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1 Úvod
Transplantace krvetvorných buněk je proces, při kterém jsou dárci odebrány krvetvorné

buňky (štěp), které jsou následně vpraveny do těla pacienta trpı́cı́ho hematologickou poruchou.
K potlačenı́ potransplantačnı́ch komplikacı́, jako je reakce štěpu proti hostiteli nebo návrat ne-
moci, je třeba vybı́rat co nejvhodnějšı́ho dárce pro daného pacienta. Dárci se primárně vybı́rajı́
podle shody v HLA genech. V současné době je prokazován vliv i dalšı́ch genů a dále se zkou-
majı́ vlivy jejich alelických variant.

Pro zı́skánı́ informace z DNA o konkrétnı́ch variantách
sledovaného genu (alelách) se využı́vajı́ sekvenačnı́ metody.
Prezentovaná metodika vycházı́ ze sekvenace Sanger meto-
dou pro geny MICA/MICB. Výstupem této metody je chro-
matogram, což je posloupnost vln, kde každá barva značı́
jednu bázi. Cı́lem je určenı́ posloupnosti pı́smen A, C, G a T
(nukleové báze) označované jako sekvence. Pro zjednodušenı́,
urychlenı́ a zpřesněnı́ analýz je snaha identifikaci automatizo-
vat. Obrázek 1: Chromatogram

2 Zpracovánı́
Sekvence z jednoho jedince (pacienta/dárce) je metodicky zı́skávána v pěti úsecı́ch sek-

vence (tzv. pěti exonů). Každy exon je sekvenovaný obousměrně. Vzniknou tak tedy dvě sek-
vence - forward a reverse, které jsou vstupem do popisované pipeline (Obrázek 2). Sekvence
je třeba sloučit a identifikovat na základě dostupných znalostı́ referenčnı́ch alel (v této práci
využito IPD [Robinson et al. (2013) ]). Výstupem jsou identifikované dvě alely, které mohou
být obě stejné (homozygotnı́) nebo dvě různé (heterozygotnı́).

2.1 Pipeline
1. Zı́skané sekvence všech jedinců pro daný exon jsou vloženy do jednoho fasta souboru

spolu s referenčnı́mi sekvencemi pro daný exon.

2. Pro určenı́ umı́stěnı́ exonu v sekvenci jsou sekvence ve vytvořených souborech zarovnány
a seřı́znuty podle referenčnı́ch sekvencı́. [Sievers et al. (2011), Edgar RC (2021)]
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3. V sekvenci se mohou objevit nejednoznačné báze (Y, S,
K a jiné). V chromatogramu je to možné pozorovat jako
dvě vlny přes sebe. Toto pı́smeno v sobě typicky uchovává
dvě báze. Rozdělenı́ probı́há podle IUPAC klı́če a to tak,
že jsou sekvence, ve kterých se toto objevuje, rozděleny na
dvě sekvence, kde v každé sekvenci je jedno z možných
pı́smen (v přı́padě Y je to C a T). [Cornish-Bowden A.
(1984)]

4. Sekvence, které neodpovı́dajı́ žádné referenci jsou od-
straněny.

5. Pokud je sekvence určena jako heterozygotnı́, je za-
chován pouze shodujı́cı́ se pár (pár s odlišnými bázemi na
neurčitých pozicı́ch).

6. Alely jsou určené pomocı́ průniků výsledků na všech exo-
nech.

Chybovost pipeline je způsobena podobnostı́ alel (rozdı́l i pouze
v jednom pı́smenu), chybou sekvenace, heterozygociı́ či neustále
nově přı́chozı́mi alelami. Pro odstraněnı́ části zjištěných nedo-
statků probı́halo předzpracovánı́ dvěma způsoby. Prvnı́m bylo
spojenı́ forward a reverse sekvence do jedné sekvence pomocı́
nástroje CAP3 [Huang, Madan (1999)]. Nástroj se rovněž posta-
ral o převedenı́ chromatogramu do sekvence. Druhým způsobem
bylo zpracovávánı́ forward a reverse sekvence odděleně. V tomto
přı́padě probı́halo převedenı́ chromatogramu do sekvencı́ pomocı́
Biopythonu.

3 Závěr

Obrázek 2: Pipeline

Navržená pipeline usnadňuje práci při zpracovánı́ genomických dat, avšak neřešı́ všechna
úskalı́. Stále je v některých přı́padech potřeba manuálnı́ho zásahu. Do budoucna je snaha mini-
malizovat tyto zásahy za pomoci metod umělé inteligence.
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