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ABSTRAKT

Zpracovani, uloZeni a agregace genetickych variant

Populaéni databaze pomahaji pfi interpretaci genetickych variant. V téchto databazich
jsou informace o frekvenci variant v riznych populacich, které pomahaji urcit, zda je
varianta nalezena u pacienta bézna pro jeho populaci.

Cilem prace bylo vytvofit feSeni umoznujici v budoucnu tvorbu ceské populaéni
databaze. Prvnim ukolem bylo navrhnout fetézec zpracovani a pro néj vybrat metody
a nastroje pro naslednou implementaci. Navrzeny fetézec zpracovani implementovat
a spustit na vzorku dat.

Pro implementaci bylo vyuzito krom jinych nastroji Docker, Hail a VEP
(Variant Effect Predictor).

Vysledkem prace jsou navrzené skripty a vytvofené prostiedi v Dockeru pro jejich
spravné spusténi. Pomoci téchto skript byla uspésné vytvorena ze vzorku dat populacni
databéze.

Klicova slova

Popula¢ni databaze, analyza genetickych variant, variabilita lidského genomu, Hail



ABSTRACT

Processing, storage and aggregation of genetic variants

Population databases help in the interpretation of genetic variants. These databases
contain information about the frequency of variants in different populations to help
determine whether a variant found in a patient is common in their population.

The goal of the work was to create a solution enabling the creation of a Czech
population database in the future. The first task was to design the workflow and
to select methods and tools for subsequent implementation. Next use the designed
workflow and implement it and run it on the sample data.

Among other tools, Docker, Hail and VEP (Variant Effect Predictor) were used
for the implementation.

The result of the work is the created scripts and the created environment in Docker
for their proper execution. From using these scripts on the sample data was successfully
created a population database.

Keywords

Population database, genetic variants analysis, human genome variability, Hail
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Seznam symbolu a zkratek

Seznam zkratek

Zkratka Vyznam

DNA Deoxyribonukleova kyselina

RNA Ribonukleova kyselina

A Adenin

T Thymin

C Cytosin

G Guanin

MDNA/MtDNA  Mitochondrialni DNA

tRNA Transferovd RNA

rRNA Ribosomalni RNA

MRNA Messenger RNA

ncRNA Nekodujici RNA

dATP Deoxyadenosintrifosfat

dTTp Deoxythymidin trifosfat

dCTP Deoxycytidin trifosfat

dGTP Deoxyguanosin trifosfat

ATP Adenosintrifosfat

UTP Uridintrifosfat

CTP Cytidintrifosfat

GTP Guanosintrifosfat

NGS Nové generace sekvenovani

DP pocet filtrovanych ¢teni (readti) pro dany lokus (bazi)

AN Celkovy pocet alel ve volaném genotypu

AC Pocet alel pro kazdou alternativni alelu ve volaném genotypu

AF Alelicka frakce zkratka AF ale také popisuje hodnotu alelické frekvence
pocitané z AC a AN

GT Genotyp

PL Pravdépodobnost moznych genotypil (diploidni organismy maji 3 mozné
genotypy.

GQ Kvalita genotypu

AD Pocet nefiltrovanych readl podporujici nalezené alely




1 Uvod

DNA (deoxyribonukleova kyselina) je molekula slozena znukleotidi. Jejich
sekvence koduje genetické informace jedince. Kompletni soubor genetické informace
ulozené v DNA se nazyva genom. Cely genom 0 urcuje znaky a vlastnosti jedince.

Zmeéna v sekvenci nukleotidii miize zapfiCinovat vazné nemoci, ale nemusi mit
zadny viditelny efekt. Kazdy clovék ma genom o velikosti 3,2 miliardy bazi v nichz ma
pfiblizné pét milidond variant (zmén v sekvenci nukleotidi), kde vétsina z nich je bézna
pro jeho populaci a okoli ve kterém Zije.

Diky tomu, ze je variabilita v lidském genomu obvykla, tak je identifikace odhaleni
medicinsky vyznamnych variant ndro¢né. V tom ale mohou pomoci populaéni databaze
variant. Hlavnim pfinosem popula¢nich databazi je to, Ze obsahuji informace o tom, jak
Casto se varianty objevuji v rozdilnych populacich. To pomahé rozlisit, zda varianta
nalezend u pacienta je bézna pro lidi ze stejné populace ¢i nikoliv.

Cilem této prace je navrhnout fetézec zpracovani, vybrat metody a nastroje pro
tvorbu popula¢ni databaze. Nasledné provést implementaci navrzeného fetézce
zpracovani a na vzorku dat vytvofit populacni databazi. Vysledkem prace je ptipravené
feSeni pro spusténi na vétsim poctu dat.

Motivaci této prace je v budoucnu vytvofit populacni databazi obsahujici varianty
¢eské populace.

V nasledujici kapitole Piehled soucasného stavu je rozepsany teoreticky zaklad této
prace. Obsahuje uvod do molekularni biologie, specificky molekul DNA, RNA
aproteini a genetiky. Obsahuje také prehled sekvenaCnich nastroji, kroky
bioinformatické analyzy genetickych informaci a ptfehled nastroji souvisejicich
s tvorbou popula¢ni databaze.

Kapitola Navrh zpracovani a metody popisuje navrhnuté feSeni, vybér metod
anastroji spolu se softwarovymi a hardwarovymi pozadavky pro naslednou
implementaci.

V kapitole Implementace je vysvétlen zpusob nasazeni do Docker prostredi
a pouziti vytvofenych skripti spolu s jejich popisem.

Kapitoly Vysledky, Diskuse a Zavér slouzi k popsani vysledkd, jejich interpretaci
a zhodnoceni celé prace.



2 Prehled soucasného stavu

Kazdy zivy organismus se skldd4d z bunék. Bunka je zdkladni jednotkou Zivota,
rostlin a zivo€icht. [1]

Buiiky rozdélujeme na prokaryotické a eukaryotické bunky. Eukaryotické bunky
se lisi od prokaryotickych tim, Ze maji organely a samostatny nukleus (jadro) oddélujici
geneticky  material (DNA -  deoxyribonukleova  kyselina  organizovana
v chromozomech) od cytoplazmy a zbytku bunky. Nukleus je uzaviena organcla
ohrani¢ena dvéma membranami. Obsahuje vétSinu DNA eukaryotické bunky, zbytek je
ulozen v semiautonomnich organelach (v mitochondriich a v chloroplastech u rostlin).

[1]
Eukaryotické bunky muizou existovat ve form¢ jednobunéénych organismi
(ménavka a kvasinky) nebo tvofit mnohobunééné organismy — rostliny, houby a lidi. [1]

2.1 Centralni dogma molekularni biologie

Centralni dogma molekularni biologie bylo formulované roku 1958 Francisem
Crickem. Popisuje procesy tii molekul (DNA, RNA - ribonukleova kyselina
a proteinll). Jednad se o proces replikace DNA, transkripce (pfepis) DNA na RNA
a translace (pieklad) RNA na protein. [2]

Tyto procesy jsou odpovédné za expresi genetické informace a jsou zobrazeny
na Obrazek 2.10brazek 2.1.

transkripce translace
DNA — RNA PrOtEinY
U reverzni
transkripce
replikace replikace

Obrazek 2.1 Procesy centralniho dogmatu molekularni biologie mezi molekulami DNA, RNA a
proteini. DNA a RNA jsou schopny replikace, DNA transkripci vytvoii RNA a ta pomoci
translace vytvoii proteiny. Ojedinéle miize dojit k reverzni transkripci RNA do DNA (vyuZzivaji
toho pfedevsim retroviry jako HIV). [3]

2.1.1 DNA

Lidsky genom se sklada z makromolekul DNA. Struktura a slozeni DNA byla
poprvé spravné popsana Vroce 1953, kdy byl vytvoien model dvousroubovice DNA
védci James Watson a Francis Crick. Za tento objev ziskali Nobelovu cenu.



Pro vytvoteni modelu byla dilezitou podminkou rentgenova difrakéni fotografie DNA
zhotovena Rosalind M. Franklinovou. [2]

DNA je slozena z cukru (deoxyribozy), fosfatu (fosfore¢nan) a na kazdy cukr se
vaze dusikata baze. Baze v DNA se d¢li na purinové baze (adenin — A, guanin — G)
a pyrimidinové baze (cytosin — C, thymin —T). [4]

Jeden fosfat, cukr a navazana dusikatd baze tvoii nukleotid, zakladni stavebni
jednotku nukleovych kyselin. Nukleotidy jsou spojeny pomoci fosfodiesterovych vazeb
do polynukleotidovych fetézct a tvofi primarni strukturu DNA. [4]

Jedna makromolekula DNA ma sekundarni strukturu tvofenou dvéma
polynukleotidovymi fetézci stoenymi do pravotocivé dvousroubovice. Dva
polynukleotidové fetézce jsou spojeny na urovni bazi (vodikovymi miustky) a plati
zakon komplementarity. [4]

Zakon komplementarity zajistuje, ze se na sebe vazi vzdy dvé specifické baze
(1 pyrimidinova a 1 purinova):

e A-T (spojeny 2 vodikovymi miistky)
e C-G (spojeny 3 vodikovymi mustky)

Retézce v DNA jsou antiparalelni — jeden fetézec ma smér fosfodiesterovych vazeb
(5" » 3) a druhy ma smér opaény k polarit¢ prvniho fetézce (3' » 5'). Podle toho
hovoiime o 3' nebo 5' konci. [4]

Na naslednicim Obrazek 2.2 je zobrazena struktura a slozeni DNA. Je na ném také
pozorovatelny antiparalelni smér dvou vic¢i sobé komplementarnich fetézct.
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Obrazek 2.2 Vlevo na obrazku je vidét dvousroubovice DNA s viditelnymi bazemi. Na
dvousroubovici je také znazornéno oznaceni 5’konec a 3’konec. Vpravo je ukazana chemicka
struktura bazi a jak se na sebe komplementarné vazi. [5]

2.1.2 DNA replikace

Komplementarita bazi je zakladni vlastnosti DNA umoznujici jeji replikaci. Diky
komplementarit¢ DNA mohou obé& vlakna dvousroubovice slouzit jako pfedloha pro
syntetizovani komplementarné identickych protéjski.

Proces syntézy nové DNA zobrazeny na Chyba! Nenalezen zdroj odkazii. zacina
a rozbiji vodikové mustky spojujici oba fetézce DNA. Clovék ma replika¢nich pocatkt
Vv celém genomu asi 10 000 (pfiblizné 220 na jeden chromozom). Tim, Zze ¢lovék ma
tolik replika¢nich pocatki, se zna¢né urychluje Cas potiebny pro zkopirovani celého
genomu, jelikoz replikace mize probihat na vice mistech soucasné. [1] [2]

Na zacatcich replikace se nachazeji utvary ve tvaru pismena Y nazyvajici
se replikacni vidli€ky. Replikace je oboustrannd, jelikoZz v jednom replikacnim pocatku
se vytvoii dvé replikacni vidlicky pohybujici smérem od sebe. V replikacnich
vidlickach jsou navazany proteiny (DNA polymeraza, enzym primasa, DNA-helikasa,
SSB-proteiny, sviraci protein) replikaéniho aparatu, které se pohybuji ve sméru
replikace a rozvijeji dvousroubovicovou strukturu za souc¢asné syntézy nového fetézce.
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Replikaéni vidlicky jsou nesymetrické. Divodem je, Ze fetézec syntetizujici
se natemplatu 3' — 5' se syntetizuje kontinualné (vedouci fetézec), ale syntéza
probihajici na templatu 5' — 3' probiha diskontinualné (vaznouci fetézec). Vaznouci
fetézec vytvari kratké useky DNA (tzv. Okazakiho fragmenty), které se pomoci enzymu
DNA-polymerasy I, DNA-ligasy pfeménuji na souvislé vlakno. [6]

DNA se syntetizuje pomoci enzymu DNA polymerazy |11, ktera doplituje vhodnou
bazi (A, T, C, G) komplementarné k piivodnimu fetézci. Baze vstupujici do reakce jsou
energeticky bohaté deoxynukleosidtrifosfaty (dATP, dTTP, dGTP a dCTP) a dodavaji
energii polymeriza¢ni reakci. Vznikaji dvé nové dvousroubovice. Kazdd ma jeden
origindlni fetézec a druhy identicky nasyntetizovany fetézec (pokud nepocitdime mozné
chyby wvzniklé béhem replikace), proto se replikace DNA nazyva jako
semikonzervativni. [1] [2]

DNA polymerdza neumi sama zacit syntézu nového vlakna. Proto enzym primasa
prvni syntetizuje useky RNA o velikosti kolem 10 nukleotidl a ty poskytuji 3' konec
pro DNA-polymerazu a tim slouzi jako primery pro syntézu DNA. Je potfeba pouze
jeden RNA-primer pii syntéze vedouciho fetézce. Naopak pii syntéze opozd'ujiciho
se fetézce je potfeba RNA-primer pro kazdy syntetizujici se fragment. [6]

5 3
U Vedouci retézec
/\' ’\'

,\’\"\_/\/\' Sviraci protein

Nové syntetizovany fetézec 3
5|

Novy Okazakiho ~RNA-primer o a

fragment\ :

Vaznouci retézec

Vazebny protein pro udrzeni
jednofetézcoveé struktury DNA

Okazakiho fragment

Obrazek 2.3 Na obrazku je rodiovska (ptivodni) DNA, ktera se ve své ¢asti helikasou rozdéli
na vedouci a vaznouci fetézec. Na nich RNA-primer inicializuje syntézu pomoci DNA
polymerazy. Na obrazki jsou také vidét Okazakiho fragmenty na vaznoucim fetézci. [6]

Miliony part bazi se kopiruji béhem kazdého déleni buiky. Presto DNA

Mrwe
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vV DNA nedochdzi béhem replikace DNA, ale ucinky chemickych reakci uvniti buiiky.
Bunky maji n¢kolik mechanismt pro opravu DNA. VétSina opravnych mechanismt
vyuziva, ze DNA je tvofena dvousroubovici a tim v sobé uklada dvé kopie genetické
informace. [1]

2.1.3 Chromozomy a usporadani genomu

Vétsina lidského genomu (genetické vybavy jedince) je ulozena V jadie kazdé
bunky ve form¢ 46 chromozomu. Poc¢et chromozomu byl uréen v roce 1955 Joe Hin
Tjio. Chromozomy jsou uspoiadany do 23 part, jeden chromozom z paru se dédi od
matky a druhy od otce. Dvacetdva pard se nazyva autozomy — nepohlavni chromozomy
a jeden par chromozomt se nazyva gonozom - tzv. pohlavni chromozom, ktery urcuje
pohlavi a jeho par je tvofeny z chromozomut XX (u zen) a XY (u mizu). [2] [4]

Kazdy lidsky chromozom se skldda z jedné spojité dvouSroubovice DNA zabalené
do chromatinu, ve kterém je DNA zakomplexované spolu s n€kolika tfidami proteint
(histony). Celkem je v jadie kazdé bunky 46 linearnich DNA molekul obsahujicich
celkem 3,2 miliard nukleotidovych pari. [4]

V lidskych bunkach je DNA ukryto i v mitochondriich. Mitochondrie jsou
semiautonomni organely produkujici adenosintrifosfat (ATP) molekulu. ATP je
molekula dodavajici energii buiice pro vétSinu bunéénych ¢innosti. [1]

Mitochondrialni DNA (mtDNA nebo mDNA) c¢lovéka a ostatnich savci je
predavana z mat¢iny mitochondrialni DNA (mtDNA) obsazené ve vajicku. Spermie sice
také obsahuji mtDNA, ale podle podrobnych morfologické studii hlodavci a krav se
mtDNA spermie ztraci v pocatcich embryogeneze. Mitochondridlni DNA u ¢lovéka je
dvouvlaknova, kruhova molekula o velikosti 16 569 bp. Obsahuje 37 gent kodujicich
dveé rRNA, 22 tRNA a 13 polypeptidi. Az na jednu regulatorni ¢ast mtDNA neobsahuje
introny (Cast ktera se pfi transkripci DNA vystiihava viz kapitola 2.1.5). [7]

2.1.4 RNA

DNA je kyselina deoxyribonukleova, ktera slouzi jako ulozisté genetické informace
Cloveka. Stejné ne-li vice je ale dilezita ribonukleova kyselina (RNA). Jeji primarni
struktura je jako u DNA tvofena z nukleotidt (dusikaté baze, cukru pentodzy a ze zbytku
kyseliny fosfore¢né). Rozdil je v§ak v cukru tvofici nukleotid. V RNA je riboza misto
deoxyribozy. Také u dusikatych bazi najdeme v RNA zménu oproti DNA. V RNA se
sice vyskytuji dusikaté baze — A, C, G, ale misto tyminu je vazan uracil (U). [8]

Sekundarni struktura viz Obrazek 2.4 je jedno stoCené vlakno. Vznika diky
vodikatym mustkim, které vznikaji v mistech, kde se ocitnou v blizkosti dva vici sobé
komplementarni useky (A-U; C-G). [8]
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Sekundarni struktura tRNA
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Obrazek 2.4 Sekundarni struktura RNA specificky transferova RNA (tRNA). Jedna o jedno
stocené vlakno nukleotidli s 3¢ a 5° koncem. Na né€kolika mistech vznikaji vodikové vazby a tim
vznika struktura ,,jetelového listku®. Vyobrazeny antikodon je trojice nukleotidli objevujici se v

tRNA a ktera slouzici pro pfifazeni spravné aminokyseliny pfi proteosyntéze podle kodonu na

rRNA. [9]

2.1.5 Transkripce DNA do RNA

Vsechna RNA bunky vznika transkripci DNA. Transkripce zacina rozvolnénim

DNA a zpfistupnénim bazi DNA tak, aby jedno vlakno DNA molekuly mohlo slouzit

jako templat pro syntézu RNA molekuly. Transkripce vyuziva komplementarity bazi

a je zalozena stejném principu jako replikace DNA s nékolika rozdily. [8]

1.

Na misto, kde se v templatu nachazi A (adenin), se navaze ribonukleotid U
(uracil).

Nové€ syntetizované RNA si nezachovava vodikovou vazbu mezi templatovou
DNA a v misté, kde se navdze novy ribonukleotid se odpoji od templatu a DNA
s€ znovu uzavira.

Syntéza  vyuzivdi RNA  polymerdzu namisto DNA  polymerazy
aribonukleosidtrifosfaty  (ATP, UTP, GTP a CTP) namisto
deoxynukleosidtrifosfatii.

Vznikaji malé molekuly RNA, které nemaji vice nez n€kolik tisic bazi. Oproti
tomu pii syntéze DNA vznikaji velké molekuly dlouhé az 250 miliont
nukleotidovych part.

Syntéza mlze zacit bez vyuZiti primeru.
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6. Chybovost RNA polymerazy je 1 chyba na 10* kopii RNA nukleotidd a je vetsi
nez u DNA polymerazy. [8]

RNA rozdélujeme na dva zakladni typy:

1. Koédujici RNA — slouzici jako pfima reference pro translaci proteinu.
Takovou RNA oznacujeme jako kodujici RNA a jedna se o tzv. messenger
RNA (mRNA). mRNA pienasi informaci z jaderné DNA do cytoplazmy
a urcuje potadi aminokyselin které syntetizuji protein.

2. Nekodujici RNA (ncRNA). Existuje mnoho druhi ncRNA, ale obecné
se jedna o RNA regulujici genovou expresy (jak moc se konkrétni gen
projevi) a jako pomocnd jednotka pii proteosyntéze (tRNA, rRNA).
ncRNA muze vSak fungovat i jako enzym, napiiklad se mlze vazat a Stépit
konkrétni tiseky DNA. Stale je vSak hodn& druhli ncRNA u kterych jesté

nezname jejich presnou funkci. [4]

Cely lidsky genom obsahuje ptiblizn¢ 20 000 — 50 000 gend. Pfitom ne vSechny
jsou protein kodujici geny. Geny kodujici proteiny transkripci generuji pre-mRNA. Z té
se dale odebiraji regiony nazyvané introny a tim vznikd finalni mRNA. Tento proces
se nazyva ,,splicing* a zajist'uje, ze finalni mRNA je slozena pouze z exonl genu (Casti
genu kodujici proteiny). Introny ve finalni mRNA obsaZeny nejsou. [10]

2.1.6 Translace do proteinu

Proteiny vznikaji na ribozomech, kde dochazi k pfekladu mRNA molekuly. mRNA
molekula se ¢te z 5° do 3¢ konce a kazdé 3 nukleotidy reprezentuji jeden kodon kodujici
jednu aminokyselinu, ktera se ma nasyntetizovat na ribozomu. Pfi syntéze proteinu hraji
velkou roli i dalsi typy RNA (rRNA a tRNA) a nékolik pomocnych proteint.

tRNA je transferova RNA slouZici pro pfenos spravné aminokyseliny na vhodny
kodon na mRNA. Struktura jetelového listku tRNA je vidét na Obrazek 2.4. tRNA ma
na 3° konci sekvenci nukleotidit ACC a obsahuje ¢ast nazvanou antikodon, kterd se vaze
na prislusny komplementarni kodon na mRNA. Kédovani aminokyselin pomoci kodonti
je vidét na Obrazek 2.5.
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Obrazek 2.5 Kruh zobrazujici pteklad RNA kodont do proteinti. Stied reprezentuje prvni
nukleotid v kodonu ¢teny ve sméru 5° — 3°. Na kraji kruhu jsou vypsany aminokyseliny, které se
koduji kombinaci ti nukleotidt. Znacky start a stop znaci start a stop kodon. [11]

Dalsim typem v procesu translace je rRNA obsazena v Ribozomech. Ribozomy
jsou organely slouzici pro syntézu proteinii. Ribozomy jsou slozeny pravé z rRNA
a proteinli. Ribozomy délime na dvé podjednotky (mald a velka ribosomalni
podjednotka).

Translaci rozdélujeme na tii faze iniciace, elongaci a terminaci. mMRNA obsahuje
kodony zacinajici (start kodon) a ukoncujici syntézu (stop kodon). Faze iniciace
vyuziva start kodonu (u eukaryot se jedna o kodon AUG kodujici methionin). Na tRNA
se navaze methionin a piipoji se k malé ribosomalni podjednotce. Mala ribosomalni
podjednotka se dale vaze na mRNA a hledd kodon AUG. Kdyz se nalezne start kodon
ptipoji se velka ribosomalni podjednotka.
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Elongace je faze kdy se syntetizuje zbytek proteinu tim, Ze se ribozom pohybuje po
MRNA a podle predlohy tRNA dopliuje vhodnou aminokyselinu podle kodonu na
MRNA. Mezi aminokyselina v ramci faze elongace vznikaji peptidové vazby.

Terminace syntézy se signalizuje pomoci tfech stop kodoni (UAA, UAG, UGA).
V misté¢ téchto kodoni tRNA se vaze misto aminokyseliny molekula vody, ktera
ukoncuje syntézu, protein se uvoliiuje do cytoplazmy. Po skonceni proteosyntézy
se podjednotky ribozomu od sebe opét uvoliuji. [12]

2.2 Variabilita lidského genomu a zakladni pojmy genetiky

Genomika je studium zabyvajici se strukturou, funkci genomu a pochopeni genomu
jako celku. Genetika je obor zabyvajici se jednotlivymi geny, dédi¢nosti a variabilitou
v populaci. [11]

Urcity segment DNA nazyvame lokus. Lokus muiZe byt segment nékolika gent,
jeden specificky gen ale i jen jedna baze. Alternativni verze na lokusu se nazyvaji alely.
Ve vétsiné gend mame jednu rozSitenou alelu, kterd se objevuje ve vice nez poloving
populace a fika se ji bézna alela (wild-type, common allele). Alela na lokusu jina, nez
béznd alele je varianta (mutace). Pokud se na konkrétnim lokusu projevi dvé a vice
béznych alel (podle konvence frekvence> 1 %) fikame, Ze se projevil polymorfizmus.

[4]

Pfi srovnani dvou neptibuznych jedincid, bude jejich DNA z 99,5 % identicka
(podle nékterych zdroji z 99,9 %). Variabilita lidského genomu mezi dvéma jedinci
tedy ¢ini asi 0,01-0,05 %. Toto na prvni pohled malé procento zplisobuje viditelné
odlisnosti lidi i zavazné poruchy. [4]

Oproti tomu geneticka variace v populaci je velmi bézna a kazdy jednotlivec ma
minimélné¢ 5 miliond variant. Mize se jednat o varianty objevujici se ve vysoké
frekvenci ve stejné populaci nebo o vzacné varianty. [4]

Nekteré typy variant jsou uvedeny dale v nésledujicich podkapitolach, nejedna se
vSak o kompletni vycet vSech typa variant. V této praci jsou varianty rozdélené podle
kritérii: velikost varianty, zpisob vzniku, a podle dusledku na fenotyp
(fyzicky projev genotypu) organismu.

Typy variant podle velikosti lokusu

Velikost ovlivnéného tseku mutaci mize znaéné ovlivnit, jak vazny ucinek bude
mutace mit. Mutace podle velikosti rozdélujeme na tii zakladni typy:

1. Chromozomalni mutace — zména v po¢tu chromozomi.
2. Strukturni mutace chromozomu — Zmeéna velké casti chromozomu, jeho

pteskupeni nebo zkopirovani ¢asti.
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2.2.2

3. Zmeéna kratké sekvence od 1 baze po 100 kb.

Varianty o jedné bazi se oznacuji jako SNVs (jednonukleotidové varianty).
V lidském genomu se objevuji ve velké mife. PoCet SNV v genomu cloveéka se
pohybuje kolem 4 000 000 — 5 000 000. Zaroven ale analyza dat z databaze The Human
Gene Mutation Database ukazuje Ze 34 % variant zplisobujici nemoc jsou varianty vetsi
nez SNVs. [13]

Typy variant podle zpiisobu vzniku
Varianty miizou vznikat nasledujicimi zpisoby:

1. zaména
inzerce
delece
inverze
duplikace
translokace

o 0k wN

Zaména baze je zména sekvence na urcitém lokusu. Inverze je otoceni sekvence
zrcadlové. Zména bazi a inverze neovlivni pii translaci dalsi ¢ast genomu. Oproti tomu
inzerce a delece méni pocet nukleotidii a muze posunout sekvenci tak, Ze se sekvence
ptelozi do Gplné jinych aminokyselin.

Vizualizace typl variant inverze, translokace, delece, duplikace a inzerce jsou vidét
na Obrazek 2.6
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Obrazek 2.6 Zobrazeni typu variant: inverze, translokace, delece, duplikace a inzerce. [14]

2.2.3 Typy variant podle dusledku

1. Missense varianta — méni kodon a tim méni aminokyselinu ve vysledném
proteinu.

2. Nonsense variant — méni kodon na stop kodon (ukoncuje translaci proteinu).

3. Synonymni (tichd) varianta — pieklada stejny protein jako bézna alela.

4. Posunové (frameshift) mutace — vznikaji deleci nebo inzerci. Dochazi u nich
k posunu kodonti a tim se piekladaji jiné aminokyseliny. [15]

Redlny dusledek varianty na fenotyp vSak muzou ovlivnit i dalsi faktory, napft.

rowr

misto vyskytu varianty (kodujici ¢i nekodujici ¢asti genomu).

2.2.4 Fenotyp a genotyp v populaénich databazich

Hlavnim divodem, pro¢ vznikaji popula¢ni databaze je cil zjistit které varianty jsou
pro ur¢ité populace bézné a které se vymykaji, a tedy mohou byt divodem projevu
nemoci ¢i jiného jevu.
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Populace se rozd€luji podle fenotypu, coz jsou viditelné vlastnosti a znaky
organismu Vv naSem ptipad¢ ¢lovéka. Fenotyp je ovlivnén genotypem organismu, kde
genotyp je soubor vSech alel organismu. Fenotyp je ovlivnén i vlivem prostiedi. [16]

V populac¢nich databazich se fenotypem nemysli pouze fyzické projevy genotypu,
ale oznacuji se tak i tdaje typu narodnost, piesnéjsi geografické zaclenéni, informace
0 rodicich a dalsi.

Prikladem populace je napt. populace Zen, populace uritého regionu nebo
populace lidi s urcitou chorobou. [16]

Jestli nebo jak vyrazné se projevi genotyp na fenotypu clovéka krom jiného urcuje
interakce alel na pozorovaném genu. Mista v genomu se dvéma variantami alel
se nazyvaji diploidni a mistim v genomu s pouze jednou variantou alely se fika
haploidni. Autozomy a pohlavni chromozomy zeny jsou diploidni oproti tomu pohlavni
chromozomy muze jsou haploidni. Pokud jsou obé¢ alely stejné na sledovaném lokusu,
fikame, Ze se jedna o homozygota. Pokud jsou alely riizné jedna se heterozygota.

Alely téhoz genu (lokusu) maji mezi sebou interakce tii typa:

1. Uplné dominance:

e Projevi se vZzdy dominantni alely z dvojice a recesivni alely se projevi
pouze pokud jsou jako homozygoti na genu.

e Piikladem je gen PAH (phenylalanine hydroxylase) kodujici enzym
fenylalaninhydroxylazu.

2. Netplnd dominance:

e Pokud se objevi na genu heterozygot neprojevi se fenotyp ani jedné
varianty, ale vznikd novy fenotypovy =znak vznikly z fenotypu
dominantni alely a potlac¢eného fenotypu recesivni alely.

3. Kodominance:

e U heterozygoti se ob¢ alely projevuji rovnocenné a paralelné.

e Prikladem je gen kodujici antigeny krevniho systému ABO (v populaci
jsou 3 typy alel — A, B, 0, ale vytvateji fenotypy A, B, AB, 0).

V mistech pohlavnich chromozom, kde muZi nemaji dv€ varianty alel se projevi
vzdy ta alela, kterd je obsaZena v genu nezavisle na tom, jestli se jedna o recesivni nebo
dominantni alelu. [17]

2.3 Sekvenovani

Pro studium genomiky a genetiky bylo pfevratné vytvoreni metod umoziujici ¢teni
a zpracovani DNA. Metody sekvenovani se déli na klasické metody sekvenovani
a sekvenovani nové generace. Mezi klasické metody patii Maxam-Gilbertova
a Sangerova metoda. Sekvenovani nové generace se déli na druhou a tfeti generaci
sekvenovani.
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2.3.1 Historie a vznik prvnich metod sekvenovani

Vyvoj sekvenacnich metod zapocal u sekvenovani prokaryotické RNA (hlavné
tRNA a rRNA). Davodi, pro¢ se misto DNA zacalo s vyvojem sekvenacnich metod
U RNA, je né€kolik. Za prvé se u ni nemusi fesit problematicky komplementarni fetézec,
je Casto o poznani krats$i nez DNA a v dobé vyvoje metod byly uz zndme enzymy pro
Stépeni RNA. V pocatcich sekvenovani se kromé RNA sekvenovaly i1 vysledné proteiny.

[18]

V pocatcich znamé techniky analytické chemie umoziovaly zjistit pouze pomér
jednotlivych nukleotidli obsazenych v sekvenované oblasti RNA. Prvni sekvence vSech
nukleotidi byla ziskana v roce 1965 zasluhou Roberta Holleyho a jeho kolegt. Jednalo
se 0 alanin tRNA Saccharomyces cerevisiae. Prvnimi osekvenovanymi tseky DNA byly
ptecnivajici 5” konce bakteriofaga A na které se navazaly radioaktivni nukleotidy. [18]

V roce 1977 vznikly nezavisle na sobé¢ dvé metody sekvenovani DNA, Maxam-
Gilbertova a Sangerova metody, dnes znamé jako klasické metody sekvenovani.
Sangerova metoda (v kapilarovém provedeni viz dale) ma své vyuziti v klinické praxi
dodnes. [19]

Sangerova metoda vyuziva proces replikace DNA a v klasické verzi na zaCatek
sekvenované uz jednofetézcové DNA navdze komplementdrni radioaktivné znaceny
primer v délce 15-25 bp. Dale se podle predlohy syntetizuje DNA ve Cctyiech
zkumavkach. V kazdé zkumavce je mnoho kopii piedlohy, 4 typy dNTP (dATP, dCTP,
dGTP a dTTP) a vzdy jedna varianta dideoxynukleotidu (ddATP, ddCTP, ddGTP nebo
ddTTP). Syntetizuji se dNTP a v misté kde se nahodné zacleni do syntetizovaného
fetézce dANTP misto ANTP se syntéza zastavi, protoZze ddNTP nemaji OH skupin. Diky
tomu vznikaji rtizn€ dlouhé fetézce a délka fetézce urcuje pozici ptislusného ddNTP.
Délka fetézce se urCuje pomoci elektroforézy v polyakrylamidovém gelu. [19]

V modifikované verzi jsou ddNTP fluorescenéné znaceny (umoZiluje zpracovani
jen vjedné zkumavce) a analyzovany pomoci kapilarni elektroforézy. Vysledkem
Sangerovy metody je sekvenogram. Vysledna syntéza DNA a vysledny sekvenogram je
vidét na Obrazek 2.7. Klasické metody jsou dodnes vhodné pro sekvenovani
jednotlivych genli a variant. Sangerova metoda sekvenovani ma chybovost kolem
1,5 %. [19]
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Obrazek 2.7 Vysledek modifikované Sangerovy metody [19]

2.3.2 Metody druhé generace sekvenovani

Sekvenovani nové generace (NGS) mezi které se fadi jak druhd, tak tfeti generace
sekvenovani, zacaly vznikat koncem 90 let 20. stoleti. Divodem byla snaha
0 zefektivnéni (rychlejsi a levnéjsi) sekvenovani. [20]

Sekvenatory druhé generace vSechny pracuji na stejném principu. Proces zacina
ptipravou knihovny. Pfiprava knihovny zahrnuje naSt€peni vstupniho materidlu na
krat$i fragmenty. Jednotlivym fragmentiim se dale upravuji enzymaticky konce a pfi
zpracovani vice vzorkll najednou se provadi i ligace adaptorti. Adaptory umoziuji
rozeznat ke kterému vzorku fragment patii. Néasledn¢ probiha amplifikace knihovny,
kde se vytvofena knihovna namnozi pomoci PCR (polymerazova fetézova reakce,
polymerase chain reaction). Amplifikace knihovny je nezbytnym krokem druhé

generace sekvenovani a u kazdé sekvenacni platformy se odliSuje metoda provedeni
PCR. [2]

Volitelnym krokem sekvenovani je vyuziti metod obohaceni DNA. Ve chvili, kdy
nechceme sekvenovat cely genom se mizeme diky metodam obohaceni DNA sousttedit
pouze na vybrané tseky (cilené sekvenovani, sequence capture, target capture). [2]
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Ve chvili, kdy je pfipravena a namnozena knihovnu DNA, se prichazi k samotnému
sekvenovani. Mame dva zakladni type sekvenovani. Jednd se o sekvenovani ligaci také
zname jako sekvenovani hybridizaci a sekvenovani syntézou. [2]

Sekvenovani ligaci je zalozené na hybridizaci fluorescencné znacCenych kratkych
oligonukleotidovych prob a nasledné dochazi k uvoliovani fluoroforu odpovidajici
specifické bazi. [2]

Sekvenovani syntézou postupné ptidava nukleotid jako pifi syntéze DNA a tim
se vyvola specificky signal (fluorescence, zména pH, svétlo), ktery se nasledné¢ pomoci
sekvenatoru detekuje a analyzuje viz kapitola 2.4.1. Sekvenovéni syntézou muze bud’
fungovat na principu pfidani jednoho nukleotidu nebo vyuzivat metod cyklické
reverzibilni terminaci. [2]

Cyklicka reverzibilni terminace je typ sekvenovani syntézou. Cteni sekvence
probiha postupnym prodluzovanim primeru na templatu. Zacind imobilizaci templatu
a primeru. Pokracuje prodlouzenim primeru o jednu nukleotidovou bazi, detekovanim
signalu fluorescence a naslednou terminaci. Terminace uvolni fluorescen¢ni znacku
a 3¢ blokujici skupinu. 3¢ skupina blokovala syntézu dal$iho nukleotidu. Nasleduje
o¢isténi reakce a cyklus pokracuje navazanim dal$i nukleotidové baze, dokud
se nepiecte cela sekvence DNA. Cely tento proces je zobrazeny na Obrazek 2.8. [21]
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Primer: 5'=T=C=A=-G=G=A-C~G=T=1T

O o S =

Template: 3'-A-G-T-C-C-T-G-C-A-A-T-G-C-C-G---5

Repeat evele

Obrazek 2.8 Vykreslena sekvenace syntézou s vyuzitim cyklicka reverzibilni terminace. [21]

VSechny metody druhé generace jsou schopny paralelniho sekvenovani, a tedy
zpracovani tisici a miliont rozdilnych molekul DNA najednou. Proto jsou metody
druhé generace sekvenovani rychlejsi a levnéjsi nez Sangerova metoda. Naopak jejich
nevyhoda je Ze produkuji velmi mala Cteni (ready). Read znamend sekvenci DNA
Z jednoho fragmentu vytvofeného béhem piipravy knihovny. Velikost jednotlivych
¢teni se pohybuje kolem 100-500 bazi. Sangerova metoda oproti tomu produkuje ¢teni
0 velikosti pfiblizn¢ az 1000 bazi. [22]

Piikladem firem vyvijejici sekvenacni platformy jsou lon Torrent, Illumina,
SOLID, GenapSys, BGI Group.

NiZe je popséana pouze platforma Illumina, protoZe pravé na ni byla sekvenovana

geneticka data zpracovavana v této praci.

Platforma Illumina vyuziva sekvenovani syntézou metodou cyklické reverzibilni
terminace popsané vyse a zobrazené¢ na Obrazek 2.8. Knihovna DNA obsahuje
rozstépené fragmenty dlouhé ~300 bp. Kazdy konec je ligovan odlisnym adaptorem,
ktery se vyuziva pii mustkové amplifikaci. Proces amplifikace se n€kolikrat opakuje,
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dokud nevnikne dostatecny pocet kopii pivodnich fragmenta (tisice kopii). Sekvenace
probihd s pomoci odlisn¢ fluorescencné oznacenych nukleotidii. V kazdém cyklu
sekvenace se na templatové fragmenty knihovny DNA navéaze jeden nukleotid, ktery
vysSle fluorescencni signal. Tento signal se detekuje laserovym paprskem
a zaznamenava citlivou kamerou. Cykly sekvenace se opakuji asi 100x az 300x a pocet
se 1i8i podle délky ¢teni (fragmenti). [2]

2.3.3 Treti generace sekvenovani

U tieti generace sekvenovani se DNA knihovna nemnozi, jako ptedloha se pouziva
jedina molekula DNA a je moznost Cist az 10 1 vice tisic bazi béhem jedné analyzy.

Treti generece neprovadi amplifikaci DNA a tim se ztraci se limitace souvisejici
s pouzitim PCR metod jako jsou chybna inkorporace nukleotidi polymerazou, tvorba
chiméry a alelické¢ vypadky (preferencni amplifikace jedné alely) zpasobujici umélé
volani homozygotu. [23]

Hlavnimi nevyhodami tfeni generace jsou nizka presnost a omezené mnozstvi
metod a technologii pro bioinformatickou analyzu vystupt tieti generace. I pres tyto
nevyhody nepiestdva vyvoj technologii tfeti generace. Postupné se zvySuje pfesnost
metod a jejich budoucnost je stale oteviena. [24]

V soucasné dob¢ jsou 2 hlavni komer¢ni feSeni.

Prvni feSeni vyuziva jedné cirkularni molekuly nazyvané SMRT (single-molecule
real-time) bell na kterou se vazou fluorescen¢né oznacené nukleotidy. Bylo pfedstaveno
firmou Pacific Biosciences v roce 2011 sekvenatorem PacBio RS II. [23]

Dalsi komer¢n€ uspéSnou firmou v oblasti tfeti generace sekvenovani je Oxford
Nanopore. Jejich fesenim je protahovani molekuly DNA mikroskopickym porem na
syntetické membrané a detekovanim elektrickych zmén pii prichodu nukleotidd.
Sekvenator MinlON vyuZivajici feseni firmy je Oxford Nanopore zac¢al byl v roce 2015
komer¢né dostupny. [23]

2.3.4 Aplikace NGS (nové generace sekvenovani) sekvenovani

Metody a technologie popsané vySe V kapitolach 2.3.2 a 2.3.3 umoZznuji
sekvenovani celého exomu a genomu.

Sekvenovani genomu vraci vSechny baze v sekvenovaném genomu. Oproti tomu
sekvenovani exomu reportuje pouze protein kodujici regiony. Dal§i moznosti vyuziti
NGS je targetované sekvenovani. Targetované sekvenovani se zamétuje na sekvenovani

genti asociovanych s léCenou nemoci pacienta. [25]

Cim mensi oblast genomu se sekvenuje, tim je sekvenovani a jeho nésledné
zpracovani rychlejsi a levnéjsi. Proto je v klinické praxi béZzné targetované sekvenovani.
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Celogenomové sekvenovani se vSak stava cenové dostupngjsi a studie v poslednich
letech ukazali jeho piinosy. [25]

Celogenomové sekvenovani poméaha ve vyzkumu odhalit zcela nové varianty. Ma
vyznamny vyznam v diagnoze vzacnych jedno genovych poruch u déti jako je cysticka
fibréza nebo srpkovita anémie. Také pomaha s odhalenim somaticky vznikajicich
variant v tumorovych bunkach. [25]

Existuji 1 dalsi specifické aplikace NGS sekvenovani jako je naptiklad jedno
bunééné sekvenovani (Single-cell sequencing). Nové aplikace NGS pfinaseji nové
moznosti vyzkumu a v budoucnu mohou byt dalezitou soucésti bioinfromatické praxe.

[26]

2.4 Bioinformaticka analyza dat druhé generace
sekvenovani

Bioinformatické zpracovani dat ze sekvenatorti druhé generace sekvenovani se déli
na primarni, sekundarni a tercidlni analyzu. Principy analyz se mezi jednotlivymi
platformami neli$i az na malé specifika platforem. V této praci vSak budou jednotlivé
analyzy popsany na zdkladé platformy Illumina. Dlivodem je, Ze na této platformé byli
sekvenovany data zpracovdvana v ramci této prace.

2.4.1 Primarni analyza

Primarni analyza se sklada z detekce sirovych signalovych dat ze sekvenatoru,
z volani bazi (urceni baze A,T,C,G) a ze skorovani kvality bazi. Vystupem primarni
analyzy byva FASTQ soubor.

Signal u Illuminy je fluorescenéni zafeni detekované laserem. Volani bazi vyuziva
obrazovych snimkd a z nich se méfi vinova délka a intenzita signalu vyvolana syntézou
baze viz kapitola 2.3.2. Vlnova délka a intenzita signalu uréuje nukleotidovou bazi.

Kontrola kvality pfitazuje bazim Phred skore. Phred skore je vypocitané
z pravdépodobnosti chyby viz vzorec 2.1,

Q = —10logl0E (2.1

kde E je pravdépodobnost chyby a v Phred skoére (Q) je chyba interpretovana jako
zéporny logaritmus. Cim vetsi je hodnota Phred skore, tim se snizuje pravdépodobna
chyba a zvySuje pravdépodobna piesnost ¢teni baze (kvalita uréeni baze). [27]

Naptikad Phred skore o hodnoté 10 ukazuje na chybovost 10 % a piesnost 90 %.
Naopak Phred skore hodnoty 60 znamena chybovost 0.0001% a piesnost 99.9999%.
[27]

Existuje nékolik nastroji pro kontrolu kvality. Témito nastroji jsou napiikladNGS
QC toolkit, QC-Chain a FastQC. Phred skore se dale vyuziva pro filtraci a trimming.
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Filtrovani odstranuje ready o Spatné kvalité bazi (nizké hodnoté Phred skore). Dale
odstranuje kratké ready, které by se mapovali na vice mist v genomu v ramci sekundarni
analyzy a snizovali by kvalitu mapovani viz dale kapitola 2.4.2.

Po filtraci readti je dalSim krokem demultiplexing. Sekvenatory druhé generace
umoziuji paralelni zpracovani vice vzorkl. Pfifazeni readd spravnym vzorkim je
provedeno pravé jiz zminénym krokem demultiplexing. Vysledek demuplexingu je
ulozenim c¢teni do separovanych souborl podle ¢arovych kodi ptfitazenym pro kazdy
vzorek. Proces demultiplexingu je specifikovany od vyrobce platforem sekvenatort.

Po demultiplexingu ptichazi posledni faze primarni analyzy. Trimming odstraiuje
adaptéry sekvenci pfifazené béhem piipravy knihovny. Mlze také odstranovat baze se
Spatnou kvalitou zkonce readi. Nastroje pro trimming jsou BTrim, IeeHom,
AdapterRemoval, a Trimmonatic. [23]

2.4.2 Sekundarni analyza

Sekundarni analyza se sklada ze dvou ¢asti. Prvni je ziskani celé piivodni sekvence
vzorku pomoci mapovani readi (alignment) ¢i de novo assembly. Druhou ¢asti
sekundarni analyzy je variant calling (volani variant). [23]

De novo assembly je metoda pro sestaveni genomu bez piedlohy a je uzite¢na
u organismi ke kterym nemame referenci. Alignment naopak vyuziva referenci, kde
mapovani je klasickou ulohu bioinformatiky. Jelikoz se pti aligment mapuji kratké
ready oproti velmi dlouhé sekvenci reference je potieba pii softwarovém zpracovani
vyuZzivat heuristického ptistupu. PouZivané reference lidského genomu jsou hgl9 nebo
hg38 a existuje vice jak 60 nastroji pro mapovani readu. [23]

Vystupnim souborem alignmentu ¢i de novo assembly je soubor SAM/BAM. BAM
soubor je zkomprimovana bindrni verze SAM souboru. Data ulozena v téchto souborech
jsou potieba pied variant callingem upravit a provést takzvany Post-Alignment
Processing. Jako prvni se odstraiiuji duplicitni ready vytvorené sekvenovanim jedné
identické molekuly DNA. DalSim krokem je intensive local realignment coz znamena
ze se naleznou podeziely Useky readi které se algoritmus pokusi premapovat.
Poslednim krokem je piepocitani skore kvality bazi podle metrik zarovnani. Nastroji
pro Post-Alignment Processing napiiklad jsou SAMtools, Genome Analysis Toolkit
(GATK) a Picard. [23]

Volani variant je cast sekundarni analyzy slouzici pro detekci variant
na sekvenovaném genomu vici referenci. Vstupnim souborem volani variant je
pfedzpracovany BAM soubor a vystupnim je bud’ gVCF soubor obsahujici informace
0 kazdé bazi genomu sekvenovaného vzorku nebo ve vétsin¢ piipadia VCF soubor
obsahujici informace pouze o téch bazich, které se lisili od reference. VCF soubory jsou
neékolikanasobné mensi nez gVCF soubory. Soubory VCF a gVCF jsou detailné
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popsané v kapitole Chyba! Nenalezen zdroj odkazi.. Nastroji pro volani variant jsou
napiiklad samtools nebo GATK. [23]

2.4.3 Tercialni analyza

Tercialni analyza ma za kol nalezenym variantdim ve VCF souborech dat
biologicky smysl. [23]

Prvnim krokem je anotace variant. Dalsimi kroky tercialni analyzy jsou filtrace,
prioritizace a pfipadna vizualizace vybranych variant. [23]

Anotace variant a nastroje pro anotaci jsou rozepsané v kapitole 2.5. Dalsi kroky
tercialni analyzy: filtraci, prioritizaci a vizualizace variant zajistuji nastroje popsané
v kapitole 2.9. Jedna se o nastroje umoziujici interpretaci variant a jejich ¢asti mize byt
anotace variant provedena implementaci anotac¢nich nastroja.

Popula¢ni databdze mohou byt pomocnikem vySe zminénych fazi tercidlni analyzy,
jelikoZ anotaéni nastroje Casto anotuji frekvence varianty v odliSnych populacich.

2.5 Anotace variant a pirehled anotac¢nich nastroju

Anotace variant je soucasti tercialni bioinformatické analyzy genetickych dat, jak
jiz bylo zminéno Vv kapitole 2.4.3.

Anotace variant pfidava k variantam funkcionalni informace standardizované
spole¢nosti Human Genome Variation Society (HGVS), frekvence z popula¢nich
databazi, pfifazuje varianté ID, lokalizuje jeji polohu v genu a dalsi.

Informace o tom, jak varianta ovliviluje transkript se nazyva transkript anotace
a u liského genomu pro ni slouzi piedev§im dvé transkriptové databaze: GENCODE,
Reference Sequence (RefSeq). Reportovani variant s vyuzitim nomenklatury od uz
zminéné spole¢nosti Human Genome Variation Society (HGVS) je také zalozené na
anotaci transcriptu a popisuje funkcionalni informace o varianté. Vybér isoformy
a verze databaze pro transkript anotaci muze vyrazné ovlivnit vysledky anotace. Proto
anota¢ni nastroje Casto umoznuji volbu z vice databazi pro transkript anotaci. [28]

Pro anotaci variant existuje nepieberné mnozstvi nastroji a v fad¢ véci jsou si
navzajem podobné. Dale této V kapitole jsou popsané nastroje VEP, Nirvana,
ANNOVAR a SnpEFF. Za zminku vSak stoji i dal$i anotacni nastroje: Alamut®,
VarAFT, 2.5.4SnpEff nebo napiiklad FAVOR. Anotace variant je velmi dulezita faze
interpretace variant, a proto neustale vznikaji dal$i nastroje pro piesnéjsi a lep$i anotaci
variant.
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2.5.1 VEP

Variant Effect Predictor (VEP) je anota¢ni nastroj ze souboru nastroji Ensembl
Tools. VEP lze pouzit bud’ skrz webové rozhrani nebo piikazovou fadku. [28]

VEP umoziuje pozit obé transkriptové databdze GENCODE, RefSeq.
Vyhody:
1. Jednoduse implementovatelny VvV ramci Hail nastroje (popsany v kapitole
2.9.4).
Podporuje az 5000 transkriptii organismt.
Umoziuje cloudové vyuziti.
Podporuje API piistup pomoci Perl nebo REST.
Podporuje na vstupu formaty VCF, rsID, HGVS

a s~ DN

Nevyhody:

1. Oproti ostatnim nastroju je anotace celo genomovych dat pomalejsi
2. Neumoznuje Nonsense mediate decay assessment
3. Nepodporuje BED soubory

2.5.2 Nirvana

Nirvana lze spoustét jako samostatny balicek, jako AWS lambda funkce nebo byt
integrovand do jiného softwaru jakym je napiiklad Hail. UmoZiluje poZit obé
transkriptové databaze GENCODE, RefSeq . [29]

Vyhody:

1. Jednoduse implementovatelna v ramci Hail nastroje (popsany v kapitole
2.9.4).
2. Umoznuje rychlejsi anotaci nez VEP

Nevyhody:

1. Naroc¢néjsi implementace nez VEP

2.5.3 ANNOVAR

Je nastroj zaméfeny predevSim na piistup pomoci piikazové fadky. Umoziuje
anotaci podle genu, pozice a také identifikovat varianty dokumentované v databézich
variant. Umoziuje pozit ob¢ transkriptové databaze GENCODE, RefSeq. [30]
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2.6 Uvod do big data

Big data jsou charakteristické:

1. velikosti

2. rychlosti se kterou vznikaji

3. jejich rozlisnosti, ne vzdy jsou strukturovana a schopna byt uloZena do
relacni databdze

4. nemusi byt 100 % presna

5. jejich hodnota vznika az zpracovanim dat

V dnesnim svéte je nékolik odvétvi produkujici big data o velikosti v ramci PB
(petabyti) a vice. Jedna se napiiklad o socialni sité¢, bankovnictvi, vesmirna data,
zdravotnictvi a dal$i. Naptiklad na YouTube platformé vznikne ro¢né 1-2 EB (exabyti)
dat a podle statistiky z roku 2020 Facebook generuje 4 PB dat za jediny den. [31]

S vyvojem sekvenacnich technologii nové generace (druhd a tfeti generace
sekvenovani viz kapitola 2.3.2 a 2.3.3), celkovému zlevnéni sekvenovani a ptichodem
celogenomového sekvenovani se zvétSuje velikost dat, které se generuji pfi
zpracovavani genetickych informaci. Data vygenerovand zpracovanim genetickych
informaci se blizi 40 EB za rok a 40x ptfekondvaji data generovana na platformé
YouTube. [31]

2.7 Nastroje pro zpracovani big data
Nastroje pro zpracovani big data mtizeme rozdélit do 4 kategorii:
1. uloziste
2. mining (tézba dat — ziskavani uziteénych informaci z ¢istych dat)
3. analytické nastroje
4. vizualizaéni nastroje [32]

V ramci nasi prace se vyuzivaji nastroje pro ukladani dat a analytické néstroje.

2.7.1 Ulozisté pro big data

Pro ukladani big data mtizeme pouzit NoSQL databaze jako je napiiklad MongoDB
¢i Cassandra. Dalsi moznosti jsou nastroje (frameworky) slouzici pro ukladani dat jako
naptiklad Apache Hadoop. [32]

Vsechny vySe zminéné nastroje jsou open source (zdarma voln¢ dostupné).

MongoDB je NoSQL databaze. Uklad4 data v JSON souborech namisto tabulek
a ma moznosti, které¢ relacni databaze postradaji (dynamické dotazovani, sekundarni
indexovani, jednoduchou agregaci dat). [32]
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Cassandra vyuziva clusterti a decentralizuje tim data, podporuje ACID (Atomicity,
Consistency, Isolation, and Durability) databaze, podporuje integraci Hadoop, Apache
Hive & Apache Pig. Zvlada zpracovani nékolika souborti dat v redlném case. Podle
poticby se muze pfirozené rozSifovat jak v ramci uzivateld, tak v ramci dat. Pro
komunikaci s databazi se vyuziva CQL jazyk. [32]

Apatche Hadoop je framework postaveny na jazyku Java. Hlavni modul je Hadoop
Common, ktery obsahuje zakladni nastroje podporujici dalsi moduly. Modul
frameworku fungujici jako ulozisté je HDFS (Hadoop Distributed File System). HDFS
funguje jako distribuovany souborovy systém a uklada data do nékolika nodt v jednom
clusteru pro prevenci ztraty dat. Dalsi casti frameworku umoznuji napiiklad
managovani vypocetnich zdroji (YARN) ¢i paralelni zpracovani velkych dataseta
(MapReduce). Zpracovani dat na hadoopu vyuziva disk-based computing. Disk-based
computing vypocty uklada na disk a nevyuziva RAM paméti. [33]

2.7.2 Analytické nastroje

Analytickych nastrojii pro zpracovani big data je nepfeberné mnozstvi. Apache
Kafka (analyticky nastroj pro streamovaci sluzby jako je Netflix), Splunk (analyticky
nastroj pro analyzu dat generovanych webovymi strankami, aplikacemi, senzory
a dal§imi zafizenimi), KNIME (analyza, reportovani, integrace velkych datasetr). [32]

Nejrozsifenéj$im nastrojem v dnesni dobé¢ je vSak Apache Spark. Je to open source
a umoznuje In-Memory Computing (IMC). [34]

In-Memory Computing znamena ze ukrada data v RAM pamétich skrz pocitacové
clustery a umoznuje v nich paralelni zpracovani dat. Hlavni spoustény program je
Vv terminologii Apache Spark nazvany jako Driver program. Driver program obsahuje
SparkContext objekt. Ten Fidi procesy na jednotlivych clusterech pomoci komunikace
s fadi¢em clusteri (Cluster Manager). Jednotlivé clustery maji uzly zpracovani (Worker
nodes) na kterych vznikaji Executory (spusténé procesy spolu s daty). [34] [35]

Diky In-Memory Computing je Spark vykonngjsi v iterativnich vypoctech oproti
Hadoop frameworku. [34]

Spark umoziuje spravu paméti, obnovu chyb, planovani, distribuci a monitorovani
uloh a interakci se systémy ulozisté. Spark ale nema vlastni datové ulozisté. Proto se
Casto pouziva v kombinaci S Hadoop nebo jinym ulozisttm pro big data. Spark
podporuje API pro nékolik programovacich jazyku: Java, Scala, R a Python. [34]

2.8 Popis vcf a gvcf soubori

Tato prace pracuje na vstupu s daty ze sekundarni analyzy, s gvcf soubory. Vcf
a gvcf soubory obsahuji informace o variantach, jak uz bylo zminéno vyse v Kapitole
24.2.
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Vef 1 gvef soubor se rozdéluje na €ast hlavicky a ¢éast se zdznamy. Hlavicka

obsahuje nasledujici informace [36]:

fileformat — verze formatu souboru

INFO — popis vyznamu zkratek ulozenych v INFO sloupci

FILTER — informace o pouzitych filtrech

FORMAT — popis vyznamu zkratek souvisejicich s genotypem ulozenych
ve FORMAT sloupci

ALT (oznaceni jakékoliv alternativy v souboru)

contig — informace o oznaceni chromozomu a jejich délce Vv zaznamech
souboru

reference — typ a verze pouzité reference

Po hlavicce nasleduje jeden ftadek popisujici jednotlivé sloupce tabulky se
zaznamy. Vcf soubor obsahuje tyto fixni sloupce: CHROM, POS, ID, REF, ALT,
QUAL, FILTER, INFO. [36]

Zaznamy v souborech vcf a gvcf obsahuji nasledujici informace.

CHROM - oznaceni chromozomu
POS — pfesnou pozici
ID — id varianty (volitelny identifikdtor varianty)
REF — alelu reference
ALT — alelu alternativy (varianty)
QUAL — skére pravdépodobnosti vyskytu polymorfizmu
FILTER — pouzité filtry
INFO — obsahuje anotaci k variant¢, nemusi byt ve vcf souboru
o DP —pocet filtrovanych ¢teni (readit) pro dany lokus (bazi)
o AF —alelicka frakce je proporce readti podporujicich variantu
o adalsi...
FORMAT - obsahuje informace o genotypu
o GT - genotyp (format 0/0 - homozygot na referenci, 0/1 -
heterozygot, 1/1 — homozygot na alternative)
o PL — pravdépodobnost mozZnych genotypl (diploidni organismy
maji 3 mozné genotypy)
o GQ - pravdépodobnost spravného vybéru GT (genotypu),
maximalni hodnota je omezena na 99.
AD — pocet nefiltrovanych readti podporujici nalezené alely
DP — pocet filtrovanych readti podporujici nalezené alely
a dalsi...

Ukazka vcf souboru je vidét na Obrazek 2.9
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##fileformat=VCFva.0@

##fileDate=20090805

##source=myImputationProgramvs.1

##reference=1800GenomesPilot-NCBI36

##phasing=partial

##INFO=<ID=NS,Number=1,Type=Integer,Description="Number of Samples with Data">
##INFO=<ID=DP,Number=1,Type=Integer,Description="Total Depth">
##INFO=<ID=AF ,Number=. ,Type=Float,Description="Allele Frequency">
##INFO=<ID=AA,Number=1,Type=5tring,Description="Ancestral Allele">
##INFO=<ID=DB,Number=e,Type=Flag,Description="dbsnP membership, build 129">
#H#INFO=<ID=H2,Number=e, Type=Flag,Description="HapMap2 membership">
##FILTER=<ID=q10,Description="Quality below 18">
##FILTER=<ID=s50,Description="Less than 50% of samples have data">
##FORMAT=<ID=GT,Number=1, Type=String,Description="Genotype">
##FORMAT=¢<ID=GQ,Number=1, Type=Integer,Description="6enotype Quality">
##FORMAT=<ID=DP,Number=1, Type=Integer,Description="Read Depth">
##FORMAT=<ID=HQ,Number=2, Type=Integer,Description="Haplotype Quality">

#CHROM POS i) REF ALT QUAL FILTER INFO FORMAT NABBOO1 NAGOOO2 NABOGE3

20 14370  rse@54257 G A 29 PASS  NS=3;DP=14;AF=0.5;DB;H2 GT:GQ:DP:HQ 0|0:48:1:51,51 1|0:48:8:51,51 1/1:43:5:.,.
20 17330 B T A 3 qle NS=3;DP=11;AF=0.017 GT:GQ:DP:HQ ©]|0:49:3:58,50 01:3:5:65,3 0/0:41:3

20 1110696 rs6e4e355 A G,T 67 PASS  NS=2;DP=10;AF=0.333,0.667;AA=T;DB GT:GQ:DP:HQ 1]|2:21:6:23,27 2|1:2:0:18,2 2/2:35:4

20 1230237 . T 5 47  PASS  NS=3;DP=13;AA=T GT:GQ:DP:HQ ©|@:54:7:56,60 0|0:48:4:51,51 8/0:61:2

20 1234567 microsatl GTCT  G,GTACT 58 PASS  NS=3;DP=9;AA=G GT:GQ:DP 0/1:35:4 0/2:17:2 1/1:40:3

Obrazek 2.9 Ukazka vef souboru [37]

Gvcf je format zalozeny na vcf formatu. Obsahuje stejné informace a jeho
specifikace je stejna jako pro vcf. Hlavni rozdilem je, ze gvcf obsahuje zaznamy
0 vSech bazich genomu jedince. Cilem gvcf formatu je mit v souboru zastoupeny
informace o sekvenovani vSech bazi i pokud se shodovaly s referenci. Na tkor toho
se v8ak vyrazné zvétSuje velikost gvef souboru oproti vef formatu. [38]

2.9 Prehled nastroji pro zpracovani genetickych variant
uloZenych v souborech vcf/gvct

V této kapitole budou rozebrany nastroje postavené na technologiich pro
zpracovani big data popsané v kapitole 2.7 a vkontrastu i nastroje zalozené
na klasickych relacnich databazich jako je naptiklad SQLite.

SQLite sice neni typickou technologii pro zpracovani big data, ale jeji vyhodou je
jednoduché syntaxe, jednoduchost sdileni, dostupnost a rychlost oproti jinym rela¢nim
databazim.

291 GATK

GATK umozZnuje paralelni zpracovani s vyuZitim Apache Spark a nabizi
specializované nastroje schopné zpracovani FastQ souborti az po tercidlni analyzu
(volani variant, jejich filtraci, anotaci a ohodnoceni varianty). [39]

Vyhody:

1. Rozsahld dokumentace detailné¢ vysvétlyjici jednotlivé kroky GATK
workflows a také detailné popisujici jednotlivé metody a jejich vystupy.

2. Rozsahly nastroj umoznujici veskeré kroky bioinformatické analyzy
genetickych dat.

Nevyhody:
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1. Specializovany na hledani a interpretaci jednotlivych variant a neumoziuje

sjednocovani vet/gvef souborti a naslednou tvorbu datasetd.

2.9.2 GEMINI

GEMINI je framework zaméfeny na anotovani variant a zjednoduSené prohlizeni
vcf soubord. Jedna se 0 zdarma dostupny open source framework postaveny pievazné
na pythonu a ¢asti citlivé na vykon jsou napsany v C a C++. Framework nacita vcf
soubor do SQLite databdze. V. GEMINI databdzi jsou varianty indexovany, a to
umoziuje rychlé vyhledavani varianty. [40]

Vyhody:

1. prenositelnost databaze

2. jednoduché SQL dotazovani

3. jednoduché pouziti a pfehledna dokumentace a aktivni podpora
4

zdarma dostupny open source
Nevyhody:

1. SQLite databaze (nedostacujici pro praci s celymi gVCF soubory)
2. omezené moznosti a funkce oproti nastroji Hail

2.9.3 GLOW

GLOW je nastroj pro zpracovani genetickych variant postaveny na Apache Spark a
Delta Lake. Umoziuje nacist data do Delta Lake ulozisté, sjednotit genotypy skrz
genotypové data, délat statistické vypocty, kontrolu kvality dat, a asociacni studie.
Mize také vytvofit znovupouzitelné pipeliny zpracovani. Jednd se o nastroj velmi
podobny Hailu jen s menSimi moznostmi a funkcemi. Umozfiuje trasformaci Hail
MatrixTable do Spark DataFrame. [41]

Vyhody:

1. Lze jednoduse spoustét na Amazon Web Services (AWS), Microsoft Azure,
and Google Cloud Platform (GCP) pomoci Databricks.

2. Ma zakladni nastroje na zpracovani vcf.

3. Umoznuje transformaci Hail MatrixTable do Spark DataFrame.

4. Zdarma dostupny open source.
Nevyhody:

1. Neefektivni sjednocovani datasett (vice vctf do jednoho datasetu).
2. 'V dobé¢ psani této prace je posledni vydana verze v1.2.1 ze dne 21.4.2022.
3. Chybi nékteré funkce, které Hail nabizi.
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2.9.4 Hail

Hail je python knihovna zaméfend na analyzu genomickych dat. Je zalozena
na Apache Spark spolu sHadoopem. Hail je zejména knihovna pro analyzu
strukturovanych genetickych dat. Je vhodna jak pro interpretaci jednotlivych vcf
soubort a jednotlivych variant, tak pro tvorbu velkych dataseti o velikosti jako je
gnomAD populacni databaze (popsana dale v kapitole 2.10). [42]

Vyhody:

1. Modul vds byl vytvofeny jako odezva na potieby tvorby populacnich
databazi jako je gnomAD a tim vhodny pro nase specifické feseni.

2. Velmi rozsahle mnozstvi funkci a metod pro praci a zpracovani genetickych
dat.

3. Rozsahl4d dokumentace a pfistupnost zdrojovych koda Hail.

4. Aktualizovana a déle vyvijejici se knihovna — v dobé psani této prace je
posledni verze v0.2.116 vydana dne 4.5.2023.

5. Voln¢ dostupné diskusni férum a aktivni podpora.

6. Zdarma dostupny open source.

Nevyhody:

1. Nékteré funkce a metody nemaji oSetfené odliSnosti v zdznamech vct/gvcf
souboru. Ptikladem jsou:
a. Haiploidni varianty maji v PL sloupci pouze dvé hodnoty misto tii
jako diploidni zaznamy.
b. ChrM muze mit specificky pocet alel.
2. Rozsahlost knihovny vede k pomalé kiivce uceni prace s knihovnou.

2.10 Populaéni databaze genetickych variant

Popula¢ni databaze jsou dulezitym nastrojem pro diagnostiku a studium
genetickych variant. Diky popula¢nim databdzim je mozné rozliSit vzacnou variantu
zapricinujici vaznou nemoc a béznou variantu pro konkrétni populaci. [43]

1000 Genomes project zapocal éru populac¢nich databazi a je zakladem pro velké
mnozstvi studii a védeckd komunita tuto databazi pouZiva hojné i v dnesni dob¢. Data
se muzou zobrazit v prohlize¢i projektu, v EnSEMBL nebo stdhnout pomoci FPT
stranky. [43]

Dalsi populacni databazi, kterd obsahovala 6500 Evropskych a Africko-americkych
jedincd, se nazyva Exome Sequencing Project. [43]

V roce 2014 vznikla databdze obsahujici data 60 000 lidi s cilem vytvofit vice
diverzifikovanou databazi. Jeji nazev v té dob& byl Exome Aggregation Consortium, ale
pozdé&ji se piejmenovala na Genome Aggregation Database (gnomAD). [43]
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GnomAD obsahuje data jedincii z celého svéta a této chvili je dostupny ve tfech
verzich. Verze v2 reprezentuje 125,748 exomu a 15,708 genomu (zpracovanych podle
reference GRCh37), v2.1 reprezentuje 10,847 genomu (zpracovanych podle reference
GRCh37) a v3.1 76,156 genomu (zpracovanych podle reference GRCh38). [44]

Soucasné s dal§im rozvojem databaze gnomAD vznikaji populacni databaze
jednotlivych zemi. Pfikladem je human genetic variation database (HGVD) obsahujici
data 1208 japonskych jedinci a 287588 SNV identifikované celo-exomovym
sekvenovanim. Databaze je dostupnd na webu (grafické rozhrani je vytvofeno
na JBrowse 1.4) a je zalozena na databazi PostgreSQL (relac¢ni databaze) a dostupna
na Apache 2.2.3 serveru. [45]
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3 Cile prace

Cilem prace je navrhnout metody, vybrat technologie a vytvoftit skripty slouzici pro
vytvoreni populacni databaze.

Prvnim krokem je seznamit se s oblasti genetiky, variability lidského genomu
a seznamit se S dulezitosti populacnich databazi.

Diky nabytym znalostem navrhnout a popsat konkrétni fetézec zpracovani gvcf
souborll, obsahuji varianty lidského genomu. Tento fetézec musi obsahovat kroky
nahrani dat do databaze, anotaci, filtraci a agregaci dat. Zaroven bude fetézec popisovat
metody pouzité pro zpracovani. Navrhnuty fetézec a metody jsou popsané v kapitole 4.

Dalsim krokem je vybrat nastroje pro implementaci navrhnutého fetézce. Soucasti

je také vybér databidze. Volba nastrojii bude vychazet z provedené reSerSe shrnuté
Vv kapitolach 2.5, 2.7 a 2.9.

Poslednim krokem je implementovat fetézec zpracovani pomoci vybranych
nastrojii. Soucasti implementace je vytvoreni prostfedi, do kterého se nahraji gvcf
soubory pro zpracovani a potfebné scripty potiebné pro vytvotreni finalni populacni
databéze.

Vysledkem préce je pienositelné a reprodukovatelné prosttedi v Dockeru, fetézec
zpracovani spolu se skripty a hotova databaze vytvotena z testovacich vzorki.
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4  Navrh zpracovani a metody

Tato kapitola popisuje navrh fetézce zpracovani spolu s detailnéjSim popisem
jednotlivych krokt a vyuzitych metod. Déle se tato kapitola zabyva vybérem pouzitych
nastrojii pro implementaci. Z vybranych néstrojii vyplyvaji softwarové a hardwarové

pozadavky.
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4.1 Navrh retézce zpracovani

Indexace a
predzpracovani

souborl

-

Macteni GVCF
souborld do databdze

!

Rozdéleni fadka
obsahujici nékolik alel

A

e

k4

Anotace s vyuZitim
anotacnich ndstrojd

v

[ Anotace fenotypem ]

[ Validace dat ]

v

[ Filtrace variant ]

h 4

[ Agregace dat ]

v

Agregace dat vidi
fenotypu

h 4

UloZeni findlnich
datasetl

5 &

Obrazek 4.1 Diagram zobrazujici navrh fetézce zpracovani.
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Na vstupu fetézce zpracovani jsou gvcf soubory. Ty se jako prvni pfedzpracuji a az
poté nactou do databaze jako jeden dataset. Ve vzniklém datasetu se rozdé€li fadky s vice
variantami, aby mohla nasledné probéhnout anotace dat. Po anotaci se validuji
a prepocitavaji potrebné udaje. Dale se filtruji zaznamy a na vyfiltrovaném datasetu
se vypocitavaji agregované udaje. Ve finale je dataset uloZen. Jednotlivé kroky analyzy
jsou vidét na diagramu na Obrazek 4.1.

4.1.1 Indexace a predzpracovani soubori

Jako prvni se ziskaji ndzvy vSech soubort pro zpracovani. Ze vsech téchto souborti
se odebere Mitochondrialni chromozom (chrM). ChrM ma specifickou analyzu
z divodt jiné struktury, nez jakou maji chromozomy v jadie viz kapitola 2.1.3. Kvuli
tomu se v gvct souborech na misté chrM objevuje netypicky pocet alel a analyza chrM
by obsahovala vypocet jinych statistickych daji nez na chromozomech v jadie. Z toho
divodu, a po konzultaci Svedoucim prace, se chrM nebude vramci této prace
zpracovavat.

Soubory s odebranym chrM se znovu komprimuji a indexuji. Bez indexace soubort
neni mozné nahrat soubory do databaze.

4.1.2 Nacteni gvcf souborta do databaze

Pfi ukladani gvcf soubort do databaze se soubory sjednoti pres lokusy a alely.
Vytvoii se dvé tabulky. Jedna tabulka referenci a druhé tabulka variant.

Tabulka referenci obsahuje lokusy, které se ve vSech souborech shodovaly
sreferenci. Ale neni nutné v ni zachovavat veskeré genotypové informace z gvcf
soubord.

Tabulka variant oproti tomu popisuje lokusy s alespon jednou nalezenou variantou
Vv alespon jednom souboru. V této tabulce se zdznamy GT, AD a PL ulozi v zavislosti na
noveé vytvorenym lokalnim indexu alely (LA). Zaznamy a struktura vstupnich gvcf
soubori je popsana v kapitole 2.8.

4.1.3 Rozdéleni radki obsahujici nékolik alel

V kazdém souboru se mohou objevit na diploidnich mistech az dvé varianty.
Na haploidnich mistech bude v souboru gvcf vzdy pouze jedna variant.

Pii sjednoceni gvcf souborti do databaze ptes lokusy a alely vznikaji v databazi
fadky obsahujici 1 n€kolik variant.

Vysledkem tohoto kroku je upraveni fadki a zaznamu tak, aby jeden fadek
obsahoval informace pouze o jedné varianté vici referenci. Zanika lokalni index LA.
Hodnoty GT, AD a PL se ukladaji zpisobem, aby odpovidaly referenci a varianté na
rozdelenych fadcich.
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Rozdéleni radka zjednodusi naslednou filtraci variant a agregaci dat. Tento krok je
ale ptedevsim nepostradatelnym pro naslednou anotaci anotacnimi nastroji.

Rozdéleni variant mtze zpusobit nekonzistenci nékterych udaji. Kapitola 4.1.6
popisuje piepocitani nevalidnich hodnot potfebnych pro dalsi kroky analyzy.

4.1.4 Anotace s vyuzitim anotacnich nastroji

Anotacni nastroje ptidavaji tidaje slouzici pro interpretaci varianty viz kapitola 2.5.

vvvvvv

Z jinych popula¢nich databazi a funkcionalni informace o varianté.

4.1.5 Anotace fenotypem

Co to je fenotyp a jeho vyznam je popsany v kapitole 2.2.4. Zkracené fenotypova
data v popula¢nich databazich popisuji viditelné vlastnosti a znaky c¢lovéka spolu
s informacemi o narodnosti a vlivy prosttedi.

Anotace fenotypem v nasi databazi bude obsahovat napt. nasledujici data: pohlavi,
puvod otce a matky a typ sekvenovani (genomové ¢i exomove).

4.1.6 Validace dat

Prepocitavame alelickou frakci a nikoli dalSi hodnoty, které nejsou validni
po rozdéleni fadkli. Ditvodem je, Ze ji vyuZzivame v dalSich ¢astech analyzy (filtrace).

Alelicka frakce nebo taky oznaCovana jako alelicka bilance (allelic balance) je
proporce readit podporujicich variantu. Tuto hodnotu nalezneme v gvcf souborech, ale
po rozdéleni variant je nutné ji piepocitat z hodnoty ulozené v AD (pocet nefiltrovanych
readu).

Hodnota AF (alelickd frakce) je pfepocitana nasledujicim vzorcem 4.1

AD reference AD varianty ]

AF = (4.1)

AD reference+AD varianty’ AD reference+AD varianty

V tomto kroku se pfepocitava hlavné hodnota AF, jelikoz je dilezita pro néslednou
filtraci.

Je dilezité neplést stejné oznaceni alelické frakce a alelické frekvence. Oba terminy
jsou zkracené oznacované jako AF, ale jejich vyznam je odlisny.

4.1.7 Filtrace variant

Filtrace je dlleZitym krokem pfi vytvareni populacni databaze. Hlavnim cilem je
odstranit varianty, které by mohly byt falesné pozitivni.
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Filtrovani se zbavuje variant s nizkou kvalitou a variant podpofenych malym
poctem cCteni. Tyto tdaje jsou ulozeny Vv zdznamech GQ, DP a AF (alelickd frakce
prepocitana v predchozim kroku fetézce zpracovani).

4.1.8 Agregace dat

Diulezitym prvkem populacnich databazi jsou agregované udaje skrz celou populaci
(vSechny vzorky). Tyto idaje mohou vypovidat naptiklad o tom, zda je varianta bézna
ve studované populaci nebo ktera baze méla jak velké zastoupeni Cteni.

Hlavnimi vypocitavanymi parametry jsou hodnoty AC (pocet alel pro kazdou
alternativni alelu ve volaném genotypu), AN (celkovy pocet alel ve volaném genotypu),
AF (frekvence alely), stfedni hodnota pokryti baze, pocet homozygot.

AC, AN a pocet homozygotl jsme schopny ziskat z GT. Hodnoty vypocitané pro
jeden vzorek budeme nazyvat jako lokalni. Lokalni hodnoty se dale budou agregovat
souctem skrz vSechny vzorky v databazi. AF se vypocita z podilu agregovanych AC
a AN viz vzorecek 4.2

AC

Stfedni hodnota pokryti baze je vypocitana z primérné hodnoty DP skrz vSechny
vzorky.

4.1.9 Agregace dat vuci fenotypu

Agregace dat vici fenotypu vyuziva hodnot vypocitanych v pifedchozim kroku.
Vypocitané lokalni hodnoty AC, AN a pocet homozygotii se agreguje vzdy skrz urcity
vybér vzorkll. Zajima nas hlavné agregace podle pohlavi a podle typu sekvenovani
(celogenomove ¢i celoexomové sekvenovani).

4.1.10 UlozZeni finalniho datasetu

Po provedeni vSech kroki se vysledna databaze ulozi.

4.2 Vybér nastroji a databaze

V této kapitole jsou rozepsané vybrané ndstroje pro vypracovani piedchoziho
navrzeného fetézce zpracovani. Byl vybran Hail pro tvorbu a praci s databazi, VEP jako
anotac¢ni nastroj a dale se vyuzilo nastroji Vcftools, Gunzip, Tabix a Python knihovny
Pandas. Virtualni prostiedi bylo zajisténo nastrojem Docker.
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4.2.1 Tvorba prostiedi — nastroj Docker

Docker je virtualizaéni nastroj. Nevyuziva vSak virtualni stroje, ale pracuje
s kontejnery. Ty maji sdilené jadro operac¢niho systému a spoustéji pouze aplikaci a jeji
zavislosti. Narozdil od virtualnich stroji nereprodukuji cely virtualni hardware pocitace
a cely operacni systém. Proto jsou kontejnery mensi a rychleji se nasazuji.

Kontejner v Dockeru je tvorfeny podle Docker image (obrazu). Image je
ptfenositelny a podle jeho pfedlohy miize vzniknou nékolik stejnych kontejneri. Tyto
kontejnery se vzajemné neovliviiuji — jednd se o oddélené prostfedi. Docker image se
mohou stahovat z webu https://hub.docker.com/ nebo sestavit z Docker file.

Docker file jsou soubory, které slouzi jako piedpis sestaveni image a popisuji jaké
soucasti Docker image ma obsahovat. Pfiklady informaci v Docker file jsou naptiklad

verze kernelu operac¢niho systému, balicky k instalaci a dalsi.

4.2.2 Nastroje pro tvorbu a praci s databazi

Hail byl vybran jako nastroj pro nahrani gvcf soubori do jedné databédze
a naslednou praci s ni. Ostatni ndstroje pro zpracovani genetickych soubort vctf a gvcf
a jejich vyhody a nevyhody jsou Vv kapitole 2.9.

Hail je python knihovna pro analyzu strukturovanych dat, zejména genetickych dat.
Vyuziva technologii Hadoop a Apach Spark popsanych v kapitolach 2.7.1 a 2.7.2.

Hlavni divody volby Hailu:

1. Jedna o aktualizovanou a stale se rozsifujici knihovnu.

2. Je vhodny pro zpracovani velky dat a jejich ulozeni do pfipravenych datovych
struktur (Table, MatrixTable, VariantDataset).

3. Obsahuje metody pro tvorbu popula¢nich databazi a pro piimé spusténi
anotacich néstroji.

Hail umoznuje uklddani dat do dvou =zékladnich datovych struktur Table
a MatrixTable.

Table je ekvivalentem pro SQL tabulku nebo Pandas dataframe. Ma 2D strukturu
a sklada se z fadkua a sloupci. Slouzi predevsim k nacitani dat z tsv nebo csv soubort
obsahujici Casto fenotypové udaje. Datova struktura Table mlZe vyuZivat agregacni

funkce, sjednocovat nékolik tabulek dohromady a pozdéji slouZit jako zdroj anotace pro
MatrixTable.

MatrixTable je rozsifeni datové struktury Table o 1 dimenzi a jedna se o 3D
strukturu. Mimo fadky a sloupce obsahuje také Entry fields. Entry fields je 2D matice
se zaznamy indexovanych pomoci klice fadku a sloupce. Dalsi ¢asti MatrixTable jsou
Global fields (globalni tidaje konstantni pro kazdy zaznam). Import funkce nacitd do
MatrixTable formaty obsahujici genetické varianty, nejcastéji ulozené ve vcf souborech.
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MatrixTable umoziuje nacitat soubory variant, sjednocovat soubory, agregovat
a filtrovat data, anotovat varianty a ukladat vysledky.

Pro uloZeni sjednocenych gvcf soubord se v Hail vyuziva datové struktury
VariantDataset. Tato datova struktura je vhodnd pro ulozeni populaéni databaze
avznikla jako odezva na gnomAD projekt popsany v kapitole 2.10. VariantDataset
se sklada ze dvou casti, reference data a variant data. Ob¢ tyto casti jsou Matrix
tabulky a da se na né pouzit vSech metod této struktury. VariantDataset je soucasti
modulu vds, ktery nabizi navic metody, které¢ Matrix tabulka nenabizi.

Hail se rozdéluje do nekolika modult. V této praci se vyuzivaly zejména moduly
vds, aggregators, experessions.

Vds modul obsahuje metody a funkce pro tvorbu datové struktury VariantDataset
a praci s nim.

Modul aggregators zjednodusSuje praci s daty ulozenymi v datovych strukturach.
Umoziuje naptiklad agregaci dat (soucet, pocet dat), vypocitani dalezitych statistickych
charakteristik jako je stfedni hodnota ¢i korelace, ale také zobrazeni dat v histogramu ¢i
vyhodnoceni bool hodnot.

Hail nevyuziva béznych datovych typt a ani jejich metod. Misto toho data uklada
do expressions (vyrazi), které maji pfidruzeny hailovsky datovy typ. Piikladem jsou
Int64Expression — typu tint64, ArrayExpression — typu tarray, CallExpression — typu
tcall a dalsi. Modul expressions zajistuje tvorbu a praci s vyrazy.

Vyse popsané moznosti Hailu neuvadi vSechny jeho moznosti. Knihovna Hail
nabizi vice modulll a metod pro praci s genetickymi daty.

4.2.3 Nastroje pro anotaci

Pro anotaci dat se zvolil anota¢ni nastroj VEP. Jeho spusténi je snadno
implementovatelné v nastroji Hail, coz byla hlavni premisa volby tohoto nastroje.
Zaroven anotuje veSkeré pro nds dilezité informace od frekvenci z jinych popula¢nich
databazi az po transkriptové dusledky.

Dalsi vyhody VEPu oproti ostatnim anota¢nim nastrojim jsou popsany v kapitole
2.5.1.

Prostfedi vytvofené pomoci Docker ndstroje je zaroven piipravené se vSemi
zavislostmi pro implementaci anota¢niho nastroje Nirvana.

4.2.4 DalSi pouzité nastroje
Dal$imi vyuzZitymi nastroji jsou:
1. Vcftools pro odebrani chrM
2. Gunzip pro kompresy soubord.
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3. Tabix od Samtools pro indexaci souborti.

4. Python knihovna Pandas pro ¢teni cvs souborti obsahujici fenotypova data.

5. Z divodu prenositelnosti prostredi a zajisténi kompatibility jednotlivych verzi
nastrojii se vyuziva virtualizace pomoci nastroje Docker.

4.2.5 Navrh databaze

Data z gvcf soubori se ukladaji do datové struktury VariantDataset. VariantDataset
je datova struktura nastroje Hail popsaného vySe v kapitole 4.2.2.

VariantDataset  obsahuje  dv€ MatrixTable pojmenované  variant data
a reference_data. Tabulka variant_data obsahuje zaznamy, kde je zaznamenana varianta
na alesponn jednom vzorku. Tabulka reference data naopak obsahuje zdznamy kde
se vSechny vzorky shodovaly s referenci.

Obé¢ tabulky jsou datové struktury MatrixTable se rozdé€luji na 4 zékladni ¢asti:
Global fields, Column fields, Row fields, Entry fields. Radky jsou konstantni pro
vSechny sloupce a sloupce jsou konstantni pro vSechny fadky MatrixTable. Globalni
udaje jsou konstantni pro vSechny zaznamy a shrnuji veskera data v datasetu. Entry
fields je 2D matice se zdznamy indexovanych pomoci klice fadku a sloupce.

Unikatni kli¢ sloupcti je S coz je string oznacujici nazev ptivodniho gvcf souboru.
Unikatni kli¢ fadku se sklada ze dvou kli¢u: locus a alleles.

Locus kli¢ je hailovského datového typu locus<GRCh38> a obsahuje informaci
0 pozici. Pozice je slozena z nazvu chromozomu — locus.coting a z pfesné pozice —
locus.position.

Alleses kli¢ je typu array<str> (pole stringll) a obsahuje vSechny alely nalezené
v gvcf souborech na daném lokusu véetné alely ptivodni reference.

Ve vysledku maji datasety na kazdém fadku pouze puvodni referenci a jen jednu
variantu. Vysledky anotace VEP jsou uloZzené v Row fields a stejné tak finalni
agregované udaje. Anotace fenotypem je uloZena v Global fields jako datova struktura.

4.2.6 Softwarové pozadavky

Tato kapitola popisuje softwarové poZadavky pro spravné fungovéani vybranych
nastroji zminénych vyse (Hail, Apache Spark, VEP)

Obecné softwarové pozadavky:

opera¢ni systém Ubuntu (verze 20.04)

Python 3.9

nastroje unzip, tar a gzip, git, wget, tabix

balicky cpanminus, libmysqglclient-dev, libbz2-dev, liblzma-dev, tzdata

oo
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Python knihovny:

1. Numpy
2. Hail

3. Pandas
4. Docopt

Softwarové pozadavky pro Hail:

1. Openjdk-8-jre-headless (je pozadovana Java 8 nebo 11 JDK)
2. PySpark (instalace probiha v rdmci instalace Hailu)

Softwarové pozadavky pro VEP (instalace z git repositare):

1. bali¢ky libpng-dev, zliblg-dev, libbz2-dev, liblzma-dev
2. Perl (perl-base, perl, bioperl)
3. curl

Softwarové pozadavky pro Nirvanu (instalace z git repositaie):

1. Dotnet-sdk-5.0

2. Dotnet-sdk-6.0

3. Packages-microsoft-prod.deb
4. Apt-transport-https

Vsechny vyse zminéné pozadavky jsou sepsané v docker file. Docker image je
pfipraveny pro praci s Nirvanou, ale Nirvana nebyla nakonec implementovéna.

4.2.7 Hardwarové pozadavky

V celém procesu se vyuzivalo Apache Spark clustertu. Architektura frameworku
Spark je popsana v kapitole 2.7.2.

Hardwarové poZzadavky jsou pfedev§im na nastaveni operacni paméti RAM driveru
a executorovi ve Spark architekture.

Pro driver je nastaveni 4GB a pro kazdy executor je nastaveno 8GB operacni
paméti.
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5 Implementace

V této kapitole je popsand tvorba prostredi, jednotlivé skripty a konfiguracni
soubory. Zaroven je zde ukazéano, jak se skripty pracovat a jak s jejich pomoci vytvofit
vlastni popula¢ni databazi. Skripty soucasti piilohy, ale také jsou nahrany v git
repozitafi, ktery je napsany v Docker file.

5.1 Tvorba prostredi

Implementace probéhla ve virtualizovaném Docker kontejneru vytvotfeném
z Docker image. Ten byl sestaven podle Docker file, ktery je soucasti ptilohy této prace.

5.1.1 Docker file

V piiloze této prace je Docker file s nazvem Dockerfile_hail. Je zalozeny
na Ubuntu opera¢nim systému verze 20.04. Docker file nastavuje spravné ¢as a ¢asovou
z6nu, vytvaii zdkladni adresafovou strukturu, instaluje pozadovany software (popsany
v kapitole 4.2.6) a stahuje nami vytvofené skripty z naSeho git repositaie. Tyto skripty
jsou zaroven soucasti piilohy, ale doporuceni je vyuzivat skripti stazenych z git
repositare.

5.1.2 Vytvoreni Docker image
Pro vytvorfeni Docker image se vyuziva piikazového fadku. Jako prvni je nutné se

prepnout do adresaie obsahujiciho Docker file viz ptikaz v bloku Kod 5.1.

cd cesta_k_docker_filu

Kod 5.1 Zména adresafe.

Po ptepnuti do spravného adresafe lze spustit piikaz, viz Kod 5.2. Ten sestavi
Docker image s oznafenim dnai/hail a s tagem hail:aggl.0. Parametr -f je pro nazev
Docker file podle kterého se image sestavi.

docker build -t dnai/hail:aggl.@ -f Dockerfile hail .

Kod 5.2 Sestaveni Docker image.

5.1.3 Spusténi Docker kontejneru a pripojenim slozky s daty

Pro tvorbu Docker kontejneru spolu s pfipojenim (mount) slozky hostujiciho
zatizeni se slozkou uvniti Docker kontejneru slouzi ptikaz viz Kod 5.3.
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docker run -d -t -v cesta_k_adresari_dat:/opt/data --name hail-agg
-p 45508:22 dnai/hail:aggl.o

Kéd 5.3 Spusténi Docker kontejneru s piipojenim slozky s daty.

5.1.4 Prace v Docker kontejneru a spusténi skripti

V aplikaci Docker Desktop se da jednoduse piipojit do Docker kontejneru
kliknutim na tlac¢itko Open in terminal, jak je vidét na Obrazek 5.1.

Only show running containers Q

D NAME IMAGE STATUS PORT(S) STARTED 1 ACTIONS

O hail-agg

5464¢12d2033 dnai/hail:agg1.0 Running 45508:22 3 32secondsas W
S5464c

@ View details
I0)  copydocker run

Obrazek 5.1 Pripojeni do Docker kontejneru skrz grafické uzivatelské rozhrani.

Dalsim zplsobem je vyuzit piikazové tadky hostujiciho zafizeni a pfipojit
se pomoci piikazu, viz Kod 5.4.

docker container attach hail-agg

Kod 5.4 Pripojeni do Docker kontejneru skrz ptikazovy radek.

Docker mé v sobé implementované python venv environment. V ném jsou vSechny
potiebné knihovny pro spravné spusténi python skripti, které jsou soucasti této prace.

Pted spousténim skriptli je proto potieba se piepnout do venv prostfedi pomoci
nasledujiciho ptikazu, viz Kod 5.5.

. /opt/gvcf database/.venv/bin/activate

Kod 5.5 Prikaz pro prepnuti do venv prostiedi.

5.2 Implementace navrhnutého retézce zpracovani

V nasem prostiedi se zpracovavalo celkem 10 gcvf soubori obsahujicich cely
genom sekvenovaného subjektu. Z diivodu ochrany osobnich daji vSak nemiize byt
soucasti ptilohy soubor s celym genomem. Proto se vytvorily testovaci gvcf soubory
obsahujici jen n€kolik ndhodné vybranych zadznamu. Tyto soubory jsou piilozené v
ptiloze. V ptiloze jsou zarovenn veSkeré skripty, konfiguracni soubory, Docker file,
pomocné soubory (napiiklad soubor input gvef final.txt obsahujici cesty ke gVCF
souboriim) a vysledna databaze vytvotena z testovacich dat.
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Cely fetézec zpracovani je implementovany pomoci péti  skripti:
tabix_all_and_preprocesing.sh, combine_gvcf.py, split_dataset.py, V01 annotation.py
a filtration_agregation.py. Na Obrazek 5.2 jsou vypsané skripty a o jaké kroky se staraji

Z navrzeného fetézce zpracovani viz kapitola 4.1.

tabix_all_and_preprocesing.sh

Indexace a
predzpracovani soubord

input_gvef_final ixt
gvefbgz
gvef bgz.thi

combine_gvcf.py

Naéteni soubori GVCF do
databdze

datasetFinal vds
my-temp-bucketFinal
split_dataszet py

V01_annotation.py

Anotace fenotypem ‘ Anotace VEP ‘

filtration_agregation py
Y

|

Validace dat ] [ Filtrace variant ]

UloZeni finalni
databaze

\

Agregace dat vidi
Agregace dat fenotypu

/

FinalDatabase.vds

Obrazek 5.2 Zobrazené kroky fetézce zpracovani v jednotlivych skriptech, jejich ndvaznost na

sebe, vstupy a vystupy.
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5.2.1 Indexace a predzpracovani soubort

Prvnim krokem fetézce zpracovani je odstranéni Mitochondrialni DNA (chrM)
a indexace soubord. Slouzi pro to skript tabix_all_and_preprocesing.sh.

Ten si na vstupu bere cestu k adresafi, kde jsou ulozena data (gVCF soubory).
Ukazka spusténi skriptu tabix_all_and_preprocesing.sh je vidét v Kod 5.6.

tabix_all and_preprocesing.sh cesta_k_souborim_gvcf

Koéd 5.6 Ukazka spusténi skriptu tabix_all_and_preprocesing.sh.

Skript tabix_all_and_preprocesing.sh zpracovava kazdy souboru ve vstupnim
adresafi s koncovkou gvcf.gz. VSem odebere chrM pomoci nastroje vcftools. Nastroj
umoziuje filtraci variant podle pozice (v nasem piipadé se jedna o odebrani celého
chrM). Vystup z vcftools se dale komprimuje pomoci nastroje gzip.

To vytvoii data blokové komprimovana. Pro spravnou funkci Hailu je vSak potieba
soubor znovu ulozit s pomoci bgzip do souboru s koncovkou .bgz.

Takto upraveny soubor se indexuje pomoci nastroje tabix, ¢imz vznika novy soubor
s piidanou koncovkou .tbi.

Pouziti veftools, komprimace a indexace soubort je vidét v Kod 5.7.

vcftools --gzvcf "$file" --not-chr chrM --recode --recode-INFO-all
--stdout | gzip -c > "$1"/GVCF_"$ID NUMBER" chrM out.gvcf.gz

gunzip -c "$1"/GVCF_"$ID NUMBER" chrM out.gvcf.gz | bgzip >
"$1"/GVCF_"$ID NUMBER" chrM out.gvcf.bgz

tabix -f -p vcf "$1"/GVCF_"$ID NUMBER" chrM out.gvcf.bgz

Kaod 5.7 Ptikaz pro odebrani chrM pomoci vcftools a nasledna komprimace.

Skript zaroven vytvoii ve slozce soubor input_gvcf final.txt. Ten v sobé ma cesty
ke gvcf souborim a slouzi jako vstup do dalsiho kroku (nacteni predzpracovanych gvcf
soubort do databaze).

Testovaci gvcf soubory obsazené v ramci ptilohy byly generovany podle velmi
podobného skriptu testing_dataset.sh, ktery je také soucasti prilohy. Rozdil ve skriptech
je, ze se neodebira chrM, ale zachovava se 36 zaznami podle souboru
positions_to_testing_gvcf.txt. Tento soubor obsahuje na kazdém fadku contig (nazev
chromozomu) a tabuldtorem oddélenou pozici na chromozomu.
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Zaroven jsou pomoci skriptu testing_dataset.sh odebrany z hlavicky souboru
nepotiebné contig informace. Skript testing_dataset.sh zajistuje i indexaci soubord,
a proto neni potieba testovaci data pfed nacitanim do databaze dale upravovat.

5.2.2 Nacéteni gvcf soubori do databaze

Nacteni soubord do databaze je implementované ve skriptu combine_gvcf.py. Skript
si na vstupu bere parametr s ozna¢enim -i. Tento parametr slouzi pro nacteni souboru
s cestami ke gvcf souborim. Jedna se o jiz zminény soubor input_gvcf_final.txt, ktery
vznika pouzitim skriptu tabix_all_and_preprocesing.sh viz predchozi kapitola 5.2.1.
Pokud chceme ziskat soubor input_gvcf final.txt pro testovaci data, které neni potieba
predzpracovavat pomoci skriptu tabix_all_and_preprocesing.sh, tak soucasti pfilohy je
také skript get all input files.sh. Ten slouzi pouze K naéteni cest vSech soubort
s koncovou gvcf.bgz v daném adresaii.

Spusténi skriptu combine_gvcf.py je ukazano v Kod 5.8.

python3 /opt/gvcf database/scripts/combine_gvcf.py -i
/opt/data/input_gvcf_final.txt

Kéd 5.8 Spusténi skriptu combine_gvef.py s parametrem -i (souboru s cestami gvcf).

V prvni ¢asti skript combine_gvcf.py nacte do pole cesty k souborim gVCF ze
souboru daném na vstupu v argumentu -i.

Dalsi ¢ast vyuziva vds modulu Hailu pro nacteni souborti do datové struktury
VariantDataset slouzici jako databaze. Specificky se vyuziva metody
hl.vds.new_combiner() slouzici pro definovani kombineru. V nasi implementaci se
vyuzilo v ramci metody hl.vds.new_combiner() téchto parametri: output_path (cesta
uloZeni vysledného VariantDatasetu), temp_path (cesta ulozeni docasnych soubori
vzniklych pfi  tvorbé VariantDatasetu), gvcf paths (cesty kgvcf soubortim),
use_genome_default_intervals=True, reference genome =‘GRCh38* (pouzita reference
pro tvorbu gvcf soubort).

Definovany kombiner se nasledné spousti pomoci metody .run(). Kombiner gvcf
soubory sjednoti pies lokusy a alely a vytvofi lokélni indexy alel (LA). Tento index
slouZzi pro indexaci hodnot GT, AD a PL. Ty jsou ve VariantDatasetu nasledné uloZeny
jako LGT, LAD a LPL a jsou pfistupné pravé pies hodnotu LA. Na zavér kombiner
uklada VariantDataset do adresare zaznamenaném v parametru output_path.

5.2.3 Rozdéleni radki s vice variantami (multialelické zaznamy)

Pro tento krok slouzi skript split_dataset.py spustény viz kod 5.9. Ten nacita
VariantDataset vytvofeny v minulém kroku. Pro nacteni VariantDatasetu se vyuziva
funkce hl.vds.read_vds() viz Kod 5.10.
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python3 /opt/gvcf database/scripts/split dataset.py

kod 5.9 Spusténi skriptu split_dataset.py

vds = hl.vds.read vds('/opt/data/vds_datasets/datasetFinal.vds")

Kod 5.10 Funkce pro nacteni VariantDatasetu.

Pred spusténim funkce pro rozdéleni tadki se zahazuji LPL zdznamy pomoci
metody drop() viz Kod 5.11

vds.variant_data = vds.variant_data.drop('LPL")

Kéd 5.11 Piikaz pro zahozeni LPL zaznamu.

Davodem je, ze Hail ma v této chvili problém s nacitanim PL hodnot pomoci
hl.vds.new_combiner() pouzit¢ého béhem piedchoziho kroku. Na vétsin¢ tadka ve
VariantDatasetu se LPL hodnota nacte spravné. Ale jsou lokusy (hlavné haploidni
varianty), na kterych Hail neni schopny PL nadist a vznikaji ve VariantDatasetu prazdna
LPL pole. Ty poté dé€laji problém pfi rozd€lovani fadkt s multialelickymi zaznamy.

Pro rozdélovani fadki se vyuziva Hail funkce hl.vds.split_multi(vds). Tato funkce
rozdeli vSechny tadky, které maji vice jak jednu variantu. Zaroven se upravuji zdznamy
nasledujicim zpGsobem: Pole LA zanikd a z poli LGT, LAD vznikaji GT a AD
odpovidajici rozdélenym tadkiim. DP je beze zmény. GQ se ma ptepocitavat z PL
hodnoty (vzniklé z LPL pole). Pokud PL neexistuje jako v nasem piipadé, tak GQ neni
prepocitano a je zachovana jeho puvodni hodnota. Pole RGQ (kvalita genotypu
reference) a END jsou zachovany beze zmény.

Vystupem skriptu je novy VariantDataset datasetSplitFinal.vds s rozdélenymi
radky.

5.2.4 Anotace

Pro anotaci slouzi skript VO1_annotation.py spustény viz Kod 5.12. Skript pouziva
VariantDataset datasetSplitFinal.vds z minulého kroku.

python3 /opt/gvcf_database/scripts/VO1l_annotation.py

Kéd 5.12 Spusténi skriptu VO1_annotation.py

51



Prvni ¢asti anotace je anotace fenotypovymi daty. Fenotyp je ulozen v souboru
donor_data.csv viz ptiloha A. Fenotypova data se k VariantDatasetu nahravaji podle
klice sloupct ,s° (obsahuje ndzev ptivodniho souboru) a pridavaji nasledujici globalni
udaje viz Obrazek 5.3

Global fields:
‘info": dict<str, struct {
sample id: str,
is duplicate of: str,
patient id: int32,

ploidy estimation: str,

sex: str,
father_origin: str,
mother origin: str,
has_WG5: bool,

WGS done at: str,

has WES: bool,

has microarray: bool,
type: str

Obrazek 5.3 Fenotypova data pridana do databaze.

Druhou ¢asti je anotace nastrojem VEP. Pro anotaci VEPem v Hailu slouzi metoda
hl.methods.vep() viz Kod 5.13.

mt = hl.methods.vep(mt, config, block size=50000)
Kod 5.13 Iniciace VEPu v Hailu.

Tato metoda pouziva MatrixTable. V nasem ptipadé se do ni ulozi vds.variant_data
a dale anotuje VEPem podle nastaveni v konfigura¢nim souboru.

Konfigura¢ni soubor je v piiloze pod nazvem vep-config.json. Obsahuje piikaz
spoustéjici VEP a vysledné schéma ve formé json struktury.

Soucasti VEP konfiguracniho souboru jsou cesty k referen¢nimu genomu. Soubory
s referenci nemohou byt soucasti pfilohy ani soucéasti git repositaie, jelikoz jejich
velikost dosahuje desitek GB. Proto je nutné pro fungovani VEP stdhnout nasledujici
soubory zvlast’ a poté je nahrat do adresafe napsaném v konfiguracnim souboru:

1. fasta soubory reference hg38.fa
2. Ensembl cache soubory: homo_sapiens_vep 107 _GRCh38.tar.gz [46]
3. Data doNSFP databaze: dbNSFP4.3c_grch38.9z [47]
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VEP anotuje varianty v blocich a blok size parametr v Kod 5.13 urcuje pocet
variant v jednom bloku zpracovani.

5.2.5 Validace, Filtrace, Agregace dat a uloZeni finalniho datasetu

Zbylé kroky znavrhnutého fetézce zpracovani (validace, filtrace, agregace
a ulozeni findlniho datasetu) jsou implementované ve skriptu filtration_agregation.py
spusténého viz. Kod 5.14.

mt = hl.methods.vep(mt, config, block size=50000)

Kod 5.14

Krok validace zahrnuje ptepocitani alelické frakce (AF zdznam). Nejprve se zahodi
pivodni AF a poté je vypocitana z hodnot v AD viz Kod 5.15

vds.variant_data = vds.variant_data.drop('AF")

vds.variant_data = vds.variant_data.annotate_entries(AF =
[vds.variant_data.AD[@]/(vds.variant_data.AD[@]+vds.variant_data.AD

[1]),
vds.variant_data.AD[1]/(vds.variant _data.AD[@]+vds.variant_ data.AD[

i1

Kéd 5.15 Validace AF hodnoty

Poté filtruji zaznamy pravé podle hodnot AF a DP. V navrhu byla zminéna filtrace
I podle hodnot GQ. Ty ale nebyli pfepocitany diky odebrani PL hodnot a proto se v tuto
chvili podle GQ zdznamy nefiltruji.

vds.variant_data =
vds.variant_data.filter_entries((vds.variant_data.DP >
10)&(vds.variant_data.AF[1] > 0.2))

kod 5.16 Filtrace podle DP a AF

Implementace filtrace v ramci skriptu je vidét v kod 5.16. Jsou filtrovany zaznamy
s DP hodnotou mensi jak 10 a s AF hodnotou mensi jak 0,2.

Po filtraci se provadi krok agregace s vyuzitim to metody hl.variant_gc(). Tato
metoda vypocitava hodnot DP, AC, AN, AF, pocet homozygott skrz vSechny vzorky a
anotuje je v ramci Rows fields.
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Mimo funkci hl.variant_qgc() se ve skriptu filtration_agregation.py vypocitavaji
lokalni AC a lokélni AN (zvlast pro kazdy vzorek). Divodem je jejich nasledné pouziti
pfi agregace vuci fenotypu.

Agregace podle fenotypu se provadi docasnou filtraci podle fenotypu. Vzorky se
filtruji podle pohlavi a podle typu sekvenovani (celogenomové ¢i celoexomové
sekvenovani). Na vyfiltrovanych datech se provede agregace lokalnich AC, lokalnich
AN a poc¢tu homozygott, které se anotuji v ramci Rows fields.

5.3 Licence a moZznosti pouziti kodu

Cela prace byla vyvijena na licenci Apache License 2.0. Soucasti piilohy je soubor
LICENSE-2.0.txt definujici prava vztahujici se na Apache License 2.0. [48]
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6 Vysledky

Navrzeny fetézec zpracovani z kapitoly 4.1 byl implementovany pomoci vybranych
nastroju v kapitole 4.2. S vyuzitim vytvofenych skriptd byla v Docker kontejneru
vytvoiena populacni databaze na vzorku deseti gvctf souborti. Vysledna databaze neni
soucasti prilohy z davodu ochrany osobnich udaju a z diivodu jeji velikosti. V ptiloze je
vSak ukazkova databaze s nazvem FinalDatabase.vds a jeji struktura je vSak popsana
V ramci této kapitoly.

Vysledna databaze odpovida navrhu v kapitole 4.2.5 Je uloZena v datové struktuie
VariantDataset python knihovny Hail. Obsahuje dvé MatrixTable, jedna s nazvem
reference data a druha s nazvem variant_data.

Tabulka variant_data obsahuje zaznamy, kde je zaznamenana varianta na alespon
jednom vzorku. Tabulka reference data naopak obsahuje zaznamy, kde se vSechny
vzorky shodovaly s referenci. Data byla zpracovavana pouze v tabulce variant data.
Diivodem je, Ze reference data slouzi ve chvili pfidani novych gvcf soubort do
databaze, aby umoznila agregaci dat skrz vSechny vzorky. A to i na lokusech, kde
Vv puvodni databazi nebyla variant, ale po pfidani novych gvcf souboru je.

Caste¢na struktura vysledné tabulky variant_data je vidét v Kod 6.1 a v Kod 6.2.
Kompletni struktura tabulky je soucasti ptilohy v souboru

struktura_vysledné databaze.txt.

Data Vv tabulce jsou ulozeny ve étyfech astech. Cast Row fields je nejrozsahlejsi
predevsim diky tomu, Ze obsahuje anotaci vytvofenou pomoci nastroje VEP. Krom toho
jsou jeji soucasti agregovana data vytvorena funkci hl.variant_qc() a agregovana data
viiéi fenotypu. Cast Global fields obsahuje anotaci fenotypem a &ast Column fields
obsahuje nazvy ptivodnich gvct soubrod, které funguji jako kli¢ tabulky.

Entry fields jsou zdznamy z ptivodnich gvcf souborti spolu s lokalné agregovanymi
daty vypocitané pro jeden vzorek.
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Row fields:
'locus': locus<GRCh38>
‘alleles': array<str>
‘rsid"; str
‘a_index’: int32
'was_split": bool
'vep': struct {
pole s sfunkcni dopady varianty

frequencies: dict<str, struct {obsahuje frekvence alely v riznych
populacich)}

'vep_proc_id": struct {id procesu vep anotace}
‘variant_qc'": struct {agregacni hodnoty vytvorené funkci hl.variant_qgc(). }
dp_stats: struct {mean, stdev, min, max},
gq_stats: struct {mean, stdev, min, max},
AC: array<int32>,
AF: array<float64>,
AN: int32,
homozygote_count: array<int32>, }

‘genome_allele_stats": struct {agregované hodnoty fenotypu pro vzorky

S celym genomem
all: struct { AC, AN, homozygote_count },
XX: struct { AC, AN, homozygote count},
XY: struct { AC, AN, homozygote count
}

‘exome_allele_stats': struct { agregované hodnoty fenotypu pro vzorky
exomem

all: struct { AC, AN, homozygote count },
XX: struct { AC, AN, homozygote count},
XY: struct { AC, AN, homozygote count }, }

Kod 6.1 Row field variant_data tabulky
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Global fields:
'info':
dict<str, struct {sample_id, is_duplicate_of, patient_id, ploidy_estimation,

sex, father_origin, mother_origin, has WGS, WGS_done_at,has_ WES,
has_microarray, type }

Column fields:

's': str

Kéd 6.2 Global fields a Column fields variant_data tabulky
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7 Diskuse

Pro implementaci navrhu feSeni byla klicova Python knihovna Hail. V pribéhu
vypracovani prace jsem narazila na né€kolik limitaci této knihovny.

Na problém jsem narazila hned na zacatku implementace fetézce zpracovani. A to
pii nacitdni mitochondrialniho chromozomu. Funkce slouzici pro nacitdni gvct soubori
do VariantDatasetu neni optimalizovand pro zaznamy v mitochondridlnim
chromozomu. V ramci této prace jsme se s vedoucim rozhodli mitochondrialni
chromozom nezpracovavat. Pokud bychom ale rozhodnuti piehodnotili, bylo by nutné
funkci pro nacitani gvct souborti piepsat.

Ta sama funkce ma zaroven problém s nacitanim PL hodnot, které slouzi pro urceni
genotypu a vypocitava se z nich GQ (genotypova kvalita). Z diivodu absence PL hodnot
béhem faze ptepocitdvani GQ, se podle hodnot GQ nemohly ve findle filtrovat
zaznamy, tak jak bylo mysleno v navrhu. V tuto chvili se filtrace provadi pouze na
zaklad€ hodnot AD a AF (alelicka frakce) a moznym vylepSeni prace je oprava nacitani
PL hodnot.

Problém s nacitanim PL jsem vice jak 2 mésice feSila s vyvojati nastroje Hail skrze
jejich diskusni forum a neuspé$né (nedostala jsem ani jednu odpoveéd’). Uznavam ale, Ze
muj problém byl velmi specificky. Tvorba populacni databaze a zpracovani gvcf
souborit neni nejbéznéj$im vyuzitim Hailu. Dle mého pozorovani Hail team na jiné
dotazy odpovida velmi rychle, proto nehodnotim diskusni forum Hail nastroje
negativné.

I pfes vyse zminéné limitace je Hail jednim z nejlepSich nastroji pro praci s vcf
soubory a diky mnozstvi dostupnych metod, rozsahlosti dokumentace a aktivnimu
rozvoji knihovny.

Vysledkem prace bylo uspésné vytvoreni populacni databaze ze vzorku deseti gvcf
souboril. Vysledna databaze ma veskeré nalezitosti dulezité pro populacni databazi.

Databaze obsahuje rozd€lené varianty a ma filtrovana data. Dale obsahuje anotace
fenotypem 1 anota¢nim nastrojem VEP (znamé dusledky varianty, frekvence z jinych
populacnich databazi a dal$i informace). Také obsahuje vypocitana agregovana data
(AC, AN, AF, pocet homozygotli a stiedni hodnota pokryti). Agregovana data jsou
vypocitana veetné zavislosti na fenotypu.

Pokud bereme Vv potaz ukazkova schémata databaze 1000 genome v Hail
dokumentaci, tak je schéma nasi vysledné databdze s nimi velmi podobné.

Hlavni rozdilem je rozdéleni datasetti. V ukdzkovych schématech je databdze
rozdelena na autozomy, chrX a chrY. Divodem muze byt lepsi ptistupnost ¢i mozné
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nuance Vimplementaci pro rozdilné chromozomy. V budoucnu by bylo dobré
prozkoumat vyhody rozdéleni databaze to vice datasetii a piipadné vylepSit na§ navrh
a implementaci.
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8 Zavér

Cilem této prace bylo navrhnout fetézec zpracovani pro vytvoieni populacni
databaze. Vybrat metody a nastroje pro naslednou implementaci. Dal§im krokem bylo
implementovat feSeni od tvorby skriptli aZ po tvorbu prostiedi v ramci Docker nastroje

a spustit cely implementovany fetézec zpracovani na malém vzorku dat.

V ramci prace jsem se seznamila s tvorbou populacnich databazi a navrhla fetézec
zpracovani pro vlastni populacni databazi. Spolu s tim jsem vybrala metody a ndastroje
slouzici pro néaslednou implementaci navrzeného fetézce zpracovani.

V ramci implementace se mi podafilo vytvorit skripty odpovidajici krokim
v navrhu a také jsem vytvofila prostiedi pro jejich spusténi v Docker kontejneru.

Splnény byly veskeré cile prace az po vytvoreni populacni databaze z deseti gvcf
soubortl. Jedinym nedostatkem je filtrace dat. Z dvodu nepiepocitanych GQ hodnot se
filtruje pouze na zéklad¢ DP a AF.

Mozné vyuziti této prace je pouziti vysledného fteSeni pro vytvoreni Ceské
populacni databaze.
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Priloha A: Obsah prilozeného ZIP souboru

Zdrojové kody, docker image pro tvorbu prostfedi a testovaci data jsou soucasti
ptilohy A ve formé ZIP souboru

Obsah ptilohy:

1. Slozka configs
a. vep_schema.json (popis VEP schema)
b. vep_schema.py (popis VEP schema)
c. vep_config.json (configura¢ni soubor pro spusténi VEP)
2. Slozka docker
a. Dockerfile_hail
3. Slozka scripts
a. combine_gvcf.py
filtration_agregation.py
get_all_input_files.sh
split_dataset.py
tabix_all_and_preprocesing.sh
V01 _annotation.py
g. testing_dataset.sh
4. Slozka testing_data
a. Slozka anotace
i. donor_data.csv (fenotyp k datim)
b. Prazdna piedptipravena slozka refs (adresai pro nahrani referenci)

-~ ® a0 o

c. Slozka vds datasets
i. FinalDatabase.vds vysledna databaze — vytvofend pomoci
testovacich dat
d. Testovaci data (3 gvfc soubory — ofiznuté na 36 fadkt zaznami )
I. GVCF_1_testing.gvcf.bgz
ii. GVCF_1 testing.gvcf.bgz.tbi
iii. GVCF_2 testing.gvcf.bgz
iv. GVCF_2_testing.gvcf.bgz.tbi
v. GVCF_3_testing.gvcf.bgz
vi. GVCF_3_testing.gvcf.bgz.tbi
5. LICENSE-2.0.txt (Apache License 2.0)
6. positions_to_testing_gvcf.txt (soubor spozicemi bazi pro zachovani v
testovacich datech)
7. requirements.txt (soubor, ktery vyuzivda Docker file pro stazeni
pozadovanych python balick)
8. struktura vysledné databaze.txt
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