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Najmilijima



Naslov master rada: Implementacija dodatka za softver Annovar za prikaz funk-
cije i fenotipa gena

Rezime: Raznovrsnost života na zemlji je zasnovana na različitim varijacijama
gena jedne vrste. Zadatak bioinformatičkih alata je da omoguće obradu i analizu
podataka o varijacijama i da nam omoguće uvide u osnove fenotipske i funkcionalne
raznovrsnosti. ANNOVAR (ANNotate VARiation) je globalno značajan bioinforma-
tički softver za interpretaciju varijacija određenog genoma. Ipak, nedostaju podaci
o funkciji gena i o fenotipu koji je sa njegovom funkcijom povezan. Cilj ovog master
rada je da razvije dodatak za softver Annovar pod nazivom AnnoPI (skraćeno od
Annovar Plug In). Annovar omogućava anotaciju datoteka sa genetskim varijaci-
jama što podrazumeva generisanje nove datoteke sa različitim podacima o genetskim
varijacijama koje se nalaze rasute po različitim bazama podataka. Pored podataka
koje Annovar dodeljuje, od značaja mogu biti i drugi podaci o genima kao što su
funkcija gena i fenotipi sa kojima je gen povezan. AnnoPI omogućava automatsko
pronalaženje ovih podataka u javno dostupnim bazama podataka i zajedno sa po-
dacima iz datoteke generisane od strane Annovar -a kreira datoteku sa objedinjenim
podacima o genetskim varijacijama. Aplikacija je testirana nad podacima humanih
uzoraka koje obezbeđuje projekat za standardizaciju podataka u genomici "Genom u
boci". Pisana je u programskom jeziku Python, a rezultat predstavlja .html stranice
koje pregledno prikazuju objedinjene informacije. Trajanje rada softvera AnnoPI
za testirane ulazne datoteke iznosilo je nekoliko minuta.

Ključne reči: gen, genom, nukleotid, varijacija, SNV, Annovar, ontologije, GO,
HPO, funkcija, fenotip
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Glava 1

Uvod

Humani genom predstavlja ogroman izazov, kako za istraživanje, tako i za re-
prezentaciju. Da bi se pročitao, potrebno je prvo podeliti ga na segmente. Njihove
dužine moraju biti dužine najviše 100-200 baznih parova jer sekvenceri ne mogu
očitati duže segmente. Iscepkan humani genom potom treba sastaviti kao slagalicu,
s tim što nam često nije poznata slika koju treba dobiti. Rekonstrukcija genoma
je olakšana ukoliko su delovi za slaganje veći. Posebni alati koji služe za sklapanje
genomske slagalice na osnovu očitavanja nazivaju se asembleri.

Brzi razvoj tehnologija za sekvenciranje genoma doveo je do mogućnosti da se
sekvenciraju genomi različitih organizama. Pored toga, za neke vrste postoje tako-
zvani referentni genomi koji predstavljaju genome nastale kombinovanjem genoma
određenog broja uzoraka te vrste. U genomskim sekvencama kod različitih jedinki
iste vrste, na nivou populacije, može doći do razlika u nukleotidima na istim po-
zicijama. Ove razlike nazivamo genetskim varijacijama. Naučnicima koji se bave
ovom oblašću od značaja su različite informacije o genetskim varijacijama kao što
su pozicija na hromozomu na kojoj se nalazi varijacija, kom genu pripada, kakvi
su njeni funkcionalni efekti, itd. Ove informacije se agregiraju po raznim bazama
podataka, a da bi istraživači mogli da povežu postojeće informacije sa konkretnim
podacima koristimo različite alate. Jedan od takvih alata je softver Annovar.

Annovar (skraćeno od ANNotate VARiation) predstavlja bioinformatički sof-
tverski alat koji omogućava tumačenje i određivanje prioriteta pojedinačnih nu-
kleotidnih varijacija (eng. SNV ), umetanja, brisanja i varijacija broja kopija (eng.
CNV ) datog genoma. Annovar pruža mogućnost anotiranja humanih genoma hg18,
hg19, hg38, kao i modelovanje genoma organizama kao što su: miš (lat. Mus muscu-
lus), voćna mušica (lat. Drosophila mealnogaster), valjkasti crv (lat. Caenorhabditis
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GLAVA 1. UVOD

elegans), kvasac (lat. Saccharomyces cerevisiae) i mnogi drugi. Anotacije se mogu
koristiti za utvrđivanje funkcionalnih posledica mutacija na genima, u citogenetskoj
analizi, za pronalaženje varijacija u očuvanim regionima itd. Annovar zajedno sa
softverskim alatima SNP effect (skraćeno SnpEFF ) i Variant Effect Predictor (skra-
ćeno VEP) predstavlja najčešće korišćene softverske alate za anotiranje varijacija
[9].

Cilj ovog rada jeste implementacija dodatka AnnoPI za softver Annovar koji
bi omogućio prikaz informacija o genetskim varijacijama koje prikuplja Annovar
zajedno sa dodatnim informacijama koje Annovar ne uključuje, konkretno informa-
cijama o funkciji i fenotipu gena na kom se varijacije nalaze. Implementirani softver
je javno dostupan na GitHub repozitorijumu projekta AnnoPI [2].

Na početku rada, u poglavlju 2, dat je prikaz bioloških pojmova koji se koriste
u ovom radu, pre svega genoma i genetskih varijacija. Poglavlje 3 posvećeno je
bioinformatičkim podacima gde centralno mesto zauzimaju resursi koji povezuju
termine u biološkim ontologijama sa genima. U našem radu bavićemo se resursima
za ontologiju gena (Gene ontology resource) i ontologiju ljudskih fenotipa (Human
Phenotype Ontology). Prikazan je i projekat „Genom u boci” u okviru koga se i
nalaze podaci testirani u ovom radu. Tehnički okvir i upotreba softvera Annovar
objašnjeni su detaljnije u poglavlju 4, dok je peto poglavlje posvećeno rezultatima
i detaljnom opisu praktičnog dela rada.
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Glava 2

Genom i SNV

Ćelija je osnovna jedinica funkcije i građe svakog živog bića. U zavisnosti od
toga kako je u ćeliji organizovan genetski materijal, postoje prokariotske i eukari-
otske ćelije. Kod prokariotskih ćelija genetski materijal je rasut po ćeliji, dok je
kod eukariotskih ćelija genetski materijal grupisan u jezgru koje je od ostatka ćelije
odvojeno membranom. Eukariotske ćelije sadrže organele u kojima se odvijaju ćelij-
ski procesi. Jezgro eukariotske ćelije naziva se jedro i predstavlja najveću organelu
zaduženu za regulaciju svih ćelijskih procesa. U tim procesima učestvuju jedinjenja
kao što su nukleinske kiseline, sastavljene od 4 nukleotida, i proteini, sastavljeni od
20 esencijalnih aminokiselina.

U ćeliji postoje dve vrste nukleinskih kiselina - dezoksiribonukleinska kiselina
(DNK) i ribonukleinska kiselina (RNK). Glavni nosioci genetičke informacije su
molekuli DNK. Osnovu svakog nukleotida čini jedna od četiri azotne baze: adenin,
citozin, guanin i timin. Nukleotidi RNK sadrže uracil umesto timina. Azotne baze
se skraćeno obeležavaju sa A, C, G i T , odnosno U . Postoji pravilo po kom se
ove baze spajaju i to je adenin sa timinom, citozin sa guaninom, a sve sa ciljem
formiranja jedinica koje nazivamo bazni parovi (skraćeno bp). Sa stanovišta raču-
narstva, DNK možemo posmatrati kao nisku nad azbukom {A, T, C,G}, a proteine
kao nisku nad azbukom od 20 aminokiselina [6].

Za vreme deobe ćelije u jedru se mogu uočiti hromozomi koji imaju ključnu ulogu
u nasleđivanju. Ćelija može imati jednostruki skup hromozoma (haploidna ćelija) i
dvostruki skup hromozoma (diploidna ćelija), pri čemu je svaki skup dobijen od jed-
nog roditelja. Molekul DNK se nalazi u hromozomima. Celovit deo DNK potreban
za sintezu jednog proteina ili jednog molekula RNK naziva se gen . On predstavlja
fizičku i funkcionalnu jedinicu nasleđivanja. Ilustracija ćelije, hromozoma i DNK
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GLAVA 2. GENOM I SNV

data je na slici 2.1.

Slika 2.1: Ćelija, hromozom i DNK 1

Svaki gen zauzima određeno mesto na hromozomu, ali kako u diploidnoj ćeliji
postoje dva hromozoma sa tim genom na istom mestu, može se reći da se jedan
gen javlja u dva oblika. Ovi oblici nazivaju se aleli. Nameće se pitanje kako se
utvrđuje položaj gena na hromozomu. Ovaj postupak se naziva mapiranje gena
[4]. Jedinstveni skup svih gena jedinke naziva se genotip. Na složeni način, uz
uslove spoljašnje sredine, genotip upravlja skupom svih osobina jednog organizma,
funkcije i ponašanja organizma koji nazivamo fenotip [5].

Geni nose informaciju o broju, vrsti i redosledu aminokiselina u proteinskom
lancu. Informaciju o redosledu aminokiselina zapravo daje redosled nukleotida u
DNK i predstavlja recept za sintezu proteina. Međutim, ne nose svi delovi gena
informaciju za sintezu proteina. Oni segmenti gena koji nose informaciju se nazivaju
egzoni, a oni koji ne nose introni.

Možemo uočiti da je građa gena eukariota mozaična: deo gena koji nosi šifru
ispresecan je delovima koji ne nose šifru. Stoga, za gene je karakterističan diskonti-
nuitet genetičke informacije. Ilustracija je data na slici 2.2.

Kod prokariota introni ne postoje već su njihovi geni neprekinuti nizovi kodira-
jućih nukleotida. Biološki značaj introna i njihova funkcija nisu još uvek razjašnjeni.
Introni su našli praktičnu primenu u kriminologiji i sudskoj medicini poznatoj kao
genetički otisci prstiju.

1https://www.ancestry.com/lp/where-is-dna-found
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GLAVA 2. GENOM I SNV

Slika 2.2: Ilustracija mozaične strukture gena eukariota [10]

2.1 Genom

Kompletan nasledni materijal sadržan u jednoj haploidnoj ćeliji predstavlja ge-
nom. Humani genom sadrži oko tri milijarde i 200 hiljada baznih parova. Svaka
jedinka ima jedinstveni genom pa tako među genomima različitih jedinki ima razlika.
Različitosti na nivou genoma nazivamo genetskim varijacijama. One mogu biti
na pojedinačnom nukleotidu i skraćeno ih označavamo sa SNV (eng. Single Nuc-
leotide Variation).

Sa jedne strane, varijacije utiču na fenotip i samim tim na to kako izgledamo,
funkcionišemo i ponašamo se. Sa druge strane, uzročnici su bolesti, stoga je važno
otkriti njihovu funkcionalnu i fenotipsku povezanost. Koristeći prednosti sekvenci-
oniranja nove generacije, genetske varijacije se mogu posmatrati na nivou čitavog
genoma.

Postupak određivanja genomske sekvence naziva se sekvenciranje genoma.
Suštinski, predstavlja određivanje redosleda nukleotida na nivou molekula DNK.
Sekvenciranje se vrši tako što se iz uzorka očitaju podsekvence DNK koje se nazivaju
očitavanja (eng. reads) a koje je nakon toga neophodno sastaviti u polaznu DNK
sekvencu pomoću asemblera [7].

Humani referentni genom predstavlja „prosečan” humani genom koji je izračunat
na određenom broju uzoraka. Kako je ovakav genom sastavljen sekvencioniranjem
DNK većeg broja davalaca, referentni genom ne predstavlja skup gena nijedne po-
jedinačne osobe. Humani referentni genom u oznaci GRCh37 (The Genome Refe-
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GLAVA 2. GENOM I SNV

rence Consortium human genome (build 37)) je trenutni referentni genom i baziran
je na genomima 13 dobrovoljaca iz SAD. Na njegovom usavršavanju se i dalje radi.

2.2 SNV

Pojedinačna varijacija nukleotida (eng. Single Nucleotide Variation, skraćeno
SNV ) je tačkasta varijacija koja se javlja na određenom mestu u našem genomu.
To mesto se naziva lokus [7]. Postoji više formi varijacija, ali je SNV najučestalija.
Svaka jedinka ima oko nekih 3 miliona ovih pojedinačnih nukleotidnih varijacija,
dakle, jedna na svakih hiljadu nukleotida. Pojedinačne varijacije nukleotida se mogu
javiti u kodirajućim i nekodirajućim regionima genoma. Kodirajući regioni genoma
se sastoje od kodona , nukleotidnih tripleta od kojih svaki određuje pojedinačnu
aminokiselinu. Ako SNV ne menja tip aminokiseline, onda je u pitanju sinonimni
SNV , u suprotnom je nesinonimni SNV . Nesinonimni SNV mogu menjati kodon
jedne aminokiseline u kodon druge aminokiseline (eng. missense SNV ) ili kodon
jedne aminokiseline u stop kodon (eng. nonsense SNV ). Pojedinačne varijacije
nukleotida mogu značajno izmeniti 3D strukturu i funkciju proteina.

Kada se SNV javlja u nekodirajućim regionima, uglavnom je neutralan. Me-
đutim, mogu uticati na ekspresiju gena ako se javljaju na mestima vezivanja tran-
skripcionog faktora (proteina koji se vezuje za specifičnu DNK sekvencu i koji ima
uloge kontrole prenosa genetičke informacije sa DNK na iRNK).

2.2.1 Metode za detektovanje SNV

Polazeći od datog skupa očitavanja dobijenog nakon sekvenciranja genoma, jedna
od procedura za pronalaženje genetskih varijacija je sledeća [7]:

1. Poravnavaju se sva očitavanja u odnosu na referentni genom i kreiraju se .bam
datoteke (ove datoteke predstavljaju kompresovane .sam datoteke koje sadrže
informacije o poravnatim očitavanjima)

2. U slučaju pojave očitavanja koja nisu ispravna vrši se njihovo filtriranje

3. U ovom koraku sakupljaju se aleli na svim lokusima. Postoji mogućnost da
su neki aleli koji se pojavljuju na određenom lokusu različiti u odnosu na
referentne alele. Na jednom takvom lokusu može postojati SNV.

6



GLAVA 2. GENOM I SNV

4. Za lokuse sa nereferentnim alelima primenjuju se različite statistike radi odre-
đivanja postojanja SNV na takvom lokusu.

5. Nakon pronalaženja svih SNV, dobijene informacije se smeštaju u .vcf (eng.
Variant Calling Format) datoteku.

7



Glava 3

Podaci

Bioinformatika kao naučna oblast podrazumeva analizu i interpretaciju različitih
tipova bioloških podataka sa ciljem istraživanja i boljeg razumevanja bioloških pro-
cesa, što se postiže razvijanjem računarskih metoda i alata. Najvažnije institucije,
u čijim okvirima se i nalaze bioinformatičke baze podataka su:

• NCBI - Nacionalni centar za biološke informacije, SAD [18]

• EBI - Evropski bioinformatički insitut, Velika Britanija [12]

• SIB - Švajcarski bioinformatiči institut, Švajcarska [11]

• KEGG - Kjoto enciklopedija gena i genoma, Japan [16]

Jedna od važnih procedura u bioinformatičkim istraživanjima jeste anotiranje
genetskih varijacija. Informacije o genetskim varijacijama se nalaze u datotekama.
Anotacija predstavlja pridruživanje relevantnih informacija svakoj genetskoj varija-
ciji iz različitih baza podataka, često uz pomoć različitih alata. Primeri relevantnih
informacija mogu biti: na kojoj se poziciji na hromozomu nalazi varijacija u odnosu
na referentni genom, u kom je genu varijacija, kakvi su njeni predviđeni funkcionalni
efekti, itd.

3.1 Ontologije

Pojam ontologije u računarstvu se odnosi na predstavljanje znanja u obliku for-
malno definisanog sistema pojmova (klasa, izraza, koncepata) i relacija između njih.
U biološkim okvirima ovakav koncept služi za organizaciju i objavljivanje bioloških
podataka.

8



GLAVA 3. PODACI

3.1.1 GO

Ontologija gena, u oznaci GO (engl. Gene Ontology) predstavlja najveći izvor
informacija vezanih za funkcije gena odnosno genskih produkata1. Podaci u GO su
prilagođeni za čitanje i od strane čoveka ali i za računarsku obradu [13]. Funkcija
genskog produkta se iz ugla ontologije gena sagledava iz tri različita aspekta: mole-
kulskih funkcija (eng. Molecular Function, MF ), ćelijskih komponenti (eng. Cellu-
lar Component, CC ) i bioloških procesa (eng. Biological Process, BP). Molekulska
funkcija podrazumeva biohemijsku aktivnost genskog produkta. Ćelijska kompo-
nenta predstavlja mesto u ćeliji gde je genski produkt aktivan. Biološki procesi
predstavljaju metaboličke ili regulacione procese kojima genski produkt doprinosi.
Ako uzmemo za primer GO anotaciju genskog produkta cytochrome c, sa aspekta
molekulske funkcije govori se o aktivaciji enzima oksidoreduktaze. Kada je reč o
biološkom procesu, onda je to oksidativna fosforilacija. Ćelijska komponenta ovog
produkta je mitohondrijski matriks.

Kako GO projekat nastoji da predstavlja aktuelne informacije, konstatno se
ažurira i podleže revizijama. Izmene su često na nedeljnom nivou. Na zvaničnoj
internet stranici GO projekta [14] moguće je preuzeti aktuelne verzije datoteka sa
ontologijama. Ove datoteke imaju ekstenziju .gaf. Struktura datoteke je takva da
su kolone razdvojene tabovima. Svaki red u .gaf datoteci predstavlja jednu vezu
između genskog produkta i GO funkcije.

GO termi

Elementi ontologije gena su GO klase ili termi. Njihovi suštinski elementi su
jedinstveno određeni kod i naziv terma. Jedinstveno određeni kod (u oznaci GO
ID) predstavlja identifikator koji se sastoji od sedam cifara sa GO: prefiksom. Ime
terma je takvo da je razumljivo čoveku, npr. vezivanje aminokiselina (engl. amino
acid binding). Term, takođe, ima aspekt i može biti jedan od tri pomenuta: mole-
kulska funkcija, ćelijska komponenta i biološki proces. Term ima i definiciju. Ona
predstavlja opis onoga što term predstavlja. Između termova postoje relacije. One
mogu biti je, je deo i reguliše.

Sa aspekta računarstva, GO možemo posmatrati kao usmereni aciklički graf.
U takvom grafu, GO termi odnosno funkcije predstavljaju čvorove, a relacije iz-
među njih predstavljaju grane. GO struktura je hijerarhijska. Relacija ”dete-

1Pod genskim produktom se podrazumeva protein, nekodirajuća RNK ili makromolekulski
kompleks
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GLAVA 3. PODACI

roditelj” je relacija ”je” (engl. ”is-a”). To, zapravo, predstavlja odnos specijalizacija-
generalizacija. Svaki čvor opisuje specifičniju funkciju u odnosu na svog pretka. U
ovoj hijerarhiji moguće je da dete ima više roditelja. Koren ovakvog grafa predsta-
vlja najopštiju funkciju i nosi naziv ontologije (MFO, BPO, CCO) dok listovi
predstavljaju najspecifičnije funkcije. Ilustracije GO ontologije date su na slikama
3.1 i 3.2.

Slika 3.1: Deo ontologije GO [1]
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Slika 3.2: Primer podgrafa ontologije GO [13]

11



GLAVA 3. PODACI

3.1.2 HPO

The Human Phenotype Ontology u oznaci HPO obezbeđuje standardizovan reč-
nik fenotipskih abnormalnosti koje se sreću kod ljudskih bolesti. Svaki izraz u
HPO opisuje jednu fenotipsku abnormalnost. To mogu biti opštiji izrazi kao što
je npr. abnormalnost građe uha, ali, takođe, mogu biti i prilično specifični kao što
je korioretinalna atrofija. HPO pruža ontologiju medicinski relevantnih fenotipova,
anotacije vezane za fenotip koji se odnosi na bolesti i algoritama koji se primenjuju
u ovom kontekstu. Institucije poput međunarodne organizacije za retke bolesti, re-
gistri kliničkih laboratorija, biomedicinskih resursa i kliničkih softverskih alata sve
više usvajaju HPO kao standard za fenotipske abnormalnosti čime u velikoj meri
doprinose novonastalim naporima u globalnoj razmeni podataka za identifikovanje
uzroka bolesti [15].

Elementi ontologije fenotipa imaju svoj identifikator. To je sedmocifreni kod sa
prefiksom HP:.

Kao i prethodno opisanu ontologiju, ontologiju fenotipa možemo posmatrati kao
usmereni aciklički graf. Čvorovi predstavljaju fenotipske pojmove a grane su relacije
između njih. Razlika u odnosu na stabla se ogleda u tome što čvor koji predstavlja
specijalizovaniji term (potomak) može imati više predaka - manje specijalizovanih
terma. Upravo ovakva relacija ilustruje relaciju „is-a”, odnosno „ je”. Na slici 3.3 dat
je prikaz dela HPO ontologije.
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Slika 3.3: Deo ontologije HPO [3]
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3.2 Genom u boci

Konzorcijum „Genom u boci” [17] (eng. Genome In A Bottle, skraćeno GIAB)
je javno-privatno-akademski konzorcijum pod pokroviteljstvom američkog Nacio-
nalnog instituta za standarde i tehnologiju (eng. National Institute of Standards
and Technology, skraćeno NIST ). Cilj ovog konzorcijuma je razvoj kompletne teh-
ničke infrastrukture (referentnih standarda, referentnih metoda, referentnih poda-
taka) koja bi omogućila korišćenje rezultata sekvencioniranja humanog genoma u
kliničkoj praksi kao i u tehnološkim inovacijama. Glavni zadatak GIAB -a je ka-
rakterizacija humanih genoma i obezbeđivanje standardnog skupa podataka. Pored
ostalih podataka, GIAB obezbeđuje podatke o genetskim varijacijama za tri hu-
mana genoma, takozvani Aškenazi trio, nad kojima je testiran praktični deo ovog
rada. U poglavlju 5 je naveden detaljan opis korišćenih datoteka.
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Annovar

Povećanje efikasnosti i smanjenje cene sekvenciranja stvara sve veći jaz između
stvaranja sirovih podataka i izdvajanja značajnih bioloških informacija. Jedan od
načina za efikasno anotiranje varijacija nakon obrade sirovih podatka je upotreba
softvera Annovar (ime predstavlja akronim engleskih reči ANNOtate VARiation).
Ovaj alat omogućava korišćenje informacija vezanih za anotiranje genetskih vari-
jacija koje se odnose na genome čoveka, kao i miša, muve, crva... Annovar može
dodeliti anotacije na nivou gena, regiona, filtera, a ima i druge funkcionalnosti.

Na nivou gena možemo doći do informacije da li SNP ili CNV uzrokuju izmene
u proteinu, kao i koje su aminokiseline zapravo izmenjene. Za nazive gena mogu
biti korišćeni identifikatori iz različitih nomenklatura: RefSeq, UCSC, ENSEMBL,
GENCODE, AceView. Na nivou regiona govorimo o nalaženju varijacija u posebnim
regionima genoma, kao što su npr. zaštićeni regioni u okviru 44 vrste, predviđena
mesta vezivanja faktora transkripcije, duplirani regioni u određenim segmentima,
itd. U okviru filtera govorimo o identifikovanju varijacija koje se mogu naći u speci-
jalizovanim bazama podataka, na primer je li varijacija prijavljena u dbSNP1, koja
je učestalost alela u projektu „1000 genoma” i drugo [19].

4.1 Tehnički okvir i upotreba

Annovar je napisan u programskom jeziku Perl. Najjednostavniji način za upo-
trebu Annovar -a je korišćenjem programa table_annovar.pl koji se poziva iz ko-
mandne linije. Obavezni argumenti komandne linije su:

1baza podataka koja sadrži, između ostalog, pojedinačne nukleotidne varijacije (https://www.
ncbi.nlm.nih.gov/snp/)
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• putanja do ulazne datoteke

• putanja do direktorijuma u kom se nalaze baze podataka u vidu tekstualnih
datoteka

Neki od opcionih argumenata su:

• -h (prikazivanje poruke sa uputstvom za korišćenje)

• -buildver <string> (verzija genoma)

• -out <string> (prefiks imena izlazne datoteke)

• -remove (brisanje pomoćnih datoteka)

• -protocol <string> (upućuje na imena datoteka koje predstavljaju baze po-
dataka, a koje se nalaze u direktorijumu zadatom kao drugi obavezni argument
komandne linije)

• -operation <string> predstavlja operacije nad navedenim datotekama ar-
gumenta -protocol koje upućuju na nivo na kom se vrši anotiranje:

– g (nivo gena)

– gx (nivo gena uz dodatne anotacije)

– r (nivo regiona)

– f (nivo filtera)

• -nastring <string> (znak za prikaz praznog polja)

• -vcfinput (naznačavanje da je ulazna datoteka u .vcf formatu i da će se pored
izlazne .txt datoteke generisati i izlazna .vcf datoteka)

• -polish (proteinska notacija)

• -otherinfo (prikaz dodatnih informacija)

• -csvout (generisanje izlazne datoteke u .csv formatu)

Kompletna lista argumenata sa detaljnim objašnjenjima može se naći u uputstvu
za korišćenje softvera Annovar [8].
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Primer pozivanja programa je:
perl table_annovar.pl mom/mom.vcf humandb/ -buildver hg19 -out mom

-remove -protocol refGene -operation g -nastring . -vcfinput -polish

Ulazna datoteka za ovaj program je datoteka koja sadrži informacije o genetskim
varijacijama, najčešće tipa .vcf. Svaki red ovakve datoteke sadrži poziciju na kojoj
postoji varijacija u odnosu na referentni genom u odnosu na koji je vršeno mapiranje,
identifikator varijacije, tip varijacije, itd. Primer ulazne datoteke u .vcf formatu je
dat na slici 4.1.

Izlazna datoteka programa je tabelarno organizovana datoteka u kojoj svaki red
predstavlja skup anotacija za jednu genetsku varijaciju. Podrazumevani format je
.txt, a navođenjem odgovarajućih argumenata u komandnoj liniji moguće je generi-
sanje datoteke i u .vcf ili .csv formatu. Prvih nekoliko kolona odgovara kolonama iz
ulazne datoteke. Svaka od narednih kolona odgovora protokolu (jednom ili više njih)
navedenom u komandnoj liniji prilikom poziva programa. Kolone Func.refGene,

Gene.refGene, GeneDetail.refGene, ExonicFunc.refGene i AAChange.refGene

sadrže informacije kako mutacija utiče na gensku strukturu. Jedna od kolona u na-
stavku je ExAC* i ona predstavlja učestalost alela u uzorcima. Ostale kolone sadrže
skorove predviđanja za nesinonimne varijacije.

U slučaju kada je ulazna datoteka .vcf tipa, program Annovar, između ostalog,
generiše i novu izlaznu .vcf datoteku sa dodatnim poljem Info koje je popunjeno
informacijama vezanim za anotacije. Vrednost ovog polja na početku sadrži Anno-
var_Date i završava se sa Allele_End. U slučaju više alela na istom lokusu, polje
Info će imati više ovakvih segmenata, po jedan za svaki alel.

Primeri izlaznih datoteka u .txt i .vcf formatu dati su na slikama 4.2 i 4.3.
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Slika 4.1: Primer ulazne datoteke - .vcf datoteka za Aškenazi majku
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Slika 4.2: Primer izlazne datoteke - .txt datoteka za Aškenazi majku
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Slika 4.3: Primer izlazne datoteke - .vcf datoteka za Aškenazi majku
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Arhitekura i implementacija dodatka
AnnoPI

Praktični deo ovog istraživanja je podrazumevao implementaciju dodatka za sof-
tver Annovar koji za rezultat ima pregledni prikaz iz Annovar -a obogaćenog dodat-
nim korisnim informacijama. Ulazni podaci su datoteke u .vcf formatu koje sadrže
podatke o varijacijama na humanom genomu, a izlazni podatak su .html stranice
koje prikazuju objedinjene informacije - deo podataka iz izlaznih datoteka Anno-
var -a, kao i dodatne informacije o funkciji i fenotipu gena koje se mogu naći u javno
dostupnim ontologijama - Gene Ontology i Human Phenotype Ontology. Kako se
one redovno ažuriraju, omogućeno je preuzimanje njihovih najsvežijih verzija zada-
vanjem odgovarajućih opcija pri pozivu aplikacije.

5.1 Datoteke

Ulazne .vcf datoteke koje su korišćene za potrebe rada se nalaze na stranici pro-
jekta za obezbeđivanje referentnih uzoraka i podataka “Genom u boci”1. Predmet
analize su podaci Aškenazi otac-majka-sin trija iz projekta “Lični genom”. Jedin-
stvene šifre podataka su sledeće:

• HG002-NA24385-huAA53E0 (sin)

• HG003-NA24149-hu6E4515 (otac)

• HG004-NA24143-hu8E87A9 (majka)
1https://jimb.stanford.edu/giab
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Ulazne datoteke u formatu .vcf su preuzete sa naredne lokacije: ftp://ftp-trace.
ncbi.nlm.nih.gov/giab/ftp/release/AshkenazimTrio. Za Aškenazi trio postoje
različite verzije genoma, a u ovom istraživanju korišćena je verzijaNIST v3.3.2/GRCh37
koja je bila najsvežija na početku ovog istraživanja. Datoteke koje su korišćene su:

• HG002
https://ftp-trace.ncbi.nlm.nih.gov/giab/ftp/release/AshkenazimTrio_

GRCh37_GIAB_highconf_CG-IllFB-IllGATKHC-Ion-10X-SOLID_CHROM1-22_

v.3.3.2_highconf_triophased.vcf)

• HG003
ftp://ftp-trace.ncbi.nlm.nih.gov/giab/ftp/release/AshkenazimTrio_

GRCh37_GIAB_highconf_CG-IllFB-IllGATKHC-Ion-10X-SOLID_CHROM1-22_

v.3.3.2_highconf_triophased.vcf

• HG004
ftp://ftp-trace.ncbi.nlm.nih.gov/giab/ftp/release/AshkenazimTrio_

GRCh37_GIAB_highconf_CG-IllFB-IllGATKHC-Ion-10X-SOLID_CHROM1-22_

v.3.3.2_highconf_triophased.vcf

Datoteke sa opisima ontologija se preuzimaju sa zvaničnih stranica GO/HPO
ontologija:

• http://ftp.ebi.ac.uk/pub/databases/GO/goa/HUMAN/goa_human.gaf.gz

• https://ci.monarchinitiative.org/view/hpo/job/hpo.annotations/

lastSuccessfulBuild/artifact/rare-diseases/util/annotation/genes_

to_phenotype.txt

5.1.1 Struktura izlazne datoteke

Zadatak AnnoPI aplikacije je da na osnovu ulazne .vcf datoteke kreira izlaznu
.html datoteku sa tabelom koja za svaku varijaciju iz ulazne datoteke sadrži red sa
pojedinim informacijama iz ulazne datoteke i sa dodatnim, pridruženim informaci-
jama o genu na kom se varijacija nalazi. Preciznije, izlazna .html datoteka sadrži
sledeće kolone:

• Chr

– hromozom
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– odogovara koloni Chr preuzetoj iz Annovar -a

• Start

– početna pozicija varijacije na hromozomu

– odgovara koloni Start preuzetoj iz Annovar -a

• End

– krajnja pozicija varijacije na hromozomu

– odgovara koloni End preuzetoj iz Annovar -a

• Ref

– referentni nukleotid

– odgovara koloni Ref preuzetoj iz Annovar -a

• Alt

– posmatrani nukleotid

– odgovara koloni Alt preuzetoj iz Annovar -a

• Exonic Function

– vrsta varijacije u odnosu na to da li menja aminokiselinu ili ne (syno-
nymous SNV ili nonsynonymous SNV )

– odgovara koloni ExonicFunc.refGene preuzetoj iz Annovar -a

• Gene

– naziv gena

– odgovara koloni Gene.refGene preuzetoj iz Annovar -a

• GO Associations

– prikazuje identifikatore GO funkcija pridruženih genu na kom se data
varijacija nalazi

– svaki GO identifikator predstavlja link na stranicu odgovarajuće funkcije2

2Na primer, za identifikator GO:1990782 to je stranica https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/
term/GO:1990782
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• HPO Annotations

– prikazuje identifikatore HPO fenotipa pridruženih genu na kom se data
varijacija nalazi

– svaki HPO identifikator predstavlja link na stranicu odgovarajućeg feno-
tipa3

• All GO

– sadrži logo ontologije GO i predstavlja link do stranice4 koja pruža in-
formaciju o svim GO funkcijama odgovarajućeg gena

• All HPO

– sadrži logo ontologije HPO i predstavlja link do stranice5 koja pruža
informaciju o svim HPO fenotipovima odgovarajućeg gena na osnovu
identifikatora gena

5.1.2 Dodatne informacije

Radi preglednosti sa jedne strane, a prikaza što više važnih informacija sa druge
strane, obezbeđeno je da postavljanjem kursora na ime gena, GO ili HPO iden-
tifikator budu prikazane dodatne informacije (eng. tooltips) o njima. Informacije
uključuju:

• opis gena koji se preuzima iz Uniprot baze na osnovu identifikatora gena koji
nalazimo u datoteci sa opisom ontologije GO

• naziv i opis GO funkcije koji se nalaze na stranici na koju vodi link postavljen
na identifikator GO funkcije

• naziv i opis HPO fenotipa koji se nalaze na stranici na koju vodi link postavljen
na identifikator HPO fenotipa

3Na primer, za identifikator HP:0100540 to je stranica https://hpo.jax.org/app/browse/
term/HP:0100540

4Na primer, za gen Q96NU1 to je stranica https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/annotations?
geneProductId=Q96NU1

5Na primer, gen ISG15 ima identifikator 9636 (uparivanje naziva gena ISG15 i identifikatora
gena 9636 vrši se preko datoteke sa opisom ontologije HPO) i odgovarajuća stranica je https:
//hpo.jax.org/app/browse/gene/9636
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Informacije potrebne za tooltip-ove za gen preuzimane su sa Uniprot stranice
gena6. Informacije potrebne za tooltip-ove GO funkcija i HPO fenotipa dobijane su
iz JSON reprezentacija njihovih veb stranica7. Nazivu GO funkcije odnosno HPO
fenotipa odgovara vrednost polja name, dok se opis dobija na osnovu vrednosti
polja definition. Na slici 5.1 možemo videti primer opisa gena, a na slikama 5.2 i 5.3
možemo videti primere pomenutih JSON reprezentacija kao i označena pomenuta
polja i njihove vrednosti.

Slika 5.1: Uniprot stranica za gen CAMTA1

Prilikom testiranja, za svaki gen iz datoteke sa opisom ontologije GO opis gena
sa Uniprot stranice smešten je u pomoćnu tekstualnu datoteku Output-Gene. U
ovu datoteku smešteni su i opisi gena koji se pojavljuju u anotacijskoj datoteci,
a za koje nemamo odgovarajući identifikator na osnovu koga preuzimamo opis sa
Uniprot stranice. Za njihovu obradu iskorišćen je Uniprot-ov ID Mapper 8 koji je na

6Na primer, gen CAMTA1 ima identifikator Q9Y6Y1 i odgovarajuća stranica je https://
www.uniprot.org/uniprot/Q9Y6Y1

7Podsetimo se za GO funkciju sa identifikatorom GO:0005634, stranica je https://www.ebi.
ac.uk/QuickGO/term/GO:0005634, dok je za HPO fenotip sa identifikatorom HP:0100540 stranica
https://hpo.jax.org/app/browse/term/HP:0100540

8https://www.uniprot.org/uploadlists/
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Slika 5.2: JSON reprezentacija za funkciju GO:1990782

Slika 5.3: JSON reprezentacija za fenotip HP:0100540

osnovu naziva gena dao informacije o identifikatorima gena pomoću kojih su dobijeni
odgovarajući opisi. Za svaku GO funkciju, odnosno HPO fenotip iz polja kolona
GO Associations i HPO Annotations (npr. GO:005634, odnosno HP:0100540 )
odgovarajuća JSON datoteka je isparsirana i naziv i opis GO funkcije, odnosno
HPO fenotipa su smešteni u pomoćnu tekstualnu datoteku Output-GO Data, od-
nosno Output-HPO Data. Nakon učitavanja podataka u ove datoteke, podaci se iz
njih smeštaju u rečnik gde je ključ naziv gena odnosno GO ili HPO identifikator,
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a vrednost opis gena odnosno naziv i opis funkcije ili fenotipa razdvojeni simbo-
lom „|”. Ove datoteke čuvaju svoj sadržaj između dva pokretanja programa, pa se
tako prilikom novog pokretanja programa najpre kreira rečnik na osnovu postojećih
pomoćnih datoteka9, za svaki gen/GO/HPO identifikator iz datoteka sa opisima
ontologija se proverava da li postoji kao ključ u rečniku, a ukoliko ne postoji či-
taju se podaci sa odgovarajuće Uniprot stranice gena, odnosno parsira se odgova-
rajuća JSON datoteka i ažurira sadržaj datoteka i rečnika. U tabeli 5.1 možemo
videti broj ključeva u rečniku, odnosno broj gena, GO i HPO identifikatora (ko-
lone Broj različitih gena, Broj različitih GO funkcija i Broj različitih

HPO fenotipa). Ukupan broj pojavljivanja svih identifikatora (sa ponavljanjima)
u polaznim datotekama možemo videti u kolonama: Ukupan broj gena (redova

u .html tabeli), Ukupan broj GO funkcija i Ukupan broj HPO fenotipa.

Tabela 5.1: Informacije o ukupnom broju redova, GO funkcija, HPO fenotipa, broju
različitih gena, GO funkcija i HPO fenotipa

Član Broj Ukupan Broj Ukupan Broj Ukupan
trija različitih broj gena različitih broj GO različitih broj HPO

gena (redova u GO funkcija HPO fenotipa
.html tabeli) funkcija fenotipa

son 8880 21042 127182 299308 6893 229285
mom 7877 17345 116245 255114 6717 199269
dad 7774 17342 115560 257247 6734 199572

9pomoćne datoteke su uvedene sa ciljem smanjenja ogromnog broja posećivanja pomenutih
veb stranica
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5.2 Princip rada aplikacije

Aplikacija je razvijana u programskom jeziku Python i pokreće se iz komandne
linije. Primer jednog pokretanja programa je: python AnnoPI.py -g goUrl -h

hpoUrl -d vcfInputFileName gde -g predstavlja opcioni parametar koji zadajemo
ako želimo da preuzmemo najnoviju datoteku sa opisom ontologije GO sa URL
adrese goUrl, dok opcioni parametar -h zadajemo ukoliko želimo da preuzmemo
najnoviju verziju ontologije HPO sa URL adrese hpoUrl. Parametar -d je obave-
zan, nakon koga se zadaje ime datoteke vcfInputFileName koja predstavlja ulaznu
datoteku za softver Annovar. Aplikaciju je moguće pokrenuti i u offline režimu ne
zadavši joj parametre i tada će aplikacija koristiti postojeće lokalne verzije datoteka
sa ontologijama.

Grafički prikaz koraka aplikacije dat je na slici 5.4. Aplikacija se sastoji od
sledećih koraka:

Slika 5.4: Grafički prikaz koraka aplikacije

1. Ukoliko su zadati opcioni parametri (-g, -h), aplikacija preuzima najsvežije
datoteke sa opisima ontologija sa zadatih lokacija, dok u suprotnom koristi
lokalne verzije datoteka. Datoteka koja predstavlja ontologiju GO se čuva
pod nazivom goa.human.gaf.gz. Datoteka ontologije HPO se čuva pod nazivom
genes_to_phenotype.txt

2. Vrši se obrada datoteka sa opisima ontologija (goa.human.gaf i genes_to_
phenotype.txt) i podaci iz njih se smeštaju u rečnik gde je ključ ime gena, a
vrednost lista uređenih torki (goId, function, geneId), odnosno (hpoId, pheno-
type).
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3. Poziva se Annovar za .vcf datoteku čije ime unosi korisnik kao argument
komandne linije. Ukoliko se radi o humanom genomu, Annovar se poziva sa
opcijom hg19. Dobijena izlazna datoteka predstavlja anotacijsku .txt datoteku
u kojoj svaki red sadrži informacije o jednoj genetskoj varijaciji odgovaraju-
ćeg genoma. Anotacijska datoteka predstavlja ulaznu datoteku za AnnoPI.
Detaljan opis ove datoteke dat je u poglavlju 4.

4. Iz anotacijske datoteke uzima se identifikator gena na kom se nalazi odgo-
varajuća varijacija. Na osnovu identifikatora gena moguće je doći do infor-
macija o njegovoj funkciji i fenotipu koje Annovar ne obezbeđuje (kolone GO

Associations, HPO Annotations, All GO i All HPO) preko veb stranica na-
vedenih u opisu kolona na početku ovog potpoglavlja.

5. Iz anotacijske datoteke se uzimaju u obzir samo informacije o varijacijama
koje se nalaze u egzonima, onih kod kojih je sadržaj kolone Func.refGene

Exonic

6. Generiše se .html kod koji sadrži tabelu gde se u svakom redu nalaze infor-
macije o varijacijama dobijene iz Annovar -a (kolone Chr, Start, End, Ref,

Alt, Exonic Function i Gene) kao i pridružene informacije o funkciji i feno-
tipu gena (kolone GO Associations, HPO Annotations, All GO i All HPO).

Rad AnnoPI aplikacije je testiran za .vcf datoteke Aškenazi trija sin-majka-
otac. Na slikama 5.5, 5.6 i 5.7 prikazane su izlazne .html datoteke za svakog člana
trija. Dobijene tabele su veoma glomazne - broj različitih varijacija, a time i redova
u tabeli, iznosi par desetina hiljada, preciznije za Aškenazi sina 21042, za Aškenazi
majku 17345, a za Aškenazi oca 17342. Prikaz sadržaja tooltip-a za GO funkciju
dat je na slici 5.8.
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Slika 5.5: Prikaz .html stranice za Aškenazi sina
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Slika 5.6: Prikaz .html stranice za Aškenazi majku
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Slika 5.7: Prikaz .html stranice za Aškenazi oca
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Slika 5.8: GO tooltip za funkciju GO:0042393

5.2.1 Funkcionalnosti izlazne .html datoteke

Iz izlazne .html datoteke je moguće izvesti podatke u .xlsx i .csv formatu.
Omogućen je izvoz kompletne tabele kao i selektovanih redova. Izvezene datoteke
imaju strukturu kao i tabele .html datoteke. Kolone Chr, Start, End, Ref, Alt,

Exonic function i Gene imaju sadržaj isti kao i na odgovarajućoj .html stranici.
Vrednosti kolona GO Associations i HPO Annotations razdvojene su razmakom.
Kolone All GO i All HPO umesto ikonica sadrže linkove ka odgovarajućim strani-
cama koje pružaju informaciju o svim GO funkcijama, odnosno HPO fenotipu gena
tekuće varijacije. Izvezena datoteka takođe sadrži i informaciju o verziji datoteka
koje predstavljaju ontologije GO i HPO. Na slici 5.9 dat je primer izvezene datoteke
u .xlsx formatu, dok je na slici 5.10 dat primer izvezene datoteke u .csv formatu.
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Slika 5.9: Prikaz .xlsx datoteke za Aškenazi sina

Slika 5.10: Prikaz .csv datoteke za Aškenazi oca
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U kolonama GO Associations i HPO Annotations .html datoteka inicijalno je
prikazano najviše pet funkcija. Za prikaz ostalih koristimo funkcionalnost Show XY
functions. Odabirom vrednosti 10, 20, 30 ili all iz padajuće liste, određujemo koliko
će se funkcija prikazati.

Stranica nudi pretraživanje tabele po ključnim rečima koje se navode u polju za
pretragu. Valja pomenuti da pretraga uzima u obzir cele reči te za pojavljivanje
reda sa GO funkcijom sa identifikatorom 0000007 moramo u polju za pretragu na-
vesti GO:0000007. Kako sadržaj kolone Exonic function može biti synonymous
SNV ili nonsynonymous SNV, bilo je potrebno uvesti ovakav princip pretrage zbog
razlikovanja redova sa synonymous SNV i nonsynonymous SNV sadržajem. Na taj
način, ukoliko bismo u polje za pretragu uneli syn, pojavili bi se samo oni redovi
koji se odnose na synonyomus SNV.

Tabela pored zaglavlja ima i podnožje (eng. footer) koje odgovara kolonama iz
zaglavlja. Ugrađena je mogućnost sortiranja po kolonama kao i straničenje. Ini-
cijalno je postavljeno deset redova po strani. Korisnik ima mogućnost da odabere
stranu unevši broj u polje u donjem desnom uglu.

5.2.2 Implementacija

Izlazna .html stranica je implementirana u Python-u, a podršku za interakciju
sa korisnikom (pretraživanje, izvoz podataka, sortiranje, selektovanje, itd) je pru-
žio JavaScript. Tabela predstavlja instancu DataTable objekta čiju podršku pruža
jQuery10 biblioteka DataTables11. Podršku za mogućnost selekcije redova pružila je
biblioteka Select12, a za izvoz podataka biblioteka Buttons13.

Prikazivanje tooltip-ova u okviru izlazne .html stranice se pokazalo kao svoje-
vrstan izazov. Naime, izlazne .html stranice za Aškenazi trio su i bez ovih dodat-
nih informacija bile glomazne (za Aškenazi sina/majku/oca, redom 66.9 MB/57.3
MB/57.6 MB), a njihovim pridruživanjem su još narasle i njihovo otvaranje u veb
pregledačima je bilo značajno usporeno. Pristup ovakvim .html datotekama je te-
stiran sa dva pregledača - Google Chrome i Mozilla Firefox. Google Chrome nije
uspevao da otvori generisane datoteke, dok Mozilla Firefox jeste. U daljem testi-
ranju stoga je korišćen samo Mozilla Firefox. U tabeli 5.2 prikazane su veličine

10https://ajax.googleapis.com/ajax/libs/jquery/3.4.1/jquery.min.js
11https://cdn.datatables.net/1.10.20/js/jquery.dataTables.js
12https://cdn.datatables.net/select/1.3.1/js/dataTables.select.min.js
13https://cdn.datatables.net/buttons/1.7.0/js/dataTables.buttons.min.js
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izlaznih .html datoteka Aškenazi trija i vremena potrebna za njihovo otvaranje u
različitim verzijama aplikacije AnnoPI koje su opisane u narednim pasusima.

U prvoj verziji aplikacije, tekst za tooltip-ove je pridružen svakom identifikatoru
(i za gen, i za GO funkciju i za HPO fenotip) posebno, na nivou polja tabele pod
tagom td, u okviru atributa data-tippy-content. Za njihovo prikazivanje korišćena
je JavaScript biblioteka Tippy14. Dobijena izlazna .html datoteka je tada sadržala
veliku količinu redundantnih informacija. Prilikom testiranja za Aškenazi trio, iz-
lazne datoteke su bile veličina 179.5 MB, 154.1 MB i 154.8 MB (tabela 5.2, verzija
1). Korišćenje ove biblioteke rezultiralo je velikom količinom vremena pri otvaranju
stranice, pa i nemogućnošću njenog otvaranja na računaru slabije konfiguracije.

U drugoj verziji aplikacije, umesto upisivanja teksta za tooltip-ove direktno u
.html datoteku, ovaj tekst se upisuje u JavaScript datoteke GeneJSMap.js, GOto-
oltipsJS.js i HPOtooltipsJS.js (svaka od datoteka je veličine par megabajta). Za
prikazivanje tooltip-ova i u ovoj verziji koristimo biblioteku Tippy pri čemu se vred-
nost data-tippy-content atributa postavlja u scriptFile.js datoteci čitanjem poda-
taka iz odgovarajućih .js datoteka. Svi tooltip-ovi smeštaju se u rečnik, konkretno
u odgovarajuću instancu Map objekta (geneMap, goMap i hpoMap). Izlazne .html
stranice su u drugoj verziji manje nego u prvoj (66.5 MB, 56.7 MB, 57.3 MB, tabela
5.2, verzija 2) ali učitavanje i dalje traje dugo. Ono što je prednost ovog pristupa
je izostanak velikog broja ponavljanja istih funkcija odnosno fenotipskih osobina.

U trećoj verziji, data-tippy-content u okviru taga td zamenjen je HTML atribu-
tom title u okviru istog taga. Njegove vrednosti se postavljaju u datoteci script-
File.js čitanjem iz datoteka GeneJSMap.js, GOtooltipsJS.js i HPOtooltipsJS.js pri
čemu nema potrebe za korišćenjem JavaScript biblioteke Tippy.

Treća verzija je rezultovala najmanjim datotekama koje mogu da se otvore i
na računarima slabije konfiguracije. Postoje male razlike u veličini u odnosu na
drugu verziju, ali su razlike u vremenu prikazivanja velike. Razlog za to leži u či-
njenici da se u trećoj verziji koristi title atribut koji nije neophodno inicijalizovati u
.html datoteci za razliku od atributa data-tippy-content koji se mora inicijalizovati.
Dodatno, tooltip prikazan pomoću atributa data-tippy-content zahtevniji je jer kori-
šćenje Tippy biblioteke znači i kreiranje instance objekta u .js datoteci. Atribut title
je ugrađeni HTML atribut i za njegovo korišćenje dovoljno je samo u .js datoteci
postaviti vrednost odgovarajućem elementu.

14Za njeno korišćenje potrebno je uključiti https://unpkg.com/@popperjs/core@2 i https:
//unpkg.com/tippy.js@6
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Tabela 5.2: Vremena otvaranja .html datoteka u različitim verzijama aplikacije na
računaru slabije konfiguracije (4 GB RAM memorije, Intel(R) Core(TM) i3-5005U
@ 2.00 GHz procesor) i na računaru jače konfiguracije (16 GB RAM memorije,
Intel(R) Core(TM) i7-9750H @2.60 GHz procesorom)

Vreme otvaranja na Vreme otvaranja na
Verzija Ime Veličina datoteke računaru slabije računaru jače

konfiguracije konfiguracije
son 179 MB neuspešno otvaranje 97 s

1 mom 155 MB neuspešno otvaranje 91 s
dad 154 MB neuspešno otvaranje 90 s
son 66.5 MB neuspešno otvaranje 98 s

2 mom 56.7 MB neuspešno otvaranje 91 s
dad 57.3 MB neuspešno otvaranje 91 s
son 65.4 MB 122 s 34 s

3 mom 55.8 MB 120 s 32 s
dad 56.2 MB 120 s 32 s

AnnoPI je softver koji se jednostavno instalira i koristi. Pored softvera An-
noPI, neophodno je da korisnik na lokalnom računaru ima softver Annovar kao i
interpretere za Perl i Python. Pokretanje softvera Annovar i generisanje anotacij-
skih datoteka (.txt datoteka koje predstavljaju ulaz za AnnoPI ) može da potraje
na slabijim računarima, do sat vremena (4GB RAM memorije). Nakon generisa-
nja anotacijskih datoteka, softver AnnoPI kreira izlaznu datoteku za svega nekoliko
minuta na računaru slabije konfiguracije. Pretpostavka je da bi izvršavanje bilo
značajno brže na računarima jače konfiguracije što zbog nedostatka vremena nije
provereno.
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Zaključak

U savremenim bioinformatičkim istraživanjima, sekvencioniranje nove genera-
cije dovelo je do svakodnevnog priliva sekvencioniranih genoma i velikih količina
podataka o njima. Posebno su značajni podaci o genetskim varijacima pojedinačnih
genoma jer genetske varijacije određuju specifičan fenotip, a mogu se povezati ili
biti uzročnik anomalija i oboljenja.

Podaci o genetskim varijacijama se nalaze rasuti po raznim javno dostupnim
bazama podataka. Softver Annovar automatski prikuplja određene podatke iz po-
menutih baza i time olakšava i ubrzava dolazak do njih. Cilj ovog rada je izrada
dodatka AnnoPI za softver Annovar koji sakuplja dodatne podatke o genetskim
varijacijama, preciznije podatke o funkciji i fenotipu gena na kojima se genetske
varijacije nalaze. AnnoPI preuzima ove podatke iz javno dostupnih baza podataka
i zajedno sa podacima koje Annovar prikuplja pregledno ih prikazuje u okviru .html
datoteke sa različitim funkcionalnostima (sortiranje, selekcija, izvoz podataka, pre-
traga). Softver AnnoPI je javno dostupan i može da pruži podršku istraživačima
različitih profila u genomici kao i u raznim bioinformatičkim disciplinama pri pre-
traživanju informacija o genetskim varijacijama.

Jedan pravac unapređenja softvera AnnoPI bi bila serverska obrada podataka
što bi se ogledalo u učitavanju podataka .html datoteke „strana-po-strana”, kao i ele-
gantnijem prikazu tooltipa-ova. Uz to, s obzirom da se softver pokreće iz komandne
linije, implementacija grafičkog interfejsa bi doprinela njegovoj široj upotrebi među
istraživačima bez informatičke ekspertize.
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