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Struktura molekule DNA

T.A. Brown - Genomes 4-Garland Science (2018)

povezana s funkcijom nositelja genetske informacije u Zivim organizmima
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struktura dvostruke zavojnice

- dva isprepletena lanca koji se drze zajedno vodikovim
vezama izmedu
komplementarnih nukleotidnih baza (parovi adenina s
timinom i parovi citozina s gvaninom)

specificno sparivanje baza u DNA (A-T i C-G)

- klju€no je za vjerni prijenos genetskih informacija s
jedne generacije na drugu

- omogucuje to¢nu replikaciju DNA, osiguravajuéi da
svaka nova stanica dobije identi¢nu kopiju genetske
informacije

slijed nukleotida duz molekule DNA

- kodira genetske informacije koje odreduju
karakteristike organizma

- geni su specifine sekvence nukleotida koji kodiraju
proteine ili funkcionalne RNA molekule, koje su bitne
za razne bioloSke procese

geneticki kod

- skup pravila prema kojima se informacije kodirane u
DNA prevode u proteine

- redoslijed nukleotida u DNA odreduje redoslijed
aminokiselina u proteinu, koji zauzvrat odreduje
strukturu i funkciju proteina

struktura kromosoma e
- u eukariotskim stanicama DNA je organizirana u
kromosome koji se sastoje od dugih niti DNA omotanih
oko proteina koji se nazivaju histoni

- pomaZze u zbijanju DNA i reguliranju pristupa genetskim

informacijama pohranjenim u molekuli DNA




Geneticki kod

« strukturiran na nacin da svaki od 64 mogucih tripleta RNA (kodona) sastavljenih od kombinacija
4 nukleotida (adenin, uracil, gvanin, citozin) odgovara jednoj od 20 bioloski aktivnih
aminokiselina, uz dodatna 3 ,stop” kodona koji terminiraju translaciju proteina (Crick, 1968.)
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Sredisnja dogma molekularne biologije

Francis Crick (1958)

« DNA sadrzi upute za stvaranje proteina, koje kopira RNA
* RNA zatim koristi upute za stvaranje proteina

DNA -> RNA -> bjelanCevine

DNA AT T OO O O T T T D J{ IZ E"W ’
AT E”A c ﬁllﬁ T AHC A G”C c G”C A AHT A C”G A AIlT i G”G c ﬁJlT i Tlll A GJlG c ﬁ”l A A”G c TILG G A”ﬁ G AJIG G GICGCITCAITAA

e

Transcription

mRNA

A U GACGGUACAGCCGCAAUACGAAUDUGGCGUUUAAEGGCGAAAGCUGGAACCEGEGCGECUCAUAA
: STOP

l Translation

Protein 00— 00— 00000000000

Met Thr Asp GIn Pro GIn Tyr Glu Leu Ala Phe Lys Ala Lys Ala Gly Thr Gly Arg Ser

https://www.genome.gov/sites/default/files/media/images/2022-05/Central-dogma.jpg



Sekvenciranje DNA

» proces odredivanja toCnog redoslijeda nukleotida unutar molekule DNA
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Sekvenciranje sljedece generacije

engl. Next Generation Sequencing, NGS

1. Priprema uzorka

. ekstrakcija DNA iz stanica
organizma

. fragmentacija ekstrahirane
DNA u manije dijelove, obi¢no
duge stotine do tisu¢e parova
baza.

. priprema knjiznice (engl. library
preparation) - kratke sekvence
adaptera dodaju se na krajeve
fragmenata DNA kako bi se
fragmenti vezali na platformu
za sekvenciranje

3. sekvenciranje sintezom
nukleotidi se dodaju jedan po
jedan, a svaki dodatak detektira
se signalom (npr.
fluorescencijom) koji identificira
nukleotid ugraden na svakom
poloZaju

A. Library Preparation

Genomic DNA
l Fragmentation
v e
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NGS library is prepared by fragmenting a gONA sample and
bgating spec cd adapters to bath fragment ends

C. Sequencing
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Chuster 1 > Read 1: GAGT.
Cuuster 2 > Road 2: TTGA...
Cluster 3 > Read 3: CTAG.
Chuster 8 > Read & ATAC.  Text File

ngth and inte

5 ropeated “n” times to create a read

https://www.illumina.com/content/dam/illuminamarketing/documents/products/illumina_sequencing
_introduction.pdf

sed o idenlily

B. Cluster Amplification

l Flow Cel

D. Alignment and Data Anaylsis

ATGGCATTGCAATTTGACAT
TGGCATTGCAATTTG
o AGATGGTATTG
Reads GATGGCATTGCAA
GCATTGCAATTTGAC
ATCGGCATTGCAATT
AGATGGCATTGCAATTTG

Reference

Genome

AGATGGTATTGCAATTTGACAT

aligned to

2. stvaranje klastera

« fragmenti DNA pri¢vrsc¢uju se na
proto¢nu stanicu (engl. flow-cell) i
umnoZzavaju dajuci nakupine
(engl. clusters) identi¢nih
sekvenci

4. analiza podataka

. odredivanje ocitanih baza
(engl. base calling) - signali
otkriveni tijekom sekvenciranja
prevode se u niz nukleotida (A,
T,C, G)

. sastavljanje ocitanih sekvenci
(engl. reads) - kratke sekvence
sastavljaju se u duze
sekvence, uskladujuéi ih s
referentnim genomom ako je
dostupan ili ih sklapaju de novo
ako referenca nije dostupna




FASTQ file

» nakon zavrSetka sekvenciranja, slijed nukleotida i ocjena kvalitete svake o€itane sekvence (engl. reads)
pohranjuju se u formatu tekstualne datoteke FASTQ za daljnje korake analize

Q405 not the masmum quality score

@EAS139:136:FC706V]):2:5:1000:12850 1:Y:18:ATCACG
ACGTGTACACAGTCAGATGATAGCAGATAGGAAAT
-

BBBBCCCC?<A?BC?7@@?? 2 ? ?? 2 DBBAREGRAR

E

0-w5w0~ﬂwlst:t:E:GE:SGBBBB!UIRSIBU8.‘233!88‘4888E

« linija 1 po€inje sa ‘@’ znakom, a nakon nje je identifikator
sekvence i opcionalan opis

*  Specific to lllumina Sequences

*  @EAS139:136:FC706V):2:5:1000:12850 1:Y:18:ATCACG - FASTQ Sequence Start
@EAS139:136:FC706V):2:5:1000:12850 1:Y:18:ATCACG - Instrument Name
@EAS139:136:FC706V):2:5:1000:12850 1:Y:18:ATCACG - Run ID
@EAS139:136:FC706V):2:5:1000:12850 1:Y:18:ATCACG - Flowcell ID
@EAS139:136:FC706V):2:5:1000:12850 1:Y:18:ATCACG - Lane Number
@EAS139:136:FC706V):2:5:1000:12850 1:Y:18:ATCACG - Tile Number
@EAS139:136:FC706V):2:5:1000:12850 1:Y:18:ATCACG - X-coordinate of cluster
@EAS139:136:FC706V):2:5:1000:12850 1:Y:18:ATCACG - Y-coordinate of cluster
@EAS139:136:FC706V):2:5:1000:12850 1:Y:18:ATCACG - read Number (Paired 1/2)
@EAS139:136:FC706V):2:5:1000:12850 1:Y:18:ATCACG - Filtered
@EAS139:136:FC706V):2:5:1000:12850 1:Y:18:ATCACG —~ Control Number
@EAS139:136:FC706V):2:5:1000:12850 1:Y:18:ATCACG - Index Sequence

-\ouuu.uouu\Du»-A-v-vl.).nonwa:-

006310

https://www.slideshare.net/rjorton/ngs-data-formats-and-analyses p = 10t0/10) " 007943 |

Pg y * 010000

« linija 2 je sama sekvenca (niz slova) £ Q40 = 1 in 10,000 error rate ] 015849
{

+ linija 3 poCinje s ‘+’ znakom, a opcionalno iza njega moze biti isti
identifikator sekvence (i bilo koji opis) ponovo

« linija 4 predstavlja vrijednosti kvalitete za sekvencu iz linije 2; broj :>
znakova mora biti jednak broju slova u sekvenci

Q =-10 x log,(P)

b B b R B £ (ot o e ol £ B e ) B ) B ) R 2 S 1 B ) B ] A ) B e B

| |||




FASTA datoteka

» sadrzi retke nukleotidnih sekvenci (adenin [A], timin [T], citozin [C] | gvanin [G]) kojima
prethodi redak zaglavlja koji pocCinje simbolom ">"

E%’g'?g(li:MMMGTAGGTMGM CAGTTAAAATGCAGAATTCCACGTTCAGTTGACTAAAATTCCTGAGTCAGTCGACTGTAAGTAGAACCCATGAGTTTTTAACATGCATTCAGTTGAC
E':Ili'ggg':ll-_?ﬂ.GTCGACTGMmCﬂTﬂGTAMﬁTCTCTCGGGTI'CAG CTTAGTAAACAGGAAAAACTGAGATATTCAATTGAGTTTCATATTAAAAGCTCTCTGTTTCGGCTCAGTCGACTGA
;_:IL'??(BSEEWG'ITACJ&'ITCTC CCTTCCTTAAGAGATTTCGTCGTCGAAATCTCTAAGGATAAAAAAATGAGCTAGATATTTTCATCCAATATCTACACCCAACTACTCAATCTTCAACCATT
;':IL'EE'?::'ITGMG CATGCATATAGAAGTCATCATTAGGAATATTTGCATTCCTTTGGATACATAGCATGGGCATTATTGCATAAAAGGTGGTCAATTAAATGAGTGGACTGCCTATCTTTT
ﬁ?ﬁ?ﬁ‘f‘m CTCAATACCGATTTTTCT TAAGAGT TTCAACATTCATTTCTTAAGATTTACTATAAATGGT TACACACTGCTTATACTGATTTTCACTTCTCTATTGAAGTTCATATTCATT
;.:EL\ 2‘?‘?‘?‘?(3 AT TTTCATTTAACGACAAATAATTTAAATTTGT TTAGCAAATGAAAT TGAAATTGGATATTGGAATCTAATTCAAATGTGAATGTAAGGATAAGTGAAGTGAGARAACTAA
;EE%EMAGTAMHGGCMCGG CTGTTCATAAATTAAAATAGAAT AATCAACTAAAATTTATAAATTTAGAAT TAGAACACAAAAAAGCACAGTACCTTTTCTTTTCAAGTTTCAGGG
;‘T’?‘?‘?ﬁ;CMTG CAAAATCGCGATACAACAAAAGAAAAAAAAACAAACCAAGGCGAAGCACCACCCACCAGCGATCAACGATGCCTCATRACTRATTGRCGGATAAGCGTATGTGGLTGCG
;’(1322 EEEATMGTGTGAGGMG CATTCCAAGGATTGAAACACTTATTGACTAATGCACCTATGTTAGTTGTTCCAGAAGGGAATCTGRACTTAGTAATGGATACAAATGCTAGTGGAACTG
.;ig'?gﬁ'rc CACACAACTATCATTGCCAACACTGCATTTTGACATTTTCGGCTAAGTGCATCTGCAACATTATTGTCTTTTCCTGGAGTGTGATCAATACAAAAATCATAAGTGGCCATCA
;_jll?gzg;MTmﬂTCTCAAM'I'I'I'I’.&TGTGTAT:&CATI_I_ITATATCATGGTITATﬂTCTI_I'ATﬂCTATmTﬂTATﬁCACﬂTATﬂTGTﬂTGTﬂTGTﬂTGTm'I_I'CMTMTITG ATTTTTA
Ei‘?ﬁ?ﬁ;ﬂTﬂTﬂWﬂmﬂMTCGMAMTAMTATI‘I‘I‘I’MTACMMACMTAGTAC&TAC;&CAT&CACJ&WG ATATATATATATATATATATTATGTGTGTGGTTACTCATTATT
#Eggiiﬂ(i CCTTTTTTTGGRGTGTGAAACTATCCGTTGATGGCTTACAGCGETCAATGCCATAGAACTCACTGAGACCTTCATTTTGACTGGTTATGGCTCCCGTAACTCTAAAAGGGGCA
(:'::-_?J?\EZEGAG CCATAACCAGTCAAAACGAAGGTCTCAGTGAGTTCTACGGCATTGACCGCTATAAGCCATCAACGRATAGTTTCACACCCAAAAAAGGGCTATCCGAACCCCAATCRGAETC
;’éi?giéfi CCGGTAGCGGCGTGTAGTGGCGLCCATGRGTTRGTCAAACGT TGATGAAGTGGGTTCAGTTTTGTTCGCTGAAGAGTGTTGCGTGATGCTATAACTACTGTTCTTGTGAGGGAG
;%'?'?mTCGMWAAAMﬂCMTWAMCC CCAAMATTCGACGGTCTCAGAATCCGTCCAAACCAGCATCATCAAGTCCAGAATTTCAATACGAACCTAGCGRAGACAACCGCGTGTAA
(:é 2‘??\2; CCGATGATATAAGGCAATTTTATTTATTCATCACTTTGATGCTGATATTCTCTTTGRAGATTTTTACTGT TGATTGATGATTAGGGATCGTCATTTTATTCATGTGGTCCAARA
Eiﬁig 2 EACTGC CTACACATGTGAGT CAAAAATATGTACATATCAGAGTCTGAATAATAACAGAGTAGCGGAATAGTGGACAAATAAAAGCGCTATCTATCAGCATAGCAGATAATGTCCA
;égﬁzgrrmcmmmmnmmc CTCTTTTAAAACAAAATTCCAAGTCACCTTAAAATGAGTACTATTATAATAAAT T TGAAAAAGAATTACTTTAAAATTTAAACATTTAA
»10010r



Bioinformatika

 integrira biologiju, racunalnu znanost i informacijsku tehnologiju za analizu i interpretaciju
bioloskih podataka

» transformira neobradene nukleotidne sekvence (engl. raw data) u sloZzenu kompoziciju
bioloskih informacija, omogudéujuci znanstvenicima da desifriraju funkcionalni, strukturni i
evolucijski kontekst genoma

» kroz sofisticirane algoritme i racunalne alate, pretvara sekvence u smisleni prikaz uputa za rast,
razvoj, prezivljavanje i reprodukciju organizma

Transformation of Raw Nucleotide Sequences into Biological Information

Sequence Alignment Phylogenetic
and Assemg Analygls

?se=2024-07-
attachment%3B%20filename%3Db2a764fa

https:/ffiles.oaiusercontent.com/file-joZuCWRkdOwPs6Yd5S48HLBp?se:

05T14%3A10%3A41Z&sp

=max-
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Variant Calfrig Comparétive
and Genomic Variation Genomics
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Uloga bioinformatike u'analizi'sekvenci'DNA"I'sastavijanju

genoma
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Sklapanje genoma (engl. seguence assembly)

Kako se mnostvo kratkih oc€itanih sekvenci generiranih metodama NGS sastavlja u sekvencu cijelog
genoma?

« kontinuirana sekvenca genoma se sastavlja trazenjem preklapanja izmedu slijeda nukleotida zbirke
pojedinacnih fragmenata

» proces se provodi pomocu specijaliziranog softvera i algoritama koji analiziraju preklapajuéa podrucja sekvenci
kako bi ih poravnali i spojili u vece susjedne sekvence, poznate kao kontig sekvence (engl. contig) -
djelomiCno sastavljen niz od nekoliko ocCitanih sekvenci

DNA

| I

500 bp l

Fragmerits
A [ IS
[ —— A

Lences
e A TTA I—
— A

Owerlap

T.A. Brown - Genomes 4-Garland Science (2018)

+ konsenzus sekvenca - reprezentativni slijed nukleotida u kojem je svaki nukleotid onaj koja se najceSce
pojavljuje na tom mjestu u razliCitim sekvencama

TAGATTACACAGATTACTGA TTGATGGCGTAA CTA
TAGATTACACAGATTACTGACTTGATGGCGTAAACTA
TAG TTACACAGATTATTGACTTCATGGCGTAA CTA
TAGATTACACAGATTACTGACTTGATGGCGTAA CTA
TAGATTACACAGATTACTGACTTGATGGGGTAA CTA

D

TAGATTACACAGATTACTGACTTGATGGCGTAA CTA



de novo sklapanje genoma

 metoda za konstruiranje genoma iz velikog broja (kratkih ili dugih) fragmenata DNA,
bez prethodnog znanja o ispravnom slijedu ili redoslijedu tih fragmenata

ocitane sekvence DNA (engl. reads)

- fragmenti DNA koja generiraju sekvenatori - obi¢no se kre¢u u
veli¢ini od 35 do 1000 bp ("kratka cCitanja”) ili "duga cCitanja" u

veli¢ini od 1000 do 500 000 bp

- neobradena ocitanja (engl. raw reads) opcenito se pohranjuju

u FastQ datoteke

kontigi - gradeni od dvije ili vise preklapajuéih
usmjerenih sekvenci
- oCitane sekvence dijele
podskup ili sve parove baza

Scaifoldl

R — READS
Assemble
CONTI
Assemble
Contig2

Contigl

Contig3

}'J“l,;y ‘H’li,l!("

Assemble

GS

skafoldi - sastoje se od viSe
kontiga (medu kojima ¢esto ima
praznina) i definiraju njihov
SCAFFOLDS | medusobniredoslijed, orijentaciju i
veli¢inu procijepa medu njima

Scatfold3

+ u koraku sastavljanja kromosoma, skafoldi se spajaju u procesu Gap Fill
popunjavanja praznina, zatvaranja praznina ili dovrSavanja l

genoma

Scafiold2

kromosom - izgraden je od dva ili vise ..
spojenih i usmjerenih skafolda

SO 1

https://thesequencingcenter.com/knowledge-base/de-novo-assembly/

CARKUMUSUME



Sastavljanje genoma de novo

metoda za konstruiranje genoma iz velikog broja (kratkih ili dugih) fragmenata DNA, bez prethodnog znanja o
ispravnom slijedu ili redoslijedu tih fragmenata

odnosi se na sekvenciranje novog genoma gdje ne postoji referentna sekvenca dostupna za poravnanje

pristup referentnog genoma se moze koristiti za sekvenciranje de novo ako je vrsta Ciji se genom sekvencira
povezana s drugim vrstama Ciji su genomi vec¢ sastavljeni

postojeca sekvenca koristi se kao referentni genom za sastavljanje sekvenci trazeci regije identi¢nosti ili
slicnosti sekvenci

kratke sekvence novog genoma bit e sastavljenu u kontige prije usporedbe s referencom, kako bi se
povecao stupanj tocnosti na temelju preklapanja

Reference ganome

T.A. Brown - Genomes 4-Garland Science (2018)
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