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ABSTRAKT

Prace se zabyva vyvojem automatické metody identifikace fidkych haplotypu.
Haplotypy s nizkou pravdépodobnosti vyskytu je velmi obtizné ziskat zakladnimi metodami,
tj. Clarkovym, EM a Bayesovym algoritmem. Nova metoda vyuziva haplotypy jiz ziskané
k odvozovani novych. Pro identifikaci haplotypu je potieba najit nejlepsi shodu varianty
haplotypového paru s tdaji v dostupné databazi. Casto jsou haplotypy natolik vzacné,
tj. fidké, Ze je potieba piistoupit k analyze jednotlivych genovych vazeb. Nedilnou soucasti
algoritmu je rozhodovaci ¢ast, ktera z variant na zékladé dostupnych parametrii vybird tu
nejvhodnéjsi. Pomoci programu je mozné stahnout populacni data z webu, ptipadné stavajici
zaktualizovat. TaktéZ je mozné program pouzivat pro porovnavani aktualnich vysledkd s jiz
diive ziskanymi.

KLICOVA SLOVA

Transplantace kostni dfené, identifikace haplotypi, alela, fidky haplotyp, genotyp



ABSTRACT

The thesis deals with development of the automatic rare haplotype identification
method. Haplotypes of low occurrence probability are very difficult to obtain by using the
elementary methods, i.e. Clark algorithm, EM algorithm, Bayes algorithm. The new method
uses haplotypes already obtained to derive new ones. It is necessary to find the best matching
of genotype variant and data in the website database available, when doing the haplotype
identification. Haplotypes can be so rare, so they need to be identified by single genetic
linkages analysis. The decisive algorithm is part and parcel of the algorithm. It chooses the
most suitable genotype variant from the possible options. The program can download a
population data from a website and it can update the current data. The program is able

to compare current results of the algorithm with results previously obtained as well.
KEYWORDS

Bone marrow transplantation, haplotype identification, allele, rare haplotype, genotype
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1. Transplantace kostni difené€ a HLA systém

U vazné nemocného pacienta mtize dojit k poklesu krvetvorby natolik vyraznému,
Zze je nutné mu transplantovat celou krvetvornou tkan. Pfi transplantaci kostni diené
jsou do téla vpraveny zdravé krvetvorné bunky, které jsou schopné nahradit pivodni bunky
pacienta. Samotnd transplantace neni obtizny zakrok. Problém vSak nastava pii vybéru
vhodného darce. Po transplantaci organismus pacienta spusti imunitni reakci, pfi které jsou
bunky bud’ ptijaty nebo odvrzeny. Aby proces prob¢hl piiznive, je nutné zohlednit tkanoveé
HLA znaky pacienta a darce. Z diivodu velkému mnozstvi kombinaci znaki je tento problém

velmi slozity.

Pro jedince je potieba urcit genotyp, tj. soubor vsech zdédénych znakl. Proces
urcovani znaki se nazyva HLA typizace. V souboru vSech zdédénych znak jedince je poté
hledan haplotyp, tj. soubor genti, které maji vyznamnou roli v imunitnim systému a dédi se
jako jeden celek. Ziskat haplotypy lze odvozenim z genotypovych dat. K témto t¢elim byly
vyvinuty tfi zékladni metody: Clarkiv, EM a Bayestv algoritmus. Tyto metody bud'to
nemohou vzdy identifikovat haplotypy tidké, nebo jsou implementaéné naroéné a vyzaduji
rozsahlé predpoklady tykajici se populace. Je proto vhodné vyvijet jiné algoritmy. Tato prace
se zabyva navrhem a implementaci nové metody pro identifikaci fidkych haplotypi

vyuzivajici informaci o znamych haplotypech a vazbach alel.

1.1. HLA antigeny

HLA znamena "Human Leucocyte Antigens" neboli lidské leukocytové antigeny.
Tyto antigeny byly poprvé odhaleny na leukocytech, ale jinak se obecné nachazeji
na povrchu vsech jadernych bunék. [1] HLA jsou skupinou bilkovin, ktera ma dilezitou
funkci v imunitnim systému. Antigeny jsou polypeptidové produkty skupin gent, které se
nazyvaji ,,Major Histocompatibility Complex* neboli hlavni histokompatibilni komplex
(MHC). HLA molekuly tvoti spolu s imunoglobuliny a receptory T-lymfocytt zakladni
imunitni systém clovéka. Jejich funkce v antigen-specifické imunitni odpovédi spociva
v tom, ze T-lymfocyty dokazi rozpoznavat antigenni fragmenty a reagovat na né pouze
v ramci HLA molekul — pokud se tyto antigeny vazou na molekuly HLA sytému. Komplex
obsahuje vice nez 200 husté umisténych vysoce polymorfnich (tzn. variabilnich) gent.

Z hlediska strukturalniho a funk¢niho je mozné u HLA genti a molekul vymezit dvé zékladni
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skupiny: HLA (anti)geny I. a Il. tfidy. [2]. I. tfida zahrnuje genové lokusy (tzn. mista) A, B,
C. Il. tfida pak zahrnuje lokusy DRB1 a DQB1. [3] Jestlize bude Vv praci fe¢ 0 HLA
antigenech bez zminky o HLA systému, pro stru¢nost bude oznaceni zobecnéno a nazyvat

se budou geny.

MHC neboli hlavni histokompatibilni komplex je skupina 40-50 gent Vv lidském
organismu, které jsou sefazeny v dlouhém tiseku DNA na kratkém raménku 6. chromozomu.
HLA komplex je tento soubor nazyvan jen u lidi. MHC geny jsou uspotfadany do oblasti,
které koduji tii tiidy MHC molekul. Prvni dvé oblasti MHC zahrnuji geny, které koduji HLA
antigeny L. a IL. tfidy, Ill. tfida pak obsahuje produkty, které maji souvislost s imunitnimi

procesy. Pojmy HLA a MHC byvaji chybné pouzivany jako synonyma.

Chromosome b HLA Class I HIA Clage 1T
. HIA Region Mh DR Haplotypes
0.0 K DRI DRI DR 51 DR DRE
u ] I] i N _ i |
HIA-F = =DRA |mDRA |m DREA |w DRA |=DRA
= H I DEE* |2 DEB? (@ DEB? (@ DEE? |S DEBY
sk =2
Class T T — & DEBs DEB4
- ] 100 EDEB3 | ] | i
@ DEBE
S DRBz |@WDEBS |@ DRBs DRET
0.4+ @ DEE1 (2 DEB1 |&l DEBI1 DEB1 & DEB1
=L o00 = DQAL
0.6 - = DQBEL
= MICC Key:
- | 00 =D0A2 & HILA Class [T Gemes
0.8+ w HiA Class [ Gemes
& Mow-HLA Genes
Class T 104 = DOB & Pseudogenes
' 400 TAP2
W TAP1
LI
Class IT 500
1.4
HILA-DPE = DOA
- C w00 -
L6-| =B = DPAl
s MICA q DPB1
== MICB
LE- wom -

Obrdazek 1: Geneticka organizace HLA systému na krdatkém raménku 6. chromozomu [5]

Izotopy v ramci jednotlivych ttid MHC:

e MHC I: HLA-A, -B, -C, klasické izotopy
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HLA -E,-F,-G: neklasické izotopy majici v porovnani s klasickymi geny omezenou
bunécnou distribuci a nizsi stupenn polymorfismu, z nich HLA-E a HLA-G: poméahaji

K toleranci plodu v d¢loze
e MHC II: HLA -DRB1, -DQB1, -DPB1, klasické izotopy
LMP2, LMP7: bilkoviny §tépici proteiny pro HLA 1. Tfidy TAP: membréanové transportéry

e MHC lII: C4, C2, TNF (faktor nekrotizujici tumory), ... [4]

vvvvvv

genomu, které bojuji proti nemocem. Mutace v genech na 6. chromozomu jsou zodpoveédné
za vznik détské Parkinsonovy nemoci, epilepsie a rakoviny. 6. chromozom lidi byl
porovnavan se zvifecim, konkrétné mysim a krysim. Védci identifikovali oblasti (regiony)
gent, které jsou ptitomny pouze u omezenych skupin zvitat. Mohou obsahovat diilezité geny
nebo regiony, které reguluji geny v expresi. Geny exprimuji, pokud vyjadiuji svou informaci

do bilkovinné struktury. [6]

1.2. Polymorfismus HLA antigent

Antigeny jsou velmi polymorfni. To znamena, ze v lokusu urcitého genu na daném
misté DNA, kde se uvedeny gen nachazi, je mozné najit minimaln¢ dvé rizné varianty tohoto
genu. Ty se nazyvaji alely. K tomu, aby mél gen moznost se genotypove projevit, musi jeho
lokus obsahovat dvé alely — jednu od matky a jednu otcovu. MHC lokusy obecné jsou
geneticky nejvariabilngjsi kodujici lokusy u savel a totéZ lze tvrdit 1 o lidskych HLA
lokusech. [7] Nejmensi polymorfismus vznika na genech, které jsou nejblize centromery
6. chromozomu. Centromera je misto, kde se dotykaji raménka chromozomu. Nejblize jsou
antigeny II. tfidy: DQB1, DRB1 (rovna pozice) a nésledné 1. tfidy v potadi: A, C, B. Obecné
antigeny I. tfidy jsou vysoce polymorfni. [8]

1.3. Nomenklatura

Nomenklatura je univerzalni ndzvoslovi oznacujici HLA znaky. Je nezbytna
pro popis genotypovych dat darcti a populacnich dat. Specifické oblasti antigend jsou
oddéleny dvojteckou (napt. A*02:101). Dale nomenklatura umoznuje pokryt HLA alely,
které¢ maji shodnou sekvenci domén (napt. A*02:01:01G) nebo také alely, které koduji

identické vazebné domény HLLA molekuly (napt. A*02:01P). [9]
14



Nomenklatura Vyznam
HLA HLA region a pfedpona pro HLA gen
HLA-DRB1 Specificky HLA lokus, napt. zde DRB1

HLA-DRB1*13

Skupina alel, které koduji DR13 antigen

HLA-DRB1*13:01

Specificka HLA alela

HLA-DRB1*13:01N

"Null" alela, tzn. kterd neexprimuje. To znamena, Ze alela dané

skupiny mtize nabyvat libovolné formy.

HLA-DRB1*13:01:02

Alela, ktera se li§i synonymni mutaci

HLA-DRB1*13:01:01:02

Alela s mutaci mimo kodujici region

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 buiikach a kde se mutace nachazi mimo

kodujici region

HLA-A*44:02:01:02S

Alela kodujici protein

HLA-A*03:01:01Q

Alela s mutaci ovliviiyjici expresi na povrchu bunék. Neni ovSem
dosud jednoznacné potvrzeno a jeji expresni status je

"Questionable".

Tabulka 1: Nomenklatura platnd od 1. dubna 2010. [2]

1.3.1. DalSi oznac¢eni HLA znaku

V populacnich datech jsou téZz Casto pouzivany P kédy. Jde o HLA sekvence se

oblasti spojujici stejné antigeny. Analyza je provadéna na proteinové sekvenci a pro HLA
alely I. tfidy shodnost v oblastech spojujicich antigeny je zaloZena na identické proteinové
sekvenci zakodovanou exony 2 a 3. U HLA alel II. tfidy je shodnost zaloZena na identické
proteinové sekvenci zakddované exonem 2. HLA alely s nukleotidovymi sekvencemi, které
koduji stejné proteinové sekvence pro oblasti spojujici peptidy (exony 2 a 3 pro HLA tfidu
I. a exon 2 pouze pro HLA alely II. tfidy) budou oznacovany pismenem ,,P“ po 2 polich

oznaceni alel s nejnizsi Cetnosti ve skupiné. Oznaceni skupiny bude obsahovat nejméné
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4 &islice. Alely nesekvencované pro ¢ast analyzované oblasti jsou stale zahrnuty do analyzy,

ktera je postavena na piitomnosti proteinové sekvence.

Piiklad:

Skupina alel ozna¢ena A*02:03P zahrnuje alely:

A*02:03:01/A*02:03:02/A*02:03:03/A*02:03:04/A*02:03:05/A*02:03:06/A*02:03:07/A*
02:03:08/A*02:253/A*02:264/A*02:370/A*02:480/A*02:505/A*02:557/A*02:684

Velmi Casto jsou v popula¢nich datech pfitomny G kédy. Jsou to HLA alely

s identickymi nukleotidovymi sekvencemi napfic exony kddujicimi oblasti spojujici peptidy.
Priklad:
Skupina alel ozna¢ena A*01:03:01G zahrnuje alely:

01:03:01:01/01:03:01:02 [10]

1.4. Haplotyp

Pfedmétem transplantaéni imunologie jsou haplotypy. ,,Haplotyp je sada alel
vazanych na jednom chromozomu, které maji tendenci dédit se spolecné.” [11] Jde tedy
0 soubor alel pfenasenych na potomka jako celek. Jestlize lze vypozorovat asociaci
nékterého haplotypu s ur¢itou nemoci, je mozné ji pak pouzit pro pfedpoveéd’ rizika vzniku
této nemoci u konkrétniho jedince. U c¢lovéka je pozorovan diploidni genotyp, tedy

dva haplotypy. Mozné varianty genotypu jsou:
Al-B1-C1-DRB1-DQB1/ A2-B2-C2-DRB2-DQB2,
Al-B1-C1-DRB1-DQB2/A2-B2-C2-DRB2-DQB1,
Al-B1-C1-DRB2-DQB1/A2-B2-C2-DRB1-DQB?2,
Al-B1-C2-DRB1-DQB1/A2-B2-C1-DRB2-DQB?2,
Al-B2-C1-DRB1-DQB1/A2-B1-C2-DRB2-DQB?2,
A2-B1-C1-DRB1-DQB1/A1-B2-C2-DRB2-DQB?2,
Al-B1-C2-DRB2-DQB1/A2-B2-C1-DRB1-DQB?2,
Al-B1-C2-DRB1-DQB2/A2-B2-C1-DRB2-DQB1,

A2-B1-C2-DRB1-DQB1/ A1-B2-C1-DRB2-DQB?2,
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A2-B1-C1-DRB2-DQB1/A1-B2-C2-DRB1-DQB?2,
A2-B1-C1-DRB1-DQB2/A1-B2-C2-DRB2-DQB1,
Al-B2-C2-DRB1-DQB1/A2-B1-C1-DRB2-DQB?2,
Al-B2-C1-DRB1-DQB2/A2-B1-C2-DRB2-DQB1,
Al-B1-C1-DRB2-DQB2/A2-B2-C2-DRB1-DQB1,
Al-B2-C1-DRB2-DQB1/A2-B1-C2-DRB1-DQB?2,
A2-B2-C1-DRB1-DQB1/A1-B1-C2-DRB2-DQB2

Jednou z moznosti z identifikace haplotypu je odvodit ho z genotypu rodi¢u. To v§ak
neumoziuje ziskat kompletni soubor gend. Jiny zpiisob je pouziti genotypt jedinci, ktefi
maji jednoznacné rozlustitelny haplotyp. Tuto metodu vSak Ize pouzit pouze u haplotypt
tvofenych malym poctem znakll. VSeobecné pouzitelné k tomuto ucelu jsou tzv. metody
»in silico®, tzn. pocitacové. Pomoci nich Ize odvodit haplotypy z genotypt nepiibuznych

jedinct. Podrobné jsou tyto metody rozebrany v kapitole 1.7.

1.4.1. Ridky haplotyp

Prace se zabyva metodou identifikace fidkych haplotypi. [12] Proto je tieba tento
pojem vysvétlit. Ridkym haplotypem je oznaGovan takovy, jehoZ frekvence je v méfitku
urcité populace velmi nizka. Je potieba posoudit, zda tyto nizké frekvence jsou spolehlivé.
K tomu lze vyuZit postup, ktery odhaduje minimalni velikost vzorku populace, ze které pak
vypocte spolehlivou frekvenci haplotypu. Velikost vzorku je vétSinou neménna. Cilem je
ziskat miru spolehlivosti haplotypovych odhadi. Nutnou podminkou spolehlivosti odhadu
je pritomnost alespon jednoho jedince ve vzorku, jenz je nositelem tohoto haplotypu. Jestlize
frekvence i-té¢ho haplotypu je pi a velikost vzorku je n, potom pravdépodobnost, ze jedinec

nema i-ty haplotyp, je:
Pr=(1-p)’ 1)
Pravdépodobnost Q, Ze aspon jeden jedinec s i-tym haplotypem se nachazi mezi n
jedinci, je:
Q=1-Pi=1-1-p)™" )

Pokud ma byt dosazeno jisté pravdépodobnosti Q, je mozné ji zafixovat jako

konstantu a vysledkem je:
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InL-Q)=2nIn(1 - pi) (3)

e @

1.5. Shoda tkanovych znaki

Obtiznost transplantace krvetvornych bunck nespociva v 1ékaiské casti procesu,
nybrz v nasledné imunitni odpovédi organismu. Bilé krvinky kontroluji shodu tkanovych
znakli genotypu pfijemce a transplantovanych bunék. V ptipadé, ze znaky ve velké miie
odpovidaji, krvinky bunky ignoruji. Jestlize shoda neni dostate¢na, bunky se uchyti, ale
protoze se jejich tkanové znaky neshoduji, povazuji télo svého nositele za cizi a za¢nou jej
nicit. Protoze riznych kombinaci HLA znakt existuji tisice, najit pro pacienta vhodného

darce je velice obtizné. [4]

Nejlepsi vzajemnou shodu HLA znakt je mozné nalézt u ptibuzenstva, a to z divodu
dédic¢nosti znakd. Haplotypy generuji shodu v HLA systému. Pokud neni k dispozici
jakykoli vhodny rodinny dérce (zpravidla u starSich osob), je nutné hledat darce buné¢k
Vv registru darcli krvetvornych bunék. Pfi vyhledavani je prioritni snahou zmensSit riziko

imunitni reakce. To znamena najit darce s co nejpodobnéj$im souborem tkanovych znaki.

wevr

I. all. tfidy DRB1 a DQB1. [13] Soucasny pozadavek na miru shody je 10/10, tedy v péti
HLA antigenech (konkrétné v HLA -A, -B, -C, -DRB1 a -DQBL1). [4] V akutni situaci je

mozné akceptovat u darcti shodu 9/10, ve vyjimecnych ptipadech 8/10.

U piibuzenskych darci hleddme hlavné shodu v haplotypech, ze které pak
vyplyva i shoda v HLA systému. Je-li mozné jednoznaéné odd¢lit haplotypy, pak postacuje
sérologicka uroven molekularni typizace (,,Jow resolution, viz nize). U nepiibuzného paru
darce-ptijemce je hledana primarn¢ shoda v jednotlivych alelach kazdého HLA genu,
a pro hodnoceni shody a uspokojujici vysledek je pozadovana vyhradné typizace na vysokeé
urovni rozliSeni (,,high resolution®, viz nize). Typizacni metody umoziuji ziskat pfesny
HLA gen na trovni sekvence nukleotidii. Takto piesné typizovat genotypy je vSak zbytecné.

Proto se pouzivaji dvé urovné typizace:
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Nizké rozliseni (low resolution) — Jeho vysledkem je HLA gen na urovni alelickych
skupin, které sdileji stejné zakladni polymorfni sekvence (napi. A*02).

Vysoké rozliSeni (high resolution) — Jeho vysledkem je jednotliva alela, dle HLA
nomenklatury tedy alespon prvni 4 Cislice (napi. A*02:01). Tato Groven je nezbytna

pro nepiibuzenskou transplantaci. [14]

1.6. Hardy-Weinbergova rovnovaha

V populacich vyuZzivanych pro identifikaci haplotypli je ptredpoklddana platnost

Hardy-Weinbergova zakona. Ten tika, Ze v populaci, ktera je v genetické rovnovaze, se

frekvence vyskytu genotypi odviji pouze od frekvence vyskytu alely a frekvence genotypt

je stala z generace na generaci. Jde o predpoklad, ktery vyuzivaji identifika¢ni algoritmy.

Tento zakon ma také své predpoklady:

organismy jsou diploidni, tedy obsahuji dvé sady chromozomi

V populaci probihd rozmnozovani

generace se nepiekryvaji

je bran ohled na jednotlivé lokusy

populace je nekone¢né ¢etna [15]

nedochdzi k vnéj$im vlivim, které mohou meénit frekvence genli a genotypu,
tj. migrace, mutace, selekce, geneticky drift, ¢ili nahodna zména ve frekvencich alel

v dané populaci. [16]

1.7. Metody identifikace haplotypu

Pro ucely identifikace haplotypti z genotypu nepiibuznych osob byly vyvinuty tii

zékladni metody ,,in silico®:

Clarkiyv algoritmus — rekonstruuje piimo haplotypy jedinct v souboru.

EM algoritmus — odhaduje frekvence haplotypt v populaci. V dané populaci poté
odvozuje haplotypy jedinct v souboru.

Bayesovské algoritmy — urcuji pravdépodobnosti haplotypovych pari danych

genotypul.

Popisme si nyni podrobné¢ kazdou z téchto metod.
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1.7.1. Clarkiv algoritmus

Jedna se o prvni algoritmus slouzici pro rekonstrukci haplotypi, které se vyznacuji
délkou vétsi nez tfi polymorfismy. Haplotypy se timto algoritmem odvozuji z genotypt
ziskanych z populace. Pfi jeho pouziti se piedpoklada, ze v dostate¢né velkém vzorku
jedinct jsou genotypy zcela homozygotni, tzn. s obéma haplotypy shodnymi nebo s nejvyse
jednou heterozygotni pozici, tzn. rozdilnou. Takové genotypy jsou jednoznaéné

rozlustitelné.

i

S
/

H>H;

/ N\

H3H4 H3H5 H6H7

Obrdzek 2: Princip Clarkova algoritmu

(1) Na pocatku rozlusti homozygotni genotypy a s jednou heterozygotni pozici. Haplotypy, které

ziskas timto zptisobem, povazuj za znamé.

(2) Tyto haplotypy se pokousej piitadit k zatim nerozlusténym genotyptim. Pokud né&jaky haplotyp
odpovida, potom jej k danému genotypu ptifad’ a druhy haplotyp odvod’ tak, aby haplotypovy par
odpovidal genotypu.

(3) Tak je ziskan dals$i znamy haplotyp. V hledani pokra¢uj (krok (2)), dokud existuji genotypy,

které 1ze rozlustit.

(4) Odvozovani ukonéi, pokud jiz neni mozné zadné genotypy na zakladé znamych haplotypt

rozlustit nebo pokud jsou vSechny genotypy uz rozlusténé.

Tabulka 2: Postup odvozovani haplotypii dle Clarkova algoritmu.
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1.7.2. EM algoritmus

Tento iteracni algoritmus vyhledava maximalni divéryhodné odhady haplotypovych
Cetnosti za predpokladu platnosti Hardy-Weinbergovy rovnovahy. Zkratka ,,EM* pochazi
ze slov ,,expectation® (tzn. ocekavani) a ,,maximization* (tzn. maximalizace). Nejlepsich
vysledkii algoritmus dosahuje s velkymi vzorky z populace a neni zavisly na mife
rekombinace. Rekombinace je zména uspoiadani haplotypu vznikajici pii piekiiZzeni
odpovidajicich ¢asti chromatid analogickych chromozomt béhem meidzy (tzn. bunééného
déleni). Pii rekombinaci potomek ziskd jednu alelu z maternalniho a druhou alelu
z paternalniho chromosomu. Proces piekiizeni se nazyva crossing-over. [17] EM algoritmus
je vhodné spoustét s riznymi pocateénimi podminkami, ale na druhou stranu neni zavisly
na potadi vstupnich dat jako Clarktv algoritmus. S rostoucim po¢tem znaki 1ze postfehnout

exponencialni vzrist narokl na vypocetni ¢as. Tento algoritmus je pouzitelny pro:

e nalezeni haplotypii pro dany soubor

e nalezeni nejcetngjSich haplotypt

e odhad haplotypovych populacnich ¢etnosti

e stanoveni nejpravdépodobnéjSiho haplotypového péaru pro kazdého jedince

v souboru.
Algoritmus je zalozen na ptedpokladu, Ze pokud jsou znamé haplotypové pary

pro dané genotypy, pak mohou poslouzit pro odhad ¢etnosti haplotypti, a naopak pokud jsou
znamé Cetnosti, pak z nich lze odvodit haplotypy, které odpovidaji danym genotypum. [11]

(1) Nastav konvergenéni kritérium ¢ < 70" pro piesnost odhadu ¢etnosti haplotypi.

Obvykle:
4<v<8 %)
Nastav maximalni pocet iteraci N.
Obvykle:
25 <N<100.

Nastav po¢ateéni hodnotu vérohodnostni funkce, napt. L&Y = 1.
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(2) Zacéni iteraci s hodnotou s = 0.

(3) Nastav pocate¢ni podminky, konkrétné haplotypové éetnosti pi%, k=1, ..., M.

(4) Dokud s <N, opakuj nasledujici kroky

(D Pocitej pravdépodobnosti v§ech pripustnych kombinaci haplotypd pro dané genotypy

@? k=1

p®(hi,hr)
ZpIES)pl(S) k#1

(6)

(I) Odhadni pravdépodobnosti genotypd gi, ..., gr jako soucet pravdépodobnosti kombinaci
haplotypt kompatibilnich s danym genotypem vypoctenych v piedchozim bodé

pO(g)= XM, TM . pO (g, hy)  kdei= 1, ..,rak<l. (7)
(IIT) Spocitej hodnotu vérohodnostni funkce
In LO=Y1_, ny; Inp©(g,) (8)
apokud |LE™D — LO)| < g, pokraguj bodem 6.
(IV) Odhadni o¢ekavany pocet haplotypa k, kde k =1, ..., M.
E® () = B0 (i /g, (9)

kde

() ()

A hi) _ 2P P i h, =
() (hk’g_i) = gy PO hic # hyihye = hy. (10)

(v) Aktualizuj haplotypové Cetnosti:

p =n) jan. (11)

(5) Ukon¢i béh algoritmu bez konvergence.

(6) Ukon¢i béh algoritmu, odhady haplotypovych ¢etnosti jsou p,((s).

Tabulka 3: Postup odvozovani haplotypu pomoci EM algoritmu
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1.7.3. Bayestv algoritmus

Jedna se o tieti zakladni metodu identifikace haplotypu. Tato metoda pracuje
S nezndmymi haplotypy jako s nezndmou ndhodnou veli¢inou. Jejim principem je urcit
podminéné rozdé€leni pravdépodobnosti haplotypii v zavislosti na pozorovanych
genotypech. M¢jme mnoZinu neznamych haplotypovych para H = (Hg, ..., Hn) pro n osob,
resp. n znamych genotypu G = (Gg, ..., Gn). V algoritmu je vyuzivan Gibbsiv vzorkovag,
tj. druh algoritmu Markovskych fetézci Monte Carlo. Pomoci n¢j je ziskan fetézec odhadt
haplotypovych parti a odhad P(H|G). Ten vyjadiuje pravdépodobnost, ze haplotypovy par
odpovida genotypu vzhledem k celému souboru genotypt. Bayestv algoritmus je zalozen
na koalescen¢ni teorii. Ta tika, Ze nasledujici vybrany haplotyp bude tim vice podobny tém
ptedchozim, ¢im vice osob bylo sledovano a ¢im mensi je muta¢ni mira. Pokud je nasledujici

postup zopakovan v dostate¢né mife, je ziskan odhad P(H|G). [18]

(1) Nahodné¢ vyber jedince i ze vSech osob s nejednoznaénym genotypem. Tyto opakované

vybéry jsou provadény rovnomeérné.

(2) Odvod’ Hi**Y 7z podminéné pravdépodobnosti P(Hi|G, H.i"), kde H.i jsou viechny
haplotypové pary mimo paru jedince i. Pfedpokladej, Ze tito ostatni nevybrani jedinci maji

spravné rekonstruované haplotypy.

(3) Proved upravu H{"Y = H® proj=1, ..., nj#i.

Tabulka 4:Postup odvozovani haplotypii dle Bayesova algoritmu s aplikaci koalescencni

teorie.

Pfedmétem naseho zajmu by méla byt metoda, kterd dokaze identifikovat jakykoli
haplotyp, tedy 1 fidky. V bakalatské praci jiz bylo dokazéano, ze takovou vlastnost Clarkiv
ani EM algoritmus nemaji. Bayesiiv algoritmus je implementa¢né obtizny a stoji
na ptredpokladu koalescencni teorie. Identifikace fidkych haplotypt je obecné obtiznd. Nova
metoda by méla byt postavena vzajemné vazebni nerovnovaze genil. Zabyvejme se proto

nyni touto problematikou.
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1.8. Vazba

Pro pochopeni vazebni nerovnovahy je nejprve nutné vysvétlit pojem vazba. Vazba
je vlastnost genti, ktera tvofi vyjimku z Mendelovych zakonti dédi¢nosti. Jednim z téchto
zékont je pravidlo o volné kombinovatelnosti vloh. Podle n¢ho se distribuce znakti v sam¢i
a sami¢i pohlavni bunice tidi zakladnimi statistickymi zakony, diky kterym je mozné

predpovidat zastoupeni znakti u potomstva. [19]

1.9. Sila vazby

Silu vazby lze vyhodnotit na zékladé vzdalenosti antigend na kratkém raménku
6. chromozomu. Nejsilné€jsi vazba vznika mezi geny na lokusech B a C. Za druhou nejsilnéj$i
je mozné povazovat B,DRB1. Na tyto dvé pak navazuje lokus A, kde ale casto dochazi
k rekombinaci pro jeho velkou vzdalenost od ostatnich pouzivanych HLA lokusti. Mohou
vzniknout vazby A,B,C, dale B,C,DRB1 a A,B,DRB1. Dalsi silnou vazbou je DRB1,DQB1.
Ta umoziiuje vznik vazby B,DRB1,DQB1.

1.10. Vazebni nerovnovaha

V populacni genetice vazebni nerovnovdha oznacuje nendhodnou asociaci alel
raznych lokust. Vyskytuje se tehdy, pokud mezi geny na dvou lokusech existuje vzajemna
zavislost. Ur¢ité kombinace alel na dvou ¢i vice lokusech se tedy vyskytuji v populaci ¢astéji
¢1 méné Casto, nez by odpovidalo jejich ndhodné kombinaci. Genové lokusy se dostavaji
do vazebni nerovnovahy, pokud frekvence asociace jejich rozdilnych alel je vyssi nebo nizsi
nez ocekdvané hodnoty u nezéavislych a ndhodné asociovanych lokust. Vazebni
nerovnovaha je ovlivnéna fadou faktord, vcetné miry rekombinace, miry mutace,
genetického driftu, systému pafeni, populacni struktury a genetické vazby. Vysledkem
Sablony vazebni nerovnovahy v genomu je intenzivni signadl sloZzeny z populacnich

genetickych procest. [20]

Navzdory svému nazvu muze vazebni nerovnovaha existovat mezi alelami
na riznych lokusech bez vzajemné genetické vazby a nezavisle na tom, zda frekvence alel
Jsou Vv rovnovaze (neméni se v ¢ase) ¢i ne. Vazebni rovnovaha byva téz uvadéna jako
nerovnovaha genetické faze. Nicméné tento koncept plati i pro asexualni organismy, a proto

zélezi na pfitomnosti gamet.
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Vazebni nerovnovadha se vyuziva v evolu¢ni biologii a v genetice pro lepsi
porozuméni evolu¢nim a demografickym udalostem. Dale slouzi pro zmapovani gent, které
souvisi s vyskytem méfitelnych znakl (vyska, vaha, hodnoty krevniho tlaku) a dédi¢nych
chorob. Jako dalsi piiklad vyuziti 1ze uvést pochopeni spole¢ného vyvoje propojenych

mnozin gentl. [21]

Jestlize mezi lokusy existuje nenahodnéd asociace, pak lze tohoto jevu vyuzit
pii identifikaci fidkych haplotypti. Dulezita je pak piedevSim samotnd existence dané
asociace a teprve v druhé fadé pravdépodobnost vyskytu této asociace. Tato asociace muize
byt povazovana za genovou vazbu. Ze skladby genovych vazeb nalezenych pro konkrétni
haplotypovy par je mozné usoudit, zda tento par je skutecnou variantou haplotypového paru

daného genotypu. Tento princip umoziuje identifikovat také fidké haplotypy.
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2. Navrh metody pro identifikaci ridkych haplotypu

Metoda pro identifikaci fidkych haplotyptli je postavena na znalosti vazeb haplotypi
prislusicich ur¢itému genotypu. Program nejprve vygeneruje vSechny varianty
haplotypového paru a ke kazdé prozkoumanim veskerych popula¢nich dat najde vazby gent,
které prislusi témto haplotypim. Aplikace pouziva jako vstup data o darcich a popula¢ni
data. Pracuje se tfemi souhrnnymi populacemi, které maji pii riznou vahu a preferenci.
Pomoci slozitych funkci vybird nejvhodnéjsi variantu haplotypového paru. Uzivatel muze

zvolit rozsah pouzivanych populaci a soubor, ze kter¢ho budou nacitana data o darcich.

2.1. Populace pouzivané pro identifikaci

Program pracuje se tfemi populacemi sefazenymi vzestupné podle genetické

vzdalenosti od populace ¢eské. Jsou to:

P1 — Souhrnna populace Poland DKMS, Poland a Germany DKMS — Austria minority. Tyto

populace jsou geneticky nejblizsi populaci ¢eské.

P2 — Souhrnna populace regionu Europe, statu Russia, populace USA Caucasian, USA
NMDP Caucasian pop 2 a USA NMDP European Caucasian. Pod populace uvedené jako
USA Caucasian neboli americkou europoidni populaci, patii evropsti pfistéhovalci. Tudiz je
pravdépodobné, ze genotyp jejich piislusniki se bude ve velké mife shodovat s genotypy
prislusniki populace evropské. V databazi se do zékladni populace Europe z ruskych

populaci fadi pouze Russian Tatars. V P2 v§ak budou zahrnuty vSechny.

P3 — Souhrnna populace mimoevropskych regiond, tj. Australia, South Africa, North-East
Asia, South and Central America, South Asia, South-East Asia, Sub-Saharan Africa,
Western Asia. Jde tedy o zbylé populace nezahrnuté v P1 ani P2.

Pro zdtivodnéni rozdéleni na populace poslouzi obrazek 3. Mapa ukazuje genetické
sloZeni evropskych zemi podle haplotypovych skupin. Tyto skupiny maji spole¢ného predka

a jsou ukazatelem genetického slozeni populace.
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R1b : Celtic, Basque, Italic, Frisian, Saxon : Germanic (Nordic) J1 : Jewish, Arabic T : Egyptian, Near-Eastem ' /
: Slavic, Kurgan, Aryan I12a : South Slavic, Sardinian J2 : Greco-Roman, Anatolian, Mesopotamian N : Uralo-Finnic, Siberian
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Obrdazek 3: Genetickda mapa Evropy [22]

2.2. Verifikaéni data

Pro vyvoj metody byly pouzity dva soubory genotypovych dat. Prvni soubor je
od 74 darcu. Druhy soubor je od 100 darci. K dispozici téz byly expertni vysledky
identifikace haplotypt z téchto dat. Expertni feSeni prvniho souboru pochazi z roku 2015,
druhé z roku 2017.
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2.3. Forma vstupnich dat

Jak jiz bylo vy$e uvedeno, vstupy souboru jsou: data darcti a populaéni data. PopiSme

si, jakou formu maji mit soubory obsahujici tato data.

2.3.1. Forma dat darcu

Data o darcich lze do programu nacitat ze souboru ve formatu txt. Pokud jde jen
o0 identifikaci, je nutné, aby existovaly soubory nazev.txt a nazev_indexy.txt. Text , nazev*
muize byt zastoupen libovolnym jinym, ovSem pro oba soubory stejnym. Soubor
nazev_indexy.txt musi mit jeden sloupec a stejny pocet fadkt jako soubor nazev.txt. Soubor
s ,,_indexy* obsahuje indexy (resp. ID) darcti na kazdém tadku. Vysledkid pro jeden index

muze byt nékolik, ale v souboru indexti musi byt na ptislusnych fadcich stejny index.

Jestlize uzivatel Z4d4 i1 porovnani s piedeSlym (resp. expertnim) feSenim, museji
existovat také soubory nazev_spravne.txt a nazev_indexy_spravne.txt. Prvni soubor musi mit
format stejny jako soubor nazev.txt a druhy musi mit format stejny jako soubor
nazev_indexy.txt. Dale soubory nazev_spravne.txt a nazev_indexy_spravne.txt museji mit

stejny pocet fadki. Indexy (resp. ID) museji odpovidat feSenim.
Priklad:

Nazvy sady souborit mohou vypadat takto:

genotypy.txt

genotypy_indexy.txt

genotypy_spravne.txt

genotypy_indexy_spravne.txt

Forma tadku souborti nazev.txt a nazev_spravne.txt je nasledujici:

Sia1:Aia1 Siaz:Aia2 Sig1:Aie1 Sig2:Aig2 Sic1:Aic1 Sic2:Aicz Sipre1:Aipre1 Sipr2:Aipre2 Sipgs1:Aipge1

SpeB2:AbgB2
kde:

Six je alelicka skupina genu X darce s indexem i
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Aix je konkrétni forma alely genu X darce s indexem i
Jednotlivé alely jsou oddé€leny tabulatorem.

Ptiklad:

Jeden fadek souboru nazev.txt:

31:01 ©2:01 35:01 15:01:01G 04:01:01G 03:04 14:01 11:01 ©3:01 05:03
Ptiklad:

Jeden tadek souboru nazev_indexy.txt:

654123

Priklad:

Ukazka souborti pro vice feSeni pfipadajicich na jeden index:
Prvni dva tadky souboru nazev.txt:

31:01 ©2:01 35:01 15:01:01G 04:01:01G 03:04 14:01 11:01 ©3:01 05:03
01:01 31:01 35:01 15:01:01G 04:01:01G 03:04 14:01 11:01 ©5:03 03:01

Prvni dva fadky souboru nazev_indexy.txt:

654123
654123

2.3.2. Forma populaénich dat

Populacni data 1ze do programu nacist ze souboru ve formatu csv. Nazev souboru ma
format tabulka_Px.csv, kde x oznacuje index populace. Soubor ma zpravidla velké mnozstvi
fadkd. Jeden fadek predstavuje informaci o vazbé uréitych gent. Tuto vazbu Ize oznacit v.

Forma tadku je nasledujici:

LA + | JB*C + | [ C* + | [ DRBI*" | ,DOBI*“ |ppst | np | nazevp

Valela_A Valela_B Valela_C + Valela DRB1 | Tt Valela_DQB1

kde:
Valela_x J€ Udaj o alele lokusu X podmnoziny Vv, ktery mize byt uveden v libovolném rozliseni

ppst je pravdépodobnost podmnoziny Vv, u které musi byt uveden znak ,,/ “ na misté desetinné

carky
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Np je pocet pozorovanych piislusnikti populace P, v které se nachazi podmnozina v lokust

urcitého haplotypu
nazeve je nazev populace P, Vv které se nachazi podmnozina v lokusii ur¢ité¢ho haplotypu.

Nazev populace P je pouze dopliujici a piehledova informace. Pii identifikaci nema
zadny smysl. Populace jsou totiz do souhrnnych populaci rozdéleny uz pii nacitani
populacnich dat. Pro uplnost se vSak populace uvadi. Pokud alela neni ve vazbé definovana,
potom za znakem ,, *“ nasleduje oznaceni null.

Piiklad:

Jeden tadek populacnich dat:

A*01:01 B*07:02 | C*07:01 DRB1*15:01 DQB1*null 010880 | 1698 | Germany
DKMS -
Austria

minority

2.4. Nacitani populacnich dat

Program je navrZen tak, aby mohla byt identifikace provadéna off-line. Pfedtim je
ale nutno ziskat popula¢ni data. ProtoZe je vSak z webu http://allelefrequencies.net nelze
jednoduse stahnout, je nutné je vyhleddvat v HTML kodu. Webova aplikace databdze
haplotypl vyuziva strankovani. Algoritmus je implementovan v jazyce Java a vyvijen
v prostiedi Eclipse SDK. HTML kody stranek pro sledované populace fetézi program
za sebe. K tomu je vyuzivan cyklus while. Algoritmus ovéfuje, zda poc¢et znakl dané stranky
dosahuje nejméné 797 000. To je experimentdlné zjiSténad hranice, kterd indikuje, Ze
na strance se nachazeji jakékoliv informace o haplotypech. V opa¢ném piipadé je tieba
cyklus ukoncit, protoZze stranka prokazatelné zadné informace o haplotypech neobsahuje.
Piistup k jednotlivym strankam je feSen pies nasledujici fetézcovou kostru, na kterou je

nabalovano ¢islo stranky XYZ.
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http://allelefrequencies.net/

http://allelefrequencies.net/hla6003a.asp?page=XYZ&hla_selection=&hla_locusl=&hla_
locus2=&hla_locus3=&hla_locusd=&hla_locuss=&hla_locus6=&hla_locus7=&hla loc
us8=&hla_population=&hla_country=&hla_dataset=&hla_region=&hla_ethnic=&hla_s
tudy=&hla_sample_size=&hla_sample_size pattern=equal&hla_sample_year=&hla sa

mple_year_pattern=equal&hla_loci=&hla_order=order_1

Po zietézeni HTML koda nasleduje nacitani haplotypt. To je realizovano priichodem
dlouhého fetézce obsahujiciho HTML vSech stranek a porovnavanim. Jednotlivé haplotypy
jsou nejprve ukladany do dvojrozmérného pole. Po skonceni nacitani je obsah tohoto pole
ulozen do souboru tabulka_Px.csv. Tento soubor je automaticky vytvoren. Dulezité je, aby
v moment¢ ukladani dat do souborti nebyly tyto soubory otevieny. Pak okamzit¢ dochazi
k chybé, béh programu se prerusi azapis do souboru neni proveden. Pii aktualizaci
(opakovaném nacitani) populacnich dat jsou stavajici soubory ptepsany. Postup nacitaciho

algoritmu je ukazan na obrazku 4.

Strana 1 ee—p
:}§
Strana2 —pf -~ Vyhledavani genii A,B,C,DRB1,DQB1, »
= Populaéni data ve
. E »| pravdépodobnosti, poétu piislusnikti populace forme csv souborl
. 3 a nazvu populace
o
Strana N e o

Obrdazek 4: Schéma nacitaciho algoritmu

Piivodni plan algoritmu pocital s moZnosti tvorby rozdilového souboru. Do néj by se
ukladaly pouze rozdily mezi populacnimi daty ulozenymi na disku a novymi daty z webu.
Bylo by ho tedy mozné pouzit k analyze zmén v populacnich datech. U rozdilového souboru
se vSak objevuje problém, Ze vazby a haplotypy mohou v databdzi nejen piibyvat, ale
i ubyvat. Vytvofit generator souboru, ktery by zaznamenal jak pfirastky, tak ubytky, je velmi
slozité. Vzhledem k malému vyuziti takového souboru je na zvazeni, zda se takovym
problémem viibec zabyvat. Proto bylo v této praci od vyvoje generatoru rozdilového souboru

upusteéno.
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http://allelefrequencies.net/hla6003a.asp?page=XYZ&hla_selection=&hla_locus1=&hla_locus2=&hla_locus3=&hla_locus4=&hla_locus5=&hla_locus6=&hla_locus7=&hla_locus8=&hla_population=&hla_country=&hla_dataset=&hla_region=&hla_ethnic=&hla_study=&hla_sample_size=&hla_sample_size_pattern=equal&hla_sample_year=&hla_sample_year_pattern=equal&hla_loci=&hla_order=order_1
http://allelefrequencies.net/hla6003a.asp?page=XYZ&hla_selection=&hla_locus1=&hla_locus2=&hla_locus3=&hla_locus4=&hla_locus5=&hla_locus6=&hla_locus7=&hla_locus8=&hla_population=&hla_country=&hla_dataset=&hla_region=&hla_ethnic=&hla_study=&hla_sample_size=&hla_sample_size_pattern=equal&hla_sample_year=&hla_sample_year_pattern=equal&hla_loci=&hla_order=order_1
http://allelefrequencies.net/hla6003a.asp?page=XYZ&hla_selection=&hla_locus1=&hla_locus2=&hla_locus3=&hla_locus4=&hla_locus5=&hla_locus6=&hla_locus7=&hla_locus8=&hla_population=&hla_country=&hla_dataset=&hla_region=&hla_ethnic=&hla_study=&hla_sample_size=&hla_sample_size_pattern=equal&hla_sample_year=&hla_sample_year_pattern=equal&hla_loci=&hla_order=order_1
http://allelefrequencies.net/hla6003a.asp?page=XYZ&hla_selection=&hla_locus1=&hla_locus2=&hla_locus3=&hla_locus4=&hla_locus5=&hla_locus6=&hla_locus7=&hla_locus8=&hla_population=&hla_country=&hla_dataset=&hla_region=&hla_ethnic=&hla_study=&hla_sample_size=&hla_sample_size_pattern=equal&hla_sample_year=&hla_sample_year_pattern=equal&hla_loci=&hla_order=order_1
http://allelefrequencies.net/hla6003a.asp?page=XYZ&hla_selection=&hla_locus1=&hla_locus2=&hla_locus3=&hla_locus4=&hla_locus5=&hla_locus6=&hla_locus7=&hla_locus8=&hla_population=&hla_country=&hla_dataset=&hla_region=&hla_ethnic=&hla_study=&hla_sample_size=&hla_sample_size_pattern=equal&hla_sample_year=&hla_sample_year_pattern=equal&hla_loci=&hla_order=order_1

2.4.1. Pristupy k naditani a aktualizaci populac¢nich dat

K ukladani webové databaze haplotypti pozadovanych populaci lze ptistupovat

dvéma zptisoby:

a) Nacteni kompletniho souboru.
b) Vytvoreni aktualizovaného souboru na zakladé jiz dfive vytvofeného souboru

S populacnimi daty

Bylo nutné posoudit, ktery zptsob je rychlejsi a ktery by v piipadé nejvyssi nutnosti
mohl poskytnout populaéni data v co nejkratsim ¢ase. Aktualizovaného souboru se tykaji
stejné problémy jako rozdilového. Vzhledem k moznosti nartstu ale i ubytku populaénich
dat, je implementace a vypocetni sloZitost metody pro aktualizaci popula¢nich dat vysoka.
Nejnaro¢néjsi ¢innost je nacitani stran z webu. To je nutné jak pii tvorbé kompletniho, tak
I aktualizovaného souboru, a to ve stejném rozsahu. V piipadném aktualizovaném souboru
je navic zahrnuta kontrola zmén a opravy dat, ¢imz se cas piipravy prodluzuje. Zapis do csv
souboru je pro kazdou ptipadnou délku zanedbatelné kratky. Proto je vzdy vyhodnéjsi nacist

znovu cely soubor a nikoli opravovat stavajici.

2.4.2. Nacitani populacnich dat z P2 a P3

Nacitani téchto dat P2 a P3 se lisi od nacitani dat P1 a je ¢asové velmi narocné. Nejen
z diivodu velkého objemu téchto dat, ale téz kvili nacitani kazdé velikosti vzorku podiadné
populace zvlast. Rovnéz problémem je nejednotnost dat, kterd musi byt oSetfena mnoha
podminkami, coZ vypocetni naroky algoritmu opét zvySuje. Data jsou ¢asto nekompletni
a informace o alelach na nékterych genech viibec neobsahuji. Je v§ak mozné tento proces
urychlit. Posloupnost nékterych fadkd za sebou nalezi stejné populaci. Vysvétleme Si
to na piikladu populace Germany DKMS — Turkey minority. Protoze nejprve algoritmus
zjistuje nazev populace, 1ze ho porovnat s piedchozim a v ptipad¢ shody ptifadit novému
haplotypu stejnou velikost vzorku, kterou ziskal ptfedchozi haplotyp. Tim padem uz
algoritmus nemusi vyhledavat velikost vzorku populace Germany DKMS — Turkey
minority, protoze z ptedchoziho fadku uz je znamy. Na druhou stranu nebylo by efektivni
ukladat do seznamu vsechny nalezené populace s velikosti vzorkti a pak u kazdého fadku

Vv populacnich datech porovnéavat s ulozenymi nazvy.
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2.5. Identifikace haplotypt

Tato kapitola se zabyva ¢asti algoritmu, ktera slouzi k identifikaci haplotypi. Jejim
cilem je vysvétlit postup této metody, uvést vSechny pouzité parametry a poskytnout

priklady funkce tohoto algoritmu.

2.5.1. Informace o populacich

Jednim z ptivodnich navrhi metody byl proces vyhledavani haplotypt s vyuZzitim
sily vazeb. Vazby, které jsou jednoznacné, tzn. jeden konkrétni gen je zavisly vyhradné
najiném a naopak, lze povazovat za velmi divéryhodny dikaz existence haplotypu.
Takovych vazeb vSak existuje V nejlepsim piipadé naprosté minimum, tudiz tuto metodu
nelze k vyhledavani pouzit. Tento navrh téz vyuzival polymorfismy ve smyslu zavislosti
jedné alelické skupiny genu nakonkrétnim genu. Vyuzivani vazeb nezavislych
a nezarucujicich tak vysokou kvalitu nalezeného haplotypu vsak pifineslo mnohem lepsi
vysledky nez vyuzivani jednozna¢nych vazeb a polymorfismut. Nasledujici tabulky pfinaseji

zdivodnéni. Uved’'me nejprve pocty pozorovanych jedincti v populacich.

Populace Pocet jedinci

P1 22551
P2 3727767
P3 2728 353

celosvétove 6478 671

Tabulka 5: Pozorované pocty jedincii v populacich k cervau 2017

Dalsi dulezity udaj je pocet vyskyti raznych vazeb v populaci. Ten je obsahem
tabulky 6. Mezi vazbami skladajicimi se ze dvou genii ma obecné nejsilnéjsi zastoupeni
B,DRB1. Nejméné zastoupena je naopak kombinace DRB1,DQB1. Divodem je, ze

populacni data jsou nekompletni a vétSinou chybi informace o genu DQB1.
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P1 524 1331 9 2147 | 2524 | 5201 6737 13
P2 1138 | 2902 | 435 | 4218 | 4981 | 12551 | 12551 | 3930
P3 1197 | 2937 | 545 | 3705 | 4202 8720 8729 6754
celosvétové | 1872 | 4412 | 794 | 16510 | 7734 | 16510 | 19595 | 10189

Tabulka 6: Nezavislé kombinace genii v populacich k cervnu 2017

Postupnym vyvojem algoritmu a opétovnym nacitanim populacnich dat se ukazalo,
ze jednoznacné vazby celosvétove ani v zadné z populaci neexistuji. Nelze tedy spolehlive

identifikovat haplotypy na zéklad€¢ jednoznacnych vazeb, ackoliv by §lo o velmi vlivny

faktor.

Podobné situace vypada v ptipadé polymorfismi. Zde je uvazovan polymorfismus
se zavislosti jednoho lokusu na alelické skupin€ na jiném lokusu, kde tato alelicka skupina
je polymorfni. Takovou zavislost je mozné nazvat vazba se striktnim polymorfismem. Pokud

by vazby byly vyhledavané celosvétove, vznikne takovy polymorfismus u vazeb pB-C

(polymorfismus na B) a pB,DRBL, ktery v bézné v souhrnnych populacich neexistuje.

Vazba/
Populace B,pC pB,C | B,pDRB1 | pB,DRB1 | DRB1,pDQB1 | pDRB1,DQB1
P1 1 0 0 0
P2 4 0 1 2
P3 1 1 3 0
celosvétove 6 0 2 0

Tabulka 7: Polymorfni vazby genit v populacich k ¢ervau 2017
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2.5.2. Priprava dat

Pro piipravu na spusténi algoritmu je nutné nacist vSechny mozné vazby B,C,
B,DRB1, A,B,C, B,C,DRB1, A,B,DRB1 a téz celé haplotypy A,B,C,DRBL. V populacich, kde
je definovan gen na lokusu DQB1, se k témto vazbam piidaji DRB1,DQB1 a tim padem
i haplotypy A,B,C,DRB1,DQB1. Bé¢hem naditani probiha pii kazdém nalezeném piipadu
vazby inkrementace pravdépodobnosti vyskytu. Inkrementaci popisuje rovnice 12.

fn1p (12)

Nyy

Pn = DPp + OI01

kde:
PN je nova pravdépodobnost vyskytu vazby
po je dosavadni pravdépodobnost vyskytu vazby
fn je nova nalezena frekvence vazby
Np je pocet jedincu v prislusné populaci
Ny je pocet jedinct v souhrnné populaci PX, prox =1, 2, 3

Pokud je pro konkrétni typ vazby (napt. B,C) soucet pravdépodobnosti vech vazeb
V jedné souhrnné populaci roven 1, je tak dokazano, ze vSechny vazby v konkrétni populaci
byly nalezeny. Jestlize se v popula¢nich datech vyskytuje P kod, je pouzita kazda alela
V posloupnosti jako samostatny zdznam. S nulovymi alelami je pracovéano jako s béZznymi.
V populacnich datech se sice vyskytuji G kody, ale protoZe jsou zaleZitosti alel se synonymni
mutaci, neni nutné se jimi v této praci zabyvat. Algoritmus je totiz nastaven pouze
na vysokou uroven rozliSeni.

Poté, co jsou piedpfipraveny soubory, lze je pouzit k vyhleddavani. Soubory
S popula¢nimi daty jsou nacteny do dvojrozmérného pole. Genotypové udaje o darcich jsou

pak nacitany z textového souboru. Je vypocten celkovy pocet pozorovanych jedinci v Py,

pro x = 1,2 nebo 3. Je téZ potieba nacist tidaje o genotypech darct.

M¢jme genotyp jednoho z darct. Ten je tvofen dvéma haplotypy. Je potieba najit
nejvhodngjsi variantu haplotypového paru. Rozlozme genotyp na vSechny vyse uvedené

varianty.
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Priklad:

M¢jme genotyp:

Gen A B C DRB1 DQB1
1. 02:01 | 18:01 | 04:01 01:01 03:02
2. 68:01 | 35:03 | 07:36 04:03 05:01

Tyto geny je mozné rozlozit na nasledujici varianty haplotypového paru:

Varianta A B C DRB1 DQB1
1 02:01 18:01 04:01 01:01 03:02
68:01 35:03 07:36 04:03 05:01
2 02:01 18:01 04:01 01:01 05:01
68:01 | 35:03 | 07:36 | 04:03 03:02
3 02:01 |18:01 |04:01 | 04:03 03:02
68:01 |35:03 |07:36 |O01L:.01 05:01
4 02:01 18:01 07:36 01:01 03:02
68:01 35:03 04:01 04:03 05:01
5 02:01 35:03 04:01 01:01 03:02
68:01 18:01 07:36 04:03 05:01
6 68:01 18:01 04:01 01:01 03:02
02:01 |35:03 |07:36 | 04:03 05:01
7 02:01 |18:01 |07:36 | 04:03 03:02
68:01 35:03 04:01 01:01 05:01
8 02:01 18:01 07:36 01:01 05:01
68:01 35:03 04:01 04:03 03:02
9 68:01 18:01 07:36 01:01 03:02
02:01 |35:03 |04:01 | 04:03 05:01
10 68:01 | 18:01 | 04:01 | 04:03 03:02
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02:01 |35:03 |07:36 |01:01 05:01

11 68:01 18:01 04:01 01:01 05:01

02:01 | 35:03 | 07:36 | 04:03 03:02

12 02:01 |35:03 |07:36 | 01:01 03:02

68:01 | 18:01 |04:01 | 04:03 05:01

13 02:01 |35:03 |04:01 |O01:01 05:01

68:01 | 18:01 | 07:36 | 04:03 03:02

14 02:01 |18:01 |04:01 | 04:03 05:01

68:01 |35:03 |07:36 |O01.01 03:02

15 02:01 | 35:03 | 04:01 | 04:03 03:02

68:01 |18:01 |07:36 |01:01 05:01

16 68:01 |35:03 |04:01 |01:01 03:02

02:01 |18:01 | 07:36 | 04:03 05:01

Nyni je potieba z optimaliza¢nich divodi eliminovat takové varianty, které se
vV seznamu nachézeji vicekrat nez jednou. Jde o pfipady, kdy oba potencialni haplotypy

obsahuji jeden nebo vice homozygotnich lokust.

Priklad:

Gen A B C DRB1 DQB1

1. 02:01 18:01 04:01 01:01 03:02

2. 02:01 | 35:03 | 04:.01 04:03 05:01

U zbylych ptipadi je potfeba fesit, ktera varianta nejlépe odpovidd skutecnému
haplotypu, ktery je obsazen v databazi nékteré populace. To lze posoudit na zaklade
existence vazeb mezi geny na urcitych lokusech. V idedlnim ptipadé¢ existuje kompletni
shoda s haplotypem v populaci v¢etn¢ alel, a to v obou z haplotypové dvojice. Protoze takto
kvalitni diikaz existence haplotypu se vSak vyskytuje jen ziidka, je nutné postupné slevovat

z pozadavki, a pfesto se snazit o identifikaci na co nejvyssi urovni kvality. V takovych
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ptipadech je nutné pfipoustét v nékterych lokusech existenci polymorfismii. Cely tento
proces je konstruovan jako prohledavani stavového prostoru. Se stoupajici pripustnosti
existence polymorfismu klesa kvalita nalezené¢ho haplotypu. Protoze informace o vazbach
v P1 je pti rozhodovani Casto nedostacujici, algoritmus nezavisle na tom, jaké nasel vazby
v P1, prozkouma vsechny ostatni populace. Vhodnost haplotypového paru je pak urcena
na zaklad¢ nekolika faktori. Primarné€ jde o populaci, kvalitu nalezenych vazeb a miru
polymorfismu. Pro udaje o jednom darci je schéma identifika¢niho algoritmu ukéazano

na obrazku 5.

Populacni data == Rozhodnuti Nejvhodng;jsi
Vyhledavani )
. Rozklad na b »| 0nejvhodngjsi |=p Varianta
Udaje 0 darci ep > vaze )
! varianty varianté haplotypoveho
paru

Obrazek 5: Schéma identifikacniho algoritmu

2.5.3. Postup identifikace

Pro kazdy haplotyp kazdé varianty je definovan seznam nalezenych haplotypt
a seznam nalezenych kombinaci vazeb. V populaé¢nich datech i datech darci je vyuzivana
informace na vysoké urovni rozliSeni. Nejsou vyuzivany geny typizované na nizké Grovni
rozli$eni, protoze informace o nich je bezptedmétna. Pro jeden haplotyp a kazdou souhrnnou

populaci postupné se pouzivaji nasledujici kroky.

1) Jednoznaéna shoda

v

Nejspolehlivéjsi zpiisob nalezeni haplotypu je porovnani shody s popula¢nimi daty.
Pokud je nalezen haplotyp zcela shodny, proces pokracuje prohledavanim nasledujici
populace opét od bodu 1), protoze vyse hodnocenou vazbu uz ve stejné populaci najit nelze.
Haplotyp se tak uklada do seznamu nalezenych haplotypl. Tento proces je zafazen pro
uplnost algoritmu. Nefunguje ale pro vyhledavani fidkych haplotypt. VE&tsinou se totiz stava,
7e u ur€ité varianty pouze jeden z haplotypt paru je nalezen kompletné a druhy neexistuje.

Pfi rozhodovani o nejvhodnéjsi varianté pak dochdzi k vybéru jiné.

2) Shoda s ptipustnosti polymorfismu alel

Casto nelze nalézt haplotyp piimou shodou alel. Proto je piedpokladano, Ze
na nékterém genovém lokusu nebude nalezena shodna alela, ale tato alelicka skupina bude

existovat s polymorfismem. Pfitomnost polymorfismu na alelické skupiné nékteré¢ho lokusu
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dava vyssi Sanci, ze haplotyp existuje, nez kdyz je na lokusu alela jina a ojedinéla. Jsou
uvazovany polymorfismy na jednom nebo dvou lokusech. Pokud je vyhledavan
polymorfismus na dvou lokusech, musi se vyskytovat na obou soucasné. Varianty
pfitomnosti polymorfismi v nalezenych haplotypech jsou znazornény v tabulce 8.
Nalezenym haplotyptim se stejnym poc¢tem lokust s polymorfismem je pak ptidélena stejna

vaha nezavisle na tom, o které geny se jedna.

Poiadi Pozice s
polymorfismem

1. C
2. A
3. B
4, DRB1
5. DQB1
6 AB
1. B,C
8. C,DRB1
9. DRB1,DQB1
10. AC
11. B,DRB1
12. C,DQB1
13. A,DRB1
14. B,DQB1

Tabulka 8: Poradi vyhledavani polymorfismii jinak kompletnich haplotypii
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3) Predpoklad existence haplotypu sestaveného z elementarnich vazeb

Dtlezitou cast procesu predstavuje identifikace haplotypu pomoci elementarnich
vazeb. Principem je vyhledani kombinaci vazeb B,C, B,DRB1, DRB1,DQB1, AB,C,
AB,C,DRB1, A,B,DRB1,DQB1 a B,C,DRB1,DQB1 ve stejné populaci. Jestlize existuje
kombinace vazeb A,B,C,DRB1, A,B,DRB1,DQB1 a B,C,DRB1,DQB1 soucasné v populaci
P1, je pravdépodobné, ze haplotyp bude existovat. Takovému haplotypu je tedy teba pritadit
velkou vahu. Tento postup jiz umoznuje identifikovat tidké haplotypy. Preference
kombinaci nalezenych vazeb se nachazi v tabulce 9. Jeden fadek piedstavuje jednu
kombinaci. At uz je kompletné shodna kombinace vazeb nalezena nebo ne, pfistupuje se
k hledani polymorfismti ve stejné kombinaci. Kazda z vazeb kombinace je zkoumana
na existenci polymorfismu, jestlize neexistuje kompletni shoda. V kroku 3) se vyhodnocuje
polymorfismus pouze na jednom lokusu. Pokud kombinace zahrnuje lokusy A, B, C, DRB1

i DQBL, je uloZena do seznamu haplotypt, jinak je ulozena do seznamu kombinaci vazeb.

Poiadi Pouzita kombinace
1. A,B,C,DRB1 A,B,DRB1,DQB1 | B,C,DRB1,DQB1 -
2. AB,C,DRB1 A,B,DRB1,DQB1 - -
3. AB,C,DRB1 B,C,DRB1,DQB1 - -
4. A,B,.DRB1,DQB1 | B,C,DRB1,DQB1 - -
5. A,B,DRB1 B,C,DRB1,DQB1 - -
6 B,C,DRB1 A,B,DRB1,DQB1 - -
7. B,DRB1,DQB1 A,B,C,DRB1 - -
8. DRB1,DQB1 A,B,C,DRB1 - -
9. AB,C A,B,DRB1 B,DRB1,DQB1 | B,C,DRB1
10. AB,C A,B,DRB1 DRB1,DQB1 B,C,DRB1
11. AB,C A,B,DRB1 B,DRB1,DQB1 -
12. A,B,DRB1 B,C,DRB1 B,DRB1,DQB1 -
13. AB,C B,C,DRB1 B,DRB1,DQB1 -
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14. AB,C A,B,DRB1 DRB1,DQB1
15. AB,C B,C,DRB1 DRB1,DQB1
16. A,B,DRB1 B,.C DRB1,DQB1
17. AB,C B,DRB1 DRB1,DQB1
18. A,B,C,DRB1 - -

19. | AB,DRB1,DQBI - -

20. | B,C,DRB1,DQB1 - -

21. AB,C DRB1,DQB1 -

22. A,B,DRB1 DRB1,DQB1 -

23. AB,C A,B,DRB1 -

24, B-C B,DRB1 DRB1,DQB1
25. AB,C A,B,DRB1 B,C,DRB1
26. AB,C - -

27. A,B,DRB1 ; ;

28. B,C,DRB1 - -

29. B,C B,DRB1 -

30. B,C DRB1,DQB1 -

3l. B,DRB1 - -

32. B,C ; ;

33. DRB1,DQB1 - -

Tabulka 9: Preference vyhledanych kombinaci vazeb
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2.5.4. Vazby a kombinace vazeb souvisejici s haplotypem varianty

Kazdy haplotyp kazdé varianty se vyznacuje urcitym poctem souvisejicich vazeb,

které bylo mozné nalézt v jednotlivych populacich. Soubor urcitych vazeb nalezenych v téze

populaci tvoii kombinaci. Jestlize bude Vv praci fe¢ o souvisejicich vazbach, bude pojem

,vazba“ zobecnén na ,,kombinace®. Soucasti kombinace je informace o obsazenych vazbach,

pravdépodobnosti v dané populaci a indexu populace.

V aplikaci bylo zvoleno specialni oznaceni téchto vazeb, které se 1isi od bézného

oznaceni lokusi gentt doposud pouzivaného v diplomové praci. Jestlize bude fe¢ 0 genech

obecné, bude pouzivano bézné oznaceni. Jestlize bude fe¢ 0 kombinacich ziskanych

programem, bude pouzivano specialni oznaceni. Ta jsou uvedena v tabulce 10. V kodu je

téz uvedeno, zda konkrétni vazba z kombinace byla nalezena kompletné nebo

S polymorfismem. Ten je vyjadfen pismen p, za kterym nésleduje oznaceni daného

polymorfniho genu.
Oznaceni Vyznam
ABCDDq Kompletné shodny haplotyp

ABCDDQpg;...pgk

Shodny haplotyp s polymorfismem na genech g1 az gk

ABCD Shoda na genech A,B,C,DRB1
ABCDpgk Shoda na genech A,B,C,DRB1 haplotyp s polymorfismem na genu gk
ABDD Shoda na genech A,B,DRB1,DQB1
ABDDgpgk Shoda na genech A,B,DRB1,DQBL1 s polymorfismem na genu g«
BCDD Shoda na genech B,C,DRB1,DQB1
BCDDgpgk Shoda na genech B,C,DRB1,DQBL1 s polymorfismem na genu gk
ABC Shoda na genech A,B,C
ABCpgk Shoda na genech A,B,C s polymorfismem na genu g«
ABD Shoda na genech A,B,DRB1
ABDpgk Shoda na genech A,B,DRBL1 s polymorfismem na genu g«
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BCD Shoda na genech B,C,DRB1
BCDpgk Shoda na genech B,C,DRB1 s polymorfismem na genu gk
BDD Shoda na genech B,DRB1,DQB1
BDDpgk Shoda na genech B,DRB1,DQB1 s polymorfismem na genu gk
BC Shoda na genech B,C
BCpgk Shoda na genech B,C s polymorfismem na genu gk
BD Shoda na genech B,DRB1
BDpagk Shoda na genech B,DRB1 s polymorfismem na genu g«
DrDq Shoda na genech B,DRB1
BDpgk Shoda na genech B,DRB1 s polymorfismem na genu g«

Tabulka 10: Specidlni oznaceni vazeb nalezenych aplikaci

2.5.5. Pravdépodobnost kombinace vazeb

Kazda kombinace je ohodnocena pravdépodobnosti. Pravdépodobnost kombinace

KMB v populaci PX je vypoctena jako:

K
Y
PKMB,PX = | |vap E PV, PX
k=1 y=1

(13)

kde:
K je pocet vazeb v kombinaci
Y je pocet variant alely v polymorfismu v populaci PX

Vi, Je y-ta varianta polymorfismu k-té vazby kombinace KMB
Wy, je vaha k-té vazby kombinace KMB
Pv,, px Je pravdépodobnost vazby Vy,, v populaci PX

Polymorfismus je v tomto vztahu zobecnén. Pokud P = 1, jde o alelu s jedinou
variantou. Pokud P > 1, jde o polymorfismus. V tabulce 11 jsou uvedeny vahy vazeb

v kombinaci. Byly zvoleny na zaklad¢ experimentt na verifika¢nich datech.
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Vazba | ABCDDq | ABCD  ABDD | BCDD | ABC | ABD | BCD | BDD | BC | BD | DD

Viaha 80 60 50 30 20 20 10 10 1)1 1

Tabulka 11: Vahy vazeb kombinaci

Vysvétleni souvisejicich vazeb mohou podat nésledujici piiklady.

Priklady:

B,C shoda v P2 s pravdépodobnosti 0,5 : BC, 0.5, 2

B,C shoda v P1 s pravdépodobnosti 0,4 : BC, 0.4, 1

A,B,C shoda s polymorfismem na B v P3 s pravdépodobnosti 0,2 : ABCpB, 0.2, 3
AB,C,DRB1 s polymorfismem na C v P1 s pravdépodobnosti 0,3 :

ABCDpC, 0.3,1

Kompletné shodny haplotyp nalezeny v P2 s pravdépodobnosti 0,001 : ABCDDq, 0.001, 2
Kombinace B,DRB1-B,C-DRB1,DQB1 nalezena v P1 s pravdépodobnosti 0,005 :
BD-BC-DrDq,0.005,1

Polymorfismus je zapocitan pouze jako jedna vazba, jejiz pravdépodobnost je
tvofena souctem pravdépodobnosti kombinaci tvofenych danou variantou. Tim je zvySena

vaha této vazby.

2.5.6. Hodnotici funkce vazby

Pro urcovani kvality nalezeného haplotypu byla zavedena hodnotici funkce vazby.
Hodnota fehx je pfifazena X-tému haplotypu V potencialnim haplotypovém paru G
pti rozhodovacim algoritmu. Jde o hashovaci funkci, ve které je nejlepsi nalezené kombinaci
ptidéleno desetinné Cislo, a to pak oznacuje X-ty haplotyp v paru G. Zptisob hodnoceni je

uveden v tabulce 12.
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Kombinace vazeb Populace
1 2 3
Hodnoceni
ABCDDq - - - 139,8 92 39
ABCD | ABDD | BCDD - 139,4 90 37
ABCD | ABDD - - 139,2 89,2 36,2
ABCD | BCDD - - 139,19 | 89,19 | 36,19
ABDD | BCDD - - 139,175 | 89,175 | 36,175
ABC BCDD - - 139 87 35
ABD BCDD - - 139 87 35
BCD ABDD - - 139 87 35
BDD ABCD - - 139 87 35
DrDq | ABCD - - 138 86 34
BD ABDD - - 1379 | 859 33
ABC ABD BDD | BCD | 137,9 85,9 33
ABC ABD | DrDq | BCD | 137,8 85,8 33
ABC ABD | BDD - 137 84 31
ABD BCD | BDD - 137 84 31
ABC BCD | BDD - 137 84 31
ABC ABD | DrDq - 136 83 30
ABC BCD | DrDq - 135 82 29
ABD BC BDD - 134 81 28
ABC BDD - - 134 81 28
ABD BC DrDq - 133 80 27
ABC BD DrDq - 133 80 27
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ABC DrDq - - 131 78 25
ABCD - - - 128 75 22
ABDD - - - 127,8 74,8 21,8
BCDD - - - 127,5 74,5 21,5
ABC ABD | BCD - 127 74 21
ABC ABD - - 125 72 19
ABD BDD - - 1245 71,5 18,5
BCD BDD - - 124 71 18
ABC BD - - 123,5 71 17
ABD BC - - 123,5 71 17
ABD DrDq - - 123,4 70,9 16,9
BC BDD - - 122 69 16
BCD DrDq - - 122 69 16
ABC - - - 1211 68,1 15,1
ABD - - - 121 68 15
BCD - - - 120 67 14
BDD - - - 120 67 14
BC BD DrDq - 119 66 12
BC BD - - 114 61 8
BD DrDq - - 114 61 8
BC DrDqg - - 114 61 8
BC - - - 110 57 4
BD - - - 110 57 4
BC - - - 110 57 4

Tabulka 12: Hodnoceni kombinaci vazeb
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Hodnotici funkci byly ptidéleny hodnoty podle kvality kombinace souvisejicich
vazeb. Konkrétni hodnoty jsou vysledkem experimenti na verifikaénich datech.
Vyhodnocovani polymorfismi je popsano v kapitole 2.5.7. Toto rozhodnuti bylo kromé
teoretickych znalosti zalozeno na subjektivnim posudku. Nejvyssi hodnota je piifazena
kompletné shodnym haplotyptim z P1. U nejlepsich kombinaci P1 byl zvolen maly rozestup,
protoze v celé populaci az na vyjimky nebyla uvedena informace o genu DQB1. Nelze tedy
v P1 uvazovat vyrazny rozdil napt. mezi ABCD a ABCDDg. Pro hodnoceni se pouzivaji

desetinna ¢isla, ktera umozni tento rozestup zmirnit.

Kompletné shodnému haplotypu z P3 je pfifazena hodnota mnohem niz$i z divodu
genetické vzdalenosti P1 a P3. Mezi vazbami nalezenymi v P1, P2 a P3 je dostate¢ny
bodovy rozestup, aby vzdalené populace nemohly ovliviiovat kombinace nalezené v P1.
Kompletni haplotyp z P3 je ohodnocen s odstupem nize nez nejslabsi vazba v P2. Jinak je
trend poklesu obdobny jako u P1 a P2. Obecné vazbam ABC a ABD je ptfidélovana vyssi
vaha nez vazbam BCD a BDD z duvodu genetické blizkosti na raménku 6. chromozomu.
VéEtsi vyznam téchto vazeb je zohlednén ve vétSing existujicich kombinaci. Byl kladen vyssi
duraz na moznost sestavit haplotyp za pomoci slabsich vazeb nez nalezeni jedné silnéjsi, ale

nedostacujici vazby. Proto tedy ABC-BD-DrDq ziskalo vyssi hodnoceni nez vazba ABCD.

Funkce byla ladéna tak, aby bylo dosaZeno co nejlepsi shody s expertnimi vysledky.
Algoritmus je zaméten na P1. Pokud by data o P1 byla rozsifena i o informaci o DQBL, bylo
by vhodné pridélit nejlepSim kombinacim z P1 jesté vy$si hodnoceni, ovS§em nesmélo by
zpusobit vysledny vybér nevyrovnaného paru (tzn. takového s jednou silnou a jednou slabou
kombinaci vazeb). Informace o P3 jsou nacitany, pokud je uzivatel vyzaduje. Pii
rozhodovani je v$ak kladen nejvétsi diiraz na P1 a P2 nejen diky vysokému hodnoceni jejich
kombinaci, ale také proto, Ze v kone¢ném rozhodnuti v drtivé vétSin¢ piipadl vystaci
informace o P1 a P2, a na P3 se nedostane. Tento poznatek plyne z pouzivani algoritmu
na verifikaénich datech. Informace o P3 se vSak hodi v pfipad¢, ze dany genotyp obsahuje

pouze vazby spadajici do P3. Informace o kombinacich nalezenych v P3 jsou tedy dilezité.

Hodnotici funkce zajistuje, Zze upfednostiovany jsou vzdy varianty s ob&ma
kompletn€ nalezenymi haplotypy v P1. Pokud se takova varianta objevi a je jedina, je
ziejme, Ze jde o nejvhodnéjsi variantu. Vyhledavani vSak musi nadale pokracovat v dalSich
populacich, protoze v ptipad¢ nutnosti pak Ize vyuzit udaje o vazbach nalezenych v P2 a P3.
Stejné tak se neukoncuje vyhledani jedné kombinace vazeb s riznou Gcasti polymorfisma.

Muze se totiz stat, Zze pristi nalezend kombinace vazeb bude l1épe hodnocend nez prvni
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nalezend kviili niz§imu poctu polymorfismi. Takovy pfistup sice zna¢né€ prodlouzi dobu

v

trvani identifikace, ale zato ji u¢ini spolehlivéjsi.

2.5.7. Vyhodnocovani polymorfismu

Protoze kombinace s polymorfismy lze povazovat za slabsi nez ,,stejné* kombinace
bez nich, je pfi pfitomnosti polymorfismti v kombinaci od hodnotici funkce kombinace

odectena nasledujici oslabujici hodnota:

Vpol,Hx = SUM(W{-po1)Wpop + 0,1d (14)
kde:

sum(W_-pol) je soucet vah lokusi s polymorfismem vyskytujicim se u nejleps$i kombinace

pro haplotyp HX.
Wpop je vaha populace pro vypocet hodnoty polymorfismu
d je rozdil poc¢tu vSech polymorfismi v kombinaci a poctu riznych lokust s polymorfismem

Jestlize je nalezen kompletni haplotyp s polymorfismy na B nebo C, je vypocet
provadén jinak. V takovém piipadé je hledana ve stejném haplotypu a aktudlné zkoumané
populaci kompletné shodnd kombinace B,C. Jestlize existuje, je hodnotici funkci kombinace

pric¢tena hodnota 5. Divodem tohoto kroku je velka sila vzajemné vazby gent B a C.

Populace | P1 | P2 | P3

Vaha 27 | 5 | 52

Tabulka 13: Vahy populaci pri vypoctu hodnoty polymorfismu

Lokus A B | C | DRB1 | DQB1

Vaha | 085 | 1 | 09 0,8 0,8

Tabulka 14: Vahy lokusii pro vypocet hodnoty polymorfismu
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Oslabujici hodnotu ovliviiuje védha populace. U P1 je nutné byt ve vyhodnocovani
polymorfisma benevolentni. S dal§imi populacemi vsak pfitomnost polymorfismti musi byt

hodnocena mnohem piisnéji.

2.5.8.Vazena pravdépodobnost vyskytu haplotypového paru

v populaci PX
Viazena pravdépodobnost se vyuziva v rozhodovacim algoritmu. Pfi vyhodnocovani
souctu pravdépodobnosti nejlepsich kombinaci dané populace je nutné kazdé kombinaci
ptifadit vahu. A¢ byla vaha ptidélovana jiz jednotlivym vazbam, je potieba vypocitat ji také
pro celou kombinaci. To zdarazni dualezitost této kombinace. Mé&me haplotypovy par G.

Vazenou pravdépodobnost vyskytu G v populaci PX Ize vypocitat pomoci nasledujiciho

vztahu:
pw.c = 107(pc, kmerPxWkms1 + P, kme2,pxW kMB1) (15)
kde:

PekmBy,Px je pravdépodobnost vyskytu nejlepsi kombinace Y-t¢ho haplotypu v paru G
v populaci PX

Wy je vaha pravdépodobnosti kombinace KMBY

Koeficient 107" mé4 normaliza¢ni vyznam. Konkrétnim vahdm se vénuje kapitola 2.5.9.

2.5.9. Vahy pravdépodobnosti kombinaci

Na zaklad¢ verifikacnich dat byly kombinacim vazeb ptidéleny vahy. VyuZzivaji se

pii vypoctu pravdépodobnosti kombinace vazeb. Jsou nastaveny tak, aby pfi porovnavani

kvality haplotypového paru podle pravdépodobnosti bylo zvoleno co nejvhodnéjsi feSeni.

Hodnota vahy neni jakkoli zavisla na indexu populace. Vahy slouzi k vypoctu, ktery se vztahuje

pouze K jedné souhrnné populaci. Tyto vahy se odlisuji od vah vazeb v kombinaci, které byly

uvedeny vyse Vv tabulce 12.
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Kombinace vazeb Vaha
ABCDDq - - - 40000000
ABCD ABDD | BCDD - 30000000
ABCD ABDD - - 20000000
ABCD BCDD - - 20000000
ABDD BCDD - - 20000000
ABC BCDD - - 19000000
ABD BCDD - - 19000000
BCD ABDD - - 19000000
BDD ABCD - - 19000000
DrDq ABCD - - 18000000
BD ABDD - - 18000000
ABC ABD BDD | BCD | 18000000
ABC ABD | DrDq | BCD | 15000000
ABC ABD BDD - 7000000
ABD BCD BDD - 7000000
ABC BCD BDD - 7000000
ABC ABD DrDq - 6500000
ABC BCD DrDq - 6500000
ABD BCD DrDq - 6500000
BC ABD BDD - 5500000
ABC BDD - - 5500000
ABD BC DrDq - 4800000
ABC BD DrDq - 4800000
ABC DrDq - - 3500000
ABCD - - - 1000
ABDD - - - 1000
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BCDD - - - 1000
ABD DrDq - - 60
ABC ABD BCD - 200
ABC ABD - - 100

BC BDD - - 10

DrDq BCD - - 10

BC BD | DrDq - 0,0001
ABC - - - 0,01
ABD - - - 0,01
BCD - - - 0,001
BDD 0,001
BC BD - - 0,00001
BC DrDq - - 0,00001
BC - - - 0,000001
BD - - - 0,000001
DD - - - 0,000001

Tabulka 15: Vahy pravdépodobnosti kombinaci

2.5.10. Vazeny soucet hodnoticich funkeci

Vazeny soucet je dal$im z faktord rozhodovaci funkce. V piipad€, ze nelze vybrat
nejvhodnéjsi variantu pomoci znalosti o P1, je nutné kombinovat znalosti o populacich P1
a P2, resp. 0 P1, P2 i P3. M¢jme genotyp G. Vazeny soucet hodnoticich funkci genotypu G

v mnozing€ souhrnnych populacich je mozné vypocitat podle nasledujiciho vztahu:

ze{min,max} (16)

FG,W = VVZ(fG,KMBl,PZ + fG,KMBz,PZ)
z=1

kde:
min je index dolni hranice mnoziny souhrnnych populaci

max je index horni hranice mnoziny souhrnnych populaci
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fkmBypz Jj€ hodnotici funkce pro nejlepSi kombinaci KMB X-tého haplotypu varianty

genotypu G v populaci PZ
W, je vaha populace PZ

Konkrétnim vaham se vénuje kapitola 2.5.11.

2.5.11. Vahy hodnotici funkce pro souhrnné populace

Vazeny soucet hodnoticich funkcei pro variantu, ktery se pouzivé pro rozhodovani,
vyzaduje vaZzeni hodnoceni kombinace koeficientem podle ptislusné populace. S rostouci
genetickou vzdalenosti od ¢eské populace se vdha snizuje. Hodnoty vah byly zvoleny

experimentalné. Uvedeny jsou v tabulce 16.

Populace | P1 | P2 | P3

Viha 1 0,4 | 0,05

Tabulka 16: Vahy hodnotici funkce pro riizné souhrnné populace

2.5.12. Soucet hodnoticich funkci

algoritmu. Mé&jme haplotypovy par G. Soucet hodnoticich funkci paru G je vypoéten jako:
Fg = fori+ fom 17)
kde:

feHx je hodnota hodnotici funkce X-tého haplotypu paru G

2.5.13. Genova vyrovnanost paruv P1

Genova vyrovnanost je soucasti rozSitené hodnotici funkce, kterd je rozebirana
v kapitole 2.5.14. Tato hodnota je postavena na heuristickém piedpokladu, Ze vétsi
zastoupeni gentt V populacich muize vyjadfovat siln€jsi kombinace vazeb. Mgjme

haplotypovy par G. Jako vyrovnanost paru G se oznacuje vlastnost, kdy celkovy pocet
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riznych vazebnich genii v paru nalezenych v P1 je co nejvyssi a zaroven je mezi t€émito
pocty na obou haplotypech co nejmensi rozdil. Genova vyrovnanost paru v P1 je vypocétena

pomoci nasledujiciho vztahu:
Ve,p1=10(NgH1p1 + NGH2PL — | NG HLPL - NG H2PI|) + Fg (18)
kde:

NeHxpPL Je poCet riznych gent nachéazejicich se v souvisejicich kombinacich X-tého

haplotypu paru G nalezenych v P1

Koeficient 10 pii vypocétu genové vyrovnanosti byl uréen experimentalné.

2.5.14. Roz$irena hodnotici funkce

haplotypovy par G. Rozsifenou hodnotici funkci paru G vypocteme jako:
Fr = VpriFg (19)
kde:

Ve,p1 je genova vyrovnanost paru v P1

2.5.15. Rozhodovaci algoritmus

Rozhodovaci algoritmus je ¢ast identifikaéniho algoritmu, ktera slouzi k vybéru
nejvhodnéjsi varianty haplotypového paru z nabizené mnoziny variant za pomoci

dostupnych parametri.

Mg¢jme soubor variant X = 1, ..., n vzniklych rozkladem genotypu G. Mé&me dvojice
haplotypti Hx 1 a Hx,2. Potom pro vybér haplotypového paru genotypu G lze pouzit nasledujici

algoritmus.
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)

Vytvor seznam potencialnich haplotypovych part.

()

Pro vSechny haplotypové pary v seznamu vypocti rozsifenou hodnotici funkci kazdy

haplotyp ur¢i nejlepsi souvisejici kombinaci vazeb. Nejvyssi z hodnot uloZ do proménné max.

©)

Projdi v§echny potencialni haplotypové pary. Kazdy, ktery ma hodnotici funkei niz§i nez max
odeber ze seznamu. Jestlize délka seznamu haplotypovych parti je 1, ukon¢i béh algoritmu.

Jinak pokracuj bodem (4).

(4)

Pro v8echny haplotypové pary v seznamu vypocti soucet hodnoticich funkci. Nejvyssi

z hodnot uloz do proménné max.

(%)

Projdi vSechny potencialni haplotypové pary. Kazdy, ktery ma hodnotu sou¢tu hodnoticich
funkci niz$i nez max, odeber ze seznamu. Jestlize délka seznamu haplotypovych part je 1,

ukon¢i béh algoritmu. Jinak pokracuj bodem (6).

(6)

Pro vSechny haplotypové pary v seznamu vypocti soucet pravdépodobnosti nejlepSich

souvisejicich kombinaci daného haplotypu v P1. Nejvyssi z hodnot uloz do proménné max.

(")

Projdi vSechny potencialni haplotypové pary. Kazdy, ktery mad hodnotu vazené
pravdépodobnosti nejlepsich souvisejicich kombinaci v P1 niz$i nez max, odeber
ze seznamu. Jestlize délka seznamu haplotypovych part je 1, ukonéi béh algoritmu. Jinak

pokracuj bodem (8).

(8)

Pro v8echny haplotypové pary v seznamu vypoéti souéet hodnoticich funkei pro vazby z P1

a P2. Nejvyssi z hodnot uloz do proménné max.

(9)

Projdi v8echny potencialni haplotypové pary. Kazdy, ktery ma hodnotu souctu hodnoticich
funkci pro vazby z Pl a P2 niz$i nez max, odeber ze seznamu. Jestlize délka seznamu

haplotypovych part je 1, ukon¢i béh algoritmu. Jinak pokrac¢uj bodem (10).

(10)

Pro vSechny haplotypové pary v seznamu vypocti soucet hodnot hodnotici funkce pouze
pro P2 a pro kazdy haplotyp urci nejlepsi souvisejici kombinaci. Nejvyssi z hodnot souctu

funkce uloz do proménné max.

(11)

Projdi vS§echny potencialni haplotypové pary. Kazdy, ktery ma hodnotu souctu hodnoticich
funkci pouze pro P2 nizsi nez max, odeber ze seznamu. Jestlize délka seznamu

haplotypovych part je 1, ukonci béh algoritmu. Jinak pokracuj bodem (12).

(12)

Pro vSechny haplotypové pary vseznamu vypocti vazeny soucet pravdépodobnosti
nejlepSich souvisejicich kombinaci dan¢ho haplotypu v P2. Nejvyssi z hodnot uloz

do proménné max.
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(13) Projdi vSechny potencialni haplotypové pary. Kazdy, ktery ma hodnotu vazeného souéinu
pravdépodobnosti nejlepsich souvisejicich kombinaci v P2 nizsi nez max * 0,98, odeber
ze seznamu. Jestlize délka seznamu haplotypovych part je 1, ukonci béh algoritmu. Jinak

pokracuj bodem (14).

(14) Pro vSechny haplotypové pary v seznamu vypocti soucet hodnot hodnotici funkce pouze
pro P3 a pro kazdy haplotyp uréi nejlepsi souvisejici kombinaci. Nejvyssi z hodnot uloz

do proménné max.

(15) Projdi vSechny potencialni haplotypové pary. Kazdy, ktery ma hodnotu souctu hodnoticich
funkci pouze pro P3 niz§i nez max, odeber ze seznamu. Jestlize délka seznamu

haplotypovych part je 1, ukon¢i béh algoritmu. Jinak pokrac¢uj bodem (16).

(16) Pro vSechny haplotypové pary vseznamu vypoCti vazeny soucet pravdépodobnosti
nejlepSich souvisejicich kombinaci daného haplotypu v P3. Nejvyssi z hodnot uloz

do proménné max.

(17) Projdi vSechny potencialni haplotypové pary. Kazdy, ktery ma hodnotu vazeného souéinu
pravdépodobnosti nejlepsich souvisejicich kombinaci v P3 niz$i, nez max odeber
ze seznamu. Jestlize délka seznamu haplotypovych part je 1, ukonci béh algoritmu. Jinak

pokracuj bodem (18).

(18) Pro vSechny haplotypové pary v seznamu vypocti soucet hodnot hodnotici funkce pro vazby

ze vSech populaci. Nejvyssi z hodnot uloz do proménné max.

(19) Projdi v8echny potencialni haplotypové pary. Kazdy, ktery ma hodnotu souc¢tu hodnoticich

funkci pro vazby ze vSech populaci niz$i nez max, odeber ze seznamu.

Tabulka 17: Pseudokod rozhodovaciho algoritmu

Tato posloupnost krokii se na zakladé dostupnych verifika¢nich dat ukazala
dostacujici k tomu, aby algoritmus dokézal najit nejvhodnéjsi haplotypovy par. Ackoliv
nejvhodnéjSich variant mize existovat vice, algoritmus sméiuje k nalezeni jedné.
Rozhodovaci algoritmus je pomérné komplikovany. Aby se podaftilo identifikovat jakykoli
haplotyp, vcetné tidkého, je nutné pracovat se vSemi informacemi, které byly ziskany
pti identifikaci, tzn. informace o souvisejicich kombinacich a pravdépodobnostech.
Vyrovnanost haplotypového paru lze povazovat za nejdulezitéjsi rozhodovaci faktor vedle

souctu hodnotici funkce. Proto byl algoritmus navrzen tak, aby prvotni rozhodovaci pravidlo

bylo postaveno na vyhodnoceni rozsifené¢ hodnotici funkce. Z experimentt plyne, Ze je to
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nejlepsSi nalezeny zplisob na vyhodnoceni souladu kvality nalezenych haplotypt
a vyrovnanosti celého paru. Tolerancni koeficient vazeného soucinu pravdépodobnosti
nejlepsich souvisejicich kombinaci v hodnoté 98 % kompenzuje nepiesnosti v nastaveni vah

kombinaci.

2.5.16. Priklady funkce rozhodovaciho algoritmu

Uved'me né¢kolik piikladi ukazujicich funkci rozhodovaciho algoritmu. Piiklady

jsou Cerpany z verifikacnich dat.
Priklad:

Urcete nejvhodnéjsi variantu haplotypového paru nasledujiciho genotypu:

Gen A B C DRB1 | DQB1

1. | 01:01 | 08:01 | 06:02 | 03:01 | 03:03

2. | 01:01 | 57:01 | 07:01 | O7:01 | 06:03

Resent:

Provedeme rozklad na vSechny varianty:

o E‘ A — ‘? 5]
z 8 E 8‘ Nejlepsi nalezené vazb S <
C 5 A B cC K o ilep y g 5
1 ABC-BCD-
ABD,2.8792030144053362E-
01:01 | 08:01 | 06:02 | 03:01 | 03:03 | 11,1 127
ABCD,3.754924393596737E-
01:01 | 57:01 | 07:01 | 07:01 | 06:03 | 5,1 128
2 ABC-BCD-
ABD,2.8792030144053362E-
01:01 | 08:01 | 06:02 | 03:01 | 06:03 | 11,1 127
BCD-
ABDD,1.4945118185701558E
01:01 | 57:01 | 07:01 | 07:01 | 03:03 | -8,1 139,2
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3 ABC-ABD-
DrDq,3.3155848987770844E-

01:01 | 08:01 | 06:02 | 07:01 | 03:03 | 12,1 136
ABC-BCD-
ABD,9.188206405518817E-
01:01 | 57:01 | 07:01 | 03:01 | 06:03 | 13,1 127
4 ABCD,0.05945102540907276,
01:01 | 08:01 | 07:01 | 03:01 | 03:03 |1 128

ABCD,0.00774858711365349

01:01 | 57:.01 | 06:02 | 07:01 | 06:03 | 7,1 128
5 ABCD,4.8539266551372444E
01:01 | 57:.01 | 06:02 | 03:01 | 03:03 | -4,1 128

ABCD,0.00170085535009533

01:01 | 08:01 | 07:01 | 07:01 | 06:03 | 95,1 128
6 ABCD-
DrDq,1.5084522638422592E-
01:01 | 08:01 | 07:01 | 07:01 | 03:03 | 7,1 138

ABCD,4.8539266551372444E

01:01 | 57:01 | 06:02 | 03:01 | 06:03 | -4,1 128
7 ABCD,0.05945102540907276,
01:01 | 08:01 | 07:01 | 03:01 | 06:03 |1 128

ABCDDq,0.007095029045275
01:01 | 57:01 | 06:02 | 07:01 | 03:03 | 1535,1 139,8

8 ABC-BCD-
ABD,9.188206405518817E-
01:01 | 57:01 | 07:01 | 03:01 | 03:03 | 13,1 127

ABD-
ABC,3.7384877526161015E-
01:01 | 08:01 | 06:02 | 07:01 | 06:03 | 38,1 125

Nejlépe hodnocena varianta kritériem rozsifené hodnotici funkce je €.7, a to diky
kompletné shodnému haplotypu v P1. Proto lze tento par oznadit za nejvhodnéjsi.
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Priklad:

Urcete nejvhodnéjsi variantu haplotypového paru nésledujiciho genotypu:

ReSenti:

Gen A B C DRB1 | DQB1
1. 11:01 | 35:01 | 04:01 | 04:01 | 03:02
2. 11:01 | 39:01 | 04:01 | 15:01 | 06:02

Provedeme rozklad na vSechny varianty:

Cislo varianty
>

.

DRB1

DQB1

Nejlepsi nalezené vazby

Hodnoty funkce

[ERN

11:01

35:01

04:01

04:01

03:02

ABCD,1.6852693893840628E-
4l 17

ABCD-BCDD-
ABDD,2.2197653177488736E-
19,2,

ABD-
BCDDpDr,1.08097194107736E-
9,3

[y
N
[ee}

11:01

39:01

04:01

15:01

06:02

BD-ABC-
DrDq,7.484775411962123E-11,1,

ABC-ABD-
BDD,5.0867708577756375E-
20,2,

BCD-
ABDD,1.1858238612747921E-
13,3

133

11:01

35:01

04:01

04:01

06:02

ABCD,1.6852693893840628E-
4l 17

ABCD-
DrDq,1.54045957435345E-13,2,

128
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ABD-ABC,9.072760720962508E-
9,3

11:01

39:01

04:01

15:01

03:02

ABC-BD,1.2787058357208925E-
7111

ABC-ABD-
DrDq,1.6423596567346048E-
20,2,

ABD-BCD-
DrDq,7.147783302806753E-19,3

123,5

11:01

35:01

04:01

15:01

03:02

ABCD,6.389459004035299E-4,1,

ABCD-
DrDq,1.1650872853834186E-
12,2,

ABCD-
DrDq,1.339041880436581E-12,3

128

11:01

39:01

04:01

04:01

06:02

ABC-BD,4.201670299302425E-
8,1,

BD-ABC-
DrDq,2.0250550040037033E-
19,2,

ABDpDr-
BC,2.5624390596714748E-11,3

123,5

11:01

39:01

04:01

04:01

03:02

ABC-BD,4.201670299302425E-
8117

BD-ABC-
DrDq,2.7293110329858422E-
17,2,

ABDDpDr-
BC,3.4063435861720426E-11,3

123.5

11:01

35:01

04:01

15:01

06:02

ABCD-
DrDq,3.7400052704210875E-7,1,

ABCDDq,2.5014034899916576E-
5,2,

138

59




ABCDDq,2.520509626137087E-
6,3

V tomto piikladu se poprvé vyskytuje nejednoznac¢nost. Rozsifenou hodnotici funkci

je nejlépe hodnocend varianta ¢.4. Je vSak vhodné zamyslet se nad dalSimi feSenimi.

U varianty ¢.1, ktera ziskala druhé nejlepsi hodnoceni rozsifenou hodnotici funkci, 1ze najit

nejlepsi kombinace: ABCD a BD-ABC-DrDg. U posledni to jsou: ABC-BD a ABCD-DrDg.

Je tedy obtizné rozhodnout, ktera varianta je lepsi. Z divodu pomérné vysokého hodnoceni

kombinace ABCD-DrDq byla vybrana posledni varianta. Varianta ¢.1. ma lépe hodnocené

kombinace v P2. Algoritmus se vsak nejprve rozhoduje podle kvality kombinaci z P1 a tam

je 1épe hodnocena varianta ¢.4.

Piiklad:

Urcete nejvhodnéjsi variantu haplotypového paru nasledujiciho genotypu:

Gen A B C DRB1 DQB1
1. 03:01 | 18:01 | 12:03 | 09:01 03:03
2. 02:01 | 39:93 | 07:01 | 11:01 03:01
Reseni
= 8
E =
~§ A B C DRB1 | DQB1 Nejlepsi nalezené vazby 2
2
A g
4 '8
@) T
1 ABC-BCD- 127
03:01 18:01 12:03 09:01 03:03 ABD,7.1513351859155385E-12,1
ABCpB-ABDpB- 130,5
02:01 39:93 07:01 11:01 03:01 DrDq,4.463916274308829E-6,1
2 ABC-BCD- 127
03:01 18:01 12:03 09:01 03:01 ABD,7.1513351859155385E-12,1
ABDpB- 119,5
02:01 39:93 07:01 11:01 03:03 ABCpB,0.050332887950969206,1
3 ABCD,4.9455101769322875E- 128
03:01 18:01 12:03 11:01 03:03 51
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ABDpB- 1195
02:01 | 39:93 | 07:01 | 09:01 | 03:01 | ABCpB,0.003813446052030516,1
4 03:01 | 18:01 | 07:00 | 09:01 | 03:03 | ABCD,1.185272050019955E-4,1 128
ABCpB-ABDpB- 1305
02:01 | 39:93 | 12:03 | 11:01 | 03:01 | DrDq,2.465866443605302E-5,1
5 03:01 | 39:93 | 12:03 | 09:01 | 03:03 | ABCpB,0.5565372355993083,1 1184
ABCD- 138
02:01 | 18:01 | 07:01 | 11:01 | 03:01 | DrDq,1.6118476980092959E-7,1
6 ABC-BCD- 127
02:01 | 18:01 | 12:03 | 09:01 | 03:03 | ABD.4.8986047236481054E-12,1
BCpB-ABDpB- 1277
03:01 | 39:93 | 07:01 | 11:01 | 03:01 | DrDg,3.113141352108431E-9,1
7 ABCD,2.4635967362866395E- 128
03:01 | 18:01 | 07:01 | 11:01 | 03:03 |41
ABDpB- 1195
02:01 | 39:93 | 12:03 | 09:01 | 03:01 | ABCpB,0.02106546824885767,1
8 03:01 | 18:01 | 07:01 | 09:01 | 03:01 | ABCD,1.185272050019955E-4,1 128
ABDpB- 1195
02:01 | 39:93 | 12:03 | 11:01 | 03:03 | ABCpB,0.2780387708487158,1
9 ABCD,3.9153917786350935E- 128
02:01 | 18:01 | 07:01 |09:01 | 03:03 |51
ABCDpB- 1353
03:01 | 39:93 | 12:03 | 11:01 | 03:01 | DrDq,3.772017872521632E-5,1
10 02:01 | 18:01 | 12:03 | 11.01 | 03:03 | ABCD,2.023995831670436E-4,1 128
BDpB- 1073
03:01 | 39:93 | 07:01 | 09:01 |03:01 | BCpB,7.05012040589923E-8,1
11 ABC-BCD- 127
02:01 | 18:01 | 12:03 | 09:01 | 03:01 | ABD,4.8986047236481054E-12,1
03:01 | 39:93 | 07:01 | 11:01 | 03:03 | ABDpB,0.05495011307702541,1 1183
12 BDpB- 107.3
03:01 | 39:93 | 07:01 | 09:01 | 03:03 | BCpB,7.05012040589923E-8,1
ABCD- 138
02:01 | 18:01 | 12:03 | 11:01 | 03:01 | DrDq,1.795038651652198E-8,1
13 03:01 | 39:93 | 12:03 | 09:01 | 03:01 | "BCPB.05565372355093083,1 1183
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ABCD,0.0018174388718903817, 128
02:01 18:01 07:01 11:01 03:03 1
14 ABCD- 138
03:01 18:01 12:03 11:01 03:01 DrDgq,4.3860672936298055E-9,1
ABDpB- 1105
02:01 39:93 07:01 09:01 03:03 ABCpB,0.003813446052030516,1
1 ABCDpB,0.42531387521617664, 125.3
03:01 39:93 12:03 11:01 03:03 1
ABCD,3.9153917786350935E- 128
02:01 18:01 07:01 09:01 03:01 5,1
16 ABDPE- 1195
02:01 39:93 12:03 09:01 03:03 ABCpB,0.02106546824885767,1
ABCD- 138
03:01 18:01 07:01 11:01 03:01 DrDq,2.1849112999748476E-8,1

Na zaklad¢ kvality a vyrovnanosti kombinaci v P1 sice je mozné rozhodnout, Ze
nejlep$im feSenim bude varianta ¢.9. Pti prozkoumani databaze vsak lze zjistit, ze druhy
haplotyp ma polymorfismus skladajici se pouze ze tii alel. Naproti tomu druhé nejlépe
hodnocené feSeni, tj. varianta ¢.4 sice v druhém haplotypu obsahuje slabsi kombinaci, ale
zato se varianty jejiho polymorfismu vyskytuji mnohem castéji. Navic vazba ABD
s polymorfni alelou se nachazi v populaci Israel Poland Jews. Ta ma k P1 blize nez ostatni
svétové populace. ABC je zde nalezeno se tiemi variantami alely B a ABD se ¢tyimi.
Takovou informaci bohuZel neni algoritmus schopen zpracovat. Piehnanym vlivem
polymorfismi by mohly slabé polymorfni varianty prevazit varianty bézné lépe hodnocené
bez polymorfismi. Na druhou stranu pocet variant polymorfismu u obou variant je podobny.
Obe¢ feseni se 1i8i na lokusu A. Pti pochybnostech 0 spravnosti feseni je vhodné prozkoumat
variantu se stejnym genem A na druhém haplotypu, druhou nejlépe hodnocenou variantu

nebo takovou, ktera se téz dostala do konecného vybéru variant.
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Priklad:

Urcete nejvhodnéjsi variantu haplotypového paru nésledujiciho genotypu:

ReSeni:

Gen

A B

C

DRB1 | DQB1

1.

68:02 | 40:01

04:01

15:01 | 06:03

2.

02:01 | 44:03

03:04

01:02 | 06:02

Cislo varianty

v

DRB1

DQB1

Nejlepsi nalezené vazby

Hodnoty funkce

[EEN

68:02

40:01

04:01

15:01

06:03

BD-BC,5.311798649012601E-8,1,

BDD-BC,9.07426828944102E-
13,2,

BCD-
DrDq,1.1842415901558413E-11,3

[y
[y

4

02:01

44:03

03:04

01:02

06:02

ABC-BD,9.051941313552673E-
9,1,

ABC-ABD-
DrDgpDr,9.059700043330968E-
20,2,

BC-ABD-
DrDq,2.199255612588608E-17,3

123,5

68:02

40:01

04:01

15:01

06:02

BD-BC-
DrDq,3.109207670035313E-11,1,

BDD-BC,6.636604252790884E-
12,2,

BCD-BDD,3.8926677071872085E-
12,3

119
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02:01

44:03

03:04

01:02

06:03

ABC-BD,9.051941313552673E-
9,1,

ABD-ABC,8.22094663474004 1E-
14,2,

ABD-BC,3.227606087115044E-
11,3

123,5

68:02

40:01

04:01

01:02

06:03

BCD,2.1980045230810162E-5,1,
BD-BC,4.54772328262005E-13,2,

BD-BC,7.002238584843758E-9,3

120

02:01

44:03

03:04

15:01

06:02

ABC-ABD-
DrDq,2.8475463372496226E-12,1,

ABC-ABD-BDD-
BCD,1.5645827236878098E-24,2,

ABDD-BC,4.585349672786929E-
13,3

136

68:02

40:01

03:04

15:01

06:03

BCD,0.0023946658684758986,1,

BCD-BDD,5.3582169931242345E-
12,2,ABD-
BCDD,5.88127943611094E-11,3

120

02:01

44:03

04:01

01:02

06:02

ABC-BD,5.756675280083369E-
7,1,

ABCD-
DrDqpDr,2.2426570764252684E-
13,2,

ABC-ABD-DrDg-
BCD,3.028608314343001E-22,3

123,5

68:02

44:03

04:01

15:01

06:03

BCD,9.359835927453327E-4,1,
BCDD,1.9542214765559825E-7,2,

BCD-
DrDq,1.5593665285497305E-11,3

120
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02:01

40:01

03:04

01:02

06:02

ABC-BD,3.4786955870782297E-
7,1,

ABCD-
DrDgpDr,2.2665613669685613E-
13,2,

ABC-ABD-DrDg-
BCD,2.7063513418357514E-20,3

123,5

02:01

40:01

04:01

15:01

06:03

ABD-BC,1.502943561846042E-
8,1,

ABC-ABD-
BDD,5.212090154789726E-19,2,

ABC-ABD-DrDg-
BCD,2.4710019168678738E-20,3

123,5

68:02

44:03

03:04

01:02

06:02

BD-BC,1.7379727322021134E-8,1,

BD-BC-
DrDqgpDr,3.4549464419917293E-
18,2,

BD-BC-
DrDq,9.682216870227078E-17,3

114

68:02

40:01

03:04

01:02

06:03

BD-BC,7.026463819616371E-7,1,
BCD,2.0567215198176813E-7,2,

ABC-BD,7.902966673807336E-
12,3

114

02:01

44:03

04:01

15:01

06:02

ABCD-
DrDq,4.931889001281514E-8,1,

ABCD-
BCDD,7.838821456926881E-14,2,

BCDD-
ABDD,3.35571757466578E-13,3

138

68:02

40:01

03:04

15:01

06:02

BCD-
DrDq,1.4016934709716583E-6,1,

BCDD,1.7898068998988681E-6,2,

ABD-BCDD,8.931943434353942E-
13,3

122

02:01

44:03

04:01

01:02

06:03

ABC-BD,5.756675280083369E-
7,1,

123,5

65




ABCD,2.0350303053229596E-7,2,

ABC-BCD-
ABD,4.444756023314168E-17,3

02:01

40:01

03:04

15:01

06:03

ABCD,6.837763735532791E-4,1,

ABCD-
BDD,2.4512237078455083E-
12,2,ABCD-
DrDq,7.174943232552471E-11,3

128

68:02

44:03

04:01

01:02

06:02

BCD,6.59401356924305E-5,1,
BCD,8.274212365441025E-7,2,

BCD-
DrDq,2.3464174276288443E-13,3

120

10

02:01

40:01

04:01

01:02

06:03

ABDpDr-
BCD,9.876613000018457E-6,1,

ABD-ABC,4.094113038845053E-
14,2,

ABD-ABC,6.872346452297094E-
11,3

121,34

68:02

44:03

03:04

15:01

06:02

BD-BC-
DrDq,7.529545469636365E-11,1,

BCD-BDD,3.8749297458277T4E-
13,2,BDD-
BC,5.759700988121009E-12,3

119

11

02:01

40:01

04:01

15:01

06:02

BC-ABD-
DrDq,8.797328285383245E-12,1,

ABDD-BC,2.1745284090641724E-
12,2,

BCD-ABDD,2.09888166307017E-
12,3

133

68:02

44:03

03:04

01:02

06:03

BD-BC,1.7379727322021134E-8,1,
BD-BC,3.135085067899899E-12,2,

BD-BC,1.4209527045530645E-
10,3

114

12

68:02

44:03

03:04

15:01

06:03

BD-BC,1.2863543930740127E-7,1,

114
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BCD-BDD,3.917680547352495E-
14,2,BD-BC-
DrDq,6.996762619050837E-16,3

02:01

40:01

04:01

01:02

06:02

ABDpDr-
BCD,9.876613000018457E-6,1,

ABC-ABD-
DrDqpDr,4.511820563180106E-
20,2,ABC-ABD-
DrDq,4.6827419762296004E-17,3

121,34

13

68:02

44:03

04:01

15:01

06:02

BCD-DrDq,5.478685390554029E-
7,1,

BCDD,4.01122470045801E-
7,2,BCDD,6.887158663120205E-
7,3

122

02:01

40:01

03:04

01:02

06:03

ABC-BD,3.4786955870782297E-
7,1,

ABCD,2.0567215198176813E-7,2,

ABC-BCD-
ABD,3.97181483351977E-15,3

123,5

14

68:02

40:01

04:01

01:02

06:02

BCD,2.1980045230810162E-5,1,

BD-BC-
DrDgpDr,5.011711017135553E-
19,2,BD-BC-

DrDq,4.771249059753444E-15,3

120

02:01

44:03

03:04

15:01

06:03

ABD-ABC,4.864774049342139E-
91,

ABC-ABD-BDD-
BCD,1.5818442406382675E-25,2,

BC-ABD-
DrDq,1.0942947484775467E-16,3

125

15

68:02

44:03

04:01

01:02

06:03

BCD,6.59401356924305E-5,1,
BCD,8.274212365441025E-7,2,

BCD,3.4435793315601025E-7,3

120

02:01

40:01

03:04

15:01

06:02

ABCD-
DrDq,4.002415915437579E-7,1,

ABCDDq,3.146998422859562E-
5,2,

138
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ABCDDq,4.310146084469275E-
6,3

16 02:01

44:03

04:01

15:01

06:03

ABCD,8.425684005143896E-5,1,

ABCD-
BCDD,3.8189815794326444E-
14,2,

ABC-ABD-DrDg-
BCD,6.22996977288963E-21,3

128

68:02

40:01

03:04

01:02

06:02

BD-BC,7.026463819616371E-7,1,
BCD,2.0567215198176813E-7,2,

ABC-BCD-
DrDq,1.2641752360281165E-19,3

114

Priklad ilustruje situaci, kdy o vysledku rozhoduje kvalita kombinaci v P1. Zde by
vSak vhodny vysledek bylo mozné najit i mezi jinymi variantami, které nemaji tak vysoké
hodnoceni. Algoritmem bylo za nejvhodné&jsi variantu zvoleno ¢.15. Toho varianta dosahla
ptedevs§im diky vazbé BCD Vv prvnim haplotypu. Po pfihlédnuti ke kombinacim z prvniho
haplotypu v dalSich populacich, nenachazi se zde jakakoli jina vazba (pouze BCD). Pokud
by tedy byla hledana varianta, ktera ma shodnou kvalitu druhého haplotypu a zaroven

z prvniho lze najit 1 jiné vazby, vyhovovalo by ¢.7. Ta vybrana nebyla, protoZe kombinace

BD-BC v P1 je povazovana za slabsi nez vazba BCD.

Priklad:

Urcete nejvhodnéjsi variantu haplotypového paru nasledujiciho genotypu:

Gen A B C DRB1 | DQB1
1. |1 01:01 | 35:01 | 14:02 | 08:01 | 04:02
2. | 66:01 | 51:01 | 15:05 | 14:01 | 05:03
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ReSenti:

Cislo varianty

DRB1

DQB1

Nejlepsi nalezené vazby

Hodnoty funkce

[EEN

01:.01

35:01

14:02

08:01

04:02

ABD,2.1980045230810162E-5,1,
BC-ABD-BDD,1.872160883997543E-18,2,

BC-ABD-BDD,1.550267326811986E-18,3

121

66:01

51:.01

15:05

14:01

05:03

ABD-BC,9.662447766969212E10,1,
BDD,7.439680112939192E-6,2,

BDD-BC,4.1108314977343905E-13,3

123,5

01:01

35:01

14:02

08:01

05:03

ABD,2.1980045230810162E-5,1,

ABD-BC,5.100287484193648E-13,2,

BC-ABD-DrDqpDr,2.4373488759687786E-19,3

121

66:01

51:01

15:05

14:01

04:02

ABD-BC,9.662447766969212E-10,1,
BD-BCpC-DrDq,1.8098641304195634E-15,2,

BD-BC-DrDq,1.2329736403592162E-17,3

123,5

01:01

35:01

14:02

14:01

04:02

ABD,3.7732410979557444E-4,1,
BC-ABD-DrDq,3.680293216183622E-18,2,

BC-ABD-DrDq,1.0683124305715985E-17,3

121

66:01

51:01

15:05

08:01

05:03

BD-BC,9.28140670881269E8,1,
BCDpB,1.6222163109079444E-4,2,

BD-BC-DrDqgpDr,2.8365545790962806E-18,3

114

01:01

35:01

15:05

08:01

04:02

ABD,2.1980045230810162E-5,1,
BC-ABD-BDD,5.629269068348452E-19,2,

BC-ABD-BDD,4.557371807387354E-19,3

121

66:01

51:01

14:02

14:01

05:03

ABD-BCD,3.278036556235765E-9,1,
BCDD,2.316464758617831E-6,2,

ABC-BCD-BDD,5.526374895037122E-20,3

123,5

01:01

51:01

14:02

08:01

04:02

ABCD,2.2895880448760587E-5,1,
BCDD-ABDD,2.110856413345084E-12,2,

ABD-BCDD,1.441402078882361E-13,3

128
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66:01

35:01

15:05

14:01

05:03

null,0.0,0,
BCDD,1.9542214765559825E-7,2,

BDD-BC,1.809061022025342E-12,3

110

66:01

35:01

14:02

08:01

04:02

null,0.0,0,
BDD-BC,4.771373867636064E-12,2,

BDD-BC,2.2638531039341995E-12,3

110

01:01

51:.01

15:05

14:01

05:03

ABD-BC,2.818213932032687E-9,1,
ABDDpDr-BCpC,1.114895852140063E-7,2,

BC-ABD-BDD,8.065456331517112E-18,3

123,5

01:.01

35:01

15:05

14:01

04:02

ABD,3.7732410979557444E-4,1,
ABD-BCD-DrDq,5.533007590693337E-19,2,

BC-ABD-DrDq,3.140553160325317E-18,3

121

66:01

51:.01

14:02

08:01

05:03

BCD,0.0013365158086115915,1,
BCD,1.4760517321380497E-5,2,

ABC-BCD-DrDqgpDr,2.5609291845925466E-
20,3

120

01:01

35:01

15:05

08:01

05:03

ABD,2.1980045230810162E-5,1,
ABD-BC,1.5335696210654153E-13,2,

BC-ABD-DrDqpDr,7.165154589789351E-20,3

121

66:01

51:01

14:02

14:01

04:02

ABD-BCD,3.278036556235765E-9,1,
BCD-DrDq,3.4022274110119585E-12,2,

ABC-BCD-DrDq,2.7639250821046496E-20,3

123,5

66:01

35:01

15:05

08:01

04:02

null,0.0,0,
BDD-BC,1.4346708958718458E-12,2,

BDD-BC,6.655123367111595E-13,3

110

01:01

51:01

14:02

14:01

05:03

ABCD,1.6485033923107625E-5,1,
ABCD-BCDD,4.590649379159469E-13,2,

ABC-ABD-BDD-BCD,1.3641453085828572E-
22,3

128

10

66:01

35:01

14:02

14:01

04:02

null,0.0,0,
BD-BC-DrDq,6.845213666440053E-17,2,

BD-BC-DrDq,1.2199272104529083E-16,3

110
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01:01

51:01

15:05

08:01

05:03

ABD-BC,5.294507602123169E-9,1,
ABD,1.4181104336351456E-6,2,

BC-ABD-DrDqpDr,2.4814124861292816E-20,3

123,5

11

66:01

35:01

14:02

08:01

05:03

null,0.0,0,
BD-BC,1.4008590842816601E-11,2,

BD-BC-DrDqpDr,1.2984986488607763E-17,3

110

01:01

51:.01

15:05

14:01

04:02

ABD-BC,2.818213932032687E-9,1,
BCpC-ABD-DrDq,8.003216624840142E-17,2,

BC-ABD-DrDq,4.03380470501905E-18,3

123,5

12

01:.01

51:01

15:05

08:01

04:02

ABD-BC,5.294507602123169E-9,1,
BCDpB-ABDD,9.910893972130924E-11,2,

BC-ABD-BDD,1.6685234648047195E-19,3

123,5

66:01

35:01

14:02

14:01

05:03

null,0.0,0,
BDD-BC,5.0274203307899844E-11,2,

BDD-BC,6.153827936770345E-12,3

110

13

01:01

51:01

14:02

08:01

05:03

ABCD,2.2895880448760587E-5,1,
ABC-BCD-ABD,1.9825911044818233E-16,2,

ABC-ABD-DrDgpDr-
BCD,6.743162838673955E-25,3

128

66:01

35:01

15:05

14:01

04:02

null,0.0,0,
BCD-DrDq,1.415602727137306E-13,2,

BD-BC-DrDq,3.586260111290504E-17,3

110

14

01:01

35:01

14:02

14:01

05:03

ABD,3.7732410979557444E-4,1,
ABDD-BC,4.2421418829557E-12,2,

ABDD-BC,4.809956802507648E-13,3

121

66:01

51:01

15:05

08:01

04:02

BD-BC,9.28140670881269E-8,1,
BDD,6.154743272967838E-6,2,

BDD-BC,7.972366630801165E-13,3

114

15

01:01

51:01

14:02

14:01

04:02

ABCD,1.6485033923107625E-5,1,
ABCD-DrDq,1.4355424360615628E-13,2,

ABC-ABD-DrDg-BCD,6.822547340053773E-
23,3

128
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null,0.0,0,
BD-BC,4.2121447893000825E-12,2,

66:01 35:01 15:05 08:01 05:03 BD-BC-DrDqpDr,3.817239150887664E-18,3 110

16 BCD,0.0013365158086115915,1,

BCDD,3.4550523023876033E-6,2,

66:01 51:01 14:02 08:01 04:02 | ABD-BCDD,1.2110541561955326E-13,3 120

ABD,3.7732410979557444E-4,1,
BCDD-ABDD,6.377699237652517E-13,2,

01:01 35:01 15:05 14:01 05:03 | ABDD-BC,1.413998808294429E-13,3 121

Varianty jsou nejprve podrobeny vypoctu rozsifené hodnotici funkce. Nejlépe jsou
timto kritériem hodnoceny varianty: 1, 2, 4 a 8. Tyto varianty tedy postupuji do uzsiho
vybéru. Dal§im kritériem je samostatny soucet hodnotici funkce. ProtoZe ten je pro vSechny
zbylé varianty shodny, je mozné ptejit k dalSimu kroku. Tim je vypocet véazené
pravdépodobnosti. Nejlepsi pravdépodobnosti dosahuji varianty 4 a 8. Z téchto dvou variant
jsou dale vybirany ty, které spliuji nejlepsi vazeny soucet hodnoticich funkci pro P1 a P2.

Lepsi hodnotou se vyznacuje varianta 4. Tu je tedy mozné oznacit za nejvhodng;jsi.

2.6. Analyza neshod

Jednim z cili vyvoje nové metody identifikace haplotypt byla snaha o minimalizaci
poctu neshod vyslednych variant algoritmického a expertniho feSeni. Tabulka 18 ukazuje
pocet haplotypovych part, které se shoduji. Divodem slabsiho vysledku v prvnim souboru
je patrné stafi expertniho feSeni. Pfi vyvoji algoritmu a nastavovani hodnotici funkce tak
byla snaha o co nejlepsi pfizplisobeni se expertnimu feSeni v druhém souboru. Kviili
subjektivnimu posuzovani nékterych situaci nebylo mozné dosahnout stoprocentni shody.

Rovnéz je témeéf nemozné prenést vSechny expertni uvahy do kédu programu.
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Soubor | Celkem Nalezeno shodné
1. 74 35
2. 100 76

Tabulka 18: Shodnost algoritmického a expertniho rFeseni ve validacnich datech

Tabulka 19 ukazuje pocty neshod na konkrétnich lokusech. Je uvadéna vzdy mensi
mnozina lokust. Je vidét, ze nejvice neshod vznika na lokusech DRB1,DQB1. Dale jsou to
lokusy B,C a ty které zahrnuji gen A. Neshoda na B,C je zplsobena silnou vazbou téchto

wrwe

rekombinace.

Lokusy | A | B | C | DRB1 | DQB1 | AB| AC | ADRBl1 | ADQB1 | B,C | ADQB1
1.soubor | 8 1 1 1 4 2 4 1 2 5 11
2.soubor | 2 0 1 1 4 0 1 1 1 4 9

Tabulka 19: Rozdily algoritmického a expertniho Feseni ve validacnich datech

na konkretnich lokusech

Nejvétsi neshoda spociva ve zpisobu vyhodnocovani kvality haplotypového paru.
V pocate¢ni fazi vyvoje algoritmu byl preferovany vzdy par s vy$§im souctem hodnotici
funkce. Bohuzel tento pfistup skytal vazny nedostatek v tom, Ze velmi vysoko hodnoceny
haplotyp vyrovnaval ptipadné nizké hodnoceni druhého. Bylo tedy nutné snizit hodnoceni
kompletné nalezeného haplotypu v P1. Takovy par mohl byt i pfes svou vysokou hodnotu
souctu funkce zna¢né nevyrovnany, a tedy i nevhodny. Ukazme si piiklad takového

expertniho fesent.
Ptiklad:

1. haplotyp: nejlepsi kombinace: ABCD-DrDq v P1
2. haplotyp: nejlepsi kombinace: BCpB v P1.
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Tento problém bylo mozné vyiesit zavedenim genové vyrovnanosti v P1. Algoritmus
poté muze variantu toto nesplilujici okamzité vytadit, pokud nedosahuje nejvyssi hodnoty
rozsitené hodnotici funkce. Takto bylo vyfazeno 1 n¢kolik expertnich feSeni. Pouziti genové
vyrovnanosti piineslo lepsi vysledky nez vypocet rozdilu hodnoticich funkeci pro konkrétni
par. Je vS§ak mozné, Ze neni nastavena zcela idealné. Pfi urCovani hodnotici funkce byl
experty zvolen odlisny postup. To se tyka pfedev§im nekompletnich haplotypii sestavenych
kombinaci jinak nizko hodnocenych vazeb. Takto sestavené haplotypy jsou algoritmem
hodnocené vySe nez samostatné vazby sestavajici ze 4 gent, tj. ABCD, ABDD a BCDD.

Expertni feSeni patrné preferuje druhou moznost.

K tomu se vaze dal$i mozna pfi¢ina neshody, a to problém s vyhodnocovanim
polymorfismil. Je znamo, Ze HLA antigeny I. tfidy jsou velmi polymorfni. O antigenech
Il. tfidy takova informace neexistuje. Tudiz je vhodné jejich polymorfismu pfitadit vyssi
vahu. Dobrym fesenim je snizit ode¢itanou hodnotu pfi nalezeni polymorfismu na antigenu
Il. tfidy. S vyhodnocovanim polymorfismli nastdva problém, pokud polymorfni alelicka
skupina obsahuje mnoho variant. V takovém ptipadé¢ muze ptevazit siln¢j$i kombinaci
s méng variantami. MUZe se proto stat, Ze varianta vybrana algoritmem neni nejlepsi. Piiklad

takové situace byl ukazan vyse.

Neshodu kone¢né volby lze pfisuzovat neaktudlnosti populacnich dat, ktera byla
pouzita pfi expertnim feSeni prvniho souboru. Je mozné vypozorovat, Ze populacni data se
méni velmi dynamicky. Je tedy pravdépodobné, Ze nova populacni data pfindseji vysledky
velmi odlisné. Expertni vysledky pro novy soubor jsou ziskané algoritmem zaloZenym

na popula¢nim modelu, tedy jeho problém miize byt také neaktualnost.

Dale varianty se stejné¢ hodnocenymi nejlepS§imi kombinacemi, ale rliznymi
ptislusnymi pravdépodobnostmi mohou zpusobit nerozhodnou situaci. Pfizptisobeni vah
jednomu genotypu z expertniho feSeni muze piinést rozdilny vysledek u jednoho nebo
nékolika jinych. Jestlize pro oba haplotypy v algoritmickém feSeni jsou vysledné

pravdépodobnosti nejlepSich kombinaci v P1 vyssi neZ v expertni varianté, je rozhodnuto,

vvvvvv
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Priklad:

DRB1
DQB1

Vysledek Nejlepsi nalezené vazby

BCD-DrDq,1.5741353493388236E-8,1,
BCDD,9.893407198827144E-7,2,

algoritmicky | 02:30 | 08:01 | 07:01 | 11:01 | 03:01 | BCDD,5.654644639702657E-7,3

vysledek: ABCD-DrDg,4.4221666129189395E-10,1,

BCDD,4.330690546587752E-7,2,

32:01 | 51:01 | 01:02 | 13:01 | 06:03 | BDD-BC,1.1450347738142297E-11,3

BCD-DrDq,1.9586221585577787E-8,1,
ABCDpA-BCDD,1.0895151704424645E-10,2,

expertni 02:30 | 08:01 | 07:01 | 13:01 | 06:03 | BCDD,9.182878217493604E-7,3

visledek: ABCD-DrDg,1.624469368011039E-10,1,

BCDD,1.7975108358817492E-6,2,

32:01 | 51:01 | 01:02 | 11:01 | 03:01 A BCD-ABDD,4.1879251467074574E-14,3

Ohodnoceni v P1 je u obou feSeni shodné, vcetné kvality vazeb, ale
pravdépodobnosti se prevysuji stfidavé. Vahy kombinaci pfi vyhodnocovani souctu
pravdépodobnosti rozhodly, ze bude udélena prednost feSeni, které se u hodnotngjsi
kombinace (zde ABCD-DrDq) vyznacuje vyssi pravdépodobnosti. Algoritmus po¢ita s vyse
uvedenou toleranci ve vysi 98 % nejvyssi hodnoty vazené pravdépodobnosti. Ani tato

tolerance vSak nepfindsi zcela spolehlivé feseni.

Pti¢inou neshod s expertnim feSenim muze byt téZ ptili§ velky diraz na P1. Program
se primarné snazi rozhodnout o nejvhodnéjsim feSeni na zaklad¢ vazeb z P1. Pokud je
vysledek u nekolika parti vyrovnany, teprve tehdy pristupuje k dalsim populacim. Snaha
0 zavedeni v€asnéjsiho vlivu populace P2 na vybér paru vSak méla za nasledek velky pokles

shody s expertnim feSenim. Proto byla vracen ptivodni postup.

Paradoxné nejvéetsi shodnost byla dosazena, pokud algoritmus vyuziva pouze P1.
Shodnych haplotypt tak vyslo 78. OvSem lze zjistit, ze 21 z nich vzeslo ze dvou findlnich
variant. Z nékterych pak diky ptfitomnosti P2 a P3 byla vybrana jina nez expertni. Takova
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neurcitost neni zadouci. Je nutné pouzivat minimalné¢ P1 a P2. Z hlediska experimentt

na dostupnych verifika¢nich datech se zda zbyte¢né pouzivat P3. Nicméné v pripadech, kdy

u nékterého haplotypu je nalezena jakakoli kombinace az v P3, by tak doslo ke ztraté mnoha

informaci.

Pro zdivodnéni feSeni, které zvolil algoritmus odlisné od expertniho feseni, je

uvedeno n¢kolik piikladd. Jsou Cerpany z obou vyse uvedenych soubord genotypt.

Priklad:
o o
Vysledek g 8' Nejlepsi nalezené vazby
A B c | O A
BD-ABC-DrDq,1.667167606368312E-12, 1,
ABDD-BC,9.374256959900093E-13,2,
algoritmicky | 03:01 | 37:01 | 12:03 | 03:01 | 02:01 | ABD-BDD,8.347231467939731E-13,3
vysledek: ABD-DrDq,5.5329426674455995E-8, 1,
ABDD,1.0039329914518908E-6,2,
26:01 | 38:01 | 06:04 | 01:01 | 05:01 | ABDD,1.0257470349327966E-6,3
BD-DrDg,2.824407306564012E-8,1,
ABDD-BCpC, 1.653339961410057E-11,2,
expertni | 03:01 | 37:01 | 06:04 | 01:01 | 05:01 | ABDD-BCpC,9.029253051074044E-12,3
visledek: ABCD-DrDg,1.5759704665286585E-8, 1,
ABCDDg,7.504210469974973E-6,2,
26:01 | 38:01 | 12:03 | 03:01 | 02:01 | ABC-BCD-DrDg,1.3260902286132957E-14,3

Vv

Algoritmicky vysledek se vyznacuje vétsi vyssi hodnotou rozsifené hodnotici funkce.

To nedava expertnimu vysledku moznost postoupit do uzsiho vybéru.
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Priklad:

Vysledek

Nejlepsi nalezené vazby

algoritmicky

vysledek:

01:01

08:01

07:01

ABCD,0.05945102540907276,1,
ABCD-DrDq,2.9867902417734654E-10,2,

ABCD-DrDqgpDr,2.320157743885116E-10,3

02:01

07:02

07:02

08:01

06:03

ABCD,0.0016060624805995303,1,
ABCD-DrDqpDq,3.6542740708228E-12,2,

ABCD-DrDqpDq,2.9041912042254336E-
14,3

expertni
vysledek:

01:01

08:01

07:01

03:01

06:03

ABCD,0.05945102540907276,1,
ABCD,5.437220787990712E-4,2,

ABCD-DrDqpDq,6.614877693741434E-12,3

02:01

07:02

07:02

08:01

04:02

ABCD,0.0016060624805995303,1,
ABCDD(,4.259236976317138E-5,2,

ABCDDq,5.715389467565231E-7,3

Oba vysledky se vyznacuji vzdjemné velkou shodou v P1, véetné€ pravdépodobnosti.
Rozhodnout tedy musi hodnotici funkce pro P1 a P2. A¢ je vysledek tésny, vychazi jako
vhodnéjsi algoritmicky vysledek. Diivodem je vyssi soucet hodnotici funkce vazeb v P2. A¢

expertni vysledek obsahuje kompletni haplotyp, algoritmicky vysledek zase vyrovnangjsi

kombinace. Je vsak tieba pfipustit, ze zde zalezi na subjektivnim pohledu.
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Priklad:

Vysledek A B C % % Nejlepsi nalezené vazby
24:02 | 40:01 | 03:04 | 11:01 | 05:02 | ABCD,1.5554778058622678E-4,1,
ABCD-DrDq,1.99378068168603E-11,2,
ABCD-DrDq,2.1991440414300105E-10,3
algoritmicky
vysledek: | 02:01 | 35:01 | 04:01 | 01:01 | 05:01 | ABCD-DrDq,2.7324574676343817E-7,1,
ABCDD(,2.3373853917115417E-4,2,
ABCDD(,2.9327143518452347E-6,3
02:01 | 40:01 | 03:04 | 11:01 | 05:02 | ABCD,0.0011240501529865637,1,
ABCD-DrDq,4.9865095380888694E-11,2,
ABCD-DrDq,6.963434343237266E-11,3
expertni 24:02 | 35:01 | 04:01 | 01:01 | 05:01 | ABCD-DrDq,7.882376737433474E-8,1,
vysledek:

ABCDD(,2.581040429767751E-5,2,

ABCDD(,4.190909314153997E-6,3

Reseni se opét vyznaduji shodnymi kvalitami kombinaci v P1. Po vypoétu vaZené
pravdépodobnosti v P1, kdy kombinaci ABCD-DrDq je piidélena vyssi vaha, je mozné
tvrdit, ze algoritmicky vysledek je lepSi variantou. Problém zde spociva v tom, Ze
pravdépodobnosti nejlepSich kombinaci v P1 se pfevySuji stfidaveé a jsou vzajemné nepfilis
vzdalen¢ hodnocené. Nechavat rozhodnout hiife hodnocenou kombinaci by vsak také nebylo
spravné. Jelikoz se i expertni vysledek dostal do kone¢ného vybéru, Ize ho povazovat

za jedno z nejvhodnéjsich feseni.

2.7. Uzivatelské rozhrani

Program ma implementované jednoduché uzivatelské rozhrani. Je spustitelné
rozebéhnutim tfidy UzivatelskaTrida. Nejprve nabidne uZzivateli moznost vybrat si rozsah
populaci — minimum a maximum. Program je nastaven na opakované zadavani, dokud

vstupy nejsou provedeny spravne.
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Dale umozni vybrat, zda chce uzivatel provadét identifikaci z populacnich dat na
disku — stisk p, provadét identifikaci a zaroven porovnavat s jiz hotovym feSenim —

stisk i nebo nacitat aktualni popula¢ni data z webu — stisk n.

Pti vybéru jedné z prvnich dvou moznosti je uzivatel dotazan na nazev textového
souboru ,,nazev*, ktery obsahuje data uréena k identifikaci. Nazev souboru je nutné vepsat
bez ptipony ,,.txt“. Vystup se pak nacita do nového souboru vysledek identifikace.txt.

Velikost souboru pro 100 genotypu je ptiblizné 1,5 MB.

Program je nastaven na opakované dotazovani na nazev souboru V pfipadé
neexistence toho pozadovaného. Potom se objevi varovné hlaseni a béh programu zacne
znovu od zacatku. Po skonceni nacitani nebo identifikace zacne dotazovani znovu

od procesu. Rozsah populaci jiz zménit nelze. K tomu je nutno spustit program znovu.

2.8. Ukazka vystupu algoritmu

PopiSme si textovy vystup identifika¢niho algoritmu. Nejprve jsou vypsany vSechny
existujici varianty haplotypového paru s piislusSnym poradim. Do tohoto zdznamu jsou
zahrnuty nejlep$i kombinace zkazdé souhrnné populace, ohodnoceni a url adresa

kompletniho haplotypu. Uved’'me ukéazku jedné varianty.

1.
A*31:01;B*35:01;C*04:01;DRB1*14:01;DQB1*03:01;128.0;ABCD,4.9455101769322875E-
5,1,BCD-DrDq,3.43718210782493E-10,2,ABC-ABD-BDD-BCD,5.201201570847558E-22,3
http://allelefrequencies.net/hla6@03a.asp?page=1&hla selection=&hla locus1=A*31
%3A01&hla locus2=B*35%3A01&h1la locus3=C*04:01&hla locus4=DRB1*14:01&hla locus5=
&hla locus6=&hla locus7=&hla locus8=DQB1*@3:01&hla population=&hla country=&hla

dataset=&hla region=&hla ethnic=&hla study=&hla sample size=&hla sample size p

attern=equal&hla sample year=&hla sample year pattern=equal&hla loci=&hla order

=order 1
A*02:01;B*15:01;C*03:04;DRB1*11:01;DQB1*05:03;128.0;ABCD,6.758755709281185E -
4,1,ABCD-DrDq,4.870889975678512E-13,2,ABCD-DrDq,1.0478799524116874E-13, 3
http://allelefrequencies.net/hla6003a.asp?page=1&hla selection=&hla locus1=A*02
%3A01&hla locus2=B*15%3A01&hla locus3=C*03:04&hla locus4=DRB1*11:01&hla locus5=
&hla locus6=&hla locus7=&hla locus8=DQB1*@5:03&hla population=&hla country=&hla

dataset=&hla region=&hla ethnic=&hla study=&hla sample size=&hla sample size p

attern=equal&hla sample year=&hla sample year pattern=equal&hla loci=&hla order

=order 1
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http://allelefrequencies.net/hla6003a.asp?page=1&hla_selection=&hla_locus1=A*31%3A01&hla_locus2=B*35%3A01&hla_locus3=C*04:01&hla_locus4=DRB1*14:01&hla_locus5=&hla_locus6=&hla_locus7=&hla_locus8=DQB1*03:01&hla_population=&hla_country=&hla_dataset=&hla_region=&hla_ethnic=&hla_study=&hla_sample_size=&hla_sample_size_pattern=equal&hla_sample_year=&hla_sample_year_pattern=equal&hla_loci=&hla_order=order_
http://allelefrequencies.net/hla6003a.asp?page=1&hla_selection=&hla_locus1=A*31%3A01&hla_locus2=B*35%3A01&hla_locus3=C*04:01&hla_locus4=DRB1*14:01&hla_locus5=&hla_locus6=&hla_locus7=&hla_locus8=DQB1*03:01&hla_population=&hla_country=&hla_dataset=&hla_region=&hla_ethnic=&hla_study=&hla_sample_size=&hla_sample_size_pattern=equal&hla_sample_year=&hla_sample_year_pattern=equal&hla_loci=&hla_order=order_
http://allelefrequencies.net/hla6003a.asp?page=1&hla_selection=&hla_locus1=A*31%3A01&hla_locus2=B*35%3A01&hla_locus3=C*04:01&hla_locus4=DRB1*14:01&hla_locus5=&hla_locus6=&hla_locus7=&hla_locus8=DQB1*03:01&hla_population=&hla_country=&hla_dataset=&hla_region=&hla_ethnic=&hla_study=&hla_sample_size=&hla_sample_size_pattern=equal&hla_sample_year=&hla_sample_year_pattern=equal&hla_loci=&hla_order=order_
http://allelefrequencies.net/hla6003a.asp?page=1&hla_selection=&hla_locus1=A*31%3A01&hla_locus2=B*35%3A01&hla_locus3=C*04:01&hla_locus4=DRB1*14:01&hla_locus5=&hla_locus6=&hla_locus7=&hla_locus8=DQB1*03:01&hla_population=&hla_country=&hla_dataset=&hla_region=&hla_ethnic=&hla_study=&hla_sample_size=&hla_sample_size_pattern=equal&hla_sample_year=&hla_sample_year_pattern=equal&hla_loci=&hla_order=order_
http://allelefrequencies.net/hla6003a.asp?page=1&hla_selection=&hla_locus1=A*31%3A01&hla_locus2=B*35%3A01&hla_locus3=C*04:01&hla_locus4=DRB1*14:01&hla_locus5=&hla_locus6=&hla_locus7=&hla_locus8=DQB1*03:01&hla_population=&hla_country=&hla_dataset=&hla_region=&hla_ethnic=&hla_study=&hla_sample_size=&hla_sample_size_pattern=equal&hla_sample_year=&hla_sample_year_pattern=equal&hla_loci=&hla_order=order_
http://allelefrequencies.net/hla6003a.asp?page=1&hla_selection=&hla_locus1=A*31%3A01&hla_locus2=B*35%3A01&hla_locus3=C*04:01&hla_locus4=DRB1*14:01&hla_locus5=&hla_locus6=&hla_locus7=&hla_locus8=DQB1*03:01&hla_population=&hla_country=&hla_dataset=&hla_region=&hla_ethnic=&hla_study=&hla_sample_size=&hla_sample_size_pattern=equal&hla_sample_year=&hla_sample_year_pattern=equal&hla_loci=&hla_order=order_
http://allelefrequencies.net/hla6003a.asp?page=1&hla_selection=&hla_locus1=A*02%3A01&hla_locus2=B*15%3A01&hla_locus3=C*03:04&hla_locus4=DRB1*11:01&hla_locus5=&hla_locus6=&hla_locus7=&hla_locus8=DQB1*05:03&hla_population=&hla_country=&hla_dataset=&hla_region=&hla_ethnic=&hla_study=&hla_sample_size=&hla_sample_size_pattern=equal&hla_sample_year=&hla_sample_year_pattern=equal&hla_loci=&hla_order=order_1
http://allelefrequencies.net/hla6003a.asp?page=1&hla_selection=&hla_locus1=A*02%3A01&hla_locus2=B*15%3A01&hla_locus3=C*03:04&hla_locus4=DRB1*11:01&hla_locus5=&hla_locus6=&hla_locus7=&hla_locus8=DQB1*05:03&hla_population=&hla_country=&hla_dataset=&hla_region=&hla_ethnic=&hla_study=&hla_sample_size=&hla_sample_size_pattern=equal&hla_sample_year=&hla_sample_year_pattern=equal&hla_loci=&hla_order=order_1
http://allelefrequencies.net/hla6003a.asp?page=1&hla_selection=&hla_locus1=A*02%3A01&hla_locus2=B*15%3A01&hla_locus3=C*03:04&hla_locus4=DRB1*11:01&hla_locus5=&hla_locus6=&hla_locus7=&hla_locus8=DQB1*05:03&hla_population=&hla_country=&hla_dataset=&hla_region=&hla_ethnic=&hla_study=&hla_sample_size=&hla_sample_size_pattern=equal&hla_sample_year=&hla_sample_year_pattern=equal&hla_loci=&hla_order=order_1
http://allelefrequencies.net/hla6003a.asp?page=1&hla_selection=&hla_locus1=A*02%3A01&hla_locus2=B*15%3A01&hla_locus3=C*03:04&hla_locus4=DRB1*11:01&hla_locus5=&hla_locus6=&hla_locus7=&hla_locus8=DQB1*05:03&hla_population=&hla_country=&hla_dataset=&hla_region=&hla_ethnic=&hla_study=&hla_sample_size=&hla_sample_size_pattern=equal&hla_sample_year=&hla_sample_year_pattern=equal&hla_loci=&hla_order=order_1
http://allelefrequencies.net/hla6003a.asp?page=1&hla_selection=&hla_locus1=A*02%3A01&hla_locus2=B*15%3A01&hla_locus3=C*03:04&hla_locus4=DRB1*11:01&hla_locus5=&hla_locus6=&hla_locus7=&hla_locus8=DQB1*05:03&hla_population=&hla_country=&hla_dataset=&hla_region=&hla_ethnic=&hla_study=&hla_sample_size=&hla_sample_size_pattern=equal&hla_sample_year=&hla_sample_year_pattern=equal&hla_loci=&hla_order=order_1
http://allelefrequencies.net/hla6003a.asp?page=1&hla_selection=&hla_locus1=A*02%3A01&hla_locus2=B*15%3A01&hla_locus3=C*03:04&hla_locus4=DRB1*11:01&hla_locus5=&hla_locus6=&hla_locus7=&hla_locus8=DQB1*05:03&hla_population=&hla_country=&hla_dataset=&hla_region=&hla_ethnic=&hla_study=&hla_sample_size=&hla_sample_size_pattern=equal&hla_sample_year=&hla_sample_year_pattern=equal&hla_loci=&hla_order=order_1

Nasleduje popis vypoctu, ktery provadi rozhodovaci algoritmus pro vSechny
zbyvajici potencialni varianty konkrétniho paru.
Roz8ifena hodnotici funkce
varianta 2, vypocet: (128.0 + 128.9) * (4 + 4 - 0 + 128.0 + 128.0) = 86016.0

Ohodnoceni

varianta 2, vypocet: 128.0 + 128.0 = 256.0

Pokud byl na zacatku zvolen rezim porovnavani s expertnim feSenim, potom vypis
dale obsahuje informaci o pifipadné shod¢ ¢i neshodé s algoritmickym feSenim. Pokud

nastala shoda, je vypsano identifika¢ni ¢islo genotypu, znak ,,;* a poté ,,shoda;".
893407;shoda;

V piipadé€ neshody jsou nejprve vypsany podrobnosti o algoritmickém a expertnim
feSeni. Nasleduje identifikacni ¢islo genotypu, znak ,,;* a slovo ,,neshoda‘“.za symbolem ,,;*
dale vypsan piehled o algoritmickém a expertnim feSeni a nejlepsich vazbach pro ptipadny
pohodIny export do tabulky. Pokud dochézi k neshodé a potencialni feseni i expertni feseni
jsou oboje pouze jediné, pak po slové ,,neshoda‘“ a znaku ,,;* nasleduje seznam lokusi, kde
k neshodé dochazi (vzdy mensi z mnozin gentl).
algoritmicky vysledek:

A*24:02;B*40:01;C*03:04;DRB1*11:01;DQB1*05:02
http://allelefrequencies.net/hla6003a.asp?page=1&hla selection=&hla locusl=A*24

%3A02&hla locus2=B*40%3A01&hla locus3=C*@3:04&hla locus4=DRB1*11:01&hla locus5=
&hla locus6=&hla locus7=&hla locus8=DQB1*05:02&hla population=&hla country=8&hla

dataset=&hla region=8&hla ethnic=&hla study=&hla sample size=&hla sample size p

attern=equal&hla sample year=&hla sample year pattern=equal&hla loci=&hla order

=order 1

A*02:01;B*35:01;C*04:01;DRB1*01:01;DQB1*05:01
http://allelefrequencies.net/hla6003a.asp?page=1&hla selection=&hla locus1=A*02
%3A01&hla locus2=B*35%3A01&hla locus3=C*04:01&hla locus4=DRB1*@1:01&hla locus5=
&hla locus6=&hla locus7=&hla locus8=DOB1*05:01&hla population=&hla country=&hla

dataset=&hla region=&hla ethnic=&hla study=&hla sample size=&hla sample size p

attern=equal&hla sample year=&hla sample year pattern=equal&hla loci=&hla order

=order 1
H1: ABCD,1.5554778058622678E-4,1,null,0.0,0,null,0.0,0
H2: ABCD-DrDq,2.7324574676343817E-7,1,null,0.0,0,null,0.0,0

expertni vysledek:
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A*02:01;B*40:01;C*03:04;DRB1*11:01;DQB1*05:02

http://allelefrequencies.net/hla6003a.asp?page=1&hla selection=&hla locusl=A*02
%3A01&hla locus2=B*40%3A01&hla locus3=C*03:04&hla locus4=DRB1*11:01&hla locus5=
&hla locus6=&hla locus7=&hla locus8=DQB1*05:02&hla population=&hla country=&hla

dataset=&hla region=&hla ethnic=&hla study=&hla sample size=&hla sample size p

attern=equal&hla sample year=&hla sample year pattern=equal&hla loci=&hla order

=order 1

A*24:02;B*35:01;C*04:01;DRB1*01:01;DQB1*05:01
http://allelefrequencies.net/hla6003a.asp?page=1&hla selection=&hla locusl1=A*24
%3A02&hla locus2=B*35%3A01&hla locus3=C*04:01&hla locus4=DRB1*@1:01&hla locus5=
&hla locus6=&hla locus7=&hla locus8=DQB1*05:01&hla population=&hla country=&hla

dataset=&hla region=8&hla ethnic=8&hla study=&hla sample size=&hla sample size p

attern=equal&hla sample year=&hla sample year pattern=equal&hla loci=&hla order

=order 1

H1: ABCD,©.0011240501529865637,1,null,0.0,0,null,0.0,0

H2: ABCD-DrDq,7.882376737433474E-8,1,null,0.0,0,null,0.0,0

896554 ;neshoda;Aj;alg.resSeni:;A*24:02;B*40:01;C*03:04;DRB1*11:01;DQB1*05:02;A*02
:01;B*35:01;C*04:01;DRB1*01:01;DQB1*05:01;exp.reseni:;A*02:01;B*40:01;C*03:04;D
RB1*11:01;DQB1*05:02;A*24:02;B*35:01;C*04:01;DRB1*01:01;DQB1*05:01;alg:;H1:
ABCD,1.5554778058622678E-4 P1,null P2,null P3;H2: ABCD-DrDq,2.7324574676343817E-
7 P1,null P2,null P3;exp:;H1: ABCD,0.0011240501529865637 P1l,null P2,null P3;H2:
ABCD-DrDq,7.882376737433474E-8 P1,null P2,null P3;

Pokud na stran¢ algoritmického nebo piedchoziho vysledku je vice feSeni

a v nékterém nastala shoda, potom je proveden odpovidajici vypis.

893407;shoda jedné ze 2 variant

Na konci vysledku je vypsana doba identifikace tohoto genotypu.

Doba vypocltu genotypu s id 74 je:0m2s39set

Na konci celého souboru je proveden vypis s primérnou dobou identifikace jednoho
haplotypového paru, poctem vSech genotypi a shodnych s piedchozim vysledkem a dobou
identifikace pard v celém souboru.

Primérna doba vypoctu jednoho genotypu: Om7s94set

Pocet vSech genotypl: 100

Pocet shodnych s expertnim vysledkem: 76
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Doba vypoctu: 12m54s72set

2.9. Struktura programu

Program obsahuje n¢kolik tfid. Zde jsou popsany jednotlivé:

UzivatelskaTrida — generuje uZivatelské rozhrani v pracovni plose Javy. Obsahuje metody
pro nacitani popula¢nich dat to soubort a pro identifikaci haplotypi. Metoda main obsahuje
zpracovava vSechny vstupni informace. Z této metody je pak volana rozhodovaciMetoda.
Popula¢ni data jsou naétena z HTML kodu do dvojrozmérného pole metodou pridavat.
Metoda vytvoreniCsvSouboru provadi nacteni popula¢nich dat z dvojrozmérného pole
do souboru ve formatu csv. Jsou zde definovany metody s ptedponou nazvu ,,identifikace_“,
které umoziuji nalézt kombinaci vazeb z nazvu dané metody. Ttida dale obsahuje metodu
zmenaPopulace, ktera zméni populaci na jinou vyznacujici se indexem v parametru. Ttida
ma naimplementovany url kody populaci, které jsou pak rozdélené do P1, P2 a P3. Dokaze

vygenerovat url adresu pro libovolny haplotyp. K tomu slouzi metoda url_vazby.

Vazba — tfida zastupujici jednotlivou vazbu nebo kombinaci vazeb. Obsahuje metodu

pro pficteni pravdépodobnosti vazby.

Varianta — tfida zastupujici variantu genotypu. Obsahuje metodu pro stanoveni hodnotici
funkce a jejiho souctu, vypocéet genové vyrovnanosti a také pro vypis vazeb do souboru.
Déle také obsahuje vycisleni hodnotici funkce pro jednotlivé kombinace a vahy kombinaci

pro vypocet pravdépodobnosti vyskytu kombinace.

VariantyPGenu — tiida vytvofena za ucelem zastoupeni spojového seznamu spojovych
seznaml. Ten v Javé vytvofit nelze. Tento seznam byl vytvofen za ucelem spravného

rozkladu P koéda do pottebného poctu zaznami v populacnich datech.

TimeWatch — tiida slouzici pro méfeni ¢asu.

2.10. Omezeni programu

Algoritmus nevyuziva kK vyhledavani popula¢ni data na nizké trovni rozliseni.
Z casovych duvodu se nepodatilo implementovat nac¢itani vazeb z textového souboru. Vazby
jsou nacitany ze souboru tabulka_Px.csv. Pti neshodé algoritmického a piedchoziho feSeni

je mozné vypsat lokusy, kde doslo k neshod¢€. Tato moznost je vS§ak omezena na feSeni pouze
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s jednou vyslednou variantou u obou feSeni. Algoritmus neni pfizpisoben k tvorbé
rozdilovych soubort. Neni také mozné ukladat populacni data do csv souboru po urcitych
usecich. Do souboru se tedy data nenacitaji po kazdé zpracované strané, ale az po zpracovani
vSech populacnich stran, protoze by se data nacitala vzdy znova od prazdného souboru. S tim
souvisi riziko vypadku pfipojeni k internetu a ztraty do té doby zpracovanych dat. Neni tedy
vyhodné pouzivat pro tyto ucely bezdratové ptipojeni. Ziskané vysledky se ukladaji vyhrade
do textového souboru. Pokud by s nimi uzivatel chtél nadale pracovat (napfi. pro statistické

ucely), byla by potieba uprava programu, ktera by vedla k uchovani vysledk.

2.11. Casova naro¢nost naéitaciho a identifika¢niho algoritmu

Tabulka 20 ukazuje ¢asy trvan vSech podstatnych procest algoritmu. Tyto Casy byly
méteny 100 genotypech z druhého souboru verifika¢nich dat. Nejpomalejsi ¢asti algoritmu
je vytvoreni seznamil kombinaci a vazeb pro vSechny jednotlivé populace. Lze posttehnout,
ze at’ uz je vznesen pozadavek na porovnavani s predchozim feSenim, rychlost tim prakticky
neni ovlivnéna. Pro uplnost jsou v tabulce 21 uvedeny parametry pocitace, na kterém byly
procesy provadény. Uvedeni ¢asové narocnosti algoritmu zastupuje vypocet asymptotické
sloZitosti. Z divodu komplexnosti programu neni mozné ji vycislit. BohuZel neexistuje ani
pluggin vyvojového prostiedi Eclipse SDK, kterym by ji bylo mozné ziskat. Kviili
dynamickému rozsifovani popula¢nich dat by navic takovy vypocet nemél dlouhodoby

vyznam.
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W

populaci

Proces Cas
Ptiprava vSech tii populaci 2m30s
Nacteni dat P1 38m>58s52set
Nacteni dat P2 112m48s58set
Nacteni dat P3 245m21s40set
Identifikace pouze v populaci P1 pro 100 genotypti 0m28s45set
Identifikace pouze v populacich P1 a P2 pro 100 genotypti 3m50s27set
Identifikace v populacich P1, P2 a P3 pro 100 genotypt 12m4s65set
Primérné doba identifikace paru jednoho dérce za ptitomnosti vSech 5s90set
populaci
Procesy pri porovnavani s predchozim feSenim
Identifikace pouze v populaci P1 pro 100 genotypt 38s
Identifikace pouze v populacich P1 a P2 pro 100 genotypt 5m29s
Identifikace v populacich P1, P2 a P3 pro 100 genotypt 12m3s7set
Primérné doba identifikace paru jednoho darce za pritomnosti vSech 0m5s50set

Tabulka 20: Casovd ndrocnost riiznych procesii aplikace k srpnu 2017

Procesor Intel® Core™ i5-3230M CPU@ 2.6GHz
Nainstalovana pamét’ 8 GB
Typ systému 64bit

Verze systému Windows 10 Home

Tabulka 21: Parametry pocitace, na némz byla aplikace testovina
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2.12. Komplikace pri implementaci metody pro stahovani

populacnich dat

Pti tvorb¢€ csv souboru nastadva problém s formatem desetinnych Cisel. Takova Cisla,
ktera jsou vétsi nez 1, se prepisuji na data s fimskymi ¢islicemi. Napt. 1.12 se méni na [.12.
Aplikace pro identifikaci s takovymi hodnotami nedokaze pracovat. Bylo nutné najit feSeni.
Pfi nacitani ¢isel do souboru je desetinna tecka piepsana na znak ,,!/“. Je to z davodu, ze

prave tento znak neni urcujici pro stanoveni ¢isla datem a hodnota tak zGstava zachovana.

Protoze evropska populace stale obsahuje haplotypy z P1, bylo nutné jiz pfi jejim
nacitani neptiddvat do seznamu haplotypii takové, které jsou jiz zahrnuty v P1. Bohuzel web
allelefrequencies.com neobsahuje filtr, ktery by P1 z regionu Europe eliminoval. Rovnéz je
nevyhodné, ze filtr na webu neumi zahrnout do vybéru vice nez jednu populaci. Tim by bylo
mozné nacitani HTML kodt vyrazné€ urychlit. S tim souvisi poznatek, ze stahovani stran je
pomalé. To se netyka jen ukldddni do dvojrozmérného pole, ale jiz samotného procesu
nahrani HTML kodu do fetézce. Bohuzel, aniz by byl pouzit jiny programovaci jazyk, tento

problém nelze vyfiesit.

Bylo téZ nutné Celit problému s vybérem spravnych genil v souhrnnych populacich.
Je tézké vysegmentovat geny A,B,C,DRB1 a DQBL. Informace o haplotypu jsou velmi
nejednotné a Casto se v souboru vyskytuji i takové geny, které k vypoctu nejsou vyuzivany,

napt. DQA1.

Algoritmus neni schopen nacist vice nez 219 stran najednou, protoze Java ma
omezené pamét'ové moznosti. Tento problém nastal u populaci P2 a P3. Jako feSeni se
ukézalo ukladani webu do dvou fetézcovych proménnych a nasledné ziskani dat postupné
Z kazdé z nich. Algoritmicka slozitost sice o n€kolik krok stoupne, ale nenastava riziko, ze

algoritmus po nékolika hodinach skon¢i chybou.

2.13. Komplikace pri implementaci identifika¢niho algoritmu

Pti tvorbé kodu se vyskytl problém s prekrocenim bytového limitu metody. Tuto
komplikaci bylo mozné piejit rozd€lenim programu na vice metod. Velmi obtiznym ukolem
se stala konfigurace rozhodovaciho algoritmu. Vyhledat vhodné potadi kritérii pfedstavuje
komplexni problém, jenz vyzaduje mnoho experimentll a porovnavani s prototypovym
feSenim. Pfi vyvoji algoritmu bylo vyzkouseno nékolik verzi s velmi odliSnym ptistupem.
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K soucasné podobé program dospél na zakladé¢ neuspokojivych vysledkd ptedchozich
navrhl. Algoritmus s vyhodnocovanim typu varianty haplotypového paru byl dlouhy,
neefektivni a neptehledny. Jako nejlepsi feSeni se ukazala hodnotici funkce. Je vSak tézké
nastavit funkci tak, aby vysledek byl odpovidajici. To se tyka piedev$im haplotypu
ziskanych v P1.

2.14. Optimalizace

Problém algoritmu je, Zze vyhledavaci a rozhodovaci ¢ast jsou striktné oddéleny.
Je nutné prochazet cely prostor vazeb ve vSech populacich, protoze informace o dalSich
populacich jsou nezbytné k uréeni nejvhodnéjsiho haplotypového paru. Jestlize haplotyp
nema jakékoli vazby v P1 ani v P2, pak jsou pii rozhodovani okamzité piipraveny vazby
v P3 bez vypoctu a je mozné ihned podat pfesné vyhodnoceni takovych part. Algoritmus
tak sice mlize plsobit neoptimalné, ale zato je univerzalni. Nebylo implementovano
stahovani vazeb ze souborl, ¢imz by se identifika¢ni proces urychlil. Nicméné soucasna
podoba nabizi vyhodu v tom, ze je mozné nezavisle dodat populacni data a ta pouzivat.
A¢ bylo usilovano o optimalizaci, neni vylouceno, Ze nékteré vypocty v programu jsou
nadbytecné. To se tyka predevSim ¢asti s nacitanim populacnich dat, kde cilem byla hlavné

spolehlivost a funkénost.

2.15. Moznosti vylepSeni a rozSifeni algoritmu

Algoritmus vyzaduje mnoho zikroki vedoucich ke zvySeni jeho spolehlivosti.
ProtoZe jsou vSechny metody tfid dostatecné okomentovany, neni velky problém provadét
dodatecné upravy. PredevSim je potfeba nadale se zabyvat nastavenim hodnotici funkce.
Je nutné odstraniovat neshody s expertnimi daty v zavislosti na preferencich uZzivatele.

Je tfeba pouzivat co nejrozmanitéjsi vstupni data, kterd by dala podnét k ptipadnému ladéni

algoritmu. DalSim dilezitym krokem do budoucna je lepsi nastaveni vah kombinaci vazeb.

Vhodnym vylepsenim do budoucna je nastaveni v€asnéjsi ucasti P2 v rozhodovani.
Bylo by vhodné v budoucnu vice vyuzit pocet variant alely v polymorfismu. V soucasnosti
je zastoupena pouze prostiednictvim pravdépodobnosti vazby s polymorfismem. Nabizi se
cesta zvétSeni rozestupi v hodnoceni mezi kombinacemi a zména v hodnoceni

polymorfismu.
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Dalsim ndmétem je ptidani dalSich krokti rozhodovaciho algoritmu. Pokud by byla
pouzita data darci, kterd jsou hodné orientovand na P3, bylo by tfeba rozhodovaci
algoritmus rozsitit. Protoze haplotypy z dostupnych populacnich dat byly identifikovatelné
pouze s vyuzitim nanejvyS P2, neni zifejmé, jak se algoritmus bude chovat v jinych

ptipadech.

Jednozna¢nou kapitolou k naslednym tivaham je zlepSeni rozhodovani na zakladé
pravdépodobnosti. S vyuzitim velkého mnozstvi vstupnich dat by bylo mozné 1épe nastavit
vahy vazeb a kombinaci. Porovnavani pravdépodobnosti ma nastavenou urcitou toleranci.
Potom 1 slabsi vysledek, nez nejlepsi neni vyrazen. Nicméné tolerance vyzaduje jesté
dikladnéjsi nastaveni. Idedlnim feSeni by bylo, pokud by algoritmus vypocetl
pravdépodobnosti obou nejlepsich kombinaci pro vSechny zbyvajici varianty. Déle by vSak
neporovndval vazenou pravdépodobnost obou kombinaci, ale porovnaval by pouze
kombinace vzajemné si odpovidajici. Pokud by se u obou variant sttidavé pievySovaly,

zanechal by obé&. Toto feseni je vSak naro¢né na implementaci.

Moznosti vylepSeni algoritmu se tykaji také optimalizace. Je zfejmé, ze algoritmus
musi prohledavat vSechny kombinace vazeb. Diky nepfitomnosti polymorfismi miize
existovat 1épe hodnocena varianta nez ta v€asnéji nalezena. Je ovSem tieba zvazit, zda by
nebylo mozné nalézt zplisob minimalizace poc¢tu prozkoumanych kombinaci v jedné

populaci.

UZivatelské rozhrani neni nastaveno na uchovani populacnich dat zpracovanych
do dvojrozmérného pole. Pokud je spustén novy proces, probiha celé nacitani znovu.
Moznosti vylepSeni by tak bylo ovéftit, kterd populacni data uz nactena byla. To se bohuzel
pfi vyvoji nepodaftilo. Pokud je fe€ o uZivatelském rozhrani, bylo by vhodné rozsifit ho a téz
vypisy do textovych souborl na rizné jazykové verze. Byl by tak vyuzitelny celosvetove.

Vzhledem k tomu, ze algoritmus obsahuje minimum textt, neslo by o obtizny krok.

Algoritmus je orientovan na oblasti svéta. Pokud bude kdekoli ve svéte piidana nova
populace, sta¢i pouze nacist vSechna populacni data a nova populace bude automaticky
zahrnuta v pfislusné velké populaci. Je téz mozné prizptsobit preference populaci podle
vlastnich potieb, napf. nastavit australskou populaci jako P1. Takto by program mohl byt
pouzitelny pro libovolnou svétovou populaci. K nastaveni preferenci oblasti svéta a prifazeni
jich do populaci slouzi pole celych ¢isel s nazvy spodni_int a horni_int. Jak uz nazev

napovida, obsahuji indexy url adres, které jsou definovany v hlavicce hlavni tfidy. Zménou
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indexi ve dvou vySe uvedenych polich je mozné zmeénit zatazeni dil¢ich populaci
do souhrnné populace. Jiny zpisob je zména poiadi konct adres v poli konce_url. Zacatek
vSech pouzivanych url adres je wuniverzalni. Je obsazen v fetézcové proménné
url_univerzalni_zacatek. Pfi testovani algoritmu je vyhodné z0zit rozsah populacina 1, ¢imz
se proces znacn¢ urychli. To se vSak tyka hlavné vyvoje kodu algoritmu. Pokud je testovan
program po piipadné zméné, ktera se tyka identifikace, je vhodné spoustét ho minimalné

na dvou populacich.

Konkrétnim ptikladem populace, u které by bylo vhodné zvazit zafazeni (idealné€) do

P2, je Israel Poland Jews. V takovém piipadé by bylo nutné:

1. deklarovat konec url adresy prvni stranky populace Israel Poland Jews v hlaviéce
hlavni tfidy.

2. Uumistit tento novy konec url do pole konce_url na pozici, ktera sousedi s koncem url
populaci patticich do P2.

3. prinacitani popula¢nich dat zahrnout tuto populaci do P2 a odebrat ji z P3. K tomuto
kroku se pouziva fadek obsahujici kod:
if
((index_populace==28&(populace.contains("Poland") | |populace.contains("Aus

tria minority")))||(index_populace==3&8&populace.contains("Caucasian")&&
populace.contains("USA")) || (index_populace==38&(populace.contains("Russia

"IN

Tento tadek eliminuje populace S nazvem obsahujicim text ,,Poland* nebo ,,Austria
minority” z P2. Dale eliminuje populace s ndzvem obsahujicim text ,,Caucasian
nebo ,,Russia®“ z P3. Pro Israel Poland Jews je nutné jej stejnym zptisobem upravit.
Vysledna podoba tedy bude:

if
((index_populace==28&(populace.contains("Poland") | |populace.contains("Aus
tria minority")))||(index_populace==3&&(populace.contains("Caucasian")&&

populace.contains("USA")) || (index_populace==3&&(populace.contains("Russia
"Y| |populace.contains("Israel Poland Jews")))){

4. zménit hodnoty spodni_int a ,,horni_int podle rozsahu url souhrnnych populaci.

Jako posledni namét k vylepSeni lze uvést propojeni algoritmu s databazi navrzenou
napf. vV jazyce SQL. Navzdory obtizné implementaci takového rozhrani by tak bylo mozné
dosdhnout vyssi efektivity programu. Identifikované haplotypy by bylo mozné snadno

uchovavat.
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2.16. Pivodni navrhy implementace algoritmu

Plivodni navrh feseni byl velmi primitivni a plynul z neznalosti o poctu a charakteru
vazeb existujicich v populaci P1. Planem bylo projit vSechny kombinace B,C a B,DRB1
v P1, které jsou vazané jednoznacné a na n¢€ poté navazovat stejnym zptusobem ostatni geny
az posléze sestavit haplotyp. Tento haplotyp by pak bylo mozné piifadit k jedné z variant
vzniklych po rozkladu genotypu jedince. Protoze haplotypd by v P1 nebylo velké mnozstvi,
necinilo by potize rychle urcit presnou formu haplotypt jedince. Po prichodu dat bylo
dokazano, Ze tato metoda neni funk¢ni, protoze jednoznacnych vazeb Ize nalézt jen naprosté
minimum, at’' uz v jakékoli vySe uvedené populaci. Navic tyto haplotypy neodpovidaly Zadné
kombinaci, kterou by bylo mozné najit mezi darci. Nelze tedy algoritmus stavét pouze

na jednoznac¢nych vazbach.

Druhy navrh byl rozséhlejsi a pokryval vSechny moZznosti vyhleddvani, véetné
polymorfismi. V navrhu byl kladen diraz na nalezeni haplotypu prvotné¢ v Pl.
Pti neuspéchu pokracovalo vyhledavani v populacich P2 a P3. Smyslem tohoto navrhu byl
prachod vsech cest nejprve v jedné populaci a ukladani nalezenych vazeb. Pokud haplotyp
neslo nalézt, pokracoval cely proces v jiné populaci. Pfi nalezeni haplotypu cyklus skon¢il
ana fadu se dostaly dal§i geny. V opa¢ném piipad¢ vyhledavani pokraovalo v dalSich
populacich. Vyhodou bylo zaméteni se na geneticky nejblizsi populace pro domaci darce.
Nevyhodou pak byla neefektivita a nékolikanasobny prichod jedné cesty. Ukonceni
vyhledavani pifi nalezu haplotypu vedlo K nerelevantnim vysledkim, které

nekorespondovaly s ostatnimi vysledky.
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3. Zavér

Préace se zabyvala vyvojem algoritmu pro identifikaci fidkych haplotypt. Zadanim
bylo nejprve prostudovat problematiku fidkych haplotypti a genovych vazeb, dale pak
analyzovat moznosti vyuziti dostupnych HLA dat a moznost aktualizace dat. Hlavnim
bodem zadani bylo navrhnout a implementovat algoritmus pro identifikaci fidkych
haplotyp. Ten pak mél byt podroben validaci porovnanim s ifeSenim expertniho

identifika¢niho algoritmu.

V programovacim jazyce Java se podafilo vytvofit aplikaci, ktera dokaze stahnout
populaéni data z databaze webu allelefrequencies.com a pomoci nich identifikovat jakykoliv
haplotyp na vysoké tirovni rozliseni alel. Je tedy pfipraven k vyuziti v praxi. Popula¢ni data
je mozné kdykoli zaktualizovat. Kromé nich jsou vstupem genotypova data darci, pro které
se haplotypy identifikuji. Algoritmus je rovné€Zz schopen porovnavat aktualni feSeni
s predchozimi vysledky. Program vyuzivd mnoho vah a koeficientt, které byly voleny

experimentalné s vyuzitim teoretickych znalosti.

Vyvoj algoritmu se v prvni fazi zaméfoval na implementaci algoritmu pro ziskavani
populac¢nich dat zwebu. Ta nejsou dostupna jinym zpisobem nez vyhledavanim dat
v HTML kodu. V dalSich fazich vyvoje byly odstraiiovany nedostatky nacitaciho algoritmu,
které¢ vyvstaly pii aktualizaci populac¢nich dat. Druhou fazi byl vyvoj identifikacniho
algoritmu. Bylo obtizné najit zptsob, jak haplotypy spolehlivé a efektivné identifikovat.
Algoritmus tak né€kolikrdt ménil svou podobu v zavislosti na neshodach s expertnim
feSenim, aZ nabyl soucasné formy. Nasledovala faze ladéni vah za Ucelem dosazeni co
nejshodnéjSiho vysledku. Déle bylo vytvofeno uzivatelské prostiedi a umoZnéno
automaticky porovnavat aktudlni vystup algoritmu s predchozimi vysledky. Na konci bylo

provedeno odstranéni pirebytecnych vypoctt a cely program byl okomentovan.

Soucasnd podoba algoritmu je postavena na nejschiidnéjSim postupu identifikace
haplotypt. Vyhledava nejlepsi kombinace vazeb gent z kazdé populace u kazdé varianty
haplotypového paru. Z variant ohodnocenych specialni funkci vyjadfujici kvalitu paru pak
vybira tu nejvhodnéjsi. Tento postup je sice vypocetné narocny, ale zarucuje, ze rozhodnuti
je jen malokdy chybné. Expertni postup zalozeny na populacnim modelu a vylu¢ovani
Navic mlze odstranit pouZzitelnou variantu jiz na zac¢atku vypoctu. ProtoZe pocet celosvétove

nalezenych alel se neustale zvétSuje, mohou mit expertni piedpoklady omezenou platnost.
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U kazdého haplotypu jsou kombinace ihned vyhleddvany ve vSech populacich.
To muize byt pro néktera data darct neefektivni, avsak pro Gplnost algoritmu je to nezbytné.
Vysledky, které algoritmus dava, jsou oduvodnitelné a ve vétSiné piipadi pouzitelné.
Algoritmus identifikuje haplotypy v piijatelné kratké casové dobé. Neni pamét'ové narocny.
Je vybaven méfenim a vypisem Casii vlastnich procest. V aktudlni verzi jsou vSak potieba
dalsi opravy a vylepSeni. Tykaji se predevS§im nastaveni hodnotici funkce
a vyuziti polymorfismia gent. Nevyhodou algoritmu je, Ze byl testovan pouze na dvou
mnozinach verifika¢nich dat. Stim souvisi také urcitd neshoda vysledk algoritmu
s expertnim feSenim. Ta byla zpiisobena mj. odliSnym zptisobem vyhodnocovani kombinaci
vazeb a také tim, Ze expertni algoritmus nepracoval s aktualnimi daty. Neni mozné tvrdit, ze
program je stoprocentné optimalni. Neoptimalnost se vSak tyka pouze nékterych vypocta.
Velkym problémem algoritmu je dlouhd doba nacitani populacnich dat. Bez pouZiti jiného
programovaciho jazyka je tento nedostatek ziejmé nefeSitelny. Vysledky nejsou trvale
uchovavany, protoze algoritmus nevyuziva databazovych systému. Vystupem je pouze

textovy soubor s vysledky a zmétenou dobou trvani procesu.

V teoretické casti prace je rozebrdna transplantacni imunologie, HLA systém,
haplotypy a zakladni metody jejich identifikace. Dale je vénovana kapitola genové vazbé
a vazebni nerovnovaze. Plynule je navazano praktickou casti, tzn. navrhem metody
pro identifikaci fidkych haplotypd. Pro tuto metodu jsou nejprve definovany souhrnné
populace. Nasledné je popsan zpiisob nacitdni populacnich a déarcovskych dat. Poté je
uveden princip metody, hodnoceni kombinaci vazeb, vahy populaci a vypocty parametrt.
Podrobné je zde popsan rozhodovaci algoritmus a uvedeno nékolik piikladt rozhodnuti.
Nasledujici kapitolou je analyza neshod vysledkii algoritmu a expertnich feSeni. Tato Cast
obsahuje podrobny rozbor vSech pficin neshod a opét je vSechno vysvétleno na piikladech.
Posledni ¢ast se zabyva mj. Casovou naro¢nosti programu a moznostmi vylepSeni. Rovnéz
jsou zde struéné uvedeny komplikace pfi tvorbé algoritmu, struktura programu, a nakonec

puvodni navrhy identifikacniho algoritmu.

Podobny algoritmus, ktery by nacital populacni data z databaze vyse uvedeného
webu a zdroveinl identifikoval vSechny haplotypy, pfedtim vyvinut nebyl. To lze oznacit
za nejvetsi prinos této prace. Program mize byt i pies své nedostatky pouzitelny v 1ékaiské

praxi pii vyhledavani darct krvetvornych bungk.
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