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Kasutatud luhendid ja moisted

BAC — (Bacterial Artificial Chromosome) — bakteri kunstlik kromosoom

bp - (base pair) — aluspaar

CcDNA — (complementary DNA) — mRNA suhtes komplementaarne DNA ahel

ddNTP - (dideoxynucleotide) — didesokstnukleotild — Sangeri ensiimaatilisel
sekveneerimismeetodil kasutatav trifosfaadi analoog

FASTA - tekstipGhine nukleotiidse ja aminohappelise jarjestuse esitusviis, milles
nukleotiididele ja aminohapetele vastavad kindlad margised

FASTQ - tekstipohine nukleotiidse ja aminohappelise jérjestuse talletusviis, mis sisaldab ka
infot vastavate jarjestuste kvaliteedi kohta

Gbp — (giga base pair) — miljard aluspaari

Genoomi kokkupanemine - (assembling) — sekveneerimisandmete alusel genoomi
taaskonstrueerimise protsess

Genoomi kokkupanemise programm — (assembler) — vahend sekveneerimisandmete alusel
genoomi taaskonstrueerimiseks

HGP - (the Human Genome Project) - ,Inimese genoomi  projekt®
kbp — (kilo base pair) — tuhat aluspaari

KL — kaaslugemid — (mate pair reads) — DNA fragmendi mdlema otsa sekveneerimise teel
saadud jarjestused. Analoogsed paarisotsaliste lugemitega, kuid suurema inserdisuurusega
K’mer - kindlaksmadratud pikkusega alamjarjestused lugemist

Kokkupandud genoom — (assembly) — sekveneerimisandmete alusel taaskonstrueeritud
genoom

Mbp — (mega base pair) — miljon aluspaari

NGS — (Next Generation Sequencing) - jargmise pdlvkonna sekveneerimine

OLC - (Overlap Consensus Layout) — graafi meetod, mis konstrueeritakse esimese
pdlvkonna sekveneerimisandmete alusel

Paarislugemid — (paired read) — koondnimetus paarisotsalistele ja kaaslugemitele

PL — paarisotsalised lugemid (paired-end reads, PE) — DNA fragmendi mdlema otsa
sekveneerimise teel saadud jarjestused. Analoogsed kaaslugemitega, kuid vdiksema
inserdisuurusega

Raamjdrjestamine — (scaffolding) — kontiigide {hendamisprotsess pikemateks
liitjarjestusteks



Raamjarjestus — (scaffold) — kontiigidest ja kontiigide vahele jaavatest tihimikest koosnev
liitjarjestus

Raamjarjestamise programm - (scaffolder) — vahend kontiigide Uhendusprotsessi
labiviimiseks

UL — iheotsaline lugem (single-end read, SE) — DNA fragmendi (ihe otsa sekveneerimise teel

saadud jarjestus



Sissejuhatus

Esimene tdielikult sekveneeritud genoom kuulub bakteriofaagile ®-X174 (Godson jt., 1987).
Edukas viiruse genoomi DNA jérjestuse kindlaks tegemine kannustas ette votma mahukamaid
projekte ja iiks kulukamaid nende seas on ,,Inimese genoomi projekt™ (International Human
Genome Sequencing Consortium, 2004). Téanaseks on vilja tdotatud jargmise p6lvkonna
sekveneerimismeetodid (NGS), mis nGuavad (iha vahem ajalisi ja rahalisi ressursse. Selline
soodus olukord on vallandanud sekveneerimisbuumi, mis on tdstatanud uue probleemi — mida
teha saadud andmetega? Uha rohkem tuntakse vajadust sekveneeritud DNA jarjestusi
analliisida ja tdlgendada. Paralleelselt sekveneerimismeetodite arenguga proovitakse vilja
tootada Uha efektiivsemaid programme andmete to6tlemiseks. Spetsiifilisele andmemassiivile
sobiva programmi leidmine on oluline Glesanne véimalikult tdpseks andmetdlgenduseks.
Ké&esolev bakalaureusetd® koosneb teoreetilisest osast ja tegevuskavandist. TO0 teoreetiline
pool annab ldhillevaate sekveneerimismeetoditest ja laialdasemalt kasutusel olevatest
sekveneerimistulemuste (DNA jarjestuste) toéotlusprogrammidest. See t66 keskendub eelkdige
andmetdotluse viimasel etapil kasutatavate genoomi kokkupanemistulemuste parandamiseks
mdeldud tarkvarade (raamjarjestamise programmid) efektiivsusega seotud vordlemisele. Selle
uurimise jaoks moodustati nimekiri parameetritest, millega saab raamjarjestamise
programmide tdhusust hinnata ning koostati tegevuskava hindamise realiseerimiseks. Td0s
keskenduti just DNA sekveneerimistulemuste kokkupaneku analusile.

Kaesolev t66 on valminud Tartu Ulikooli molekulaar- ja rakubioloogia instituudi
bioinformaatika dppetoolis.

Mérksonad: DNA sekveneerimine, genoomide kokkupanemine, raamjarjestamine


http://en.wikipedia.org/wiki/Phi-X174_phage

1. Kirjanduse ulevaade

1.1 Sekveneerimine

Sekveneerimine (sequencing) tahendab bioloogilises ja biokeemilises kontekstis meetodit, mis
vOimaldab mé&arata biopolimeeride (valkude ja nukleiinhapete) primaarstruktuuri.
Sekveneerimise tulemiks on jarjestus, mis sisaldab endas kindlatest biopollimeeridest
koosnevat jada. Kéesoleval ajal pdoratakse eraldi tdhelepanu eksoomi ehk valke kodeeriva ala
jarjestuse uurimisele, kuna geenijarjestuste kokkupanek on hdlpsamini teostatav ja lihtsam on
uurida nende seoseid bioloogiliste protsesside vOi haigustega. Sekveneerimine on
biomeditsiini jaoks perspektiivne kahel jargneval pdhjusel. Esiteks, uued ja efektiivsed
sekveneerimismeetodid muutusid laiemale teadlaskonnale kattesaadavaks alates 2004. aasta
IGpust. Tanapéeval on vdimalik tanu jargmise pdlvkonna meetoditele sekveneerida suurte
genoomikeskuste kdrval ka véiksemates Kliinilistes laborites (Moorthie jt., 2011). Teiseks,
inimese genoomi resekveneerimine on jarjest hoogustumas (Kidd jt., 2008; Wang jt., 2008).
Seega on tulevikus vOimalik, et seniselt ravisisteemilt minnakse (le personaalsele
meditsiinile. Patsiendi eksoom v&i genoomne DNA esmalt sekveneeritakse ja hiljem
analliusitakse konkreetse inimese nukleotiidset jarjestust ning antakse lahtuvalt tulemustest
patsiendile ravisoovitusi. Sadrane tdpsem diagnostika voiks hdlbustada arstidel diagnooside
madramist ja olla pikemas valjavaates inimese eluea tdstjaks.

Erinevate biopolumeeride sekveneerimine annab vastuseid erinevatele bioloogilistele
kiisimustele. DNA sekveneerimine on laboritingimustes rakendatav meetod DNA
primaarjirjestuse madramiseks. Organismi nukleotiidilise jérjestuse lahtideSifreerimine annab
vajalikku informatsiooni geneetilise profiili koostamiseks ja teadmisi, mida saab rakendada
meditsiini valdkonnas vo0i ka evolutsiooni uurimisel. DNA sekveneerimine on vorreldes teiste
biopolimeeride jarjestusmeetoditega ajaliselt kdige vanem. 1977. avaldasid F. Sanger, S.
Nicklen ja A. R. Coulson artikli DNA sekveneerimisest ahela terminatsiooni abil (Sanger jt.,
1977). RNA uurimisel saadakse informatsiooni ekspresseeritavate geenide kohta. Selle
uurimismeetodi jaoks kasutatakse viiruslikku pdritolu enstumi péordtranskriptaasi, mis
sunteesib  eelnevalt (lejdédnud RNA-st eraldatud mRNA alusel temale vastava
komplementaarse DNA (cDNA). Edasiselt toimitakse cDNA jarjestamise puhul samamoodi
nagu DNA sekveneerimisel. Valkude sekveneerimine aitab tuvastada valgu struktuuri ning

funktsiooni, mis on vajalik rakuliste protsesside mdistmiseks ning teades metabolismiradu, on
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vOimalik t6husam ravimite valjatootamine. Valkude sekveneerimise metoodika on
nukleiinhapete omast erinev. Té&napdeval saab peptiidjarjestusi tuvastada automatiseeritud
Edmani degradatsioonil, kus sammhaavalisel valgumolekuli N-terminuse degradeerimisel
saadakse informatsiooni aminohappejéakide kohta (Niall, 1973). Teiseks valkude
analliisimeetodiks on massispektromeetria (MS). Teades nii erinevate aminohappe
kombinatsioonide kogumasse kui ka huvipakkuva valgu massi, on vdimalik nende alusel valja
arvutada uuritava valgu jarjestus.

Tanasel péeval on sekveneerimine jagunenud kahte suunda — esimene (Sangeri ahela
terminatsioon) ja jargmine p6lvkond (NGS). Noudlus efektiivsemate tehnoloogiate jarele
tekkis juba ,Inimese genoomi projekti“ kestel (Zhang jt., 2011). Sangeri meetod on
kahtlemata oluline saavutus bioteaduste vallas, kuid perspektiivitu kogu genoomi
sekveneerimisel — meetod nduab mahukaid ajalisi ja rahalisi ressursse (Wu jt., 2007).
Niddseks on arendatud Sangeri meetodist jargmise pdlvkonna sekveneerimismeetodid. NGSi
ehk massiivse paralleelse sekveneerimise esimeseks etapiks on genoomse DNA
fragmenteerimine vaiksemateks I6ikudeks, millest seejarel koostatakse raamatukogu.
Raamatukogu 18igud kantakse kandjale, kus toimub DNA fragmentide seondumine kindlate
proovidega ja kaksikahela denaturatsioon Uheahelaliseks. Edasiselt sunteesitakse uuritavale
uheahelalisele DNA jarjestusele vastasahel. Iga Uksiku nukleotiidi ltlitamisel stinteesitavasse
ahelasse saadakse valgussignaal, mis registreeritakse arvuti abiga. Sellisel viisil toimub
sekveneerimine ja DNA slintees iheaegselt. Sekveneerimisprotsess on muudetud kiiremaks,
odavamaks ja tapsemaks (Gritsenko jt., 2012). Uha kasvav andmete hulk, mida suudetakse
sekveneerimistehnoloogiaga kiirenevas tempos luua, nduab omakorda rohkem vdimsust
genoomi kokkupanemise tarkvaradelt ja ruumi jérjestuste hoiustamiseks.

Jargnevalt tutvustatakse l&dhemalt DNA sekveneerimismeetodeid, mis on tdnapdeval

laialdasemas kasutuses.

1.1.1 Esimese pdlvkonna sekveneerimismeetod

Esimese po6lvkonna sekveneerimismeetod on eelkdige seostatav Sangeri Kklassikalise
sekveneerimistehnoloogiaga. Aastal 1977 avaldasid F. Sanger, S. Nicklen ja A. R. Coulson
artikli, milles tutvustasid uut meetodit nukleotiidide jarjestuste maaramiseks. Uus meetod
kasutas DNA pollmeraasi ja teiste nukleotiidide suhtes tépselt madratud vahekorras
inhibiitornukleotiide (ddNTP), nii et tagatud oleks ddNTP-de statistiline lllitamine

stinteesitavasse ahelasse. Terminaatornukleotiidi ahelasse lisamine I6petab uue ahela siinteesi
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— seetOttu kasutatakse stinonliimina ka mdistet Sangeri ensiimaatiline terminaatori meetod
(Sanger jt., 1977). Sangeri tehnoloogia kasutab nelja reaktsiooni l&biviimiseks theahelalist
DNA-d, DNA polimeraasi, DNA praimerit, nelja fluorestseerivalt (algupdrane meetod
kasutas radioaktiivmargist) margistatud trifosfaadi analoogi (ddATP, ddGTP, ddCTP, ddTTP)
ja desoksuribonukleotiide (ANTP). Fluorestsentsmargistus vdimaldab eri nukleotiididel vahet
teha. Meetod pdhineb DNA in vitro sunteesil, mis katkestatakse didesoksinukleotiidi
(ddNTP) sisseltlitamisel stnteesitavasse ahelasse. Resultaadiks on fluorestseeruvalt
maérgistatud fragmentide segu (vastavalt nukleotiididele - A, G, C, T), mis on (iga
nukleotiiditlubi puhul eraldi) katkestatud erinevatel positsioonidel. Asjaolu, mis v6imaldab
ahela katkemist, on vaba 3’OH-rihma puudumine. DNA vajab ahela pikendamiseks vaba
3’0OH-riihma, kuid didesoksiinukleotiidil (ddNTP) esineb vaid 3’H rithm. Pérast siinteesi
toimub reaktsioonisegu denaturatsioon (Sanger jt., 1977). Iga nukleotiidi juures 16peb stintees
erineval kaugusel, mistdttu on ahelad erineva pikkusega ning liiguvad geelis erineva kiirusega
ja see teadmine vGimaldabki nukleotiide teineteisest eristada. Enne aastat 1987 oli DNA
sekveneerimine valdavalt laboripdhine ja vajas radioaktiivseid materjale. Nimelt tutvustas
aastal 1987 Applied Biosystems esimest automaatset sekvenaatorit, mis p&hineb
kapillaarelektroforeesil (elektriliselt laetud osakeste lahutusmeetod) (Liu jt., 2012). Varasem
metoodika kasutas iga nukleotiidi puhul eraldiseisvat nelja geelirada, kuid tanasel p&eval on
voimalik eri lainepikkusel fluorestseeruva ddNTP kaudu Uhes rajas reaktsioonisegu
jooksutada (Morozova ja Marra, 2008).

Sangeri tehnoloogiat kasutati ,,Inimese genoomi projektis“ — ehk inimgenoomi kaardistamisel.
Projekt véltas pikalt (13 aastat) ja oli kulukas (~ 3 miljardit dollarit) (International Human
Genome Sequencing Consortium, 2004). Sellest lahtuvalt tekkis vajadus odavamate,

kiiremate ja suurema labilaskevGimega tehnoloogiate jarele (Liu jt., 2012).

1.1.2 Jargmise polvkonna sekveneerimismeetodid

Uue pdlvkonna sekveneerimistehnoloogiaid (454 pirosekveneerimine, Solexa/lllumina,
SOLID System) on kasutatud erinevates genoomika uurimisvaldkondades, nagu nditeks kogu
genoomi ja transkriptoomi sekveneerimine, transkriptsioonifaktorite seondumissaitide
avastamine, mittekodeeriva RNA  ekspressiooniprofiili  madramine ja  suunatud
sekveneerimine ehk huvi pakkuvate alade valikuline sekveneerimine (Morozova ja Marra,

2008). Uute sekveneerimistehnoloogiate kasutuselevott on aidanud nii  biolooge



evolutsiooniliste suhete véljaselgitamisel kui ka tervishoiuto6tajaid haigustekitajate geenide
tuvastamisel (Liu jt., 2012).

Ideaalset sekveneerimistehnoloogiat peaks iseloomustama Kiirus, tapsus, odavus ja kdrge
labilaskevdime. Jargmise pdlvkonna meetodid vastavad neis enamusele, kuid luhikeste
lugemite arvelt. Sekveneerimise kuldstandardiks peetav Sangeri tehnoloogia saavutab
lugemite pikkuseks 900 bp, sellal kui Illumina sekvenaatorid véljastavad tunduvalt lihemaid
kuni 150 aluspaarilisi jarjestusi. Luhikesed lugemid on uuemate meetodite pudelikaelaks:
raskendavad edasist andmet6otlust ja sellest tulenevat tulemuste interpretatsiooni. Esimese
pdlvkonna sekveneerimise tundlikuks Kitsaskohaks on sekveneerimise hind, mis ajendas

leidma odavamaid jarjestamismooduseid (joonis 1).
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Joonis 1. Sekveneerimise hind genoomi kohta." Kiimne aastaga (2001-2011) on toimunud
10000 kordne hinnalangus. Aastad 2001-2007 peegeldavad Sangeri tehnoloogiaga
sekveneeritud genoomi hinda. Eriti jarsu poorde langemise suunas teeb graafik 2007. aasta
juures, kui teise pdlvkonna sekvenaatorid joudsid turule.

Sangeri meetodiga kulub miljon aluspaari sekveneerimiseks 2400 dollarit, kuid sama
tulemuse saavutamiseks ei kulu teise pdlvkonna meetodi rakendamisel tle kiimne dollari.
Mitte ainult hind ei ole Sangeri puuduseks, vaid ka teiste meetoditega vdrreldes

markimisvéarselt madalam l&bilaskevdime (kuni 84 kbp Uhe jooksu kohta). Jargmise

! https://www.sciencenews.org/article/gene-sequencing-future-here
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pdlvkonna tehnoloogiad suudavad toota kuni 600 Gbp jooksu kohta ehk vdimaldavad
massiivset paralleelset DNA jérjestamist (Liu jt., 2012). Seega just jargmise pdlvkonna
sekveneerimine on aidanud viia bioloogilised ja biomeditsiinilised uuringud uuele tasemele
tehes jarjestamise laialdasemaks ja igapaevasemaks erinevatele uurimisriihmadele (Shendure
ja Ji, 2008). Tabelis 1 on vordluseks valja toodud andmed kolme enamlevinud jargmise

pdlvkonna sekveneerimismeetodite kohta.

Tabel 1. Kolme jargmise pdlvkonna sekveneerimismeetodi vordlus.” ®

Platvorm 454 SOLID Solexa/lllumina
Metodoloogia Purosekveneerimine  Sekveneerimine ,,PO0ratav*
paralleelselt terminatsioon
ligeerimisega
Lahenemisviis DNA Emulsiooni PCR Emulsiooni PCR Sildamplifikatsioon
amplifikatsioonile
Sekveneerimisensiim DNA polumeaas DNA ligaas DNA polumeraas
Hind miljon aluse kohta $10 $0.13 $0.07
Maksimaalne lugemite 700 bp 50 bp (UL), 101 bp (PL) 150 bp
pikkus
Véljundandmeid 0.7 Gbp 120 Gbp 600 Gbp
jooksutuse kohta
Aeg jooksutuse kohta 24 tundi 7 paeva (UL), 14 pdeva  3-10 paeva
(PL)

1.1.2.1 454 pirosekveneerimine

Biotehnoloogia firma 454 Life Science 454 sekveneerimismeetod (sekvenaator GS 20) oli
aastal 2005 esimene jargmise pdlvkonna sekveneerimistehnoloogia, mis joudis turule. See
tehnoloogia kasutab emulsiooni PCR-i klonaalse amplifikatsiooni l1&biviimise jaoks (joonis 2).
454 meetodi puhul, erinevalt Sangerist, on ajaliselt vahendatud kloonimise etappi, mis on
vaga tdbmahukas ja aegandudev (Rothberg ja Leamon, 2008). 454 edukust tdestab asjaolu, et
see on jarjekorras teine meetod, millega on suudetud inimese genoomi sekveneerida (Wheeler
jt., 2008).

2 Liu jt., 2012
% Moorthie jt., 2011
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Adaptereid kasutades on iga DNA fragment ligeeritud streptavidiinist parlite kilge. Seejarel
viiakse iga fragment pikotiiterplaadi erinevatesse emulsioonitilkadesse. Tilkades toimub
kdrge tootlikkusega (ca 10’ referents-DNA kloonikoopiat iihe kerakese (bead) kohta)
klonaalne amplifikatsioon (Margulies jt., 2005).

454 meetodi puhul on tegemist paralleelse massiivse sekveneerimisega (sekveneerimine
toimub ajaliselt paralleelselt DNA siinteesiga) (Margulies jt.,, 2005), t&psustavalt
plirosekveneerimisega (Rothberg ja Leamon, 2008). Sihtmark-DNA (template-DNA) on
mobiliseeritud ning lahuseid, mis sisaldavad dNTP-d, lisatakse Ukshaaval. Iga kord, Kui
lisatakse reaktsioonisegusse mall-DNA-ga komplementaarne nukleotiid (antud juhul dNTP),
toimub purofosfaadi (PPi) eraldumine. Pirofosfaadi eraldumist saab detekteerida samuti
reaktsioonisegus leiduva valgustundliku enstimi lutsiferaasi abil. Ensttimi aktiivsuse, mis
valjendub valguse tootmises, tuvastab kaamera ning pirogrammi (pyrogram) abil maaratakse
DNA jarjestus (Morozova ja Marra, 2008).

454 meetod on vorreldes Sangeri meetodiga kill kiirem ja odavam, kuid 454 puudused on
samal ajal ka Sangeri tehnoloogia tugevused. Pirosekveneerimise tulemiks on lihemad
lugemid (keskmiselt 300 bp), mis teeb jargmise sammu jarjestusanalliisis — genoomi
kokkupanemise — korduvate DNA motiivide t6ttu keerukaks. Roche 454 pirosekveneerimise
tdsiseks puuduseks on suur vigade hulk homopolimeersetes piirkondades. Homopoliimeeri
pikkus s6ltub luminestsentsist, mille kéigus plrofosfaadid vabanevad. Vigade tekke p8hjus
peitub metodoloogias — variatsioonid valguse intensiivsustes, mille tulemusena 15%

lugemitest on vigased (Gomez-Alvarez jt., 2009). (Morozoa ja Marra, 2008)

1.1.2.2 Solexa/lllumina

Viimastel aastatel on jargmise pdlvkonna sekveneerimistehnoloogiatest kdige laialdasemalt
kasutusel olnud Illumina/Solexa meetod (Quail jt., 2012). Selle lahenemisviisi arendajaks oli
Solexa, kuid turustajaks Illumina sekvenaatorite Genome Analyser ja HiSeq kaudu (Moorthie
jt., 2011). lllumina toostrateegia vdimaldab tunduvalt tbhusamat siinteesi abil sekveneerimist
kui Sangeri kapillaarsekvenaatorid. Esmalt fragmenteeritakse proovi DNA juhuslikest
punktidest ning tulemuseks saadakse fragmendid mall-DNA-st, mille kilge on ligeeritud
IGpuspetsiifilised adapterid. Sellisel viisil konstrueeritakse Illumina raamatukogu, mis
jargnevalt denatureeritakse tksikahelalisteks DNA-deks. Saadud ssDNA kinnitatakse tahkele

kandjale, kus leiab aset nii amplifitseerimine kui sekveneerimine. DNA paljundamine toimub
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PCR ,silla* abil (joonis 2b). Paindliku linkeri abil kinnitatakse tahkele kandjale nii paripidine
kui ka araspidine praimer, mis tagab, et iga amplifitseeritud DNA molekul oleks
immobiliseeritud ja koondunud Kkindlale fitsilisele asukohale kiibil. Amplifikatsioonil
Uhinevad Uksikahelalised DNA-d komplementaarsete adapteritega tekitades ,,silla“. Nii voib
amplifitseerimise tulemusena saada mitu miljonit klastrit, milles igatiks koosneb umbes 1000

amplikonist.

_ﬁc:» o) 3{3%
H'-imﬂm alt, ”,p HM'

||Iu'|" |]||l|]'|[l []ll|[]II[| J]II

Joonis 2. Teise pdlvkonna sekveneerimistehnoloogiate DNA amplifitseerimismeetodid.
(a) Mdlema tehnoloogia (454 ja SOLiID) DNA paljundamine p&hineb PCRi emulsioonil, mis
leiab aset pérlite peal. (b) lllumina/Solexa tehnoloogia baseerub silla amplifikatsioonil, mille
protsessi tulemusena saadakse klastrid. Raamatukogu iga tiksiku liikme kohta saadakse
amplifikatsioonil tuhat koopiat ehk ks klaster sisaldab 1000 amplikoni. (Shendure ja Ji.,
2008)

Sekveneerimisreaktsioon algatatakse, kui lisatakse universaalne sekveneerimispraimer, mis
hibridiseerub 18puspetsiifilisele adapterile. Ahela laiendamiseks kasutatakse DNA
polimeraasi ja nelja modifitseeritud nukleotiidi ehk p6drdterminaatorit, mille abil peatatakse
DNA siintees 3’0OH otsast. Iga modifitseeritud nukleotiid on maérgistatud erineva
fluorestseeruva varviga. Paardumata nukleotiidid pestakse vélja. Kui algselt saavutati lllumina

tehnoloogiaga lugemite pikkuseks kuni 36 aluspaari, siis nliidseks on vGéimalikus saanud ka
pikemad 100 aluspaari pikkused (Zhang jt., 2011). (Shendure ja Ji., 2008)

1.1.2.3 SOL.id System

Applied Biosystem taiustas algselt George Churchi laboris valjatootatud meetodi ja toi
ligeerimisel pdhineva sekvenaatori turule aastal 2007 (Voelkerding jt.,, 2009). Esialgse

susteemi 2.1 platvormist on joutud vélja arendada SOLiD 4 analUsaator, mis saavutab
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lugemite pikkuseks kuni 50 ap ja suudab genereerida véljundandmeid jooksu kohta 80-100
Gbp (Zhang jt., 2011).

See ligeerimisel (sequencing-by-ligation) pdhinev sekveneerimismeetod kasutab DNA
paljundamise jaoks analoogselt 454 purosekveneerimisega PCRi emulsiooni (joonis 2a).
Kasutatakse oligonukleotiidseid adaptereid, millele on ligeeritud DNA fragmendid ja
amplifikatsioon leiab aset Ghemikromeetriliste kerakeste peal. Seejarel kinnitatakse kerakesed
sekvenaatoris asuvale spetsiifiliselt toodeldud labivoolutavale klaaspinnale, millel DNA
jarjestamine aset leiab. (Voelkerding jt., 2009)

Sekveneerimise alustamiseks lisatakse universaalne sekveneerimise praimer, mis on
komplementaarne SOLIDi raamatukogu fragmentide spetsiifiliste adapteritega. Samuti
vajatakse DNA ligaasi ja piiratud hulgal poolenisti degradeeritud oligonukleotiididest
koosnevaid luhikesi jérjestusi. Huvipakkuvad proovid koosnevad kaheksast oligonukleotiidist
— oktameeridest. Oktameeri kaks esimest alust on proovispetsiifilised ja nende
moodustamiseks vdimalusi on 16 (AA, TT, AT jne). Ulejaanud kuus aluspaari, mille 5° otsas
on ka uks neljast fluorestsentsimarkerist, on juhuslikud. Juhul kui oktameer vastab
komplementaarsusprintsiibi alusel DNA fragmendile, leiab aset hiibridisatsioon universaalse
praimeri 5’ fosfaatruihmale. Pé&rast ligeerimist pestakse seondumata nukleotiidid Vvélja.
Fluorestsentssignaal dokumenteeritakse enne oktameeri viimase kolme nukleotiidi
eemaldamist. Kolmanda nukleotiidi 5’ ots fosforileeritakse ning lisatakse uus uuritav proov.
Praimeri laiendamine leiab aset seitsme ligeerimistsiiklina, mis moodustab (he seeria.
Hilisemalt praimeri produkt sihtmark-DNA-It (template-DNA) denatureeritakse ja teine
sekveneerimisseeria voib alata n-1 praimeriga. Kokku viiakse labi viis seeriat viie erineva
(off-set) praimeriga. (Voelkerding jt., 2009)

Kirjeldatud viisil suudab sekvenaator kuue pé&evaga genereerida 35 ap lugemeid. Lisades
sekvenaatorisse kaks klaaspinda, suudetakse Uhe jooksutamisega saavutada 4 Gbp mahus
andmeid (Voelkerding jt., 2009).

SOLID sekveneerimine vdimaldab l&bi viia kahealuselist kodeerimist st. neljas ja viies alus on
tahistatud spetsiifilise fluorestsentsméargisega (Mardis, 2008; Zhang jt., 2011). See lisakontroll
tostab lugemite tapsust. Oktameeride jarjestus sisaldab teadaolevaid fikseeritud nukleotiide,
mille alusel saab tuvastada nukleotiidide ebakdlasid edasisel andmeanallusil. SOLiID4
platvorm pakub kill véga head andmekvaliteeti, kuid sekveneerimisele eelnev etapp ehk

DNA raamatukogu valmistamine voib olla tilikas ja liigselt aegandudev (Zhang jt., 2011).
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1.2 Genoomide kokkupanemine

Parast geenide sekveneerimist on jargmiseks etapiks lugemitest genoomide kokkupanemine.
Kui geenide sekveneerimine andis informatsiooni nukleotiidse jarjestuste kohta, siis
arvutiprogrammid proovivad rekonstrueerida erinevaid pikemaid genoomseid jarjestusi
kasutades selleks sekveneeritud lugemite joondamist mitmesuguste algoritmide alusel.
Sekveneerimistehnoloogiatel on olnud oluline m6ju (tabel 2) genoomide kokkupanemise
programmide arengule (Pop, 2009).

Tabel 2. Kokkuvdte teise pdlvkonna sekveneerimisandmete isedrasustest ja nende
mdjust genoomi kokkupanemise programmidele.’

Sekveneerimistehnoloogiate MGjud genoomi kokkupanemise programmidele

vead

Lihikesed lugemid Muudab keeruliseks kordusjarjestusalade kokkupanemise
Puuduvad paarislugemid Paarislugemite puudumine muudab kordusjarjestusalade

kokkupanemise keeruliseks

Uued veatiitibid® Vajadus tdiendada olemasolevaid programme ja/vdi lisada
veaspetsiifilisi algoritme lahendamiseks

Suur andmehulk (lugemite arv  Efektiivsuskisimused vajavad lahendust paralleelsete

ja lisainformatsiooni suurus) rakenduste abil vdi spetsiaalset suurtele genoomidele

kohandatud tarkvarade arendamist

Genoome saab kokku panna kahel erineval viisil. Vastavalt sellele, kas on olemas
referentsjarjestused jagatakse genoomid referentsi alusel koostatuks vGi de novo-ks (,,uus®).
De novo ldhenemisviisi juures on tegemist organismi genoomi kokkupanemisega, kelle enda
ja lahisugulaste genoomi ei ole sekveneeritud. Teine lahenemisviis pdhineb vordlusel, mille
puhul kasutatakse l&hisugulase sekveneeritud genoomi kokkupanemisprotsessi alusena.
Sellise meetodiga on lihtsam genoomi konstrueerida, kuna uue organismi nukleotiidse
jarjestuse  kokkupanekuks on vajalik vaid piisaval arvul lugemeid joondada
referentsgenoomile. De novo kokku pandud genoomi koostamine on ajaliselt ja rahaliselt
kulukam, sest eelduseks on suur paarislugemitega raamatukogu olemasolu (Xue jt., 2013).

Lisaks on oluline suigavam sekveneerimine, mis tasakaalustaks teise pélvkonna tehnoloogiaga

4
Pop, 2009

® Naiteks 454 tehnoloogia, millega DNA jarjestuste maaramine pshineb luminestsentsil, ei suuda edukalt hinnata

homopoliimeersete piirkondade pikkusi digesti ja sellest tulenevalt tekitab sekveneerimisvigu.
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loodud lugemite puudused lihiduses ja vearohkuses (Desai jt., 2013). V8imalik on ka mdlema
meetodi slntees: piirkondade puhul, mis erinevad tunduvalt referentsgenoomi omast, saab
kasutada de novo Idhenemist (Pop, 2009).

Genoomi kokkupanemise programmid pdhinevad intuitiivselt selgel eeldusel: kui kahel
lugemil esineb nukleotiidiline Uhisosa, siis périnevad nad tdendoliselt genoomi samast
kromosoomi piirkonnast. Kui selline kattuvus on tuvastatud, siis joondab programm lugemid
vastavalt kontiigideks, mille moodustab komplekt tlekattuvaid lugemeid (Narzisi ja Mishra,
2011).

Genoomid peavad olema tapselt ja terviklikult kokku pandud, kuna sellel baseerub edasine
t00: funktsionaalsete elementide ennustamine vOi jérjestuse evolutsioonilise péaritolu vélja
selgitamine (Meader jt., 2010). Siiski puudub kvaliteedi hindamiseks uldtunnustatud ja
standardiseeritud meetod. Sobivate hindamiskriteeriumite leidmise teeb raskemaks
sekveneerimistehnoloogiate mitmekesistumine (Meader jt., 2010). Laialdasemalt kasutusel
olevad meetrikud hindavad kokkupandud genoome kontiigide suuruse, mitte kontiigide
kvaliteedi ja tapsuse alusel (Narzisi ja Mishra, 2011; Vezzi jt., 2012 b).

Esimese ja teise p6lvkonna sekveneerimistehnoloogiate loodud lugemid erinevad nii pikkuselt
kui ka vigade omadustelt (Meader jt.,, 2010). Sagedasti raskendavad genoomide
kokkupanemist uue pdlvkonna liihikesed ja suure arvukusega lugemid ja nende erinevad
veaprofiilid (Dohm jt., 2007; Pop, 2009; Zhang jt., 2011). Seega on kokkupandud genoomide
genereerimisalgoritmid nendel pdhjustel keerukamad ja isegi kasutades vaga véimsaid
arvuteid, tekib vastavatel tarkvararakendustel probleeme suure andmemassiivi haldamisega
(Dohm jt., 2007).

Sekveneerimistehnoloogiate arenguga proovivad kaasas kdia genoomi kokkupanemise
programmid. Pérast seda, kui Sangeri tehnoloogia ei olnud enam ainus meetod DNA
jarjestamiseks, on vélja arendatud erinevaid ldhenemisviise (tabel 3). Need pulavad,
hoolimata uute tehnoloogiatega toodetud lugemite spetsiifilistest probleemidest, leida
lahendusi DNA esialgse jarjestuse leidmise probleemile. Programmiga Phusion (Mullikin ja
Ning, 2003) on kokku pandud suur ja korduselementide rikas hiire genoom. Lisaks hiirele, on
koostatud sama programmiga ka nematoodi Caenorhabditis briggsae genoomne jarjestus
(Mullikin ja Ning, 2003). Phusion konstrueerib lugemitest graafi (OLC), kus sd6lm vastab
lugemi jarjestusele ja s6lmi tGhendav kaar tuvastatud lugemite vahelisele katvusele (joonis 3).
Selline l&henemisviis ei oleks rakendatav teise pdlvkonna tehnoloogiaga toodetud lugemitele,
kuna arvutuslikult muutuks graaf liiga suureks. Uuemad meetodid nagu ALLPATHS (Butler
jt., 2008), SSAKE (Warren jt., 2007), ABYySS (Simpson jt., 2009), SGA (Simpson ja Durbin,
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2011) ja 454 lugemitele spetsialiseerunud Newbler (Roche 454) on vaid ksikud naited

programmidest, mis sisendina kasutavad lihikesi (<=100 bp) lugemeid.

Tabel 3. Nimekiri levinud genoomi kokkupanemise programmidest

Genoomi kokkupanemise Lugemitliip Toetatavad Autor
programm tehnoloogiad
Phusion pikemad lugemid Sanger Mullikin ja Ning, 2003
SSAKE lihikesed lugemid [llumina/Solexa Warren jt., 2007
SHARCGS lihikesed lugemid [llumina/Solexa Dohm jt., 2007
Velvet lihikesed lugemid [llumina/Solexa, Zerbino ja Birney, 2008
454
ALLPATHS lUhikesed lugemid Illumina/Solexa, Butler jt., 2008
SOLid System
ABYSS lihikesed lugemid [llumina/Solexa, Simpson jt., 2009
SOLid System
Newbler lUhikesed lugemid 454 http://454.com/products/a
nalysis-software/
SGA lihikesed lugemid [llumina/Solexa Simpson ja Durbin, 2011
SOAPdenovo?2 lihikesed lugemid [llumina/Solexa Luo jt., 2012

1.3 Genoomide kokkupanemise programmid
1.3.1 SSAKE

SSAKE on genoomi kokkupanemiseks loodud tarkvararakendus, mis prefikspuu abil otsib
sekveneerimisandmete seast kahe lugemi vahelist pikimat tlekatvust. Lhikeste jarjestustega
tootamiseks arendatud programm on sobilik kuni 10 kb suurusega genoomide kokkupanekuks
(nt. Phi X174) ja miljonitest identsetest luhijérjestustest klastrite loomiseks metagenoomsete
uuringute vallast. SSAKEga on suudetud the tksiku kontiigina genoome kokku panna Phi
174 ja SARSIga assotsieeritud koronaviiruse jaoks. Viirustega vorreldes komplitseeritumatest
eluvormidest on moodustatud unikaalseid kontiige nii H. influenzae genoomi puhul kui ka
Sargasso mere metagenoomi projekti raames. (Warren jt., 2007)

SSAKE t66s talletatakse sekveneerimisandmed paisktabeli andmestruktuurina, mis
rasifunktsiooni abil viib vastavusse votme (unikaalsed jarjestused) ja vééartuste (jarjestuste
esinemissagedused andmestikus) paarid. Prefikspuu organiseerib korrastatud tabelis lugemeid
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k-mer’ide (kindlaksmaaratud pikkusega alamjarjestused lugemist) alusel ja laiendab neid
sobival juhul 3’ otsast. Lugemid reastatakse esinemissageduse alusel vihenevas jérjekorras,
mis peegeldab katvust ja valdib vigu sisaldavate jarjestuste kasutamist laienduseks. Esialgsest
lugemist genereeritakse ja kasutatakse prefikspuu otsingul kdige pikem 3’ lugem, Kui see ei
uleta kasutaja poolt defineeritud minimaalset sdne (tdhestiku stimbolite jarjend, antud juhul
lugem) pikkust voi leiab aset teise lugemi 5’ otsaga ideaalne komplementaarne paardumine.
Sadrase toimingu korral laiendatakse esialgne lugem paardumata 3’ otsast kontiigiks ja teine
lugem, millega leidis aset paardumine, jaetakse tabelist ja puust vélja. Laiendusprotsess
toimub tsiiklitena lithemate 3’ k-mer’ide kasutamise suunas. DNA prefikspuud kasutatakse
otsinguruumide vahendamise kaudu vdimalike lugemi jadade tBhusamaks ja suunatuks
leidmiseks. SSAKE programmil on vdimalik kontrollida laiendusprotsessi. Ekstensioon
IGpetatakse juba Uhe sobiva lugemi paardumise korral vdi kui k-mer on vaiksem kasutaja
poolt kindlaksméaaratud minimaalsest lavendvéartusest. Esimese tulemuseks on kill lihemad
kontiigid, kuid see vahendab valekokkupaneku téen&osust. (Warren jt., 2007)

Teiste programmidega vordlused on ndidanud SSAKE puudust, milleks on tundlikkus vigade
esinemisel sisendandmetes. Isegi minimaalsel lavendvéartusel pohineva filtersiisteemi
kasutamine ei vélista genoomi véddra kokkupanekut. Nendel pdhjustel ei ole see kbige

sobilikum rakendus de novo genoomide konstrueerimisel. (Dohm jt., 2007)

1.3.2 SHARCGS

SHARCGS ehk SHort-read Assembler based on Robust Contig extension for Genome
Sequencing on luhikestele lugemitele spetsialiseerunud genoomi kokkupanemise programm,
mis pdhineb robustsel kontiigi laiendamisel. SHARCGSi algoritmi t06pdhimdtte saab
lilgendada kolmeks etapiks: 1) filtreerimine, mis kindlustab vaid selliste lugemite kasutamist,
mis téidavad kahte tingimust: piisav esinemissagedus ja kullaldasel maaral lekattuvate
lugemite olemasolu; 2) kontiigide moodustamine ja 3) kontiigide kvaliteedi hindamine.
Tarkvararakenduse algoritmi tuumikut jooksutatakse automaatselt kasutades kolme erinevat
filtreerimisparameetrit (nork, keskmine, tugev). SHARCGS vdimaldab kiiret ja korge
tdpsusega de novo genoomide koostamist. Konstrueeritud kahe parmi kromosoomi ja kahe
bakteriaalse genoomi analtiusil selgus, et vaid thte 949,974-st kontiigist pikkusega tle 50 bp
ei suudetud Gigesti joondada referentsjarjestusele. Ulejaanute puhul ei tekkinud probleeme
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vOimalike tlhimikega (gaps) vOi mittevastavustega. Ka oli kokkupandud genoomide
jarjestuste katvus referentsjarjestusele kdrge (tletas 97%). (Dohm jt., 2007)

Kokkupandud genoomides on theks probleemiks piirkonnad, kus lugemite katvus on vdga
vaike, mis vahendab vBimalusi nii kontiigide pikendamiseks kui ka kordusi sisaldavate alade
korrektset  konstrueerimist. SHARCGSI lahenemisviis (ja samal ajal teiseks
filtreerimisetapiks) sellele probleemile on jargnev: iga lugemi puhul, mida kasutatakse
kontiigiks  konstrueerimisel, uurib programm konkreetse lugemi mdlemat ahelat
mitteunikaalsete piirkondade tuvastamiseks. Lugemit kasutatakse kontiigi laiendamiseks vaid
sellisel juhul, kui teised lugemid sobituvad kontiigiga lihikeste tlekattuvuste kaudu nii, et ei
tekita sellega mitteunikaalsust — minimaalse kattuvuse parameeter. Sobivaks loetakse lugemit,
kui tema mdlemale otsale leidub vahemalt tiks sobiv partner ehk esineks vahemalt kahekordne
kattuvus.  Esimesel filtreerimisetapil  eristatakse lugemid koérgeima minimaalse
kvaliteedivéartuse alusel. SHARCGSI sellised l&henemisviisid aitavad selekteerida
sisendandmetest vigased lugemid Oigetest. Optimaalseks peetaksegi kolmekordset
filtreerimist, kuna kahekordne ei ole vigadest vabanemiseks piisavalt efektiivne ja samas
neljakordse filtri tulemusena on kokkupanemiseks olemasolevaid lugemeid liiga vahe alles.
Leebete filtreerimiskriteeriumite korral on takistatud pikemate kontiigide moodustamine, sest
lugemid sisaldavad sekveneerimisvigu, mis omakorda pdhjustavad vaaraid mitteunikaalsusi.
Sama tulemuse vOib anda ka liiga range filtri rakendamine: kontiigid muutuvad liiga
luhikeseks, kuna Ghenduseks sobilikud kilgnevad lugemid puuduvad. (Dohm jt., 2007)
Kokkupandud genoomi kvaliteedi hindamiseks kasutatakse indikaatorina N50 suurust, mida
madratletakse kui kontiigi v&himat pikkust, millest vordsed voi pikemad kontiigid katavad
50% kogu genoomsest jarjestusest. SHARCGS programmiga koostatud Arabidopsise ja
Drosophila  BAC jarjestuste N50 vadrtuseks saadi >20 kbp. (Dohm jt., 2007)
Teine kuni 25 aluselistele lugemitele spetsialiseerunud programm SSAKE ei ole nii efektiivne
vorreldes SHARCGSiga — tulemuseks on vigaselt kokkupandud genoomid, mida p6hjustab
kontiigide pikendamine kordusjarjestuste piiridel. Realistliku simulatsiooni korral, mis
hélmas nii puuduvaid lugemeid kui sekveneerimisvigu, ei suudetud 25% saavutatud
kontiigidest referentsjérjestusele joondada. Samas joondati kdik SHARCGS programmi poolt
kokkupandud kontiigid referentsile. Kui SSAKE saavutas tihe BACi katvuseks 75%, siis
SHARCGSIl kulndis tulemus 93%-ni. Seega on SSAKE palju vastuvdtlikum vigade suhtes,
mis esinevad sisendandmetes vorreldes SHARCGSiga. Kuigi SSAKE-I on samuti

filterslisteem, mis peaks selliseid valetihendusi véltima, ei taga see piisavat efektiivsust. See
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asjaolu piirab SSAKE rakendatavust lihikeste lugemitega de novo sekveneerimisprojektide
tarbeks. (Dohm jt., 2007)

1.3.3 Velvet

Velvet on sobivalt kohandatud de Bruijn graafil pdhinev genoomi kokkupanemise programm,
mis on arendatud spetsiaalselt luhikeste lugemite jaoks. Velvetil on vdime lahendada kahte
ulesannet eraldi: see suudab nii vigu kdrvaldada, kui leida lahenduse korduste jaoks. Velveti
tOoprotsessi vOib jagada nelja etappi: 1) lugemite IGikumine k-meri-deks; 2) graafi
moodustamine; 3) vigade Kkorrigeerimine; 4) korduste lahendamine paarislugemite
kasutamisel. (Zerbino ja Birney, 2008)

Velveti lahendusviis vastandub traditsioonilisele OLC ulekatvuse leidmise meetodile
(joonis 3). Varasem lahenemisviis on sobilikum Sangeri ensumaatilise terminaatori
tehnoloogiaga toodetud pikemate lugemite jaoks. Seda ei saa vdita lihemate lugemite kohta.
Lihikesed lugemid muudab atraktiivseks vorreldes pikematega nende slinteesimise odavus,
kuid nende edasiseks rakendamiseks on vaja suurt kvantitatiivset kogust. [llumina
tehnoloogiaga toodetud miljon lugemit (ehk graafi jaoks miljon s6lme) muudab OLC graafi
liiga suureks ja pikaks, et tdnapéeva arvutitega neid lahendada saaks. (Compeau jt., 2011)

GCATTGEAA—Tecan — TGCAAT

A
@(F < o A
TGGCA oA TOATF ATT ATTTGAC

Joonis 3. OLC graaf.® Sdlmedele vastavad terviklikud lugemid ja neid siduvad Gihendused
lugemite vahelisele Glekatvusele.

De Bruijn graafi moodustavad defineeritud pikkusega k-mer'id (joonis 4). Kindlaksmaaratud
pikkuse juures véljendab k tasakaalu tundlikkuse ja spetsiifika vahel, mis on vajalik edasiseks

katvuste tuvastamiseks, k-mer’ide (hendamiseks ja sGlmede konstrueerimiseks. Graafi

® http://gcat.davidson.edu/phast/olc.html
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konstrueerimiseks luuakse andmebaas, mis sisaldab informatsiooni, naiteks k-mer’i asukohta

lugemis vdi millised k-mer’ide jéarjestused moodustavad sdlme.

CAA

»
X
A< (o

Joonis 4. De Bruijn graaf.” K-mer’i pikkuseks on antud joonisel neli (k=4). S6lmedeks on
kattuvad k-mer’ide osajirjestused. Graaf koosneb k-mer’idest, mis tihisosa (k-1) esinemise
korral teisega moodustavad s6lme. Nt. k-mer’ide CAAC ja AACC ihisosaks (ja iihtlasi
s6lmeks) on ACC.

Parast graafi loomist on v6imalik vigade korrektuur (tahtmatute Uhenduste ehk véérade
s6lmede kdrvaldamise labi) vGi lihtsustamine. Silmas peab pidama, et vigade péritolu vo6ib
olla  bioloogiline  (polumorfismid)  voi hoopis  metodoloogiline  (tekkinud
sekveneerimisprotsessi ajal). Velvet tuvastab vigu lahtuvalt graafi topoloogiast. (Zerbino ja
Birney, 2008)

Koige ressurssinbudlikum  protsess Velveti tegutsemisskeemi  juures on graafi
konstrueerimine. Vorreldes SSAKE-ga on Velvet mélundudlikum programm, kuid suudab
moodustada veavabalt pikemaid kontiige liihema aja jooksul. (Zerbino ja Birney, 2008)

1.3.4 SGA

SGA (String Graph Assembler), erinevalt mitmetest teistest de Bruijn graafi kasutatavatest
programmidest, rakendab arvutimélu saastlikumat meetodit genoomi kokkupanemiseks
(joonis 5). De Bruijn graafi puuduseks on lugemite jupitamise kaigus kaduma ldinud
informatsiooni taastamine keeruliste algoritmide abil. SGA korral tekitab algoritm graafi
ulekattuvate terviklike lugemite alusel. Alternatiivne ldhenemisviis lubab efektiivsemat
andmet6otlust sadadesse giga-aluspaaridesse ulatuvate imetajate genoomide lugemite korral.

Tohustatud algoritm kasutab dra lugemite liiasuse esinemist (Uhe positsiooni kohta

" http://gcat.davidson.edu/phast/debruijn.html
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mitmekordne sama jarjestusega lugemi leidumine) ja seetBttu saab andmestruktuuride
kokkusurumisega genoomi kokku panna véiksema mélukasutusega. (Simpson ja Durbin,
2011)

Lugemid :
(FASTQ) - sga index

sga correct

‘ Parandatud lugemid

vigade
parandamine

sga index
- genoomi
sga filter kokkupanek
sga assemble
‘ I Kontiigid/ graaf
ign -
Naale raamjarjestuste
moodustamine k -
sga scaffold - aamjarjestuse
(FASTA)

Joonis 5. SGA tarkvararakenduse todjarjekorra skemaatiline esitus.

Genoomi kokkupanemise programmi k&suahel koosneb kolmest etapist: vigade parandamine,
kontiigide moodustamine ja raamjarjestamine. Veaparandusetapis varustatakse lugemid FM-
indeksiga (sga index), mis voimaldab teostada tdhustatud otsingut kokkusurutud andmestikus.
Seejérel viiakse 1abi defektsete lugemitega kahest meetodist koosnev korrigeerimisprotseduur,
mille k&igus loetakse lugem usaldusvaarseks, kui igale konkreetsele alusepositsioonile vastab
piisav arv k-mer’e. Teine meetod pdhineb lugemite ebatdpsel Ulekattuvusel. Jargmine etapp
votab sisendiks eelnevalt parandatud lugemid, taasindekseerib need ja heidab korvale
duplikaatsed ja madala kvaliteediga lugemid. Protsessi 16puks ehitatakse graaf, mille alusel
genereeritakse kontiigid. Viimaseks etapiks on raamjarjestuste koostamine kontiigide ja
paarislugemite pdhjal. (Simpson ja Durbin, 2011)

Assemblathon 1 projekti tulemuste jargi saavutas SGA parima raamjérjestuste N50 vaartuse ja
tegi Uhtlasi kdige vahem asendusvigu (Earl jt., 2011). Vordlusel kolme programmiga (AbysSS,

SOAPdenovo ja Velvet) edestas SGA neid programme tapsuses (madalaim valepaardumiste
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méaar) ja kokkupandud genoomi terviklikkuses. Velvet saavutas parima kontiigide N50
vaartuse (18.4 kbp), kuigi tulemustevahe teisel kohal asuva SGA-ga ei ole markimisvaarselt
suur (16.8 kbp). (Simpson ja Durbin, 2011)

1.3.5 Soapdenovo?2

Soapdenovo2 on oma eelkdijaga (Soapdenovol) vorreldes téiustatud versioon moodulite
paketist, mis on loodud eesmérgiga lugemitest de novo genoome kokku panna. Algupérast
versiooni on kasutatud edukalt mitmete avaldatud genoomide kokkupanemiseks, kuid esineb
olulisi parandamist vajavaid puudusi nii kvaliteedis kui ka kvantitatiivsetes néitajates. (Luo
jt., 2012)

Soapdenovo2 programm tervikuna koosneb kuuest erineva llesandega moodulist. Esimeseks
on sekveneerimisandmete vigade paranduse etapp, mis pdhineb lihemate k-mer’ide kasutusel.
Sellele jargneb k-mer’idel pdhineva lihtsustatuma de Bruijn graafi (joonis 4) koostamine:
lugemid ldigatakse luhemateks jarjestusteks ehk k-mer’ideks ja grupeeritakse sobivateks
rihmadeks. Péarast esmase graafi koostamist genereeritakse uus, kuid seekord kaardistades
pikemad k-mer’id esialgsele, et oleks vOimalik kordusjarjestustega alade lahendamine.
Soapdenovo2 kasutab seega efektiivselt k-mer’ide pikkusest tulenevaid omadusi erinevate
ulesannete lahendamiseks. Pikemaid k-mer’e kasutatakse kordusjarjestusi sisaldavate
piirkondadega téotamiseks, lihemaid madala katvusega ja sekveneerimisvigu sisaldavate
regioonide juures. (Luo jt., 2012)

Raamjarjestuste  konstrueerimise pdhiraskusteks on heterosiigootsete kontiigipaaride,
kimaarsete jarjestuste ja kontiigide vaheliste tiihimike esinemine. Oigel positsioonil asuv
kontiig eristatakse vaarast suurima katvussugavuse alusel valja. Kimaarsed raamjarjestused,
mis on ekslikult Gles ehitatud véiksemate kloonide alusel, heidetakse edasisest analusist
korvale kasutades suure inserdiga raamatukogusid. Programm suudab topoloogial pdhineva
meetodi abiga valida edasise to6tluse jaoks kontiige, millel on piisavalt paarisotsaliste
lugemite (PL) informatsiooni. Tihimike sulgemise tdhustamiseks kasutab Soapdenovo2
meetodit, mis hdlmab ka eelnevates tsuklites joondatud lugemite kasutamist. (Luo jt., 2012)
Kokkuvotteks sisaldab Soapdenovo2 jargmisi muudatusi: 1) vdimendatud vigade
parandusalgoritm; 2) lihtsustatum ja seetdttu vdhem mélundudlikum graafi konstrueerimine;
3) pikkade kordusjarjestuste lahendamine k-mer’idega; 4) taiustatum tihimike sulgemise

meetod. Nende Umberkorralduste tdttu on uus programm oma eellasest efektiivsem ja
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kasulikum bioinformaatika tooriist, mida téendas ka kokkupandud uus asiaadist inimese
genoom (suurem kontiigide ja raamjérjestuse N50 vaartus), suurem genoomikatvusprotsent ja

kolmveerandi vorra vaiksem malukasutus. (Luo jt., 2012)

1.4 Raamjarjestamine

Kokkupandud genoomid hdlmavad endas Kkollektsiooni pidevatest pikematest DNA
jarjestustest ehk kontiigidest, mille asukoht genoomis ei ole defineeritud (Vezzi jt., 2012b;
Pop jt., 2004). Kontiigi maaratlemisel on oluline, et aluspaarid oleksid kérge usaldusnivooga
(kvaliteetsed). Samuti on teada lugemite orientatsioon ehk kummast ahelast on nad
rekonstrueeritud.

Asukoha maédratlemiseks viiakse kontiigidega l&bi protseduur, mida nimetatakse
raamjarjestamiseks. See protseduur hdlmab endas kontiigide jarjestamist ja Gige suuna
andmist paarislugemitest parinevat info abil. DNA fragmenteerimisel saadakse jarjestused,
mille otsad sekveneeritakse ja genereeritakse lugemid (joonis 6). Lugemite vaheline piirkond
jaab tavaliselt sekveneerimata.

B i
i e e e ) R R P R R R - Jaraaacal
Lugem 2

Joonis 6. Paarisotsaline sekveneerimistehnoloogia.® Teades sekveneeritud otste vaheala
pikkust on vOimalik selliseid lugemeid kasutada raamjarjestamisel kontiigide liitmiseks ka
probleemsete genoomsete alade (nt. kordusalade) puhul.

Raamjarjestus koosneb kontiigidest ja kontiigide vahele j&&vatest tihimikest (gaps).
Paralleelselt termini paarisotsaline lugem (PL) kdrval kasutatakse ka kaaslugem (mdlema
Uhendnimetusena paarislugemid), mis téidavad mdlemad sama eesmarki (joonis 7) ehk

annavad informatsiooni kahe lugemi vahelisest fudsilisest kaugusest (Gritsenko jt., 2012).

8 http:/Avww.illumina.com/technology/paired_end_sequencing_assay.ilmn
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Erinevus nende vahel seisneb raamatukogu tegemise metodoloogias. DNA raamatukogu
moodustavadki fragmendid, mis on enamvdhem Uhepikkused ja on insertseeritud
kloneerimisvektorisse. Nii kontiigi moodustavate lugemite orientatsiooni kui ka fragmentide
keskmise pikkuse teadmine vOimaldab eeldada kahe kontiigi vahelise tihimiku pikkust.
Taolise protsessi tulemuseks on koostatud raamjérjestused, mille abil luuakse taielikum
genoomne jarjestus.

Siiski esineb ka genoomi kokkupanemise programme, mis sisaldavad endas juba
raamjarjestamise moodulit. Kuigi mdlemaid komponente hdlmav programm pakub
kasutajamugavust, ei ole see alati kdige Gigem viis genoomi jarjestuse ldpetamiseks, sest
universaalset, kdikidele genoomidele sobivat meetodit ei ole veel leitud. Sellise programmi
rakendamisel on kasutajatel vahe kontrolli raamjérjestamise protsessi Ule ja informatsiooni
analliisimise suunamist pole vdimalik teostada. Arendatud on ka selliseid programme, mis on
paindlikumad ja vB@imaldavad kasutajatel detailsemalt parameetreid muuta (Pop jt., 2004;

Salmela jt., 2011). J&rgnevas peatikis Kirjeldatakse neid lahemalt.

Lithema inserdi suurusega paarisotsaline lugem

Kokkupandud genoom

B L L L L L
-

Suurema inserdi suurusega kaaslugem

Lugem 2

Lugem 2

Joonis 7. Paarisotsaliste lugemite ja kaaslugemite kasutamine kokkupandud genoomi
koostamiseks.® Mélema lugemitiitipide pikkuse erinevuste isedrasuste kasutamine tdhustab de
novo genoomi kokkupanemist (Boetzer jt., 2011). Pikema inserdiga kaaslugemeid kasutatakse
pohiliselt kotiigidest raamjarjestuste kokkupanemiseks ja selle abil on vdimalik liita
keerukamaid kordusjarjestusi sisaldavaid piirkondi pikemateks kontiigideks suuremate
vahemaade tagant. Vaiksema inserdi pikkusega paarisotsaliste lugemite kasutamine taiendab
kaaslugemeid vdimaldades tihimike taitmist.

° http://Aww.illumina.com/technology/mate_pair_sequencing_assay.ilmn
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1.5 Raamjarjestamise programmid
1.5.1 Bambus

Bambus on esimese eraldiseisva meetodi, Grouperi, edasiarendus (Fuchs, 1997). See on
vabavaraline programm, mis toetab enamike genoomi kokkupanemise programmide
valjundandmeid ja tekitab andmete vahelisest seosest graafi. Samuti véimaldab tarkvara
parameetrite  paindlikku rakendust vastavalt kasutaja soovidele. Lisaks tulpilistele
meetoditele, mis toetuvad eelkdige paarislugemite informatsioonile, vdimaldab Bambus
kasutada toetavaid lisaandmestikke (Gritsenko jt., 2012). Nii saab kasutada lisaks
paarislugemitele ka jarjestuste joondusprogrammi Mummeri (Kurtz jt., 2004) andmeid
IGpetatud genoomide jarjestuste kohta, et neid votta aluseks l&hisugulaste genoomi
kokkupanemisel. (Pop jt., 2004)

Bambuse algoritm kasutab heuristilist lahenemisviisi (greedy), millega proovib jéuda
eesmargini  vdimalikult minimaalse arvutusliku hinnaga. Eelnimetatud lahenemisviis
tdhendab, et raamjéarjestamist alustatakse kdige kindlamate seostega kontiigidest ja llejaanuid
kasutatakse, kui nad ei tekita ebak6la olemasolevate kontiigide suhtes. Programm v6imaldab
parameetreid seadistada konfiguratsioonifailiga, millega saab kasutaja muuta eelistusi, nagu
néiteks millistest raamatukogudest esmalt paarislugemeid kasutada soovitakse voi defineerida
minimaalsete linkide arv, mida on vaja kahe kontiigi Ghendamiseks (Pop, 2009). (Pop jt.,
2004)

Bambuse tulemiks vdivad olla nii unikaalsete kui ka mitteunikaalsete asetustega kontiige
sisaldavad raamjarjestused. Alternatiivsed raamjérjestused on kasulikud nii haplotltpsete
piirkondade indikaatoritena kui ka genoomide kokkupanemise IGpetamisele kaasa aitajatena.
Kui on vaja unikaalseid raamjérjestusi, siis suudab tarkvara spetsiaalse mooduli abiga need
teistest eraldada. Lisaks dokumenteerib tarkvara algoritm kasutatud Ghendusi nelja
kategooriasse: kehtiv (lihendus on raamjérjestuses kasutust leidnud), kehtetu orientatsioon
(vadra suundumuse tottu), kehtetu pikkus (pikkus ei vasta piirangule) ja kasutamata. (Pop jt.,
2004)

Bambust on vdrreldud Celera Assembleri (CA) (Myers jt., 2000) ja Arachnega (Batzoglou jt.,
2002), mis mdlemad on genoomi kokkupanemise programmid ja sisaldavad raamjarjestamise
moodulit. Bambus oli CA-st ja Arachnest efektiivsem, kuna saavutas Ule poolte juhtude
suuremad kontiigid. Raamjdrjestuse kvantitatiivse vaadrtuse tostmine toimub kvaliteedi arvelt

ja Bambus toodabki keskmiselt rohkem vigaseid raamjarjestusi vorreldes kahe teise
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programmiga. Vigade suur osakaal tuleneb Bambuse erinevast réhuasetusest olles eelkdige
abivahend genoomi viimistlemiseks ja on seetbttu tundlik vadralt konstrueeritud
kordusjarjestuse suhtes. (Pop jt., 2004)

Bambus on leidnud edukat kasutust vordleva genoomika projektides nagu Bacillus
anthracis’e tiivede voi Drosophila liikide sekveneerimine. Bambuse tugev kilg ehk
polumorfsete regioonide ulesleidmine on aidanud odasaba (Limulus polyphemus) genoomi
raamjarjestuste konstrueerimisel ja haplottipide identifitseerimisel (Nossa jt., 2013).
Vorreldes teise eraldiseisva raamjarjestamise programmi SSPACE-ga (Boetzer jt., 2011)
(kasutab ka greedy lahenemist), on Bambusel palju rohkem funktsioone. SSPACE seevastu
toetab uuemate sekveneerimistehnoloogiate lugemeid, kuid Bambus on disainitud esimese
pdlvkonna jarjestuste anallisiks (Salmela jt., 2011). Praeguseks on Bambuse autorid
publitseerinud programmi uue versiooni (Bambus 2), mis toetab jargmise pdlvkonna
sekveneerimise lugemeid ja oskab lisaks analliisida metagenoomika andmeid (Koren jt.,
2011).

1.5.2 SSPACE

SSPACE (SSAKE-based Scaffolding of Pre-Assembled Contigs after Extension) on
eraldiseisev programm, mis kasutab eelnevalt kokkupandud kontiige raamjéarjestuste
moodustamiseks. SSPACE on tdiendatud versioon SSAKE genoomi kokkupanemise
programmist. Selle uueks omaduseks on kontiigide laiendamise vdimaldamine enne
raamjarjestamist. Kasutajale antakse voimalus valida, milliseks otstarbeks ta soovib
paarislugemeid kasutada, kas otse edasiseks tootluseks vdi hoopis kontiigide ekstensiooniks.
Nagu paljude teiste raamjarjestamise programmide puhul kasutab ka SSPACE paarislugemite
informatsiooni. Lisaks on programmi eeliseks vélja toodud selle kiirus ja vahene arvuti
ressurssindudlus. (Boetzer jt., 2011)

Esmalt filtreeritakse paarislugemeid ACTG (Automatic Correspondence of Tags and Genes)
alusel ja need, mis sisaldavad ACTG kaardistatakse joondusprogrammiga Bowtie
(Langmead jt., 2009) eelnevalt konstrueeritud kontiigidele. Nii leitakse igale kontiigile
asukoht ja orientatsioon. Neid lugemiandmeid, mida ei suudetud kaardistada, kasutatakse
kontiigide laiendamiseks. Nii proovitakse maksimaalselt kasutada lugemites sisalduvat
informatsiooni. (Boetzer jt., 2011)
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Raamjarjestamise protokolli on muudetud SSAKE programmis sellisel viisil, et see vbimaldab
kasutajal suuremal maéaaral rakenduse tegutsemist kontrollida. Kontiigide thendamise
eelduseks on algoritmi poolt arvutatud ja kasutaja poolt madratud distantsi kooskdla. Samuti
on vajalik teatud minimaalne (hendavate lugemite arv. Raamjdrjestamist alustatakse
suurimast kontiigist, mis toimub hierarhilisel viisil ehk esimesena ldheb kasutusse vaiksema
inserdi suurusega raamatukogu. Lisaks suudab SSPACE hinnata kontiigide alternatiivseid
uhendusi. Kdiki alternatiive proovitakse hinnanguliselt digesse jarjekorda paigutada. Kui see
ei Onnestu, siis leitakse arvutuslikult kahest alternatiivist parim, mis Uletab lavendi.
Raamjarjestusi ei moodustata kahel jargneval juhul: kui kontiigil pole hendusi teistega voi
alternatiivsete Uhenduste maar uletab olulisel méaral lavendit. (Boetzer jt., 2011)

Léabiviidud vordluses kolme programmiga (GRASS, MIP ja OPERA) suutis vaid SSPACE
kolme erineva andmestiku (E.coli, P.suwonensis, P.syringae) to6tlusel saavutada nii vaiksema
arvu raamjarjestusi kui ka suure N50 véaartuse, kuid samas on labivaks moodustatud
raamjarjestuste ebatépsus (Gritseko jt., 2012). Samuti oli SSPACE edukam N50 ja madalate
raamjérjestuste arvus vordlusel ABySSiga (Boetzer jt., 2011). Seega saavutab SSPACE haid
tulemusi, mis puudutab vaikest raamjarjestuste arvu ja N50 véaartust, kuid see toimub vigade
tegemise arvelt. Inimese genoomsete jarjestuse puhul moodustas SSPACE vdrreldes MIP
Scaffolder’iga veidi pikemad, kuid siiski vahem tapsemad raamjérjestused (Salmela jt., 2011).
Uhe andmestiku alusel ei suudetud vordlust teostada st. SSPACE ei toeta SOLiID
tehnoloogiaga loodud lugemeid (Salmela jt., 2011).

1.5.3 MIP Scaffolder

MIP Scaffolder on raamjarjestamise programm, mis sarnaselt teistele meetoditele kasutab
sisendina kontiige ja paarislugemeid. Tanu nendevahelistele tekkinud ihendustele moodustub
graaf, kus sGlmed vastavad kontiigidele ja adred neid kontiige ihendavatele paarislugemitele.
MIP Scaffolder kasutab edaspidises to0s vaid selliseid paarislugemeid, mille mélemad otsad
on unikaalse asetusega kontiigide kollektsioonis. (Salmela jt., 2011)

MIP Scaffolder kasutab raamjarjestamise probleemi lahendamiseks graafi jagamist
vaiksemateks osadeks ja valib neist iga puhul eraldi MIP ldhenemisviisi (mixed integer
programming). Selliselt pldtakse saavutada eesmérk, kus iga/llekattuvad kontiig/id saaks
raamjarjestuses oma asetuskoha ja suuna. MIP kasutab optimeerimislahendust, milles graafis

asuvad kontiigide vahelised (hendused eemaldatakse nii, et kontiigi asetus oleks
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allesjaanutega kooskdlas. Jargneb raamjarjestuste kombineerimine, kui Ghendatavad kontiigid
on jarjestustelt vahemalt 90% ulatuses sarnased. (Salmela jt., 2011)

MIP Scaffolderi tugevaks kiljeks on kiirus. Vordluses programmidega SSPACE ja SOPRA
oli ta Ule poolte juhtudest kiirem. Samuti suudab MIP Scaffolder genereerida pooltel juhtudel
pikimaid raamjarjestusi, aga seejuures kannatab kattuvuse tépsus. Inimese genoomi andmete
pdhjal toimunud vordluse alusel oli MIP vorreldes SSPACE-ga raamjarjestamisel tdpsem
saavutades parema genoomi ja raamjérjestuse katvuse. (Salmela jt., 2011)

1.5.4 GRASS

GRASS ehk GeneRic ASsembly Scaffolder on raamjarjestuste programm, mis sarnaselt
Bambusele suudab oma t60ks kasutada lisainformatsiooni erinevatest allikatest (eelnevalt
IGpetatud genoome l&hisuguluses olevate organismide anallilsi jaoks). Koikide sobilike
andmete kasutamine aitab (letada kontiigide pikemaks jarjestusteks liitmise probleemi.
(Gritsenko jt., 2012)

GRASS kasutab raamjérjestamise probleemi lahendamise jaoks sarnaselt MIP Scaffolder’ile
MIP formulatsiooni: graaf jagatakse esmalt vdiksemateks osadeks ja lahendatakse eraldi
(Salmela jt., 2011). Kontiigide ja raamjarjestuste protsessimine toimub eelnevalt vastavate
jarjestuste jaoks arvutatud ennustatud tihimiku suuruse alusel. Kui tiihimiku suurus ei eelda
ulekatvusi, asetatakse kontiigid raamjarjestusse. Kui tihimiku suurus eeldab pikemaid
ulekatvusi, poolitatakse raamjérjestus. Alla 50 bp tihimike suuruste korral jargnevad
kontiigid Uksteisele ilma ulekattuvusteta. (Gritsenko jt., 2012)

GRASS oli vordlusel SSPACE, MIP, OPERA programmidega edukam moodustades
vOrreldava arvu raamjérjestusi ja tehes selle juures vdhem raamjérjestamise vigu tanu
erinevatest allikatest périnevate raamjérjestuse informatsiooni kombineerimisele ja
kasutamisele. (Gritsenko jt., 2012)

1.5.5 SCARPA

SCARPA kasutab raamjdrjestamiseks mitmete algoritmide kombinatsiooni. Vigaste
kontiigide tuvastamise ja nende valimist eraldamise tulemusel pannakse raamjéarjestused

kokku ainult korrektsetest andmetest. (Donmez ja Brudno, 2013)
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Esmalt kasutab SCARPA filtrit, et leida Gles ja eemaldada mitteunikaalselt paigutunud
lugemid. Igale kasutatavale raamatukogule leitakse paarislugemite vaheline jérjestuse
keskmine pikkus ja selle halve. Sarnaselt programmidele MIP Scaffolder ja Bambus, koostab
SCARPA graafi. (Donmez ja Brudno, 2013)

SCARPA proovib leida igale kontiigile orientatsiooni, nii et tekiks paarislugemitega
vOimalikult vahe ebakdlasid. Mitmed raamjdrjestamise programmid eemaldavad just ebakdla
tekitavaid paarislugemite tGihendusi, eeldades, et neid pohjustavad néiteks kimaarsed lugemid.
Tegelikult vdib probleem peituda valesti kokku pandud kontiigides, mida oleks otstarbekam
Uhenduse asemel eemaldada. Parast suuna maaramist igale kontiigile proovitakse neid
lineaarselt jarjestada ebahariliku tstklilise graafi lahendamise teel. Konfliktsed tUhendused
tekitavad graafi ebahariliku tsuklilisuse. Minimaalse arvu adrte eemaldamisel suudetakse
tsukkel lineariseerida. Viimases etapis proovitakse leida igale kontiigile asetus nii, et
nendevaheline distants oleks kooskdlas paarislugemites sisalduva infoga. (Donmez ja Brudno,
2013)

SCARPA-t vorreldi teiste raamjarjestamise programmidega (SSPACE, MIP, SOPRA).
SCARPA viljundiks on korge tapsusega raamjarjestused, mis on vahemalt sama pikad kui
teiste meetoditega saadud jarjestused. Eelnimetatud nelja programmi t6édaegu vorreldes oli
SCARPA-st kiirem vaid SSPACE. SCARPA oluliseks eeliseks teiste meetodite ees on vdike
mélundudlus. Siiski, SCARPA ei ole sobilik suurte ja keeruliste genoomide jaoks, kuna see

oleks arvutuslikult liiga ressursinéudlik. (Donmez ja Brudno, 2013)

1.5.6 L_RNA_Scaffolder

L_RNA _Scaffolder on esimene meetod, mis kasutab transkriptoomi lugemeid (RNA-seq)
kontiigide kombineerimiseks raamjarjestusteks. Kuna antud lugemite puhul on tegemist
eksonite jarjestustega, saab neid kasutada kontiigide korrektseks liitmiseks (orientatsioon ja
jargnevus). (Xue jt., 2013)

Esmaseks ulesandeks on transkriptide kogust dominantse ekspressiooniga alustranskripti
leidmine optimaalsete parameetri nditude abil: maksimaalne introni pikkus (MIL),
minimaalne kattuvuse pikkus (MLC) ja minimaalne protsentuaalne sarnasus (MPI) (joonis 8).
Kasutajal tuleb parameetri véértused vastavalt seadistada. Juhul, kui muuta parameetreid liiga
rangeks, jaab vdga véhe transkripte edasiseks kasutuseks. (Xue jt., 2013)
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L_RNA_Scaffolder suudab anda pikemaid ja korrektselt kokku pandud raamjarjestusi, millelt
on hdlpsam geene tuvastada. Pikendatud transkriptoomid suudavad suurendada terve genoomi
terviklikku hdlmamist. Raamjarjestatud genoomi Gledldist N50 pikkust suudeti vdrreldes
esialgsega kahekordistada. (Xue jt., 2013)
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Joonis 8. L_RNA Scaffolder’i todprotsess. Rohelisega tahistatud transkriptid joondatakse
mustaga maérgitud genoomsele jarjestusele. Joondatud jarjestused (transkriptid) jaotatakse
lugemi alguskohtade alusel erinevatesse blokkidesse a, b, ¢ ja d. Transkriptid, mida ei
suudetud eelmises etapis téielikult joondada, valitakse alustranskriptideks (k6ige pikemad).
Toimub blokkide jarjestamine vastavalt neis sisalduvate lugemite koordinaatidele ja nende
Umberpaigutamine (c, d, a ja d). Genoomsed jarjestused reastatakse blokkide jargi, millele nad
eelnevalt esimeses etapis joondati. DNA jarjestus kahe kdrvuti asetseva bloki vahel on
potentsiaalne intron. Kui intron on vorreldes teistega liiga pikk, filtreerib programm selle
valja (a ja d vaheline kaugus). Fragmentide vahele luuakse lugemite abiga sildihendused.
Algusfragmendiks valitakse jarjestus, millel on arvuliselt kdige rohkem toetavaid sidususi.
Viimases etapis leitakse raamjérjestusrada, mis koosneb vahemalt kahest fragmendist. (Xue
jt., 2013)

Mitmete genoomide IBpetamist takistab korge polimorfsuse aste. Tavaparased
raamjarjestamise programmid lahutavad sadrased piirkonnad ja sellega ei ole geeni

jarjepidevus tagatud. L_RNA_Scaffolder saavutas héid tulemusi pérlikarbi (Pinctada fucata)
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puhul ja on sobilik tema geenide ennustusvahendiks. Siiski, selle raamjarjestamise meetodi
efektiivsust parsib suhteliselt kdrge veamaar (inversioonid, relokatsioonid, translokatsioonid).
Geenide ennustamiseks on L_RNA Scaffolder vorreldes teiste meetoditega kull parem, aga
referentsjarjestustega vordlus néitas, et dldine kontiigide kokkupanek raamjarjestusteks oli
probleemne: lle 18% Uhendustest ei olnud omavahel koosk®dlas. (Xue jt., 2013)

L_RNA_Scaffolder on dldiselt edukam teistest raamjarjestamise programmidest, kui
raamatukogude lugemite inserdi suurus j&ab vahemikku kuni 10 kbp. Pikema inserdiga
raamatukogude puhul (>35 kbp) saavutavad varasemad meetodid parema N50 véartuse.
Erandi moodustas MIP programm, mis saavutas suurima N50 véartuse 10 kbp raamatukogu
kasutamisel. Kui raamjérjestamise eesmargiks on saavutada vdimalikult suur transkriptide

katvus, siis on antud programm senistest meetoditest efektiivsem. (Xue jt., 2013)

1.6 Parameetrid genoomide kokkupanemise kvaliteedi

hindamiseks

Parima genoomide kokkupanemise meetodi valjaselgitamiseks on labi viidud mitmeid
mahukaid uurimisi (Bradnam jt., 2013; Earl jt., 2011; Salzberg jt., 2012). Esimeseks nende
seas on Assemblathon 1, mille tulemused avalikustati 2011. aasta I6pus (Earl jt., 2011).
Sellest projektist votsid osa mitmed teadusgrupid, kes enda loodud programmide abil
proovisid rekonstrueerida korraldajate etteantud lugemite pdhjal voimalikult tépse ja
tervikliku esialgse genoomi jérjestuse. Kui osalejad suutsid oma tlesande tdita ettendhtud aja
jooksul, hindasid ja vordlesid organiseerijad nende tootulemusi teiste vdistlejatega.
Kasutatavateks andmeteks olid simuleeritud Illumina lugemid, mille valikut on kritiseeritud,
kuna Ukski slnteetiline genoom ei suuda piisaval madral imiteerida tegelikku olukorda
(Baker, 2012). Need programmid, mis annavad hdid lahendusi simuleeritud andmetega, ei
pruugi saavutada samavééarseid tulemusi reaalsete genoomidega. Teine projekt, mis samuti
kasutas stinteetilisi jarjestusi, on dnGASP.1° Projekti dnGASP elluviimisel polnud réhuasetus
ideaalilahedase programmi leidmine, vaid avastada selle ettevGtmise kaigus viise
kokkupandud genoomide hindamiseks ja edaspidiseks taiustamiseks. Enne, kui Assemblathon
1 projekt IGpetati, algatati juunis 2011 Assemblathon 2 (Bradnam jt., 2013). Erinevus nende
kahe Assemblathoni projekti vahel seisneb toddeldavates andmetes. Erinevalt esimesest,
kasutati Assemblathon 2 labiviimisel kolme erineva selgroogse liigi reaalseid genoomseid

10 http://cnag.bsc.es/

32



jarjestusi: viirpapagoi (Melopsittacus undulatus), Maylandia zebra ja kuningboa (Boa
constrictor constricto). Sarnase eesmérgiga projekt on GAGE, mis erinevalt teistest ei
muutunud voistluseks osalejate vahel, sest GAGE-s rakendasid uurimist06 autorid ise teiste
Kirjutatud programme (vaikimisi maératud parameetritega) oma andmete peal ja teostasid
vordluse (Salzberg jt., 2012).

Kdik eelpool mainitud projektid joudsid sarnasele jareldusele: isegi kdige paremad genoomi
kokkupanemise programmid teevad arvukaid ja olulisi vigu (Baker, 2012). Tahtis on leida
meetrikuid, mis suudaksid juhatada vastavalt eesmargile ja konkreetsest liigist périnevatele
andmetele sobiva programmini. Sobilike parameetrite valimine on problemaatiline, sest nende
vahel esineb I8ivsuhe: kontiigide/raamjarjestuste pikkus ja nendes esinevad vead. Meetrikute
rohkust néitab asjaolu, et Assemblathon 2 valis saja meetriku hulgast hindamiseks kiimme
néitajat, mille pdhjal prooviti kokkupandud genoomi kvaliteedis selgusele jduda (Bradnam jt.,
2013).

Laialdasemalt kasutusel olevad meetrikud (N50, vaikeste kontiigide arv) hindavad
kokkupandud genoome eelkbige kontiigide suuruse, mitte kvaliteedi ja tdpsuse alusel, mis
kajastaksid paremini nende tegelikku vaartust (Narzisi ja Mishra, 2011; Vezzi jt., 2012b).
Kokkupandud genoomide hindamine oleneb sellest, kas on olemas kdrgkvaliteetne
referentsgenoom, millega hinnatavat korvutada, voi mitte. Téaiesti uue genoomi puhul
referents puudub ja hindamiseks kasutatakse kvantitatiivseid meetrikuid. Parameetreid
jagatakse nii kvantitatiivseteks, mis hindavad kokkupandud genoomide arvulisi véértusi, kui

ka kvalitatiivseteks, mis viitavad vigu sisaldavatele piirkondadele. (Baker, 2012)

1.6.1 Kvantitatiivsed parameetrid

Mitmete genoomide kokkupanemise programmide tulemuste kvaliteedi hindamiseks
kasutatakse parameetrit N50 (Dohm jt., 2007; Vezzi jt., 2012b; Pop jt., 2004). Tegemist on
suuruse arvulise vaartusega, mida méaaratletakse kui kontiigi vahimat pikkust, millest vordsed
vOi pikemad kontiigid katavad 50% kogu genoomsest jarjestusest (ndide 1). N50 arvutamiseks
jarjestatakse kontiigid pikematest lihemateni. Seejarel liidetakse jarjestuste pikkused
alustades pikimast kuni liidetavate summa on arvuliselt vordne poolega kdikide kontiigide
pikkuste summaga kokkupandud genoomis. Geenide annotatsiooni (asukoha kirjeldamise)
jaoks peavad kontiigid olema piisava pikkusega, et kataksid téispikkuses kdik kodeerivad
jarjestused ja soovitavalt ka intronid. Teisalt on pikad raamjarjestused kasutud, kui nad on
valesti kokku pandud. Seega on sellel meetrikul nérk kilg: ta ei pruugi peegeldada
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kokkupandud genoomi tegelikku kvaliteeti. Ideaalis peaks genoom olema vdimalikult
terviklik.  Terviklikkuse probleemi olemasolu ilmnes, kui dritati meritupe (C.
intestinalis) genoomi taas kokku panna. Kui varasema v1.95 kokkupandud genoomi N50
vaartuseks oli 234 500 bp, siis uuema v2.0 versiooni puhul oli see kiimme korda suurem
(2 571 800 bp). Hoolimata pikematest raamjarjestustest, sisaldas uuem versioon oluliselt
vahem Kkorgelt konserveerunud geene (Parra jt., 2009). Genoomi terviklikkuse hindamine
toetudes ainutiksi N50-le vdib anda soovitule vastupidise tulemuse. N50 1dhedane m6ddik on
NG50, mille mdlema arvutamise lahtealuseks on erinevad kontekstid. N50 arvutamisel
peetakse silmas koostatud genoomi suurust, samal ajal kui NG50 vaartuse leidmisel

kasutatakse eeldatava genoomi kogusuurust.

Naide 1. Kahele koostatud genoomile N50 vaartuse leidmine.

Referentsgenoom 20 bp

(N I I I I I

Esimene koostatud genoom 19 bp

I O

O Ci2

HEERBEEBEDO DO O
I I

Teine koostatud genoom 18 bp

I N I
N I I O O

OOz
O0O2

Esimese koostatud genoomi N50 vééartuse leidmiseks jarjestame kontiigid: 8 bp, 6 bp, 3 bp, ja
2 bp. 8 + 6/19 = 74%. Jarelikult on N50 6 bp. Teise koostatud genoomi N50 on 5 bp. 9/18 =
50%. Esimese koostatud genoomi NG50 leidmiseks tuleb samuti kontiigid kahaneva suuruse
jarjekorras reastada ent leitakse vottes terve kokkupandud genoomi suuruse asemel eeldatava
genoomi kogusuurus ehk antud juhul 20 bp. NG50 on 6 bp. 8 + 6/20 = 70%. Teise
konstrueeritud genoomi NG50 on 9 + 5/20 = 70%.

Ramps kontiig on (ksik kontiig, mis on luhem kui 200 bp. Selliste lihikeste kontiigide
osahulka genoomis valjendatakse protsentuaalselt. Neid ei kasutata genoomsetes analiilisides,
kuna nende pikkus ei vdimalda edukat geenide annotatsiooni. (Salzberg jt., 2012)

Raamjdarjestuste arv hindab, kui taielikult on genoom kokku pandud. ldeaalsel juhul suudab

raamjarjestamise programm kontiigidest ihe tervikliku genoomse jarjestuse moodustada.
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1.6.2 Kvalitatiivsed parameetrid

CEGMA on arvutuslik meetod, mis véimaldab hinnata kokkupandud genoomi terviklikkust
konserveerunud geenide leidumise alusel. Kui CEGMA ei leia evolutsiooniliselt
konserveerunud jarjestusi, vOib see viidata puudulikult kokkupandud genoomile (Parra jt.,
2007). Korgelt konserveerunud geenid eukarlootides on néiteks hox geenid, mis vastutavad
posterioorse-anterioorse kehatelje véljakujunemise eest varajases embriionaalses arengus.
FRC (Feature Response Curve) on kvalitatiivne meetrik, mis ei vaja kokkupandud genoomi
kvaliteedi hindamiseks referentsjarjestuste olemasolu (Vezzi jt., 2012a). Antud meetod leiab
igale veatulbile, mida kontiigid sisaldavad, arvulised vaartused, kusjuures vigade omavahelisi
suhteid arvesse ei vieta. Antud parameetri edasiarenduseks on loodud meetod FRC™" (Vezzi
jt., 2012b). Paarislugemid paigutatakse hinnatavale koostatud genoomi kontiigidele, mille
tulemuseks saadakse BAM formaadis fail (Li jt., 2009). BAM fail on FRC™"-ile sisendiks,
mille alusel leitakse igale veatliubile arvulised vééartused (tabel 4), mis aitavad tuvastada
probleemseid piirkondi konstrueeritud genoomis. Kontiigid jérjestatakse pikimast lihemateni
ja ainult pikemaid kontiige, mille kohta arvutatud erinevate veatliipide vaartuste summa jaab
alla kindlaksmaératud lavendi, kasutatakse genoomi katvuse arvutamiseks. Selline kotiig
tahistab tksikut punkti kévera graafikus (joonis 9). FRC™™ valjundiks on kolm faili: tldine
veatliipide summaarne FRC-kover, spetsiifiline FRC-kdver iga veatulbi kohta ja detailsem
fail, milles sisaldub info igas kontiigis esineva veatlibi kohta. See meetod on paindlik ja
pakub kasutajale vOimalust vajadusel ka uute veattlpide lisamist leidmaks teistsuguseid
probleemseid piirkondi. FRC*™™ on v&imeline tuvastama valesti kokkupandud piirkondi vaid
unikaalsete lugemite joondamisel. Siiski on see ainus meetod, mis vGimaldab hinnata
kokkupandud genoomi kvaliteeti referentsgenoomi puudumisel. (Vezzi jt., 2012b)

Tabelis 4 on valja toodud FRC™"-kdvera abil arvutatavad veatiitipide vaartused kasutades
selleks nii kaaslugemeid kui paarisotsalisi lugemeid. Kaaslugemeid kasutatakse suuremate
insertsioonide/deletsioonide tuvastamiseks, kuid paarisotsalisi lokaalsemate slindmuste
leidmiseks. Lisaks arvutatakse CE-statistik ehk kokkusuruvus- ja laiendusstatistika, kus
kdrged vaéartused viitavad laiendusvigadele, mida pdhjustavad insertsioonid (Zimin jt., 2008).
Madalad véartused omakorda viitavad deletsioonide tdttu lihenenud piirkondadele. (Vezzi jt.,
2012b)

Esmalt leitakse genoomi piirkondades sisalduvad vead nii FCR-kOvera abiga kui ka

iseseisvalt programmi dnadiffiga (Kurtz jt., 2004). Dnadiff on analllsirakendustarkvara,
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millega saab tuvastada detailselt kahe genoomi voi jarjestuse vahelisi erinevusi. Mdlemate
véljundtulemuste vordluse alusel on vdimalik edasiselt arvutada vaartusi kahe parameetri
jaoks: tundlikkus ja spetsiifilisus. Tundlikkuse ja spetsiifilisuse alusel suudetakse FCR®™-

kdveraga eristada genoomsete piirkondade keerukustaset. (Vezzi jt., 2012b)

Tabel 4. FRC™"-kéveraga arvutatavate veatutpide kirjeldused.!!

Parameetri nimi Kirjeldus

LOW_COV_PE Madala katvusega piirkondade arv (kdik joondatud lugemid)

HIGH_COV_PE Kdrge katvusega piirkondade arv (kdik joondatud lugemid)

LOW_NORM_COV_PE Madala PL katvusega piirkondade arv (ainult korrektselt paigutatud
paarid)

HIGH_NORM_COV_PE Kaorge PL katvusega piirkondade arv (ainult korrektselt paigutatud
paarid)

COMPR_PE Deletsioonide arv PL vahel (madal CE-statistik)

STRECH_PE Insertsioonide arv PL vahel (kdrge CE-statistik)

HIGH_SINGLE_PE Kdrge arvukusega PL lugemid, kus (ks paariline on paigutamata

HIGH_SPAN_PE Kdrge arvukusega PL lugemid, kus paarilised on paigutatud erinevasse

kontiigi/raamjarjestusse
HIGH_OUTIE_PE Kdrge arvukusega PL lugemid, mis on vale orientatsiooniga voi liiga

suurte vahekaugustega

COMPR_MP Deletsioonide arv KL vahel (madal CE-statistik)

STRECH_MP Insertsioonide arv KL vahel (kdrge CE-statistik)
HIGH_SINGLE_MP Kdrge arvukusega KL lugemid, kus ks paariline on paigutamata
HIGH_SPAN_MP Korge arvukusega KL lugemid, kus paarilised on paigutatud

erinevasse kontiigi/raamjarjestusse
HIGH_OUTIE_MP Korge arvukusega KL lugemid, mis on vale orientatsiooniga voi liiga

suurte vahekaugustega

1 (Vezzi jt., 2012b)
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Joonis 9. FRCP™M-kdverad anallilisides S. aureuse jarjestusi. X-telg tahistab
kindlaksméaratud vigade summaarset lavendit. Vaid selliseid kontiige kasutatakse genoomi
ligikaudse katvuse arvutamiseks (y-telg), mille vigade esinemine ei Uleta antud l&vendit.
Parimad tulemused ja Uhtlasi jarsemad kurvid on saavutatud MSR-CA ja Allpaths-LG-ga
konstrueeritud genoomidega. (Vezzi jt., 2012b)

Tundlikkus on ma&ar, véljendab 0ige positiivse (dnadiff markis piirkonna valesti
kokkupanduks ja margitud on tks vdi enam viga) tulemuse suhet kogu tulemustesse koos
valenegatiivsega. See parameeter vimaldab FRC™™-kévera abil tuvastada problemaatilisi
piirkondi. (Vezzi jt., 2012Db)

Spetsiifilisus on mé&ar, mis véljendab vale negatiivse tulemuse (dnadiff markis piirkonna
valesti kokkupanduks, kuigi maérgitud pole Uhtegi viga) suhet kogu tulemustesse (koos
valepositiivsetega). See néidik eristab problemaatilisi piirkondi teistest regioonidest.
Valepositiivsed ja —negatiivsed aitab tuvastada vordlev analtiusiskript dnadiff. (Vezzi jt.,
2012b)
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2. Uurimus

2.1 T60 eesmargid

Kéesoleva t66 tegevuskavandi eesmargiks on anda juhised, mis vdimaldavad tulevikus leida
sobivate parameetrite kasutamise ldbi vGimalikult tdpne kokkupandud raamjérjestamise
protsessi labinud genoom reaalsete jarjestusandmete alusel.

Selle saavutamiseks pustitatakse jargmised tlesanded:

V/0Orrelda erinevate raamjarjestamise programmide efektiivsust (nii kiirus kui ka kvaliteet)
erinevate genoomi kokkupanemise programmidega konstrueeritud jarjestuste alusel genoomi
kokkupanemistulemuste parandamiseks.

Kasutada eri tlilipi reaalseid lugemeid ja kontiige, mitte simuleeritud andmeid, et analts
vastaks tegelikele probleemidele suuremahulistes sekveneerimisprojektides.

Anda hinnang parameetritele, mille alusel raamjarjestuste korrektsust hinnatakse.

2.2 Materjal ja metoodika

2.2.1 Kasutatavad raamjarjestamise programmid

Raamjarjestamise programmid, mida t60s vordlustes kasutatakse, on jargmised:

Programm Ligipaas programmile
Bambus 2.33 http://sourceforge.net/projects/amos/files/bambus/2.33/
SSPACE 2.0 http://www.baseclear.com/lab-products/bioinformatics-

tools/sspace-standard/

MIP Scaffolder 0.6 http://www.cs.helsinki.fi/u/lmsalmel/mip-scaffolder/

GRASS 0.003 https://github.com/AlexeyG/GRASS

SCARPA 0.241 http://compbio.cs.toronto.edu/hapsembler/scarpa.htmi

L_RNA _Scaffolder http://www.fishbrowser.org/software/L._RNA _scaffolder/inde

X.php?action=isin&do=download

Raamjarjestamise programmide lthikirjeldused on esitatud t66 kirjanduse tlevaates ja valitud

vastavalt aspektidele: a) kéttesaadavus; b) kasutaksid sisendina erinevaid andmeid (454 ja/voi
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[llumina lugemeid, L_RNA _Scaffolder transkriptoomi lugemeid) c) erinevad td0strateegiad
(heuristiline (Bambus, SSPACE), graafi moodustamine (MIP Scaffolder, GRASS, SCARPA)
ja eksonite paigutamine kontiigidele (L_RNA_Scaffolder)).

2.2.2 Kasutatavad andmed

Raamjarjestamise programmide vordluse labiviimise jaoks kasutatakse reaalseid (mitte
simuleeritud) genoomseid kolmest erinevast allikast périnevaid andmeid, millest kaks on
vOetud erinevatest uurimustest: GAGE (Salzberg jt., 2012) ja Assemblathon 2 (Bradnam jt.,
2013). Toos kasutatakse eelkdige neid genoome ning jarjestusi, mille jaoks on referents
olemas. See vdimaldab pérast raamjarjestuste kokkupanemise korrektsust hinnata.

Kuna antud uurimuses soovitakse hdlmata ka organisme, kellel on olemas transkriptoomi
andmed, valisime kolmandaks andmestikuks Uhe koonusteo liigi Conus consors lugemid ja
kontiigid. Lisaks on antud genoomi keskmine lugemite katvus (19x) vorreldes teistega (~40x)

madalam ja v6imaldab raamjarjestamise programmide vordlusel ka seda aspekti uurida.

GAGE-st parinev andmestik:

Lugemid Kontiigid Liigid

Illumina UL, PL, KL Kokkupandud kontiigid 8 Staphylococcus aureus,

lugemite raamatukogud erineva programmi poolt  Rhodobacter sphaeroides,

(FASTQ formaat) (FASTA formaat) Homo sapiens 14. kromosoom
Assemblathon 2-st périnev andmestik:

Lugemid Kontiigid Liik

[llumina ja 454 PL lugemite Kokkupandud kontiigid 12  Boa constrictor constrictor

raamatukogud (FASTQ formaat) erineva programmi poolt

(FASTA formaat)
Koonusteo andmestik:
Lugemid Kontiigid Liik
Illumina PL, KL ja 454 UL Newbleriga kokkupandud  Conus consors

lugemite raamatukogud (FASTQ kontiigid (FASTA
formaat). RNA-seq PL lugemite  formaat)
raamatukogud kaheksast koest.

(FASTQ formaadis).
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2.2.3 Kasutatavad parameetrid

Programmide t6hususe hindamise jaoks kasutatatakse t66s kvalitatiivseid ja kvantitatiivseid
parameetreid.
Kvantitatiivsed: N50, NG50, rampskontiigide osahulk, moodustatud raamjarjestuste arv.

Kvalitatiivsed:

Parameeter  Ligipaas parameetri rakendustarkvarale

CEGMA http://korflab.ucdavis.edu/Datasets/cegma/#SCT6

FRCP™ https://github.com/vezzi/FRC_align.git

CEGMA parameetri jooksutamiseks on vaja eelnevalt installeerida WU-BLAST,*
HMMER," GeneWise,* geneid.™ Kasutatavaks andmebaasiks on COG.*®

2.3 Tulemused ja arutelu

Raamjarjestamise programmide efektiivsuse hindamiseks valiti vélja kuus parameetrit, millest
4 on kvantitatiivsed ja 2 kvalitatiivsed nditajad. Nende parameetrite alusel leitakse igale
raamjarjestamise programmiga koostatud genoomile kumulatiivne z skoor, mis on iga tksiku
parameetri nditaja tulemuste summa. Selle alusel saab leida, milline parameetrite
kombinatsioon viib kdige tdpsema tulemuseni — referentsjéarjestuseni ja millised on
parameetrite omavahelised suhted, kui eemaldada z skoorist konkreetse parameetri tulemus.
Eesmérgiks ei ole nende tulemuste alusel luua uusi hindamisparameetreid, vaid olemasolevate
alusel raamjarjestamise programmide téhusust hinnata.

Paralleelselt leitakse programmidega konstrueeritud genoomidele kvaliteedihinnang
FCR™M_k&ver. Antud parameetri ja kumulatiivse z-skoori vaartuste vérdlemisel saab leida,
kas ja millisel mé&aral programmidele antud kvaliteedihinnangu osas tulemused erinevad.
Programmi tulemuslikkus andmete td6tlemisel ja Gigete intepretatsioonide leidmisel oleneb

genoomi eripdradest (suurus, diploidsusaste ja kordusalade sagedus) ja uurimise eesmaérkidest.

12 http://blast.wustl.edu

3 http://hmmer.janelia.org

Y http://www.ebi.ac.uk/~birney/wise2/
15 http://genome.crg.es/software/geneid
1 http://www.ncbi.nlm.nih.gov/COG
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Hiljuti avaldati esmakordne uurimus (Hunt jt.,, 2014) raamjarjestamise programmide
vordlusest, kuid k&esoleva t00 tegevuskavand késitleb teemat pdhjalikumalt ja I&htub
erinevatest aspektidest. Hunt jt., 2014 uurimus pohineb paljuski simuleeritud andmestikul,
kuid antud t60s kasutatakse ainult reaalseid andmeid (lugemid ja kontiigid), mis sisaldavad nii
valestipaardumisi kui ka valesti kokkupandud jarjestusi. Ka puudub Hunt, jt. 2014 uurimuses
vordlus uuemate meetodite vahel, mis oskavad kasutada RNA-seq andmeid ning vordlus
madala katvusega kokkupandud genoomi jaoks raamjérjestuste leidmiseks. Selle jaoks
kasutatakse kéesolevas téds Conus consors genoomi RNA-seq andmeid. Erinevalt kéesolevast
tegevuskavandist pole varasemalt vorreldud eri tidpi lugemivariantide (Illumina vs 454)
kasutamisest tingitud méju raamjérjestamise programmide efektiivsusele. Taiesti tahelepanuta
on jaanud genoomi kokkupanemise metoodika mdju raamjérjestamise protsessile, sest Hunt jt.
2014 kasutasid vaid enda poolt Velveti rakendustarkvaraga konstrueeritud kontiige. Seepérast
kasutatakse GAGE ja Assemblathon 2 projektist périnevaid kokkupandud kontiige, mis on
erinevate meetoditega loodud. Selle juures kasutasid Assemblathon 2 projektis osalevad
meetodite véljatootajad ekspertidena optimaalseid parameetreid oma programmide
jooksutamiseks, mitte vaikimisi vaartuseid.

Kéesoleva t60 lahenemisviis raamjdrjestamise protsessi probleemile arvestab erinevaid
faktoreid alates sisendandmetest kuni programmideni vélja ja proovib selgitada, milline
kumulatiivne moju tervikule (kokkupandud genoomi tépsusele) avaldub.
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Kokkuvote

Sekveneerimistehnoloogite areng on ténapdeval olnud murranguline bioteaduste vallas.
Sekveneerimine on muudetud ressursside seisukohalt mdeldavaks ka vdiksemate
uurimisrthmade jaoks. See asjaolu on mojutanud omakorda mitmete erinevate
genoomiandmete  to6tlusprogrammide  arendamist. Siiski ei  joua  paljud
sekveneerimisprojektid taielikult 16petatud kokkupandud genoomini, sest ei viida labi viimast
etappi — raamjarjestamist.

Selle t66 tegevuskavandi eesmérgiks on anda kasutajale infot, millised raamjérjestamise
programmid sobivad k&ige paremini pro- ja eukarliootide genoomide kokkupanemiseks voi
millised lugemid (Illumina vs 454) milliste programmidega paremini kokku sobivad. Lisaks
néitavad reaalsete andmete peal tehtud katsed ara programmide ndrgad kohad ning annavad
soovitusi nende edasiseks arendamiseks. Samuti on kasutaja jaoks on oluline saada tagasisidet
programmide joudluse (t66aja ja malukasutus) kohta nii suurte kui ka vaikeste genoomide
raamjarjestamise korral.

Lisaks on oluline kasutatavate hindamiskriteeriumite asjakohasuses, mille abil selgitatakse,
kas konstrueeritud genoom on v@imalikult tdpne. Naidatakse, kas tlupiliselt genoomi
kvaliteedi hindamiseks kasutavad kvantitatiivsed parameetrid (nt. N50) on piisavad
optimaalsema raamjarjestamise programmi valimiseks oma projekti tarbeks voi on vajalik

kasutada uusi (nt. FCR"™) kvalitatiivseid parameetreid.

42



Summary

The comparison of scaffolding programs using previously

assembled genome sequences

The most expensive sequencing project since today is the Human Genome Project. 3.5 billion
dollars for a project is far too expensive and this prompted for developing faster, cheaper
methods for revealing the order of nucleotides. The rapid growth of the new Next Generation
Sequencing methods lead to another problem: what to do with the growing number of data?
More data is created than analysed. The aim of sequencing is to recreate possibly accurate
genomes for making further interpretations while researching evolution or molecular
diagnostics. So most genome projects end before the scaffolding stage with raw assembly:
much potential information will never be seen.

The aim of this study is to give information about the aspects which one should consider
when choosing a suitable scaffolding program. Also to give answer to questions like which
program is optimal for prokaryotic or eukaryotic genomes and what kind of reads match with
a specific program. One should keep in mind that testing programs with real not simulated
data, will show their weaknesses and it can give useful recommendations for program
developers for the future. Another purpose of this thesis is to give information about the
running time and memory efficiency of the tools while analysing genomes with different
complexity.

An important aspect of evaluating programs are the parameters for estimating scaffolding
quality. This work finds out if the widely used quantitative parameters (e.g. N50, number of
scaffolds) are sufficient to find the optimal scaffolder or is it necessary to use new qualitative
parameters (e.g. counting CEGMA core genes, FCR™™). Parameters will be tested using six
different scaffolding programs on real genomic data from five distant species.
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