UNIVERZITET U BEOGRADU
MATEMATICKI FAKULTET

F—

o

,-’
&‘m‘i H \
| .‘%“ o

(M
__""""-?ia.!.»“

LN ;o
\\ﬂrzxﬁf.o_rzﬁs_.?r?‘f//

—

] 1873 \
(1673

Andela R. Mijailovic¢

IMPLEMENTACIJA DODATKA ZA
SOFTVER ANNOVAR ZA PRIKAZ
FUNKCIJE | FENOTIPA GENA

master rad

Beograd, 2021.



Mentor:

dr Jovana KOVACEVIC, docent

Matematicki fakultet, Univerzitet u Beogradu

Clanovi komisije:

prof. dr Gordana PAVLOVIC-LAZETIC, redovni profesor

Matematicki fakultet, Univerzitet u Beogradu

dr Nevena VELJKOVIC, naucni savetnik
INN Vinca, Univerzitet u Beogradu

Datum odbrane:




Nagmilijima



Naslov master rada: Implementacija dodatka za softver Annovar za prikaz funk-

cije i fenotipa gena

Rezime: Raznovrsnost zivota na zemlji je zasnovana na razli¢itim varijacijama
gena jedne vrste. Zadatak bioinformatickih alata je da omoguce obradu i analizu
podataka o varijacijama i da nam omoguce uvide u osnove fenotipske i funkcionalne
raznovrsnosti. ANNOVAR (ANNotate VARiation) je globalno zna¢ajan bioinforma-
ticki softver za interpretaciju varijacija odredenog 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 (skra¢eno od
Annovar Plug In). Annovar omogucava anotaciju datoteka sa genetskim varijaci-
jama Sto podrazumeva generisanje nove datoteke sa razli¢itim podacima o genetskim
varijacijama koje se nalaze rasute po razli¢itim bazama podataka. Pored podataka
koje Annovar dodeljuje, od znac¢aja mogu biti i drugi podaci o genima kao $to su
funkcija gena i fenotipi sa kojima je gen povezan. AnnoPIl omogucava automatsko
pronalazenje 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 obezbeduje 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.

Kljuc¢ne reci: gen, genom, nukleotid, varijacija, SNV, Annovar, ontologije, GO,
HPO, tunkcija, fenotip
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Glava 1

Uvod

Humani genom predstavlja ogroman izazov, kako za istrazivanje, tako i za re-
prezentaciju. Da bi se procitao, potrebno je prvo podeliti ga na segmente. Njihove
duzine moraju biti duzine najvise 100-200 baznih parova jer sekvenceri ne mogu
oc¢itati duze segmente. Iscepkan humani genom potom treba sastaviti kao slagalicu,
s tim $to nam cCesto nije poznata slika koju treba dobiti. Rekonstrukcija genoma
je olaksana ukoliko su delovi za slaganje veé¢i. Posebni alati koji sluze za sklapanje
genomske slagalice na osnovu ocitavanja nazivaju se asembleri.

Brzi razvoj tehnologija za sekvenciranje genoma doveo je do mogucnosti da se
sekvenciraju genomi razli¢itih organizama. Pored toga, za neke vrste postoje tako-
zvani referentni genomi koji predstavljaju genome nastale kombinovanjem genoma
odredenog broja uzoraka te vrste. U genomskim sekvencama kod razli¢itih jedinki
iste vrste, na nivou populacije, moze do¢i do razlika u nukleotidima na istim po-
zicijama. Ove razlike nazivamo genetskim varijacijama. Naucnicima koji se bave
ovom oblas¢u od znacaja su razli¢ite informacije o genetskim varijacijama kao $to
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 istrazivaci mogli da povezu postojece informacije sa konkretnim
podacima koristimo razli¢ite alate. Jedan od takvih alata je softver Annovar.

Annovar (skra¢eno od ANNotate VARiation) predstavlja bioinformaticki sof-
tverski alat koji omogucava tumacenje i odredivanje prioriteta pojedinacnih nu-
kleotidnih varijacija (eng. SNV'), umetanja, brisanja i varijacija broja kopija (eng.
CNV) datog genoma. Annovar pruza moguénost anotiranja humanih genoma hg18,
hg19, hg38, kao i modelovanje genoma organizama kao $to su: mis (lat. Mus muscu-

lus), voéna musica (lat. Drosophila mealnogaster), valjkasti crv (lat. Caenorhabditis
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elegans), kvasac (lat. Saccharomyces cerevisiae) i mnogi drugi. Anotacije se mogu
koristiti za utvrdivanje funkcionalnih posledica mutacija na genima, u citogenetskoj
analizi, za pronalaZenje varijacija u oCuvanim regionima itd. Annovar zajedno sa
softverskim alatima SNP effect (skraceno SnpEFF') i Variant Effect Predictor (skra-
¢eno VEP) predstavlja najcesce koriséene softverske alate za anotiranje varijacija
[9].

Cilj ovog rada jeste implementacija dodatka AnnoPI za softver Annovar koji
bi omogucio prikaz informacija o genetskim varijacijama koje prikuplja Annovar
zajedno sa dodatnim informacijama koje Annovar ne ukljucuje, 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 pocetku rada, u poglavlju 2, dat je prikaz bioloskih pojmova koji se koriste
u ovom radu, pre svega genoma i genetskih varijacija. Poglavlje 3 posveceno je
bioinformatickim podacima gde centralno mesto zauzimaju resursi koji povezuju
termine u bioloskim ontologijama sa genima. U naSem radu bavi¢emo 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. Tehnicki okvir i upotreba softvera Annovar
objasnjeni su detaljnije u poglavlju 4, dok je peto poglavlje posveéeno rezultatima

i detaljnom opisu prakti¢nog dela rada.
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Genom 1 SNV

Celija je osnovna jedinica funkcije i grade svakog Zivog bi¢a. U zavisnosti od
toga kako je u ¢éeliji organizovan genetski materijal, postoje prokariotske i eukari-
otske celije. Kod prokariotskih celija genetski materijal je rasut po celiji, dok je
kod eukariotskih ¢elija genetski materijal grupisan u jezgru koje je od ostatka celije
odvojeno membranom. Eukariotske ¢elije sadrze organele u kojima se odvijaju ¢elij-
ski procesi. Jezgro eukariotske ¢elije naziva se jedro i predstavlja najvec¢u organelu
zaduZenu za regulaciju svih éelijskih procesa. U tim procesima ucestvuju jedinjenja
kao sto su nukleinske kiseline, sastavljene od 4 nukleotida, i proteini, sastavljeni od
20 esencijalnih aminokiselina.

U celiji postoje dve vrste nukleinskih kiselina - dezoksiribonukleinska kiselina
(DNK) i ribonukleinska kiselina (RNK). Glavni nosioci geneticke informacije su
molekuli DNK. Osnovu svakog nukleotida ¢ini jedna od cetiri azotne baze: adenin,
citozin, guanin i timin. Nukleotidi RNK sadrze uracil umesto timina. Azotne baze
se skra¢eno obelezavaju 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 (skraceno bp). Sa stanovista racu-
narstva, DNK moZemo posmatrati kao nisku nad azbukom {A, T, C, G}, a proteine
kao nisku nad azbukom od 20 aminokiselina [6].

Za vreme deobe Celije u jedru se mogu uociti hromozomi koji imaju klju¢nu ulogu
u nasledivanju. Celija moZe imati jednostruki skup hromozoma (haploidna éelija) i
dvostruki skup hromozoma (diploidna ¢elija), pri ¢emu 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

fizicku i funkcionalnu jedinicu nasledivanja. Ilustracija ¢elije, hromozoma i DNK
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data je na slici 2.1.

DNA (D¢ soxyribonucleic Acid

Chromosome

Cell

DNA double helix

Slika 2.1: Celija, hromozom i DNK !

Svaki gen zauzima odredeno mesto na hromozomu, ali kako u diploidnoj ¢eliji
postoje dva hromozoma sa tim genom na istom mestu, moze se re¢i da se jedan
gen javlja u dva oblika. Ovi oblici nazivaju se aleli. Namece se pitanje kako se
utvrduje polozaj gena na hromozomu. Ovaj postupak se naziva mapiranje gena
[4]. Jedinstveni skup svih gena jedinke naziva se gemotip. Na sloZeni naéin, uz
uslove spoljasnje sredine, genotip upravlja skupom svih osobina jednog organizma,
funkcije 1 ponasanja 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. Medutim, ne nose svi delovi gena
informaciju za sintezu proteina. Oni segmenti gena koji nose informaciju se nazivaju
egzont, a oni koji ne nose introni.

Mozemo uociti da je grada gena eukariota mozai¢na: deo gena koji nosi Sifru
ispresecan je delovima koji ne nose 8ifru. Stoga, za gene je karakteristi¢an diskonti-
nuitet geneticke informacije. Ilustracija je data na slici 2.2.

Kod prokariota introni ne postoje veé¢ su njihovi geni neprekinuti nizovi kodira-
juéih nukleotida. Bioloski znacaj introna i njihova funkcija nisu jo§ uvek razjasnjeni.
Introni su nasli prakti¢nu primenu u kriminologiji i sudskoj medicini poznatoj kao

geneticki otisci prstiju.

Thttps: //www.ancestry.com/Ip/where-is-dna-found
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Intron

Gene

Slika 2.2: Iustracija mozai¢ne strukture gena eukariota [10]

2.1 Genom

Kompletan nasledni materijal sadrzan u jednoj haploidnoj éeliji predstavlja ge-
nom. Humani genom sadrzi oko tri milijarde i 200 hiljada baznih parova. Svaka
jedinka ima jedinstveni genom pa tako medu genomima razli¢itih jedinki ima razlika.
Razli¢itosti na nivou genoma nazivamo genetskim wvarijacijama. One mogu biti
na pojedina¢nom nukleotidu i skraceno ih oznacavamo sa SNV (eng. Single Nuc-
leotide Variation).

Sa jedne strane, varijacije uticu na fenotip i samim tim na to kako izgledamo,
funkcioniSemo i ponaSamo se. Sa druge strane, uzroc¢nici su bolesti, stoga je vazno
otkriti njihovu funkcionalnu i fenotipsku povezanost. Koristeéi prednosti sekvenci-
oniranja nove generacije, genetske varijacije se mogu posmatrati na nivou ¢itavog
genoma.

Postupak odredivanja genomske sekvence naziva se sekvenciranje genoma.
Sustinski, predstavlja odredivanje redosleda nukleotida na nivou molekula DNK.
Sekvenciranje se vrsi tako $to se iz uzorka oc¢itaju podsekvence DNK koje se nazivaju
oc¢itavanja (eng. reads) a koje je nakon toga neophodno sastaviti u polaznu DNK
sekvencu pomoc¢u asemblera [7].

Humani referentni genom predstavlja ,prose¢an” humani genom koji je izracunat
na odredenom broju uzoraka. Kako je ovakav genom sastavljen sekvencioniranjem
DNK veceg broja davalaca, referentni genom ne predstavlja skup gena nijedne po-

jedinac¢ne osobe. Humani referentni genom u oznaci GRCh37 (The Genome Refe-



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 usavrSavanju se i dalje radi.

2.2 SNV

Pojedina¢na varijacija nukleotida (eng. Single Nucleotide Variation, skra¢eno
SNV) je tackasta varijacija koja se javlja na odredenom mestu u nasem genomu.
To mesto se naziva lokus |7]|. Postoji vise formi varijacija, ali je SNV najucestalija.
Svaka jedinka ima oko nekih 3 miliona ovih pojedinacnih nukleotidnih varijacija,
dakle, jedna na svakih hiljadu nukleotida. Pojedinac¢ne varijacije nukleotida se mogu
javiti u kodiraju¢im i nekodirajué¢im regionima genoma. Kodirajuci regioni genoma
se sastoje od kodona, nukleotidnih tripleta od kojih svaki odreduje pojedinacnu
aminokiselinu. Ako SNV ne menja tip aminokiseline, onda je u pitanju sinonimns
SNV, usuprotnom 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'). Pojedinacne varijacije
nukleotida mogu znacajno izmeniti 3D strukturu i funkciju proteina.

Kada se SNV javlja u nekodirajué¢im regionima, uglavnom je neutralan. Me-
dutim, mogu uticati na ekspresiju gena ako se javljaju na mestima vezivanja tran-
skripcionog faktora (proteina koji se vezuje za specificnu DNK sekvencu i koji ima

uloge kontrole prenosa geneticke informacije sa DNK na iRNK).

2.2.1 Metode za detektovanje SNV

Polazec¢i od datog skupa ocitavanja dobijenog nakon sekvenciranja genoma, jedna

od procedura za pronalazenje genetskih varijacija je sledeca [7]:

1. Poravnavaju se sva oCitavanja u odnosu na referentni genom i kreiraju se .bam
datoteke (ove datoteke predstavljaju kompresovane .sam datoteke koje sadrze

informacije o poravnatim oc¢itavanjima)
2. U slucaju pojave oc¢itavanja koja nisu ispravna vrsi se njihovo filtriranje

3. U ovom koraku sakupljaju se aleli na svim lokusima. Postoji moguénost da
su neki aleli koji se pojavljuju na odredenom lokusu razli¢iti u odnosu na

referentne alele. Na jednom takvom lokusu moze postojati SNV.
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4. Za lokuse sa nereferentnim alelima primenjuju se razliCite statistike radi odre-

divanja postojanja SNV na takvom lokusu.

5. Nakon pronalazenja svih SNV, dobijene informacije se smestaju u .vef (eng.

Variant Calling Format) datoteku.
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Podaci

Bioinformatika kao nau¢na oblast podrazumeva analizu i interpretaciju razlic¢itih
tipova bioloskih podataka sa ciljem istrazivanja i boljeg razumevanja bioloskih pro-
cesa, Sto se postize razvijanjem racunarskih metoda i alata. Najvaznije institucije,

u ¢ijim okvirima se i nalaze bioinformaticke baze podataka su:
e NCBI - Nacionalni centar za bioloske informacije, SAD [18]
e EBI - Evropski bioinformaticki insitut, Velika Britanija [12]
e SIB - Svajcarski bioinformatici institut, Svajcarska [11]
e KEGG - Kjoto enciklopedija gena i genoma, Japan [16]

Jedna od vaznih procedura u bioinformati¢kim istrazivanjima jeste anotiranje
genetskih varijacija. Informacije o genetskim varijacijama se nalaze u datotekama.
Anotacija predstavlja pridruzivanje relevantnih informacija svakoj genetskoj varija-
ciji iz razlicitih baza podataka, ¢esto uz pomoé razlicitih 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 predvideni funkcionalni
efekti, itd.

3.1 Ontologije

Pojam ontologije u racunarstvu se odnosi na predstavljanje znanja u obliku for-
malno definisanog sistema pojmova (klasa, izraza, koncepata) i relacija izmedu njih.
U bioloskim okvirima ovakav koncept sluzi za organizaciju i objavljivanje bioloskih

podataka.
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3.1.1 GO

Ontologija gena, u oznaci GO (engl. Gene Ontology) predstavlja najveéi izvor
informacija vezanih za funkcije gena odnosno genskih produkata'. Podaci u GO su
prilagodeni za ¢itanje i od strane ¢oveka ali i za racunarsku obradu [13|. Funkcija
genskog produkta se iz ugla ontologije gena sagledava iz tri razlicita aspekta: mole-
kulskih funkcija (eng. Molecular Function, MF'), ¢elijskih komponenti (eng. Cellu-
lar Component, CC') i biologkih procesa (eng. Biological Process, BP). Molekulska
funkcija podrazumeva biohemijsku aktivnost genskog produkta. Celijska kompo-
nenta predstavlja mesto u celiji gde je genski produkt aktivan. Biologki procesi
predstavljaju metabolicke 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 re¢ o
bioloskom procesu, onda je to oksidativna fosforilacija. Celijska komponenta ovog
produkta je mitohondrijski matriks.

Kako GO projekat nastoji da predstavlja aktuelne informacije, konstatno se
azurira i podleze revizijama. Izmene su ¢esto na nedeljnom nivou. Na zvani¢noj
internet stranici GO projekta [14] moguce 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

izmedu genskog produkta i GO funkcije.

GO termi

Elementi ontologije gena su GO klase ili termi. Njihovi sustinski elementi su
jedinstveno odredeni kod i naziv terma. Jedinstveno odredeni kod (u oznaci GO
ID) predstavlja identifikator koji se sastoji od sedam cifara sa GO: prefiksom. Ime
terma je takvo da je razumljivo ¢oveku, npr. vezivanje aminokiselina (engl. amino
acid binding). Term, takode, ima aspekt i moze biti jedan od tri pomenuta: mole-
kulska funkcija, ¢elijska komponenta i bioloski proces. Term ima i definiciju. Ona
predstavlja opis onoga Sto term predstavlja. Izmedu termova postoje relacije. One
mogu biti je, je deo i requlise.

Sa aspekta racunarstva, GO moZemo posmatrati kao usmereni aciklicki graf.
U takvom grafu, GO termi odnosno funkcije predstavljaju ¢vorove, a relacije iz-

medu njih predstavljaju grane. GO struktura je hijerarhijska. Relacija "dete-

'Pod genskim produktom se podrazumeva protein, nekodirajuéa RNK ili makromolekulski
kompleks
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roditelj” je relacija ”je” (engl. "is-a”). To, zapravo, predstavlja odnos specijalizacija-
generalizacija. Svaki ¢vor opisuje specifi¢niju funkciju u odnosu na svog pretka. U
ovoj hijerarhiji moguce je da dete ima vise roditelja. Koren ovakvog grafa predsta-
vlja najopstiju funkciju i nosi naziv ontologije (MFO, BPO, CCO) dok listovi
predstavljaju najspecifi¢nije funkcije. Iustracije GO ontologije date su na slikama
3.113.2.

Gene
Ontology

Biological
Process

Molecular
Function

Cellular
Component
Response
to Stimulus

Macromolecule
Complex

Intercellular
Part

Catalytic
Activity

Response
to Stress

Response to
Endogenous
Stimulus

Response to
DNA Damage
Stimulus

Cytoplasm Deaminase
Activity

DNA Repair

Slika 3.1: Deo ontologije GO [1]
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e metabolic
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biosynthetic
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CO:0019319

hexose
biosynthetic
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Slika 3.2: Primer podgrafa ontologije GO [13]
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3.1.2 HPO

The Human Phenotype Ontology u oznaci HP O obezbeduje standardizovan rec-
nik fenotipskih abnormalnosti koje se sre¢u kod ljudskih bolesti. Svaki izraz u
HPO opisuje jednu fenotipsku abnormalnost. To mogu biti opstiji izrazi kao Sto
je npr. abnormalnost grade uha, ali, takode, mogu biti i prili¢no specificni kao Sto
je korioretinalna atrofija. HPO pruza ontologiju medicinski relevantnih fenotipova,
anotacije vezane za fenotip koji se odnosi na bolesti i algoritama koji se primenjuju
u ovom kontekstu. Institucije poput medunarodne organizacije za retke bolesti, re-
gistri klinickih laboratorija, biomedicinskih resursa i klinickih softverskih alata sve
vise usvajaju HPO kao standard za fenotipske abnormalnosti ¢ime 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 mozemo posmatrati kao
usmereni aciklicki graf. Cvorovi predstavljaju fenotipske pojmove a grane su relacije
izmedu njih. Razlika u odnosu na stabla se ogleda u tome $to ¢vor koji predstavlja
specijalizovaniji term (potomak) moZze imati vise predaka - manje specijalizovanih
terma. Upravo ovakva relacija ilustruje relaciju ,js-a”, odnosno ,,je”. Na slici 3.3 dat

je prikaz dela HPO ontologije.
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general terms

specific terms

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, skraceno GIAB)
je javno-privatno-akademski konzorcijum pod pokroviteljstvom americkog Nacio-
nalnog instituta za standarde i tehnologiju (eng. National Institute of Standards
and Technology, skraceno NIST). Cilj ovog konzorcijuma je razvoj kompletne teh-
nicke infrastrukture (referentnih standarda, referentnih metoda, referentnih poda-
taka) koja bi omogucila koriséenje rezultata sekvencioniranja humanog genoma u
klinickoj praksi kao i u tehnoloskim inovacijama. Glavni zadatak GIAB-a je ka-
rakterizacija humanih genoma i obezbedivanje standardnog skupa podataka. Pored
ostalih podataka, GIAB obezbeduje podatke o genetskim varijacijama za tri hu-
mana genoma, takozvani Askenazi trio, nad kojima je testiran prakti¢ni deo ovog

rada. U poglavlju 5 je naveden detaljan opis koris¢enih datoteka.
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Glava 4

Annovar

Povecanje efikasnosti i smanjenje cene sekvenciranja stvara sve veéi jaz izmedu
stvaranja sirovih podataka i izdvajanja znacajnih bioloskih informacija. Jedan od
nacina za efikasno anotiranje varijacija nakon obrade sirovih podatka je upotreba
softvera Annovar (ime predstavlja akronim engleskih re¢i ANNOtate VARiation).
Ovaj alat omogucava koris¢enje informacija vezanih za anotiranje genetskih vari-
jacija koje se odnose na genome c¢oveka, kao i misa, muve, crva... Annovar moze
dodeliti anotacije na nivou gena, regiona, filtera, a ima i druge funkcionalnosti.

Na nivou gena mozemo doé¢i do informacije da li SNP ili CNV uzrokuju izmene
u proteinu, kao i koje su aminokiseline zapravo izmenjene. Za nazive gena mogu
biti koriséeni identifikatori iz razli¢itih nomenklatura: RefSeq, UCSC, ENSEMBL,
GENCODE, AceView. Na nivou regiona govorimo o nalazenju varijacija u posebnim
regionima genoma, kao Sto su npr. zasti¢eni regioni u okviru 44 vrste, predvidena
mesta vezivanja faktora transkripcije, duplirani regioni u odredenim segmentima,
itd. U okviru filtera govorimo o identifikovanju varijacija koje se mogu naci u speci-
jalizovanim bazama podataka, na primer je li varijacija prijavljena u dbSNP!, koja

je ucestalost alela u projektu ,,1000 genoma” i drugo [19].

4.1 Tehnicki okvir i upotreba

Annovar je napisan u programskom jeziku Perl. Najjednostavniji nacin za upo-
trebu Annovar-a je koriséenjem programa table_annovar.pl koji se poziva iz ko-

mandne linije. Obavezni argumenti komandne linije su:

haza podataka koja sadr#i, izmedu ostalog, pojedina¢ne nukleotidne varijacije (https://www.
ncbi.nlm.nih.gov/snp/)
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e putanja do ulazne datoteke

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

Neki od opcionih argumenata su:
e -h (prikazivanje poruke sa uputstvom za koriséenje)
e -buildver <string> (verzija genoma)
e -out <string> (prefiks imena izlazne datoteke)
e -remove (brisanje pomo¢nih datoteka)

e -protocol <string> (upucuje na imena datoteka koje predstavljaju baze po-
dataka, a koje se nalaze u direktorijumu zadatom kao drugi obavezni argument

komandne linije)

e -operation <string> predstavlja operacije nad navedenim datotekama ar-

gumenta -protocol koje upuéuju na nivo na kom se vrsi anotiranje:

— ¢ (nivo gena)
— gz (nivo gena uz dodatne anotacije)
— r (nivo regiona)

— f (nivo filtera)
e -nastring <string> (znak za prikaz praznog polja)

e -vcfinput (naznacavanje da je ulazna datoteka u .vcf formatu i da ¢ée se pored

izlazne .tzt datoteke generisati i izlazna .vcf datoteka)
e -polish (proteinska notacija)
e -otherinfo (prikaz dodatnih informacija)
e -csvout (generisanje izlazne datoteke u .csv formatu)

Kompletna lista argumenata sa detaljnim objasnjenjima moze se naé¢i u uputstvu

za koriscenje softvera Annovar |8|.
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Primer pozivanja programa je:
perl table_annovar.pl mom/mom.vcf humandb/ -buildver hgl9 -out mom
-remove -protocol refGene -operation g -nastring . -vcfinput -polish

Ulazna datoteka za ovaj program je datoteka koja sadrzi informacije o genetskim
varijacijama, najceSce tipa .vcf. Svaki red ovakve datoteke sadrzi poziciju na kojoj
postoji varijacija u odnosu na referentni genom u odnosu na koji je vrseno 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 navodenjem odgovaraju¢ih argumenata u komandnoj liniji moguce 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 vise njih)
navedenom u komandnoj liniji prilikom poziva programa. Kolone Func.refGene,
Gene.refGene, GeneDetail.refGene, ExonicFunc.refGenei AAChange.refGene
sadrze informacije kako mutacija utic¢e na gensku strukturu. Jedna od kolona u na-
stavku je ExAC* i ona predstavlja ucestalost alela u uzorcima. Ostale kolone sadrze
skorove predvidanja za nesinonimne varijacije.

U slucaju kada je ulazna datoteka .vcf tipa, program Annovar, izmedu ostalog,
generiSe i novu izlaznu .vef datoteku sa dodatnim poljem Info koje je popunjeno
informacijama vezanim za anotacije. Vrednost ovog polja na pocetku sadrzi Anno-
var_Date i zavrSava se sa Allele_ End. U slucaju vise alela na istom lokusu, polje
Info ¢e imati vise 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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Glava 5

Arhitekura 1 implementacija dodatka
AnnoPI

Prakti¢ni deo ovog istrazivanja je podrazumevao implementaciju dodatka za sof-
tver Annovar koji za rezultat ima pregledni prikaz iz Annovar-a obogac¢enog dodat-
nim korisnim informacijama. Ulazni podaci su datoteke u .vcf formatu koje sadrze
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 naci u javno
dostupnim ontologijama - Gene Ontology i Human Phenotype Ontology. Kako se
one redovno azuriraju, omogudceno je preuzimanje njihovih najsvezijih verzija zada-

vanjem odgovaraju¢ih opcija pri pozivu aplikacije.

5.1 Datoteke

Ulazne .vcf datoteke koje su koriséene za potrebe rada se nalaze na stranici pro-
jekta za obezbedivanje referentnih uzoraka i podataka “Genom u boci”. Predmet
analize su podaci Askenazi otac-majka-sin trija iz projekta “Li¢ni genom”. Jedin-

stvene Sifre podataka su sledece:
e HG002-NA24385-huAA53E0 (sin)
e HG003-NA24149-hu6E4515 (otac)

e HG004-NA24143-hu8E87A9 (majka)

https://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 Askenazi trio postoje
razliGite verzije genoma, a u ovom istrazivanju koriséena je verzija NIST v3.3.2/GRCh37

koja je bila najsvezija na pocetku ovog istrazivanja. Datoteke koje su koriSé¢ene su:

e HGO002
https://ftp-trace.ncbi.nlm.nih.gov/giab/ftp/release/AshkenazimTrio_
GRCh37_GIAB_highconf_ CG-I11FB-I11GATKHC-Ion-10X-SOLID_CHROM1-22_
v.3.3.2_highconf_triophased.vcf)

e HGO003
ftp://ftp-trace.ncbi.nlm.nih.gov/giab/ftp/release/AshkenazimTrio_
GRCh37_GIAB_highconf _CG-I11FB-I11GATKHC-Ion-10X-SOLID_CHROM1-22_
v.3.3.2_highconf_triophased.vct

e HGO004
ftp://ftp-trace.ncbi.nlm.nih.gov/giab/ftp/release/AshkenazimTrio_
GRCh37_GIAB_highconf _CG-I11FB-I11GATKHC-Ion-10X-SOLID_CHROM1-22_
v.3.3.2_highconf_triophased.vct

Datoteke sa opisima ontologija se preuzimaju sa zvani¢nih stranica GO/HPO

ontologija:
e http://ftp.ebi.ac.uk/pub/databases/G0/goa/HUMAN/goa_human.gaf.gz

e 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 sadrzi red sa
pojedinim informacijama iz ulazne datoteke i sa dodatnim, pridruzenim informaci-
jama o genu na kom se varijacija nalazi. Preciznije, izlazna .html datoteka sadrzi

sledeée kolone:
e Chr

— hromozom
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— odogovara koloni Chr preuzetoj iz Annovar-a
e Start

— pocetna pozicija varijacije na hromozomu

— odgovara koloni Start preuzetoj iz Annovar-a
e End

— krajnja pozicija varijacije na hromozomu

— odgovara koloni End preuzetoj iz Annovar-a

— referentni nukleotid

— odgovara koloni Ref preuzetoj iz Annovar-a

— posmatrani nukleotid

— odgovara koloni Alt preuzetoj iz Annovar-a
e 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
e Gene

— nagiv gena

— odgovara koloni Gene.refGene preuzetoj iz Annovar-a
e GO Associations

— prikazuje identifikatore GO funkcija pridruzenih genu na kom se data

varijacija nalazi

— svaki GO identifikator predstavlja link na stranicu odgovarajuce funkcije?

2Na primer, za identifikator G0:1990782 to je stranica https://www.ebi.ac.uk/QuickG0/
term/G0:1990782
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e HPO Annotations
— prikazuje identifikatore HPO fenotipa pridruzenih genu na kom se data
varijacija nalazi
— svaki HPO identifikator predstavlja link na stranicu odgovarajuceg feno-
tipa®
e A1l GO

— sadrzi logo ontologije GO i predstavlja link do stranice* koja pruZa in-

formaciju o svim GO funkcijama odgovarajuéeg gena
e Al]l HPO

— sadrzi logo ontologije HPO i predstavlja link do stranice’ koja pruza
informaciju o svim HPO fenotipovima odgovarajuceg gena na osnovu

identifikatora gena

5.1.2 Dodatne informacije

Radi preglednosti sa jedne strane, a prikaza Sto viSe vaznih informacija sa druge
strane, obezbedeno je da postavljanjem kursora na ime gena, GO ili HPO iden-
tifikator budu prikazane dodatne informacije (eng. tooltips) o njima. Informacije

ukljucuju:

e opis gena koji se preuzima iz Uniprot baze na osnovu identifikatora gena koji

nalazimo u datoteci sa opisom ontologije GO

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

e naziviopis 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/QuickG0/annotations?
geneProductId=Q96NU1

®Na primer, gen ISG15 ima identifikator 9636 (uparivanje naziva gena ISG15 i identifikatora
gena 9636 vrsi se preko datoteke sa opisom ontologije HPO) i odgovaraju¢a 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
gena®. Informacije potrebne za tooltip-ove GO funkcija i HPO fenotipa dobijane su
iz JSON reprezentacija njihovih veb stranica’. Nazivu GO funkcije odnosno HPO
fenotipa odgovara vrednost polja name, dok se opis dobija na osnovu vrednosti
polja definition. Na slici 5.1 moZzemo videti primer opisa gena, a na slikama 5.211 5.3
mozemo videti primere pomenutih JSON reprezentacija kao i oznacena pomenuta

polja i njihove vrednosti.

&« c & uniprot.org/uniprot/Q9Y&Y1

BLAST Align Retrieve/ID mapping Peptide search SPARQL

UniProtkB - Q9Y6Y1 (CMTA1_HUMAN)

i o i = pji )
DISpIay Help video %% BLAST =Align 51Format & Add to basket @ History

El . — — .

ntry Protein| Calmodulin-binding transcription activator 1
Publications Cene CAMTA1
Feature viewer Organism Homo sapiens (Human)

Feature table

StatUSI ln!l Reviewed - Annotation score: ®@@®@® - Experimental evidence at protein level®

CEN
Transcriptional activator. May act as a tumer suppressor.
e
Subcellular location
Miscellaneous
A very small segment of 1p36 located within CAMTAL is deleted in all oligodendroglial tumors with 1p LOH. T
neuroblastoma 1p36 MDR. CAMTAL shows no evidence of inactivation by somatic mutations.

E,p, Regions

e N ine

DNA binding* 63 - 188 CG-1 # PROSITE-ProRule annotation

Slika 5.1: Uniprot stranica za gen CAMTA1

Prilikom testiranja, za svaki gen iz datoteke sa opisom ontologije GO opis gena
sa Uniprot stranice smeSten je u pomocnu tekstualnu datoteku Output-Gene. U
ovu datoteku smesteni su i opisi gena koji se pojavljuju u anotacijskoj datoteci,
a za koje nemamo odgovarajuéi identifikator na osnovu koga preuzimamo opis sa

Uniprot stranice. Za njihovu obradu iskorigéen je Uniprot-ov ID Mapper® koji je na

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

"Podsetimo se za GO funkciju sa identifikatorom GO:0005634, stranica je https://www.ebi.
ac.uk/QuickGO/term/G0:0005634, 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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C @ ebiacuk/QuickGO/services/ontology/go/terms/GO:1990782/complete Qs @ :

13 Reading list

{"numberOfHits":1,"results":[{"id":"G0:1990782","isObsolete":false,"name" : "protein tyrosine kinase
binding"”,"definition":{"text":"Binding to protein tyrosine kinase.","xrefs":

[{"dbCode" :"PMID", "dbId":"25499537"}]}, "synonyms":[{"name": "tyrosine kinase
binding","type":"exact"}],"children":[{"id":"G0:0030971", "relation":"is_a"}], "history":
[{"timestamp":"2021-05-24","action":"Deleted", "category":"DEFINITION", "text":"Interacting selectively and
non-covalently with protein tyrosine kinase."},{"timestamp":"2021-05-

24" ,"action":"Added","category":"DEFINITION", "text":"Binding to protein tyrosine kinase."},
{"timestamp":"2015-06-25","action":"Added", "category":"TERM", "text":"protein tyrosine kinase binding"},
{"timestamp":"2015-06-25","action": "Added","category":"RELATION", "text":"is a G0:0019901 (protein kinase
binding)"}, {"timestamp":"2015-06-25","action":"Added", "category": "SYNONYM", "text":"tyrosine kinase
binding"}, {"timestamp":"2015-06-25","action":"Added","category":"DEFINITION", "text":"Interacting
selectively and non-covalently with protein tyrosine kinase."}],"annotationGuidelines":
[{"description":"Binding term
considerations™,"url”:"http://wiki.geneontology.org/index.php/Annotating_binding"}], "aspect"”:"molecular_f
unction”,"usage":"Unrestricted","blacklist":[{"goId":"G0:1990782","reason":"1 NOT-qualified manual
annotation exists with evidence code EC0:0000353 from this reference: PMID:33432067","category":"NOT-
qualified
manual”,"entityType":"protein","entityId":"PODTC2","taxonId":"2697049","entityName":"SPIKE_SARS2","ancest
orGoId":"G0:0005515"},{"goId":"G0:1990782","reason":"1 NOT-qualified manual annotation exists with
evidence code EC0:0000353 from this reference: PMID:33432067","category"”:"NOT-qualified
manual”,"entityType":"protein"”,"entityId":"P35613","taxonId":"9606","entityName":"BASI_HUMAN", "ancestorGo
Id":"G0:0005515"}1}1, "pageInfo” :null}

Slika 5.2: JSON reprezentacija za funkciju GO:1990782

€« C @ hpojaxorg/api/hpo/term/HP-0100540 Qaxv »@ :

13 Reading list

{"details":{"name": "Palpebral edema","id":"HP:0100540","altTermIds":
["HP:0000626" ], "definition":"Edema in the region of the
eyelids.","comment”:"","synonyms": [ "Puffy lids","Fullness of eyelids","Oedema of

non [Tl

the eyelids","Puffy eyelids","Swelling of eyelids","Palpebral oedema","Eyelid
edema", "Edema of the eyelids","Eyelid oedema"],"isObsolete":false, "xrefs":
["SNOMEDCT_US:89091004 ", "UMLS:C0162285"], "pubmedXrefs":[]}, "relations":
{"termCount":3, "parents":[{"name":"Abnormal eyelid
morphology","id":259,"childrenCount":108, "ontologyId": "HP:0000492"},

{"name" :"Periorbital

edema","id":15019, "childrenCount":4,"ontologyId": "HP:0100539"}], "children":
[{"name":"Lower eyelid

edema”,"id":9@051, "childrenCount™:0, "ontologyId":"HP:0012568"},{"name": "Upper eyelid
edema","id":9204, "childrenCount":0, "ontologyId":"HP:0012724"},
{"name":"Blepharochalasis","id":7313, "childrenCount”:9, "ontologyId":"HP:0010749"}]}

}

Slika 5.3: JSON reprezentacija za fenotip HP:0100540

osnovu naziva gena dao informacije o identifikatorima gena pomocu kojih su dobijeni
odgovarajuéi opisi. Za svaku GO funkciju, odnosno HPO fenotip iz polja kolona
GO Associations i HPO Annotations (npr. GO:005634, odnosno HP:0100540)
odgovarajuc¢a JSON datoteka je isparsirana i naziv i opis GO funkcije, odnosno
HPO fenotipa su smesteni u pomoc¢nu tekstualnu datoteku Output-GO Data, od-
nosno Output-HPO Data. Nakon ucitavanja podataka u ove datoteke, podaci se iz

njih smestaju u re¢nik gde je klju¢ 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 ¢uvaju svoj sadrzaj izmedu dva pokretanja programa, pa se
tako prilikom novog pokretanja programa najpre kreira re¢nik na osnovu postojeéih
pomo¢nih datoteka’, za svaki gen/GO/HPO identifikator iz datoteka sa opisima
ontologija se proverava da li postoji kao klju¢ u re¢niku, a ukoliko ne postoji ¢i-
taju se podaci sa odgovarajuce Uniprot stranice gena, odnosno parsira se odgova-
raju¢a JSON datoteka i azurira sadrzaj datoteka i recnika. U tabeli 5.1 mozemo
videti broj kljuceva u re¢niku, odnosno broj gena, GO i HPO identifikatora (ko-
lone Broj razlilitih gena, Broj razlilitih GO0 funkcijaiBroj razlilitih
HPO fenotipa). Ukupan broj pojavljivanja svih identifikatora (sa ponavljanjima)
u polaznim datotekama mozemo videti u kolonama: Ukupan broj gena (redova

u .html tabeli), Ukupan broj GO0 funkcija i Ukupan broj HPO fenotipa.

Tabela 5.1: Informacije o ukupnom broju redova, GO funkcija, HPO fenotipa, broju
razli¢itih gena, GO funkcija i HPO fenotipa

Clan Broj Ukupan Broj Ukupan Broj Ukupan
trija | razlicitih | broj gena | razli¢itih | broj GO | razli¢itih | 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 e 17342 115560 257247 6734 199572

9pomocne datoteke su uvedene sa ciljem smanjenja ogromnog broja poseé¢ivanja pomenutih

veb stranica
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5.2 Princip rada aplikacije

Aplikacija je razvijana u programskom jeziku Python i pokrece 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 zelimo da preuzmemo najnoviju datoteku sa opisom ontologije GO sa URL
adrese goUrl, dok opcioni parametar -h zadajemo ukoliko Zelimo 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 moguce pokrenuti i u offline rezimu ne
zadavsi joj parametre i tada ¢e aplikacija koristiti postojece lokalne verzije datoteka
sa ontologijama.

Graficki prikaz koraka aplikacije dat je na slici 5.4. Aplikacija se sastoji od

sledeéih koraka:

Ulazna .vcf
datoteka

Anotacijska I1zlazna .html

datoteka datoteka
- Annovar > AnnoPl .

Datoteke
sa GO i HPO
ontologijama

Slika 5.4: Graficki prikaz koraka aplikacije

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

genes_to_phenotype.txt

2. Vrsi se obrada datoteka sa opisima ontologija (goa.human.gaf i genes to
phenotype.trt) 1 podaci iz njih se smestaju u re¢nik gde je klju¢ ime gena, a
vrednost lista uredenih torki (gold, function, geneld), odnosno (hpold, pheno-
type).

28



GLAVA 5. ARHITEKURA I IMPLEMENTACIJA DODATKA ANNOPI

3. Poziva se Annovar za .vcf datoteku ¢ije 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 sadrzi informacije o jednoj genetskoj varijaciji odgovaraju-
¢eg genoma. Anotacijska datoteka predstavlja ulaznu datoteku za AnnoPlL

Detaljan opis ove datoteke dat je u poglavlju 4.

4. 1z anotacijske datoteke uzima se identifikator gena na kom se nalazi odgo-
varajuca varijacija. Na osnovu identifikatora gena moguce je doé¢i do infor-
macija o njegovoj funkciji i fenotipu koje Annovar ne obezbeduje (kolone GO
Associations, HPO Annotations, All GO iAll HPO) preko veb stranica na-

vedenih u opisu kolona na pocetku ovog potpoglavlja.

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

FEzronic

6. GeneriSe se .html kod koji sadrzi 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 pridruzene informacije o funkciji i feno-

tipu gena (kolone GO Associations, HPO Annotations, A1l GOiAll HPO).

Rad AnnoPI aplikacije je testiran za .vcf datoteke Askenazi trija sin-majka-
otac. Na slikama 5.5, 5.6 1 5.7 prikazane su izlazne .html datoteke za svakog ¢lana
trija. Dobijene tabele su veoma glomazne - broj razli¢itih varijacija, a time i redova
u tabeli, iznosi par desetina hiljada, preciznije za Askenazi sina 21042, za Askenazi
majku 17345, a za Askenazi oca 17342. Prikaz sadrzaja tooltip-a za GO funkciju

dat je na slici 5.8.
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Select first rows

Function and phenotype terms associated with human exonic variations
0 version: 2021-05-01.
HPO version: #1271 Mar 27, 2020

Show [10 v [functions
Export All Excel csv search: ]
Exonic Go HPO Al Al
Chr Start End Ref Ale function Gene associations  amnotations” GO HPO
GO:0005244
GO:0005248
GO:0031402
50:0006814
N ’ synonymous . GO:0006954
2 167163043 167163043 T c ° SCN9A Goooostsc | HEovorse @
GO:0009791  HP:0007328
HP:0001649
0034765 HP:0031284
GO00357>5  HP:0200025
HP:0200026
HP:0000632
HP:0003623
HP:0031417
2 167168093 167168093 c T T SCN9A. Hp s
GO:0009791 s
0019233 HP:0001649
HP:0031284
HP:0200020
1000048
HP:0000613
5 135388663 135388663 A G sy“"g‘l‘\’r';‘v“’“s TGEBI
HP:0007881
'HP:0008039
5
GO:0007162  HP:0032148
50:0062023  HP:0200020
GO:0005178 HP:0000486
HP:0000613
HP-0001131
5 135391374 135391374 c T it TGFBI
HP:0007881
HP:0008039
495
GO0007162  HP:0032148
GO:0062023  HP:0200020
GO:0005178 HP:0000486
GO:0005201  HP:0000613
GO:0005515  HP:0001131
VO o synonymous . GO:0005518  HP:0007759
5 135392426 135392426 T @ . TGFBI T e
GO:0050840  HP:0007S8
GO:0001525  HP:0008039
2 HP:0000495
15
GO:0042503
7
< synonymous . GO:0042438  HP:0001480
o 12694255 ¢ A TYRPL G0:0043438  HP:0200098
GO:0048023 HP:0000486
GO:0005737  HP:0000639
GO:0010008
GO:00161
G0:0004503
GO:0005515  HP:0002227
HP:0011358
HP:0002207
synonymous . 10001480
9 12698471 12698471 T c TYRPL
HP:0200098
GO:0045023  HP:0000456
G0:0005737  HP:0000639
GO:0010008
0016021
GO:0005515
GO:004687
GO:0000723
; S nonsynonymous .
10 64159333 64159333 G T o~ ZNF365 !
GO:0048714
GO:0060997
HP:0100785
GO:0046872
GO:0000123  HP:0000738
'HP:0000504
nonsynonymous HP:0002494
10 64415184 64415184 A G fed ZNF365 o (i)
GO:0048714 4
GO:0060997 4
GO:0110026 0
GO:0140059  HP:0001513
GO:0003904
0003914
GO:0003690
50: 5515
synonymous . GO:0009852  HP:0100785
12 107395106 107395106 A G CRY! s
GO:0019901
Exonic Go HPO Al Al
chr Start End Ref Al function Gene associations  amnotations GO HPO
Showing 31 to 40 of 21,042 entries Previous 1 2 3 ‘ 45 .. 2105 Next

Slika

5.5: Prikaz .html stranice za Askenazi sina
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Function and phenotype terms associated with human exonic variations
GO version: 2021-05-01.
HPO version: #1271 Mar 27, 2020
Select first|  © |rows
Show | 10 v ffunctions

Export All Excel csv Search:

HPO Al Al
annotations © GO HPO

Chr Start End Ref Alt Exonic Gene
function

HP:0100660

HP:0100315
HP:0004409

synonymous

12 40742254 40742254 G A LRRK2

HP:
HP:0100710
HP:0002120

HP:0100660
HP:0004926
HP:0100315
HP:0004409

12 40758652 40758652 T c

nonsynonymous
SNV U

HP:0000338
HP:0100753
HP:0100710
HP:0002120

HP:0100660

HP:0004409

nonsynonymous
3 184037533 184037533 A G x5

EIF4G1

HP:0100710

HP:0100660
HP:0004926
HP:0100315
HP:0004409
HP:0012450
HP:0000338 @
HP:0002172
HP:0100753
HP:0100710
HP:0002120

nonsynonymous
3 184039666 184039666 A G e

EIF4G1

HP:0100660
HP:0004926
HP:0100315

synonymous

16 46696284 46696284 G A VPS35

HP:0100753
HP:0100710
HP:0002120

HP:0100660
HP:0004926
HP:0100315
HP:0004409
HP:0012450 ( )
HP:0000338 cI)
HP:0002172

HP:0100753

HP:0100710

synonymous

2 233708806 233708806 A G GIGYF2

HP:0100660

HP:0004926
HP:0100315

HP:0004409
HP:0012450 @

nonframeshift

2 233712227 233712229 ACA - 5
deletion

GIGYF2

HP:0100753
HP:0100710
HP:0002120

HP:0100658
HP:0003828
HP:0100797
HP:0000006

4 177605082 177605084 TCA N nonframeshift VEGFC
deletion

HP:0001004
HP:0000286
HP:0002619
HP:0200058

HP:0100602
HP:0010982
HP:0100601

10 70641860 70641860 T c

nonsynonymous
SNV STOX1

50

HP:0001511

HP:0002315
HP:0005117
HP:0100579

HP:0100958

HP:0002017 ( )
HP:0002206 (I)
HP:0009473

HP:0200042

HP:0002015

HP:0002020

synonymous

6 167549775 167549775 T c CCR6

Chr Start End Ref Al Exonic Gene
function

HPO An Al
annotations GO HPO

Showing 61 to 70 of 17,345 entries Previous 1 .. 6 ‘ 7 ‘ 8 . 1735 Next

Slika 5.6: Prikaz .html stranice za Askenazi majku
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Function and phenotype terms associated with human exonic variations
GO version: 2021-05-01.
HPO version: #1271 Mar 27, 2020
Select first|  © |rows
Show (10 v ffunctions

BportAl | Excel | CSV Search:
Exonic Go HPO Al Al
Chr Start End Ref Al function Gene associations  amnotations” GO HPO
GO:0004842  HP:0032222
GO:0005109  HP:0000006
GO:0005515  HP:0100808
HP:0002862
nonsynonymous GO:0061630  HP:0100574
17 56435885 56435885 G T SNV RNF43 ool Bronor (I)
HP:0012189

0016567  HP:0012125
G0:0030178  HP:0100615

GO:0016055 HP:0003002
GO:

GO:0004842  HP:0032222
G0:0005109  HP:0000006
GO:0005515  HP:0100808

HP:0002862
nonsynonymous GO:0061630  HP:0100574
17 56436109 56436109 c T SNV RNF43 Soonest, I EEoos (I)
GO:0007275  HP:0012189
GO:0016055  HP:0003002

HP:0012125
G0:0030178  HP:0100615

G0:0004842  HP:0032222
G0:0005109 HP:0000006
GO:0005515  HP:0100808
GO:0046872  HP:0002862

nonsynonymous GO:0061630  HP:0100574
17 56448297 56448297 @ T ] RNF43 Goonestt BEEt00s5 (P

GO:0007275 HP:0012189
GO:0016055  HP:0003002
GO:0016567  HP:0012125
GO:0030178  HP:0100615

G0:0004842  HP:0032222
GO:0005109  HP:0000006
HP:0100808
HP:0002862

nonsynonymous GO:0061630  HP:0100574
17 56492800 56492800 T c SNV RNF43 G0:0006511 HP:0005227 @

GO:0007275  HP:0012189
GO:0016055  HP:0003002
G0:0016567  HP:0012125
GO:0030178  HP:0100615

HP:0032192
22 42150229 42159229 G T e MEI GO:0007127  HP:0000007 (0)
SNV ¢
HP:0000789

G0:0003723
G0:0005515
GO:0007015
GO:0008150

nonsynonymous GO:0031297  HP:0032192
6 74072937 74072937 G c pod KHDC3L G0:0032880 | HP:0000007 (P

G0:0040019
GO:0043066
G0:0050769
GO:0051656

G0:0003723
G0:00055

G0:0007015
G0:0008150
nonsynonymous G0:0031297  HP:0032192
6 74073531 74073531 c G ySNV KHDC3L G0:0032880 | HP:0000007 @
G0:0040019
GO:0043066
G0:0050769
G0:0051656

HP:0032092
HP:0012664
HP:0001645
GO:0051015 HP:0005157

synonymous GO:0005737  HP:0003581
18 34310668 34310668 c T NV FHOD3 Goos1635 [IFEE 0000006 q)

GO:0030866  HP:0001297
G0:0005856  HP:0005110
G0:0055003 HP:0031656
GO:0045214  HP:0031295

G0:0003723  HP:0031936
GO:0005515  HP:0001250
GO:0019843  HP:0001290
G0:0006396  HP:0001350

nonsynonymous GO:0006915  HP:0001639
2 207631461 207631461 G A v FASTKD2 coonzsas) IEETRTS (I)

GO:0044528 HP:0000007
GO:0070131  HP:0100660
G0:1902775  HP:0002151
G0:0005739  HP:0000639

GO:0045540  HP:0031936
G0:0010872  HP:0000718
G0:003238¢  HP:0000007
G0:0032805  HP:0001324

synonymous GO:0090370  HP:0002286
9 139904037 139904037 A G SNV ABCA2 GO:0150110  HP:0001250 <i>

GO:1901873  HP:0003141
G0:1902004  HP:0002066
G0:1902993  HP:0001260

HP:0002311
Exonic GO HPO All All

Chr Start End Ref Al function Gene associations  amnotations GO HPO

Showing 131 to 140 of 17,342 entries Previous 1 13 14 15 1735 Next

Slika 5.7: Prikaz .html stranice za Agkenazi oca



GLAVA 5. ARHITEKURA I IMPLEMENTACIJA DODATKA ANNOPI

ELETIRTS

Alt Exonic Gene GO HFPO All All
) function associations annotations GO HPO
GO:0005515
GO:0005634
C R SAMDIL GO:0003682 ()
SNV . ( )| )
GO:0042393
GO:0045892 o
GO:0005515
GO-0005634
T e SAMDI1 GO:0003682 (0)
SNV 20 ( )t )
GO:0042393
histone binding|Interacting selectively and non-covalently with a histone, any of a group of water-soluble proteins found in
association with the DNA of eukaroytic chromosomes, They are invelved in the condensation and coiling of chromosomes
during cell division and have also been implicated in nonspecific suppression of gene activity.
[SIORVVIETIE!
GO-0003723

GO:0005515

SVNONymous N GO:0031491
A SNV NocL GO:0042393 (@)

SOen1ANTOT

Slika 5.8: GO tooltip za funkciju GO:0042393

5.2.1 Funkcionalnosti izlazne .html datoteke

Iz izlazne .html datoteke je moguce izvesti podatke u .zlsz i .csv formatu.
Omoguéen 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 sadrzaj isti kao i na odgovarajucoj .html stranici.
Vrednosti kolona GO Associations i HPO Annotations razdvojene su razmakom.
Kolone A11 GO i A11 HPO umesto ikonica sadrze linkove ka odgovarajué¢im strani-
cama koje pruzaju informaciju o svim GO funkcijama, odnosno HPO fenotipu gena
tekuce varijacije. Izvezena datoteka takode sadrzi 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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AutoSave

Export selected data - Read-Only - Excel

P Search

File Home Insert Page Layout Formulas Data Review View Help
0 EA cut Calibri Ju AN | =E=E 9 Bwepte General 0 Bl % Ej &8 m=x = A“msu'"
Rcopy ~ Fill v
e . . = o | = o oo | Conditional Formatas Cell Insert Delete Format
Sromatpanter | B L Y [H-[&v A Merge & Center B % 9 BN | romatting~ Table~ Stes~ | v v v | ©Cear”
Clipboard 5 Font 5 Alignment ] Number 5 Styles cells &
121 - S
A B c D E F G H 1 ] K L
1 Export selected data
2 Function and phenotype terms associated with human exonic variationsGO version: 2021-05-01.HPO version: #1271 Mar 27, 2020
3 Chr Start  End Ref Alt  Exonic function Gene GO associations HPO annotations All GO All HPO
4 1 877831 877831 T c nonsynonymous SNV SAMD11 GO:0005515 GO:0005634 GO:000 https://www.ebi.ac.uk/Quis https://hpo.jax.org/app/browse/gene/
5 1 879317 879317 C T synonymous SNV SAMD11 GO:0005515 GO:0005634 GO:000 https://www.ebi.ac.uk/Quis https://hpo.jax.org/app/browse/gene/
3 1 881627 881627 G A synonymous SNV NOC2L  GO:0003682 GO:0003714 GO:0003 https://www.ebi.ac.uk/Quis https://hpo.jax.org/app/browse/gene/
7 1 887801 887801 A G synonymous SNV NOC2L  GO:0003682 GO:0003714 GO:0003 https://www.ebi.ac.uk/Quis https://hpo.jax.org/app/browse/gene/
8 1 888639 888639 T c synonymous SNV NOC2L  GO:0003682 GO:0003714 GO:0003 https://www.ebi.ac.uk/Quis https://hpo.jax.org/app/browse/gene/
9 1 888659 888650 T c nonsynonymous SNV NOC2L  GO:0003682 GO:0003714 GO:0003 https://www.ebi.ac.uk/Quis https://hpo.jax.org/app/browse/gene/
10 1 897325 897325 G c synonymous SNV KLHL17 GO:0005515 GO:0031208 GO:0060 https://www.ebi.ac.uk/Quis https://hpo.jax.org/app/browse/gene/
1 1 906272 906272 A c synonymous SNV PLEKHN1 GO:0001786 GO:0005515 GO:0070 https://www.ebi.ac.uk/Quis https://hpo.jax.org/app/browse/gene/
12 1 909238 909238 G c nonsynanymous SNV PLEKHN1 GO:0001786 GO:0005515 GO:0070 https://www.ebi.ac.uk/Quis https://hpo.jax.org/app/browse/gene/
13 1 049654 0949654 A G synonymous SNV 1SG15  GO:0005178 GO:0005515 GO:0007; HP:0000007 HP:0002721 HP:00: https://www.ebi.ac.uk/Qui https://hpo.jax.org/app/browse/gene/
14 1 981931 981931 A G synonymous SNV AGRN  GO:0062023 GO:0002162 GO:0005. HP:0002020 HP:0002015 HP:00( https://www.ebi.ac.uk/Qui https://hpo.jax.org/app/browse/gene/
15 1 982994 982994 T c synonymous SNV AGRN  GO:0062023 GO:0002162 GO:0005. HP:0002020 HP:0002015 HP:00( https://www.ebi.ac.uk/Qui https://hpo.jax.org/app/browse/gene/
16 1 984302 984302 T c synonymous SNV AGRN  GO:0062023 GO:0002162 GO:0005. HP:0002020 HP:0002015 HP:00( https://www.ebi.ac.uk/Qui https://hpo.jax.org/app/browse/gene/
17
18
19
20
21 !
2
23
24
25
26
27
28
29
Sheet1 @ 4
Slika 5.9: Prikaz .xlsx datoteke za Askenazi sina
[EUCW insert  Pagelayout Formulas Data Review View Developer Help Team  (Q Tell me whatyou wantto do Q share
i f‘;i:‘py ) Calibri A A | ==E o Bwepten General - [}‘j D D ETU gx i ‘:‘JJ‘?S“'" ) ¢ p
P comatbamer | B T U [ O-A- | === EE Bvegencener - | § - % 2 |9 3 | ovdiona fomatas el | en Deee fomat | Sos as
Clipboard s Font s Algnment s Number s Stes cells ditng Sensitvy ~
A19 S v
A B | C D E F G | H | J K L =
1 [Chr Start End Ref Alt Exonic function Gene GO associations HPO annotation: All GO All HPO
2 1 949654 949654 A G synonymous SNV 1SG15 G0:0005178 GO:0005515 (HP:0002135 HP: https://www.ebi https://hpo.jax.org
3 1 1875858 1875858 C G nonsynonymous SNV CFAP74  GO:0035082 G0:0005930 https://www.ebi https://hpo.jax.org,
4 | 1 1991014 1991014 A G synonymous SNV PRKCZ G0:0004672 GO:0004674 (HP:0000490 HP: https://www.ebi https://hpo.jax.org
5 1 2938697 2938697 T G synonymous SNV ACTRT2  G0:0005737 GO:0005856 https://www.ebi https://hpo.jax.org
6 1 3301721 3301721 C T synonymous SNV PRDM16 GO:0030512 GO:0000976 (HP:0000490 HP: https://www.ebi https://hpo.jax.org
7| 1 3753136 3753136 A T nonsynonymous SNV CEP104  GO:0005515 G0:0016594 HP:0001251 HP: https://www.ebi https://hpo.jax.org
8 1 4772717 4772717 G A nonsynonymous SNV AJAP1 G0:0005515 GO:0008013 GO:0044877 GO: https://www.ebi https://hpo.jax.org
9 1 5924512 5924512 C A nonsynonymous SNV NPHP4  GO:0005198 GO:0005515 tHP:0000103 HP: https://www.ebi https://hpo.jax.org
10 1 6158562 6158562 A G synonymous SNV KCNAB2 GO:0005874 GO:0004033 (HP:0000490 HP: https://www.ebi https://hpo.jax.org
11 1 6279370 6279370 G C nonsynonymous SNV RNF207  GO:0005515 GO:0008270 GO:0030544 GO: https://www.ebi https://hpo.jax.org
12 1 6305303 6305303 C A synonymous SNV HES3 G0:0000981 GO:0046983 GO:0045892 GO: https://www.ebi https://hpo.jax.org
13 1 6313938 6313938 C T nonsynonymous SNV GPR153 G0:0004930 GO:0007186 GO:0005886 GChttps://www.ebi https://hpo.jax.org
14 1 6314138 6314138 C T synonymous SNV GPR153 GO0:0004930 GO:0007186 G0:0005886 GChttps://www.ebi https://hpo.jax.org
15 1 6614535 6614535 G A nonsynonymous SNV NOL9 G0:0003723 GO:0005515 GO:0005524 GO: https://www.ebi https://hpo.jax.org
16 1 6659505 6659505 G A synonymous SNV KLHL21 ~ GO:0004842 GO:0005515 GO:0097602 GO: https://www.ebi https://hpo.jax.org
7 1 6693097 6693097 A G nonsynonymous SNV THAP3 G0:0003677 G0:0005515 GO:0046872 GChttps://www.ebi https://hpo.jax.org
18 1 6705874 6705874 G C nonsynonymous SNV DNAJC11 GO0:0005515 GO:0007007 GO:0005654 G(https://www.ebi https://hpo.jax.org
19

Data export file title

®

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

Stranica nudi pretrazivanje tabele po klju¢nim rec¢ima koje se navode u polju za
pretragu. Valja pomenuti da pretraga uzima u obzir cele reci te za pojavljivanje
reda sa GO funkcijom sa identifikatorom 0000007 moramo u polju za pretragu na-
vesti GO:0000007. Kako sadrzaj kolone Exonic function mozZe biti synonymous
SNV ili nonsynonymous SNV, bilo je potrebno uvesti ovakav princip pretrage zbog
razlikovanja redova sa synonymous SNV i nonsynonymous SNV sadrzajem. Na taj
nacin, 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 podnozje (eng. footer) koje odgovara kolonama iz
zaglavlja. Ugradena je moguénost sortiranja po kolonama kao i strani¢enje. Ini-
cijalno je postavljeno deset redova po strani. Korisnik ima moguénost da odabere

stranu unevsi broj u polje u donjem desnom uglu.

5.2.2 Implementacija

Izlazna .html stranica je implementirana u Python-u, a podrsku za interakciju
sa korisnikom (pretrazivanje, izvoz podataka, sortiranje, selektovanje, itd) je pru-
zio JavaScript. Tabela predstavlja instancu DataTable objekta ¢iju podrsku pruza
jQuery*” biblioteka DataTables''. Podrsku za moguénost selekcije redova pruzila je
biblioteka Select'?, a za izvoz podataka biblioteka Buttons'®.

Prikazivanje tooltip-ova u okviru izlazne .html stranice se pokazalo kao svoje-
vrstan izazov. Naime, izlazne .html stranice za Askenazi trio su i bez ovih dodat-
nih informacija bile glomazne (za Agkenazi sina/majku/oca, redom 66.9 MB/57.3
MB/57.6 MB), a njihovim pridruzivanjem su jos narasle i njihovo otvaranje u veb
pregledac¢ima je bilo znacajno usporeno. Pristup ovakvim .html datotekama je te-
stiran sa dva pregledaca - Google Chrome i Mozilla Firefox. Google Chrome nije
uspevao da otvori generisane datoteke, dok Mozilla Firefox jeste. U daljem testi-

ranju stoga je koris¢en samo Mozilla Firefox. U tabeli 5.2 prikazane su velic¢ine

Vhttps://ajax.googleapis.com/ajax/libs/jquery/3.4.1/jquery.min. js
HUhttps://cdn.datatables.net/1.10.20/js/jquery.dataTables.js
2https://cdn.datatables.net/select/1.3.1/js/dataTables.select.min. js
Bhttps://cdn.datatables.net/buttons/1.7.0/js/dataTables.buttons.min. js
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izlaznih .html datoteka Askenazi trija i vremena potrebna za njihovo otvaranje u
razli¢itim verzijama aplikacije AnnoPI koje su opisane u narednim pasusima.

U prvoj verziji aplikacije, tekst za tooltip-ove je pridruzen 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 koris¢ena
je JavaScript biblioteka Tippy'*. Dobijena izlazna .html datoteka je tada sadrZala
veliku koli¢inu redundantnih informacija. Prilikom testiranja za Agkenazi trio, iz-
lazne datoteke su bile veli¢ina 179.5 MB, 154.1 MB i 154.8 MB (tabela 5.2, verzija
1). Koris¢enje ove biblioteke rezultiralo je velikom koli¢inom vremena pri otvaranju
stranice, pa i nemoguénoSéu njenog otvaranja na rac¢unaru 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 veli¢ine par megabajta). Za
prikazivanje tooltip-ova i u ovoj verziji koristimo biblioteku Tippy pri ¢emu se vred-
nost data-tippy-content atributa postavlja u scriptFile.js datoteci ¢itanjem poda-
taka iz odgovarajucih .js datoteka. Svi tooltip-ovi smeStaju se u recnik, konkretno
u odgovarajucu instancu Map objekta (geneMap, goMap i hpoMap). 1zlazne .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 u¢itavanje i dalje traje dugo. Ono $to je prednost ovog pristupa
je izostanak velikog broja ponavljanja istih funkcija odnosno fenotipskih osobina.

U trecoj 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 ¢itanjem iz datoteka GeneJSMap.js, GOtooltipsJS.js i HPOtooltipsJS.js pri
¢emu nema potrebe za koris¢enjem JavaScript biblioteke Tippy.

Treca verzija je rezultovala najmanjim datotekama koje mogu da se otvore i
na racunarima slabije konfiguracije. Postoje male razlike u veli¢ini u odnosu na
drugu verziju, ali su razlike u vremenu prikazivanja velike. Razlog za to lezi u ¢i-
njenici da se u trec¢oj 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 pomocéu atributa data-tippy-content zahtevniji je jer kori-
S¢enje Tippy biblioteke znadi i kreiranje instance objekta u .js datoteci. Atribut title
je ugradeni HTML atribut i za njegovo koris¢enje dovoljno je samo u .js datoteci

postaviti vrednost odgovaraju¢em elementu.

147a njeno koridéenje potrebno je ukljuéiti 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 razli¢itim verzijama aplikacije na
ra¢unaru slabije konfiguracije (4 GB RAM memorije, Intel(R) Core(TM) i3-5005U
@ 2.00 GHz procesor) i na racunaru jace konfiguracije (16 GB RAM memorije,
Intel(R) Core(TM) i7-9750H @2.60 GHz procesorom)

Vreme otvaranja na | Vreme otvaranja na

Verzija | Ime | Velic¢ina datoteke racunaru slabije ra¢unaru jace

konfiguracije konfiguracije
son 179 MB neuspesno otvaranje 97 s
1 mom 155 MB neuspesno otvaranje 91 s
dad 154 MB neuspesno otvaranje 90 s
son 66.5 MB neuspesno otvaranje 98 s
2 mom 56.7 MB neuspesno otvaranje 91 s
dad 57.3 MB neuspesno 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

AnnoPlI je softver koji se jednostavno instalira i koristi.

Pored softvera An-

noPI, neophodno je da korisnik na lokalnom rac¢unaru ima softver Annovar kao i

interpretere za Perl i Python. Pokretanje softvera Annovar i generisanje anotacij-

skih datoteka (.tzt datoteka koje predstavljaju ulaz za AnnoPI) moze da potraje

na slabijim ra¢unarima, do sat vremena (4GB RAM memorije). Nakon generisa-

nja anotacijskih datoteka, softver AnnoPI kreira izlaznu datoteku za svega nekoliko

minuta na racunaru slabije konfiguracije. Pretpostavka je da bi izvrSsavanje bilo

znacajno brze na ra¢unarima jace konfiguracije Sto zbog nedostatka vremena nije

provereno.

37



Glava 6

Zakljucak

U savremenim bioinformatickim istrazivanjima, sekvencioniranje nove genera-
cije dovelo je do svakodnevnog priliva sekvencioniranih genoma i velikih koli¢ina
podataka o njima. Posebno su znacajni podaci o genetskim varijacima pojedinacnih
genoma jer genetske varijacije odreduju specifican fenotip, a mogu se povezati ili
biti uzro¢nik anomalija i oboljenja.

Podaci o genetskim varijacijama se nalaze rasuti po raznim javno dostupnim
bazama podataka. Softver Annovar automatski prikuplja odredene podatke iz po-
menutih baza i time olakSava 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 razli¢itim funkcionalnostima (sortiranje, selekcija, izvoz podataka, pre-
traga). Softver AnnoPI je javno dostupan i moze da pruzi podrsku istrazivac¢ima
razli¢itih profila u genomici kao i u raznim bioinformatickim disciplinama pri pre-
trazivanju informacija o genetskim varijacijama.

Jedan pravac unapredenja softvera AnnoPI bi bila serverska obrada podataka
Sto bi se ogledalo u uc¢itavanju podataka .html datoteke ,strana-po-strana”; kao i ele-
gantnijem prikazu tooltipa-ova. Uz to, s obzirom da se softver pokrece iz komandne
linije, implementacija grafickog interfejsa bi doprinela njegovoj $iroj upotrebi medu

istrazivaCima bez informaticke ekspertize.
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