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Abstrakt

Bakalarska prace se zabyva identifikaci alel MICA a MICB genu pro nasledné pouziti
v ramci transplantce kostni diené. Cilem prace je sezndmeni se s vyznamem genu
MICA a MICB, porovnani sekvenacnich metod, zejména Sangerovo sekvenovani
a Next-generation sekvenovéani (NGS), porozuméni problematice identifikace alel
a nasledny navrh metody pro automatickou identifikaci alel. Metoda byla vyvijena
na zakladé syntetickych dat s vlastnostmi vychéazejicimi z realnych experimentu
provadénych ve FN Plzen. Kromé samotné metody realizované v jazyce Python
za pomoci rozsifeni Biopython je v praci popsan zpusob ziskavani referencnich
dat, vytvareni syntetickych dat a zhodnoceny vysledky ovérovani

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 Plzen. 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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Uvod

Transplantace kmenovych krvetvornych bunék (dale jen TKB) je proces, kdy
pacient obdrzi zdravé kmenové bunky, aby nahradily ty poskozené. Pied touto
transplantaci pacient podstoupi 1é¢bu chemoterapii ¢i terapii radiaci. Poté jsou
zdravé kmenové bunky darce injikovany do krve piijemce a putuji do kostni diené,

kde zacnou vyrabét nové ¢ervené a bilé krvinky a trombocyty (krevni desticky).[1]

Hlavni zdravotni komplikaci je reakce stépu proti hostiteli (Graft versus Host
Disease, déle jen GvHD) pii alogenni (nepiibuzenské) transplantaci kmenovych
bunék. Po této transplantaci mohou nastat dva stavy - mirna forma onemocnéni,
ktera netrva dlouho, ¢i zdvazna forma onemocnéni, ktera muze byt i smrtelnd.
Akutni GvHD (aGvHD) se objevi v prvnich 100 dnech po transplantaci. Pfi¢inou
jsou zralé T-lymfocyty darce, které jsou zamérené proti hlavnim nebo minoritnim
HLA (Human Leucocyte Antigen) genum piijemce. Postizené jsou predevsim jatra,
zaludek, stfeva a kuze. Jako doprovod jsou puchyte ¢i vyrazka, prujem, krev
ve stolici, tmavd mo¢ nebo nechutenstvi k jidlu. Chronické GvHD (cGvHD) se
objevuje po vice nez 100 dnech od transplantace a postihuje hlavné kuzi, usta a oci.
Hlavnimi symptomy jsou také bolest, ztuhlost kloubu, obtizné otvirani tust, kasel,
potize s dychanim a zména struktury pokozky.[1] Faktory, které je dulezité zohlednit,
abychom snizili Sanci na rozvoj komplikaci, jsou vék, stadium léceného onemocnéni,
casovy interval mezi ur¢enim diagnézy a transplantaci[2] a dalsi. Vék se musi vzit
v potaz také u dérce, dale také rozhoduje, jestli je darce v ptibuzenském vztahu
k pifjemci a odkud kmenové butiky pochazeji.[1] Zékladnim kritériem vybéru dérce
je shoda HLA genu, avSak v poslednich letech je feSen vyznam a vliv i jinych,
tzv. non-HLA genu. Pokud by doslo k situaci, kdy je vice darcu se shodnymi HLA

znaky, muze shoda non-HLA genu pomoci pii vybéru vhodného darce.

V praci se zaméiim na biologické funkci HLA a non-HLA gent (zejména MICA
a MICB) pii TKB, metodam ¢teni biologickych sekvenci, porozuméni genetického
kédu a znaceni, moznostem ukladéani biologickych dat, hlavnim problémum
pri identifikaci alel a samotnému navrhu feseni a jeho vyhodnoceni na syntetickych

datech.



C4st I. - Teoretické znalosti

1 Imunitni systém

Imunitu organismu rozdélujeme na imunitu pfirozenou a imunitu adaptivni.
Pfirozend imunita (nazyvand také jako vrozend) je tvofena latkovou imunitou,
kterd pracuje s protildtkami, a bunétnou imunitou. Adaptivni imunita (ziskand)
reaguje pozdéji po reakci imunity vrozené. Ptirozend imunita u obratloveu zahrnuje
hlavni histokompatibilni systém (MHC = Major histocompatibility complex).
Jedna se o skupinu glykoproteinti na povrsich bunék obratlovcu, které slouzi jako
kontrola bunék ptred parazity. Pokud je bunka infikovana, na svém povrchu ”ukéze”
specifické molekuly, které bunky imunitniho systému rozeznaji a bunku znici.
U cloveka se tento MHC komplex nazyvd Human Leukocyte Antigen (HLA).
3]

1.1 HLA - Human Leukocyte Antigen

HLA je rozsahly komplex genu lidského MHC (Main Histocompatibility Complex -
hlavni histokompatibilni komplex/systém) s lokalizaci na chromozomu 6p21. Tyto
proteiny na povrchu bunék jsou zodpovédné za regulaci imunitniho systému.
Proteiny zakdédované urcitymi geny jsou dulezitymi faktory v transplantaci, a proto
se zacCaly nazyvat ”antigeny”. HLA geny jsou vysoce polymorfni, coz znamena,
ze obsahuji mnoho ruznych alel (variant genu), a to pomahd vytvorit prizptusobivy
imunitni systém. Kazdy jedinec ma unikétni sestavu HLA alel (vyjimku tvori

jednovajecna dvojcata). [1]

HLA se, podle jejich funkce, déli na vice skupin. HLA I. tfidy (HLA-A, B, C)
se nachézeji témeér ve vsech burikdch (kromé bunék pohlavnich) a antigeny jsou
"ukazovany” na povrchu bunky T-lymfocytum (druh bilych krvinek). HLA II.
tiidy (HLA-DP, DM, DR) nejsou piitomny ve vSech bunkéch, nachdzi se zejména
v B-lymfocytech, dendrickych bunkach, makrofazich a od nich odvozenych
imunitnich bunkdch. Na tyto antigeny reaguji tzv. pomocné T-lymfocyty, které

bunku nezabijeji, ale pouze vytvoii imunologicky poplach upozornénim



B-lymfocytum, které zacnou vyrabét protildtky. HLA III. t¥idy (slozky
komplementu HLA-C2, C4, faktor B) se nepodili na imunitni prezentaci antigenu.
Pouze nékolik proteinu se podili na funci imunity a vétsina z nich slouzi pouze

ke komunikaci bunék na jejich povrchu. [1]

1.1.1 HLA geny a jejich vyznam pri transplantaci

Pro pochopeni role HLA pfi transplantaci je tfeba si nejdiive popsat samotné typy
transplantace podle typu déarce. Autologni transplantace vyuziva pacientovych
kmenovych bunék odebranych v bezpiiznakovém obdobi nebo s minimalni
aktivitou 1é¢ené nemoci. Syngenni transplantaci lze podstoupit, pokud ma pacient
jednovajecné dvojce. Jednovajetna dvojcata maji stejnou unikatni sestavu HLA
alel. Alogenni transplantace je pfevod kmenovych bunék mezi jedinci stejného
zivocisného druhu. Pokud dochézi k transplantaci mezi ptibuznymi ¢leny rodiny,
voli se nejcastéji sourozenci.[4] Pokud dochdzi k nepiibuzenské transplantaci vyuziva
se bunék nepiibuzného darce dostupného v narodnich (Cesky narodni registr darci
diené [5] a Cesky narodni registr dércii krvetvornych bunék [6]) ¢ mezindrodnich

registrech darcu kmenovych bunék (kostni drené).

Produkty HLA gent - antigeny - jsou zodpovédné za imunitni odpoved
organismu typu hostitel proti stépu (HvGR) a §tép proti hostiteli (GvHR). Stép
proti leukémii (GVL) je také spojovan s mirou HLA neshod, a tedy muzeme snizit
pravdépodobnost vraceni onemocnéni po transplantaci. V' soucasnosti
v transplantaci rozhoduje shoda HLA alel mezi darcem a ptijemcem v 5 klasickych
HLA lokusech : HLA-A, -B, -C, -DRB1, -DQB1. Ideélni je tedy shoda 10/10
(popf. 12/12 pokud je feSena i shoda -DPB1 genu), coz snizuje riziko vazné akutni
reakce GVHD, a je spojena s lepSim prezivanim ve srovnani s transplantacemi

od HLA neshodnych dércu. [1]
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1.2 (Genovy polymorfismus

Genovy polymorfismus chdpeme jako oznaceni pro dvé a vice alel (variant) genu,
ktery reprezentuje znak stéjného charakteru. Zaroven se ale samotna varianta alely
musi vyskytovat alesponn v 1 % populace. Pokud je jeji vyskyt mensi, oznacujeme
tuto odlisnost jako tzv. mutaci. Genovy polymorfismus se castéji objevuje
v nekédujicich oblastech (introny) nez v oblastech kdédujicich (exony) - vice
viz kapitola 2 Geneticky kéd. Polymorfismus u non-HLA zahrnuje jedno-nukleovy
polymorfismus (SNPs = Single nucleotide polymorphisms), kdy se 1is{ pouze jeden
nukleotid v celé DNA sekvenci, opakovani dvojic (TRs = Tandem Repeats), kdy
se opakuji dvé a vice (ruznych) dvojice bazi za sebou (¢asté pro introny), a variace
poctu kopii (CNPs = Copy Number Polymorphisms), kdy se opakuje stejné kopie

vicekrét za sebou.[7; 8]

1.3 Non-HLA geny

GvHD je jednou z hlavnich pti¢in imrti pacienta, i pres to, ze probéhne alogenni
TKB s HLA shodou 10/10 (popt. 12/12). To ndm ukazuje, ze i non-HLA geny

a jejich polymorfismus hrajou roli ve vybéru darce k piijemci.[1]

Védci se v poslednich letech snazi identifikovat takové non-HLA geny, které maji
schopnost vyznamné ovlivnit riziko GvHD a dalsich komplikaci po transplantaci,
a ty by poté mohly byt zaclenény do klasické strategie vybéru darce. Zaméruji
se na skupiny genu: pro cytokiny, pro chemokiny a jejich receptory, pro molekuly
vrozené imunity, pro adhezivni molekuly, pro vedlejsi histokompatibilni antigeny,

pro receptory NK bunék ¢i geny ovliviiujici metabolismus 1éku.[1]

1.4 NK bunky, NKG2D receptor a jeho ligandy

NK buniky (Natural Killer Cells) jsou soucasti pfirozeného imunitniho systému.
Velmi rychle reaguji na virové infekce (jejich pusobnost zde trva az 3 dny)
¢i tvorbu nadoru. Tvoii kolem 5 - 10 % vsSech lymfocytu v lidském obéhu.
Klasické imunitni bunky s pomalejsi reakci detekuji MHC ptitomny na povrchu

infikované bunky a spusti uvolnovani cytokinu, coz zpusobi smrt infikované bunky.
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To, ze NK bunky mohou reagovat rychleji, je zptisobeno jejich schopnosti rozpoznavat
a zabijet napadené bunky i s nepiitomnosti protilatek a MHC. Tuto kontrolni ¢innost
vykonavaji diky svym inhibiénim a aktivacnim receptorum na povrchu bunécné
membrany. Pfi normaélnich podminkach jsou receptory NK bunék v inhibi¢nim
stavu. NK bunky maji dva hlavni typy receptoru, které kontroluji rovnovahu mezi
jejich aktivaci a inhibici. Prvni identifikuje MHC I molekuly a zahrnuje ”killer
lectin-like” receptor (KLR) vytvofeny kombinaci CD94 bud s NKG2A nebo NKG2C
a "killer” imunoglobulinovy receptor (KIR), druhy identifikuje non-MHC I molekuly
a zahrnuje NKG2D a ptirozeny cytotoxicky receptor (NCR).[9]

Vzhledem k zaméteni prace je vhodné se vice zamérit na NKG2D receptor (Natural
Killer Group 2, member D) a jeho ligandy MICA a MICB.

NKG2D je kédovan KLRK1 genem v NK-genovém komplexu (NKC), ktery se
u c¢lovéka nachazi na 12. chromosomu. NKG2D rozpoznava proteiny, které se
objevuji na povrchu infikovanych bunék. Exprese téchto proteinu zavisi na ruznych
typech stresu. Jedna z nejvyznaméjsich stresovych situaci je poskozeni DNA.
Genotoxicky stres, zastavend replikace DNA, $patné regulované bunécné déleni,
virova replikace nebo nékteré virové produkty aktivuji ATM a ATR kinazy. Tyto
kinazy iniciuji reakci na poskozeni DNA, ktera se podili na regulaci ligandu NKG2D.
Odpovéd na poskozeni DNA se tak podili na upozornéni imunitniho systému

na piftomnost potencialné nebezpeénych bunék. [10]

MICA a MICB (MHC class I polypeptide-related sequence A/B) geny jsou
lokalizovany na kréatkém raménku 6. chromosomu (6p21). Klasifikuji se jako
non-HLA geny a jsou soucdsti skupiny 7 genu MIC (MICA - MICG). MICA
a MICB jsou jako jediny ze skupiny MIC pravymi geny, které maji bilkovinné
produkty, zatimco ostatni MICC-MICG jsou pseudogeny. Oba geny jsou vysoce
polymorfni. Jejich polymorfismus a stupen exprese jsou spojovany s autoimunitnimi
nemocemi, infekcemi a rakovinou. I pfes jejich podobnost k HLA, nepredstavuji
peptidy a nejsou na povrchu leukocytu, ale na endotelidlnich bunkéch (vnitinich
povrch krevnich a lymfatickych cév a srdce), fibroblastech (vazivové bunky),

epitelidlnich (vnitini/vnéjsi povrch organismu) a nddorovych burnkach.[11]

Sekvence (posloupnosti znaku nukleovych bazi) MICA a MICB jsou z piiblizné 91 %

totozné. Exon 1 (o exonech vice viz kapitola 2 Geneticky kéd) predstavuje vedouci
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peptid, exony 2 - 4 koduji syntézu extraceluldrnich domén a exon 5 kéduje trans-
membrénovou oblast (TM) genu, exon 6 kéduje cytoplazmaticky ocas. TM kéduje

opakovany polymorfismus.[11]

Dle [12] je pro MICA gen aktudlné popsdno 109 alel a stale se pracuje na popisu
dalgich. Bylo prokdzano, ze polymorfismus MICA (MICA-129 a MICA A5.1)
ovliviiuje signalizaci NKG2D a polymorfismus NKG2D ovliviiuje cytotoxickou reakci
(zabijeni bunék). Pii TKB MICA shoda mezi ddrcem a piijemcem ukézala snizeni
aGvHD a ¢cGvHD a zvysila prezivani pacientu.[11] Pro MICB gen je u ¢lovéka je
znamo az 47 alel.[12] V praktické ¢dsti pii analyze referencnich dat z IPD databéze
(vice viz kapitola 4.6 Immuno Poylmorphism Database IPD) bylo zjisténo 388
zaznamu alel genu MICA a 236 zaznamu alel genu MICB.

MICA gen kéduje 383 bilkovin (proteinu), v databézi IPD je 1152 bps. Vzhledem
k tomu, ze jediné rozdily mezi MICA alelami jsou synonymni substituce, danych 100
alel kéduje pouze 79 ruznych bilkovin. Dvé MICA alely jsou "null” (prazdné) alely,
které nemaji zadny bilkovinny produkt.[13] Kombinace mimobunéénych a TM typu
usnadnuje identifikaci MICA alel a snizuje poc¢et moznych nejednoznaénych typizaci

u heterozygotnich jedincu.[11]
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2 Geneticky kod

Geneticky kéd odpovida souboru pravidel, které pouzivaji zivé burnky pro prenos
genetické informace v podobé DNA (Deoxyribonukleova kyselina, dvousroubovice)
¢i mRNA (messenger "poslicek” ribonukleova kyselina, jednovldknova) na hlavni

strukturu bilkovin, coz je pofadi aminokyselin v fetézci (DNA).[14]

Tyto Tetézce jsou tvoreny nukleovymi bdazemi (ddle jen béze), které tvori
komplementdrni pary (znaceni "bp” = base pair) typu Guanin - Cytosin (G - C)
a Adenin - Thymin /-Uracil (A - T /U).[14]

Veskera geneticka informace organismu se nazyva genom a je zapsana v podobé
DNA (s vyjimkou nebunéénych organismi - RNA). Kazdé ¢ést predstavujici néjakou
funkci se nazyvda gen. Pro kopirovani DNA fetézce se vyuziva schopnosti
replikace DNA, kdy se podle DNA tvoii mRNA, ktera prenese genetickou informaci
k ribozomum, na kterych probiha translace - sestaveni hlavni struktury bilkovin.
Poradi aminokyselin je stanoveno pripojenim tRNA (transferovd RNA) ke kazdému
kodonu (triplet bazi, vice kapitole 2.2 Kodon) s odpovidajicim antikodonem, ktery

nese dané aminokyseliny.[14]

2.1 Césti genomu

Lidsky genom je z néjveétsi ¢asti (kolem 75 %) tvoren intergennimi oblastmi, zbyld

¢ast jsou introny a exony, z ¢ehoz exony tvoii nejmensi zastoupeni.[15]

Exony jsou ¢asti genu, které oznacuji jak DNA sekvenci v genu, tak odpovidajici
RNA sekvenci v transkripci, poté, co jsou odstranény introny. Tyto oblasti koduji
bilkovinné produkty. VSechny exony v genomu se nazyvaji exom. Introny jsou
nekodujici oblasti RNA transkripce a pred DNA translaci jsou tyto oblasti odstranény.
I kdyz introny nekéduji zadné bilkoviny, jsou nedilnou soucédsti regulace genové
exprese. Intergenni oblasti se nachazi mezi jednotlivymi geny. Obsahuji dulezité
¢asti jako jsou promotery (specifickd RNA sekvence bazi, na kterou se navazuje
RNA-polymeraza), nebo enhancery (sekvence DNA, kterd vaze aktivacni faktory).
[15]
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2.2 Kodon

Kodon jsou tii za sebou jdouci biaze v mRNA, antikodon je komplementarni (tedy
druhd béze z dané dvojice) trojice bazi tRNA (transferovd RNA) ke kodonu. Kazdy
kodon kéduje néjakou aminokyselinu (viz tabulka v obrazku 2). Mdme 64 (43)
ruznych moznych kombinaci bézi v kodonu. Geneticky kéd je ale degenerovany
(redundantni), jedna aminokyselina muze odpovidat vice kodonum. Tato degenerace

zpusobuje nemoznost zrekonstruovani genu podle dané bilkoviny.[16]

Iniciaéni kodon, téz jako ”Start kodon”, je rozeznavan ribozomem na mRNA
jako pocéatek genu a od tohoto mista probiha syntéza bilkovin neboli translace
(sestaveni hlavni struktury bilkovin podle mRNA). Ve vétsiné pripadu se jedna
o kodon typu ATG, coz je aminokyselian methioninu. V 90 % piipadu je rozeznén
prvni ATG kodon. Termina¢ni kodon neboli ”Stop kodon”, pokud je rozeznan
ribozomem, ukonc¢uje translaci aktualni bilkoviny. Obykle jde o kodon typu TAA,
TAG nebo TGA a nepatii k nim tRNA s antikodonem. Pokud je tedy tento kodon
rozeznan ribozomem, navéze se na bézi A release faktor (= bilkovina podobnd
tRNA) a misto dalsi aminokyseliny je vlozena molekula vody. Timto dojde
k terminaci translace, uvolni se vznikly polypeptid (= spojeni 10 a vice

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

Druhy nukieotid
U G A G

UUU fenyalanin |UCU serin UAU tyrosin UGU cystein u

UUC fenyalanin |UCC serin UAC tyrosin UGC cystein C

UUA leucin LICA serin UAA stop kodon UGA stop kodon| A

UUG leucin UCGserin  |UAG stop kodon UGG tryptofan G

CUU leucin CCU prolin  |CAU histidin CGU arginin U
o CUC leucin CCC pralin - |CAC histidin CGC arginin & | =
S C UA leucin CCA prolin  |CAA glutamin ICGA arginin A §
% C UG leucin CCGprolin  |CAG glutamin CGG arginin G =
= AUU isoleudn |ACU threonin AALU asparagin AGU serin u| e
5 MUC isoleucin  ACC threonin AAC asparagin AGC serin c =
B AUA isoleucin  [ACA threonin [AAA lysin AGA arginin A& | =

AUG methionin JACG threonin |AAG lysin AGG arginin G

GUU valin GCU alanin  |GAU kyselina asparagovaGGU glycin u

GUC valin GCC alanin |GAC kyselina asparagovaGGC glycin C

GUA valin GCA alanin  |GAA kyselina glutamova |GGA glycin A

GUG valin GCG alanin_ |GAG kyselina glutamova |GGG glycin G

Obrazek 1: Kodony a které bilkoviny predstavuji (RNA baze) [17]

15




3 Metody sekvenovani

3.1 Sangerova metoda sekvenovani (1977)

Sangerovo sekvenovani zahrnujeme do sekvenovani prvni generace. Tuto metodu
lze pouzit pro sekvenovani kratké sekvence jednovlakonové DNA. K pocatku DNA
se navaze komplementarni primer, ktery je 15 - 25 bp dlouhy. Od tohoto mista
dochézi k syntéze DNA pomoci ¢ty deoxyribonukleotidu dNTP (dATP, dGTP,
dCTP, dTTP) ¢i ¢ty dideoxynulkeotidi dANTP (ddATP, ddGTP, ddCTP, ddTTP).
Tento dANTP se zacleni do DNA, ale jelikoz nema OH skupinu (OH = hydroxyl,
chemicka skupina obsahujici jeden atom vodiku a jeden atom kysliku) jako ANTP,
zastavi se syntéza. Malé mnozstvi ddNTP zaruéi nahodnost pripojeni k DNA

fetézci.[18]

PG ATTE A GEE G GET MG 6T 8 WTEGAT GT CCEGCC TA AT GCCCTA
1] 190 200 210 220

=]

Obrazek 2: Chromatogramy ze Sangerova sekvenovani ruzné kvality. Horni sekvence je strojové
prectena ale jeji kvalita zpusobi nepfesné informace o sekvenci. Prostiedni sekvence je jasné ¢itelnd,
toto je optimalni kvalita signalu. Spodni sekvence ma v celé délce rusivy signal, musime byt tedy
opatrni, ale kvalita je stdle akceptovatelnd. [19]

Dnes se pouziva fluorescencéné znacenych ddNTP, kdy kazdy typ ma svoji barvu,
a diky tomu muze reakce probthat v jedné zkumavce. Jednotlivé fragmenty jsou
poté serazeny kapilarni elektroforézou (separace latek na zdkladé jejich rozdilné

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

Genetickd informace ulozend v DNA obsahuje zjednodusené soubor pokynu, které
se bud projevi nebo neprojevi jako znaky jedince. Protoze méme péry stejnych
chomozomu, kazdy znak je tak tvofen dvéma alelami. Pokud jsou tyto alely
(pro jeden dany gen) stejného typu, je dany jedinec homozygot (pro dany gen).

Pokud jsou alely rozdilné, jedna se o heterozygotniho jedince.

DNA 7basecalling” programy analyzuji fluorescentni signaly ze Sangerovo
sekvenovani a odhaluji tak typ vzorku a jeho kvalitu (viz Phred skére), coz ukazuje
spolehlivost 7basecallu”. V klasickém sekvenovani zalozeném na PCR jsou
u homologniho genu (geny odvozené ze spoleéného genu) obé kopie alely sekvenovany
soucasné. Ve srovnani s hypotetickym signalem n z jedné alely, je sledovany signél

ve skute¢nosti souc¢tem signalu z obou alel, tedy 2n. [20]

What you sequence What you see in the electropherogram
A n
G
— 2n
A G+G
n
G

Obriazek 3: Homozygot. Vysledny signdl je souc¢tem signdlu z jednotlivych alel. Vlevo jsou
signdly z jednotlivych alel, vpravo vysledny signél - jejich soucet. [20]

Jeden peak (hrot, signdl) v chromatogramu, ktery reprezentuje homozygotni bazi, je
soucet dvou identickych signalta bazi, kde kazdy je priblizné polovina fluorescentniho
signélu v relativnich fluorescentnich jednotkach (RFU) vysky vysledného signalu.

Ztrata signédlu jedné alely tedy predstavuje snizeni signdlu na piiblizné polovinu.
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What you sequence What you see in the electropherogram

Obrazek 4: Homozygot - ztrata alely. Vysledny pik je pfiblizné polovina otekdvaného signalu.
20]

V piipadé heterozygota vysledné peaky paru se pohybuji ve stejné nebo podobné
poloze jako smiSena baze. Sila signalu kazdé béze je ptiblizné polovina sily vysledného
signalu u homozygota. V idedlnim ptipadé jsou oba signdly stejné vysoké, ale nemusi

tomu tak byt vzdy, tedy jeden signal bude vyskou presahovat druhy.

What you sequence What you see in the electropherogram
R [G+A

- » n ]
R [G+A)
n

2n 1]
R [G+A)

Obréazek 5: Heterozygot. Vlevo jsou signily z jednotlivych (rozdilnych) alel, vpravo mozné
vysledné vystupy. Vystup I je idedlni piipad. Vystupy II a III jsou realita. [20]

Tato nerovnovéha vysek komplikuje stanoveni jejich poméru.[20]

Base calling je proces prifazovani baze podle maxim z chromatogramu (graf

intenzity svétla daného fluorescencné oznaceného konce pii sekvenovéni).[21]
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3.2 Sekvenovani nové generace

Metody sekvenovani nové generace (Next-generation sequencing, dédle jen NGS)
umoznuji levnéjsi, rychlejsi a rozsahlejsi ¢teni dat, jelikoz vyuziva fragmentace
genomu - tedy rozdéleni do mensich tseku dlouhych nékolik set bazi. Protoze se
ale genom fragmentuje, je nutné spravné urcit lokalitu téchto tseku v genomu.
Ve vétsiné piipadu se pouziva referenéni genom stejného/piibuzného druhu - diive
osekvenovany genom - ktery jiz mame zmapovany. Fragmenty se namnozi PCR
reakci, ktera funguje na principu replikace nukleovych kyselin, a tyto kopie jsou
dale paralelné sekvenovany. Paralelizaci sekvenovani dosahujeme ¢teni az milionu

vldken DNA najednou. Jsme tak schopni osekvenovat cely genom najednou.[22]

Cely tento proces je mozno redukovat tim, ze se sekvenuji jen jeho urcité casti.

b

Hovoti se tak o "redukované reprezentaci genomu”. Této reprezentace se docili
napiiklad pouzitim restrikénich enzymu, které mnastépi DNA sekvence
na presné daném misté a sekvenuje se pouze oblast do urcité vzdalenosti od mista
Stépeni, muzou se také sekvenovat pouze casti, které jsou prekladany do RNA,
¢i se pouzije "sequence capture’, kdy se presné urci sekvence, které se maji

sekvenovat, napiiklad konkrétni gen.[22]

PCR (Polymerase Chain Reaction) slouzi k vytvofeni az milionti kopii daného
fragmentu DNA, ktery muze byt az 10 000 nukleotidi dlouhy. Vzorovy tsek DNA
musi byt ohrani¢eny tvz. primery. Primer je fetézec dlouhy nékolik bézi (resp.

aminokyselin) a slouzi jako pocatecni misto replikace.[23]

3.3 Rozdil mezi Sangerovo sekvenaci a NGS

Jeden z hlavnich rozdili je, jaké mmnozstvi fragmentu jsou metody schopné
sekvenovat. Sangerovo sekvenovani dokaze sekvenovat pouze jeden DNA fragment,
zatimco NGS metody jsou schopné sekvenovat miliony fragmentu najednou.

)

Sangerovo sekvenace je efektivni pro ”variant screening studies”, kdyz je pocet

vzorku maly a zkoumdme varianty jediného genu.[24]
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Cast II. - Identifikace a analyza variant genu

4 Ziskavani dat

4.1 Cteni biologické sekvence

Identifikace (predikce, hledéni) genu je proces hleddni urcitych oblasti DNA, které
odpovidaji danému genu. Diky této identifikaci muzeme lépe pochopit nejen lidsky

genom.

Cteci ramec (RF; Reading Frame) je zpiisob rozdélenf sekvence nukleotidit v DNA
nebo RNA na po sobé jdouci trojice bazi, které se neprekryvaji. Pokud tyto trojice
kéduji aminokyseliny nebo slouzi jako stop signaly béhem translace, oznacuji se jako

kodony.[25] Vice o ¢tecim ramci v piiloze B ORF - Otevieny ¢teci ramec.

Jednotetézcova nukleova kyselina ma jeden fosforylovy konec, zvany 5’-end,
a jeden hydroxylovy konec, zvany 3’-end. Tyto konce definuji smér ¢teni sekvence.
V daném sméru muzeme sekvenci ¢ist ve tfech ¢tecich ramcich, kazdy z nich zacinajici
rozdilnou bazi z jedné trojice. V DNA dvousroubovici, kde jsou jednotlivé fetézce
k sobé komplementarni, odpovidé smér druhého tetézce 5’ —3’ sméru 3’—5’. Pokud
bychom z jednoho sméru cteni chtéli vytvorit druhy, délame tzv. reverzni

komplement.[25]

4.2 Hledani homologie

Vétsina dneSnich programu pro lokalizaci genu pracuji az s 95% uspésnosti.
Problémem ale zustava spatna indetifikace hranic mezi introny a exony a tim vznikne
identifikace falesného RF pro dany gen. Identifikaci muzeme posilit tim, ze budeme
vyuzivat hledani homologie k testovani, zda je fada kodonu skuteény exon nebo
pouze ndhodné sekvence. V tomto piipadé se prohleddvaji DNA databéze a zjistuje
se, zda je dana sekvence indentickd nebo podobna jakémukoli genu, ktery byl jiz
sekvenovan. Samoziejmé pokud je testovand sekvence soucasti genu, ktery byl jiz

sekvenovan, bude nalezena identicka shoda. To ale neni duvod hleddni
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homologie. Zamér je zjistit, zda je nova testovana sekvence podobna jakémukoli
znamému genu. Pokud se najdou podobnosti, mohou byt sekvence homologni -

geny mohou byt evoluéné piibuzné.|[26]

4.3 Sestaveni sekvence

Pro jednotlivé ¢teni se urci jejich smér (F/R - Foward/Reverse - Dopiedné/Zpétné)
a seradi se tak, aby sekvence maximalné vzajemné odpovidala. Takto sestavena
sekvence se nazyva kontig (z angl. contig). Po pripadnych ru¢nich opravach kontigu
se sestavi sekvence 2z nejcastéji se vyskytujicich nukleotidovych  béazi
v jednotlivych pozicich. Tyto sekvence se nazyvaji konsenzualni sekvence.
Kontig je sestaven vzdy ze ¢teni jednoho jedince a jeho vysledkem by méla byt realné
existujici sekvence DNA. Porovnavani vice sekvenci se nazyva alignment (dale jako

zarovnavani, porovnavani apod.). [27]

A RRRGG- k:AAGCAATAT e
AAAGGGCAAGCAATAT |
R=AorG
Y=CorT
AAAGGCAAGCAATAT. K=GorT
B ' 1111 NN NNN NN NN M=AorC
AAAGGGCAAGCAATAT s=CorG
W=AorT
B=notA
C AAAGGSMARSMAWWW | lnc
V=notT
N = any

D

Obréazek 6: A: zarovnané sekvence; B: nezarovnané sekvence; C: vytvorena konsenzudlni sekvence
dle uvedené legendy; D: vzhled chromatogramu. [28]

V idedlnim piipadé, pokud je kontig sestaven pouze z bézi A, G, T a C (signaly bazi
se v chromatogramu nepiekravaji), jedna se o homozygotni genotyp, pokud je vsak
kontig sestaven i ze znaku, které oznacuji vice moznych bazi (v chromatogramu

se signéaly bazi prekryvaji), jedna se o genotyp heterozygota. V redlnych datech

se muzeme setkat s chybou ¢ mutaci.
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4.4 Format dat FASTQ, FASTA a dalsi

FASTQ je textovy format pro ukladani nejcastéji nukleotidové sekvence ¢i skore
kvality sekvence. Pismena sekvence i skére kvality jsou kvuli struénosti zakédovany
jednim znakem ASCII. Format bézné vyuziva 4 tadky pro jednu sekvenci: prvni
radek zac¢ind znakem ”@” a za nim je zapsan identifikdtor sekvence a volitelny
popis; druhy fadek obsahuje ¢istou sekvenci zapsanou pismeny (G, A, T, C); tteti
radek obsahuje pouze znak ”"+” a za nim muze byt zapsan identifikdtor sekvence
¢ jiny popis; c¢tvrty tadek kdéduje znakem ASCIT hodnoty kvality sekvence
na druhém fadku (na druhém a ¢tvrtém fadku je tedy stejny pocet znaku).[29]

@SRR014849.1 EIXKN4201CFU84 length=93
GGGGGGGGGGGGGGGGCTTTTTTTGTTTGGAACCGAAAGG
GTTTTGAATTTCAAACCCTTTTCGGTTTCCAACCTTCCAA

AGCAATGCCAATA

+SRR014849.1 EIXKN4201CFU84 length=93
4P nnnnnnnnyR7q 2. C?,B;76B; :EA1EA
1EA5’9B: 7 :#9EAODQ2EA5’ : >57: %A; A8A;79B; D@
/=<?7=9<2A8==

@title and optional description
sequence line(s)

+optional repeat of title line
quality line(s)

Obrazek 7: Piiklad FASTQ souboru. [29]

FASTA je textovy format, ktery reprezentuje nukleotidové sekvence
nebo proteinové sekvence pomoci jednopismennych kédu. Je umoznéno, aby pied
sekvencemi byly nazvy sekvenci ¢i komentatre. Informace mohou byt ulozeny jako
textovy soubor, pokud je formédtovany jako fasta soubor.[30] Format FASTQ slouzi
tedy k ulozeni fragmentu sekvence pred mapovanim. FASTA slouzi k ulozeni
referencniho genomu, na ktery budou mapovany fragmenty sekvence. V praci se

bude pracovat se soubory ve formatu FASTA (dale jako fasta).

SAM format (Sequence Alignment Map) je textovy formét slouzici k ulozeni
nukleotidovych sekvenci generovanych pomoci NGS a zahrnuje nyni
i nezmapované sekvence. Tento format podporuje kratké i dlouhé cteci sekvence
(az 128 Mbp). BAM format (Binary Alignment Map) je bindrni ekvivalent formatu
SAM. CRAM je komprimovany sloupcovy format souboru pro ukladani sekvenci

sefazenych podle referenéni sekvence. VCF (Variant Calling Format) je textovy
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format ktery obsahuje meta-informacni fadky, zahlavi a datové tadky, z nichz kazdy
obsahuje informace o poloze genomu. Forméat je schopny také obsahovat informace

o genotypu na vzorcich pro kazdou pozici.[31]

Variant calling je proces, kterym identifikujeme varianty sekvenci genu
ze sekvenacnich dat. Nejdrive se sekvenovanim genomu nebo exomu vytvoii soubory
typu FASTQ (NGS) ¢ abl (Sangerovo sekvenovéni). Poté se zarovnaji sekvence
s referenénim genomem a vytvoti se soubory typu BAM nebo CRAM. V poslednim
kroku se uréi, kde se zarovnané kusy sekvence DNA (reads = ready) lis

od referen¢niho genomu (exomu) a zapiSou se do souboru typu VCF. [32]

4.4.1 Kvalita dat FASTQ

Hodnota kvality @ je celociselné mapovani p, tedy pravdépodobnost, ze odpovidajici
baze z Base calling je nespravna. Pouzivaji se dva ruzné vzorce - nasledujici dvé

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

QSanger =—10 10g10 P

P =107

Vzorce nam tedy prozrazuji nasledujici tabulku:

Skore kvality Phred QQ | Pravdépodobnost nespravné baze | Presnost urceni baze
10 1210 90%
20 1z 100 99%
30 1z 1000 99.9%
40 1 z 10 000 99.99%
50 1 z 100 000 99.999%
60 1z 1 000 000 99.9999%

Tabulka 1: Hodnoty pfesnosti podle skére kvality Phred [33]

Skore kvality Phred se pouziva pro hodnoceni kvality sekvence, rozpoznavani

a odstranovani sekvence nizké kvality (ofezdvani konce) a stanoveni presnych
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konsenzualnich sekvenci (charakteristické sekvence bazi RNA/DNA, které jsou
spoleéné veétsimu poctu genu pribuznych funkei nebo vykazujici uréitou evoluéni
homologii; viz kapitola 4.3 Sestaveni sekvence). Mira podobnosti dvou
konsenzualnich sekvenci je mirou jejich evolucni pribuznosti. To, Ze se urcité baze

vyskytuji ve stejnych pozicich, vétsinou odpovidd jejich biologickému vyznamu.[34]

V zacatcich bylo skére kvality Phred pouzivano hlavné v programu Phrap, ktery
sestavoval sekvence. Phrap se hojné pouzival v projektu ”Lidsky genom” a je nyni
jeden z nejpouzivanéjsim programem v biotechnologickém prumyslu. Pred Phred
a Phrap musely byt manualné zkouméany nesrovnalosti mezi prekryvajicimi
se fragmenty DNA a to casto zahrnovalo ruéni stanoveni sekvence nejvyssi
kvality a ruéni upravy chyb. Phrap, ktery vyuzival skére kvality Phred, efektivné
automatizoval hledani konsenzudalnich sekvenci nejvyssi kvality, coz ve vétsiné
pripadi eliminuje nutnost ruc¢nich tprav. Tato automatizace zredukovala

i chybovost v sestavovani sekvenci oproti manudlnim tdpravam.[29]

Skore kvality se nejcastéji ukladaji se sekvencemi ve formatu FASTQ. Pred kompresi
predstavuji data o kvalité ptiblizné polovinu pozadovaného ilozného mista, diky

kompresi téchto dat se zmens{ ndroky na pamét a urychlf se analyza a prenos dat.[29]

Format fastq/fasta pro Sanger data umi skére kvality Phred zakdédovat
od hodnoty 0 do 93 pomoci ASCII od 33 do 126. V nezpracovanych datech ale skore
kvality Phred ztidka prekracuje hodnotu 60, vyssi hodnoty jsou mozné v sestavach
sekvenci ¢ genovych mapéach.[29] Vystupni format dat ze Sangerovo sekvenovéni je

abl (chromatogram), které lze preformétovat na soubor fastq ¢i fasta.
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4.5 Dostupné datové zdroje

S rostoucim poctem bioinformatickych dat je potfeba tato data ukladat, sdilet

a organizovat. V dusledku toho pocet online databdzi kazdoroéné rapidné roste.[35]

Kolaborace mezindrodni databdze nukleovych sekvenci (INSDC; International
Nucleotide Sequence Database Collaboration) zahrnuje spolupraci DNA Databanky
Japonska (DDBJ, DNA Databank of Japan [36]), Evropského institutu
pro Dbioinformatiku Evropské laboratore molekuldrni biologie (EMBL-EBI,
European Molecular Biology Laboratory’s European Bioinformatics Institute [37])
a Nérodniho centra pro biotechnologické informace (NCBI, National Center
for Biotechnology Information [38]). Tato trojice od roku 1988[39] zachycuje,
uchovava a predklada trvaly védecky zdznam pro sekvenovani nukleovych kyselin
a souvisejici informace. Diky této spolupraci rozsah aktivit sekvenovani enormné
vzrostl a INSDC vytvorila mandat, ktery dominuje v obsahu biotechnologickych dat.
Zahrnuje také ulozisté a sluzby pro nezpracovana data, detaily experimentalniho
navrhu, funkéni anotace ¢ informace o projektu Lidsky genom (Human Genome

Project). [35]

Existuji také specializované databaze jako napiiklad WormBase, ktera uchovava

data hlistic, ¢i RiceWiki, kterd obsahuje data gent ryze.[39)]

Projekt NCBI zahrnuje databazi GenBank. Do projektu EMBL-EBI spada Databaze
imunopolymorfismu (IPD, Immuno Polymorphism Database [40]), ktera bude slouzit

jako zdroj bioinformaci v této praci.

4.5.1 Immuno Polymorphism Database IPD

Databaze imunopolymorfismu (déle jen IPD [40]) byla vytvofena v roce 2003 za
ucelem vytvofeni centralizovaného systému pro studium polymorfismu v genech
imunitniho systému. Tento projekt byl zalozen Skupinou HLA pro informatiku
Vyzkumného tustavu Anthonyho Nolana (HLA informatics Group of the Anthony
Nolan

Research Institute) v kolaboraci s Evropskym institutem bioinformatiky (European

Bioinformatics Institute).
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Sekce IPD-IMGT /HLA [41] poskytuje specializovanou databézi sekvenci lidského
hlavniho histokompatibilniho komplexu (MHC) a obsahuje oficidlni sekvence
pojmenované Vyborem pro nomenklaturu WHO pro faktory systému HLA
(WHO Nomenclature Committee For Factors of the HLA System). Tato databaze

je soucasti mezinarodniho ImMunoGeneTics projektu (IMGT).

IPD dale obsahuje sekce KIR (Killer-cell immunoglobulin-like receptor) ¢i MHC
(Hlavni histokompatibilni komplex) pro ruzné typy zivocCichu - napf. pes, ryba,

prase ¢i mys. [41]

Na strankéach IPD najdeme seznam oficidlnich referenc¢nich sekvenci gentt HLA. Mezi
nimi najdeme i non-HLA geny MICA a MICB (ostatni ze skupiny MIC nejsou

zminény, jelikoz se jednd o pseudogeny bez znamé funkcionality).
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5 Metoda pro identifikaci alel

5.1 Problémy alignmentu a identifikace

N

baze a jeji pozice ma svuj biologicky vyznam. Nelze tedy s biologickymi sekvencemi

zachazet jen jako s fetézci znaku.

5.1.1 Hledani slov

Na obrazku 8 vidime dva ptiklady zarovnanych sekvenci. Kazdé zarovnani ma
5 pozic, na kterych se baze lisi, chybovost/odlisnost je tedy stejnd pro oba piiklady.
7 evolucéniho hlediska ale dava zarovnani vlevo veétsi smysl, a to z duvodu potieby
menstho poc¢tu zmén subsekvenci (kratsi usek sekvence) pro vytvoreni shodné
sekvence. 'V levé horni sekvenci staci udélat pouze dvé (subsekven¢ni) zmény
(GGT a TG) ale v pravé horni sekvenci musime udélat zmén pét (C, G, G, T
a C). Proto by mély algoritmy pracovat na principu hledani slov, tedy k-mers
(k znaci délku slova). Zdékladnim predpokladem pro dvé pifbuzné sekvence je

alespon jedno spolecné slovo.[42]

GGTACATCTG ACTGAGGTAC

NN I N O
CTCACATCGC AATTACGAAG

Obrazek 8: Sekvence se stejnym poctem chyb.

5.1.2 Ruzna vaha chyb

Dalsim problémem pii identifikaci alel je zaména bazi v zarovnani. Chyba muze byt
zpusobend sekvenatorem, ktery chybné vyhodnoti vyslednou bézi, nebo
doslo k mutaci genu. Pokud doslo k mutaci, mélo by se k této odlisnosti pristupovat
jinak. Jinymi slovy: (obrazek 8) v sekvenci vpravo muze zaména na druhé pozici

C - A mit jinou biologickou slozitost nez zdména na osmé pozici T - A, i kdyz se
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jednéd o podobnou zadménu (stejnou chybu). Je to z duvodu chemické struktury
aminokyselin, které jsou zakédovany jednotlivymi kodony. Kazdéd zaména aminoky-
seliny ma své skore. [42] Pouzivaji se dvé skorové matice: BLOSUM ¢ PAM - vice

v priloze C Problémy identifikace.

5.1.3 Odlisnost alel

Dalsim z problému je také mira odlisnosti jednotlivych alel genu. Alely se mohou
lisit napiiklad pouze v jednom exonu, a v tom to exonu se mohou lisit pouze jednou

bazi. V kombinaci s chybovosti pfistroju to znacné ztézuje presnou identifikaci alely.

5.1.4 Heterozygocie

V neposledni tadé ztézuji identifikaci heterozygotni geny. Abychom mohli uréit,
o které dvé alely se jednd, musime heterozygotni sekvenci prepsat na kombinace
sekvenci s homozygotnimi znaky. Pocet kombinaci je zavisly na poctu
heterozygotnich znaku.  Pocet kombinaci roste funkci 2", kde n je pocet

heterozygotnich znak.

5.1.5 Vyuzivané nastroje

Programy, které na téchto principech funguji, jsou FASTA[43] (FAST Alignment)
a BLAST[44] (Basic Local Alignment Search Tool). Hlavnim rozdilem mezi FASTA
a BLAST je to, ze BLAST se ve vétsiné pripadu pouziva pii hledani neuzavieného
lokalné optimalniho zarovnani sekvence, zatimco FASTA se vyuziva spise pti hledani

podobnosti mezi méné podobnymi sekvencemi.

BLAST je jeden z nejpouzivanéjsich algoritmu/programu pouzivany pro srovnavani
primarnich sekvenc¢nich informaci. Je zalozen na zdkladé FASTA. Algoritmus dokaze
srovnat dotazovanou (zadanou) sekvenci se sekvencemi v databazi a zaroven rozpoznéa
podobné sekvence v ramci hranice podobnosti, to vSe za tcelem hleddani podobnosti
az moznosti homologie. Cilem je tedy najit mezi souvisejicimi sekvencemi, které

nemaji vysoké skore, segmenty s vysokym skérem. Existence takovych segmenti
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nad danou prahovou hodnotou naznacuje parovou podobnost bez Sance nahodnosti,
coz pomahd rozlisit piibuzné sekvence od nepiibuznych sekvenci v databdzi (¢i dvou
zadanych sekvenci). BLAST je populdrni diky své schopnosti rychle identifikovat
regiony s lokalnimi podobnostmi mezi dvéma sekvencemi. Program vyuziva skorové
matice BLOSUM. [42]

BLAST je volné dostupny na stréankdch NCBI [44] ve variantdch BLAST-N, ktery
porovnava nukleotidové sekvence, BLAST-P, ktery porovnava proteinové sekvence,
BLAST-X, ktery porovnava nukleotidovou sekvenci s proteinovou sekvenci

a tBLAST-N, ktery porovnava proteinovou sekvenci s nukleotidovou sekvenci.

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

Navrh metodiky vychéazel z pozadavku vyuziti metody offline a z formatu dat
ziskavanych ve FN Plzen v ramci projektu Ministerstva zdravotnictvi CR - Agentury

pro zdravotnicky vyzkum ¢. NV18-03-00277.

Prvnim krokem je spravnd tprava vstupnich dat. Pro jeden exon mame
2 vstupni soubory (2 sekvence) - dopredné ¢teni (foward) 3'—5" a zpétné cteni
(reverse) 5'—3’ (vice kapitola 4 Cteni biologické sekvence). To znamend nutnost
upravy zpétného cteni na jeho reverzni komplement. Upravené soubory poté vstoupi
do féze trimming, ve které najdeme nejpodobnéjsi (nemusi byt nutné uplné stejnd)
subsekvenci mezi dopiednou sekvenci a reverznim komplementem zpétné sekvence,
a tim urc¢ime nejpravdépodobné;jsi polohu exonu a dle zvolenych parametru ofizneme
doptednou sekvenci. Z této sekvence vyhodnotime, zda-li se jedna
o homozygotni ¢i heterozygotni sekvenci. Pokud se jednd o homozygota, muzeme
ihned zacit alignment (zarovnavéni) s referenénimi exony z databédze (DB), pokud
se ale jedna o heterozygota, je nutné vytvorit vSechny mozné kombinace sekvenci
a az poté muzeme piejit k alignmentu a urceni nejpravdépodobnéjsi alely (dvojice
alel v piipadé heterozygotni sekvence). Nejpravdépodobnéjsi alela (dvojice alel) se

urci nejvyssi hodnotou podobnosti k referenénim aleldm.

Na obrazku 10 je zobrazeny postup reseni identifikace.
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Uprava dat
A
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L , T rimming"“

L 4
Homozygot/
Heterozygot
Homozygot Heterozygot
Vytvoreni
kombinaci

v
DB |—» Alignment <«

i

Urceni
nejpravdépodobné;jsi
alely

Obrazek 10: Postup identifikaéni metody. SekvencelF znaci dopfednou sekvenci, Sekvence2R znaci
zpétnou sekvenci, Sekvence2F znaci reverzni komplement k sekvenci Sekvence2R.

31



5.2.1 Realna data

Metoda je navrhnuta pro soubory, které maji podobné vlastnosti jako redlna data
ziskdavana z FN Plzen. Pro MICA gen se ziskavaji data pro exony 2, 3 a 4,
pro MICB se ziskavaji data pro exony 2, 3, 4 a 5. Pro kazdy exon existuji dva
soubory - dopfedné a zpétné cteni. Pro gen MICB jsou exony 4 a 5 v jednom
souboru. Data obsahuji sekvence intronu a dany exon na neznamém misté. Pro

MICB exony 4 a 5 soubory vypadaji data intron - exon 4 - intron - exon &5 - intron.

® © @ G186 selected 3 casel.abl Q

E GEGT ATGGCAG C AGC TT AC

CATGCARGTC G MMCGARGCACCT TG ATTTGATTCTTCGGATGRAAGATCTTGGTGACTG AG T (
R 3 ] F ) g E 3] 5] L [] D * v

B c K ] E B P * E D 8 [ D E

B v — 1.0x ] f@@:x%@

Obrazek 11: Data ve formatu abl. V levé casti vidime nekvalitni data. Nizkd kvalita dat se
vyskytuje nejéasteji v ¢astech s introny. [49]

Jak jiz bylo zminéno, presné urceni alely ze vstupnich dat muze selhat na jejich
chybovosti. Redlna data jsou ziskand Sangerovo sekvenovanim ve FN Plzen.
Chybovost  této metody miuze pii spravnych podminkach dosahovat
az hodnoty 0.001 % [44]. Redlné data jsou ve formatu ab1, tedy data, kterd vyjdou
piimo ze sekvenatoru. Biopython obsahuje funkci, kterda umi ptecist abl soubory

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

Program byl napsan a spustén na pocitaci s operacnim systémem Windows 10,
s 8 GB operacni paméti a s CPU Intel Core i7 8th gen. 1.9 GHz. Rozhodla jsem se
pouzit pouze moznosti jazyka Python, a to ze dvou duvodu. Zaprvé, program bude
spustitelny na vice operacnich systémech, a zadruhé, z duvodu nedostatku znalosti
s operacnim systémem Linux, pro ktery je tvofena vétSina bioinformatickych
softwarti pro praci se sekvencemi. ReSeni spadd do kategorie dynamického
programovani. Program neni pamétové narocny, odhad maximdlniho vyuziti
operacni paméti je 2 GB, maximdalniho zatizeni procesoru je piiblizné 30 %.

Podminka navrhu metody je pouziti offline nastroju.

Biopython [46] je sada volné dostupnych néstroju pro biologické vypocty
napsanych v programovacim jazyce Python mezinarodnim tymem vyvojaru.
Obsahuje ttidy predstavujici biologické sekvence a anotace sekvenci a je schopen
pracovat s ruznymi forméty souboru, které se v bioinformatice pouzivaji
(napt. formét fasta, abl). Umoznuje také programové prostiedky pro pristup
k online databdzim biologickych informaci, jako je napt. databaze NCBI[58]. Dalsi
preklddani sekvenci (nukleotidy - proteiny), populacni genetika a dalsi. Licence
Biopythonu je kompatibilni téméf se vSemi bioinformatickymi software licencemi, je

tedy mozné Biopython pouzivat v fadé projektu.

Pozadavky pro béh Biopythonu ve verzi 1.79 jsou Python ve verzi 3.6, 3.7 ¢i 3.8.
(pouzita verze 3.9.6) a NumPy (Numerical Python). Mozné rozsifujici moduly jsou
NCBI Standalone BLAST (online néstroj), pairwise2, Clustal W ¢i EMBOSS.

Jako rozsufujici knihovny jsem pouzila SeqlO (soucdsti Biopythonu), difflib

a NumPy.

Knihovna SeqlO umi precist soubor ve formatu fasta, vytvorit objekt typu Seq
a rozdeélit informace v souboru do pfislusnych ”vlastnosti” sekvence - ID/nazev
sekvence a seq jako samotnou sekvenci posloupnosti znaku (A, G, T, C, R, Y,
K, M, S, W, B, D, H, V, N - viz obrdzek 6 v kapitole 4.3 Sestaveni sekvence).
Vyhoda této knihovny je, ze biologické sekvence se chovaji jako Seq objekty, coz

umoznuje pouziti spousty biologickych metod/operaci, které obycejny typ String
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neumoznuje. Sekvenci typu Seq je mozné uchovavat také jako MutableSeq objekt,
ktery umoznuje editaci sekvence (napt. pridavani ¢i odebirdni znaku), coz nam
klasicky Seq objekt neumoziniuje. Ale nemoznost editace neni brana jako nevyhoda,
spise jako jistota, ze se praci se sekvenci neprovede nechténa editace.
S objektem typu Seq muzeme provadeét klasické biologické operace jako je pocet
znaku len(sekvence), vytvoreni komplementarni sekvence sekvence.complement(),
vytvoreni reverznitho komplementu sekvence.reverse_complement() ¢ piekladu

do proteinové sekvence sekvence.translate().

Funkce, kterda se bude vyuzivat pro vsSechna porovnavani v metodé, je
SequenceMatcher z knihovny difflib[47]. Pouzivd se pro porovnani dvojice
sekvenci znaku (slova, biologické sekvence), pokud jsou znaky sekvence hashovatelné.
Myslenkou je nalezeni nejveétsi kontinualni spolecné subsekvence, ktera neobsahuje
chyby. V principu se jednéa o lepsi verzi algoritmu Gestalt Pattern Matching.
Algoritmus nevraci vysledek s minimalnimi dpravami sekvence (jako napiiklad
Levenshteinova vzdalenost), ale ma tendenci vracet shody, které lidsky ”vypadaji
dobte”. Vzhledem k tomu, ze SequenceMatcher urcuje skére shody dvou sekvenci
na zakladé podobnosti delsich subsekvenci, vybrala jsem tuto funkci pro vSechna
porovnavani, kterd v metodé probihaji. SequenceMatcher umi funkei ”.ratio()”,
kterd vraci ¢islo typu float v intervalu [0; 1], popsat podobnost dvou sekvenci. Pokud
vrati ¢islo vétsi nez 0.6 véetné, sekvence jsou podobné, pokud vrati ¢éislo 1.0, sekvence
jsou  stejné. Aby  SequenceMatcher umél pracovat 1 s chybami
v sekvencich, je potieba zadat pro 'junk’ parametr hodnotu None. Slozitost této
funkce je v nejhorsim piipadé kvadratickd, predpokladand slozitost je linearni.[47]

Volani funkce vypada nasledovneé:

SequenceMatcher(None, sekvencel, sekvence2).ratio().
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5.3.1 ijrava dat

Prvnim krokem je uprava vstupnich dat. V knihovné Seq/O je funkce SeqlO.parse(),
do které vlozime dva parametry - nazev souboru a jaky typ souboru to je, aby védéla
jak soubor ¢ist. Funkce data v souboru ulozi jako objekt Seq a k jeho atributtm,
jako je id ¢ samotnd sekvence, lze pristupovat jednotlivé - napt. Seq.id ndam vrati
id sekvence, Seq.seq nam vrati sekvenci znaku a Seq.description nam vrati popis

sekvence (¢asto se v souboru nachézi hned za id rozdélené pouze mezerou).

>HLA:HLA@1013 MICA*@@1 1152 bp
ATGGGGCTGGGCCCGGTCTTCCTGCTTCTGG!

Obrazek 12: Piiklad forméatovani fasta souboru.Prvni fadek: ”>HLA:HLAO01013” je id sekvence;
"MICA*001 1152 bp” je popis sekvence (description); druhy rddek obsahuje samotnou sekvenci.
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5.3.2 Trimming

Metoda pro trimming (ofiznuti) ndm ofizne dopfednou sekvenci za pomoci
porovnavani s reverznim komplementem zpétné sekvence. Metodu jsem
pojmenovala trim() a vklddaji se do ni 4 parametry: trim(sekvencelF.seq,
sekvence2F.seq, t, k), kde t je priblizna délka hledaného exonu a k je pocet krokd,
které se pridaji na zacatek a konec ofiznuti (hodnota by méla byt 3 az 5 kroku).
Z referencnich dat z IPD byly zjistény maximalni délky typu exonii, doporucuji zvolit
hodnotu tohoto parametru o 3 az 5 vétsi, a to z duvodu moznych chyb v prectené
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 (vychdzi se z maximalnich délek exonu, které jsou zminéné v kapitole
7.7 Referencéni data). Exony nejsou v sekvencich umistény na stejném

¢i podobném misté.

Dopredna sekvence

exon

Reverzni komplement zpétné sekvence

exon

Obrazek 13: Vizualizace metody pro trimming.

Pro metodu predpokladam, ze okoli exonu (Sedé tiseky na obrazku 15) neni z vétsiny
tvoreno znakem N, ktery maji nékteré programy tendenci vkladat, pokud ¢teni nema

silné signaly.
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Z dopredné sekvence se vezme subsekvence délky ¢ a porovnava se (funkef
SequenceMatcher) se stejné dlouhymi subsekvencemi z reverzniho komplementu
zpétné sekvence, které se "posouvaji” od nultého indexu az do indexu ”délka
reverzniho komplementu - 1 - t”. Hodnoty podobnosti se ukladaji do seznamu,
ve kterém se pak najde nejvétsi hodnota a ta se ulozi. Z dopredné sekvence se
vybere nova subsekvence posunutd o 1 krok a postup se opakuje. 7 ulozenych
hodnot se poté najde ta nejvétsi a zjisti se jeji index. Tento index predstavuje
ptiblizné umisténi zac¢dtku exonu, ktery hleddme (odchylka je zévisla na rozdilu mezi
zvolenym parametrem a délkou hledaného exonu, kterou ovsem nezname piesné.
Proto doporucuji zvolit hodnotu ¢ zvolit maximalné o 5 vétsi, nez je maximalni

délka referencniho exonu daného typu.

Dopredna sekvence

exon

nalezena nejveétsi shoda

| ==~ ,

k i k

Oriznuta sekvence

Obrazek 14: Vizualizace metody pro trimming.

Index pravdépodobného zacatku pouzijeme k ofiznuti dopiedné sekvence a to tak,
ze zacatek oriznuti bude 3 az 5 kroku pred indexem zacatku a konec ofiznuti bude
od indexu zacatku vzdalen délkou ¢ + k kroku. Tyto kroky zvysi pravdépodobnost,
Ze neofizneme Casti exonu na zacatku ¢i na konci, jelikoz se ve Cteni muzou
vyskytovat chyby, které predstavuji napt. béaze navic, které by mohly prodlouzit
sekvenci exonu, nebo index zacatku bude zvolen o jeden krok diive nebo déle

(experimentdlné zjisténo).
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Jediny problém ofezavani vstupnich dat je u genu MICB, ktery m& exony 4 a 5
v jedné sekvenci rozdélené sekvenci intronu. V tomto piipadé pro ofezavani sekvence
exonu 4 vkladdm k porovnavani dopfedné a zpetné sekvence necelou (useklou)
doptednou sekvenci. Podminkou pro spravny ofez je neofiznuti exonu 4, nezalezi
na tom, pokud se ofez udéla pred nebo béhem exonu 5. Misto, kde se sekvence ofizne,
se voli s ohledem na vzhled vstupnich dat - ptiblizné jak daleko od sebe jsou exony
4 a 5. SequenceMatcher nalezne nejdelsi spolecnou subsekvenci, coz bude v nasem
piipadé exon 4. Pro ofiznuti sekvence s exonom 5 vkladam doptfednou sekvenci
ofizlou od indexu konce exonu 4. Predpokladem je pofadi exoni:

exon 4 - exon H a exon 5 je kratsi nez exon 4.

exon 4 exon 5

—
N
W

Obrézek 15: Vizualizace spravného orfznuti (1, 2, 3) doptredné sekvence genu MICB s exony 4 a 5.
Sedé ¢ésti znadi introny.
Tato metoda umi ofiznout sekvence jak homozygotni tak heterozygotni bez nutnosti

znalosti této informace.

5.3.3 Homozygot / Heterozygot

V této césti se v ofizlé sekvenci spocitaji heterozygotni znaky. Pokud je tento pocet
nulovy, sekvence obsahuje pouze homozygotni znaky a alignment pfejde
do homozygotniho médu. Pokud je pocet heterozygotnich znaku vétsi nez nula,
alignment probihd v heterozygotnim moédu. V idedlnim piipadé se heterozygotni
znaky objevuji pouze v ¢astech exonu, nikoli intronu, aby se pii tvoreni kombinaci

pro heterozygotni sekvence netvorilo zbyte¢né mnoho kombinaci ¢teni sekvence.
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5.3.4 Vytvoreni kombinaci heterozygotni sekvence

Pokud se jedné o heterozygotni sekvenci, musime vytvorit vSechny mozné kombinace
¢teni dané sekvence. Pocet téchto kombinaci je 27, kde n je pocet heterozygotnich
znaku. Kazda varianta ¢teni predstavuje jednu moznou alelu, ale protoze se jedna
o heterozygotni sekvenci, nachazi se v ni zakodované 2 alely, tedy pfitomnost
heterozygotnich znaku, které predstavuji pouze znaky dvou bazi. Pokud se v sekvenci
nachézi znak, ktery predstavuje 3 znaky bézi ¢i chybny znak, nahradi se na daném
misté tento znak pismenem N ve vSech kombinacich. Legendu heterozygotnich
znaku a jaké baze predstavuji najdete v kapitole 4.3 Sestaveni sekvence

na obrazku 6.

¢~_~.
> > > > > > > > Db
4 4 4 46060 60 6o K
OO0 00 o
SEG > > el > > <
— 4 4 4 4 4 4 4 -
- 4 4 4 4 4 4 4 -
- 040 4040 <

Obrazek 16: Mozné kombinace heterozygotni sekvence. Sedy fadek znaci heterozygotni sekvenci,
radek 1 - 8 zobrazuji vSechna moznd ¢teni této sekvence. Sekvence obsahuje 3 heterozygotni znaky
(K, M, Y), kombinaci je tedy 23 = 8.

Pokud heterozygotni znak K prelozime do jedné alely jako G, druha alela musi
obsahovat na stejném misté znak T. Pokud budeme kombinace tvotit v podobé vzoru
bindrnich kombinaci (viz obrazek 16) vime, ze Cteni jsou k sobé komplementarni
(ve smyslu heterozygotnich znaku) v 1. a 8. tadku, 2. a 7. fddku atd. Pro kazdy
typ exonu bude jiny pocet kombinaci (zavisly na poctu heterozygotnich znaku).
Pro kazdou kombinaci se dle typu exonu spocita podobnost ke vsem referenénim

alelam. Pokud je podobnost mensi nez 0.6 (nebo jind stanovena hodnota), dojde
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k vyfazeni dané kombinace ze stavového prostoru fesenych kombinaci (ptifadi se
podobnost 0.0). Z téchto dat o podobnostech se vytvofi vSechny mozné
kombinace kombinaci typu exonu. Tyto kombinace k sobé budou komplementarni
(ve smyslu heterozygotnich znaki) opét prvni a posledni, druhy a predposledni atd.
Pocet téchto kombinaci je souc¢inem poc¢tu kombinaci ¢teni jednotlivych typu exonu.
Na obrazku 17 je tedy pocet kombinaci ¢teni 2 - 8 - 1 -4 = 64 kombinaci, a tedy 32

paru kombinaci.

exon 2 exon 3 exon 4 exon 5

H
H
Ilh

Obrazek 17: MICB - kombinace exoni. Cerné vyznacend cesta je jedna z moznosti kombinace
typu exonu. Zelend cesta je komplementarni kombinace k ¢erné. Barevné obdélniky predstavuji
data o podobnostech kombinaci typt exonu k referenénim aleldm.

Predpoklad je, ze v kazdé kombinaci exonu mé nejvyssi hodnotu podobnosti pouze
jedna alela (skupina alel). Pro kazdou kombinaci exonu se urci nejpravdépodobnéjsi
alela (najde se index s nejvyssi hodnotou a tento index odpovidd indexum
referencnich alel) a poté se tyto alely spraruji dle komplementarity. Pokud je
podobnost nejvyssi pro skupinu alel, najde se index pro prvni alelu z této skupiny

(kromé skupiny 0).

Muze se stat, ze heterozygotni znaky jsou pouze v jediném exonu a ostatni exony
jsou tvotreny pouze homozygotnimi znaky. Kombinace se vytvoii pouze pro exony

s heterozygotnimi znaky a pro ostatni exony se pracuje s puvodni sekvenci.

Jednim z problému, ktery muze nastat je, ze heterozygotni sekvence bude mit
vice kombinaci, které ”davaji smysl” - tedy vice nez dvé parové kombinace budou
odpovidat ruznym aleldm (se stejnou pravdépodobnosti). Tento fakt muze ovlivnit

findlni vyhodnoceni a jako vysledek ur¢i vice paru alel (skupin alel).
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5.3.5 Referencni data, DB

Data, kterd jsou zpracovdavana jsou exony 2, 3, 4 a 5 (exon 5 pouze u genu MICB),
coz vychazi z definice redlnych experimentu. Referencéni data byla stazena
z databdze IPD-IMGT/HLA. Pracuji se soubory MICA_gen.txt, MICA_nuc.tzt,
MICB_gen.txt a MICB_nuc.txt (formétované jako fasta soubory). V souborech _gen
se nachazi celé sekvence alel s introny i exony, v souborech _nuc se nachazi sekvence
alel pouze s exony. Kazda alela v souboru ma své id oznaceni, popis a sekvenci,
kde id a popis jsou na jednom radku a na nésledujicim fadku zacind dana sekvence.
Piiklad id a popisu: HLA:HLA26812 MICA*008:12 1156 bp. V tomto piipadée
se jednd o MICA gen, alelu 008:12. 71156 bp” oznacuje délku sekvence. Jako
identifikator sekvence pouzivam pouze id, podle kterého muzu poté urcit presny

nazev alely.

MICA_nuc.txt

exon 1 exon 2 exon 3 exon 4 exon b exon 6

MICA_gen.txt
exon 1 exon 2 exon 3 exon 4 exon 5 exon 6
[ | I TN T O T
intron intron intron intron intron intron

Obrazek 18: Vizualizace obsahu referen¢nich soubort genu MICA.

Navrzena metoda pracuje pouze se samotnymi exony. Problém je, ze v piipadé
souboru _nuc exony jsou poskladané do jedné dlouhé sekvence a nejsou piesné
oddélené. Vytvorila jsem tedy script, ktery precte soubory _nuc a _gen, porovna
alely diky jejich id identifikatoru a vytvori ¢tyfi seznamy, které maji stejné poradi
alel, dva seznamy pro id identifikatory a dva seznamy pro samotné sekvence alel.
Ptredpokladem pro tento postup je, ze jsou exony poskladané v poradi jako
na obrazku 19. Za exonem 6 muze byt dalsi sekvence (exon ¢ intron), které nas ale

nezajimaji.
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Pii zjistovani poctu alel v souborech jsem zjistila, Ze v souborech _nuc je vice alel
nez v souborech _gen. Presnéji 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 maji zastoupeni v obou souborech.

Délka jednotlivych exonu by se méla pohybovat v rozmezi 10 - 300 nukleotidu [48].
Jednotlivé exony ziskdvam porovnavanim sekvence alel ze souboru _nuc
se sekvenci se stejnym id ze souboru _gen. Ze souboru _nuc vezmu subsekvenci
dlouhou 300 bp (dle predpokladu délky exonu) a tuto subsekvenci porovnavam
se sekvenci ze souboru _gen. Hledam vzdy nejdelsi spoleénou subsekvenci od pocatku
subsekvence ze souboru _nuc. Po nalezeni nejdelsi spolecné subsekvence, tedy
exonu, zvolim ze souboru _nuc novou subsekvenci dlouhou 300 bp, ktera bude zacinat
na indexu hodnoty délky nalezeného (souc¢tu nalezenych) exonu. Princip se opakuje

az do konce sekvence ze souboru _nuc. Algoritmus je zobrazen na obrazku 19.

sekvence exonu

Kr()k 1 —
subsekvence = 300 bp
Krok 2 =
nalezeny exon 1
KI'O]:{ 3 F
exon 1  nova subsekvence = 300
Kr0k4 r
exon1l nalezeny exon 2
Krok5; SN

exon 1 exon 2 nova subsekvence = 300 bp

Obrazek 19: Algoritmus vybirani subsekvence a hleddni exont. Krok 1: vytvofeni
subsekvence od nultého indexu; Krok 2: porovndni subsekvence se sekvenci ze souboru _gen
a nalezeni nejdelsi spole¢né subsekvence = exonu; Krok 3: vytvoreni nové subsekvence od indexu
s hodnotou délky posledniho nalezeného exonu (nebo souc¢tu délek exonu); Krok 4: porovndni
nové subsekvence _gen sekvenci a nalezeni nejdelsi spole¢né subsekvence, tedy dalsiho exonu;
Krok 5: algoritmus se opakuje az do konce sekvence exont.
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Nejdelsi spolecnéd subsekvence se hleda zpusobem porovnavani jednotlivych znaku
jdoucich za sebou a pokud se znaky rovaji, do hledané spole¢né subsekvence se tento
znak prida. Algoritmus konci pii prvnim odlisném znaku. Predpokladem je, ze jsou

exony v obou souborech zaznamenéany stejné.

V sekvenci se nachazi exony 1, 2, 3, 4, 5 a 6. Kdyz se dostavame na konec sekvence,
musime délku subsekvence zmensit abychom nepiekrocili velikost sekvence, timto
nemusime dostat presnd data o exonu 6 a déle. To nam ale v tomto ptipadé nevadi.
Pro MICA referecni data potiebujeme exony 2, 3 a 4, pro MICB pottebujeme
exony 2, 3, 4 a 5. Referenéni MICB exony 4 a 5 jsou v datech v jednom souboru,

v referen¢nich jsou ale uchovavany jednotlive.

>HLA:HLA@1013
ATGGGGCTGGGCCCGGTCTTCCTGCTTCTGGCTGGCATCTTCCCTTTTGCACCTCCGGGEA
>HLA:HLA@1013
AGCCCCACAGTCTTCGTTATAACCTCACGGTGCTGTCCTGGGATGGATCTGTGCAGTCAC
>HLA:HLA®1013
CTTGCATTCCCTCCAGGAGATTAGGGTCTGTGAGATCCATGAAGACAACAGCACCAGGAC
>HLA:HLA@1013
TGCCCCCCATGGTGAATGTCACCCGCAGCGAGGCCTCAGAGGGCAACATTACCGTGACAT
>HLA:HLA®1013
GAAAGTGCTGGTGCTTCAGAGTCATTGGCAGACATTCCATGTTTCTGCTGTTGCTGCTGC
>HLA:HLA®1613

TCAGCCTCTG

>HLA:HLAG1014
ATGGGGCTGGGCCCGGTCTTCCTGCTTCTGGCTGGCATCTTCCCTTTTGCACCTCCGGGEA
>HLA:HLAG1914
AGCCCCACAGTCTTCGTTATAACCTCACGGTGCTGTCCGGGGATGGATCTGTGCAGTCAC
>HLA:HLAG1014

Obrazek 20: Vysledny textovy soubor ve formétu fasta referenénich exont. Rédek 1 - id alely;
tadek 2 - sekvence exonu 1; fadek 3 - id alely, fadek 4 - sekvence exonu 2; fadek 5 - id alely, fadek
6 - sekvence exonu 3; fddek 7 - id alely, fddek 8 - sekvence exonu 4; fadek 9 - id alely; fadek 10
- sekvence exonu 5; fadek 11 - id alely; fddek 12 - nelplnd sekvence exonu 6; faddek 13 - id nové
alely; fadek 14 - sekvence exonu 1; atd.

Referencni data (nalezené exony) jsem se rozhodla uchovavat v textovém souboru
ve formatu fasta, kde je pro kazdou alelu 12 radku - 6 jako id identifikatory alely
a 6 pro sekvence jednotlivych exont. Jako prvni je zapsan identifikator alely, hned

za nim je nalezeny exon.

Z obrazku 20 muzeme zpozorovat podobnost exonu stejného typu. Jednotlivé alely
se mohou lisit pouze v jednom exonu a exony se mohou lisit i pouze v jedné bazi

(= SNP = Single Nucleotid Polymorphism). Tato ptilisnd podobnost ztézuje piresné
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urceni alel vstupnich dat, protoze vstupni data mohou obsahovat neptedvidatelné
chyby nebo pri tvoreni kombinaci heterozygotni sekvence muze dojit k podobnosti
vice kombinaci. Pfi zjistovani podobnosti referenénich alel bylo zjisténa totoznost
nékolika alel v ramci feSenych exonu. Pro MICA alely bylo vytvoteno 38 skupin.
Skupina 0 obsahuje jedinecné zaznamy alel, skupiny 1 - 37 zahrnuji alely, které jsou
totozné ve vsech exonech. Pro MICB bylo vytvoreno 21 skupin stejného rozdéleni.
Skupiny naleznete v prilohdch E a F. Alely, které jsou v referen¢nich exonech
totozné se lisi v jinych exonech, které ovsem do identifikace nezahrnujeme. Proto
pii vyhodnoceni, o kterou alelu (alely) se jednd, algoritmus vraci bud nézev alely

ze skupiny 0 nebo ¢islo skupiny 1 - 37/1 - 20.

Po analyze rozdélenych exonu genu MICA byly zjistény délky exonu. Délka exonu
2 dosahuje az 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 lisit o jednu bézi.

Vzhledem k c¢asové narocnosti programu je lepsi nejdifve referencni data
zpracovat, zapsat je do textového souboru ve formatu fasta a s timto souborem poté
pracovat pii alignmentu. Zpracovani referencnich dat pro MICA trvalo

30 minut, pro MICB pfiblizné 20 minut.
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5.3.6 Alignment a urceni alely

Alignment probiha mezi vstupni sekvenci s jednim exonem a mezi vSemi referenénimi
exony stejného typu (napf. exon 2).  Princip alignmentu je nésledujici:
z praveé porovnavaného referenc¢niho exonu vycteme jeho délku a tuto délku pouzijeme
na vytvareni subsekvenci ze vstupni sekvence. Pro kazdou subsekvenci se spocita
podobnost s referenénim exonem a ulozi se do seznamu. Z tohoto seznamu se vyjme
nejvyssi hodnota podobnosti a vlozi se do matice podobnosti. Takto se vytvori
matice podobnosti pro vsechny exony vsSech referencnich alel. Poté se vytvori
v8echny mozné kombinace typu exonu (viz obrazek 17 v kapitole 5.3.4 Vytvoreni
kombinaci heterozygotni sekvence) a sectou se hodnoty podobnosti pro stejné alely.
Nejvyssi hodnota souctu urci typ alely. Ptedpoklad je, Ze nejvyssi hodnota se

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

referenc¢ni exon

‘

délka subsekvence pro porovnavani

sekvence s exonem

l vypocet podobnosti

Obréazek 21: Princip vypoctu podobnosti. Oranzovéa barva predstavuje vytvorenou subsekvenci
k porovnavani, zelend barva predstavuje referencni exon z databaze.

Porovnavaci funkci je SequenceMatcher. Samotny alignment trva od 20 vtefin
do 2 minut (zavislé na poctu sekvenci/kombinaci sekvenci, pro které se pocita

podobnost k referenénim alelam).



6 Validace a verifikace metody

6.1 Synteticka data

Pro tucely validace a verifikace metody bylo nutné vytvorit synteticka data, aby
bylo mozné hodnotit spravnost vysledkii. Redlnd data mohou byt zatizena ruznymi
chybami (viz kapitola 5.1 Problémy alignmentu a identifikace) a navic v tomto

pripadé nemusime védét, jaka je redlnad varianta genu.

Synteticka data byla vytvorena jednoduchym scriptem. Okolo exonu byly vlozeny
nahodné ruzné dlouhé sekvence znaku A, T, G, C. Takto bylo pro kazdou testovaci

alelu vytvoreno 6 souboru - 3x foward a 3x reverse.

Data byla nejdrive vyzkousena s nezménénymi exony, poté se do exonu zanesla

(manudlné) chyba jako napt. zména baze, baze navic ¢i chybéjici béze.

Homozygotni synteticka data byla vytvorena z referencénich exonu, ke kterym byly
z obou stran ”prilepeny” ndhodné sekvence homozygotnich znaka (A, T, G, C),
neboli ”pseudo-introny”. Tyto pseudo-introny simuluji redlné introny kolem exonu.
Byly vyzkouseny sekvence intronu z referencnich dat. Na vyslednou funkénost
metody nemd zdmeéna za pseudo-introny zadny vliv na identifikaci. V pripadé MICB

exont 4 a 5 byla data vytvorena zpusobem: intron - exon 4 - intron - exon 5 - intron.

Heterozygotni synteticka data byla vytvorena zkombinovanim dvou alel. Podminkou
byla stejnd delka exonu stejného typu. Konsenzudlni sekvence se vytvorila
porovnavanim znakll na stejném misté a naslednym urcenim, o ktery typ

kombinace se jednd (viz obrazek 6 v kapitole 4.3 Sestaveni sekvence).

Pro gen MICA bylo vytvoreno 324 ¢istych (bez chyb) homozygotnich syntetickych
dat (pro kazdou alelu), 129 ¢istych heterozygotnich syntetickych dat a 3 sady
93 syntetickych unikatnich homozygotnich dat s chybou. Syntetickd homozygotni
data genu MICA s chybou byla tvorena manuélné. Pro gen MICB bylo vytvotreno
202 cistych homozygotnich syntetickych dat (pro kazdou alelu) a 93 ¢istych
heterozygotnich syntetickych dat.
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6.2 Vysledky pro synteticka data

Syntetickd homozygotni data, kterd jsou vytvorena z referencnich alel ze stejné
skupiny podobnosti, jsou totozna. Neéktera syntetickd heterozygotni data byla
vytvorena ze dvou alel ze dvou stejnych skupin podobnosti (neplati pro skupinu
0), coz zpusobilo totoznost nékterych syntetickych heterozygotnich dat. Pro tato

data metoda urci vzdy stejné vysledky.

Uspéénost identifikace zalezi na vlastnostech dat jako je napi. ze kterych dvou alel
je tvorena heterozygotni sekvence nebo jestli data obsahuji chyby ¢i mutace a jakého

typu (béze navic, chybéjici baze, zdména baze apod.).

6.2.1 Cista synteticka data genu MICA a MICB

Pro vsechna €istd homozygotni syntetickd data MICA (324 dat) a MICB
(202 dat) byla dspésnost identifikace alely ¢i urc¢ité skupiny alel 100 %.

Pro €ista heterozygotni data genu MICA bylo vytvoreno 129 syntetickych dat.
Ze 129 syntetickych dat bylo pro spole¢nou minimalni hodnotu podobnosti 95 %
spravné feseni zahrnuto ve 126 vysledcich, coz je uspésnost 97,7 %. Z téchto 126
vysledku se spravné uréenymi dvojicemi bylo 88 vysledku jednoznaénych - tedy
pouze jedna kombinace alel (ta spravna) méla nejvyssi (100%) pravdépodobnost.
To je 69,8% uspésnost jednoznacné identifikace alely. Pro zbylych 38 vysledku byly
urceny 2 kombinace ruznych alel, které mély stejnou pravdépodobnost (100%). To je
zpusobené tim, ze vice kombinaci ¢teni heterozygotni sekvence muze ”davat smysl”.
Nespravné urceni alely muze byt zpusobeno rozdilnosti délek referencnich exonu
a chybnda béze navic zpusobila vétsi podobnost k jiné alele. Pfi porovnani spatné
urcenych referencnich alel a spravnych referencnich alel byla zjisténa

podobnost téchto alel vétsi nez 90 %.

Unikatnich typu cistych heterozygotnich syntetickych dat genu MICA
je 69, tedy jedinecnych vysledku oproti ostatnim datum. Uspéénost identifikace
unikdtnich dat byla 95,7 % (66 dat). Pocet jednoznacné urcéenych dvojic alel
(skupin alel) bylo 60, coz je 87% tspésnost jednoznacnosti vysledku. Pocet spravné

urcenych alel z jednoznacnych vysledku bylo 57. 3 nespravné ucené dvojice alel
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obsahovaly vzdy jednu spravné urcenou alelu s pravdépodobnosti 100 %. Po analyze
podobnosti Spatné urcenych alel se spravnymi alelami byla zjisténa podobnost téchto

dvou referencnich alel vyssi nez 90 %.

Zbylych 9 typu soubort, mélo ve vysledcich dva pary alel (skupiny alel) se stejnou
nejvyssi pravdépodobnosti (100%).

Pro cista heterozygotni data genu MICB bylo vytvoreno 93 syntetickych dat.
Z téchto 93 syntetickych dat bylo pro spoleénou minimalni hodnotu podobnosti
95 % spravné reseni zahrnuto ve vSech vysledcich, coz je ispésnost 100 %. Z téchto
93 vysledku se spravné urcéenymi dvojicemi bylo 64 vysledku jednoznaénych - tedy
pouze jedna kombinace alel (ta spravnd) méla nejvyssi (100%) pravdépodobnost.
To je 68,8% uspésnost jednoznacéné identifikace alely. Pro zbylych 29 vysledku byly
urceny 2 kombinace ruznych alel, které mély stejnou pravdépodobnost (100%). To je

zpusobené tim, ze vice kombinaci ¢teni heterozygotni sekvence muze ”davat smysl”.

Unikatnich typu ¢istych heterozygotnich syntetickych dat genu MICB je
16, tedy jedine¢nych vysledku oproti ostatnim datum. Vzhledem k malému poctu
unikatnich typu dat tato statistika nemusi byt presna. Pocet jednoznacné uréenych
dvojic alel (skupin alel) bylo 14, coz je 87,5% tspésnost jednoznacnosti vysledku.
Zbylé 2 typy souboru, mélo ve vysledcich dva péary alel (skupiny alel) se stejnou
nejvyssi pravdépodobnosti (100%).

Chybna identifikace alel mohla byt zpusobena Spatné zvolenym mistem
pro trimming, kdy se mohlo ofiznout par znaku bazi z exonu a tak alignment
k referenénim exonum neprobéhl spravné v kombinaci s priliSnou podobnosti

referencnich exonu alel.
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6.2.2 Homozygotni synteticka data s chybou genu MICA

Synteticka data s chybou byla vytvorena manuélné pouze pro gen MICA, vzhledem
k malému poctu unikatnich dat genu MICB. Metodika identifikace je pro oba geny
stejna. Pro simulaci chybnych dat byly vytvoreny 3 sady 93 unikatnich syntetickych
dat. VSechny chyby byly vytvoreny v dopfednych sekvenci syntetickych dat jednoho
nahodného typu exonu. Syntetickd data s chybou maji zastoupeni témeér ve vSech

skupinach alel, ze skupiny 0 bylo vybrano 59 alel.

Prvni sada 93 chybnych syntetickych dat je zaloZzena na prebyvajici bazi.
Do sekvence exonu byl na ndhodné misto vlozen ndhodny znak béze. ﬁspééné

identifikace probé¢hla u 79 dat, coz odpovid4 84,9% tspésnosti identifikace.

Druha sada 93 chybnych syntetickych dat je zalozena na zaméné baze. V sekvenci
exonu byla na ndhodném misté vytvorena zaména znaku baze za ndhodny vybér ze
zbylych ti{ znakt béazi. Uspééné identifikace alely probéhla u 72 dat, coz odpovida
77,4% uspésnosti identifikace.

Treti sada 93 chybnych syntetickych dat je zalozena na chybéjici bazi. V sekvenci
exonu byl na ndhodném misté odebran znak béze. Uspééné identifikace alely probéhla
pro 72 dat, coz odpovidd 77,4% tuspésnosti. Stejny vysledek tispésnosti s predchozi
sadou dat je zcela ndhodny. Data, kterda nebyla spravné identifikovana se v obou

sadéach dat lisi.

Nespravné urceni alely muze byt zpusobeno rozdilnosti délek referencnich exont,
Spatné zvolené misto pro trimming nebo chybna baze zpusobila vétsi podobnost
k jiné alele. Pti porovnani nékterych spatné uréenych referencnich alel a spravnych
referencnich alel byla zjisténa podobnost téchto alel vétsi nez 90 %. Hodnoty
pravdépodobnosti se pohybovaly mezi 66,7 az 98 %. Data, kterda se blizila
k hodnoté pravdépodobnosti 66,7% byla $patné offznuta pii trimmingu a neprobéhl
tedy spravny alingment k referen¢nim exonum pro chybny exon. I ptes Spatné ofizly
exon probéhla u nékolika dat tspésna identifikace. Funkce SequenceMatcher mé
tendenci ohodnotit delsi spole¢nou subsekvenci vyssi hodnotou podobnosti. I pres
to, ze jsou chyby stejného charakteru, muze hodnotu podobnosti ovlivnit umisténi

chyby a zda je chybny znak stejny jako alespon jeden z okolnich znaku.
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7 Zavér

Prace se zabyva problematikou identifikace alel a néaslednym navrhem metody
pro automatickou identifikaci alel non-HLA genu MICA a MICB. V poslednich
letech se zkouma vyznam non-HLA gent pti TKB. Pokud by nastala situace, kdy je
vice darcu se shodnymi HLA znaky, muze shoda non-HLA genu pomoci pii vyberu

vhodného darce. Vybér spravného darce muze zna¢né snizit riziko GvHD.

Prvni ¢ast prace rozebird imunitu, HLA a non-HLA geny a jejich vyznam pii TKB,
Natural Killer bunky (NK), funkci NKG2D receptoru a jeho ligandy MICA a MICB,
byl vysvétlen genovy polymorfismus a vysvétlen geneticky kod. Dale byly popsany
metody ziskavani biologickych sekvenci Sangerovo sekvenovanim a Next-generation

sekvenovani (NGS) a byl zminén hlavni rozdil mezi témito metodami.

Ve druhé c¢asti prace byl vysvétlen zpusob sestaveni vysledné biologické sekvence
a byly zminéné formaty dat, které se pouzivaji k uchovavani biologickych sekvenci
a jejich vlastnosti (kvalita). Byla zminénd databaze imunopolymorfismu (IPD;
Imunno Polymorphism Database), ze které se v praktické ¢ésti cerpaji referenéni
data. Dale byly rozebrany hlavni problémy identifikace a alignmentu biologickych
sekvenci a byl zminén nastroj BLAST, ktery se zminénymi problémy umi
pracovat. Poté byla navrzena metoda pro identifikaci alel s vyuzitim pouze moznosti
jazyka Python a jeho rozsiteni Biopython, které bylo navrzeno pro praci

s biologickymi sekvencemi.

Metoda identifikace byla navrzena pro synteticka data s vlastnostmi realnych dat
ziskavanych z FN Plzen. Pro identifikaci se pro gen MICA vyuzivaji exony
2, 3 a 4, pro gen MICB exony 2, 3, 4 a 5. Byla popsana prvnotni
uprava vstupnich dat, ziskdvéni exonu ze vstupnich dat (trimming), rozdéléni
pristupu identifikace podle skutecnosti, zda se jednd o homozygotni
¢ heterozygotni sekvence, a nésledny prubéh alignmentu s referenénimi alelami

z vytvorené databdze, jejiz zpusob ziskavani byl také popsan.

Pti analyze referenc¢nich dat byla zjisténa totoznost vSech exonu nékolika alel, které
se pouzivaji pro identifikaci. Alely byly rozdéleny do nékolika skupin: pro MICA
bylo vytvotreno 38 skupin (0 - 37) a pro MICB 21 (0 - 20) skupin. Skupiny 0 obsahuji

unikatni alely. V posledni fazi se dle zvolenych kritérii urcuje nejpravdépodobné;jsi
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alela (skupina alel) pro homozygotni sekvenci nebo nejpravdépodobnéjsi pary alel

(skupin alel) pro heterozygotni sekvenci.

Na zaveér byla provedena validace a verifikace metody identifikace na syntetickych
datech. Pro MICA bylo vytvoreno 324 ¢istych homozygotnich syntetickych dat,
pro MICB bylo vytvoreno 202 ¢istych homozygotnich syntetickych dat (pro kazdou
referencni alelu). Pro tato data byla uspésnost identifikace alely (skupiny alel)
100 %. Dale bylo vytvoieno 129 ¢istych heterozygotnich syntetickych dat pro MICA
a 93 cistych heterozygotnich syntetickych dat pro MICB. Néktera cista syntetickd
data byla vytvorena ze stejnych skupin alel. Metoda v téchto ptipadech vracela
stejné vysledky. ﬁspéénost jednoznacné i nejednozancné identifikace MICA 129
¢istych syntetickych heterozygotnich dat byla 97,7 %, pro MICB byla tspésnost
jednoznacné i nejednoznacné identifikace 93 ¢istych syntetickych heterozygotnich
dat 100 %. Pro gen MICA byly déle vytvoreny 3 sady 93 unikatnich homozygotnich
syntetickych dat s chybami - pfebyvajici baze, zdména baze a chybéjici baze.
Pro data s prebyvjici bazi byla tspésnost identifikace 84,9 %, pro data se zdménou
baze byla tspésnost identifikace 77,4 % a pro data s chybéjici bazi byla tspésnost
identifikace 77,4 %. Bylo zjisténo, ze chybovost identifikace byla zpusobena napf.
Spatnym ofiznutim dopredné sekvence ve fazi trimming, ndhodnd chyba zpusobila
vyssi podobnost k jiné alele, z duvodu SNP (Single nucleotide polymorphism)

a celkova podobnost referencnich alel.

Pro vyssi tspésnost identifikace chybnych dat, stejné tak mozné praktické uplatnéni,
je treba zohlednit kvalitu vstupnich dat, tj. zaméfit se na zohlednéni informace
o kvalité dat dostupné piimo ze sekvenace a ofiznuti dat nekvalitnich. Timto
bychom docilili spravného oriznuti sekvence pro nasledny alignment. Jednotlivé
kroky lze v budoucnu vylepsovat a zpresnovat, jako napt. zamyslet se nad moznym
vyuzitim skorovych matic BLOSUM ¢ PAM nebo vyuzit znalosti ¢etnosti vyskytu

jednotlivych alel v dané populaci.
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Slovnik pojmui a zkratek

A C G T, U

Alela
Alignment
Antikodon
Base — calling
bp

DB

DNA

Exon

GvHD
Heterozygot

Heterozygotni znaky

HLA

Homozygot
Homozygotni znaky
Intron

I1PD

k — mers

Kodon

Konsenzualni sekvence

Kontig

Adenin, Cytosin, Guanin, Thymin, Uracil; znaky

nukleovych bézi

Konkrétni forma genu

Zarovnani vice sekvenci

Komplementéarni trojice bazi ke kodonu

Proces pritazovani béaze

Base-pair, dvojice komplementarnich bazi

Databaze

Deoxyribonukleova kyselina

Kédujici oblast genu

Graft versus Host Disease, reakce stépu proti hostiteli

Jedinec se dvéma ruznymi alelami daného genu

R (A/G), Y (C/T), K (G/T), M (A/C), S (C/G),
W (A/T), N (A/G/T/C)

Human Leukocyte Antigen

Jedinec se dvéma stejnymi alelami daného genu
AG CT

Nekodujici oblast genu

Immuno Polymorphism Database

Slova, kontinualni retézec znaku

Trojice za sebou jdoucich bazi

Sestaveni sekvence z kontigu podle frekvence bazi

Zarovnand ¢teni sekvence na zakladé nejvyssi

podobnosti
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MHC

MICA/B

mRN A

NGS

NK bunky
NKG2D
ORF
PCR

Primer

RF
RNA

Sekvence

SNP

Syntetické
TKB
Trimming

tRNA

Major Histocompatibility Complex, hlavni

histokompatibilni systém

MHC class 1 polypeptide-related sequence A/B,
non-HLA geny

Messenger ribonukleova kyselina

Next-generation sequencing, sekvenovani nové gener-

ace

Natural Killer Cells

Natural killer Group 2, member D

Open Reading Frame, otevieny cteci ramec
Polymerase Chain Reaction, proces replikace DNA

Retézec nukleové kyseliny dlouhy nékolik bézi, slouzi

jako pocate¢ni misto replikace DNA ¢ RNA
Reading Frame, ¢teci ramec

Ribonukleova kyselina

Posloupnost /fetézec znaku nukleovych bazi

Single nucleotide polymorphism, polymorfismus jednoho

nukleotidu

Umeélé vytvorené

Transplantace krvetvornych bunék
Proces oriznuti sekvence

Transferova ribonukleova kyselina

57



Pi#ilohy

A Uzivatelska prirucka

A.1 Pozadavky a specifikace

Program byl napsan a spustén na pocitaci s operacnim systémem Windows 10,
s 8 GB operacni paméti a s CPU Intel Core i7 8th gen. 1.9 GHz. Rozhodla jsem se
pouzit pouze moznosti jazyka Python, a to ze dvou duvodu. Zaprvé, program bude
spustitelny na vice operacnich systémech, a zadruhé, z duvodu nedostatku znalosti
s operacnim systémem Linux, pro ktery je tvofena vétSina bioinformatickych
softwart pro praci se sekvencemi. ReSeni spadd do kategorie dynamického
programovani. Program neni pamétové ndroény, odhad maximdlntho vyuziti
operacni paméti je 2 GB, maximdlniho zatizeni procesoru je piiblizne 30 %.
Podminka navrhu metody je pouziti offline nastroju. Vsechny pouzité nastroje

a programy jsou open-source.

A.2 Potrebné nastroje

Program je potteba spustit v prosttedi Jupyter Notebook ve verzi 5.7.4.

Déle je nutné mit:

e Python verze min. 3.6 (pouzitd verze 3.9.6)
e Biopython verze 1.79
— CMD piikaz: pip install biopython
e NumPy
e Python knihovna difflib

— CMD prikaz: pip install difflib
— Knihovna difflib.py se nachazi ve hlavni slozce programu a méla by byt
vlozena do slozky ../Python39/Lib. V ptipadé problému viz [54].
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A.3 Adresarova struktura

Ve slozce Program se nachézi dvé slozky - Software a Data. Ve slozce Data naleznete
vSechna data, ktera byla pouzita pro validaci a verifikaci metody identifikace.

Adresarova struktura dat je nasledujici:

e Data / Test / MICA / Homozygot /

— Clear - obsahuje ¢ista homozygotni synteticka data genu MICA

— Error change - obsahuje homozygotni synteticka data s chybou zamény
baze genu MICA

— Error minus - obsahuje homozygotni syntetickd data s chybou chybéjici
baze genu MICA
— FError plus - obsahuje homozygotni synteticka data s chybou prebyvajici

baze genu MICA

e Data / Test / MICA / Heterozygot - obsahuje ¢ista heterozygotni synteticka
data

e Data / Test / MICB / Homozygot - obsahuje ¢ista homozygotni synteticka
data genu MICB

e Data / Test / MICB / Heterozygot - obsahuje ¢ista heterozygotni synteticka
data genu MICB

e Data / Reference - obsahuje vSechny soubory s referenénimi daty

— MICA_gen.txt - celé sekvence alel s introny i exony genu MICA
— MICA_nuc.txt - sekvence alel pouze exonu genu MICA

— MICA_exons.tzt - rozdélené referencni exony genu MICA

— MICA_alleles.txt - seznam id alel a jejich popisu genu MICA

— MICB_gen.tzt - celé sekvence alel s introny i exony genu MICB
— MICB_nuc.txt - sekvence alel pouze exonu genu MICB

— MICB_ezons.tzt - rozdélené referencni exony genu MICB

— MICB_alleles.txt - seznam id alel a jejich popisu genu MICB

Ve slozkach s cistymi syntetickymi daty jsou textové soubory seznamu ¢isel

syntetickych dat a spravného id alel/y.
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Ve slozce Software jsou nasledujici programy:

e Reference_data.ipynb
— Vytvoii referenéni data dle vlozenych souboru _nuc.tzt a _gen.txt
e Synthetic_data.ipynb
— Vytvoii syntetickd (testovaci) data dle vlozené reference
e Alignment_MICA.ipynb
— Pro vstupni soubory genu MICA urci nejpodobnéjsi alelu/skupinu alel
e Alignment_MICB.ipynb

— Pro vstupni soubory genu MICB uréi nejpodobnéjsi alelu/skupinu alel
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A.4 Spusténi

Programy se spousti v prostiedi Jupyter Notebook. V tomto prostiedi je snadné

upravit nékteré mezni hodnoty napt. pii alignmentu ¢i trimmingu.

A.4.1 Reference_data

Reference_data vytvori referenéni data pro zadany gen (MICA /MICB) z referenc¢nich
souboru _nuc.tzt a _gen.trt. Algoritmus nalezne jednotlivé exony (podle principu

v kapitole 5.3.5 Referenc¢ni data, DB) a zapiSe je do souboru pozadovaném formétu.

A.4.2 Synthetic_data

Program Synthetic_data vytvoii z referenénich dat synteticka data. Vice

v kapitole 6.1 Synteticka data. Program zahrnuje pét metod:

e cronRead(exon_file) nacte referencni data ze souboru ezon_file a ulozi id a exony

1 az 5 do dvourozmeérného pole, které metoda vraci.

e homozygotMICA (exons) vytvoii syntetickd homozygotni data pro gen MICA
z pseudo-intronu a referenénich exonu (parametr ezons). Okolo referen¢nich
exonu se " prilepi” pseudo-introny. Vytvori takto Sest sekvenci, pro kazdy exon
dvé cteni - dopredné a zpétné - a data zapiSe do Sesti textovych soubortu
ve forméatu fasta. Lze zvolit pocet syntetickych dat, které chceme vytvorit,

pocet je omezeny pouze poctem referencnich alel.

e homozygotMICB(exons) vytvori syntetickd homozygotni data pro gen MICA
z pseudo-intronu a referen¢énich exonu (parametr ezons). Okolo referenénich
exonu se ’prilepi” pseudo-introny. Pro exon 4 a 5 se vytvoil sekvence
intron - exon 4 - intron - exon 5 - intron. Vytvorl takto Sest sekvenci,
pro kazdy typ exonu dvé ¢teni - dopfedné a zpétné - a data zapiSe do Sesti
textovych souboru ve formatu fasta. Lze zvolit pocet syntetickych dat, které

chceme vytvorit, pocet je omezeny pouze poctem referencnich alel.
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e heterozygotMICA (exons) vytvoii heterozygotni data pro gen MICA.
V programu lze upravit krok, s jakym se budou porovnavat dvé referenéni alely
z nacteného dvourozmérného pole exons. Podminka pro vytvofeni
heterozygotni sekvence je stejna délka totoznych typu exonu. Tato podminka
muze zmens$it pocet vytvorenych souboru, nez byl stanoveny pocet, protoze
ne vSechny alely maji stejné dlouhé typy exonu. Algoritmus porovna znaky
na stejnych pozicich ve dvou sekvencich exonu stejného typu a vytvori novou

heterozygotni sekvenci.

e heterozygotMICB(exons) vytvori heterozygotni data pro gen MICB.
V programu lze upravit krok, s jakym se budou porovnavat dvé referenéni alely
z mnacteného dvourozmérného pole ezxons. Podminka pro vytvoreni
heterozygotni sekvence je stejna délka totoznych typu exonu. Tato podminka
muze zmensit pocet vytvorenych souboru, nez byl stanoveny pocet, protoze
ne vSechny alely maji stejné dlouhé typy exonu. Algoritmus porovna znaky
na stejnych pozicich ve dvou sekvencich exonu stejného typu a vytvori novou

heterozygotni sekvenci.

A.4.3 Alignment MICA /B

Hlavni program metody identifikace. Program obsahuje 4 metody:

e trim(seql, seq?2, t, k) ofizne dopfednou sekvenci (seql) za pomoci nalezeni
podobnosti ve zpétné sekvenci (seq2). Parametr ¢ predstavuje nejdelsi
ocekavanou délku daného typu exonu, parametr k predstavuje o kolik kroku
navic se doprednd sekvence orizne. Pro gen MICA tato metoda vraci pouze
ofizlou sekvenci, pro gen MICB metoda vraci ofizlou sekvenci a navic index
zacatku ofiznuti sekvence, jelikoz se tato hodnota pouziva pro spravné oriznuti
sekvence, které obsahuje exon 4 i exon 5. Pro exon 4 genu MICB se jako
doprednd sekvence ofizld dopredna sekvence - zacédtek index 0, konec 2/3 délky
dopfedné sekvence (zvolené podle charakteristik syntetickych dat, tato hodnota

lze upravit pii optimalizaci s jinymi daty).
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e combinations(exon, ex_comb) vytvori viechny mozné kombinace vlozené sekvence
(parametr ezon). Vklada se také pocet kombinaci ez_comb, které se maji

vytvorit (tato hodnota se pocitd v metodé Identifiaction MICA/B).

o Alignment(exons, exon, a) spocitd podobnost sekvence eron k referenénim

datum ezons. Parametr a predstavuje typ exonu.

e Identification_MICA /B(vstupni soubory) je hlavni metoda, ve které se vyuzivaji
vyse zminéné metody. Program nacte wvstupni soubory (v poradi: ezon2 F,
exon2 R, exon3 F, exon3 R, exonj F, exonj R) a referenéni data, ofizne vstupni
sekvence metodou trim(seql, seq2, t, k), zjisti, zda se jednd
o homozygontni nebo heterozygotni data. Pokud se jedna o homozygotni data,
prejde se rovnou k samotnému alignmentu k referencnim datim. Pokud se
jednd o heterozygotni data, vytvoii se metodou combinations(exon, ex_comb)
v8echny mozné kombinace, které projdou jednotlivé metodou Alignment(ezons,
exon, a). Poté se vytvori vsechny mozné kombinace kombinaci exont. 7 kazdé
kombinace se zjisti nejvyssi hodnota podobnosti k referencni alele a zjisti se
jejl index. Kombinace se spraruji dle pravidla heterozygotni komplementar-
ity. Predpoklad pro uspésnou identifikaci je vyskyt nejvyssi hodnoty pouze
pro jednu alelu (skupinu alel).

Parametr wvstupni soubory predstavuje 6 souboru - 3 s dopfednou sekvenci
a 3 se zpétnou sekvenci pro kazdy exon. Pokud bychom chtéli v metodé

upravit minimélni podobnost identifikovanych alel, zménime parametr b

oznaceny v kédu komentarem # MINIMALNI PODOBNOST.

A.5 Vypis programu pro identifikaci

Program Identification_ MICA /B (vstupni soubory) vypisuje, ve které ¢asti programu
se zrovna nachéazi - Trimming, Alignment apod., a navic pro ktery exon se tato cast

déje.

Pro homozygotni data program na konci vypise pravdépodobnost identifikace alely
(hodnota dle podobnosti k referencni alele), ID a nazev alely nebo skupinu alel.

V pripadé urceni skupiny alel, vypiSe se seznam vSech alel v dané skupiné.
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Pravdépodobnost: 100.00%

Skupina 6, kterd zahrnuje tyto alely:
HLA:HLAO2061 MICB*005:02:01 1152 bp
HLA:HLAO2747 MICB*005:02:02 1152 bp
HLA:HLA0O2748 MICB*005:02:03 1152 bp
HLA:HLAO2746 MICB*005:02:04 1152 bp
HLA:HLA27301 MICB*005:02:05 1152 bp
HLA:HLA27302 MICB*005:02:06 1152 bp
HLA:HLA27307 MICB*005:02:07 1152 bp
HLA:HLA27308 MICB*005:02:08 1152 bp
HLA:HLA27312 MICB*005:02:09 1152 bp

Obrazek 22: Vysledky, které program vypise pro homozygotni data. Vysledny par ¢.2 ma nejvetsi
pravdépodobnost. Pravdépodobnost (podobnost) se vypise pro kazdou alelu zvlast. Pifklad pro
syntetickou alelu test_mb91 ... .txt. Seznam alel neni na obrazku uplny.

Pro heterozygotni data program na konci vypise poradi kombinace (vzhledem k
vysledkim), dvojici nazvu alel nebo ¢isla skupin alel, a dvojici pravdépodobnosti
pro dané alely (skupiny alel) v poradi odpovidajici poradi nézvu alel (skupin alel).
Pro heterozygotni data se v rdmci ispory mista a zprehledni pii vypisu vyhodnoceni
nevypisuji pti urceni skupiny alel alely v této skupiné.

Vysledny par &.1

Pravdépodobnost: 97.44% —- 100.00%
Alely: HLA:HLA31093 MICA*008:20 1156 bp -- HLA:HLA31093 MICA*008:20 1156 bp

Vysledny par ¢.2
Pravdépodobnost: 100.00% -- 100.00%
Alely: HLA:HLA31093 MICA*008:20 1156 bp —— 7

Vysledny par ¢.3
Pravdépodobnost: 100.00% —-- 97.44%
Alely: 14 —— HLA:HLAO01334 MICA*019:01:01 1155 bp

Obrazek 23: Vysledky, které program vypiSe pro heterozygotni data. Vysledny pér ¢.2 ma nejvétsi
pravdépodobnost pro obé alely (skupiny alel). Pravdépodobnost (podobnost) se vypiSe pro kazdou
alelu (skupinu alel) zvlast. Piiklad pro syntetickou alelu test_ta50 ... .txt. Seznam dvojic alel
(skupin alel) nenf na obrézka dplny.
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B ORF - Otevreny cteci ramec

ORF (Open Reading Frame) je ¢ast ¢teciho ramce, ktery je mozno podrobit translaci.
Tento nepretrzity tsek kodont zac¢ina Start kodonem a konéi Stop kodonem. Jedna
z alternativnich definici ORF tikd, ze ORF je sekvence jejiz délka je délitelnd tfemi
a je ohranicena Stop kodony. Start kodon v  ORF naznacuje zacatek translace.
Za ORF Stop kodonem je umisténo misto konce transkripce. Pokud by tran-
skripce skoncila pied Stop kodonem, byla by béhem translace vyrobena nekompletni
bilkovina. ORF se da aplikovat pouze na ”sestiizenou” mRNA, ktera neobsauhuje
introny, ale pouze exony, jelikoz introny mohou obsahovat Stop kodony a/nebo
mohou zpusobit posuny mezi ¢tecimi ramci. Dlouhé ORF se casto pouziva spolu
s dalsimi dukazy k pocatecni identifikaci kandidatu oblasti kédujicich bilkoviny nebo
funkéni oblasti kédujicich RNA v DNA sekvenci.[25]

B.1 ORF hledani

Jeden z pristupu muze byt jednoduché hledéni ORF, které zacina Start kodonem
a konc¢i Stop kodonem. Komplikuje to sice 6 ruznych ¢tecich moznosti ORF, ale
to jiz neni takovou prekazkou pro dnesni vypocetni techniku. Klicem k tspéchu
této metody je frekvence vyskyti Stop kodonu v sekvenci DNA. V ptipadé, ze ma
DNA nahodnou sekvenci a vyskyt CG bazi tvoif 50 %, pak se kazdy ze ti{ moznych
Stop kodonu (TAA, TAG, TGA) vyskytne piiblizné jednou za 64 bp. Pokud je
vyskyt GC bézi vétsi nez 50 %, budou se Stop kodony kvuli AT bazim vyskytovat
pravdépodobné kazdych 100 - 200 bp. Z téchto duvodu by ndhodna DNA sekvence
neméla mit ORF delsich nez 50 kodontu, navic pokud bereme v potaz i pocatecni
Start kodon. Vétsina gent je ale delsi nez 50 kodont, u lid{ je to zhruba 450 kodonti.
Pouziti jednoduchého ORF hledani pro lidskou DNA je méné efektivni, a to ¢astecné
z duvodu velkych intergennich ¢asti mezi skutecnymi geny. Tato skutecnost zvysuje

pravdépodobnost nalezu falesnych ORF. [25]
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C Problémy identifikace

BLOSUM (BLOcks SUbstitution Matrix) je substituéni matice pouzivana
pro srovnavani sekvenci proteini. BLOSUM matice urcuje skoére shody mezi
sekvencemi. Tato matice byla vytvorena prohleddanim BLOCKS databaze za tucelem
najit stejné ¢i velmi podobné regiony proteinovych rodin a spocitanim relativni
frekvence aminokyselin a pravdépodobnosti jejich substituce. [42]

Ala 4

Arg -1 5

Asn -2 0 6

Asp -2 =2 1 6

Cys 0 -3 -3 -3 9

Gin -1 1 0 0 -3 5

Glu -1 0 0 2 -4 2 5

Gly 0 -2 0 -1 -3 -2 -2 6

His -2 0 1 -1 -3 0 0o -2 8

lle -1 -3 -3 -3 -1 -3 -3 -4 -3 4

Leu -1 -2 -3 -4 -1 -2 -3 -4 -3 2 E

Lys -1 2 0 -1 =3 1 1 =2 -1 -3 =2 5

Met -1 -1 -2 -3 -1 0 -2 -3 -2 1 2 -1 5

Phe -2 -3 -3 -3 -2 -3 -3 -3 -1 0 0 -3 0 6

Po -1 -2 -2 -1 -3 -1 -1 -2 -2 -3 -3 -1 -2 -4 7

Ser 1 -1 1 0 -1 0 0 0 -1 -2 -2 o0 -1 -2 -1 4

Thr 0 -1 0 -1 -1 -1 -1 -2 -2 -1 -1 -1 -1 -2 -1 1 5

Tp -3 -3 -4 -4 -2 -2 -3 -2 -2 -3 -2 -3 -1 1 -4 -3 -2 11

Tyr -2 -2 =2 -3 -2 -1 =2 -3 2 -1 -1 =2 =1 3 -3 =2 =2 2 7

Val 0o -3 -3 -3 -1 -2 -2 -3 -3 3 1 -2 1 -1 -2 =2 0 -3 -1 4
Ala Arg Asn Asp Cys GIn Glu Gly His lle Leu Lys Met Phe Pro Ser Thr Trp Tyr Val

Obrazek 24: Substituéni matice BLOSUM. [50]

7 BLOSUM matice muzeme vidét jednotliva skore zdmén aminokyselin. Pro zaménu
Tyrosin - Fenylalanin méame skére +3, pro zadménu Tyrosin - kyselina asparagova
mame skore -3. Velikost hodnot se urcuje podle slozitosti struktury. Na diagondle
matice najdeme skére nalezeni stejné aminokyseliny na daném misté. To, Ze jsou
tyto hodnoty vétsi pro nékteré aminokyseliny, je zpusobeno opét slozitosti jejich
struktury. Aminokyseliny s jednodussi strukturou maji mensi velikost hodnot skoére

v matici. [42]
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Hdnoty skoére této matice odpovidaji tedy strukturalni slozitosti zmény. Tedy zdameéna
Tyrosinu za Fenylanin je mnohem jednodussi a nedéla takovy problém, jako zaména
Tyrosinu za kyselinu asparagovou. V obou ptipadech se jedna pouze o zménu jedné

béze, ale strukturdlné je tato zména velmi odlisnd. [42]

@)

OH

NH
HO 2

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

O

OH
NH>

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

O

OH

O
HoN

OH

Obrézek 27: Kyselina asparagovd; kodony: GAT, GAC. [53]

Tabulku vSech aminokyselin a jejich kodujicich kodonu je v kapitole 2.2 Kodon

na obrazku 1.
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D Synteticka data

Na obrazku 28 jsou piiklady ndzvi soubort syntetickych dat. Sesty znak ndzvu
rozlisuje homozygotni m a heterozygotni ¢ data, dalsi znak rozlisuje gen MICA 7 o”
nebo MICB 7 b”, nésleduje ¢islo syntetické alely a typ exonu. Pro kazdy exon jsou
dvé cteni - doptedné F a zpétné R. Pro gen MICB méame exony 4 a 5 v jednom
souboru, typ exonu je oznacen jako exon4b. Pro kazdou syntetickou alelu mame

6 souboru.

= test_.malexon2 Fitxt |5 test ta26 exon2 Ftxt 5| test. mb10 exon2 F.txt |5 test tb55 exon? F.txt
=| test_ malexon2 Ritxt = test_ta26 exon2 Rixt = test.mb10 exon2 Rtxt |5 test th55 exon? Rixt
= test_.malexon3 Fixt |5 test ta26 exon3 F.txt | =| test.mb10 exon3 Fixt |5 test th55 exon3 F.ixt
= test_.malexon3 Rixt |5 test ta26 exon3 Rixt | =| test.mb10 exon3 Ritxt |5 test tb55 exon3 Ruxt
=| test_ malexond F.txt = test_ta26 exond Ftxt = test.mb10 exond5 F.txt |5 test th55 exond5 F.xt
= test_.mal exond Rixt |5 test ta26 exond Rixt =] test_mb10 exond5 Rixt |5 test th55 exond5 R.xt

Obrazek 28: Nomenklatura soubort syntetickych 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 rozdéluji referenéni alely genu MICA do 38 skupin podle jejich podobnosti.
Kritérium skupin 1 - 37 je maximalni podobnost exonu 2, 3 a 4 (tedy podobnost

s hodnotou 3.0 = 100 %). Ve skupiné 0 jsou referencni alely, které jsou vzhledem

k exonum 2, 3 a 4 jedinecné.

Skupina

Poradi: ID alely

Nézev alely

0

1: HLA:HLA01013
17: HLA:HLAO03752
18: HLA:HLA31203
19: HLA:HLA31164
20: HLA:HLA31346
22: HLA:HLA31750

MICA*001

MICA*002:03
MICA*002:05
MICA*002:05
MICA*002:06
MICA*002:09

34: HLA:HLA30886 MICA*004:02
35: HLA:HLA31294 MICA*004:03
36: HLA:HLAO01017 MICA*006

46: HLA:HLA02147 MICA*007:03
49: HLA:HLA31215 MICA*007:08
50: HLA:HLA31068 MICA*007:09

74: HLA:HLA26250
77: HLA:HLA30889
78: HLA:HLA31331
79: HLA:HLA31379
80: HLA:HLA31214
81: HLA:HLA31172
82: HLA:HLA31069
83: HLA:HLA31093
84: HLA:HLA31045
85: HLA:HLA31087
88: HLA:HLA31771
103: HLA:HLA30941
104: HLA:HLA30920
116: HLA:HLA31751
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MICA*008:10
MICA*008:14
MICA*008:15
MICA*008:16
MICA*008:17
MICA*008:18
MICA*008:19
MICA*008:20
MICA*008:21
MICA*008:22
MICA*008:24
MICA*009:04
MICA*009:05
MICA*010:04




120:
126:
127:
128:
129:
130:
131:
136:
137:
138:
151:
156:
159:
163:
166:
167:
168:
185:
186:
191:
195:
196:
202:
204:
206:
207:
215:
216:
217:
218:
227:
228:
229:

HLA:HLA26921
HLA:HLA01401
HLA:HLA03110
HLA:HLA30937
HLA:HLA30974
HLA:HLA01026
HLA:HLA31509
HLA:HLA31333
HLA:HLA31267
HLA:HLA31126
HLA:HLA31278
HLA:HLA13376
HLA:HLAO01391
HLA:HLA31201
HLA:HLA31144
HLA:HLAO01366
HLA:HLAO01368
HLA:HLA04350
HLA:HLA04853
HLA:HLA31239
HLA:HLA08959
HLA:HLA10268
HLA:HLA26447
HLA:HLA26582
HLA:HLA26565
HLA:HLA26449
HLA:HLA26899
HLA:HLA26908
HLA:HLA26923
HLA:HLA26932
HLA:HLA31003
HLA:HLA31335
HLA:HLA31345
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MICA*011:01:04
MICA*012:02
MICA*012:03
MICA*012:06
MICA*012:07
MICA*015:01
MICA*015:02
MICA*017:02
MICA*017:03
MICA*017:04
MICA*018:03
MICA*019:02
MICA*024
MICA*027:02
MICA*029:03
MICA*033
MICA*043
MICA*059
MICA*060
MICA*068:02
MICA*074
MICA*077
MICA*094
MICA*096N
MICA*098:01
MICA*098:02
MICA*105Q
MICA*106
MICA*107N
MICA*108
MICA*113
MICA*114
MICA*115




231:
232:
235:
236:
237:
238:
241:
242:
243:
244
245:
248:
249:
250:
251:
252:
256:
257:
258:
259:
262:
263:
264:
265:
266:
267:
269:
273:
274:
275:
276:
277:
278:
279:

HLA:HLA31004
HLA:HLA30925
HLA:HLA31375
HLA:HLA30956
HLA:HLA30975
HLA:HLA31007
HLA:HLA30922
HLA:HLA30907
HLA:HLA31378
HLA:HLA31363
HLA:HLA30940
HLA:HLA30906
HLA:HLA30955
HLA:HLA31350
HLA:HLA31362
HLA:HLA31402
HLA:HLA31306
HLA:HLA30957
HLA:HLA31332
HLA:HLA31349
HLA:HLA31380
HLA:HLA31361
HLA:HLA31388
HLA:HLA31401
HLA:HLA31296
HLA:HLA31266
HLA:HLA31184
HLA:HLA31295
HLA:HLA31277
HLA:HLA31249
HLA:HLA31050
HLA:HLA31023
HLA:HLA31143
HLA:HLA31106
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MICA*117
MICA*118
MICA*120
MICA*121
MICA*122
MICA*123
MICA*125
MICA*126
MICA*127
MICA*128
MICA*129
MICA*131
MICA*132
MICA*133
MICA*134
MICA*135
MICA*138
MICA*139
MICA*140
MICA*141
MICA*143
MICA*144
MICA*145
MICA*146
MICA*147
MICA*148
MICA*150
MICA*152
MICA*153
MICA*154
MICA*155
MICA*156
MICA*157
MICA*158




280:
281:
282:
283:
284:
285:
286:
290:
293:
294:
295:
296:
297:
298:
299:
300:
301:
302:
303:
304:
305:
308:
309:
310:
311:
312:
313:
314:
315:
316:
317:
318:
319:
320:

HLA:HLA31049
HLA:HLA31024
HLA:HLA31092
HLA:HLA31048
HLA:HLA31171
HLA:HLA31252
HLA:HLA31217
HLA:HLA31110
HLA:HLA31265
HLA:HLA31090
HLA:HLA31071
HLA:HLA31127
HLA:HLA31029
HLA:HLA31072
HLA:HLA31046
HLA:HLA31187
HLA:HLA31202
HLA:HLA31254
HLA:HLA31218
HLA:HLA31150
HLA:HLA31163
HLA:HLA31392
HLA:HLA31310
HLA:HLA30958
HLA:HLA30972
HLA:HLA31334
HLA:HLA31309
HLA:HLA31391
HLA:HLA30924
HLA:HLA31589
HLA:HLA31508
HLA:HLA31491
HLA:HLA31830
HLA:HLA31821
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MICA*159
MICA*159
MICA*161
MICA*162
MICA*163
MICA*163
MICA*165
MICA*167
MICA*169
MICA*170
MICA*171
MICA*172
MICA*173
MICA*174
MICA*175
MICA*176
MICA*177
MICA*178
MICA*179
MICA*180
MICA*181
MICA*184
MICA*185
MICA*186
MICA*187
MICA*188
MICA*189
MICA*190
MICA*191
MICA*192
MICA*193
MICA*194
MICA*195N
MICA*196




321: HLA:HLA31745
322: HLA:HLA31741
323: HLA:HLA31832
324: HLA:HLA31472

MICA*197
MICA*198
MICA*199
MICA*200

HLA:HLAO01014
HLA:HLA26233
HLA:HLA26254
HLA:HLA26318
HLA:HLA26333
HLA:HLA26266
HLA:HLA26215
HLA:HLA26896
10: HLA:HLA26937
11: HLA:HLA27206
12: HLA:HLA30989
13: HLA:HLA30921
15: HLA:HLA31186
16: HLA:HLA31400
21: HLA:HLA31441
197: HLA:HLA26343
198: HLA:HLA26351
199: HLA:HLA26237
200: HLA:HLA26530
201: HLA:HLA26514

MICA*002:01:01
MICA*002:01:02
MICA*002:01:03
MICA*002:01:04
MICA*002:01:05
MICA*002:01:06
MICA*002:01:07
MICA*002:01:08
MICA*002:01:09
MICA*002:01:10
MICA*002:01:11
MICA*002:01:12
MICA*002:01:14
MICA*002:01:15
MICA*002:08
MICA*089
MICA*090
MICA*091
MICA*092
MICA*093

14: HLA:HLA31276
189: HLA:HLA07420
190: HLA:HLA26911

MICA*002:01: 13Q
MICA*068:01:01
MICA*068:01:02

192: HLA:HLAO08898
193: HLA:HLA26912
194: HLA:HLA26913

MICA*072:01:01
MICA*072:01:02
MICA*072:01:03

23: HLA:HLAO01015
24: HLA:HLA26574
25: HLA:HLA26521
26: HLA:HLA26914
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MICA*004:01:01
MICA*004:01:02
MICA*004:01:03
MICA*004:01:04




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

101: HLA:HLA26938 MICA*009:03:01
102: HLA:HLA31206 MICA*009:03:02
233: HLA:HLA30903 MICA*119:01:01
234: HLA:HLA31006 MICA*119:01:02
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

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

52: HLA:HLA06643
53: HLA:HLA26248
54: HLA:HLA26219
55: HLA:HLA26382
56: HLA:HLA26232
57: HLA:HLA26265
58: HLA:HLA27245
59: HLA:HLA27265
60: HLA:HLA26364
61: HLA:HLA30959
62: HLA:HLA31492
64: HLA:HLA02488
65: HLA:HLA26436
66: HLA:HLA26443
67: HLA:HLA26940
68: HLA:HLA27228
69: HLA:HLA31504
71: HLA:HLA26330
72: HLA:HLA26290
73: HLA:HLA26245

(0]

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

MICA*008:01:02
MICA*008:01:03
MICA*008:01:04
MICA*008:01:05
MICA*008:01:06
MICA*008:01:07
MICA*008:01:08
MICA*008:01:09
MICA*008:01:10
MICA*008:01:10
MICA*008:01:12
MICA*008:04:01
MICA*008:04:02
MICA*008:04:03
MICA*008:04:04
MICA*008:04:05
MICA*008:04:06
MICA*008:06

MICA*008:08

MICA*008:09




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
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MICA*016:01:02




134: HLA:HLA31374 MICA*016:01:03
20 135: HLA:HLAO01335 MICA*017:01
203: HLA:HLA26431 MICA*095
307: HLA:HLA31293 MICA*183
21 139: HLA:HLAO01336 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
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205: HLA:HLA26459 MICA*097
28 187: HLA:HLAO05377 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:HLAQ07097 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: Rozdéleni alel genu MICA
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F Skupiny alel MICB

Tabulky rozdéluji referencni alely genu MICB do 21 skupin podle jejich podobnosti.
Kritérium skupin 1 - 20 je maximélni podobnost exonu 2, 3, 4 a 5 (tedy podobnost

s hodnotou 4.0 = 100 %). Ve skupiné 0 jsou referencni alely, které jsou vzhledem

k exonum 2, 3, 4 a 5 jedinecné.
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Skupina | Poradi: ID alely Nazev 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




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
29: HLA:HLA18243 MICB*002:02:01
30: HLA:HLA26195 MICB*002:02:02
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
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
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MICB*004:01:12




55: HLA:HLA28690
56: HLA:HLA28693
57: HLA:HLA28938
58: HLA:HLA28939
59: HLA:HLA28942
60: HLA:HLA28951
61: HLA:HLA28952
62: HLA:HLA28954
63: HLA:HLA28957
64: HLA:HLA28960
65: HLA:HLA28971
66: HLA:HLA29304
67: HLA:HLA29305
68: HLA:HLA29311
69: HLA:HLA29312
189: HLA:HLA08424

MICB*004:01:13
MICB*004:01:14
MICB*004:01:15
MICB*004:01:16
MICB*004:01:17
MICB*004:01:18
MICB*004:01:19
MICB*004:01:20
MICB*004:01:21
MICB*004:01:22
MICB*004:01:23
MICB*004:01:24
MICB*004:01:25
MICB*004:01:26
MICB*004:01:27
MICB*028

70: HLA:HLA02062
71: HLA:HLA26086
72: HLA:HLA28984

MICB*005:01:01
MICB*005:01:02
MICB*005:01:03

73: HLA:HLA02061
74: HLA:HLA02747
75: HLA:HLA02748
76: HLA:HLA02746
77: HLA:HLA27301
78: HLA:HLA27302
79: HLA:HLA27307
80: HLA:HLA27308
81: HLA:HLA27312
82: HLA:HLA27313
83: HLA:HLA27315
84: HLA:HLA28461
85: HLA:HLA28688
86: HLA:HLA28692
87: HLA:HLA28685
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MICB*005:02:01
MICB*005:02:02
MICB*005:02:03
MICB*005:02:04
MICB*005:02:05
MICB*005:02:06
MICB*005:02:07
MICB*005:02:08
MICB*005:02:09
MICB*005:02:10
MICB*005:02:11
MICB*005:02:12
MICB*005:02:13
MICB*005:02:14
MICB*005:02:15




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:HLAO07364 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:HL.A28936 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:HLAO07084 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:HLAOQO7085 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:
191:
192:
193:
194:
195:

HLA:HLA13777
HLA:HLA26753
HLA:HLA26689
HLA:HLA26698
HLA:HLA26617
HLA:HLA27306

MICB*031:01:01
MICB*031:01:02
MICB*031:01:03
MICB*031:01:04
MICB*031:01:05
MICB*031:01:06

Tabulka 3: Rozdéleni alel genu MICB
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