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Sazetak

Diplomskog rada studenta/ice Filip Cavlovi¢, naslova

METODE PROCJENE GENOMSKOG INBRIDINGA

Parenje jedinki u srodstvu, odnosno inbreeding dugi je niz godina predmet
istrazivanja mnogih radova. Inbreeding se mjeri pomocu koeficijenta inbreedinga do
Cijeg se izraCuna moze doci koriStenjem podataka iz rodoslovlja ili preko genomskih
podataka. Procjena stupnja inbreedinga iz pedigrea ima odredene nedostatke, a
razvoj molekularnih markera doveo je do razvoja niza metoda procjene koeficijenta
inbreedinga iz genomskih podataka. Procjena inbreeding koeficijenta iz podataka
SNP-ova i dalje je naj¢eSce koriStena metoda no pojava NGS sekvenciranja donosi
vecCu koli€inu i kvalitetu podataka te ima potencijal postati prvi izbor kod procjene
inbreeding koeficijenta. Medutim, s dobrim stranama iskazali su se i odredeni problemi
kao Sto su cijena, pohrana, moguc¢nost analize odnosno nedostatak adekvatnih
softvera i pitanje privatnosti. lako se cijena NGS analiza drastiCno snizila i dalje je
financijski nepristupatna mnogim znanstvenicima, osobito ako se istrazivanje bazira
na vec¢em broju jedinki. Postojeéi problemi sa pohranom podataka WGS analiza su i
dalje nerijeSeni, iako su predloZzena neka djelomi¢na rjeSenja, ve€inom sa sobom
donose neka ograniCenja ili rizike. U radu saZeto su prikazane neke od metoda
procjene inbreedinga iz genomskih podataka kao i trenutne limitacije te moguca

buduca rjeSenja

Kljuéne rijeci: inbreeding, koeficijent inbreedinga, NGS



Summary

Of the master’s thesis - student Filip Cavlovig, entitled

METHODS OF ESTIMATING GENOMIC INBREEDING

Mating of related organisms, also known as inbreeding, has been the topic of
many studies. Inbreeding is measured by coefficient of inbreeding which is calculated
either by using pedigree data or by the usage of genomic data. Estimation of inbreeding
coefficient from pedigree has certain disadvantages and development of molecular
markers has led to creation of several methods to estimate inbreeding coefficient from
genomic data. Estimation of inbreeding coefficient from SNP data is still the most often
used method but development of NGS sequencing brings more data and better quality.
However, with beneficial sides of NGS, some problems have also arisen. Problems
like price, data storing, data processing and the question of privacy. Although the price
has drastically dropped it is still not affordable to most researchers, especially if the
research is based on a large number of samples. Existing problems with data storage
are still not solved and even though some part solutions have been suggested, they
come with certain limitations and risks. This thesis summarizes some of the methods
for estimating inbreeding from genomic data as well as current limitations and possible

future solutions.

Keywords: inbreeding, inbreeding coefficient, NGS



1. Uvod

Inbreeding, najCesSce definiran kao parenje jedinki koje imaju zajedniCkog
pretka, kroz povijest je priviadio paznju i polemiku u svim slojevima drustva. Siroko je
koriSten u stvaranju pasmina domacih Zivotinja, uzgoju superiornih jedinki, ali i u
medicini. U medicini su posebno poznati inbred misevi koji su doprinijeli istraZivanjima
raka (npr. BRAF gen kod malignog melanoma), pretilosti (hormon leptin) i mnogih

drugih bolesti.

Zapadno drustvo na brakove izmedu bliskih bioloskih srodnika opcéenito gleda
neprihvatljivo te ga brane vecina religija i zakoni. S druge strane srodstvo je Siroko
preferencijalno u populaciji Azije i Afrike gdje takvi brakovi trenutno otprilike 20-50%.
(Alvarez i sur., 2009.) Dok su kod ljudi Stetne posljedice inbreedinga najbolje opisane
na slu€ajevima iz europskih monarhija (Alvarez i sur., 2009.) smatra se da kod drugih
vrsta ta praksa nije ni priblizno toliko opasna. lako inbriding povecava rizik prijenosa
Stetnih gena, on takoder osigurava oCuvanje dobrih (korisnih) gena unutar populacije

te ponekad prednosti inbreedinga nadmasuju nedostatke.

Ipak, moderna stoCarska praksa i praksa uzgoja odredenih pasmina domacih
Zivotinja povlate za sobom i pitanje o Stetnim posljedicama. Najpoznatiji primjer
Stetnog ucinka inbreedinga je inbreeding depresija. Ona se procjenjuje putem regresije
gdje je koeficijent inbreedinga (odnosno mjera kojom iskazujemo stupanj inbreedinga)
nezavisna varijabla, a svojstvo koje promatramo je zavisna varijabla. Lako
zaklju€ujemo kako je za pravilnu procjenu Stetnog efekta inbreedinga nuzno Sto

pouzdanije procijeniti koeficijent inbreedinga.

Nacini procjene koeficijenta inbreedinga su brojni, a danas ih mozemo grubo
podijeliti na one koji koriste rodovnik i na one koji koriste informaciju o genomu

Zivotinje. Oba nacina imaju svoju primjenu, prednosti i nedostatke.



1.1. Inbreeding

Inbreeding je uopceno definiran kao parenje jedinki koje su u srodstvu preko
zajednickih predaka. (Falconer, 1989.). Parenje u srodstvu, pa tako i sama definicija
inbreedinga duze su vrijeme polemika mnogih znanstvenih radova te istrazivanja i to
primarno zato Sto je postavljanje praga iznad kojeg se jedinke smatraju srodnima
relativan pojam. 1z tog razloga parenje u srodstvu najbolje je definirati kao parenje
jedinki Ciji je stupanj srodnosti veci od prosjeka stupnja srodnosti unutar promatrane

populacije ili vrste. (Curik i sur., 2014.)

Jo$ jedan razlog diskusije oko pojma inbreedinga je Sto se on koristi za
objasnjenje Sirokog raspona genetskih pojmova kao $to su smanjenje genetske
raznolikosti konacnih populacija, promjene u efektivnim veli¢inama populacija,
genetskom driftu, promjenama u strukturi populacije, odstupanja od Hardy-Weinberg
ravnoteZze te smanjenja prosjeka populacije. Inbreeding povecava frekvenciju
homozigotnih genotipova te smanjuje frekvenciju heterozigotnih genotipova dok

frekvencija alela ostaje nepromijenjena. (Curik i sur, 2014.)

Upravo te promjene u frekvencijama mogu dovesti do redistribucije genetskih
varijacija unutar i izmedu populacija (Fernandez i sur., 1995.), smanjenja prosjeka
populacije za svojstva povezana sa fitnessom (Charlesworth i sur., 2009.), povecanje
homozigotnih recesivnih poremecaja (Alvarez i sur., 2009.) te smanjenje u homeostazi

populacije (Lerner, 1954.).

Povijesno inbreeding prati negativna konotacija. Puno prije nego $to su
provedena znanstvena istraZivanja ovaj stav se temeljio na opaZanjima prvih
uzgajivaca domacih zivotinja te na Cinjenici abnormalnog razvoja potomaka koji su
inbred. Pogotovo na primjeru ljudi primjecuje se kako potomstvo roditelja koji su u
srodstvu povecava mogucnost urodenih poremecaja zato $to inbreeding povecava
proporciju homozigotnosti, osobito za Stetne recesivne alele koji uzrokuju takve

poremecaje. (Alvarez i sur., 2009.)

Inbreeding odnosno parenje u srodstvu moze dovesti do mnogih pozitivnih i
negativnih utjecaja na promatranu populaciju. Parenje u srodstvu se moze Koristiti i za

otkrivanje gena koji uzrokuju abnormalnosti ili su letalni. Takvi geni su obi¢no prisutni



u niskim frekvencijama kod populacija gdje nema parenja u srodstvu, gotovo uvijek su
recesivni i njihov uCinak ne dolazi do izrazaja zbog dominantnih alela stoga do
ekspresije Stetnih gena ne dolazi kada su naslijedeni pojedinacno nego su potrebne
dvije kopije tog alela pa im se vjerojatnost ekspresije povecava inbreedingom.
Otkrivanje letalnih gena omogucuje otklanjanje istih iz populacije preko otklanjanja

potomaka koji nose te iste gene kao i njihovih roditelja.

Smanjenje proizvodnosti u korelaciji je sa stupnjem inbreedinga, to je vedi
inbreeding vece je smanjenje proizvodnosti. Medutim, stvarno smanjenje proizvodnosti
nije isto kod svih vrsta i svojstava. Parenje u srodstvu ne utje€e puno na svojstvo kao
Sto je kvaliteta mesa, ali ima znacCajan utjecaj na svojstva fithesa kao $to su Zivotni
vijek, plodnost i zdravlje. Moguce je predvidjeti utjecaj inbreedinga na odredene
osobine te se ta predvidanja temelje na rezultatima dobivenim u eksperimentalnim

uvjetima u kojima su postignute razli€ite razine inbreedinga.

Postoje mnogi dokazi da inbreeding ima Stetne posljedice te da je povezan sa
padom prosjecnog fenotipa u mnogim biljnim i zZivotinjskim vrstama. (Charlesworth i
sur., 2009.). Ova pojava naziva se inbreeding depresijom. Inbreeding depresija
definirana je kao smanjenje prosjeCne vrijednosti svojstava i smanjenje genetske
varijabilnosti uzrokovano parenjem u srodstvu. Posto je inbreeding depresija negativna
posljedica inbreedinga potrebna je to€na i precizna procjena koeficijenta inbreedinga
kako bi se izbjegla njena pojava. Takoder do inbreeding depresije dolazi sporije u
velikim populacijama odnosno u populaciama s ve¢om razinom genetske

varijabilnosti. (Charlesworth i sur., 2009.)

Nadalje, ucinci inbreeding depresije se povecavaju u nepovoljnim i stresnim
okruZenjima. Tako se u studijima ptica pokazalo kako jedinke koje su inbred imaju vecu
stopu smrtnosti tokom jakog nevremena nego outbred jedinke. Takoder je na populaciji
ovaca prikazano da su inbred jedinke zarazene parazitima imale veCu stopu smrtnosti
od outbred jedinki (Coltman i sur., 1998.). Na populaciji leptira prikazan je pad
uspjeSnosti parenja jedinki koje su bile u zarobljenidtvu s obzirom na divlje jedinke
(Joron i sur., 2003.). Navedeni podatci sugeriraju da je inbreeding izazvao vecu stopu
smrtnosti te da simulirani podatci ili podatci dobiveni kroz opaZanje jedinki u

kontroliranim uvjetima ne mogu u potpunosti pretpostaviti interakciju okoliSa i



inbreedinga odnosno da podatci dobiveni simulacijama mogu prikriti prave utjecaje

inbreedinga koji mogu biti ja¢i od o€ekivanih u divljim populacijama. (Polasek, 2009.)

Raspon pojave inbreeding depresije moze se kretati od abnormalnosti kao Sto
su mutirani fenotipovi koji su letalni ili uzrokuju genetske bolesti do manje drastiCnih
posljedica kao Sto je spomenuto smanjenje fithes svojstava inbred individua
(Charlesworth i sur., 2009.). Polasek (Polasek, 2009.) u svojoj disertaciji pak navodi
kako je inbreeding depresija Cesto je povezana s mnogim negativnim ucincima na
razini jedinke ili populacije te kako inbreeding depresija utjeCe na povecanje stope
smrtnosti, smanjenje svojstava fitnessa, smanjenje reproduktivne sposobnosti,
povecanje podloznosti bolestima te smanjene rezistencije od nametnika i dr. Polasek
(Polasek, 2009.) takoder navodi kako koli¢ina i intenzitet inbreeding depresije nemaiju

isti u€inak u svim fazama zivota jedinke.

Suprotnost inbreedingu je parenje jedinki koje nisu u srodstvu odnosno
outbreeding. Zbog promjena u individualnoj heterozigotnosti dolazi do povecanja
prosjeka svojstva pa se Cesto se koristi u uzgoju zivotinja i biljaka. Ova pojava ima
nekoliko naziva; heterozis, prednost heterozigota ili heterozigotni vigor (Alam i sur.,
2004.). Heterozis moZzemo promatrati na individualnoj razini i na razini populacije te na
razini jednog gena ili cijelog genoma. Na razini pojedinca heterozis moze znaciti
poveéanu heterozigotnost u odnosu na populaciju iz koje jedinka dolazi, odnosno
poboljanje fenotipskih svojstava kao posljedice takvog genotipa i/ili na poboljSanu
vjerojatnost prezivljavanja jedinke zbog poboljSanog fenotipa (David, 1998.). Na razini
populacije to moze predstavljati usporedbu neke populacije s drugom ili pak s
referentnom populacijom, a obzirom na prednosti koje proizlaze iz heterozigotnosti
genotipa, a na razini gena ili genoma moze znaciti regije gena ili genoma koje imaju
vecu ili manju razinu heterozigotnosti u odnosu na neku drugu regiju ili cijeli genom
(Polasek, 2009.).

Postavljene su dvije glavne hipoteze kojima se pokusalo objasniti fenomene
inbreeding depresije i heterozisa i to su hipoteza djelomi¢ne dominantnosti te hipoteza
overdominantnosti. Hipoteza djelomi¢ne dominantnosti pretpostavlja da se ucinci
Stetnih recesivnih alela povecCavaju u homozigotnim organizmima, a hipoteza

overdominantnosti pretpostavlja da je heterozigotha kombinacija alela na nekom



lokusu superiornija od bilo koje homozigotne kombinacije na istom (Falconer i sur.
1996.; Polasek, 2009.).

Glavni problem povezan sa inbreedingom i inbreeding depresijom je njihovo
otkrivanje i kvantifikacija. U vecini sluCajeva procijenjeni inbreeding se mora usporediti
s referentnom populacijom koju mozemo i ne moramo imati , a takoder je ponekad
teSko definirati populaciju od interesa zbog raznih demografskih i populacijskih
genetickih dogadaja kao Sto su migracije, preklapanje generacija te nejednakost
spolova u populaciji. O svemu ovdje spomenutom bit ¢e viSe rije€i u narednim

poglavljima.

Unato€ negativnim utjecajima inbreedinga on je i dalje vrlo koristan u uzgoju

Zivotinja te je bitan za razvoj i nasljedivanje pozeljnih svojstava buduci da povecava

udio sliénih gena. (https://extension.missouri.edu/publications/g2911) Inbreeding je
takoder Cesto koriSten kod kreiranja pasmina domacih zivotinja zbog vece frekvencije
nasljedivanja pozeljnih svojstava te mogucnosti fiksacije gena. Inbreeding ima
znacajnu ulogu i u medicini, kao $to je prije napomenuto, u istrazivanju raka i pretilosti
a uz to i Alzheimerove bolesti, dijabetesa te raznih patogena i ostalih bolesti. Inbred
miSevi, odnosno odredeni sojevi, pokazali su podloznost infekciji kada su bili izloZeni
odredenim patogenima, dok su neki sojevi pokazali rezistenciju. Neke od bolesti koje
uzrokuju ti patogeni su antraks, listerioza, pneumonija i tuberkuloza gdje je patogen
bakterija te gripa, herpes (citomegalovirus) te bolest Zapadnog Nila gdje je patogen
virus. Genetske studije koje su se bazirale na takvim podatcima omogudile su
otkrivanje mnogih gena cCija uloga objasnjava zasto su neki domacini osjetljivi a neki
rezistentni na odredene patogene, kako kod miSeva tako i kod ljudi

(https://www.jax.org/news-and-insights/jax-blog/2013/october/inbred-mice-genetic-

tools-for-modeling-infectious-diseases). Zato $to je inbreeding vazan za proucavanje i

razumijevanje evolucije biljaka i zivotinja te za promatranje kvalitete komercijalno
vaznih pasmina znanstvenici su razvili nekoliko metoda za njegovu procjenu. (Curik i
sur. 2014.) U svakoj metodi spominje se pojam identi¢nost po porijekiu (engl. Identical

by descent; IDB) stoga ga objasnjavam prije opisa metoda procjene inbreedinga.
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1.2. Identi€énost po podrijetiu

Aleli se smatraju identi¢nima po podrijetlu (IBD) ako su naslijedeni od istog
ancestralnog haplotipa odnosno od istog zajedni¢kog pretka. Pojam IBD prvi je
upotrijebio Crow (1954.). Jedinka koja na nekom lokusu ima dva alela koji su IBD
naziva se autozigotom. (Falconer, 1989.)

Ono sto veze koeficijent inbreedinga (F) i IBD kao pojam je definicija po kojoj je
on F proporcija gena neke individue koji su IBD te se mozZe raCunati iz rodovnika
odnosno pedigrea, ali i procijeniti iz frekvencija alela dobivenih genotipizacijom. Kada
je F izraCunat preko rodovnika IBD status se moze tumaciti kroz vjerojatnost ili
korelaciju putanje te je dobivena vrijednost uvijek odredena strukturom rodovnika. Za
takvu procjenu F mora se uspostaviti bazna populacija (Curik i sur., 2014.). Posto se
broj predaka u pedigreu po generaciji povecava za 2n, gdje je n broj generacija, dolazi
do eksponencijalnog povecanja pedigrea Sto dovodi do toga da su sve u odredenoj

generaciji srodne.

Zanimljiv primjer spominje genetiCar Adam Rutherford, a vezano za ljudsku

populaciju  (https://www.scientificamerican.com/article/humans-are-all-more-closely-

related-than-we-commonly-think/). On trazi Citatelja da broji sve svoje pretke u

obiteljskom stablu unatrag. U n-toj generaciji prije sadasnje nase obiteljsko stablo ima
2n grane: dvije za roditelje, Cetiri za bake i djedove, osam za pradjedove i tako dalje.
Broj grana tako raste eksponencijalno. Do 33. generacije - prije otprilike 800 do 1000
godina - imamo ih vise od osam milijardi. To je viSe od broja ljudi koji danas Zive, a to
je zasigurno mnogo vecéa brojka od svjetske populacije prije 1000 godina. lako je na
prvi tren paradoksalno, autor navodi kako grane naSeg obiteljskog stabla nisu u
potpunosti razdvojene i nezavisne i ispreplicu se. Mnogi preci mogu zauzimati viSe
grana. Rutherford navodi dalje primjer kako je necija pra-pra-pra-pra-pra-prabaka
mogla je biti ujedno biti i pra-pra-pra-pra-teta, a to sve zajedno dovodi do zakljuCka da
je CovjeCanstvo prilicno srodno i da smo svi srodniji nego $to intuitivno mislimo. U
navedenom popularnom ¢lanku spominje se i 2004. godina kada je putem
matematickog modeliranje i raCunalne simulacije grupe statistiCara pod vodstvom
Douglasa Rohdea, ustanovljeno kako je najmladi zajedniCki predak cijelog danasnjeg

CovjeCanstva vjerojatno zivio ne prije 1400. godine prije Krista, a moguce i 55. godine
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poslije Krista. U vrijeme egipatske kraljice Nefertiti (otprilike 1370. pr. Kr. - otrprilike
1330. pr. Kr.), netko od koga svi potjeCemo vjerojatno je bio zZiv negdje u svijetu.
Gledajuéi jos viSe unatrag dolazimo do trenutka kada nasa obiteljska stabla dijele ne
samo jednog zajedniCkog pretka, ve¢ svakog zajedniCkog pretka, a taj se trenutak
naziva genetska izoto€ka i u njoj obiteljska stabla bilo koje dvije osobe na zemlji, koliko
god udaljeno izgledala, vode istoj grupi jedinki. lako su prvi ljudi napustili Afriku i poCeli
se Siriti svijetom prije najmanje 120.000 godina, genetska izotoCka dogodila se mnogo
kasnije | to negdje izmedu 5300. i 2200. godine prije Krista

(https://www.scientificamerican.com/article/humans-are-all-more-closely-related-than-

we-commonly-think/).

Bazna populacija u teoriji bi trebala biti sacinjena od jedinki za Cije se roditelje
donosi pretpostavka da su nepoznati i da nisu u srodstvu. (Falconer i sur., 1996.) U
stvarnosti svi pojedinci za koje se smatra da nisu u srodstvu prema gore navedenom
primjeru u srodstvu su preko zajedniCkog pretka prije n generacija, odnosno u
genetskoj izoto€ci. Njihovi IBD segmenti zbog zajednickog pretka prije n generacija
imaju IBD segment prosje¢ne duljine 1/(2n) Morgana (M) (Browning i sur., 2010.).
Browning (Browning i sur., 2010.) pojasnjavaju kako su rodaci koji su imali zajednickog
pretka pred 50 generacija imaju IBD segment prosjeCne duljine od 1 centi morgana
(cM).

Molekularni pristup procjene ima za cilj utvrdivanje svih IBD segmenata Cije
detaljno utvrdivanje u stvarnom svijetu nije mogucée iz razloga sto se ne mogu
identificirati svi IBD segmenti za sve zajedniCke pretke kroz dugo vremensko razdoblje.
(Curik i sur., 2014.) Kada su pak u pitanju rodovnici s velikom koli¢inom informacija,
odnosno s mnogo generacija, IBD segmenti mogu postati veoma kratki $to moze

oteZavati njihovo otkrice.

U svrhu rjeSavanja navedenih problema potrebno se osloniti na dodatne
informacije koje ili izravno procjenjuju autozigotnost ili su u korelaciji s autozigotnosti.
Takoder podatci o duljini haplotipa mogu dati indormacije o IBD statusu. Prema
spomenutoj formuli za o€ekivanu duljinu IBD segmenta (Lexpecten=1/(2n) M) jasno je
da Sto su dulji homozigotni haplotipovi veca je i vjerojatnost da su IBD (Browning i sur.,
2010.).
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1.3. Pedigre inbreeding koeficijent

U nizu radova objaviljenih izmedu 1913. i 1917. godine Raymond Pearl je
napravio prvi poku$aj izraCuna inbreedinga na temelju podataka iz rodovnika, odnosno
pedigrea. Sewall Wright 1922. godine objavio je pristup izraCuna inbreeding
koeficijenta iz pedigrea i njegova metoda dobiva Siroku upotrebu. Njegova metoda
izraCuna temelji se na nacelu da je inbreeding jedinke jednak polovici srodnosti
roditelja. ProSirenje ovog modela sugerira da se inbreeding moze izraCunati analizom
putanje iz korelacije izmedu proizvoljnih vrijednosti dodijeljenih uniji svih mogucih

gameta. Standardna formula za koeficijent inbreedinga, F, glasi:

Fy =) (/2" (1+E)

Gdje je n broj jedinki u nekom nizu koji povezuje roditelje jedinke x sa

zajednickim pretkom, a Fa je inbreeding zajedni¢kog pretka.

Medutim, iako je takav koeficijent bio jednostavan za izraCun njegovo biolosko
znacenje bilo je teSko za protumaciti, osobito za pojedince s nepotpunim ili neto¢nim
pedigreom. (Curik, 2014.)

1948. godine Malecot je definirao inbreeding koeficijent kao vjerojatnost da su
dva nasumic¢no odabrana alela nekog lokusa, koji je nasumi¢no odabran izmedu svih
lokusa u genomu, identi¢ni po podrijetlu. (Malecot, 1948.) U odsustvu selekcije i
mutacija donosi se pretpostavka da svi lokusi segregiraju na isti nacin te se stoga
oCekuje da imaju isti koeficijent inbreedinga nazvan pedigre inbreeding koeficijent
(Frep) (Curik, 2014.). Fpep jednak je prosjeCnoj autozigotnosti genoma jedinke.
Procjene inbreedinga temeljene na IBD-u moraju se usporediti sa ancestralnom
populacijom u kojoj nijedna jedinka nije srodna odnosno s baznom populacijom za koju

je vec utvrdeno da je teSko odrediva.

Kod izraCuna koeficijenta inbreedinga koriste¢i samo pedigre naj¢esée se
koriste ,analiza putanje” (engl. path analysis), matrica aditivhe srodnosti (engl. additive
relationship matrix) (Ballou, 1983.) i stohasticka segregacija gena (engl. Gene

dropping). Za izraCun koeficijenta inbreedinga Wrightov pristup je standard kada se



odnosi na jednu jedinku s jednostavnim pedigreom. Nasuprot tome, matrica aditivhe
srodnosti pokazala se vrlo ucinkovitom za brz izraCun koeficijenta inbreedinga za sve
individue neke populacije, ¢ak i one sa velikim i kompleksnim pedigreom. (Tier, 1990.;
VanRaden, 1992.; Aguliar i sur., 2008.) “Gene dropping” metoda moze biti
najprikladnija za dobivanje nepristrane procjene, na primjer kod izraCuna ancestralnog

inbreeding koeficijenta (Suwanlee i sur., 2007.) (Curik i sur., 2014.).

Koeficijenti inbreedinga dobiveni iz pedigrea imaju mnogo nedostataka. Jedan
od najcescih nedostataka je dostupnost i toCnost podataka pedigrea. Rodoslovlje je u
praksi Cesto nepotpuno, neprecizno i neto¢no kako za ljude tako i za domace Zivotinje,
a za divlje Zivotinje ne postoje pedigre podatci. Medutim, €ak i ako su podatci u
pedigreu potpuno pouzdani i toCni, Frep ne uzima u obzir stohastiCku prirodu

nasljedivanja. (McQuilan i sur., 2008.)

Kako smo vec¢ utvrdili, svaki pedigre pocCinje od neke bazne populacije
nesrodnih Zivotinja. Ipak, postoji mogucénost da je doSlo do inbreedinga u generacijama
Ciji podatci nisu prisutni u pedigreu Sto uzrokuje da svaka procjena koeficijenta
inbreedinga iz takvog pedigrea ne moze biti i nije potpuno precizna. Takoder je bitno
uzeti u obzir mogucénost laznog oc€instva ili drugih vrsta greSaka u pedigreu koje utjeCu

na procjenu Fpep (Bellis i sur., 2005.; Polasek i sur., 2010.; Keller i sur., 2011.)

Frep procjene takoder pretpostavljaju neutralnost. Curik i sur. (2002.) proveli su
simulacijsko istraZivanje koje sugerira da procjena koeficijenta inbreedinga iz pedigrea
dovodi do pristranih vrijednosti za ,,ostvarenu® ili ,,pravu® autozigotnost. Pristranost ovisi
o intenzitetu selekcije te o genetskom modelu svojstava pod selekcijom. Procjene
autozigotnosti koje se temelje na pedigreu niZze su od procjene temeljene na lokusima
s aditivnom ili djelomi€énom dominacijom i viSe od procjene temeljene na lokusu s
overdominacijom. UcCinak selekcije na inbreeding koeficijent zanemaren je u
predgenomskoj eri zbog pretpostavke da selekcija ne utjeCe na autozigotnost lokusa,

odnosno na nezavisnost segregacije alela u genomu. (Curik i sur. 2014.)



2. Metode procjene inbreedinga iz genomskih podataka

Prvi napredak u koriStenju molekularnih informacija za procjenu inbreedinga i
individualne multilokusne heterozigotnosti (engl. Individual multilocus heterozygosity;
MHL) proizaSao je iz teorijskih studija na razini populacije od strane Curie-Cohen 1981.
godine te Li i Horvitz 1953. godine te iz kompjuterskih simulacija na individualnoj razini
koje su izveli Bereskin i sur. 1969. i 1970. godine te Mitton i Pierce 1980. godine.

Mikrosateliti su u neku ruku prvi nasiroko koristeni genetski markeri pogodni za
mnoge primjene u populacijskoj genetici, a njihovu upotrebu €esto vidimo i danas. Oni
omogucuju procjenu genetske diferencijacije medu populacijama (Goldstein i sur.,
1995.; Slatkin, 1995.) kao i pracenje toka gena (engl. Gene flow) pomoc¢u analize
roditelja (Asuka i sur., 2005.). Buduci da su mikrosateliti prvenstveno neutralni ¢esto
se koriste za procjenu parametara bitnih za reprodukciju zivotinja kao Sto su inbreeding

ili srodnost unutar populacije (Blouin, 2003.). (Chybicki i sur., 2009.)

Izvor potencijalne pogreSke kod izraCunavanja srodnosti i inbreedinga iz
mikrosatelita je prisutnost null alela (engl. Null allele). Null aleli su aleli koji se ne
amplificiraju Sto dovodi do toga da jedinke koje imaju jedan ili vise null alela na
odredenom mjestu mogu biti pogresno definirane kao homozigoti ili se ne uzimati u
obzir za to mjesto. Jedan od zahtjeva za to¢nu procjenu srodnosti iz mikrosatelitskih

podataka je zanemarivanje lokusa koji sadrze null alele. (van de Casteele i sur., 2001.)

Medutim, lokusi koji sadrZze null alele uobiCajeno predstavljaju veliki dio
podataka te njihovo uklanjanje moze dovesti do znafajnog gubitka informacije o

odredenoj populaciji. (Wagner i sur., 2006.)

Za mjerenje individualnog koeficijenta inbreedinga potrebna je poznata
srodnost oba roditelja Sto zahtjeva podatke o podrijetlu izvan onih dostupnih za vecinu
divljih populacija (Marshall i sur., 2002.). U tu svrhu razvijeno je nekoliko multilokusnih
mjera kako bi se preko mikrosatelitskih podataka doslo do procjene inbreeding
depresije u populacijama za koje nisu dostupni koeficijenti inbreedinga (Coltman i sur.,
2003.). Najcesce takve mijere su MHL, srednja vrijednost d? te unutarnja srodnost
(engl. Internal relatedness; IR). (Curik i sur., 2014.)
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Empirijske studije koje su 2004. godine proveli Slate i sur. (2004.),
racunalne simulacije Balloux i sur. (2004.) te teorijske analize (DeWoody i sur., 2005.)
pokazale su da je broj mikrosatelitskih markera koji se obi¢no koristi u istrazivanju (od
15 do 50) prenizak za to€nu procjenu heterozigotnosti u cijelom genomu ili za prikaz

korelacije s inbreeding koeficijentom. (Curik i sur., 2014.)

Razvoj mikrosatelita pruzio je nove mogucnosti za poboljSanje
razumijevanja genetskih varijacija u populaciji domacih Zivotinja (Defaveria i sur.,
2013.; Fernandez i sur., 2005.). Procjena koeficijenta inbreedinga iz mikrosatelitskih
markera je brza, jeftina i ne zahtjeva podatke o pedigreu. Medutim, procjena
inbreedinga iz mikrosatelita objasnjava samo mali dio varijabilnosti od procjena
baziranih na pedigreu (Wang, 2016.). Takoder, usporedba pedigre i mikrosatelitskih
inbreeding koeficijenata razmatra dvije vrste razliitih homozigotnosti, a to su

identi¢nost po podrijetlu i identi¢nost po stanju (Hill i sur., 2011.). (Cortes i sur., 2019.)

Temeljem navedenog polimorfizmi jednog nukleotida (engl. Single nucleotide
polymorphisms; SNP) postaju najéeSce koristeni markeri u mnogim studijima. Njih je

mnogo u genomu, ucinkovito se detektiraju i ispituju i lako analiziraju. (Wakeley, 2001.)

SNP-ovi su zapravo najrasprostranjeniji oblik genetskih varijacija u genomu (za
razliku od mikrosatelita) (Seeb i sur., 2011.), i oni mogu pruziti potrebnu rezoluciju za

rieSavanje mnogih pitanja u ekologiji, evoluciji, biologiji i genetici.

Razvoj platformi za genotipizaciju visoke gustoée dovele su do mogucnosti za
povecéanje to¢nosti procijenjenih parametara. Dva naj¢e$c¢a prostupa za genotipizaciju
SNP-ova su metoda genotipizacije sekvenciranjem (engl. Genotyping by sequencing;
GBS) te metode temeljene na nizu (engl. Array based methods) u kojima su paneli ve¢
poznatih polimorfizama hibridizirani na ,chipove® od strane kompanija kao S$to su
lllumina i Affymetrix. (Humble i sur., 2020.)

GBS metode mogu genotipizirati desetke tisu¢a SNP-ova, no generiraju
velike koliCine podataka koje zahtijevaju bioinformaticku obradu Sto moze biti
vremenski i tehnicki izazovno (Shaferi sur., 2017.). Dodatni problem s GBS metodama
je Sto dubina pokrivenosti sekvence nije uvijek dovoljno visoka da se sa sigurno$c¢u
utvrde genotipovi $to moze dovesti do visokih stopa nedostajuc¢ih podataka (Huang i
sur., 2016.; Benjelloun i sur., 2019.). (Humble i sur., 2020.)
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Nasuprot tome, metode temeljene na nizu su brze, zahtijevaju minimalne
tehnicke napore, imaju nisku stopu greSaka u genotipizaciji te visoku pokrivenost (Shi
i sur., 2012.; Thaden i sur., 2020.). (Humble i sur., 2020.)

Razvijeno je nekoliko metoda za procjenu inbreeding koeficijenata
baziranih na SNP-ovima. Neki od njih su genomske matrice srodnosti te ROH

inbreeding koeficijent.
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2.1. Genomske matrice srodnosti

Genomske matrice srodnosti jedan su od nacina procjene Kkoeficijenta
inbreedinga iz genomskih podataka. To su matrice kovarijance izraCunate na temelju
SNP informacija pojedinaca odnosno na temelju malog broja alela. Imaju vaznu ulogu
u mjesSovitim modelima za analize i predvidanja na podruCju genetike. (Schlather,
2020.)

BLUP (engl. Best linear unbiased prediction; BLUP) se s razvojem i sve vecom
dostupnoséu genomskog materijala zamjenjuju sa GBLUP (engl. Genomic best linear
unbiased prediction; GBLUP). Kako je kod BLUP-a dijagonala numerator matrice
srodnosti (engl. Numerator relationship matrix; NRM) jednaka 1 + inbreeding
koeficijent odgovarajuce jedinke tako je generalno prihvaceno i kod GBLUP-a gdje se
numerator matrica srodnosti zamjenjuje sa jednom od genomskih matrica srodnosti.
(Villaneuva i sur., 2021.)

Kako se genomske matrice srodnosti koriste za procjenu genomskog inbreeding
koeficijenta potrebno je istraziti koja od matrica daje najbolju procjenu. Villaneuva i sur.
(2021.) usporedili su koeficijente inbreedinga dobivene iz procjene dijagonala pet
genomskih matrica srodnosti. PosSto ne postoji op¢a suglasnost nomenklature tih
matrica, odabran je naziv prema autoru koji ih je prvi postavio ili formulirao. (Villaneuva
i sur., 2021.)

Fnes je inbreeding koeficijent izraCunat iz dijagonalnih elemenata alelne matrice

srodnosti prema formuli u radu Nejati-Avaremi i sur (1997.).

=1 (i1 21 1, ) /2
Fygy = 5 -1

I;;, je identitet dva alela, i i j neke individue na SNP-u k te poprima vrijednosti

od 0 do 1 gdje je 0 ako aleli nisu identicni, a 1 ako jesu. Fnes je proporcija SNP-ova

jedinke koji su homozigotni te ne razlikuje izmedu alela IBD i IBS

13



FLen je inbreeding koeficijent baziran na matrici srodnosti koja opisuje devijacije
od Hardy-Weinberg ekvilibrijuma koja je raCunata prema formuli navedenoj u radu Li i
Horwitz (1953.)

SFyg; — Xp=1[1 = 2Pk(0y (1 = Pi(oy)]
Frgn = S
S = 2r=1[1 = 2P0y (1 — Pi(oy)]

Pk(o) j€ frekvencija referentnog alela (alel B) SNP-a k u referentnoj populaciji.

Procjenjuje devijaciju opazene frekvencije homozigota od one ocekivane u baznoj
populaciji koja je pod utjecajem Hardy-Weinberg ekvilibrijuma. Time ispravlja

homozigotnost prisutnu u baznoj populaciji i izrazava inbreeding za IBD alele.

Fvr1 je koeficijent inbreedinga izraCunat iz dijagonalnih elemenata genomske
matrice srodnosti dobiven metodom 1 navedenom u radu VanRaadena (2008.). Fvr1
je baziran na varijanci aditivne genetske vrijednosti i daje mjeru relativhu frekvencijama

referentnih alela u baznoj populaciji.

Yi=1(xk — 2Dk(0))? 3
2 Zi:l Pk(o)(l - Pk(o))

Fyp1 =

Gdje je xk genotip individue za SNP k kodirani kao 0 za genotip AA, 1 za genotip AB
te 2 za genotip BB a py o) je frekvencija referentnog alela (alel B) SNP-a k u referentnoj
populaciji. Razlika izmedu Fvr1 i FLen je u tome da Fvri homozigotni genotipovi su
dobiveni inverzijom frekvencije njihovih alela te zbog toga riedi homozigotni genotipovi

pridonose vise mjeri inbreedinga nego ucestali homozigotni genotipovi.

Fvrz je koeficijent inbreedinga izraCunat iz dijagonalnih elemenata genomske

matrice srodnosti dobiven metodom 2 navedenom u radu VanRaadena (2008.).

S
1 (X = 2Pi(0))”
Frre=52,7 1- B
£~ 2pye(0) (1 = Pr(o))
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Gdje su Xk py(oy jednaki kao za Fvr1. Fvrz je sliCan Fvri ali je suma kroz markere
dobivena drugacije, na nacCin da je utjecaj dan rijetkim alelima jo$ veci. Doprinos
svakog SNP-a je podijeljen sa varijancom istog dok je u Fvri zajedniCki doprinos svih

SNP-ova podijeljen sa zajednic¢kim denominatorom.

Fvan je inbreeding koeficijent izraCunat iz dijagonalnih elemenata genomske

matrice srodnosti prikazanoj u radu Yang (2010.).

Fypy = lzs: Xt — (1 + 2pr(o) )%k, + 2Pic(o)
S & 2Pk(0)(1 = Pk(o))
Gdje su Xki pk(oy jednaki kao za Fvri. Fyan baziran je na korelaciji izmedu ujedinjujucih
gameta te pridaje vise vaznosti homozigotnosti ,minor alela odnosno alela Cija je
frevencija druga u populaciji za odredeni SNP, nego homozigotnosti ,major“ alela
odnosno alela koji su najéeséi za odredeni SNP u promatranoj populaciji. . (Villaneuva
i sur., 2021.)

Na temelju dobivenih rezulata, Villaneuva i sur., (2021.) su zaklju€ili da osim
Fnes (koji se kre¢e od 0 do 1), vrijednosti za genomske koeficijente koji su istrazeni
nalaze se izvan raspona Malecotove i Wrightove definicije koeficijenta inbreedinga.
Ako se Kkoristi interpretacija inbreedinga kao dobitka ili gubitka varijabilnosti tada Fren
daje razumne vrijednosti, dok Fvri, Fvr2z i Fyan ne. Kada se gledaju ocekivanja
dobivena na razini populacije do izrazaja dolaze neke nedosljednosti za Fvri, Fvr2 i
Fvan. Te nedosljednosti ukljuCuju indikaciju da se moze izgubiti viSe varijabilnosti nego
8to je u pocCetku postojalo (Fvri, Fvrz i Fyan), da se varijabilnost smanjila kada se u
stvarnosti povecala (Fvri, Fvr2 i Fyan), da se varijabilnost povecala kada se u stvarnosti
smanjila (Fvr1 i Fvr2) i da nije moguée postici varijabilnost ve¢u od one koja je pocetno

postojala (Fvan). (Villaneuva i sur., 2021.)
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2.2. ROH segmenti

Vecina autora se slaze kako su Broman i Weber 1999. godine prvi koji su u
genomu ljudi primijetili duge kromosomske segmente homozigotnih markera. Oni
postojanje tih segmenata objasnjavaju kao posljedicu autozigotnosti, odnosno da su
rezultat parenja individua koje su u srodstvu te da postoji mogucénost da imaju utjecaj
na zdravlje ljudskog organizma. (Broman i sur., 1999.) Lencz i sur. (2007.) ove

segmente nazivaju ,Runs of Homozygosity“ (ROH) i ovaj je naziv uvrijezen i danas.

Prva analiza identifikacije ROH segmenata provedena je 2006. godine. Gibson
i sur., (2006.) Ciji su rezultati opisali ROH segmente razliCitih duljina, uCestalosti te
raspodjele po genomu potaknuli su mnoge ROH analize u humanoj i animalnoj
genetici. Kirin i sur. (2010.) provode istrazivanje populacijske povijesti i srodstva kod
ljudi temeljenih na ROH-u dok su u stoc¢arstvu prve studije o ROH-u izradene od strane
Soelknera i sur., (Soelkner i sur., 2010.) te FerenCakovi¢ i sur. (Ferenakovic i sur.,
2011.) na populacijama goveda. U svinjogojstvu prvi radovi na temu ROH-a provedeni
su kako bi se istaknuo utjecaj odnosa izmedu populacija, demografske povijesti i
utjecaja inbreedinga na frekvenciju homozigotnosti. (Bosse i sur., 2012.; Herrero-
Medrano i sur., 2013.). Khanshour (2013b.) te Metzger i sur. (2015.) provode ROH
analize u svrhu otkrivanja prisutnosti pozitivne selekcije kod konja. Kod ovaca
provedena su istrazivanja o populacijskoj strukturi, populacijskoj povijesti te
homozigotnosti na temelju ROH segmenata od strane Beynon i sur. (2015.) te
Muchadeyi i1 sur. (2015.). Guangul (2014.) analizira ROH segmente i genomske
koeficijente inbreedinga kod koza. (Peripolli i sur., 2017.)

Sve navedene studije definiraju ROH segmente kao dugacke regije
kromosomskih segmenata koje se identificiraju molekularnim markerima i
homozigotne su te mogu pruziti uvid u evolucijsku povijest i demografsku povijest
populacije, procjenu razine inbreedinga, identifikaciju utjecaja selekcije u proizvodnim
Zivotinjama i jo§ mnogo toga.

Utvrdeno je takoder kako distribucija ROH-ova nije slu€ajna u cijelom genomu
(Bosse i sur., 2012.), a genomska podrucja s najvecom ucestaloS¢u ROH segmenata

nazivaju se €¢esto ROH otoci (engl. ROH islands) (Nothangel i sur., 2010.) ili ROH

zarista (engl. ROH hotspots) (Pemberton i sur., 2012a.). Suprotno tome, regije s
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niskom ucestaloS¢u ROH segmenata nazivaju se ROH pustinje (engl. ROH deserts) ili
ROH ,coldspots® (Curik i sur., 2014.). Obzirom kako selekcija mozZe dodatno smanijiti
genetsku raznolikost i povecati razinu homozigotnosti u populaciji vjerojatnije je da ce
se genomska podrucja pod selekcijom poklapati sa ROH otocima. (Pemberton i sur.,
2012a.) i stoga se analiza ROH otoka obi¢no koristi za otkrivanje genomskih regija pod
selekcijom te otkrivanje genetske pozadine ekonomski vaznih svojstava u

populacijama domacih Zivotinja. (Fang i sur., 2021.)

Ringbauer i sur. (2021.) proveli su analizu drevne DNA (engl. Ancient DNA;
aDNA) temeljenu na ROH-u odnosno srodnosti. U radu su identificirali ROH segmente
u humanoj aDNA niske pokrivenosti na temelju informacija o haplotipu iz referentnog
panela novijih uzoraka. Analizirali su genomske podatke od 1.785 individua koji su
Zivjeli kroz zadnjih 45 000 godina. Otkrili su smanjenje srodnosti s ili ubrzo nakon
tranzicije iz nomadskog na sjedilacki nacin zZivota. Takvo otkri¢e, vjerojatno povezano
sa povecanjem veli€ine lokalnih populacija, opazeno je kroz nekoliko geografskih

regija dillem svijeta. (Ringbauer i sur., 2021)
2.2.1. Identifikacija ROH segmenata

Identifikacija ROH segmenata vecinom se vrsi iz podataka dobivenim iz GWAS
(engl. Genome-wide association study; GWAS) analiza SNP niza (engl. SNP array).
(Kuisur., 2011.; Yang i sur., 2012.; Joshi i sur., 2015.) Ovi podaci su vrlo dostupni, i
smatraju standardom s vrlo niskom greSkom kod identifikacije ROH segmenata. SNP
arrays obi¢no ukljuuju od 1,2 do 1,5 milijuna SNP-ova tipicno s frekvencijama alela
vec¢ima od 0.05 kako bi se najbolje predstavila struktura haplotipova u odabranoj
populaciji. SNP array sa 300 tisuéa SNP-ova dovoljni su za identifikaciju ROH
segmenata duljih od 1Mb $to odgovara pravom ROH-u uzrokovanom autozigotnoScu
dok s povecanjem duljine Zeljenog segmenta pada potrebna razlucivost SNP niza.
(McQuillan i sur., 2008.; FerenCakovic¢ i sur. 2013b.; Ceballos i sur., 2017.).

Brojni faktori utjeCu na identifikaciju ROH segmenata kao Sto su gustoca
markera, distribucija markera kroz genom, postotak pogresSaka i uCestalost riedeg alela
(engl. Minor allele frequency; MAF). (Feren€akovi¢ i sur. 2013b.; Ceballosi sur., 2017.)
Unato¢ velikom broju faktora o kojima ovisi precizna identifikacija ROH segmenata, jo$
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uvijek ne postoje optimalni uvjeti niti Cimbenici koji se moraju zadovoljiti za detekciju

ROH segmenata. (Ferencakovic, 2019.)

Uklanjanje SNP-ova s niskom MAF vrijednoS¢u uobi¢ajeno je u GWAS
analizama jer su tamo nepotrebni, no inercijom je isto takoder prihvaceno kao kontrola
kvalitete u ROH analizama. (Ferencakovi¢ i sur. 2013b.; Hillestad i sur., 2017.) 1z
razloga Sto su ROH kontinuirani segmenti vazno je zadrzati sto vise genomskih
podataka koji upucuju na evolucijske i selekcijske sile poput genetskog drifta ili fiksacije
alela, uklju€ujuci tako SNP-ove s niskim MAF, kako se ROH-ovi ne bi razdvojili u manje
segmente ili izgubili. (Hillestad i sur., 2017.)

Veli¢ina ROH segmenata mozZe upucivati na vrijeme inbreedinga gdje duzi ROH
segmenti upucuju na nedavno parenje u srodstvu gdje rekombinacija ne skracuje
identicne haplotipove naslijedene od zajednickog pretka te suprotno tome kra¢i ROH
segmenti upucuju na parenje u srodstvu prije mnogo generacija. Moguénost da se
velicinom ROH segmenata otkriju informacije o starim i nedavnim genetskim
promjenama ¢ini ROH korisnim alatom za analizu povijesti populacije, razine
inbreedinga i u€inka parenja u srodstvu na sloZene osobine i urodene poremecaje.

(Ferenc€akovic i sur, 2013a.)

Povecéanjem gusto¢e SNP-ova pojavljuju se i novi homozigotni i heterozigotni
SNP-ovi u ROH segmentu. Pojava novih SNP-ova uzrokuje povecanje kra¢ih ROH
segmenata i smanjenje duZih iz Cega se moze zakljuCiti da se poveéanjem gustoce
SNP-ova poboljSava rezolucija i smanjuju se greSke podjelom duzih ROH segmenata
na krace. Kod detekcije ROH-a od velike je vaznosti zadrzati Sto veci broj SNP-ova da
bi se dobile bolje informacije o distribuciji homozigotnosti. Veéa gusto¢a SNP-ova

pridonosi preciznijoj procjeni ROH-a od nize gustoce. (Hillestad i sur., 2017.)

Kroz razdoblje intenzivne analize ROH segmenata, koje mozemo reéi da
pocinje s ve¢ spomenutim radom Gibson i sur. (2006), pa sve do danas mozemo
izdvojiti dvie glavne metode za identifikaciju ROH segmenata: algoritmi
opservacijskog prebrojavanja genotipa (engl. Observational genotype-counting
algorithms) te algoritmi temeljeni na modelu (engl. Model-based algorithms).
(Ferencakovi¢, 2019.)
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2.2.1.1. “Observational genotype counting”

Kod metoda opservacijskog prebrojavanja razlikujemo ,klize¢i prozor® (engl.

Sliding window) te prebrojavanje. (Feren€akovic, 2019.)

Primjer metode koja koristi sliding window mozemo naci unutar programa
PLINK (Purcell i sur., 2007.). PLINK je jedan od najceS¢e koriStenih programa za
analizu ROH segmenata u ljudskoj i animalnoj populaciji. (Meyermans i sur., 2020.)
Generalno, u sliding window metodi prozor odredene duljine pomite se preko
podataka, korak po korak te se dobivaju vrijednosti prema podatcima u prozoru. Tako
PLINK opisuje ROH na temelju potrebnog broja homozigotnih SNP-ova koji se nalaze
u odredenom segmentu koriste¢i metodu kliznog prozora. Prvo se pomice prozor duz
genoma prema broju SNP-ova koje odreduje korisnik i odlu€uje ako je svaki prozor u
skladu sa postavljenim parametrima ili ne (Karimi, 2013.). Parametri ukljuuju
maksimalni broj dopustenih heterozigota u prozoru da bi se taj prozor smatrao
homozigotnim i dopusten broj nedostaju¢ih SNP-ova. Ako broj nedostajucih SNP-ova
prelazi postavljen prag, prozor se nece smatrati homozigotnim. Finalno, provjerava se
konacna duljina segmenata koji su odredeni kao homozigotni, moraju zadovoljiti
minimalne vrijednosti postavljene za broj SNP-ova kao i duljinu u Kb da bi se smatrali

ROH segmentom. (Meyermans i sur., 2020.)

Primjeri metode prebrojavanja implementirani su u programima SVS ( Golden
Helix SNP & Variation Suite; SVS v.7.6.8) i cgaTOH (Zhang i sur., 2013.).
(Ferencakovic¢, 2019.)

ROH modul SVS softvera predstavlja algoritam koji kontinuirano kroz cijeli
kromosom, ispituje podudaranje svakog moguceg niza s ulaznim parametrima koje je
odredio korisnik. Parametri ukljuCuju minimalni broj SNP-ova u ROH-u, minimalnu
duljinu ROH segmenta, minimalnu gustoéu, najvecu udaljenost te maksimalni broj
heterozigota i nedostajucih alela. Algoritam strogo primjenjuje ograniCenje na
maksimalni dozvoljeni broj heterozigota i nedostajucih alela. Svaki homozigotni SNP

smatra potencijalnim po¢etkom novog ROH segmenta. (Curik i sur., 2014.)

Program cgaTOH svaki SNP analizira zasebno te zatim zajedno. Na taj nacin
otkriva TOH (engl. Tracts of Homozygosity). Takoder ima dodatne znacajke za

klasifikaciju segmenata, kao npr. podudaranje po alelima. SNP-ovi su jedna on
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naj¢escih varijacija u genomu i mogu se razliito prikazati u ljudskim osobinama i
osjetljivosti na bolesti medu i unutar populacija. SNP-ovi mogu funkcionirati
pojedinacno, ali su €esto u koordinaciji sa drugim SNP-ovima da bi se manifestirala
neka bolest Sto ukazuje na to da se velik dio ljudske raznolikosti moze objasniti vecim
strukturnim razlikama pojedinih genoma koje su mnogo vece od razlika pojedinacnih

nukleotida.

U svrhu potpunog iskoriStavanja znacajki TOH-a te olakSavanja buducih
statistickih analiza uvodi se surogat-TOH odnosno regija koja zahvaca skupinu TOH-

a sa specificnim karakteristikama.

cgaTOH softver razvijen je u formatu naredbenog retka i ima mogucnost
interaktivne vizualizacije TOH outputa i surogat-TOH-a na razini kromosoma ili na
individualnoj razini za pojedinacni surogat-TOH. Takoder ima mogucénost prikaza NCBI
genomskih mapa. cgaTOH je algoritam za identifikaciju razli€itih skupova SNP-ova koji
prikazuju homozigotnost od individualnog TOH-a sve do surogat-TOH-a §to
omogucéuje promatranje raznih aspekata viSe karakteristika TOH-a i detekciju

proSirenih homozigotnih segmenata. (Zhang i sur., 2013.)

Karimi 2013. godine provodi istraZivanje u kojem je, izmedu ostalog, usporedila
rezultate detekcije ROH otoka koristeéi 3 razli€ita softvera: PLINK, SVS i cgaTOH. Na
temelju dobivenih rezultata ROH otoci detektirani trima softverima uvijek su bili na
slicnim mjestima, s neznatnom razlikom u frekvenciji signala. Softver cgaTOH je
detektirao veci broj individua u ROH hotspotovima, dok su se rezultati SVS-a i PLINK-

a vise preklapali. (Karimi, 2013.)
2.2.1.2. “Model based algorithms”

Kod metoda baziranih na modelu razlikujemo Skrivene Markovljeve modele
(HMM) koji uzimaju u obzir pozadinske razine LD-a, homozigotno heterogene HMM te
HMM Viterbi. (Feren€akovic, 2019.)

Skriveni Markovljevi modeli (engl. Hidden Markov models; HMM) ime su dobili
po ruskom matematiCaru Andreju Andrejevicu Markovu Kkoji je razvio veci dio
relevantne statisticke teorije. HMM su predstavljeni i prou¢avani po¢etkom 1970-ih te
su primarno bili koriSteni u prepoznavanju govora. Krajem 1980-ih uspjeSno su

primijenjeni u analizi bioloskih sekvenci. Skriveni Markovljevi modeli su statisticki
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modeli za prepoznavanje skrivenih informacija iz uocljivih uzastopnih simbola kao $to
je i nukleotidni niz. Imaju mnoge primjene u analizi sekvenci, posebno za predvidanje
egzona (sekvence nukleotida koju kodira gen) i introna (sekvencu nukleotida koja nije
kodirajuc¢a), poravnanje dvije sekvence i identifikaciju proteinske domene. HMM imaju
Siroku primjenu u molekularnoj biologiji od profiliranja sekvenci i viSestrukog
poravnanja proteina do filogenetike. HMM-i su vrsta strojnog ucenja koji su sa velikim
uspjehom koriSteni za dobivanje uvida u ,sakrivene” parametre koji se nalaze u
osnovnim podatcima. U slu€aju podataka genomskih sekvenci ti sakriveni parametri
mogu biti brzina evolucije ili vjerojatnost pojave nukleotida na odredenom mjestu.
HMM-ovi se mogu prosiriti za koriStenje distribucije frekvencije alela za mapiranje
varijacija temeljnih genetskih parametara u nekom segmentu DNA sekvence ili u

cijelom genomu. (Kern i sur., 2010.)

Skriveni Markovljevi modeli se mogu Koristiti za opis razvoja opazenih dogadaja
koji ovise o unutarnjim, sakrivenim, ¢imbenicima koji se ne mogu izravno promatrati.
Opazeni dogadaj nazivamo simbolom a ,sakriveni“ ¢imbenik stanjem. HMM se stoga
sastoji od dva stohastiCka procesa, vidljivog procesa uocljivih simbola te nevidljivog
procesa skrivenih stanja zbog €ega se naziva i dvostruko-ugraden stohasticki proces
(Rabiner, 1989.). Ovakav je pristup takoder koristan kod modeliranja bioloskih
sekvenci (DNA, RNA, proteini...). Obi¢no se bioloski slijed sastoji od manjih pod
struktura sa razli¢itim funkcijama, a razliCite funkcionalne regije Cesto pokazuju razliCita

statisticka svojstva. (Byung-Jun, 2009.)

U pristupima temeljenim na HMM-u opcenito se pretpostavlja da je duljina HBD
(engl. Homozygous by descent; HBD) odnosno segmenata homozigotnih po podrijetlu
eksponencijalno distribuirana. Modeliranje jedne eksponencijalne distribucije
pretpostavlja da je sva autozigotnost povezana sa predcima prisutnim u istim
generacijama. Za populacije s kompleksnom populacijskom povijesti ta pretpostavka
moze biti previSe restriktivna pa su Druet i Gautier (2017.) predlozili koriStenje razli€itih
eksponencijalnih distribucija za modeliranje grupa HBD segmenata razliCitih
oCekivanih duljina. U takvom pristupu grupe HBD-a mogu se promatrati kao skupine
predaka prisutnim u razli€itim generacijama u proSlosti. Takav model bolje objasnjava
slozene demografske povijesti u kojima razli€iti predci iz razli€itih generacija mogu

pridonijeti autozigotnosti. Model s viSe grupa HBD-a takoder pruza uvid u demografsku
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povijest populacije te procjenjuje relativni doprinos proslih generacija trenutnim

razinama inbreedinga. (Druet i Gaurtier, 2021.)

Medutim, kada je doprinos predaka izuzetno visok, model viSe grupa ima
tendenciju podcjenjivati starost segmenata HBD-a prebacivanjem podjele HBD-a
prema mladim grupama iako su ukupne procijenjene razine inbreedinga ostale iste. |z
tog razloga su Druet i Gaurtier (2021.) implementirali azuriran model vise HBD grupa
u kojem je HBD grupiranje modelirano u uzastopnim ugnijezdenim razinama pri ¢emu
svaka razina odgovara jednom modelu HBD grupe. Prema tom modelu grupe koje nisu
HBD su sada modelirane kao mjeSavina HBD segmenata iz kasnijih generacija te
kracih ne HBD segmenata. Takoder su u radu dokazali bolja statistiCka svojstva te bolji

performans nove verzije modela sa obzirom na prethodnu verziju.

Primjer za HMM koji uzimaju u obzir pozadinske razine LD-a je BEAGLE.
BEAGLE je program za faziranje i imputaciju nedostaju¢ih genotipa. Nasumicno
nedostajuci genotipovi su imputirani tokom faziranja. Ako se koristi referentni panel
faziranih genotipova, negenotipizirani markeri u promatranim uzorcima ¢e se imputirati

ako su prisutni u referentnom panelu. (Browning, 2018.)

Program Beagle (Browning i Browning, 2018.) koristi HMM koji ukljuCuje LD
izmedu SNP-ova i vjerojatnosti haplotipova iz cijelog uzorka kod identifikacije ROH
segmenata. Dvije vjerojatnosti koje definira korisnik postavljaju osnovna oc€ekivanja
detekcije autozigotnog segmenta u cM SNP podataka. Stopa tranzicije iz HBD u ne
HBD je vjerojatnost po cM da SNP koji nije autozigotan postane autozigotan. HBD
oznacCava homozigotan po podrijetlu te je konceptualno identi¢an pojmu autozigotnost.
Rezultati sa nizim vrijednostima se tumace da ¢e HBD segmenti biti kraci te obrnuto.
Beagle daje matricu vjerojatnosti da je svaki SNP dio autozigothog segmenta.
(Howrigan i sur., 2011.)

Pristup sa HMM takoder se koristi za podatke WES-a (engl. Whole exome
sequencing; WES) kao alternativa za otkrivanje varijanti SNP-ova i ROH segmenata
male do srednje duljine (Zhuang i sur., 2012.; Mezzavilla i sur., 2015.; Ceballos i sur.,
2017.). Medutim, WES analizama nije moguc¢e dobivanje dugih ROH segmenata
(Ceballos i sur., 2017.). |z tog razloga razvijen je specifi¢an softver H:M? koji je i jedan

od primjera za homozigotno heterogene HMM. H3M? je racunalni pristup za
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identifikaciju ROH segmenata. Algoritam se temelji na HMM koji uklju€ujuci udaljenosti
izmedu uzastopnih polimorfnih poloZaja u matricu prijelaznih vjerojatnosti, takoder
moze detektirati ROH svake genomske veliine. Klju¢na znacajka algoritma je
heterogenost Sto ga Cini vrlo prikladnim za WES podatke. Na temelju rezultata
dobivenih u radu, Magi i sur. (2014.) zaklju¢uju da H3M? ima bolji performanse od
programa PLINK i GERMLINE na testnim podatcima te naglasuju da je algoritam
manje osjetljiv na specifikaciju parametara $to osigurava da odabrana konfiguracija
parametara nema velik utjecaj na rezultate analize kao u drugim programima. (Magi i
sur., 2014.)

Primjer HMM Viterbi algoritma je softver RZooROH. Autozigotni ili segmenti
homozigotni po podrijetlu u pojedinim genomima nastaju nasljedivanjem dvije kopije
jednog kromosomskog fragmenta pretka. Zbog rekombinacije, duljina HBD segmenta
obrnuto je povezana sa brojem generacija koje povezuju te dvije kopije kromosomskog
fragmenta. Razina inbreedinga pojedinca izravno odreduje udio njegovog genoma koji
je HBD. ldentifikacija HBD segmenta klju¢na je za mnoge primjene u kvantitativnoj i
populacijskoj genetici. (Druet i sur., 2019.) Podjela individualnih organizama u HBD i
ne-HBD segmente postala je veoma popularna zadnjih godina upravo zbog Sirokog
spektra primjene. (Ceballos i sur., 2018.) Metode bi trebale obradivati podatke o
genatipiziranju i sekvenciranju koji su dostupni i u HBD i ne-HBD segmentima. Osim
toga metode bi trebale uzeti u obzir i slozene demografske povijesti, frekvenciju alela
markera, genetske udaljenosti, vjerojatnosti pogreSaka kod genotipizacije i koli€inu

informacija. (Druet i sur., 2019.)

U tu svrhu Druet i sur. (2019.) razvili su R paket, RzooROH, koji primjenjuje
pristup temeljen na HMM-u za skeniranje pojedina¢nih genoma za HBD segmente.
Metodu su intenzivno testirali na stimuliranom sklopu podataka sa Sirokim spektrom
Cimbenika kao $to su gustoCa markera i stopa pogresaka te ju usporedili sa drugim

metodama. (Druet i sur., 2019.)

Paket radi sa razliitim tipovima podataka koji su dobiveni razli€itim
tehnologijama i omoguéuje istrazivanje i usporedbu razli€itih specifikacija modela.
Paket se oslanja na novi postupak optimizacije proveden u kombinaciji sa ponovnim

postavljanjem parametara koji poboljSava procjenu parametara kao i ubrzava izracune.
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Paket takoder nudi nekoliko grafickih alata za lakSe tumacenje rezultata. (Druet i sur.,
2019.)

2.1.2. ROH inbreeding koeficijent

McQuillan i sur. 2008. godine su predlozili metodu izraCuna inbreeding

koeficijenta iz podataka ROH-a. Fron inbreeding koeficijent dobiva se prema formuli

Fron = Z LROH/LAUTOSOM

Gdje je >Lron ukupna duljina svih ROH-a genoma jedinke iznad odredene
minimalne duljine a Lautosom predstavlja ukupnu duljinu autosomalnog genoma

pokrivenog SNP-ovima. (McQuillan i sur., 2008.)

Fron Ne uzima u izraun ROH na spolnim kromosomima Zenskih jedinki posto
one imaju drugaciju distribuciju IBD alela kao ni regije oko centromera posto su to dulji
segmenti genoma bez prisustva SNP-ova te bi mogli uzrokovati pogreSne rezultate.
(Curik i sur., 2014.)

ROH inbreeding koeficijent se mozZe podijeliti u vrijednosti za individualne
kromosome (na primjer Fron_ch1 za ROH inbreeding koeficijent prvog kromosoma,
FroH ch2 za ROH inbreeding koeficijent drugog kromosoma, Frox chn za ROH
koeficijent n-tog kromosoma gdje n predstavlja broj kromosoma) ili za odredene
segmente kromosoma (McQuillan i sur., 2008.). Jo$ jedna prednost Fron inbreeding
koeficijenta je da je referentna populacija poznata i bazirana je na oCekivanju da ¢e
dvije srodne jedinke dijeliti identicne kromosomske segmente odredene duljine uz
pretpostavku da su IBD. (Curik i sur., 2014.)

Problem kod izraCuna Fron proizlazi kod odredivanja broja generacija od
zajedniCkog pretka Sto zahtijeva analizu distribucije broja i duljine zajedniCkih IBD
haplotipova kao funkciju broja generacija do referentne populacije. Ovaj problem se
moze izbjeéi pretpostavkom da oclekivana duljina IBD haplotipa (Liep-H|gca) prati
eksponencijalnu distribuciju €ija je srednja vrijednost jednaka 100/(2 gcA) cM gdje je
gcA broj generacija od zajednic¢kog pretka odnosno duljine ROH-a od 16.6, 10.0, 5.0
te 2.5 Mb od zajedni¢kog pretka prije 3 generacije, 5 generacija, 10 generacija te 20
generacija uz pretpostavku da je 1 cM = 1Mb kako objasnjava Ferenakovi¢ u svom

radu (2015.). Izra€un je dobiven prema formuli

24



E(Liep-H|gcA)=100/(2 gcA)

Pretpostavka da je 1cM = 1Mb je Cesta, ali odnos izmedu stopa rekombinacije i
fiziCke udaljenosti varira od vrste do vrste te od kromosoma do kromosoma. Tako je
precizniji odnos od 1cM = 0.76 Mb odreden na temelju analize 4 populacije svinja
(Herrero-Medrano i sur., 2013.) prema ¢emu bi duljine ROH-a iznosile 21.93, 13.16,
6.58 te 3.29 Mb od zajednickog pretka prije 3 generacije, 5 generacija, 10 generacija
te 20 generacija. Takoder je odreden odnos od 1cM = 1.28 Mb za 29 autosoma kod
goveda (Arias i sur., 2009.) prema ¢emu bi duljine ROH-a iznosile 13.0, 7.8, 3.9, te
1.95 Mb od zajednickog pretka prije 3, 5, 10 te 20 generacija. (Curik i sur., 2014.)

2.1.3 Procjena ROH segmenata na temelju NGS podataka

lako je koriStenje genetskih markera i dalje najCeS¢e koriStena metoda, podatci
dobiveni NGS-om (engl. New generation sequencing; NGS) rapidno postaju sve
popularniji za provedbu analiza. lako koristenje NGS podataka raste, komparativne
studije medu navedene dvije metode su oskudne te je znanje o potencijalnim ucincima
promjene metodologije ograni¢eno (Jensen i sur., 2021.) WGS pristup (engl. Whole
genome sequencing; WGS) analizira svaku varijantu ¢ime se omogucéuje pristup
genotipizaciji svih baza i za svakog pojedinca se moZe dobiti viSe od nekoliko milijuna

varijanti.

Sve vecCa popularnost sekvenciranih podataka daje bolju rezoluciju ¢ak i
najkraceg ROH segmenta. Medutim, stope greSaka u genotipu su mnogo veée nego
za podatke SNP arraya $to osobito vrijedi za podatke s nizom pokrivenosti koji se,
zbog smanjenja troSkova, Cesto koriste da bi se mogao povecati broj jedinki u
istraZivanju. Takoder sljedovi cijelih egzoma predstavljaju dodatan izazov s obzirom
na njihovu veliCinu i rijetkost u genomu. Jo$ jedan od problema kod analize
sekvenciranih podataka je i nedostatak adekvatnih softvera za procesiranje istih.
(Ceballos i sur., 2017.)

WGS s visokom pokriveno$c¢u bio bi najbolja opcija za prouavanje ROH-a,
medutim, postoje dvije glavne prepreke za koristenje WGS-a s visokom pokriveno$¢éu.
Prvo, nedostatak podataka WGS-a visoke pokrivenosti za populacijske studije te
drugo, veliki financijski i racunalni troSak za takvu vrstu analize podataka. Suprotno od

WGS-a visoke pokrivenosti, podatci WGS-a niske pokrivenosti su dostupniji,
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pristupacniji te procesi dobivanja takvih podataka su raCunalno manje intenzivni no

problem je visoka stopa pogreSaka. (Ceballos i sur., 2018.)

Ceballos i sur. (2018.) proveli su istrazivanje u kojem su demonstrirali da je
moguce postici ekvivalentne rezultate izmedu WGS-a niske pokrivenosti i tehnologije
SNP arraya ako se dopuste 3 heterozigotna SNP-a pri radu sa WGS-om niske

pokrivenosti. (Ceballos i sur., 2018.)

Dostupnost NGS podataka omogucéuje proucavanje genetskih varijanti u
pojedinaCnim parovima baza bez pristranosti. Medutim, broj pojedinaca sa
sekvenciranim podatcima kao Sto je ,1000 bull genome project® (Daetwyler i sur.,

2014.) je joS uvijek priliéno nizak. (Zhang, 2017.)

Broj individua s veéom gusto¢om genotipa mozZe se znatno povecati
imputacijom koja zakljuCuje nedostajuce genotipove u markerima nize gustoce prema

podatcima iz markera vece gustoce (Ma i sur., 2013., Brondum i sur., 2014.).

Imputacija se oslanja na neravnotezu vezanih gena (engl. Linkage
disequilibrium; LD) izmedu markera. LD je definiran kao ne slu€ajna povezanost alela

izmedu razliitih lokusa u danoj populaciji. (Marchini i sur., 2010.)

Prema Zhang (Zhang, 2017.) kod goveda se varijante niza cijelog genoma
obi¢no imputiraju u 2 koraka, na primjer od 50k markera do HD markera te od
imputiranih HD markera do varijanti sekvence cijelog genoma. (Brondum i sur., 2014 ;
Zhang, 2017.) Proces imputacije za uCestale varijante je obi¢no vrlo to¢ne rezultate
dok je za rijetke varijante to nije slu¢aj zbog niskog LD-a izmedu uglavnom uobicajenih
markera na SNP Cipu i rijetkih varijanti na sekvenci. To¢nost imputiranja rijetkih varijanti
mogla bi se pobolj$ati za jedinke sa sekvenciranim srodnicima ako se podatci pedigrea
koriste za dobivanje informacija za proces imputacije. Kombiniranje sekvenci iz vise
populacija takoder mozZe poboljSati preciznost imputacije. Takoder, odredeni softveri
imaju bolju izvedbu kod imputacije rijetkih varijanti, no to¢nost je i dalje relativno niska
s obzirom na uobiCajene varijante. 1z navedenih razloga to€na imputacija rijetkih

varijanti je i dalje izazov. (Brondum i sur., 2014.; Zhang, 2017.)

Zaklju¢no, pristup identifikaciie ROH segmenata iz WGS-a analizira svaku
varijantu tako da sve dostupne baze mogu biti genotipizirane te viSe od nekoliko

milijuna varijanti, od najceS¢ih do najrjedih, mogu biti dobivene za svakog pojedinca.
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(Nielsen i sur., 2014.; Goodwin i sur., 2016.). Zbog troSkova, sekvenciranje niske
pokrivenosti se Cesto koristi u svrhu maksimizacije broja sudionika u istrazivanju. U
tom slucaju rijetke varijante SNP-ova dobivaju se riede, sa ve¢om stopom pogreSaka
od ¢es¢ih varijanti. Stopa pogreSaka za WGS niske pokrivenosti znatno je vec¢a od
stope pogreSaka analize iz SNP arraya Sto dovodi do nepreciznosti kod identifikacije
ROH segmenata. Medutim, kako troSkovi WGS analiza postaju sve pristupacniji i
podatci dostupni otvaraju se nove mogucnosti za detaljno prou¢avanje ROH-a,
replikaciju rezultata dobivenih iz SNP array analiza te za prou€avanje odnosa ROH-a

u novim populacijama ili svojstvima. (Ceballos i sur., 2017.)
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Tablica 1. Sazeti prikaz metoda procjene ROH segmenata

Identifikacija ROH segmenata

Metoda Prednosti Nedostatci
Opservacijsko Mogucnost identifikacije | Nemoguénost
prebrojavanje genotipa kratkih i srednjih ROH | identifikacije dugih ROH

segmenata iz  WES | segmenata iz  WES
analiza analiza
Kolicina  podataka  u | NiZa rezolucija od metoda

skladu sa racunalnim
mogucénostima sadasnjice

procjene iz sekvenci

Performans ovisi o kvaliteti
i gustoCi SNP podataka

Metode bazirane

modelu

na

Mogucnost identifikacije
kratkih, srednjih i dugih
ROH segmenata iz WES
analiza (npr. H3M?)

Bolji performans  od
metoda prebrojavanja
kada je manja koliCina
podataka te kada su
podatci varijabilniji

Radunalno i vremenski

zahtjevno

Niza rezolucija od metoda
procjene iz sekvenci

Performans ovisi o kvaliteti
i gusto¢i SNP podataka

Metode
sekvence

procjene

iz

Bolja rezolucija

Procjene iz WGS analiza

visoke pokrivenosti je
najbolja opcija za
prou¢avanje ROH-a

Postoji mogucénost

postizanja istih rezultata
WGS-a niske pokrivenosti
I analiza preko SNP
podataka

Visoke stope greSaka
(osobito za WGS niske
pokrivenosti)

Nedostatak adekvatnih

softvera

Velika koli¢ina podataka,
racunalno zahtjevno za
pohranu i analizu
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3. Problemi s genomskim podatcima

Sekvenciranje cijelog genoma (WGS) i sekvenciranje cijelog egzona (WES)
Siroko su prihvacéeni u istrazivanjima, a u skorije vrijeme i u klini¢koj praksi. (Birney,
2019.). Generirani WGS i WES podatci ukljuuju ogromne koli¢ine informacija od
potencijalne vaznosti za sadasnje i buduce zdravlje pojedinca, s implikacijama za
&lanove obitelji, ako se mogu prevladati analitike i interpretacijske prepreke. Siroka
dostupnost genomskih podataka takoder nudi moguénost ponovne uporabe u dodatne

istrazivacke, zdravstvene ili klinicke svrhe. (Narayanasamy i sur., 2020.)

Od 1990-ih godina cijeli genomi razlicitih vrsta bili su sekvencirani u razlicitim
projektima. Institut za Genomska Istrazivanja je 1955. godine sekvencirao prvi
organizam, bakteriju Haemophilus influenzae, a 1996. godine potpuno je sekvenciran
prvi eukariotski genom, kvasc€eva gljivica Saccharomyces cerevisiae. Prvi biljni genom
je bio sekvenciran 2000. godine, biljka Talijin uroCnjak (lat. Arabidopsis thaliana)
(https://www.nature.com/articles/35048692), a 2003. ,Human Genome Project® (HGP)

je zavrSen. (https://www.yourgenome.org/facts/timeline-organisms-that-have-had-

their-genomes-sequenced)

Cijena potrebna za sekvenciranje cijelog genoma postupno se smanjivala sve
do 2007. godine, kada se sa pojavom NGS tehnologija drasti¢no snizila. Tako se danas
cijeligenom moze sekvencirati u nekoliko dana, ako ne i sati, za cijenu manju od 1000
americkih dolara, dok bi taj isti proces 2001. godine trajao puno duze i koStao preko
100 milijuna americkih dolara. (Via, 2017.)

Unato€¢ dobrim stranama tehnologija genotipizacije i masovnog
sekvenciranja, zajedno s znanstvenim dostignu¢ima koja omogucuju razmjenu i javni
pristup genomskim skupova podataka, postoje i odredeni rizici i izazovi koje treba uzeti

u obzir. (Via, 2017.) Neki od tih izazova su tehnicki zahtjevi i privatnost.

3.1 Tehnicki zahtjevi

,Veliki podatci“ (engl. Big Data) je slabo definiran pojam koji se primjenjuje na
masovne skupove podataka koje je teSko obraditi sa standardnim metodama

statistiCkih analiza i upravljanja bazama podataka. (Via, 2017.)
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Izazov pri radu s genomskim podatcima dolazi od koli€ine generiranih podataka.
Ti podatci su veoma veliki, te kao i drugi veliki podatci zahtijevaju skladistenje na
siguran nacin te alate za ucinkovit pristup, analizu i dijeljenje. Procjenjuje se da ¢e do
2025. godine genomika biti najzahtjevnija, ili usporediva sa najzahtjevnijim, u
prikupljanju, pohrani, distribuciji i analizi podataka (Via, 2017.). Kako jedan ljudski
genom zauzima oko 100 gigabajta prostora za pohranu , a sve je viSe genoma
sekvencirano, potrebe za skladiStenjem rastu od gigabajta, do petabajta pa sve do
exabajta. Do 2025. ¢e samo za ljudske genomske podatke biti potrebno 40 exabaijta
skladiSnog kapaciteta. (https://medicalfuturist.com/the-genomic-data-challenges-of-
the-future/)

Sve vece potrebe za prostorom za pohranu predstavljaju problem iz
razloga Sto su stotine tisu¢a ljudskih genoma ve¢ pohranjene, a najveci centri za
sekvenciranje vec¢ koriste viSe od 100 petabajta prostora za pohranu. Pohranjivanje i
dijelienje genomskih podataka takoder se suoCava s istom vrstom potencijalnih
opasnosti kao i sve informacije na umrezenom posluzitelju, kao §to su ruSenje servera,
gubitak podataka, prekid napajanja, poku$aji hakiranja i brzina prijenosa. Brzina
prijenosa posebno je relevantna s podatcima te veli€ine. Distribucija putem interneta
iz srediSnjih prostora za pohranu moze biti veoma spora, osobito kada je rijeC o
podatcima Cija veliCina moZze iznositi i terabajt. U lokalnom kontekstu, ponekad je brze
prenijeti podatke s vanjskog pogona za pohranu, no problem s time predstavlja
dostupnost, cijena te koli¢ina podataka koja se moze pohraniti na takvom vanjskom
pogonu. (Via, 2017.)

Samo sekvenciranje €esto nije dovoljno ako se svaki genom ne analizira
temeljito da bi se postigli smisleni znanstveni rezultati. Takva analiza genomskih
podataka obi¢no generira dodatnih 100 gigabajta podataka po genomu i zahtjeva
ogromnu rac¢unalnu snagu koju vecina osobnih racunala ne moze pratiti. (Labiotech,
2020.)

Znanstvenici i istrazivaci koji rade sa velikim skupovima genomskih podataka
kontinuirano traZe rjeSenja za trenutne probleme. Dok raCunala visokih performansa
(engl. High-performance computer; HPC) vec¢inom mogu podnijeti veliku koli€inu

podataka i njihovu analizu, ekonomski za mnoge nisu pristupacni. (Labiotech, 2020.)
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Iz tih razloga u tijeku je provodenje nekoliko strategija za smanjenje podataka
generiranih NGS tehnologijama kao $to su poboljSanje kompresije podataka i to¢nosti
sekvenciranja. Smanjenje veli¢ine podataka potencijalno bi olak$alo pohranu i

dijeljenje. Medutim, takvi ¢e pristupi samo usporiti tempo rasta racunalnih potreba.

Alternativa koja postaje sve popularnija je koristenje oblaka (engl. Cloud) za
spremanje podataka. Usluge cloud-a rieSavaju dio problema u pogledu kapaciteta

spremanja podataka i raCunalne snage. (Chow-White i sur., 2015.)

Buduci da se mnoge analize genomskih podataka pohranjenih u cloud-u mogu
izvesti na daljinu, racunalni resursi su optimizirani. Medutim, ti podatci donose i razliCite
etiCke izazove. S pravne strane, cloud posluzitelj i genomski podatci pohranjeni u
cloud-u mogu se fiziCki nalaziti na drugom geografskom mjestu, odnosno pod
drugacijim regulatornim okvirom, od mjesta samog istraZivanja. Takoder, potrebno je
uloZiti dodatne sigurnosne napore da bi se osigurala privatnost pojedinca. Oba
navedena primjera su uobicajeni problemi pri koriStenju usluga upravljana podatcima
trecih strana. (Via, 2017.)

Postoji hitna potreba za razvojem racunalnih sposobnosti i kapacitetima
pohrane. Promjene u bioinformatici i biotehnologiji do kojih su dovele NGS tehnologije
su veoma velike. Sekvenciranje i analiza trebali bi biti prioritet, ali zbog tehnickih
problema (pohrana, analiza, sigurnost) vrijeme utroSeno na rjeSavanje istih Cesto je

duZe je od onog posvecenog prikupljanju i analizi podataka. (Papageorgiu i sur., 2018.)

3.2 Privatnost

Genetski i genomski podatci neke osobe predstavljaju najprivatnije podatke o
proslosti, sadasnjosti i buducnosti pojedinca. S obzirom da dijelimo 50% genoma sa
svakim od roditelja te brace i sestara, a 25% sa djedovima, bakama, ujacima, tetama
itd. genom ima potencijal otkriti osjetljive podatke i o ¢lanovima obitelji. Svako krsenje
privatnost podataka na temelju genoma o trenutnom ili buduéem zdravstvenom stanju
pojedinca potencijalno utjeCe i na druge €lanove obitelji. (Chow-White i sur., 2015.;
Via, 2017.). lako su zastita i povjerljivost ovakvih podataka od iznimne vaznosti,

sloZzenije je nego sa drugim vrstama podataka. (https://medicalfuturist.com/the-

genomic-data-challenges-of-the-future/)
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Zastita privatnosti pojedinca klasicna je briga u biomedicinskim istrazivanjima.
U istrazivanjima te kliniCkim testiranjima osiguravanje anonimnosti te informirani
pristanak smatraju se tradicionalnim zastitnim mjerama privatnosti. (Chow-White i sur.,
2015.). Uz te zastitne mjere osobni se podatci obi¢no pohranjuju na mjestima sa
ograni€enim pristupom. Sami prijelaz sa arhiva na digitalne baze podataka donio je
mogucnost za analizu velike koli¢ine podataka, ali samim time i odredeni rizik (Via,
2017.). Neki od tih rizika su nelegalni pristup tim podatcima te prodaja podataka od

strane vlasnika.

Medutim, kako bi proveli nekoliko vrsta genomskih izraCuna, osobito za
fenotipske asocijacije kao GWAS, znanstvenici mogu posti¢i bolju snagu i jacinu
signala koristenjem veceg broja podataka, npr. genoma. Stoga dijeljenje i grupiranje
velikih koli¢ina podataka moze rezultirati velikim korisnim informacijama za neku

skupinu, iako je privatnost pojedinca ugroZzena. (Navarro i sur., 2019.)

Tokom biomedicinskog istrazivanja, znanstvenici se mogu susresti s
neocekivanim nalazima koji imaju potencijalnu kliniCku vaznost. Takvi slu€ajni nalazi
(engl. Incidental findings; IF) su se povecali s NGS-om. Dok u klinickom podrucju
postoje protokoli kako se nositi i rukovati takvim podatcima, u podru¢ju genomskih
istrazivanja nije definirano kako postupati sa istima. To dovodi do problema zato $to u
nedostatku klini¢kih simptoma ili obiteljske povijesti za odredenu bolest, istraZivanje
genoma u potrazi za potencijalno patogenim varijantama moze dovesti do lazno

pozitivnih rezultata i prekomjerne dijagnoze. (Westbrook i sur., 2013.)

lako je strogo zakonodavstvo za zastitnu privatnosti uobicajena praksa u vecini
zemalja, vrlo mali broj njih donio je sveobuhvatnu politiku za zastitu i reguliranje
genomskih podataka. Tako u SAD-u GINA (engl. Genetic Information
Nondiscrimination Act; GINA) izri€ito zabranjuje diskriminaciju temeljenu na
genomskim informacijama pri zdravstvenom osiguranju i zaposljavanju. U Europskoj
Uniji situacija sa zastitom genomskih podataka Cesto varira od drzave do drzave, ali
direktiva EU o zastiti podataka regulira zastitu svih podataka, uklju€ujuci i zdravstvene.
(Via, 2017.)

Privatnost je aspekt veéeg pitanja vlasnistva nad podatcima i kontrole podataka.

lako se obi¢no misli da pojedinac ili pacijent posjeduju svoje osobne podatke, protivni
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trend u nekim biomedicinskim istrazivanjima je da ih posjeduje istraziva¢ koji generira
skup podataka (Longo i sur., 2016.). Takoder postoji i notacija da ljudski podatci,
osobito zdravstveni, imaju o€ito medicinsku i komercijalnu vrijednost pa kompanije i

nacije Cesto traze kontrolu i vlasniStvo nad takvim skupovima podataka. (Navarro i sur.,
2019.)
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Zakljucak

1. Procjena inbreeding koeficijenta to€nija je i preciznija iz genomskih podataka

nego iz pedigre podataka.

2. Zbog vaznosti inbreedinga i dalje se razvijaju nove metode i programi za
procjenu istog na temelju dostupnih podataka. Uporaba molekularnih markera dovela
je do razvoja niza metoda za procjenu inbreeding koeficijenta

3. Identifikacija ROH segmenata, pa samim time procjena Fron, iz SNP
podataka je i dalje najceS¢a metoda zbog mnogih benefita koje ima nad ostalim

metodama.

4. Pojava NGS tehnologija omogucila je bolju rezoluciju i vecu koli€inu
informacija za analizu, medutim iskazali su se i problemi poput cijene, moguénosti
pohrane velikih koliCina podataka, nedostatak adekvatnih programa za analizu

podataka te pitanje privatnosti.

5. S obzirom na sve veéu vaznost genomike, realno je oCekivati razrjeSenje
navedenih problema u skorijoj budu¢nosti. Medutim, upitno je ako ¢e razvoj rieSenja

moci pratiti brzi razvoj metoda
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