SVEUCILISTE U ZAGREBU
FAKULTET ELEKTROTEHNIKE | RACUNARSTVA

ZAVRSNI RAD br. 6149

De novo sastavljanje genoma
vodeno referencom

Sara Bakic

Zagreb, lipanj 2019.



SVEUCILISTE U ZAGREBU
FAKULTET ELEKTROTEHNIKE | RACUNARSTVA
ODBOR ZA ZAVRSNI RAD MODULA

Zagreb, 13. oZujka 2019.

ZAVRSNI ZADATAK br. 6149

Pristupnik:  Sara Baki¢ (0036498154)

Studij: Racunarstvo

Modul: Radéunarska znanost

Zadatak: De novo sastavljanje genoma vodeno referencom
Opis zadatka:

Sasfavljanje genoma jedan je od najsloZenijin zadataka u podrugju bicinformatike i ratunalne biologije.

S obzirom da je problem NP tezak, koriste se brojne heuristitke metode. Cilj ovoga rada je testirati
vaznost pravilne detekcije kimernih i repetitivnih otitanja te pronalaska svih preklapanja u de novo
sastavijanju genoma. Koristeéi alat minimap2 mapirati oitanja na poznati referentni genom. Nakon

toga detektirati kimerna i repetitivna ogitanja s posebnim naglaskom na repetitivnim ocitanjima koja
povezuju udaljene regije genomu. Koristedi preostala olitanja sastaviti genom pomocu alata za
sastavljanje genoma Ra. Na kraju usporediti rezultate s i bez detekcije o€itanja te isprobati razli¢ite

parametre za mapiranje.
Programski kod je potrebno komentirati i pri pisanju pratiti neki od standardnih stilova. Kompletnu

aplikaciju pastaviti na repozitorij Github.
U svezi dobivanja detaljnih informacija obratiti se Robertu Vaseru, mag. ing.

Zadatak uruéen pristupniku: 15. oZujka 2019.
Rok za predaju rada: 14. lipnja 2019.

Predsjednik odbora za

Meptor:
A, JD\(\/ zavr$ni rad modula:

Prof. dr. sc. Mile Siki¢ — /
Nate Cupst
jelovoda: Doc. dr. sc. Marko Cupié¢

lzv. ptof. dr."sc. Tomislav Hrkaé



Zahvaljujem se svima koji su savjetom i podrskom pomogli mi,
kako u izradi ovoga rada, tako i u mom preddiplomskom obrazovanju uopce. Posebna
zahvala mojim mentorima Mili Sikicu i Robertu Vaseru na divnoj suradnji, strpljenju i

pruZenoj pomodi.

il



SAD

RZA]

1. Uvod 1

2. Sastavljanje genoma 3
2.1. PonavljajuaoCitanja . . . . . . . ... ...

2.2. Kimernaofitanja . . . . . . . .. .. ... 4

3. Podaci 6

3.1. FASTAformat. . . . . . . .. .. ... .. 6

3.2. FASTQformat . ... ... .. ... . .. ... ... ... 7

33. PAFformat . ... ... ... .. ... ... 8

4. Metode 9

4.1. Priprema podataka alatom minimap2 . . . . . . . . ... ... .. .. 9

4.2. Detekcija ponavljajuéih i kimernih ocitanja . . . . . . .. ... ... 11
4.3. Potencijalni problemi prilikom detekcije kimernih 1 ponavljajucih o€i-

tanja . . ... e e e e e 14

4.4. Detekcija ponavljajuéih regijanareferenci . . . . . . ... ... ... 16

4.5. lzlaz programa i sastavljanje genoma . . . . . . . . .. .. ... ... 17

5. Implementacija i koriStenje 18

6. Testiranje i rezultati 20

6.1. Daljnjirad . . . . . . ... L 33

7. Zakljucak 34

Literatura 35

Y



1. Uvod

Bioinformatika (bios = Zivot + informatika) interdisciplinarno je znanstveno podrucje
koje povezuje bioloSke podatke s tehnikama pohrane, distribucije i analize informa-
cija u svrhu istrazivanja u brojnim podrucjima, na ¢elu s biomedicinom. Obuhvaca
biologiju, racunarsku znanost, matematiku i statistiku te ih koristi u procesu analize i
interpretacije bioloskih podataka. Veliki napredak u tehnikama generiranja bioloskih
podataka te drastican pad u cijeni procesiranja tih podataka, omogudio je ubrzan razvoj
bioinformatike (Lesk, 2013).

Obzirom da je sva genetska informacija sadrZzana u DNA 1li RNA lancu, informa-
cije potrebne bioinformatici su upravo podaci o slijedu nukleotida u tim lancima. Zbog
toga jedni od temeljnih oblika bioloSkih podataka u bioinformati¢kim istraZzivanjima su
sekvence genoma ili genomi u cijelosti.

Sekvenciranje je proces odredivanja poretka nukleinskih baza — adenina (A), ci-
tozina (C), gvanina (G), timina (T), uracila (U) — u DNA ili RNA lancu. Pomoéu
tih informacija raznim se tehnikama utvrduju genomi, srodnosti i evolucije vrsta, novi
geni koji se pridruzuju bolestima te se pokuSavaju pronaci adekvatni lijekovi.

Postoji nekoliko metoda sekvenciranja koje kao zajednicko obiljeZje imaju ogra-
nicenu sposobnost Citanja nukleotida. Ovisno o metodi, duljine procitanih nukleotida
krecu se izmedu pedeset i nekoliko stotina tisuca nukleotida. Kako bi sekvenciranje
bilo uspjesno nuzno je podijeliti lance na manje fragmente te onda primjenom neke
metode sekvenciranja oditati slijed nukleotida svakoga fragmenta. Dominantom stra-
tegijom danas se smatra shotgun sekvenciranje kojim se DNA umnaza i potom na slu-
¢ajan nacin lomi u mnogo malih fragmenata koji se potom sekvenciraju. Obzirom da
je krajnji cilj imati potpuno sastavljenu sekvencu, kada bi na ovaj na¢in samo jednom
razbili DNA na mnosStvo manjih fragmenata bilo bi nemoguce ponovno odrediti stvarni
poredak tih fragmenata i sastaviti sekvencu. Upravo zato, shotgun sekvenciranje vise
se puta ponavlja kako bi se dobila oc€itanja iz kojih je pomocu preklapajucih krajeva

moguce sastaviti kontinuiranu sekvencu.



U okviru shotgun sekvenciranja postoje dva temeljna pristupa.

Prvi pristup je hijerarhijsko shotgun sekvenciranje koje kao prvi korak podrazu-
mijeva izradu fizicke mape genoma. Pomodu te mape odreduje se minimalan broj
segmenata potreban za sekvenciranje genoma u cijelosti. Genom se potom dijeli u
dugacke fragmente parova baza te se ti fragmenti kloniraju umetanjem u bakterije do-
macine koriste¢i BAC-ove (Bacterial artificial chromosome. Naposljetku se dobivene
kopije fragmenata shotgun metodom usitnjavaju na manje dijelove 1 sekvenciraju.

Problem kod ovakvog pristupa je izrada fiziCke mape genoma jer je to skup i spor
proces. Umetanje BAC-ova u bakterije i ¢ekanje da se one razmnoze kako bi se onda
ti fragmenti izdvajali iz bakterija zahtijeva puno vremena te stru¢no osoblje.

Iz tih razloga razvijen je drugi pristup, shotgun sekvenciranje cijelog genoma.
DNA se dijeli u slucajne dijelove raznih duljina koji se potom kloniraju. Fragmenti
se zatim sekvenciraju i to uvijek od 5’ kraja prema 3’ te se rekonstrukcijom ocitanja
dobiva potpuni slijed.

Obzirom da shotgun sekvenciranje cijelog genoma ima veliku vremensku 1 cje-
novnu prednost nad hijerarhijskim shotgun sekvenciranjem, dominantno je u danasnje
vrijeme. Ipak, postoji jedan problem s takvim sekvenciranjem, a to je mogucnost is-
pravnog sastavljanja genoma, pogotovo onih genoma koji imaju ponavljajuée regije
(Siki¢ i Domazet-Loso, 2013).

Temeljni fokus u ovom radu je na sastavljanju genoma vodenom referentnom sek-
vencom.

U drugom poglavlju nalazi se teoretska pozadina problema i pojaSnjenja pojmova
koja su fokus ovoga rada te koja ¢e se kroz cijeli rad pojavljivati.

U treCem poglavlju prikazani su i ukratko pojaSnjeni formati podataka koji se ko-
riste u bioinformatici, a koje sam koristila u svome radu.

U cCetvrtom poglavlju potanko su objasnjeni algoritmi i koriStene metode.

U petom poglavlju nalaze se opis i objasnjenje implementacije.

Sesto poglavlje prikazuje rezultate testiranja.



2. Sastavljanje genoma

Sastavljanje genoma jedan je od najsloZenijih problema u podru¢ju bioinformatike.
Pripada skupu NP teSkih problema i zbog toga se u rjeSavanju koriste brojne heuris-
ticke metode. Problem u sastavljanju genoma predstavljaju takozvana ponavljajuéa i

kimerna ocitanja.

2.1. Ponavljajuca ocitanja

Ponavljajuéim ocitanjima smatramo ona ocitanja koja se mogu mapirati na viSe mjesta
u referentnom genomu zbog postojanja dugackih istih ili vrlo sli¢nih sljedova u ge-
nomu. Postoje dvije temeljne vrste ponavljajuéih regija (Siki¢ i Domazet-Logo, 2013).

Prva vrsta su one regije koje se nalaze na udaljenim podru¢jima u genomu i nisu
susjedne te se takve regije nazivaju rasprSene (interspersed) ponavljajuce regije. Ras-
prSene ponavljajuce sekvence najceSce nastaju kao produkt takozvanih transposona,
odnosno dijelova DNA koji, uz pomo¢ enzima, imaju moguc¢nost umetanja na odre-

dena mjesta u kromosomu.

Slika 2.1: RasprSene ponavljajuce regije na referenci



S druge strane, postoje takozvane tandem ponavljajuce regije koje se u genomu
pojavljuju jedna za drugom, grupirane na jednom dijelu genoma. One nastaju kao
posljedica raznih bioloSkih mehanizama te se pojavljuju u razli¢itim duljinama 1 broj-

nostima unutar genoma (Hauth 1 Joseph, 2002).

Slika 2.2: Tandem ponavljajuce regije na referenci

Gore objasnjen shotgun pristup sekvenciranju cijelog genoma u kombinaciji s po-
navljajuéim regijama genoma, posebice onima duljima, stvara potencijalne probleme
u sastavljanju genoma. Ako prilikom shotgun sekvenciranja izgeneriramo sekvence
koje su takve da pojedine ponavljajue regije genoma ne mogu u cijelosti premostiti,
nastaje dvosmislenost prilikom odabira sekvence koja stvarno pripada tom dijelu ge-
noma te kvaliteta sastavljanja genoma postaje vrlo upitna. Upravo zato je vrlo bitno

kvalitetno detektirati ponavljajuca o€itanja i ponavljajuée regije na genomu.

2.2. Kimerna ocitanja

Kimernim ocitanjima (kimera — jedinka sastavljena od dijelova razlicitih rasa) sma-
tramo ona ocitanja koja nastaju pogreSnim spajanjem dva ocitanja koja predstavljaju u
prirodi veoma udaljene dijelove genoma. Oni nastaju kao posljedica greSaka prilikom
identificiranja nukleotida u oCitavanjima. Zbog brzine kojom uredaji novijih genera-
cija to rade dogadaju se greske u oCitanjima zbog kojih se pojavljuju laZna preklapanja
izmedu prirodno vrlo udaljenih ocitanja te se kao posljedica ta oCitanja spajaju u jedins-
tveno ocCitanje koje bi trebalo predstavljati jedan dio genoma, ali zapravo predstavlja

dva vrlo udaljena dijela genoma (atdbio, 2011).



Slika 2.3: Kimerno ocitanje nastala spajanjem dvaju ocitanja

I takva ocitanja stvaraju probleme pri izgradnji genoma. Obzirom da je proces sas-
tavljanja genoma zapravo proces traZenja preklapanja krajeva o€itanja, kimerno ocita-
nje ¢e na jednom kraju pronaci preklapanje s jednim dijelom genoma, a na drugoj s
potpuno drugim dijelom genoma $to ocito naruSava sliku stvarnog genoma.(Institute,
2003)

Stvarni raspored u genomu

Kimerno ocitanje

— DS S ————

Nakon sastavljanja genoma

Slika 2.4: Problemi sa sastavljanjem genoma uzrokovani kimernim o¢itanjima

Osnovni cilj moga rada jest detekcija kimernih i ponavljajucih o€itanja kako bi, uz

izostavljanje tih oCitanja, Sto kvalitetnije i toCnije sastavili genom.



3. Podaci

3.1. FASTA format

Bioinformaticki podaci najéesée se nalaze u FASTA tekstualnom formatu. FASTA je
tekstualni format kojim se prikazuju sljedovi nukleotida, a svaki nukleotid predstavlja

jedno slovo (gikié 1 Domazet-LoSo, 2013).

Slovo reprezentat Nukleotid
Adenin

Citozin

Gvanin
Timin
Uracil
Adenin ili gvanin
Citozin, timin ili gvanin
Gvanin, timin ili uracil
Adenin ili gvanin
Citozin ili gvanin
Adenin, timin 1ili uracil
Ne adenin
Ne citozin
Ne gvanin
Niti timin niti uracil

Adenin, citozin, gvanin, timin, uracil

X Z < T UOWSETnZTR<IAAHAOAOP

Maskiranje

Procjep neodredene duljine

Tablica 3.1: Tablica znakova u FASTA formatu



Svaka sekvenca u FASTA formatu sastoji se od dvije linije. Prva linija zapoCinje
znakom ,,>* i nakon nje slijedi identifikator slijeda. Druga linija sastoji se od samoga

slijeda.

>a019fb87-85b7-495a-bbdc-789a2{8c4572_Basecall_2D_000_2d
TACGCATAAGCGCCAAAAGCACAAGATGCTCACCGCCAG...

3.2. FASTQ format

Drugi Cesti format je FASTQ format koji je vrlo slican FASTA formatu.

Zapis sekvence sastoji se od 4 linije. Prva linija zapocinje znakom ,,@°‘ nakon koje
slijedi identifikator slijeda. U drugoj liniji nalazi se sami slijed. Treca linija zapocinje
znakom ,,+“ nakon kojeg opcionalno slijedi identifikator slijeda i u Cetvrtoj liniji nalazi

se vrijednost kvalitete slijeda iz druge linije (Siki¢ i Domazet-Lo3o, 2013).

@cluster_ 2:UMI_ATTCCG
TTTCCGGGGCACATAATCTTCAGCCGGGCGC...
+
9C;=;=<9@4868>9:67AA<9>65<=>591

Pocetni podaci su se nalazili upravo u FASTA i FASTQ formatu te su kao takvi
predstavljali ulaz alatu minimap2 koji je na temelju ocitanja koja se najcesce nalaze
u FASTQ formatu i reference koja je najceS¢e u FASTA datoteci mapirao ocitanja na

sekvencu 1 to prikazao u PAF formatu.



3.3. PAF format

PAF format tekstualni je format koji opisuje aproksimativne pozicije mapiranja izmedu

dva seta sekvenci. Sastoji se od ovih informacija odijeljenih tabulatorom (Li, 2018b):

Stupac  Tip Opis

1 string Naziv ocitanja

2 int Duljina ocitanja

3 int Pocetna pozicija mapiranja oCitanja

4 int Krajnja pozicija mapiranja ocitanja

5 char Relativni slijed "+" ili "-"

6 string Naziv reference

7 int Duljina reference

8 int Pocetna pozicija mapiranja oCitanja na referenci
9 int Krajnja pozicija mapiranja oCitanja na referenci
10 int Broj poklapanja ocitanja i reference

—_—
[E—

int  Ukupan broj poklapanja, promasaja, umetanja i brisanja u poravnanju

—
[\

int Kvaliteta mapiranja

Tablica 3.2: Opis PAF formata

NC_000913.3 4641652 2788105 2794500 3221 6! cm:i:403 s1:1:3182 s2:1:0 dvif

NC_600913.3 4641652 2201970 2216879 2849 6! cmii:355 51:1:2798 s2:1:0 dv:f

;2;:23;1"’7&2;'44db'b9bf'30d4B29EQOSSJBSECBlLZDiOO@iZd 9005 NC_000913.3 4641652 1646485 1655290 4877 6! cm:1:665 s1:1:4818 saii214 d
:i;gégg?zmw43(’;;;;22'f6EES00159947535&311720700072(1 13498 = NC_000913.3 4641652 120916 134061 6888 6! cm:1:849 51:1:6802 s2:1:0
égéEEEBié:fkbd'8402'cb9ca7Efb65bjasec311720700072d 10445 - NC_000913.3 4641652 1014434 1024570 5293 6! cm:i:729 s1:1:5199 s2:1:0
éséggiza'rsl;;fﬂﬂrBS'IB'43(da9BB6691ja5E(alLZDﬁ@@iZd 2219 NC_600913.3 4641652 1244442 1246644 1083 6! cm:i:147 s1:1:1077
égég;gi}rh;;?wmdeSV5c9d3aed4acb75aseca11720700072d 10763 6 - NC_006913.3 4641652 1584213 1594463 5689 6 cm:1:730 51:1:5608
Eg%gggil—r;;;s-’lbd&aﬂfa'45(a3E7b(9(7jase(311720700072d 5888 NC_006913.3 4641652 1457128 1462841 3581 6 cm:1:483 s1:1:3558

:0.0546 rl:i:0

Slika 3.1: IsjeCak mapiranja u PAF formatu



4. Metode

4.1. Priprema podataka alatom minimap?2

Minimap?2 svestrani je alat koriSten za mapiranje DNA ili RNA sekvenci na referentnu
bazu podataka.

Nekoliko je najceséih tipova koriStenja alata minimap?2:

mapiranje PacBio ili Nanopore o€itanja na ljudski genom
— trazenje preklapanja izmedu dugackih ocitanja

— splice-aware poravnanje na referentni genom

poravnanje jednostrukih ili uparenih Illumina ocitanja

assembly-to-assembly poravnanje

— poravnanje cijelih genoma srodnih vrsta
Minimap2 sam koristila za mapiranje ocitanja u FASTA formatu na referentnu bazu
podataka u FASTQ formatu. Kao rezultat dobila sam indeks mapiranja u PAF formatu

1 pomocu njega detektirala ponavljajuca i kimerna ocitanja.

/_

\

‘ Mapiranje oc¢itanja na referencu

Slika 4.1: Mapiranje oCitanja na referencu



Kako bi koriStenje rezultata minimap2 u svrhu detekcije kimernih i ponavljajucih

ocitanja bilo Sto razumljivije, ovo je kratak pregled algoritma minimap?2: (Li, 2018a)

1. za I referentnih baza se pronadu takozvani minimizeri - specifi¢ni podnizovi
preddefinirane duljine k koji sluze za detekciju sli¢nih regija medu dvjema sek-

vencama - 1 spremaju u indeks u obliku tablice rasprSenog adresiranja
2. cita se K baza sekvenci i za svaku se ponavljaju koraci 3 do 7

3. svaki minimizer o€itanja provjerava se u indeksu minimizera referentne baze i
ako se ne nalazi medu preddefiniranih f naj¢es¢ih, skupljaju se njegova pojavlji-

vanja u referenci te se ona nazivaju seeds
4. seeds sortiraju se po poziciji na referenci te se dinamicki povezuju u lance

5. za svaki lanac, pocevsi od najboljeg po njegovoj lancanoj vrijednosti, provjerava
se preklapanje s lancima u postojeCem (pocetno praznom) setu primarnih mapi-
ranja; ako je preklapanje manje od preddefinirane vrijednosti mask-level dodaje
se u set primarnih mapiranja, inace se deklarira kao sekundarno mapiranje lancu

s kojim ima preklapanje vece od zadane vrijednosti

6. uzimaju se sva primarna mapiranja i N najboljih sekundarnih ocitanja koja imaju

lan¢anu vrijednost ve€u od p posto odgovaraju¢eg primarnog mapiranja

7. filtriraju se oni seedovi koji vode do velikih umetanja i brisanja prilikom porav-
nanja te se nad preostalima vrsi globalno poravnanje; lanci se dijele na manje
ako vrijednost poravnanje padne za z, zanemarujuéi dugacke praznine te se lanci
i njihova mapiranja ispisuju u odgovarajuem formatu (u nasem sluc¢aju PAF

formatu)

8. ako postoji viSe sekvenci vraca se na korak 2 dok god postoji jo§s neobradenih

sekvenci

9. ako postoji viSe referentnih sekvenci ponavlja se cijeli postupak dok god sve

referentne sekvence nisu obradene

10



4.2. Detekcija ponavljajuéih i kimernih ocitanja

Obzirom da su ponavljajuca ocitanja definirana kao ona o€itanja koja se mogu mapirati
na viSe mjesta na genomu, algoritam minimap2 prilikom izgradnje indeksa mapiranja
detektira sva viSestruka mapiranja ponavljajucih sekvenci.

Sekvenca moze biti ponavljajuca u dva smisla. Primjerice, sekvenca kao takva
moZe imati mapiranje na referentni genom cijelom svojom duljinom (misli se na barem
90% stvarne duljine sekvence) te unutar sebe sadrzavati regiju koja se naknadno u

jednom ili viSe navrata mapira na druga mjesta na genomu.

Slika 4.2: Ponavljajuca sekvenca s jednim primarnim mapiranjem na referencu

S druge strane, postoje sekvence koje su u cijelosti ponavljajuée, odnosno njihova

najbolja (najdulja) mapiranja su viSestruka.

Slika 4.3: Sekvenca u cijelosti ponavljaju¢a mapirana na referencu

11



Potencijalno, unutar svake ponavljajuée regije na sekvenci mozZe postojati manja

regija koja je takoder ponavljajuca.

Slika 4.4: Ponavljajuca regija oCitanja unutar ponavljajuce regije

U gore pojasnjenom algoritmu minimap2 za ponavljajuce regije posebno su vazni
koraci 5 1 6 gdje se ponavljajuce regije prepoznaju kao sekundarna mapiranja odgova-
rajuem primarnom mapiranju te se u 6. koraku najvece ponavljajuée regije uzimaju u
obzir prilikom poravnanja sekvence na referencu.

Dok ponavljaju¢a ocitanja moZzemo zamisliti kao uahurene ponavljajue regije
unutar cijelog ocitanja, temeljna karakteristika kimernih oCitanja jest da su ona "isjec-

kana" i tako odvojeno mapirana na razliCite dijelove genoma.

Slika 4.5: Mapiranje kimernog ocitanja na genom

Obzirom da su ona nastala pogreSnim spajanjem prirodno odvojenih ocitanja, ne-
moguce ih je u jednom dijelu kvalitetno mapirati na genom.
Za njih je najvazniji korak 7 u algoritmu minimap2 koji lance dijeli u manje ako

vrijednost poravnanja pada, zanemarujuci velike praznine.

12



Nakon parsiranja PAF ispisa minimap2-ovog algoritma, sva dostupna mapiranja
spremljena su u mapu koja je kao klju¢ imala naziv sekvence koja se mapira, a kao
vrijednost pridruZenu kljuCu sva pronadena mapiranja tog ocCitanja.

Kao potencijalna kimerna i ponavljaju¢a ocitanja namecu se ona ocitanja za koja
je pronadeno vise od jednog mapiranja.

Poznavajuéi pocetne i krajnje pozicije mapiranja o¢itanja moguce je jasno odvojiti
kimerna od ponavljajuéih. Ponavljajuéa ocitanja imat ée viSestruka mapiranja kod ko-
jih su podrucja ocitanja koja se mapiraju u odnosu podskupa, dok ¢e kimerna ocitanja
imati viSestruka mapiranja kod kojih su pozicije mapiranja na ocitanju prakticki bez
presjeka.

Primjerice, imamo ocitanje koje se mapira na Sest razli¢itih mjesta u genomu i to

na nacin prikazan u tablici 4.1.

Pocetna pozicijana Krajnja pozicijana Pocetna pozicijana Krajnja pozicija na

oCitanju oCitanju referenci referenci
85 16679 1865475 1881092
7822 8577 1978527 1979239
7822 8577 257932 258644
7822 8577 19820 20532
7822 8577 3583458 3584170
7822 8577 1049808 1050520

Tablica 4.1: Primjer mapiranja ponavljajuce sekvence

Po pozicijama mapiranja ocitanja vidljivo je da je prvo mapiranje primarno mapi-
ranje toga oCitanja. Gledajuéi ostala mapiranja lako se uoCava da se sva ta mapiranja
mogu zamisliti kao podregije regije koja €ini primarno mapiranje zbog ¢ega takvo oci-
tanje klasificiramo kao ponavljajuce ocitanje.

S druge strane moguce je 1 oCitanje s dva mapiranja prikazana u tablici 4.2.

Pocetna pozicijana Krajnja pozicijana Pocetna pozicijana Krajnja pozicija na

oCitanju ofitanju referenci referenci
17 3842 756995 760771
3884 15141 3320818 3331885

Tablica 4.2: Primjer mapiranja ponavljajuée sekvence
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Gledajuci pozicije mapiranja toga ocitanja, lako je uocljivo da pozicije prvog i
drugog mapiranja nemaju presjek, odnosno prvi dio ocitanja mapira se na jedan dio
reference, a drugi, odvojeni dio ocitanja mapira se na drugi dio reference. Zbog toga,

takvo ocitanje klasificiramo kao kimerno ocitanje.

4.3. Potencijalni problemi prilikom detekcije kimernih
i ponavljajucih ocitanja
Nekoliko je slucajeva u kojima nije odmah vidljivo je li neko ocitanje kimerno, ponav-

ljajuce ili regularno ocitanje.

Prvi takav slucaj je ocitanje koje ima ovakva mapiranja:

Pocetna pozicijana Krajnja pozicijana Pocetna pozicijana Krajnja pozicija na

oCitanju ocitanju referenci referenci
170 2445 1870705 1872977
2531 3306 3583433 3584182
2531 3306 257920 258669
2531 3306 19808 20557
2531 3306 1978515 1979264
2531 3306 1049783 1050532
2531 3306 279175 279924

Tablica 4.3: Primjer mapiranja kimernog ocitanja s ponavljaju¢om regijom

Ovo ocitanje ima dvije vrste mapiranja. Vidljivo je da postoje mapiranja zbog kojih
bi ocitanje detektirali kao kimerno (dijelovi ofitanja mapiraju se na pozicijama 170-
2445, 2531-3306), ali postoji 1 regija koja ima ponavljajue mapiranje (na pozicijama
2531-3306). Takvo mapiranje se usprkos ponavljajucoj regiji detektira kao kimerno
ocitanje jer je iz mapiranja ocito da je oCitanje neregularno u smislu nepripadnosti
jednom dijelu genoma. Ponavljajuca regija samostalno je ocitanje koje je zapravo

ponavljajuce, ali je zbog greske u sekvenciranju spojeno s drugim ocitanjem u kimerno.
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Drugi problem vezan je uz prokariotske kromosome koji su tipi¢no cirkularni.
Zbog cirkularnosti kromosoma, postoje oCitanja koja minimap prepoznaje kao ocitanja

mapirana na "pocetak” i "kraj" reference.

PocCetna pozicija  Krajnja pozicija  PocCetna pozicija  Krajnja pozicija Duljina
na ocitanju na ocitanju na referenci na referenci reference
46 11545 4630203 4641628 4641652

11575 19354 6 7676 4641652

Tablica 4.4: Mapiranje oCitanja na "rubove" cirkularnog kromosoma

Ta se ocitanja ¢ine kao kimerna ocitanja mapirana na krajnje udaljene dijelove re-
ference, ali zapravo je to jedinstveno ocitanje koje se nalazi na istom dijelu cirkularnog
kromosoma i zato se ne smatra kimernim oc¢itanjem nego regularnim.

Treci slucaj su ocitanja koja djeluju kao kimerna iako zapravo nisu. To su ocita-
nja s viSe mapiranja koja gledaju¢i samo pozicije mapiranja na ocitanju djeluju kao
kimerna. S druge strane, kada se pogledaju pozicije mapiranja na referenci, uz uvjet
da su mapiranja na istom relativnom slijedu, vidljivo je da je praznina izmedu mapi-
ranja na ocitanju otprilike iste duljine kao praznina izmedu mapiranja na referenci. Iz
toga se moZe zakljuditi da takvo ocitanje nije zapravo kimerno nego regularno koje iz
nekog razloga, najces¢e greSaka u sekvenciranju, ima jedan dio koji se loSije mapira
na referencu.

I na kraju, postoje oCitanja koja kao rezultat minimap2-ovog algoritma imaju vise
mapiranja koja djeluju kao kimerna, ali medu tim mapiranjima postoji najvece mapi-
ranje koje sadrzi barem 90% duljine cijelog ocCitanja. Iako se takvo ocCitanje u pocetku
¢ini kao kimerno, ono je zapravo regularno ocitanje s manjom greSkom zbog koje se

sitan dio ocitanja mapira na drugi dio reference.
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4.4. Detekcija ponavljajucih regija na referenci

Buduci da su ponavljajuce regije, kao Sto im i ime kaze, ponavljajuéi dijelovi na refe-
renci, za ocekivati je da je na jednu regiju potencijalno moguce mapirati vise razlicitih
oCitanja.

Iz algoritma minimap?2 vidljivo je da on, ako postoje, pronalazi viSestruka mapira-
nja pojedinih ocitanja. Svako ocitanje koje u sebi sadrZi regiju koja zapravo pripada
ponavljajucoj regiji na referenci ¢e biti mapirana na svaku od tih regija koja je vrlo
sli¢na ili ista onom dijelu reference iz kojeg je ocitanje zapravo uzeto.

Takva ocCitanja smo vec¢ detektirali i klasificirali kao ponavljajuca oCitanja i upravo
medu njihovim mapiranjima traZimo ponavljajuce regije reference.

U procesu detektiranja ponavljajucih regija na referenci, medu ponavljaju¢im oci-
tanjima trazimo viSestruka(barem dvostruka) mapiranja razlicitih oCitanja na iste regije

reference te one regije za koje postoje takva mapiranja proglaSavamo ponavljajuéim.

Ponavljajuca ocitanja

Ponavljajuce regije na referenci

Slika 4.6: Primjer ponavljajuce regije na referenci detektirane pomocu dva

ponavljajuca oCitanja koja se mapiraju na isto podrucje

Poznavajuci ponavljajuce regije na referenci i oCitanja koja se tamo nalaze te ki-
merna ocitanja, mozemo prilikom izgradnje genoma obratiti posebnu paZnju na ta oci-
tanja 1 te regije kako bismo Sto uspjeSnije izbjegli zamke zbog kojih bi sastavljeni
genom mogao izgledati vidno drugacije od stvarnog genoma.

Znajuci sve to, ulazne FASTA podatke prilagodavamo onome §to je detektirano.
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4.5. Izlaz programa i sastavljanje genoma

Program datoteku s o€itanjima u FASTA ili FASTQ formatu, koja je ulazni podatak
programa, parsira uz pomoc biblioteke "bioparser". Iteriraju¢i po vektoru ocitanja
dobivenom parsiranjem datoteke pomocu jedinstveno identificirajueg imena ocitanja
pretraZuju se kreirani setovi kimernih i ponavljajuéih ocitanja te se ovisno o tome je li
oCitanje detektirano i oznaceno kao kimerno, ponavljajuée, ponavljajuce sadrzano ili je
regularno ocitanje ono obraduje u skladu s klasifikacijom. Ocitanja se uz informacije
o prekidima za kimerna te informacije o ponavljaju¢im regijama odvajaju u tri FASTA
datoteke. Opis obrade 1 zapisivanja o€itanja ovisno o vrsti o€itanja je u nastavku.

U prvoj FASTA datoteci nalaze se sva kimerna ocitanja. Svako o€itanje zapisano je
sukladno standardnom FASTA formatu uz neke dodatke. U prvoj linija se osim imena
ocitanja nalaze i pozicije na oCitanju koje su detektirane kao prekidi, odnosno pozicije
na kojima su ocitanja lazno spojena u jedno ocitanje. Datoteka se sprema u direktorij
iz kojeg je program pokrenut pod imenom "chimeric_reads.fasta".

U drugoj FASTA datoteci nalaze se ona ponavljaju¢a ocitanja koja se u cijelosti
nalaze u nekoj ponavljajuéoj regiji na referenci. Ta ocitanja ne mogu premostiti po-
navljajucu regiju i zbog toga stvaraju probleme prilikom sastavljanja genoma. I ta
oCitanja osim uobicajenih informacija sadrzanih u FASTA formatu imaju pridodane
neke dodatne informacije. U prvoj liniji se osim imena ocitanja nalaze i pozicije po-
navljajucih regija toga ocCitanja. Datoteka se sprema u direktorij iz kojeg je program
pokrenut pod imenom "repeating_reads.fasta".

Trecu FASTA datoteku Cine sva regularna ocitanja, kimerna ocitanja razdvojena po
pozicijama koje su detektirane kao prekidi te ponavljajuca ocitanja koja nisu sadrZana
u nekoj ponavljajucoj regiji. Prilikom rezanja kimernih ocitanja pazilo se na ponavlja-
juce regije kimernih o€itanja te su u datoteku uvrStena samo ona izrezana ocitanja koja
nisu ponavljajuca ili ako su ponavljajuca se ne nalaze u cijelosti u nekoj ponavljajucoj
regiji na referenci. Ponavljajuca ocitanja uvrStena u datoteku uz ime sadrZe 1 anotaciju
s informacijama o ponavljajuéim regijama unutar ocitanja. Datoteka s regularnim oci-
tanjima koristi se kao ulaz u alat za sastavljanje genoma Ra, a sprema se u direktorij iz
kojeg je program pokrenut pod imenom "cleaned_sequences.fasta".

Ra je asembler koji na temelju ulaznih ocitanja u FASTA/FASTQ formatu generira
set kontiga visoke to¢nosti u FASTA formatu (Vaser i Sikié, 2019).
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5. Implementacija i koriStenje

Cjelokupna implementacija pisana je programskim jezikom C++. Kao ulaz program
ocekuje datoteku u PAF formatu koja sadrzi rezultat mapiranja oCitanja na referencu te
datoteku u FASTA ili FASTQ formatu koja sadrZi pocetni skup ocitanja.

Osim programskog dijela pisanog u C++-u koriStene su neke vanjske biblioteke
te alati pomocu kojih je izradeno i testirano programsko rjeSenje. Neki od tih alata i
biblioteka su ve¢ spomenuti, a u nastavku je ukupan pregled svih koriStenih tehnika te
upute za koriStenje svih potrebnih komponenti i samoga rjesenja.

Za pretprocesiranje podataka koriStene su dvije komponente. Prva komponenta je
gore spomenuti alat minimap?2 koji uzimajuci u obzir preddefinirane argumente mapira
ocitanja na referencu te generira podatke o mapiranjima u PAF formatu.

Ulaz u programski dio rezultat je mapiranja u PAF formatu. Ti su podaci potom
parsirani joS jednom vanjskom komponentnom, bioparserom. Bioparser je viSena-
mjenski parser bioinformatickih formata. Osim za parsiranje PAF formata, koriSten je
1 za parsiranje FASTA datoteke kako bi se medu svim ocitanjima iz FASTA datoteke
izdvojila kimerna i ponavljajuca ocitanja od onih regularnih. Dobivene PAF i FASTA
datoteke se parsirane spremaju u vektore unique_ptr koji pokazuju na strukture u ko-
jima su pohranjene sve potrebne informacije poput imena ocitanja i reference, duljina
ocitanja i reference, pozicija mapiranja, relativnih sljedova i slicno te se podaci sprem-
ljeni u tom vektoru koriste za detekcije i na kraju generiranja kimernih, ponavljajucih
1 regularnih FASTA datoteka.

Nakon detekcije 1 odvajanja kimernih, ponavljajucih i regularnih oCitanja, FASTA
datoteka s regularnim ocitanjima proslijedena je alatu Ra koji iz prociséenih ocitanja
overlap-layout-konsensus pristupom de novo gradi genom te generira set kontiga u
FASTA formatu (Vaser i Sikié, 2019).

Naposlijetku, za potrebe testiranja koriSten je alat QUAST-LG. QUAST-LG je alat
koji evaluira sastavljenost (engl. assembly) genoma koristeci razne metrike. Uspore-
dujudi set kontiga izgeneriran alatom Ra s referentom bazom generira niz statistika i

grafova koji pokazuju uspjeSnost sastavljenosti genoma u usporedbi s referencom.
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Ovo su upute za koriStenje svih navedenih komponenata u operacijskom sustavu
Linux.

Za pripremu alata minimap?2 za koriStenje potrebni su ovi koraci:

$ git clone https :// github.com/lh3/minimap2
$ c¢d minimap2 && make

Nakon toga je minimap2 spreman za koriStenje. Minimap?2 kao ulaz ocekuje dato-

teku s oCitanjima i datoteku s referencom. Poziva se na ovaj nacin:
$ minimap2 reference.fasta reads.fasta > mapping. paf

Nakon toga slijedi detekcija kimernih i1 ponavljajuéih oCitanja. Kompletna imple-

mentacija nalazi se na platformi Github te se priprema za rad na ovaj nacin:

$ git clone —recursive

https :// github .com/lbcb—edu/BSc—thesis —18—19.git
detection

$ ed detection

$ mkdir build

$ c¢d build
$ cmake —DCMAKE BUILD TYPE=Release
$ make

Detaljne upute za instalaciju, koriStenje i te podaci su dostupni na https://
github.com/lbcb-edu/BSc-thesis-18-19/tree/sbakic, aovo suupute

za pozivanje programa:
$ detection mapping.paf sequences.fasta
Za instalaciju alata Ra potrebno je izvrSiti ove korake:

$ git clone —recursive

https :// github .com/rvaser/ra. git ra
$ cd ra

$ mkdir build

$ cd build

$ cmake —DCMAKE BUILD TYPE=Release
$

make
Potom se Ra poziva naredbom:

$ ra —x {ont, pb} reads.fasta > contigs.fasta
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6. Testiranje i rezultati

Rezultati su testirani gore spomenutim alatom QUAST-LG. Ono $§to je zapravo tes-
tirano jest kako se kontizi koje Ra izgradi nakon uklanjanja kimernih 1 ponavljajucih
ocitanja podudaraju s postojecom referencom. Gledaju se brojne metrike pomocu kojih
se ocjenjuje uspjesnost sastavljenosti genoma te se generira opéi izvjestaj o uspjesnosti
sastavljenosti genoma (Gurevich et al., 2018a).

Kako bi bilo $to lakSe pratiti rezultate testiranja u nastavku je kratki pregled naj-
vaznijih dijelova QUAST-ovog izvjestaja. IzvjeStaj mozemo podijeliti u tri tematska
dijela.

Na samom pocetku nalaze se osnovne informacije o kontizima, broj kontiga, dulji-
nama, udjelima G i C nukleotida u ukupnoj duljina kontiga u odnosu na udjele G i1 C
nukleotida u ukupnoj duljini reference te duljinama i brojevima kontiga koji zadovo-
ljavaju 50, odnosno 75 posto ukupne duljine.

U ovom dijelu izvjesca nalaze se i1 informacije o sastavljenosti genoma, uspjes-
nosti poravnanja kroz informacije o udjelima podudaranja, nepodudaranja i praznina
na 100kbp i sli¢ni podaci vezani uz poravnate kontige. Iz tih informacije je moguce
odrediti mjeru identity koja pokazuje udio genoma koji ima ispravno podudaranje nuk-
leotida po poziciji.

Nakon tih podataka slijede informacije o pogreSno sastavljenim dijelovima (engl.
misassemblies). Taj dio izvjeS€a posebno je zanimljiv jer su pogresno sastavljeni di-
jelovi greske najces$ée uzrokovane ponavljajuéim regijama i kimernim ocitanjima, od-
nosno greSkama u sekvenciranju. Pogres$no sastavljanja izuzetno su problemati¢na u

vidu koriStenja sastavljene reference za daljnja istraZivanja (Gurevich et al., 2018b).
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QUAST-LG neku poziciju proglaSava pozicijom pogreSnog sastavljanja ako zado-

voljava jedan od ovih kriterija (Gurevich et al., 2018a):

— lijevo bocno ocitanje se poravnava vise od 1 kbp (kbp=kilobase pairs) od des-

nog bo¢nog ocitanja na referenci (relokacija)
— bocna ocitanja se preklapaju vise od 1kbp (relokacija)

— bocna ocitanja se poravnavaju na razlicite kromosome (translokacija) ili slije-

dove (inverzija)

QUAST-LG u izvjeséu pruza podatke o broju pogresnih sastavljanja detaljizirano
podijeljenih na gore definirane relokacije, translokacije 1 inverzije te podatke o konti-
zima koji ih sadrzavaju.

U zadnjem dijelu su informacije o kontizima koji nisu uspjeSno poravnati, bilo
djelomicno ili u potpunosti.

Nakon tabli¢nog prikaza uspjeSnosti sastavljenosti genoma slijede graficki prikazi

istih vrijednosti od kojih se kao najzanimljiviji izdvajaju slijedeci grafovi:

— graf udjela G 1 C nukleotida u referenci 1 u kontizima
— broj pogresnih sastavljanja po relokacijama, translokacijama 1 inverzijama

— Feature-Response krivulja koja prikazuje ukupan broj poravnatih baza u kon-

tigu podijeljen s ukupnom duljinom reference ovisno o broju znacajki kontiga

— graf kumulativne duljine reference i kumulativne duljine poravnatih kontiga

Graficki prikazi QUAST-LG-ovom izvjeStaju se baziraju na gore opisanim mje-
rama. Ipak, treba pojasniti mjeru koja se ne pojavljuje eksplicitno u tablicnom dijelu
izvjes€a, ali pogled na nju moze dati uvid u kvalitetu sastavljanja. FRCurve(engl.
Feature Response Curve) je mjera koja pokazuje kako rezultat sastavljanja odgovara
na skup znacajki. U konkretnom slu¢aju QUAST-LG-ovog izvje$¢a pokazuje udio
tocno poravnatih baza u kontizima obzirom na broj znacajki u kontigu (Gurevich et al.,
2018a).
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Testovi su radeni na tri razli¢ita skupa podataka, Saccharomyces Cerevisiae, Esc-
herichia Coli i Klebsiella Pneumoniae.

Prvi test raden je na skupu podataka Saccharomyces Cerevisiae. Nakon detekcije
kimernih 1 ponavljajucih ocitanja, 1164 kimerna ocCitanja su izrezana po tockama pre-
kida, 2569 ponavljajucih o€itanja koja nisu sadrZana niti u jednoj ponavljajuéoj regiji
na referenci je anotirano po pozicijama ponavljajuéih regija unutar ocitanja te je 3555
ponavljajudih ocitanja koja se u cijelosti sadrzZana u nekoj ponavljajucoj regiji izbaceno
iz ulaznog skupa ocCitanja. Sastavljena su dva genoma, jedan iz ocitanja dobivenih na-
kon detekcije kimernih i1 ponavljajucih ocitanja te jedan iz svih ocitanja bez detekcije

te su neki od vaznijih rezultata i grafova prikazani.

Filtrirana o€itanja Sva ocitanja
broj kontiga 68 69
broj misassembly-ja 16 17
sastavljenost genoma(%) 93.47 95.84
broj neporavnatih kontiga 0 0
identity(%) 98.8 98.9
duljina sastavljenog genoma 11 992 503 12 197 762
duljina ukupnog poravnanja 11 930 259 12 152 908
duljina reference 12 157 105

Tablica 6.1: Rezultati testiranja za Saccharomyces Cerevisiae

Vidljivo je da je uz manji broj kontiga smanjen i broj pogresno sastavljenih dije-
lova, greSaka uzrokovanih ponavljaju¢im i kimernim ocitanjima. Sastavljenost genoma
malo je manja nego u slucaju sastavljanja svih o€itanja, ali to je potencijalno zbog raz-
like u pogresnim sastavljanjima, a identity je priblizno isto uz malo kracu ukupnu

duljinu genoma sastavljenog iz filtriranih ocitanja.
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Slika 6.1: Odnos kumulativnih duljina kontiga dobivenih iz filtriranih i nefiltriranih

ocitanja te usporedba s referencom za Saccharomyces Cerevisiae
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Slika 6.2: Odnos udjela G i C nukleotida u u kontizima dobivenim iz filtriranih i

nefiltriranih ocitanja te usporedba s referencom za Saccharomyces Cerevisiae
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Slika 6.3: Odnos sastavljenosti genoma kontiga dobivenih iz filtriranih i nefiltriranih

olitanja za Saccharomyces Cerevisiae
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Slika 6.4: Odnos broja pogreSnih sastavljanja za kontige dobivene iz filtriranih i

nefiltriranih oc€itanja za Saccharomyces Cerevisiae
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Slika 6.5: Odnos Feature Response-a za kontige dobivene iz filtriranih i nefiltriranih

oCitanja za Saccharomyces Cerevisiae

I iz grafickih podataka je vidljivo da je uz manji broj kontiga smanjen broj pogre$no
sastavljenih dijelova. Ipak, kao problem ostaje malo slabija sastavljenost genoma u

smislu duljine te sporija konvergencija potpunoj pokrivenosti genoma vidljiva na grafu
Feature Response krivulje.
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Na isti nacin je proveden test na skupu podataka Escherichia Coli. 1z skupa svih

ocitanja izdvojeno je 71 ocitanje kao kimerno te je na toCckama prekida izrezano na

nova regularna ocitanja, 9 ocitanja prepoznato je kao ponavljajuce ocitanje sadrZzano

u nekoj ponavljajucoj regiji na referenci i kao takvo je izbaceno iz konacnog skupa

ocitanja koji je ulaz alatu Ra, a 57 ocitanja je klasificirano kao ponavljajuce ocitanje

koje nije u cijelosti sadrzano u nekoj ponavljaju¢oj regiji na referenci te je anotirano

1 proslijedeno sastavljanju genoma. Nakon testiranja alatom QUAST-LG dobiveni su

ovi rezultati:

Filtrirana ocitanja

Sva ocitanja

broj kontiga 1 1
broj misassembly-ja 2 2
sastavljenost genoma(%) 99.988 99.957
broj neporavnatih kontiga 0 0
identity(%) 99.5 99.5
duljina sastavljenog genoma 4 635 596 4630485
duljina ukupnog poravnanja 4 635 595 4630463
duljina reference 4 641 652
Tablica 6.2: Rezultati testiranja za Escherichia Coli
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Slika 6.6: Odnos kumulativnih duljina kontiga dobivenih iz filtriranih i nefiltriranih

ocitanja te usporedba s referencom za Escherichia Coli
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Slika 6.7: Odnos udjela G i C nukleotida u u kontizima dobivenim iz filtriranih i

nefiltriranih ocitanja te usporedba s referencom za Escherichia Coli

Genome fraction, %
100.00

99.95

99.90

B filtered_contigs | fullwcontigsl

Slika 6.8: Odnos sastavljenosti genoma kontiga dobivenih iz filtriranih i nefiltriranih

oCitanja te usporedba s referencom za Escherichia Coli
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Slika 6.9: Odnos broja pogresnih sastavljanja za kontige dobivene iz filtriranih 1

nefiltriranih ocitanja za Escherichia Coli
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Slika 6.10: Odnos Feature Response-a za kontige dobivene iz filtriranih i nefiltriranih

ocitanja za Escherichia Coli
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Rezultati ovoga testiranja pokazuju da se broj kontiga prije i nakon filtriranja nije
promijenio. Ipak, treba imati na umu da je Echerichia Coli relativno "malena" (samo
4641652 baza) te da je prepoznat malen broj kimernih (71) i ponavljajucih (66) ocita-
nja. Sastavljenost genoma malo je bolja nakon filtracije, a tvrdnja da je genom zaista
dobro sastavljen, usprkos dva pronadena pogreSna sastavljanja moze se potvrditi us-
poredivanjem sastavljenog genoma i postojece reference u alatu gepard. Gepard kao
ulaz ocekuje dvije datoteke u FASTA ili FASTQ formatu sa sastavljenim genomima
pomocu kojih iscrtava tockasti graf s pozicijama jednog genoma na x-o0si te pozici-
jama drugog genoma na y-osi. Dobro podudaranje zapravo znaci poklapanje na istoj
poziciji Sto je prakti¢no pravac nagnut pod kutom od 45° u odnosu na x-os (Krumsiek
et al., 2007).

CtqD LN:1:4635506 RC:1:24800 XC:1:0,099892 vs. NC_000913.3 Escherichia coli str. K-12 substr, CtqD LN:1:4630485 RC:1:24824 XC:f:0.999892 vs, NC_000913.3 Escherdchia coli str. K-12 substr.
Zoon: 6928 : 1 Zoom: 6928 : 1

GC ratio seql: 0.5098
GC ratin seq2: 0.5079
Progran: Gepard (.40 final)

word length: 10 GC ratio seql: 0.5098 word length
window size: 0 GC ratio se

2

q2: 0.5079
Matrix: DNA Progran: Gepard (.40 final)

“z

[ 2635595
o C1g0 LN:i:4635506 RC:i:24890 XC:f:0.099802 o CtgOr LN:i:4630485 RC:1:24824 XC:F:0.099802

4630484

onplete genone
plete g

coli str. K-12 substr. MGLESS, ci
i str. K-12 substr. MGLESS,

NC_000913. 3 Escherichia
NC_00G913. 3 Escherichia coli str. K-12 substr.

4641651 4641651

(a) Poravnanje genoma izgradenog iz (b) Poravnanje genoma izgradenog iz svih

filtriranih o€itanja na referencu oCitanja na referencu

Uz jednake iznose identity-ja od 99.5% iz slika je vidljivo da se sastavljeni genomi
1 postojeca referenca gotovo savrSeno poklapaju stoga se da zakljuditi da su prepoz-
nata pogresna sastavljanja neke manje greske koje nisu bitno utjecale na krajnji izgled

genoma.
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Posljednji test raden je na skupu podataka Klebsiella Pneumoniae. 1z pocetnog
skupa podataka je detektirano i po pozicijama prekida izrezano 5345 kimernih oci-
tanja. 721 ponavljajue ocCitanje se nije nalazilo niti u jednoj ponavljajuéoj regiji na
referenci te je anotirano i dodano u skup oc€itanja za sastavljanje, a 272 ocitanja su bila
ponavljajuca i u potpunosti sadrZzana u nekoj ponavljajucoj regiji na referenci. Testira-

nje je dalo ovakve rezultate:

Filtrirana o€itanja Sva ocitanja
broj kontiga 16 9
broj misassembly-ja 71 85
sastavljenost genoma(%) 87.29 86.94
broj neporavnatih kontiga 0 0
identity(%) 98.687 98.686
duljina sastavljenog genoma 5481 106 5559 831
duljina ukupnog poravnanja 4968 356 5024 577
duljina reference 5682 322

Tablica 6.3: Rezultati testiranja za Klebsiella Pneumoniae

Skup podataka za Klebsiella Pneumoniae dao je rezultate koji nakon filtriranja
podataka imaju viSe kontiga te malu razliku u sastavljenosti genoma. S druge strane,
broj pogresnh sastavljanja nakon filtriranja vidljivo je manji u odnosu na originalni
skup ocitanja.

Postoji viSe potencijalnih razloga za ovakve rezultate. Jedan od mogucih razloga
slabija je kvaliteta referentne baze podataka ili baze podataka ocitanja zbog Cega pri-
likom mapiranja ocitanja na referencu dolazi do, u prosjeku, lo$ijih mapiranja i zbog
toga se vise ocitanja detektira kao kimerna ocitanja Sto kasnije moZe stvarati probleme
prilikom sastavljanja genoma.

Ipak, ono §to je pozitivni rezultat ovoga testa jest Cinjenica da je, usprkos povecanju

broja kontiga, smanjen broj pogresno sastavljenih dijelova u izgradenom genomu.
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Slika 6.12: Odnos kumulativnih duljina kontiga dobivenih iz filtriranih i nefiltriranih

oCitanja te usporedba s referencom za Klebsiella Pneumoniae
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Slika 6.13: Odnos udjela G i C nukleotida u u kontizima dobivenim iz filtriranih i

nefiltriranih ocCitanja te usporedba s referencom za Klebsiella Pneumoniae
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Slika 6.14: Odnos sastavljenosti genoma kontiga dobivenih iz filtriranih i nefiltriranih

oCitanja te usporedba s referencom za Klebsiella Pneumoniae
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Slika 6.15: Odnos broja pogresnih sastavljanja za kontige dobivene iz filtriranih i

nefiltriranih ocitanja za Klebsiella Pneumoniae
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Slika 6.16: Odnos Feature Response-a za kontige dobivene iz filtriranih i nefiltriranih

oCitanja za Klebsiella Pneumoniae

Obzirom da je vecina grafickih prikaza ve¢ objasnjena, kao posebno zanimljiv os-
taje graf Feature Response krivulje. Naime, na grafu je vidljivo da za filtrirana ocCitanja
prekrivenost genoma ima puno bolji odziv u odnosu na kontige sastavljene iz svih

ocitanja za isti broj znacajki.

6.1. Daljnji rad

Kroz ovih nekoliko testova pokazano je da za de novo sastavljanje genoma postoje
odredeni benefiti u pronalasku i anotaciji kimernih i ponavljajucih ocitanja.

Pokazalo se, doduse, da postoje i odredeni problemi na koje ovakav nacin detekcije
nailazi ako su podaci za mapiranje loSije kvalitete.

Kako bi detekcija Sto vise pomogla prilikom sastavljanja genoma, bilo bi idealno
osim podataka o mapiranjima ocitanja na postojecu referencu koristiti jo§ neke infor-
macije o samim ocitanjima i na taj nacin jo$ kvalitetnije selektirati stvarna kimerna i

ponavljajuca oCitanja medu ostalim ocitanjima.
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7. Zakljucak

Bioinformatika kao interdisciplinarno podrucje okuplja Sirok spektar znanja i struc-
njaka koji provode kompleksna istraZivanja s ciljem pronalaska Sto toc¢nijih 1 konkret-
nijih informacija vezanih uz bioznanost. Bioznanost kao vrlo osjetljivo podrucje zah-
tijeva podatke koji su vrlo visoke kvalitete 1 preciznosti.

S padom cijena istraZivanja poceo je ubrzani razvoj s novim metodama sekvenci-
ranja. To je omogudilo veci broj istrazivanja, ali je uzrokovalo i vecu stopu pogreSaka
u procesu sekvenciranja. Problemi odabira odgovarajuéih oditanja na ponavljajué¢im
podrucjima genoma te izbjegavanje pogreSnog sastavljanja genoma uslijed kreiranja
"umjetnih" oCitanja, problemi su koji nisu izbjegnuti u novoj generaciji sekvenciranja.
Takvi problemi namecu se kao ugrozavajuéi faktor za kvalitetu sastavljenih genoma, a
samim time i kvalitetu istraZivanja kojima se podvrgavaju tako dobiveni genomi.

Kada bi se i takvi problemi uspjeSno rjeSavali, primjena rezultata istraZivanja bila bi
jos vec€a u svakodnevici te je zato vrlo bitno razvijati bioinformaticke alate i algoritme
u smjeru Sto veée preciznosti.

Upravo zato vazno je raditi na alatima i metodama koje ée efikasno i precizno
detektirati kimerna i ponavljaju¢a ocitanja te Koristiti znanja o njima kako bi novo
Takvi alati u suradnji s alatima za mapiranja i sastavljanje genoma mogu dovesti do
genoma visoke kvalitete i upotrebljivosti $to se namece kao vrlo poZeljan ishod.

Ovaj rad pokazuje kako detekcija kimernih i ponavljajucih ocitanja daje rezultate
prilikom sastavljanja genoma. Uz detekciju 1 kvalitetno iskoriStavanje informacija o
kimernim i ponavljajuéim ocitanjima moguce je smanjiti broj pogreSno sastavljenih
dijelova genoma te tako popraviti kvalitetu sastavljanja. Naravno, kako bi rezultati
detekcije bili Sto preciziniji potrebno je nadalje razvijati metode i testirati pristupe

detekciji takvih ocitanja.

34



LLITERATURA

atdbio. Next generation sequencing, 2011. URL https://www.atdbio.com/

content/58/Next—-generation-sequencing.

Alexey Gurevich, Vladislav Saveliev, Nikolay Vyahhi, 1 Glenn Tesler. Quast 5.0.2
manual, 2018a. URL http://quast.bioinf.spbau.ru/manual.html#

sec3.

Alexey Gurevich, Vladislav Saveliev, Nikolay Vyahhi, i Glenn Tesler. Quast: qu-
ality assessment tool for genome assemblies, 2018b. URL https://www.ncbi.
nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3624806/.

Amy M. Hauth i Deborah A. Joseph. Beyond tandem repeats: complex pattern struc-
tures and distant regions of similarity, 2002. URL https://academic.oup.
com/bioinformatics/article/18/suppl_1/531/231738.

Mile Siki¢ i Mirjana Domazet-LoSo.  Bioinformatika. 2013. URL https:
//www.fer.unizg.hr/_download/repository/bioinformatika_

skripta_vl.2.pdf.

J. Craig Venter Institute. =~ Genome sequencing, 2003. URL http://www.

genomenewsnetwork.org.

Jan Krumsiek, Roland Arnold, i Thomas Rattei. Gepard: a rapid and sensitive tool
for creating dotplots on genome scale, 2007. URL https://academic.oup.
com/bioinformatics/article/23/8/1026/198110.

Arthur M. Lesk. Bioinformatics. 2013. URL https://www.britannica.com/

science/bioinformatics.

Heng Li. Minimap2: pairwise alignment for nucleotide sequences, 2018a. URL
https://github.com/1h3/minimap?2.

35


https://www.atdbio.com/content/58/Next-generation-sequencing
https://www.atdbio.com/content/58/Next-generation-sequencing
http://quast.bioinf.spbau.ru/manual.html#sec3
http://quast.bioinf.spbau.ru/manual.html#sec3
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3624806/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3624806/
https://academic.oup.com/bioinformatics/article/18/suppl_1/S31/231738
https://academic.oup.com/bioinformatics/article/18/suppl_1/S31/231738
https://www.fer.unizg.hr/_download/repository/bioinformatika_skripta_v1.2.pdf
https://www.fer.unizg.hr/_download/repository/bioinformatika_skripta_v1.2.pdf
https://www.fer.unizg.hr/_download/repository/bioinformatika_skripta_v1.2.pdf
http://www.genomenewsnetwork.org
http://www.genomenewsnetwork.org
https://academic.oup.com/bioinformatics/article/23/8/1026/198110
https://academic.oup.com/bioinformatics/article/23/8/1026/198110
https://www.britannica.com/science/bioinformatics
https://www.britannica.com/science/bioinformatics
https://github.com/lh3/minimap2

Heng Li. Paf: a pairwise mapping format, 2018b. URL https://github.com/
1h3/miniasm/blob/master/PAF .md.

Robert Vaser i Mile Siki¢.  Yet another de novo genome assembler, 2019.
URL https://www.biorxiv.org/content/10.1101/656306v1.

article—-metrics.

36


https://github.com/lh3/miniasm/blob/master/PAF.md
https://github.com/lh3/miniasm/blob/master/PAF.md
https://www.biorxiv.org/content/10.1101/656306v1.article-metrics
https://www.biorxiv.org/content/10.1101/656306v1.article-metrics

De novo sastavljanje genoma vodeno referencom

Sazetak

De novo sastavljanje genoma jedan je od najkompleksijih problema u bioinforma-
tici. Brojni su problemi prilikom sastavljanja genoma, uzrokovani, kako bioloskim
specificnostima, tako 1 greSkama u procesu sekvenciranja. Probleme stvaraju tako-
zvana ponavljajuca 1 kimerna ocitanja. U ovom radu prikazano je kako detektiranje
kimernih i ponavljajucih ocitanja uz prikladna postupanja s njima pomaze ispravnhom
sastavljanju genoma. Prikazane su poteSkoée na koje se nailazi prilikom sastavlja-
nja genoma te kako uz postojece alate minimap2 i Ra i ispravnu detekciju kimernih
1 ponavljajucih ocitanja Sto bolje sastaviti genom te rezultati testiranja sastavljenosti
genoma. Osim toga, pojasnjeni su i formati koriStenih podataka te temeljne znacajke

koriStenih alata.

Klju¢ne rijeci: kimerno, onavljajuce, genom, minimap2, ra, FASTA, FASTQ, PAF,

bioinformatika.

Reference-Guided de novo Genome Assembly

Abstract

De novo genome assembly is one of the most complex problems in Bioinformatics.
There are many problems, either caused by biological specificities or mistakes made
during sequencing process, that complicate de novo genome assembly process. The
problems are mainly caused by chimeric and repeating reads. This thesis describes
how detecting and annotating chimeric and repeating reads helps the assembly process.
Typical issues that occur during the assembly process and how successful existing
tools Ra and minimap2 with the detection of chimeric and repeating reads assembly
the reads are shown. Besides that, thesis describes file formats used in this work and

thorough features of used tools

Keywords: chimers, repeats, genome, minimap2, Ra, FASTA, FASTQ, PAF, Bioin-

formatics
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