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Abstrakt

Bakalářská práce se zabývá identifikaćı alel MICA a MICB gen̊u pro následné použit́ı

v rámci transplantce kostńı dřeně. Ćılem práce je seznámeńı se s významem gen̊u

MICA a MICB, porovnáńı sekvenačńıch metod, zejména Sangerovo sekvenováńı

a Next-generation sekvenováńı (NGS), porozuměńı problematice identifikace alel

a následný návrh metody pro automatickou identifikaci alel. Metoda byla vyv́ıjena

na základě syntetických dat s vlastnostmi vycházej́ıćımi z reálných experiment̊u

prováděných ve FN Plzeň. Kromě samotné metody realizované v jazyce Python

za pomoci rozš́ı̌reńı Biopython je v práci popsán zp̊usob źıskáváńı referenčńıch

dat, vytvářeńı syntetických dat a zhodnoceny výsledky ověřováńı

metody.

Abstract

This bachelor thesis deals with the identification of alleles of MICA and MICB genes

for subsequent use in bone marrow transplantation. The aim is to get

acquainted with the importance of MICA and MICB genes in bone marrow

transplant, comparison of sequencing methods, especially Sanger sequencing and

Next-generation sequencing (NGS), understanding the problems of allele

identification and subsequent design of method for automatic allele identification.

The method was developed based on synthetic data with properties similar to real

data from experiments performed at FN Plzeň. In addition to the method imple-

mented in Python using the Biopython extension, the work describes the method

of obtaining reference data, creating synthetic data and evaluating the results of

verifying the method.
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Slovńık pojmů a zkratek 56
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Úvod

Transplantace kmenových krvetvorných buněk (dále jen TKB) je proces, kdy

pacient obdrž́ı zdravé kmenové buňky, aby nahradily ty poškozené. Před touto

transplantaćı pacient podstouṕı léčbu chemoterapíı či terapii radiaćı. Poté jsou

zdravé kmenové buňky dárce injikovány do krve př́ıjemce a putuj́ı do kostńı dřeně,

kde začnou vyrábět nové červené a b́ılé krvinky a trombocyty (krevńı destičky).[1]

Hlavńı zdravotńı komplikaćı je reakce štěpu proti hostiteli (Graft versus Host

Disease, dále jen GvHD) při alogenńı (nepř́ıbuzenské) transplantaci kmenových

buněk. Po této transplantaci mohou nastat dva stavy - mı́rná forma onemocněńı,

která netrvá dlouho, či závažná forma onemocněńı, která může být i smrtelná.

Akutńı GvHD (aGvHD) se objev́ı v prvńıch 100 dnech po transplantaci. Př́ıčinou

jsou zralé T-lymfocyty dárce, které jsou zaměřené proti hlavńım nebo minoritńım

HLA (Human Leucocyte Antigen) gen̊um př́ıjemce. Postižené jsou předevš́ım játra,

žaludek, střeva a k̊uže. Jako doprovod jsou puchýře či vyrážka, pr̊ujem, krev

ve stolici, tmavá moč nebo nechutenstv́ı k j́ıdlu. Chronické GvHD (cGvHD) se

objevuje po v́ıce než 100 dnech od transplantace a postihuje hlavně k̊uži, ústa a oči.

Hlavńımi symptomy jsou také bolest, ztuhlost kloub̊u, obt́ıžné otv́ıráńı úst, kašel,

pot́ıže s dýcháńım a změna struktury pokožky.[1] Faktory, které je d̊uležité zohlednit,

abychom sńıžili šanci na rozvoj komplikaćı, jsou věk, stádium léčeného onemocněńı,

časový interval mezi určeńım diagnózy a transplantaćı[2] a daľśı. Věk se muśı vźıt

v potaz také u dárce, dále také rozhoduje, jestli je dárce v př́ıbuzenském vztahu

k př́ıjemci a odkud kmenové buňky pocházej́ı.[1] Základńım kritériem výběru dárce

je shoda HLA gen̊u, avšak v posledńıch letech je řešen význam a vliv i jiných,

tzv. non-HLA gen̊u. Pokud by došlo k situaci, kdy je v́ıce dárc̊u se shodnými HLA

znaky, může shoda non-HLA gen̊u pomoci při výběru vhodného dárce.

V práci se zaměř́ım na biologické funkci HLA a non-HLA gen̊u (zejména MICA

a MICB) při TKB, metodám čteńı biologických sekvenćı, porozuměńı genetického

kódu a značeńı, možnostem ukládáńı biologických dat, hlavńım problémům

při identifikaci alel a samotnému návrhu řešeńı a jeho vyhodnoceńı na syntetických

datech.
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Část I. - Teoretické znalosti

1 Imunitńı systém

Imunitu organismu rozdělujeme na imunitu přirozenou a imunitu adaptivńı.

Přirozená imunita (nazývaná také jako vrozená) je tvořena látkovou imunitou,

která pracuje s protilátkami, a buněčnou imunitou. Adaptivńı imunita (źıskaná)

reaguje později po reakci imunity vrozené. Přirozená imunita u obratlovc̊u zahrnuje

hlavńı histokompatibilńı systém (MHC = Major histocompatibility complex).

Jedná se o skupin̊u glykoprotein̊u na površ́ıch buněk obratlovc̊u, které slouž́ı jako

kontrola buněk před parazity. Pokud je buňka infikována, na svém povrchu ”ukáže”

specifické molekuly, které buňky imunitńıho systému rozeznaj́ı a buňku znič́ı.

U člověka se tento MHC komplex nazývá Human Leukocyte Antigen (HLA).

[3]

1.1 HLA - Human Leukocyte Antigen

HLA je rozsáhlý komplex gen̊u lidského MHC (Main Histocompatibility Complex -

hlavńı histokompatibilńı komplex/systém) s lokalizaćı na chromozomu 6p21. Tyto

proteiny na povrchu buněk jsou zodpovědné za regulaci imunitńıho systému.

Proteiny zakódované určitými geny jsou d̊uležitými faktory v transplantaci, a proto

se začaly nazývat ”antigeny”. HLA geny jsou vysoce polymorfńı, což znamená,

že obsahuj́ı mnoho r̊uzných alel (variant gen̊u), a to pomáhá vytvořit přizp̊usobivý

imunitńı systém. Každý jedinec má unikátńı sestavu HLA alel (výjimku tvoř́ı

jednovaječná dvojčata). [1]

HLA se, podle jejich funkce, děĺı na v́ıce skupin. HLA I. tř́ıdy (HLA-A, B, C)

se nacházej́ı téměř ve všech buňkách (kromě buněk pohlavńıch) a antigeny jsou

”ukazovány” na povrchu buňky T-lymfocyt̊um (druh b́ılých krvinek). HLA II.

tř́ıdy (HLA-DP, DM, DR) nejsou př́ıtomny ve všech buňkách, nacháźı se zejména

v B-lymfocytech, dendrických buňkách, makrofáźıch a od nich odvozených

imunitńıch buňkách. Na tyto antigeny reaguj́ı tzv. pomocné T-lymfocyty, které

buňku nezab́ıjej́ı, ale pouze vytvoř́ı imunologický poplach upozorněńım
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B-lymfocyt̊um, které začnou vyrábět protilátky. HLA III. tř́ıdy (složky

komplementu HLA-C2, C4, faktor B) se nepod́ıĺı na imunitńı prezentaci antigen̊u.

Pouze několik protein̊u se pod́ıĺı na funci imunity a většina z nich slouž́ı pouze

ke komunikaci buněk na jejich povrchu. [1]

1.1.1 HLA geny a jejich význam při transplantaci

Pro pochopeńı role HLA při transplantaci je třeba si nejdř́ıve popsat samotné typy

transplantace podle typu dárce. Autologńı transplantace využ́ıvá pacientových

kmenových buněk odebraných v bezpř́ıznakovém obdob́ı nebo s minimálńı

aktivitou léčené nemoci. Syngenńı transplantaci lze podstoupit, pokud má pacient

jednovaječné dvojče. Jednovaječná dvojčata maj́ı stejnou unikátńı sestavu HLA

alel. Alogenńı transplantace je převod kmenových buněk mezi jedinci stejného

živočǐsného druhu. Pokud docháźı k transplantaci mezi př́ıbuznými členy rodiny,

voĺı se nejčastěji sourozenci.[4] Pokud docháźı k nepř́ıbuzenské transplantaci využ́ıvá

se buněk nepř́ıbuzného dárce dostupného v národńıch (Český národńı registr dárc̊u

dřeně [5] a Český národńı registr dárc̊u krvetvorných buněk [6]) či mezinárodńıch

registrech dárc̊u kmenových buněk (kostńı dřeně).

Produkty HLA gen̊u - antigeny - jsou zodpovědné za imunitńı odpověď

organismu typu hostitel proti štěpu (HvGR) a štěp proti hostiteli (GvHR). Štěp

proti leukémii (GVL) je také spojován s mı́rou HLA neshod, a tedy můžeme sńıžit

pravděpodobnost vráceńı onemocněńı po transplantaci. V současnosti

v transplantaci rozhoduje shoda HLA alel mezi dárcem a př́ıjemcem v 5 klasických

HLA lokusech : HLA-A, -B, -C, -DRB1, -DQB1. Ideálńı je tedy shoda 10/10

(popř. 12/12 pokud je řešena i shoda -DPB1 genu), což snižuje riziko vážné akutńı

reakce GvHD, a je spojena s lepš́ım přež́ıváńım ve srovnáńı s transplantacemi

od HLA neshodných dárc̊u. [1]
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1.2 Genový polymorfismus

Genový polymorfismus chápeme jako označeńı pro dvě a v́ıce alel (variant) genu,

který reprezentuje znak stéjného charakteru. Zároveň se ale samotná varianta alely

muśı vyskytovat alespoň v 1 % populace. Pokud je jej́ı výskyt menš́ı, označujeme

tuto odlǐsnost jako tzv. mutaci. Genový polymorfismus se častěji objevuje

v nekóduj́ıćıch oblastech (introny) než v oblastech kóduj́ıćıch (exony) - v́ıce

viz kapitola 2 Genetický kód. Polymorfismus u non-HLA zahrnuje jedno-nukleový

polymorfismus (SNPs = Single nucleotide polymorphisms), kdy se lǐśı pouze jeden

nukleotid v celé DNA sekvenci, opakováńı dvojic (TRs = Tandem Repeats), kdy

se opakuj́ı dvě a v́ıce (r̊uzných) dvojice báźı za sebou (časté pro introny), a variace

počtu kopíı (CNPs = Copy Number Polymorphisms), kdy se opakuje stejná kopie

v́ıcekrát za sebou.[7; 8]

1.3 Non-HLA geny

GvHD je jednou z hlavńıch př́ıčin úmrt́ı pacienta, i přes to, že proběhne alogenńı

TKB s HLA shodou 10/10 (popř. 12/12). To nám ukazuje, že i non-HLA geny

a jejich polymorfismus hrajou roli ve výběru dárce k př́ıjemci.[1]

Vědci se v posledńıch letech snaž́ı identifikovat takové non-HLA geny, které maj́ı

schopnost významně ovlivnit riziko GvHD a daľśıch komplikaćı po transplantaci,

a ty by poté mohly být začleněny do klasické strategie výběru dárce. Zaměřuj́ı

se na skupiny gen̊u: pro cytokiny, pro chemokiny a jejich receptory, pro molekuly

vrozené imunity, pro adhezivńı molekuly, pro vedleǰśı histokompatibilńı antigeny,

pro receptory NK buněk či geny ovlivňuj́ıćı metabolismus lék̊u.[1]

1.4 NK buňky, NKG2D receptor a jeho ligandy

NK buňky (Natural Killer Cells) jsou součást́ı přirozeného imunitńıho systému.

Velmi rychle reaguj́ı na virové infekce (jejich p̊usobnost zde trvá až 3 dny)

či tvorbu nádoru. Tvoř́ı kolem 5 - 10 % všech lymfocyt̊u v lidském oběhu.

Klasické imunitńı buňky s pomaleǰśı reakćı detekuj́ı MHC př́ıtomný na povrchu

infikované buňky a spust́ı uvolňováńı cytokin̊u, což zp̊usob́ı smrt infikované buňky.
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To, že NK buňky mohou reagovat rychleji, je zp̊usobeno jejich schopnost́ı rozpoznávat

a zab́ıjet napadené buňky i s nepř́ıtomnost́ı protilátek a MHC. Tuto kontrolńı činnost

vykonávaj́ı d́ıky svým inhibičńım a aktivačńım receptor̊um na povrchu buněčné

membrány. Při normálńıch podmı́nkách jsou receptory NK buněk v inhibičńım

stavu. NK buňky maj́ı dva hlavńı typy receptor̊u, které kontroluj́ı rovnováhu mezi

jejich aktivaćı a inhibićı. Prvńı identifikuje MHC I molekuly a zahrnuje ”killer

lectin-like” receptor (KLR) vytvořený kombinaćı CD94 buď s NKG2A nebo NKG2C

a ”killer” imunoglobulinový receptor (KIR), druhý identifikuje non-MHC I molekuly

a zahrnuje NKG2D a přirozený cytotoxický receptor (NCR).[9]

Vzhledem k zaměřeńı práce je vhodné se v́ıce zaměřit na NKG2D receptor (Natural

Killer Group 2, member D) a jeho ligandy MICA a MICB.

NKG2D je kódován KLRK1 genem v NK-genovém komplexu (NKC), který se

u člověka nacháźı na 12. chromosomu. NKG2D rozpoznává proteiny, které se

objevuj́ı na povrchu infikovaných buněk. Exprese těchto protein̊u záviśı na r̊uzných

typech stresu. Jedna z nejvýznaměǰśıch stresových situaćı je poškozeńı DNA.

Genotoxický stres, zastavená replikace DNA, špatně regulované buněčné děleńı,

virová replikace nebo některé virové produkty aktivuj́ı ATM a ATR kinázy. Tyto

kinázy iniciuj́ı reakci na poškozeńı DNA, která se pod́ıĺı na regulaci ligandu NKG2D.

Odpověď na poškozeńı DNA se tak pod́ıĺı na upozorněńı imunitńıho systému

na př́ıtomnost potenciálně nebezpečných buněk. [10]

MICA a MICB (MHC class I polypeptide-related sequence A/B) geny jsou

lokalizovány na krátkém raménku 6. chromosomu (6p21). Klasifikuj́ı se jako

non-HLA geny a jsou součást́ı skupiny 7 gen̊u MIC (MICA - MICG). MICA

a MICB jsou jako jediný ze skupiny MIC pravými geny, které maj́ı b́ılkovinné

produkty, zat́ımco ostatńı MICC-MICG jsou pseudogeny. Oba geny jsou vysoce

polymorfńı. Jejich polymorfismus a stupeň exprese jsou spojovány s autoimunitńımi

nemocemi, infekcemi a rakovinou. I přes jejich podobnost k HLA, nepředstavuj́ı

peptidy a nejsou na povrchu leukocyt̊u, ale na endoteliálńıch buňkách (vnitřńıch

povrch krevńıch a lymfatických cév a srdce), fibroblastech (vazivové buňky),

epiteliálńıch (vnitřńı/vněǰśı povrch organismu) a nádorových buňkách.[11]

Sekvence (posloupnosti znak̊u nukleových báźı) MICA a MICB jsou z přibližně 91 %

totožné. Exon 1 (o exonech v́ıce viz kapitola 2 Genetický kód) představuje vedoućı
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peptid, exony 2 - 4 kóduj́ı syntézu extracelulárńıch domén a exon 5 kóduje trans-

membránovou oblast (TM) genu, exon 6 kóduje cytoplazmatický ocas. TM kóduje

opakovaný polymorfismus.[11]

Dle [12] je pro MICA gen aktuálně popsáno 109 alel a stále se pracuje na popisu

daľśıch. Bylo prokázáno, že polymorfismus MICA (MICA-129 a MICA A5.1)

ovlivňuje signalizaci NKG2D a polymorfismus NKG2D ovlivňuje cytotoxickou reakci

(zab́ıjeńı buněk). Při TKB MICA shoda mezi dárcem a př́ıjemcem ukázala sńıžeńı

aGvHD a cGvHD a zvýšila přež́ıváńı pacient̊u.[11] Pro MICB gen je u člověka je

známo až 47 alel.[12] V praktické části při analýze referenčńıch dat z IPD databáze

(v́ıce viz kapitola 4.6 Immuno Poylmorphism Database IPD) bylo zjǐstěno 388

záznamů alel genu MICA a 236 záznamů alel genu MICB.

MICA gen kóduje 383 b́ılkovin (protein̊u), v databázi IPD je 1152 bps. Vzhledem

k tomu, že jediné rozd́ıly mezi MICA alelami jsou synonymńı substituce, daných 100

alel kóduje pouze 79 r̊uzných b́ılkovin. Dvě MICA alely jsou ”null” (prázdné) alely,

které nemaj́ı žádný b́ılkovinný produkt.[13] Kombinace mimobuněčných a TM typ̊u

usnadňuje identifikaci MICA alel a snižuje počet možných nejednoznačných typizaćı

u heterozygotńıch jedinc̊u.[11]
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2 Genetický kód

Genetický kód odpov́ıdá souboru pravidel, které použ́ıvaj́ı živé buňky pro přenos

genetické informace v podobě DNA (Deoxyribonukleová kyselina, dvoušroubovice)

či mRNA (messenger ”posĺıček” ribonukleová kyselina, jednovláknová) na hlavńı

strukturu b́ılkovin, což je pořad́ı aminokyselin v řetězci (DNA).[14]

Tyto řetězce jsou tvořeny nukleovými bázemi (dále jen báze), které tvoř́ı

komplementárńı páry (značeńı ”bp” = base pair) typu Guanin - Cytosin (G - C)

a Adenin - Thymin /-Uracil (A - T /U).[14]

Veškerá genetická informace organismu se nazývá genom a je zapsána v podobě

DNA (s výjimkou nebuněčných organismů - RNA). Každá část představuj́ıćı nějakou

funkci se nazývá gen. Pro koṕırováńı DNA řetězce se využ́ıvá schopnosti

replikace DNA, kdy se podle DNA tvoř́ı mRNA, která přenese genetickou informaci

k ribozómům, na kterých prob́ıhá translace - sestaveńı hlavńı struktury b́ılkovin.

Pořad́ı aminokyselin je stanoveno připojeńım tRNA (transferová RNA) ke každému

kodonu (triplet báźı, v́ıce kapitole 2.2 Kodon) s odpov́ıdaj́ıćım antikodonem, který

nese dané aminokyseliny.[14]

2.1 Části genomu

Lidský genom je z nějvětš́ı části (kolem 75 %) tvořen intergenńımi oblastmi, zbylá

část jsou introny a exony, z čehož exony tvoř́ı nejmenš́ı zastoupeńı.[15]

Exony jsou části genu, které označuj́ı jak DNA sekvenci v genu, tak odpov́ıdaj́ıćı

RNA sekvenci v transkripci, poté, co jsou odstraněny introny. Tyto oblasti kóduj́ı

b́ılkovinné produkty. Všechny exony v genomu se nazývaj́ı exom. Introny jsou

nekóduj́ıćı oblasti RNA transkripce a před DNA translaćı jsou tyto oblasti odstraněny.

I když introny nekóduj́ı žádné b́ılkoviny, jsou ned́ılnou součást́ı regulace genové

exprese. Intergenńı oblasti se nacháźı mezi jednotlivými geny. Obsahuj́ı d̊uležité

části jako jsou promotery (specifická RNA sekvence báźı, na kterou se navazuje

RNA-polymeráza), nebo enhancery (sekvence DNA, která váže aktivačńı faktory).

[15]
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2.2 Kodon

Kodon jsou tři za sebou jdoućı báze v mRNA, antikodon je komplementárńı (tedy

druhá báze z dané dvojice) trojice báźı tRNA (transferová RNA) ke kodonu. Každý

kodon kóduje nějakou aminokyselinu (viz tabulka v obrázku 2). Máme 64 (43)

r̊uzných možných kombinaćı báźı v kodonu. Genetický kód je ale degenerovaný

(redundantńı), jedna aminokyselina může odpov́ıdat v́ıce kodon̊um. Tato degenerace

zp̊usobuje nemožnost zrekonstruováńı genu podle dané b́ılkoviny.[16]

Iniciačńı kodon, též jako ”Start kodon”, je rozeznáván ribozomem na mRNA

jako počátek genu a od tohoto mı́sta prob́ıhá syntéza b́ılkovin neboli translace

(sestaveńı hlavńı struktury b́ılkovin podle mRNA). Ve většině př́ıpad̊u se jedná

o kodon typu ATG, což je aminokyselian methioninu. V 90 % př́ıpad̊u je rozeznán

prvńı ATG kodon. Terminačńı kodon neboli ”Stop kodon”, pokud je rozeznán

ribozomem, ukončuje translaci aktuálńı b́ılkoviny. Obykle jde o kodon typu TAA,

TAG nebo TGA a nepatř́ı k nim tRNA s antikodonem. Pokud je tedy tento kodon

rozeznán ribozomem, naváže se na bázi A release faktor (= b́ılkovina podobná

tRNA) a mı́sto daľśı aminokyseliny je vložena molekula vody. T́ımto dojde

k terminaci translace, uvolńı se vzniklý polypeptid (= spojeńı 10 a v́ıce

aminokyselin) a ribozom se rozpadne na dvě podjednotky.[16]

Obrázek 1: Kodony a které b́ılkoviny představuj́ı (RNA báze) [17]
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3 Metody sekvenováńı

3.1 Sangerova metoda sekvenováńı (1977)

Sangerovo sekvenováńı zahrnujeme do sekvenováńı prvńı generace. Tuto metodu

lze použ́ıt pro sekvenováńı krátké sekvence jednovlákonové DNA. K počátku DNA

se naváže komplementárńı primer, který je 15 - 25 bp dlouhý. Od tohoto mı́sta

docháźı k syntéze DNA pomoćı čtyř deoxyribonukleotid̊u dNTP (dATP, dGTP,

dCTP, dTTP) či čtyř dideoxynulkeotid̊u ddNTP (ddATP, ddGTP, ddCTP, ddTTP).

Tento ddNTP se začleńı do DNA, ale jelikož nemá OH skupinu (OH = hydroxyl,

chemická skupina obsahuj́ıćı jeden atom vod́ıku a jeden atom kysĺıku) jako dNTP,

zastav́ı se syntéza. Malé množstv́ı ddNTP zaruč́ı náhodnost připojeńı k DNA

řetězci.[18]

Obrázek 2: Chromatogramy ze Sangerova sekvenováńı r̊uzné kvality. Horńı sekvence je strojově
přečtena ale jej́ı kvalita zp̊usob́ı nepřesné informace o sekvenci. Prostředńı sekvence je jasně čitelná,
toto je optimálńı kvalita signálu. Spodńı sekvence má v celé délce rušivý signál, muśıme být tedy
opatrńı, ale kvalita je stále akceptovatelná. [19]

Dnes se použ́ıvá fluorescenčně značených ddNTP, kdy každý typ má svoji barvu,

a d́ıky tomu může reakce prob́ıhat v jedné zkumavce. Jednotlivé fragmenty jsou

poté seřazeny kapilárńı elektroforézou (separace látek na základě jejich rozd́ılné

pohyblivosti v elektrickém poli).[18]
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3.1.1 Homozygocie a heterozygocie

Genetická informace uložená v DNA obsahuje zjednodušeně soubor pokyn̊u, které

se buď projev́ı nebo neprojev́ı jako znaky jedince. Protože máme páry stejných

chomozomů, každý znak je tak tvořen dvěma alelami. Pokud jsou tyto alely

(pro jeden daný gen) stejného typu, je daný jedinec homozygot (pro daný gen).

Pokud jsou alely rozd́ılné, jedná se o heterozygotńıho jedince.

DNA ”basecalling” programy analyzuj́ı fluorescentńı signály ze Sangerovo

sekvenováńı a odhaluj́ı tak typ vzorku a jeho kvalitu (viz Phred skóre), což ukazuje

spolehlivost ”basecallu”. V klasickém sekvenováńı založeném na PCR jsou

u homologńıho genu (geny odvozené ze společného genu) obě kopie alely sekvenovány

současně. Ve srovnáńı s hypotetickým signálem n z jedné alely, je sledovaný signál

ve skutečnosti součtem signál̊u z obou alel, tedy 2n. [20]

Obrázek 3: Homozygot. Výsledný signál je součtem signál̊u z jednotlivých alel. Vlevo jsou
signály z jednotlivých alel, vpravo výsledný signál - jejich součet. [20]

Jeden peak (hrot, signál) v chromatogramu, který reprezentuje homozygotńı bázi, je

součet dvou identických signál̊u báźı, kde každý je přibližně polovina fluorescentńıho

signálu v relativńıch fluorescentńıch jednotkách (RFU) výšky výsledného signálu.

Ztráta signálu jedné alely tedy představuje sńıžeńı signálu na přibližně polovinu.

17



Obrázek 4: Homozygot - ztráta alely. Výsledný ṕık je přibližně polovina očekávaného signálu.
[20]

V př́ıpadě heterozygota výsledné peaky páru se pohybuj́ı ve stejné nebo podobné

poloze jako smı́̌sená báze. Śıla signálu každé báze je přibližně polovina śıly výsledného

signálu u homozygota. V ideálńım př́ıpadě jsou oba signály stejně vysoké, ale nemuśı

tomu tak být vždy, tedy jeden signál bude výškou přesahovat druhý.

Obrázek 5: Heterozygot. Vlevo jsou signály z jednotlivých (rozd́ılných) alel, vpravo možné
výsledné výstupy. Výstup I je ideálńı př́ıpad. Výstupy II a III jsou realita. [20]

Tato nerovnováha výšek komplikuje stanoveńı jejich poměr̊u.[20]

Base calling je proces přǐrazováńı báze podle maxim z chromatogramu (graf

intenzity světla daného fluorescenčně označeného konce při sekvenováńı).[21]
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3.2 Sekvenováńı nové generace

Metody sekvenováńı nové generace (Next-generation sequencing, dále jen NGS)

umožňuj́ı levněǰśı, rychleǰśı a rozsáhleǰśı čteńı dat, jelikož využ́ıvá fragmentace

genomu - tedy rozděleńı do menš́ıch úsek̊u dlouhých několik set báźı. Protože se

ale genom fragmentuje, je nutné správně určit lokalitu těchto úsek̊u v genomu.

Ve většině př́ıpad̊u se použ́ıvá referenčńı genom stejného/př́ıbuzného druhu - dř́ıve

osekvenovaný genom - který již máme zmapovaný. Fragmenty se namnož́ı PCR

reakćı, která funguje na principu replikace nukleových kyselin, a tyto kopie jsou

dále paralelně sekvenovány. Paralelizaćı sekvenováńı dosahujeme čteńı až milion̊u

vláken DNA najednou. Jsme tak schopni osekvenovat celý genom najednou.[22]

Celý tento proces je možno redukovat t́ım, že se sekvenuj́ı jen jeho určité části.

Hovoř́ı se tak o ”redukované reprezentaci genomu”. Této reprezentace se doćıĺı

např́ıklad použit́ım restrikčńıch enzymů, které naštěṕı DNA sekvence

na přesně daném mı́stě a sekvenuje se pouze oblast do určité vzdálenosti od mı́sta

štěpeńı, můžou se také sekvenovat pouze části, které jsou překládány do RNA,

či se použije ”sequence capture”, kdy se přesně urč́ı sekvence, které se maj́ı

sekvenovat, např́ıklad konkrétńı gen.[22]

PCR (Polymerase Chain Reaction) slouž́ı k vytvořeńı až milion̊u kopíı daného

fragmentu DNA, který může být až 10 000 nukleotid̊u dlouhý. Vzorový úsek DNA

muśı být ohraničený tvz. primery. Primer je řetězec dlouhý několik báźı (resp.

aminokyselin) a slouž́ı jako počátečńı mı́sto replikace.[23]

3.3 Rozd́ıl mezi Sangerovo sekvenaćı a NGS

Jeden z hlavńıch rozd́ıl̊u je, jaké množstv́ı fragment̊u jsou metody schopné

sekvenovat. Sangerovo sekvenováńı dokáže sekvenovat pouze jeden DNA fragment,

zat́ımco NGS metody jsou schopné sekvenovat miliony fragment̊u najednou.

Sangerovo sekvenace je efektivńı pro ”variant screening studies”, když je počet

vzork̊u malý a zkoumáme varianty jediného genu.[24]
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Část II. - Identifikace a analýza variant genu

4 Źıskáváńı dat

4.1 Čteńı biologické sekvence

Identifikace (predikce, hledáńı) genu je proces hledáńı určitých oblast́ı DNA, které

odpov́ıdaj́ı danému genu. Dı́ky této identifikaci můžeme lépe pochopit nejen lidský

genom.

Čtećı rámec (RF; Reading Frame) je zp̊usob rozděleńı sekvence nukleotid̊u v DNA

nebo RNA na po sobě jdoućı trojice báźı, které se nepřekrývaj́ı. Pokud tyto trojice

kóduj́ı aminokyseliny nebo slouž́ı jako stop signály během translace, označuj́ı se jako

kodony.[25] Vı́ce o čtećım rámci v př́ıloze B ORF - Otevřený čtećı rámec.

Jednořetězcová nukleová kyselina má jeden fosforylový konec, zvaný 5’-end,

a jeden hydroxylový konec, zvaný 3’-end. Tyto konce definuj́ı směr čteńı sekvence.

V daném směru můžeme sekvenci č́ıst ve třech čtećıch rámćıch, každý z nich zač́ınaj́ıćı

rozd́ılnou báźı z jedné trojice. V DNA dvoušroubovici, kde jsou jednotlivé řetězce

k sobě komplementárńı, odpov́ıdá směr druhého řetězce 5’→3’ směru 3’→5’. Pokud

bychom z jednoho směru čteńı chtěli vytvořit druhý, děláme tzv. reverzńı

komplement.[25]

4.2 Hledáńı homologie

Většina dnešńıch programů pro lokalizaci genu pracuj́ı až s 95% úspěšnost́ı.

Problémem ale z̊ustává špatná indetifikace hranic mezi introny a exony a t́ım vznikne

identifikace falešného RF pro daný gen. Identifikaci můžeme pośılit t́ım, že budeme

využ́ıvat hledáńı homologie k testováńı, zda je řada kodon̊u skutečný exon nebo

pouze náhodná sekvence. V tomto př́ıpadě se prohledávaj́ı DNA databáze a zjǐsťuje

se, zda je daná sekvence indentická nebo podobná jakémukoli genu, který byl již

sekvenován. Samozřejmě pokud je testovaná sekvence součást́ı genu, který byl již

sekvenován, bude nalezena identická shoda. To ale neńı d̊uvod hledáńı
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homologie. Záměr je zjistit, zda je nová testovaná sekvence podobná jakémukoli

známému genu. Pokud se najdou podobnosti, mohou být sekvence homologńı -

geny mohou být evolučně př́ıbuzné.[26]

4.3 Sestaveńı sekvence

Pro jednotlivá čteńı se urč́ı jejich směr (F/R - Foward/Reverse - Dopředné/Zpětné)

a seřad́ı se tak, aby sekvence maximálně vzájemně odpov́ıdala. Takto sestavená

sekvence se nazývá kontig (z angl. contig). Po př́ıpadných ručńıch opravách kontigu

se sestav́ı sekvence z nejčastěji se vyskytuj́ıćıch nukleotidových báźı

v jednotlivých pozićıch. Tyto sekvence se nazývaj́ı konsenzuálńı sekvence.

Kontig je sestaven vždy ze čteńı jednoho jedince a jeho výsledkem by měla být reálně

existuj́ıćı sekvence DNA. Porovnáváńı v́ıce sekvenćı se nazývá alignment (dále jako

zarovnáváńı, porovnáváńı apod.). [27]

Obrázek 6: A: zarovnané sekvence; B: nezarovnané sekvence; C: vytvořená konsenzuálńı sekvence
dle uvedené legendy; D: vzhled chromatogramu. [28]

V ideálńım př́ıpadě, pokud je kontig sestaven pouze z báźı A, G, T a C (signály báźı

se v chromatogramu nepřekrávaj́ı), jedná se o homozygotńı genotyp, pokud je však

kontig sestaven i ze znak̊u, které označuj́ı v́ıce možných báźı (v chromatogramu

se signály báźı překrývaj́ı), jedná se o genotyp heterozygota. V reálných datech

se můžeme setkat s chybou či mutaćı.
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4.4 Formát dat FASTQ, FASTA a daľśı

FASTQ je textový formát pro ukládáńı nejčastěji nukleotidové sekvence či skóre

kvality sekvence. Ṕısmena sekvence i skóre kvality jsou kv̊uli stručnosti zakódovány

jedńım znakem ASCII. Formát běžně využ́ıvá 4 řádky pro jednu sekvenci: prvńı

řádek zač́ıná znakem ”@” a za ńım je zapsán identifikátor sekvence a volitelný

popis; druhý řádek obsahuje čistou sekvenci zapsanou ṕısmeny (G, A, T, C); třet́ı

řádek obsahuje pouze znak ”+” a za ńım může být zapsán identifikátor sekvence

či jiný popis; čtvrtý řádek kóduje znakem ASCII hodnoty kvality sekvence

na druhém řádku (na druhém a čtvrtém řádku je tedy stejný počet znak̊u).[29]

Obrázek 7: Př́ıklad FASTQ souboru. [29]

FASTA je textový formát, který reprezentuje nukleotidové sekvence

nebo proteinové sekvence pomoćı jednoṕısmenných kód̊u. Je umožněno, aby před

sekvencemi byly názvy sekvenćı či komentáře. Informace mohou být uloženy jako

textový soubor, pokud je formátovaný jako fasta soubor.[30] Formát FASTQ slouž́ı

tedy k uložeńı fragment̊u sekvence před mapováńım. FASTA slouž́ı k uložeńı

referenčńıho genomu, na který budou mapovány fragmenty sekvence. V práci se

bude pracovat se soubory ve formátu FASTA (dále jako fasta).

SAM formát (Sequence Alignment Map) je textový formát slouž́ıćı k uložeńı

nukleotidových sekvenćı generovaných pomoćı NGS a zahrnuje nyńı

i nezmapované sekvence. Tento formát podporuje krátké i dlouhé čtećı sekvence

(až 128 Mbp). BAM formát (Binary Alignment Map) je binárńı ekvivalent formátu

SAM. CRAM je komprimovaný sloupcový formát souboru pro ukládáńı sekvenćı

seřazených podle referenčńı sekvence. VCF (Variant Calling Format) je textový
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formát který obsahuje meta-informačńı řádky, záhlav́ı a datové řádky, z nichž každý

obsahuje informace o poloze genomu. Formát je schopný také obsahovat informace

o genotypu na vzorćıch pro každou pozici.[31]

Variant calling je proces, kterým identifikujeme varianty sekvenćı gen̊u

ze sekvenačńıch dat. Nejdř́ıve se sekvenováńım genomu nebo exomu vytvoř́ı soubory

typu FASTQ (NGS) či ab1 (Sangerovo sekvenováńı). Poté se zarovnaj́ı sekvence

s referenčńım genomem a vytvoř́ı se soubory typu BAM nebo CRAM. V posledńım

kroku se urč́ı, kde se zarovnané kusy sekvence DNA (reads = ready) lǐśı

od referenčńıho genomu (exomu) a zaṕı̌sou se do souboru typu VCF. [32]

4.4.1 Kvalita dat FASTQ

Hodnota kvality Q je celoč́ıselné mapováńı p, tedy pravděpodobnost, že odpov́ıdaj́ıćı

báze z Base calling je nesprávná. Použ́ıvaj́ı se dva r̊uzné vzorce - následuj́ıćı dvě

varianty jsou pro metodu Sanger ”Skóre kvality Phred”: [33]

QSanger = −10 log10 P

P = 10
−Q
10

Vzorce nám tedy prozrazuj́ı následuj́ıćı tabulku:

Skóre kvality Phred Q Pravděpodobnost nesprávné báze Přesnost určeńı báze

10 1 z 10 90%

20 1 z 100 99%

30 1 z 1 000 99.9%

40 1 z 10 000 99.99%

50 1 z 100 000 99.999%

60 1 z 1 000 000 99.9999%

Tabulka 1: Hodnoty přesnosti podle skóre kvality Phred [33]

Skóre kvality Phred se použ́ıvá pro hodnoceńı kvality sekvence, rozpoznáváńı

a odstraňováńı sekvence ńızké kvality (ořezáváńı konce) a stanoveńı přesných
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konsenzuálńıch sekvenćı (charakteristické sekvence báźı RNA/DNA, které jsou

společné větš́ımu počtu gen̊u př́ıbuzných funkćı nebo vykazuj́ıćı určitou evolučńı

homologii; viz kapitola 4.3 Sestaveńı sekvence). Mı́ra podobnosti dvou

konsenzuálńıch sekvenćı je mı́rou jejich evolučńı př́ıbuznosti. To, že se určité báze

vyskytuj́ı ve stejných pozićıch, většinou odpov́ıdá jejich biologickému významu.[34]

V začátćıch bylo skóre kvality Phred použ́ıváno hlavně v programu Phrap, který

sestavoval sekvence. Phrap se hojně použ́ıval v projektu ”Lidský genom” a je nyńı

jeden z nejpouž́ıvaněǰśım programem v biotechnologickém pr̊umyslu. Před Phred

a Phrap musely být manuálně zkoumány nesrovnalosti mezi překrývaj́ıćımi

se fragmenty DNA a to často zahrnovalo ručńı stanoveńı sekvence nejvyšš́ı

kvality a ručńı úpravy chyb. Phrap, který využ́ıval skóre kvality Phred, efektivně

automatizoval hledáńı konsenzuálńıch sekvenćı nejvyšš́ı kvality, což ve většině

př́ıpad̊u eliminuje nutnost ručńıch úprav. Tato automatizace zredukovala

i chybovost v sestavováńı sekvenćı oproti manuálńım úpravám.[29]

Skóre kvality se nejčastěji ukládaj́ı se sekvencemi ve formátu FASTQ. Před kompreśı

představuj́ı data o kvalitě přibližně polovinu požadováného úložného mı́sta, d́ıky

kompresi těchto dat se zmenš́ı nároky na paměť a urychĺı se analýza a přenos dat.[29]

Formát fastq/fasta pro Sanger data umı́ skóre kvality Phred zakódovat

od hodnoty 0 do 93 pomoćı ASCII od 33 do 126. V nezpracovaných datech ale skóre

kvality Phred zř́ıdka překračuje hodnotu 60, vyšš́ı hodnoty jsou možné v sestavách

sekvenćı či genových mapách.[29] Výstupńı formát dat ze Sangerovo sekvenováńı je

ab1 (chromatogram), které lze přeformátovat na soubor fastq či fasta.
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4.5 Dostupné datové zdroje

S rostoućım počtem bioinformatických dat je potřeba tato data ukládat, sd́ılet

a organizovat. V d̊usledku toho počet online databáźı každoročně rapidně roste.[35]

Kolaborace mezinárodńı databáze nukleových sekvenćı (INSDC; International

Nucleotide Sequence Database Collaboration) zahrnuje spolupráci DNA Databanky

Japonska (DDBJ, DNA Databank of Japan [36]), Evropského institutu

pro bioinformatiku Evropské laboratoře molekulárńı biologie (EMBL-EBI,

European Molecular Biology Laboratory’s European Bioinformatics Institute [37])

a Národńıho centra pro biotechnologické informace (NCBI, National Center

for Biotechnology Information [38]). Tato trojice od roku 1988[39] zachycuje,

uchovává a předkládá trvalý vědecký záznam pro sekvenováńı nukleových kyselin

a souvisej́ıćı informace. Dı́ky této spolupráci rozsah aktivit sekvenováńı enormně

vzrostl a INSDC vytvořila mandát, který dominuje v obsahu biotechnologických dat.

Zahrnuje také úložǐstě a služby pro nezpracovaná data, detaily experimentálńıho

návrhu, funkčńı anotace či informace o projektu Lidský genom (Human Genome

Project). [35]

Existuj́ı také specializované databáze jako např́ıklad WormBase, která uchovává

data hĺıstic, či RiceWiki, která obsahuje data gen̊u rýže.[39]

Projekt NCBI zahrnuje databázi GenBank. Do projektu EMBL-EBI spadá Databáze

imunopolymorfismů (IPD, Immuno Polymorphism Database [40]), která bude sloužit

jako zdroj bioinformaćı v této práci.

4.5.1 Immuno Polymorphism Database IPD

Databáze imunopolymorfismů (dále jen IPD [40]) byla vytvořena v roce 2003 za

účelem vytvořeńı centralizovaného systému pro studium polymorfismu v genech

imunitńıho systému. Tento projekt byl založen Skupinou HLA pro informatiku

Výzkumného ústavu Anthonyho Nolana (HLA informatics Group of the Anthony

Nolan

Research Institute) v kolaboraci s Evropským institutem bioinformatiky (European

Bioinformatics Institute).
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Sekce IPD-IMGT/HLA [41] poskytuje specializovanou databázi sekvenćı lidského

hlavńıho histokompatibilńıho komplexu (MHC) a obsahuje oficiálńı sekvence

pojmenované Výborem pro nomenklaturu WHO pro faktory systému HLA

(WHO Nomenclature Committee For Factors of the HLA System). Tato databáze

je součást́ı mezinárodńıho ImMunoGeneTics projektu (IMGT).

IPD dále obsahuje sekce KIR (Killer-cell immunoglobulin-like receptor) či MHC

(Hlavńı histokompatibilńı komplex) pro r̊uzné typy živočich̊u - např. pes, ryba,

prase či myš. [41]

Na stránkách IPD najdeme seznam oficiálńıch referenčńıch sekvenćı gen̊u HLA. Mezi

nimi najdeme i non-HLA geny MICA a MICB (ostatńı ze skupiny MIC nejsou

zmı́něny, jelikož se jedná o pseudogeny bez známé funkcionality).
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5 Metoda pro identifikaci alel

5.1 Problémy alignmentu a identifikace

Nejd̊uležitěǰśı při identifikaci gen̊u je zp̊usob př́ıstupu k dat̊um - sekvenćım. Každá

báze a jej́ı pozice má sv̊uj biologický význam. Nelze tedy s biologickými sekvencemi

zacházet jen jako s řetězci znak̊u.

5.1.1 Hledáńı slov

Na obrázku 8 vid́ıme dva př́ıklady zarovnaných sekvenćı. Každé zarovnáńı má

5 pozic, na kterých se báze lǐśı, chybovost/odlǐsnost je tedy stejná pro oba př́ıklady.

Z evolučńıho hlediska ale dává zarovnáńı vlevo větš́ı smysl, a to z d̊uvodu potřeby

menš́ıho počtu změn subsekvenćı (kratš́ı úsek sekvence) pro vytvořeńı shodné

sekvence. V levé horńı sekvenci stač́ı udělat pouze dvě (subsekvenčńı) změny

(GGT a TG) ale v pravé horńı sekvenci muśıme udělat změn pět (C, G, G, T

a C). Proto by měly algoritmy pracovat na principu hledáńı slov, tedy k-mers

(k znač́ı délku slova). Základńım předpokladem pro dvě př́ıbuzné sekvence je

alespoň jedno společné slovo.[42]

Obrázek 8: Sekvence se stejným počtem chyb.

5.1.2 Různá váha chyb

Daľśım problémem při identifikaci alel je záměna báźı v zarovnáńı. Chyba může být

zp̊usobená sekvenátorem, který chybně vyhodnot́ı výslednou bázi, nebo

došlo k mutaci genu. Pokud došlo k mutaci, mělo by se k této odlǐsnosti přistupovat

jinak. Jinými slovy: (obrázek 8) v sekvenci vpravo může záměna na druhé pozici

C - A mı́t jinou biologickou složitost než záměna na osmé pozici T - A, i když se
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jedná o podobnou záměnu (stejnou chybu). Je to z d̊uvodu chemické struktury

aminokyselin, které jsou zakódovány jednotlivými kodony. Každá záměna aminoky-

seliny má své skóre. [42] Použ́ıvaj́ı se dvě skórové matice: BLOSUM či PAM - v́ıce

v př́ıloze C Problémy identifikace.

5.1.3 Odlǐsnost alel

Daľśım z problémů je také mı́ra odlǐsnosti jednotlivých alel genu. Alely se mohou

lǐsit např́ıklad pouze v jednom exonu, a v tom to exonu se mohou lǐsit pouze jednou

báźı. V kombinaci s chybovost́ı př́ıstroj̊u to značně ztěžuje přesnou identifikaci alely.

5.1.4 Heterozygocie

V neposledńı řadě ztěžuj́ı identifikaci heterozygotńı geny. Abychom mohli určit,

o které dvě alely se jedná, muśıme heterozygotńı sekvenci přepsat na kombinace

sekvenćı s homozygotńımi znaky. Počet kombinaćı je závislý na počtu

heterozygotńıch znak̊u. Počet kombinaćı roste funkćı 2n, kde n je počet

heterozygotńıch znak̊u.

5.1.5 Využ́ıvané nástroje

Programy, které na těchto principech funguj́ı, jsou FASTA[43] (FAST Alignment)

a BLAST[44] (Basic Local Alignment Search Tool). Hlavńım rozd́ılem mezi FASTA

a BLAST je to, že BLAST se ve většině př́ıpad̊u použ́ıvá při hledáńı neuzavřeného

lokálně optimálńıho zarovnáńı sekvence, zat́ımco FASTA se využ́ıvá sṕı̌se při hledáńı

podobnost́ı mezi méně podobnými sekvencemi.

BLAST je jeden z nejpouž́ıvaněǰśıch algoritmů/programů použ́ıvaný pro srovnáváńı

primárńıch sekvenčńıch informaćı. Je založen na základě FASTA. Algoritmus dokáže

srovnat dotazovanou (zadanou) sekvenci se sekvencemi v databázi a zároveň rozpozná

podobné sekvence v rámci hranice podobnosti, to vše za účelem hledáńı podobnosti

až možnosti homologie. Ćılem je tedy naj́ıt mezi souvisej́ıćımi sekvencemi, které

nemaj́ı vysoké skóre, segmenty s vysokým skórem. Existence takových segment̊u
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nad danou prahovou hodnotou naznačuje párovou podobnost bez šance náhodnosti,

což pomáhá rozlǐsit př́ıbuzné sekvence od nepř́ıbuzných sekvenćı v databázi (či dvou

zadaných sekvenćı). BLAST je populárńı d́ıky své schopnosti rychle identifikovat

regiony s lokálńımi podobnostmi mezi dvěma sekvencemi. Program využ́ıvá skórové

matice BLOSUM.[42]

BLAST je volně dostupný na stránkách NCBI [44] ve variantách BLAST-N, který

porovnává nukleotidové sekvence, BLAST-P, který porovnává proteinové sekvence,

BLAST-X, který porovnává nukleotidovou sekvenci s proteinovou sekvenćı

a tBLAST-N, který porovnává proteinovou sekvenci s nukleotidovou sekvenćı.

Obrázek 9: NCBI Web BLAST [44]
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5.2 Metoda pro identifikaci

Návrh metodiky vycházel z požadavku využit́ı metody offline a z formátu dat

źıskávaných ve FN Plzeň v rámci projektu Ministerstva zdravotnictv́ı ČR - Agentury

pro zdravotnický výzkum č. NV18-03-00277.

Prvńım krokem je správná úprava vstupńıch dat. Pro jeden exon máme

2 vstupńı soubory (2 sekvence) - dopředné čteńı (foward) 3’→5’ a zpětné čteńı

(reverse) 5’→3’ (v́ıce kapitola 4 Čteńı biologické sekvence). To znamená nutnost

úpravy zpětného čteńı na jeho reverzńı komplement. Upravené soubory poté vstouṕı

do fáze trimming, ve které najdeme nejpodobněǰśı (nemuśı být nutně uplně stejná)

subsekvenci mezi dopřednou sekvenćı a reverzńım komplementem zpětné sekvence,

a t́ım urč́ıme nejpravděpodobněǰśı polohu exonu a dle zvolených parametr̊u oř́ızneme

dopřednou sekvenci. Z této sekvence vyhodnot́ıme, zda-li se jedná

o homozygotńı či heterozygotńı sekvenci. Pokud se jedná o homozygota, můžeme

ihned zač́ıt alignment (zarovnáváńı) s referenčńımi exony z databáze (DB), pokud

se ale jedná o heterozygota, je nutné vytvořit všechny možné kombinace sekvenćı

a až poté můžeme přej́ıt k alignmentu a určeńı nejpravděpodobněǰśı alely (dvojice

alel v př́ıpadě heterozygotńı sekvence). Nejpravděpodobněǰśı alela (dvojice alel) se

urč́ı nejvyšš́ı hodnotou podobnosti k referenčńım alelám.

Na obrázku 10 je zobrazený postup řešeńı identifikace.
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Obrázek 10: Postup identifikačńı metody. Sekvence1F znač́ı dopřednou sekvenci, Sekvence2R znač́ı
zpětnou sekvenci, Sekvence2F znač́ı reverzńı komplement k sekvenci Sekvence2R.
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5.2.1 Reálná data

Metoda je navrhnuta pro soubory, které maj́ı podobné vlastnosti jako reálná data

źıskávaná z FN Plzeň. Pro MICA gen se źıskávaj́ı data pro exony 2, 3 a 4,

pro MICB se źıskávaj́ı data pro exony 2, 3, 4 a 5. Pro každý exon existuj́ı dva

soubory - dopředné a zpětné čteńı. Pro gen MICB jsou exony 4 a 5 v jednom

souboru. Data obsahuj́ı sekvence intron̊u a daný exon na neznámém mı́stě. Pro

MICB exony 4 a 5 soubory vypadaj́ı data intron - exon 4 - intron - exon 5 - intron.

Obrázek 11: Data ve formátu ab1. V levé části vid́ıme nekvalitńı data. Nı́zká kvalita dat se
vyskytuje nejčasteji v částech s introny. [49]

Jak již bylo zmı́něno, přesné určeńı alely ze vstupńıch dat může selhat na jejich

chybovosti. Reálná data jsou źıskaná Sangerovo sekvenováńım ve FN Plzeň.

Chybovost této metody může při správných podmı́nkách dosahovat

až hodnoty 0.001 % [44]. Reálná data jsou ve formátu ab1, tedy data, která vyjdou

př́ımo ze sekvenátoru. Biopython obsahuje funkci, která umı́ přeč́ıst ab1 soubory

a zapsat je do souboru ve formátu fasta.
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5.3 Implementace metody

Program byl napsán a spuštěn na poč́ıtači s operačńım systémem Windows 10,

s 8 GB operačńı paměti a s CPU Intel Core i7 8th gen. 1.9 GHz. Rozhodla jsem se

použ́ıt pouze možnosti jazyka Python, a to ze dvou d̊uvod̊u. Zaprvé, program bude

spustitelný na v́ıce operačńıch systémech, a zadruhé, z d̊uvodu nedostatku znalost́ı

s operačńım systémem Linux, pro který je tvořena většina bioinformatických

softwar̊u pro práci se sekvencemi. Řešeńı spadá do kategorie dynamického

programováńı. Program neńı paměťově náročný, odhad maximálńıho využit́ı

operačńı paměti je 2 GB, maximálńıho zat́ıžeńı procesoru je přibližně 30 %.

Podmı́nka návrhu metody je použit́ı offline nástroj̊u.

Biopython [46] je sada volně dostupných nástroj̊u pro biologické výpočty

napsaných v programovaćım jazyce Python mezinárodńım týmem vývojář̊u.

Obsahuje tř́ıdy představuj́ıćı biologické sekvence a anotace sekvenćı a je schopen

pracovat s r̊uznými formáty soubor̊u, které se v bioinformatice použ́ıvaj́ı

(např. formát fasta, ab1 ). Umožňuje také programové prostředky pro př́ıstup

k online databáźım biologických informaćı, jako je např. databáze NCBI[58]. Daľśı

moduly rozšǐruj́ı schopnosti Biopythonu o zarovnáváńı sekvenćı (alignment),

překládáńı sekvenćı (nukleotidy - proteiny), populačńı genetika a daľśı. Licence

Biopythonu je kompatibilńı téměř se všemi bioinformatickými software licencemi, je

tedy možné Biopython použ́ıvat v řadě projekt̊u.

Požadavky pro běh Biopythonu ve verzi 1.79 jsou Python ve verzi 3.6, 3.7 či 3.8.

(použitá verze 3.9.6) a NumPy (Numerical Python). Možné rozšǐruj́ıćı moduly jsou

NCBI Standalone BLAST (online nástroj), pairwise2, ClustalW či EMBOSS.

Jako rozšuřuj́ıćı knihovny jsem použila SeqIO (součást́ı Biopythonu), difflib

a NumPy.

Knihovna SeqIO umı́ přeč́ıst soubor ve formátu fasta, vytvořit objekt typu Seq

a rozdělit informace v souboru do př́ıslušných ”vlastnost́ı” sekvence - ID/název

sekvence a seq jako samotnou sekvenci posloupnosti znak̊u (A, G, T, C, R, Y,

K, M, S, W, B, D, H, V, N - viz obrázek 6 v kapitole 4.3 Sestaveńı sekvence).

Výhoda této knihovny je, že biologické sekvence se chovaj́ı jako Seq objekty, což

umožňuje použit́ı spousty biologických metod/operaćı, které obyčejný typ String
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neumožňuje. Sekvenci typu Seq je možné uchovávat také jako MutableSeq objekt,

který umožňuje editaci sekvence (např. přidáváńı či odeb́ıráńı znak̊u), což nám

klasický Seq objekt neumožňuje. Ale nemožnost editace neńı brána jako nevýhoda,

sṕı̌se jako jistota, že se praćı se sekvenćı neprovede nechtěná editace.

S objektem typu Seq můžeme provádět klasické biologické operace jako je počet

znak̊u len(sekvence), vytvořeńı komplementárńı sekvence sekvence.complement(),

vytvořeńı reverzńıho komplementu sekvence.reverse complement() či překladu

do proteinové sekvence sekvence.translate().

Funkce, která se bude využ́ıvat pro všechna porovnáváńı v metodě, je

SequenceMatcher z knihovny difflib[47]. Použ́ıvá se pro porovnáńı dvojice

sekvenćı znak̊u (slova, biologické sekvence), pokud jsou znaky sekvence hashovatelné.

Myšlenkou je nalezeńı největš́ı kontinuálńı společné subsekvence, která neobsahuje

chyby. V principu se jedná o lepš́ı verzi algoritmu Gestalt Pattern Matching.

Algoritmus nevraćı výsledek s minimálńımi úpravami sekvence (jako např́ıklad

Levenshteinova vzdálenost), ale má tendenci vracet shody, které lidsky ”vypadaj́ı

dobře”. Vzhledem k tomu, že SequenceMatcher určuje skóre shody dvou sekvenćı

na základě podobnost́ı deľśıch subsekvenćı, vybrala jsem tuto funkci pro všechna

porovnáváńı, která v metodě prob́ıhaj́ı. SequenceMatcher umı́ funkćı ”.ratio()”,

která vraćı č́ıslo typu float v intervalu [0; 1], popsat podobnost dvou sekvenćı. Pokud

vrát́ı č́ıslo větš́ı než 0.6 včetně, sekvence jsou podobné, pokud vrát́ı č́ıslo 1.0, sekvence

jsou stejné. Aby SequenceMatcher uměl pracovat i s chybami

v sekvenćıch, je potřeba zadat pro ’junk ’ parametr hodnotu None. Složitost této

funkce je v nejhorš́ım př́ıpadě kvadratická, předpokládaná složitost je lineárńı.[47]

Voláńı funkce vypadá následovně:

SequenceMatcher(None, sekvence1, sekvence2).ratio().

34



5.3.1 Úprava dat

Prvńım krokem je úprava vstupńıch dat. V knihovně SeqIO je funkce SeqIO.parse(),

do které vlož́ıme dva parametry - název souboru a jaký typ souboru to je, aby věděla

jak soubor č́ıst. Funkce data v souboru ulož́ı jako objekt Seq a k jeho atribut̊um,

jako je id či samotná sekvence, lze přistupovat jednotlivě - např. Seq.id nám vrát́ı

id sekvence, Seq.seq nám vrát́ı sekvenci znak̊u a Seq.description nám vrát́ı popis

sekvence (často se v souboru nacháźı hned za id rozdělené pouze mezerou).

Obrázek 12: Př́ıklad formátováńı fasta souboru.Prvńı řádek: ”>HLA:HLA01013” je id sekvence;
”MICA*001 1152 bp” je popis sekvence (description); druhý řádek obsahuje samotnou sekvenci.
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5.3.2 Trimming

Metoda pro trimming (oř́ıznut́ı) nám oř́ızne dopřednou sekvenci za pomoci

porovnáváńı s reverzńım komplementem zpětné sekvence. Metodu jsem

pojmenovala trim() a vkládaj́ı se do ńı 4 parametry: trim(sekvence1F.seq,

sekvence2F.seq, t, k), kde t je přibližná délka hledaného exonu a k je počet krok̊u,

které se přidaj́ı na začátek a konec oř́ıznut́ı (hodnota by měla být 3 až 5 krok̊u).

Z referenčńıch dat z IPD byly zjǐstěny maximálńı délky typ̊u exon̊u, doporučuji zvolit

hodnotu tohoto parametru o 3 až 5 větš́ı, a to z d̊uvodu možných chyb v přečtené

sekvenci (readu). Moje zvolené parametry pro MICA: exon 2 = 260,

exon 3 = 290, exon 4 = 285; MICB: exon 2 = 260, exon 3 = 290, exon 4 = 285,

exon 5 = 135 (vycháźı se z maximálńıch délek exon̊u, které jsou zmı́něné v kapitole

7.7 Referenčńı data). Exony nejsou v sekvenćıch umı́stěny na stejném

či podobném mı́stě.

Obrázek 13: Vizualizace metody pro trimming.

Pro metodu předpokládám, že okoĺı exonu (šedé úseky na obrázku 15) neńı z většiny

tvořeno znakem N, který maj́ı některé programy tendenci vkládat, pokud čteńı nemá

silné signály.
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Z dopředné sekvence se vezme subsekvence délky t a porovnává se (funkćı

SequenceMatcher) se stejně dlouhými subsekvencemi z reverzńıho komplementu

zpětné sekvence, které se ”posouvaj́ı” od nultého indexu až do indexu ”délka

reverzńıho komplementu - 1 - t”. Hodnoty podobnost́ı se ukládaj́ı do seznamu,

ve kterém se pak najde největš́ı hodnota a ta se ulož́ı. Z dopředné sekvence se

vybere nová subsekvence posunutá o 1 krok a postup se opakuje. Z uložených

hodnot se poté najde ta největš́ı a zjist́ı se jej́ı index. Tento index představuje

přibližné umı́stěńı začátku exonu, který hledáme (odchylka je závislá na rozd́ılu mezi

zvoleným parametrem a délkou hledaného exonu, kterou ovšem neznáme přesně.

Proto doporučuji zvolit hodnotu t zvolit maximálně o 5 větš́ı, než je maximálńı

délka referenčńıho exonu daného typu.

Obrázek 14: Vizualizace metody pro trimming.

Index pravděpodobného začátku použijeme k oř́ıznut́ı dopředné sekvence a to tak,

že začátek oř́ıznut́ı bude 3 až 5 krok̊u před indexem začátku a konec oř́ıznut́ı bude

od indexu začátku vzdálen délkou t + k krok̊u. Tyto kroky zvýš́ı pravděpodobnost,

že neoř́ızneme části exonu na začátku či na konci, jelikož se ve čteńı můžou

vyskytovat chyby, které představuj́ı např. báze nav́ıc, které by mohly prodloužit

sekvenci exonu, nebo index začátku bude zvolen o jeden krok dř́ıve nebo déle

(experimentálně zjǐstěno).
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Jediný problém ořezáváńı vstupńıch dat je u genu MICB, který má exony 4 a 5

v jedné sekvenci rozdělené sekvenćı intronu. V tomto př́ıpadě pro ořezáváńı sekvence

exonu 4 vkládám k porovnáváńı dopředně a zpetné sekvence necelou (useklou)

dopřednou sekvenci. Podmı́nkou pro správný ořez je neoř́ıznut́ı exonu 4, nezálež́ı

na tom, pokud se ořez udělá před nebo během exonu 5. Mı́sto, kde se sekvence oř́ızne,

se voĺı s ohledem na vzhled vstupńıch dat - přibližně jak daleko od sebe jsou exony

4 a 5. SequenceMatcher nalezne nejdeľśı společnou subsekvenci, což bude v našem

př́ıpadě exon 4. Pro oř́ıznut́ı sekvence s exonom 5 vkládám dopřednou sekvenci

oř́ızlou od indexu konce exonu 4. Předpokladem je pořad́ı exon̊u:

exon 4 - exon 5 a exon 5 je kratš́ı než exon 4.

Obrázek 15: Vizualizace správného oř́ıznut́ı (1, 2, 3) dopředné sekvence genu MICB s exony 4 a 5.
Šedé části znač́ı introny.

Tato metoda umı́ oř́ıznout sekvence jak homozygotńı tak heterozygotńı bez nutnosti

znalosti této informace.

5.3.3 Homozygot / Heterozygot

V této části se v oř́ızlé sekvenci spoč́ıtaj́ı heterozygotńı znaky. Pokud je tento počet

nulový, sekvence obsahuje pouze homozygotńı znaky a alignment přejde

do homozygotńıho módu. Pokud je počet heterozygotńıch znak̊u větš́ı než nula,

alignment prob́ıhá v heterozygotńım módu. V ideálńım př́ıpadě se heterozygotńı

znaky objevuj́ı pouze v částech exon̊u, nikoli intron̊u, aby se při tvořeńı kombinaćı

pro heterozygotńı sekvence netvořilo zbytečně mnoho kombinaćı čteńı sekvence.
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5.3.4 Vytvořeńı kombinaćı heterozygotńı sekvence

Pokud se jedná o heterozygotńı sekvenci, muśıme vytvořit všechny možné kombinace

čteńı dané sekvence. Počet těchto kombinaćı je 2n, kde n je počet heterozygotńıch

znak̊u. Každá varianta čteńı představuje jednu možnou alelu, ale protože se jedná

o heterozygotńı sekvenci, nacháźı se v ńı zakodované 2 alely, tedy př́ıtomnost

heterozygotńıch znak̊u, které představuj́ı pouze znaky dvou báźı. Pokud se v sekvenci

nacháźı znak, který představuje 3 znaky báźı či chybný znak, nahrad́ı se na daném

mı́stě tento znak ṕısmenem N ve všech kombinaćıch. Legendu heterozygotńıch

znak̊u a jaké báze představuj́ı najdete v kapitole 4.3 Sestaveńı sekvence

na obrázku 6.

Obrázek 16: Možné kombinace heterozygotńı sekvence. Šedý řádek znač́ı heterozygotńı sekvenci,
řádek 1 - 8 zobrazuj́ı všechna možná čteńı této sekvence. Sekvence obsahuje 3 heterozygotńı znaky
(K, M, Y), kombinaćı je tedy 23 = 8.

Pokud heterozygotńı znak K přelož́ıme do jedné alely jako G, druhá alela muśı

obsahovat na stejném mı́stě znak T. Pokud budeme kombinace tvořit v podobě vzoru

binárńıch kombinaćı (viz obrázek 16) v́ıme, že čteńı jsou k sobě komplementárńı

(ve smyslu heterozygotńıch znak̊u) v 1. a 8. řádku, 2. a 7. řádku atd. Pro každý

typ exonu bude jiný počet kombinaćı (závislý na počtu heterozygotńıch znak̊u).

Pro každou kombinaci se dle typu exonu spoč́ıtá podobnost ke všem referenčńım

alelám. Pokud je podobnost menš́ı než 0.6 (nebo jiná stanovená hodnota), dojde
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k vyřazeńı dané kombinace ze stavového prostoru řešených kombinaćı (přǐrad́ı se

podobnost 0.0). Z těchto dat o podobnostech se vytvoř́ı všechny možné

kombinace kombinaćı typ̊u exon̊u. Tyto kombinace k sobě budou komplementárńı

(ve smyslu heterozygotńıch znak̊u) opět prvńı a posledńı, druhý a předposledńı atd.

Počet těchto kombinaćı je součinem počtu kombinaćı čteńı jednotlivých typ̊u exon̊u.

Na obrázku 17 je tedy počet kombinaćı čteńı 2 · 8 · 1 · 4 = 64 kombinaćı, a tedy 32

pár̊u kombinaćı.

Obrázek 17: MICB - kombinace exon̊u. Černě vyznačená cesta je jedna z možnost́ı kombinace
typ̊u exon̊u. Zelená cesta je komplementárńı kombinace k černé. Barevné obdélńıky představuj́ı
data o podobnostech kombinaćı typ̊u exon̊u k referenčńım alelám.

Předpoklad je, že v každé kombinaci exon̊u má nejvyšš́ı hodnotu podobnosti pouze

jedna alela (skupina alel). Pro každou kombinaci exon̊u se urč́ı nejpravděpodobněǰśı

alela (najde se index s nejvyšš́ı hodnotou a tento index odpov́ıdá index̊um

referenčńıch alel) a poté se tyto alely spráruj́ı dle komplementarity. Pokud je

podobnost nejvyšš́ı pro skupinu alel, najde se index pro prvńı alelu z této skupiny

(kromě skupiny 0).

Může se stát, že heterozygotńı znaky jsou pouze v jediném exonu a ostatńı exony

jsou tvořeny pouze homozygotńımi znaky. Kombinace se vytvoř́ı pouze pro exony

s heterozygotńımi znaky a pro ostatńı exony se pracuje s p̊uvodńı sekvenćı.

Jedńım z problémů, který může nastat je, že heterozygotńı sekvence bude mı́t

v́ıce kombinaćı, které ”dávaj́ı smysl” - tedy v́ıce než dvě párové kombinace budou

odpov́ıdat r̊uzným alelám (se stejnou pravděpodobnost́ı). Tento fakt může ovlivnit

finálńı vyhodnoceńı a jako výsledek urč́ı v́ıce pár̊u alel (skupin alel).
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5.3.5 Referenčńı data, DB

Data, která jsou zpracovávána jsou exony 2, 3, 4 a 5 (exon 5 pouze u genu MICB),

což vycháźı z definice reálných experiment̊u. Referenčńı data byla stažena

z databáze IPD-IMGT/HLA. Pracuji se soubory MICA gen.txt, MICA nuc.txt,

MICB gen.txt a MICB nuc.txt (formátované jako fasta soubory). V souborech gen

se nacháźı celé sekvence alel s introny i exony, v souborech nuc se nacháźı sekvence

alel pouze s exony. Každá alela v souboru má své id označeńı, popis a sekvenci,

kde id a popis jsou na jednom řádku a na následuj́ıćım řádku zač́ıná daná sekvence.

Př́ıklad id a popisu: HLA:HLA26812 MICA*008:12 1156 bp. V tomto př́ıpadě

se jedná o MICA gen, alelu 008:12. ”1156 bp” označuje délku sekvence. Jako

identifikátor sekvence použ́ıvám pouze id, podle kterého můžu poté určit přesný

název alely.

Obrázek 18: Vizualizace obsahu referenčńıch soubor̊u genu MICA.

Navržená metoda pracuje pouze se samotnými exony. Problém je, že v př́ıpadě

souboru nuc exony jsou poskládané do jedné dlouhé sekvence a nejsou přesně

oddělené. Vytvořila jsem tedy script, který přečte soubory nuc a gen, porovná

alely d́ıky jejich id identifikátoru a vytvoř́ı čtyři seznamy, které maj́ı stejné pořad́ı

alel, dva seznamy pro id identifikátory a dva seznamy pro samotné sekvence alel.

Předpokladem pro tento postup je, že jsou exony poskládané v pořad́ı jako

na obrázku 19. Za exonem 6 může být daľśı sekvence (exon či intron), které nás ale

nezaj́ımaj́ı.
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Při zjǐsťováńı počtu alel v souborech jsem zjistila, že v souborech nuc je v́ıce alel

než v souborech gen. Přesněji MICA alel v nuc je 388, v souboru gen je 324 alel.

MICB alel v souboru nuc je 236, v souboru gen je 202 alel. Rozhodla jsem se

pracovat pouze s alelami, které maj́ı zastoupeńı v obou souborech.

Délka jednotlivých exon̊u by se měla pohybovat v rozmeźı 10 - 300 nukleotid̊u [48].

Jednotlivé exony źıskávám porovnáváńım sekvence alel ze souboru nuc

se sekvenćı se stejným id ze souboru gen. Ze souboru nuc vezmu subsekvenci

dlouhou 300 bp (dle předpokladu délky exonu) a tuto subsekvenci porovnávám

se sekvenćı ze souboru gen. Hledám vždy nejdeľśı společnou subsekvenci od počátku

subsekvence ze souboru nuc. Po nalezeńı nejdeľśı společné subsekvence, tedy

exonu, zvoĺım ze souboru nuc novou subsekvenci dlouhou 300 bp, která bude zač́ınat

na indexu hodnoty délky nalezeného (součtu nalezených) exonu. Princip se opakuje

až do konce sekvence ze souboru nuc. Algoritmus je zobrazen na obrázku 19.

Obrázek 19: Algoritmus vyb́ıráńı subsekvence a hledáńı exon̊u. Krok 1: vytvořeńı
subsekvence od nultého indexu; Krok 2: porovnáńı subsekvence se sekvenćı ze souboru gen
a nalezeńı nejdeľśı společné subsekvence = exonu; Krok 3: vytvořeńı nové subsekvence od indexu
s hodnotou délky posledńıho nalezeného exonu (nebo součtu délek exon̊u); Krok 4: porovnáńı
nové subsekvence gen sekvenćı a nalezeńı nejdeľśı společné subsekvence, tedy daľśıho exonu;
Krok 5: algoritmus se opakuje až do konce sekvence exon̊u.
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Nejdeľśı společná subsekvence se hledá zp̊usobem porovnáváńı jednotlivých znak̊u

jdoućıch za sebou a pokud se znaky rovaj́ı, do hledané společné subsekvence se tento

znak přidá. Algoritmus konč́ı při prvńım odlǐsném znaku. Předpokladem je, že jsou

exony v obou souborech zaznamenány stejně.

V sekvenci se nacháźı exony 1, 2, 3, 4, 5 a 6. Když se dostáváme na konec sekvence,

muśıme délku subsekvence zmenšit abychom nepřekročili velikost sekvence, t́ımto

nemuśıme dostat přesná data o exonu 6 a dále. To nám ale v tomto př́ıpadě nevad́ı.

Pro MICA referečńı data potřebujeme exony 2, 3 a 4, pro MICB potřebujeme

exony 2, 3, 4 a 5. Referenčńı MICB exony 4 a 5 jsou v datech v jednom souboru,

v referenčńıch jsou ale uchovávány jednotlivě.

Obrázek 20: Výsledný textový soubor ve formátu fasta referenčńıch exon̊u. Řádek 1 - id alely;
řádek 2 - sekvence exonu 1; řádek 3 - id alely, řádek 4 - sekvence exonu 2; řádek 5 - id alely, řádek
6 - sekvence exonu 3; řádek 7 - id alely, řádek 8 - sekvence exonu 4; řádek 9 - id alely; řádek 10
- sekvence exonu 5; řádek 11 - id alely; řádek 12 - neúplná sekvence exonu 6; řádek 13 - id nové
alely; řádek 14 - sekvence exonu 1; atd.

Referenčńı data (nalezené exony) jsem se rozhodla uchovávat v textovém souboru

ve formátu fasta, kde je pro každou alelu 12 řádk̊u - 6 jako id identifikátory alely

a 6 pro sekvence jednotlivých exon̊u. Jako prvńı je zapsán identifikátor alely, hned

za ńım je nalezený exon.

Z obrázku 20 můžeme zpozorovat podobnost exon̊u stejného typu. Jednotlivé alely

se mohou lǐsit pouze v jednom exonu a exony se mohou lǐsit i pouze v jedné bázi

(= SNP = Single Nucleotid Polymorphism). Tato př́ılǐsná podobnost ztěžuje přesné
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určeńı alel vstupńıch dat, protože vstupńı data mohou obsahovat nepředv́ıdatelné

chyby nebo při tvořeńı kombinaćı heterozygotńı sekvence může doj́ıt k podobnosti

v́ıce kombinaćı. Při zjǐsťováńı podobnost́ı referenčńıch alel bylo zjǐstěna totožnost

několika alel v rámci řešených exon̊u. Pro MICA alely bylo vytvořeno 38 skupin.

Skupina 0 obsahuje jedinečné záznamy alel, skupiny 1 - 37 zahrnuj́ı alely, které jsou

totožné ve všech exonech. Pro MICB bylo vytvořeno 21 skupin stejného rozděleńı.

Skupiny naleznete v př́ılohách E a F. Alely, které jsou v referenčńıch exonech

totožné se lǐśı v jiných exonech, které ovšem do identifikace nezahrnujeme. Proto

při vyhodnoceńı, o kterou alelu (alely) se jedná, algoritmus vraćı buď název alely

ze skupiny 0 nebo č́ıslo skupiny 1 - 37/1 - 20.

Po analýze rozdělených exon̊u genu MICA byly zjǐstěny délky exon̊u. Délka exonu

2 dosahuje až 257 bp, pro exon 3 je to 288 bp a pro exon 4 je to 280 bp. Pro MICB

exon 2 je délka 257 bp, pro exon 3 je délka 288 bp, pro exon 4 je délka 280 bp

a pro exon 5 je to 131 bp. Délky se mohou lǐsit o jednu bázi.

Vzhledem k časové náročnosti programu je lepš́ı nejdř́ıve referenčńı data

zpracovat, zapsat je do textového souboru ve formátu fasta a s t́ımto souborem poté

pracovat při alignmentu. Zpracováńı referenčńıch dat pro MICA trvalo

30 minut, pro MICB přibližně 20 minut.
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5.3.6 Alignment a určeńı alely

Alignment prob́ıhá mezi vstupńı sekvenćı s jedńım exonem a mezi všemi referenčńımi

exony stejného typu (např. exon 2). Princip alignmentu je následuj́ıćı:

z právě porovnávaného referenčńıho exonu vyčteme jeho délku a tuto délku použijeme

na vytvářeńı subsekvenćı ze vstupńı sekvence. Pro každou subsekvenci se spoč́ıtá

podobnost s referenčńım exonem a ulož́ı se do seznamu. Z tohoto seznamu se vyjme

nejvyšš́ı hodnota podobnosti a vlož́ı se do matice podobnost́ı. Takto se vytvoř́ı

matice podobnost́ı pro všechny exony všech referenčńıch alel. Poté se vytvoř́ı

všechny možné kombinace typ̊u exon̊u (viz obrázek 17 v kapitole 5.3.4 Vytvořeńı

kombinaćı heterozygotńı sekvence) a sečtou se hodnoty podobnost́ı pro stejné alely.

Nejvyšš́ı hodnota součtu urč́ı typ alely. Předpoklad je, že nejvyšš́ı hodnota se

v matici vykytuje pouze pro jednu alelu (skupinu alel).

Obrázek 21: Princip výpočtu podobnost́ı. Oranžová barva představuje vytvořenou subsekvenci
k porovnáváńı, zelená barva představuje referenčńı exon z databáze.

Porovnávaćı funkćı je SequenceMatcher. Samotný alignment trvá od 20 vteřin

do 2 minut (závislé na počtu sekvenćı/kombinaćı sekvenćı, pro které se poč́ıtá

podobnost k referenčńım alelám).
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6 Validace a verifikace metody

6.1 Syntetická data

Pro účely validace a verifikace metody bylo nutné vytvořit syntetická data, aby

bylo možné hodnotit správnost výsledk̊u. Reálná data mohou být zat́ıžena r̊uznými

chybami (viz kapitola 5.1 Problémy alignmentu a identifikace) a nav́ıc v tomto

př́ıpadě nemuśıme vědět, jaká je reálná varianta genu.

Syntetická data byla vytvořena jednoduchým scriptem. Okolo exon̊u byly vloženy

náhodné r̊uzně dlouhé sekvence znak̊u A, T, G, C. Takto bylo pro každou testovaćı

alelu vytvořeno 6 soubor̊u - 3x foward a 3x reverse.

Data byla nejdř́ıve vyzkoušena s nezměněnými exony, poté se do exon̊u zanesla

(manuálně) chyba jako např. změna báze, báze nav́ıc či chyběj́ıćı báze.

Homozygotńı syntetická data byla vytvořena z referenčńıch exon̊u, ke kterým byly

z obou stran ”přilepeny” náhodné sekvence homozygotńıch znak̊u (A, T, G, C),

neboli ”pseudo-introny”. Tyto pseudo-introny simuluj́ı reálné introny kolem exon̊u.

Byly vyzkoušeny sekvence intron̊u z referenčńıch dat. Na výslednou funkčnost

metody nemá záměna za pseudo-introny žádný vliv na identifikaci. V př́ıpadě MICB

exon̊u 4 a 5 byla data vytvořena zp̊usobem: intron - exon 4 - intron - exon 5 - intron.

Heterozygotńı syntetická data byla vytvořena zkombinováńım dvou alel. Podmı́nkou

byla stejná delka exon̊u stejného typu. Konsenzuálńı sekvence se vytvořila

porovnáváńım znak̊u na stejném mı́stě a následným určeńım, o který typ

kombinace se jedná (viz obrázek 6 v kapitole 4.3 Sestaveńı sekvence).

Pro gen MICA bylo vytvořeno 324 čistých (bez chyb) homozygotńıch syntetických

dat (pro každou alelu), 129 čistých heterozygotńıch syntetických dat a 3 sady

93 syntetických unikátńıch homozygotńıch dat s chybou. Syntetická homozygotńı

data genu MICA s chybou byla tvořena manuálně. Pro gen MICB bylo vytvořeno

202 čistých homozygotńıch syntetických dat (pro každou alelu) a 93 čistých

heterozygotńıch syntetických dat.
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6.2 Výsledky pro syntetická data

Syntetická homozygotńı data, která jsou vytvořena z referenčńıch alel ze stejné

skupiny podobnosti, jsou totožná. Některá syntetická heterozygotńı data byla

vytvořena ze dvou alel ze dvou stejných skupin podobnosti (neplat́ı pro skupinu

0), což zp̊usobilo totožnost některých syntetických heterozygotńıch dat. Pro tato

data metoda urč́ı vždy stejné výsledky.

Úspěšnost identifikace zálež́ı na vlastnostech dat jako je např. ze kterých dvou alel

je tvořena heterozygotńı sekvence nebo jestli data obsahuj́ı chyby či mutace a jakého

typu (báze nav́ıc, chyběj́ıćı báze, záměna báze apod.).

6.2.1 Čistá syntetická data genu MICA a MICB

Pro všechna čistá homozygotńı syntetická data MICA (324 dat) a MICB

(202 dat) byla úspěšnost identifikace alely či určité skupiny alel 100 %.

Pro čistá heterozygotńı data genu MICA bylo vytvořeno 129 syntetických dat.

Ze 129 syntetických dat bylo pro společnou minimálńı hodnotu podobnosti 95 %

správné řešeńı zahrnuto ve 126 výsledćıch, což je úspěšnost 97,7 %. Z těchto 126

výsledk̊u se správně určenými dvojicemi bylo 88 výsledk̊u jednoznačných - tedy

pouze jedna kombinace alel (ta správná) měla nejvyšš́ı (100%) pravděpodobnost.

To je 69,8% úspěšnost jednoznačné identifikace alely. Pro zbylých 38 výsledk̊u byly

určeny 2 kombinace r̊uzných alel, které měly stejnou pravděpodobnost (100%). To je

zp̊usobené t́ım, že v́ıce kombinaćı čteńı heterozygotńı sekvence může ”dávat smysl”.

Nesprávné určeńı alely může být zp̊usobeno rozd́ılnost́ı délek referenčńıch exon̊u

a chybná báze nav́ıc zp̊usobila větš́ı podobnost k jiné alele. Při porovnáńı špatně

určených referenčńıch alel a správných referenčńıch alel byla zjǐstěna

podobnost těchto alel větš́ı než 90 %.

Unikátńıch typ̊u čistých heterozygotńıch syntetických dat genu MICA

je 69, tedy jedinečných výsledk̊u oproti ostatńım dat̊um. Úspěšnost identifikace

unikátńıch dat byla 95,7 % (66 dat). Počet jednoznačně určených dvojic alel

(skupin alel) bylo 60, což je 87% úspěšnost jednoznačnosti výsledku. Počet správně

určených alel z jednoznačných výsledk̊u bylo 57. 3 nesprávně učené dvojice alel
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obsahovaly vždy jednu správně určenou alelu s pravděpodobnost́ı 100 %. Po analýze

podobnost́ı špatně určených alel se správnými alelami byla zjǐstěna podobnost těchto

dvou referenčńıch alel vyšš́ı než 90 %.

Zbylých 9 typ̊u soubor̊u, mělo ve výsledćıch dva páry alel (skupiny alel) se stejnou

nejvyšš́ı pravděpodobnost́ı (100%).

Pro čistá heterozygotńı data genu MICB bylo vytvořeno 93 syntetických dat.

Z těchto 93 syntetických dat bylo pro společnou minimálńı hodnotu podobnosti

95 % správné řešeńı zahrnuto ve všech výsledćıch, což je úspěšnost 100 %. Z těchto

93 výsledk̊u se správně určenými dvojicemi bylo 64 výsledk̊u jednoznačných - tedy

pouze jedna kombinace alel (ta správná) měla nejvyšš́ı (100%) pravděpodobnost.

To je 68,8% úspěšnost jednoznačné identifikace alely. Pro zbylých 29 výsledk̊u byly

určeny 2 kombinace r̊uzných alel, které měly stejnou pravděpodobnost (100%). To je

zp̊usobené t́ım, že v́ıce kombinaćı čteńı heterozygotńı sekvence může ”dávat smysl”.

Unikátńıch typ̊u čistých heterozygotńıch syntetických dat genu MICB je

16, tedy jedinečných výsledk̊u oproti ostatńım dat̊um. Vzhledem k malému počtu

unikátńıch typ̊u dat tato statistika nemuśı být přesná. Počet jednoznačně určených

dvojic alel (skupin alel) bylo 14, což je 87,5% úspěšnost jednoznačnosti výsledku.

Zbylé 2 typy soubor̊u, mělo ve výsledćıch dva páry alel (skupiny alel) se stejnou

nejvyšš́ı pravděpodobnost́ı (100%).

Chybná identifikace alel mohla být zp̊usobena špatně zvoleným mı́stem

pro trimming, kdy se mohlo oř́ıznout pár znak̊u báźı z exonu a tak alignment

k referenčńım exon̊um neproběhl správně v kombinaci s př́ılǐsnou podobnost́ı

referenčńıch exon̊u alel.
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6.2.2 Homozygotńı syntetická data s chybou genu MICA

Syntetická data s chybou byla vytvořena manuálně pouze pro gen MICA, vzhledem

k malému počtu unikátńıch dat genu MICB. Metodika identifikace je pro oba geny

stejná. Pro simulaci chybných dat byly vytvořeny 3 sady 93 unikátńıch syntetických

dat. Všechny chyby byly vytvořeny v dopředných sekvenćı syntetických dat jednoho

náhodného typu exonu. Syntetická data s chybou maj́ı zastoupeńı téměř ve všech

skupinách alel, ze skupiny 0 bylo vybráno 59 alel.

Prvńı sada 93 chybných syntetických dat je založena na přebývaj́ıćı bázi.

Do sekvence exonu byl na náhodné mı́sto vložen náhodný znak báze. Úspěšná

identifikace proběhla u 79 dat, což odpov́ıdá 84,9% úspěšnosti identifikace.

Druhá sada 93 chybných syntetických dat je založena na záměně báze. V sekvenci

exonu byla na náhodném mı́stě vytvořena záměna znaku báze za náhodný výběr ze

zbylých tř́ı znak̊u báźı. Úspěšná identifikace alely proběhla u 72 dat, což odpov́ıdá

77,4% úspěšnosti identifikace.

Třet́ı sada 93 chybných syntetických dat je založena na chyběj́ıćı bázi. V sekvenci

exonu byl na náhodném mı́stě odebrán znak báze. Úspěšná identifikace alely proběhla

pro 72 dat, což odpov́ıdá 77,4% úspěšnosti. Stejný výsledek úspěšnosti s předchoźı

sadou dat je zcela náhodný. Data, která nebyla správně identifikována se v obou

sadách dat lǐśı.

Nesprávné určeńı alely může být zp̊usobeno rozd́ılnost́ı délek referenčńıch exon̊u,

špatně zvolené mı́sto pro trimming nebo chybná báze zp̊usobila větš́ı podobnost

k jiné alele. Při porovnáńı některých špatně určených referenčńıch alel a správných

referenčńıch alel byla zjǐstěna podobnost těchto alel větš́ı než 90 %. Hodnoty

pravděpodobnost́ı se pohybovaly mezi 66,7 až 98 %. Data, která se bĺıžila

k hodnotě pravděpodobnosti 66,7% byla špatně oř́ıznuta při trimmingu a neproběhl

tedy správný alingment k referenčńım exon̊um pro chybný exon. I přes špatně oř́ızlý

exon proběhla u několika dat úspěšná identifikace. Funkce SequenceMatcher má

tendenci ohodnotit deľśı společnou subsekvenci vyšš́ı hodnotou podobnosti. I přes

to, že jsou chyby stejného charakteru, může hodnotu podobnosti ovlivnit umı́stěńı

chyby a zda je chybný znak stejný jako alespoň jeden z okolńıch znak̊u.
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7 Závěr

Práce se zabývá problematikou identifikace alel a následným návrhem metody

pro automatickou identifikaci alel non-HLA gen̊u MICA a MICB. V posledńıch

letech se zkoumá význam non-HLA gen̊u při TKB. Pokud by nastala situace, kdy je

v́ıce dárc̊u se shodnými HLA znaky, může shoda non-HLA gen̊u pomoci při výberu

vhodného dárce. Výběr správného dárce může značně sńıžit riziko GvHD.

Prvńı část práce rozeb́ırá imunitu, HLA a non-HLA geny a jejich význam při TKB,

Natural Killer buňky (NK), funkci NKG2D receptoru a jeho ligandy MICA a MICB,

byl vysvětlen genový polymorfismus a vysvětlen genetický kód. Dále byly popsány

metody źıskáváńı biologických sekvenćı Sangerovo sekvenováńım a Next-generation

sekvenováńı (NGS) a byl zmı́něn hlavńı rozd́ıl mezi těmito metodami.

Ve druhé části práce byl vysvětlen zp̊usob sestaveńı výsledné biologické sekvence

a byly zmı́něné formáty dat, které se použ́ıvaj́ı k uchováváńı biologických sekvenćı

a jejich vlastnost́ı (kvalita). Byla zmı́něná databáze imunopolymorfismů (IPD;

Imunno Polymorphism Database), ze které se v praktické části čerpaj́ı referenčńı

data. Dále byly rozebrány hlavńı problémy identifikace a alignmentu biologických

sekvenćı a byl zmı́něn nástroj BLAST, který se zmı́něnými problémy umı́

pracovat. Poté byla navržena metoda pro identifikaci alel s využit́ım pouze možnost́ı

jazyka Python a jeho rozš́ı̌reńı Biopython, které bylo navrženo pro práci

s biologickými sekvencemi.

Metoda identifikace byla navržena pro syntetická data s vlastnostmi reálných dat

źıskávaných z FN Plzeň. Pro identifikaci se pro gen MICA využ́ıvaj́ı exony

2, 3 a 4, pro gen MICB exony 2, 3, 4 a 5. Byla popsána prvnotńı

úprava vstupńıch dat, źıskáváńı exon̊u ze vstupńıch dat (trimming), rozdělěńı

př́ıstupu identifikace podle skutečnosti, zda se jedná o homozygotńı

či heterozygotńı sekvence, a následný pr̊uběh alignmentu s referenčńımi alelami

z vytvořené databáze, jej́ıž zp̊usob źıskáváńı byl také popsán.

Při analýze referenčńıch dat byla zjǐstěna totožnost všech exon̊u několika alel, které

se použ́ıvaj́ı pro identifikaci. Alely byly rozděleny do několika skupin: pro MICA

bylo vytvořeno 38 skupin (0 - 37) a pro MICB 21 (0 - 20) skupin. Skupiny 0 obsahuj́ı

unikátńı alely. V posledńı fázi se dle zvolených kritéríı určuje nejpravděpodobněǰśı
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alela (skupina alel) pro homozygotńı sekvenci nebo nejpravděpodobněǰśı páry alel

(skupin alel) pro heterozygotńı sekvenci.

Na závěr byla provedena validace a verifikace metody identifikace na syntetických

datech. Pro MICA bylo vytvořeno 324 čistých homozygotńıch syntetických dat,

pro MICB bylo vytvořeno 202 čistých homozygotńıch syntetických dat (pro každou

referenčńı alelu). Pro tato data byla úspěšnost identifikace alely (skupiny alel)

100 %. Dále bylo vytvořeno 129 čistých heterozygotńıch syntetických dat pro MICA

a 93 čistých heterozygotńıch syntetických dat pro MICB. Některá čistá syntetická

data byla vytvořena ze stejných skupin alel. Metoda v těchto př́ıpadech vracela

stejné výsledky. Úspěšnost jednoznačné i nejednozančné identifikace MICA 129

čistých syntetických heterozygotńıch dat byla 97,7 %, pro MICB byla úspěšnost

jednoznačné i nejednoznačné identifikace 93 čistých syntetických heterozygotńıch

dat 100 %. Pro gen MICA byly dále vytvořeny 3 sady 93 unikátńıch homozygotńıch

syntetických dat s chybami - přebývaj́ıćı báze, záměna báze a chyběj́ıćı báze.

Pro data s přebývj́ıćı báźı byla úspěšnost identifikace 84,9 %, pro data se záměnou

báze byla úspěšnost identifikace 77,4 % a pro data s chyběj́ıćı báźı byla úspěšnost

identifikace 77,4 %. Bylo zjǐstěno, že chybovost identifikace byla zp̊usobena např.

špatným oř́ıznut́ım dopředné sekvence ve fázi trimming, náhodná chyba zp̊usobila

vyšš́ı podobnost k jiné alele, z d̊uvodu SNP (Single nucleotide polymorphism)

a celková podobnost referenčńıch alel.

Pro vyšš́ı úspěšnost identifikace chybných dat, stejně tak možné praktické uplatněńı,

je třeba zohlednit kvalitu vstupńıch dat, tj. zaměřit se na zohledněńı informace

o kvalitě dat dostupné př́ımo ze sekvenace a oř́ıznut́ı dat nekvalitńıch. T́ımto

bychom doćılili správného oř́ıznut́ı sekvence pro následný alignment. Jednotlivé

kroky lze v budoucnu vylepšovat a zpřesňovat, jako např. zamyslet se nad možným

využit́ım skórových matic BLOSUM či PAM nebo využ́ıt znalosti četnosti výskytu

jednotlivých alel v dané populaci.
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https://registr.kostnidren.cz/
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[42] Edwards, Rob. RobEdwards; EdwardsLab [online]. [cit. 2021-4-19]. Dostupné z:
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https://wholeblogs.com/install-difflib-in-python-using-cmd/

55



Slovńık pojmů a zkratek

A, C, G, T, U Adenin, Cytosin, Guanin, Thymin, Uracil; znaky

nukleových báźı

Alela Konkrétńı forma genu

Alignment Zarovnáńı v́ıce sekvenćı

Antikodon Komplementárńı trojice báźı ke kodonu

Base− calling Proces přǐrazováńı báze

bp Base-pair, dvojice komplementárńıch báźı

DB Databáze

DNA Deoxyribonukleová kyselina

Exon Kóduj́ıćı oblast genu

GvHD Graft versus Host Disease, reakce štěpu proti hostiteli

Heterozygot Jedinec se dvěma r̊uznými alelami daného genu

Heterozygotńı znaky R (A/G), Y (C/T), K (G/T), M (A/C), S (C/G),

W (A/T), N (A/G/T/C)

HLA Human Leukocyte Antigen

Homozygot Jedinec se dvěma stejnými alelami daného genu

Homozygotńı znaky A, G, C, T

Intron Nekóduj́ıćı oblast genu

IPD Immuno Polymorphism Database

k −mers Slova, kontinuálńı řetězec znak̊u

Kodon Trojice za sebou jdoućıch báźı

Konsenzuálńı sekvence Sestaveńı sekvence z kontigu podle frekvence báźı

Kontig Zarovnaná čteńı sekvence na základě nejvyšš́ı

podobnosti
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MHC Major Histocompatibility Complex, hlavńı

histokompatibilńı systém

MICA/B MHC class I polypeptide-related sequence A/B,

non-HLA geny

mRNA Messenger ribonukleová kyselina

NGS Next-generation sequencing, sekvenováńı nové gener-

ace

NK buňky Natural Killer Cells

NKG2D Natural killer Group 2, member D

ORF Open Reading Frame, otevřený čtećı rámec

PCR Polymerase Chain Reaction, proces replikace DNA

Primer Řetězec nukleové kyseliny dlouhý několik báźı, slouž́ı

jako počátečńı mı́sto replikace DNA či RNA

RF Reading Frame, čtećı rámec

RNA Ribonukleová kyselina

Sekvence Posloupnost/řetězec znak̊u nukleových báźı

SNP Single nucleotide polymorphism, polymorfismus jednoho

nukleotidu

Syntetické Umělě vytvořené

TKB Transplantace krvetvorných buněk

Trimming Proces oř́ıznut́ı sekvence

tRNA Transferová ribonukleová kyselina
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Př́ılohy

A Uživatelská př́ıručka

A.1 Požadavky a specifikace

Program byl napsán a spuštěn na poč́ıtači s operačńım systémem Windows 10,

s 8 GB operačńı paměti a s CPU Intel Core i7 8th gen. 1.9 GHz. Rozhodla jsem se

použ́ıt pouze možnosti jazyka Python, a to ze dvou d̊uvod̊u. Zaprvé, program bude

spustitelný na v́ıce operačńıch systémech, a zadruhé, z d̊uvodu nedostatku znalost́ı

s operačńım systémem Linux, pro který je tvořena většina bioinformatických

softwar̊u pro práci se sekvencemi. Řešeńı spadá do kategorie dynamického

programováńı. Program neńı paměťově náročný, odhad maximálńıho využit́ı

operačńı paměti je 2 GB, maximálńıho zat́ıžeńı procesoru je přibližně 30 %.

Podmı́nka návrhu metody je použit́ı offline nástroj̊u. Všechny použité nástroje

a programy jsou open-source.

A.2 Potřebné nástroje

Program je potřeba spustit v prostřed́ı Jupyter Notebook ve verzi 5.7.4.

Dále je nutné mı́t:

• Python verze min. 3.6 (použitá verze 3.9.6)

• Biopython verze 1.79

– CMD př́ıkaz: pip install biopython

• NumPy

• Python knihovna difflib

– CMD př́ıkaz: pip install difflib

– Knihovna difflib.py se nacháźı ve hlavńı složce programu a měla by být

vložena do složky ../Python39/Lib. V př́ıpadě problémů viz [54].
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A.3 Adresářová struktura

Ve složce Program se nacháźı dvě složky - Software a Data. Ve složce Data naleznete

všechna data, která byla použita pro validaci a verifikaci metody identifikace.

Adresářová struktura dat je následuj́ıćı:

• Data / Test / MICA / Homozygot /

– Clear - obsahuje čistá homozygotńı syntetická data genu MICA

– Error change - obsahuje homozygotńı syntetická data s chybou záměny

báze genu MICA

– Error minus - obsahuje homozygotńı syntetická data s chybou chyběj́ıćı

báze genu MICA

– Error plus - obsahuje homozygotńı syntetická data s chybou přebývaj́ıćı

báze genu MICA

• Data / Test / MICA / Heterozygot - obsahuje čistá heterozygotńı syntetická

data

• Data / Test / MICB / Homozygot - obsahuje čistá homozygotńı syntetická

data genu MICB

• Data / Test / MICB / Heterozygot - obsahuje čistá heterozygotńı syntetická

data genu MICB

• Data / Reference - obsahuje všechny soubory s referenčńımi daty

– MICA gen.txt - celé sekvence alel s introny i exony genu MICA

– MICA nuc.txt - sekvence alel pouze exon̊u genu MICA

– MICA exons.txt - rozdělené referenčńı exony genu MICA

– MICA alleles.txt - seznam id alel a jejich popisu genu MICA

– MICB gen.txt - celé sekvence alel s introny i exony genu MICB

– MICB nuc.txt - sekvence alel pouze exon̊u genu MICB

– MICB exons.txt - rozdělené referenčńı exony genu MICB

– MICB alleles.txt - seznam id alel a jejich popisu genu MICB

Ve složkách s čistými syntetickými daty jsou textové soubory seznamů č́ısel

syntetických dat a správného id alel/y.
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Ve složce Software jsou následuj́ıćı programy:

• Reference data.ipynb

– Vytvoř́ı referenčńı data dle vložených soubor̊u nuc.txt a gen.txt

• Synthetic data.ipynb

– Vytvoř́ı syntetická (testovaćı) data dle vložené reference

• Alignment MICA.ipynb

– Pro vstupńı soubory genu MICA urč́ı nejpodobněǰśı alelu/skupinu alel

• Alignment MICB.ipynb

– Pro vstupńı soubory genu MICB urč́ı nejpodobněǰśı alelu/skupinu alel
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A.4 Spuštěńı

Programy se spoušt́ı v prostřed́ı Jupyter Notebook. V tomto prostřed́ı je snadné

upravit některé mezńı hodnoty např. při alignmentu či trimmingu.

A.4.1 Reference data

Reference data vytvoř́ı referenčńı data pro zadaný gen (MICA/MICB) z referenčńıch

soubor̊u nuc.txt a gen.txt. Algoritmus nalezne jednotlivé exony (podle principu

v kapitole 5.3.5 Referenčńı data, DB) a zaṕı̌se je do souboru požadovaném formátu.

A.4.2 Synthetic data

Program Synthetic data vytvoř́ı z referenčńıch dat syntetická data. Vı́ce

v kapitole 6.1 Syntetická data. Program zahrnuje pět metod:

• exonRead(exon file) načte referenčńı data ze souboru exon file a ulož́ı id a exony

1 až 5 do dvourozměrného pole, které metoda vraćı.

• homozygotMICA(exons) vytvoř́ı syntetická homozygotńı data pro gen MICA

z pseudo-intron̊u a referenčńıch exon̊u (parametr exons). Okolo referenčńıch

exon̊u se ”přileṕı” pseudo-introny. Vytvoř́ı takto šest sekvenćı, pro každý exon

dvě čteńı - dopředné a zpětné - a data zaṕı̌se do šesti textových soubor̊u

ve formátu fasta. Lze zvolit počet syntetických dat, které chceme vytvořit,

počet je omezený pouze počtem referenčńıch alel.

• homozygotMICB(exons) vytvoř́ı syntetická homozygotńı data pro gen MICA

z pseudo-intron̊u a referenčńıch exon̊u (parametr exons). Okolo referenčńıch

exon̊u se ”přileṕı” pseudo-introny. Pro exon 4 a 5 se vytvoř́ı sekvence

intron - exon 4 - intron - exon 5 - intron. Vytvoř́ı takto šest sekvenćı,

pro každý typ exonu dvě čteńı - dopředné a zpětné - a data zaṕı̌se do šesti

textových soubor̊u ve formátu fasta. Lze zvolit počet syntetických dat, které

chceme vytvořit, počet je omezený pouze počtem referenčńıch alel.
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• heterozygotMICA(exons) vytvoř́ı heterozygotńı data pro gen MICA.

V programu lze upravit krok, s jakým se budou porovnávat dvě referenčńı alely

z načteného dvourozměrného pole exons. Podmı́nka pro vytvořeńı

heterozygotńı sekvence je stejná délka totožných typ̊u exon̊u. Tato podmı́nka

může zmenšit počet vytvořených soubor̊u, než byl stanovený počet, protože

ne všechny alely maj́ı stejně dlouhé typy exon̊u. Algoritmus porovná znaky

na stejných pozićıch ve dvou sekvenćıch exon̊u stejného typu a vytvoř́ı novou

heterozygotńı sekvenci.

• heterozygotMICB(exons) vytvoř́ı heterozygotńı data pro gen MICB.

V programu lze upravit krok, s jakým se budou porovnávat dvě referenčńı alely

z načteného dvourozměrného pole exons. Podmı́nka pro vytvořeńı

heterozygotńı sekvence je stejná délka totožných typ̊u exon̊u. Tato podmı́nka

může zmenšit počet vytvořených soubor̊u, než byl stanovený počet, protože

ne všechny alely maj́ı stejně dlouhé typy exon̊u. Algoritmus porovná znaky

na stejných pozićıch ve dvou sekvenćıch exon̊u stejného typu a vytvoř́ı novou

heterozygotńı sekvenci.

A.4.3 Alignment MICA/B

Hlavńı program metody identifikace. Program obsahuje 4 metody:

• trim(seq1, seq2, t, k) oř́ızne dopřednou sekvenci (seq1 ) za pomoci nalezeńı

podobnosti ve zpětné sekvenci (seq2 ). Parametr t představuje nejdeľśı

očekávanou délku daného typu exonu, parametr k představuje o kolik krok̊u

nav́ıc se dopředná sekvence oř́ızne. Pro gen MICA tato metoda vraćı pouze

oř́ızlou sekvenci, pro gen MICB metoda vraćı oř́ızlou sekvenci a nav́ıc index

začátku oř́ıznut́ı sekvence, jelikož se tato hodnota použ́ıvá pro správné oř́ıznut́ı

sekvence, které obsahuje exon 4 i exon 5. Pro exon 4 genu MICB se jako

dopředná sekvence oř́ızlá dopředná sekvence - začátek index 0, konec 2/3 délky

dopředné sekvence (zvolené podle charakteristik syntetických dat, tato hodnota

lze upravit při optimalizaci s jinými daty).
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• combinations(exon, ex comb) vytvoř́ı všechny možné kombinace vložené sekvence

(parametr exon). Vkládá se také počet kombinaćı ex comb, které se maj́ı

vytvořit (tato hodnota se poč́ıtá v metodě Identifiaction MICA/B).

• Alignment(exons, exon, a) spoč́ıtá podobnost sekvence exon k referenčńım

dat̊um exons. Parametr a představuje typ exonu.

• Identification MICA/B(vstupńı soubory) je hlavńı metoda, ve které se využ́ıvaj́ı

výše zmı́něné metody. Program načte vstupńı soubory (v pořad́ı: exon2 F,

exon2 R, exon3 F, exon3 R, exon4 F, exon4 R) a referenčńı data, oř́ızne vstupńı

sekvence metodou trim(seq1, seq2, t, k), zjist́ı, zda se jedná

o homozygontńı nebo heterozygotńı data. Pokud se jedná o homozygotńı data,

přejde se rovnou k samotnému alignmentu k referenčńım dat̊um. Pokud se

jedná o heterozygotńı data, vytvoř́ı se metodou combinations(exon, ex comb)

všechny možné kombinace, které projdou jednotlivě metodou Alignment(exons,

exon, a). Poté se vytvoř́ı všechny možné kombinace kombinaćı exon̊u. Z každé

kombinace se zjist́ı nejvyšš́ı hodnota podobnosti k referenčńı alele a zjist́ı se

jej́ı index. Kombinace se spráruj́ı dle pravidla heterozygotńı komplementar-

ity. Předpoklad pro úspěšnou identifikaci je výskyt nejvyšš́ı hodnoty pouze

pro jednu alelu (skupinu alel).

Parametr vstupńı soubory představuje 6 soubor̊u - 3 s dopřednou sekvenćı

a 3 se zpětnou sekvenćı pro každý exon. Pokud bychom chtěli v metodě

upravit minimálńı podobnost identifikovaných alel, změńıme parametr b

označený v kódu komentářem # MINIMALNI PODOBNOST.

A.5 Výpis programu pro identifikaci

Program Identification MICA/B(vstupńı soubory) vypisuje, ve které části programu

se zrovna nacháźı - Trimming, Alignment apod., a nav́ıc pro který exon se tato část

děje.

Pro homozygotńı data program na konci vyṕı̌se pravděpodobnost identifikace alely

(hodnota dle podobnosti k referenčńı alele), ID a název alely nebo skupinu alel.

V př́ıpadě určeńı skupiny alel, vyṕı̌se se seznam všech alel v dané skupině.
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Obrázek 22: Výsledky, které program vyṕı̌se pro homozygotńı data. Výsledný pár č.2 má největš́ı
pravděpodobnost. Pravděpodobnost (podobnost) se vyṕı̌se pro každou alelu zvlášť. Př́ıklad pro
syntetickou alelu test mb91 ... .txt. Seznam alel neńı na obrázku úplný.

Pro heterozygotńı data program na konci vyṕı̌se pořad́ı kombinace (vzhledem k

výsledk̊um), dvojici názv̊u alel nebo č́ısla skupin alel, a dvojici pravděpodobnost́ı

pro dané alely (skupiny alel) v pořad́ı odpov́ıdaj́ıćı pořad́ı názv̊u alel (skupin alel).

Pro heterozygotńı data se v rámci úspory mı́sta a zpřehledńı při výpisu vyhodnoceńı

nevypisuj́ı při určeńı skupiny alel alely v této skupině.

Obrázek 23: Výsledky, které program vyṕı̌se pro heterozygotńı data. Výsledný pár č.2 má největš́ı
pravděpodobnost pro obě alely (skupiny alel). Pravděpodobnost (podobnost) se vyṕı̌se pro každou
alelu (skupinu alel) zvlášť. Př́ıklad pro syntetickou alelu test ta50 ... .txt. Seznam dvojic alel
(skupin alel) neńı na obrázk̊u úplný.
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B ORF - Otevřený čtećı rámec

ORF (Open Reading Frame) je část čtećıho rámce, který je možno podrobit translaci.

Tento nepřetržitý úsek kodon̊u zač́ıná Start kodonem a konč́ı Stop kodonem. Jedna

z alternativńıch definićı ORF ř́ıká, že ORF je sekvence jej́ıž délka je dělitelná třemi

a je ohraničená Stop kodony. Start kodon v ORF naznačuje začátek translace.

Za ORF Stop kodonem je umı́stěno mı́sto konce transkripce. Pokud by tran-

skripce skončila před Stop kodonem, byla by během translace vyrobena nekompletńı

b́ılkovina. ORF se dá aplikovat pouze na ”sestřiženou” mRNA, která neobsauhuje

introny, ale pouze exony, jelikož introny mohou obsahovat Stop kodony a/nebo

mohou zp̊usobit posuny mezi čtećımi rámci. Dlouhé ORF se často použ́ıvá spolu

s daľśımi d̊ukazy k počátečńı identifikaci kandidát̊u oblast́ı kóduj́ıćıch b́ılkoviny nebo

funkčńı oblasti kóduj́ıćıch RNA v DNA sekvenci.[25]

B.1 ORF hledáńı

Jeden z př́ıstup̊u může být jednoduché hledáńı ORF, které zač́ıná Start kodonem

a konč́ı Stop kodonem. Komplikuje to sice 6 r̊uzných čtećıch možnost́ı ORF, ale

to již neńı takovou překážkou pro dnešńı výpočetńı techniku. Kĺıčem k úspěchu

této metody je frekvence výskyt̊u Stop kodon̊u v sekvenci DNA. V př́ıpadě, že má

DNA náhodnou sekvenci a výskyt CG báźı tvoř́ı 50 %, pak se každý ze tř́ı možných

Stop kodon̊u (TAA, TAG, TGA) vyskytne přibližně jednou za 64 bp. Pokud je

výskyt GC báźı větš́ı než 50 %, budou se Stop kodony kv̊uli AT báźım vyskytovat

pravděpodobně každých 100 - 200 bp. Z těchto d̊uvod̊u by náhodná DNA sekvence

neměla mı́t ORF deľśıch než 50 kodon̊u, nav́ıc pokud bereme v potaz i počátečńı

Start kodon. Většina gen̊u je ale deľśı než 50 kodon̊u, u lid́ı je to zhruba 450 kodon̊u.

Použit́ı jednoduchého ORF hledáńı pro lidskou DNA je méně efektivńı, a to částečně

z d̊uvodu velkých intergenńıch část́ı mezi skutečnými geny. Tato skutečnost zvyšuje

pravděpodobnost nález̊u falešných ORF. [25]
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C Problémy identifikace

BLOSUM (BLOcks SUbstitution Matrix) je substitučńı matice použ́ıvaná

pro srovnáváńı sekvenćı protein̊u. BLOSUM matice určuje skóre shody mezi

sekvencemi. Tato matice byla vytvořena prohledáńım BLOCKS databáze za účelem

naj́ıt stejné či velmi podobné regiony proteinových rodin a spoč́ıtáńım relativńı

frekvence aminokyselin a pravděpodobnosti jejich substituce. [42]

Obrázek 24: Substitučńı matice BLOSUM. [50]

Z BLOSUM matice můžeme vidět jednotlivá skóre záměn aminokyselin. Pro záměnu

Tyrosin - Fenylalanin máme skóre +3, pro záměnu Tyrosin - kyselina asparagová

máme skóre -3. Velikost hodnot se určuje podle složitosti struktury. Na diagonále

matice najdeme skóre nalezeńı stejné aminokyseliny na daném mı́stě. To, že jsou

tyto hodnoty větš́ı pro některé aminokyseliny, je zp̊usobeno opět složitost́ı jejich

struktury. Aminokyseliny s jednodušš́ı strukturou maj́ı menš́ı velikost hodnot skóre

v matici. [42]
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Hdnoty skóre této matice odpov́ıdaj́ı tedy strukturálńı složitosti změny. Tedy záměna

Tyrosinu za Fenylanin je mnohem jednodušš́ı a nedělá takový problém, jako záměna

Tyrosinu za kyselinu asparagovou. V obou př́ıpadech se jedná pouze o změnu jedné

báze, ale strukturálně je tato změna velmi odlǐsná. [42]

Obrázek 25: Tyrosin; kodony: TAT, TAC. [51]

Obrázek 26: Fenylalanin; kodony: TTT, TTC. [52]

Obrázek 27: Kyselina asparagová; kodony: GAT, GAC. [53]

Tabulku všech aminokyselin a jejich kóduj́ıćıch kodon̊u je v kapitole 2.2 Kodon

na obrázku 1.
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D Syntetická data

Na obrázku 28 jsou př́ıklady názv̊u soubor̊u syntetických dat. Šestý znak názvu

rozlǐsuje homozygotńı m a heterozygotńı t data, daľśı znak rozlǐsuje gen MICA ”a”

nebo MICB ”b”, následuje č́ıslo syntetické alely a typ exonu. Pro každý exon jsou

dvě čteńı - dopředné F a zpětné R. Pro gen MICB máme exony 4 a 5 v jednom

souboru, typ exonu je označen jako exon45. Pro každou syntetickou alelu máme

6 soubor̊u.

Obrázek 28: Nomenklatura soubor̊u syntetických dat. Sloupec 1: MICA homozygot, sloupec 2:
MICA heterozygot, sloupec 3: MICB homozygot, sloupec 4: MICB heterozygot.
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E Skupiny alel MICA

Tabulky rozděluj́ı referenčńı alely genu MICA do 38 skupin podle jejich podobnosti.

Kritérium skupin 1 - 37 je maximálńı podobnost exon̊u 2, 3 a 4 (tedy podobnost

s hodnotou 3.0 = 100 %). Ve skupině 0 jsou referenčńı alely, které jsou vzhledem

k exon̊um 2, 3 a 4 jedinečné.

Skupina Pořad́ı: ID alely Název alely

0 1: HLA:HLA01013 MICA*001

17: HLA:HLA03752 MICA*002:03

18: HLA:HLA31203 MICA*002:05

19: HLA:HLA31164 MICA*002:05

20: HLA:HLA31346 MICA*002:06

22: HLA:HLA31750 MICA*002:09

34: HLA:HLA30886 MICA*004:02

35: HLA:HLA31294 MICA*004:03

36: HLA:HLA01017 MICA*006

46: HLA:HLA02147 MICA*007:03

49: HLA:HLA31215 MICA*007:08

50: HLA:HLA31068 MICA*007:09

74: HLA:HLA26250 MICA*008:10

77: HLA:HLA30889 MICA*008:14

78: HLA:HLA31331 MICA*008:15

79: HLA:HLA31379 MICA*008:16

80: HLA:HLA31214 MICA*008:17

81: HLA:HLA31172 MICA*008:18

82: HLA:HLA31069 MICA*008:19

83: HLA:HLA31093 MICA*008:20

84: HLA:HLA31045 MICA*008:21

85: HLA:HLA31087 MICA*008:22

88: HLA:HLA31771 MICA*008:24

103: HLA:HLA30941 MICA*009:04

104: HLA:HLA30920 MICA*009:05

116: HLA:HLA31751 MICA*010:04
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120: HLA:HLA26921 MICA*011:01:04

126: HLA:HLA01401 MICA*012:02

127: HLA:HLA03110 MICA*012:03

128: HLA:HLA30937 MICA*012:06

129: HLA:HLA30974 MICA*012:07

130: HLA:HLA01026 MICA*015:01

131: HLA:HLA31509 MICA*015:02

136: HLA:HLA31333 MICA*017:02

137: HLA:HLA31267 MICA*017:03

138: HLA:HLA31126 MICA*017:04

151: HLA:HLA31278 MICA*018:03

156: HLA:HLA13376 MICA*019:02

159: HLA:HLA01391 MICA*024

163: HLA:HLA31201 MICA*027:02

166: HLA:HLA31144 MICA*029:03

167: HLA:HLA01366 MICA*033

168: HLA:HLA01368 MICA*043

185: HLA:HLA04350 MICA*059

186: HLA:HLA04853 MICA*060

191: HLA:HLA31239 MICA*068:02

195: HLA:HLA08959 MICA*074

196: HLA:HLA10268 MICA*077

202: HLA:HLA26447 MICA*094

204: HLA:HLA26582 MICA*096N

206: HLA:HLA26565 MICA*098:01

207: HLA:HLA26449 MICA*098:02

215: HLA:HLA26899 MICA*105Q

216: HLA:HLA26908 MICA*106

217: HLA:HLA26923 MICA*107N

218: HLA:HLA26932 MICA*108

227: HLA:HLA31003 MICA*113

228: HLA:HLA31335 MICA*114

229: HLA:HLA31345 MICA*115
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231: HLA:HLA31004 MICA*117

232: HLA:HLA30925 MICA*118

235: HLA:HLA31375 MICA*120

236: HLA:HLA30956 MICA*121

237: HLA:HLA30975 MICA*122

238: HLA:HLA31007 MICA*123

241: HLA:HLA30922 MICA*125

242: HLA:HLA30907 MICA*126

243: HLA:HLA31378 MICA*127

244: HLA:HLA31363 MICA*128

245: HLA:HLA30940 MICA*129

248: HLA:HLA30906 MICA*131

249: HLA:HLA30955 MICA*132

250: HLA:HLA31350 MICA*133

251: HLA:HLA31362 MICA*134

252: HLA:HLA31402 MICA*135

256: HLA:HLA31306 MICA*138

257: HLA:HLA30957 MICA*139

258: HLA:HLA31332 MICA*140

259: HLA:HLA31349 MICA*141

262: HLA:HLA31380 MICA*143

263: HLA:HLA31361 MICA*144

264: HLA:HLA31388 MICA*145

265: HLA:HLA31401 MICA*146

266: HLA:HLA31296 MICA*147

267: HLA:HLA31266 MICA*148

269: HLA:HLA31184 MICA*150

273: HLA:HLA31295 MICA*152

274: HLA:HLA31277 MICA*153

275: HLA:HLA31249 MICA*154

276: HLA:HLA31050 MICA*155

277: HLA:HLA31023 MICA*156

278: HLA:HLA31143 MICA*157

279: HLA:HLA31106 MICA*158
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280: HLA:HLA31049 MICA*159

281: HLA:HLA31024 MICA*159

282: HLA:HLA31092 MICA*161

283: HLA:HLA31048 MICA*162

284: HLA:HLA31171 MICA*163

285: HLA:HLA31252 MICA*163

286: HLA:HLA31217 MICA*165

290: HLA:HLA31110 MICA*167

293: HLA:HLA31265 MICA*169

294: HLA:HLA31090 MICA*170

295: HLA:HLA31071 MICA*171

296: HLA:HLA31127 MICA*172

297: HLA:HLA31029 MICA*173

298: HLA:HLA31072 MICA*174

299: HLA:HLA31046 MICA*175

300: HLA:HLA31187 MICA*176

301: HLA:HLA31202 MICA*177

302: HLA:HLA31254 MICA*178

303: HLA:HLA31218 MICA*179

304: HLA:HLA31150 MICA*180

305: HLA:HLA31163 MICA*181

308: HLA:HLA31392 MICA*184

309: HLA:HLA31310 MICA*185

310: HLA:HLA30958 MICA*186

311: HLA:HLA30972 MICA*187

312: HLA:HLA31334 MICA*188

313: HLA:HLA31309 MICA*189

314: HLA:HLA31391 MICA*190

315: HLA:HLA30924 MICA*191

316: HLA:HLA31589 MICA*192

317: HLA:HLA31508 MICA*193

318: HLA:HLA31491 MICA*194

319: HLA:HLA31830 MICA*195N

320: HLA:HLA31821 MICA*196
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321: HLA:HLA31745 MICA*197

322: HLA:HLA31741 MICA*198

323: HLA:HLA31832 MICA*199

324: HLA:HLA31472 MICA*200

1 2: HLA:HLA01014 MICA*002:01:01

3: HLA:HLA26233 MICA*002:01:02

4: HLA:HLA26254 MICA*002:01:03

5: HLA:HLA26318 MICA*002:01:04

6: HLA:HLA26333 MICA*002:01:05

7: HLA:HLA26266 MICA*002:01:06

8: HLA:HLA26215 MICA*002:01:07

9: HLA:HLA26896 MICA*002:01:08

10: HLA:HLA26937 MICA*002:01:09

11: HLA:HLA27206 MICA*002:01:10

12: HLA:HLA30989 MICA*002:01:11

13: HLA:HLA30921 MICA*002:01:12

15: HLA:HLA31186 MICA*002:01:14

16: HLA:HLA31400 MICA*002:01:15

21: HLA:HLA31441 MICA*002:08

197: HLA:HLA26343 MICA*089

198: HLA:HLA26351 MICA*090

199: HLA:HLA26237 MICA*091

200: HLA:HLA26530 MICA*092

201: HLA:HLA26514 MICA*093

2 14: HLA:HLA31276 MICA*002:01:13Q

189: HLA:HLA07420 MICA*068:01:01

190: HLA:HLA26911 MICA*068:01:02

3 192: HLA:HLA08898 MICA*072:01:01

193: HLA:HLA26912 MICA*072:01:02

194: HLA:HLA26913 MICA*072:01:03

4 23: HLA:HLA01015 MICA*004:01:01

24: HLA:HLA26574 MICA*004:01:02

25: HLA:HLA26521 MICA*004:01:03

26: HLA:HLA26914 MICA*004:01:04
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27: HLA:HLA26928 MICA*004:01:05

28: HLA:HLA26939 MICA*004:01:06

29: HLA:HLA27243 MICA*004:01:07

30: HLA:HLA27233 MICA*004:01:08

31: HLA:HLA28790 MICA*004:01:09

32: HLA:HLA30973 MICA*004:01:10

33: HLA:HLA31802 MICA*004:01:11

268: HLA:HLA31182 MICA*149

306: HLA:HLA31219 MICA*182

5 101: HLA:HLA26938 MICA*009:03:01

102: HLA:HLA31206 MICA*009:03:02

6 233: HLA:HLA30903 MICA*119:01:01

234: HLA:HLA31006 MICA*119:01:02

7 89: HLA:HLA01020 MICA*009:01:01

90: HLA:HLA26898 MICA*009:01:02

91: HLA:HLA26900 MICA*009:01:03

92: HLA:HLA26901 MICA*009:01:04

93: HLA:HLA26902 MICA*009:01:04

94: HLA:HLA26972 MICA*009:01:06

95: HLA:HLA31185 MICA*009:01:07

173: HLA:HLA01498 MICA*049:01:01

174: HLA:HLA26903 MICA*049:01:01

175: HLA:HLA31366 MICA*049:02

219: HLA:HLA26935 MICA*109

230: HLA:HLA30971 MICA*116

8 37: HLA:HLA01018 MICA*007:01:01

38: HLA:HLA26294 MICA*007:01:02

39: HLA:HLA26904 MICA*007:01:03

40: HLA:HLA26936 MICA*007:01:04

41: HLA:HLA27204 MICA*007:01:05

42: HLA:HLA27205 MICA*007:01:06

43: HLA:HLA30990 MICA*007:01:07

44: HLA:HLA31105 MICA*007:01:08

45: HLA:HLA31264 MICA*007:01:09
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210: HLA:HLA26871 MICA*100

9 47: HLA:HLA08961 MICA*007:06:01

48: HLA:HLA26927 MICA*007:06:02

10 63: HLA:HLA01363 MICA*008:02

76: HLA:HLA27319 MICA*008:13

11 86: HLA:HLA31292 MICA*008:23:01

87: HLA:HLA31281 MICA*008:23:02

12 96: HLA:HLA01397 MICA*009:02:01

97: HLA:HLA17992 MICA*009:02:02

98: HLA:HLA26385 MICA*009:02:03

99: HLA:HLA30993 MICA*009:02:04

100: HLA:HLA31425 MICA*009:02:05

253: HLA:HLA31348 MICA*136

13 51: HLA:HLA01019 MICA*008:01:01

52: HLA:HLA06643 MICA*008:01:02

53: HLA:HLA26248 MICA*008:01:03

54: HLA:HLA26219 MICA*008:01:04

55: HLA:HLA26382 MICA*008:01:05

56: HLA:HLA26232 MICA*008:01:06

57: HLA:HLA26265 MICA*008:01:07

58: HLA:HLA27245 MICA*008:01:08

59: HLA:HLA27265 MICA*008:01:09

60: HLA:HLA26364 MICA*008:01:10

61: HLA:HLA30959 MICA*008:01:10

62: HLA:HLA31492 MICA*008:01:12

64: HLA:HLA02488 MICA*008:04:01

65: HLA:HLA26436 MICA*008:04:02

66: HLA:HLA26443 MICA*008:04:03

67: HLA:HLA26940 MICA*008:04:04

68: HLA:HLA27228 MICA*008:04:05

69: HLA:HLA31504 MICA*008:04:06

71: HLA:HLA26330 MICA*008:06

72: HLA:HLA26290 MICA*008:08

73: HLA:HLA26245 MICA*008:09
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75: HLA:HLA26572 MICA*008:11

160: HLA:HLA01371 MICA*027:01:01

161: HLA:HLA26892 MICA*027:01:01

162: HLA:HLA31181 MICA*027:01:03

212: HLA:HLA26890 MICA*102

213: HLA:HLA26891 MICA*103

214: HLA:HLA26893 MICA*104

14 152: HLA:HLA01334 MICA*019:01:01

153: HLA:HLA26435 MICA*019:01:02

154: HLA:HLA31250 MICA*019:01:03

155: HLA:HLA31025 MICA*019:01:04

15 105: HLA:HLA01021 MICA*010:01:01

106: HLA:HLA26544 MICA*010:01:02

107: HLA:HLA26424 MICA*010:01:03

108: HLA:HLA26517 MICA*010:01:04

109: HLA:HLA26405 MICA*010:01:05

110: HLA:HLA26929 MICA*010:01:06

111: HLA:HLA31376 MICA*010:01:07

112: HLA:HLA31320 MICA*010:01:08

113: HLA:HLA06451 MICA*010:02:01

114: HLA:HLA26934 MICA*010:02:02

115: HLA:HLA26304 MICA*010:02:02

16 208: HLA:HLA26508 MICA*099:01:01

209: HLA:HLA26438 MICA*099:01:02

17 117: HLA:HLA01022 MICA*011:01:01

118: HLA:HLA26918 MICA*011:01:02

119: HLA:HLA26919 MICA*011:01:03

121: HLA:HLA26933 MICA*011:01:05

122: HLA:HLA26920 MICA*011:01:06

18 123: HLA:HLA01023 MICA*012:01:01

124: HLA:HLA26297 MICA*012:01:02

125: HLA:HLA26973 MICA*012:01:03

19 132: HLA:HLA01027 MICA*016:01:01

133: HLA:HLA31280 MICA*016:01:02
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134: HLA:HLA31374 MICA*016:01:03

20 135: HLA:HLA01335 MICA*017:01

203: HLA:HLA26431 MICA*095

307: HLA:HLA31293 MICA*183

21 139: HLA:HLA01336 MICA*018:01:01

140: HLA:HLA26895 MICA*018:01:02

141: HLA:HLA26905 MICA*018:01:03

142: HLA:HLA26906 MICA*018:01:04

143: HLA:HLA26907 MICA*018:01:04

144: HLA:HLA26909 MICA*018:01:06

145: HLA:HLA26930 MICA*018:01:07

146: HLA:HLA31168 MICA*018:01:08

147: HLA:HLA31476 MICA*018:01:09

148: HLA:HLA31775 MICA*018:01:10

149: HLA:HLA31819 MICA*018:01:11

150: HLA:HLA31809 MICA*018:01:12

22 157: HLA:HLA01394 MICA*022:01:01

158: HLA:HLA26894 MICA*022:01:02

23 164: HLA:HLA01365 MICA*029:01:01

165: HLA:HLA26910 MICA*029:01:02

24 169: HLA:HLA01369 MICA*045:01:01

170: HLA:HLA26931 MICA*045:01:02

171: HLA:HLA31073 MICA*045:01:03

25 172: HLA:HLA01410 MICA*047

211: HLA:HLA26922 MICA*101

26 176: HLA:HLA02334 MICA*053:01:01

177: HLA:HLA26519 MICA*053:01:02

178: HLA:HLA26529 MICA*053:01:03

179: HLA:HLA26570 MICA*053:01:04

180: HLA:HLA26512 MICA*053:01:05

27 181: HLA:HLA03484 MICA*057:01:01

182: HLA:HLA26583 MICA*057:01:02

183: HLA:HLA26439 MICA*057:01:03

184: HLA:HLA26578 MICA*057:01:04

77



205: HLA:HLA26459 MICA*097

28 187: HLA:HLA05377 MICA*062:01:01

188: HLA:HLA26941 MICA*062:01:02

29 220: HLA:HLA26888 MICA*111:01

221: HLA:HLA26889 MICA*111:02

30 222: HLA:HLA07097 MICA*112:01:01

223: HLA:HLA26924 MICA*112:01:02

224: HLA:HLA26925 MICA*112:01:03

225: HLA:HLA26926 MICA*112:01:04

226: HLA:HLA26897 MICA*112:01:05

31 239: HLA:HLA30939 MICA*124:01:01

240: HLA:HLA31466 MICA*124:01:02

32 246: HLA:HLA30887 MICA*130:01

247: HLA:HLA31801 MICA*130:02

33 254: HLA:HLA31321 MICA*137:01:01

255: HLA:HLA31263 MICA*137:01:02

34 260: HLA:HLA31307 MICA*142:01:01

261: HLA:HLA31784 MICA*142:01:02

35 270: HLA:HLA31240 MICA*151:01:01

271: HLA:HLA31251 MICA*151:01:02

272: HLA:HLA31725 MICA*151:01:03

36 287: HLA:HLA31205 MICA*166:01:01

288: HLA:HLA31149 MICA*166:01:02

289: HLA:HLA31662 MICA*166:01:03

37 291: HLA:HLA31130 MICA*168:01:01

292: HLA:HLA31440 MICA*168:01:02

Tabulka 2: Rozděleńı alel genu MICA
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F Skupiny alel MICB

Tabulky rozděluj́ı referenčńı alely genu MICB do 21 skupin podle jejich podobnosti.

Kritérium skupin 1 - 20 je maximálńı podobnost exon̊u 2, 3, 4 a 5 (tedy podobnost

s hodnotou 4.0 = 100 %). Ve skupině 0 jsou referenčńı alely, které jsou vzhledem

k exon̊um 2, 3, 4 a 5 jedinečné.

Skupina Pořad́ı: ID alely Název alely

0 196: HLA:HLA26135 MICB*034

197: HLA:HLA26211 MICB*035

198: HLA:HLA26634 MICB*036

199: HLA:HLA26628 MICB*037

201: HLA:HLA28931 MICB*041N

202: HLA:HLA30842 MICB*043N

1 1: HLA:HLA02059 MICB*002:01:01

2: HLA:HLA02749 MICB*002:01:02

3: HLA:HLA26091 MICB*002:01:03

4: HLA:HLA26141 MICB*002:01:04

5: HLA:HLA26199 MICB*002:01:05

6: HLA:HLA26167 MICB*002:01:06

7: HLA:HLA26151 MICB*002:01:07

8: HLA:HLA26136 MICB*002:01:08

9: HLA:HLA26754 MICB*002:01:09

10: HLA:HLA26729 MICB*002:01:10

11: HLA:HLA26621 MICB*002:01:11

12: HLA:HLA26688 MICB*002:01:12

13: HLA:HLA26615 MICB*002:01:13

14: HLA:HLA26639 MICB*002:01:14

15: HLA:HLA26645 MICB*002:01:15

16: HLA:HLA26701 MICB*002:01:16

17: HLA:HLA27300 MICB*002:01:17

18: HLA:HLA27305 MICB*002:01:18

19: HLA:HLA28236 MICB*002:01:19

20: HLA:HLA28237 MICB*002:01:20
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21: HLA:HLA28457 MICB*002:01:21

22: HLA:HLA28464 MICB*002:01:22

23: HLA:HLA28940 MICB*002:01:23

24: HLA:HLA28945 MICB*002:01:24

25: HLA:HLA28946 MICB*002:01:25

26: HLA:HLA28977 MICB*002:01:26

27: HLA:HLA28981 MICB*002:01:27

28: HLA:HLA28983 MICB*002:01:28

2 29: HLA:HLA18243 MICB*002:02:01

30: HLA:HLA26195 MICB*002:02:02

3 31: HLA:HLA02060 MICB*003:01:01

32: HLA:HLA27310 MICB*003:01:02

33: HLA:HLA27317 MICB*003:01:03

34: HLA:HLA28932 MICB*003:01:04

35: HLA:HLA28935 MICB*003:01:05

36: HLA:HLA28937 MICB*003:01:06

37: HLA:HLA28941 MICB*003:01:07

38: HLA:HLA28961 MICB*003:01:08

39: HLA:HLA28963 MICB*003:01:09

40: HLA:HLA28970 MICB*003:01:10

41: HLA:HLA28972 MICB*003:01:11

42: HLA:HLA29309 MICB*003:01:12

4 43: HLA:HLA02064 MICB*004:01:01

44: HLA:HLA02750 MICB*004:01:02

45: HLA:HLA27296 MICB*004:01:03

46: HLA:HLA27297 MICB*004:01:04

47: HLA:HLA27299 MICB*004:01:05

48: HLA:HLA27309 MICB*004:01:06

49: HLA:HLA28235 MICB*004:01:07

50: HLA:HLA28455 MICB*004:01:08

51: HLA:HLA28456 MICB*004:01:09

52: HLA:HLA28458 MICB*004:01:10

53: HLA:HLA28459 MICB*004:01:11

54: HLA:HLA28463 MICB*004:01:12
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55: HLA:HLA28690 MICB*004:01:13

56: HLA:HLA28693 MICB*004:01:14

57: HLA:HLA28938 MICB*004:01:15

58: HLA:HLA28939 MICB*004:01:16

59: HLA:HLA28942 MICB*004:01:17

60: HLA:HLA28951 MICB*004:01:18

61: HLA:HLA28952 MICB*004:01:19

62: HLA:HLA28954 MICB*004:01:20

63: HLA:HLA28957 MICB*004:01:21

64: HLA:HLA28960 MICB*004:01:22

65: HLA:HLA28971 MICB*004:01:23

66: HLA:HLA29304 MICB*004:01:24

67: HLA:HLA29305 MICB*004:01:25

68: HLA:HLA29311 MICB*004:01:26

69: HLA:HLA29312 MICB*004:01:27

189: HLA:HLA08424 MICB*028

5 70: HLA:HLA02062 MICB*005:01:01

71: HLA:HLA26086 MICB*005:01:02

72: HLA:HLA28984 MICB*005:01:03

6 73: HLA:HLA02061 MICB*005:02:01

74: HLA:HLA02747 MICB*005:02:02

75: HLA:HLA02748 MICB*005:02:03

76: HLA:HLA02746 MICB*005:02:04

77: HLA:HLA27301 MICB*005:02:05

78: HLA:HLA27302 MICB*005:02:06

79: HLA:HLA27307 MICB*005:02:07

80: HLA:HLA27308 MICB*005:02:08

81: HLA:HLA27312 MICB*005:02:09

82: HLA:HLA27313 MICB*005:02:10

83: HLA:HLA27315 MICB*005:02:11

84: HLA:HLA28461 MICB*005:02:12

85: HLA:HLA28688 MICB*005:02:13

86: HLA:HLA28692 MICB*005:02:14

87: HLA:HLA28685 MICB*005:02:15
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88: HLA:HLA28686 MICB*005:02:16

89: HLA:HLA28934 MICB*005:02:17

90: HLA:HLA28943 MICB*005:02:18

91: HLA:HLA28944 MICB*005:02:19

92: HLA:HLA28947 MICB*005:02:20

93: HLA:HLA28948 MICB*005:02:21

94: HLA:HLA28953 MICB*005:02:22

95: HLA:HLA28955 MICB*005:02:23

96: HLA:HLA28956 MICB*005:02:24

97: HLA:HLA28974 MICB*005:02:25

98: HLA:HLA28975 MICB*005:02:26

99: HLA:HLA28976 MICB*005:02:27

100: HLA:HLA28978 MICB*005:02:28

101: HLA:HLA28985 MICB*005:02:29

102: HLA:HLA29308 MICB*005:02:30

103: HLA:HLA29310 MICB*005:02:31

104: HLA:HLA30349 MICB*005:02:32

105: HLA:HLA30348 MICB*005:02:33

106: HLA:HLA30350 MICB*005:02:34

7 107: HLA:HLA02067 MICB*005:03:01

108: HLA:HLA26161 MICB*005:03:02

109: HLA:HLA26128 MICB*005:03:03

110: HLA:HLA26201 MICB*005:03:04

111: HLA:HLA26142 MICB*005:03:05

8 112: HLA:HLA07364 MICB*005:06:01

113: HLA:HLA26093 MICB*005:06:02

114: HLA:HLA28986 MICB*005:06:03

9 115: HLA:HLA08420 MICB*005:07:01

116: HLA:HLA26144 MICB*005:07:02

10 117: HLA:HLA02065 MICB*008:01:01

118: HLA:HLA26647 MICB*008:01:02

119: HLA:HLA26625 MICB*008:01:03

120: HLA:HLA26721 MICB*008:01:04

121: HLA:HLA26665 MICB*008:01:05
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122: HLA:HLA26629 MICB*008:01:06

123: HLA:HLA26599 MICB*008:01:07

124: HLA:HLA26604 MICB*008:01:08

125: HLA:HLA26709 MICB*008:01:09

126: HLA:HLA26696 MICB*008:01:10

127: HLA:HLA26734 MICB*008:01:11

11 128: HLA:HLA02066 MICB*009:01:01N

129: HLA:HLA28933 MICB*009:01:02N

130: HLA:HLA28936 MICB*009:01:03N

131: HLA:HLA28958 MICB*009:01:04N

132: HLA:HLA28959 MICB*009:01:05N

133: HLA:HLA28962 MICB*009:01:06N

134: HLA:HLA28964 MICB*009:01:07N

135: HLA:HLA28965 MICB*009:01:08N

136: HLA:HLA28966 MICB*009:01:09N

137: HLA:HLA28967 MICB*009:01:10N

138: HLA:HLA28968 MICB*009:01:11N

139: HLA:HLA28969 MICB*009:01:12N

140: HLA:HLA29302 MICB*009:01:13N

141: HLA:HLA29303 MICB*009:01:14N

142: HLA:HLA29306 MICB*009:01:15N

12 143: HLA:HLA02074 MICB*013:01:01

144: HLA:HLA26691 MICB*013:01:02

145: HLA:HLA26646 MICB*013:01:03

146: HLA:HLA26619 MICB*013:01:04

147: HLA:HLA26672 MICB*013:01:05

148: HLA:HLA28973 MICB*013:01:06

13 149: HLA:HLA02073 MICB*014:01:01

150: HLA:HLA26685 MICB*014:01:02

151: HLA:HLA26662 MICB*014:01:03

152: HLA:HLA26605 MICB*014:01:04

153: HLA:HLA26668 MICB*014:01:05

154: HLA:HLA26650 MICB*014:01:06

155: HLA:HLA28460 MICB*014:01:07
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156: HLA:HLA28982 MICB*014:01:08

14 157: HLA:HLA02190 MICB*018:01:01

158: HLA:HLA26637 MICB*018:01:02

159: HLA:HLA27304 MICB*018:01:03

15 160: HLA:HLA02191 MICB*019:01:01

161: HLA:HLA26598 MICB*019:01:02

162: HLA:HLA26686 MICB*019:01:03

163: HLA:HLA26707 MICB*019:01:04

164: HLA:HLA26748 MICB*019:01:05

165: HLA:HLA26742 MICB*019:01:06

166: HLA:HLA26630 MICB*019:01:07

167: HLA:HLA26699 MICB*019:01:08

200: HLA:HLA26766 MICB*038

16 168: HLA:HLA02192 MICB*020:01:01

169: HLA:HLA26718 MICB*020:01:02

170: HLA:HLA27298 MICB*020:01:03

17 171: HLA:HLA02186 MICB*021:01:01N

172: HLA:HLA27311 MICB*021:01:02N

173: HLA:HLA27316 MICB*021:01:03N

174: HLA:HLA28687 MICB*021:01:04N

175: HLA:HLA28689 MICB*021:01:05N

176: HLA:HLA28691 MICB*021:01:06N

177: HLA:HLA28980 MICB*021:01:07N

18 178: HLA:HLA07084 MICB*024:01:01

179: HLA:HLA26705 MICB*024:01:02

180: HLA:HLA26723 MICB*024:01:03

181: HLA:HLA28949 MICB*024:01:04

182: HLA:HLA28979 MICB*024:01:05

183: HLA:HLA29307 MICB*024:01:06

19 184: HLA:HLA07085 MICB*025:01:01

185: HLA:HLA26762 MICB*025:01:02

186: HLA:HLA27303 MICB*025:01:03

187: HLA:HLA27314 MICB*025:01:04

188: HLA:HLA28462 MICB*025:01:05
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20 190: HLA:HLA13777 MICB*031:01:01

191: HLA:HLA26753 MICB*031:01:02

192: HLA:HLA26689 MICB*031:01:03

193: HLA:HLA26698 MICB*031:01:04

194: HLA:HLA26617 MICB*031:01:05

195: HLA:HLA27306 MICB*031:01:06

Tabulka 3: Rozděleńı alel genu MICB
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