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Abstrakt

Préace pojednava o vyskytu homozygotnich ¢asti genomu, jejich puvodu a zpusobech
jejich urcéeni. Pomoci analyzy dvou vzorku poskytnutych Institute of Neurology, Uni-
versity College London, se v ni sleduji rozdily v detekci homozygotnich ¢asti genomu
mezi ¢tyfmi ruznymi programy. Déle je soucasti prace tvorba vlastni vizualizace pro je-
den z pouzitych programu, konkrétné BCFTools/RoH. Tato vizualizace je vytvorend v
programovacich jazycich HTML a Javascript, diky ¢emuz je spustitelna prostiednictvim
internetového prohlizece. Nami vytvorend vizualizace umozinuje zobrazeni dat v dosud

netradi¢ni formé a zaroven uchovava biologicky kontext zobrazovanych dat.

Klicova slova: homozygotni ¢asti genomu, analyza dat, variant call formét, vizualizace

dat

Abstract

The thesis deals with presence of runs of homozygosity, their origin and ways of their
detection. Based on the analysis of two samples provided by the Institute of Neurology,
University College London, we study differences in detection of runs of homozygosity
between four different programs. The next part of the thesis is devoted to creating
an original visualization for one of the used programs, namely BCFTools/RoH. This
visualization is created in HTML and Javascript programming languages, thanks to
which it can be opened in a web browser. The visualization enables display of the data
in a non-traditional form and at the same time it preserves the biological context of
the displayed data.

Key words: runs of homozygosity, data analysis, variant call format, data visualization
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Uvod

Homozygotné ¢asti genému moZeme pozorovat v gendmoch vsetkych pohlavne sa
rozmnozujtcich organizmov. Predpokladom na pracu s nimi je existencia velkého mnoz-
stva dat, ktoré popisuju pozorovatelny polymorfizmus, idedlne na tirovni celého druhu.
Najviac takychto ddt mame o ludoch, no homozygotné ¢asti genému sa skiimaji aj
u inych druhov. Urcovanie homozygotnych ¢asti genomu sa vSak najviac robi prave u
ludi, kedZe tato analyza m4 vyuzitie v klinickej praxi.

Homozygozita casti gendmu, ktord je globdlne polymorfnd, moze vzniknit roéznymi
sposobmi. Moze ist o biologicky jav, napriklad mutdciu, ktord sposobi stratu hetero-
zygozity. Vyrazne castejsSim dovodom homozygozity je vSak zdedenie sekvencéne rov-
nakych c¢asti genému od oboch rodicov. V takom pripade vstupuje do hry viacero fak-
torov. Najdolezitejsimi st rozsirenie roznych sekvenénych variant (alel) v populdcidch, z
ktorych rodic¢ia pochédzaju, a pribuznost rodicov. Vieme, Ze v urcitych populdcidch si
pribuzenské zvizky relativne bezné. Ako vSak mozeme pozorovat v histérii eurépskych
kralovskych rodin, ¢asto vedd k réoznym patolégidam, ktoré mozu danej osobe znizit
kvalitu alebo dizku zivota.

Homozygotné casti genému maji roznu dizku. Mnohé, najma kratsie, budeme casto
nachddzat aj u Iudi s nepribuznymi rodi¢mi a v niektorych populdcidch ich budu
udrziavat javy ako vizobna nerovnovéha ¢ maly génovy tok. DIhé homozogytné casti
genému vSak budu sposobené préve pribuznostou rodicov a ich povod budeme moct vy-
stopovat aZ k ich spoloénému predkovi, ktory mohol zit iba par generacii dozadu. Prave
pritomnost takychto dlhych homozygotnych ¢asti genému, a teda aj blizka pribuznost
rodi¢ov, vyrazne zvysuje pravdepodobnost zdedenia recesivnych alel roznych génov.
V klinickej praxi je popisanych mnoho dedi¢nych ochoreni, ktoré su sposobené prave
recesivnymi alelami, a dlhé homozygotné casti gendmu zvysuji pravdepodobnost, ze
takyto jedinec bude trpief niektorym z tychto ochoreni.

V préci sa budeme venovat tomu, akymi sposobmi sa ziskavaji informécie o homo-
zygozite jedincov a ako funguji algoritmy na lokalizdciu homozygotnych casti genému.
Nésledne sa pozrieme na styri konkrétne algoritmy a analyzujeme na nich dve vzorky.

Tieto vysledky potom vzdjomne porovndme a budeme sa snazit vysvetlit (najmé tech-



nické) priciny ich odlignosti. Posledna ¢ast prdce je venovand tvorbe vlastnej vizu-
alizacie dat, ktoré su vystupom jedného z pouzitych programov. Tito vizualizaciu
je mozné zobrazif v internetovom prehliadaci (vyuziva najmé programovacie jazyky
HTML a Javascript). Vizualizécia obsahuje interaktivne prvky a umoznuje zobrazenie

dat o homozygotnych ¢astiach genomu v kontexte celého chromozomu.



Kapitola 1

ROH - od jedinca k datam

1.1 Zakladné poznatky o ROH

Homozygotné ¢asti genému (angl. runs of homozygosity, ROH) mézeme pozorovat
v genéme vsetkych Tudi. Za ROH vsak nepovazujeme vsetky ¢asti genému, kde maji
oba rodicovské chromozémy (z jedného péaru) rovnaku sekvenciu. Ako priklad moézeme
uviest teloméry. Ocakdvame, ze ich sekvenény motiv (postupnost nukleotidov, ktord sa
viackrat opakuje) bude rovnaky medzi vsetkymi ludmi (konkrétne TTAGGG) aj ked
pocet jeho opakovani moze byt rozny. Preto o ROH uvazujeme iba v ¢astiach genému,
kde existuje aspon nejaky polymorfizmus v ramci celosvetovej populacie.

O ROH uvazujeme ako o castiach genému, ktorych obe képie jedinec zdedil od
jedného zo svojich predkov. K tomu moze dojst splodenim potomka pribuznymi oso-
bami v niektorych z predchadzajicich generacii. Obvykle nepredpokladame vznik ROH
ndhodnymi mutéiciami, kedZe také nieco by vyzadovalo viaceré mutécie v konkrétnych
miestach gendmu. Pravdepodobnost takejto udalosti by najméi v dlhsich ROH bola za-
nedbatelnd. Pri analyze ROH su preto zaujimavé dva parametre. Prvym je dl5ka ROH
vyjadrend po¢tom nukleotidov. Druhym je wvzdialenost od predka oboch képii daného
tiseku DNA vyjadrens poc¢tom generdcii. Je zrejmé, Ze tdto vzdialenost moze byt v pod-
state lubovolne velkd, no najzaujimavejsie si pripady s ¢o najmensou vzdialenostou.
Vo vseobecnosti moZzeme pozorovat stivis medzi oboma parametrami, presnejsie, ¢im
dlhsi usek, tym v bliz§ej minulosti datujeme spoloc¢ného predka.

KedZze ROH st velmi réznorodé, je prirodzené ich nejakym sposobom klasifikovat.
Najcastejsie sa delia podla dizky. Kratke ROH (10 000 — 100 000 nukleotidov) st velmi
¢asté bez ohladu na pribuznost (aj vzdialenejsich) predkov daného jedinca. Predpo-
klada sa, ze konkrétne alely tvoriace takéto ROH vznikli uz pred mnohymi generaciami
(stovky az tisice rokov dozadu) a v populdcii si udrziavané najmé vdzobnou nerov-

novahou, ktora sposobuje, ze sa dany usek este nerozdelil rekombinaciou pocas meiozy.



Stredne dlhé ROH (100 000 — 2 000 000 nukleotidov) sa tiez vyskytuji s relativne
vysokou frekvenciou a vznikli vysledkom vzdialenejsej pribuznosti oboch rodic¢ov. Dlhé
ROH (2 000 000 a viac nukleotidov) naznacuju, ze vzdialenost od predka oboch képif je
velmi malé. U Tudi, u ktorych nedoslo k pribuzenskému zvizku zopér generacii dozadu,
sa v praxi dlhé ROH vyskytuju relativne vzacne. Naopak ich ¢asto pozorujeme u osob,
kde k takémuto zvizku doslo. [20]

Takéto delenie je vSak iba priblizné. Vzdy je potrebné hladat biologické priciny
vzniku ROH. Doévodom ich vzniku nemusi byt nutne iba pribuzenské krizenie, ale aj
niektoré biologické javy, ktoré sposobuju stratu heterozygozity (angl. loss of hetero-
zygosity). Takéto javy delime na dve velké skupiny, podla toho, ¢i dochddza k zmene
poctu képif daného tseku genému alebo nie. Prikladom javu, ked sa pocet képii ne-
meni, je napriklad uniparentalna dizémia (zdedenie oboch képii od jedného z rodicov)
alebo génova konverzia (premena jednej alely na druhi). Naopak, ak sa pocet kdpii
meni, uvazujeme iba o strate aspon jednej z alel, kedZe ziskanie dalsej képie nemdze
viest k strate heterozygozity. To moze nastat napriklad vtedy, ak sa zdedi ¢ast genému
iba od jedného z rodicov.

Na obrazku 1.1 mozeme vidief priklad moznej dedi¢nosti jedného péaru chromozé-
mov. Za povsimnutie stoji to, ze pocet rekombindcii za tak malo generécii je nizky, a
preto nachadzame u takychto jedincov skor dlhsie ROH. Samozrejme, ani v takychto
pripadoch sa jedinec nemusi prili§ odlisovat (z pohladu diiky a poctu ROH) od je-
dinca s nepribuznymi rodi¢mi, pretoze moze z velkej ¢asti zdedit prave chromozdémy
pochadzajice od nepribuznych starych rodi¢ov (biele chromozémy na obrazku). Prav-

depodobnost, Ze také nieco budeme pozorovat v celom genéme, je vsak relativne mala.
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Obr. 1.1: Priklad dedi¢nosti v pripade blizkej pribuznosti rodicov. [17]



1.2 Co nidm ROH mézu povedat

Ako sme uz uviedli, vicsinou je zaujimavé sledovat najméi dlhé ROH. Nielenze
vypovedaju o vzdialenosti od predka oboch képii, ale zaroven upozornuju na to, ze
rodicia takéhoto jedinca budu v pribuzenskom vztahu (stirodenci, bratranci a sesternice
a pod.). V pripadoch, ked je miera pribuznosti medzi rodi¢mi jedinca alebo medzi
jedincami nezndma, mozeme informécie o ROH danych jedincov vyuzit k jej odhadu.
Tento pristup sa vyuziva napriklad aj v stididach o hospodarskych zvieratdch [21].
Ziskané informécie sa nésledne dajui vyuzit napriklad pri ndslednom slachteni tychto
druhov.

Blizky pribuzensky vztah rodi¢ov zvysuje pravdepodobnost, Ze nejakd vicsia cast
genému bude mat rovnaky povod, ked Ze potencidlny spoloény predok oboch képif DNA
je od skiimaného jedinca vzdialeny iba niekolko generdcii. Kvoli homozygotnosti tychto
tsekov jedinec nemusi niest funkény gén (napriklad v pripade delécie), respektive nesie
recesivnu alelu niektorého génu.

V lekarskej praxi je popisanych mnoho syndrémov, ktoré maji geneticky povod
a prejavuju sa iba v pripade, ak jedinec nesie dve recesivne alely (najmé v génoch
kédujucich proteiny). Znamymi prikladmi si kosacikovitd anémia, hemofilia alebo rézne
formy cystickej fibrézy. Homozygotnost a jej vplyv na mnohé Tudské choroby este nie
je preskimany, no aj vdaka vyskumu ROH mozeme dospiet k uZitoénym poznatkom
o dedi¢nosti roznych chorob alebo ich predispozicii ako napriklad v [I8]. Mézeme vsak
konstatovat, Ze ak mé jedinec vo svojom genéme dlhé ROH, tak m4 vyssiu pravdepo-
dobnost, Ze nesie dve recesivne alely, a teda bude trpiet takymito ochoreniami.

ROH vsak mozu byt zaujimavé aj na trovni populdcie a nie len na tirovni jedinca.
Je mozné pozorovat variabilitu v ROH aj podla geografickej prislusnosti k nejakej
populécii. Prejavuje sa najmé umiestnenim niektorych ROH, pripadne ich dizkou. V
populdcidch, v ktorych dochddza k pribuzenskému krizeniu castejsie (napriklad indiédni,
osoby z Blizkeho vychodu, zo strednej alebo juznej Azie) zvacSa pozorujeme vyssi pocet
dlhych ROH. Naopak, v populaciach, kde k pribuzenskému krizeniu dochddza velmi
vzacne (populdcie v Afrike, Eurépe, vo vychodnej Azii), pozorujeme menej dlhych ROH
a nachadzame najma tie, ktoré st udrziavané v populécii védzobnou nerovnovahou. Za-
ujimavostou je, Ze aj vdaka tymto rozdielom medzi svetovymi populdciami sa podarilo
preukézat isty sivis medzi konkrétnymi ROH a vzdialenostou lokality od Addis Abeba

(hlavné mesto Etiépie), ¢o je len d'alsi dokaz migracie ¢loveka z Afriky [20].



1.3 Spodsoby ziskavania dat

Ako sme uviedli vyssie, za ROH povazujeme iba casti genému, kde sa vyskytuje
polymorfizmus. Na to, aby sme mohli hovorit o polymorfizme, je nutné mat referenéni
sekvenciu, ktord je mozné porovnavat so sekvenciou DNA skiimanych jedincov. Takato
sekvencia pre Iudsky geném uz existuje, pricom stale dochddza k jej tipravam.

Polymorfizmus ako taky moze byt sposobeny viacerymi udalostami. Najcastejsie
(v zmysle poctu udalosti) pozorujeme a zameriavame sa najmé na jednonukleotidové
(nazyvané aj bodové) polymorfizmy (angl. single nucleotide polymorphisms, SNP).
Pocet SNP v genome jedinca je zhruba 4 — 5 miliénov. V genéme si vsak desiatky
miliénov pozicii, na ktorych sa SNP mozu nachddzat. SNP sice nie st jedinym zdrojom
polymorfizmu, no ich mnozstvo a rozlozenie naprie¢ celym genémom nam umoznuje
postavit analyzu ROH vylu¢ne na nich [27].

Kedze SNP sa mozu nachéddzat na réoznych miestach v gendéme, analyza by mala
pokryvat cely gendém a nie iba jeho urcité casti. S postupom ¢asu a vyvinom technolégii

vznikli dva sposoby, ako ziskat dita na analyzu ROH. Tymi si SNP ¢ipy a sekvenovanie.

1.3.1 SNP cipy

Starsim, no stale ¢asto pouzivanym zdrojom dat su SNP ¢ipy, ktoré si vyrabané
roznymi komerénymi spoloénostami (napr. Ilumina, Affymetrix). Vsetky ¢ipy vSak
funguji na rovnakom principe. Cip nepokryva tplne cely geném, ale iba jeho vopred
definovanu ¢ast. Konkrétne ide o niektoré z pozicii, v ktorych sa nachidzaji aspon 2
alely odlisujice sa navzajom iba v jednom nukleotide. Na ¢ipe je pripevnena kratka
synteticka jednovldknova DNA (jej dizka je do 100 nukleotidov), na ktori sa viaze jedno
vlakno fragmentovanej DNA z analyzovanej vzorky. K vizbe dochadza na zédklade kom-
plementarity jednotlivych bz (Watson-Crickove parovanie). Pokial sekvencie nie st
uplne komplementarne, tak vézba nie je dostatocne silna a dosledkom toho je mozné
fragment DNA pochddzajici zo skiimanej vzorky z ¢ipu mechanicky odstrnit (vy-
mytim, ktoré robi pristroj pred samotnou analyzou naviazanych fragmentov DNA).
DNA v skiimanej vzorke je fluorescenéne znacend a podla toho, kde presne sa naviaze,
je mozné urcit, ktord alela sa vo vzorke nachéidza.

Vysledkom analyzy pomocou takéhoto ¢ipu su typicky grafy ako na obrazku 1.2 (v
tomto pripade pre chromozém 3). Jeden z grafov, konkrétne horny, odraza frekvenciu
jednotlivych alel v danej vzorke. V pripade heterozygota byva frekvencia 0,5 pre obe
alely a v pripade homozygota 0 resp. 1, podla toho, ktorti z dvoch alel na ¢ipe zachytime.
V tomto konkrétnom pripade bolo mozné pozorovat vyznaceny homozygotny usek.

SNP ¢ipy robia analyzu s presnostou vyssou ako 99 percent, avsak aj v dnesnej
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Obr. 1.2: Priklad vystupu analyzy pomocou SNP ¢ipu. [3]

dobe je technicky narocné vyrdbat ¢ipy, ktoré by pokryvali viac ako milién takychto
kratkych tsekov, z coho pramenf ich hlavnd nevyhoda - nezachytia velku ¢ast dostupnej

informacie [16].

1.3.2 Sekvenovanie

V sucasnosti sa casto vyuziva ako zdroj dat sekvenovanie celého genému. Tym
dokdzeme odstranit hlavni nevyhodu analyzy SNP ¢ipmi. Touto metédou pokryjeme
ovela viac pozicii, na ktorych sa SNP mozu nachadzat, no s nizSou presnostou. V
nasom pripade, ked nds zaujimaji zmeny oproti referencénej sekvencii, je mozné pouzit
Specializované formaty dat (napriklad VCF), ktoré odzrkadluju prave tiito informdciu.
Samotné sekvenovacie metédy taktiez prechadzaju technologickym vyvojom, ¢im sa
stavaju stale dostupnejsimi.

KedZe cely geném je tvoreny velkym poc¢tom nukleotidov, tak je potrebné DNA
(resp. linedrny chromozém) pred sekvenovanim rozdelit na viacero ¢asti. Ak sa pri tom
vyuziva nejaky fyzikalny princip (napr. pri pouziti sonikatora), nie je mozné garantovat,
ze sa DNA naldme na rovnako dlhé useky alebo Ze sa molekula rozdeli na rovnakej
pozicii vo viacerych vzorkéch. Preto sa najcastejSie vyuziva tzv. shotgun sekvenovanie.

Shotgun sekvenovanie prebieha nasledovne. Zacina sa so vzorkou rozne dlhych frag-
mentov DNA, z ktorej sa vyselektuju fragmenty s priblizne rovnakou dizkou (konkrétna
hodnota zavisi od sekvenacnej platformy, ktord bude vyuzitd). Po ich namnozeni sa
takato vzorka sekvenuje a vystupom su kratke tseky povodnej sekvencie DNA. Z
tychto tsekov sa zrekonstruuje skimanda sekvencia a td sa nasledne mapuje na re-
ferenény geném. Ziskané data je mozné potom analyzovat a nésledne v nich hladaf
ROH.

KedZe na analyzu ROH je potrebné osekvenovat obe képie daného tiseku DNA a
zéroven sa uistif, Ze pocas celého procesu nedoslo k chybe, je nutné mat dostatoéné

pokrytie (angl. coverage). Pokrytie si v tomto pripade mozeme predstavit ako pocet
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Obr. 1.3: Shotgun sekvenovanie. [0]

osekvenovani jednej konkrétnej pozicie sekvencie z vyselektovanych fragmentov. Pocas
sekvenovania je idedlne mat 20- az 30-nasobné pokrytie kazdej pozicie, aby bolo mozné

rozoznat vacsinu chyb.

1.4 Lokalizacia ROH zo sekvenacnych dat

Sekvenovanim genému, narozdiel od SNP ¢ipov, nie je mozné ziskat zoznam ROH
tak jednoducho. Kym SNP ¢ipy hovoria o frekvencii jednotlivych alel v genéme, sekve-
novanie iba zrekonstruuje sekvenciu zo vzorky DNA. Pri sekvenacnych datach je preto
potrebny medzikrok, v ktorom sa zistuje, ktoré pozicie st homozygotné a vdaka tomu
je nédsledne mozné lokalizovat jednotlivé ROH. Taktito analyzu je moZzné urobit pomo-
cou viacerych algoritmov. Kazdy z nich ma svoje specifika, no vsetky tieto algoritmy
je mozné rozdelit do dvoch skupin - na pozorovacie (angl. observational) a modelovacie
(angl. model-based) [5].

Oba druhy algoritmov vyuzivaji tzv. posuvné okno (angl. sliding window), no
odlisnymi sposobmi. Jeho pouzitie prameni z toho, ze analyza ROH je v podstate do
istej miery stringologicky problém. Na vstupe su dva retazce reprezentujice sekvenciu
oboch képii kazdého chromozomu a na zaklade ich vzajomnej podobnosti a podobnosti
s referencnou sekvenciou sa rozhoduje o tom, ¢ nejakd konkrétna pozicia (resp. usek
daného chromozému) bude oznacend ako heterozygotna alebo homozygotna. Posuvné
okno sa vyuZiva najméi na zmensenie velkosti rieseného problému - je potrebné sledo-
vat iba cast sekvencie (jej dlzka je dand velkosfou posuvného okna) a pre tiito cast sa
rozhoduje o heterozygotnosti resp. homozygotnosti. Ked sa klasifikuje sekvencia pre
jednu polohu okna, tak sa okno posunie (novd pozicia moze a nemusi mat prekryv s

predchédzajicou poziciou) a rozhoduje sa znovu. Takto sa okno postiva postupne po



celom gendéme.

Algoritmy, ktoré pouzivaju pozorovaci pristup, klasifikuji jednotlivé pozicie po-
suvného okna. Podla tychto vysledkov ndsledne klasifikuji vicsie casti genému. Pri
praci vyuzivaji iba jednoduché pravidla. Obvykle sleduju, ¢i su vsetky SNP v ramci
danej polohy okna homozygotné alebo nie. Ked'ze sekvenovanie nie je tiplne presné a v
genéme dochddza aj k ndhodnym javom (mutécie, drobné poskodenia DNA, a pod.),
tak obvykle je ,dovolené“ mat v okne aj niekolko heterozygotnych SNP. Nastavenie
jednotlivych parametrov ako napriklad velkost okna, pocet heterozygotnych SNP a
podobne zavisi od konkrétnej vzorky a problému, kvoli ktorému ROH hladdme. Me-
dzi najpouzivanejsSie programy, ktoré vyuzivaju tento typ algoritmu patria PLINK a
GERMLINE [5].

Algoritmy vyuzivajice modelovaci pristup uz nepouzivaju iba takéto trivialne pra-
vidla. Posuvné okno vyuzivaju skor ako ukazatel na konkrétnu poziciu v genéme, o
ktorej homozygotnosti/heterozygotnosti rozhoduji. Pri tomto rozhodovani beri do
uvahy aj informéciu ziskand z predchadzajucich pozicii posuvného okna. Zakladom
tychto algoritmov je pravdepodobnostny model - ten odzrkadluje istd zdkonitost, o
ktorej sa predpokladd, Ze plati a d4 sa popisat matematickym modelom. Zakonitosti,
ktoré sa vyuzivaju, su napriklad vizobna nerovnovaha, Hardy-Weinbergova rovnovaha
alebo skuto¢nost, Ze prechod z heterozygotného do homozygotného stavu a naopak je
relativne vzacny (najmé pri dlhsich ROH). Vsetky algoritmy s modelovacim pristupom
na zéklade takychto modelov poéitaji pravdepodobnost s akou je dany tsek homozy-
gotny. Pri klasifikdcii véak moze hrat rolu aj to, ako boli klasifikované predchddzajice
tseky. Pouzivanymi modelmi sit LOD-skére [4], pripadne v dnesnej dobe castejsie skryté
Markovove modely (angl. hidden Markov models, HMM) [19].



Kapitola 2
Data a ich analyza

V tejto kapitole budeme pracovat s ddtami o dvoch osobéch. Data sme dostali ako
stubory vo formate VCF od Institute of Neurology, University College London. Analyza
bola vykonand pomocou styroch réznych programov na urcovanie ROH, pricom vsetky
z nich su urcené na préacu v operacnych systémoch typu Linux. V tejto kapitole sa
budeme venovat tomu, aky format maji ddta, ktoré sme dostali, na akych principoch

funguju pouzité programy a pozrieme sa na vysledky analyzy.

2.1 Variant Call Format

V predchddzajicej kapitole sme sa venovali tomu, ako sa daju ziskat ddta na analyzu
ROH. Spracovanie vystupu z SNP ¢ipov je relativne priamociare, ked Ze vicsinu krokov
analyzy urobi softvér dodany vyrobcom ¢ipu. Pri sekvenovani je vystupom sekvencia
(casti) genému skimaného jedinca pricom s touto sekvenciou je potrebné vykonat
niekolko medzikrokov pred tym, nez sa za¢ni analyzovat ROH.

Pri sekvenovani sa mnohokrat ,precita“ rovnakd sekvencia. Kvoli zjednoduseniu
prace a zmenseniu potrebného priestoru na ukladanie sekvenac¢nych dat, je neefektivne
ukladat rovnaké ¢asti sekvencii. Tento problém je mozné eliminovat napriklad pomocou
forméatu Variant Call Format (VCF). Ide o textovy formét, ktory popisuje jednotlivé
varianty (rozdiely) medzi skimanou a referenénou sekvenciou, bez ohladu na to, o aki
biologickii udalost ide. VCF bol povodne vyvinuty pre téely projektu 1000 Genomes
Project a v dnesnej dobe je udrziavany zdruzenim Global Alliance for Genomics and
Health [8]. Podrobna dokumentécia celého formatu je dostupnd na GitHubdl]

VCF stbory pozostavaju z dvoch hlavnych casti, a to hlavicky a tela. Telo stiboru
obsahuje popis jednotlivych rozdielov oproti referencnej sekvencii. Tieto data majua

format tabulky, kde jeden zéznam (jeden riadok v siibore) popisuje jednu poziciu v

"https://github.com/samtools/hts-specs
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genéme, na ktorej sa moze v roznych vzorkach nachadzaf viacero variantov. Pre kazdy
zédznam existuje niekolko povinnych udajov ako napriklad ¢islo chromozému, pozicia
na chromozoéme, alela v referencnej a skiimanej sekvencii a iné.

V hlavicke stiboru sa nachédzaju dva typy dat. Jednym z nich je hlavicka tabulky
reprezentujicej telo suboru. T4 ma pevne stanoveny format a nachadza sa na riadku
bezprostredne pred telom siboru. Zaroven sa v nej nachddzaju néazvy jednotlivych
vzoriek. To znamend, ze VCF umoziiuje ukladat informécie o viacerych vzorkdch do
jedného stuboru. Druhym typom d&at su metadata, pomocou ktorych je mozné dekla-
rovat d’alsie informécie, ktoré majui byt zahrnuté v tele siboru, pripadne format nie-

ktorych poloziek.

##filaformat=VCFv4.3

##£1leDate=20090805

##source=myImputationProgramV3.1
##reference=file:///seq/references/1000GenomesPilot-NCBI36, fasta
##contig=<ID=20, length=62436964,assembly=B36 ,mdb=f126cdfB8a6e0c7I379d618f f66beb2da, species="Homo sapiens",taxonomy=x>
##phasing=partial

##INFO=<ID=NS,Number=1,Type=Integer ,Description="Number of Samples With Data">
##INFO=<ID=DP,Number=1,Type=Integer ,Description="Total Depth">

##INFO=<ID=AF ,Number=A,Type=Float,Description="Allele Frequency">
##INFO=<ID=AA,Number=1,Type=5tring,Description="Ancestral Allele">
##INFO=<ID=DE,Number=0,Type=Flag,Description="dbSNP membership, build 128">
##INFO=<ID=H2,Number=0,Type=Flag,Description="HapMap2 membership">
##FILTER=<ID=ql0,Description="{uality below 10">
##FILTER=<ID=s50,Description="Less than 50% of samples have data">
##FORMAT=<ID=GT,Number=1, Type=String,Description="Genotype">
#H#FORMAT=<ID=G0, Number=1, Type=Integer ,Description="Genotype Quality">
##FORMAT=<ID=DF ,Number=1, Type=Integer ,Description="Read Depth">
##FORMAT=<ID=HQ, Number=2,Type=Integer ,Description="Haplotype Quality">

#CHROM POS D REF ALT QUAL FILTER INFO FORMAT NAOOOO1 NADOOOZ NAOOOO3
20 14370  rs6054257 G A 29  PASS  NS5=3;DP=14;AF=0.5;DB;H2 GT:GQ:DP:HQ 010:48:1:51,51 110:48:8:51,51 1/1:43:5:.,.
20 17330 . T A 3 qlo N5=3;DP=11;AF=0.017 GT:GQ:DP:HQ 0|0:49:3:58,50 0/1:3:5:65,3 0/0:41:3
20 1110696 rs60403556 A G,T 67 PASS  NS=2;DP=10;AF=0.333,0.867;AA=T;DB GT:GQ:DP:HQ 1]12:21:6:23,27 2|1:2:0:18,2 2/2:35:4
20 1230237 . T . 47  PASS  NS=3;DP=13;AA=T GT:GQ:DP:HQ 010:54:7:56,60 010:48:4:51,51 0/0:61:2
20 1234567 microsatl GIC G,GTCT 50 PASS  NS=3;DP=9;AA=G GT:GQ:DP 0/1:35:4 0/2:17:2 1/1:40:3

Obr. 2.1: Priklad stboru vo formate VCF s tromi vzorkami. [20]

2.2 Skryté Markovove modely

V minulej kapitole sme rozdelili algoritmy na analyzu ROH na pozorovacie a mo-
delovacie, pricom modelovacie vyuzivaji pravdepodobnostny model. Na analyzu dat,
ktoré sme dostali, sme pouzili 4 rozne programy, pricom iba jeden z nich pouziva
modelovaci algoritmus. Ide o program BCFTools/RoH, ktorého pravdepodobnostnym
modelom je skryty Markovov model (angl. hidden Markov model, HMM).

HMM predstavuji abstraktnt struktiru zalozeni na Markovovych refazcoch. Po-
mocou Markovovych refazcov je mozné modelovat rdzne procesy, ktoré mozu na-
dobtidat viacero stavov. Stav tohto procesu sa moéze menit v case, ¢o sa vzdy deje
s uré¢itou pravdepodobnostou. Pravdepodobnost tejto zmeny vsak zavisi iba na kon-
krétnom stave daného procesu, a nijako neodréza jeho stavy v minulosti. Ako priklad
Markovovho retazca mozeme uviest (spravne fungujiice) hodiny, ktoré ukazuji iba ho-
diny a mintuty. Predpokladajme, Ze sa na hodiny pozrieme kazda sekundu a rozlisujme

iba dva stavy - ¢as sa od posledného pozretia na hodiny zmenil alebo nie. Ak si budeme
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pamitat iba ¢as pri predchadzajicom pozreti, tak vieme, Ze pri pozreti na hodiny sa s
pravdepodobnostou 59/60 ¢as nezmenil a s pravdepodobnostou 1/60 dojde k zmene.

Medzi Markovovym modelom a Markovovym retazcom je jeden hlavny rozdiel. V
Markovovom modeli je na proces, ktory moze nadobtidat rozne stavy, naviazans este
d'alsia udalost, ktora sa odohrdva v kazdom ¢asovom bode (napriklad pred prehodno-
tenfm stavu) a moze viest k roznym vysledkom. Vysledky tejto udalosti maji prira-
dent uréitd pravdepodobnost, ktord sa moze 1isit v zdvislosti od stavu. Musime teda
rozlisovat dve skupiny pravdepodobnosti. Prvou z nich s tie, ktoré popisuji pravdepo-
dobnost prechodu medzi jednotlivymi stavmi (nazyvaji sa tranziéné). Druhou st prav-
depodobnosti popisujice mozné vysledky danej udalosti v réznych stavoch (nazyvaji
sa emisné).

HMM st velmi podobné Markovovym modelom. Rozdielom je to, Ze sa pozoruje
postupnost vysledkov udalosti, ktord sa odohrava v kazdom ¢asovom bode, pricom stav
celého procesu je celi dobu nezndmy (preto hovorime o skrytom Markovovom modeli).
Nésledne sa podla tychto vysledkov rekonstruuje postupnost stavov, ktorou tento pro-
ces prechadzal. Najvyznamnejsou charakteristikou HMM (rovnako ako Markovovych
refazcov) viak je, Ze zmena stavu zalez{ iba na stave v aktudlnom ¢asovom bode a nie
je ovplyvnena celou postupnostou predchadzajiicich stavov.

HMM ako pravdepodobnostny model si vieme predstavit na nasledujicom priklade
(prevzaty z [11]). Majme dve kocky, pricom na jednej padaji vsetky ¢isla s rovnakou
pravdepodobnostou (nazvime ju ,férova“) a na druhej nie (nazvime ju ,neférova“).
Teraz si predstavme osobu, ktord hadze vzdy jednou z tychto kociek. Tento proces
(hddzanie kockou) mé teda dva stavy - hadze sa s férovou alebo neférovou kockou.
Medzi jednotlivymi hodmi moéze dojst k tomu, Ze s urcitou pravdepodobnostou dojde
k zdmene kociek. V tomto priklade emisné pravdepodobnosti uréuju pravdepodobnost
vysledku hodu kockou (1/6 pre vsetky hodnoty na férovej kocke a iné rozlozenie prav-
depodobnosti na neférovej). Tranziéné pravdepodobnosti popisuji pravdepodobnost
zameny jednej kocky za druhi. Jeden konkrétny model tohto problému je na obrazku
2.2, kde stav ,Fair” popisuje emisné pravdepodobnosti hodu férovou kockou a stav ,,Lo-
aded* zas neférovou. Tranziéné pravdepodobnosti st znazornené Sipkami medzi tymito
stavmi.

V pripade, ak mdme tento priklad popisany Markovovym refazcom, v kaZdom
casovom bode (v tomto pripade 1 hod) zaznamendvame druh kocky (férové alebo
neférovd). Ak je cely priklad popisany Markovovym modelom, pracujeme so stavom
a hodnotou, ktora v kazdom ¢asovom bode padne. Ak je systém reprezentovany pomo-
cou HMM, zaznamendva sa iba hodnota, ktord na kocke padne. My pomocou retfazca

tychto hodnot chceme uréit, v akom stave sa systém nachddzal pocas jednotlivych
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Obr. 2.2: Priklad Markovovho modelu. [I1]

hodov.

Na urcenie stavu sa Standardne vyuziva Viterbiho algoritmus, ktory je popisany
napriklad na Wikipédif] Jeho podstatou je, ze pre kazdy ¢asovy bod spocita pre kazdy
stav pravdepodobnost, s akou sa systém v danom stave nachddza. Tento vypocet je
zalozeny na pravdepodobnosti stavov v predchadzajicom ¢asovom bode. Na zaklade
tranziénych a emisnych pravdepodobnosti sa spo¢ita pravdepodobnost vetkych stavov
v aktudlnom casovom bode a ako aktudlny stav sa zvoli ten s najvyssou pravdepodob-
nostou.

Pomocou HMM je mozné reprezentovat aj problém hladania ROH. V gendéme
mozeme rozlisit dva stavy - heterozygozitu a homozygozitu. Program, ktory ROH
hladd, vyhodnocuje, ¢ sa posuvné okno aktudlne nachddza v homozygotnej (ROH)
alebo heterozygotnej oblasti genému. S urcitou pravdepodobnostou pozorujeme kon-
krétny variant (na danej pozicii) v oboch stavoch, pri¢om tieto pravdepodobnosti st pre
oba stavy rozne a mozeme ich ziskat napriklad z frekvencii jednotlivych alel z rdznych
populacnych studii (napriklad 1000 Genomes Project). Tieto pravdepodobnosti sluzia
ako emisné. Tranzi¢né pravdepodobnosti zavisia na roznych biologickych parametroch,

ako napriklad frekvencia rekombinacie v jednotlivych castiach genému.

2.3 Pouzité programy

Na analyzu dat sme pouzili 4 rozne programy. Tri z nich, konkrétne Plink, Homwes
a AutoMap, vyuzivaju pozorovaci algoritmus. To znamenad, ze jednotlivé ¢asti gendému
sa klasifikuju na zaklade jednoduchych pravidiel, napriklad pomerom homozygotnych a
heterozygotnych SNP. Stvrtym pouzitym programom je BCFTools /RoH, ktory vyuziva
modelovaci algoritmus. Jeho modelom je skryty Markovov model, ktory je popisany v

predchadzajicej podkapitole.

’https://en.wikipedia.org/wiki/Viterbi_algorithm
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Jednotlivé programy maji mnozstvo roznych nastaveni a lisia sa v tom ako fil-
truju informacie vo vstupnych VCF stiboroch, ktoré biologické javy beru do tvahy pri

samotnej analyze a aj informaciami, ktoré poskytuju vo vystupnych datach.

2.3.1 Plink

Plink je z nami pouzitych programov najstarsi. Ma 3 hlavné verzie - 1.07, 1.9 a
2.0. Algoritmus na analyzu ROH je vSak rovnaky vo vSetkych z nich. Jedind avizovana
zmena vo verzidch 2.0 a vyssie je jeho nahradenie BCFTools/RoH [24]. My sme vyuzili
verziu 1.9, nakolko verzia 1.07 neumoziiuje pracu s VCF sibormi a verzia 2.0 je (v ¢ase
tvorby préce) stale iba v alpha verzii.

Plink vyuziva najjednoduchsi pozorovaci algoritmus. Postupne postuva posuvné
okno po celom genéme a pre kazdd z jeho pozicii vyhodnoti, ¢i ho klasifikuje ako
homozygotné podla poctu homozygotnych a heterozygotnych SNP v fiom. Jednotlivé
pozicie okna sa prekryvaju, a tak program pre kazdy SNP spocita pomer homozy-
gotnych a heterozygotnych okien, ktoré ho zahfnaji. Ak je tento pomer nad urcitou
hranicou, tak sa dany SNP povazuje za sicast ROH. Nésledne takto pomocou SNP
predlzuje a ohranic¢uje jednotlivé ROH [23].

Plink varianty nijako nefiltruje. Zakladnymi parametrami programu st velkost po-
suvného okna a pocet heterozygotnych SNP v danej pozicii posuvného okna. Je mozné
nastavit niekolko d'alsich parametrov, napriklad minimdlny pocet SNP v ROH, mi-
nimalny pocet homozygotnych SNP na urcity pocet nukleotidov alebo maximalnu
vzdialenost medzi dvomi SNP v rdmci jedného ROH. Vsetky parametre aj s pred-
volenymi hodnotami je mozné ndjst v dokumentécii verzie 1.07 [23].

Vystup programu tvori tabulka, ktora urcuje zaciatok, koniec a dizku ROH. Zéroveii
ku kazdému ROH uvéadza pocet SNP, hustotu (deka ROH vydelend po¢tom SNP) a
podiel homozygotnych a heterozygotnych SNP.

2.3.2 Homwes

Homwes je stcastou balika GenomeComb, ktory slizi na roézne celogendémové a-
nalyzy. Homwes je $pecializovany iba na hladanie ROH v gendéme. Vyvinuty bol za
ucelom detekcie mutacii zodpovednych za rozne geneticky podmienené choroby, ktoré
sposobuju recesivne alely génov na nepohlavnych (autozomalnych) chromozémoch. Na
samotnu analyzu vyuziva program Plink, pricom vstupné parametre st nastavené tak,
aby sa docielila ¢o najvyssia senzitivita aj Specifickost (¢esky specificita) analyzy, tak
ako si ju definovali autori programu v [15].

SNP st najprv filtrované podla kvality (povinné polozka QUAL vo vstupnom VCF
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subore, vyzaduje sa hodnota vyssia ako 40). Ako vstupné parametre pre Plink autori
nastavili velkost posuvného okna na 20 SNP, pricom sa v nom mohol vyskytovat ma-
ximalne 1 heterozygotny SNP, aby bola pozicia okna vyhodnotena ako homozygotna.
Kvoli prvotnému filtru pozaduju v priemere iba 1 SNP na 200 000 baz (v ROH), pricom
v jednom ROH mozu byt dva za sebou idiice SNP vzdialené najviac 4 000 000 baz. V
opac¢nom pripade dojde k rozdeleniu na dva ROH [I5].

Kedze Homwes vyuziva na analyzu Plink (nie len jeho algoritmus, ale program

samotny), format jeho vystupu je rovnaky ako vystup z Plink-u.

2.3.3 AutoMap

AutoMap je z pouzitych programov najnovsi. Podobne ako Homwes, ide o prog-
ram Specializovany na vyhladdvanie ROH v genéme. Vyvinuty bol za ti¢elom minima-
lizacie dopadu chyb, ktoré vznikaji pocas sekvenovania (narozdiel od presnejsich dét z
SNP ¢ipov). AutoMap vyuziva pozorovaci algoritmus, no od ostatnych programov ho
odlisuje to ako filtruje jednotlivé SNP a ROH.

Samotny algoritmus je rozdeleny do piatich féz. Prvou fazou je filtrovanie jednot-
livych variant. Kedze cielom ma byt minimalizdcia mnozstva sekvenacnych chyb (v
idedlnom pripade ich iplné elimindacia), filtruji sa vsetky varianty, ktoré sa nachadzaju
vo vstupnom VCF stbore. Sleduje sa pokrytie a frekvencia jednotlivych alel v hetero-
zygotnych variantach.

V druhej faze program identifikuje ROH pomocou posuvného okna, ktoré je defi-
nované poc¢tom variantov, nie dizkou vyjadrenou poctom nukleotidov. V tretej faze sa
jednotlivé pozicie posuvného okna spédjaju do dlhsich ROH. V stvrtej faze dochadza
k filtrovaniu jednotlivych ROH, pricom sa vyuziva dizka ROH, pocet variantov v da-
nom ROH a podiel homozygotnych variantov v konkrétnom ROH. Vsetky spomenuté
parametre maju volitelnti hodnotu, pricom cely algoritmus a predvolené hodnoty pa-
rametrov su popisané v [25].

V poslednej faze dochadza ku generovaniu vystupu programu. Vystupom su dva
stbory. Jednym z nich je tabulka obsahujiica umiestnenie ROH v gendéme, jeho dIZku,
pocet SNP a percento homozygotnych SNP v tomto ROH. Druhym z nich je stbor vo
formate pdf, ktory obsahuje jednoduché grafické znazornenie ROH v celom gendéme.

Na obrazku 2.3 je priklad takéhoto vystupu.

2.3.4 BCFTools/RoH

BCFTools/RoH je podobne ako Homwes sicastou vicsieho balika ndstrojov, v

tomto pripade BCFTools. Vyvinuty bol za u¢elom vyuZitia informécii z velkych sek-
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Obr. 2.3: Graficky vystup programu AutoMap. [25]

venaénych projektov (napr. 1000 Genomes Project), z ktorych éerpd informécie najmé
o frekvenciach jednotlivych alel a o miere rekombinacii. Tento program analyzuje iba
varianty s dvomi alelami. V pripade, ze analyzuje sibor s viacerymi vzorkami, pricom
nejaky SNP ma viac ako 2 alely, tak program tento SNP preskodci.

BCFTools/RoH vyuziva posuvné okno s velkostou jedného variantu. Ked'ze ide o
modelovaci algoritmus, vyuziva pravdepodobnostny model, v tomto pripade HMM.
Stavy tohto modelu st dva, konkrétne homozygozita a heterozygozita daného SNP.
Emisné pravdepodobnosti vychadzaji z pravdepodobnosti vzniku chyby pri urcovani
genotypu pocas procesu zvaného variant calling (je uvedend vo vstupnom VCF sibore),
Hardy-Weinbergovej rovnovahy v heterozygotnych tusekoch a z frekvencie vzacnej alely
v homozygotnych tisekoch. Frekvencie jednotlivych alel je mozné ziskat z analyzovanych
dat (ak sa analyzuje vécsie mnozstvo vzoriek naraz) alebo zo sekvenaénych projektov.

Tranzi¢né pravdepodobnosti maji dve zlozky. Jednou z nich je pravdepodobnost
rekombindcie medzi dvomi poziciami posuvného okna, ktord moze byt urcend v re-
kombina¢nych mapéch. Tieto hodnoty pochddzaji zo sekvenaénych projektov. Druhou
zlozkou je pravdepodobnost prechodu medzi stavmi, ktora je ziskand zo samotnych dat
pomocou Viterbiho algoritmu [19].

BCFTools/RoH mé dva druhy vystupu. Zékladny tvori iba zoznam ROH a ich po-
loha v rdmci genému. Rozsireny obsahuje informéciu o stave a kvalite (pravdepodob-
nosti daného stavu) pre kazdy SNP. Volit medzi zékladnym a jednoduchym vystupom

(pripadne oboma) sa dd4 pomocou parametra -0 (-—output-type).

2.4 Analyza vysledkov a porovnanie jednotlivych

programov

VCF subory s datami o vzorkach boli vytvorené s pouzitim verzie hgl9 referenéného
Tudského genému (GRCh37) [9]. Pracovali sme s ddtami o dvoch osobdch. Okrem tychto
VCF stiborov nemdme o nich Ziadne d'alSie informdcie - ¢ uz o rodinnom alebo geo-
grafickom povode. Taktiez nemame anotovany gendém tychto osob, a teda nemozeme

porovnavat presnost vysledkov so skuto¢nostou. Aj z tychto dovodov urobime analyzu
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¢o najvseobecnejsSou - zameriame sa iba na detekciu ROH dlhsich ako miliéon nukleoti-
dov. Takéto hranica odfiltruje krdtke ROH a umozni hladat rozdiely medzi vysledkami
jednotlivych programov.

AutoMap aj Homwes sme spustili s predvolenymi hodnotami jednotlivych paramet-
rov, kedze oba programy maji podla ich autorov umoziiovat lepsiu analyzu ako iné
metody. Plink sme pre porovnanie s Homwes-om spustili s rovnakymi parametrami, s
akymi ho spista Homwes, no zaznamenali sme zlé vysledky (0 resp. 1 ROH), preto
sme sa rozhodli skratit posuvné okno na 5 SNP (parameter homozyg-window-snp).

BCFtools/RoH sme spustali pomocou skriptu run-roh, ktory je sucastou balika
BCFtools, ktory umoziuje robit analyzu viacerych vzoriek naraz. Tento skript iba pred-
spractiva data a nésledne volda BCFtools/RoH. Déta pre tvorbu pravdepodobnostného
modelu (frekvencie alel a genetickd mapa) sme zobrali z tretej fazy 1000 Genomes Pro-
ject. Z volitelnych parametrov sme pouzili iba dva. Prvy z nich ovplyvituje minimalny
pocet SNP v jednom ROH (predvolena hodnota je 100, my sme pouzili 20) a druhy
zodpoveds za to, Ze SNP s nezndmou frekvenciou bude mat prednastaveni frekvenciu
na 0,5 (Standardne sa takyto SNP preskakuje).

Podrobné tidaje o detekovanych ROH sa nachddzaji v prilohe A. Uz na prvy pohlad
je zrejmé, ze Plink za ROH oznacuje iné casti genému ako zvysné programy, ¢o ¢ini
jeho vystup malo relevantnym. AutoMap nachddza najviac ROH spomedzi pouzitych
programov, a to aj na chromozdémoch, ktoré ostatné programy vyhodnocuju ako hete-
rozygotné v celej ich dizke. Takyto vystup nie je velmi pravdepodobny, ked'Ze v takom
pripade by sa jednalo o jedinca s rodiémi vo velmi blizkom pribuzenskom vztahu a
ocakavali by sme pritomnost velmi dlhych ROH (az v desiatkach miliénov nukleoti-
dov).

Pozrime sa podrobnejsie na ¢ast chromozému 7 z prvej vzorky, konkrétne usek
medzi poziciami 10 000 000 - 30 000 000. Na obrazku vygenerovanom pomocou kniznice
ChromoMap pre jazyk R [I] mozeme vidiet cast vystupu jednotlivych programov.
Detekované ROH st vyznacené na obrazku 2.4 modrou a ¢ervenou farbou (zafarbenie

slizi iba na vizudlne rozlisenie dvoch nadvéazujicich ROH).

I
BCFTook on—— I — L

T T T 1
10Mb 15Mb 20Mb 25Mb 30Mb
Obr. 2.4: Grafické znazornenie vysledkov na ¢asti chromozému 7 v prvej vzorke.
V tomto tseku moZeme pozorovat viacero zaujimavosti. Plink nepredikuje ziaden

ROH. AutoMap tu naopak oznacil ROH s dizkou priblizne 15 miliénov nukleotidov.
Vieme, Ze takyto ROH v nagich détach je z biologického hladiska velmi nepravdepo-
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dobny (aj ked nie nemozny), a teda mozeme usudzovat, ze AutoMap preferuje dlhsie
ROH (na takychto ddtach ho jeho autori aj porovnavali v [25]). V kombindcii s vypisom
vietkych detekovanych ROH mozeme teda predpokladat, Ze tiseky, ktoré AutoMap vy-
hodnoti ako ROH a st kratsie nez dva miliény nukleotidov, nemusia byt relevantné a
je vhodné ich overit pomocou iného programu.

Zaujimavé su vysledky z programov BCFTools/RoH a Homwes. V niektorych pri-
padoch mozeme pozorovat hranice ROH vo velmi podobnych pozicidch (na obrazku
posobia ako rovnaké, no z tabulky v prilohe A vidime, Ze nie si). Dizka jednotlivych
ROH je v oboch programoch rézna, takze nemozeme hovorit o preferencii dlhsich alebo
kratsich ROH. Najzaujimavejsi je tisek medzi poziciami 13 000 000 - 16 700 000. Kym
véacsinu tohto tseku Homwes oznagcil ako jeden ROH, BCFTools/RoH v jeho strede
hlési medzeru.

Pri pohlade na rozsireny vystup z BCFTools/RoH moézeme zistit, Ze zdrojom tejto
medzery je filtrovanie ROH kratsich ako 1 000 000 nukleotidov. BCFTools/RoH na
tomto mieste hldsi viacero kratsich ROH, ktoré sii prerusované zopar SNP (vzdy menej
ako 5) klasifikovanymi v heterozygotnych tsekoch. Tento jav je sposobeny tym, ze
HMM v nejakom kratkom useku preskoéi do stavu heterozygotnosti, no velmi rychlo
sa vrati do homozygotného stavu.

V povodnom VCF sibore mozeme v dseku priblizne 12 000 000 - 28 000 000 (na
chromozéme 7) pozorovat heterozygozitu iba v tisekoch kratsich nez 2 000 nukleotidov.
Priklad ¢asti dat o takomto tiseku je na obrézku 2.5 (vyznam vsetkych poloziek je mozné
najst v specifikdcii VCF [26]). Z oboch jeho strén mozeme pozorovat dlhé homozygotné
tseky (rddovo v stdtisicoch nukleotidov). Takychto tisekov vsak nie je vela a st od
seba vzdialené aspon 100 000 nukleotidov. To znamend, ze na obrazku vyssie najviac
zodpovedd tymto datam vystup z programu AutoMap. Za rozdelenie celého tuseku do
viacerych ROH, ktoré urobil Homwes a BCFTools/RoH st zodpovedné d'alsie déta,

ktoré tieto programy pouzivaju.

POS QUAL FORMAT Sample

250368538 535.77 GT:AD:PL 1/1:8,308:564,51,8
25086868 A8.77  GT:AD:PL ©/1:27,7:77,0,468
250886909 711.77 GT:AD:PL 1/1:0,41:748,66,0
25886968 152.77 GT:AD:PL 0/1:52,13:181,8,614
25887819 134.77 GT:AD:PL 8/1:78,13:163,8,842
25@37132 122.77 GT:AD:PL B/1:65,14:151,8,1684
25837261 812.77 GT:AD:PL B8/1:22,28:841,8,325
250887465 26.78  GT:AD:PL 0/1:45,5:55,0,1435
25888336 1612.77 GT:AD:PL 1/1:0,42:1641,1208,0

Obr. 2.5: Priklad casti dat prerusenia homozygotného tseku vo VCF stibore.

Na zéklade nasej analyzy mozeme konstatovat, ze Plink sa javi ako najhorsia volba

z nami pouzitych programov. Ked'Ze sme ho spustali s parametrami podobnymi ako
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vyuziva Homwes, tak je zrejmé, ze filtrovanie SNP méa zmysel. AutoMap ma s pred-
volenymi parametrami tendenciu hlésit pravdepodobne falosné ROH, no tie, ktorych
dizka prekracuje 2 000 000 nukleotidov uz mozu byt zaujimavé aspon v nejakej casti.
BCFTools/RoH a Homwes maju vysledky porovnatelné, no BCFTools/RoH hlési via-
cero kratsich ROH kvoli tomu, ze na par SNP sa HMM dostane do stavu heterozygot-
nosti a ndsledne preskoci naspit do stavu homozygotnosti.

Ak by sme sa cheeli pokisit o biologickd interpretdciu dat, mozeme sa pozriet
napriklad na tzv. ROH ostrovy. To st oblasti, ktoré su klasifikované ako ROH s r6znymi
frekvenciami podla prislusnosti jedinca k urcitej populdcii. Jednotlivé frekvencie je
mozné najst napriklad v [20] (pre nds by boli uzitoéné doplnkové tabulky 3 a 4). Na
zéklade tychto tidajov mozeme formulovat hypotézu, Ze prvé vzorka pochddza od osoby
z Ameriky a druhd od osoby z vychodnej Azie. Na to, aby sme tito hypotézu statisticky

podporili vSak nemame dostatok informacii a dat.
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Kapitola 3

Vizualizacia vysledkov programu
BCFTools/RoH

Sucastou prace bola okrem analyzy ziskanych déat aj tvorba programu, ktory ich
umozni vizualizovat. Zamerali sme sa na program BCFTools/RoH, kedze poskytuje
najviac vystupnych dat. Stcastou balika BCFTools je aj podprogram run-roh.pl,
ktory umoznuje analyzu viacerych vzoriek naraz. Ulohou tohto programu je iba pred-
spracovanie vstupnych dat do pozadovanej podoby. Samotnu analyzu vykonava stale
BCFTools/RoH [7].

3.1 Vystup BCFTools/RoH

Ako sme spomenuli v predchddzajicej kapitole, BCFTools/RoH ma dva druhy
vystupu. V pripade, Ze pouZivatel chce vidiet oba druhy vystupu naraz, program ich
vypise do spoloéného siboru. V tomto stubore sa nachadzaju dva druhy zaznamov.
Informécie o detekovanych ROH sa nachddzaji v ,RG zdznamoch® (z angl. region) a
informdcie o jednotlivych SNP v ST zdznamoch“ (z angl. site). Na obrdzku mozeme

vidiet hlavicku a ulozent informéciu pre oba druhy zdznamov.

RG [2]Sample [3]Chromosome  [4]Start [5]End [6]Length (bp) [7]Mumber of markers [8]Quality (average fwd-bwd phred score)
ST [2]Sample [3]Chromosome  [4]Position [5]State (@:HW, 1:AZ) [6]Quality (fwd-bwd phred score)

ST sel 1 1758864 @ 3.8

RG sel 1 4997812 4932444 24633 187 79.9

Obr. 3.1: Druhy zdznamov vo vystupe programu BCFTools/ROH.

Oba druhy vystupu obsahuji niekolko rovnakych poloziek. Tymi si meno vzorky
(Specifikované vo vstupnom VCF stbore) a poradové ¢islo chromozému. RG zéznamy
obsahuju aj informéciu o pozicii zaciatku a konca daného ROH, jeho dfike, pocte SNP
v iom a ich priemernej kvalite. ST zdznamy obsahuji (okrem spoloénych poloziek) in-

formécie o pozicii daného SNP, jeho stav predikovany pomocou HMM (nejde o genotyp
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zo vstupného VCF stiboru) a kvalitu danej predikcie.

Nasa vizualizdcia nebude pracovat so vSetkymi informdciami, ktoré tieto zdznamy
poskytuji. Z RG zdznamov budeme pracovat iba s jeho poziciou v rdmeci genému
(polozky s ¢islami 3 - 5) a ndzvom vzorky. Z ST zdznamov uplne vynechdme tdaj
o kvalite a so stavom (homozygotnost /heterozygotnost daného SNP) budeme praco-
vat iba vnitri ndsho programu. Udaj o stave SNP nebude uvedeny vo vystupe nasho

programu.

3.2 Sucasti vizualizacie

Stcastou postupu, ktory nam z vystupu programu BCFTools/RoH vytvori spusti-
telni vizualizdciu je niekolko programov. Povodny vystup sa najprv spracuje progra-
mom visualization.pl vytvorenom v jazyku Perl. Tento program filtruje informécie z
vystupu BCFTools/RoH a vytvara stibory, ktorych spustenim sa zobrazi samotna vizu-
alizécia. Ich zdrojovy kdd sa bude nachddzat v dvoch stiiboroch a to chrViz. js (vyuziva
programovaci jazyk Javascript) a index.html (vyuziva programovacie jazyky HTML
a CSS). Vizualizované ddta si moze pouzivatel zobrazit otvorenim siboru index.html
v internetovom prehliadaci.

Zdrojovy kéd vsetkych siborov, ktoré st potrebné k tvorbe vizualizacie (bez pouzi-

tej kniznice d3. js) je dostupny vo verejnom repozitari autora prace na stranke GitHub

[10].

3.2.1 Program visualization.pl

Niektoré programétorské konvencie a casti zdrojového kdédu tohto programu, po-
chadzaju z programu run-roh.pl [7]. Program visualization.pl m4 3 vstupné para-
metre, pricom dva z nich si povinné. Prvym je cesta k nekomprimovanému vstupnému
suboru. Tym je textovy vystup z BCFTools/RoH. Tento vstupny stubor moze obsaho-
vat tidaje o viacerych vzorkach a nemusi obsahovat tidaje o vsetkych chromozémoch.
Druhym povinnym parametrom je priecinok (angl. folder), do ktorého sa ma ulozit
vystup programu (stibory index.html a chrViz.js). Tret{ parameter je volitelny a
udéva minimalnu dizku ROH, ktoré sa maju zobrazit (predvolend hodnota je milién
nukleotidov). Nédpoveda k tomuto programu moze byt zobrazend pomocou parametra
-h.

Program visualization.pl pozostava z troch hlavnych funkcii. Prva z nich
(preprocess_data) je urCend na predspracovanie dat z vstupného stiboru a ich ulozenie
do vytvorenych docasnych siborov. Tieto sibory st dvoch druhov - data o chro-

mozdémoch (1 sibor na chromozém) a idaje o ROH (1 sibor pre vsetky ROH). Tieto
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data sa vyuzivaju neskor. Vsetky docasné stubory si na konci behu programu vyma-
zané. Druhd a tretia funkcia (generate html a generate_js) zodpovedaju za vytvo-
renie suborov index.html a chrViz. js. Tieto funkcie generuju casti zdrojového kodu
zavislé od vstupnych dét, no kopiruju aj statické (nemenné) casti zdrojového kédu,

ktoré sa nachddzaju v priec¢inku vizParts.

3.2.2 Subor index.html

Tento subor tvori zékladni kostru vizualizacie. Je rozdeleny na statickd (nemenni)
cast a cast zdvisli na konkrétnych ddtach. Statickd cast tohto siboru sa nachédza v
sibore vizParts/htmlStart.txt. V nej sa tvoria jednotlivé HTML elementy a nasta-

vuju sa ich §tyly pomocou jazyka CSS. Cast zdvisla na dédtach si iba riadky typu:

<script src="chrViz.js" type="text/javascript"
which_element="<ELEMENT>" chrom="<CHR>" first="<Y/N>"
sample_count="<SC>"> </script>

Kazdy riadok (jeden HTML script tag) obsahuje informéciu o jednom chromo-
zéme. Polozka <ELEMENT> je nahradena konkrétnym HTML elementom, v ktorom sa
budi nachadzat ddaje o danom chromozéme. Polozka <CHR> bude obsahovat poradové
¢islo daného chromozému (od 1 do 23 pre chromozém X). Atribiit first nadobuida
hodnotu Y alebo N, podla toho ¢ ide o prvy chromozém, ku ktorému mame data.

Polozka <SC> hovori o pocte vzoriek, ku ktorym mame déta o tomto chromozdéme.

3.2.3 Sibor chrViz. js

Tento subor je zodpovedny za vytvorenie a zobrazenie grafickych prvkov vizu-
alizdcie. Na ich tvorbu vyuziva kniznicu d3.js (verzia 4) urcenu pre programovaci
jazyk Javascript. Niektoré casti zdrojového kédu, ktoré pracuju s touto kniznicou,
pochadzaju od inych autorov. Konkrétne sa jedna o zdroje [12], [13], [14], [2], [22], [28].

Sibor chrViz. js pozostava z troch casti. Dve z nich (prva a poslednd) su statické
(nemenné) — v prvej sa definuji globédlne premenné, ktoré sa pouzivaji pri tvorbe
vSetkych grafov a v poslednej su implementované vsetky funkcionality vizualizacie.
Tieto casti je mozné ndjst v stiboroch vizParts/jsStart.txt a vizParts/jsEnd. txt.
Prostredné, variabilng ¢ast zdrojového kédu obsahuje spracované déta o SNP a zoznam
ROH.

Zoznam ROH je ulozeny v poli rohs, pricom kazdy ROH je jednou z jeho poloziek.
ROH je reprezentovany vo forme objektu (Struktira jazyka Javascript) s nasledujicim

formdatom:
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{chr:<CHR>, start:<StartPoz>, end:<KoniecPoz>, sample:<VZORKA>}

Polozky <CHR>, <StartPoz> a <KoniecPoz> hovoria o polohe daného ROH v
rdmci genému. Polozka <VZORKA> obsahuje nazov vzorky vo formdte refazca (angl.
string).

Data o SNP su reprezentované odlisnym sposobom. Cely chromozém je rozdeleny
na casti dlhé 100 000 nukleotidov, pri¢om na jednu taktto c¢ast pripadd jeden zéznam.
Zaznam obsahuje informéciu o pozicii jeho stredu (tzn. 50 000 pre interval 1 — 100 000,
150 000 pre nasledujici interval atd.), mene vzorky, z ktorej ddta pochddzaji, pocte
SNP v danom intervale (v danej vzorke) a relativnej homozygotnosti daného intervalu.

Déta o SNP sme takymto sposobom spracovali najmé kvoli pamiitovej naroénosti.
Ak by sme chceli mat moznost menit velkost intervalu od jednotlivych SNP az po
desiatky miliénov nukleotidov, mnozstvo dét, ktoré by bolo potrebné spracovat a ulozit
do pamiiti by bolo velmi velké pri vi¢ésom pocte vzoriek.

Déta o jednom chromozéme si zoskupené do jedného refazca, ktory je uloZeny
ako prvok pola stringDataArray. Kazdy z tychto refazcov mé formét csv siboru —
jednotlivé zdznamy si na novom riadku, pricom data o jednom zazname si oddelené

ciarkou. Priklad reprezentécie idajov o jednom chromozoéme:

midPoint,sample,snpCount,rateAZ
50000,Vzorkal,15,0.29
150000,Vzorkal,27,0.6
250000,Vzorkal,65,1
350000,Vzorkal,103,0

50000,Vzorka2,4,0

150000, Vzorka2,19,0
250000,Vzorka2,35,0.3
350000,Vzorka2,17,0.5

3.3 Graficky dizajn vizualizacie

Po otvoreni siboru index.html sa zobrazi stranka ako na obrazku 3.2. V hornej
casti sa nachadza posuvnik a pod nim udaje o jednotlivych chromozéomoch. Kazdému
chromozomu prislichaju 3 grafy, pricom legenda je spolo¢na pre vsetky grafy prisla-

chajice k jednému chromozému.
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Obr. 3.2: Lista s posuvnikom a udaje o prvom chromozoéme.

Kazdy z troch grafov plni roznu funkciu. Prvy graf zobrazuje zvoleni ¢ast chro-
mozdému (pri spusteni je to cely chromozém). Druhy graf zobrazuje poziciu ROH na
danom chromozdéme. Tento graf je prazdny, ak sa na danom chromozéme nenachadza-
ju ziadne ROH. Treti graf zobrazuje vzdy data o celom chromozéme. Na x-ovej osi
vSetkych grafov sa nachadzaji pozicie na danom chromozdéme a na y-ovej osi relativna
miera homozygozity. Legenda s nazvami vzoriek priradenymi k farbam je spolotna pre

vsetky tri grafy. Pre chromozém s ROH to vyzera ako na obrazku 3.3.
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Obr. 3.3: Chromozoém s detekovanymi ROH.

Tato vizualizacia ma 3 funkcionality. Prvou z nich je skédlovanie dat. To sa robi
prostrednictvom posuvnika vo vrchnej casti grafu. V takom pripade sa zmeni sirka in-
tervalu, pre ktory sa pocita miera homozygozity. Prvy a treti graf sa potom prekresli
pre vietky chromozémy podla tychto novych dat. Aktudlna sirka intervalu je vidy
napisand vedla posuvnika. Na obrazku 3.4 mozeme vidief preskdlované idaje o chro-
mozdéme 1 (nova sirka intervalu je 1 000 000 nukleotidov), pricom ddaje pre povodni
sirku (100 000 nukleotidov) s na obrazku 3.2.

Druhou funkcionalitou je moznost pribliZif si ¢ast chromozému. Pozadovani cast
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Obr. 3.4: Priklad preskdlovania dizky intervalu.

si vie pouzivatel zvolit v trefom grafe po kliknuti a potiahnuti mysou. Takto sa mu
zvyrazni zvoleny usek. Prvé dva grafy sa prekreslia tak, aby ich obsah zodpovedal
zvolenej Casti dat (menf sa aj rozsah x-ovej osi tychto grafov). V trefom grafe sa
zvyrazni vyznaceny tsek. Do povodného stavu sa pouzivatel dostane po kliknuti mysou
na tret{ graf. Priklad pribliZenia je mozné vidiet na obrazku 3.5 (povodny stav je na
obrazku 3.3).
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Obr. 3.5: Priblizovanie ¢asti chromozomu.

Poslednou funkcionalitou je moznost zobrazit kurzor s presnymi tidajmi v najbliz-
som bode (strede intervalu). V takom pripade sa vykresli ¢iara oznacujica poziciu v
grafe, na ktorej sa tento bod nachédza, a vypiSe sa text s idajmi pre vSetky vzorky.

Priklad tejto funkcionality sa nachadza na obrazku 3.6.
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Obr. 3.6: Kurzor s presnymi idajmi o vzorkach.
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Zaver

Prica mala dva hlavné ciele. Prvym z nich bolo preskiimat rozne metédy detekcie
ROH. Zistili sme, ze vsetky programy, ktoré tiito analyzu robia, pouzivajui jeden z dvoch
typov algoritmov - pozorovaci alebo modelovaci. V praci sme skimali Styri konkrétne
programy, pricom tri z nich vyuzivali pozorovaci algoritmus. Ich vysledky boli rozne,
no podarilo sa ndm rozdiely objasnit aspon do istej miery.

Pripadné rozsirenie tejto ¢asti prace by mohlo spoéivat v tom, Ze by sme vyuzili
eSte vécsie mnozstvo programov, pricom by sme otestovali aj tie, ktoré pouzivaju iny
pravdepodobnostny model ako HMM. Ziroveii by nasa analyza mohla profitovat z
vicsiecho mnozstva informdcii o ludoch, od ktorych vzorky pochddzaji. Taktiez by
mohol byt uZitoény viési pocet vzoriek rozdelenych do réznych skupin, ¢ uz podla
geografického povodu alebo podla niektorych chorob.

Druhému cielu, tvorbe vizualizdcie dit sme sa venovali v tretej kapitole. Softvér,
ktory vykonava analyzu ROH, zvic¢sa nemdava graficky vystup. Ak ano, tak je ob-
vykle redukovany na vyznacenie jednotlivych ROH, no tym sa straca okolity biolo-
gicky kontext. Vacsina programov, ktoré tvoria detailnejsiu vizualizaciu, sa zameriava
na rozliSenie homozygotnych a heterozygotnych SNP, ¢o vsak sposobuje, ze data splynu
do dvoch ¢iar, ktoré kopiruju dizku jednotlivych chromozémov. V praci prezentujeme
menej tradiény sposob vizualizacie dat, pri ktorej pouzivane data aj o SNP-och, aj o
ROH, a zaroven v nej nezaniké biologicky kontext detekovanych ROH.

Nasu vizualizdciu je mozné rozsirit napriklad pouzitim vstupného VCF siboru na-
miesto vystupu z BCFTools/RoH. Tak by sme mohli zobrazit mieru homozygozity
taku, ako je v sekvena¢nych datach, a nie ako ju reprezentuje HMM. Zaroven by sa dal
rozsirit program, ktory ddta spracovava tak, aby umoziioval pridanie novej vzorky do
uz existujuceho siboru.

Vo vysledku sa ndm podarilo naplnit oba ciele prace. Podarilo sa ndm zanalyzo-
vat vzorky, ktoré ndm boli poskytnuté, pricom sme sa zameriavali najmé na funkéni
stranku pouZzitych programov. Nami vytvorend vizualizécia je v aktudlnom stave pouzitelna
aj pri skutoénej vedeckej praci a je mozné, Ze po niekolkych malych rozsireniach bude
integrovana do balika BCFTools.
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Zoznam pouzitych skratiek

DNA - deoxyribonukleova kyselina

HMM - Hidden Markov Model (skryté Markovove modely)

ROH - Runs Of Homozygosity (homozygotné casti genému)

SNP - Single Nucleotide Polymorphism (jednonukleotidové / bodové polymorfizmy)

VCF - Varint Call Format
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Prilohy

Priloha A: Vysledky analyzy vzoriek

Chr | Begin End Size (Mb) | Nb variants | Percentage homozyg.
chrl | 49407982 | 50592601 | 1.18 217 95.39

chr3 | 50538818 | 51697609 | 1.16 369 89.16

chr3 | 79604495 | 81061615 | 1.46 911 96.16

chr3 | 135796240 | 136944485 | 1.15 427 96.49

chr6 | 16931938 | 26678649 | 9.75 5685 98.93

chr6 | 26703092 | 28753172 | 2.05 683 96.78

chr6 | 32557759 | 35755658 | 3.20 3429 99.13

chr6 | 58704090 | 62650147 | 3.95 428 96.73

chr7 | 12566866 | 14251017 | 1.68 1456 99.52

chr7 | 14252011 | 28904272 | 14.65 7884 99.15

chr9 | 123274333 | 124341610 | 1.07 537 89.39

chrll | 49527077 | 50613795 | 1.09 736 88.86

chrll | 108831875 | 109867104 | 1.04 243 89.30

chr12 | 54509790 | 57110640 | 2.60 1186 97.39

chr12 | 57112464 | 64141031 | 7.03 3288 98.78

chr19 | 26932297 | 28465568 | 1.53 196 89.29

Tabulka 1: Vysledky programu AutoMap - vzorka 1

CHR | POS1 POS2 KB NSNP | DENSITY | PHOM | PHET
5 46389939 | 49443075 | 3053.137 | 22 138.779 0.955 0.045
6 18225172 | 19393872 | 1168.701 | 1842 | 0.634 0.993 0.007
6 19411365 | 21205575 | 1794.211 | 1859 | 0.965 0.989 0.011
6 23160569 | 24380272 | 1219.704 | 1814 | 0.672 0.992 0.008
7 11626987 | 12628446 | 1001.460 | 1464 | 0.684 0.994 0.006

33




CHR | POS1 POS2 KB NSNP | DENSITY | PHOM | PHET
7 13221751 | 16657553 | 3435.803 | 4475 | 0.768 0.993 0.007
7 16747710 | 20707547 | 3959.838 | 4342 | 0.912 0.992 0.008
7 20801811 | 21889683 | 1087.873 | 1047 | 1.039 0.988 0.012
7 23543273 | 25083685 | 1540.413 | 1317 | 1.170 0.989 0.011
7 26066801 | 27135313 | 1068.513 | 1026 | 1.041 0.989 0.011
12 54815825 | 56122493 | 1306.669 | 1812 | 0.721 0.985 0.015
12 58727612 | 59940661 | 1213.050 | 1198 | 1.013 0.984 0.016
12 61934648 | 63340268 | 1405.621 | 1500 | 0.937 0.987 0.013
Tabulka 2: Vysledky programu Homwes - vzorka 1
CHR | POS1 POS2 KB NSNP | DENSITY | PHOM | PHET
3 90461020 | 93506547 | 3045.528 | 18 169.196 0.778 0.222
4 49654927 | 52661226 | 3006.300 | 88 34.163 0.818 0.182
6 58778967 | 61914436 | 3135.470 | 39 80.397 0.872 0.128
X 34228587 | 35517639 | 1289.053 | 1121 1.150 0.971 0.029
X 79716811 | 80929140 | 1212.330 | 792 1.531 0.966 0.034
X 98104365 | 99158850 | 1054.486 | 545 1.935 0.965 0.035
X 102631922 | 103855412 | 1223.491 | 741 1.651 0.949 0.051

Tabulka 3: Vysledky programu Plink - vzorka 1

Chrom

Begin

End

Length

16934102

18498494

1.56

21606679

23371925

1.77

23679653

24926344

1.25

27563981

29709234

2.15

30211894

31238661

1.3

11630298

13035913

1.41

13039631

14251060

1.21

15499742

16644141

1.14

16996528

18772519

1.78

22439983

25086858

2.65

NN NNl lv|lolo|lo|lo|o

25926070

28439665

2.51
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Tabulka 4: Vysledky programu BCFTools/RoH - vzorka 1

Chrom | Begin End Length
12 55224926 | 56299718 | 1.7

12 57235506 | 58294344 | 1.6

12 58841415 | 59907414 | 1.7

12 61533371 | 63340270 | 1.81

Chr | Begin End Size (Mb) | Nb variants | Percentage homozyg.
chrl | 31687831 | 32797937 | 1.11 280 92.50
chrl | 49432938 | 50725242 | 1.29 281 89.68
chrl | 92396282 | 93421930 | 1.03 489 91.41
chr3 | 52252969 | 53291478 | 1.04 621 96.62
chr3d | 82495988 | 83818831 | 1.32 664 95.18
chrd | 135796351 | 136944485 | 1.15 427 96.02
chrd | 3828034 5642274 1.81 938 98.61
chrd | 49647937 | 52980436 | 3.33 98 89.80
chr4 | 151122552 | 152259759 | 1.14 538 93.68
chrb | 133386314 | 134518445 | 1.13 356 93.54
chr6 | 15984674 | 18180068 | 2.20 916 98.03
chr6 | 18180074 | 26673222 | 8.49 5240 98.89
chr6 | 26703092 | 29709227 | 3.01 1099 96.91
chr6 | 32557776 | 35755658 | 3.20 3425 99.18
chr6 | 62693105 | 63859288 | 1.17 526 95.06
chr7 | 27138183 | 28904272 | 1.77 1112 98.56
chrll | 38072866 | 39310853 | 1.24 827 94.32
chrll | 49340635 | 50459090 | 1.12 825 88.48
chrl3d | 96095432 | 97375242 | 1.28 733 93.72
chrl9 | 26932297 | 28425408 | 1.49 162 93.21
chr22 | 28204797 | 29457582 | 1.25 397 92.70

Tabulka 5: Vysledky programu AutoMap - vzorka 2
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CHR | POS1 POS2 KB NSNP | DENSITY | PHOM | PHET
3 90480008 | 93555118 | 3075.111 | 32 96.097 0.938 0.063
4 4577211 | 5642273 | 1065.063 | 933 1.142 0.990 0.010
6 18234510 | 19328870 | 1094.361 | 1828 | 0.599 0.993 0.007
6 19342644 | 21664728 | 2322.085 | 2304 | 1.008 0.989 0.011
6 23160569 | 24648905 | 1488.337 | 2180 | 0.683 0.993 0.007
Tabulka 6: Vysledky programu Homwes - vzorka 2
CHR | POS1 POS2 KB NSNP | DENSITY | PHOM | PHET
2 90522261 | 91599844 | 1077.584 | 16 67.349 0.750 0.250
90479270 | 93555119 | 3075.850 | 44 69.906 0.864 0.136
49657260 | 52673619 | 3016.360 | 45 67.030 0.844 0.133

Tabulka 7: Vysledky programu Plink - vzorka 2

Chrom

Begin

End

Length

15066724

16074896

1.01

16075936

18498494

2.42

18889784

20370199

1.48

25651602

26674173

1.02

27563981

29709234

2.15

34043298

35137006

1.09

N | S| DD ||| DD

27146138

28439665

1.29

Tabulka 8: Vysledky programu BCFTools/RoH - vzorka 2
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