 22 (1) 174 - - 37 - - 22 3DL2*0070102 0 -




L8

3DL1

Le2 2DL5A

test10 21 (3) 1 3DL1*0150101 2

2DS5*0020103

testll 24 (2) 2DS2*0010103

148 0 1 2DL5B 33

Tabulka C.8: Vysledky experimentu 3. Odfezany byly alely, které mély pokryti mensi nez 70 %. Za blizké byly povazovany
v pripadé, kdy byla jejich vzdalenost mezi sebou mensi nez 100. Shluky vytvarely alely, které od sebe mély vzdalenost
maximalné 5.
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Krok 2 Krok 3 Krok 4
Genom Alel Zbyva Ztraceno Gen}y Zbyva Ztraceno Gen}y Zbyva Ztraceno Gen,y
alel navic alel navic alel navic
RS 101
amala 19 (0) 237 0 - 0 - 37 2 3354*83?8281 0 - 16 3 3DL2*0020105 0 -
bob 19 (0) 242 0 - 1 2DL5B 43 0 - 1 - 24 1 2DL4*0050101 1 -
*
cox 19 (2) 175 0 - 0 - 23 2 zgf;*gggoun 0 - 19 3 3DL2*0070103 0 -
*
ho301 24 (6) 174 0 - 1 2DL5A 28 2 ggif*ggigéw 1 - 18 3 2DS2*0010104 1 -
2DL4*0080101
jvm 17 (1) 210 0 - 0 - 36 0 - 0 - 17 3 3DL3*00801 0 -
3DP1*0030202
kas011 20 (1) 220 0 - 1 2DL5B 44 0 - 1 - 25 1 3DL3*0090101 1 -
olga 21 (3) 212 0 - 1 2DL5B 35 1 2DP1*0020105 1 - 20 2 3DL1*0050101 1 -
2DL1*0030205 3DL3*0040202
rsh 20 (0) 262 0 - 1 2DL5A 43 2 2DP1*0020110 1 - 20 4 3DL1*0050101 1 -
2DS3*0020103
wt51 24 (2) 222 0 - 0 - 45 3 2DL5A*0010103 0 - 26 3 - 0 -
3DL3*0090101
testl 23 (3) 188 0 - 0 - 34 0 - 0 - 23 1 3DL3*0030101 0 -
2DL1*0020102 ©
test2 21 (1) 209 0 - 0 - 37 2 2DP1*0020107 0 - 24 3 3DL3*019 0 -
3DL1*002
- - * - -
test3 16 (1) 191 0 0 28 1 2DL4*0010306 0 13 3 9DL1%*0040101 0
testd 18 (0) 192 0 - 0 - 39 1 3DL2*0020101 0 - 17 2 3DL3*007 0 -
2DL1*0030208
testh 19 (1) 208 0 - 1 2DL5B 32 3 2DP1*0030102 1 - 19 3 - 1 -
2DL3*0010109
2DP1*0020103
- £ - -
test6 21 (0) 290 0 1 2DL5A 52 1 3DP1*0030202 1 25 3 3DL3*0140203 1
3DL1*0150203
2DL1*0030205
3DL3*0090103
test7 18 (1) 196 0 - 0 - 26 7 2DP1*0020106 0 - 14 8 3DL2*0020105 0 -
2DS4*0010107
2DL4*0010201
2DL3*0010103
test8 24 (2) 158 0 - 0 - 36 1 2DS1*0020102 0 - 25 2 3DL2*0070102 0 -
test9 22 (1) 189 0 - 0 - 39 0 - 0 - 24 0 - 0 -
test10 21 (3) 174 0 - 1 2DL5A 31 0 - 1 - 21 0 - 1 -
*
test1l 24 (2) 156 0 - 1 2DL5B 33 2 2DS5%0020103 1 - 24 2 - 1 -

2DS2*0010103
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Tabulka C.10: Vysledky experimentu 3. Odfezany byly alely, které mély pokryti mensi nez 70 %. Za blizké byly povazovany
v pripadé, kdy byla jejich vzdélenost mezi sebou mensi nez 100. Shluky vytvately alely, které od sebe mély vzdalenost
maximalné 10.
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Krok 2 Krok 3 Krok 4
Genom Alel Zbyva Ztraceno Gen}y Zbyva Ztraceno Gen/y Zbyva Ztraceno Gen}y TP FP FN
alel navic alel navic alel navic
2DL4*0010201 N
amala 19 (0) 258 0 - 0 - 40 2 3DP1*0090101 0 - 20 3 3DL2*0020105 0 - 16 4 3
bob 19 (0) 252 0 - 1 2DL5B 45 0 - 1 - 25 1 2DL4*0050101 1 - 18 7 1
3DP1*006
cox 19 (2) 177 0 - 0 - 23 2 3DL3*0090101 0 - 21 2 - 0 - 15 6 2
2DL1*00402 %
ho301 24 (6) 180 0 - 1 2DL5A 30 2 3DL2*0020106 1 - 18 3 2DS2*0010104 1 - 15 3 3
3DP1*0030202
jvm 17 (1) 227 0 - 0 - 36 0 - 0 - 17 3 3DL3*00801 0 - 13 4 3
2DL4*0080101
kas011 20 (1) 242 0 - 1 2DL5B 44 0 - 1 - 26 1 3DL3*0090101 1 - 18 8 1
olga 21 (3) 213 0 - 1 2DL5B 38 1 2DP1*0020105 1 - 20 2 3DL1*0050101 1 - 16 4 2
2DL1*0030205 3DL1*0050101
- 5 - -
rsh 20 (0) 270 0 1 2DL5A 44 2 2DP1¥0020110 1 20 4 3DL3*0040202 1 16 4
3DL3*0090101
t51 24 (2 22, - - 4 2 - 2 2 - - 21 2
i & g 9 ® g 2DS3%0020103 | ° ® g 9 2
testl 23 (3) 200 0 - 0 - 35 0 - 0 - 24 1 3DL3*0030101 0 - 19 5 1
2DL1*0020102
test2 21 (1) 212 0 - 0 - 39 2 2DP1%0020107 0 - 26 2 - 0 - 18 8 2
test3 16 (1) 199 0 - 0 - 30 1 2DL4*0010306 0 - 15 2 2DL1*0040101 0 - 13 2 2
2DS1*0020101
test4 18 (0) 215 0 - 0 - 34 2 3DL2*0020101 1 2DS1 17 2 - 1 - 16 1 2
2DL3*0010109
testb 19 (1) 218 0 - 1 2DL5B 30 3 2DL1*0030208 1 - 19 3 - 1 - 15 4 3
2DP1*0030102
test6 21 (0) 311 0 - 1 2DL5A 48 1 3DP1*0030202 1 - 26 2 2DP1*0020103 1 - 19 7 2
2DL1*0030205
3DL1*0150203
2DP1*0020106
test7 18 (1) 201 0 - 0 - 24 7 2DS4*0010107 0 - 14 8 3DL2*0020105 0 - 9 5 8
2DL3*0010103
2DL4*0010201
3DL3*0090103
test8 24 (2) 160 0 - 0 - 37 1 2DS1*0020102 0 - 24 2 3DL2*0070102 0 - 20 4 2
test9 22 (1) 204 0 - 0o - 38 0 - 0 - 23 0 - 0 - 21 2 0
test10 21 (3) 184 0 - 1 2DL5A 31 0 - 1 - 20 1 3DL3*0030101 1 - 17 3 1
* .
testll 24 (2) 156 0 - 1 2DL5B 33 2 2DS2%0010103 1 - 24 2 - 1 - 20 4 2

2DS5*0020103
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Tabulka C.12: Vysledky experimentu 3. Odfezany byly alely, které mély pokryti mensi nez 70 %. Za blizké byly povazovany
v pripadé, kdy byla jejich vzdélenost mezi sebou mensi nez 100. Shluky vytvately alely, které od sebe mély vzdalenost
maximalné 20.
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Krok 2 Krok 3 Krok 4
Genom Alel Zbyvé Ztraceno Gen}y Zbyva Ztraceno Gen}y Zbyva Ztraceno Gen}y
alel navic alel navic alel navic
2DL4*0010201 «
amala 19 (0) 281 0 - 0 - 39 2 3DP1%0090101 0 - 19 3 3DL2*0020105 0 -
3DL1*002
bob 19 (0) 276 0 - 1 2DL5B 41 0 - 1 - 23 2 9DLA*0050101 2 3DL1
3DP1*006 o
cox 19 (2) 223 0 - 0 - 26 2 3DL3*0090101 0 - 22 3 3DL2*0070103 0 -
2DL2*0010103
ho301 24 (6) 181 0 - 1 2DL5A 28 3 3DL2*0020106 1 - 17 4 2DS2*0010104 1 -
2DL1*00402
3DP1*0030202
jvm 17 (1) 268 0 - 0 - 36 0 - 0 - 17 3 2DL4*0080101 0 -
3DL3*00801
kas011 20 (1) 259 0 - 1 2DL5B 43 0 - 1 - 26 1 3DL3*0090101 1 -
olga 21 (3) 249 0 - 1 2DL5B 35 1 2DP1*0020105 1 - 19 2 3DL1*0050101 1 -
3DL1*0050101
*
rsh 20 (0) 285 0 - 1 2DL5A 45 2 ;g;i*ggzg??z 1 - 19 5 3DL3*0040202 1 -
3DL2*023
2DS3*0020103
wt51 24 (2) 223 0 - 0 - 47 2 3DL3*0090101 0 - 29 2 - 0 -
testl 23 (3) 227 0 - 0 - 35 0 - 0 - 24 1 3DL3*0030101 -
2DP1*0020107 o
test2 21 (1) 218 0 - 0 - 39 2 9DL1%0020102 0 - 23 3 3DL3*019 0 -
3DL1*002
§ _ _ * _ -
test3 16 (1) 238 0 0 28 1 2DL4*0010306 0 12 3 9DL1%0040101 0
3DL2*0020101
test4 18 (0) 218 0 - 0 - 35 2 2DS1*0020101 1 2DS1 17 2 - 1 -
2DP1*0030102
test5 19 (1) 219 0 - 1 2DL5B 32 3 2DL3*0010109 1 - 19 3 - 1 -
2DL1*0030208
test6 21 (0) 337 0 - 1 2DL5A 47 1 3DP1*0030202 1 - 27 2 2DP1*0020103 1 -
2DP1*0020106
2DL1*0030205
2DL3*0010103
test7 18 (1) 232 0 - 0 - 24 7 3DL1*0150203 0 - 14 8 3DL2*0020105 0 -
2DL4*0010201
2DS4*0010107
3DL3*0090103
test8 24 (2) 163 0 - 0 - 36 1 2DS1*0020102 0 - 24 2 3DL2*0070102 0 -
test9 22 (1) 210 0 - 0 - 38 0 - 0 - 23 0 - 0 -
test10 21 (3) 216 0 - 1 2DL5A 32 0 - 1 - 20 1 3DL3*0030101 1 -
testll 24 (2) 159 0 - 1 2DL5B 35 0 - 1 - 26 0 - 1 -
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Tabulka C.14: Vysledky experimentu 3. Odrezany byly alely, které mély pokryti mensi nez 70 %. Za blizké byly povazovany
v pripadé, kdy byla jejich vzdélenost mezi sebou mensi nez 100. Shluky vytvately alely, které od sebe mély vzdalenost
maximalné 30.



Ukazky vzniklych clustera

Nize jsou uvedeny nejvétsi clustery.

Pti vzdalenosti 5 bylo vytvoreno kolem 224 clusterti.

28 17 15 11 11
2DL1*0030226 2DL1*0020112 2DL1*0040114 2DP1*0020107 3DL1*0020103
2DL1*0030219 2DL1*0020108 2DL1*00402 2DP1*0020105 3DL1*0020102
2DL1*0030230 2DL1*0020114 2DL1*0040107 2DP1*0020103 3DL1*0150215
2DL1*0030212 2DL1*0020113 2DL1*0040106 2DP1*0020109 3DL1*0020104
2DL1*0030229 2DL1*0020109 2DL1*0040109 2DP1*0020106 3DL1*0150214
2DL1*037 2DL1*0020110 2DL1*0040110 2DP1*0020108 3DL1*0020105
2DL1*0030210 2DL1*0020103 2DL1*0040101 2DP1*0020104 3DL1*0150216
2DL1*0030208 2DL1*0020102 2DL1*0040113 2DP1*0020102 3DL1*1190101
2DL1*0030211 2DL1*0020115 2DL1*0040105 2DP1*0020110 3DL1*1190102
2DL1*0030205 2DL1*0020106 2DL1*0040111 2DP1*0020101 3DL1*0150217
2DL1*025 2DL1*0020101 2DL1*0040104 2DP1*008 3DL1*0150218
2DL1*032N 2DL1*0020104 2DL1*0040103

2DL1*0030214 2DL1*0020107 2DL1*0040108

2DL1*0030221 2DL1*0020111 2DL1*007

2DL1*0030216 2DL1*0020116 2DL1*0040115

2DL1*0030213 2DL1*008

2DL1*0030228 2DL1*0020105

2DL1*0030218

2DL1*0030209

2DL1*0030204

2DL1*0030227

2DL1*0030215

2DL1*0030217

2DL1*0030203

2DL1*0030224

2DL1*0030202

2DL1*0030231

2DL1*0030223

10 10 9 9 8

2DL4*043 2DL4*0080101 3DP1*0030203 2DL4*050 2DL4*0050105
2DL4*046 2DL4*0080107 3DP1*0030202 2DL4*0010202 2DL4*0050101
2DL4*0080203 2DL4*00803 3DP1*0030401 2DL4*00107 2DL4*049
2DL4*0080206 2DL4*0080402 3DP1*00303 2DL4*0010203 2DL4*0050106
2DL4*0080207 2DL4*0080401 3DP1*0030206 2DL4*054 2DL4*0050107
2DL4*052 2DL4*0080108 3DP1*0030201 2DL4*0010303 2DL4*0050102
2DL4*00805 2DL4*051 3DP1*008 2DL4*0010201 2DL4*0050103
2DL4*0080204 2DL4*053 3DP1*0030205 2DL4*042 2DL4*0050104
2DL4*0080208 2DL4*0080106 3DP1*0030204 2DL4*0010306

2DL4*0080205 2DL4*0080105
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Pti vzdalenosti 10 bylo vytvoreno kolem 1771 clustert.

33 17 15 14 13
2DL1*0030206 2DL1*0020115 2DL1*0040103 2DL5A*0050102 3DP1*0030202
2DL1*0030214 2DL1*0020103 2DL1*0040110 2DL5A*01201 3DP1*0030203
2DL1*0030203 2DL1*0020104 2DL1*0040109 2DL5A*01202 3DP1*0030206
2DL1*0030219 2DL1*0020105 2DL1*0040101 2DL5B*0020102 3DP1*0030201
2DL1*0030202 2DL1*008 2DL1*0040111 2DL5B*0020104 3DP1*0030204
2DL1*0030210 2DL1*0020111 2DL1*0040106 2DL5B*0020106 3DP1*00303
2DL1*032N 2DL1*0020112 2DL1*0040114 2DL5B*0020201 3DP1*008
2DL1*0030212 2DL1*0020106 2DL1*0040113 2DL5B*00603 3DP1*0030205
2DL1*0030208 2DL1*0020102 2DL1*0040105 2DL5B*0070102 3DP1*0030401
2DL1*0030211 2DL1*0020107 2DL1*0040108 2DL5B*0080102 3DP1*01001
2DL1*0030216 2DL1*0020116 2DL1*007 2DL5B*009 3DP1*0030402
2DL1*0030221 2DL1*0020108 2DL1*00402 2DL5B*01301 3DP1*005
2DL1*0030207 2DL1*0020109 2DL1*0040104 2DL5B*01302 3DP1*006
2DL1*0030222 2DL1*0020113 2DL1*0040107 2DL5B*01303

2DL1*0030229 2DL1*0020101 2DL1*0040115

2DL1*025 2DL1*0020114

2DL1*0030218 2DL1*0020110

2DL1*0030205

2DL1*0030230

2DL1*0030220

2DL1*0030231

2DL1*0030227

2DL1*0030225

2DL1*0030215

2DL1*0030217

2DL1*037

2DL1*0030228

2DL1*0030226

2DL1*0030224

2DL1*0030223

2DL1*0030204

2DL1*0030213

2DL1*0030209

11 11 11 11 10
2DL4*0010309 3DL1*0150103 3DL1*0150216 2DP1*0020104 2DL4*0080402
2DL4*0010305 3DL1*0150101 3DL1*0150218 2DP1*0020109 2DL4*0080105
2DL4*045 3DL1*0200101 3DL1*0150215 2DP1*0020103 2DL4*0080401
2DL4*0010307 3DL1*0150102 3DL1*0020102 2DP1*0020107 2DL4*00803
2DL4*042 3DL1*0150204 3DL1*0020103 2DP1*0020106 2DL4*053
2DL4*050 3DL1*077 3DL1*0020104 2DP1*0020101 2DL4*0080106
2DL4*0010306 3DL1*0200102 3DL1*1190101 2DP1*0020105 2DL4*0080107
2DL4*0010203 3DL1*0250103 3DL1*1190102 2DP1*0020102 2DL4*051
2DL4*0010202 3DL1*0150208 3DL1*0020105 2DP1*008 2DL4*0080101
2DL4*0010303 3DL1*0150210 3DL1*0150217 2DP1*0020108 2DL4*0080108
2DL4*00107 3DL1*0150205 3DL1*0150214 2DP1*0020110

14
2DL5A*01201
2DL5B*0080102
2DL5A*01202
2DL5B*00603
2DL5B*0070102
2DL5B*0020104
2DL5B*01303
2DL5B*01301
2DL5B*0020201
2DL5B*0020106
2DL5B*0020102
2DL5A*0050102
2DL5B*01302
2DL5B*009
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P1i vzdalenosti 30 bylo vytvoreno 122 clustert. Zde je uveden jen jeden ze
zajimavéjsich, jelikoz obsahuje jak alely genu 2DL5A, tak 2DL5B.




96

C.4 Vysledky verifikace

Krok 2 Krok 3
Genom Alel Zbyva Ztraceno Gen’y Zbyva Ztraceno Gen}y
alel navic alel navic
3DP1*00901
*
amala 19 (0) 344 ;gi;*ggé(n 1 2DL5B 78 3DL2*0020105 3DL2
3DL2*0070102
3DL3*01303 . *
bob 19 (0) 366 2DL3*00201 1 2DL5B 86 3353*3823302 -
2DL2*00301
3DL3*00103
cox 18 (0) 329 2DL3*007 1 2DL5B 68 3DP1*006 -
2DL3*00201
2DL5B*010 2DL5B
. 2DL2*00101 2DL5A 2DL1*010
ho301 9@ 296 2DL2*00301 | ¢ 2Ds1 63 2DS3*00201 )
2DS2*002 2DS5
: 2DP1*005 .
jvm 15 (0) 315 2DL2*00301 1 2DP1 52 3DL3*00801 -
2DP1*002
*
kas011 18 (0) 311 igiz*gigoz 1 2DL5B 70 3DL3*00901 3DL3
3DP1*00302
3DL2*00701
2DL4*011
*
olga 17 (0) 328 ggig*ggégé 1 2DL5B 74 3DL1*001 23;?
2DP1*006
3DP1*00302
2DS4
3DL2
rsh 15 (0) 361 - 5 2DL5A 73 2DP1*00201 -
2DS1
2DS3
3DP1
2DS3
wt51 12 (0) 297 3DL3*00103 4 2DL1 66 2DL5A*00501 -
3DL2

Tabulka C.16: Vysledky experimentu 1 na realnych datech. Odfezany byly alely, které mély pokryti mensi nez 70 %. Za blizké

byly povazovany v ptripadé, kdy byla jejich vzdalenost mezi sebou mensi nez 100.
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Krok 2 Krok 3
Genom Alel Zbyva Ztraceno Gen}y Zbyva Ztraceno Gen}y
alel navic alel navic
2DL3*001 3DP1*00901
amala 19 (0) 345 2 2DL2Z*00301 1 2DL5B 79 4 3DL2*0070102 1 -
3DL3*01303 *
bob 19 (0) 369 3 2DL3*00201 2 ggégB 87 5 ggi;*ggggfoz 2 -
2DL2*00301
2DL3*007
cox 18 (0) 334 3 3DL3*00103 1 2DL5B 69 4 3DP1*006 1 -
2DL3*00201
2DS2*002 2DL5B
2DL5B*010 2DL5A 2DL1*010
ho301 19 (2) 298 4 2DL2*00101 4 2DS1 65 6 2DS3*00201 4 -
2DL2*00301 2DS5
) 2DP1*005 .
jvm 15 (0) 316 2 5DL2*00301 1 2DP1 49 3 3DL3*00801 1 -
3DL3*00901
*
kas011 18 (0) 306 2 ggig*gigOQ 1 2DL5B 64 5 2DP1*002 2 3DL3
3DP1*00302
3DL2*00701
3DL1*001
*
olga 17 (0) 332 2 ggtg*ggégé 1 2DL5B 7 7 2DP1*006 3 gg{;?
2DL4*011
3DP1*00302
2DS4
rsh 15 (0) 361 0 - 4 ggigA 73 1 2DP1*00201 4 -
2DS1
3DP1
2DS3
F3 - -
wt51 12 (0) 300 1 3DL3*00103 4 oDL1 69 1 4
3DL2

Tabulka C.18: Vysledky experimentu 1 na realnych datech po odsttizeni nekvalitnich bazi. Odrezany byly alely, které mély
pokryti mensi nez 70 %. Za blizké byly povazovany v piipadé, kdy byla jejich vzddlenost mezi sebou mensi nez 100.
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Krok 2 Krok 3 Krok 4
Genom Alel Zbyva Ztraceno Gen}y Zbyvé Ztraceno Gen}y Zbyva Ztraceno Gen/y
alel navic alel navic alel navic
3DL2*0070102
*
amala 19 (0) 344 igi;gg?m 2DL5B 80 3DL2*0020105 3DL2 60 - .
3DP1*00901
3DL3*01303
3DL2*0070102 2DL4*001
bob 19 (0) 366 2DL2*00301 2DL5B 87 * - 52 * 2DL1
2DL3*00201 3DP1*00302 2DL1*00302
2DL3*007
cox 18 (0) 329 2DL3*00201 2DL5B 65 3DP1*006 - 30 - -
3DL3*00103
2DL2*00101 2DL5B
2DL5B*010 2DL5A 2DL1*010 3DL3*014
ho301 19 (2) 296 2DL2*00301 2DS1 66 2DS3*00201 h 37 3DP1*004 3DL3
2DS2*002 2DS5
2DL4*00801
*
jvm 15 (0) 315 3353*88201 2DP1 54 3DL3*00801 - 19 3DP1*00302 -
3DL1*00101
3DL3*00901
3DL2*019 . 3DP1*00302 3DL3 .-
kas011 18 (0) 311 3DL3*01302 2DL5B 68 2DP1%002 3DL2 37 2DL1*00302 -
3DL2*01001
3DL1*001
2DL4*011
i 1
olga 17 (0) 328 53??*88;82 2DL5B 74 2DP1*006 gg;? 40 3DL3*00201 3DL3
3DP1*00302
3DL2*00701
2DS4
3DL2 «
rsh 15 (0) 361 - 2DL5A 74 2DP1*00201 - 34 2DL1*00302 -
2DL4*011
2DS1
2DS3
2DS3
2DL1 2DL5A*00501
F - - -
wt51 12 (0) 297 3DL3*00103 3DP1 68 29 2DP1*001
3DL2

Tabulka C.20: Vysledky experimentu 2 na realnych datech. Odfezény byly alely, které mély pokryti mensi nez 70 %

byly povazovany v ptripadé, kdy byla jejich vzdalenost mezi sebou mensi nez 100.

. Za blizké
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Krok 2 Krok 3 Krok 4
Genom Alel Zbyva Ztraceno Gen}y Zbyvé Ztraceno Gen}y Zbyva Ztraceno Gen/y
alel navic alel navic alel navic
2DL3*001 3DL2*0070102
amala 19 (0) 345 2 SDrotoozor | 1 2DLSB 81 4 DP1R00901 i = 52 4 - i o=
2DL2*00301
2DL5B 3DL2*0070102 2DL4*001
1 * 2 2 - 1
bob 9(0) 369 3 ggtg*g?gg; 2DS3 88 5 3DP1*00302 5 7 2DL1*00302 3 2DL1
2DL3*007
cox 18 (0) 334 3 2DL3*00201 1 2DL5B 71 4 3DP1*006 1 - 33 4 - 1 -
3DL3*00103
2DL2*00301 2DL5B
2DS2*002 2DL5A 2DS3*00201 3DP1*004 -
ho301 192 208 4 opusBro0 | *  2ps1 68 5 2pL1*010 4 - 39 8 3pL3*014 5 3DL3
2DL2*00101 2DS5
2DL4*00801
*
jvm 15 (0) 316 2 zg;i*83201 1 2DP1 52 3 3DL3*00801 1 - 22 6 3DP1*00302 1 -
3DL1*00101
3DL3*01302 3DL3*00901 2DL4*00103
kas011 18 (0) 306 2 3DL2*%019 1 2DL5B 66 5 3DP1*00302 2 3DL3 35 8 2DL1*00302 3 3DL2
2DP1*002 3DL2*01001
3DL1*001
2DL4*011
*
olga 17 (0) 332 2 ggtg*ggﬁgf 1 2DL5B 76 7 3DL2*00701 3 3811;? 47 8 3DL3*00201 4 3DL3
3DP1*00302
2DP1*006
2DL5A
2DS4 2DL1*00302
h - * - -
s 15 (0) 361 0 4 3DL2 71 1 2DP1*00201 4 33 3 2DL4*011 4
2DS1
3DP1
2DL1 2DL5A*00501
* - - -
wt51 12 (0) 300 1 3DL3*00103 4 2DS3 69 1 4 30 3 2DP1*001 4
3DL2

Tabulka C.22: Vysledky experimentu 2 na realnych datech po odfezani nekvalitnich bazi. Odfezany byly alely, které mély
pokryti mensi nez 70 %. Za blizké byly povazovany v pripadé, kdy byla jejich vzddlenost mezi sebou mensi nez 100.
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Krok 2 Krok 3 Krok 4
Genom Alel Zbyva Ztraceno Gen}y Zbyvé Ztraceno Gen}y Zbyva Ztraceno Gen/y
alel navic alel navic alel navic
3DP1*00901
*
amala 19 (0) 374 igi‘;’*ggém 1 2DL5B 80 3DL2*0070102 3DL2 58 - .
3DL2*0020105
2DL3*00201
3DP1*00302 2DL1*00302
1 * 1 2DL5B - 4 2DL1
bob 9.0 386 ggig,}gégg? 5 86 3DL2*0070102 5 2DL4*001
3DL3*00103
cox 18 (0) 335 2DL3*00201 1 2DL5B 68 3DP1*006 - 32 - -
2DL3*007
2DL2*00101 2DL5B
2DL2*00301 2DL5A 2DS3*00201 3DP1*004
ho301 19 (2) 297 2DL5B*010 4 2DS1 63 2DL1*010 h 36 3DL3*014 3DL3
2DS2*002 2DS5
3DP1*00302
*
jvm 15 (0) 329 3353*88201 1 2DP1 49 3DL3*00801 - 18 2DL4*00801 -
3DL1*00101
3DL2*%019 3DP1*00302
kas011 18 (0) 362 3DL3*01302 1 2DL5B 68 3DL3*00901 3DL3 34 3DL2*01001 3DL2
2DP1*002
3DL2*00701
3DP1*00302
*
olga 17 (0) 346 igig*ggégé 1 2DL5B 74 2DP1*006 gg;? 39 3DL3*00201 3DL3
3DL1*001
2DL4*011
2DS4
3DL2 *
rsh 15 (0) 365 - 5 2DL5A 75 2DP1*00201 - 35 2DL4%011 -
oDS3 2DL1*00302
2DS1
3DP1
2DL1 2DL5A*00501
F - - -
wt51 12 (0) 311 3DL3*00103 4 2DS3 75 31 2DP1*001
3DL2

Tabulka C.24: Vysledky experimentu 3 na realnych datech. Odfezany byly alely, které mély pokryti mensi nez 70 %. Za blizké

byly povazovany v pripadé, kdy byla jejich vzdalenost mezi sebou mensi nez 100. Shluky vytvarely alely, které od sebe mély

vzdalenost maximalné 20.
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Krok 2 Krok 3 Krok 4
Genom Alel Zbyva Ztraceno Gen}y Zbyvé Ztraceno Gen}y Zbyva Ztraceno Gen/y
alel navic alel navic alel navic
& 1 il 1
amala 19 (0) 372 ggii*ggfo 2DL5B 83 §EE2*88$8102 8 57 2DL1*00302 2 2DL1
2DL2*00301
2DL5B 3DL2*0070102 2DL4*001
1 * 2 - 1
bob 9(0) 390 ggig*g?gg; 2DS3 9 3DP1*00302 5 2DL1*00302 3 2DL1
2DL3*00201
cox 18 (0) 354 2DL3*007 2DL5B 71 3DP1*006 - 31 - 1 -
3DL3*00103
2DS2*002 2DL5B
2DL5B*010 2DL5A 2DS3*00201 3DL3*014 -
ho301 192 302 2D1L.2*00301 2DS1 66 2DL1*010 - 87 3DP1%004 5 3DL3
2DL2*00101 2DS5
2DL4*00801
*
jvm 15 (0) 327 zg;i*83201 2DP1 49 3DL3*00801 - 20 3DL1*00101 1 -
3DP1*00302
3DP1*00302
>k *
kas011 18 (0) 345 ggi2*81302 2DL5B 64 2DP1*002 3DL3 37 ;gii*gé?g; 3 3DL2
3DL3*00901
2DP1*006
3DL2*00701
*
olga 17 (0) 348 ggig*ggﬁgf 2DL5B 72 3DL1*001 gg;? 41 3DL3*00201 4 3DL3
2DL4*011
3DP1*00302
2DS4
3DL2 2DL4*011
h 1 - * - -
rs 5 (0) 365 oDL5A 80 2DP1*00201 35 2DL1*00302 4
2DS1
2DL1
2DS3 2DP1*001
* - - -
wt51 12 (0) 313 3DL3*00103 3DP1 T 32 2DL5A*00501 4
3DL2

Tabulka C.26: Vysledky experimentu 3 na realnych datech po odrezani nekvalitnich bazi. Odfezany byly alely, které mély

pokryti mensi nez 70 %. Za blizké byly povazovany v pripadé¢, kdy byla jejich vzdalenost mezi sebou mensi nez 100. Shluky

vytvarely alely, které od sebe mély vzdalenost maximalné 20.
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