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Predgovor

Nasledna osnova svakog zivog bi¢a odredena je njegovim genomom. On sadrzi
kompletan skup naslednih informacija nekog organizma. Kod prokariota genom
se sastoji od jednog ili nekoliko kruznih molekula DNK, koji se ¢esto oznacavaju
kao hromozomska DNK. Pored hromozomske DNK, prokarioti ¢esto nose jedan
ili viSe manjih linearnih ili kruznih molekula DNK, oznacenih kao plazmidi. Oni
su prisutni u vecem broju kopija i nose gene koji u datim uslovima uticu na
prezivljavanje.

U okviru Instituta za molekularnu genetiku i geneticko inZenjerstvo
Univerziteta u Beogradu uspeSno je sekvenciran celokupan genom bakterije
Lactobacillus paracasei subsp. paracasei BGSJ2-8 izolovane iz tradicionalnog
domaceg srpskog sira. U ovom radu je prikazan algoritam za asembliranje
genoma navedene bakterije na osnovu skupa kontiga dobijenih procesom
sekvenciranja. Algoritam je zasnovan na sli¢nosti bakterija iz roda Lactobacillus.
Spajanje pojedinacnih kontiga je vrSeno razli¢itim tehnikama i alatima koji su
kao ulaz koristili podatke dobijene blastovanjem celokupnog skupa kontiga.
Izlozeni su rezultati koji predstavljaju potencijalne superkontige na osnovu kojih
eksperimentalnim metodama u potpunosti moze da se sklopi genom pomenute
bakterije.

Svi materijali i dobijeni rezultati se nalaze na kompakt disku koji je sastavni
deo ovog rada.

Zahvalnica

Zelim da se zahvalim brojnim ljudima koji su mi pomogli i omoguéili da
zavrsim ovaj master rad. Pre svega se zahvaljujem svom mentoru, dr Nenadu
Miti¢u, profesoru Matematickog fakulteta Univerziteta u Beogradu, bez (Cije
svesrdne pomodi i vremena koje je nesebi¢no delio sa mnom ovaj rad ne bi izgledao
ovako. Zahvalnost dugujem i dr Milosu Beljanskom, viSem nau¢nom saradniku
Instituta za opStu i fizicku hemiju u Beogradu, cije su mi kritiCke primedbe
pomogle da sistemati¢nije pridem ovoj materiji. Zelim da izrazim i duboku
zahvalnost dr Natasi Goli¢, dr Jeleni Begovi¢ i dr Branku Jov¢i¢u, saradnicima
sa Instituta za molekularnu genetiku i geneticko inZenjerstvo Univerziteta u
Beogradu na nizu korisnih saveta, stru¢nih smernica i iskrenih ohrabrenja tokom
pisanja ovog rada.






Glava 1
Uvod

1.1 Sta je bioinformatika?

Tokom poslednjih nekoliko godina, veliki napredak u nauci i tehnologiji je
omogucio uporednu analizu kompletnih genoma. Istrazivanja koja zahtevaju
analizu, skladistenje i obradu velikih koli¢ina podataka nisu bila moguca bez
upotrebe racunara, Sto je dovelo do stvaranja nove naucne discipline koju
nazivamo bioinformatika. U najSirem smislu, bioinformatika predstavlja svaku
primenu racunarskih nauka u biologiji. To je oblast koja spaja ispitivanje strukture
i funkcije bioloskih informacija sa teorijskim i prakti¢cnim znanjima matematike i
racunarstva. Bioinformatika se definise i kao primena informacionih tehnologija
u analizi i obradi bioloskih podataka.

Jedan od ciljeva bioinformatike je prevodenje velikog broja podataka o
sekvenci u bioloski znacajne informacije, kao i razumevanje strukturnih,
funkcionalnih i evolucionih podataka kodiranih u bioloske sekvence. Problemi
koje bioinformatika resava uglavnom poticu iz genetike, ali ima problema i iz
medicine i farmakologije (npr. predvidanje mutacije virusa u cilju pronalazenja
lekova za odredene bolesti), kao i iz drugih oblasti.

1.2 Osnovni bioloski pojmovi

U ovom poglavlju su definisani osnovni bioloski pojmovi neophodni za
razumevanje problema koji se razmatra u radu. Od velikog broja molekula koji
su zastupljeni u zivim sistemima, za potrebe ovog rada su od posebnog znacaja
nukleinske kiseline, bioloski makromolekuli koji predstavljaju nosioce naslednih
informacija.

1.2.1 Hemijski sastav i grada nukleinskih kiselina

Nukelinske kiseline je prvi put izolovao Fridrih MiSer 1871. godine!'®l. Naziv
su dobile prema jedru (lat. nucleus) u kome su najvise zastupljene, mada ih ima i
u citoplazmi. Njihova uloga u prenosenju naslednih informacija otkrivena je 1928.
godine. U prirodi postoje dve vrste nukleinskih kiselina:
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e dezoksiribonukleinska kiselina (DNK) i
e ribonukleinska kiselina (RNK).

Ovi makromolekuli su zastupljeni u svim vrstama organizama i veoma su
znacajni za odrzavanje zivota i evoluciju zivog sveta.

Primarna struktura

Nukleinske kiseline su linearni polimerni makromolekuli ¢ija je osnovna
monomerna jedinica grade nukleotid. Svaki nukleotid se sastoji od jednog
molekula heterociklicne organske azotne baze, jednog molekula Se¢era pentoze
u obliku furanoze, i jednog molekula fosforne kiseline. Nukleinske kiseline
sadrze dva tipa azotnih baza: purinske i pirimidinske. Purinske baze (purini)
koje ulaze u sastav nukleinskih kiselina su adenin (A) i guanin (G), a pirimidinske
(pirimidini) timin (T), citozin (C) i uracil (U). U sastavu DNK mogu da se nadu
adenin, guanin, timin i citozin, a u sastavu RNK adenin, guanin, uracil i citozin.
Pentoza koja ulazi u sastav DNK je 2’-dezoksiriboza, dok se u RNK nalazi riboza.

Nukleotidi su medusobno povezani fosfodiestarskim vezama izmedu Cs
pentoze jednog nukleotida i C's; pentoze narednog nukleotida u nizu. Okosnicu
(ki¢mu) molekula nukleinskih kiselina ¢ine pentoze i fosfatne grupe. Na jednom
kraju molekula ostaje slobodna C'3 hidroksilna grupa i taj kraj se naziva 3’ kraj,
a na drugom C5 fosfatna grupa i taj kraj se naziva 5’ kraj molekula. Vrsta i
redosled nukleotida DNK predstavljaju njenu primarnu strukturu i oznaceni su
pocetnim slovima njihovih imena.

Thymine
Adenine

Senc ,ﬁ ;
J}}?ftf{mz ;_;Cg}iu
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Slika 1.1: Hemijska struktura DNK-a
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Sekundarna struktura

Sekundarnu strukturu DNK uspeli su da odgonetnu DZejms Votson i Frensis
Krik 1953. godine. Osnovu te strukture ¢ini dvolancana zavojnica (slika 1.2).
Dva polinukleotidna lanca koja ¢ine ovu zavojnicu su antiparalelna, Sto znaci da
se naspram 5’ kraja jednog lanca nalazi 3’ kraj drugog, i obrnuto. Adenin jednog
lanca je uvek u paru sa timinom naspramnog lanca, dok je guanin uvek u paru sa
citozinom. Vazi i obrnuto. Fosfatne grupe su okrenute prema spoljasnjoj strani i
zajedno sa pentozama Cine skelet zavojnice.

Slika 1.2: Sekundarna struktura DNK-a

Nedugo nakon otkri¢a sekundarne strukture DNK postavljena je centralna
dogma (slika 1.3) po kojoj se informacije sa DNK u procesu transkripcije
(prepisivanja) prenose na RNK. Dalje se u procesu biosinteze proteina, tj.
translacije (prevodenja), redosled nukleotida prevodi u redosled aminokiselina
tako Sto svaka tri nukleotida (tripleti) kodiraju jednu aminokiselinu. Najkrace
receno, DNK upravlja sintezom RNK, a RNK sintezom proteina.

DNA

H

B general
(_RNA .
l B special

protein

Slika 1.3: Centralna dogma molekularne biologije
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Bioloske informacije se ¢uvaju u DNK niski, ¢iji su pojedini delovi (podniske)
oznaceni kao geni koji nose Sifre za proteine.

1.2.2 Genigenom

Gen kao faktor koji ne menja svoje karakteristike pri prenoSenju kroz
generacije definisao je Gregor Mendel 1865. godine. Pojam gena je 1909. godine
uveo danski botani¢ar Vilhelm Johansen!'¥. Sa aspekta molekularne biologije,
gen je segment molekula DNK koji sadrzi instrukcije za sintezu proteina ili RNK.
Gen moze da se posmatra i kao redosled nukleotida u molekulu DNK koji odreduje
hemijsku strukturu specificnog polipeptida ili molekula RNK.

Nasledna osnova svakog zivog bi¢a definisana je njegovim genomom. On
se sastoji od duge sekvence nukleinskih kiselina koja obezbeduje informaciju
neophodnu da se organizam izgradi i funkcioniSe. Termin informacija se
koristi jer genom sam po sebi nema aktivhu ulogu u izgradnji i funkcionisanju
organizma, ve¢ redosled nukleotida u molekulima DNK odreduje nasledne
osobine. Redosled nukleotida u molekulima DNK se koristi za stvaranje RNK
i proteina na odgovaraju¢em mestu i u odgovarajuce vreme. Nastali proteini
ucestvuju u izgradnji organizma ili u metabolickim reakcijama neophodnim za
Zivot.

Genom sadrzi kompletan skup naslednih informacija nekog organizmal'l.
Genom se, fizicki posmatrano, sastoji od jednog ili vise molekula DNK.
Funkcionalno posmatrano, genom se sastoji iz gena koji nose zapis za razlicite
proteine i molekule RNK. Broj gena u genomima razli¢itih organizama se veoma
razlikuje. Tako, genom bakterije mikroplazme sadrzi manje od 500 gena, dok
ljudski genom sadrzi izmedu 30.000 i 40.000 gena. Krajnja definicija genoma
podrazumeva odredivanje redosleda nukleotida u svim molekulima DNK iz kojih
se sastoji. Genomi bakterija sadrze i do nekoliko miliona nukleotida.

Fizicka organizacija genoma

Prema sloZenosti grade celije svi Celijski organizmi se dele na prokariote i
eukariote. Prokariotama pripadaju bakterije i arhee, dok su eukariote svi ostali
jednocelijski i viSecelijski organizmi. Prokariotske celije su male i jednostavne
grade, opkoljene celijskim zidom i membranom, a nemaju jedro niti Celijske
organele, osim ribozoma.

Fizicka organizacija genoma prokariota i eukariota se bitno razlikuje. Kod
najveceg broja prokariota genom je predstavljen sa jednim ili nekoliko molekula
DNK, koji su najce$¢e kruzni, ali mogu biti i linearni. Takvi molekuli DNK se
¢esto oznacavaju kao hromozomska DNK. Pored hromozomske DNK, prokarioti
cesto nose jedan ili viSe malih kruznih ili linearnih molekula DNK, oznacenih kao
plazmidi. Plazmidi se javljaju u ve¢em broju kopija i nose gene koji u odredenim
uslovima mogu da budu korisni za prezivljavanje. S obzirom da nisu esencijalni
za rast prokariota, njihov genom se obi¢no definiSe samo hromozomskom DNK,
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dok se na plazmide gleda kao na pomo¢ne komponente genoma. Red veli¢ine
plazmida je do stotinu hiljada nukleotida. U ovom radu su izdvojene i kontige
koje ulaze u sastav plazmida bakterije Lactobacillus paracasei subsp. paracasei
BGSJ2-8.

Slika 1.4: Fizicka organizacija genoma prokariota

1.3 Sekvenciranje genoma

Sekvenciranje genoma predstavlja viSe razli¢itih metoda za utvrdivanje
redosleda nukleotida u molekulu DNK. 1977. godine je kompletno sekvenciran
prvi genom, genom bakteriofaga ¢X174. Njegova veli¢ina je 5.368 nukleotida.
Automatizovano DNK sekvenciranje je omogucilo analiticke i uporedne studije
genoma, dozvoljavaju¢i nau¢nicima njihovo celokupno desifrovanje. Iako veli¢ina
genoma varira od nekoliko miliona nukleotida kod bakterija, pa do nekoliko
milijardi nukleotida kod ljudi i ve¢ine biljaka i zivotinja, hemijske reakcije koje
naucnici koriste za desifrovanje DNK baznih parova precizne su za samo oko 600
do 700 nukleotida u isto vremel?. Ovo predstavlja znatajno ograni¢enje s obzirom
da cak i najjednostavniji virusi sadrze desetine hiljada baznih parova, bakterije
milione, a genomi sisara milijarde baznih parova.

Proces sekvenciranja zapocinje fizickom podelom DNK na milione slucajnih
delova, Ciji se krajevi zatim c¢itaju DNK masSinom za sekvenciranje. Nakon
toga, racunarski program (poznatiji kao asembler) spaja preklapajuca citanja i
rekonstruiSe originalnu sekvencu. Ovu opstu tehniku, koja je nazvana shotgun
sequencing, prvi je definisao Fred Sanger 1982. godine.

Kao i delovi slagalice, DNK ¢itanja koje shotgun sekvenciranje proizvodi
moraju da se sklope u celokupan genom. Medutim, ovaj naizgled jednostavan
proces sadrzi niz tehniCkih izazova. Tu se pre svega misli na greske u podacima,
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Original DNA C

fragments —_—

Slika 1.5: Podela originalne DNK na skup fragmenata
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Slika 1.6: Sekvenciranje krajeva fragmenata

contig 1 contig 2

Consensus [

fragments e

AAAACTCGCCTGCTTATCAACCGATCCCCCGCTACCTTCTACAGCCATCATTT
AAAACTCGCCTGCTTATCAACCGATCCCCCGCTACCTTCTACAGCCATCATTT
AAAACTCOCCTGUTTATCAACCGATCCCCCGUTACCTTCTACAGCCATCATTT

Slika 1.7: Asembliranje preklapajucih ¢itanja na osnovu sli¢nosti sekvenci

pri ¢emu su neke od njih nastale zbog ogranicenja tehnologije sekvenciranja,
a neke ljudskom gre$kom tokom laboratorijskog rada. Cak i kada ne bi bilo
greSaka, DNK sekvence imaju neke karakteristike poput ponavljaju¢ih delova koji
komplikuju proces asembliranja. Ljudski genom, na primer, sadrzi ponavljanja
koja se javljaju u vise od 100.000 kopija. Citanja koja pripadaju ponavljajué¢im
sekvencama se tesko pozicioniraju na korektan nacin. Sve to dovodi do velikih
poteskoca prilikom asembliranja pojedinih genoma i rezultuje prazninama u
njihovoj pokrivenosti.

Resavanje ovih problema zahteva dodatnu zavrsnu fazu u celokupnom
procesu, koja ukljucuje brojne intervencije od strane ljudi, ali je taj zavrSetak jako
skup i zahteva specijalizovane laboratorijske tehnike i visoko obuteno osoblje.
Programi za asembliranje mogu drasticno da smanje troskove koriste¢i dodatne
informacije dobijene u zavrsnoj fazi, ali ve¢ina danasnjih asemblera ne uzima u
obzir ove informacije i generiSe genom na osnovu pocetnih shotgun citanja.
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1.3.1 Asembliranje genoma

U zavisnosti od tehnologije koju koriste, postoje¢e masSine za sekvenciranje
odjednom mogu da proizvedu samo kratke sekvence na krajevima Citanja cCije su
duzine izmedu 50 i 500 nukleotida. Da bi se sklopio celokupan genom, kratke
sekvence se spajaju u duze nakon uklanjanja preklapaju¢ih delova. Ovi duzi,
spojeni fragmenti se nazivaju kontige! i obi¢no su duZzina izmedu 5.000 i 10.000
baznih paroval®. Jedan deo preklapaju¢ih kontiga se dalje spaja u superkontige,
koje se na kraju povezuju i grade mapu celokupnog genoma. Istrazivanja razlicitih
algoritama za asembliranje su od vitalnog znacaja za bioinformatiku.

1.3.2 Sekvenciranje genoma Lactobacillus paracasei subsp.
paracasei BGSJ2-8

Institut za molekularnu genetiku i geneticko inzenjerstvo Univerziteta u
Beogradu uspesno je sekvencirao genom Lactobacillus paracasei subsp. paracasei
BGSJ2-82 koji je izolovan iz tradicionalnog domaceg srpskog sira. U tu svrhu
je koris¢en metod skeniranja oba kraja (eng. pair-end sequencing) sa duzinom
sekvenciranih krajeva ¢itanja od 76 nukleotida. Na taj nacin je skenirano
26.576.780 parova krajeva Citanja. Prose¢na duzina dobijenih kontiga je 14.994
nukleotida.
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Slika 1.8: Broj kontiga prema njihovoj veli¢ini

U nastavku je prikazan algoritam za anotaciju genoma pomenute bakterije na

'Kontiga predstavlja neprekidni skup preklapaju¢ih DNK sekvenci.
2Lactobacillus paracasei subsp.  paracasei BGSJ2-8 pripada diviziji Firmicutes, porodici
Lactobacillaceae, rodu Lactobacillus i vrsti Lactobacillus paracasei.
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osnovu skupa od 207 kontiga dobijenih procesom sekvenciranja. Algoritam je
zasnovan na slicnosti bakterije Lactobacillus paracasei subsp. paracasei BGSJ2-8 sa
drugim bakterijama iz roda Lactobacillus. Izlozeni su i rezultati koji predstavljaju
potencijalne superkontige, a na osnovu kojih eksperimentalnim metodama moze
da se u potpunosti sklopi genom pomenute bakterije.

Slika 1.9: Lactobacillus paracasei subsp. paracasei

Nukleotidna sekvenca plazmida pSJ2-8 izolovanog iz soja Lactobacillus
paracasei subsp. paracasei BGSJ2-8 moze da se vidi u EMBL GenBank pod brojem
FM246455.

Xbal 10465

Fspl 10008

e tnplS30
Xbal 8880 P

EcoRI 7957
EcoRI 7800

Miul 7074

Slika 1.10: Restrikciona mapa plazmida pSJ2-8 izolovanog iz soja Lactobacillus
paracasei subsp. paracasei BGSJ2-8
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Postojece metode za asembliranje
genoma

Programi za asembliranje genoma kao ulaz koriste redosled i prirodu (A, T, G,
C) svakog nukleotida u ¢itanju. Ovi programi pridruZzuju meru kvaliteta svakom
nukleotidu na svakoj poziciji svakog ¢itanja. Oni ukljuCuju i sistem za upravljanje
podacima, kao i alate za vizuelni prikaz i interaktivno uredivanje. Zbog njihove
slozenosti, vec¢ina softverskih paketa za asembliranje genoma nije dostupna na
web serverima, vec je neophodna instalacija na lokalnim (dosta jakim) masinama.

Najcesce koris¢eni softverski paketi predstavljeni su slede¢im dvema tabelama.

Staden Package http://staden.sourceforge.net/
CAP3 Sequence Assembly Program | http://seq.cs.iastate.edu/
Phred, Phrap, Consed http://www.phrap.org/

TIGR Assembler http://www.tigr.org/software/

Tabela 2.1: Slobodni softverski paketi.

Sequencher http://www.genecodes.com/
CLC Main Workbench | http://www.clcbio.com/

Tabela 2.2: Komercijalni softverski paketi.

Za asembliranje genoma je potreban program koji je u stanju da prepozna
znacajna preklapanja izmedu delova i izvrsi njihovo asembliranje u pojedinacne
sekvence, tj. kontige. U slede¢em odeljku su detaljnije opisani programi za
asembliranje genoma.

2.1 Staden Package

Staden Package je skup alata otvorenog koda za asembliranje i analizu DNK
sekvenci. Razvijan je u Laboratoriji za molekularnu biologiju Univerziteta u
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KembridZu od 1977. godine. Program je bio dostupan bez naknade studentima
Sirom sveta do 2003. godine, kada su novcana sredstva za dalji razvoj ukinuta.
Od tada je Staden Package otvorenog koda.

Staden Package se sastoji od velikog broja razlicitih alata. Glavni delovi su:

e pregap4 - obezbeduje graficki korisnicki interfejs u kome se vrsi priprema
podataka za analizu ili asembliranje

e trev - brz i fleksibilan pregledac i uredivac ABI, ALF, SCF i ZTR trace datoteka

e gap4 - obavlja asembliranje sekvenci, pozicioniranje i spajanje kontiga,
proveru korektnosti spajanja, pretragu ponavljajucih regiona...

e spin - vrsi analizu nukleotida sekvence u cilju pronalazenja gena i motiva.
Moze da obavlja translacije, pronalazi otvorene okvire ¢itanja, kodone itd.
Vecina rezultata je prikazana graficki. Ovaj program vrsi i poredenje parova
sekvenci.

Program je dostupan na adresi: http://staden.sourceforge.net/.

2.2 CAP3

CAP3 je jedan od najcesce koris¢enih programa za asembliranje genoma zbog
svoje jednostavnosti i efikasnih algoritama za pronalazenje znacajnih preklapanja
izmedu fragmenata. Dostupan je za akademsku upotrebu bez naknade. Ulaz
u program je skup sekvenci u FASTA formatu. Svaka pojedina¢na sekvenca
mora da ima svoje zaglavlje. Osnovni koraci algoritma za asembliranje koji je
implementiran u CAP3 su prikazani na narednom dijagramu.

Uklanjanje losih
krajeva regiona citanja

Y

Izracunavanje preklapanja
izmedu citanja

Y

Uklanjanje losih preklapanja

Y

Konstrukcija kontiga

Y

Konstrukcija konsenzus sekvenci
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Program je dostupan na adresi: http://pbil.univ-lyonl.fr/cap3.php/.

2.3 Phrap

Phrap je UNIX program za asembliranje DNK sekvenci. Deo je
Phred-Phrap-Consed paketa. Razvio ga je Fil Grin u cilju asembliranja
hibridnih plazmida dobijenih sekvenciranjem ljudskog genoma. Program se
Sirom sveta koristi za razli¢ite projekte asembliranja sekvenci, izmedu ostalog i
bakterijskih genoma.

Kao ulaz Phred uzima base-call datoteke i poravnava pojedina¢ne fragmente
koriste¢i Smit-Votermanov algoritam. Prilikom poravnavanja delova Kkoriste
se informacije o kvalitetu baza. Nakon pronalazenja sli¢nosti izmedu sekvenci,
program vrsi asembliranje otklanjajuci preklapajuce regione. 1zlaz iz programa su
kontige dobijene spajanjem svih preklapajudih Citanja.

Program je dostupan na adresi: http://www.phrap.org/.

2.4 TIGR Assembler

projekata shotgun sekvenciranja. Program resava nekoliko glavnih problema u
asembliranju takvih projekata:

¢ veliki proj poredenja baznih parova
e prisustvo ponavljaju¢ih regiona i

e greske u sekvenciranju.

Pocetno poredenje fragmenata zasnovano na oligonucleotide content eliminiSe
potrebu za detaljnijim poredenjem vecéine baznih parova fragmenata, Sto
znaCajno smanjuje racunarsko vreme pretrage. Potencijalni ponavljajudi
regioni se prepoznaju utvrdivanjem mogucih preklapanja fragmenata. Problem
ponavljaju¢ih regiona se reSava postavljanjem jacih kriterijuma i njihovim
asembliranjem na kraju procesa, kako bi se maksimalno iskoristile informacije iz
neponavljajucih regiona.

Program je dostupan na adresi: http://www.jcvi.org/cms/research/software/.
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2.5 Nedostaci postojec¢ih metoda

Proces asembliranja genoma sadrzi niz tehnickih izazova. Glavni problemi koji
se javljaju su:

e greske u podacima
e ponavljajuce sekvence i

e nedostatak racunarskih resursa.

Cak i kada ne bi bilo gre$aka nastalih zbog ograni¢enja tehnologije
sekvenciranja ili ljudskih propusta tokom laboratorijskog rada, DNK sekvence
imaju neke karakteristike poput ponavljaju¢ih delova koje komplikuju proces
asembliranja. Takve sekvence se tesSko pozicioniraju na korektan nacin. ReSavanje
ovih problema zahteva dodatnu zavr$nu fazu koja je dosta skupa i zahteva ljudsku
intervenciju, specijalizovane laboratorijske tehnike i visoko obuceno osoblje.
Vec¢ina danasnjih programa za asembliranje sklapa genom na osnovu pocetnih
shotgun Citanja, ¢ime se ne resavaju navedeni problemi.

Najvedéi deo testiranih postojec¢ih softverskih reSenja nije mogao da obradi
celokupan skup kontiga na dostupnim racunarima zbog nerealnih zahteva za
racunarskim resursima. Staden Package je jedini program koji je dao izlaz, ali je
pokazano da dobijeni rezultati nisu dobri i da ne mogu da budu iskoris¢eni. To
je dovelo do potrebe za razvojem algoritma asembliranja zasnovanog na sli¢nosti
bakterija iz roda Lactobacillus. Algoritam je razvijan na osnovu instrukcija
dobijenih od saradnika sa Instituta za molekularnu genetiku i geneticko
inzenjerstvo Univerziteta u Beogradu.
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Algoritam asembliranja zasnovan na
slicnosti bakterija iz roda
Lactobacillus

Kako gotova softverska reSenja nisu dala zadovoljavajuce rezultate, za potrebe
ovog rada konstruisan je algoritam za asembliranje genoma na osnovu skupa
kontiga zasnovan na slicnosti bakterije Lactobacillus paracasei subsp. paracasei
BGSJ2-8 sa drugim bakterijama iz roda Lactobacillus. Sve kontige su propustene
kroz BLAST program u cilju pronalazenja sli¢nosti pojedina¢nih kontiga sa DNK
sekvencama odgovarajuc¢ih organizama u NCBI nukleotidnoj bazi podataka. Na
taj nacin je dobijen moguéi redosled kontiga u genomu bakterije Lactobacillus
paracasei subsp. paracasei BGSJ2-8.

U ovoj glavi su detaljno opisani pojedinacni koraci algoritma razvijenog od
strane autora. Struktura algoritma je prikazana slede¢im dijagramom.

Priprema podataka

!

Filtriranje podataka

!

Spajanje kontiga

!

Konstrukcija stabla pretrage

!

Analiza rezultata
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3.1 Priprema podataka

Skup od 207 kontiga bakterije Lactobacillus paracasei subsp. paracasei BGSJ2-8
predstavlja ulazni skup podataka razvijenog algoritma. Svaka od kontiga prolazi
kroz procese blastovanja i GC analize!, kako bi se pronasle njihove sli¢nosti
sa DNK sekvencama bakterija iz roda Lactobacillus i moguce pozicije u genomu.
Izdvojene informacije se cuvaju u relacionoj bazi podataka i koriste u daljim
koracima algoritma.

3.1.1 Blastovanje kontiga
Bioinformatic¢ki centar NCBI

Najpoznatije javno dostupne baze podataka sekvenci DNK i proteina
osnovane su i odrzavane u bioinformatickim centrima kao Sto su EBI (eng.
European Bioinformatics Institute), NCBI (eng. National Center for Biotechnology
Information) i GenomeNet. U ovom radu su koriS¢eni programi i podaci iz
NCBI baze. NCBI je osnovan 1988. godine. Misija centra jeste razvoj novih
informacionih tehnologija za razumevanje osnovnih molekularnih i genetickih
procesa koji kontroliSu zdravlje ili razvoj bolesti. NCBI odrzava automatizovane
sisteme za Cuvanje i analizu podataka o molekularnoj biologiji, biohemiji i
genetici. Pored toga, centar istrazuje napredne metode za obradu informacija
putem racunara kako bi se analizirala struktura i funkcija bioloski znacajnih
molekula.

Na internet stranicama NCBI centra se nalaze racunarski programi i baze
podataka vezane za oblast bioinformatike. Najznacajnija od tih baza podataka
je GenBank, koja sadrzi sekvence dobijene razmenom podataka sa drugim
medunarodnim bazama podataka (EMBL i DDBJ), kao i od strane pojedina¢nih
laboratorija. Programski alati koje korisnik moze da pronade na stranicama centra
su:

BLAST, program za trazenje poklapanja izmedu DNK ili proteinskih sekvenci

ORF Finder, program za nalazenje otvorenih okvira ¢itanja

Electronic PCR, program za identifikovanje sequence tagged sites (STSs)
unutar DNK sekvenci i

Sequin i BanklIt, programi za skladiStenje sekvenci u baze podataka.

Bioinformaticki program BLAST

Poredenjem nove, nepoznate sekvence, dobijene sekvenciranjem genoma, sa
anotiranim sekvencama moguce je da se predvidi njena bioloska struktura, a
samim tim i funkcija. Kako je rastao broj dostupnih sekvenci DNK i proteina, raslo

!Ako je kontiga mala, onda ne prolazi kroz proces GC analize zbog nemoguénosti podele
sekvence na prozore odgovarajucih veli¢ina.
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je i interesovanje za razvoj racunarskih programa za analizu istih. U pocetku su
koriS¢ene metode grube sile koje nisu mogle da odrede sli¢cnost izmedu sekvenci
koje sadrze delove koji se ne poklapaju. Takode je bilo onemoguceno pronalazenje
poravnanja sekvenci koje nisu dovoljno slicne ili su vrlo dugacke. Zbog toga su
razvijane alternativne, brze metode koje upotrebljavaju drugacije algoritme.

BLAST (eng. Basic Local Alignment Search Tool) je racunarski program koji
se danas najcCeSce koristi za pronalazenje slicnih sekvenci. Nepoznatu sekvencu
BLAST pokusava da poravna sa svakom sekvencom koja se nalazi u bazi podataka
sekvenci DNK ili proteina. On trazi delove sekvenci koji pokazuju najveéi stepen
slicnosti. Izlaz iz programa su one sekvence koje sadrze deo DNK (ili proteina)
dovoljno slican (u smislu statisticke znacajnosti) ulaznoj sekvenci. NajceSce
koriS¢ene verzije racunarskog programa BLAST su blastn (namenjen poravnanju
DNK sekvenci) i blastp (namenjen poravnanju sekvenci proteina). Za potrebe
ovog rada korisc¢en je program blastn.

Uz pomo¢ navedenog programa je izvrSeno poredenje svih 207 kontiga
sa DNK sekvencama u nukleotidnoj bazi podataka na NCBI serveru
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov). Blastovani su krajevi svake kontige, pri
cemu je kao reprezentativan uzorak uzimano po 1000 nukleotida sa oba kraja.
Ako je duzina kontige manja od 2000 nukleotida, onda je vrSeno blastovanje
cele kontige. Rezultat ovog procesa je slicnost kontiga sa drugim organizmima.
Medutim, ako blastovanje nije dalo rezultate za pocetak ili kraj kontige, onda je
uzorak prosiren na oko 1000 nukleotida nakon ili pre prvobitnog uzorka.

Color key for alignment scores

<40 40-50 B0-200 *=200
1 e I D e T T
| | | | | |
1 200 400 &00 Z00 1000

Slika 3.1: Rezultat blastovanja prvih 1.000 nukleotida kontige 125

Horizontalna osa (1-1000) na slici 3.1 odgovara unetoj sekvenci. Crvena boja
ukazuje na vrlo dobar kvalitet poklapanja sa odgovaraju¢im organizmima.
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Description Max score Total score Query coverage

_ Evalue

Max ident

Lactobacillus casei BD-1I, complete genome
Lactobacillus casei LC2W, complete genome 1873
Lactobacillus casei BL23 complete genome, strain BL23
Lactobacillus casei str. Zhang, complete genome
Lactobacillus casei ATCC 334, complete genome

8553
6553
6553
7226
6198

100% 0.0
100% 0.0
100% 0.0
100% 0.0
100% 0.0

1873

1873
1823
39

vl

99%
99%
99%
99%
100%

Slika 3.2: Lista poklapanja kontige 125 i DNK sekvenci odgovarajuc¢ih organizama

Prva kolona na slici 3.2 prikazuje organizme koji pokazuju sli¢nosti sa prvih
1000 nukleotida kontige 125. Preostale kolone opisuju kvalitet poklapanja.

Score =

1873 bits (1014),
Identities = 1018/1020 (99%), Gaps =

Expect = 0.0

0/1020 (0%)

Strand=Flus/Flus

Query
Sbict
Query
Sbict
Query

Sbict

1

2925817

EELEDEEEEECEREEEEELEDREE ERELEREEEEELEREE EEEEELEE . F ECEREEEEE]
CGCTGATGTTGT TAGGCEACT TCGRAGACCGCGEECT TTGCGEGCTCGCAGCGCCGICRCR

GOGTTCCAGCCCCAGCTGECOGGEAGRTIGCGEAGT TIGGCACGECARGRRRAGTTTTAGCC
FEFREFEREEEEEEEEEVEEEEEEEEEEREEEEVEEEEEREEEEEEEREEFEEEERE EE
GOGTTCCAGCCCCAGCTGECCGGEAGRT TGCGEAGT TTGGCACGECARGRRRAGTTTTAGCC

TAGCRAICTTICCTGCGATTATICARRATITAGIGRATCACRAGTCCGATGIGAGRATTIAIG
PELEDEEFEELELEEFEELEDEEFEELELEEFEELEDE EREEREDEEEEELELEEEEE]
TAGCATCTTCCTGCGATTATICARRRTTTAGTGRATCRCRAGTCCGATGTGAGRARTTAIG

&0
2925874
120
29255934
180

2925994

Slika 3.3: Poklapanje kontige 125 i DNK sekvence odgovaraju¢eg organizma iz
roda Lactobacillus

Lista poklapanja, kao i detalji o svakom poravnanju izdvojeni su iz izvornih
HTML datoteka pomoc¢u programa? napisanog u programskom jeziku JAVA i
iskoriSceni za formiranje tabele u relacionoj bazi podataka, c¢ija je struktura
prikazana u sledecoj tabeli:

Key Mame Data kype Length Mullable
@;ﬁ KOMNTIGA CHARACTER 11 Mo
@5 POC_KRAJ CHARACTER 1 Mo
GE GEMNOM VARCHAR 15 Mo
DORGANIZAM VARCHAR 1000 Yes
UPAREMA_STRUKTURA VARCHAR 1000 Yes
SKOR REAL 4 Yes
DOCEKIVAND DOUBLE [ Yes
PROCEMAT SMALLIMT 2 Yes
PRAZMIMNA SMALLIMT 2 Yes
LAMALC VARCHAR 10 Yes
E‘;ﬁ POCETAK_LPAREMNDG SMALLIMT 2 Mo
KRAJ_UPAREMNOG SMALLIMT 2 Yes
@;ﬁ POCETAK_L_GEMNOMLU INTEGER 4 Mo
E‘;ﬁ KRAJ_U_GEMOMU INTEGER 4 Mo

Slika 3.4: Struktura tabele BLAST REZULTATI u relacionoj bazi podataka

2Izvorni kod programa se nalazi na kompakt disku (CD-R) koji prati ovaj rad.
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Tabela pored informacija o poklapanju kontiga i DNK sekvenci sli¢nih
organizama sadrzi i detalje o kraju kontige koji je blastovan i genu koji sadrzi.

Proces blastovanja svih kontiga je ponovljen nedugo nakon prve iteracije.
Razlog je pojavljivanje dve nove bakterije koje su pokazale visok stepen poklapanja
sa bakterijom Lactobacillus paracasei subsp. paracasei BGSJ2-8, a koje se nisu
nalazile u nukleotidnoj bazi podataka u trenutku kada je blastovanje vr$eno prvi
put. Nakon prvog punjenja relacione baze podataka, tabela BLAST REZULTATI je
sadrzala 7.154 sloga, a nakon drugog 9.173 sloga.

Pokazano je i da pored kontiga koje pokazuju sli¢nosti sa drugim organizmima
postoje i one koje ili nemaju poklapanja sa drugim organizmima, ili ta poklapanja
nisu interesantna za ovaj rad. Korektno pozicioniranje takvih kontiga u genomu je
znatno otezano i zahteva neke druge metode eksperimentalnog tipa.

3.1.2 GC analiza

GC analiza predstavlja metodu kumulativnih dijagrama koja pokazuje da
se sastav nukleotida genoma menja u dve tacke razdvojene okvirno polovinom
njegove duzine. Ove tacke se poklapaju sa mestima pocetka i kraja replikacije
DNK, odnosno origin-a i terminus-a za sve bakterije u kojima takva mesta postoje.

7
Replication
fork

Replication
fork

\\Tcrmu s

@ Criginal DMNA Strand 1
@ Criginal DMA Strand 2
Mena DML,

Slika 3.5: Pocetak i kraj replikacije DNK kod kruznog bakterijskog hromozoma

Cinjenica da vode¢i lanac sadrzi vise guanina od citozina se koristi za
predvidanje lokacija origin-a i terminus-a u drugim bakterijskim genomima,
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pa moze da se iskoristi i za priblizno odredivanje pozicija kontiga u genomu
analizirane bakterije. U tu svrhu je koriS¢ena mera sumiranja % u susednim
prozorima celokupnih genoma bakterija iz roda Lactobacillus. Ona dostiZe svoj
maksimum u terminus-u, a minimum u origin-u. Kako bi grafici dobijeni uz
pomo¢ ove mere bili ilustrativni, potrebno je da se vodi racuna o veli¢ini prozora.

Zbog toga je ispitivanje vrSeno na prozorima razlicitih veli¢ina.

Primenom GC analize na skup kontiga bakterije Lactobacillus paracasei subsp.
paracasei BGSJ2-8 ispitano je u kojoj polovini genoma se nalaze pojedinacne
kontige, Sto je znacajno olaksalo proces asembliranja celokupnog genoma. Te
informacije su unete u relacionu bazu podataka i imaju vaznu ulogu u daljim
koracima algoritma.

Na GC kumulativhom dijagramu genoma bakterije Lactobacillus casei LC2W
prikazanom na slici ispod lako se uocavaju origin i terminus.

120 4
terminus
100
80 -
60 -

40

20

C ) origin O

1-1000 1000001-1001000 2000001-2001000 3000001-3001000

Slika 3.6: GC dijagram bakterije Lactobacillus casei LC2W sa veli¢inom prozora od
1000 nukleotida

(G-0)
(G+0)
10.000 nukleotida®, ¢ime je pokazano da se u kontigi 125 nalazi tacka origin,
odnosno spoj kraja i pocetka genoma bakterije Lactobacillus paracasei subsp.

paracasei BGSJ2-8.

Mera sumiranja je primenjena i na pojedinac¢ne kontige koje sadrze bar

3Jer je kao veli¢ina prozora uzeto 5.000, a zbog kumulativnosti mere zahteva se postojanje bar
dva prozora.
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Slika 3.7: GC dijagram kontige 125 sa veli¢inom prozora od 1000 nukleotida

3.2 Filtriranje podataka

Kako bi se izdvojili relevantni podaci iz skupa podataka dobijenog u prvom
koraku algoritma, potrebno je da se definiSu grani¢ne vrednosti za neke od
atributa. U dogovoru sa saradnicima iz Instituta za molekularnu genetiku i
geneticko inzenjerstvo Univerziteta u Beogradu, posmatrani su samo slogovi
u kojima kontige pokazuju slitnost ve¢u od 90% sa organizmima iz roda
Lactobacillus. U procesu asembliranja genoma nisu ucestvovale kontige koje
pripadaju plazmidu bakterije, ve¢ su one analizirane zasebno.

U ovom koraku su izdvojeni i najsliniji organizmi bakteriji Lactobacillus
paracasei subsp. paracasei BGSJ2-8. Na osnovu zajednickih karakteristika DNK
sekvenci bakterija iz roda Lactobacillus u daljim koracima algoritma je vrSeno
spajanje kontiga.

Naziv organizma Broj slogova
Lactobacillus casei ATCC 334 | 722
Lactobacillus casei BL23 627
Lactobacillus casei LC2W 620
Lactobacillus casei BD-II 614
Lactobacillus casei str. Zhang | 524

Tabela 3.1: Najsli¢niji organizmi bakteriji Lactobacillus paracasei subsp. paracasei
BGSJ2-8 i broj slogova u relacionoj bazi podataka
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3.3 Spajanje kontiga

Dve kontige mogu da se spoje u potencijalnu superkontigu ako i samo ako su
zadovoljeni slede¢i uslovi:

e obe kontige pokazuju sli¢nost sa istim organizmom

e pocetak druge kontige u slicnom organizmu se nalazi na udaljenosti manjoj
od 1000 nukleotida od kraja prve kontige

e orijentacije oba lanca moraju da se poklope i

e GC analiza obe pojedina¢ne kontige mora da pokazuje isti rast vrednosti
mere sumiranja®.

Na taj nacin su formirani parovi spojenih kontiga na osnovu kojih se dalje
konstruisu stabla pretrage i posmatraju mogu¢i kandidati za superkontige.

3.3.1 Primer spajanja kontiga

contigoooo1 contigo0200

_

Slika 3.8: Primer spajanja dve kontige

Kraj prve i pocetak druge kontige su pokazali slicnost > 90% sa slede¢im
organizmima:

e Lactobacillus casei BD-II
e Lactobacillus casei LC2W
e Lactobacillus casei ATCC 334 i

e Lactobacillus casei BL23.

Pocetak kontige 200 u bilo kom od navedenih organizama se nalazi neposredno
iza kraja kontige 1. Slicnost obe kontige je uocena na plus lancima organizama.
Na spoju dve kontige se nalazi hipotetiCki protein.

4Uslov ne mora da bude zadovoljen ako se radi o maloj kontigi na koju GC analiza ne moze da
se primeni.
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Duzina kontige 1 969 nukleotida
Duzina kontige 200 512 nukleotida
Duzina potencijalne superkontige | 1481 nukleotida

Tabela 3.2: Duzina potencijalne superkontige

Kombinacija pokazuje slicnost cele sekvence od 99% sa gore navedenim
organizmima.

3.4 Konstrukcija stabala pretrage

Na osnovu izdvojenih parova, za svaku kontigu se posmatraju najsli¢niji
organizmi i formiraju stabla koja predstavljaju sve moguce kombinacije za
spajanje dve ili viSe kontiga. Formiranje stabala pretrage moze da bude otezano
zbog prirode nekih kontiga. Na primer, kontiga 114 je duzine 3193 nukleotida
i blastovana je dva puta (pocetak i kraj). Specificno za ovu kontigu je da
njen pocetak daje 100% sli¢nosti sa jednim organizmom, a njen kraj ne sadrzi
zadovoljavajuce poklapanje. Svi putevi od korena do listova formiranih stabala
pretrage predstavljaju potencijalne superkontige.

3.4.1 Primer

173 ]
@73 I
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Slika 3.9: Primer stabla pretrage

Svi putevi od korena do listova stabla pretrage sa slike 3.8 predstavljaju
potencijalne mini superkontige. Svaka od kombinacija pokazuje slicnost cele
sekvence (query coverage > 99%, max ident > 95%) sa organizmima iz roda
Lactobacillus, $to se objasnjava ¢injenicom da su kontige 32 i 168, kao i 147 i
179, identi¢ne do na par razli¢itih nukleotida.
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Sve moguce kombinacije dobijene konstrukcijom stabala pretrage prolaze kroz
ponovni proces blastovanja. Svaka kombinacija koja pokaze slicnost > 90% sa
odgovaraju¢im organizmom, na nivou cele sekvence, ulazi u uzi izbor. Medutim,
pored uspesno formiranih superkontiga, postoje i one kontige koje nisu spojene ni

sa jednom drugom iz jednog od sledeca dva razloga:

e ne postoji slicnost sa drugim organizmima u nukleotidnoj bazi podataka na

NCBI serveru, ili

e ne postoji slicnost sa bakterijama iz roda Lactobacillus.

Kontige koje ne pokazuju sli¢nost ni sa jednim organizmom su predstavljene

slede¢om tabelom:

Kontiga Duzina kontige
contig00012 1290
contig00016 553
contig00055 152
contig00064 265
contig00071 333
contig00090 467
contig00104 1905
contig00119 751
contig00153 1641
contig00175 241
contig00205 274

Ukupna duzina | 7872 nukleotida

Tabela 4.1: Kontige koje ne pokazuju slicnost sa drugim organizmima u

nukleotidnoj bazi podataka na NCBI serveru

Kontige koje ne pokazuju slicnost sa organizmima iz roda Lactobacillus:




24 Analiza rezultata

Kontiga Duzina kontige
contig00059 331

contig00061 420

contig00067 256

contig00069 330

contig00073 409

contig00076 289

contig00077 505

contig00079 547

Ukupna duzina | 3087 nukleotida

Tabela 4.2: Kontige koje ne pokazuju slicnost sa organizmima iz roda Lactobacillus

U okviru Instituta za molekularnu genetiku i genetiCko inzenjerstvo
Univerziteta u Beogradu izolovana je nukleotidna sekvenca plazmida pSJ2-8 iz
soja Lactobacillus paracasei subsp. paracasei BGSJ2-8. U njen sastav ulaze kontige

30, 42, 114, 144, 1651 184.

4.1 Primeri superkontiga

U daljem tekstu su prikazane neke od superkontiga dobijene spajanjem
pojedinacnih kontiga. One su zbog svojih duZina iskoriS¢ene za ilustraciju

rekonstrucije celokupnog genoma u sledec¢em odeljku.

Superkontiga #1

Superkontiga je dobijena spajanjem kontiga 27, 141, 182, 142, 148, 116, 190,

32,177, 147,173 1107.

27 141 182 [|=| 142 =] 148

116

190

32

177

147

173

107

Slika 4.1: Superkontiga #1

Duzina superkontige je 8.291 nukleotida. Kombinacija pokazuje sli¢nost cele

sekcence (query coverage = 99%, max ident = 95%) sa organizmima:

e Lactobacillus casei BD-II
e Lactobacillus casei LC2W
e Lactobacillus casei BL23 i

e Lactobacillus casei ATCC 334.
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Geni na spojevima pojedina¢nih kontiga koji kodiraju odgovarajuce proteine
su prikazani na sledecoj slici. Cinjenica da se na svakom spoju kontiga nalazi
odgovarajuc¢i gen daje potvrdu da je spajanje pojedinacnih kontiga izvrSeno na
korektan nacin.

‘ Hipoteticki protein ‘ ‘ Navodni membranski protein ‘

LPeptitaza, familija MzaJ { Hipoteticki protein J

Slika 4.2: Geni na spojevima pojedinac¢nih kontiga

Superkontiga #2
Superkontiga je dobijena spajanjem kontiga 51, 48, 53, 10 i 170.

51 48 53 10 170

Slika 4.3: Superkontiga #2

Duzina superkontige je 537.778 nukleotida. Kombinacija pokazuje
zadovoljavajucu sli¢nost na spojevima kontiga sa organizmima:

e Lactobacillus casei BD-II

e Lactobacillus casei LC2W

e Lactobacillus casei BL23

e Lactobacillus casei ATCC 334 i

e Lactobacillus casei str. Zhang.

Na spoju kontiga 54 i 48 se nalazi Inorganic pyrophosphatase, dok se na
spojevima kontiga 48 i 53, kao i 53 i 10, nalaze hipoteticki proteini. Na spoju
kontiga 10 i 170 nema nicCega.
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Superkontiga #3

Superkontiga je dobijena spajanjem kontiga 162 i 96.

162

96

Slika 4.4: Superkontiga #3

Duzina superkontige je 231.033 nukleotida.
zadovoljavajucu sli¢nost na spoju kontiga sa organizmima:

e Lactobacillus casei BL23 i

e Lactobacillus casei str. Zhang.

Na spoju kontiga se nalazi hipoteticki protein.

Superkontiga #4

Kombinacija pokazuje

Superkontiga je dobijena spajanjem kontiga 159, 4 i 149.

159

4

149

Slika 4.5: Superkontiga #4

Duzina superkontige je 59.971 nukleotida.

Kombinacija pokazuje

zadovoljavajucu slicnost na spojevima kontiga sa organizmima:

e Lactobacillus casei str. Zhang i

e Lactobacillus casei ATCC 334.

Na spoju kontiga 4 i 149 se nalazi Conserved protein.

Superkontiga #5

Superkontiga je dobijena spajanjem kontiga 103 i 6.

103

6

Slika 4.6: Superkontiga #5
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Duzina superkontige je 206.454 nukleotida.
zadovoljavajucu sli¢nost na spoju kontiga sa organizmima:

e Lactobacillus casei BD-II

e Lactobacillus casei LC2W i

e Lactobacillus casei BL23.

Kombinacija pokazuje

Na spoju kontiga 103 i 6 se nalazi Hypothetical cytosolic protein.

Superkontiga #6

Superkontiga je dobijena spajanjem kontiga 134, 20, 37, 102 i 193.

134 20

37

102

193

Slika 4.7: Superkontiga #6

Duzina superkontige je 191.897 nukleotida.
zadovoljavajucu slicnost na spojevima kontiga sa organizmima:

e Lactobacillus casei BD-II
e Lactobacillus casei LC2W

e Lactobacillus casei BL23 i

e Lactobacillus casei ATCC 334.

Kombinacija pokazuje

Na spoju kontiga 144 i 20 nema niCega, dok se na spoju kontiga 20 i 37
nalazi Methyltransferase. Na spoju kontiga 37 i 102 je uocena Oxygen-sensitive
ribonucleoside-triphosphate reductase, dok je hipoteticki protein pronaden na spoju

kontiga 102 i 193.

Superkontiga #7

Superkontiga je dobijena spajanjem kontiga 24, 136 i 100.

24

136

100

Slika 4.8: Superkontiga #7

Duzina superkontige je 135.574 nukleotida.
zadovoljavajucu sli¢nost na spojevima kontiga sa organizmima:

Kombinacija pokazuje
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Lactobacillus casei BD-IT

Lactobacillus casei LC2W

Lactobacillus casei BL23

Lactobacillus casei str. Zhang
e Lactobacillus rhamnosus ATCC 53103 DNA i

e Lactobacillus rhamnosus GG.

Na spojevima kontiga 24 i 136, kao i 136 i 100, nalaze se hipoteticki proteini.

Superkontiga #8
Superkontiga je dobijena spajanjem kontiga 197, 52 i 126.

197 52 126

Slika 4.9: Superkontiga #8

Duzina superkontige je 161.219 nukleotida. Kombinacija pokazuje
zadovoljavajucu sli¢nost na spojevima kontiga sa organizmima:

e Lactobacillus casei BD-II
e Lactobacillus casei LC2W

Lactobacillus casei BL23

e Lactobacillus casei str. Zhang i

e Lactobacillus casei ATCC 334.

Na spoju kontiga 197 i 52 se nalazi hipoteticki protein, dok na spoju kontiga
52 i 126 nema nicega.

4.2 Rekonstrukcija genoma

Koriste¢i najduze pojedinacne kontige, kao i superkontige formirane ovom
metodom, genom vedim delom moze da se rekonstruise. Na slici 4.10
je ilustrovana rekonstrukcija genoma na osnovu superkontiga navedenih u
prethodnom odeljku, kao i tri kontige najvec¢e duzine koje nisu spojene ovom
metodom ni sa jednom drugom kontigom. Ve¢ je receno da se u kontigi 125
nalazi spoj kraja i pocetka kruznog molekula DNK. Na okvirno polovini genoma se
nalazi superkontiga 2, jer je GC analizom utvrdeno da ona sadrzi tacku terminus.
Superkontige 4, 7 i 8, kao i kontiga 41, pokazuju rast vrednosti mere sumiranja
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prilikom GC analize, Sto potvrduje korektnost njihovog polozaja u prvoj polovini
genoma. Na osnovu slitnosti pojedinih fragmenata navedenih superkontiga i
kontige sa sli¢cnim organizmima iz roda Lactobacillus, utvrden je njihov redosled
u genomu. Na slican nacin je predviden polozaj superkontiga 1, 3, 5 i 6,
kao i kontige 44. Njihovom GC analizom je pokazano da imaju pad vrednosti
kumulativhe mere sumiranja, Sto potvrduje njihov polozaj u drugoj polovini
genoma. Duzina ovako rekonstruisanog genoma iznosi 1.946.889 nukleotida.

SC6 SC4

origin

SC5 SC7

sCi SC8

C44 terminus C41

SC3

Slika 4.10: Tlustracija rekonstrukcije genoma

Ostatak genoma moze na slican nacin u potpunosti da se rekonstruise, ali
je potrebna eksperimentalna provera pretpostavljenih spojeva, kao i utvrdivanje
pozicije onih kontiga koje nisu pokazale slicnost sa organizmima interesantnim za
ovaj rad.
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Zakljucak

U ovom radu je prikazan algoritam za asembliranje genoma bakterije
Lactobacillus paracasei subsp. paracasei BGSJ2-8 izolovane iz tradicionalnog
domaceg srpskog sira. Algoritam je zasnovan na slicnosti skupa od 207 kontiga
dobijenih sekvenciranjem pomenute bakterije sa drugim sojevima bakterija iz
roda Lactobacillus.

Sve kontige su propustene kroz BLAST program u cilju pronalaZenja sli¢nih
organizama na osnovu C¢ijih fragmenata DNK bi moglo da se izvrsSi spajanje
pojedinacnih kontiga posmatrane bakterije. Sve vece kontige su analizirane
u smislu odredivanja tacaka u kojima se menja sastav nukleotida hromozoma
kako bi se odredile okvirne pozicije kontiga u genomu, kao i mesto spajanja
kraja i pocCetka kruznog molekula DNK. Iz tabele u relacionoj bazi podataka gde
su ¢uvane informacije o listama poklapanja, kao i detalji o svakom poravnanju
dobijeni blastovanjem pojedinacnih kontiga, izdvojeni su samo oni slogovi u
kojima su kontige pokazale sli¢cnost > 90% sa organizmima iz roda Lactobacillus.
Na osnovu prethodno izdvojenih podataka je dalje vrSeno spajanje kontiga koje
su pokazale slicnost sa istim organizmom i zadovoljile dodatne uslove koji se
ticu orijentacije DNK lanaca i pozicija kontiga u slicnim organizmima. Zatim se
za svaku pojedinacnu kontigu, koriste¢i prethodno izdvojene parove i njihove
slicnosti sa sojevima bakterija iz identi¢nog roda, formiraju stabla pretrage koja
predstavljaju sve moguce kombinacije za spajanje dve ili viSe kontiga.

Sve moguce kombinacije puteva od korena do listova stabala pretrage
predstavljaju potencijalne supekontige koje prolaze kroz ponovni proces
blastovanja. Svaka kombinacija koja pokaze slicnost > 90% sa odgovaraju¢im
organizmom, na nivou cele ulazne sekvence, ulazi u uzi izbor. Na taj nacin je
dobijen veliki broj superkontiga izgradenih spajanjem 3 ili viSe pojedinacnih
kontiga.

Ova metoda nije uspela da predvidi pozicije 11 kontiga koje nisu pokazale
slicnost ni sa jednim drugim organizmom iz nukleotidne baze podataka na
NCBI serveru. Njihova ukupna duzina je 7.872 nukleotida i ostaje saradnicima
sa Institutu za molekularnu genetiku i geneticko inzenjerstvo Univerziteta u
Beogradu da eksperimentalnim metoda utvrde njihove tatne polozaje. Sli¢na
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situacija je i sa 8 kontiga koje nisu pokazale poklapanja sa organizmima iz roda
Lactobacillus.

Da bi se rekonstruisala mapa celokupnog genoma potrebno je da se sve
potencijalne superkontige eksperimentalnim metodama provere na spojevima
pojedinacnih kontiga. Rezultati ovog rada su znacajno smanjili skup od 207
kontiga, Sto direktno uslovljava jeftinije eksperimentalno utvrdivanje spojeva.

U radu je poseban akcenat stavljen na KkoriScenje GC analize prilikom
asembliranja genoma, jer taj metod u svetu nije Cesto koriS¢en u ove svrhe.
Medutim, pozicioniranje kontiga u genomu koriste¢i ovu metodu nije pouzdano
jer se ne zna na kom lancu molekula DNK se one nalaze. Prikazan algoritam
asembliranja moZe da se primeni i na razli¢ite probleme asembliranja pojedina¢nih
¢itanja ili kontiga organizama iz bilo kog roda.
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