0. Programy pakietu LINKAGE/FASTLINK i ich zastosowanie
Programy gléwne/analityczne

mlink — analiza dwupunktowa, podaje warto§¢ LOD score dla kolejnych wartosci 6. Od niego
zwykle zaczyna si¢ analize, by stwierdzi¢, czy dany marker moze w ogole by¢ sprzgzony z
locus, moze tez stuzy¢ do szacowania ryzyka

linkmap — analiza wielopunktowa, podaje najbardziej prawdopodobne polozenie badanego /ocus
wzgledem ustalonej mapy markeréw

ilink — analiza dwu- i wielopunktowa, stuzy do podania najbardziej prawdopodobnej wartosci 0
wychodzac od przyblizonej warto$ci poczatkowej (maksimum lokalne), w analizie
wielopunktowej podaje tez najbardziej prawdopodobna kolejno$¢ loci. Jako warto§¢ poczatkowa
dobrze poda¢ wielkos$¢ oszacowang przez MLINK/LINKMAP

lodscore — program podobny do ILINK, ograniczony do analizy dwupunktowe;j

unknown — program pomocniczy — oblicza mozliwe genotypy w rodowodzie, zmniejszajac

liczbe kombinacji do przeanalizowania przez programy gtéwne

Programy pomocnicze:

makeped — tworzy plik rodowodu w formacie programow gtéwnych

preplink — tworzy plik opisu /loci dla programow gtéwnych

lep — tworzy skrypt przeprowadzajacy wybrang analize. Stuzy do wybrania konkrenych /loci do
analizy dwupunktowej, ustalenia parametréw analizy wielopunktowej itp.

Irp — przeksztatca wyniki analizy zaprogramowanej przez lep w posta¢ czytelnej tabeli

Typowy przebieg analizy to:

1.

Dla szeregu markeréw oddalonych o 8-20 ¢cM zbada¢ mozliwos¢ sprze¢zenia z badanym locus

(MLINK) — wstepne przeszukanie

. Po zgrubnym zidentyfikowaniu obszaru sprz¢zenia odnalez¢ doktadniejszy obszar, korzystajac z

markerdéw rozmieszczonych co 1- 4 cM. (MLINK)

. Ustali¢ polozenie badanego /ocus wzgledem najblizszych markerow, ktorych mapa jest znana

(LINKMAP)

. Doktadnie zmapowac locus wzgledem markerdéw, wykorzystujac oszacowane wartosci z

poprzedniego etapu (ILINK).

Markery do etapu 1 moga pochodzi¢ np. z CHLC (www.chlc.org), do etapu drugiego z CHLS, MIT
lub Généthon.



1. Kodowanie cech
W programach pakietu LINKAGE/FASTLINK allele badanych loci koduje si¢ numerycznie.

Istnieja nastepujace typy loci

locus choroby (affection status), stuzy do kodowania chorych i zdrowych cztonkéw rodziny.
Uwaga: w przypadku cech recesywnych zdrowy moze tez by¢ nosicielem. 1 oznacza zdrowego,
2 oznacza chorego, 0 oznacza brak danych. Mozliwe jest zakodowanie niepelnej penetracji,
sprzg¢zenia z ptcig, r6znych klas ryzyka itd. (patrz opis programu preplink).

loci numerowanych alleli (markerowe) (numbered alleles), stazy do kodowania kodominujacych
markeréw, np. RFLP (nadaje si¢ tez do kodowania niektorych uktadéw grup krwi). Kolejne
allele oznaczane sg liczbami od 1 do n, 0 zawsze oznacza brak danych. Dla kazdego osobnika w
rodowodzie podaje si¢ zawsze dwie liczby odpowiadajace obu allelom, w przypadku cech
sprzezonych z plcig u mezczyzn drugg wartoscig moze by¢ 0 (lub powtdérzony ten sam numer
allelu)

cechy ilosciowe (quantitative traits), do kodowania cech ciagltych opisywanych liczba
rzeczywista, np. poziomu enzymu, wzrostu itp.

czynniki binarne (binary factors), kazdemu allelowi w genotypie przypisuje si¢ 1 (wystgpuje)
lub 0 nie wystegpuje, potrzeba zatem tyle pozycji, ile alleli wystepuje w locus. Stosowany jako
alternatywny zapis loci markerowych lub do opisywania ztozonych systeméw takich, jak uktad

grup krwi ABO, obecnie rzadziej stosowany.

Znajomos¢ typow analizowanych loci potrzebna jest do prawidlowego zakodowania rodowodu.

2. Kodowanie rodowodu

Rodowody koduje si¢ w plikach tekstowych, w zapisie uproszczonym (format .ped, niekiedy

oznaczany tez rozszerzeniem .pre), ktory nastepnie mozna przeksztalci¢ na format ostateczny

programem makeped. W jednym pliku tekstowym mozna zapisa¢ dowolng ilo$¢ rodowodéw dla

tych samych loci (LOD score sa addytywne!). W kolejnych wierszach pliku koduje si¢ kolejne

osoby. Dla uproszczenia warto na rodowodzie kolejno ponumerowaé osoby.

Format pliku .pre objasnia prosty przyktad ponize;:
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Kolejne kolumny oznaczaja

1 — identyfikator rodziny, w tym pliku jest tylko jedna rodzina, ale identyfikator musi wystepowac
2 — identyfikator kolejnej osoby

3 — identyfikator ojca, 0 oznacza, ze nie wystepuje w tym rodowodzie

4 — identyfikator matki, 0 oznacza, ze nie wystepuje w tym rodowodzie

5 —ple¢: 1 — mezezyzna, 2 — kobieta

Dalsze kolumny koduja allele kolejnych /oci, w tym rodowodzie mamy :
jeden locus choroby (kolumna 6, 1 — zdrowy, 2 — chory)

jeden locus markerowy (kolumny 7 1 8 dla obu alleli u kazdego osobnika)

W pliku rodowodu mozna zapisa¢ dowolng ilo$¢ /oci, na etapie przygotowania analizy mozna
wybra¢ dowolne dwa dla analizy dwupunkowej. Wygodnie jest zapisywac locus choroby jako
pierwszy.

Plik .ped nalezy teraz przeksztalci¢ na format czytany przez pozostale programy. W tym celu
wykorzystujemy program makeped wydajac nastgpujaca komende

makeped pedfile.ped pedfile.dat n

gdzie pedfile.ped to przygotowany przez nad plik tekstowy a pedfile.dat to nazwa pliku

wynikowego. Opcja n oznacza, ze w rodowodzie nie wystepuja petle (petle pojawiaja sie np. przy



kojarzeniu krewniaczym), jezeli mamy petle to wpisujemy tuy.
Istnieje tez program pozwalajacy na graficzng edycj¢ i modyfikacj¢ rodowodoéw zapisanych w

plikach .ped — patrz Dodatek II.

3. Przygotowanie opisu loci — program preplink

Kolejny plik tekstowy opisuje loci i sposob analizy. Jego format jest dosy¢ zagmatwany, ale istnieje
program preplink pozwalajacy na jego przygotowanie. W programie preplink poszczegdlne opcje
zmienia si¢ wybierajac pozycje z menu tekstowego.

Ekran startowy preplink wyglada nastepujaco:

Number of loci

Sexlinked

Calculate Risk

Mutation

Haplotype frequencies

Locus Order

Interference :

Recombination sex difference :

Program used : MLI

Recombination values :
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k) See or modify loci description

1) See or modify recombination to vary

m) Read datafile

n) Write datafile
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Press letter to modify or see values

Najwazniejsze opcje to liczba loci (a), sprzezenie z picig (b) 1 typy loci (k).

Poczatkowa wartos¢ 0 (j), krok jej zmiany (1), kolejnos¢ loci (f) i program uzywany do analizy (i)
bedziemy ustala¢ pdzniej przy pomocy programu lep, wige na razie ich modyfikacja jest zbedna.
Jak wida¢ program pozwala na uwzglednienie w analizie wielu zaawansowanych mozliwosci
(mutacje de novo z zadang czgstoscia, rdézne czestosci rekombinacji zaleznie od plci, interferencja
itp. Na potrzeby wigkszosci analiz nalezy pozostawi¢ te opcje niezmienione.

W naszym przykladzie mamy locus choroby i locus markera A z 6 allelami. Po naci$nigciu k
pojawia si¢ nastepujacy ekran
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(1) allele numbers GENE FREQS : 0.50000 0.50000
(2) allele numbers GENE FREQS : 0.50000 0.50000
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(a) SEE OR MODIFY A LOCUS

(b) DELETE LOCUS

(c) ADD LOCUS

(d) CHANGE ORDER TO CORRESPOND TO PEDIGREE FILE (NOT CHROMOSOME ORDER)
(e) CHANGE LOCUS TYPE

(f) RETURN TO MAIN MENU
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Press letter to modify values
Domyslnym typem jest locus numerowanych alleli z dwoma allelami. Najpierw wiec musimy

zmieni¢ typ pierwszego locus na locus choroby. Po wcisnigciu e 1 1 (zmieniamy /locus 1) pojawiaja
si¢ 4 opcje odpowiadajace czterem typom loci). Wybieramy locus choroby (affection status), czyli
c.

Teraz musimy zmieni¢ parametry obu naszych loci. Najpierw locus choroby (1), wybieramy a i 1.

Uzyskujemy nastepujacy widok opcji:
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LOCUS NUMBER : 1
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(a) NUMBER OF ALLELES : 2
(b) NUMBER OF LIABILITY CLASSES : 1

(c) PENETRANCES

GENOTYPE 1 1 0.00000000

GENOTYPE 1 2 0.00000000

GENOTYPE 2 2 1.00000000

(d) GENE FREQUENCIES
0.50000 0.50000

(e) EXIT
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Press letter to modify values
Najwazniejsza jest opcja (c) pozwalajaca na ustalenie typu dziedziczenia. Domys$lne warto$ci

odpowiadaja chorobie recesywnej (0% penetracji dla heterozygoty), musimy zmieni¢ te wartosci by
zakodowa¢ dziedziczenie dominujace. Po wcisnigeiu ¢ pojawi si¢ pytanie o penetracje dla genotypu
1 1 (wpisujemy 0), genotypu 1 2 (wpisujemy 1 — choroba dominujaca z petng penetracja) i dla
genotypu 2 2 (wpisujemy 1). Dla cech sprzezonych z plcig program zapyta o penetracje dla
genotypow mezczyzn i kobiet osobno.

Musimy jeszcze wprowadzi¢ przyblizone czgstosci alleli, Allel zmutowany jest rzadki, wigc po
wybraniu d mozemy wpisa¢ 0.99 0.01. Znajomo$¢ doktadnej czgstosci alleli jest potrzebna przy
bardziej ztozonych analizach, nie wptywa znaczaco na wyniki w prostych przyktadach.

Po powrocie do poprzedniego menu (e), w podobny sposéb zmieniamy liczbe alleli dla drugiego
locus, po zmianie liczby alleli musimy wprowadzi¢ nowe czestosci alleli.

Uwaga: wazna jest kolejno$¢ wprowadzania zmian: najpierw ustala si¢ typ locus, nastepnie liczbg
alleli, a na koncu penetracje i/lub czestosci alleli. Zmiana typu locus powoduje powr6t do

domyslnych ustawien tych parametrow.



Po ustaleniu parametréw loci zapisujemy plik opcja (n) menu gtoéwnego. Moza wczytaé zapisany
wczesniej plik (opcja (m)) w celu jego modyfikacji. Uwaga: program bez ostrzezenia nadpisuje
istniejace pliki o tej samej nazwie, co podana przy zapisie. Przyj¢to nadawaé plikom z parametrami
rozszerzenie .dat. Trzeba uwaza¢, zeby nie nadpisa¢ pliku z rodowodem, ktéry tez ma rozszerzenie
.dat.

Uwaga: programy LINKAGE postuguja si¢ plikami o domys$lnych nazwach, ktére moga zostaé
nadpisane przez programy. Nalezy w zwigzku z tym unika¢ nadawania wilasnym plikom
nastepujacych nazw: datafile.dat, final.dat, ipedfile.dat, Isp.log, lsp.stm, Isp.tmp, outfile.dat,
pedfile.dat, recfile.dat, speedfile.dat, stream.dat, tempdat.dat, tempped.dat. Nalezy tez unikac¢ zbyt

dhugich nazw zawierajacych znaki specjalne.

4. Przygotowanie i wykonanie analizy — program lcp

W przypadku bardzo prostej analizy (tylko dwa loci opisane w rodowodzie, prosta analiza mlink)
mozna bezposrednio wywotac program mlink. Plik z rodowodem musi nazywac¢ si¢ pedfile.dat, a
plik z parametrami /oci datafile.dat. Praktycznie wszystkie powazniejsze analizy nalezy jednak
przygotowa¢ postugujac si¢ programem lep. Program lcp wykorzystuje plik z rodowodem
(przygotowany przez makeped) i opisem /oci (przygotowany przez preplink) i przygotowuje plik
komend (skrypt shell w systemie Unix albo plik .bat w DOS), ktéry wywota wlasciwe programy. W
tym przypadku musimy pamigtac, by nie nadawa¢ naszym plikom danych zastrzezonych nazw
pedfile.dat i datafile.dat, gdyz lep stworzy je automatycznie. Program lep pozwala na wybor
dowolnych dwoch loci do analizy dwupunktowej ze zbiorow, w ktérych zakodowano wiecej loci
oraz na wybdr typu analizy i1 uzytego programu. Po wpisaniu lep pojawia si¢ pierwszy ekran, na

ktérym podajemy nazwy wykorzystywanych zbiorow z danymi i nazwy zbioréw wyjsciowych.

Wyglada on nastgpujaco:
COMMAND file name [pedin] : pedin
LOG file name [final.out] : final.out
STREAM file name [stream.out] : stream.out
PEDIGREE file name [pedin.dat] : pedin.dat
PARAMETER file name [datain.dat] : datain.dat

Secondary PEDIGREE file name []
Secondary PARAMETER file name []

Pomigdzy liniami przemieszczamy si¢ klaw1szam1 kursora, dziala tez klawisz backspace. W
pierwszej linii podajemy nazwe, jaka ma nosi¢ stworzony przez lep skrypt do analizy. Dwie kolejne
linie definiujg zbiory wynikowe. Mozemy pozostawi¢ wartosci domyslne, nalezy tylko pamigtac, ze
kolejne analizy w tym samym katalogu nadpisza te zbiory. W kolejnych polach podajemy nazwe
pliku z rodowodem (stworzonego przez makeped) i pliku z opisem loci (przygotowanego przez
preplink). Po wypelieniu wszystkich wartoéci przechodzimy do nast¢pnego ekranu wciskajac

kombinacje klawiszy Cntrl-N. Kolejny ekran wyglada nastepujaco:



General pedigrees : <-
Three-generation pedigrees :
Experimental cross pedigrees :

Praktycznie wszystkie omawiane tu analizy dotycza ogoélnych rodowodéw, wybieramy wigc
pierwsza opcje wceiskajac ENTER. Kolejny ekran pozwala na wybor programu wykorzystanego do
przeprowadzenia analizy:
LODSCORE :
ILINK :

LINKMAP :
MLINK : <-

Wybieramy MLINK, nastepny ekran stuzy do wyboru typu analizy:

Specific evaluation :
Lod score table : <-
Multiple pairwise Lod table :

Pierwsze dwie opcje daja w sumie podobne mozliwosci: w pierwszej ustalamy poczatkowa warto$¢
0, czy ma sie zmieniaé, a jezeli tak, to z jakim krokiem. W drugiej mozemy poda¢ wprost ciag
wartosci 0, dla ktorych program ma policzy¢ Lod score. Ostatnia opcja stuzy do wyliczenia dwoch
tabel dla dwoch par loci.

Po wyborze ktorejkolwiek opcji musimy potwierdzi¢, ze nie uwzgledniamy roéznicy w czgstosci
rekombinacji migdzy ptciami (w obecnej wersji program mlink na to nie pozwala, réznic¢ t¢ mozna
uwzgledni¢ w programie ilink) i uzyskujemy nastgpujacy ekran:

Locus order []

Recombination fractions [.0] : .0
Recombination varied [1] : 1
Other recomb. [.01 .05 .1 .2 .3 .4] : .01 .05 .1 .2 .3 .4

W pierwszym polu podajemy, ktore loci wybieramy do analizy (mlink analizuje /oci parami), w
drugim poczatkowa warto$¢ 0, w trzecim 1 oznacza, ze ta warto$§¢ ma si¢ zmienia¢, ostatnie pole
podaje kolejne wartosci 0, dla ktérych program obliczy Lod score. W pierwszym polu wpisujemy
1 2, gdyz w zbiorze przykladowym mamy tylko dwa loci. Gdy mamy zdefiniowanych wigcej loci,
tu wybieramy, ktorg par¢ bierzemy do analizy. Nast¢gpnie naciskamy Cntrl-N. W tym momencie
program zapisuje plik skryptu, nie wyswietla jednak Zzadnego komunikatu. Uwaga: nie nalezy w
tym momencie naciska¢ Cntrl-N wiecej, niz raz, gdyz za kazdym razem do skryptu dopisana
zostanie kolejna analiza. Wychodzimy z programu naciskajagc Cntrl-Z. W katalogu powinien
pojawic si¢ plik o nazwie, ktorg wybraliSmy na pierwszym ekranie w pierwszym polu. Jest to skrypt
wykonywalny, ktory uruchamiamy wpisujac

sh nazwa

Skrypt najpierw uruchamia program unknown, ktory analizuje rodowdd i ustala mozliwe genotypy
wszystkich 0sob (nie jest to konieczne, ale przyspiesza dalsze obliczenia). Nastepnie przygotowuje
odpowiednie pliki wejsciowe (korzystajac z programu Isp) i wywotuje wlasciwe programy. Wyniki

nalezy teraz przeksztalci¢ na czytelny format.



5. Formatowanie wynikow — program Irp

Wyniki analizy zapisane s3 w pliku tekstowym o nazwie, ktora podaliSmy w trzeciej linijce
pierwszego ekranu lep (domysSlnie stream.out). Program lIrp przeksztalca ten plik na czytelng
posta¢. Obsluga podobna jest do programu lep. Po uruchomieniu Irp pierwszy ekran pozwala na
podanie nazwy obrabianego pliku wynikowego oraz, opcjonalnie, tytutu raportu. Do nast¢gpnego
ekranu przechodzimy przez Cntrl-N, tam wybieramy opcj¢ “General pedigree reports”, w
nastepnym ekranie wybieramy nazw¢ programu, ktérego uzylismy do analizy (w tym przyktadzie
MLINK). Na nastgpnym ekranie wybieramy ‘“Table format” (druga opcja wyswietli caly plik
wejsciowy). Na kolejnym ekranie wybieramy elementy, ktore maja znalezé si¢ w raporcie.
Domyslnie jest to tabela Lod score, mozna jeszcze dodatkowo wybra¢ wyniki w postaci logarytmu
naturalnego (Log e) oraz zdecydowac, czy oprocz wynikdéw sumarycznych przedstawiaé tez wyniki
dla pojedynczych rodzin (jezeli w pliku z rodowodami zakodowalismy wigcej niz jedng rodzing —
opcja “Include pedigrees”). Cntrl-N przenosi do ostatniego ekranu, gdzie decydujemy, zcy wynik
ma by¢ wyswietlony na ekranie, czy zapisany do pliku tekstowego (domyslna nazwa report.txt,

moze by¢ zmieniona). Ostateczny wynik wyglada nastepujaco:

L OD TABTLE REPORT

File: stream.out Screen: 1 of 1
Order 0.0 0.01 0.05 0.1 0.15 0.2 0.3 0.4 0.45
1=2 -infini -0.22 0.39 0.58 0.63 0.62 0.51 0.30 0.16 a

Test Interval
LOD Scores (LOG 10)
LOG 10 Likelihoods (LOG 10)

oo |l



Dodatek I — instalacja programow
Gtowne programy FASTLINK (MLINK, ILINK, LINKMAP, LODSCORE, UNKNOWN) dostepne sg w postaci kodu
zrodtowego w jezyku C ze strony:

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/CBBresearch/Schaffer/fastlink.html

Po rozpakowaniu archiwum przechodzimy do katalogu fastlink/4.1P/src i komenda make kompilujemy zrodta.
Przed kompilacja mozna zmieni¢ domyS$lne parametry (ograniczenia) programow, np. maksymalng liczbe
analizowanych /oci (domys$lnie 8), maksymalng liczbe alleli w locus (domy$lnie 25), maksymalng liczbg osobnikow w
analizie (domyslnie 1000) itp. W tym celu edytujemy plik tekstowy commondefs.h
Najwazniejsze parametry to:

maxlocus — maks. liczba loci

maxall - maks. liczba alleli w locus

maxped - maks. liczba rodowodow w jednej analizie

maxind — maks. liczba osobnikow

maxchild - maks. liczba rodzenstwa jednej pary
Edytujac plik Makefile mozna dobra¢ parametry kompilacji (np. flagi optymalizacji kompilatora, mozna tez

skompilowaé programy do wykonywania réwnoleglego na maszynach wieloprocesorowych).

Programy pomocnicze (makeped, lcp, Isp, Irp) dostepne sg pod adresem:
ftp://fastlink.nih. gov/pub/staff/schaffer/linux-aux

w postaci kodu zrodlowego w jezyku C oraz gotowych plikéw binarnych dla systemu Linux i386.
Oryginalny kod programéow LINKAGE (w jezyku Pascal) i duzo przydatnych informacji mozna znalez¢ na stronie ich
autora (http://www.jurgott.org/linkage/LinkagePC.html).

Dodatek IT — program pelican — graficzny edytor rodowodow

Program pelican (napisany w jezyku Java i dzialajacy na wszystkch platformach, na ktorych dziala Java) dostgpny jest
ze strony: http://www.mrc-bsu.cam.ac.uk/personal/frank/software/pelican/

Program pozwala na rysowanie rodowodow i zapisywanie ich w pliku w formacie .ped. Mozna zakodowa¢ wigzy
pokrewienstwa i chorobe, genotypy markeréw trzeba dopisa¢ do utworzonego pliku tekstowego. Program jest
intuicyjny w obshudze — ogodlnie: lewym klawiszem myszy selekcjonujemy osobnika, prawy klawisz myszy otwiera

menu opcji, z ktérego mozemy dodac partnera i/lub potomkow, zmieni¢ stan choroby, ptec itd.



Cwiczenia

1. Przeprowadzi¢ analiz¢ MLINK dla przyktadu analizowanego na poprzednich zajeciach i1
poréwna¢ wyniki. Podobnie, jak poprzednio powtdrzy¢ analiz¢ przy zatozeniu braku znajomosci
genotypow dziadkéw (1,2). Rodowod zatagczono ponizej:

2. (opcjonalne) Ponizej przedstawiono dwa rodowody, w ktorych analizowane jest sprzezenie pewnej choroby
dominujgcej autosomalnej z dwoma markerami RFLP.
e W analizach dwupunktowych (MLINK) oszacuj, czy dwa uzyte w badaniu markery sq sprzezone z genem
choroby
o Ustal przyblizong mape obszaru w analizie trzypunktowej (kolejnos¢ genow, przyblizone odleglosci — w Icp
wybierz program LINKMAP, opcja “All intervals”, locus choroby jako locus testowany, loci markerow
Jjako ustalone (kolejnos¢ 2 3, w tym przypadku nieistotna)
e Na podstawie wynikow analizy LINKMAP ustal doktadng mape — uzyj programu ILINK, wybierz opcje

“Specific order” i wprowad? kolejnos¢ i przyblizone odleglosci na podstawie wynikéw analizy
LINKMAP
.o I
23 13
Ml
23 2
23‘22- 13|:|23- 22@
22 22 23 22 23

4. Skopiuj (nie przenies$!) dwa pliki z katalogu IMD cwiczenia do nowego katalogu. Obejrzy;j
rodowod (FamD.pre) za pomocg edytora pelican (pamigtaj o genotypach markerow), a plik z
parametrami analizy (FamD.dat) za pomoca preplink. Zmien nazwe¢ pliku FamD.pre na taka z
rozszerzeniem .ped, ktora nie bedzie powtarzaé si¢ z nazwa FamD.dat! Przedstawiaja one wyniki
badan (z Instytutu Matki i Dziecka w Warszawie) nad dziedziczng niepetnosprawnoscia
intelektualng. Na ktérym chromosomie jest locus choroby, z iloma markerami badano
sprzezenie? Jak dziedziczy si¢ cecha? Przeksztal¢ rodowodd na format .dat i za pomoca lcp
zaprogramuj analiz¢ MLINK /Jocus choroby kolejno z kazdym z markeréow (za pomoca
parametru ,locus order”, najpierw ,,1 27, potem ,,1 37, itd.). W poblizu ktérego markera nalezy
szuka¢ genu z mutacja sprawcza?
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