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Abstrakt

Prace se zabyva citlivostni analyzou metod pro identifikaci haplotypt. V teoretické ¢asti
jsou obsazeny zakladni poznatky o transplantaci krvetvornych bunck, reakcich
imunitniho systému na ni, informace o HLA ("Human leucocyte antigens") znacich,
zpusobech typizace HLA znakii, a teoreticky rozbor metod identifikace haplotypt, tj.
Clarkova, EM ("Expectation-Maximization") a Bayesova algoritmu. Prakticka cast je
vénovana implementaci dvou zvolenych algoritmii v prostfedi programovaciho jazyka
Java, jejich vysledkiim a zhodnoceni, co se tyCe prednosti a nedostatkll, které jsme
stanovili na zakladé¢ implementace. Na konci prace se nachazi vykladovy slovnik
pojmu.

Kli¢ova slova

transplantace kostni diené, krvetvorné bunky, HLA, HLA typizace, alela, haplotyp,
genotyp, Clarkav algoritmus, EM algoritmus.



Abstract

The work deals with a haplotype identification methods sensitivity analysis.
A theoretical section should provide basic facts about haematopoietic stem cells
transplantation, following reactions of immune system, HLA ("Human leucocyte
antigens™) types, methods for typing and a theoretical analysis of the haplotype
identification methods, i.e. Clark, Expectation-Maximization and Bayes algorithm.
A practical section focuses on two elected methods implementation using the computer
programming language Java, results and an evaluation on advantages and disadvantages
derived by the implementation. There is a monolingual dictionary at the end of the
work.

Keywords

bone marrow transplantation, haematopoietic stem cells, HLA, HLA typing, allele,
haplotype, genotype, Clark algorithm, EM algorithm.
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1 Uvod

Béhem riiznych chorob dochazi v lidském téle ke snizeni krvetvorby. Soucasna
medicina je schopna odstranit mnoho nemoci, ale pokud nastane poruseni krvetvorby
natolik vazné, Ze jej nelze vylécit béznym zplisobem, prichdzi na fadu moznost vymenit
celou krvetvornou tkan za novou pomoci transplantace. Transplantaci kostni diené
rozumime postup, kdy do téla nemocného umistujeme zdravé krvetvorné bunky, které
substituuji krvetvorbu bun€k pacientovych. Samotna transplantace piedstavuje pomérné
jednoduchy lékarsky zakrok. Jeji problém spociva v reakci imunitniho systému
na transplantované bunky a nutnosti brat v potaz tkanové HLA znaky, které s sebou
krvetvorné bunky nesou. Z divodu velkého mnozstvi kombinaci tkanovych znaki
se tak hledani vhodného darce velmi komplikuje.

Vsechny zdédéné znaky jedince tvoii dohromady fenotyp. Ten je nutno identifikovat.
Tomuto procesu se fikd HLA typizace. RozliSujeme sérologickou typizaci, kdy je
pozorovana reakce protilatek na bunééné membrané a modernéjsi variantu, molekularné
genetickou (DNA) typizaci, kdy se HLA alely urcuji ptfimo. Molekularn¢ geneticka
typizace muze probihat na nizké, stfedni a vysoké urovni rozliSeni. K ur¢ovani HLA
znakl pouzivame nazvoslovi, tzv. nomenklaturu.

V ramci vSech dédiénych znakt u ¢lovéka definujeme jednotky zvané ,haplotypy*.
Haplotyp je sada alel, které se dédi spole¢né a jsou dulezité pro imunitni systém. [1]
Neni mozné je laboratorn¢ ziskat a musime je proto odhadnout z fenotypovych dat za
pomoci specidlnich metod. Cilem prace je zhodnotit funkénost téchto metod. Uved'me
tfi nejpouzivanéj$i metody: Clarkiv, EM a Bayestuv algoritmus. Aby bylo mozné tyto
algoritmy spoustét, mame k dispozici fenotypova data nékolika tisicti darcti z Ceské
republiky.



2 Transplanta¢ni imunologie

Hlavnimi tématy této kapitoly jsou: jak se imunitni systém vypofada s transplantatem
(neboli $tépem), jak miZze imunitni systém odmitnout transplantat a jaké existuji
moznosti, ze bude zabranéno odmitnuti transplantatu. [2]

2.1 Kostni dien

Kostni dien je krvetvorny organ. Vazi priblizné 2,6 kg. Jedna se o rosolovitou tkan

vvvvvv

(,,hematopoéza®). Ta se realizuje pomoci tzv. hematopoetickych kmenovych bunék
HSC ("Haematopoietic stem cells"), které pochazeji z jater lidského embrya. S koncem
embryonalniho vyvoje se HSC presouvaji do nové vznikajici kostni diené. Ze
zarodecnych HSC bunék vznikaji tfi hlavni typy krvinek - Cervené, bilé a krevni
desticky. Mozkova centra provadéji kontrolu poctu krevnich bunck vyskytujicich se
Vv téle. Pfi ztraté nékterého z typu posila nervové centrum signal do kostni dfené a ta je

ptipravena krvetvorbu zvysit. [3]
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Obr. 1: Kostni dren. [1]
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2.2 Transplantace kostni difené

Zdravé lidské télo pravidelné reaguje na ztratu nebo zvysSenou potiebu kteréhokoli
z typt krvinek. Pouzitim specidlnich mezibunéénych plisobki bilkovinné povahy, které
jsou nazyvany ,rustové faktory*, vysle organismus signal do kostni dfené a ta ihned
nastartuje zrychlenou tvorbu. Nedospélé krvinky se jest¢ nékolik dni zdrzi v kostni
dreni, nez upln¢ dozraji. Pak hotové a zralé se piesouvaji do krevniho ob&hu, aby tam
plnily své funkce. Pokud se v téle nachéazi dostatek krvinek, jejich mnozeni se opét
utlumi.

Samotné kmenové bunky se objevuji v krvi za béZného stavu jen ojedinéle. Jejich
vyplaveni do krevniho ob&hu se miize ovSem za urcitych okolnosti docasné zvysit, napf.
v dobé rychlé regenerace krvetvorby po utlumu, ktery je obvyklym jevem u pacientli
kratce po odeznéni ucinkl proti-nadorovych 1ékli. Vyplaveni kmenovych bunck je
mozné vyvolat i uméle a to podavanim ristovych faktort ve formé 1€ki.

Pfirozenou regulaci krvetvorby preruSuji rizné choroby. Soucasna medicina umoZiiuje
uspésné bojovat s fadou diive neodstranitelnych nemoci, ovSem pokud je zakladni
porucha krvetvorby natolik vazna, Ze nemilze byt vyléCena jinym, jednodusS$im
zpusobem, nabizi se volba vyménit kompletné krvetvornou tkan za zdravou pomoci
transplantace. Jeji technické provedeni je relativné jednoduché. Krvetvorné bunky jsou
tekuté, tim padem maji schopnost voln¢ se pohybovat v krvi. To umoznuje dostat je do
organismu piijemce velmi snadno. [4]

Transplantace kostni dfen€ je postup 1éceni dané diagnostikované nemoci. Jde o 1é¢ebny
zékrok, kdy do téla nemocného vpravujeme zdravé krvetvorné bunky, které nahrazuji
produkci bun€k pacientovych. Krvetvorné buiky je zaprvé moZzno odebirat piimo
Z kosti, tzn. zapuSténim jehly do hornich lopat kosti kycelnich do urovné v okoli
dfenové dutiny. Druhou variantou je odsati krvetvornych bun€k z periferni krve, tzn.
odbér pfimo z krevniho ob&hu. Tteti varianta je odbér pupecnikové krve z pupecniku
béhem porodu. Tento druh transplantace je velmi vyhodny v tom, Ze je kostni dfen
odebirana v tekutém stavu a k GspéSné transplantaci postacuje jen nepatrné mnozstvi
kmenovych bunék. [1]
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2.2.1 Druhy transplantaci:

. Autologni transplantace kmenovych bunék - principem je ziskdni kmenovych
bun¢k od samotného pacienta. Ty jsou pak transplantovany. Tento zplisob je provadén
vétsinou jako pojistka nasledné po vysoko-davkové chemoterapii riznych nadort.
S podpiirnou transplantaci vlastnimi kmenovymi builkami se skytd moznost podat
mnohem vys§i davky ucinnych 1€kt nez bez ni. Podminkou vSak je, aby byly
pacientovy zakladni krvetvorné bunky pied odbérem zdravé.

. Alogenni transplantace diené - kmenové bunky jsou ziskdvany od jiného,
zdravého ¢loveéka. Je indikovana hlavné tehdy, pokud se u pacienta prokaze kritické
poskozeni zakladnich kmenovych bun¢k a neni mozné je vylécit jinym, bezpeénéj$im
zpusobem. V porovnani s autologni transplantaci ma vSak tato daleko S§irSi ucinky.
Kostni dien v tomto piipad¢ slouzi jako ndhrada nemocné krvetvorby a zaroven miize
za urcitych okolnosti vyvolat proti-nadorovy efekt, ktery souvisi s reakci bilych krvinek
darcovského pivodu proti nedoléenym zbytkim plivodni nemoci u pacienta.
NejcastéjSimi diivody pouziti tohoto druhu transplantace jsou: prognosticky nepiiznivé
typy leukémii, vazné krvetvorné utlumy, tézké vrozené poruchy imunity a latkové
pfemény u déti. Nicméné okruh nemoci se stale rozSifuje 1 na dalsi. Zdkladni
podminkou je dostupnost vhodného darce, jehoz bunky jsou schopné se s té¢lem pacienta
trvale spojit. To je mozné pouze pii Gplné ¢i velmi blizké shodé tzv. tkanovych (HLA)
znaka (definice HLA v kapitole 3.1) darce a piijemce krvetvornych bun¢k. Pfivykani na
cizi dfen je dlouhodoby proces trvajici v fddech mésici. Pfes vSechny potize pro
pacienta, které s sebou nese, znamena transplantace dien¢ od zdravého darce u fady
nemoci nejspolehlivéjsi zpusob 1é¢by. [4]

. Syngenni transplantace - od jednovajecného dvojcete.

o Xenogenni transplantace - od pfislusnika jiného zivoc¢isného druhu. [1]

2.3 Vybér vhodného darce

SloZitost procesu transplantace kostni dfené nespocivda v samotném vpraveni
krvetvornych bunék do t&la, ale v nasledujici reakci imunitniho systému. [1] Ugel bilych
krvinek je takovy, ze brani sviij organismus proti vSemu, co do téla nepatii. Maji
receptor a pii prichodu organismem jim provéiuji podezielé buitky. Pokud se takova
objevi, ihned se ji snazi zneskodnit. Pfi transplantaci se tedy musime fidit tkdfiovymi
(HLA) znaky, které se nachazeji ve vSech butikach. Bila krvinka ovétuje podezielé
burniky na zminéné znaky. Pokud tyto znaky s pacientovymi do uré¢ité miry odpovidaji,
bunku ignoruje. V opacném piipadé télo transplantované bunky viibec neptijme anebo
(pokud dojde k mensi neshod¢€) se transplantované krvinky uchyti, ale protoze povazuji
télo svého nositele za cizi, rozhodnou se jej nicit.

Najit pro pacienta vhodného darce je velice obtizné, protoze riznych kombinaci HLA
znakd jsou tisice. [1]
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Neni-li k dispozici jakykoli vhodny darce z rodiny a existuje-li indikace
K nepiibuzenské transplantaci dfené, je zapocato hledani dobrovolného darce diené
z registru. Aby transplantace prob&hla uspé€$né, musi mit darce a pacient co
nejpodobnéjii tkatiovy typ (soubor HLA znakt). Cim vét$i je v nich rozdil, tim je
u pacienta vyssi riziko, ze nastanou pozd&j$i imunitni reakce. Existuje stupenn HLA
neshody, pifi kterém jiz nelze transplantaci provést. Nejsnaz§i moznost z divodu
dédic¢nosti tkanovych znaki, je hledat darce mezi pokrevnim piibuzenstvem. Z
technického hlediska povazujeme za vhodné, aby darce a piijemce méli také stejnou
krevni skupinu. Nezbytné¢ nutna podminka transplantace to vSak neni. Krevni skupina
ma totiz vyznam jen u zralych Cervenych krvinek. V piipadé, ze by ptevod diené s krvi
jiné skupiny byl pro pacienta riskantni (podobné jako nestejnoroda transfize), Cervené
krvinky se z odebrané difen¢ jednoduSe oddéli a nemocnému je podavan zbyvajici
koncentrat kmenovych bunék. Cast&ji jsou kmenové buiiky od darce odebirany pouzitim
separatoru, kde pfimés cervenych krvinek je v miniméalnim mnozstvi. Vysledkem
transplantace potom je, Ze pacientovi po ur¢ité dobé nastane trvala zména jeho krevni

skupiny. [4]
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3 HLA, MHC, HLA typizace, haplotyp, fenotyp, genotyp

Tématy dalsi kapitoly jsou HLA antigeny, hlavni histokompatibilni komplex MHC,
zpusoby typizace HLA znakl, Gvod do nomenklatury a definice pojmu haplotyp,
fenotyp a genotyp.

3.1 HLA antigeny

Zkratka HLA ma vyznam "Human leucocyte antigens" neboli ,,lidské leukocytové
antigeny“. Tyto antigeny byly poprvé objeveny na leukocytech, ale jinak se nachazeji
na povrchu vsech jadernych bunék. [5]

Jedna se o skupinu bilkovin, ktera ma klicovou funkci v imunitnim systému ¢lovéka. [1]
Tyto bilkoviny jsou lokalizovany jako antigeny na povrchu bunék. Jsou to
polypeptidové produkty skupiny genti nazyvanych ,hlavni histokompatibilni komplex*
(MHC). Byly dosud definovany pouze u obratlovcii. Pro kazdy druh obratlovct se pak
geny tohoto komplexu nazyvaji druhové specifickym jménem. Tzn. pro lidi jde o HLA
a napf. u pst mluvime o DLA ("Dog leukocyte antigens™). Co se vsak tyce funk¢éniho
hlediska, jde stale 0 stejnou skupinu genti. [6]

Chromosome 6 HILA Clags I HLA Clase IT
{ ) HLA Region Mh DR Haploty pes
o0 Kb DR DRI DRI DR DR
X 0
HIA-F =F < DRA |=mDRA |@ DRA |m DRA |=DEA
:E QU DEB? |2DEB* |Q DREY | DEB® (& DREY
ClassT 0.2 7w 4 & DEEBs & prB4
— 100 | = DEB3
g DEBE
W DRE2 |WDEBs |@ DEBs DEBT
0.4 @ DEBl |2 DEB1 | DRBI DREL |& DEBI
=L 00| @ DQAI
06 = DQEL
- MICC Key:
- E 004 =DQA2 & HlA Class I Genes
0.8 w HLA Class ] Gemes
wm MNow-HLA Gemes
Class IT 104 = DoB R Pseundogenes
’ 00 TAPZ
W TAPI
L2
Class IT 500
L4
HLA-DTE = Doa
- C 00 -
Li|{™=B = DPAl
s MICA Q DBl
== MICH
L3 "0

Obr. 2: Genetickad organizace HLA systému. [6]

HLA molekuly spolu s imunoglobuliny a receptory T-lymfocyti tvoii zakladni
obranyschopnost ¢lovéka. Jejich funkce v antigen-specifické imunitni odpovédi spoc¢iva
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vtom, ze T-lymfocyty, jakozto klicova regulacni a ejektorova slozka imunitniho
systému, jsou schopny poznavat antigenni fragmenty a reagovat na né¢ pouze v ramci
HLA molekul, tedy vazou li-se tyto antigeny na molekuly HLA sytému. [6]

3.2 Funkéni a strukturalni rozdéleni HLA antigenu

Ze strukturalniho a funkéniho hlediska 1ze HLA u gend a molekul (antigen) rozlisit
dv¢ zakladni skupiny: HLA (anti)geny 1. a II. tfidy. [6] Dle posledni aktualizace
nomenklatury provedené v roce 2012 WHO je evidovano jiz vice nez 5500 alel I. tfidy
a 1600 alel II. tiidy. [1]

3.3 MHC

MHC ("Major histocompatibility complex™) neboli hlavni histokompatibilni komplex
u lidi je skupina 40 — 50 gend, které jsou sefazené v dlouhém tseku DNA na kratkém
raménku 6. chromozomu. Pravé pouze u lidi tento soubor nazyvame HLA komplex.
MHC geny jsou organizovany do oblasti, které¢ koduji tfi tfidy MHC molekul. Prvni
a druha oblast zahrnuji geny, které koduji HLA antigeny. I. a Il. t¥idy, III. tfida obsahuje
produkty souvisejici s imunitnimi procesy. [1] Dulezité je uvést, ze pojmy HLA a MHC
byvaji pouzivany synonymn¢ a nekonzistentné. [6]

I1zotopy V jednotlivych tfidach MHC:

. MHC | : HLA-A, -B, -C, klasické¢ izotopy
HLA -E, -F, -G: neklasické izotopy majici ve sSrovnani
s klasickymi geny omezenou buné&Cnou distribuci a nizsi stupen
polymorfismu, z téch HLA-E a HLA-G: pomahaji k toleranci
plodu v déloze

o MHC II: HLA -DR, -DQ, -DP, klasické izotopy
LMP2, LMP7: bilkoviny stépici proteiny pro HLA 1. tfidy
TAP: membranové transportéry

o MHC lIlI: C4, C2, TNF (faktor nekrotizujici tumory), ... [1]
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Obr. 3: Krdtké raménko 6. chromozomu. [1]

3.4 Polymorfismus antigent

Antigeny jsou velmi polymorfni (neboli variabilni), to znamena, ze v lokusu (definice
viz vykladovy slovnik) ur¢itého genu na daném mist¢ DNA, kde se uvedeny gen
nachazi, je mozné najit jeho rtuzné varianty. Tém se fika ,,alely*. K tomu aby mél gen
moznost se fenotypové projevit (tzn. aby se piepsal do stanoveného produktu), musi
jeho lokus obsahovat alespon dv¢ alely - jednu ptivodem od matky a jednu otcovu. [1]

MHC lokusy obecné¢ jsou geneticky nejvariabilngj$imi kodujicimi lokusy u savel,
a lidské HLA lokusy nejsou vyjimkou. [6]

3.5 Dédiénost HLA znaku

Vsechny geny HLA systému na 6. chromozomu se dédi vcelku jako blok - tzv. haplotyp
(definice v kapitole 3.10). Geny HLA systému se vyznacuji pomérné tésnou genetickou
vazbou, takze se vétSinou prendsi jako bloky geni, mezi kterymi pouze vyjimecné
nastava rekombinace (“Crossing-over"). Dle rodinnych studii je relativni absence
rekombinaci velmi typickd pro nékteré regiony uvnitf HLA komplexu. Hovotfime
predevsim o subregionech HLA-B k HLA-C a HLA-DQAL k HLA-DRBL1.

Kazdy clovek ma tzv. fenotyp (definice v kapitole 3.11), tj. soubor HLA znaki
skladajici se ze dvou haplotypu. Kazdy haplotyp je tvofen ze sady antigenti obsahujicich
konkrétni alely. Pro transplantaci se v soucasnosti pokladaji za nejdilezitéjsSi HLA
antigeny I. tfidy A, B, C a antigeny II. tfidy DRB1 a DQB1. [4] V povédomi je také
mnoho dalSich "minoritnich" antigend, jejich efekt na priibéh transplantaci je vSak zatim
predmétem vyzkumu. Soucasny pozadavek na miru shody je 10/10, coz znamena V péti
HLA antigenech (konkrétné¢ v HLA -A, -B, -C, -DRBL1 a -DQB1). [1] V zavislosti na
klinické situaci pacienta a dostupnosti darce mizeme akceptovat shodu 9/10, velmi
ojedinéle pak 8/10. [6]
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Jako nejmensi moznou shodu lze pfijmout 6/10 v genech HLA -A,-B, -DRBL1, ale
pacient zde Celi smrtelnému riziku odvrzeni §tépu. Pocet teoreticky moznych kombinaci
HLA znaki je u ¢lovéka n€kolik miliard. Nékteré tkanové typy (kombinace znaktl) se
vyskytuji v uréitém narodé (oblasti) castéji, jiné téméf nikdy. Z divodu dédéni
jednotlivych znak je nejsnazsi nalézt shodu mezi dvéma jedinci v pokrevnim
ptibuzenstvu. Od rodic¢ti na potomky je pfislusnd polovina znakl pfenesena vétSinou
Vv kompletni sad¢. Co se tycCe SirSiho okruhu ¢lenti rodiny, zde existuje pouze mala
pravdépodobnost tplné shody. Je sice Sance, ze jednu sadu budou navzijem sdilet se
spolecnymi piedky, ale druhd pochazi ndhodné z jiné ptibuzenské vétve a tam uz je
mira shody minimalni. [1]

1 |

et B0 A B C DR DQ
|.1.8.7 .03 05 | | 35530403 rodice
32 44 2 16 02 | | 316131306 |

| !
»’ZML‘D‘m.vmorﬂ‘—smM i oA me

el bbbl B2y BMR8Y potome
| 35530408 | 316131306 |

1
4

iRs At s Sash

| 316131306

Obr. 4: Dédicnost tkanovych znakai. [1]

1

Je tedy obtizny kol vyhledat mezi lidmi nékoho se shodnymi ¢i velmi podobnymi
tkdnovymi znaky. Tato mozZnost klesa ¢i stoupd v zavislosti na tom, zda je pacientiv
fenotyp slozen ze znakd vyskytujicich se v dané populaci cCastéji nebo jestli je
kombinace jeho HLA znakti nestandardni.

Aby mohlo zacit vyhledavani darce, existuji po celém svéte registry darcii kostni diené.
Neziidka se vSak stava, ze slozeni pacientova HLA je natolik unikatni, ze pro ného
téméf nelze vyhledat vhodného darce. [1]

Cela problematika vlivu miry HLA shody na vysledek transplantace krvetvornych
bun¢k je velice komplikovand, jelikoz na transplantaci ma krom¢ HLA shody efekt
i fada dalSich faktord, za vSechny: stav nemoci piijemce, CMV shoda, pohlavi darce
apod. [6]

! Dale budeme znak DR vyjadfovat jako DRBI.
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3.6 Metody typizace

HLA typizace znamena rozbor HLA znaka, tj. ureni zdédéného fenotypu. Typizace
neumoziuje uréit konkrétni haplotypy (k identifikaci haplotypti slouzi fada jinych
k tomu vytvotfenych slozitych metod).

Jsou dva zplisoby, jak typizaci provadét. Prvni, starSi je sérologické vysSetieni. Touto
metodou typizace je umoznéno definovat molekuly HLA exprimované (tzn. vyloucené)
na bunéénych membranach. Modernéjsi metoda je molekularné¢ geneticka typizace
(DNA typizace). Tou lze urcit pifimo HLA alely (tj. sekvence nukleotidt kodujici HLA

antigeny). [1]

3.6.1 Sérologicka typizace HLA

Sérologicka typizace se také nazyva "mikrolymfocytotoxicky test". Je to metoda
typizace postavena na zkoumani reakci protilatek pasobicich na bunééné membrangé. [1]

Béhem této metody vyhledavame antigenni rozdily, které jsou podminéné unikatnim
slozenim aminokyselin polymorfni ¢asti HLA. Jde o historicky prvni techniku
identifikace HLA antigent zavedenou profesorem Paulem Terasakim v prabéhu 60. let
20. stoleti. [6]

Jeji znacnou vyhodou je jednoduchost a to, Ze k jeji realizaci neni nutné potizovat drahé
vybaveni. Test je pomérné kratkodoby (cca tii hodiny). Nicméné u sérologické metody
jsou znamy také nékteré nevyhody. K typizaci je potfeba velké mnoZstvi krve,
zivotaschopnost lymfocyti a byva také obtizné nalézt vhodné antisérum, které je
nezbytné pro reakci se vzacnymi antigeny riiznych populaci. Nejvetsi nevyhodou je
pravdépodobné nepiesnost HLA typizace. To odlivodiuje, pro¢ ji za¢inaji nahrazovat
jiné a pfesnéjsi molekularné genetické metody. [1]

3.6.2 Molekularné geneticka typizace HLA-PCR

Metoda PCR ¢i DNA typizace byla vyvinuta v kalifornské Cetus Corporation. [1] Jedna
se 0 stanoveni polymorfismu na Grovni nukleotidd. [6] Umoziuje zmnozeni urcitého
useku DNA na nékolik kopii v cyklické reakci o tfech teplotnich fazich. Za ucelem
replikace slouzi malé mnoZzstvi DNA, coz miiZze byt napiiklad i jedind molekula.
MozZnosti, jak vymezit misto na fetézci, které chceme namnozit, je osadit jej po obou
stranach tzv. primery. Primer je prvek nukleové kyseliny fungujici jako pocate¢ni bod
replikace DNA.

Zatizeni pro spuSténi PCR se nazyva ,termocykler a dokaze, poté co je
naprogramovano, béhem nékolika sekund zménit teplotu o desitky °C. [1]
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Molekularn¢ geneticka typizace HLA molekul (,,genotypizace), tedy stanoveni
polymorfismu na trovni nukleotidl, znamena v soucasnosti standardni techniku, ktera
minimaln¢ pro transplantaci krvetvornych bunék upln¢ nahradila sérologii. PCR se
pouziva v ruznych modifikacich. V soucasné praxi jsou pro molekularné genetickou
typizaci HLA systému uplatiovany vyhradné tii zakladni technologie a jejich rtzné
modifikace. [6]

1.7.2.1 Piehled molekularné-genetickych HLA typizacnich metod

1) PCR-SSP=PCR se sekven¢né specifickymi primery. Stanoveni HLA alel zahrnuje
fadu PCR reakci, které obsahuji rizné HLA (sekvenén¢) specifické primery. Metoda se
také vyskytuje pod zkratkou ARMS ("Amplification Refractory Mutation System").

2) PCR-SSO = PCR se sekvencné specifickymi oligonukleotidy. Nejprve pomoci PCR
amplifikujeme (namnozime) celou polymorfni oblast HLA genu a poté hybridizujeme s
HLA specifickymi probami (oligonukleotidy).

S 24

v

anejpresnéj$i informaci o DNA sekvenci HLA genu. Na rozdil od dvou vyse
uvedenych metod neni informace ziskana touto limitovana pouze na zndma mista
sekvenéniho polymorfismu hypervariabilnich regiont, ale zahrnuje prakticky kompletni
mista polymorfismu (exon 2 u II. tfidy a exony 2 a 3 u HLA molekul I. tfidy). SBT
navic pomoci group-specifické amplifikace (GSAP) ¢i sekvenace (GSSP) umoziiuje
piesné definovat cis/trans vazbu sekven¢nich motivi. [6]

Faze metody PCR:

1) Denaturace - rozpojeni fetézcti DNA na dva jedno-vlaknové fetézce.
2) Hybridizace - osazeni vybranych tiseki DNA primery.
3) Syntéza DNA - opétovné spojovani fetézce DNA.

Body 1.-3. se v cyklu opakuji. Abychom dosahli dostate¢ného rozmnozeni molekuly
DNA, postacuje vétSinou 30 cykli. Pokud se na zacatku nachéazela ve vzorku pouze
jedna molekula DNA, po 32 cyklech mize vzniknout az miliarda nasyntetizovanych
molekul. [1]

2.7.2.1 Urovné molekulirné-genetické typizace HLA systému

Pomoci molekularné genetickych metod muzeme typizovat az na uroven piesné¢ho
uréeni sekvence nukleotidd, ovSem tato pfesnost se v fadé piipadi ukazuje jako
zbytecna a neefektivni. Proto jsou uplatiiovany dva piistupy genotypizace:
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Nizké rozliSeni (low resolution neboli 2-digits typizace)

Typizace na nizké Grovni. Tou ziskame rozliSeni na urovni skupin alel HLA genu
sdilejicich stejné zakladni polymorfni sekvence. Tato rozliSeni jsou ekvivalentni
typizaci na urovni sérologie, ovSem je zde zaruCena mnohem vé&tsi spolehlivost.
Vysledek dostavame jako prvni dvé ¢islice DNA nomenklatury (napt. A*02, DRB1*04
apod.) a uroven této genotypizace oznacujeme jako 2-digits HLA typizaci. Tento pfistup
je pouzivan v oblasti populacni genetiky, pro ucely organovych transplantaci, pro
zékladni typizaci darct v registrech darcii krvetvornych bunék nebo pro typizaci ¢lent
uzké rodiny, kdy chceme definovat zékladni haplotypy.

Vysoké rozliSeni (high resolution neboli 4-digits typizace)

Piesna typizace. Identifikace pfimo jednotlivych alel, dle HLA nomenklatury, tzn.
alesponl prvni 4 ¢isla (napt. A*02:01, DRB1*04:02 apod.). Tato uroven genotypizace je
naprosto nezbytnd, pokud provadime transplantaci do neptibuzenského organismu, kdy
I malé strukturni rozdily jsou znatelné. Protoze pocet alel se neustdle zvySuje, tato
uroven rozliseni je tézko dosazitelna, a to i za pouziti pfimé sekvenace. [6]

3.7 Pozadovany stupei HLA shody

Kompletni HLA shoda je zajiSténa pouze u HLA genoidentickych sourozenct, ktefi
zdedili stejné sady HLA molekul. Stale zlstava riziko aloreaktivity (definice viz
vykladovy slovnik), kterd je vSak podminéna inkompatibilitou v jinych imunitu
regulujicich genech mimo HLA systém, jako jsou KIR geny, mHA geny apod.

vvvvvv

nejvétsi shodu na Grovni molekularni - tj. na trovni shody sekvenci DNA kodujici HLA
molekuly. Jakykoli rozdil v nukleotidové sekvenci, ktery méa za nasledek zménu
proteinové sekvence piislusné HLA molekuly, miize byt pti¢inou aloreaktivity.
Molekularni typizaci je totiZ mozno objevit variace v sekvenci DNA i u sérologicky
identickych HLA antigenti a haplotypu.

U ptibuzenskych déarcti hleddme hlavné shodu ve zdédénych haplotypech, ktera pak
generuje i shodu v HLA systému. Miizeme-li jednoznacné oddélit haplotypy, pak nam
postacuje sérologicka troven molekularni typizace ("low resolution™). U nepfibuzného
paru darce - piijemce hleddme primarné shodu v jednotlivych alelach kazdého HLA
genu. Pro hodnoceni shody a uspokojujici vysledek pozadujeme vyhradné typizaci na
urovni 4-digits ("high resolution™).

Co se tyc¢e vysledkl transplantace, je nutno uvést, ze negativni vliv ma kazda neshoda

v HLA molekule. Nemtizeme povazovat neshodu na trovni alely za méné znepokojivou
nez neshodu v HLA antigenech. [6]
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3.8 Nomenklatura

Nomenklatura je univerzalni nazvoslovi k urCovani HLA znakii. Odd¢leni specifickych
oblasti antigenli je provedeno dvojteckou (A*02:101). Dale nomenklatura umoziuje
pokryvat HLA alely, které maji identickou sekvenci domén (napt. A*02:01:01G) nebo
také alely, které koduji identické vazebné domény HLA molekuly (napt. A*02:01P). [1]

Tab. 1: Nomenklatura platnd od 1. dubna 2010. [6]

Nomenklatura Oznacuje:

HLA HLA region a ptedpona pro HLA gen
HLA-DRB1 Specificky HLA lokus, napt. zde DRB1
HLA-DRB1*13 Skupina alel, které kéduji DR13 antigen
HLA-DRB1*13:01 Specifickd HLA alela

HLA-DRB1*13:01N "Null" alela (alela, ktera neni exprimovana)

HLA-DRB1*13:01:02 | Alela, kter4 se li§i synonymni mutaci

HLA- Alela s mutaci mimo kodujici region

DRB1*13:01:01:02

HLA-A*24:09N "Null" alela

HLA-A*30:14L Alela kodujici protein se signifikantné redukovanou nebo

"nizkou" expresi na bunikach

HLA-A*24:02:01:02L | Alela kodujici protein se signifikantné redukovanou nebo
"nizkou" expresi na bunkach

HLA-A*44:02:01:02S | Alela kodujici protein

Z divodu historického vyvoje typizacnich technik je nomenklatura HLA genti pomérné
komplikovana, nepiehledna a navic ¢asto nespravné a nekonzistentné pouZivana. Tento
1) sérologicka nomenklatura - znaci reagujici antigeny. Jedna se o historicky systém,
Kktery byl postaven na sérologické (proti-latkové) reaktivité HLA molekul. V potadi, jak
byly vSechny specificity objevovany, pfifazovala se jim pismena oznacujici kdédujici
gen, a cislo (napt. B27). 2) DNA nomenklatura - oznacuje HLA geny a jejich alely. Oba
syst¢émy jsou v klinické praxi bohuZel chybn& pouZivany promiskuitné. Pfitom
Vv soucasné dob¢ se cela HLA nomenklatura fidi mezinarodnimi standardy. [6]
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Obr. 5: Pocet novych alel od roku 1987 do konce prosince roku 2013. [7]

3.8.1 Presnost rozliSeni typizace

HLA typizace umoziuje rozliSit konkrétni antigen v sérologii nebo antigen vcetné jeho
specifické alely v pifipadé DNA typizace. Sérologickd typizace dokédze zachytit
"Broady" a "Splity". "Broad" je soubor antigent, tj. jednotlivych split. Jako "Split" je
oznacovan dany antigen.

Ptesnéjsi je, jak uz bylo vyse feceno, DNA (PCR) typizace, u které lze nastavit nékolik
urovni rozliSeni (nizkou, stfedni, vysokou). V praxi je mozZné se s nizkou a stiedni
urovni setkat pfi HLA typizaci darci pii vstupu do registri. Vysoké rozliSeni slouzi
k ur¢eni kompatibility pacienta a darce. Uziva se vSak mén¢ ato z divodu financni
naro¢nosti. [1]
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Tab. 2: Presnost rozliseni pro jednotlivé typizace. [1]

Priklad Rozliseni Popis
Sérologie | DNA

A9 Broad - Nejisty antigen -
obvykle soubor splitt

A3 Split - Jisty antigen

A*02:XX OR A*02 | - LOW Moznost rozlozeni na
soubor alel, antigenu

A*02:AB - Intermediate | Alely s vysokym
rozliSenim. AB zde
predstavuje NMDP
kod.

A*0201 - HIGH Jista alela - nejlepsi
vysledek

3.9 NMDP (MAC) kédy

NMDP ("National Marrow Donor Program") kody, jinak oznacované jako MAC -
Multiple Allel Codes, jsou ,.kody zahrnujici skupinu alel ziskanych DNA typizaci, ze
kterych je prave jedna platnd“. [1] Existuje typizacni pfistroj k zobrazovani téchto
kodu.

Uved'me ptiklady MAC kédu a v ném obsazené mnoziny alel:

AB - {01,02}

XA - {02,21}

DKRA - {10,16,69}

HFNT - {01,08,11,13,14,17}

3.10 Haplotyp

,Haplotyp je sada alel vizanych na jednom chromozomu, které maji tendenci dédit se
spolecne”. [8] Jinak feceno, sada alel pfenaSenych spolecné na potomka. Je-li
identifikovana asociace néjakého haplotypu s nemoci, Ize tento haplotyp pouzit jako
prediktor rizika vzniku nemoci u konkrétniho jedince. U ¢lov€ka pozorujeme diploidni
genotyp, coz znamena dva haplotypy. Nejcastéji typizované znaky jsou HLA-A, -B, -
DRBL1, tzn. v pripadé jednoho ¢loveka: -Al, A2, -Bl, -B2, -DRB1, -DRB2:

napt. A*01,03-B*08,35-DRB1*01,03
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Mozné kombinace haplotypu:

Al-B1-DRB1/ A2-B2-DRB2,
Al-B1-DRB2/ A2-B2-DRB1,
Al-B2-DRB1/ A2-B1-DRB2,
Al-B2-DRB2/ A2-B1-DRB1

Fenotyp je ruzn¢ ovliviiovan tim, jestli jsou konkrétni alely SNPs (definice viz
vykladovy slovnik pojmi) umistény soucasné¢ na jednom chromozomu nebo na dvou
chromozomech zvlast. Uved'me tii diivody, pro¢ ve studiich davat pfednost haplotypim
pted jednotlivymi SNPs [8]:

1) Proteinova sekvence je koédovana v DNA na paternalnim a maternalnim
chromozomu, anestaci tedy znat pouze genotyp, ale dulezita je znalost samotnych
haplotypti. Pieklad kazdého haplotypu, resp. sekvence DNA, kterou tento haplotyp
reprezentuje, zpusobi vznik samotného proteinu. Mohou se utvofit dva proteinové
fetézce, pticemz jeden odpovidd maternalnimu, druhy paterndlnimu haplotypu. Vyskyt
vice mutaci na jednom chromozomu soucasn¢ méni vysledny proteinovy fetézec vice
nez pii stejném pocCtu mutaci, které jsou rozdélené mezi oba dva chromozomy
a zpusobuji zmény mensiho rozsahu.

2) Variace v populaci se uklada v haplotypech pienasenych z jedné generace na dalsi.

3) Pokud provadime statistické hodnoceni haplotypu, 1ze sledovat zvySeni sily testu
oproti testovani jednotlivych markert separované. [8]

Na konci genotypizace genetickych markerd mame vétSinou informaci bez znalosti
stavu (genotyp) na jednotlivych chromozomech, zatimco nami zadana informace je
znalost stavu (haplotypy) na jednotlivych chromozomech. Haplotypy z genotypu jsou
rozliSovany jedin¢ v pfipad€, Ze vSechny markery jsou homozygotni - dostavame dva
stejné haplotypy, nebo je heterozygotni pouze jedna pozice - mizeme ziskat jen jednu
kombinaci haplotypli, to znamena dva rtizné haplotypy. Tyto genotypy tak maji
jednoznac¢né rozlustitelné haplotypy. Pokud se ale v genotypu nachédzeji minimalné
dvé heterozygotni pozice, pak jde o haplotypy nejednoznaé¢né rozlustitelné a potom
existuje 2°* variant, kde s je pocet heterozygotnich pozic as > 2. To znamena, Ze
haplotypy je mozno snadnym zplsobem odvodit, pokud se genotyp skladd pouze
Z homozygotnich SNPs nebo nanejvy$ jednoho SNP, které je heterozygotni. Pro
genotypy, které jsou nejednoznacné rozlustitelné, je potteba pouZzit dalsi metody.

Haplotypy lIze identifikovat experimentalné pomoci specialnich laboratornich technik,
ty ale nejsou pfili§ praktikovany z ¢asovych a finan¢nich divodu. [1]

Jiny postup miize byt odvozeni z genotypl rodicii, ¢imz ale vétSinou neni rozluStén

kompletni soubor, coz praci komplikuje. Mimo to rodic¢e byvaji dostupni jen v piipadé
pacientl a ne kontrol (rodice kontrol totiz vétSinou nechtéji poméhat objasnéni nemoci,
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kterou netrpi jejich potomek), a pii tomto piistupu je pak ztracena velka ¢ast kontrol,
kterych je i jinak nedostatek. Problém se ziskdvanim genetické informace rodict se
objevuje 1 u nemoci, které se projevuji ve vyssim veéku, napt. diabetes mellitus 2. typu,
kdy rodice pacienta uz ve vétSin€ piipadu neziji.

Dalsi zpusob je vylouceni jedincu, kteti maji nejednoznacné rozlustitelny genotyp,
z analyzy. Tento pfistup se ale nejevi piili§ pouzitelny a to kviili ztraté¢ informace. Navic
je vhodny pouze u haplotypt, které jsou tvoieny jen malym poctem markert, nebot’
s piibyvajicim poc¢tem markerti se snizuje pravdépodobnost vyskytu osob, jez maji
jednoznacné rozlustitelny genotyp.

Zamétime se na metody in silico, které fesi problém vylouceni ¢asti souboru ze studie,
popiipadé je mozné pouzit je ndhradou za narocné experimentdlni metody. Jedna se
0 odvozeni (rekonstrukci) haplotypi z genotypii nepiibuznych jedinci a diky tomu
muzeme pracovat uvniti celého souboru. [8]

Pokud provadime genetické analyzy, pracujeme se vzorkem populace, kde na zacatku
této analyzy kontrolujeme, aby vzorek ve skladbé alel byl vyvazeny. Ovéfujeme, zda
pocty pozorovanych genotypl jsou rovny poctim, které bychom ocekévali s ohledem
na pozorované alelické pocty ve vzorku. K takovému ovéfeni se pouziva Hardy-
Weinbergiv (HW) princip zkoumajici, jaké je rozloZeni alel jedincti v populaci. Jde
0 matematicky aparat, kterym je mozné vypocitat ¢i odvodit genotypové cetnosti
z alelovych Cetnosti, jestlize predpokladame nahodné kombinace alel v populaci.

Pozorujme v populaci dvé alely uréitého genu a ozna¢me je jako A a a. Muzeme
sledovat tfi rizné genotypy AA, Aa, aa a jejich poéty Naa, Naa @ Naa (Viz Tab. 3). Pomoci

poctu genotyptl pak jednoduse vypocteme cetnost obou alel.

Tab. 3: Zastoupeni genotypul.

Genotyp Pocet osob s danym genotypem
AA Naa
Aa Naa
Aa Naa

Celkem N

Urceni Cetnosti alely A, p:
P = (2naa + Naa)/N . 1)
Urceni Cetnosti alely a, Q:

g = (2Naa + Naa)/N . (2)
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Plati, ze:
p+q=1 3)

Z alelovych Cetnosti poté mizeme odvodit oekavané Cetnosti genotypu (viz Tab. 4),
a ty pak porovnavame s pozorovanymi genotypovymi ¢etnostmi (pozorované cetnosti je
mozné snadno vypoditat, napf. pro genotyp AA jako naa/N).

Tab. 4: Odvozeni genotypovych cetnosti na zdkladeé kombinovani alel.

AP) | AQ@)
A AA Aa
(p) p’ pq
A aA aa
) gp o
Tab. 5: Odvozend ocekavana cetnost genotypii.
Genotyp | Oc¢ekavana
Cetnost

AA p’

Aa 2pq

Aa 0
Celkem 1

Ocekavané Cetnosti ur¢ime nasledujicim zplisobem pouZzitim binomického rozvoje:

(p+0)* = p*+2pg+q” (4)
Konstanty pouzité v rovnici (4):

p... Cetnost alely A

g... Cetnost alely a

VyuZitim vySe ziskanych o€ekavanych cetnosti nakonec mizeme urcit ocekavané pocty
(napf. pro genotyp AA vypogitime p°N), které porovnavame s pozorovanymi podty
genotypi. K ovéfeni rovnovahy slouzi X? test dobré shody:

Xz _ Z (pozorované pocty genotypii—ocekdivané pocty genotypii)?

(®)

ocekdvané pocty genotypii
V naSem ptipad€ uvazujeme pouze jeden stupen volnosti.

Rozbor HW rovnovahy jednotlivych SNPs miize napt. poukazat na fakt, ze distribuce
alel mezi jedinci s onemocnénim je nerovnomérna. [8]
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3.11 Fenotyp

Fenotyp je soubor vSech definovatelnych znakt jedince. Zafazujeme sem znaky nejen
pozorovatelné a definovatelné na Grovni organismd, ale také charakteristiku urcité
fyziologické nebo biologické funkce. Pokud pracujeme na bunécné urovni, mizeme za
odlisny fenotyp oznacit napt. tvar riiznych typt bunck nebo jejich odlisnou funkci. Na
biochemické  turovni Ize  odliSnost fenotypli  demonstrovat napf. na
molekulach hemoglobini. U zdravého clovéka v dospélém véku je pfitomen
hemoglobin dospélého typu HbA (97 %) a HbA2 (2,5 %) a fetalni hemoglobin HbF
(0,5%). Vznik variant hemoglobinu je dasledek mutace a tyto varianty byvaji
provazeny ruznymi typy hemoglobinopatii. Fenotyp je podminén genotypem,
epigenetickymi zménami a vlivy prostiedi. [9]

3.12 Genotyp

Genotyp charakterizuje bud’ informaci o genetické konstituci buriky, nebo organismu ¢i
jedince. Genotyp u daného jedince oznacuje veskerou jeho genetickou charakteristiku.
U kazdého jedince téhoz druhu se 1i8i z hlediska genomickych sekvenci v genovych
I mimogenovych oblastech. Jako piiklad velké variability genotypt u jedinct lidské
populace 1ze uvést HLA lokus. [10]
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4 Metody odvozovani/rekonstrukce haplotypi

V této kapitole bylo ¢erpano a citovano ze zdroje [8], neni-li uvedeno jinak.

Kapitola se zabyva teorii metod pro rekonstrukci haplotypl z genotypii neptibuznych
0sob. Mame k dispozici tii zakladni metody:

. Clarkuv algoritmus - umoznuje rekonstruovat piimo haplotypy jedinct
v souboru.

o EM ("Expectation-Maximization') algoritmus - odhaduje frekvence
haplotypt v populaci, uvniti populace pak odvodi haplotypy pro jedince v souboru.

. Bayesovské algoritmy - urcuji pravdépodobnosti haplotypovych part pro dané
genotypy.

4.1 Clarkuav algoritmus

Jedna se o prvni algoritmus pro rekonstrukei haplotypi, které maji délku vetsi nez tii
polymorfismy. Haplotypy timto algoritmem odvozujeme z genotypu ziskanych
z populace.

Pfi jeho pouziti ocekavame, ze ve vzorku dostatecného poctu jedinci z populace
s danym genotypem se urcit¢ nachazi néjaké genotypy zcela homozygotni nebo

s nejvyse jednou heterozygotni pozici (tzn. jednoznaéné rozlustitelné genotypy).

Tab. 6. Postup odvozovani haplotypii dle Clarkova algoritmu.

(1) Na pocatku rozlusti vSechny homozygotni genotypy a genotypy s jednou
heterozygotni pozici. Haplotypy takto ziskané jsou oznacCeny jako zndmé.

(2) Tyto znamé haplotypy se pokus pfifadit k zatim nerozluSténym genotyplim. Pokud
se nektery haplotyp shoduje, potom jej k danému genotypu pfitad a druhy haplotyp
odvod’ tak, aby haplotypovy par odpovidal genotypu.

(3) Takto je ziskan dalsi znamy haplotyp. V hledani pokracuj dale (bod(2)), dokud
existuji jakékoli rozlustitelné genotypy.

(4) Odvozovani ukon¢i, pokud jiz neni moZné 7adné genotypy pomoci zndmych
haplotypt rozlustit nebo pokud se podatilo rozlusténi vSech genotypa.
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Priklad pouziti Clarkova algoritmu

Obr. 6: Priklad odvozovani haplotypii Clarkovym algoritmem.
HiH;

.

H;H;

/

H>H3

/ N\

H3H4 H3H5 H6H7

Nejprve rozlustime haplotypy homozygotniho genotypu. Mame zndmy haplotyp Hi
a pomoci né¢ho nalezneme dal§i znamy haplotyp z genotypu HiH; a dostdvame novy
znamy haplotyp Hp. Takto pokracujeme, dokud mizeme ze znamych haplotypu ziskat
né¢jaké haplotypy dosud nerozlusténych genotypt. Genotyp HgH; je na konci
nerozlustén, nebot’ k rozlusténi haplotypti Hg a H; nelze pouzit zadny ze zndmych
haplotypti H; - Hs.

Je nezbytné zopakovat postup s riznym pocateénim pofadim genotypu. Pokazdé se totiz
mohou vysledky lisit.

Vyhody Clarkova algoritmu

e Tento algoritmus funguje velice dobte pro mensi vzorky s ¢astymi haplotypy.
e Je velmi jednoduse proveditelny.

Nevyhody Clarkova algoritmu

e V piipadé, Ze se ve vzorku osob nevyskytuje jakykoli jednozna¢né rozlustitelny
genotyp, nelze algoritmus spustit.

e Algoritmus muze byt ukoncen, 1 kdyz se nepodatilo rozlustit vSechny genotypy.

e Muze dojit k chybnému rozlusténi haplotypu, pokud nastal crossing-over
a genotyp odpovidd jinému znamému haplotypu v souboru, nez je skutecny
haplotyp.

e Nejpravdépodobnéjsi spravna metoda rekonstrukce haplotypt je ta, kterd miize
rozlustit co nejveétsi pocet genotypd.

e Pokud algoritmus pracuje ve vétSich vzorcich, roste pravdépodobnost vyskytu
malo Cetnych haplotypil a takové je pak obtizné timto algoritmem ziskat.

e Je nutné nékolikrat zopakovat postup s riznym pocate¢nim pofadim genotypi.
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4.2 EM algoritmus

Jde o itera¢ni metodu, pii které se hledaji maximalni davéryhodné odhady
haplotypovych Eetnosti, pficemz je piedpokladana Hardy-Weinbergova rovnovaha.

Nejlépe pracuje pro velké vzorky z populace a neni zavisly na mife rekombinace. Je
povazovano za vhodné spoustét jej s riiznymi pocateCnimi podminkami, ale na druhou
stranu u n¢j nezalezi na potadi vstupnich dat jako u Clarkova algoritmu.

S rostoucim pocétem znakd metoda vykazuje exponencialni vzriust narokti na vypocetni
¢as. Tento algoritmus je pouzitelny na feSeni problémi typu:

o nalezeni haplotypt pro dany soubor.

o oznaceni haplotypt s nejvétsi Cetnosti.

o odhad haplotypovych popula¢nich ¢etnosti.

. uréeni nejpravdépodobnéjsiho haplotypového péaru pro kazdého jedince
v souboru.

Algoritmus stoji na piedpokladu, ze pokud bychom znali haplotypové pary pro dané
genotypy, pak z nich je mozno odhadovat ¢etnost haplotypi, i naopak pokud bychom
znali Cetnosti, pak ndm umoznuji odvodit z nich haplotypy, které odpovidaji piisluSnym
genotypuim.

Tab. 7: Postup odvozovani haplotypii pomoci EM algoritmu popsany pomoci
pseudokodu.

(1) Nastav konvergenéni kritérium & < 10" pro ptesnost odhadu ¢etnosti haplotypi.
Obvykle:

4<v<8. (6)
Nastav maximalni pocet iteraci N. Obvykle:

25<N<100. (7)

Nastav hodnotu vérohodnostni funkce pro prvni srovnani, napf. LY =1,

(2) Zahaj iteraci s hodnotous=0

(3) Nastav pocatecni podminky, tedy haplotypové Cetnosti pk(o), k=1,.. M.

(4) Dokud s < N, opakuj nasledujici kroky:

30




(I) Pocitej pravdépodobnosti vsech moznych kombinaci haplotypti pro dané genotypy:

o, | @ k=1 ®)
SRR SIS
2p vk #F L.

(IT) Odhadni pravdépodobnosti genotypt g1, ..., Or jako soucet pravdépodobnosti
kombinaci haplotypti kompatibilnich s danym genotypem spocitanych v predchozim
bodé¢

(@)= ko DL PO (e, ), kde i= 1, ... rak<l. ©)

(IIT) Spocitej algoritmus vérohodnostni funkce
In L9=31_; ng; Inp(g0) . (10)

a pokud |[LED — L©®)| < &, pokraduj na bod (6).
(IV) Odhadni o¢ekavany pocet haplotypu k, kdek =1, ..., M :

T
A h (11)
EO () = ) 59 (o)
i=1 ‘
Kde
() () 12)
h 2.p.°.p
5(5) L) =28k P i h, =
p (h, )— - proh, # hyihy = h;.
“ gi P (g) e
(V) Aktualizuj haplotypové Cetnosti:
p,(cs) = nglsk) /2n. (13)

(5) Ukonci bez konvergence.

(6) Ukon¢i, odhady haplotypovych ¢etnosti jsou p,(cs) .
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Priklad pouziti EM algoritmu
(voln¢ pieloZzeno ze zdroje [11])

Uvazujeme dva lokusy. Pro jednoduchost piedpokladame, ze jsou dvoualelové. Lokus 1
ma alely A, a, lokus 2 ma alely B, b . Pocty genotypi pozorujeme u dvou lokusi N
jednotlived z populace. Poéty homozygota pro oba lokusy ziskané EM algoritmem
oznacime jako: Naags; Naass ; Naanb; Naann . Obdobné pocty homozygotu pro jeden lokus jsou:
Naagb; Naasb; Nuss; NAabb . Dale heterozygoty pro oba lokusy maji ¢etnost nagg, Stanovme zaveér
0 haplotypech. Jaké jsou odhady frekvenci haplotypi? Jaké jsou mozné haplotypy pro
kazdou genotypovou kombinaci dvou lokust? Pro jakou genotypovou konfiguraci nelze
odvodit faze?

1) Naasp j€ Cetnost spojeni dvou haplotypovych pari: Nag=an, Napb=as, NAB=ab & Nab=ap JSOU
naSe chybéjici data od faze, kdy tyto haplotypy nemohou byt rekonstruovany
z genotypovych dat. Pokud by byly tyto faze znamy pro vSechny haplotypy, potom
muzeme snadno zapsat pravdépodobnostni funkci pro nag, Nap, Nag @ Nap Z hlediska
Cetnosti haplotypl Pas, Pab, Pas @ Pap- Jakd mé byt tato pravdépodobnostni funkce
Vv ptipadé kompletnich dat?

2) Vzorek jednotlivct N obsahuje 2N haplotypt. nag v piipadé kompletnich dat je:

Nap = 2Nagjag + Nagjab + Najas + NABjab - (14)
Pravdépodobnost kompletnich dat se vypocita jako:

2N! (15)
L(ngp; Map; Nap; Nap) = ,PZQBPZZQDPZEBPZZIJ -

Nap! Nap! Nap! Ngp!

Maximalni pravdépodobnost (MLE) pro pag je:

DaB = ?;NB : (16)

Totéz lze provést pro Pap, Pea » Pab -

Nebudeme sledovat kompletni data, ale mtizeme pouzit EM algoritmus. Sledovana data
Jsou'Y = (Naags; Naas; NAAbb; Naabb; NAABL; NaaBb; NAaBB; NAabb; NAaBb)-

3) Krok E (Expectation = ocekavani) tohoto algoritmu zahrnuje vypocet Q, coz je
ocekavana logaritmicka pravdépodobnost kompletnich dat. Musime ziskat nasledujici

podminéna ocekavani:

ngB =E [nAB |Y: pr' pgb,pr,pgb,] 17)
ngB = E[nglY, pr' pgb,pr,pgb,]
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0 _ 0 .0 .0 .0
Nap = E[ngp|Y, D4, pAb,paB,pab,]
0 _ 0 ,0 .0 .0

nap = E[ngplY, pABlpAb,paB,pab,] .

Jak vypocitame nip ?

E [nAB | Y, pas, pgb,pr,pgb,] =2naaBB+1AABb T AaBB T (18)

E [nA_B Y, pr:pgb,pr,pgb,] .

ab

Jak vypocitame E[ngp/qp|Y, Pass Pgb,PgB,Pgb,] ?

E Y 90 p0 p0 0 | = __ PaPap (19)
NAB|Y, P, Pab,PaB,Pab, _nAaBbpo 0 -0 0 -
ab ABPabtPApPaB
Tedy:
0 0
0 _ PaBPab (20)
Nap =2NpABB*TMAABL M AaBB T NAaBD P20, 400 p0- +pa?4bp03 :
a a.

Podobné vypo&itime nj,, nlz and, .

4) Krok M (Maximization = maximalizace) zahrnuje maximalizaci Q, ocekavané
hodnoty logaritmické pravdépodobnosti (ziskané krokem E) s ohledem na pag, Pab, Pas

a pab .
Maximalni pravdépodobnosti jsou

A _n%p o _ 1% :nOaB 15 :noab
Pap = =5 Pab = 1 PaB = 571 Pab oN

5) V dalsim kroku stanovime
1 _ = 1 _ » 1 _ a 1 _ »
Pap = PaB» Pab = Pab)PaB = PaB)Pab = Pab -

6) Nyni se vratime do kroku E tohoto algoritmu a vypocitame znovu Q. Pokra¢ujeme
v iteracich mezi kroky E a M, dokud parametry konverguiji.

Vyhody EM algoritmu
e Funguje nejlépe pro velké soubory bez ohledu na miru rekombinace mezi
markery.
e Vhodny k pouziti ve vétSich souborech, protoze zde pravdépodobnéji dosahuje
HW rovnovahy.

¢ Nema zde roli pocatecni potradi genotypu.
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Nevyhody EM algoritmu

e Je Sance, Ze ziskame haplotypy, které v souboru ve skute¢nosti nejsou.

e Na druhou stranu muize také dojit k opomenuti skuteénych haplotypu.

e Algoritmus ma citlivost na pocateéni podminky nastaveni haplotypovych
cetnosti.

e Pokud spoustime algoritmus na velkém souboru, tak dochazi k chybam pro
haplotypy s malou ¢etnosti (< 5 %) neboli #idké haplotypy.

e Presnost vypoctu se zhorsuje pro stejné Cetné haplotypy.

e Algoritmus je zalozen na pfedpokladu HW rovnovahy, tzn. jeji velké poruseni
muze zpusobit chyby v odhadovani pravdépodobnosti.

4.3 Bayesiiv algoritmus

Jde o algoritmy, jejichz prostfednictvim se na neznamé haplotypy divame jako na
nezndmou nahodnou veli¢inu, a nas cil je stanovit podminéné rozdéleni
pravdépodobnosti v zavislosti na pozorovanych genotypech.

Mame mnozinu neznamych haplotypovych para H = (Hs, ...,H,) pro n osob, resp.
znamych genotypi G = (G, ...,Gp). K vypoctu podminéné pravdépodobnosti P(H|G)
ajejiho rozlozeni je potieba pouzit Gibbsiv vzorkovaé, coz je typ algoritmu
Markovskych fetézcti - Monte Carlo, které vytvari fetézec odhadt H(O), H(l), H(Z), s
Hodnota P(H|G) vyjadiuje, s jakou pravdépodobnosti haplotypovy par odpovida
genotypu vzhledem k celkovému souboru genotypt. Napi. pokud mame jednoznaéné
rozlustitelny genotyp g; = (11,11,22), tak mu odpovidaji dva haplotypy h; = (1,1,2). Je
to jediné mozné fteSeni, takZze pravdépodobnost této rekonstrukce se rovna jedné
nezavisle na tom, jak vypadé zbytek souboru. Pro nejednoznacné rozlustitelné genotypy

vvvvvv

mozna feSeni a pfifazovat jim piislusnou pravdépodobnost.
4.3.1 Zakladni Bayestv algoritmus

Zakladni Bayestv algoritmus je zahajen pocatecnim odhadem H® pro H. Nasledns se
opakované odvozuje H®D 7z 4O pro t=0,1,2, ... dle nasledujicich krokd v Tab. 8.
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Tab. 8: Postup odvozovani haplotypu dle zdkladniho Bayesova algoritmu.

(1) Nahodné vyber jedince i ze vSech osob s nejednoznaénym genotypem. Tyto
opakované vybéry proved’ rovnomeérne.

(2) Odvod H""Y z podminéné pravdépodobnosti P(Hi|G,H."), kde H.i jsou viechny
haplotypové pary mimo paru jedince i. Pfedpokladej, Ze tito ostatni nevybrani jedinci
maji spravné rekonstruované haplotypy.

(3) Proved’ upravu Hj(t+1) = Hj(t) proj=1, .., nj#i.

Pokud udé¢lame dostateény pocet opakovani téchto kroku, ziskame odhad PH|G).
Béhem kazdé iterace aktualizujeme hodnotu P(H;|G, H-i ), kde haplotypovy par H; je
ekvivalentni kombinaci dvou haplotypt hji,hiz, jez jsou kompatibilni s genotypem G;.
Urceni této podminéné pravdépodobnosti s sebou nese problémy, jelikoz vypocet
pravdépodobnosti zavisi na ptedpokladech o genetickych a demografickych modelech.
Navic dana pravdépodobnost pro modely nam neni znama, proto ji tedy upravujeme
nasledujicim zptisobem: P(Hi|G,H-i)oo P(Hi|H-)o z(hir|H.) m(hiz|Hihi1), kde z(.|H)
znamena podminénou hustotu piistiho vybraného haplotypu na zakladé haplotypi, které
byly jiz vybrany. Tato hustota vSak neni obecné¢ zndma a zdroven pouzivame tzv.
,haivni Gibbstiv vzorkovac“. Nutno piedpokladat, ze vyskyt potomka s mutantnim
haplotypem h s pravdépodobnosti vy nezavisi na genotypech rodi¢u. Pak z(h|H) je
urcena jako:

n(h|H) =(rm+6w)/(r +6) . (21)

Konstanty pouzité v rovnici (21) :

Ih... pocet haplotypu h v souboru haplotypt H

r... celkovy pocet haplotypia v H

Vh ... pravdépodobnost haplotypu h

... mutacni mira ¢ili Sance vzniku mutace v kazdé generaci, s pomoci kter¢ mizeme
definovat variabilitu odvozenych haplotypt

Ur¢ime pravdépodobnost haplotypu h, v, =1/M pro vsechny h, kde M oznacuje celkovy
pocet haplotypti, které bychom mohli pozorovat v dané populaci. Plati, ze Ovy, = 1.

Pouzitim této zakladni podoby algoritmu dojdeme ke ptiblizné stejnym vysledkim jako
u EM algoritmu. Vyhodu zde predstavuje moznost pouziti pro haplotypy delsi, co se
tyCe poctu sledovanych markerii, a navic je ve vypocCtu zahrnuta nejistota odhadu
samotnych haplotypt. Tato verze Bayesova algoritmu ma dalsi vylepseni.
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4.3.2 Bayesuv algoritmus na zakladé koalescen¢ni teorie

Bayestv algoritmus na zaklad¢ koalescen¢ni teorie je zakladni pfistup rozsifeny
0 aplikaci koalescenéni teorie Ta zni, Ze kazdy nasledujici vybrany haplotyp bude tim
vice podobny tém piedchozim podle toho, ¢im vice osob jsme jiz sledovali a ¢im je
mutacni mira mensi. Pfi rekonstrukci haplotypii je tedy pocitdno s poznatkem, ze
haplotypy sledovaného genotypu budou stejné nebo podobné tém haplotypim
vyskytujicim se ve vybéru.

Pro néazornost aplikace koalescencni teorie v odvozovani haplotypt je zde uveden
priklad. Pfistup v ném praktikovany vyuziva pii rekonstrukci znalost nékterych
haplotypti a jejich Cetnosti.

Tab. 9: Priklad odvozovani haplotypii dle Bayesova algoritmu s aplikaci koalescencni
teorie.

Znamé Jedinec ¢. 1 Legenda haplotypii: Legenda genotypi:
haplotypy: s neznamymi 1 - alela majoritni 0 - heterozygot

12111 haplotypy: 2 - alela minoritni 1 - homozygot majoritni
12111 12111 2 - homozygot minoritni
12111 00101 - 21121

12111

21121

21121 Jedinec ¢. 2 Znamé haplotypy zobrazuji doposud pozorované
11222 S neznamymi haplotypy i jejich ¢etnost. Potom jedinci ¢. 1

22122 haplotypy: piifadime nejpravdépodobnéjsi kombinaci haplotypu,

12211 | to znamena dva zndmé haplotypy s nejvyssi Cetnosti.
21221 | Jedinci ¢. 2 jiz ale nemtzeme ptiradit zadny ze
znamych haplotypti a volime proto ty nejvice
podobné haplotypy, které maji vysokou
pozorovatelnou Cetnost se zdmeénou na tfeti pozici.

00201 -

U tohoto algoritmu jde konkrétné o tzv. ,,pseudo-Gibbsiv vzorkovac®. Podminénou
hustotu z(.|H) je mozné aproximovat jako:

S
n(hH) = Sacs 520 (25) s (P )an - (22)
Konstanty pouzité v rovnici (22):

l,... pocet haplotypli a v souboru haplotypi H z mnoziny E obecného mutac¢niho
modelu s mutacni matici P

r... celkovy pocet haplotypia v H

6... mutacni mira

S... nahodny pocet mutaci nahodné zvoleného haplotypu a
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Mutaéni miru odhadujeme podle vztahu:

6 = Sl/log(2n) . (23)
Konstanty pouzité v rovnici (23):
S... pocet pozorovanych heterozygotnich pozic

n... pocet znamych genotypt

Algoritmus znovu zacind pocatecnim odhadem HO. Pokrac¢uje opakovanym
odvozovanim H™Y z HY pro t=0,1,2, ... tzn. pouzitim krokt v Tab. 10.

Tab. 10: Postup odvozovani haplotypii dle Bayesova algoritmu s aplikaci koalescencni
teorie.

(1) Nahodné¢ vyber jedince i (i=1, ...,n) ze vSech osob s nejednoznaénym genotypem.

(2) Vyber podsoubor S heterozygotnich markerti jedince i. Necht H(S) oznacuje
haplotyp jedince i tvofeny pouze heterozygotnimi pozicemi a necht’ H(-S) jsou stejnym
zpusobem vzniklé haplotypy vSech jedincti souboru mimo jedince i. (Pak H(S) U H(-S)
= H.). Odvod H*Y(S) z podminéné pravdépodobnosti P(H(S)|G, HO(-9)).

(3)Uprav H"D(-8) = HO(-S).

Pouzitim takovéto uUpravy pak muizeme Bayestv algoritmus ucinit pfesnéjSim nez
Clarktiv a EM algoritmus, nabizeji se 1 rozsahlej$i moZnosti jeho aplikace a ve vypoctu
je zahrnuta nejistota souvisejici s odhadovanim haplotypi. Nutné je ovSem podotknout,
ze aplikace tohoto postupu je pouzitelnd jen na takové datové soubory, které vyhovuji
predpokladiim koalescen¢ni teorie. Takovym souborem rozumime vyvoj populace po
dlouhé casové obdobi, kdy v této populaci neprobiha ani neprobchl genovy tok,
stratifikace a nedoslo zde k tzv. bottlenecku neboli situaci, Ze nastala vyznamna redukce
¢asti reprodukce-schopné populace, ktera by méla za nésledek nerovnomérnou
distribuci genotypti napii¢ populaci. Dilezita je myslenka, ze haplotypy, které chceme

ey e

Stejné jako u EM algoritmu i zde je predpokladdna platnost HW rovnovahy. Vypocet
nejlépe funguje pro piipad tésné vazanych markerii. V ramci implementace této metody
tak bude nutno znat genetické vzdélenosti sledovanych markerii a pouziti je pak mozné
i na markery s velkou vzdalenosti. Vypocet umoziiuje pracovat s vice markery nez
standardni EM algoritmus. Pfi rekonstrukci haplotypt lze také do vypoctu zahrnout
znalost n€kterych haplotypt, které jsme predtim ziskali experimentalné a takto odhady
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zptesnit. Dale se také naskytuje moznost metodu rozsifit o aplikaci na netiplné genotypy
nékterych jedinci souboru.

4.3.3 Rozdil mezi zakladnim BA a BA s aplikaci koalescen¢ni teorie

Rozdil mezi dvéma vyse uvedenymi variantami Bayesova algoritmu tkvi v tom, ze pii
vyuziti koalescentni teorie piedpokladdme odvozovani haplotypovych para.
V zakladnim BA pracujeme s Dirichletovym rozdélenim. To znamend, ze pfi
rekonstrukci genotypu, ke kterému neexistuji zadné znamé odpovidajici haplotypy,
algoritmus pfifazuje nahodné¢ vybrany haplotypovy par, ktery se kazdy vyznacuje
stejnou vahou. Nicméné jestlize vyuzijeme piedpokladii z koalescen¢ni teorie, potom
takovému genotypu vyhledavame haplotypy podobné jiz dfive pozorovanym
haplotypim. To znamend, Ze ud¢€ldme zaménu jedné nebo malého mnoZstvi
jednotlivych bazi (SNPs), a dostaneme haplotypovy par, jenz je tvoren haplotypy
podobnymi tém jiz pozorovanym.

Odvozovani haplotypi na zdkladé¢ podobnosti k jiz zndmym haplotyplim sice
v nékterych ptipadech vyvolava u n€kterych odbornikii odpor, nicméné znamena zajisté
realisti¢téjsi volbu nez ndhodny vybér haplotypovych pari, coz bylo dokazano
i experimentalné. Celkové je tak vhodn&jsi pouzit takové Bayesovy algoritmy, které
rekonstruuji haplotypy na zakladé podobnosti s témi jiz zndmymi v ramci souboru,
ovSem jen tehdy, kdy ndm to umozni typ sledované populace.

Vlastnosti Bayesovskych algoritmi

e Nejlépe jsou pouzitelné na t€sné vazané markery.

e Podobn¢ jako EM algoritmus 1 Bayesovy stoji na pfedpokladu HW rovnovéhy.

e Implementace algoritmu na zéakladé koalescen¢ni teorie mize vyzadovat také
znalost genetické vzdalenosti sledovanych marker. Toto rozSifeni lze pak
pouzit 1 na vzdalené markery.

e Algoritmy na zakladé koalescenéni teorie jsou optimalni a hodi se k aplikaci na
souborech jedinc z populace, kteti mohou splnit pfedpoklady koalescenéni
teorie.

e Nadstavbou EM a BA je metoda Partition-Ligation. [8]

Spole¢na vlastnost Clarkova, EM a Bayesova algoritmu

Jeden z hlavnich faktort, ktery rozhoduje uspéSnost téchto metod, je poruSeni HW
rovnovahy. Je-li rovnovdha porusena zvySenim Cetnosti heterozygotl, stava se
rekonstrukce problematicka pro vSechny tii algoritmy.
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5 Implementace zvolenych algoritmi

Praktickd c¢ast je vénovana implementaci Clarkova a EM algoritmu. Klade si za cil
ukazat, jak Ize algoritmy feSit pouzitim programovaciho jazyka. Déle porovnava
vysledky obou metod a fesi jejich jednotlivé vyhody a nevyhody.

Clarktiv a EM algoritmus jsem implementoval pomoci programovaciho jazyka Java. Jde
pravé o tyto dva algoritmy, protoze byvaji pouzivany nejéastéji a také protoze Bayesiv
algoritmus je implementa¢né velmi naroény. Mam k dispozici fenotypova data 17 219
darca kostni dien¢. Uvazuji pouze znaky -A,-B,-DRBL1. Na nich pracuji jen s alelickou
skupinou (tzn. prvni dvé Cislice pred dvojteckou).

5.1 Implementace Clarkova algoritmu
Clarktiv algoritmus vyuZiji pro rekonstrukci haplotypt v daném souboru jedincii. Jako
prvni krok provedu rozdéleni genotypti na homozygoty a heterozygoty. Nasledné

provadim rekonstrukci podle Tab. 7. Zpusob implementace S pouzitim pseudokodu je
zapsan v Tab. 11.
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Tab. 11: Postup pocitacové implementace Clarkova algoritmu popsany pomoci
pseudokodu.

I3

(1) Deklaruji: ¢iselnou proménnou ,,a" = 0, ,, prozkoumdano"” = 0, pole ,,homozygoti“,
pole ,heterozygoti“, kde kazdy heterozygot ma dvoutroviiovy stav, dale seznam
Lrekonstruované” a haplotyp ,,posledni“.

(2) ,,prozkoumano“ = 0. Rekonstrukce haplotypu na a-té pozici pole ,,homozygoti .
Ulozeni haplotypu do seznamu "rekonstruované". Haplotyp ,posledni® = prazdny.
,posledni“ reprezentuje haplotyp, ktery byl rekonstruovan jako posledni v poradi. Na
zacatku je tedy prazdny.

(3) Pro kazdy prvek seznamu heterozygoti ovéiuji: Pokud stav aktualniho
heterozygotu != hotov a lze jej rozlustit s odpovidajicim haplotypem, odvodim
pomoci tohoto haplotypu druhy, ktery pak ulozim do seznamu ,,rekonstruované”, stav
aktualniho heterozygotu = , hotov". Pokud aktualni heterozygot == posledni
v seznamu, piechod na bod (4).

(4) Pokud ,,prozkoumdno“ == 0, pak ,, prozkoumdano = 1 a proménna ,,posledni* =
haplotyp, ktery byl rekonstruovan jako posledni v potadi a navrat na bod (3). Jinak
piechod na bod (5).

(5) Porovnavam posledni rekonstruovany haplotyp, s haplotypem ,,posledni*. Nyni
oveéfuji podminku: Pokud posledni rekonstruovany haplotyp == ,,posledni“, a =
a+1, navrat k bodu (2). Jinak navrat k bodu (3).

Priklad pouziti implementace Clarkova algoritmu

Mam k dispozici fiktivni fenotypova data uvedena v Tab. 12.

Tab. 12: llustracni priklad souboru darcii s heterozygotnimi genotypy (kazdy radek
predstavuje jednoho darce).

Ho Hs
Hi H
H; Hj
He Hs
H: Hs
Hz Hsg
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Vytvofim seznam homozygotnich genotyptl a dale seznam heterozygotnich. Pro jeden
z homozygotd, HiH;, provadim rekonstrukci:

1) Protoze se jedna o homozygot, rekonstruuji jeho haplotyp H; a ulozim ho do
seznamu znamych haplotypt.

2) Postupuji seznamem heterozygoti. Genotyp HyHs; nelze rekonstruovat, protoze
neobsahuje zadny ze zndmych haplotypti. Proto pokracuji. Z genotypu HiH; 1ze pomoci
jiz znamého haplotypu H; rekonstruovat H,. Hz ulozim do seznamu znamych haplotypu.
Genotyp oznac¢im. Pokracuji. Z HiHs je mozno rekonstruovat haplotyp Hs opét ze
znalosti H;. Ulozim Hs do seznamu znamych haplotypi. Genotyp oznacim. Nyni
nasleduje H4Hs. Protoze v seznamu znamych haplotypti se nachazi Hy, rozlustim Hs.
UloZim. Genotyp oznac¢im. K rozlusténi genotypu HsHs nelze pouZit Zadny ze znamych
haplotypti. Totéz Ize tvrdit o genotypu H7Hs.

3) Program se nachazi na konci seznamu heterozygoti. Ulozim do urcité proménné
posledni haplotyp, ktery byl rozlustén, tj. He.

4) HyHs jiz nyni lze rekonstruovat, protoze v seznamu rekonstruovanych haplotypi se
nachazi H,. Mohu tedy rozlustit haplotyp Hs a ulozit ho do seznamu. Genotyp oznacim.
HiH; byl jiz oznacen a tudiz pokracuji. HiH4 byl jiz oznacen. H4Hg byl jiZ oznacen.
HsHs oznacen neni. Haplotyp Hs mohu odvodit ptes Hs, ktery se jiz nachazi v seznamu
rekonstruovanych haplotypti. Ukladdam Hs. Genotyp oznac¢im. K rozluSténi genotypu
H7Hg nelze pouzit Zadny ze znamych haplotypu.

5) Nyni se program opét nachazi na konci seznamu heterozygotti. Posledni ulozeny
haplotyp je Hs. Ten neni totozny s haplotypem Hg v proménné deklarované po minulém
prichodu. Z toho Ize usoudit, Ze od minulého prichodu koncem byly nalezeny dalsi
haplotypy a tudiZ mé4 vyznam prozkoumavat seznam heterozygotii znovu. Ukladam Hs
do proménné a cyklus opakuji.

6) HoH3 byl jiz oznacen. Pieskakuji. HiH; byl jiz oznacen. HiH, byl jiz oznacen. HyHg
byl jiz oznaen. H3Hs byl jiz oznacen. H7Hg oznacen neni. K jeho rekonstrukcei ale nelze
pouzit zadny ze znamych haplotypt.

7) Opét jsem na konci seznamu. Posledni rekonstruovany haplotyp je Hs a proménna je
téz rovna Hs. Je tedy zfejmé, Ze program jiz zadné dalsi haplotypy rozlustit nemize
a pro homozygotni genotyp HiH; je nutné algoritmus ukoncit, 1 kdyz nejsou rozlustény
vSechny haplotypy.
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Ukazka vypisu aplikace vytvoiené pomoci jazyka Java

Retézec alelickych skupin haplotypu je v aplikaci zapsan v potadi A,B,DRB1, tzn. napi-.
haplotyp A*01,B*08,DRB1*03 je oznacen jako 010803).

Po spusténi programu se pro kazdy homozygot zobrazi proces rekonstrukce. Oba vypisy
vznikly pro ptipad vybéru prvnich 1 000 genotypii v potadi. Poc¢atecni homozygoty ale
vybiram z celého souboru nezavisle na tom, jaky je zvolen podsoubor (z divodu
velkého rozsahu vypisu je zde uveden jen jeho kratky tsek), napt. :

homozygot: 010803
genotyp:023511 010803
znamy:010803
odvozeno:023511
genotyp:293511 010803
znamy:010803
odvozeno:293511
genotyp:020803 010803
znamy:010803
odvozeno:020803

V piipadé nemoznosti najit jakékoli jednoznacné rozlustitelné genotypy se zobrazi
vypis, napft. :

homozygot: 014014

1 rozlusténych haplotypl

nenalezen zadny jednoznacné rozlusStitelny genotyp
nerozlusténych: 756

Tab. 13: Seznam 20 haplotypii s nejvyssi Cetnosti pri pouziti Clarkova algoritmu
(skutecny pocet vyskytii haplotypii v souboru,).

Haplotyp | Haplotyp |
A,B,DRB1 | Cetnost | A,B,DRB1 | Cetnost

010803 1418 | 021504 228
020715 817 024416 220
030715 627 020803 211
010715 422 021307 183
024404 385 030701 179
010801 268 025115 172
020701 259 024415 167
024411 236 025101 163
010815 235 021811 161
024401 231 234407 159
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Haplotypi, které se ve skuteCnosti v souboru vyskytuji pouze jednou, bylo nalezeno
878.

Homozygoti, kteii jako pocateéni genotypy identifikovaly nejvice haplotypi
(Podsoubor byl zvolen jako 600. - 900. darce v souboru):

homozygot: 030715: 168 rozlusSténych haplotypl, nerozlusténych: 191

homozygot: 010803: 167 rozlusténych haplotypl, nerozludténych: 192

Dale: 021307, 033501, 024416, 025707, 021511, 251815, 020715, 023813, 243511,
022701, 021504, 024404, 301307, 021811, 015707, 234407, 021513, 294407,
113501, ©33511, 113504

Homozygoti, pomoci nichZ nebyly identifikovany Zadné haplotypy:

homozygot: ©24412: 1 rozluStény haplotyp, nenalezen zadny jednoznacné
rozlustitelny genotyp, nerozluSténych: 358

Dale: 014014, 020803, 024103, 024015, 234911, 683504, 021407, 244407, 241504,
021508, 241307

5.2 Implementace EM algoritmu

Postup pocitatové implementace EM algoritmu je popsan v Tab. 14.
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Tab. 14: Postup pocitacové implementace EM algoritmu.

(1) V souboru genotypi si sefadim odpovidajici alelické skupiny podle velikosti ¢isel.
Naptiklad mam darce s genotypem danym 1. haplotypem Al, B1, DRB1 a 2.
haplotypem A2, B2, DRB2. Je-li A2 < Al, definuji 1. haplotyp jako A2, B1, DRB1 a
2. jako Al, B2, DRB2. Vypocty pak provadim s ¢etnostmi takto zobrazenych
genotyput. Dale budu znacit lokus DRB1 a DRB2 jako "D" a "d".

(2) Oznacim si ¢etnost haplotypu jako n. Generuji vSechny haplotypové kombinace
(ABD, aBD, AbD, ABd, abD, aBd, Abd, abd) pro kazdého darce a ukladam je do
seznamu (vytvafim tzv. model existujicich haplotypil). Kazdé ptiradim pocatecni
odhad pravdépodobnosti p,p = 0,125. Pokud jiz byla dana kombinace vytvorena

Vv predchozich krocich, nepfidavam novou kombinaci, ale pripoc¢itavam k parametru

n o¢ekavanou logaritmickou pravdépodobnost kompletnich dat Q pomoci rovnice (19).

(3) Poté, co takto naleznu vSechny kombinace v§ech darct, pocitim nové odhady
pravdépodobnosti pro vSechny vygenerované kombinace modelu. U kazdé parametr
n vydélim dvojnasobkem poctu vSech darct, tzn. podle rovnice (16). Parametr

n vynuluji.

(4) Nyni pro kazdého darce pocitam pravdépodobnosti pro navzajem se dopliujici
haplotypové pary, viz rovnice (19). Kazdé kombinaci tohoto darce zvolim
pravdépodobnost z pravdépodobnosti part pl, p2, p3, p4, kde je tato kombinace
soucasti paru. PtisluSnou pravdépodobnost paru pfictu k parametru n dané kombinace.

(5) Na konci pruchodu vSech opét vypoctu nové odhady pravdépodobnosti pomoci
rovnice (16). Parametr n kazdé kombinace opét vynuluji. Jestlize pravdépodobnost
vyskytu nékteré kombinace klesne pod 10, tuto pravdépodobnost zaokrouhlim na
nulu.

(6) Prichody vsech darcti, vypoéty pravdépodobnosti parti a novych odhadi
pravdépodobnosti haplotypl neustale opakuji, dokud neni splnéna zastavovaci
podminka (soucet vSech rozdilt starych a novych odhadt pravdépodobnosti je mensi
nez 0.1).
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Ukazka koneénych vysledki EM algoritmu po dosaZeni zastavovaci podminky:

Tab. 15: Seznam 20 haplotypii s nejvyssi pravdépodobnosti vyskytu pri pouziti EM
algoritmu.

Haplotyp | Pravdépodobnost
A,B,DRB1 vyskytu
010803 0,093 737
030715 0,043 525
020715 0,028 812
024404 0,0195 57
021307 0,017 988
234407 0,0173 30
021504 0,013 398
301307 0,012 969
033501 0,012 379
021811 0,012 196
251815 0,011 066
024416 0,011 004
015707 0,010 622
294407 0,010 479
021513 0,010 068
263813 0,009 564
240715 0,009 562
241307 0,008 961
022701 0,008 835
024411 0,008 471

EM algoritmus pfid¢éluje nejvyssi pravdépodobnosti tém haplotypiim, které tvofi
genotyp s jinym velmi cetnym haplotypem. Nejcetnéjs$i haplotyp s nejvyssi
pravdépodobnosti vyskytu je A*01 B*08 DRB1*03. Ridkych haplotyp, tzn. takovych,
jejichz odhad pravdépodobnosti konverguje k nule, bylo pfi pouziti EM algoritmu
nalezeno 2009.
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5.3 Porovnani obou algoritmi po implementaci

Vystupem Clarkova algoritmu je posloupnost haplotypti odvozena z jednoho urcitého
haplotypu, ktery je soucédsti homozygotniho genotypu. Vystup EM algoritmu je
pravdépodobnost vyskytu haplotypu. Témito dvéma zplsoby je mozné rozdélit
genotypy na haplotypy dle jejich nejvétsiho vyskytu.

Pokud spoustim Clarkiv algoritmus pro pfili§ velky pocet darcli, mizi zde postupné
rozdil mezi pocty haplotypt rozlusténych pii jednotlivych startovacich homozygotech.
Pokud jej provadim pro kompletni soubor darcti, vysledek je pro vSsechny homozygoty
stejny: 2 909 rozlusténych a zaroven 50 nerozlusténych haplotypi. Tato metoda je proto
vhodna pro maly pocet darct na rozdil od EM algoritmu, ktery vyzaduje spoustét pro
kompletni soubor.

Pti pouziti EM algoritmu mohou vzniknout kombinace, které¢ v souboru ani neexistuji
azbytecné tak zabiraji pamét. Je také nutno stanovit zaokrouhleni odhadu
pravdépodobnosti k nule, pokud ma ptili§ malou hodnotu. Nékteré existujici haplotypy
mohou mit nizsi pravdépodobnost nez jiné vygenerované ale neexistujici. U Clarkova
algoritmu k tomu dojit nemlize, ovSem tam je nutné spoustét algoritmus pro ruzné
pocate¢ni homozygoty, protoze byvaji vzdy rozlustény jiné haplotypy.

EM algoritmus umoziuje identifikovat fidké haplotypy, tzn. ty které se vyskytuji jen
vV minimalni mife nebo netvoii genotyp s pfili§ cetnym haplotypem. Naproti tomu
u Clarkova v této vlastnosti jistota neni.

Pokud porovnavam nutnost vhodného potadi darcli, u EM algoritmu na ném nezaleZi,
protoze prochazi vzdy stejny pocet a pocita cetnost. Co se tyce Clarkova algoritmu, zde
je poradi dilezity faktor ovliviujici rychlost béhu procesu. Pro nékteré homozygoty je
potieba prochazet soubor darcii mnohokrat, protoZe zdaleka ne vzdy je mozné na prvni
pruchod rozlustit vSechny haplotypy. U zvolené implementace nehrozi, ze by doslo
K opomenuti haplotyput, které by byly mohly byt rekonstruovany, protoze soubor je
prozkoumavan, dokud zde jsou néjaké k nalezeni.

Algoritmy jsem nespoustél na rozliSeni high resolution, protoze nebyla k dispozici data
dostatecného poctu darci. To znamend, Ze by vzniklo pfili§ velké mnoZstvi haplotypt
a odhady jejich pravdépodobnosti by mély velmi malé hodnoty. Aby bylo vhodné
spustit algoritmus s rozlisenim na alely, musel bych pouzit data darci hrubym odhadem
1 700 nasobného poctu nez nyni (kdy jich je 17 219).

Dal$§im dtivodem, pro¢ high resolution nepouzivam, je vysoka slozitost a obtizna
zpracovatelnost NMDP kodu. Napi. kod:

24:02/24:021/24:03/24:04/24:05/24:06/24:08/24:09N/24:10/24:11N/24:13/24:14/24:15/

24:17/24:18/24:20/24:21/24:22/24:23/24:25/24:26/24:27/24:28/24:29/24:30/24:31/24:3
2/24:33/24:34/24:35/24:36N. [12]
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Clarktiv a EM algoritmus spoustim pouze na urovni alelické skupiny, tedy podle
nomenklatury jedné z nejnizSich urovni DNA rozliSeni. Neusiluji vSak o pfesnost
rozliSeni, ale o analyzu funkcnosti algoritmi pro identifikaci haplotypii. Neni proto
nutno spoustét algoritmy na vySsi uroven. Pocet darci, ktery pouzivam, je k témto
ucelim také velmi postacujici.

V piipad¢ EM algoritmu je vhodné odpovidajici alelické skupiny sefadit podle velikosti
¢isla v oznaceni (napt. 02 < 03). Jedna se o piedzpracovani dat, kterym je mozné ucinit
algoritmus vypocetné jednodussim.

Data dérct jsou pro Clarkiv algoritmus nacitdna z textového souboru, zpracovavana
a ukladana do tabulky podle jednotlivych darc. Vytvofim dva jednorozmérné seznamy
s odkazy na indexy v tabulce, kde se nachazeji heterozygoti a kde homozygoti. Pro
samotny algoritmus je mozno nastavit si podsoubor darci, ve kterém budou haplotypy
identifikovany. Tito darci v§ak musi nasledovat po sob¢, tzn. volim jeden interval.

Ukladani do tabulek namisto objektové reprezentace vzniklo jako prvotni feSeni
problému, které bylo nakonec pouzito. Postupnym vyvojem programu vyplyva, ze
ukladat darce jako instance objektli by bylo vhodnégj$i a ptrehlednéjsi. Algoritmicka
slozitost by se nicméné nezmeénila.

Pii implementaci EM algoritmu opét nacitdm data darct z textového souboru,
zpracovavam je do tabulky, ale pro jednotlivé haplotypové kombinace pouZivam
objektovou reprezentaci, abych mél lepSi pfistup k atributim pravdépodobnost
a cetnost.

24

vyssi algoritmickou slozZitost. Tu stanovuji jako pocet operaci bezprostiedné se
tykajicich béhu algoritmu. To znamena, ze do ni nezahrnuji operace spojené s nacitanim
dat, umistovanim do tabulky, textovym vypisem a fazenim alel. Za operaci povazuji
deklaraci instance objektu, testovani proménnych typu boolean (logicky datovy typ)
a zménu hodnoty proménné.
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Algoritmicka slozitost Clarkova algoritmu

Provedl jsem soucet operaci pfi pouziti Clarkova algoritmu pii spusténi pro ruzny pocet
darci. Vysledky jsou obsazeny v Tab. 16.

Tab. 16: Vyvoj algoritmické slozitosti pri pouziti Clarkova algoritmu.

Pocet Pocet

darct operaci
200 2 821 957
300 7 881 608

400 12 454 119
500 26 117 607
600 37 014 524
1000 94 656 988
1 500 207 078 781

Algoritmus spoustim se v§emi dostupnymi homozygoty, ktefi takto znamenaji poc¢ate¢ni
jednoznaéné rozlustitelné genotypy. Lze vidét, Ze algoritmické sloZitost roste pfiblizné
exponencialné se zvétSujicim se pocltem darci ve zkoumaném podsouboru.

Nejvhodnégjsi je spoustét algoritmus pro mensi celky, tzn. cca 300 darcd. Pii takovém
poctu funguje nejlépe.

Algoritmicka sloZitost EM algoritmu

Algoritmicka slozitost pfi pouziti EM algoritmu je 3 951 252 342. U tohoto algoritmu
neménim pocate¢ni podminky (podsoubor dat, se kterym pracuji), tato hodnota je pro
tyto pfedem uréené darce konstantni. Jde vS§ak o mnohem vy$$i hodnotu nez pti pouZiti
Clarkova algoritmu s podsouborem 300 darci.

5.4 Problémy pri implementaci

Komplikace nastaly po ptevedeni tabulky s genotypy darcti do textového souboru a jeho
nasledném cteni. Instance tfidy FileReader uréena ke Cteni nerozpoznavala mezery.
Dale jsem v prvotni fazi pouzival chybna data, kde vétSina znakd nebyla definovana.
Bylo tak mozné pouzit jen malou ¢ast téchto dat. Velmi netrivialni se ukazal problém
fazeni alel podle velikosti ¢isla oznaceni. Obtiznost spocivala v nutnosti pfevedeni
datového typu fetézec na datovy typ Cislo a zpét.
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6 Zavér

Motivaci bakalaiské prace bylo pfinést zékladni ptehled o transplantaci kostni diené,
0 genetickych komplikacich s darcovstvim a matematickych metodach potifebnych pii
feSeni téchto komplikaci.

Teoreticka c¢ast v prvni (mimo uvod) kapitole definovala pojmy kostni dfen a jeji
transplantace. Bylo zde popsano, jaké situace mohou nastat pii vpraveni krvetvorné
bunky do téla piijemce. Naplni dalsi kapitoly byly mj. HLA znaky. Podle miry shody
HLA tkénovych znakl darce a pfijemce imunitni systém rozhodne, zda bunku piijme ¢i
odmitne. V praci bylo popsano, jak se pfenaseji znaky z rodi¢e na potomka. Dalsi
kapitola podéavala informace, jakymi zpiisoby lze HLA znaky ur€it (typizovat). Bylo zde
rozebrano, ze existuji hlavni dvé irovné rozliSeni: nizka a vysoka, ze kterych je vybrano
podle toho, co je cilem ¢innosti a jakd je pozadovana ptesnost. Nazvoslovi pro HLA
znaky se nazyva ,,nomenklatura“. Ta je pouzivana mimo jiné ve fenotypovych datech
darct kostni dfené. Dilezitym pojmem je haplotyp, coz znamena sada alel (variant
urcitych gend) dédénych spoleéné na potomka. Je-li k dispozici soubor darct, uruje se
v ném cCetnost haplotypli a pravdépodobnost jejich vyskytu. Divodem je to, ze
s haplotypy se pracuje mnohem snaze arychleji nez s celymi genotypy. Jednou
Z hlavnich priorit provedeni transplantace je kratky cas, protoze pokud je provedena
priblizné do doby dvou mésicli po stanoveni diagnozy, zvysSuje se Sance na pieziti
pacienta. Za timto uc¢elem existuji matematické algoritmy: Clarktiv, EM a Bayesuv. Ty
se staly také tématy tieti kapitoly teoretické ¢asti, kde je mozno nalézt rozbor jejich
aplikace, vyhod a nevyhod kazdého z nich.

Praktickd cast se zabyvala programovou implementaci Clarkova a EM algoritmi na
datech darct kostni dfené¢ a posléze porovnanim funkénosti téchto algoritmu. Byl zde
uveden obecny postup, s jehoZ znalosti 1ze algoritmus vyiesit pomoci programovaciho
jazyka a spustit jej pro dand data. Nasledovala analyza vysledki, kde byly zpracovany
tabulky s nejvy$simi Cetnostmi a odhady pravdépodobnosti vzeSlymi z obou algoritmi,
a porovnani piednosti a nevyhod té které metody oproti druhé. Soucasti byla kratka
zminka o zplsobu reprezentace fenotypovych dat v programu, a problémech, které pfti
tvorbé kddu nastaly.
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7 Vykladovy slovnik pojmu

Definice jsou pievzaty z [13], neni-li uvedeno jinak.

Aloreaktivita - reakce $tépu na hostitele béhem alogenni transplantace. [14]
Alela - jedna z konkrétnich forem genu.

Antisérum - sérum obsahujici protilatky ,,protijed* proti urc¢itym jedim.

CMV - angl. zkr. controlled mechanical ventilation; regulovand mechanicka ventilace,
zpusob objemem limitované ventilace, pristroj doda urceny pocet vdechii bez ohledu na
dychani pacienta.

Crossing-over - piekiizeni odpovidajicich ¢asti chromatid analogickych chromozomu
béhem meidzy srov. chiasma. Muze dojit k vyméné piislusnych ¢asti chromatid s
naslednou novou kombinaci dédi¢nych vlastnosti na jednom chromozomu rekombinace.
Umoziuje vznik novych kombinaci vlastnosti u potomkd.

Diabetes mellitus - chronické onemocnéni s vysokou morbiditou a mortalitou.

Ejekce - vypuzeni krve ze srde¢ni komory pfi jeji systole.

Exon - ¢ast genu eukaryontt, ktera obsahuje vlastni dédi¢nou informaci.

Exprese - vytlaceni.

Exprimace - vylouceni.

Fragment - zlomek.

Genotyp - souhrn vSech dédicnych vloh jedince ulozeny v genech.

Genom - soubor vSech struktur nesoucich genetickou informaci ve formé DNA. Je
tvofen chromozomy ulozenymi v bunééném jadre.

HDA - angl. zkr. hemoglobin dospélych adult.

Hemoglobinopatie - nemoc, jejiz podstatou je tvorba vadného krevniho barviva
hemoglobinu v disledku dédi¢né poruchy.

Homozygot - jedinec, jehoz ob¢ alelyna sledovaném lokusu (pro pfislusny gen)
jsou stejné. [15]
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Heterozygot - jedinec, jehoz obé alely na sledovaném lokusu (pro piislusny gen)
jsou ruzné. [16]

Chromozom - vlaknita struktura bunééného jadra, v niz je v podobé DNA obsazena
dédi¢na informace.

Indikace - rozhodny davod ¢i soubor okolnosti, vyzadujici uréity 1é¢ebny nebo
diagnosticky postup.

Inkompatibilita — neslucitelnost.
In silico - spojeni ma vyznam: ,,s pouzitim pocitacové simulace®.

Izotopy - soubory atomu téhoz prvku liSicich se hmotnostnim cislem, tj. poctem
neutrontl.

Konstituce — zakladni utvateni jedince, tj. jeho télesné a dusevni vlastnosti jako celek.
Lokus - misto. V genetice misto na chromozomu, kde je lokalizovan urcity gen.

Lymfocyt - druh bilé krvinky, ktery se vyznamné podili na specifické imunité
organismu.

Marker - angl. znak, ktery je typicky pro uréité bunky a jehoz prokazanim lze tyto
bunky v téle odhalit nddorové m. ¢i spocitat m. riznych druht bilych krvinek.

Maternalni - matefsky.
Membrana - blana.

Nukleotid - sloucenina skladajici se z cukru ribosy pyrimidinové ¢i purinové baze. N.
jsou stavebnimi kameny nukleovych kyselin.

Oligonukleotid - dva a vice nukleotidd spojenych specifickou chemickou vazbou.
Paternalni - otcovsky.
Polypeptid - peptid tvofeny mnoha aminokyselinami.

Primer - mala molekula potiebna k =zahajeni syntézy makromolekuly, napf.
oligonukleotid specifické sekvence k syntéze DNA.

vvvvv

¢asti téla k vysetieni nebo 1€cbé.
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Pasobek - faktor, latka vznikajici v organismu a pusobici na jeho riizné ¢asti, bunky

apod.

Replikace - proces zdvojeni DNA, ktery piedchazi rozdéleni buiky na dvé buiky
dcefiné.

Signifikantni - vyznamny.

SNP - Jednonukleotidovy polymorfizmus ("Single nucleotide polymorphism™) je
zaména individudlniho nukleotidového paru v sekvenci DNA, jejiz frekvence je

v

V populaci ¢astéjsi jak 1 %.
Stratifikace - rozvrstveni, vrstevnatost.
Syntéza - spojovani. Tvorba slozitéjSich latek z latek jednodussich predchidci.

Transportér - pirenaseC. Obvykle molekula pfenasejici urCitou slouceninu napf.
z bunky nebo do bunky, v krvi.

Tumor - nador.
Variabilita - proménlivost, rozmanitost.

WHO - World Health Organization neboli Svétova zdravotnicka organizace.

52



8 Literatura a pouzité zdroje

1. CHVOJKOVA, M. Podpora tvorby aplikace pro urceni kompatibility priznakii
pacient-darce. 2012. 54 s. Bakalatska prace na Fakulté aplikovanych véd Zapadoceské
univerzity na Katedie kybernetiky. Vedouci bakalarské prace Ing. Lucie Houdova.

2. KALINA, T. Transplantacni imunologie. [online] [cit. 2014 04-27]
<http://imunologie.lf2.cuni.cz/soubory_vyuka/cz_medici3_7.ppt>.

3. Wikiskripta: Hematopoeticka kmenovd burika. [online] [cit. 2011-11-29]
<http://cs.wikipedia.org/wiki/Hematopoetickd kmenova bunka>.

4. SVOIGROVA, M., KOZA, V., HAMPLOVA, A. Transplantace kostni diené:
Privodce Vasi lécbou. Sv. 1. vyd. Plzen : F. S. Publishing, 2006. 66 s. ISNB 80-
903560-2-8..

5. Lékarske slovniky: HLA antigen. [online] [cit. 2014-05-06]
<http://lekarske.slovniky.cz/lexikon-pojem/hla-antigeny-hla-system>.

6. POSPISILOVA, S., DVORAKOVA, D., MAYER, J. Molekuldrni hematologie.
Praha : Galén, 2013. 316 s. 9788072629428.

7. Nomenclature. [online] [cit. 2014-05-10] <http://hla.alleles.org/nomenclature/>.

8. CVANOVA, M. Matematické metody hodnoceni genovych polymorfizmii v
biomedicinském vyzkumu, 2011, 95 s. Diplomova prace na Institutu biostatiky a analyzy
Masarykovy univerzity v Brné v Centru pro vyzkum toxickych latek v prostiedi MU.
Vedouci diplomové prace doc. RNDr. Ladislav Dusek, Dr. .

9. Wikiskripta: Fenotyp. [online] [cit. 2013-03-01]
<http://www.wikiskripta.eu/index.php/Fenotyp>.

10. Wikiskripta: Genotyp. [online] [cit. 2014-05-07]
<http://www.wikiskripta.eu/index.php/Genotyp>.

11. THORNTON, T.: Haplotype Frequency Estimation: EM Algorithm. Vyukovy
materidl Washington University k pfedmétu Statistical Methods in Genetic
Epidemiology.[online] [cit. 2013-03-08]
<http://courses.washington.edu/b516/lectures_2010/EM_Algorithm_Haplotype Freque
ncy_2010.pdf >.

12. Bioinformatics: Allele code lists. [online] [cit. 2014-05-12]
<http://bioinformatics.nmdp.org/HLA/alpha.v3.pdf>.

13. Lékarské slovniky [online] [cit. 2014-05-07] <http://lekarske.slovniky.cz/>.

53



