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3axBaJIHUIIA

3axBaspyjeM ce Ja0opaTOpHjHu 3a MOJIEKYJIapHY MHUKpPOOHOJOTH]y MHCTHTyTa 32 MOJICKYJIapHY
TCHETUKY U T€HETHYKO WHKCHEPCTBO YHUBEp3uTeTa y beorpany Ha ycTynjbeHUM MaTepujainMa

U caBeTuMa 0e3 KOjuX OBa paj He Ou OMO HAIUCaH.



1. YBoa

[TeneceTnx roguHa ABajJeceTOr BeKa OTKpHUBEHA je CTpykTypa mojiekyna JIHK, ecennujananor 3a
MOCTOjarke JKMBOTAa Ha 3emJbu. Beh naBagecerak kommHa KacHHWje, cekBeHmupamem JHK
oMoryheHo je uuTame MoJaTaka CayyBaHWX Y MOJMHYKJICOTHIHOM JaHIy. AceMOIupameM
MPOYUTAHUX CEKBEHIIM, oMoryheHo je carnenaBame JJHK cexBenie opranusma y nenunu. Kako
je mporiec ren enekTpodopese jenaH oj eleMeHaTa NpBUX Meroaa cekBeHuupamwa JIHK, Huje
HEOYCKHBaH IOKYIIIa] TPUMEHE UCTOT Tpolieca 3a rnmorpedbe acemonmpama. OBaj pag uMa 3a b
Jla TPEICTaBU HOBY METOJy 33 aCeMOJUPAE U MOIPaBJbakhe JIOME aceMOIpaHe KIUPKYyIaTHEe
JTHK, koja je 3acHOBaHa Ha Opojy ¥ Benu4yrHAMa ¢parMeHaTa JOOMjeHUX Iel eJIeKTPOPope3oM.
CnuuHu TOKyIIaju aceMOnupama Cy BpIICHH PYy4YyHO, HITO je Tpajajo Meceluma, JOK ce
KopuihemeM 0BE METOJie BpeMe aceMOiupama MOXKe CBECTH, y HEKUM Cly4ajeBUMa, Ha YaK

HCKOJIMKO CCKYHIH, Y3 UCITYEBLCHOCT IIPEAYCIIOBA l'IOTpe6HI/IX 3a [IPUMCHY METO/IC.



2. EaxexTpodopesa

Enextpodopesa je mporec y KOMe HaelIeKTpUCaHE YeCTHIle, MYTYjy Kpo3 MOMJIOTY yCIeHd
JeNioBama eNeKTpUYHOr noska [1]. Haenmekrpucane yectuiie myTyjy pa3inuuTaM Op3uHama, y
3aBHCHOCTH 07 OOJIMKA, Mace WM KOJUYMHE HACICKTPHCakha YECTHIIC M BUCKO3HOCT CpPEIHHE.
Ha ocHoBy nyxwunHe mpehenor myra decruiie, Moryhe je yTBpIUTH OCOOMHE YECTHUIIE KOje Cy
yTunaie Ha Op3uHy KpeTama Kpo3 pacTtBop. Enextpodopesa ce, usmely ocranor, Kopuctu 3a

pa3nBajame npotenHa u ¢pparmenata JJHK monekymna.

2.1 I'ea1 esiekTpodgopesa

Hajuemrhe kopumhern o0uK moajiore 3a MpuUMeHY y enektpodopesu je reir. OCHOBHA 0COOMHA
rejia je HheroBa Mmopo3HOCT, OJJHOCHO BEJTMYMHA TIOpa KPo3 KOje MpoJiaze YyecTulle. Y 3aBHCHOCTH
O]l 3aXTeBaHEe MOPO3HOCTH Tella, KOPHUCTE Ce pa3linyuTa jeANbeba 3a MPUIPEMYy pacTBopa. 3a
npunpeMy mnopo3Hujer rema kopuctu ce 0.1% mo 1% pactBop arapose. Ilopactom
KOHIIEHTpAIlMje arapo3e y relly BeluurHa mopa omana. Hmp. konnentpanuja 0,16% naje mope
BenuunHe oko S00 nm, mok koHueHTpanuja 1% maje mope BenmmuuHe oko 150 nm [2]. OBakaB
pacTBOp ce KOPHUCTH 3a pas/iBajabe KPYMHHUJUX YECTHIA, U3 pasjiora mro Behe mope y reiy
omoryhaBajy nakiie KpeTambe KpYyMHHjUX YeCTHIa. 3a pa3/iBajambe CUTHUJUX YECTHUIA, KOPUCTH
ce nonuakpunamuanu ren. [lonnakpunamua HacTaje MONIMMEpH3ajoM akpuiaamuaa u ca NN'-
METHJICH-OMC aKpUIaMUIIOM, KOjU UMa YJIOTY yMpeXXHBada W TpaJd TMOPO3HY CTPYKTYpY Tena.
Crenen ympexeHocTH oxapehyje BenumumHe mopa. Beha konmmumHa ympexuBada pe3yiTyje
MamUM Topama.

Ha jenHoj ctpanu rena ypesyjy ce KaHaIM y KOje ce yJIUBajy YeCTULE KOje ce pa3/iBajajy.
Ha wucroj ctpanu, rae ce Hanmase KaHaM, MOCTaBJbEHA je €NEKTPOJa IOJIAPUTETa MCTOT Kao
MOJIApUTET YeCTUIla Koje ce pasnBajajy. Ca napyre cTpaHe Teila TOCTaB/bE€HA j€ EIeKTPojia
CYIPOTHOI MOJIapUTEeTa MTO oMoryhyje Kperame 4YecTHIla Kpo3 rell, decTHie ce kpehy of
€IIEKTPOJIC MCTOT TOJIAPUTETa Ka EJIEKTPOJN CYMPOTHOT mmoyaputera. Kako OM ce Ha OCHOBY
npeheHor myTa YecTHiia Kpo3 MOJUIOTY YTBPIWIEC lUXOBE 0COOMHE, MOTPEOHO je YIOPEIUTH MX
ca YecTHIlaMa 4Ydje Cy OCOOMHE TMO3Hare. Y jelaH O] KaHajia Ha Tejly YJIMBa CE MOJIEKYJICKa
JIeCTBUIIA, KOja CaJp>KU YeCTUIle YMje Cy OcOOMHE IMOo3HaTe M y OJHOCY Ha Koje je Moryhe
YIBPJIUTH OCOOMHE HEMO3HATHUX 4YeCTHIa Koje ce aHamu3upajy. Hakon 30-45 munyTa on

YKJbYUHBaWba €NEeKTPUYHOT 10Jba, IPOLEC eNEeKTpodopese je 3aBpIllieH W HEMo3HATe YeCTULE U



MOJICKYJICKa JIECTBUIIA Cy Tpenuie oapeheHu myT kpo3 rei. Jla Ou muXoBe MO3HIH]E HA Tely
Owsie BUAJbHUBE IOTPEOHO je 000juTH MX oAroBapajyhum 0ojama, y 3aBUCHOCTH O] YECTHIIA KOje
ce ucnuryjy. Ilpehenn myr Hemos3natux vectuma ce ymopehyje ca mpeheHum myrem decTuiia
MOJICKYJICKE JISCTBHIIC M TUME j€ IEJIOKYIIaH MPOIIEC 3aBPIICH.

[Ipehenu nyt dpparmenara JIHK mpuamkom enexkrpodopese je moraputamcka GyHKIIHja
BennumnHe ppamenata. Y cimydajy Behux monekyna JIHK, oBaj ogaoc Benuunne u npehenor myra
ce rybu u crangapaHa ren enekrpodopesa ryou Ha epuxacHoctu. M3 tor pasznora, 1984. ronune
Ha yHuBep3utety Komymbuja, Jdasun IIBapu (David C. Schwartz) u Yapnc Kantop (Charles
Cantor) pa3BWiu cy MOAU(UKAIIN]Y CTaHAApIHE Tel elIeKTpodopese KopuihemeM eIeKTPUIHOT
noJba MpoMeHJbMBOr mpaBna [3]. EnekrpuuHo moJjbe ce Mema y TPH MpaBla y MPAaBUIHUM
BpPEMEHCKMM HHTepBainMa. OBako MoIM(pUKOBaHA METOJa CE€ Ha3MBa Tel enekrpodopesa y
nyncHoMm mnoJey (eHr. Pulsed Field Gel Electrophoresis, PFGE). IlpumenoM oBe MeToje
IIOCTUTHYTO je eukacHUje paszaBajambe kpynHujux JHK monekyma. Ca npyre crpane, Bpeme
notTpeOHO 3a 00aBJbame eleKTpodopese je qyxKe, Y OJHOCY Ha CTaHIIApIHY Tel eleKTpodopesy,
3aTo WITO C€ YeCTUIle He Kpehy MpaBOJIMHUJCKOM MyTamoM. Enekrpodopesa y myJICHOM IMOJbY
JaHac MpEeJICTaBJba “3MaTHU CTaHmapna~ 3a npodunupame (eHr. Fingerprinting) JIJIHK cexBeHn.
Ha ciumum 1 je mpukasan npumep ¢uiMa, ca OCBETJbEHHUM CETMEHTHMA KOjH OJroBapajy
BennunHaMa parmenara JIHK, noOujen kao pesynrar npoiieca ren enekrpodopese y myJcHOM

OJbY.
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Crnuka 1. ®uiM ca 0OCBETJbEHUM CETMEHTUMA, I0OUjEH Tell eeKTPOPOpe3oM Y MyJICHOM MOJbY



2.2 PeCTpUKUMOHM €H3UMU

PecTpuKIMOHN €H3MMHU WM PECTPUKIHMOHE €HJOHYKJea3e Cy MOJIEKYJIH KOjU CEKy MOJEKYJ
JHK Ha pecTpUKIMOHMM MeCTUMa CHenU()UIHUM 32 €H3UM. PECTPHUKIIMOHA MECTa Cy CEKBEHIIE
HYKJICOTUAA, IyXHHEe 4-8 HyKIeoTuaa, Hajuemhe NaIMHAPOMCKOT TUma. MoeKkynu
PECTPHKIIMOHOT €H3MMa IpOHaNa3e cBoja ojaromapajyha pectpukiumona mecta Ha JIHK
MOJIEKYITy, Be3yjy ce 3a BmuX Hu ceky ¢ochoauecrapcke Bese wusmel)y HykieoTHaa Ha
pectpukuroHoM mecty, unme ce Jianay JHK npekuna. IIpouec ceuemwa JJHK pecrpukunonum
SH3UMOM Ha3MBa ce IMTEeCTHja CH3MMa U BpIH ce Ha o0a ianna JJHK.

PecTpukiimoHn eH3uMH ce y NPUPOAM Hala3e y OKBHPY OAOPaMOCHHX MeXaHH3ama
Oaktepuja u apxea. [Ipuwimkom Hamana OakTepuodara pecTpUKIMOHM €H3MMHU OaKTepuje Cexy
ymetrnyty JJHK Bupyca m onecmocoOspaBajy HEroBO J€jcTBO. EH3MM MeTHIiiaza, MpOIecoM
MeTHWIallkje, N0/Aaje MeTHI Tpyny Hykieotuauma Oakrepujcke JIHK, unme ce onemoryhasa
BE3MBakE PECTPUKIIMOHOT eH3MMa Ha corctBeHy JIHK u cipevaBa meHO ceueme.

Pectpukimonn ensumu cy otkpuBenu 1970. roamne, ox crpane Bepuepa ApOepa,
Xamunrona Cmura u [lanuena Hejranca, 3a unje cy otkpuhe 1978. moobunun HobGenoBy Harpamy.
Jlo cana je orkpueHo Buiie oa 3000 pa3IMUUTHX PECTPUKIMOHUX CH3MMA. JeldaH O]l MPBUX
OTKPUBEHUX PECTPUKIMOHUX eH3uMa Ouo je EcoRI en3um, nponahen y 6akrepuju E.Coli. EcoRI
ce Besyje 3a pectpuknnono mecro oomuka GAATTC (oarosapajyhe mecto Ha npyroj autu JJHK
je obmmka CTTAAG, mro mpeacrtaB/ba manuuHapom). durectujom ce cekBenna JIHK Ha

PECTPUKIIUOHOM MECTY JACJIN HA ACIIOBE!:

G|AATTC
CTTAA |G

JenHa o OHOBHMX NpUMEHA PECTPUKIMOHUX eH3uMa y ousoruju je ceuewe JJHK monekyna

Kao MpHIIpeMa 3a MpoLec eneKTpodopese.

2.3 Eaexrpodopesa IHK

Enexrpodopesa JIHK je mpouenypa kojom ce uaeHTudukyjy, npounirhasajy u mepe ¢pparMeHTH
JHK. JTHK ce xopumhemeM pecTpUKIIMOHUX €H3MMa ceue Ha (parmente. Tako moOujeHU
(dbparMeHTH ce ynauBajy y KaHajleé ca jeJHe CTpaHe rejla U enekTpodope3oM pas3aBajajy.

@dparMeHTH Cy pa3/IBOjeHH Ha OCHOBY HUXOBE BeInuuHe U KoH(popmarmje. Behu ¢pparmentu ce



kpehy cropuje Kpo3 Ten J0K ce Mamu (PparmMeHTH Kpehy Opske W mpenase Behu myT Kpo3
noarnory. JIHK mrasmuma Moske moctojatu y Tpu koHpopmanwje, cynepHamoraj (eHr. supercoil),
OTBOpEHA-IUPKYJapHa (eHT. open-circular) u nuueapna. CynepHamMoTaj je PUPOIHA 3aTBOPEHA
nupkynapaa konpopmanuja JJHK mmasmuna u xpehe ce Hajopxke xkpo3 ren. Jiuneapna JTHK ce
kpehe Kpo3 ren jeqHUM KpajeM Hampend, ajlu je Tpeme Koje HacTaje Behe y mopehemy ca
cynepHaBojem, ma ce 3ato JIHK ca numaeapHom xondopmanujom kpehe cropuje kpo3 ren y
onHocy Ha cymepHaBoj. OrBopena-tupkynapua JIHK je mpeceuena mupkymapaa JJHK koja je
3a/IpKaja CBOj MUPKYJIapHHU OOJIMK, au, 300r mpeceka Janma JIHK, Moxe memaTu cBOj 0OIHK.
OBa koHdopMmamnuja ce 30or HajBeher Tpewma Hajcopuje kpehe cropuje kpo3 ren. Jlanmm JJHK
ca kKoH(OpMaIMjOM CYNEPHABO] M OTBOPEHA-IIMPKYIAPHA, CEYCHEM PECTPUKIIMOHUM E€H3MMOM

ce peayKyjy 1o TuHeapHe KoH(popMalyje.



3. CekBeHIIMpam-€

CexkBennupamwe JIHK mpencraBspa 3ajenHWuYky Ha3uB 3a MeTojae moMohy Kojux ce yTrBphyje
Ta4yaH penociuen Hykineornaa y monekyny JHK. IIpsu meron cexkBenuupamwa JJHK, 3acHoBan Ha
MPOJYKETKY TMpajMepa, pa3Buo je KuHecku HayuyHuk Pej By (Ray Wu) 1974. roaune,
pesyaryjyhu mapumjaiHoM cekBeHIoM Oaktepuodara T4 [5]. Tpu romune kacuumje, 1977.
ronune ®Openepuk Canrep npoHajiasu HauuH 3a cekBeHuupamwe JIHK, 3acHoBan Ha npekuanma
cunte3e monekyna JIHK, 3a guju nmponanazak 1980. no6uja HoGenoBy Harpamy 3a xemujy [6].
[Tapanenno ca okpuhem CanrepoBor meroaa, Anan Makcam (Allan Maxam) n Bantep I'unGept
(Walter Gilbert) y nepuony on 1976. no 1977. romuHe ponaze 10 jouIl jeaHE METOJE
CeKBEHIIMpama, nonasehu y cynmporHoMm cmepy y oaHocy Ha CaHrepoB METOJ, JETpajaliijoM
nonazae JIHK [7]. V Hajpanumjem mepuoxy oa Hacranka obe mertone, Makcam-I'minbeprosa
MeTola OuBa momyinapHuja y omHocy Ha CaHrepoBu, amu yOp30, yHampehemem mocrynaka
kopumthennx y CaHrepoBOj METOJIM, OHa IOCTaje JOMWHAHTHA W JOCTHXKE ce eduKacHoCT
cekBeHIupama o7 oko 1500 cekBeHIupaHux Oa3HMX TApoBa MO OCOOU TOIUIILE.
Ayrtomatuzanujom mpoieca CaHrepoBe MeTOJIe M ONTHMH3AIMjOM caMe METOJe, pa3BHja ce
TEXHOJIOTHja KalMJIAPHOT CEKBCHIIMpama, KopHIIhemeM KanmwiapHe enektpodopese [8], koja
CBOj BpxyHal jgoctixe y npojekry "Jbyncku renom" (eur. The Human Genome Project) [9].
KanunapauMm cexkBeHIUpameM, e(pUKaCHOCT CEKBEHIIMpama, ACBEIECeTUX TOAMHA BaJIeCeTOrT
Beka, pacte Ha yak 150000 6a3Hux mapoBa Mo MallMHH TOAMINKBE. MeToje Koje Cy ce pa3Buiie
2000-Tux roaWHAa, MO 3aBPIIETKY IMPOjeKTa JbYACKOT TeHoMa, Ha3BaHe Cy "CeKkBeHIUpame
cinenehe renepanuje" (eHr. Next Generation Sequencing) W TIpEeNCTaBJbajy HajcaBpeMEHH]je
Metojie cekBeHIMpama JJHK, ca 1o BuIie gecetnna Munujapid CeKBEHIIMPAHUX 0a3HUX MapoBa

110 MalllTUHU T'OJJUIIIILEC.

3.1 CanrepoBa MeTO1a U KanMJIapHO cekBeHupamwe JIHK

CanrepoBa MeTo/a ce 3acHUBA Ha mpekujamy cuHTe3e nanmna JJHK u nobujamy mpedukcHHx
nanana. [Ipekumame monMMmepusalyje BPIIA CE yMETameM HyKIeoTHaa HakoH kojux JIHK
rmoJInMepas3a He MOXKE Jla HaCTaBH CHHTe3y JiaHla. [locTymak ce BpImH MOCEOHO 3a CBaKU O]
4eTUpHU HyKJIeoTHaa. Tako noOujeHu taHuu ce odpalyjy mpoiecom enekTpodope3e U YHUTambeM
BEeIMYMHA MpePUKCHUX JaHaIla ca pesynrara enekTpodopese Moryhe je YTBpAUTH TadyaH
penocnen nykneoruna y JIHK cexBenuu.

Hyxneotnau ce, y cBOM NpHpOAHOM OOMKY, cacToje Of IEHTO3€, a30THE Oa3e Be3aHe 3a



1' yrIJbeHUKOB aTOM, XHUIPOKCHIIHE Tpyne Ha 3' yribeHUKOBOM aTomy M (ocdarHe rpyme Ha S'
YIJbEHUKOBOM aToMy. 3a 2' YIJb€HHKOB aTOM, YMECTO XHJIPOKCHUJIHE TpyIle, Be3aH je caMo
BOJIOHMKOB aToM. 300T TOra ce HyKJICOTHIM Ha3uBajy Ae30KcuHykineotun Tpudocharu, dNTP,
rJie ce Mo/ HYyKJICOTHIOM ToApa3yMeBa HeKa O]l YeTUpH a3oTHe 0ase - ageHuH (dATP), muto3un
(dCTP), ryanun (dGTP) u tumun (dTTP). Hykneotuau ce mporecom monmmepusaije Be3yjy y
JaHIe ¥ TO Be3uBameM (ocharHe Oaze jeIHOr HYKJICOTHIA M XUAPOKCHIIHE TpyMe Ipyror
Hykineoruaa. Kako ce ¢pocdarna 6a3za Hanasu Ha 5' yrJbeHUKOBOM aTOMY a XUAPOKCHIIHA Tpyma
Ha 3', naHal Koju ce ao0Wja MoJuMepHu3alujoM uMa JBa Kpaja u pacte ox S5' ka 3'. JIHK
nonuMmepaza cuHTetuine HoBu JaHan JIHK moweBmm on mpajmepa y mpaBmy S5' ka 3.
MoaudukaimjoM HyKJI€OTHIa, KOja ce Orjie/ia Y JIe30KCUTeHUCAahy XUIPOKCUIIHE TPyIe Be3aHe
3a 3' yribeHUKOB arom, noomja ce 2'3'munezokcunykineotun Tpudocdar, wim ddNTP. Oako
MOAU(HUKOBaH HYKJICOTH, 300T HEJOCTAaTKa XUAPOKCHIIHE Tpyrne Ha 3' YyIJbeHHKOBOM aToMY,
HeMma MoryhHocT gasber hopMupama JaHIa.

[Tpouec cexBenmupama mnounme naeHarypanujom JIHK. Ilponec nenarypaumje JJHK
IpeacTaBiba pas/Bajame ABocTpykor xenukca JIHK Ha nBa o1BOjeHa aHIa, IPUMEHOM BHCOKE
TEMIIepaType Ha KO0jOj ce BOAOHWYHE Be3e m3mely naHama paszOujajy. 3aTuMm ce 3a jeaH of
noOujeHux JaHala Be3yje moia3Hu mnpajmep u y npucyctBy JHK mommmepase u Hykiaeotuaa
Bpiumm cuHTe3a Apyror nanna JIHK. OBaj mponec moaceha na IILP (PCR, Polimerase Chain
Reaction) anm uma jenHy OUTHY pasnuky. Mely HyKJI€oTHAMMA ce HaJIa3W Ml MpOoIeHAT (OKO
1%) monudukoBannx, ddNTP, nHykimeoTuaa xoju, Kaga ce Bexy y jaHal, onemoryhasajy JTHK
nmoiMMepasy Jia HacTaBu ca cuHTe3oM. lIpucyctBom manor mporeHta ddNTP y okpyxemy, Ha
MOjeIMHUM JIaHIIMMa ce MPEeKUa CUHTEe3a, jep ce Ha oarorapajyhem mecty ymecto dNTP Hamao
ddNTP, nox ocranu naHIM HAcTaB/bajy CHHTE3y CBE JOK ce Ha cieieheM MecTy yMmecTo
onroBapajyher nykieoruna He Bexke ddNTP. Ilo 3aBprieTky oBor mpoiieca 100HMjeHU Cy CBH
JIAHIM KOJU c€ MOTY TOOUTH MpEKUJamkeM MONTMMEpHU3allije Ha CBAKOM MECTY Ha KOME j€ MOrao
na ce Bexke ddNTP. Iloctynak ce Bpmu mnojeauHauyHo 3a cBaku o ddNTP (ddATP, ddGTP,
ddCTP, ddTTP) u noOujeHu naHIM CBaKe UTEpalMje ce€ yIWBajy y mocebaH KaHal Ha ey 3a
enexktpodopesy. 1o 3aBpmieTky ren enekrpodopese mo0ujeHN pe3yaTar jeé COPTUPAH Peaociie
JOy)XKUHA MPEKUHYTHX JIaHAIa OAroBapajyhum MoaupuKkoBaHUM HyKJIeoTuaoM. Kako je mo3Haro
KOju MOIUGUKOBAHU HYKJICOTH]] je MPEKUHYO JIaHall, YUTAmhEeM pe3yaTaTa enekTpodopese, ol
Hajkpaher mo0 Hajayxer ¢parMeHTa, 70o0Hja Ce Ta4aH peaoCiie]l HYKJIeOTHa Ha PYroM JIaHILy
nonaze JIHK, umme je cekBeHuupame 3aBpiieHo. Y TMO4eTKy je Oojeme ¢parmeHara
pa3aBOjeHMX eneKTpodope3oM BPIICHO PAIMOAKTUBHMM H30TOIOM 2P | Ia je M caM mpomec
nobujama pesyiarara OMO IyXH, jep je Ouio MOTpeOHO MpeciauKaTu NoOHjeHe IO3UIlH]je

(dbparmeHaTa Ha peHATCHCKU (PHIIM.



Onrummsanuja CaHrepoBe MeToie TI0UeNa je 3aMeHOM “P  y mpouecy 6ojema. PaanoakTupHu
U30TOII j& 3aMEHCH (IIyOpECIIEHTHUM 00jama, MpU YeMy CY Pa3IMYUTH JIUIC30KCHHYKICOTH I
0ojern pazmmuutoM Oojom [10]. OBakBOM 3aMeHOM, IOpEa HAMOPHOT IIpoleca I00Hjama
pesyarara enekrpodopese, eIMMUHUCAHA je W MOTpeda 3a BPIICHEM YETHPH IIOjeMHAYHA
mpoleca IpeKkuIama NoJuMepu3anmje Beh ce mocao 00aBjhba0 MCTOBPEMEHO 3a CBa YETHUPHU
THMIe30KCUHYKJIeoTH1a. EnuMuHncana je u morpeba 3a 4eTUpU pa3IiMyuTe Tpake Ha Tely 3a
enekTpodopesy ma ce enekrpodopesa Bpmmiaa y kanwiapaum nesuma [11]. Tlpomec je
ayTOMaTH30BaH yBohemeM Jlacepa u (hiyopecieHTHor aetekTopa. Kaaa jgacepcku 3pak morou
(dbayopeciieHTHY 00jy KOjoM Cy 000jeHH IHJIC30KCHHYKJICOTHIH, €MHTYje CE€ CBETJIOCT
onropapajyhe TaiacHe ayxuHe 3a Ty 00jy K0jy (hIyopecleHTHU AeTeKTOop nerekryje. Ha ocHoBy
TajacHe NIY)XHHE CBETIOCTH ojpelyje ce Koju je HykiIeoTun morohen macepom. Ilporec

ayTOMAaTCKOT CEeKBEHIMPama je J0JaTHO Napajenn3oBaH Ha 96 1o 384 peakiivje UCTOBPEMEHO.

3.2 MeToae cekBeHLIMpama cieaehe renepaunnje

Metoze cekBeHIMpama ciefehe reHepaije oOyxBarajy HEKOJMKO MeTO/la CEeKBEHL[MDama
BHCOKe rpornycHe mohu. [ToueTHM KOpak CeKBeHLMpama je TpuripeMa y3opka. Y3opak [HK
KOju Ce CeKBeHI[Mpa ce pa30uja Ha CUTHe [JieJioBe y Tpolecy (parMeHTaldje, HAKOH yera ce
oJIMax BpILIY aMITM(UKalija WK ce MPBO Ha oba Kpaja AenoBa pa3bujene JHK momajy momatHe
KpaTKe CeKBeHlle, ajanTepu. Ajantepu omoryhaBajy Be3vBame KpaTKUX, JeHaTypU30BaHUX
CeKBeHLM 3a MOJJIOry Ha KO0joj ce BpLUM cekBeHLupamwe. Crenehu Kopak je KiacTepoBame,
YMHOJKaBawe, KpaTKUX CeKBeHLIM Ha I10JJ103U. 3a OBaj Kopak IocToje fABa npucryma, [P
nipemoitharame (eng. Bridge PCR) u emyn3uonu [1LP (enr. Emulsion PCR).

Kop miporieca TIIP mpemourhaBama, aganrepu ca oba Kpaja kKpaTtkux saHara JHK ce
Be3yjy 3a mogjiory, obpa3yjyhu sykoBe cekBeHLu. Y mnpucyctBy [JHK mnonumepase u
HYKJIeOTH/Ia, BpLUX ce cuHTe3a apyror jaHua [JHK. JIykoBu ce, 3aTuM, JieHaTypu3yjy, yuume ce
nobujajy ABa o/iBOjeHa J1aHIla Be3aHa 3a rozory. OBaj mporjec ce TIOHaBWa J0K Ce He JOCTUTHY
KJ/IaCTepy Of] BUILlle MAJIMOHA KPaTKUX JlaHalla Be3aHuX 3a MOZAJIOory.

Emyn3uonu [P KopucTy KarybuLle ca afarnTtep¥Ma KOMILIEME@HTapHUM OHUM KOjU Cy
HaJ0OBe3aHU Ha KpajeBe JeHarypu3oBaHux JaHaua [IHK. Y npucyctBy emyssuvoHOr yiba,
neHarypusoBanux /JJHK saHaria ca ajantepriMa U peareHaca oTpeOHUX 3a CUHTE3y HOBOT JIaHIIA
JHK, kan/buile ca KOMIJIEMEHTapHHMM ajjanTepyuMa ce U37Bajajy y Mexypuhe y/ba. YHyTap

cBakor o7 Mexypuha naniu JJHK ce Be3yjy 3a KoMIuieMeHTapHe ajjaritepe M CHHTETHILE Ce



JIpyru jaHail. HakoH cuHTe3e, HOBOIOOWjeHH /aHal] ce OZiBaja M Be3yje Ha JPyroM MecTy 3a
ajantep Ha Kambuiu. [loHaB/bameM MOCTyNKa Be3WBama, CHHTe3e M IIOHOBHOI OfiBajamba
yMHOKaBajy ce naHuy JTHK.

Hapegnu kopak y mpoliecy ceKBeHLMpawa je KOpakK CaMOr CeKBeHLMpaka KpPaTKHX,
K/lacTepoBaHMX  cekBeHUUM. [IpBa  MeToza  cekBeHLMpawa  cjefehe  reHepaiyje,
NUpOCeKBeHLMpamwe, nojaBuia ce 2004. roguHe. Ilopen nyvpocekBeHLMpawa, Haj3acTyI/beHUje
MeTo/le CeKBeHIIMparma Cy CeKBeHI[Mpambe cuHTe30M (eHr. Sequencing by synthesis, SBS), miTo je
TPEHYTHO HajIomny/JapHUju MeTOo/, CeKBeHlMpawe aurauudjoM (eHr. Sequencing by ligation) u
CeKBeHLMpame jOHCKUM TOIyIPOBOAHUKOM (eHr. Ion semiconductor sequencing). Y niociefimbem
KOpaky Tpolieca CeKBeHIMpama, CUPOBU MoJaly A00ujeHr CeKBeHL[pameM Ce aceMOupajy y

OJJHOCY Ha ped)epeHTHHU r'eHOM.



4. AcemOiupame

Acemb0/ipame TeHOMa je TIpoljec cjlarama M HazioBe3uBama JJHK cekBeHlM KapakTepa y Behe
LleJiiHe, WJea/HO y jeJAWHCTBEeHY Lie/IMHY KOja OArosapa Iio/ja3HOj cekBeHLupaHoj [IHK.
Hajmame 1jevHe Koje ce mo0ujajy acembiupameMm cy KoHTure. KoHTura mpefcTaB/ba HU3
KapakTepa /100WjeH TIpeK/arnameM KpaTKMX, CUPOBUX, CeKBEHLM J00MjeHHX CeKBeHLIMPameM,
TaKO JZia pefocse] KapakTepa y CeKBeHL[M OAroBapa pefocieny Hykneorvzaa y JHK. Kako cy
HeKe OJ CUPOBUX CeKBeHIIM y OOpPHYTOM pefocC/iefy Of, CTBApHOT pefociefia HYK/IeoTH[a,
NOTPeOHO je M3BPIIUTH KHUXOBY PeOPHjeHTALUjy TIPU Clajalkby y KOHTUTY. KoHTuUTe ce, 3aTuM,
criajajy y Behe 1enuHe, ckadonge wid cyrepkoHtyre. Ckadonau Mory cafip)kaTd Mpa3HuHe
r3Mel)y KOHTHUra, a/iv ce U Jajbe 3aXTeBa /la pefocse]] KOHTAra U BbUXOBUX KapakTepa o/iroBapa
penocneny Hykneotwa cekBeHipaHe /JHK. Acembivparme ce MOXKe BPIIUTH KOpHUIhemeM
pedepentHor reHoMa. PedepeHTHH reHoMm umu pedepeHTHa cekBeHlla je [JHK cekBeHLa Koja
rpe/icTaB/ba perpe3eHTaTHBHY Mojen CeKBeHLy 3a ofpehjeHu opraHusam. KoHTure ce
aceM0Osipajy U crajajy y ckadosizie Ha OCHOBY pejioc/ie/ia HyK/IeoTHza y pedyepeHTHOM TeHOMY.
[pyru obmuk acembsupara je aceMmbspame 6e3 kopuiihewa pedepeHTHOT reHoma, de novo

aceMOJMparbe.

4.1 De novo acembuupame

PemaBawy npobiema De novo aceMbiivipama ce MoyKe TIPUCTYITUTHU Ha BUIlle HauuHa. JeZiaH of
HauvHa je ¢opMmupamy rpada v NpoHalaxewy LMK/Iyca WIMA MyTa Kpo3 rpag, Npu uemy je
penocsies; oOMIacka YBOpPOBa aHa/IoraH aceMOiMpaHoj cekBeHL. [IprpoiaH MpUCTYT pelliaBamby
npobsiema acembmpama MoMohy HeycmepeHor rpada 6uo OW u3/Bajakbe CBUX N-TpaMa M3
kpaTtkux JTHK cekBeHIu 100UjeHUX Of] CeKBeHIlepa, ypeljaja KOjuM je BpIIIEHO CeKBEHIUpame. Y
TOM CJy4ajy, YBOpoBU rpada cy n-rpamu jgobujeHu of Kpatkux [JHK cekBeHIH, ToBe3aHU
Mel)ycoOHO TpaHOM YKOJIHKO je jesaH n-rpam npedukc apyror. [IpoHanakemeM XaMHUITOHOBOT
myTa y Tako ¢opmupaHom rpady gobuja ce pepocsies; obunacka Koju iaje pefocsies; n-rpaMa y
Hajy’KOj CEeKBeHI[M KOja Ce MOJKe CAaCTaBUTH Of TUX N-Tpama, IITO MNpeJACTaB/ba TPAXXEHY,
aceMbsipaHy cekBeHLy. IIpobGseM KO/ OBaKkBOI TPHUCTYyIA je TMpoOHanakelwhe XaMUJITOHOBOT
nyTa, o je NP komriieran ripobsem. [[pyru, Mambe UHTYUTHBaH, MPUCTYT 6o Ou dopmuparme
ycMmepeHor rpada uuje cy rpaHe n-rpamu kKpatkux JJHK cekBeHLlM a YBOpPOBU TIpeUKCU U

cypuKcU n-rpama Koju ojiroBapa CyceAHOj rpaHu. UBOpOBU ca UCTUM MpeduKCUMa, OJAHOCHO
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cypukcuma, ce crajajy u y dopmupaHoM rpady ce tpaxu OjnepoB nyT. Kako je Hamakeme
OjnepoBor myTa JaKIiy mpob/emM of] TIpOHa/aXKemha XaMUITOHOBOT 1UK/TyCa, OBaj TIPUCTYII Ce y
MIPaKCHU TI0Ka3yje Kao 6061 1u300p.

IIpumep:

Heka je cekBenja TGACAGATCGA mnope/peHa Ha 3-rpame.
TGA GAC ACA CAG AGA GAT ATC TCG CGA

Oprosapajyhu uBopoBu rpada ca cycelHUM I'paHaMa MpUKa3aHu Cy Ha CJIULH 2.

OO~Noub~Ww
o
>
o]

Cnuka 2. ®opmupame rpagda nomohy n-rpama u npoHahenu Ojnepos myT.

CrajarmbeM UYBOpPOBa Ca UCTUM CY(PHUKCOM, OJHOCHO rpeduKcoM Aobuja ce rpad mpeJcTaB/beH Ha
oy 1 u rpade OjnepoBor 1uKayca npoHaljeHor y rpady o3HaueHe cy OpojeBuma. Tako

Jno0ujeHu MyT oiroBapa pefioc/eny 3-rpaMa y aceMOIMpaHoj CeKBEeHLIH.
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5. AcemOyiupame TeHOMA Ha OCHOBY reJi eJIeKTpodopese y myJICHOM
NnoJby

Pesynraru nmobujenu nmpumeHoM ren enekrpodopese y myiacHoMm nosby Ha JIHK mpexncraBibajy
BennuuHe BparmeHata JIHK no6ujenux ceuemem JIHK pectpuximonum ensumom. PaziBajamem
acemOympane JIHK cexBeHIle Ha pECTPUKIIMOHUM MECTHMa, 32 KOja CE Be3yje PECTPUKIIMOHU
€H3UM KOopHIIheH NPWIMKOM eneKkTpodopese, 100Hjajy ce HUCKE KapakTepa 4Hje Cy IYKUHE
aHaJIOTHEe BelW4YMHaMa (parmeHara aobujeHux enexrpodopesom. Ykomuko je JJTHK cexBenma
Jonie aceMOJIMpaHa, ceYeHhe CEKBEHIIe Ha PECTPUKIMOHMM MectuMa Hehe matm omrosapajyhe
BenuuuHe (parMeHara. ['pemke y acemOnupamy ce Hajuemhe OJUTMKY]y JIOIIHM pPEIOCiIeIoM
KOHTHra y ckadoilauMa W Tpa3HuHama wu3Mmel)y KOHTWTa, YyClie[ JIOmEer MOopaBHama ca
pedepeHTHOM CeKBEHIIOM. Texu OOJIMK Tpeliaka Mpu aceMOJIMpamy Cy JIOIIe aceMOaupaHe
KOHTHTE. Je[aH of] pasJiora JOUIer MopaBHamba MOXE OWTH 10jaBa MHBEP3HjE Y OKBHPY I'€HOMA,
KOja MOXXE PE3yJITOBaTH WHBEPTOBAHMM KOHTHUTAaMa y IEJIWHU WU BHXOBHUX JeinoBa. M3 tor
pasiora, COpTHpame KOHTHTa UCKJbYYHMBO Ha OCHOBY IOpaBHAMma Ca pePEpEeHTHOM CEKBEHIIOM
He Jaje yBek ucmnpaBHe pesynrare. Kopumhemem uHpOpManuja o CTBapHUM BeIMYMHAMA
¢bparmenata, nobujeHux enekrpodopesom, moryhe je mpomenutu penocnen aenoa JHK
CCKBEHIIC TaKO Jia Ce MPU MOHOBHOM Ceuemy npeypeleHe cekBeHIle, Ha HICTUM PECTPUKIIHOHUM
MeCTHMa, T00Mjajy HHCKE KapaKTepa IyKWHE aHAJIOTHE BeJIMYnHamMa (pparMeHTrMa JTOOHjCHIX
enektpodopesoMm. OakBuM mpeypehuBamem, Moke ce J00MTH HCHpaBHO aceMmOaupaHa
CEeKBEHIIA.

[TpBu mpobsieM Ha KOjU Ce Hawsa3W TpPU TOKyIajy acembimpara cekBeHile THK Ha
OCHOBY Be/MuMHa (QparMeHata [o0ujeHUX eyieKTpodope3oM je TpPeLy3HOCT pe3ysTaTa
esiekTpodopese. BenmurHe ¢parmeHara ce unTajy ca ¢uaMa v ropefie y OAHOCY Ha MOJIEKYJ/ICKY
nectBully. Kako cy BesimunHe ¢parMeHaTa O3HaueHe CBeT/IMjUM CerMeHTHMa HepaBHUX WBUIIA,
Ha ¢uaMy, Huje Moryhe MOTIYHO TpeLM3HO YTBPJUTH BelIUuMHy (parmeHTa, Beh rpelka
Bapupa /10 = 2% op cTBapHe BeuuHe (pparmeHTa. Ca ropacTom BeurHe (hparMeHTa, Tperka
niporieHe BenmuuuHe (parmeHTa je cBe Beha. [Ipyru mpobreM je mMoryhHOCT rocTojama BUllle
¢dparmeHaTa ucTe BeJMUMHEe WM MPUOMKHUX BenruvHa y okBuUpy ucte JHK. ¥ Tom ciyyajy
MOKe OMTHM OTeXaHO paclio3HaBamke WBHIlA CBET/IMjUX CerMeHara U yTBphUBame Ja M jemaH
CerMeHT TIpe/ICTaB/ba jeJlaH WM BUile ¢parMeHaTa. [la 6u ce oBakBU TIpo0/ieMU TPeBa3UIILIH,
noTpebHO je 03BOMUTH o/ipeljeHy rpellKy BeJIMUMHa Npyu aceMbupamy. [l03Bo/beHa rpeliika ce
MoyKe ycKiajuBaTH Tipe ripoljeca aceM0O/iupama y 3aBucHocTH of omreheHoctu THK cekBeHiie.
KopuirtheweM pauyHapCKUX pecypca Moryhe je ayTromaTW30BaTH OBaj TpoLieC W y HapeJHOM

0JIeJbKY je TIpMKa3aHa HOBa MeToJja aceMO/Mpama Koja BPIIM TIOMPaBKYy Jiolle aceMOIMpaHuX

12



CeKBeHIH, a/IM U aCEM6JII/IpaI-be reHoMad YOIIITe.

5.1 Onuc metoae

Metoau acembsiuparsa ripetxou ren enekrpodopesa [JHK y nysncHoM nosby. HakoH fmobujama
Opoja m BesmurHa QparmeHara aHamu3upaHe [HK mpenasu ce Ha merofy acemOmvpara.
IToueTHH KOpakK MeTo/le je TIPUIpeMa CeKBeHI[H 3a aceMOyparme. AKO He TIOCTOjU WHULHjaTHO
aceM0sipaHa cekBeHIla, Beh Cy [0CTyITHe caMO KOHTHUTIe, BPIIY Ce ceuere KOHTUra Ha MecThMa
PeCTpUKLIMOHOT eH3uMa KopuuiheHor y mporiecy enekrpodopese. 3a TMomnpaB/bame JoLle
aceM0OJiipaHe ceKBeHIle, UHUIMjanHO acembiupaHa [ITHK cekBeHma ce genw Ha ckadosze a
ckadoid Ha KOHTUTe U Z00MjeHe KOHTHre Ce CeKy Ha PeCTPUKI[MOHUM MecThMa. Y Ja/beM
TeKCTy he ce KOHTHUTe U [Ie/IOBU AOOMjeHH ceuer-eM KOHTHTA Ha3WBaTU jeJMHCTBEHUM Ha3WBOM
nonypparmenTy. [TosmydhparMeHTH ce 03HauaBajy Ha OCHOBY HauMHa iobujama. KoHTHra Koja He
Ca/Ip’KU PeCTPUKLMOHO MECTO O3HayaBa Ce Kao Cpejullibd MosjydparMeHT, 3aTo IITO ce Y
aceMO/IMpPaHO] CEKBEHL[M HEeIOCpeHO MOC/Ie WU TIpe He He Ha/la3u PeCTPUKIMOHO MecTo. AKO
KOHTHUTa Ca/Ip>)KA PeCTPUKLIMOHO MeCTO, To/ypparMeHTH ce 03HayaBajy Ha TpU Moryha HauuHa.
[MonydpparmMeHT Koju ce Hala3W HEMOCPeJHO Tpe PeCcTPUKLMOHOI MecTa je TMOoC/ie[mbu
nosyparMeHT y OKBUPY (hparMeHTa OrpaHUYeHOr TUM PeCTPUKLIMOHUM MeCTOM T1a ce 03HauaBa
Kao 3aTBapajyhu. AHajOTHO TOMe, TIPBU TOJy(pparMeHT IOC/ie PeCTPUKLIMOHOT MecTa ce
03HauaBa Kao O0TBapajyhu. YKOIMKO ce HeroCpejHO Mpe M HermocpesHO Moce rnonydparMeHTa
Hajas3e pecTpUKILMOHa MeCTa, TakKaB IMoJy(pparMeHT Cce O3HauaBa Kao KoMIieTaH. KomruieTHU
nosypparMeHTd Cy HCIpPaBHO aceMOIMpaHW W MOTY Ce W3y3eTH W3 HapeAHOr Kopaka
aceMbsiipama. bpoj otBapajyhu u 3atBapajyhux momydparmeHata Mopa OWTH MCTH Kao Opoj
bparmenara fo6ujenux enekrpodopesom. I[MonydparmenTrMa ce ozpel)yjy roueTHe mo3wuiiyje
npu BLAST mnopaBHawy ca pedepeHTHOM CeKBEHIIOM, IUTO he ce y HapeJHOM KOpaky
VICKODUCTUTH 3a IPUMEHY XeypPUCTHKE.

[pyru xopak Metofe je pacropeljuBame MomydparmMeHata y rpyle uuje Be/JMYUHE
0/IrOBapajy 3a/laTUM Be/jMUMHamMa (parmeHaTa JoOHjeHMX eleKTpodope3oM, Tako /a YKyIHa
BeJIMUMHA KOHTWra He TMpejiasd 3aJaTy BeJWUMHY Tpyne, y3 [103BO/beHYy rpeliky. Kako
aJropuTaM 3a MpOHa/laKewme CBUX MOryhux pacriopeZia KOHTWra mo rpyraMa Ipurajga Kjiacu
eKCTIOHeHI1ja/THe BpeMeHCKe CJI0’KeHOCTH a CpPO/IHY Tpob/ieMy TIpOHasia’keha Cyma Mo/[CKyToBa
1 paHiia cy NP KOMIUIETHH WU TICEY/I0TIO/IMHOMUjaTHA, HEOTIXO/HA je yroTpeba XeypucTHKa u
orpaHuuema KojuMa ce [JOMeH IpeTpare Moryhux pacriopefia KOHTWra Cy)kaBa. Y HaBe/leHOj
VMMIJIEMeHTaljyd anropyMTMa, Kao XeypucTHKa ucKopulheHO je pauyHamwe rpemke BLAST

MMOpaBHAKd KOHTHUI'da Y OKBHUDY I'DYyIie€ W MOCTdB/bdalbe€ OIPdHUUEHA 3d MAKCHUMAJ/IHY OO3BOJ/bEHY
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rpemky. ['perika BLAST nmnopaBHawa pauyHa Ce Kao YKylHa [y)KMHa T[IOpaBHamwa
nosypparmMeHara M3 rpyrme mnoje/beHa ca YKYIHOM JY)KWUHOM CBUX ToJiypparmMeHara y IpyIiu.
PauyHame Tpelllke TIOpaBHama y OKBUPY Tpyla CMamyje MOTyYhHOCT rpelike aceMO/vpama
ycJie]] TIojaBe WHBep3Hje, jep BPeHOCT rpellike TMpe/CcTaB/ba pelaTUBaH OJJHOC ToaydparMmeHaTa
y TPylnM, a He TauHe I0O3WIMje Ha KOjuMa ce OHM Mopajy Hahu. Ilopep rpelike ropaBHama,
TIpoBepaBa ce Jia Jid yKyIHa Ay)KWHa CBUX MoypparMeHaTa y rpyny oAroapa BeJIMUYMHHA HEKOT
o4 ¢dparmeHaTa AoOujeHUX eneKTPOdoOpe3oM, y3 [03BOJbeHY TPElIKy Koja Ce eKCIUTAL[UTHO
HaBOJU.

I'pyne ce cacraB/bajy noityjyhu oarorapajyha npaBuia. CBaka rpymna Mopa cafip>kaTh
TauHO jefaH oTBapajyhu W TayHo jefaH 3arBapajyhu nosydparmeHT. VHMLMjanHO ce BpIIU
dopmupame rpyna uMju Cy TpBU mNonaypparMeHTH oTBapajyhu ¢parmeHTu. HakoH Tora,
MOKYylllaBa Ce ca [jo/laBalbeM CpeUIIbUX U 3aTBapajyhux nomydparmMeHaTta. YKOJIUKO je HOBU
nosiy(parMeHT CpeJUILIBbU U YKYITHA AY)KUHA Moy(parMeHara y rpymu, ca HOBUM CpPeAUILEUM
nosypparMeHTOM, He Tipefasyd BeJWuMHY HajBeher ¢parmMeHTa, rpyma ce Komvpa U Yy
HOBOHAcTaly TpyIy ce [Jojaje HOBU CpeAMilkbM momypparMeHT. [JozgaBame 3aTBapajyhux
nosiyparMeHara y TpyIy BpIIM Ce YKOJMKO BeJIMUMHA CBUX IMojypparmMeHaTa y Ipyriu, 3ajeZiHO
ca 3aTBapajyhum koju 6u ce fozmao, oAropapa BeJTMUMHU HEKOT 3a7aTor (hparMeHTa. YKOJHKO je
rpynu Jojat 3aTBapajyhu nosnydparmeHT U rpeiika BLAST nopaBHawa nosygparmeHata He
Tripeniasu yHaripe[, JeUHUCaHy TPaHUL]y, TPyla ce eBUJeHTHPA Kao KaHAWZAT rpyma, 0K Cce of
nosiy(pparmeHata Koju HUCY 3aTBapajyhu (opmupa HoBa rpyna. CBaka KaHAuaT Tpyrna 4yBa
vHdopMaljy 0 ToMe KOM (pparMeHTy OAroBapa W Koju mnomydparMeHT Yy OKBUDY Tpylie je
otBapajyhu a Koju 3atBapajyhu. [la 6u ce m3bersa rojaBa rpymna y KOjuMma Cy CMeINTeHH WCTH
rosiy()parMeHTy y NepMyTOBaHOM peZoc/e/ly, 3axTeBa ce Jja rnosygparMeHTH Nomryjy pactyhu
TIOpeJiak 1Mo peHOM OpOojy Koju Cy JoOWUIM 1pu yurTaBy U3 y/a3He gatoreke. Kaga cy nqobujeHu
cBu Moryhu KaHAWJATHM KOjU WCIyHaBajy HaBeZleHe ycioBe, ciefehu Kopak Metoze je
opeljuBame MpaBUIHOT peZioc/iefia KaHJUAaT rpyTia y aceMO/TMpaH0j CeKBEHIH.

JenHa o KaHAMzAAT rpyna ce IporJiallaBa 3a I10/1a3HY M Of] Hbe Ce BPLUM NPOHa/IaXeHme
Jla’ber pefociefia TIPeoCTauX KaHAWAAT Tpyra y acembsupaHoj cekBeHifu. [Tomro je JJHK
Kpy)KHa, 0fabup Tmosla3He rpyre HHje cTpuKTaH. Kako cBaka 07 KaHAWJAT Tpyra HMa
vH(dopMalljy 0 ToMe KOju rosiydparMeHT je oTBapajyhu a Koju 3aTBapajyhu y oKBupy rpyme u
KaKo je Io3Hato Jia cy 3arBapajyhu u orBapajyhu parmeHT Koju ce Hanas3e HENOCpPeJHO Mopes,
PeCTPUKLIMOHOT MeCTa CyCe/IHU y aceM0/IMpaH0j CeKBeHLH, MO)Ke Ce caCcTaBUTH rpad Ipu Kojem
Cy Tpyme ca cCyceAHUM oOTBapajyhuM, ofHOCHO 3aTBapajyhum ¢QparmeHTriMa TmOBe3aHe.
[ojaTHUM orpaHuyelmUMa Ce eMMHHUINY MYyTeBU Kpo3 rpad KOju CHUTYpHO He [I0BOAe [0

ucrpaBHor pepociesa. OrpaHuyera cy 3abpaHa MoCTojama MyTa ca /[Be KaHJuAaT rpyre Koje
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oJroBapajy ucrom ¢parmMeHTy U 3abpaHa MocTojama /iBa MCTa MoyiypparMeHTa y OKBUPY
1eJIOKyTHOT TyTa. [la 6u myT 6uo mpuxBaheH Kao MoTeHLMjaTHO UCTIPaBHU peiocye], KaHAuAaT
rpyra, TOTpeOHO je Ja WCIyHkaBa HaBeZieHe YCJIOBe U [la je HheroBa [Jy)KHWHA jefHaka Opojy
dparmeHaTa 061jeHHX e/leKTpodope3oMm.

OgakagB roctymnak obe36eljyje ¢popmupame UcrpaBaHOT pefociesa KaHAUAAT rpyra, aau
ycrpaBaH pefocies noaydparMeHara y OKBUPY Tpylia HUje 3arapaHTOBaH, OCUM 3a OTBapajyhe
U 3aTBapajyhe mosydparmeHTe y rpynama. 3a IOMNpPaBKy Ce MO)Ke HCKOPUCTU COPTHpPame
rnonydparMeHaTa y rpyrnama Io rodyeTHuM rosuiiMjama BLAST mopaBHawa WM cedeme Ha
JPYTUM peCTPUKLMOHMM MeCTHMa U TOHaB/bake TIOCTYIKAa aceMOyvpama, y3 3Hawme Ja Cy
oTBapajyhu u 3aTBapajyhu mosydparMeHTH y rpyrnaMa Ha MCIIPaBHUM I0O3MLMjaMa U Ja Cy
Mel)ycoOHO cycesiHU y CyceJHUM rpyrama.

Ia 6u ce MeToZa Morjia NMPUMEHUTH 3axTeBa Ce UCITYHEeHOCT HEKOJIMKO MpefycioBa. Y
noueTHo acembsivpanoj [JHK cekBeH1M, KOHTHIe MOpajy OUTH HCTIpaBHO aceMbsMpaHe jep ce
cMmaTpa Jia Cy BhUX0Be [Jy)KHMHe MHULMjasHo ucrnpaBHe. Takolje, Heomxo/JHa je 0O4yBaHOCT CBUX
PECTPUKIIMIOHUX MeCTa eH3WMa KOjUM Ce BpIIM Ceuere, y TIPOTUBHOM Opoj Tpyma, y Koje ce
KOHTHUTe pacriopeljyjy, Hehe oaroBaparu 6pojy crBapaux ¢parmenata JHK nobujeHnx ceuerem
HUCTUM €H3UMOM. PecTpHKI[MOHa MecTa He CMejy OWTH Ha caMOM TIOYETKY WIM CaMOM Kpajy
KoHTUTe. BpemHOCTH orpaHuuera 3a/ajy ce cpa3MepHO Opojy ¥ Ay)KMHU KOHTUTa Koje ce
acembmpajy. IloBehame Opoja U cMameme BelMUMHe KOHTHTA 3axTeBa roBehame Z03BO/bEHE
rpelliKe MPU CcacTaB/bakby KaHUAAT TPyIia a CaMUM TUM U rioBehame O6poja KaHAUAT rpyra Koje
3afI0BOJ/baBajy ycsioB. M3 TOr passora, JIOIIWjU KBaUTET WHUIMjATHO aceMOJyiipaHe CeKBeHI[e
KOjy Tpeba TorpaBWTH, y morjeny Opoja v BeJMUMHA TTPa3HMWHA, HETAaTUBHO yTUue Ha Op3uHYy
W3BpIllaBama aaropuTMa. Joiu jegan of 3axteBa je ga je JTHK koja ce acembivpa I[UpKy/IapHa,
jep y CympoTHOM Tiocie[wu (parMeHT JiMHeapHe CeKBeHlle He Ou uMao 3aTBapajyhu
nonygparMeHnT, a pBoM (parmeHTy O6u HejocTajao oTBapajyhu. Mmnak, yKOJIHMKO je MO3HATo
KOju TIonmydparMeHTH Cy TIPBU U TIOC/e/IlbM y aceMOJMpaHOj CeKBEHI[M, MOTY Ce [0/laTHO
03HAaUMTH Kao OTBapajyhu, ogHOCHO 3aTBapajyhu u Meroja OuM ce y TOM C/aydajy Morja
MIPUMEHUTH, y3 o/iroBapajyhu oabup rosia3He KaHJUAAT TPyIie MpU aceMbpamy.

[lesiokyran HW3 TIpoLieAypa, KoOje Ce WU3BpLIAaBajy y OKBUPY OIMCaHe MeToje

acemb/Mpama, TpHUKa3aH je Ha CIULH 3.
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YrephuBame 6poja 1 BeanyvmHa

¢parmeHara AHK ren ’

Pa3asajarbe MHMUKMjaNHO
acembanpaHe cekseHLe Ha

Mpynucakse nonydparmeHarta
y KaHAwWaaT rpyne

enekTpodope3oM y NyacHOM
nosy

MpoHanaxere nytesa y rpady

Popmupare rpada —} KOjW oArosapajy NpasuIHOM
peaocneay rpyna

nonypparmeHTe

Cnuka 3. Pefocsies mipolieiypa y OKBUPY MeTo/ie aceMb/Mpama reHoMa Ha OCHOBY TeJl

esnieKTpodopese y MyJCHOM MOJbY

5.2 UmmjieMeHTaIAja MeTOxE

Yna3Hu mogauy anroputMa cy 6poj u BemmuuHe ¢pareHara fo0ujeHUX Ten eeKTpodope3oMm y
TMyJICHOM TI0/bY, /103BO/beHe Tpeliike BemnunHe U BLAST mopaBHama, Kao U eH3UM KopuiitheH
NpUIMKOM esieKTpodopese, TauyHWje, OMUC PECTPUKLIMOHOI MecCTa KOje eH3UM IIpero3Haje.
Mertoza aceMOMpama je UMIJIeMeHTHPaHa y MporpaMcKoMm je3uky C ZI0K je mporpaM KOju BpIIU
JUTeCTHjy €eH3WMa W [e/id WHUIHjaJHO aceMOIMpaHy CeKBeHIly Ha TrosyparMeHTe
VMILJIEMEeHTHPaH y je3uky [leps. I3BopHM KO MporpaMa 3a aceMOJsiupare ce Haja3u y J0AaTKy
A, nok ce usBopHU Koz Ilepn ckpunre Hanasu y gogarky b. Ileps nporpam fenu cekBeHLy Ha
ckadonge, ckadosZie Ha KOHTUTe a KOHTUTe, eBeHTya/lHO, Ha CHTHHje [e/ioBe, YKOJUKO Ce
YHyTap KOHTWIe Hajia3e peCTPUKLIMOHA MecTa 3ajaror eHsuma. V3nas rporpama 3a ceueme
CeKBeHLle Cy JlaTOTeKe Koje caZip)ke romy@parMeHTe M JaToTeKa ca OMvcuMa IonygparMeHara.
[To 3aBpuIeTKy ceuera CeKBeHL|e Ha TOiyQparMeHTe, w3 Ao0OUjeHe AaToTeKe, ca OMUCHMA
nosiyparmeHarta, yunTaBajy ce Ha3uBU nonydparmMeHara, bMX0Ba 03HaKa, BeJIMUMHA U TTIOUeTHa
nosutija y BLAST nopaBHawy ca pedepeHTHOM CeKBeHL|OM. BpeHOCTM MOYeTHUX IMO3ULHja
BLAST mnopaBHama je moTpe6HO rocebHO HaBeCTU y OKBUDY JaToTeke. [losydparmeHTH ce
4yyBajy y JIMCTama U pa3BpCTaHU Cy Ha OCHOBY O3Hake. UBOp TakBe JIMCTe je CTPYKTYypa Koja uyBa

o/laTKe:

e Ha3us nonydparmenra

e (OsHaka noJsiyparmMmeHTa
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[JyxuHa nonydparmeHTta
[TouetHa no3uuyja nonypparmenta y BLAST nopaBHamwy
ITokasuBau Ha cnefehy yBop mcTe

Pennu 6poj nonydparMeHTa rpu yunuTaBamwy U3 JaTOTeke

HakoH yunTaBama mosydparmeHaTta BpIIM Ce CacTaB/bake KaHAWAAT rpyma. ['pyme cy, Takofje,

rpe/iCTaB/beHe YBOpOBUMa JiicTe. CBU oTBapajyhu mosiydhparMeHTH 0TBapajy 1o jeHy Tpymy.

YBop /McTe rpyria je CTPyKTypa ca Tojaruma:

[Toka3uBau Ha JMCTY nosiyparMeHaTa Koju Cy CMeIlTeH! Y TPYIy

Cyma y»)kMHa CBUX TojydparmMeHara y rpynu

[Toka3uBau Ha oTBapajyhu nonaydparmMeHT y rypnu

[Toka3uBau Ha 3aTBapajyhu nosydparmeHT y rpynu

WHpexc cKyma rpyna y KoMme ce Hajasu CycefiHa rpymna y ¢popMupaHoM rpady
AriconyTHa pas/MKa JY)KMHAa CBUX MosiyparmMeHaTa y TpPYIM W TpoLekeHe AYy)KUHe
TIOpaBHama Nomy(parMeHara y rpynu ca pe)epeHTHOM CeKBEHL|OM.

BenmuuHa parmeHTa go6ujeHor esieKTpodope3oM K0joj oArosapa rpyria.

3atum ce BpIIM W300p CpeAMIIBMX M 3aTBapajyhux momydparmeHaTa U ¢dopmHpajy ocrane

rpyne, mowTyjyhu 703Bo/beHe Tpelllke KOje ce HaBOJe Kao apryMeHTH KOMaHJHe JIMHUje

TIPU/IMKOM TI03MBaka rporpama. I'iobanHe mpomMeH/bHBe KOje UyBajy HaBeZieHe Ipellike Cy:

GRESKA - [103BO/beHO O/CTyllale Be/lWuYMHe Tpyre 07 BeJuuyuHe OAroBapajyher
(bparmeHTa, U3pa>keHO y MPOLeHTHMA
BLAST_GRESKA - [To3Bo/beHu ogHoC aykvHe BLAST mopaBHawa U yKyIHe AyXUHe

CBUX Mony¢parMeHaTa y rpyIy, U3pakeHa y MpOLieHTHUMa.

[TpunukoM pofaBawa 3aTBapajyher mosyparmeHTa y Tpyily, MpoBepaBa Ce Ja Jid YKYIHA

JOyXKyHa mosypparMeHaTa y TPYIH, 3ajelHO ca 3aTBapajyhum, oAroBapa HeKOj 0J BeJMUMHA

(bparmenara y3 foaTHu yciioB za rpeiika BLAST nopaBHama He Tipesia3uy 3a/1aTy TIPOLIeHaT.

Kako cy mosmydparmMeHTH COPTHMpPaHM IO BeJIMUMHAMa, Tpakewme (parmeHTa Kome Ou rpyma

oArosapasa BpiM ce Kopuiihemem 6uHapHe nipetpare. [Tomro je [JTHK 1ppkynapHa, mocneama

KOHTMIa je CyCelHa TOYETHOj KOHTHWIH, Ta je Tpy pauyHawy rpemike BLAST nopaBHama

MoTpeOHO TIPOBEPUTH T'PEIKY TMOpaBHamka O/ MPBOT MoaydparMeHTa Ka TMoc/ieilbeM, Y OAHOCY

Ha BpegHocT novyetka BLAST nopaBHama UM rpelliKy opaBHawa 07 Kpaja Ka nouetky. IIpumep
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Moryhux pacriopeZia KOHTUATra U BpefHOCTH rpeiiaka BLAST mopaBHama rpukasaH je Ha CIULU

4.

Mpewka2 Ipewka2

pewkal Mpewkal
10000 bp 1 10000 bp

Mosuuwmje BLAST i I I }

nopaeHarba 0 12000 22000 25000 35000 40000

YkynHa gyxuHa nonypparmeHata: 20000 bp
AyxuHa BLAST nopasHarba: 23000 bp

Mpewkal: | 20000 - 23000 | /20000 * 100 = 15%
Mpewka2: | (22000 - 0) + (40000 -25000) - 20000 | / 20000 * 100 = 85%

Mpewka2 Mpewka2

pewkal lpewkal

[~ ]

1 10000bp ‘ 10000bp |
Mosuumje BLAST |7 | \ [
nopasHarba 01000 11000 28000 38000 40000

YkynHa fyxunHa nonypparmeHaTa: 20000 bp
AyxunHa BLAST nopaeHarea: 37000 bp

Mpewkal: | 20000 - 37000| / 20000 * 100 = 85%
Mpewka2: | (11000 - 0) + (40000 - 28000) - 20000 | / 20000 * 100 = 15%

Cnuka 4. TIpumepu pauyHamba rpetiiaka BLAST nopaBHama y3umajyhu y 0063up [UKIAYHY

cTpykrypy JHK

YKOMMKO Cy CBU yCJIOBM UCIYH-€HH, FPyNa Cce Jojaje y JUCTY Kauauzar rpyna. HakoH
(opMypawka CBUX TIpymla, JAMCTa KaHAWZJAT Tpyna ce IpeTBapa y HMU3 KOjU Ce COpTUpa
nekcukorpadcku 1o otBapajyhum mnonydpparmeHtuma. CBe KaHAWJAT Tpyre ca HWCTUM
oTrBapajyhum mnonydparmMeHTMMa ce CMeLITajy Yy JMCTYy TipeABuUljleHy 3a Taj oTBapajyhu
nosy(parMeHT, [OK Ce [OKa3WBaud Ha JIMCTe uyBajy y Hu3y. Kaja cy kaHaujaTt rpyme
pa3BpCTaHe I10 IMCTaMa, Ha OCHOBY OTBapajyhux mosydparmeHara, BpIIM Ce MOBe3UBamke Ipyrna
y OKBUpY JIUCTA Ca JIMCTaMa Ipyra y Kojuma Cce Hajlase lbUX0Be cycefHe rpymne. Pacniopes rpymna
yHYTap JIMCTa U Be3UBame Ca 0CTA/IUM JIMCTama MPUKa3aHo je Ha CJIULH 5.

[Tpown3BosbHU cKym oTBapajyhux ¢parmMeHaTa ce rporsaiiaBa 3a [0/1a3HA U alrOpUTMOM
rpeTpare ce Tpaku MyT Kpo3 rpad, kpehyhu ce mo ckymoBuMa, mpeko rpaHa [JoOHjeHUx
CrajamkeM YBOPOBa JIUCTe TPyTia ca CKYIOBUMa CyCeIHUX TPYyTia, U oflabupajyhu mo jegHy rpymy
n3 ckyna. Iyt je nmpuxBaheH Kao McmpaBaH YKOJIMKO HeMa TOHaB/baka Ipyra Koje 0AroBapajy
MCTOM (DparMeHTy U aKko He MOCTOjU HU jeflaH Toyy(parMeHT KOjU je Ha MyTy MCKOpUllheH
Bullie ofi jeqHoM. OcobrHa MCIpaBHOT MyTa KOja ce cama To ceOu IOCTaB/ba je Ja je rpyrma

CcycefiHa TMOC/IeAwOj TPynu Ha MyTy ynpaBoO MpBa rpyma Ha nyrty, jep je JHK cekseHna
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L[UPKYJIapHa.

MonydparmeHTn
VHULMjanHo
acembanpaHe AHK

| |[zaT1foTB1

3AT 2

oT1B 2]

3aT3JoTB3 ||

T~

I

PeCTpMKLI,I/IOHa MecCTa

/

OTB 1 OTB 2| OTB 3|
Ipyna 1 pyna 4 pyna 5

OTB1 . - - 3AT2 OoTB2 . . - 3AT3 OTB3 . . . 3AT1

- lpyna 2 * lpyna 6
OTB1 - - - 3AT3 } OTB3 .« « « 3AT2

! Ipyna3s

- py

OTB1 = « = 3AT2

Cnuka 5. Pacriopes rpyra ro jiucTamMa Ha OCHOBY OTBapajyhux nomygparmMeHara U Be3Bambe

rpyrma ca JucTaMa y KojuMa ce Hazase CyCeZiHU Io/1y(parMeHTH.

TpeHyTHa uMILUIeMeHTalMja IoZjpasyMeBa py4yHO YyHoulewe mnosuuuvja BLAST mnopaBHama

nony(i)parMeHaTa Ca pECI)EPEHTHOM CeKBEHLIOM, a/Id Ce U OBaj nponec Mo)xe ayToMaTu30BaTH.

5.3 IIpoBepa meToae

3a motpebe TeCcTHpama UCITPABHOCTH a/JTOPUTMA, MCKOpHIlheHa je ped)epeHTHa CeKBeHIa
6akTepuje Lactococcus lactis subsp. lactis 11.1403, ipu uemy Cy yHyTap CeKBeHIle [ojare
TIpa3HUHE Ha C/TyyajHO oflabpaHUM MeCTHMa, ajli TaKo /la Ce He OLITETH HU je[JHO PeCTPUKLIMOHO
Mmecto. OBaj mporjec je 06aB/beH Kako OM CeKBeHI]a O/iroBapasia Jiolle aceMOIMPaHOj CeKBEHIH.
CekBeHlla je, 3aTUM, ceueHa Ha MeCTHMMa Tpa3HWHA U PEeCTPUKLIMOHUM MeCTHUMa PeCTPUKL[MOHOT
ersuMa Sfil, koja cy o6mika GGCCNNNNNGGCC. N mipefictaB/ba MPOU3BO/bHU HYK/IEOTU]. Y
CekBeHLIM je TmipoHaljleHO 7 pecTpukiuoHux Mecra eH3uma Sfil. [le/bemem cekBeHIle Ha
nosryhparmenTe fobujeHo je 17 mosmydparmeHara, of Tora 7 orBapajyhux, 7 3arBapajyhux u 3
cpenuima. [latoteka nobujeHa kao ussna3 [lepn ckpunre, AomymeHa BpeJHOCTHMA TIOYETHUX
no3uija BLAST nopaBHamwa, Hanasu ce y fopatky b. 3azara f03Bo/beHa rpelika BeIUuvHe

rpyne 6una je 5% MAOK je [03BO/be€Ha rpelllka TOpaBHama M3HOocuIa 2%. Acembiupaime je
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BpIIeHO Ha mpouecopy i5-3230M ca ¢pekBeHimjom ox 2,6 GHz y3 8 GB DDR3 RAM
MeMopHje, Ha oniepaTuBHOM cuctemy Linux Ubuntu 14.04. HakoH ¢gopmupama rpyra, 1001jeHo
je 11 kanaugaT rpymna. I'pyrie cy roBe3aHe y rpad u rnpoHaljeH je pefocsie[ rpyra Kojyd oAroBapa
pezociiely yHyTap HcrpaBHO acembsmpaHe cekBeHile 11.1403. CopTtupameM mnonydparmMeHara
yHyTap rpyna, Ha ocHoBy BLAST rmopaBHama, 100MjeH je pefociesi KOHTHTa KOjd OJroBapa
ucnpaBHO aceMbsupaHoj cekBeHiy I1.1403. Bpeme Tpajama UW3BpIlIaBamka aJropuTMa

aceMbsipama usHocuo je 0.001825s.
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6. 3akibyuak

Onmcana MeToja je THOHUPCKA KOpaK M TMpPEICTaB/ba OKBHP 32 pa3BOj HOBUX METOAA
aceMOJIMpama 3aCHOBaHUX HA KMCTUM OCHOBaMa, ajH MPONIMPEHUX HOBUM XEypHCTHKamMa H
epUKaCHUjUM aNTrOpPUTMHMA M CTPYKTypama nojaraka. Hajsehu monpruHoc BeITMKOj BPEMEHCKO]
CIIO)KEHOCTH QJITOpPUTMa Jlaje Mpollec cacTaBjbamba Moryhux kanguaar rpymna. EdukacHocT
MeToze Ou ce Moria noauhu yBohemem napanenuzanuje y hasu popMupama KaHAUAAT Tpyna u
KopunihemeM (parmMeHara JOOHjEHHX YIOTPEOOM pPa3IUYUTHX PECTPUKIIMOHUX €EH3MMa Y
mporecy ren enekrpodopese. Behu 6poj pparmenara, 1oOujeHUX pa3IUUIUTUM PECTPUKIIHOHUM
eH3UMHMa, oMOoryhno OHM mocCTaBJbamke JOJATHUX OrpaHHuYCHa NpPU CacCTaBJbamkby KaHIUIAT
rpyna, mro O6u cMamuio U Opoj MOryhux KaHAuAaT Tpyna eIMMHHHUIONYhU [e0 CHUTypHO
HeWCIpaBHUX KaHauaata. [Ipocrop 3a nasba yHanpehema je Benuku, ajid MeTo[a U 'y OIMHMCAaHOM

00HKy mokasyje na je acembnupame JIHK Ha oBaj HaunH Moryhe.
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Jlonarak A - U3BopHM KO porpaMa 3a aceMOJIMpame

#include <stdio.h>
#include <stdlib.h>
#include <string.h>
#include <ctype.h>
#include <limits.h>

#define MAX NAZIV 100 // Maksimalna duzina naziva polufragmenta
#define MAX TIP 15 // Maksimalna duzina oznakaa polufragmenta

#define OTV 1 // Otvarajuci
#define SRE 2 // Sredidnji
#define ZAT 3 // Zatvarajuéi
#define KOM 4 // Kompletni

int GRESKA; // Dozvoljeno procentualno odstupanje velicine grupe od stvarne velicine fragmenta
int MAX BLAST GRESKA; // Dozvoljeno procentualno relativno odstupanje duzine BLAST poravnanja u
odnosu na duzinu polufragmenta

// Struktura koja opisuje polufragment
typedef struct polufragment
{

int rbr; // Redni broj polufragmenta

int duzina; // DuZina polufragmenta

int blast pocetna pozicija; // Pocetna pozicija BLAST poravnanja polufragmenta sa referentnom
sekvencom

char naziv[MAX NAZIV]; // Naziv polufragmenta

int oznaka; // Oynaka polufragmenta

struct polufragment *sledeci; // Pokazivad na slede¢i polufragment u grupi
} POLUFRAGMENT;

// Struktura koja opisuje grupu

typedef struct grupa

{
POLUFRAGMENT *polufragmenti; // Pokazivac¢ na pocetak liste polufragmenata u grupi
int ukupna duzina; // Ukupna duzina polufragmenata u grupi
struct grupa *sledeci; // Pokazivaé¢ na slede¢u grupu u listi
POLUFRAGMENT *otvarajuci; // Pokazivac¢ na otvarajuc¢i polufragment u grupi
POLUFRAGMENT *zatvarajuci; // Pokazivaé¢ na zatvarajuéi polufragment u grupi
int indeks sledeceg; // Indeks sledeceg skupa u formiranju grafa
float blast razlika; // GreSka BLAST poravnanja
int odgovarajuci fragment; // Velic¢ina fragmenta kome odgovara grupa

// Pokazivaci kori&céeni tokom formiranja stabla za izbacivanje duplikata
struct grupa* 1;
struct _grupa* d;

} GRUPA;

// Strukgura koja opisuje skup grupa

typedef struct {
GRUPA* grupe; // Lista grupa u skupu
GRUPA* odabrana grupa; // Grupa koja je odabrana iz skupa prilikom obilaska grafa
int rbr; // Redni broj odabrane grupe u obilasku grafa

} SKUP GRUPA;

typedef struct {

int *iskorisceni; // Kontrolni niz indikatora da 1li je i-ti fragment pronadjen tokom obilaska
grafa
} KONTROLA;

int global min; // najmanja BLAST pocetna pozicija polufragmenata
int global max; // BLAST pozicija kraja polufragmenta sa najvecom BLAST pocetnom pozicijom

POLUFRAGMENT *novi polufragment (char* naziv, int oznaka, int duzina, int blast poz); // Funkcija
kojom se alocira i inicijalizuje novi polufragment

void dodaj polufragment (POLUFRAGMENT **lista, POLUFRAGMENT *novi); //Funkcija kojom se
polufragment dodaje u listu polufragmenata

POLUFRAGMENT* ucitaj (FILE* ulaz, POLUFRAGMENT **otvarajuci, POLUFRAGMENT **neotvarajuci,
POLUFRAGMENT **zatvarajuci, POLUFRAGMENT **kompletni); // Funkcija koja ucitava polufragmente iz
datoteke i razvrstava ih po tipu
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GRUPA* sastavljanje kandidata (int *fragmenti, int broj fragmenata, POLUFRAGMENT *otvarajuci,
POLUFRAGMENT *neotvarajuci, POLUFRAGMENT *zatvarajuci, POLUFRAGMENT *kompletni); // Funkcija koja
sastavlja kandidat grupe

// Pomocne funkcije za poredjenje pri sortiranju

int poredi fragmente(const void *a, const void *b);
int poredi fragmente 2 (const void *a, const void *b);
int poredi otvarajuce(const void *a, const void *b);

GRUPA* nova_inicijalna grupa (POLUFRAGMENT *pf); // Funkcija kojom se alocira grupa sa otvarajucim
polufragmentom

void dodaj incijalnu_sumu (GRUPA** glava, POLUFRAGMENT *pf); // Funkcija kojom se u listu grupa
dodaje nova inicijalna grupa u listu

void dodaj polufragment u sumu(GRUPA** glava, POLUFRAGMENT *pf); // Funkcija kojom se vrsi
dodavanije polufragmenta u sumu

GRUPA* nova_grupa (POLUFRAGMENT *pf, POLUFRAGMENT *otvarajuci, POLUFRAGMENT *zatvarajuci); //
Funkcija kojom se alocira nova, regularna grupa

int samozatvarajuci (POLUFRAGMENT* otvarajuci, POLUFRAGMENT* zatvarajuci); // Provera da 1li je
lista polufragmenata zatvorena zatvarajucim polufragmentom koji je susedan otvarajucem

GRUPA* dodaj u stablo (GRUPA* grupa, GRUPA* s); // Funkcija kojom se dodaje grupa u stabloo

POLUFRAGMENT* dodaj u sortiranu listu(POLUFRAGMENT* lista, POLUFRAGMENT* novi); // Funkcija kojom
se dodaje polufragment u listu polufragmenata sortiranu po pocetnim BLAST pozicijama
void oslobodi (POLUFRAGMENT* sort); // Oslobadjanje liste polufragmenata

void napravi niz (GRUPA* stablo, int* i, GRUPA*** niz grupa); // Funkcija kojom se pravi niz grupa
od stabla grupa

SKUP_GRUPA* napravi skupove (GRUPA** niz grupa, int n, int* m); // Funkcija kojom se razvrstavaju
grupe po otvarajucim polufragmentima u skupove

voild obilazak (SKUP GRUPA* grupe grupa, int trenutna grupa, int duzina puta, int broj fragmenata,
KONTROLA* kont); // Funkcija kojom se vrsi obilazak grafa i pronalaze moguci, regularni, putevi

int kolizija (SKUP_GRUPA* grupe grupa, GRUPA* grupa, int n); // Funkcija kojom se proverava da 1li
je doslo do kolizije pri sastavljanju grupa - da 1li se jedan polufragment pojavljuje na putu vise
od jednom

int main(int argc, char **argv)
{
if (argc != 4)
{
printf ("Nisu navedeni svi argumenti, program se poziva sa argumentima: <ulazna datoteka>
<dozvoljena BLAST greska> <dozvoljena greska velicine>!\n");
exit (EXIT_FAILURE) ;
}

MAX BLAST GRESKA = atoi(argv[2]);
GRESKA = atoi(argv[3]);

FILE* ulaz = fopen(argv([1l],"r");

if (ulaz == NULL)

{
printf ("Greska prilikom otvaranja datoteke!\n");
exit (EXIT FAILURE) ;

}

// Niz fragmenata
int *fragmenti;

// Inicijalizacija lista polufragmenata
POLUFRAGMENT *otvarajuci = NULL;
POLUFRAGMENT *neotvarajuci = NULL;
POLUFRAGMENT *zatvarajuci = NULL;
POLUFRAGMENT *kompletni = NULL;

// Inicijalizacija globalnog minimuma i maksimuma
global max = 0;
global min = INT MAX;

// Ucitavanje polufragmenata
ucitaj (ulaz, &otvarajuci, &neotvarajuci, &zatvarajuci, &kompletni);

int broj fragmenata;
// Ucitavanje broja fragmenata

printf ("Broj fragmenata: ");
scanf ("%d", &ébroj fragmenata);
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if (broj fragmenata <= 0)

{
printf ("Neispravan broj fragmenata!\n");
exit(EXITiFAILURE);

}

// Alokacija niza fragmenata
fragmenti = (int*)malloc(broj fragmenata * sizeof (int));

int i, 3J;

// Ucitavanje velicina fragmenata

for(i = 0; 1 < broj fragmenata; i++)
scanf ("%d", &fragmenti[i]);

// Sortiranje fragmenata po velicinama, za potrebe binarne pretrage
gsort (fragmenti, broj fragmenata, sizeof(int), poredi fragmente);

GRUPA *grupe = NULL;

// Sastavljanje liste kandidat grupa
grupe = sastavljanje kandidata (fragmenti, broj fragmenata, otvarajuci, neotvarajuci,
zatvarajuci, kompletni);

GRUPA* stablo = NULL;

// Prevodjenje liste u stablo, radi izbacivanja duplikata
while (grupe)
{

stablo = dodaj u stablo(stablo, grupe);

grupe = grupe->sledeci;

}

int velicina niza = 0;
GRUPA** niz grupa = NULL;

// Prevodjenje stabla u niz
napravi niz(stablo, &velicina niza, &niz grupa);

// Sortiranje grupa na osnovu otvarajuceg polufragmenta
gsort (niz grupa, velicina niza, sizeof (GRUPA*), poredi otvarajuce);

int broj grupa;
// Razvrstavanje grupa po skupovima
SKUP_GRUPA* grupe grupa = napravi_skupove(niz_grupa, velicina niza, &broj_grupa);
if (broj fragmenata != broj grupa)
{
printf ("Nije moguce asemblirati genom sa postavljenim ogranicenjima!\n");
return 0;

}

int scafl, scaf2, contl, cont2, fragl, frag2;

// Pravljenje grafa
// Spajanije grupa sa susednim skupovima
for(i = 0; 1 < broj _grupa; i++)
{
GRUPA* tmp = grupe grupali].grupe;
while (grupe grupali].grupe != NULL)
{

sscanf (grupe grupali].grupe->zatvarajuci->naziv,"fragment %d %d %d", &scafl, &contl,
&fragl);
for(j = 0; j < broj _grupa; j++)
{
sscanf (grupe_grupa[j].grupe->otvarajuci->naziv,"fragment %d %d %d", &scaf2,
&cont2, &frag2);
if (scafl == scaf2 && contl == cont2 && frag2 == fragl+l)
{

grupe_grupal[i].grupe->indeks sledeceg = j;
break;

}

grupe grupa[i].grupe = grupe grupali].grupe->sledeci;
}
grupe_grupal[i].grupe = tmp;
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KONTROLA kontrolni niz;

kontrolni niz.iskorisceni = malloc (broj fragmenata * sizeof (int));
if (kontrolni niz.iskorisceni == NULL)
{

printf ("Greska pri alokaciji!\n");

return -1;

// Inicijalizacija kontrolnog niza
for(i = 0; 1 < broj fragmenata; i++)
{

kontrolni niz.iskorisceni[i] = 0;

}

// Obilazak grafa i trazenje puteva
obilazak (grupe grupa, 0, 0, broj fragmenata, &kontrolni niz);

fclose (ulaz);
return 0;

}

voild obilazak (SKUP GRUPA* grupe grupa, int trenutna grupa, int duzina puta, int broj fragmenata,
KONTROLA* kont)
{

if (duzina puta == broj fragmenata) // Pronadjen je put
{

int i;

for(i = 0; i < broj fragmenata; i++) // Ispis puta

{
printf ("RBR, %d\n", grupe grupal[i].rbr);
printf ("Suma: %d, Blast razlika: %f \n", grupe grupa[i].odabrana grupa-
>ukupna_duzina, grupe grupal[i].odabrana grupa->blast razlika);

POLUFRAGMENT* tmp = grupe grupa[i].odabrana grupa->polufragmenti;

while (grupe grupal[i].odabrana grupa->polufragmenti)
{
printf("%s - %d\n", grupe grupa[i].odabrana grupa->polufragmenti->naziv,
grupe grupa([i].odabrana grupa->polufragmenti->duzina);
grupe grupa[i].odabrana grupa->polufragmenti = grupe grupa[i].odabrana grupa-
>polufragmenti->sledeci;

}
printf ("--------mmmm e \n") ;
grupe grupal[i].odabrana grupa->polufragmenti = tmp;
printf ("\n");

}

printf ("\n\n \n\n") ;
return;

}

else // Put jos uvek nije formiran

{
GRUPA* tmp = grupe_ grupal[trenutna grupa] .grupe;
GRUPA* tmp2 = NULL;

while (grupe grupal[trenutna grupa].grupe != NULL)
{

int kol = kolizija(grupe grupa, grupe grupal[trenutna grupal.grupe, broj fragmenata);

int iskoriscena = 0;
if (kont->iskorisceni[grupe grupal[trenutna grupa].grupe->odgovarajuci fragment] != 0)
{

iskoriscena = 1;

}

// Provera da l1li se sledeca grupa moze dodati na trenutni put
if ((!iskoriscena) && (!kol) && (grupe grupalgrupe grupal[trenutna grupa]l.grupe-

>indeks_sledeceg].rbr == || (grupe_grupalgrupe grupal[trenutna grupal .grupe-
>indeks_sledeceg].rbr == 1 && duzina puta == broj fragmenata-1)))
{
kont->iskorisceni[grupe grupal[trenutna grupa].grupe->odgovarajuci fragment] = 1;

// Dodavanje grupe
grupe grupa[trenutna grupal .odabrana grupa = grupe grupal[trenutna grupa].grupe;
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grupe_grupa[trenutna grupa].rbr = duzina puta + 1;

// Rekurzivni obilazak ostatka grupa
obilazak (grupe grupa, grupe grupa[trenutna grupal.grupe->indeks sledeceg,

duzina puta + 1, broj fragmenata, kont);

}

grupe grupal[trenutna grupa]l.grupe;

grupe grupa[trenutna grupal.odabrana grupa = NULL;
grupe_grupa[trenutna grupal.rbr = 0;

kont->iskorisceni[grupe grupal[trenutna grupa].grupe->odgovarajuci fragment] =

}

grupe_grupa[trenutna grupal.grupe = grupe grupa[trenutna grupa].grupe->sledeci;

}

grupe grupa[trenutna grupal .grupe = tmp;

int kolizija (SKUP GRUPA* grupe grupa, GRUPA* grupa, int n)

{

int i;
for(i = 0; 1 < n; i++)

{

if (grupe grupali].rbr != 0)
{
POLUFRAGMENT* tmpl = grupe grupal[i].odabrana grupa->polufragmenti;
while (grupe grupal[i].odabrana grupa->polufragmenti != NULL)
{
POLUFRAGMENT* tmp2 = grupa->polufragmenti;
while (grupa->polufragmenti != NULL)
{
if (!strcmp (grupa->polufragmenti->naziv, grupe grupa[i].odabrana grupa-

>polufragmenti->naziv))

{
grupa->polufragmenti = tmp2;
grupe grupal[i].odabrana grupa->polufragmenti = tmpl;
return 1; // Postoji kolizija
}
grupa->polufragmenti = grupa->polufragmenti->sledeci;
}
grupa->polufragmenti = tmp2;
grupe grupal[i].odabrana grupa->polufragmenti = grupe grupal[i].odabrana grupa-

>polufragmenti->sledeci;

}

}

}
grupe grupa[i].odabrana grupa->polufragmenti = tmpl;

}

return 0; // Nema kolizije

int poredi_ otvarajuce(const void *a, const void *b)

{
}

return strcmp ( (* (GRUPA**)a)->otvarajuci->naziv, (* (GRUPA**)Db)->otvarajuci->naziv);

SKUP_GRUPA* napravi_skupove (GRUPA** niz grupa, int n, int *m)

{

SKUPiGRUPA* niz = NULL;
int i;
int 3 = 0;

for(i = 0; 1 < n; i++)

{

if(i == 0)
{
niz = malloc(sizeof (SKUP_GRUPA)) ;
if (niz == NULL)
{
printf ("Greska pri alokaciji!\n");
exit (EXIT FAILURE);
}

niz[0].rbr = 0;
niz[0] .grupe = niz grupalil;
niz[0] .grupe->sledeci = NULL;

0;
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}

else {

if (!strcmp(niz grupal[i-1l]->otvarajuci->naziv,niz grupali]->otvarajuci->naziv))

{
niz grupa[i]->sledeci
niz[j].grupe =

}

else

{
J++;
niz =
if(niz == NULL)
{

= niz[j].grupe;
niz grupalil];

realloc(niz, (j+1)*sizeof (SKUP GRUPA)) ;

printf ("Greska pri alokaciji!\n");
exit (EXIT FAILURE);

}

niz[j].rbr = 0;

niz grupa[i]->sledeci
niz[j].grupe =
niz[j].grupe->sledeci

}

*m o= j+1;
return niz;

= niz[j].grupe;
niz grupalil;
= NULL;

void napravi niz (GRUPA* stablo, int *i, GRUPA*** niz grupa)

{

}

POLUFRAGMENT* ucitaj (FILE* ulaz,
POLUFRAGMENT **zatvarajuci,

{

if (stablo)
{

napravi niz(stablo->1,

*niz_grupa =
if (*niz grupa == NULL)
{

realloc(*niz grupa, (*i + 1)

i, niz grupa);

* sizeof (GRUPAY*)) ;

printf ("Greska pri alokaciji!\n");

exit (EXIT FAILURE) ;

}
(*niz _grupa) [*i] = stablo;
*i = *i + 1;

napravi niz(stablo->d,

POLUFRAGMENT **otvarajuci,
POLUFRAGMENT **kompletni)

i, niz grupa);

POLUFRAGMENT **neotvarajuci,

POLUFRAGMENT *polufragmenti = NULL;
char naziv[MAX NAZIV];
char oznaka niska[MAX TIP];
int oznaka;
int duzina;
int blast poz;
int i = 0;
while (!feof (ulaz))
{
fscanf (ulaz, "%s%s%d%d", naziv, oznaka niska, &duzina, &blast poz);
if (feof (ulaz))
break;
if (!strcmp (oznaka niska, "opening"))
oznaka = OTV;
else if (!strcmp(oznaka niska, "middle"))
oznaka = SRE;
else if (!strcmp(oznaka niska, "closing"))
oznaka = ZAT;
else if (!strcmp(oznaka niska, "COMPLETE FRAGMENT"))
oznaka = KOM;

else

{

printf ("Neispravna oznaka

polufragmenta!\n") ;
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exit (EXIT_FAILURE) ;

}

POLUFRAGMENT *novi = novi polufragment (naziv, oznaka, duzina,

novi->rbr = i++;

if (oznaka == 0OTV)
dodaj polufragment (otvarajuci, novi);

else if (oznaka

== SRE)

dodaj polufragment (neotvarajuci, novi);

else if (oznaka

== ZAT)

dodaj polufragment (zatvarajuci, novi);

else

dodaj polufragment (kompletni, novi);

if (novi->blast pocetna pozicija < global min)

{
global min

}

= novi->blast pocetna pozicija;

if (novi->blast pocetna pozicija + novi->duzina > global max)

{

global max

}

= novi->blast pocetna pozicija + novi->duzina;

POLUFRAGMENT *novi polufragment (char* naziv, int oznaka, int duzina,

{
POLUFRAGMENT *novi

if (novi == NULL)
{
printf ("Greska

= (POLUFRAGMENT*)malloc (sizeof (POLUFRAGMENT)) ;

prilikom alokacije!\n");

exit (EXIT FAILURE) ;

}

strcpy (novi->naziv, naziv);

novi->oznaka = oznaka;

novi->duzina = duzina;

novi->blast pocetna pozicija = blast poz;
novi->sledeci = NULL;

return novi;

}

void dodaj polufragment (POLUFRAGMENT **1lista, POLUFRAGMENT *novi)

{

if(*lista == NULL)

{
*lista = novi;
return;

}

else

{
novi->sledeci
*lista = novi;
return;

}

int poredi_fragmente (c

{
return * (int*)a -

}

= *lista;

onst void *a, const void *Db)

*(int*)b;

GRUPA* nova inicijalna grupa (POLUFRAGMENT *pf)

{

GRUPA *nova = (GRUPA*)malloc (sizeof (GRUPA)) ;

if (nova == NULL)
{

printf ("Greska prilikom alokacije!\n");
exit (EXIT FAILURE);

nova->1 = NULL;
nova->d = NULL;

nova->sledeci = NULL;

blast poz);

int blast poz)
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nova->polufragmenti = NULL;
nova->ukupna duzina = 0;

POLUFRAGMENT* novi = novi polufragment (pf->naziv, pf->oznaka, pf->duzina, pf-
>blast pocetna pozicija);

nova->polufragmenti = novi;
nova->ukupna duzina += pf->duzina;

nova->otvarajuci = pf;
nova->zatvarajuci = NULL;

return nova;

GRUPA* nova_grupa (POLUFRAGMENT *pf, POLUFRAGMENT *otvarajuci, POLUFRAGMENT *zatvarajuci)

{
GRUPA *nova = (GRUPA*)malloc (sizeof (GRUPA)) ;

if (nova == NULL)

{
printf ("Greska prilikom alokacije!\n");
exit(EXITiFAILURE);

}

nova->sledeci = NULL;
nova->polufragmenti = NULL;

nova->ukupna duzina = 0;
nova->1 = NULL;
nova->d = NULL;

nova->otvarajuci = otvarajuci;
nova->zatvarajuci = zatvarajuci;

POLUFRAGMENT *tmp = NULL;

while (pf != NULL)

{
POLUFRAGMENT* novi = novi polufragment (pf->naziv, pf->oznaka, pf->duzina, pf-

>blast pocetna pozicija);

if (nova->polufragmenti == NULL)

{
nova->polufragmenti = novi;
nova->ukupna duzina += novi->duzina;
tmp = nova->polufragmenti;

}

else

{
nova->polufragmenti->sledeci = novi;
nova->polufragmenti = nova->polufragmenti->sledeci;
nova->ukupna duzina += novi->duzina;

pf = pf->sledeci;
}

nova->polufragmenti = tmp;

return nova;

}

void dodaj incijalnu_sumu (GRUPA** glava, POLUFRAGMENT *pf)
{

GRUPA* nova = nova_inicijalna grupa (pf);

if (*glava == NULL)
{
*glava = nova;
return;
}
else
{
nova->sledeci = *glava;

*glava = nova;



return;
}

GRUPA* sastavljanje kandidata (int *fragmenti, int broj fragmenata, POLUFRAGMENT *otvarajuci,
POLUFRAGMENT *neotvarajuci, POLUFRAGMENT *zatvarajuci, POLUFRAGMENT* kompletni)
{

GRUPA *glava = NULL;
GRUPA *pom _glava = NULL;
GRUPA *rep = NULL;

GRUPA *prethodni;
GRUPA *sledeci;

int* rez = NULL;
int trenutna;

POLUFRAGMENT * novi;
GRUPA* n;

GRUPA* potvrdjene grupe = NULL;

POLUFRAGMENT *glava zatvarajuci;

// Kompletni polufragmenti su automatski kandidati sa BLAST greskom 0
while (kompletni != NULL)
{
GRUPA* nova = nova_grupa (kompletni, kompletni, kompletni);
nova->blast razlika = 0;
nova->sledeci = potvrdjene grupe;
potvrdjene grupe = nova;
kompletni = kompletni->sledeci;

}

// Formiranje inicijalnih grupa sa otvarajucim polufragmentima
while (otvarajuci != NULL)
{

dodaj incijalnu sumu(&glava, otvarajuci);

otvarajuci = otvarajuci->sledeci;

}

// Izdvajanje najveceg fragmenta
int max fragment = fragmenti[broj fragmenata-1];

while (neotvarajuci != NULL) // Prolazak kroz listu neotvarajucih polufragmenata

{
prethodni = NULL;
pom_glava = glava;

if (glava != NULL)

sledeci glava->sledeci;
while(glava != NULL) // Dodavanje neotvarajucih polufragmenata u grupe
{

sledeci glava->sledeci;

trenutna = neotvarajuci->duzina + glava->ukupna_duzina;

if (neotvarajuci->oznaka == SRE)

{

// Provera da 1li ukupna velicina grupe sa dodatim neotvarajucim polufragmentom ne

prelazi zadatu gresku i da 1li su ostala ogranicenja ispunjena

if (trenutna <= max fragment + max fragment*GRESKA/100.0 && (glava->polufragmenti-

>oznaka == OTV || (glava->polufragmenti->rbr < neotvarajuci->rbr)))
{
GRUPA* nova = nova_grupa (glava->polufragmenti, glava->otvarajuci, NULL);
dodaj polufragment u sumu(&nova, neotvarajuci);
nova->sledeci = pom glava;
pom_glava = nova;

}

prethodni = glava;

glava = glava->sledeci;
glava = pom_glava;

neotvarajuci = neotvarajuci->sledeci;
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glava zatvarajuci = zatvarajuci;

while (zatvarajuci != NULL)

{

prethodni = NULL;
glava = pom glava;

if(glava != NULL)
sledeci = glava->sledeci;

while (glava != NULL)
{

sledeci = glava->sledeci;
trenutna = zatvarajuci->duzina + glava->ukupna duzina;

if (trenutna <= max fragment + max fragment*GRESKA/100.0 && glava->polufragmenti-
>oznaka != ZAT && !samozatvarajuci(glava->otvarajuci, zatvarajuci))
{
// Ukoliko se grupa moze zatvoriti, proverava se da 1li postoji fragment cija
velicina odgovara velicini grupe
if ((rez = bsearch(&trenutna, fragmenti, broj fragmenata, sizeof (int),
poredi fragmente 2)) != NULL)
{

novi = novi polufragment (zatvarajuci->naziv, zatvarajuci->oznaka,
zatvarajuci->duzina, zatvarajuci->blast pocetna pozicija);

n = nova_grupa(glava->polufragmenti, glava->otvarajuci,
zatvarajuci) ;

novi->sledeci = n->polufragmenti;

n->polufragmenti = novi;
n->ukupna_duzina = glava->ukupna duzina + zatvarajuci->duzina;
n->odgovarajuci fragment = (int) (rez - fragmenti);

int min = n->polufragmenti->blast pocetna pozicija;
int max = 0;
int max _duzina = 0;

POLUFRAGMENT* sort = NULL;

POLUFRAGMENT* tmp = n->polufragmenti;

// Formiranje sortirane liste polufragmenata na osnovu pocetne
pozicije BLAST poravnanja

while (tmp != NULL)

{

sort = dodaj u sortiranu listu(sort, tmp);

if (tmp->blast pocetna pozicija < min)
min = tmp->blast pocetna pozicija;

if (tmp->blast pocetna pozicija > max)
{
max = tmp->blast pocetna pozicija;
max duzina = tmp->duzina;

tmp = tmp->sledeci;

POLUFRAGMENT* pre = sort;
POLUFRAGMENT* sort glava = sort;
sort = sort->sledeci;
POLUFRAGMENT* tek = sort;

if (sort->sledeci != NULL)

tek = sort->sledeci;
POLUFRAGMENT* pocetak praznine = pre;
POLUFRAGMENT* kraj praznine = tek;

int velicina praznine = tek->blast pocetna pozicija + pre->duzina -
pre->blast pocetna pozicija;

sort = sort glava;
// Odredjivanije najvece praznine izmedju fragmenata
while (sort->sledeci != NULL)

{

tek = sort->sledeci;
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pre = sort;

if (tek->blast pocetna pozicija + pre->duzina - pre-
>blast pocetna pozicija > velicina praznine)

{
velicina praznine = tek->blast pocetna pozicija + pre->duzina
- pre->blast pocetna pozicija;
pocetak praznine = pre;
kraj praznine = tek;

}

sort = tek;

}

int prvo rastojanje = abs((max+max duzina - min) - n->ukupna duzina);

int drugo rastojanje = abs((pocetak praznine->blast pocetna pozicija
+ pocetak praznine->duzina - global min + (global max - kraj praznine->blast pocetna pozicija))-
n->ukupna_duzina);

oslobodi (sort glava);

n->blast razlika = prvo rastojanje < drugo_rastojanje ?
prvo_rastojanje : drugo rastojanje;

// Ukoliko je BLAST greska grupe manja od zadate, grupa postaje
kandidat

if (n->blast razlika*1.0 / n->ukupna duzina <= MAX BLAST GRESKA/100.0)

{

n->sledeci = potvrdjene grupe;

potvrdjene grupe = n;

}

glava = glava->sledeci;

else
{
prethodni = glava;
glava=glava->sledeci;
}
}

else

{
prethodni = glava;

glava=glava->sledeci;
}
}

zatvarajuci = zatvarajuci->sledeci;
glava = pom glava;

}
zatvarajuci = glava_ zatvarajuci;
glava = pom_glava;
}

return potvrdjene grupe;

}

void dodaj polufragment u sumu(GRUPA** glava, POLUFRAGMENT *pf)

{
POLUFRAGMENT *novi = novi polufragment (pf->naziv, pf->oznaka, pf->duzina, pf-

>blast pocetna pozicija);

if ((*glava)->polufragmenti == NULL)

{
(*glava) ->polufragmenti = novi;
(*glava) ->ukupna duzina = novi->duzina;
return;

}

novi->sledeci = (*glava)->polufragmenti;

(*glava) ->ukupna _duzina += novi->duzina;

(*glava) ->polufragmenti = novi;
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int poredi fragmente 2(const void *a, const void *b)

int prvi = *(int*)a;
int drugi = *(int*)b;

if (abs (prvi - drugi) <= drugi*GRESKA/100.0)
return 0;

return prvi - drugi;

int samozatvarajuci (POLUFRAGMENT* otvarajuci, POLUFRAGMENT* zatvarajuci)
int scafl, scaf2, contl, cont2, fragl, frag2;

sscanf (otvarajuci->naziv, "fragment %d %d %d", &scafl, &contl, &fragl);
sscanf (zatvarajuci->naziv, "fragment %d %d %d", &scaf2, &cont2, &frag2);

if(scafl == scaf2 && contl == cont2 && fragl == frag2+l)
return 1;
return 0;

}

GRUPA* dodaj u stablo (GRUPA* grupa, GRUPA* s)
{
if (grupa == NULL)
return s;

if (grupa->ukupna duzina == s->ukupna duzina && grupa->blast razlika == s->blast razlika)

return grupa;

if (s->ukupna duzina < grupa->ukupna duzina)
{
if (grupa->1 == NULL)
grupa->1 = s;
else
grupa->1 = dodaj u stablo(grupa->1, s);
return grupa;
}
else
{
if (grupa->d == NULL)
grupa->d = s;
else
grupa->d = dodaj_u_ stablo(grupa->d, s);
return grupa;

void oslobodi (POLUFRAGMENT* sort)
{
if (sort)
{
oslobodi (sort->sledeci);
free(sort) ;

}

POLUFRAGMENT* dodajiuisortiranuilistu(POLUFRAGMENT* lista, POLUFRAGMENT* novi)
{

POLUFRAGMENT* tmp = novi polufragment (novi->naziv, novi->oznaka, novi->duzina, novi-
>blast pocetna pozicija);

POLUFRAGMENT* glava = lista;

if (lista == NULL)
{
return tmp;

}

while(lista->sledeci != NULL && lista->sledeci->blast pocetna pozicija < novi-
>blast pocetna pozicija)

{

lista = lista->sledeci;
}
if (lista->sledeci == NULL)
lista->sledeci = tmp;
else

{
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tmp->sledeci = lista->sledeci;
lista->sledeci = tmp;

}

return glava;
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#!/usr/bin/perl
open whole segence, "<", "ill403.fasta" or die $!;

Sinput sequence = "";

# Ucitavanje svih scaffold-a
while (<whole segence>)
{
$line = $§_;
Sinput sequence = $input sequence.S$line;
}

# Izdvajanje pojedinacnih scaffold-a
my @scaffolds = split (/>scaffold\d+\s+length=\d+/,$input sequence) ;

$num_scaffolds = scalar @scaffolds;
Snon_empty counter = 1;

# Ciscenje sekcence od zaglavlja scaffold-a i belina

#$input sequence =~ s/>scaffold\d+\s+length=\d+\n//g;
$input_sequence =~ s/>scaffold\d+\s+length=\d+\n//g;

$input sequence =~ s/\s//g;

# Izdvajanje praznina radi kasnijeg brojanja
my @blanks = split(/["N]+/,S$input sequence);
Sblank = 1;

open report, ">", "report 111403 sfil.txt" or die $!;

for(my $i = 0; $i < Snum scaffolds; $i++)
{

if (length($scaffolds[$i]) != 0)

{

# Upis scaffold-a u pojedinacne datoteke
# open scaffold, ">", "scaffolds/scaffold ".S$non empty counter or die $!;
# print scaffold $scaffolds[$i];

# Izdvajanje fragmenata iz scaffold-a
my @contigs = split(/N+/, S$scaffolds[$i]);
$num_contigs = scalar Qcontigs;

$non_empty contig = 1;

for(my $j = 0; $j < $Snum _contigs; $j++)
{

Scontigs([$3] =~ s/\s//g;

if (length ($Scontigs[$j]) != 0)

{

$non_empty fragment = 1;

my @fragments = split (/GGCC\w\w\w\w\wGGCC/, Scontigs[$j]); # Secenje na osnovu Sfil
enzima

$num_fragments = scalar @fragments;

for(my $k = 0; $k < S$num fragments; S$k++)
{
if (length ($fragments[$k]) != 0)
{
Soutput_contig =
"sfiI 111403/fragment ".$non empty counter." ".$non empty contig." ".Snon empty fragment;
open contig, ">", Soutput contig or die $!;

print contig $fragments[$k];

if (Snon_empty fragment == 1 and $num fragments > 1)
{

Stype = "closing";
}
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else

{

if ($non_empty fragment == Snum fragments and S$num fragments > 1)
{
Stype = "opening";
}
else
{
if (Snon_empty fragment == 1 and S$num fragments == 1)

{
Stype = "middle";
}

else

{
$type = "SINGLE FRAGMENT";

}
}

print report

"fragment ".$non empty counter." ".S$non empty contig." ".$non empty fragment." ".Stype."
".length ($fragments[$k])." 0\n";
Sblank++;

Snon empty fragment++;
}
}

Snon_empty contig++;

Snon_empty counter++;

}
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Jonarak B - Cagpxaj 1aToreke ca mogamuma o mojry(pparMmeHTuMa

fragment
fragment
fragment
fragment
fragment
fragment
fragment
fragment
fragment
fragment
fragment
fragment
fragment
fragment
fragment
fragment
fragment

11
1 2
1 2
1 3
1 3
2 l
2 1
2 2
2 2
2 3
2 4
2 4
3 1
3 l
3 2
4 1
4 l

[\)I—‘I—‘[\)I—‘l\)l—‘l—‘l\)l—‘[\)l—‘[\)l—‘l\)l—‘l—‘

middle 2730 1

closing 93912 2730
opening 295 96642
closing 33037 96937
opening 227910 129974
closing 58670 357884
opening 19507 416554
closing 137193 436061
opening 212724 573254
middle 96810 785978
closing 260392 882788
opening 103875 1143180
closing 64800 1247055
opening 623287 1311855
middle 11620 1935142
closing 258166 1946762
opening 156860 2204928
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