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HacaoB mactep pazga: Pa3Boj meTosie 3a JeTeKTOBame MpoMeHa Opoja KoIuja, y

T'€HOMCKHUM CEKBCEHIIaMa

Pesume: Caznama o npomenu Opoja Kommja FeHOMCKAX CEKBEHITH Ce IOCTIETIHbUX
Ir'oJnHa CBE qemhe KOpHuCTe y pa3JIMIuTUM SI/IOMG,Z[I/IH‘I/IHCKI/IM UCTpazKuBabuMa, a
HAPOYNUTO Y UCTPAXKUBAILIMA BE3aHUM 33 PETKE 'eHeTCKe DOJIeCTH U KAHIEep. VY Ta-
KBUM HCTPa’KUBabUMa je OJ MOCeDHOr 3Hadaja UCIPATUTH IIPOMEHe OPoja KOIuja
Ha HUBOY CBake hejmje MOjeIMHAYHO, IITO Ce TOCTUXKE METO/IaMa CEKBEHIIMPAha
jenne hemmje. KomdounoBameMm mocrojehnx meroa cekBeHIUpama jeane hesmje u
roctojehnx padyyHapcKUX MeToja HUje Moryhe mperusHo oJpeInTi Opoj CBaKe O
KOTIMja TeHOMCKHUX CEKBEHIIN, HUTU Ca KOI' XPOMO30Ma OPUTHHAJHO mmoTudy. OBaj
paj uMma 3a MUJb Ja IPeJICTaBU HOBY METOJIy CEKBEHIIMparba jeqHe hesmje - dap-
KO/IUpaibe TeHOMa, Ka0 M Pa3BOj padyHapCKe MeTOJie 3a JIETEeKINjy Opoja KOoIluja,
KOja ce IocedHO pa3BHhja 3a OBy METOJIy CeKBeHIMpama. VcTpaKuBame 0 pa3Bojy
MeTOJIe JIeTEKTOBaIba Bapujalja y Opojy Kommja je paheHo y OKBUpPY KOMIIAHU]je

Digenomaz.

KipyuyHe peun: jerekToBambe, Bapujaruja y 0pojy Komuja, 0apKoInparbhe, TEHOM,

CEKBCHIIUDPAIbLE
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I'maBa 1

YBOI

Csaka 37paBa hesuja nMa cBOjy mpesiedduHUCaHy TapHUTYPY XpoMozoma. To-
KOM CBOT' Pa3B0ja OHa MOKe MPONM KPO3 HU3 CTPECHUX yCJIOBA IOIYT HArJje IIPo-
MeHe cpeJinHe y K0joj ce Hasta3n (Besuka nmpomena pH BpennocTu, Harso nosehame
WIN CMabehe KOJIMYNHe KIUCeOHUKA ), HAIIa JPYIUX OpraHn3amMa Ha hesujy wim
030mpbHUX nopeMehaja MeTaboIMYKHUX MIpoIeca y caMoj hesuju.

[Tpomena bSpoja komwmja (eHrs. copy number variation (CNV)) npeacraBiba
nojas/buBaibe Hekux cermenara JIHK y jemsom opranmsmy y Behem miam marmbem
Opojy Hero y pedepentHoMm renomy. Jlo oBe mojaBe, Kao W JI0 pa3HUX JPYTHX
IpoMeHa y reHOMCKO] cekBeri (Hup. SNP u cimano), moxke fgohu y Toky hesmjcke
neode. Menmja Koj Koje je JIONLIO0 JI0 TPpOMeHa Opoja KOIHja MOYKe OJIMaX YIUHYTH
WA OICTATH, Yy 3ABHCHOCTU OJ YCJIOBa y KOjuMa ce Hajaasu. AKO Cy yCI0BU
crpecun u henmja y mUMa ycIie Jia MPEXWUBU, Taja ce IIPOMeHa Opoja KOIuja
MOYKe IOCMaTPATH KAa0 €BOJIYyTUBHO DPEIere 3a OINCTAHAK y OBAKBUM YCJIOBUMA.
[Ipomena Opoja komwuja ce demrhe Ha3wWBa BapujanmujoM y Opojy Komwmja, 1a
he m oBaj ma3uB OuTu KopwuIheH y HacTaBKy paJja. lIporec merekimje oBaKBHX
Bapujanuja he OUTH JeTa/HHO ONUCAH Y TJIABU 3.

Kana hemmja ca mopemehenuMm OpojeM Kolmja AeI0Ba T€HOMCKE CEKBEHIIE Ipe-
JKUBU U TIPEHECEe CBOj M'€HEeTCKU CKJION Ha MOTOMCTBO, OHA TUME 3aIll0YUIHe IYUTABY
HOBY TIOIyJIaIjy MyTupaHux henmja. OBaj mporec 9ecTo mpeTxoIn IPorecy KaH-
meporexese, Ia je JeTeKTOBahe Bapujalidja y Opojy KoIlMdja jeJaH OJI MeTo/a 3a
npaheme pa3Boja KaHIleporeHe3e y TKUBUMA.

OBakBe marorene hesnuje decto yruHy came oJi cede MM HE YCIEBAjy Jia ce
nojiesie. Y3 TO, y BUIeNenjCKUM OpraHu3MUMa MTOCTOje U epUKACHA MEXaHU3MU

3a IbUXOBO YKJIalbalbe, 300r yera UX 4ecCTo HI/Ije Moryhe JETEKTOBAaTH 1M aHaAJIN3M-
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patu. 3a pasyiuKy O/l WX, je/IHONEMjCKU OPraHu3MHU, IMOIYT IMUBCKOI KBAaCIA,
HEMAajy TakKo JIOOPO pa3BUjeHe MeXaHU3Me 3a JIETEKIINjy U OJICTPAIbUBAIbe MaTore-
HUX Bapujerera, T€ UX je CAaMUM TUM MHOTIO Jiakiine anajusuparu. CXOomaHO ToMe,
0BO HCTpakKuBame ce (GOKyCHpa Ha MeHOM MUBCKOr KBacia (Jar. Saccharomyces
cerevisiae), auju je pedpepeHTHH NeHOM Bell Mo3HAT HAYIHUM KPYTOBUMA, y KOjuMa
ce KOPUCTH 338 MHOTOOPOjHA UCTPAKUBAHA.

Y uctpazkuBamy €y KOPHUIINEHH IOJAIN JIOOUjeHU O] JIEBET PA3JIUIUTHX he-
Jnja KBacia o3HadeHuX ujeHntudukaropuma 6Y5Hb S33, 6Ybd S34, 6Y5) S37,
6Y5Hl S38,6Ydn_ S39,6Y5p S40,6Y6b S41,6Y6d  S42, 6Y6f S43m 6Y6h S44.
UcrpaxkuBame he dutu mpejcraB/beHO Kpo3 y3opak 6Y5H) S37, J0ok cy ocraan
y30piiu KopuriheHu 3a Tecrupame. Pesynararu 3a y3opak 6Y5) S37 u jaBHO cy
JocTynHu Ha github pemosutopujymy [1].

Kako du ce renomcku cajipxkaj hesmje Morao anajau3upaTi, MOpa My Ce OJipe-
JIUTH CEKBEHIIa, OJTHOCHO peociel azotaux daza A, C, T, G, 3a cBaku XpoM0o30M
mocedno. OBO ce OCTHKE TTPOIECOM CEKBEHIMPAHhA KOjU CIIPOBOIN MAIMHA CE-
KBEHIEP. 3a norpede oBOr ucrpaxKkupary kKopuiithed je Illumina MiSeq cexBenriep
yllapeHuX KpaTKuX oduTaBamba jejHe hesuje, 1mro he gerajbHO OUTH OIMUCAHO Y
rJIaBh 2.

JlerexkToBarme Bapujalija y Opojy Kolunja u3 IMoJaTaka JOOUjeHIX KOPHUIINemheM
octojehux MeToja CeKBEHIIMPama BPIIHN Ce padyHameM ojipeleHux crarucTuka,
ITO je odjarrmeno y riiasu 3. MeTtojie Koje cy y MUPOKOj YyIIOTPedn HUCY JTIOBOJHHO
TavHe U IPEIU3HE U UMA]y BEJIMKU OPOj JIA’KHO MO3UTUBHUX U JIAXKHO HETATUBHUX
rorojiaka. /lomaTHo, Ha OBaj HaUWH HUje Moryhe jacHO ope T Koja KOIKja TeHa
JIoJIa3U ca KOI' KOHKPEeTHOr xpomMos3oMma. Jlaboparopuja Digenomix pa3suia je
HOBY MeTOJly CEeKBeHImpama jeine henuje - dapkoaupame reaoma (BIG, Barcode
In Genome) [2]. Merona ce 3acHuBa Ha GparMeHTHCAILY TEHOMA U JI0/Ie/LUBAIY
jeTMHCTBEHOT MJIEHTU(MUKATOPA CBAKOM 01 (pparmMeHaTa, IMITO OMOT'yhaBa HHXOBO
KacHHUje pa3a3HaBaibe IMPUJINKOM JIeTeKIMje Bapujanuja y opojy komuja. Hcrpa-
JKHUBambe O Pa3BOjy MeToJle JeTeKTOBarma Bapujaluja y Opojy Komuja je paheno y
OKBUPY KomImanuje Digenomiz.

Y jaHalme BpeMe MOTIIYHO je HE3aMUCIMBO OUJI0O KAKBO OMOJIOIIKO, XEMUjCKO
W MEJUIMHCKO MUCTPaKMBambe 0e3 MOJIpIIKe padyHapckux meroma. OHe omo-
ryhaBajy npenusny u Op3y aHaJM3y MOJATaKa KOJU Ce Y MCTPaKUBAIbYy KOPHUCTE.
3a pasymanTe TpodseMe pasBHjaHe Cy PA3JIMIUTEe METOJE, aJd 3a CBAKY OJ FhUX

IIOCTOje JiBa KJby9YHa 3aXTeBa KaKo OM Omiie mpuxBalieHe o1 cTpaHe CBOjUX KOpH-
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CHUKAa: jeTHOCTaBHOCT mpu Kopuinhemy n edpukacHoct. Merosa Jerekimje
Bapujarja y Opojy KoIlija ce 3aCHUBa Ha JiBa KJ/bydHa KOpaKa: HOBOj METOIU
cekBeHImpama hennje (dbapkoguparme reHoma), ca OHONHMOOPMATUIKOM pe-
OPOJIYKIIMjOM MHCEpaTa U KOHTHUTra Ha padyHapckoMm HuBOy (1mro he Ssmke durn
objarmbeno y riau 2.2) u GnonH@MOPMATUIKO] aHAIU3U PEIPOYKOBAHUX I10-
nmaraka. OBaj paj uMa 3a Iu/b J1a U3JI0KUA U 00jACHU TIOMEHYyTe OMONHMOPMATHYIKE
Iporiece 3a paJi ca TEXHUKOM OapKoJuparma renoMa. BruonndopMaTUydKu Mporecu
OIIMCAaHU Cy y MPOrPaMCKOM je3ukKy Python, y3 Kopuirhemwe cTaHIAPIHUX OUMOWH-
dopmaTnakux ajara Kao mro cy IGV, samtools u bedtools.

Kako je cama merojia dapkouparma cacBIM HOBa U jOIT YBEK y Pa3BOjy, IpaTH
je m qmHaMuYaH pa3Boj padyHapckux Merona. OBaj paj he mpegctaBuTé OCHOBHE
IIPETIIOCTaBKE Be3aHe 3a JIeTEKIINjy Bapujaliija y Opojy Kolmja, KOje ce 3aCHUBAjy
Ha pe3y/ITaTuMa JOOUjeHUM U3 ITPOTOKOJIA DAPKOIUPAHA.

VY rnaBu 1 oBor paja je o0jalImbeHo MITa Cy Bapujalyje y Opojy KOIHja NeHOM-
CKHUX CEKBEHIIM M HaBeJIEeHHU Cy HEKHU OMOJIONIKN Y3POIlM OBHUX Bapujalnja y Opojy
KOIIMja TeHOMCKHUX CeKBeHIM. Takole, mpejicTaB/beH je cam HMPUCTYI UCTPAKU-
Balby, Ka0 U CKYIl y30paKa HaJl KOjUMa je UCTPaKUBAHE BPIIEHO.

Y rnaBu 2 OBOT' pajia je U3BPIIEHO yropehuBambe TEXHUKE OapKOIUparba ca
OCTAJIUM TEeXHUKaMa CEeKBEHIINPalha U 00jallllbeHO je KaKO Ce M3BOIU OMOMHQOP-
MaTHUYKa aHaJM3a MoJaTaka JTOOMjeHnX MEeTOJ/IOM OapKojuparma. Kako Ou Bapuja-
Ije MOrJjie OUTHU JIETEKTOBAHE, HAJIIPE je MPEJICTaB/beH MOCTYIAaK PEKOHCTPYKIIUje
WHCEpPATa, & CAMUM TUM U XpOMO30Ma Ha KOje ce MHCEPTU MAIUPajy.

['naBa 3 npescraB/ba MPOTOKOJI KOju KOPHUCTE HEKe MocTojehe MeTose IeTeKTo-
Bama BapHjallrja y Opojy KOIMja W bUXOBE HEJIOCTATKE. 3aTUM Ce IPeICTaB/ba
HOBa HJieja O JIeTeKTOBakby BapHjaliFja y Opojy Koliuja, IyTeM OOjera MHCepaTa
KOju NPUIIa/Iajy pa3anauTuM Bapujarujama. OdojeHn MHCEPTHU Cy IMPEJICTaB/HEHN
y HEKOM OJI aJiaTa 3a BU3yeJIU3allljy NeHOMCKUX cekBeHIU. lIpmcTyn ce 3acHuBa
Ha YMEH-€HUIN J1a je 3axBaJsbyjyhnm daprommpamy dparmenata Morylhe mpekiamname
IIOpaBHATUX UHCEPATA JEJIMHO y CIIy4dajy Jla IPUIa/Iajy Pa3jInduTiIM Bapujaryjama.

Y riaBu 4 je npescTaB/beHa NMIIJIEMEHTAIN]a PEKOHCTPYKIIje NHCepaTa 1 Jie-
TeKTOBama Bapujaryja y Opojy KomHmja Ha padyHapCKOM HUBOY. Takobhe, mpuka-
3aHU Cy W KOPUIIMNEHN aJaTh 33 paJi ca CTaHJAAPIHUM (opMaTnMa OHOMHGOpMa-
TUYKUX JATOTEKA.

Y 1maBm 5 je AUCKYTOBAaHO KAKO Ce MOKe IPOBEPHUTHU Ja JIM pPa3BHjeHA Me-

TOJIa MOYXKe JaTh KOpeKTHe pe3yiarare. [IpoBepa ce BpIm Ha JiBa HUBOA: MPOBEPA
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WCIIPABHOCTH padyHapCKe MMILIEMEHTAIMje MeTOoJle W IPOBEpPa MCIPABHOCTU Jie-
TEKTOBAHUX Bapwujaruja y Opojy KOIHja FeHOMCKOT MaTepujaJia.

Y rnaBu 6 je pe3uMHUPAHO IPEJICTAB/HEHO HCTpaKuBambe. Takobhe, Mpoaucky-
TOBAHU Cy NMOTEHIINjAJTHI HAYUHU IIPUMEHEe Pe3yJITaTa JeTeKTOBabha Baphjalyja y

Opojy Korwmja.



I'maBa 2

CekBeHnupame jegHe hesmje

3a bosbe npaherbe u pazyMeBaibe JTa/ber TEKCTa, HEOIIXO/IHO je YBECTH HEKOJIUKO

TepMUHA KOjU Cy CACTaBHU JI€0 CTAHJIAPIHOT OMOMHMOPMATUIKOT PEYHUKA:
e y30pakK: reHoOM heJmje Koja ce aHAJIU3UPa
e (pparment: jieo mosekysa JIHK na koju cy npukadenu ajanrepu

e CeKBEHIMpamwe: yTBphuBame pejiociesia a30THIX 0a3a (CeKBeHIM) Ha dhpar-

MEHTHUMa

e OYHMTABAILE: PE3Y/ITAT IPOIYIITalkha KpajeBa (hparMeHTa Kpo3 CEeKBEHIIEp;
OYNTaBaIba Cy padyHAPCKH 3aIlUCH CEKBEHIIE a30THUX 0a3a KpajeBa dparme-

HaTa
e MHCepPT: (hparMeHT 0e3 ajaITepa;
e amMmmduUKanurja: yMHOXKaBambe pparMeHara;

e Bapmujanuja y Opojy Kormuja: Bapwujaiuja y Opojy KOIHja T€HOMCKUX Ce-

kBeHiu y hesuju [3]; oBaj repmun he durtn jgerassro obpaben y riasu; 3

e Manumpame: opaBHAIbEe OUNTAaBaba NN UHCEPATA Y OJIHOCY Ha pedepeHTHH

T€HOM;

e dubsmoTeKka: YOIIITEHO - KOJIEKIHja MOJIEKYJIa IMPUITPEMIBEHUX Y oapehe-
HOM XEMHjCKOM PacTBOPY; Y OBOM paJly OJHOCH Ce Ha KOJEKIHjy dparme-

HaTAa;
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e GC caapxkaj: ykyman 0poj mojsekysa ryannda u nurosuna y JIHK; ana-
qoruo ce kKopuctu u Tepmua GC%, Koju o3navaBa IpoNEHAT OBUX a30THHUX

0aza y mekom cermenty JIHK;

e [IpocevYHa Ay KWHA MHCEPTA: Y OBOM HCTPAKMBAIbY je IPOCEeYHa JTyKIHA

uncepta 200bp, a Hajseha mpuxsahena myxuma je 1000bp!

Hekwu o1 oBux TepMmuHa he OuTn JeTabHUje 00jallllbeH! Y TIOrJIaB/bUMa KOja CJIe/Ie.

[Tocroje aBa npUCTyNIa CEKBEHIIMPAahY HA OCHOBY TOTa KOJIMKO je hesuja yKIbY-
YeHO y caM IIpOoIlec: CEeKBEHIMpame cKylia heimja u ceKBeHIIMpaimbhe jeaHe
heauje. Ilpuctyn cekBeHiupama CKyla hejauja mojapa3yMeBa Jia Cy IIOJ HOP-
MAaJIHUM OKOJIHOCTHMa M'€HOMH CKYyIIa hejrja Koje ce 3ajelHO CeKBEHIINPAajy UJIeH-
TUYHU. Nejnje W3 CKylla ce yIJIaBHOM Y3UMAajy W3 HUCTOT TKUBA, WU U3 HUCTE
kyarype. OBakaB NMPUCTYIT TOJpa3yMeBa Jia Cy 0/ HOPMAJHUM OKOJHOCTHUMA
PeHOMH CKyIla hesmja Koje ce 3ajelHO CeKBeHInpajy maeHTudHn. OBO HHUje CiIy-
Jaj KOJI KaHIEPONeHUX WU U3MelheHnX HepBHUX hesuja. CredeHe BapujaHTe ce
II0jaBJbyjy y PeJaTUBHO MaJioM Opojy hejmja u 3aTO UX je TENIKO JEeTEKTOBATH.
Kon cexkBenmnupama jeane hesnmje, nub je UCIUTHBake pasjinka Mmelhy hemamjama
1 OTKpHBaibe (PYHKIMOHAJIHO 3HAYAJHUX BapUjaHTH y hejmju 1mTo je moryhe pa-
uuje. Kipyuna paznuka y pajy ca nojanuma u3Mehy oBa JiBa IpUCTYIIa JIEXKU Y
bIXOBOM OJTHOCY IIpeMa I'yOUTKY, MHTepIpeTanuju u yrnorpedu mogaraka |4, 5, 2|.

AHnajmza reHOMCKHUX IIOJaTaKa J0OMjeHHX CEeKBEHIMpameM jelHe hejmje oMo-
ryhaBa pazymeBaibe DYHKIMOHUCAHA je/iHe hesrje y KOHTEKCTY HheHe MUKPOOKO-
JInHE. JeJIHa OJI IPEIHOCTUA TAKBOI' IIPUCTYIIA jeCTe U3ydaBarhe KaHIEepPOoreHe3e U
cyOKJIOHAJTHUX TONyJIanuja Kaurepa [6], kao u mcnuruBame orosopa hesmje Ha
CTpecHe KUBOTHE YCJIOBE.

Hapenna morsias/pa he mpejicTaBUTH HEKe OJ1 MTOCTOjehuX MeTojia CEeKBEHIIHU-
pama jemne henuje, Kao 1 HBUXOBE IPEJIHOCTH U HemocTtarke. Hakon Tora Owhe
OTIMCAaHa HAjHOBHja TEXHOJIOTHja CEKBEHIINPaiba jeIHe hesnje -TeXHoJornuja dap-
KOAMpama reHoMa 2|, koja uma 3a Iub Jla HAJIOMECTH HeJOCTaTKe mocTojelinx
MeTOo/la CeKBeHInpama. Hakon Tora he duTu m3BejieHa anaan3a pesy/arTara, Iuju

je /b J1a OJinzKe 00jacHU caMy TEeXHOJIOTH]Y.

'OBo orpammuerme je mocieauua sacuhera pacTBOPa TPAHCIO3a3€ - IMITO je KOHIECHTDAIN]a
Tpancroszase Beha, TO MHCEPTHU IO MpaBUay mMopajy outu kKpahu. lopma rpanuma om 1000bp je
€KCIIEPIMEHTAJIHO OTBpheHa y gaboparopuju.
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2.1 Ilocrojehe meTome cekBeHIIMpama jeIHE

henuje

Kako ce mocienmunx roguHa CBe BUIE OTKPHUBa O MOTyYNHOCTHMAa IPUMEHE U
3HaYajy MOJlaTaKa JIOOUjeHUX CEKBEHIMpAaIbeM jeJine hesuje, CACBUM je OYEeKUBAaH
U TIOpacT Opoja HOBUX METOJA y OBOj 00JIacTU. Y HACTABKY he OUTH OIMcaHe HeKe

0J1 MEeTOJIa Koje ce Hajdelhe KOpuUcre.

QPCR

Quantitative Polymerase Chain Reaction [7] ce dyecto npumemyje y crenu-
duIHIM TOMEHUMa MOJIEKYJIapHe OUOJIOTHje, KA0 U Y JIUjarHOCTHUIN ITPUIUKOM
kBaHTudUKaIuje pasimanTux onomapkepa’. OBa MeToma ce 3acHUBA Ha KOJIH-
qnHCKUM MepemuMa uHdopMmarmone PHK y jennoj henuju, ¢ 0d3upom Ha TO 11a je
kosmmanHa nHMopMarmone PHK ciamka ekcnpecuje rena y Toj henmju.

OBa meroga ycremuo anausupa JIHK n PHK monekyse, kao u muOre m1po-
TewHe, IMa YaK M MHOre mbuxoBe KomoOmuaruje. Hazkasmoct, moryhe je tapreru-
paru orpaHmdeH Opoj moJjiekysa - Hajsuine 96, ynmme ce mocTuKe haBOpU3aIIjA
onpehennx nenoa /JIHK wim PHK mosiekyna, 1mTo oBy TeXHOJIOTHU]Y UMHU CJIA0O0

[IPUMEH/BUBOM Y JIETEKIUjU Bapujalyja y Opojy KOIuja.

MDA

Multiple Displacement Amplification [8] je meroma koja moumBa Ha yMHO-
»Kapamby pasmmuntux gemrorpama’ JTHK momexyna. Kako Ou ce oaj mporec
octBapno, xKopuctu ce JHK mommmepasa u3 daxrepuodara phi29, unmja je ymora
yIIPABO CUHTETHUCAIE BEJIMKOI Opoja Komuja (hpemMmTorpama.

OBa merona mokpuBa Behm mporneHaT reHoma 3a paszimky o PCR meroma.
MDA wmeromom HEje moryhe jgeTeKToBaTH Bapujamyje y Opojy Kommja 300T eK-

crionennujagae myatuiinkanuje JIHK demrorpama - He MoxKe ce pa3a3HaTu Jia

?Buosionike KapaKTepHCTHKe KOje ce 00jeKTUBHO MOI'Y MEPUTH M MOMONY KOjuX ce JeTeKTyjy
[TATOJIOIIKY IIPOIECH Y OPTAHI3MY

3®enmTorpaM je MepHa jesmHEIA 3a Macy Koja mzrocu 0.000000000000001(10~ 1) rpama. Ose
ce 1o, mojMoM pemTorpaM MuUcH Ha cermeHT MoJiekysia JIHK momenyror pema Beswdumae.

4Bupyc xoju namaa 6akrepuje. OBAKBI BHPYCH CY YeCTO OOTATH HOJIMEPA3aMa, THja je YIoTa
cuarerucame JIHK nwim PHK wucku momahuna.
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JIM je Bapujaliija HacTasa Kao apTedakT CEeKBEHIMpamha WU je 3aUCTa CTedeHa

Bapujaryja.

MALBAC

Multiple Annealing and Looping Based Amplification Cycles [8] ce cmarpa
IIcey/10-JITHeapHOM MeTOJ0M aMILInUKaIje Koja je y CTamby Jia U30erHe eKCIro-
HEHIWjaJTHU pacT jayiumkara. To ce mocTuke KopuihemeM CIIeIjaJTHuX OCHOBA
KOje JIOIyINTajy aMILTMKOHHMA® Ja HoceLyjy KOMILUIeMeHTapHe Kpajese. Pesynrar
je UTepaTuBHO YMHOYKaBaHhe YMECTO €KCIIOHEHITH)AJTHOT.

Ocum mTo pe3ysiTyje CMambeHnM aMILTH(MUKAITMOHUM IITyMOM, OBa METOJIa je Y
CTalby Jia CEKBEHITPa OOMMHE Y30PKe U J1a yMHOXKaBa cermente ca oborahennm GC
caJpKajeM, IITO ce CMaTpa MPodJIEeMATUIHUM 3a ocTaje Mmetojie. Mmak, MeToma je
MHOT'0O OoceT/buBHja Ha KoHTamMuHanujy JIHK mosiekyna ycmes jome mpumnpeme 3a
CEKBEHIINPAIHE OJ OCTAJIMX METO/Ia, WJIM Ha PA3JUYUTO IIPUIIPEM/beHe ONDIMOTeKa
3a CEeKBEHIIMpame, IMTO BOJW JI0 aKyMyJallije W Iporararyje Tperike y CIIydajy
IBEeHOI' HaCTaHKa Yy TOKY IIpoIecCa aMHJH/I(bI/IKaILI/Ije, a CaMUM THM M OO JIazKHO

IMO3UTUBHUX Bapwujalrja y Opojy KoIluja.

LIANTI

Linear Amplification via Transposon Insertion [9] je meroma ceksenumparba
jenne hesnuje 3acHOBaHa Ha JIMHEAPHO) aMILIU(MUKAINA]U, IIITO 3HAYHU /13 Y IIPOIECY
aMILTHpUKAIIje He YIeCTBY]y aIIMKOHW KOjU caJprke HeKy rpemky. Ha mecta
y renomckoj /JIHK ce wa ciyuajoo omadpanuMm nosunujama ymehy mpomorepcke
cexpenrie’, na ocuosy kojux ce dpparmentu JTHK ammmudukyjy y PHK monekyse.
Haxon Tora ce BpIIM WHBEP3HA TPAHCKPHIIIHUja', YUMe ce 3aBpIIaBa IIPHIPEMa
OMOIMOTEKE 38 CEKBEHITNPAIHE.

Ox cBux ropenomenytux metoja, LIANTI moctuke Hajdo/by MOKPUBEHOCT Te-
HOMA U y CTamby je Ja JIeTeKTYyje Bapujalnje y 0pojy KOoIuja MHOTO D0Jbe O] OCTATINX

MeTona. Hazkanoct, naunn uzosaruje mosekysta JJHK u3 jearpa mpu oBoj meroan

P AMIINIIKOH je MyJITHIIMKATHBHU INA0JOH, OJHOCHO MIAOIOH 32 IPOIEC aMILII(pUKAI]E.
Obuuno ce cacroju on erukere (eHri. tag), upeame ocHose (eHri. forward primer), IUJbHE Ce-
kBeHne (eHrul. target sequence), MHBEPTOBaHE OCHOBE (€HIVI. Teverse Primer), MHBEPTOBAHE eTUKEeTe
u amanrepa (eHria. adapter).

6Mecra na JTHK 3a Koja ce Besyjy MpOTEHMHH KOji MHUIIUPA]y TPAHCKPHIIIH]Y - IIPEIIC MOJIe-
kysa JIHK y wadopmanmonn monexyn PHK.

"Haunn nobujama mosexyna JHK ox momekyta undopmanuone PHK
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y3pPOKYyje HeroBy XeMUjCKY HEeCTaOWJIHOCT, T€ OBa METOJIa IPHUjaBJbyje M3BECTaH
Opoj J1aXKHO TMO3UTUBHUX W HETaTHBHUX Bapujaluja y Opojy Kolmja, 300T dera je
HEOIIXO/THO U CEKBEHITMPAhe CPOJIHUX hesinja Koje CIyKe Kao HeKa BPCTa KOHTPOJIE,

YUMe Cy U3ryOJbeHe CYNTHUIHE TPOMEHE Ha TE€HOMY.

2.2 Dbapkoaupame reHomMma

Nako cy ce nokazaje BeoMa KOPUCHUM, TEXHUKE CEKBEHIIUparba jeiHe hesuje o
KOjuMa, je OUJIO0 pevn y MPETXOIHOM IOTJIaBJbY CY BeOMa CKYyIIe Y TIOrJIe/ly BpEMeH-
CKUX U JBYJICKUX Pecypca U UMajy TEHJIEHIU]Y Jia Ipu aMILIuduKamju gpaBopusyjy
HEKe JIeJIoBe TeHoMa, Bulie of1 apyrux [2|. Kako du ce Tu HemocTary mpeBasuIuIm,
MIOCJIETIbUX TIAp TOJWHA je Y Pa3BOjy CAaCBUM HOBa TEXHUKA CEKBEHIMPAarba jeJlHe
hesnje - bapkoauparme reHoma [2|.

Texnuka ce 3acHINBa Ha T€eHEePHUCAay OAPKOAA, jeIMHCTBEHOT NJIeHTHMUKATOPA
3a CBaKW Ppaimentll, owuliasarbe, a KacHUje U 3a CBaKU uncepli. Dbapkom ce
reHepullle Ha OCHOBY Ay2>KWHe (pparMeHTa (WM OYNTABaMba WM MHCEPTA) U
IbEroBe MOYeTHe I03Ulluje y OJHOCy Ha pedepeHTHH reHoM. Ha ocHOBY oBako
reHepucaHor 0apkojia, Moryhe je yBek 3HaTH KoOju (bparMeHT je J0Iao ca KOr
moJtekya JIHK, mro y Outn Boju JieTeKnuju Bapujalyja y Opojy Koruja.

[Tporokos TexHuke dapKoaupama [2|, mpukaszaH je Ha caunu 2.1 u cacroju o

IeT KOpaka, Koju he OuTH jieTa/bHO OMUCAHU y CEKIUjaMa KOje CJIejIe:
1. IIpupema ITHK mosieky/ia 3a ceKBEHIIMPAIbHE;
2. YmnapeHo CeKBEHIINPAaIbhe;
3. ¥YmnapeHo manupame;
4. PexkoHCcTpyKIiija MHCeEpAaTa;

5. Hdenynmukanuja mHCEPATA;

IIpunpema /IHK mosiekysia 3a ceKBeHIIMpabe

[Tporec mpunpeme JIHK mosekysia 3a ceKBeHITUpahe CacTOju Ce OJ] TPU KOpaKa.:
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Chuka 2.1: IIporokos dapkomupama. Y Koparuma 1-5 ce mpupema JTHK mosekyr
3a ceKBeHIMpame: y Kopaky 1 ce Bpmu ekcrpakiuja JIHK u3 jesrpa n npeunrnrha-
Baibe, Y KOpaky 2 ce Bpiu (pparMeHTaIuja, y Kopaky 3 ce BpIIA TarMeHTaIllja U
dapkoJpame, y Kopaky 4 ce BpIu aMILTAMPUKAIIAja, Y KOPAKY D Cy NIPeICTaB/HEHN
dparmenTtu Koju ce mpociiehyjy cekBeHrepy; y Kopaky 6 ce BPIIH CEKBEHIIMPAIHE
KpajeBa (pparMeHaTa; y KOpaky 7 je IpUKa3aH pe3y/ITaT CeKBEHIMParmba; ¥ KOPaKy
8 ce manmpajy ynapeHa odnTaBama; Kopaiu 9 u 10 npeacraBibajy peKOHCTPYKITH]Y
nHcepara; a Kopak 11 Jie yInKaImjy nHcepaTa

. Exkcrpakmuja /IHK u3 jesrpa: ¥V oBom kopaky ce mosiekyn JHK u3asaja

U3 jearpa u InpuipeMa 3a Kopak npeduiiiiaBarma (IPUKa3aHo y Kopaky 1 Ha

comrm 2.1);

. IIpeunmmhaBamwe JIHK wmosekyna: VY osBom kopaky ce JIHK mupedun-

10
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mhaBa, OJTHOCHO ocjiodaha O XMCTOHA U JAPYTUX €H3UMA, KOJU CY 3aCJIyKHHU
3a kommpecujy JJHK mosekyita m meroBy mpocropuy cTrpykrypy. Kama ce
enzumu onBoje ox JIHK mosekysa, moryhe je mpuctynurn ompehernum cer-
MEHTHUMAa U U3BPIIUTU hparMeHTaImjy Mojaekysa (IpUKa3aHo y Kopaky 1 Ha

caunu 2.1);

3. ®parmenTtanuja u Tarmenranmuja: OBo je yjeaHo u HajOUTHUjU KOPAK
OBOT JIeJIa TIPOTOKOJIA ¥ KOjeM ce M3BOoAu (pparMeHTalja, OJJHOCHO UCEIahe
mostekyna JTHK, kopurihemem ensuma Tns [10]. Oso je ensum Tpamcro-
3a3¢ eKCTPAXOBaH U3 OaKTepUjcKuX hesmja, umja aKTHBHA MECTa Be3HBambas

caJip:Ke JiBa MeTaJHA joHAa MarHe3mjyma u Manrana. Hbena ysora je uce-

name mosiekyaa JIHK ma mpousBo/bHEM MecTHMa y OJIHOCY Ha pedepeHTHH

FeHOM, TaKO Jia HAcTajy (parMeHTH pa3juduTuxX JayKuHa. KomOunarmja

dparmenara TPOU3BO/LHUX JIYKUHA U FHbUXOBUX ITPOU3BOJHHUX MO3UITH]jA JAje

jeTMHCTBEHN HJIeHTU(MUKATOD 3a CBaKU (pparMeHT - 0apkKoj. TpaHcro3asa
ce Besyje 3a moutekys JIHK may:xkumHoM 071 ocam, neBeT, mjin jeceT OA3HUX

naposa’. HakoH mpeceka, Ha 00a JaHIA OCTajy JIEJIOBH KOjU ,JuTpue’ y

qayxunau o1 8, 9, mu 10bp, Kao mTo ce Buau Ha ciaunm 2.2. KacHuje, npusin-

KOM ITOpaBHamba Ha pedepeHTHU TeHOM, HMHCEPTHU KOjU Cy MPHUIAIATNT UCTOM

mosekyny /JIHK he ce takohe npekmamnaru uva 8, 9, mim 10bp, omgHocHO Ha

MecTuMa Koja mrpue’. Takohe, y oBoM Kopaky ce M3BOJIN U OAPKOIUPAHHE

Ha MOJIeKyJICKOM HuBOY. Ha cBaku dparment ce mopen PCR amanrepckux

cexenru'? eme” u cekBenne dapkosa 3a caku gpparment [12] (mpukazano

y Koparma 2 u 3 Ha caury 2.1);

4. Avmnuindukammja: Pparmentu HGOPMHUPAHU Y MPETXOJIHOM KOPAKY ITPO-
Jla3e Kpo3 mporec amiutugukaiuje. Takas cKyn (pparmenara ce mnpociehyje
cekBennepy. Jla ducmo pesynrare CEeKBEHIIMParba MOTJIA J1a KOPUCTUMO 33
Opojame Kormja, amiinduKalja Mopa OUTH paBHOMEPHA, Tj. Jla He IIPOU-
3BOJIM Bapujargje y 0pojy ountaBarma. OBo ce mocTuzxke 3acuhemeM pacTBopa

TpaHcrosase (eHrVI. saturated transposition) u SapKOIMPAHEM.

8MecTa Ha KojuMa ce eH3mM Besyje 3a Mosexya JHK.

9 Ny>KumHa o meBeT OA3HUX [ApOBa Ce CMATPa KAHOHCKOM, Iy’KIHA O JeCeT DA3HHUX IapOBa
je orkpusena npe 30 romuua [11] 1 Ha By ce Huje pedepucalio cBe J0 CaJ, a IyKUHA O 0CaM
Da3HMX TApOBa je OTKPHUBEHA Y IIPOIECY pa3Boja TEXHOJOIHje DapKOAUpama M Pa3Boja MeToJe 3a
JIeTeKIjy Bapujamuja y Opojy Kormja

YKpaTke cekBenIle HyKJICOTHIHIX 0a3a Koje CAy»Ke 3a o3HadaBame 5’ u 3’ Kpaja dpparMenTa
Koju he ce yMHOKaBaTH.

11
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TpaHcnosase
AOHK

F i at

= e ‘

OTuUCaK TpaHcno3ase: 8;9 nnu 10 npeknanaxwa

TarmMeHTauuja

\

chparmMeHT cnpemaH 3a cekBeHUupare

Cauka 2.2: Tarmenrtarnuja [13]: A: BesuBame TpaHcozase ca HapiujaJHIM aJIall-
repuMa (tutaBo u 3esieno) 3a JITHK mostekys B: Tarmenranuja ca nubem dparmen-
TUCAa U JIeIJbeiba HapIujaJHuX ajanrepa Ha (parMeHTHCcaHe MoJekysie. Kao
IITO Ce MOYKe IIPUMETHTH Y PerujamMa 03Ha9eHUM I[PBEHOM D0jOM, TPAHCIIO3a3a ceve
MOJIEKYJI TAKO Jla OCTaBJba Peruje 3a Koje Jiesyje Ja ,rpue’ y OJHOCY Ha OCTaJle.
Ta mecra HazuBaMO OTHUCIMMA TpaHCcHo3a3e. IIpuaInkKoM mopaBHamba MHCEpATa Ha
pedepeHTHN TeHOM, TOPHU U JOhH MHCEPT (OBlE TOPHU U J0mbH dparment) e
ce npekanatu Ha 8, 9 wau 10bp ympaso 30or genoBa Koju mTpdue; B: Jlembeme
PCR amamrepa.

PCR bubmmoreke 3a ammmudukanujy cy ocersbupe Ha GC cagpxkaj dpparme-
Hata [14]. Y Kopaky TarmeHTanumje ce Ha cBaku bparMeHT Jiern DapKo/I (yH-
Bep3aJiHa ceKBeHIa), Koju yjenunadasa GC canapxkaj dparmenta. Tume cu

dparmMenTn MMajy jeTHAKY IIAHCY Ja OyAy YMHOYKEHU MPUJIMKOM IIPOIeca
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amrunduranuje [2|, ez obsupa wa GC campxkaj cBakor dparmenrta. Ta-
kohe, PCR dubimoreke 3a aMmiummduKalmjy cy oceT/bUBe Ha IyKUHY (par-
Menata. To 3Ha4M j1a y caydajy HeyjeIHAUeHUX JTyKUHA (bparMeHara, JIyKu
dparmenTun nmajy Behy mrancy ja Oy/lay YMHOXKEHM HEro oHm kKpahwu, mTo
JIOBOIN JI0 HepaBHOMepHe amiiindukanuje. OBaj mpodseM ce perraBa 3aCu-
hemem pacTBopa TpaHcrosase - Beha KOHIEHTpaIlija TPAHCII03a3€e Pe3Y/ITYje
MamuM GparMeHTHMa yjenHadene ayxkube [2| (mpukasano y xopaky 4 Ha

caunn 2.1);

Cnenuduanoctu npumnpeme mosiekysina JIHK 3a morpebe oBor

ncrpaKmuBarmba

[lomTo je mmBCKHM KBacal KOJU je KOpPUIINeH MPUINKOM OBOT' MCTPa’KHBaFha
XaIIonJaH opranusaM,'l, 3a morpede oBOr HCTPaXKUBaIba OUJIO je IIOTPEOHO CHMY-
JINpATH Ha HEKW HAYUH Bapujaryje y 0pojy komumja. OBO ce MOCTU)KE BEIITaTKIM
nonaBameM cermenata JIHK mosekyna Ha mMpoM3BO/BHUM MECTHMA Y OJHOCY Ha
pedepentau rerom. OBa mporeaypa ce pa3iuKyje oJ CTaHIapjaHe [2|, rae Hema
BEITAYKOr JiojtaBara cermenara /JIHK mosekysa.

Takobhe, 3a morpede oBOr MCTpakuBarba (parMeHTalyja ce OJIBhja Ha JIBa
HuBoa. lIpBu HUBO moOApazymeBa oJicerame JesioBa reHoma jyxkuae 2000bp 110
10000bp (oBo je okBUpHA ropa rpanulia, Moxe outu u Buine). Camo oBu dpar-
MeHTH (y TJIaBU 3.2 OHM OJroBapajy apxurejasuma) he OUTH UCOUTUBAHU, yMECTO
I[eJIOT TeHOMAa, KAKO OM OWMJIO JIAKIIe M3BECTH OCHOBHA IPABWJIA O JIETEKTOBAILY
opoja kommuja. Ceneknuja pernja Koje he OUTH CeKBEHIMpaHe BPIIH C€ Y KOPAKY
IIpUIIpeMe 3a CEKBEHIMPAarhe Ha CJIyvdajaH HAYWH, JIETJhEIheM OJIroBapajyhux ajar-
tepa. CilydajHu 07adup peruja ce MOCTUXKE CAYyYIajHO OJA0PAHUM aIallTePCKUM
cekBeHrama. OBaKaB IPUCTYI OJCTYIA O] CTAHJAP/HOr IIPOTOKOMIA [2| y Kojem
ce CEeKBEHIIUPAa I1e0 I'eHOM, aJIi je HEeOIXOJaH y paHuM dazaMa HNCTPaKUBAIbA JIe-
TeKIuje Bapujaiuja y o0pojy komwja. JIpyru HUBO dparmeHnTalyje mojapasyMeBa
HCEelame TOPEIIOMEHYTUX peruja Ha CaydajHo omgadpanuMm Mmectuma. OBa mporie-
Jiypa ce He paz3J/IuKyje OJ CTaHJAP/IHe, OCUM IIITO Ce IIPUMeIbyje Ha Peruje reHoma,

yMeCTO Ha IIeO I'€HOM.

Cpakn xpomosom y hesmjn uma jesHy Kommjy

13
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YrnapeHo ceKBEHIIMPaH€e

VYMHOXKEHN U XEMUjCKH TPUTTPEMJBEHN (DpAarMeHTH ce mpocyelyjy CeKBEHIepy,
KaKO OM ce U3BPIINJIO OvYnUTaBaibe cekBeHnn. llpuamkom mcrpazkmBama, dpar-
MeHTH cy oumraBanu Kopuinhewem Illumina MiSeq ceksennepa [15] u TexHuke
CEKBEHIIMParba yIapeHnX OYhTaBarba, KOja MoIpPa3syMeBa Jia ce CEeKBEHIIEPY Ipe/I-
CTaBJbajy MOYETHU U KPajibH JIeJIOBU (DparMeHTa, Kao IITO je TPUKA3aHO Ha, CJIUIN
2.3. Ucrpaxusame [2] je m0Ka3aso ja je Ha OCHOBY OITUMAJIHE JIy?KUHE KpajeBa
dbparmenta y unrepsaiy (50, 70) dazuux naposa moryhe jennosHadHO upeHTHDN-
KoBaTu cBaku ¢pparment. [Iporemaypa je mpukasana y kopaky 6 Ha cauru 2.1.

Y 0BOM HMCTparkKuBamby, CEKBEHIIUPAIbE je Uceyqgotapietuparo, TTO 3HAYH J1a
ce He CEKBEHIIMPa Ie0 TeHOM, Beh caMo HEKHU HerOBHU CJIyYajHO O1adpaHu JIeJIOBH,
Kao IIITO je 00jalllibeHo y MPeTXOIHOM MoryiaBsby. OBa mporeypa ce pa3ankyje o

CTaHJAP/IHE IPOIeLype, TPUINKOM KOje ce CeKBEHIIUPa I'€HOM Yy IeJI0CTH.

cpeauHa
thparmMeHTa

Cruka 2.3: Ceksenriepy ce mpociiehyje meo ¢pparMenT, a OH CKEHIPa caMO KpajeBe
Tor (bparmenTa

YnapeHo manupame

Yiapena ounrtaBama ce MpeJcTaBbajy codTBEpy 3a Malupame (Marepy) Koju
y OJIHOCY Ha pedepPeHTHU TeHOM ITOpaBHABA HUCKE U3 OYUTABAIba U THME MTO3UIIH-
OHMPA caMa OYUTaBamba y OJHOCY Ha pedpepeHTHH reHoM. Y Te CBpXe je KopulnheH
je bowtie2 [16] manep ynapenux ouuraBarba. [Iporeiypa je IpuKasaHa y KOPaky

8 ma cymmm 2.1.

Pekoncrpykiimja mHcepaTa

Hakon cekBeHnupama cy u3rydoJbeHU CBU MOJAIM O WHCEPTY, OCHM TTO3UIIHja 1
CEKBEHITN YIApPEeHNX OYNTaBamba U MOTPEedHO uX je pexoncrpyucaru. llorpedmo je
J1a PEKOHCTPYHCATU YUTaBY JAyKUHY M CeKBeHILy mHcepTa. lIpomemxypa je mpuxka-
3aHa y koparmma 9 n 10 wa cammum 2.1.

[Ipormec pexkoHCTpyKIUje JIyzKuHe mHCepTa je nmpukaszan na caunm 2.4. Iloue-

TaK HHCEePTa IIpeACTaB/ba Malby OJ IIOYETHHUX BPEJIHOCTU YIIAPECHHUX O4YHUTaBalba,

14
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I |  pedpepeHTHU reHoM

ManupaHa ounTaBaHka

CeKBeHLa WHcepTa ce
ponywasa kapakrepom 'N'

I PEKOHCTPyWCaH hparMeHT / UHCepT |

noyeTak = no4yeTak NpBor Napa Kpaj = Kpaj apyror napa

Cruka 2.4: PekoHCTpyKIIja nHCEPATa K&/l Ce YyIIapeHa OUNTaBabha He TPEKIATIA]Y

a Kpaj mpejcTas/ba Belly of KpajluX BPEJHOCTH YHAPEHHX O4YMTaBamba. 1IomTo
CpeIUIIbY Jieo (pparMenTa HUKAJL HUje OMO CeKBEHIIMPAH, He MOYXKe Ce Ca, CUTyPHO-
mhy peKOHCTPYHCATH CeKBEHId CPeJUIILer Jela HHcepTa. Y OnomH(OpMaTHIIN
OCTOjU KOHBEHITHja 33 OIMICHBAhE TAKBUX HEHMOZHATHX CEKBEHIIN: CPEIHUIIILH J1e0
cexBenIie onhe HCITymeH ca OHOIMKO KapakTepa ‘N2, konmka je u my»Kuna cpein-
HIIber PerioHa MepeHa y Oa3HUM HapoBHMa. YKOJHUKO ce JBa yHapeHa OUnTaBarba
HpeKJialajy, OHJa ce CPeJMIIILU JIe0 CeKBeHIle He Jolyihaba ‘N’ KapaKTepuma,
Beh je HHECKa Ha MecTy IIpeKJola yjeJHO M HUCKa CPeIHIIibe CeKBEeHIe, IINTO je

MIPUKA3aHO Ha CJUIU 2.5

[ ] pedepeHTHU reHoM

CeKBeHUa je
ceKBeHUa
npekrona

| PEKOHCTPYMCaH hparMeHT / UHCcepT |

noyeTak = noyeTak NpBor napa Kpaj = kpaj apyror napa

Cruka 2.5: PekoncTpykiuja wHcepaTa Ka/ia CPEJIUIIbA €0 MHCEPTA MIPEICTABIhA
IIPEKJION u3Melh)y yIapeHux OunTaBarmba

Y Kopaky KOju HEIOCPETHO IIPETXO/IM PEKOHCTPYKIUjH ce Takohe pagau u pui-

123paun na ce Ha TOM MecTy Moxke Hahm OmI0 Koja o 0a3a: aJ€HHH, TUMHUH, IYaHHH, WX
[UTO3UH

15



I'JIABA 2. CEKBEHIUPAKE JE/[HE REJINJE

TpUpamkbe ylIapeHUX OYhTaBalba Ca IUJ/bEM OJCTpPalbUBaiba IIOJaTaKa JIOMIEr KBa-

JINTETa:

e Ako jeman oj esemenara (eHrJI. mate) apa OYNTABaba HEje MAlMPaH, HE

MOYKe Ce U3BPIIUTU PEKOHCTPYKIIN]ja, A Ce OJICTPAaIbyjy 00a eJleMeHTa.

e AKo cy esleMeHTH mapa IpPEeBUIle yJa/beHn (aKO Cy NOpaBHATH HA Pa3J/Ind-
THM XPOMO3OMEMA, WK Cy yAasbenu suiie o7 1000bp) orma ce 0da esemeHTa

(1eo map) ojcTpamyjy M He BPIIMH Ce PEKOHCTPYKIH]a;

e Ako 30mMp cKOpoBa KBaJIATETa Malupamba odnTaBarba Huje Behn ox 0, oHza
ce He BPIIU PEKOHCTPYKIMja U 00a eJIeMEeHTa ce OJCTPamby]y, jep ce CKOPO
HUKAKBU JIOTUYKN 3aKJbYUIlM HE MOTY W3BECTU 3a OYNTaBarma Koja MMajy

HU3Yy3€THO JIOII UHAUKATOP KBaJIUTETa Mallupaiba,

eanyniunkanuja mHCcepaTra

WNuceprn Mory mMarTu cBOje JIYIIUKATE y OJIHOCY Ha MO3WIUje Malluparba Ha
pedepenTaoM renomy. JleaumMo ux y Tpu rpyie, Kao IITO je TPUKA3AHO HA CJIUIU

2.6:
e JIyIummKaTH 1O TOYETHUM ITO3UINjaMa;
o JlynukKaTu 1o KpajibuM MO3UIIjaMa;

e JlyniuKaTu M 1O IMOYETHUM U IO KPAjIbUM ITO3UIIjaMa;

Aynmkatm no AYNAUKATH N0 KpajHum
noyeTHUM nosutijaMa nosuumjama NOTNYHU AYNnnKaTu

Cauka 2.6: Jleaynnukaruja wHCcepaTa.

JynnukaTn HacTajy Kao Iocjeaulia Ipoieca aminindukamuje. Ilommvepasa,
qUju je IpuMapHa yJjiora popMUupakhe YMHOXKAKa HYKJIEMHCKAX KACEJINHA HA OCHOBY
madJIoHa, WMa OrpPaHWYeH >KUBOTHU BeK. MoxKe ce mecuTn Ja y TOKY (opMmu-

pama jeJTHOT IMOoJIMMepa OHa MPOCTO OTKaKe, He (DOPMUPABIIU IPUTOM ITOJIIMED
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I'JIABA 2. CEKBEHIUPAKE JE/[HE REJINJE

JI0 Kpaja. Y 3aBHCHOCTHU O] TOTa Ja JU ce ToanMep popMHUpa Ha OCHOBY IIpUMAap-
HOT T11a0JIOHA, WUJIA IeTOBOT KOMIIJIEMEHTA, HACTA]Y JIYIJIUKATH 1O ITOYEeTHUM, WA
0 KpajibuM IMO3UIHjaMa.

[Toctoju moryhnocT na Tpamcrnoszasa Koja cede mosiekyn JIHK uma neku se-
dexT u j1a npecede camo jegan jganar JIHK monekyna ymecto oda. Y ToM ciydajy
HaCTaj]y JAYIUIMKATUA KOjU IMPUMAIA]y MIPBOj WIH JIPYTOj rpynu gaymimkara. Jlymm-
kaTu u3 Tpehe rpymne Beoma Jinde Ha J0JIaTHE KOIMje T€HOMCKOI' MaTepujasa, ajau
Cy 3aIpaBo TOCjeIuIa mporeca amiummdukamuje dparmenara. OBaj 3aKk/bydak
IIPOM3MJIa3u M3 Ca3Hama Jia TpaHco3asa cede moJiekyse JIHK na ciryuajno oja-
OpanuMm mno3unrjama. To 3Ha4mM J1a, Kaja OW mocTojasia JI0JaTHA KOIKja, OWa Ou
MaJia BepoBaTHONhA J1a OyJie nceveHa Ha MOTIIYHO UCTUM MTO3UIIHAjaMa U Ja Pe3YIITyje
dparMeHTIMA TOTIIYHO UCTE JTy2KUHE.

JynnukaTu J1ajy JaXKHy IpeJicTaBy O BapujalyjamMa y 0pojy Koluja U IOTPEBHO
UX je eJIEMUHHCATHU, Kao IITO je npukaszaHo Ha ciaurm 2.1 y kKopaxky 11. OBaj mpo-
OJ1eM ce pelraBa TaKoO IITO Ce 3aJIprKaBa HAjIyKU JYIJIUKAT. AKO Cy JyIJINKATH

ucre ayzKuHe, 6I/Ipa ce OHaj ca BehiuM KBaJjmITETOM Mallnpaiba.

Ananu3za pesyjarara J00HjeHUX MPUMEHOM ITPOTOKOJIA
dapkomupama

Pesynrar mporokosia dapKoupama CMeIITa Ce y JIaTOTEKE ca Ha3UBUMa 00JITUKA
imeuzorka_inserts d.bam maroreke, IMTO O3HAYaBa Ja je 3a JATH Y30PaK U3BP-
IeHa PEKOHCTPYKIMja MHCepaTa U mbuxoBa Jeayiumianyja. Cajprkaj Tako j100m-

jere .bam maroTexe!® mpesicTaB/beH je y KoJoHaMA:

MB2294:61:000000000-CM7ND:1:1104:16772:16728 NC_001133.9 120196 255 173M

Cauka 2.7: IlpBux mer KoJioHa .bam gaToTeke: WMe WHCEPTA, 3aCTABUIA, HMe
XpOMO30Ma, ITOYeTHa IMO3UIMja MOpaBHAHA, WHIANKATOP KBaJUTeTa Malupama 1

CIGAR Hucka

1. Ime unHcepTa - UCTO je Ka0 U UMe YIapPEeHUX OUYNTaBamba OJ KOjUX je PEKOH-

CTPYUCaH;

2. 3acTraBuiia - 1ej00pOjHA Macka KoOja HOCH JIoJlaTHe WH(OpMAaIje O Ma-

nupamwy (1@ JIn je OYnTaBame YIAPEeHO, Ja JIM je Iap OUYhTaBama JI00pOo

130Ba naroreka je SGuHApHA KOMIIPECOBAHA BEP3Hja .SGM JATOTEKE KOja Ce KOPHCTH 32 UyBaIbe
nHdoOpMaIja O TOpaBHABUMA Ha PedEPEeHTHH TeHOM
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I'JIABA 2. CEKBEHIUPAKE JE/[HE REJINJE

10.

MAaIWpaH, Ja JIi T0CTOje CEKYHapHa MecTa MAIUpama, ...) Y JaTOTEeIH ca
WHCEPTUMa, OBa 3aCTaBUIA YBeK mMa BpesHOCT (), MTO O3HAYaBa Ja je y
[UTaky WHCEPT KOjU HEMa CBOI Hapa (jep MHCepTH HeMajy MapoBe), Ja Cy
ITIapOBHU OYNUTABAIba OJ] KOjUX je PEKOHCTPYHUCAH OWJIM NPABUJIHO YIapeHU U
KOHAYHO, JIa je Malupame OBAKBOT MHCEPTa Y OJIHOCY Ha pedepeHTHU reHOM

jerHo3HAYHO;

MMe xpoMo3oMa Ha KOju ce HHcepT Manmpal’;

IloveTHa mo3mMNMja Manupama WHCEPTa ¥ OTHOCY Ha pedEepPEeHTHH T'€HOM;
NuaukaTop KBaJIMTETA MalNPamba,;

CIGAR Hucka [17] - CexBenija MampaHor OYHTABAbA MOYXKE UMATH JI0-
JlaTHe OvYnTaHe da3e Koje He MOCToje Ha pedepeHTHOM TeHOMY - YMEWaArLa
(eHrs1. insertions), WM joj mak MOTY HeJOCTajaTH Heke Daze Koje ce Hajaze
Ha pedepeHTHOM TeHOMY - Tyoduyu (eHrn. deletions). CIGAR Hucka je nnu-
KATOP TAKBUX W jOII HEKUX CYNTUJIHAX ITPOMEHA OUUTABAA Y OTHOCY HA pe-
depenTnu rerom. Kako oBaj paji uma 3a usb JIETEKIN]Y Bapujaiuja y Opojy
KOIIMja y OIIIITEeM CJIy4Yajy, JleTa/bu TaKBOI' Tha Hehe OuTH pazMarpaHu u
CcBa yMeTama U I'yOWIId Y YIIapeHUM oduTaBamuMa Ouhe 3aHemMapeHHu, Ia he
ce CMaTPaTH Jia je PeKOHCTPYUCAHU MHCEPT Yy MOTIIYHOM PEIOC/IETY a30THUX

0a3a mamnupaH Ha pedepeHTHU IeHOM;

1%k

Nwme napa - Kako uHcepTu HeMajy mapoBe, KOPUCTU CE Kao O3HaKa 3a

uetoctajyhy nadopmarujy;

. dy>kuHa mHcepTa;

CekBeHIIa MHCEPTA;

Hucka nojeagunaynnx KBajmrera Mmanupama (euri. Phred Score) -
CBakm KapaKTep OBe HHCKE OATOBapa jelHO] 0a3n M3 CeKBeHIle MHCEPTa U

O3Ha4YaBa ILEH HOje,ILI/IHatIHI/I KBaJIUTET IIOpaBHaIba Ha pe(i)GPEHTHI/I T'€HOM;

TTporokos 06e3behyje n moryhinoct pasa ca HHCEPTHMA KOjH HEMAjy jeIHO3HATHO MAIIHPAIHE
y OJHOCY Ha pedepeHTHU reHOM, ajii Taj IIpaBall aHaju3e mnojaraka Hehe dutu odpahen y oBom

pany

15V ommrrem ciydajy, To je mMe pedepeHTHe CeKBeHTe y OJIHOCY Ha KOjy ce BPIIH TOpaBHAME,
KOja He MOpa OMTH HYXKHO XpPOMO30M. MehyTuM, y 0OBOM HCTpaKUBalby Ce aHAJIU3UPAjy CAMO
IIOpaBHAaKba Ha XPOMO30ME.
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11. Erukere (enri. tag) - Hapesne konone o3Ha4uaBajy j1o7aTHe HHGOPMAIH]je
Be3aHe 3a Malparbe:
e XG: Vkyman Opoj ymMerama U IyOUTaKa;

e NM: Bpoj ymerama cadpan ca dOpojem da3a Koje ce He HOKJAIajy ca

pedepeHTHIM T€HOMOM;

e XM: Bpoj 6aza koje ce He mokJjarajy ca pedepeHTHUM T'€HOMOM;

e XN: Bpoj kapakrepa Ha pedepeHTHOM reHoMy passaunautux oi A’ 'C’,
TG

e XO: Bpoj pazmmanTux octpsa ¥ ymerama u ryduTaxa y jeHOM OdHTA-
Balby WJIW WHCEPTY;

e BC: Bapkog;

e YT: Hocu nndopmanujy 3a carjiacHOCT ynapeHux odnrtasarba. llormrro
WHCEPT HeMa I1apa, eTUKEeTa 33 PEKOHCTPYHUCAHW WHCEPT he yBeK OuTh

79 .
,UU”, 170 3Ha4M HEyHapeH;
e RG: CkpuBena erukera, Koja o3nadaBa jia je mpociehena YO erukera;

e YC: Hocu nndopmarujy o doju y Buay ypeheHe Tpojke Koja oaroapa

kommoreaTama RGB cucrema 0oja;

Nmena oBux etukera cy yHalpes ojpehena crammapiaom 3a Kpeupame sam
naroreka. ETukere Koje cy KopuiiheHe y UCTPayKUBaiby NEHEPHUIE CaM Ma-
1ep, a IMocToje ¥ KOPUCHUYIKH JedpUHICaHe eTUKETe, Kao MITo je Beh momenyTa

etukeTa YC.

OBa jmaToreka je coprupana moMohy ajgara samtools HajIpe O TOYETHO] TO3UITUjI

Malliparmba y OJHOCY Ha pedepeHTHH I'e€HOM, & 3aTHM U 110 KBAJUTETy MaIdpPaba.

16 Jemmo ocTpBO WHCepmmja W jedenuja (OCTPBO MHETA) YHHH BHUIIE OJ jeJHOT Y3aCTOIHOT
yMeTarmha WU I'yOUTKA.
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I'maBa 3

JleTeKTOBame Bapujaimja y opojy

KOHI/Ij a 'eHOMCKHNX CEeKB€HIIN

buhe yBesenn mekn OutHM TepMUHEU JIe(DUHUCAHU Y OJIHOCY Ha NPOU3BOJHHU

pedepeHTHN TEHOM U ITPOU3BOJHPHU CKYI Y30paKa:

e ;yOMHA MOpaBHaBKA: OpPOj KOju O3HAYaBa KOJIMKO je MHCEepaTa MOPABHATO

Ha JaTy 0a3y Ha pedepeTHOM T'eHOMY;

e OCTPBO: Tpyna MOpaBHATUX WHCepaTa, TaKBa Jla Y HUXOBOj MPOjEKIINjH HA

pedepeHTHN TeHOM HeMa HEITOKPUBEHUX 0a3a;

e apxwumeJiar: rpynalyja ocTpBa; KJjacTep HHCepaTa MallUPaHUX Y OJIHOCY Ha

pedepeHTHH TeHOM;

e peruja: mHTEpBaJ Ha pedepeHTHOM IeHOMY; JAedUuHUIIe ce ypeheHoM TPoj-

KoM (X, ¥, 2)';

e permja JIoHIer Malupama: peruja Ha pedepeHTHOM T'eHOMY Ha KOjoj ce

HArOMWJIaBajy MalupaHUu WHCEPTU;

e MOKpWBEHA permja: peruja Ha pedepeHTHOM Te€HOMY TJie IOCTOje TopaB-

HaTU WHCEPTH U3 OUJIO KOI' y30PKa;

e HEMOKpHWBEHA permja: (eHrJl. gap), CylIPOTHO OJi MOKPUBEHE peruje - pe-
ruja Ha apxuleary rje Hema [opaBHaTUX umHcepara. Kopucre ce u ajrep-

HATUBHYU TEPMUHU: Pa3MakK WM pyna (€HIJI. gap);

!(xpomozoM mOpaBHaba, OYETHA TIO3UIHja TOPaBHAbA, 3aBPITHA MO3UIN]a MOPABHAMA)
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I'JIABA 3. JIETEKTOBAWKBE BAPUJAIIUJA Y BPOJY KOIINJA
I'FHOMCKHUX CEKBEHIIN

Bapujanuje y 6pojy komnuja cy nenosu JJHK, unja nyxkuna Bapupa ox 50bp

do 1Mb (wmm gak Bume). IlojaBibyjy ce y jeTHOM T€HOMY y Da3IdIUTOM OpOjy

Komwuja y ojanocy Ha pedepentru renom. Ilo cBojoj mpuponu mory dutu:

e symukamuje (YMHOIIIHM) - MOTY OMTH TaHJeMCKe? WM MyJTHAJeJCKe JLy-

mwmKanuje’;
e Jesenuje (ryourm);

e uncepiyje (ymerama usmehy Beh nmocrojehinx reHOMCKUX CEeKBEHIM );

e KOMILTEKCHI peapaH:KMaHH KOju od0yxBaTajy Behu 6poj xpomoszomal;

JleTteknujoM OBaKBHX IPOMEHA, OJIHOCHO JETEKINjOM Bapujaiuja y Opojy
KOIMMja T€HOMCKUX CEKBEHIIN y henmju, MOTy ce MOpeIuTH pa3ianmdure hemmje m
OTKPUTHU y3POIU MMATOT€HOCTU y TKUBY WM YaK y opranu3my. Jejan omx Behmx
M3a30Ba Y CABPEMEHHM HAyYHUM HUCTPaKUBAbUMa IIPeJCcTaB/ba mopeheme Kam-
neporeanx hemmja, ca mu/beM ofpehuBama CyOKIOHATHIX HOIy/Iammja’, IMTo je
OUTHO 3a pa3juYIuTe MPEIUKTHBHE JIUjarHOCTHKE W MeUIUHCKe TperMmane [18].
Ose henuje umajy decto normyHo rnopeMeheny rapHUTYpy XPOMO30Ma y OJIHOCY
Ha 3/paBe hesuje, a ce He MOXKe 3aKJbYIUTH Koja heuja je hepka MyTaHT, a Koja
je pedepenTra hemmja, a caMuM THM HEI y KOM IpaBIty ce passuja oosect’. Crora
je BeoMa OMTHO Jla ce y arpecUBHUM CHUTYyalldjaMa, Kao IITO je KaHIepOoreHe3a,
O/ipeI KOJIMKO YKYIIHO MMa KOIMja MeHOMCKHUX CEKBEHIIM M €& KOI' XPOMO30Ma
CBaKa O] KOIIHja IOTHYe.

Ceknmja 3.1 mma 3a 1m/b J1a IpeAcTaBH Heke mocTojehe merone gereximje
Bapujanuja y opojy komnumja. Ocum mTO Cy HEMHTYUTHBHE, OBE METOJI€ KOPHUCTE
BEJIUKH OPOj alpOKCUMAaIlfja pa3/JIMIUTUX BEJIUIUHA, IIITO Y€CTO JOBO/H JI0 JIAXKHO

IMO3UTUBHUX U JIAXKHO HETaTUBHUX pe3ysTara. lakobhe, HUCY y cTamby Jia OJpese 3a

2 Iynmukanuje oxpehenor cermenTa mosekysta JHK Koju ce y cBEM aHAJIU3MPAHIM I€HOMIMA
AYILUIANIAPAjy Ha UCTH HAYAH

3 Mynimkaruje amju ce Opoj AyIUIMIMpaHUX cermMeHara Mosekyra JHK pasmuxyje m3mely
aHAJIM3UPAHUX NEHOMA,

4Cerment monekysta JHK y jeqHoM reHOMY MOMKe GUTH JIyIUIHIUPAH & y JIPYTOM Je/eTHPAH

"Kaga jemna Kanmeporena hemja MyTHpa I TaKO MyTHpaHa Nemja ce pa3sMHOXKE, THTABO HEHO
IIOTOMCTBO C€ HAa3WBa CyOKJIOHAJHOM IIOIyJIanujoM Te hesnje.

TIpapar pasBuTKa HOJIEeCTH ce MOYKe OTKPHTH Ha, HEITO BUIEM CTeIleHy, ITyTeM JIHjarHOCTHKO-
Bama OuomMapkepuma. HaxkajiocT, 9ecTo ce y OBAKBUM CUTYyalldjaMa MOXKe CAMO PearoBaTH Ha, JATy
MEJIUIIMHCKY CJIMKY HEKUM TPeTMaHOM, aju je Bell KacHO 3a mpenynpehuBarme DOIECTH, HADOIUTO
KO/l arPECUBHUX THUIIOBA KAHIEPA.
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I'JIABA 3. JIETEKTOBAWKBE BAPUJAIIUJA Y BPOJY KOIINJA
I'FHOMCKHUX CEKBEHIIN
7

IIPOU3BOJHHO ITOPABHATO OYUTABaIbE' Ca KOjer XpOMO30Ma, OHO OPUTUHAJTHO TIOTUYE,

IIITO 3HAYM Ja CE IbUXOBHUM KOpI/IHIheH)eM HEe MOr'y J€TEKTOBAaTU y3aCTOITHE KOHI/Ije
HEKOT' I'€Ha Y OKBUPY UCTOT XPOMO3OMA.

YV mnornaBbuMa Koja ciiesie dmhe TpPUKA3aHO 2 3a JIETEKIN]y KOIuja HUCY
HEOITXO/THE allPOKCUMAaIIHje KOoje ce KOpUCTe y nmocrojehnum merojiaMa, a MmoBpX TOra
u Ja je Moryhe oIpeauTH U IIOPEKJO CBakKe OJ1 Komuja. 3a To he duTu KopuiheH

IIPOTOKOJI JIETEKITMje Bapujalja y Opojy KOIrja KOju ce CacTOju U3 JBE IeInHe:
1. @opmupame 1 aHaau3a apxuriesara, OIMUCAHU y MOTJIABJbY; 3.2

2. JlerexkToBame Bapujalnja y Opojy KoIHja Ha OCHOBY (DOPMHPAHUX OCTPBa

apxuriesara, ONMcaHa y MOTJIaB/bY 3.3;

Y oBOM U y HapeJHOM IIOIJIaB/by Oumhe mpukazaHe cimke jodoujene ajarom [GV
[19]. IGV je anar 3a BU3yeau3aInjy reHOMCKHUX CEKBEHIIU. Y OBOM HCTPaKUBAHY
he dutu Kopwurthen 3a BU3yeaIU3allijy Maldpamba Y OJIHOCY Ha PedepPeHTHU NeHOM
u odeJierKaBarbe permja oj mHTepeca Ha pedepeHTHOM reHoMy. AJar mpyzka Mo-
ryfiHOCT 3a O3HavYaBame Malupama OojaMa, Kao U IUXOBO rpynucame. OBaj amar

je jeTaH o Haj3HAYAJHUJUX ajiaTa KOPUITNEHUX y OBOM HCTPAXKUBALY.

3.1 Iloctrojehe meTone 3a mereknujy Bapujamnuja
y Opojy kommja

HOCTOjehe METO/J€e KOPUCTE pa3/JIMInuTe aHpOKCHMaHHje ,ZI;ySI/IHa IIOpaBHalba CBaKe

0aze. Behuna mux mpaTtu MpoTOKOJI IPUKa3aH Ha CJAUNM 3.1 ca KoparuMa:

1. Cmemrame ounraBama y KoHTejHepe (eHri. bin) mupune 100bp. Bpoj
ouMTaBaba y CBAKOM KOHTEJHEPY Ce padyHa Ha OCHOBY JyOUHE IOKPUBEHOCTH

Ha Peruju Kojy 3ay3uMa KOHTeJHED;

2. Kpeupame TadukacTror jamjarpama rjie je Ha XOPU30HTAJIHO] OCH IPUKa3aH
GC cajzpxkaj cBakor KOHTejHEpA, JIOK je Ha BEPTHKAJIHOj OCH IPUKa3aH OpOj
OUYNTaBarmba U3 CBAKOI' KOHTejHepa. l[lpBeHOM KPHBOM je mpejicTaB/beHa pe-

rpecuja;

7HOCTOjehe MeTOJIe He KOPUCTEe MHCEPTE, HUTH X PEKOHCTPywHIy. 1o 3HaUM /1a mpocTop usmehy
JBa ylapeHa OYnTaBama MOpajy HEKako Ja arnpokcuMupajy. OBO Huje ciaydaj ca MeToIoM dap-
KOIMpamba, jep OHa PEKOHCTPYUINe MHCEPTE W HeMa IMOTpede 3a almpOoKCHMAIHjaMa MOKPUBEHOCTH
n3Mely JBa yHapeHa OdnTaBamba.
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Cauka 3.1: [Iporokon pereknuje Bapujaruja y 0Opojy KOIHja KOju KOPUCTE IIOCTO-

jehe merome [20].

3. Anpokcumuparme Manupama.

[ToTpedno je mcnpaBuTH TPBEHY JIMHU]Y CA

peTXOoHOr rpaduka KakKo OU ce CMAmbUO OpPOj JIAaKHO MO3UTUBHUX U HEra-

THUBHNX O4YHTaBalba,

. Kpeupame Taukacror jamjarpama rje Cy Ha XOPH30HTAJIHOj OCH IPUKa3aHe

PeHOMCKe II03UIlje, a Ha BEPTUKAJJIHO] OPOj odnTaBama 110 Konrejuepy. [lnmb

je JereKkToBambe ejeMeHaTa BaH I'DAHUIE KOjU Ce eJIMMHUHUILY y cjejehem

KOpaKy;

. Enuvmunanuja enemenara Ban rpanuiie. Kpwuba npukazana Ha rpaduky je

JlopeHnrioBa KpuBa KOJOM ce TPEJICTaB/ba YKYIaH OPOj OYMTaBamba y CBUM
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KOHTEJHEpUMa. 3a CBAaKM eJIeMEHT U3 MPEeTXOTHOI KOpaka ce padyHa ['mHm-

jeB mHjekc. ['MHUjeB WHJIEKC CBUX eJieMeHaTa OM BU3YeJTHO OMO IPUKA3aH
Kao MOBPINKHA JBa IIyTa Beha oI IJiaBe IMOBPUIITHE TPUKa3aHe HA rpaduky.
ITo je Behu mnmekc ememenTa, To je Beha BepoBaTHONA Jia je eJIeMEHT BaH

TPaHUIIE;

6. Ceremurarnuja. [loHoBO ce renepuiiie gujarpam Kao u3 Kopaka 4, caMo IITO
ce y OBOM KOpaky JedUHUIILY jacHe I'paHulle m3Mehy pasjimauTX cerMeHara
(ckynoBa Tadaka). CerMeHTHe TDAHUIE Cy MPUKA3aHe MCIPEKIIAHOM JINHI-

jom;

7. OppehuBame Opoja komuja. CBAKOM CEIMEHTY Ce JIOfesbyje MO3UTUBAH I1€0
Opoj HA OCHOBY BHCHHE CAMOI CerMeHTa. ¥ CJIyd4ajy Jia je oBaj Opoj parmo-

HaJIaH, 3a0KpyKyje ce Ha Behy 1me00pojHy BpETHOCT;
IBe najuenrhe kopumihene MeTose 3a JeTEKIU]y Bapujaluja y Opojy Koluja cy:

e HMMcopy [20]: VY kopaky cermenranuje ce kopucrt HMM (Hidden Markov
Model) npuctyn. Crama Mojea oiropapajy opojeBuma Konuja®, a nmpesasu
n3Mel)y crama onrorapajy cerMeHTHUM rpaHuiiaMa. JIokanmje ce pekoH-
crpyurty nparehn myramy aujarpaMa. Mama oBOr mpucrtyna je mTo 3aXxTeBa
MHTEPBEHIN]y YOBEKa IIPUJIMKOM II0JIeNaBamba oJpeheHnx mapamerapa u mro

HUje y CTamby Jia OIeHNU OPOj XPOMO30Ma y CeKBEHIMpaHo] hesuju;

e Ginko [20]: Kopucru yHampen 3ajary JIMCTY JIONIMX KOHTEjHEPA KAaKO OU
CBaKM KOHTEjHEP KOjU MeHEPUIIIe MOTa0 Jia YIOPE U Ca JUCTOM U €BEHTYaJHO
ra nornpasu. Hberosa majBeha mpemHOCT je yjeaHo u merosa Hajseha mana -
npenaeduHUCaHa JTUCTa JIOMUX KOHTejHepa. Takobhe, orpaHuveH je camMo Ha

onpehene Bepauje pedpepeHTHOr reHOMA;

3.2 Apxunenasm

[IpunmkoMm mopaBHamba y OJHOCY Ha pedepeTHH T'eHOM, MHCEPTY Cce IPUIpPY-
JKyje U IeroBa IMpOojeKInja, OJIHOCHO peruja Ha pedepeHTOM IeHOMY KOjy MHCEPT
IIOKPHUBa CBOJUM IIOpaBHameM. TaKBa IpOjeKIrja IpeIcTaB/ba HI3 0a3a Ha pede-

PEHTHOM T€HOMY KOje Taj WHcepT nmokKpusa. Ha mpumep, ako je mHCepT mopaBHAT

83a jeamy Kommjy cTame ce o3HaYaBa Kao 1, 3a JiBe KOIHMje cTame ce 03HadaBa Kao 2, UTJ,
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Ha pedeperarom reromy Ha xpomoszomy NC (001133.9, ca modeTHOM MO3UIHjOM
119.441 un xpajwom mosurmjom 119.679, onja je meropa mpojekiidja HuU3 das3a ca
peaauM Opojesuma y unrepsasy [119.441, 119.679] ua NC 001133.9 xpomozomy.

NucepTn cBojuM mopaBHABUMA MOTY /1a OPMUPA]Y PA3JIMIUTE IPyIe y OJHOCY HA

no3uije Ha pedepeHTHOM renoMmy. OcTpBO je rpyiia mHCepaTa 4mja MPOjeKIja

He CaJIpyKM HETIOKPUBEHEe 0a3e, IITO je MPUKA3aHO Ha CJIUMH 3.2.

crteneH —— .

— |
MOKPUBEHOCTU ‘ |
Das3a '

559

pa3smak: [1Ba MHCepTa Koja
HenokpubeHa YMHEe OCTPBO
pervja 6asa AyXUHe 559bp

Cruka 3.2: Ilpumep rpyiie uHcepaTta Koja 9MHU OCTPBO U IIPUMEp I'PyIle WHCepaTa
KOja He YrHU OoCcTpBO. Jleo ciimke o3HaYEH IIPBEHUM ITPABOYTAOHUKOM IIPEICTABIHA
0aze pedepeHTHOI 'eHOMa W YjeIHO CTeIleH MOKPUBEHOCTH CBaKe OJi ODa3a MHCep-
tuma. (OojeHe BepTHKAaJIHe JIMHHUje O3HAYABA]y MeCTa MyTalldja Ha HHCEPTUMA
y omHOocy Ha pedepentHu renom. llpumkazamo y IGV anary 3a Busyenusaiujy
Mmanupama [19], Ha mogarmma nodujennm 3 6Y5)  S37 L001 ysopka

Apxunenasu cy rpyme octpsa. Y CB0joj OUTH, OHU Cy KOHIIEHTPUCAHE I'PYIIe
IIOpaBHATUX MHCEPATA, OJTHOCHO IbUXOBU KJIACTEPH, KAO IIITO je TOKA3aHO Ha CJIUIN
3.3. Ca ciuke ce MOXKe TPUMETUTHU Jia U ApPXUIEJar, Ka0 U UHCEPT U OCTPBO,
“Ma CBOjy IPOjeKInjy Ha pedepeHTHH T'eHOM, IITO je MPUKA3aHO JyT'UM HUCILY-
IbCHUM ILIABUM IIPABOYTAOHMKOM. DBpoj mcIoji apxuiiesara o3HadaBa ITPOIEHAT
IIOKPUBEHOCTHU OBe peruje pedepeHTHOr TeHOMa, OJCHOCHO apXwuilesiara, rmopaBHa-
THUM HHCEpTUMA. Y JaJ/beM TEKCTy he ce TEpMUH apruiienal OJHOCUTH Ha HHerOBY
npojeknujy. VlcTo BaxKu u 3a TEPMUH OCUWPEO.

[Tpojekiuja apxumenaara ce MOXKe IpeJICTaBUTH U ypeheHoMm Tpojrom (Xpomo-
30M, [IOYETHA IO3UIMja, KPajiba MO3UINja), Koja MPECTaB/ba KOOPINHATE apXu-

resiara Ha pecdpepeHTHOM reHoMy. lIporiec nedunncama OBAKBUX TPOJKU j€ OIMCAH
ciesiehuM Koparmma:
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perunja

KnacTep
ManupaHmx
WHcepaTa

apxmnnenara 80.85

npoLeHaT

NOKPMBEHOCTU
apxunenara
ManupaHum
WHCcepTMMa

noyeTHa
nosuyuja
apxvnenara

Kpajba
nosuyuja
apxunenara

Cauka 3.3: IIpojeknuja apxuresiara Ha pedepeHTHH I'€HOM MPUKA3aHA, je TIJIaBUM
npapoyraoHukoM. CBaKH apxXuIiesar IMa CBOjy IIOYETHY U KPajiby HMO3UIIN]y Ha pe-
depeHTHOM TeHOMY, Kao U mporeHaT nokpuBenoctu. llpukazano y IGV anary 3a
BU3yeJIM3allnjy Maluparba, Ha mnogaruma jgooujennm n3 6Y5Hj S37 L1001 yzopka.

6.

. Pauyname KoopjamHaTa apxuriesjara ce JIOKaJU3yje Ha I0jeIUHAaTHE XPOMO-

zome. OBo 3HaYajHO yOp3aBa caM IIPOIIEC;

Ha cBakoM xpomo30oMy ce ojipejic HEIIOKPUBEHE peruje reHomMa, Koju mpe/i-
CTaBJbajy HEKYy BPCTY HETATHBA MAIMPAHUM WHCepTHMa (MecTa ca Malupa-

HUM HHCEPTUMA IIPEJICTaBIbajy MTO3UTUBE);

IIpBu nHCEPT HA XPOMO30OMY IIpE/ICTaB/ba MTOUETAK IPBOT apxunesara. Hosn
apxuIresiar HacTaje, a TDEHYTHH Ce 3aBPIIaBa, KaJa ce Hanl)e Ha HEIOKPUBEHY
perujy ayxune sehe ox 2000bp’. dpyrum peumma, pasmax usmely asa

apxwuinesara je muanmajno 2000bp;

Oicenajy ce j1esioBr apxurnesara KOju UMajy IpeKjaarmba ca perujama JIomer

Mamupama y uie o1 10%?;

Opdamyjy ce apxumenasu ayzkuHe Mambe on 1000bp, momrro je To ropma
IpaHuIa 3a AyKuHy uacepra’. 3aJprKaBaibe TAKBUX apXullesara o1 3HAYII0
JIa je TeopeTcKU MOoTyhe mMaTh apxuriesar oj caMo jeJIHOT MHCEPTa, IITO je

y CYIPOTHOCTHU Ca JePUHUIIMJOM apXUIIe/ara;

Ondaryjy ce apxumesnasd 4uja je MOKPUBEHOCT MHCEPTHMa Mamba o] 55%”;

90Baj mapamerap ce ecknepuMenTasiHo norsphyje y saboparopuju
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Kao mrro je Beh moMmenyTo y cexknuju 2.2, MpOTOKOJI DApKOIUPaha CEKBEHITIPA

caMo Taprerupane jejoBe renoma. (CBakum apxuresar ojrosapa ojapeheHom cer-
menTy moJsiekyia JIHK koju je TaprermpanHo ceKBeHIIMpaH, T€ THME MOPa UMATH
HCTEe OCHOBHE OCOOMHE Kao U pedepeHTHN T'€HOM, IO/ YCJIOBOM JIa je IIPOTOKOJI Oap-
KoWpama 00aB/beH Ha ucipaBad HadwmH. OcoduHe Koje KOPUCTUMO 38 BaJIUIAIN]Y

IIPOTOKOJIa DAPKOIUpAIha CY:

e nporieHat G u C daza: [Iponenar G u C azornux daza y JIHK mosekyity
(ckpaherno GC%) ykasyje Ha cradmiHocT camor mosekymna JTHK, a komx re-
HOMA IMBCKOI' KBacla M3HOCH OoKO 38%. AHaam30M mojaraka JOOMjeHUX W3

6Y5j S37 LO001 y3zopka mosia3u ce Jio cienehux pesysnarara:

— npocek GC% mnokpuseHux permja 3a cBe apxumneiare: 38.65% -
padyHa ce Tako IITO Ce U3JIBOjU CEKBEHIIA 3 CBAKU MHCEPT U 00jeIUHU Y
3ajeIHUYIKY CEKBEHILy KOja Mpe/ICTaB/ba MOKPUBEHE PEruje apXuiiesara.

3a Tako odjemumeny ceknenily ce uzpaayna GC%;

— mpocek cBux npoceunnx GC% 3a cBe apxumneJsiare Ha MOKpUBe-
HuUM pernjama: 38.98% - padyHa ce TaKo INTO Ce 38 CBAKH MHCEPT y
apxunesary uspaayna mwerop GC%, a onma ce u3padyna IpoceK TaKBUX

JI0ONjeHuX BPEIHOCTH;

— npocek GC% HenokpuseHux peruja 3a cBe apxuresare: 37.64%
- TIPOITEC padyHAA je UCTH, C TUM IIITO Ce BPEIHOCTH PAdyHAj]y 3a pyIe

YMECTO 3a UHCEPTE;

— npocek cBux npoceaunx GC% 3a cBe apxuiiesiare Ha HEIOKPU-
BeHuM perujama: 38.34% - mponec padyHamba je UCTH, C THM IITO Ce

BPETHOCTHU PavdyHajy 3a pyle YMEeCTO 3a WHCEPTE;

IIpoceuna BpemnocT oBe derupu Bpeanoctn usnocu 38.04%, mro je Beoma

OJINCKO BPETHOCTH pedepeHTHOr FeHOMA.

e IIPOIIEHAT MOKPUBEHOCTU MAaNHPAaHUM HMHCEepTHMAa: BucoK mpoieHar
IMOKPUBEHOCTH Y apXuIlesiary yKasyje Ha TO Jia he IMPUINKOM CEeKBEHIINParba,
1eJior reHoMa HajBehn Opoj ounTaBarma, a 3aTUM U UHCEpaTa OUTU UCIIPABHO
MmanupaHn. 3a yszopak 6Y5j S37 L1001, taj nponenat usznocu 76.64%. Io-

AdaTHO, aKO je oudsmoreka 3a CEKBCHIIMPpabe IIPpUITPpEMJ/bEHA Ha HUCIIPpaBaH

0y naboparopuju je eKcIepuMeHTAJIHUM IIyTeM yTBpheno na je 70% noma I'paHMIa 33 OBaj
napamerap.
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HaYWH, IPOIeHAT WHCepaTa BaH apxuieara Tpeda Ja Oye BeoMa MaJd. 3a

y3opak 6Y5j S37 L001, taj nponenar uzuocu 1.83%, mro je 71 uncepr o

ykymHOo 4905 nHCcepaTa;

Ako anasimmza pesysrara JOOHjEHUX MPOTOKOJIOM OapKOJIMparha yKasyje Ha TO Jia
je GC% y apxunesaznmMa NpuOJIMIKHO UCTH Kao KOI pedepEeHTHOr TeHOMa, a 14, je
IIPUTOM CBaKU apxXuIiesar y BeJIMKO] MepU MMOKPUBEH MAallUPAHUM UHCEPTUMA, MOYKe
ce crehr BUCOK CTEIleH IOBePerha Y TEXHOJIOTHjy DapKoinparma reaoma. OBo 3navun
J1a je aHajm3upajyhm apxuresare Moryhe BaJuJInpaTi IPOTOKOJI ODAPKOIUPaba, a
caMUM THUM je W JlaTa MOTHUBAaIlMja 3a Tpeia3ak Ha cjaeiiehy dazy mcrpakuBama:

CEKBCHIIUPaIbe IeJIor TeHOMA.

Peruje somer manupama

Kana dou ce dparmenTtrcao pedepeHTHI T'€HOM Ha ITPOU3BOJHHUM ITO3UIIAjaMa

'y omHocy Ha mcru Taj

U KaJla OM ce ypaJujo Malupame TaKBUX QparmeHara
pedepeHTHE TeHOM, OYEeKHBAJIO OU ce Jia TaKBO IOpaBHAIbe OyJie CaBPINEHO: IIpa-
BOJIMHUJCKO W 0O€3 HENOKpHWBEeHWX peruja. MehyTum, kama ce Tako ommcaH I1o-
CTYHIaK CIIPOBEJIE y JIeJIO0, OTKPUBAjy Ce HEeKe permje Ha KOjuMa IOpaBHAIbe HIUje
TaKO CABPIIEHO Kao IITO ce OYeKuBaJo. TakBe permje HazuBamo peruje JioIlmer
manupama. Ha mwuma qydbnHa Mamnupama roperioMeHyTux gpparMeHaTa 3Ha9ajHO
OJICTYTIa OJT JIyOWHE MallMparba Ha OCTAJUM PErHOHUMA. YOUeHa je ydecTaja Io-
jaBa moHaBJ/bajyNUX CEKBEHIN y OBUM perujama. Peruje Jiomer Manuparma cy THMe
0COOMHA caMor pedepeHTHOI T'eHOMa, IIITO 3HAYM Jla He 3aBUCE OJI KOHKPETHOT
y30pKa. JegaHa o BbUX je IpuKa3aHa Ha cauru 3.4.

Pacmiope1 HermokpuBeHUX peruja y OKBUPY peruje JIomer Malupamba OCTaB/ba
KapaKTepPUCTUYIAH BU3YEJIHU OTHUCAK, IOMYT OHOT' Ha CJIUIA 3.5.

U perwuje Jsiommer u peruje g00por Manupama ce JIeuHHIINY ypeheHoM TPpojKoM
(XpoMO30M, TIOYeTHA MO3UIMja, KPajiba MO3UIHja), TJe ce KOODJWHATE 3aJajy Y
ogHocy Ha pedepenTHrn reHoMm. Ilporec nedunmcama permja JoIer Malupamba
y OBUM TEPMHUHUMA j€ BPJIO jeJIHOCTABAH M aHAJOTaH je Tpoliecy JTeUHUCAHA
apxwuiesara.

3a nHCEpTE MalupaHe Ha OBe peruje ce He MOXKe 3aKJbyYUTH JIa JIU HOCe Baphja-

nuje y Opojy Komnmja, ¢ 003UpOM Ha TO JIa je Ha perujama JIOIer Manupama JyOnHa

HOsne ce mox TepMuHOM (PparMeHT MUCIH Ha MaJIy IEIHHY, 8 He Ha (PU3MIKH MOJIEKYI, Kao
IIITO je OMHCAHO Yy TJIaBU 3.
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Benunka aybunHa
Manuparba

o i >

pyne = HeraTueu
- | ] | | | 1 . | | - I [N | 1 1N —

pervja noluer Manvpatsa pervja gobpor Manupara

Ciuka 3.4: Peruja jomer manuparsa (po3e) HACIPaM peruje J00pOr MAlUpPaba
(3esieno). Ha peruju jiomier manupara ce MOXKe IIPUMETUTH BeJIMKA JyOMHA Ma-
Ipamba, Kao U M0jaBa HEIMOKPUBEHUX PEruja - pyla. 3ejeHe CTPEJIUIe MOKa3yjy
TEHJEHIN]Y Jla Ce MAIIUparme y permjama JIOMer Mallpaiba IPOCTHPE Y IyOUHY,
a Ha permjama J0OpoOr Manuparma y mupuHy. Ha oBoj ciumum cy odmrTaBamba J10-
OmjeHa (pparMeHTHCAeM pPedepeHTHOT TeHOMa, a 3aTUM IIOpaBHATA Yy OJHOCY Ha
pedeperTHr rernoM. llimaBu mpaBOyraoHUIM MIPEACTAaB/bAjy OTUCAK PETHje JIOIIEr
Mammpama. [Ipukazano y IGV anary 3a BU3ye/In3aldjy Malrpaiba.

1im I 1 | | | . I | N 11 I |
55 14 19 & 380 15 196 9 1583 43 283 233 136

Cnuxka 3.5: Ortucak peruje Jiomier Manupama. bpojeBu 03HaYaBajy JIy?KUHY CBaKe
0/, HEMOKPUBEHNX permja Koja ydecTByje y oTuckKy. Ha cimmm gnesyje xao ma
HEKe peruje HeMajy UPUJIPYXKeH Opoj, IITO je MOC/eIula HauWHa NPUKA3UBAIHbA
eemenara y IGV anary 3a BU3yeIn3allijy Malldparba.

Manmpamba Belia Hero ma ocraimm permjamal?. CxoaHo ToMme, apxumena3snMa Koju
ce IpeKJIalajy perujaMa Jiomer Manupama Ha sumre ox 10% csoje myzxune, oulie
OJICETIaH! JIEJIOBU IIPEKJIONIA Ca OBAKBUM perrjaMa, Kao IITO je IPUKA3aHO Ha CIUIN
3.6.

20 camoj Besu m3mely aydune u Bapujanuja y 6pojy Komuja Gulie peun y morsiasby 3.3.
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HenokpnueeHe pervje noLuer manupama
peruvje

[

AN /

apxunenasu

Cauka 3.6: Ilpeksaname ca permjama Jomrer Mammpamba. Apxunesnaar jgeBo Hehe
ouTH ojicedeH, a apxuresar jgecHo xohe. Ilpukazano y IGV amary 3a Busyeiausa-
1jy Maluparba.

3.3 IlIporiec aerekiimje Bapujaluja y opojy
KOIIIja HA OCHOBY (bOpMHPAHUX OCTPBA M

apxurieJjiara

3 _ mMa jeJlHy KOIHjy CBAKOT XPOMO-

[TuBCcKy KBacall je XaIlJIONIaH OpraHmsam’
zoma. To 3HA4YM Jla je OUeKMBaHa JIyOMHA IOKPUBaIba CBaKe 0a3e jeHaKa je/iaH.
CBako MecTO Hac/JaraHuX WHCEpPaTa, OJHOCHO MECTO Ca JIyOMHOM MOKPHBEHOCTH
Behe o1 jesiam, Kao IITO je peAcTa/beHo Ha i 3.4, mpeJicTaB/ba MECTO Baphja-
nrja y opojy komuja. OBakaB 3aK/bydakK IIPEACTaB/ha M OCHOB HJ€je O JeTEKIIHjN:
TpaxKe Ce CBH MHCEPTU KOjU ce NpeKJalajy, Te TuMe rosehasajy aydbuny nmokpuse-
HOCTH oJipehenux Ha3a mMpeko jeaH.

CMmucao oBaKBOI' NMPUCTYIIA MPOUCTHYE U3 CAMOT HAYMHA (DPArMEHTHUCAA U
TapreTuparba reioma. Kako je reHOM CEeKBEHIIMPAH TapreTUPaHO, ITOCTOje TavHO
J(Ba cJlydaja Kaja ce JiBa MalupaHa HHCepTa MOry IpeKJanaru (¢ 003upoM Ha TO
Jda Cy AYIIJIMKaTU U OYUTaBalba Ca JIOIIMM KBaJIUTECTOM MallUpaiba OJACTPpambeHa Yy

POIECYy PEKOHCTPYKIUje HHCEPATA):

® VHCEPTH NPUIAJAjy UCTO] KONUJH - JIy?KUHA IPEKJIONA je Y TOM CIy4ajy 8§,

9, mm 10 da3HUX MTapoBa;

13y oBOM mCTpasKmBamby, ZOJATHE KOIHUje JeJI0Ba XPOMO30MA Cy IOJABAHE BEINITAUKUM IIyTeM
[IPUJINKOM TIPUTIPEME 33 CEKBEHIMPAIHe, KAKO OU Ce CHMYJIUpaJIa MaToOreHOCT hesnje.
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® HCEPTH TPUIAJIA]y Pa3JIMIATAM KOMHMjaMa - JTyKUHa IMPEKJIONa je pa3jin-

9UTa OJ] OTHUCKA TPAHCIO3a3€e (CBaKa KOIMja NeHOMCKHUX CEKBEHIM HMa Ode-
KUBAHO UCTY CEKBEHILY, TaKO Jia he ce cBe KOIMje MalupaTd Ha UCTO MECTO
y ofHOCY Ha pedepeHTHHU I'eHOM; Ha Peruju Ha pedepeHTHOM IeHOMY KOja
oJiroBapa TeHy ca BuIle Komnuja ouhe npumeheno Builie HacIaraHux wHCEpaTa

KOjU Ce MPEKJIAIIA]Y );

Jemna oy KapakTepuCTHKA JI00pe MEeTOJIe 3a JIETEKIN]Y jecTe jeTHOCTAaBHOCT U
WHTYUTUBHOCT 1pu Kopuirhemwy. HajjennocraBuuje 6u dusio Kajia OuCcMO Morin
HEKAKO J[a BU3YEJIHO CUMYJIMPAMO XPOMO30ME€ U KOIHje TeHa Ha HUMa U J1a KO-
[I1je TEHOMCKUX CEKBEHITU IIPEJICTABUMO HEKUM IEJINM OPOjeM U YKarXKeMO Ha bUX.
Cnugan edekar ce MOCTHXKe KOPHUIINEemeM JUHEAPHUX ajaTa 3a BU3YEJIU3AIH]y
TeHOMCKUX CeKBeHIH, Kao 1mTo je IGV. Ilopex MHOroOpojHUX OmIIja Koje mpyKa
CBOjUM KODHUCHHITUMa, OBaj ajar ode30ehyje /Be BpJio BaxkHe moryhunoctu: Oo-
jeme mManmpaHUX MHcepaTa Ha OCHOBY €THUKETe KOja UM Ce JIO/IeJIN U pacIiope-
buBame mHCepaTa y pa3jimuuTe rpyIle Ha OCHOBY OOje Koja MM je J0J/iesbeHa.
PaznmuuuTre 6oje Ou mpejcraB/bajie pas3MduTe KOMUje T€HOMCKHX cekBeHI. Ha
Taj HAYUH je 3a JETEKINjy KOIHja JJOBOJHHO CBAKOM MHCEPTY J0JIeJuTu ojipeheny
eTHKETYy KOja MpeJCcTaBsba 00jy, Ia Jia IIPOIeC JeTeKOTBamba Oyle KOMILIETAH.

Kako 6u nerekroBame Bapujaiuja y Opojy Komuja OUJIa YCIIEITHO, HEOIIXOIHO
jé TIOCTAaBUTU HEKOJIMKO MpaBUIa 3a DOjere mHCepaTa, Koja Cy HaBeJleHa 10 IIPHUO-

puUTETy IpUMEHE:

1. Honesa etukera ca dojaMa MHCEPTUMA, Y JAa/beM TEKCTy OOjerbe, ce BPIIH Y
cBaKOM OCTpPBY 1ocedno. Beh je pedueno mga TpaXmmo mHCEpTE KOjU Ce TIpe-
KJIAIajy, & MHCEPTHU Ce MOTI'Y IpEeKJIallaTh CaMO y OKBHUDPY OCTpBa. Takobe,
MOTPEOHO je HajIpe PEeKOHCTPYHUCATU MPUMAapHY KOIN]y HEKe T'€HOMCKE Ce-
KBEHIle, a TeK OHJIa PEKOHCTPYHUCATH W OCTaJje Bapujaluje y Opojy KoIlHja.

OBo ce mocTHXKe yIpaBo J0JIEJIOM YBEK UCTe DOje IPBOM UHCEPTY Y OCTPBY.;

2. Kao mro je Beh objammeno, jBa mHCEpTa KOjU ce MPEKJIANAjy IPUIIAJIAjy
Pa3IUINTUM MOJIEKYJINMA, 18 ce 1 pa3audnTo doje. OBie je OuTHO ma3uTH HA
WHCepTe Koju ce mpekJamajy Ha 8, 9 u 10bp. OHu npecraB/bajy TaKO3BaHI
OTHUCAK TPAaHCIO3a3e, OJHOCHO pedepuiity Ha Mecta Ha Mosekyry JTHK
3a KOja ce TPaHCIo3a3a Be3aJja, a 3aTUM U IIpPeceksia caM MoJjekysa. 1o
3HAYU JIa WHCEPTHU KOju mMajy npekson Ha 8, 9 wiau 10bp npunagajy mcrom

MOJIEKYJLY, OJTHOCHO MCTOj KONIHUjU, Ia TaKBe MHCEPTe ODOjUMO UCTOM OOjOM.
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OBaj MexaHu3aM paJja TpaHCIo3a3e je Beh 00jalber v 0/1e/bKy 2.2, Y KOPaKy

TarMeHTallHje;

3. Bbojeme nyK xpoMmo3oma je moxJerrHo. To 3Haun ja 1oKymnaBaMo MITO BUIIIE
nHCepaTa Ja JojeauMo Beh mocrojehum mosekynuma. To mma cMuciia ako ce
y3Me y 003up Jia ce JIOJaTHA KOIMja He MOXKe Ha3BATH BapHUjalldjoOM, aKO Ce
HajIIpe He 3Ha Koja je mpuMapHa komuja. OBo je ymopemaumBo ca mocrojehum
MeTo/laMa KOjuMa Cy 3a JEeTEeKIUjy MOTPEeOHU MOoJAIU U3 J0/aTHe BAJIHIA-
nuoHe hesmje Kako OM yTBPJAWIM IMITa jecTe Bapujaruja y Opojy Koluja, a
mTa HUje. 3a PasyimKy OJf TUX METO/ia, OBJEe HUje MOTPEOHO MO3UBATH Ce Ha
napyry hemnujy. OBO mpaBujio ce KOPUCTU KaJIa je MOTPEOHO OJJIyIUTH JIa JIN
j€ HeoIIXO/THO TeHepUucaTu HOBY O0jy 3a Oojerbe Tekyher mHcepTa, WM ce OH

MOKe 000juTn HeKOM oj1 Beh rocrojehux 60ja;

4. Bojeme 1nounBa Ha MPUHIOMILY OJIMCKOCTH n3Mel)y mHcepara: IITO Cy JBa
uHCcepTa OJIMKe IOpaBHATA je/laH JIPYTOM y OJIHOCY Ha pedepeHTHH T'e€HOM,
To je Beha BepoBarHOha /18 IOTHYY ¢ UcTOr MoJiekysa. OBaj MPUHIIAI IIPO-
UCTUYe U3 HAaUYMHA TpUIpeMe OMOJIMOTEKE 38 CEKBEHIMpAarhe U eKCIePUMEH-
TaJsHo je nmorBphen y sadoparopuju. OBO MPaBUIO je yjeHO U IPUPOIHA J0-
IyHa PETXOHOT MpaBma. AKO je MPUMEHOM MPETXOIHOT MPABUJIA JIOHETA
OJI/TyKa O TOMe Jia ce mHeepT 0ojuM HekKoM Beh mocTojehom dojom, HEOTXOTHO
je omyunTn KojoMm. Ty Ha cHAry CTyma TPUHITUII OJIMCKOCTU KOjU KaxKe J1a
ce nHCEPT O0ju DOjOM jeTHOT O] IbeT'OBUX IIPETXOTHUKA KOjU MYy je HajOJ XK,

a C KOJUM ce He TIPeKJIalla;

HcnpaBHOCT OBAKBOT MPUCTYIIA OOjeIby JIEYKU y YUIHEHUIIH JIa OOjerhe Pa3Jiu-
YUTOM OOjOM IMOYMBA HA IMPUHIIUAILY JETEKTOBAA IIpOMeHe JiyouHe na octppy. Cse
TPEeHyTHe OJ00peHe MeTo/le ITOYNBajy Ha OBOM IIPHUCTYILY, T€ Hhera Huje IOTPeDHO
mocedHO JTIOKA3UBATH, Bel je JOBOJHHO TO3BATH €A Ha JOKa3e Bel MOMEHyTux Me-
TOJIA.

Ha ciaumu 3.7 je nmpukasan jefgaH mpuMep 00jerba, OJHOCHO JIETEKIIHje Pa3Jiu-
qyntux Komuja. Ca cjamke ce jaCHO BHJM CMHCAO0 HMPUHIIUIA ITOXJIEITHOT OOjerha, -
HajOPOjHUjU Cy WHCEPTH KOjU Cy 00OjeHu HapaHiiacToMm 0ojoMm. Tume je Hajupe
dopmMupana npuMapHa KOIHja, a OCTaJje ce CMaTpajy CeKyHIAPHHUM y OJHOCY Ha
wy. MoKe ce IPUMETUTH 7@ Y CPEIUIIHEM JIeJIy CJIMKE IOCTOJU pa3Mak n3Mely
MHCEpaTa 000jeHNX HAPAHIIACTOM OO0jOM U Jia OM Ce MHCEPTH O0DOjeHU ILIaBOM OO-

jOM YKJIONWJIN JIeTIO y Ty MPa3HUHY KaJia Ou OWIM 0DOjeHH HapaHIIACTOM OO0jOM.

32



I'JIABA 3. JIETEKTOBAWKBE BAPUJAIIUJA Y BPOJY KOIINJA
I'FHOMCKHUX CEKBEHIIN

MebyTnm, ca cauke 3.8 ce Buau fa ce mHcepTn 4 U 5 IpekJanajy Ha Opojy dasza

pasmuauTom oj 8, 9, 10bp. VY maboparopuju je moTBpheHo a cy oBe cuTyaliuje

14

IIocJjeauna ,ZLY6I/IH8 CEKBCHIIUpaba ~ U Jda ou ce IIpa3HuHE IIOIIYT OBE IIOIIyHHJIE

WHCEPTUMa, KaJia O JyOnHa CeKBeHIMparba Ouja Beha.

deTeKToBaHW pas3nny4nTi
MoneKynu

Il I | L1 | (I - | ( | | | I | I 1
9.9 9 g ] ] 9 9 9 9 9 9 @ 9 9 ] 9

: 90.8668242710796 :

OTUCLUM TpaHCno3ase

apxunenar

Cnuka 3.7: Busyesina nerekriuja Bapujaruja y opojy komwmja. [Ipumapna komwmja
je o3HadeHa HapaHIIACTOM OO0jOM, a OocTaJje Ooje IpeACTaBsbajy JIoJlaTHE KOIIHhje.
[Ipukazano y IGV amary 3a BU3yenn3amujy Manuparmba.

Crauka 3.8 mpejicTaB/ba yBeJn4uaHy perujy osnadeny na caunu 3.7. Ilomrro je
pedepeHTHN MOJIEKYJT KOHBEHIIMjOM OBOT' HCTPAKNBaba O3HAYEH HAPAHIIACTOM O0-
jOM, TIPBM MHCEPT y CBAKOM OCTPBY 00juMo ToM 0ojoM. OBO je JIupeKTHa MpuMeHa
npaBuwia 1, a UMIUTMIIMTHA TPUMEHa MpuHImIa noxiensHoctu(mnpasmwio 3). Cire-
Jjehu mopaBHAT Ha pedepeTHH T'€HOM je WHCEPT ca PEeIHUM OpojeM 2, IOIITO Cy
WHCEPTU COPTUPAHU I10 TMOYETHO] MMO3UINjU OPaBHAKA Yy OJHOCY Ha pedepeHTHU
reroM. OH ce mpekJiama ca nHCEPTOM 1. Ha Opojy da3HMX IMapoBa Koju je Behm o
JIy2KWHE OTHUCKA TPAHCIIO3a3e, Ia ce O0ju JAPyroM 0ojoM. 3aTuM, cjeje WHCEPTU
3. m 4. koju ce doje mcroMm OojoM Kao 1. jep ce mpeksamnajy Ha 9bp, mro je
JIUpEKTHa TpuMeHa npaBuiia 2. Mucepr 5. ce mpekJiana u ca 4. u ca 2. Ha 0pojy
Daznux maposa pazymantux on 8, 9, 10 ma ce doju HoBoMm dojom. Uncept 6. ce
npekJana Ha 9bp ca 5. ma ce u oH doju maaBoM dojom. MuHcepT 7. ce npekJsana

ca 6. wa Opojy OazHmx maposa pasiumuuTux o 8, 9, 10, ma ce He MOXKe 000jUTH

14 Ty6uma cexBenmmparmba ce m3padynasa kao d = LN/G, rie je L mpocedna Iy KUHa O9NTaBaTba,
N je ykynan Opoj ounrasama, a G je myxuna reaoma [21].
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miaBom dojom. [lakiie, Tpeda ra 0d00jUTH WM HAPAHIIACTOM, WJIU PO3€ DOjOM WU

yBeCTH HOBY. 300T HPUHIUIIA ITOXJIEITHOCTH HeheMO yBOAUTH HOBY 00jy, Beh hemo
0/1adpaTu HAPAHIIACTY WM PO3e, jep ce 7. He IpekKJiana Ha Opojy Oa3HuX mapoBa
pazmuuantux ox 8, 9, 10 Hu ca jemHum mHCEPTOM 000jeHUM Of Te nBe Ooje. Ty
Ha CHary CTyma MPUHIUII OJIMCKOCTHU, KOjH Karke Jla ce y cJydajy omadompa Beh
noctojehe doje uHcepT O0ju DOjoM OHOr MHCEPTA KOju My je HajOJIMKHU a C KOjUM
ce He TpekJana. Y OBOM C/IydYajy TO je po3e, I1a ce MHCEPT 7. Ooju po3e OOjoM.

Hlame ce Dojerme BPIN O MIPETXOTHO 00jallbeHO] IIPOIIETyPH.

I 2 [l I 7
1 3 4
5 | 8% 9 I
w6 10 12
1 1 1 1 1 1
] 9 9 a9 9 )
9 npeknanara NPUHLMM BINCKOCTU 1

noxnenHor 6ojera

Cnuka 3.8: llpunmunu Oojema. Mucepru cy o3nadeHu y peocieny KOJUM ce
IIOpaBHABAjy y OJIHOCY Ha pedepenTHu reHom. llpBenu mpaBoyraonuiy u OpojeBu
WCIIOJT hUX O3HA4YaBajy MecTa IpeKJianama uHcepara Ha 9bp, ogHOCHO OoTHCAK
Tpancnozase. [Ipukazano y IGV anary 3a Buzyeamsalinjy Malupamba.

Cnuke 3.7 u 3.8 cy nobujena yaurasarmeM garoreka 6 Y5) inserts d_ cnv_ visual
_sorted.bam, 6Y5j inserts d_fltered overlaps 8 9 10.bed nu 6Y5j inserts d
_archipelago call 2000  coverage.bed y IGV amnar. /laroreke cy jaBHO JOCTYyIIHE
Ha github penosutopujymy [1].

OBuM je mokazaHo Ja je Moryhe JeTeKToBaTH BapwHjalldje y Opojy Komuja y
ITOJIAITUM JIOOMjEHNM TEXHUKOM OapKOJuparba r'eHoMa. ¥ HapeaHoj IyiaBu ouhe

oIrcaH pa3BOj OBE METOJIe y IMPOrpaMcKoM je3uky Python.
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I'maBa 4

NMmniiemeHTammja MmeToge 3a

JeTeKInjy Bapujanuja y opojy
KOIINja

[In/b pa3Boja MeToJle 3a JIETEKIN]y Bapujaluja y Opojy Kommja je Jia TpYKH
MIOJIPIIKY OMOXeMUYapuMa ¥ JIMjarHOCTHYapuMa y JIaDopaToOpuju Koju ce dase Jiu-
jarHOCTUKOM WM JaJ/bUM Pa3BOjeM TexXHUKe Oapkogupama. (CXOIHO TOMe, OHa
MOpa OUTH JIOBOJHHO jeTHOCTABHA 3a pa3yMeBaibe U yHnoTpedy, ajim u edpuka-
CHA, jep je mpejaBuheHa Jia dapaTa ca BEJIUKUM KOoJUMYuHaMa mojaraka. Takobe,
BeoMa je OWTHO Jia je JIaKO OOCTyHHAa M YHUMOPMHA 3a CBe KODUCHUKe. Y
Jla/beM TeKCTy Omhe MPUKa3aHO KAaKO OBa METO/Ia UCIyHaBa MOMEHYTEe 3aXTeBe,
HajIIpe KPO3 OMUC KOPHUITNEHNX ajlaTa U OMOJMOTEKA IPOrpaMcKor jesuka Python,

a 3aTUM U KPO3 YBU Yy IIPOI'PaMCKe MOJYyJIe METO/IE.

4.1 Iloapmka y Buay mocrojehmx

ouomHdoOpMaATUYKNX ajiaTa

Pamu bosber pazymeBama MpOrpaMCKUX MOJTYJIa, 38 MOJPIIKY METO/Ie JIETEKIIN]e
Bapujamnuja y Opojy Komuja, HajIpe je MOTPedHO OOjaCHUTH KOJjU Cy AJIATU KOPH-
mhenu 3a pas3Boj merone u nparehux mojayna. Meroma je passujana na Ubuntu
OIIEPATUBHOM CHCTEMY, & IMPOrPAMCKHU MOJYJIU Cy KOMIIATUOWJIHU Ca OIEePATUB-
HuM cucremuMma u3 Gamuarje UNIX cucrema. 3a mporpaMcKy jeswK je m3adpaH

nporpamcku jesuk Python mpe cBera 300T CBOje IIMPOKE PACIPOCTPAIHEHOCTU Y
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OMOXEMUjCKUM M OMOMH(MOPMATHIKAM KPYTOBUMA, IIITO METOY UWHU JIAKO Pa3y-

MJbUBOM U JIOCTYITHOM cBuMa. Takobhe, mMa BeJIMKY IOJPIINKY y OMOJMOTEKaMa 3a
paz ca crerududHIM ononHMopMaTudkuM noganuMa. Heke om Tux dubimoreka
cy u Hectanmapaae Python dubimoreke, pysam u pyfadiz, 3a MOAPIMIKY y paay ca
onpehennm popmaTuMa cTaHIAPIHUX OMOMHMOPMATHIKHUX JaTOTeKa. 1e Omdmo-
TeKe UMajy U CBOj MaHJAH y BUJY ajlaTa KOMaHHe JinHuje samtools u bedtools, 3a
paz ca .sam u .bed marorekama. Kao anar k/bydan 3a pa3Boj MeToje, KOPHUITheH

je ayiar 3a Bugyesqmsanujy manupama - [GV.

Cranmapaau dpopMaTtu SMoMHAOPMATHYIKUX JaTOTeKa

Panu pasymeBama cBpxe Kopuiithema ojpeheHnx ajiara, MOTPEOHO je Hajipe

II0jJaCHUTH HEKe cTaHjapiHe dpopMaTre dnonHGOPMATHIKAX JIATOTEKA:

e fasta [22|: [laToreka 3a mpejncTaB/bambe HYKJICOTHIHUX WA HENTUIHUX Ce-
kpeunu'. Jlaroreka je mojesbeHa Ha TeHOMCKE CEKBEHIIE, a II0YeTak HOBE
PEeHOMCKE CEeKBEHIle O3HaYaBa Ce 3HAKOM >, HAKOH Jera CJIeJd UMe CEeKBEHIIE,
saruM nH(OPMAaIUje O THIy OpraHu3Ma U KOHAYHO, HU3 Kapakrepa. Caip-

JKaj JlaToTeke MpuKa3aH je Ha cjaunu 4.1;

>NC 001133.9 Saccharomyces cerevisiae S288c chromosome I, complete sequence

ccacaccacacccacacacccacacaccacaccacacaccacaccacacccacacacacacatCCTAACACTACCCTAAC
ACAGCCCTAATCTAACCCTGGCCAACCTGTCTCTCAACTTACCCTCCATTACCCTGCCTCCACTCGTTACCCTGTCCCAT
TCAACCATACCACTCCGAACCACCATCCATCCCTCTACTTACTACCACTCACCCACCGTTACCCTCCAATTACCCATATC
CAACCCACTGCCACTTACCCTACCATTACCCTACCATCCACCATGACCTACTCACCATACTGTTCTTCTACCCACCATAT
TGAAACGCTAACAAATGATCGTAAATAACACACACGTGCTTACCCTACCACTTTATACCACCACCACATGCCATACTCAC
CCTCACTTGTATACTGATTTTACGTACGCACACGGATGCTACAGTATATACCATCTCAAACTTACCCTACTCTCAGATTC
CACTTCACTCCATGGCCCATCTCTCACTGAATCAGTACCAAATGCACTCACATCATTATGCACGGCACTTGCCTCAGCGG
TCTATACCCTGTGCCATTTACCCATAACGCCCATCATTATCCACATTTTGATATCTATATCTCATTCGGCGGTcccaaat
attgtataaCTGCCCTTAATACATACGTTATACCACTTTTGCACCATATACTTACCACTCCATTTATATACACTTATGTC
AATATTACAGAAAAATCCCCACAAAAATCacctaaacataaaaatattctacttttcaacaataataCATAAACATATTG
GCTTGTGGTAGCAACACTATCATGGTATCACTAACGTAAAAGTTCCTCAATATTGCAATTTGCTTGAACGGATGCTATTT
CAGAATATTTCGTACTTACACAGGCCATACATTAGAATAATATGTCACATCACTGTCGTAACACTCTTTATTCACCGAGC
AATAATACGGTAGTGGCTCAAACTCATGCGGGTGCTATGATACAATTATATCTTATTTCCATTCCCATATGCTAACCGCA
ATATCCTAAAAGCATAACTGATGCATCTTTAATCTTGTATGTGACACTACTCATACGAAGGGACTATATCTAGTCAAGAC

Cnuka 4.1: Ilpukas cagpxkaja fasta 7aToTeKe ca eKCTEH3UjOM .fna.

e fastq [23]: laroreka koja caap:ku mHbOpMAIHje O OUNTABAKUMA, BEOMA
candHa fasta TATOTEI M, OCUM IITO 33 CBAKy CEKBEHILY CAJIPXKU OIEHY KBaJIu-

TeTa OYnTaBama. AKO je CeKBEHIMparbhe OUJIO THUIA ,,yIapeHuX OdhTaBamba’,

'Huzosu amuzOKucemHa. CBaka aMIHOKHCEJIMHA Ce MOXKE IIPEICTABUTU HYKJICOTUIHOM Ce-
KBEHIIOM Jy2KuHe 3bp.
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OHJIA Ce y aHAJIN3U IMOJATaKa KOPUCTE JIBe yIapeHe TAaTOTEKe YMECTO jeiHe.

OzHaka 3a moYeTak OYnNTaBama je Kapakrep @, m3a Kojer cjean uaeHTudu-
KaTop OUMTaBama. AKO Cy ounTaBarmba yliapeHa, OHJIa je OBO UMe UCTO 3a 00a
ylIapeHa OunTaBamba y 00e ynapeHe JaToTeke. 3aTuM CJIen 3HaK '+, KOju je
o3HaKa Ja ce y ciaeneheM pesy HaIa3m HA3 OIEHA KBAJUTETA CEKBEHIINPATHA
3a CBaKy OJ 0a3a CeKBeHIle ounTaBarba. CaJpKaj JaToTeke je IMpuKa3aH Ha

comra 4.2;

MB2294:61:000000000-CM7ND:1:1101:16527:1732 1:N:0:37
TACCTGTCACGTTCACGCCCATTGCAGCGTCACAGTCACGCAGACGTTCTGCCGCCACTTTGCTGTTTAATACCTGAACA

CCCCCFGGCFVEFGBE, EC@EEF9<, ,C+,8,8,,;C,CTET++;+C,;,,6,++++8:CC,9E,<C,,,C,<69,,69,

Cnuka 4.2: Tlpukas cajgpxkaja fastq maroreke.

e sam u bam [24]: [Jaroreke koje campxke mHOpMaIHje O MOPABHABIMA
ounTaBama win umHcepata Ha pedepentHu rerHoM. Ocum mubopmalmje o
MO3UIIMjaMa, IIOpaBHaba, OBE JATOTEKe HOCe U J0JaTHe nH(MOpMAIUje MOy T
KBaJINTETa [TOPaBHAIba, OPOja YCIIEITHUX MOTO/IaKa Y OJHOCY Ha pedepeHTHN
reHOM, Kao U 0 Opojy unjesna. OBHU TUIIOBHU JATOTEKA Cy JeTa/bHO ODjallbenn

y HOIJIaBJby 2.2;

e bed [25|: [aroreka koja caapxu uHbOpMAaIMje 0 MpojeKnujaMa Ha pede-
peaTHHu renoM. lIpojekiuje cy meT/bHO odjarmeHe y moriasiby 3.2. Kopu-
cTHu ce 3a nmpaherme MO3UIKja MAIMPAHUX MTOaTaKa y OJHOCY Ha pedepeHTHN
reaom. Popmar je BeoMa KOPUCTaH KaJa ce pajie PUITpuparmba MO3UIHja 0~
JlaTaka, W KaJa je MOTPedHO MPUKA3ATH MeCTa IMOpaBHAba MOJIATKA KOju
noce ojypeheny ocobuny. OdaBe3He KOJIOHE PEJIOM IPEJICTABIbAjy: CEKBEHILY
Ha pedEepeHTHOM T'eHOMY Ha KOjy Ce BPIIU HOpaBHAE, MOYETHY HO3UIIA]Y
IIopaBHakha U Kpajiby MO3UIM]y MMopaBHama. (Ocraje KOJOHE CY OIINOHE 1
HOCe JIojiaTHe WHMOPMaIije 0 KOOpJInHATaMa KOje Cy IpeJICTaB/beHe y IpBe
Tpu KoJsioHe. Ha 0Boj ciumu cy mpejcTaB/beHe KOOpP/IMHATE apXUIlejara ca
JIOJATHOM KOJIOHOM KOja HOCU WH(OPMAIINA]y O MOKPUBEHOCTH APXUIIE/Iara.

QopmMmar je mpukazaH Ha cuuiu 4.3;

Ajgaru nu oOudamoreke

Ba caja cy MOIyJIH 3a JETEKIU]y Bapujalija y Opojy KOIHja JOCTYIHU CaAMO

3a KOPUCHHKe onepaTuBHUX cucteMa u3 dhamuiauje UNIX cucrema. Takobhe, Kopu-
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NC ©01137.3 7040 19293 81.99624581735085

NC 001137.3 23118 27230  82.85505836575875

NC ©01137.3 126265 135603 82.53373313343329

NC ©01137.3 192876 196103 73.34986055159591

NC 001136.10 19834 31375  82.54917251537995
NC 001136.10 236840 242703 90.60208084598328
NC 001136.10 320733 331536 65.79653799870407
NC 001136.16 373319 387988 73.04519735496625
NC 001136.10 540257 542733 B87.52019386106623
NC 001136.10 626302 632905 93.27578373466606
NC 001136.10 695389 702380 91.64640251752253
NC 001136.16 743680 755666 66.37744034707158
NC 001136.16 763129 775659 63.91859537110934
NC 001136.10 798487 802756 63.457484188334504

Cnuxka 4.3: Ilpukas cajgp:kaja bed maroreke.

CHUK MOpa MMaTU WHCTAJUpaHy dapeM Bepaujy 3.6 mporpamckor je3uka Python u

oapem Java8, kao u ciienehe ajiare u dOudOIMOTEKE:

1. bowtie2 [16]: Anar 3a nopaBHamwe ounTaBama Ha pedepentHu renom. Hocu
ermrTeT BeoMa OP30T U e(pUKACHOT ajiaTa, KOju je y CTamby Jia MOJIPKU HEKO-
JINKO TJIOOATHUX W JIOKAJHUX METOJ/Ia TMOpaBHAMA M KPATKUX U JIyTUX OUM-
TaBama. Hajoo/be pe3ynTare naje NMPUJINKOM TOpaBHamba cekBeHI H0 10
100bp nHa Bestmke rernome. Ilpummkom pasBoja MeTose KopuitheHa je Bep3uja

2.3.4.1. Anar je nocrymnan u 3a Windows onepaTuBHe CUCTEME;

2. samtools [26]: Axar 3a paj ca marorekama Koje dyBajy uHMOpMAIUje O
ropaBHambUMa Ha pedepeHTHN reHoM. KOPUCHUKY IIpy2Ka MHOIITBO OIIIHja
3a IIpeTpary, odjenbaBambe, HHIEKCUPAhe U aHAJIN3Y TOMEHYTHUX JIATOTeKa.
Kako dou y pajiy ca BeJMKOM KOJMYUHOM II0JIaTaka OMO edUKacaH, MUCAH
je y mporpamckoM jesuky C. [Ipmimmkom pasBoja MeToze KopuirheHa je Bep-
suja 1.7. Amar je moctynaH caMo 3a OIEPATHUBHE CHCTEME KOJU IPUIIAIA]y

davuuju UNIX onepaTuBHUX CUCTEMA;

3. bedtools [27]: Anar 3a paj ca Jgarorekama Koje dyBajy mHbOpMAaIuje o
remoMckuM uHTepBasuMa (bed maroreke). Yecro ra Hasubajy duonHdopMma-
TUYKHUM ,[IIBAjIIAPCKUM HOXKEM Te€HOMCKe apuTMeTuke’, jep omoryhaBa Ko-
PUCHHITIMA Jla PaJjie COPTUparbe, IMpeceK, 0djequibaBaibe, MpedpojaBambe n
padyHame CTaTHCTUKA I'€HOMCKHUX WHTEpPBaJa, ajau W jorr MHOro Ttora. Ilu-

can je Behunom y mporpamckum jesuniuma C u C++. Ilpuiaukom passoja
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MeTtozie Kopuiihena je Bep3uja v2.26.0. Auar je mocTyman caMo 3a orepa-

TUBHE cucTeMe Koju npunajaajy dpavmunuju UNIX onepaTuBHUX CHCTEMA;

4. pysam [28|: Momysn nporpamckor jesuka Python, Koju ce KOpUCTH 3a paJl
ca sam JaroTekaMa, Koje cajip:Ke IOpaBHamba KpPaTKUX oudnTaBama. Mo-
JIy7 je KpenpaH Kao OMOTad OKO ajaTa samtools, deMy myryje cBojy eduka-
cuoct. IIpmaukom paspoja merome kopumihena je Bep3uja v0.16.01. Momyr
je JocTymaH camo 3a OlepaTuBHe cucreMe Koju npunaajy damvummmju UNIX

OIIEPpATUBHUX CHUCTEMAa;

5. pyfaidx [29]: Momyn nporpamckor jesuka Python Koju ce Kopuctu 3a paj
ca reHOMCKHNM Jsarorekama. [loumBa Ha pamy samtools-oBe dynkiuje faidr,
YUju je 3aJlaTaK J1a MHICKCHPA TeHOMCKY jaToTeky. MHmekcn cy mokasmBadn
Ha Pa3jInduTa MecTa y N€HOMCKO] JIaTOTeI! U 3HaUajHO yOp3aBajy oleparliuje
3a pa/i ca reHOMCKuUM mojaruMa. [IpuimkoM passoja meTose KopuiiheHa je

Bep3uja v0.5.9.1. Momyur je mocrynan u 3a Windows oneparushe cucreme;

6. Integrative Genomics Viewer [19]: Edukacan, nHTepakTUBaH aJaT 3a BU3Y-
e/In3aInjy 1 UCTPaKUBakhe TeHOMCKUX I0/[aTaKa. JeIHOCTABAH je 3a KOPU-
mherme U mojapKaBa (HJIEKCUOUITHY MHTErPaIljy MeHOMCKUX rojartaka. Jlo-
CTYIIaH je y BUJY JECKTOI U BeD alIuKallfja, a oAp2KaBa BUIIe II1aTdOPMH,
c 003UpOM Ha TO Jia je MucaH y mporpamckoM je3uky Java. [la du ce morao
KOPHUCTUTH, HA OIIEPATUBHOM CUCTEMY MOpa OMTU WHCTaJmpana dapem Javas.
[Ipummkom pas3Boja mMeTojie KopuiiiheHa je Bepauja 2.7. Anar je moctynan u

3a Windows orlepaTuBHE CUCTEME;

4.2 Opranmsaimja MoayJia

[TocToje mBa r1aBHA MO/IyJ/Ia KOJU C€ MOT'Yy HOKPETATH HE3aBHCHO jeJIaH O JIPY-
ror: MOJYJI 33 PEKOHCTPYKIUjy MHCepaTa 1 MOy 33 AeTEeKIUjy Bapujaiuja
y Opojy Kommja, Kao 1To je npukazano Ha ciauru 4.4. Momyny 3a jgeTekiujy
Opoja KollWja IPHUI0JAT je MOMONHU MOJIYJ 33 NeHEepHUCahe peruja JoIer Malld-
pama. VMiuiemeHTaIja mpero3HaBama Peruja Jomer Malnpamba U31B0jeHa je v
3acedaH MOMONHU MOJIYJI 3aTO IIITO Cy PETHje JIOIIEr MallnPabha JIUPEKTHO Y BE3N Ca
pedepeHTHIM TeHOMOM ¥ HEe3aBUCHE CY OJI CAMOT Y30PKa KOju ce UCHHUTyje. 300r
TOra je MOMONHU MOJYJ/T TOTPEOHO MOKPEHYTHU CaMO jeTHOM, HE3aBUCHO O] Y30PKA.

Oba TyraBHA MOJy/Ia CaJp:Ke KOH(PUTYPAIMOHY jaSOm JIaTOTEKy, MOMONy Koje ce
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Cnuka 4.4: Opranuzanuja momaysia. llyre crpesuie npukasyjy peaocies; Kopaka,

a HCIIpEeKHJaHe TOK IIoJaTaKa.
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IVIABHO] CKPHUIITU y MOJYJy Tpocielyjy JIUpPeKTOPUjyMHu KOjU CaJIpKe IOJATKE O

pa3aMYuTUM y3opruMa. [JlaBHe CKpUIITEe OPKeCTPHUPAjy JaJbl PeIOoCiIe]T ITO3UBa
onpehennx MoysIa U TOKOBE IOjaTaka. PadyHapcKa MMILJIEMEHTAIlnja METOe je

JOCTYIIHa Ha 3aXTEB.

Moayn 3a peKOHCTPYKIIUjy MHcCepaTa

Moty ce nmokpehe 1mo3uBoM 13 KOMAaHJIHE JIMHU]E:
$ ./reconstruction.py config.json

Moyt mpaTi OCHOBHE KOpaKe HEOIXOJIHEe 3a PEKOHCTPYKIMjy HWHcepaTa, 00ja-

[IbeHe Y TyIaBu 2.2:
1. Manupame yrapeHuX OunTaBarba;
2. TpUMOBaIHE;
3. PEKOHCTPYKIIja WHCepaTa;
4. nemynyuKalyja WHCepaTa;

Koudwuryparmona maroreka, ocuM ImTo mpocjehyje ImyTame 0 IMojiaTaka O
CEeKBEHIIMPAHUM y30pIMa, Takohe 0be30ehyje u mozenaBame ONIMOHNX ITapaMe-
tapa. Ha mpumep, y ciaydajy na KopucHuK Beh mMa jaToTeke ca MOpaBHATUM
OYNTaBamUMa 38 KOje XKeJIH Jla PEKOHCTPYHUIIle NHCEPTE U HUje My IMOTPEOHO HOBO
IIOpaBHAaE, OH ITOKPETAhe IIPOoIleca MOPaBHAKkA MOXKE IIPECKOUNTH IOJIEIIaBAKEM
oxnrosapajyher kondwuryparuonor napamerpa. llpumep kouduryparmone garto-

TeKe IMPUKa3aH je Ha caunu 4.5.

Manuparme ynmapeHux o4uTaBambha

3a manuparme ounTaBamba Kopuiither je ajmar bowtie2, onucan y noriaasiby 4.1.
3a cBakmW ajaT KOju paju Malupaibe, I1a u 3a bowtie2, HEOIXOIHO je WHIeKCUPaTH
renoM. UHaeKcupame je moCTynaK Kpenparma HEeKOJUITMHE UHJIEKC JTATOTeKa KOje
caJip:Ke MOKAa3MBave HA paz3jinyduTa MecTta Ha pedepeHTHOM TeHomy. Ilpuaunkom
Malpama OYNTaBarma, Malep He KOPUCTH JIATOTEKY Koja CaJip:Ku pedepeHTHU
reHoM, Beh caMoO WHJEKC JaTOTeKe, KAKO OM caM IPOIEC MOpaBHAMa OUO IITO

edbukacuuju. To ce moctuke ciepehnM MO3MBOM M3 KOMAaHJIHE JIMHEjE, KOjeM ce
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{"samples":

{"6Y5j":{"alignment mode":"ON",

"trimming mode":"ON",

"alignment command line" : "bowtie2-build reference/Yeast.fna reference/

bowtie2 index

| bowtie2 -X 1000 -p 8 -x reference/bowtie2 index

-1 6Y5j/6Y5j S37 L0O1 R1 001,fastq.gz -2 6Y5j/
6Y5j S37 L0601 R2 001.fastq.gz -a",

"initial_bam": "6Y5j/6Y5j S37 LOO1.bam"}}

I,

"reference genome": "reference/Yeast.fna"}

Cauka 4.5: Ilpumep KoHdUrypalmoHe garoreke. PeKOHCTPYKIMja ce BPIIN HaJ
oJIaIMa J00MjeHNM ceKBeHInpameM y3opka 6Y5Hj S37. Omruone dyHKIMOHA-
HOCTH Cce oJlenaBajy nocrasbameM ojapehenor napamerpa va ON/OFF

npocsehyje aroreka reHoMa KOjU c€ WHIEKCUpA W MyTamba J0 JUPEKTOPHjyMa Y

KojeM he TV WHJIEKCH OWTH cadyBaHMU:
$ bowtie2-build reference/Yeast.fna reference/bowtie2_index
BaruMm ce nokpehie caM ajaT KOju BpIIN ITOPABHAILE KOMAHIOM:

$ bowtie2 -X 1000 \\ MakcuManHa BeJWYMHA HHCEpPTA
-p 8 \\ dpoj HuT;
\\ mupexToprmjyM ca MHIeKCHMa Te€HOMa
-x reference/bowtie2_index
-a \\ xBaTame CeKyHZApPHWX MeCTa IIOpaBHa®ba
\\ mapoBm ounTaBama
-1 6Y5j/6Y5j_S37_L001_R1_001.fastq.gz
-2 6Y53j/6Y5j_S37_L001_R2_001.fastq.gz

PesynTar oBor Kopaka cMeriTa ce y JIATOTEKY ca HAa3WBOM imeuzorka.bam, Koja
CaJIP2KW TIOPaBHATA OYNTABAaIa Y OJHOCY Ha pedepPEeHTHH MeHOM.
TpumMmoBame

AaT KOju M3BO/IM TPOIIEC MTOPaBHAIbA je y cTamby Ja npenodna cexksenie PCR
aJianTepa Koje Cy IpHUKadeHe y IPoIecy TarMeHTtanuje Ha dpparment. MehyrTum,

HeKaJl MOKe JIa ce JeCH Ja aJjaT IMPOIYCTH JIa JIETEKTYyje TakBe ajantepe. Kopak

pocnehuBamem mapameTpa -a, oMmoryhyje ce xBaTame CEKYHIADHHX MeCTa MAaIllIParba 32
OYHMTaBaa KOJU Ce MOI'y MAIlMpaTH Ha BUIIe MecTa. ako y OBOM MCTpaskKuBaky HUCY KOpHIllieHa
CeKy/lapHa [TOpaBHAbA, OCTABJHEHA je U Ta MOryNiHOCT.
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TpUMOBama 00e30ehyje IUXOBY JEeTEKINjy U OJICTpalbuBambe. TexHuKa OapKo iu-
pama kopuctu cekBernily AAGAGACAG na kpajy 5" ¢pparmenta, a CTGTCTCTT

Ha kpajy 3’ dparmenrta. Excnepumentasino je yrspheno ja y Hajsehem dOpojy ciry-

gajeBa ocrany HeozcTpamene camo CAG cekBenrie Ha 5 kpajy ountaBama u CTG
cekBeHIle Ha 3’ Kpajy oumrTaBama, kao Ha ciaumu 4.6. OBakBe JieJI0BE CEKBEHIIE
PCR aganrepa npukatene Ha ountaBama Hazuamo PCR oxkuspmum. [lerexktyjy
ce TaKo IITO Ce U3 CEKBEHIN OYNTaBamba M30Jyjy npBe (mocseame) Tpu dase. AKo
ce TaKBa CeKBEHIa, Koja oarosapa PCR oXu/bKy, pas/mkyje y OHOCY Ha CEKBEHILY
Ha pedepeHTHOM T'e€HOMY, OJICTPalbyje ce U3 OUYuTaBarba. Y KOJUKO OXKUJBITU He Ou
OmIm oJicTpar-eHr, MOIVIM O Jla YTU4y Ha JIy’KUHY IpeKJalama udMely 1Ba nH-
cepTa U TUMe O JIOJIa3WJIO JI0 TPEIaka MPUJINKOM JIeTeKIje Bapujanuja y opojy
kormja. OBO ce mMoOCTHXKe KOopHIhemeM OMOINOTEKE PYsam 3a MPUCTYIAE OUn-
TaBalbUMa U Kpenparhe HOBUX OUNTaBalba M OMOJUOTEKe pyfaidr 3a mMpuUcTyame
CEeKBEHIIaMa Ha T€HOMY Ca YHAIIPeJl 33/]aTUM T€HOMCKUM MHTepBajnMa. Pesymrar
OBOT' KOpaKa je JTaToTeKa C Ha3WBOM imeuzorka trimmed.bam ca TPpUMOBaHUM,

YIIap€HUM OYUuTaBatbuMa.

PekoncTrpyknmja naCcepaTra

Y oBOM KOpaky, IO KOjeM YUTaB MOJYJI HOCH UMe, OJBHja Ce€ PEKOHCTPYKIIUja
MHCepaTa Ha OCHOBY IIPUHUIINIIA O0jalllbeHnuX y rnoryiassby 2.2. Kopak ce u3spirasa
KopuihemeM OUOJINOTEKE pysam 3a MPUCTYI OYATaBamuMa. Pe3yarar Kopaka
PEKOHCTPYKIIHje ce dyBa y JaToTenu imeuzorka inserts.bed, ymecro y maToreru

bam dopmata, Kako 0u ce e(pMKaCHO U3BEO KOPAK JAeyILIHKAIII]E.

Henymimkanuja peKOHCTPYUCAaHUX WHCepaTa

HOH_ITO je HEOIIXOAHO YKJIOHUTH HE€ CaMO aIICOJIyTHEe, Hero m AYILJIMKaTe IIO
[IOYETHO] M KPAjiboj MO3UINjU, HUje KOPUIINeH HUjeJlaH 1ocTojehu ajgar 3a Jiery-
IUIMKAaIu]jy, Beh ce mporiec u3Bpimasa Mo3uBoM sort ajgara KoMaHHe Junnje. Kako
Om ce AeaynIuKaIyja HaJ WHCEPTUMAa M3 MIPETXOTHOT KOpaKa OOaBUJIA y CKJIQJLY

ca IPUHIUIINMA OIMCAHUM Y MOIJIaB/bY 2.2, IpUMEmyje ce KOMaH/Ia:

$ sort -k6,6rn \\ 1
| sort -k2,2 -k3,3n -k4,4n -u \\ 2
| sort -ki,1inr \\ 3
| sort -k2,2 -k3,3n -u \\ 4
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Cnuka 4.6: PCR oxwmbak Ha 3’ kpajy ountaBama. [Ipukazano y IGV anary 3a
BU3YeJIN3aIlN]y Malluparmba

| sort -ki,1nr \\ 5
| sort -k2,2 -k4,4n -u \\ 6
| sort -k2,2 -k3,3n \\ 7

Komanga nmpuma 1aToTeKy ca peKOHCTPYHCAHUM WHCEPTUMA y KOjy je Ha I10-
YeTKY YMETHYTa KOJIOHA KOja O3HadaBa JIy’KUHYy cBakor mucepra. [IpBu pem o3ma-
4aBa Jia ce JIATOTeKa COPTUPA 10 CKOPY KBAJIUTETA MalUPaibha, YUMe Ce ITOCTUXKE
Jla ce y CJIydajy JyIauKaTa jeIJHaKUX 110 TOYETHO] W KPajiboj MO3UIHJU 33/ IprKaBa
oHaj ca Behnm KBauTeTOoM Marupara. JIpyru, yeTBpTu u mectu pej 0oe3oehyjy
yKJIamaime JyIinkara, a Tpehm m nern ma ce uameby nBa jymuimkaTa omadepe
nyxu. Cenmu per, 00e30ehyje copTuparme y OJHOCY Ha MOYETHY HO3UIU]y MTOPaB-
Hamba, a 32TUM U OJTHOCY Ha XPOMO30M.

Pezysirar oBOr KOpaka cMerTa ce y JaTOTeKy ¢ Ha3UBOM imeuzorka_inserts d.bed.
Konauna pesynryjyha bam maroreka ce Kpeupa KopuiithemeM pysam OUOINoOTEKe,

KOja CBAKM MHCEPT ITOCMATpa Kao 0DjeKaT KojeM ce mpocjehyjy aTrpudyTn us ja-
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ToTeke imeuzorka_inserts d.bed.

Monays 3a geTeKToBalbe Bapujanuja y Opojy Konuja
Momayn ce mo3uBa KOMaHI0M
$ ./cnv_detection.py config. json

7 CacToju U3 cyenehnx JIOrMIKNUX IeJInHA, Y CKJIaJLy Ca OIICOM METOJIe JIeTEeKITje

y moryiaBiby 4.2:
1. nmerekTOBame apxulleaara;
2. mpecek ca permjamMa JIOIIer Maluparba;
3. durTpupame apxuiesara 1 HHCEpaTa;
4. JIeTeKTOoBambe OCTPBA;

5. Dojeme MHCEpaTa;

JleTekToBame apxuriejara

3a jerekToBame apxuiesara, MOTPedHO je Hajlipe KpempaTu HEITOKPUBEHe pe-

I‘I/Ije IIITO C€ IIOCTHU>KE€ KOMaHIOM:

$ bedtools complement
-1 imeuzorka_inserts_d.bed
-g indeks_fasta_datoteke

> imeuzorka_inserts_d_uncovered_regions.bed

[ToueTkoM apxwuriesiara cMaTpa ce IOYeTaK MPBOTI MHCEPTA Y TOM apXUIIesIary,
a KpajeM apxwuriesjara Kpaj mocjeher nHeepTa y ToM apxuriesary. Kako ce me-
IIOKPHUBEHE Peruje cCMarTpajy HeraTuBUMA WHCEpPTa, apXuiesa3u ce Mory Hahu me-
hycoduum mopehemeM HemokpuBeHUX permja. Tume Ou moderak apxuiiesara OHO
Kpaj HEIIOKPUBEHE peruje Koja My MPeTXodu, a Kpaj apxXulejara Ou OUO IovYeTaK
HETIOKPUBEHE permje Koja My CJIe/ I, MITO je MPUKa3aHo Ha cjuid 4.7.

Kpehyhwu ce nyx pedepenTHOr TeHOMA 07 HEMOKPUBEHE IO HETIOKPUBEHE Pe-
ruje, HaWIa3akK Ha perujy jemnaky win Behy ox 2000bp o3nHavuaBa modyeTak HOBOT

apxwuiesara, IITo je MPUKa3aHo cjeehuM KoaoMm:
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Kpaj HEMOKPUBEHE pervje = noyeTaK HeMoKpUBeHe
noyeTak apxunenara peruje = kpaj apxunenara

Cnuka 4.7: lTlouerak m Kpaj apxumejara y OIHOCY Ha MO3UIMje HEITOKPUBEHUX
peruja Koje My mperxoje u ciaene. llpukazano y IGV amary 3a Bu3yenusamujy
Mallupamba

def create_archipelagos():
for contig in gap_map.keys():
# we want to focus on one contig at the time

gaps_on_contig = gap_map[contig]

arch_start = -1

arch_stop = -1

# find starting gap
gap_start = 0

arch_start = gaps_on_contigl[gap_start].stop

arch_stop = gaps_on_contigl[gap_start+1].start

for i in range(gap_start+l, len(gaps_on_contig)-1):
# 1f current gap s >= 2000bp
# we can begin the new archipelago
if gaps_on_contig[i].length >= MAX_GAP:

arch_stop = gaps_on_contig[i].start
archipelago = Interval(

contig, arch_start, arch_stop)

archipelago_array.append(archipelago)
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arch_start = gaps_on_contig[i].stop

else:
arch_stop = gaps_on_contigl[i+1].start
# for the last one
last_gap = gaps_on_contig[-1]
arch_stop = last_gap.start
archipelago = Interval(contig, arch_start, arch_stop)

archipelago_array.append (archipelago)

return

Pesyisitar Kopaka JeTeKToBama apxXuiesara ce 4yBa y JATOTEIU 0] Ha3UBOM
imeuzorka inserts_ potential archipelagos 2000.bed. OBo jorn yBeK HUje KOHAYAH
00JIMK apxuriesara caJip2Kanux y nomenyToj garorernu. [lorpedno je dounrpuparn

UX Y OJTHOCY Ha peruje Joler Malupamba U ITOKPUBEHOCT.

IIpecek ca perujama Jiolnrer Mmanupamba

1 oBaj KOpak Kao u MPETXO/IHN KOPUCTH WH(OPMAIMje O HEOKPUBEHUM PETu-
jama ua pedepentaoMm renomy. Herupu moryha ciydaja npekJsalama apxuiesiara
ca permjama JIOIIer MallMpamba Cy NpuKaszaHa Ha ciaunu 4.8. Y mpBoM Ciydajy,
apxXuIesar ce CacBUM OJI0allyje jep IMOTIYyHO yHaJa y Perujy JIOIer Maluparba.
Y ocramum ciaydajeBuUMa, OJICEllalbe apxXullejiara Cce BPIIU aKo ce IPeKJana ca
perujoM Jonrer Manupama Ha sume ox 10%.

Y JApyrom ciydajy ca CauKe, IMMOTPEeOHO je MOJeUTH Ta Ha apxuneaare A u
Bb. Tlouerak apxumesara A ocraje UCTH Kao IIOYETAK CTApoOr apXuIilejara, a Kpaj
apxuriesiara b ocraje nctu Kao Kpaj crapor apxuinesara. Mopa ce BOJUTH padyHa
Jla ce He oJiceve apxXuIlejar Ha MeCTy TJe je TOopaBHAT HEKH HHCEPT (OIHOCHO IO
cpeaunan uncepra). Ilomrro ce Kopuctumo uHMpOpPMaIUjaMa 0 HEHOKPUBEHUM pe-
rujaMa yMeCcTO O MHCePTHUMa, IOTPedHO je mpoHahu npBu pa3dMak KOjU IIPETXOIN
WHCEPTY KOjU ce HaJla3u Ha MecTy Ipeceka. [loderak Tor pasmaka he dutum Kpaj
apxuresiara A. Curyarnuja 3a apxunesar b ce permasa cylipoTHO: TTOTPEOHO je po-
Hahu IpBU pa3sMaK HAKOH MHCEPTA KOjU Ce HAJIAa3U Ha MECTY IIPEeceKa U heroB Kpaj.
Kpaj Tor pazmaka he dutu nmodyerak apxunesiara B. Kako du ce oBaj mporiec oda-
BHUO MTO edUKACHUje, CMEITalbe HEIIOKPUBEHUX peruja y OKBHpe ojroBapajyher

apxurriejiara ce MOCTUXKe OMHAPHOM IIPETparoM, Koja je mMILieMeHTupana y bisect
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MOJLyJIy TIporpaMckor je3uka Python. Tpehu m deTBpTH Cilydaj Cy IMOJC/TydajeBU

JIPYTOT, TIa ce PeIaBajy Ha aHaJIOTHO.

A B

Chnuka 4.8: Ciiy4uajeBu mpekJaama Peruje Jomer Malupama U apXulesara.

dunrpupame apxunejara u MHcepaTa

OBu mporecu cy omnmcaHu jeTa/bHO y moryasby 3.3. Ilporenar mokpubeHo-
cru apxurnenara ce padyHa Kao 100 (Nyepokrivene/ Narhipelag)s L€ je N_nepokrivene
YKYIIHa JIy?KWHA CBUX HEIIOKPUBEHUX peruja Ha apxunenary, a N _arhipelag my-
JKUHA YUTABOT apXullesara. YKyIHa Jy’KUHA CBUX HEIOKPUBEHUX permja ce pa-
qyHa TaKoO INTO ce cadepy CBe JyKWHE HEIIOKPUBEHUX Deruja Koje yIaajy y WH-
TepBas apxunenara. (Cmernrame HEIOKPUBEHUX peruja y OKBHUpPE ojrorapajyher
apxuriejiara ce MOCTUKe DMHAPHOM IIPETparoM, Koja je mMILIeMeHTupana y bisect
MOJIyJIy TporpamMckor je3uka Python. 3amp:kaBajy ce camMO OHU apXUIleaa3u KOju
nMajy TOKpuBeHocT oapeM 55%3. JlaToTeka ca KOHAYHIM CKYIIOM apXHIIesara, KOjiu
HacTajy Kao pe3yJiTaT OBOI' KOpaka HasuBa ce imeuzorka_inserts d_ archipelago

call _2000.bed.

3Maxo je y cexmuju 3.2 IpeICTABILEHO JIa, j€ MOXKEJBHO JIa CBU APXHUIIEIA3H UMAjy HOKPUBEHOCT
Behy ox 70%, y nmaboparopuju je omIydeHo Ja ce IPHJINKOM UCTPaykKuBalba 3aJp2Ke W OHU 4uja je
nokpueenoct uamely 55% u 70%. Togamm modwjenn U3 OBAKBUX apXUIIeaara CIyzke JadOpaTOpPHju
Kao MoBpaTHa WHQOPMAIja O TOME KaKO OM TPedaJIo YHAIIPEIUTH OMOIMOTEKY 3a CeKBEHITUPATHE.

48



I'VTIABA 4. UMIIJIEMEHTAIIMJA METO/IE 3A JETEKIINJY
BAPUJAIIMJA ¥V BPOJY KOIIMJA

Quirpupame WHCEpaTa IOJIpasyMeBa HM3/Bajalbe CaMO OHHX HWHCepaTa KOju

npumnajajy HekoMm apxwuresnary. Cmmcao oBOr KOpaka JIEXKH Y TOME IITO ce doje
caMO MHCEPTHU KOjU MPHUIAJAjy HEKOM apXUIlesiary, OJJHOCHO PETrHju 3a KOjy MOKe
Jla ce 3aKJbydH Ja JIM IIOCTOjU Bapwujaluja y Opojy Komuja miam He. Pegyarar ce

qyBa y JATOTENN C Ha3UBOM imeuzorka_inserts d_ filtered.bed.

JleTekTOBame ocTpBa

Apxwurnenasu cy y riasu 3.2 IpeACTaB/bEHN KA IPyIie OCTPBa WHCEPATA, I1a, OU
IpeMa TOMe OWJIO JIOTUYHO JIa je 3a JIETEKTOBAhe apXuIlesara HeOIlXOIHO HajIpe
JnerekToBaTH U octpBa. MehyTum, 1o cBojoj medunuIujun oHn UMajy 3ajeHUIKE
ocobuHe: OHU Cy UHTepBaJu Ha pedbepPeHTHOM reHoMy (IIpojeKiiuje) u 0da 3aBUCe
o/ pasmaka m3Mehy mHcepara. Jeaumna pasiuka je y TOMe IITO 3a JIETEKTOBAIbHEe
OCTpBa HE IOCTOjJU 3aXTEB 33 MHHUMAJHOM paspasbunoM of 2000bp (kao Ko
apxuresiara). CacBUM je I0OBOJBHO JIETEKTOBATH HEIIOKPUBEHY PErujy IMPOU3BOJbHE
JIy2KUHE, OJTHOCHO Perujy Ha KojuMa je jyomHa mokpuBenoctu oase (). Pesyarar ce

qyBa y JATOTENH C Ha3UBOM imeuzorka_inserts d_islands.bed

Bojemwe uncepara

Bojeme uncepara ojiBuja ce y CKJIaJIy ca IPUHIUIIMMA U3 ToryiaBba 3.3. Ilo-

CTYHaK je mMpuKazaH cjejiehnM 1mcey0-KoaoM:

begin
// mapa koja cuva koordinate poslednjeg inserta
// koji je obojen tom bojom
color_map = {
color : last_insert_colored_with_that_color=null
b
// inserti moraju biti sortirani po
// koordinati pocetka poravnanja
// pocinjemo sa primarnom kopijom
molecules_in_island = 1
for insert in island of sorted inserts:
// pohlepni prinicip:
// prvi insert u ostrvu se uvek boji prvom bojom

if first_in_island == True:
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insert.color (1)

color_map[1] = insert
else:

// ako se insert i njegov prethodnik

// preklapaju na 8, 9, ili 10 baza

// bojimo ih istom bojom

if insert.overlaps(previous) on (8, 9, 10)

insert.color(previous.color)

color_map[previous.color] = insert

// ako se ne preklapaju istom bojom
// treba naci neki od prethodnika
// s kojim se preklapa na 8, 9, 10
// ili onaj koji mu je pozicijom poravnanja najblizi
// i obojiti ih istom bojom
elif insert.overlaps(previous) on !(8, 9, 10) \
or there is gap between them:
min_distance = ’inf’
nearest_color = null

for color in color_map:

// ako se preklapaju na 8, 9, 10

// oboj ih istom bojom

if insert.overlaps(color.insert) on (8, 9, 10):
insert.color(color.insert)
color_map[color] = insert

// ako nema preklapanja

// mogu se obojiti istom bojom

else if !insert.overlaps(color.insert):
if distance(insert, color.insert) < min_distance:
min_distance = distnce
nearest_color = color
non_overlap_condition = True

end for
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// ako se naislo na insert s kojim se trenutni ne preklapa

// i koji mu je najblizi od svih inserata

// obojenih istom tom bojom

// oboj ih istom bojom

if non_overlap_condition == True:
insert.color(nearest_color)
color_map[nearest_color] = insert

// inace se mora obojiti novom bojom

// ovo je mesto detekcije nove kopije

else:
// detektovali smo novi molekul
molecules_in_island += 1
new_color = generate_new_color
insert.color(new_color)

color_map[new_color] = insert

end for

end

[Ipe mouerka dDojerba HEONXOIHO je COPTUPATU WHCEPTE 1O MOYETHO] MO3UITUjU
ropaBHama y ojHOCcy Ha pedepentHu renoM. lIpBu mHCEPT y OCTPBY ce yBek
0oju mcToM DOjOM, YMME Ce TIONITYje MPUHIUII MOXJEIOHOCTH. 3aTUM Ce TOPEeJIe
mehycobHo mHcepTH. ¥ ciaydajy Ja ce npekJanajy Ha 8, 9, uau 10bp, doje ce ucrom
00joM, TIOIITO MPUITAJA]Y UCTOM MOJIEKY/Ty. AKO ce mpekjarmajy Ha Opojy OasHux
napoBa KOjU Ce pasjiuKyje OJ OTHCKA TPAHCIo3a3e (UM aKo ce He IPEKJIAINA]y
yonnrmﬁ),HOTpe6Hoje MIPOBEPUTH Ja JI MOCTOJU HEKM O] MIPETXOJHUX WHCEepaTa
C KOJUM ce He INpekJiana (Wiu IpekJjara Ha JIy?KUHA OTUCKa TpaHcio3ase). Tasa
je morpedHo odojutu mx ucrtoM d0joM. OBUM ce MOIITYje MPUHUIIUAI OJTUCKOCTH.
VY ciiydajy Jia TaKaB MHCEPT HE IOCTOjU, 3HAYU JIa je JIETEeKTOBaHa HOBA KOIIU)ja
3a TakaB MHCEPT, KOjU IIPUII/Ia HOBOj KOIHUjU, TOTPEOHO je TeHEePUCaTH HOBY OOjy

u odojutu ra ToM dojoM. Pesyarar oBor Kopaka ce dyBa y JATOTENN C HA3UBOM

‘Nncepru ce obpalyjy v pesocieny o KOM Cy COPTUPAHH U yBeK ce mopeau TeKyhu ca mper-
XOAHUM. Y CHUTyalldju y KOjO] Ce NMPEeTXOJHU M TeKyNu He IpeKJalajy, MOIJIO OU Ce 3aKJbY4IUTH
Jla je oBJie TOTPEOHO MPUMEHUTH MIPUHITAI OJIUCKOCTH. A, Moryhe je Ja mOoCToju HEeKH OJf TPeT-
XOJHUX MHCEPaTa KOJU je JyKU OJI JUPEKTHOT MPETXOJHUKA TeKyher nHcepTa, Koju ce ca TeKyhum
npekiana #Ha 8, 9, 10bp. Tume mHCepTH KOjU mpHIaajy MCTOM MOJIEKYJy He Ou Omim 00OjeHH
UCTOM OO0jOM.
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imeuzorka_inserts d_ cnv_wvisual_sorted.bam. Y nmarorenm imeuzorka  color.bed

Ceé 9yBa IIoJaTaK O TOME€ KOJIMKO y CBaKO OCTPBY HMMa JCTEKTOBaAHUX MOJIECKYJIA.

Edukacuoct oBor mocTymnka JieXKd y JIBa KJ/bYyUHA OJICEIAarhba IIPOCTOPA IIpe-

Tpare:

1.

WHCEPTU CY COPTUPAHU U JIOBO/HHO je IOPEIUTH CaMoO Cyceje, yMeCTO

CBAKOT' Ca CBaKWNM;

. KOPUCTHU ce Marma dojema: OHa YyBa PEJHU OpPOj 3a CBaKy 00jy M KOOP/IU-

HaTe TOCJIe/IIhel HCEPTa Y TeKyheM OCTPBY Koju je dojeH Tom dojom. Pemru
Opoj boje ce mojesbyje NMPUINKOM Kpenparba cBake doje. DBoje ce remepurry
Ha CJIyJajaH Ha49WH, OCUM IIpBe 0oje y cTpykrypu. OHa je yBeK HapaHIiacTa,
1o KouBeHnju. To 3HaYM J1a ce MPUMapPHO] KOIUjU YBEK JI0JieJbyje IIpBa 00ja
U3 CTPYKTYpe, a II0CIe/iba 00ja y 0BAKBOj CTPYKTYPH OJIroBapa II0CICAH0]°
JIETEKTOBAHOj] KOMUjU Y OCTPBY. ¥ cJIydajeBUMa KaJa je MOTPedOHO BPaTHTH
ce yHa3aJ| u mpoHahin HajOMKU WHCEPT KOJU Ce He TpeKJjana ca TPEeHyT-
HUM, HUje TOTPEOHO MPOJIA3UTH KPO3 YUTABO OCTPBO yHA3a/[ U IIPOBEPABATH
cBe mHcepTe. JloBo/bHO je mpohu Kpo3 Mally W MOKYIUTH IMOCTIE/e 000jeHe

WMHCEPTE;

JleTekTOoBame permja Jiolrer Manupama

[Tomro cy peruje Jiomer mMamnupama JTUPEKTHO Y Be3U ca pedepeHTHUM T'eHO-

MOM, a He ca Y30PKOM KOju ce odopabyje, oBaj MOJYJI je U3IBOjEH OJI OCTAJIUX Kao

nomohnu. Pesynrar ce uyBa y nmaroreru bad mapping archipelagos.bed. 1Iponec

ce cacToju u3 cjefehux Kopaka:

1.

dbparMenTucame pedepeHTHOr FeHOMa Ha, CIY4ajHO o1adpaHuM MecTuMal u

Kpenpame yIapeHUX 0UNTaBamba;

. TIOKpEeTame IPoIeca Maupama Ha [ (pparMeHTuMa JOOUjEHUM U3 TTPETXOTHOT

KOPaKa;

. PEKOHCTPYKIMja WUHCepaTa Ha OCHOBY MallUPAHUX YIIAPEHUX OYNTaBamba U3

ITPETXOHOT KOPaKa;

STlocenmba y peiocaeny akiuja Jo[ese Y OCTPBY, a He HOCJeIba Y CMUCILY MO3HUIMje MopaB-
Harba HA pedepeHTHU T'eHOM.

6Ha zaxTes mabopaTopuje, IPUINKOM (PArMEHTHCAA, CE Ha MOUETaK CBAKOr (PparMeHTa 5’
J07Iaje CeKBEHTIIa OJ1 JeBET DA3HMX ITapoBa KOja je MCTa Kao CEKBEHIA Kpaja MPEeTXOIHOT (pparMenTa
3’, KaKo OM ce CHMyJIIPAO PaJi TPAHCIIO3a3e.
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4. nmeTeKTOBam€e HETIOKPUBEHUX PETrrja Ha OCHOBY pe3yJiTaTa Malnpamba U3 IIPeT-

XOJTHOT KOPaKa;

O. JEeTEeKTOBame apxuliejara Ha OCHOBY HEIIOKPUBEHUX Peruja JIeTeKTOBAHUX Y

ITPETXOTHOM KOPaKY;

Kopumnihemwe IGV ajsiaTta y mpoiiecy JeTeKToBama
BapHjamnuja y o0pojy komnuja

Ha counm 4.9 je mpukazan crangapaau unsrien GV unrepdejca mpumkom
VUINTBamba JaTOTeKe ca rnmopaBHamnMa. uTepdejc amara mpukasyje yauTanu re-
HOM Yy BHUJIy CEKBEHIIE M OOejieKeHe Io3ulluje 3a cBaky 0asy. l[lopes mosunuje u
JlyOuHe TopaBHaba 38 CBAKU UHCEPT, MOTyhe je MpuKa3aTu U MOJaTKe O KBAJIUTETY
manupama uHcepata, CIGAR crpunry un dapkoy.

HNaxko je eTukera J10jieJb€HA CBAKOM UHCEPTY y bam JaTOTEIH, IIOTPEOHO je I10-
necutu oxpehene mapamerpe y IGV-y, kako du mMoJieKy/n Ouym jacHO BUJJBUBU,
Kao mTo je mpuwkazano Ha cauru 4.10. IIpBa axmmja TpUIKOM IOJENTaBaHa
mapameTpa 3a 00jy je KJIMK JIECHOT MUIIA y Ipejesy MopaBHama nHcepaTa. ¥ Ta-
najyhem menujy ce 3arum omadupa omnnuja Color alignments by, a 3aTum u ommmja
tag, HaKOH Yera ce YHOCH MMe eTUKeTe Ha OCHOBY Koje ce BpIu Oojerbe. Ermkera
Koja Hocu nHdopManujy o 6oju je YO (moxke nocrojarn kao Beh nmonyhena ommuja
y magajyhem menujy). Hakon nasemenux kopaka, IGV cBaku uacepT Hoju dojom
Koja My je mosesbera. IGV mpyxxka jorn jeqny MOryhHOCT - rpynucame mHcepaTa
Ha OCHOBY OJipeheHOr KpHTepHjyma, IMTO he momMohm y KOHa4YHO] (hOpMYyJIallju
mostekysa. OBO ce ToCTUKe JeCHUM KJIMKOM Ha 00JIAaCT Cca MOPABHATUM WHCEP-
TUMa U KJIUKOM Ha omnnujy Group alignments by. 3arum ce KJIUKHE HA OMIIU]jY
tag, HAKOH dYera ce yHOCH MMe €THUKETe Ha OCHOBY KOje Ce BPIINU I'pynucame. ¥
OBOM CJIy4ajy, TO je IIOHOBO eTHUKeTa Koja Hocu mHdopMalujy o doju. Pezysirrar cy
000jeHr MHCePTH IPYIUCAHN Y pasjndure JuHuje (eHrs. swimming line).

VY ciydajy na HEKHW OJ ajaTa He I0JIp:KaBa Oo0jerbe MHcepaTa, MHMOPMAIH)Y
0 Opojy mosekysa je unak moryhe mcunpatutu. Bpoj mHcepaTa y CBAaKOM OCTPBY
ce denexxku y mocedny bed maroreky. IIpBe Tpu KojoHE Te JATOTEKEe HOCE MHQOP-
MaIujy o peruju Ha pedepeHTHOM reHOMY 3a cBako ocTpso. Peruje ce y IGV-y
IpUKa3yjy JyTUM TJIaBUM IPABOYTAOHUIMMA, KaO INTO je MPUKA3aHO Ha CJIUIN
4.10. YerBpTa KoJI0HA HOCU MHAPOPMAIIA]Y O OPOjy J€TEKTOBAHUX MOJIEKYJIa Y TOM

octpBy u y IGV-y ce mpukasyje kao 0poj ucros cBakor mpaBoyraoHuka. lIpema
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TOME, He caMo Jia je Moryhe jacHO Pa3/IMKOBATH KOIHje W O3HAYUTU UX PA3IUIM-

TuM Oojama, Beh je moryhe m 3adesiexkutu permje Ha pedepeHTHOM T'€HOMY TJie

JIOJIa3M JI0 Bapujaluje y Opojy KOIHja.
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I'maBa 5

IIpoBepa TauHOoCTH MeToOae

Hakon renepucama pesysirara morpedHo je npoBeputu ux. TecTtupare mocTo-
jehux meroma [20] 3a merexroBame Bapujanuja y Opojy KoIuja ce MOXKE BPIIUTH
Ha nBa HaunHa. [IpBu Hauwmn je Oojeme Bapwujaruja (JIyopeclieHTHHM Oojama y
J1adopaTopuju, HAKOH Uera ce Pe3yJITaTH MeTOJe HOopeJie ca 0D0jeHUM BapHjaliy-
jama. lpyrm nHauun je yrnopehuBarbe ca BaJUJIUPAHUM U 00jaB/HEHUM CKYIIOBHMA
rojlaTaka Koju caJip2kKe Beh JieTeKToBaHe Bapujaluje y Opojy KOIuja, MOy T CKyTa
ICR96 Ezon Validation series [30]. Oaxa mopebera mucy duia moryha, 300r
HEJIOCTYITHOCTH T10/IaTaKa CEKBEHIIMPAHUX JIDYTUM METO/IaMa CEKBEHITNPAIha jeJIHe
henuje u 300r HEJOCTYITHOCTH TIO/IATaKa O BEIMITAYKH JIOJIATHM BapujallujaMa MpH-
JINKOM TIpUIIpeMe 3a cekBeHiupame. (CrTora je m3BpIiiieHa ajJTepHATHBHA IPOBEpPaA

Ta9HOCTHU METO/1e KOja OSyXBaTa JABa HUBOA:

1. IIpBu HUBO MpoOBepe TOIpasyMeBa UCITUTUBAE€ UCITPABHOCTU KO/A, OJTHOCHO

Ja JIU je TpeJijIozKeHa MeTo1a KOPEKTHO NUMILIEMEHTUPAHA;

2. /Ipyru HuUBO IpoBepe MOJpa3yMeBa UCIUTUBAIE Ja JIK je Moryhe JIeTeKTo-
BaTU Bapwujalije y Opojy Kolldja IIPUMEHOM OBe MEeTOJe, a ako je Moryhe, 1a
JIN JIeTEKTOBaHE KOIIHje OJI'0Bapajy BEIITAavYKH JI0JIaTHM KoIhjaMa y J1adopa-

TOPU)U;

5.1 IIpBu HUBO mpoBepe

Jla Ou ce OTBpAMIO Jla TIpUKa3aHA MMILIEMEHTAIHja Jaje OYeKUBaHe pPe3yJi-
TarTe, U3BPIIEHO je TECTUPAe 3aCeDHO 3a CBaKy jeJIMHUILy Koja (eHryt. unit test) 3a

cBaku MofyJi nmocedbno. CBaka jeJIMHUIA je TeCTUPaHa HaJ BEMITAYKN KPEUPAHUM
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o/IalliMa M HaJl PEAJTHUM TIOJalnMa u3 reHoMa y3opaka 6Ybb  S33, 6Y5d  S34,
6YHj S37, 6Y5] S38, 6Ybn S39, 6Y5p S40, 6Y6b  S41, 6Y6d S42, 6Y6f S43
n 6Y6h S44. Tectupame je u3BpIiraBaHO TAKO IITO je IIOKPETAH PAdyHAPCKU KO/
3a CBaKy jeJIMHUILY, & PE3YJITATU TOT MOKpeTama Cy yrnopehuBanm ca oueKMBaHUM
pesynararuMma. Kaja cy odekuBaHU u JOOUjeHU PE3YJITATA UCTH, 3HAYU JIa je KOJ
je/IMHUIIE TIPOIA0 TECT MPUMEP U Jla PACTe CTENEH MOBEPEHa y HErOBY TAYHOCT.
VY caydajy nma Ko He TIPOJa3u TeCT MPUMep, Ha OCHOBY CaMOI TECT IIPUMepa ce
JIONUPa TPeIIKa y KOy, OHa Ce UCIIPaBJba, & 3aTUM ce KOJI ToKpehe IMOHOBO 3a cBe
TecT npuMepe (M OHAj Ha KOjeM je 11a0, ajii ¥ OHU KOje je IPOIIA0).

Tect npumepu ce remepuily 3a yodudajeHe ciydajeBe Koje je moryhe cycpe-
cTH y pajay ca onpehenmm momanmma. Ha mpumep, mpuianKoMm peKOHCTPYKIIHje
WHCEpaTa TEeCT MPUMEPHU Cy NMApPOBU OYUTaBaIba KOJU Ce He MPEKJIalajy W MapoBU
ouynTaBama KOju ce IpekJianajy. Takohe, TecTupajy ce cuTyaluje y KOjuMa I0-
CTOjU HEKOJIMKO MOTyhuX NpWJINKa 3a JOHOIIeme omIyKe. Ha mpumep, mpuankom
oJiceriarba apxXuiiejiara HeOoIxoHO je TeCTUPATH CBa YETUPHU CJIydaja IpUKa3aHa Ha
cmurii 3.6. IlpescraB/bena nMILIeMeHTaIMja je Jlajla OYeKUBAHE Pe3yJITaTe 3a CBe

TEeCT IpUMepe KOju Cy joj mpocjeheHu.

5.2 JIpyru HuBO IIpoBepe

Jlpyru HEBO mpoBepe MMoApa3yMeBa UCIUTUBALE 1A Jid je Moryhe JeTeKToBaTH
Bapujaiyje y 0pojy Komuja IpuMeHOM oBe MeTojie. Kako du ce 0BO HCIHUTAJIO Jia
JIV je MeTOJIa y CTamby Jia JeTEKTYje Bapujalnje y Opojy Koluja, OUJI0 je HEeOIIXOTHO
IMIOKPEHYTH METO/y HaJl Y30PKOM KOjU CaJIp:KM Bapwujaluje y Opojy KOluja U HaJl
Y30PKOM KOjU He CaJApKU BapHujalrje y Opojy KoIuja.

3a npBu cirydaj, y JIadoOpaTOpUju je MPUIIPEMJbEH MocedaH y30paK reHoMa KBar-
cua 6Y5) (octanm ysopiw cy KOpHITNEHN 3a TECTHPAE PaJia TPAHCIo3a3e y Jia-
dopaTopuju U 3a TeCTHUpare IMPBOI HUBOA PAIyHAPCKE WMILJIEMEHTAIIA)E), TaKO
IITO Cy My JI0/laTe BEIITadKe KOIMje FherOBOI' TeHOMCKOr Mmarepujajia. (OBako
OMOJIOMKN MOIN(MUKOBAH y30paK je CEKBEHIIMPAH M JIOOUjeHU Cy Pe3YITaTh KOju
IIpeJICTaBIbajy yaa3 y merony. Ha modmjena ounmraBama IPUMEHEH je HajIIpe Mo-
JIyJ1 33 PEKOHCTPYKIIN]y WHCepaTa a 3aTHUM M MOJIYJ 3a JIeTEKTOBalbe Bapujaliyja
y Opojy komuja. VcnpaBHO JeTeKTOBame Bapujaluja y 0Opojy Komnuja Ou 3HAUHUIIO
JIETEKTOBAaI€ TAYHO OHUX BapHjalija Koje Cy BeIITadKH Jo/IaBaHe y J1ad0paTopuju

IIpe caMOI' CEKBECHIIPpaiba. Ha npuMep, ako Cy 3a I'eHOMCKY CEKBEHIY Ca KOHTHI'a
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I'JIABA 5. IIPOBEPA TAYHOCTHU METOJIE

NC 001133.9 na uarepsasay 133023-136327 na reHOMY y30pKa J10/IaT€ BEIITAYKE
KOIIHje, UCIIPAaBHO JIETEKTOBAIbe BapHjallfja y Opojy KOIMja OU 3HAYUUJIO Ja Cy Ba-
pujaruje nerexkopane dam Ha KoHTUry NC 001133.9 mHa naTepBany 133023-136327.
HupekTHo nopeheme oBor Tuna Huje om0 Moryhe, jep jJadoparopuja HHje JI0CTa-
BUWJIa MOJATKE O TOME TJ/e Cy Ta4dHO JIofaTe BelTadke konuje. PesynaraTtu merosie
cy npocyehenn j1adbopaTopuju HA UCITUTUBAHE UCIIPABHOCTH, TJIie je yTBPHEHoO 1a ce
pPe3yJITATH JOOMjEHN METOJIOM IOKJIAIajy ca OPUTIMHAJJIHOM IIOCTABKOM Bapujaluja
y Opojy Komuja.

Kako naboparopuja Huje 00e30e/m1a y30pak 3a KOjU ce CUTYPHO 3Ha Jia He
CaJIp2KM Bapujaluje y 0pojy Komuja, OUJIO je HEOIIXO/IHO BEIITAYKH KDPEeUpaTH Taj
y3opak. Crora je MoJIyJs 3a JIeTEKTOBaIb€ Bapujarija y Opojy KoOlHja IMPUMEHheH
Ha/JT UHCEPTUMA JIOOMjeHUM PEKOHCTPYKIMjoM (bparMeHara pedepeHTHOT T'eHOMA
KBacia. Paziimka y ofHocy Ha mporiec dbparMeHTaluje KOju ce BPINHA 3a JeTEeKTO-
Balbe permja JIOMEr Mallpama je y TOMe IITO ce He CUMYJIMPa PaJi TPAHCIIO3a3e
JIOJIAaBEbEM BEITAYKUX CEKBEHIIM Ha KpajeBe (pparMeHata. Y TBphHeHO je Jja Ha
MecTuMa Ha pedepeHTHOM IeHOMYy Ha KOjuMa HeMa Bapwujaruja y Opojy Komwuja,
HHU caMa METOJIa 3a JIETEKTOBalbe Bapujaruja y Opojy Koluja HHje JIeTEeKTOBaJIA
Bapujanuje. Ha mectuma Ha pedepeHTHOM TE€HOMY TIJie Cy JyOWHEe Malluparba
pasjuduTe OJ je/iaH, JETEKTOBaHe Cy Bapujanuje y Opojy komuja. Behwmua twmx
permja ce TOKJIama ca permjaMa JIoler Mamnupara. VcrnuTtuBameM cBake OBaKBe
perumje mojeImHavYHO, JIONMLIO ce JI0 3aKJby9IKa Ja je peruje JIOMEr Malupama MO-
ryhe mpenusHuje JIeTEKTOBATH MOKPETAHEM MOJYJIa JIETEKTOBalba Opoja KOIHja
Haj pparmentnma pedepertnor reaoma. OBa umibenuiia he dutn 3HaYajHA TIPU-
JINKOM JIeTaJbHOT NCTPAaKUBaha CBAKe OJI PETHja JIOIIer Malupama U lhUXOBe Be3e
ca WHCEPTUMa KOjU MMajy BUIIIECTPYKa MeCTa IOpaBHama, MTOo je ciejehn Kopak

y Pa3BOjy MeToje 3a JeTEeKTOBame Bapujalija y Opojy Koluja.

5.3 Iloy3amanocT Mmertome

Y oBOoM mCTpakuBaiby HEje OMJIO MOryhe JUPEKTHO YIOPEIUTU JT00UjeHe pe-
3yJITaTe Ca TAYHUM DPe3yITaTUMa HaJl PEeaJHUM IOoJaIuMa 300T HEJOCTYITHOCTU
OBHX pe3yJiTaTa oJi cTpaHe Jlaboparopuje. Mmak, MOXKeMO MPETIIOCTAaBUTH JIa T10-

Y3JIQHOCT pa3BHUjeHe METOE MPOU3NIA3U U3 CjeAeNuX TUHHEHUTA!

e Moryhuoct npahema uHCepaTa 3aCHHBA Ce Ha UUILEHUIIN JIa jeé CBAKOMeE Of

IbUX JI0JIe/bEH OAPKOJI;
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I'JIABA 5. IIPOBEPA TAYHOCTHU METOJIE

e JemHo3HAUYHOCT DapKoJa je mocienuria ncenama mosekysna JJTHK ma caydajuo

o1adpaHUM MECTHMA.

e Panomepna ammndukalija, Koja ce MOCTHXKE JOBOJbHUM 3aCHNEHEeM pac-
TBOpa TPaHCI03a3e, oMoryhasa JJOBOJbHO J0OPY MOKPUBEHOCT MPUIMKOM Ma-
nuparma, TaKO Jia je Moryhe JeTeKTOBATHU JI0JIaTHE KOIUje T€HOMCKOI MaTe-

pujana;

e 3aj10BOoJbaBajyha MOKPUBEHOCT T'€HOMA, C€ MOCTUXKE PEKOHCTPYKIIMjOM HHCE-
para, 3axBaJbyjyhu KOjOj HHje TOTPEOHO AlIPOKCUMHUPATHA TOKPUBEHOCT CBaKe

oJ1 Da3a Koje pHUNaajy perujama mamehy jBa opaBHATa OYUTABAIHA;

e Ilomro je ammnudukalyja paBHOMEPHa U IIOIMITO je TOKAa3aHO Ja Cy JIyILIN-
KaTH IOCJIeIUIa IIpoIeca aMIinuKalmje, J0Ja31 ce 10 3aK/bydKa Ja je 3a
JIBa TIOpaBHATA MHCEPTa MOryhe jia ce mpekJialiajy Ha MEeCTy IMopaBHAIba Ha

pedepeHTHOM TeHOMY jeJIMHO aKO IMPUIAJIajy Pa3IuIUTHM BapHjalldjama;

N3 naBeieHOT TpOU3MUIA3U HEKOJIUKO 3aKJ/bydaKa O YCJIOBUMA KOje je HEOITXOTHO

UCIIYHUTHU KaKO OM MeTOja Oujia yCIelrHa:

e MeTosa je TPEHYTHO IPUMEHUBA CAMO Ha MOJATKe JJOOUjeHe TICeYI0TapTreTh-

PaHUM CEeKBEHIIMPAamEM M TO caMo jeqaHe hesuje;

e PactBop Tpamcriozaze Mopa Outm 3acuhen Kako OM ce TOCTHUIJIN JIOBOJHHO
KpaTKu U yjeanadenn dpparmenT, ¢ 0o3upoM Ha To 1a je PCR ammnduka-

[I1ja OCeT/hbUBa Ha JIYKHUHY (DparMeHaTa;

C obzupom Ha TO 11a je BehnHa MeKTOBaHUX apXUIegara nMaJja MOKPUBEHOCT Behy
on 70% u uma ciandne ocoduHe Kao U caM pedepeHTHH IeHOM, OuYeKyje ce jia he

MeTOoda onrn ycrenHa 1 IIPpUJINKOM CEKBEHIUPalba IEJIOT I'eHOMa.

60



I'maBa 6

3aKJby4vaK

V nanarmme BpeMe cy Bapujaruje y Opojy KOolrija FeHOMCKUX CEeKBeHIM heJirje
y (OKyCy BeJIMKOT Opoja HayIHHX UCTPAXKUBaAIba, ITIOCEOHO Y KOHTEKCTY MHUKPOO-
KoJIMHe TojenmHavHUX henmja. IlocToje pasmmamre MeTojie CEKBEHIIMPAa jeIHE
henuje n paznuaure MeTOJE JEeTEKTOBabha BapHujaldja y Opojy KOIHja y OKBUPY
jenne henmje. Mehyrum, y ncrpaxkmpamuMma Koja IMPUMELYjy Pa3IndUTe KOM-
ounaruje nmocrojehnmx MeToja CeKBEHIMpama W MeTOJIa JEeTEKTOBaha Bapujallija
y Opojy komuja Huje MoTBpheHo ma je Moryhe Hpenu3Ho JeTEKTOBATU y3aCTOITHE
KOIIHj€e J1eJI0Ba T'€HOMCKEe CEeKBEHIle, HUTH je Moryhe yTBPAUTU TOPEKJIO CBAKE O]
Tux Komuja. Hayununm uz madoparopuje Digenomir cy pasBUIM HOBY METOIY
CEeKBEHIIMpama jeJiHe hesmje - DapKoaupame reHoMa, 3a KOjy ce Bepyje ja he y
CBOM KOHAYHOM OOJIUKY OUTH y CTalby Jia IpeBasuhe Ipyre MeTo/le CEKBEHIIUPAha
jenne henuje n HajlOMeCTH ILUXOBE HejocTaTke. VlHOBaImja oBe MeTOJie je reHe-
pucame jeJIMHCTBEHOr MJIeHTU(MUKaTOpa - 0apKojia, 3axBaJjbyjyhu Kojem je moryhe
PaBHOMEDPHO YMHOXKHUTHU CBAaKU O (hparMeHaTa U y BEJIMKOj MEPU CMABLUTHU T'pe-
IKe IIPUJINKOM CeKBEHIMpama. Kako Ou Ta MeTo/1a OnJta KOMILIETHA U IIOTBPheHa,
HEOITXO/THO je M3BPIIUTH OMOMHMOPMATUYKY aHAJIU3y Pe3y/ITaTa CeKBEHIIUPAha U
Pa3BUTH pavdyHApPCKH MPUCTYI 3a JIETEKTOBaIbe Bapujaruja y opojy xomwmja. Hc-
TpakuBarbe O Pa3BOjy MeTOoJe JeTeKTOBaba Bapujaliija y Opojy Komuja je paheHo
y OKBHUPY Kommanuje Digenomiz.

Bapujanuja y Opojy Kommja je TUI CTPpYKTYpHE Bapujanuje (Bapujanuja y
CTPYKTYPH XPOMO30Ma), IMOCMATPAaH KOJ[ JeJIMHKHM WCTE BPCTE, KOJ KOJUX HEKH
cermentn JITHK mory dutn mymimkaru (Wid TPUNUIMKATH, WM MYJITHILIAKATH).
Bpoj konuja ce MoxKe pas3/IMKOBATU OJI jeJIMHKE 10 jeIUHKE, a MOXKe yKJbYIUBATH

U TeHe WKW BUIlle reHa. HaydHuim cy BpeMeHOM IIOKa3aJju Jia je Bapujaiuja y
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Opojy KoIllMja MPUJIMIHO YecTa I0jaBa, Kao M TO JIa OBE BapHujalldje MOTY 3aXBa-
TUTU (PYHKIIMOHAJHE WU PEryJaTOpPHE I'eHe, ITO YeCTO Pe3y/ITyje pa3/ImIuTUM
doJtecTuMA.

Caznama 0 Bapujammjama y Opojy KOIHUja JONPUHOCE PAIUIUTUM OUOMEH-
OUHCKUM HCTpPazKuBalbHUMa O: HaCTaHKY W IIPEHOCY PETKHX I'€HETCKHX O6OJI)€H:>&
Ha ToTOMCTBO [31], y3poKy paziaumanTux xpomoszoMmaHux nopemehaja [32], ekcrpe-
cuju rena [33| u pasnmkoBamy THIOBa M OATHNOBa Kaurepa [34]. IIpema rowme,
pe3yJITATH pa3BOja METOJIe JeTeKTOBama Bapujalyja y 0Opojy Komuja MpUMeHbUBI
Cy yV Pas3/indIuTUM HayIHUM HCTPazKUBalbUMa 1 ,ZLI/Ija,FHOCTI/I‘-IKI/IM IIOCTYIIIIHUMA.

Kako je cama meroma dapkoguparma IeHOMa jOII YBEK Yy Pa3BOjy, Tako je u
UMIIJIEMEHTAIN]Y pPadyHapCKe MeTO/Ie KOja je MpaTh HEeOIIXOIHO jOIl ycaBpIIaBaTh
y CKJIaJIy ca HOBUM OTKpumhmma. ¥ majbeM pajy Ou OWJIO HEOIXOJHO yCaBPIIUTH
IIPOIEC TPUMOBAIHA OUNTABANbA U UCTPAKUTU KAKO UHJIEIN YTUIY Ha JIETEKTOBAIHE
Bapujarnuja y o0pojy xonwuja. Takobhe, Omyio Ou 3Ha4ajHO UCIIUTATA U yTHUIA] WHCE-
para ca BUIIECTPYKUM MeCTHMa MallMparha Ha JIETEKTOBAaIbe Bapujaluja y Opojy

KOIIHja.
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