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1. UVOD



Ljudi zive u simbiozi s ogromnom i raznolikom skupinom mikroorganizama koja se
sastoji od bakterija, arheja, virusa i eukariotskih mikroorganizama. Ti mikroorganizmi
nastanjuju brojna mjesta na ljudskom tijelu poput koze, usne Supljine i gastrointestinalnog
trakta, a skupni naziv im je mikrobiota. Vec¢ina mikrobiote nalazi se u gastrointestinalnom
sustavu ljudi gdje donosi domacinu brojne koristi poput fermentacije neprobavljene hrane,
sinteze esencijalnih vitamina, zaStite od patogena i stimulacije imunosnog sustava (Heintz-
Buschart i Wilmes, 2018). Napredak u tehnologiji sekvenciranja omogucdio je istrazivanje
mikrobiote neovisno o kulturi stanica. Nije potrebno sekvencirati i analizirati pojedine vrste
mikroorganizama ve¢ se Sekvenciraju svi organizmi prisutni u uzorku pri ¢emu se dobije
metagenom (Turnbaugh i sur., 2007). Rezultati raznih metagenomskih analiza pruzili su nam
saznanja o crijevnoj mikrobioti koja donedavno nisu bila poznata. Primjerice, bolesti poput
ulceroznog kolitisa i Crohnove bolesti povezane su sa smanjenjem mikrobne raznolikosti
crijevne mikrobiote (Carding i sur., 2015). Bioraznolikost i stabilan sastav su glavna svojstva
crijevne mikrobiote te je njihovo narusavanje povezano sa raznim bolestima poput upalne

bolesti crijeva, metaboli¢kih poremecaja, dijabetesa i pretilosti (Seksik i Landman, 2015).

S napretkom tehnologije dolazi do eksponencijalnog rasta broja mikrobnih sekvenci u
bazama podataka te obrada takvih podataka predstavlja sve veci izazov (Singh i sur., 2017).
Razvoj bioinformatickih alata za obradu metagenomskih podataka klju¢an je za obradu
sekvenciranih podataka u svrhu lociranja novih taksonomskih skupina, gena i biokemijskih
funkcija. Nadalje, analiza dobivenih podataka, statisticka obrada i vizualizacija vazne su kako
bi se mogli donijeti nedvosmisleni zakljucci (Birkel i sur., 2017; Quince 1 sur., 2017).
Bioinformaticki alati za statisticku obradu i vizualizaciju omogucuju bolji pregled velike
koli¢ine podataka, §to je potrebno za odredivanje korelacije izmedu sastava i funkcija
crijevnog mikrobioma te utjecaja mikrobioma na ljudsko zdravlje (Falony i sur., 2016).
Medutim, jedan od limitiraju¢ih faktora u znanosti je obucavanje znanstvenika u
kompjuterskim znanostima kako bi mogli efikasno analizirati kompleksne metagenomske
podatke (Quince i sur., 2017).

U ovom radu koriSten je programski jezik Python za izradu programskog alata koji
ucitava 1 prikazuje taksonomske podatke dobivenih metagenomskom analizom. Nadalje, alat

rac¢una indekse bioraznolikosti te izraduje graficke prikaze statisti¢kih podataka.



2. TEORIJSKI DIO



2.1. Programski jezik Python

Python je programski jezik koji je vrlo popularan u bioloskim znanostima zbog svoje
jednostavnosti te ima opsezan izbor biblioteka, narocito za bioinformatiku (Ekmekci i sur.,
2016). Osnivac Pythona je Nizozemac Guido van Rossum koji je prvi put objavio programski
jezik 1991. godine (van Rossum, 2009). Python je programski jezik visokog nivoa $to znaci
da koristi elemente prirodnih jezika u programiranju kako bi olakSao koriStenje te skriva
(Beal 1 sur.,, 2011). Kao i ve¢ina drugih danasnjih jezika Python podrzava objektno-
orijentiranu paradigmu S§to omogucuje obavljanje kompleksnih zadataka na jednostavan i
Covjeku prirodniji nacin te ima veliku, raznoliku knjiznicu biblioteka stoga se koristi u
razli¢itim podru¢jima kao programski jezik opée namjene (Lutz, 2013). Jedna od
najpoznatijih biblioteka naziva se NumPy, a sluzi za implementaciju mnogih matematickih
funkcija te ima Siroku primjenu za akademske svrhe, u laboratorijima i industriji (van der
Walt i sur., 2011). Primjeri podru¢ja gdje se Cesto koristi Python programski jezik su:
sistemsko programiranje, GUI (graficko korisnicko sucelje), web programiranje,

programiranje baza podataka te numericko 1 znanstveno programiranje (Lutz, 2013).

Kako bi izvrSili kod napisan u programskom jeziku Python potreban nam je
interpreter koji prevodi i pokrece programski kod. Programski kod se prevodi u strojni kod,
kojeg razumije raCunalo, a zatim se strojni kod izvrSava buduci da su to zapravo naredbe za
procesor (engl. central processing unit, CPU) (Lutz, 2013). Python interpreter i veliki skup
standardnih bioblioteka je uklju¢en u osnovnom paketu Python paketa, kojeg je moguce

preuzeti sa sluzbene stranice (Python, 2020).

2.1.1. Razvojno okruzenje PyCharm

PyCharm je integrirano razvojno okruzenje (engl. Integrated Development
Environment, IDE) za pisanje Python programskog jezika, a razvija ga firma JetBrains od
2010. godine (Taft, 2010). Pomoc¢u IDE olakSan je razvoj programa koji povezuje razliite
aspekte u razvoju programa na jednom mjestu te je prikazan pomocu grafickog sucelja (Lutz,
2013). Osim pokretanja programa i uklanjanja pogreSaka PyCharm ima dodatne moguc¢nosti

poput automatskog formatiranja kbéda, dovrSavanja kOda, olakSane navigacije kroz kod,



organizacije programa u projekte i drugo (Taft, 2010). PyCharm postoji u dvije verzije,
osnovni i profesionalni paket (Haagsman, 2017). Osnovni paket je “otvoren” u smislu da je
moguce preuzeti programski kod na mreznom repozitoriju GitHub (GitHub, 2020), te na taj
nacin sudjelovati razvoju tog alata (Jemerov, 2013). Profesionalna verzija PyCharma nudi
dodatne moguc¢nosti kao §to su uklanjanje pogreSaka na udaljenom racunalu, podrsku za web

razvoj i podrsku za koriStenje baza podataka (Haagsman, 2017).

2.1.2. GitHub

GitHub je mrezna usluga koja omogucuje postavljanje internetskog repozitorija i
kontroliranje verzija tijekom razvoja softvera pomocu Git-a distribuiranog sustava za
upravljanje izvornim kédom (GitHub, 2020). Git sustav je razvio Linus Torvals tijekom
stvaranja Linux kernela. Bilo koji direktorij moze postati Git repozitorij stoga nije potreban
udaljeni server kako bi se repozitorij dijelio izmedu korisnika. Ako programer zeli raditi na
nekom projektu onda preuzima kopiju repozitorija pri ¢emu ga racva (engl. fork). Zatim svaki
korisnik repozitorija radi svoju verziju i mogu odluciti koje ¢e promjene preuzeti od drugih

korisnika (Krajina, 2019).

GitHub se sastoji od programskih projekta koji su uglavnom otvorenog koda §to znaci
da su svima dostupni te programerima pruzaju mogucnost da zajednicki pridonose razvoju
projekata. GitHub ima graficko sucelje S§to olakSava koriStenje te omogucuje racvanje
izvornog koda kako bi programeri napravili vlastite promjene. Zatim, moguce je napraviti
zahtjev za povlacenjem (engl. pull request) kako bi se promjene u kodu razmatrale i
eventualno uklopile u izvorni kod. GitHub takoder ima mogucnosti prac¢enja razvoja projekta
(engl. watch) ili aktivnosti nekih prinosnika (engl. follow) te automatski obavjestava o

njihovim aktivnostima (Bleiel, 2016).



2.2.  Mikrobiota

Mikrobiota su mikroorganizmi iz skupina bakterija, arheja i eukariota koje se nalaze
unutar i na Covjeku. Sastav mikrobiote je dinamican i drugaciji kod svakog covjeka
(Turnbaugh 1 sur., 2007). Mikrobne zajednice se razlikuju ovisno o dijelu tijela u kojem
obitavaju poput kozne mikrobiote, oralne ili crijevne mikrobiote (Huttenhower i sur., 2012).
Mikrobni ekosustavi koji se nalaze u ljudima potpuno su razliiti od ekosustava koje
nalazimo u prirodi, a neke bakterijske vrste prisutne su samo u mikrobioti iz ¢ega mozemo

zakljuciti da su mikrobni simbionti ko-evoluirali s domac¢inom (Donaldson i sur., 2015).

Kao nastavak na Projekt ljudskog genoma (engl. Human Genome Project, HGP)
pokrenut je Projekt ljudskog mikrobioma (engl. Human Microbiome Project, HMP) ¢&iji je cilj
identificirati sve mikrobne vrste mikrobiote, odrediti kako mikrobiota utjeCe na zdravlje i
nastanak bolesti te odrediti da li je moguce manipulirati mikrobiotu kako bi se optimizirala za
fiziologiju razli¢itih osoba (Turnbaugh i sur., 2007). Broj bakterijskih stanica koje se nalaze u
ljudskom tijelu iznosi okvirno 3,8x10' §to ¢ini omjer ljudskih i bakterijskih stanica 1:1, a
ukupnu masu bakterijskih stanica 0,2 kg. Gastrointestinalni sustav ima visoku koncentraciju
bakterijskih stanica i veliki volumen Sto ga €ini sustavom s najbrojnijim 1 najkompleksnijim
mikrobnim zajednicama (Sender i sur., 2016). Mikrobiota gastrointestinalnog sustava smatra
se “skrivenim organom‘ zbog mnogobrojnih uloga i funkcija koje ima u organizmu (Liu,

2016; Clarke i sur., 2014). Primjeri uloga i funkcije crijevne mikrobiote su:

e mikrobnim metabolizmom dolazi do razgradnje hranjivih tvari ¢iji nusprodukti mogu

biti vitamini ili drugi spojevi koji imaju nutritivnu vrijednost za domacina

o mikrobiota sudjeluje u razgradnji 1 metabolizmu ksenobiotika te na taj nacin moZe

neutralizirati toksikant
e mikrobiota potice obnovu epitelnih stanica gastrointestinalnog sustava
e mikrobiota utjece na urodeni i prirodeni imunoloski sustav (Turnbaugh i sur., 2007).

Podaci prikupljeni iz projekata poput HMP daju opsezan pregled mikroba koji su povezani s
ljudima. Identificirano je 2172 vrsta bakterija koje su klasificirane u 12 razli¢itih koljena, od
koji 93,5 % wvrsta pripadaju koljenima Proteobacteria, Firmicutes, Actinobacteria i
Bacteroidetes. Vecina bakterija u gastrointestinalnom sustavu nalazi se u debelom crijevu te

vise od 90 % bakterija spada u koljena bakterija Firmicutes i Bacteroidetes. Kod ljudi, 386



identificiranih vrsta su striktni anaerobi te uglavnom obitavaju u mukoznim slojevima usne
Supljine 1 gastrointestinalnog trakta (Thursby 1 Juge, 2017). Turnbaugh 1 suradnici, u radu
objavljenom 2007. godine u sklopu HMP-a, postavili su koncept srzi humanog mikrobioma
(slika 1) koji nalaze da je uvijek odredeni set gena prisutan u odredenom stanistu kod svih ili
vecine ljudi. Medutim, u recentnom radu predloZeno je da se srz mikrobioma razmatra na
razini funkcije koja je prisutna kod svih ljudi (Thursby i Juge, 2017). Varijabilni dio ljudskog
genoma moze biti rezultat kombinacije razli¢itih faktora poput genotipa domacdina,
fizioloskog statusa, patobiologija, nadina zivota, okolisa ili prisutnosti populacije

mikroorganizama koja privremeno kolonizira staniste (Turnbaugh i sur., 2007).

Varijabilni dio ljudskog mikrobioma

Nacin Zivota Genotip domacina
domacina .

Patobiologija dom: 3 ljudske gija domacina
likrobiom 4

\_ Imunoloski sustav
y domacina

Okoli§ domaéina /

Mikrobi koji privremeno
koloniziraju staniste

l

Slika 1. Prikaz srzi i varijabilnih faktora ljudskog mikrobioma (Prilagodeno prema
Turnbaugh i sur., 2007)

2.2.1. Sastav gastrointestinalnog sustava

Sastav mikrobiote u gastrointestinalnom sustavu ovisi o fizioloSkim svojstvima

odredene regije te se mijenja uzduz i poprijeko gastrointestinalnog sustava. Gustoca i sastav



mikrobiote ovisi o kemijskom, hranjivom i imunoloskom gradijentom. U tankom crijevu su
uglavnom uvjeti visokih koncentracija kiselina, kisika i antimikrobnih spojeva te brzi protok
tvari. U takvim uvjetima mogu prezivjeti brzo rastuce bakterije koje su fakultativni anaerobi
te imaju sposobnost adhezije na epitel ili mukus (Thursby i Juge, 2017). lako su uvjeti u
tankom crijevu nepovoljni za rast veéine bakterija, one koje uspjeSno rastu imaju pristup
jednostavnim ugljikohidratima. U tankom crijevu bakterijski diverzitet znacajno je manji
nego u debelom crijevu, a prisutne su Clostridium spp. te nekoliko vrsta iz koljena
Proteobacteria. Analizom transkriptoma uzorka iz tankog crijeva zamijeéena je povecana
ekspresija gena za metabolizam i biokemijske puteve razgradnje jednostavnih Secera u

odnosu na uzorke iz debelog crijeva (Donaldson i sur., 2015).

Na pocetku debelog crijeva nalazi se slijepo crijevo koje sadrzi najgusce i
najraznovrsnije mikrobne populacije te tamo pocinje razgradnja rezistentnih polisaharida koji
se nisu metabolizirali u tankom crijevu. Biljojedi imaju vece slijepo crijevo §to omogucava
mikrobioti da provodi dugotrajnu razgradnju biljnih vlakana. Uvjeti u debelom crijevu
znacajno su razli¢iti nego u tankom crijevu kao $to je: sporiji protok tvari, nize koncentracije
antimikrobnih spojeva i nedostatak jednostavnih izvora ugljika. Stoga dolazi do rasta
fermentativnih anaeroba koji razgraduju polisaharide, a to su uglavnom bakterije iz porodice
Bactriodaceae i Clostridia (Donaldson i sur., 2015). Bakterijski sastav nije uniforman uzduz
presjeka po poprecnoj osi debelog crijeva (slika 2) zbog prisutnog sloja mukusa. Dio mukusa
koji se nalazi uz lumen je rjedi, vanjski sloj te se tamo nalaze bakterije koje mogu Koristiti
mukus kao izvor ugljika, a ve¢inom su bakterije vrsta B. acidifaciens te Akkermansia spp.
Unutarnji sloj mukusa je gus¢i i1 predstavlja fizikalnu barijeru izmedu visoke koncentracije
raznolikih bakterija i epitela domacina. Unutarnji sloj mukusa takoder sadrzi antimikrobne
peptide i sekretorne imunoglobuline te sluzi kao imunoloska barijera (Tropini i sur., 2017,
Berry i sur., 2013).
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Slika 2. Prikaz karakteristi¢nih crijevnih struktura gastrointestnialnog sustava konfokalnom

mikrografijom i shematski te prikaz bakterijskog sastava (prilagodeno prema Tropini i sur.,
2017)

2.2.2. Metabolicka uloga crijevnog mikrobioma

Procjenjuje se da ukupan zbroj gena koje nalazimo u mikrobioti nadmasuje broj gena
u ljudskom genomu za vise od 100 puta (Gill i sur., 2006). Veliki genom crijevne mikrobiote
domadinu daje veliku metabolicku raznolikost u debelom crijevu. Humani mikrobiom
prosiruje metabolizam glikana, aminokiselina i ksenobiotika te sudjeluje u metanogenezi i
biosinetzi vitamina i izoprenoida (Marchesi i sur., 2016; Gill i sur., 2006). Hrana koju ljudi
konzumiraju ne moze se u potpunosti razgraditi pomocu enzima Kodiranih u humanom
genomu ve¢ se dio razgraduje pomocu crijevne mikrobiote. Stoga, razliciti glikani biljnog 1
zivotinjskog  podrijetla razgraduju se fermentacijom pomocu mikroorganizama.
Fermentacijom nerazgradivih ugljikohidrata dolazi do povecane proizvodnje kiselina koje
smanjuju pH lumena. Takva promjena utjeCe na sastav mikrobiote gdje populacije
Bacteroidetes teze rastu, dok populacije Firmicutes, koje proizvode butirat, prevladavaju u

blago kiselim uvjetima (Flint i sur., 2012; Koropatkin i sur., 2012).



2.2.2.1. Kratkolanéane masne kiseline

Mikrobnom fermentacijom glikana nastaju kratkolan¢ane masne kiseline (engl. Short
Chain Fatty Acids, SCFA) koje sluze kao nutrijenti koloncitima i drugim stanicama crijevnog
epitela. Osim kao izvor nutrijenata, zamijeceno je da SCFA poput butirata, propionata i
acetata imaju viSe uloga kod domacina. Butirat je preferirani izvor energije za kolonocite, ali
takoder pokazuje tumor supresorsku ulogu kod rasta tumora u debelom crijevu. Acetat se
moze apsorbirati u krvotok i uklopiti u metabolizam lipida i glukoze, ali takoder u debelom
crijevu potice proizvodnju butirata kod nekih vrsta i sprjecava kolonizaciju nekih patogena
(Koropatkin i sur., 2012). Sve vise istrazivanja o utjecaju SCFA na ljudsko zdravlje pokazuje
njihovu regulatornu ulogu u ljudskoj fiziologiji i metabolizmu. SCFA molekule imaju
potencijalni utjecaj na homeostazu glukoze, metabolizam lipida, regulaciji apetita te

regulaciji imunoloskog odgovora i upalnih procesa (Morrison i Preston, 2016).

2.2.3. Utjecaj crijevnog mikrobioma na zdravlje

Bolesti poput upalne bolesti crijeva i metabolickih poremecaja povezane su s
crijevnom mikrobiotom. Dolazi do promjene sastava mikrobiote, a naruSena ravnoteZa naziva
se disbioza. Kod Crohnove bolesti i ulceroznog kolitisa zamijecene su velike promjene u
raznolikosti i stabilnosti mikrobiote, ali etiologija nije u potpunosti razjasnjena (Carding i
sur., 2015). Pacijenti s dijabetesom tipa 2 pokazuju blagu disbiozu i smanjen im je broj

bakterija koje proizvode butirat, a povecan je broj oportunisti¢kih patogena (Qin i sur., 2012).

Smatra se da je pojava upalne bolesti crijeva povezana s industrijalizacijom u
zemljama sjeverne Europe i Sjeverne Amerike gdje je i najviSa stopa pojave te bolesti
(Molodecky i sur., 2012). Moguce je da moderni naéin zivota kao Sto je Koristenje
antibiotika, pretjerana higijena i procesirana hrana povezan s kolonizacijom crijevnog
mikrobioma. Utjecaj kolonizacije crijevnog mikrobioma vaZan je za regulaciju imunosnog
sustava, a abnormalni sastav crijevne mikrobiote je glavno svojstvo upalnih bolesti crijeva.
Kod ulceroznog kolitisa dolazi do upale mukoznog dijela debelog crijeva gdje je zamije¢ena
disbioza zastitnickih 1 Stetnih bakterija (Manichanh 1 sur., 2012). U istrazivanju provedenom
na blizancima uoceno je da bolesni blizanac ima znacajno manju bioraznolikost te su vise
zastupljena koljena Actinobacteria i Proteobacteria, a manje zastupljena su Bacteroidetes
(slika 3) (Lepage i sur., 2011).



Crohnova bolest je heterogena bolest koja moze zahvatiti bilo koji dio
gastrointestinalnog trakta i izazvati razne upalne lezije. Provedeno je mnogo istrazivanja o
ovoj bolesti, ali nije uspjesSno otkriven patogen koji izaziva pojavu bolesti. Sastav mikrobiote
pacijenata koji boluju od Crohnove bolesti znacajno se razlikuje od zdravih individualaca. Na
primjer, udio bakterije Faecalibacterium prausnitzii, koja ima protuupalni ucinak, kod
pacijenata je znaCajno manja, dok bakterije iz porodice Enterobacteriaceae, pogotovo

Escherichia coli, ima u zna¢ajno ve¢em broju (Manichanh i sur., 2012).
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Slika 3. Prikaz udijela bakterijskih sekvenci kod zdravih i bolesnih blizanaca (Prilagodeno
prema Lepage i sur., 2011)

U posljednjih nekoliko godina istraZivanja pokazuju povezanost crijevnog
mikrobioma s neurogenerativnim procesima. Crijevni mikrobiom moze direktno ili indirektno
utjecati na Ziv€ani sustav primjerice bakterijskim sekundarnim metabolitima, metabolickim
prekursorima ili imunosnom signalizacijom te tako utjecati na razliite neurogenerativnve
procese poput razvoja krvno-mozdane barijere, neurogeneza, mijelinacija, sazrijevanje
mikroglija te ekspresija neurotransmitera i odgovarajucih receptora (Sharon i sur., 2016).
Istrazivanja na misevima bez mikroorganizama (engl. germ free, GF) pokazuju povec¢anu
permeabilnost krvno-mozdane barijere, a kada su GF misevi izloZzeni mikrobioti bez patogena
dolazi do smanjenje permeabilnosti (Braniste i sur.,, 2014). Nadalje, bolesti
gastrointestinalnog sustava i alergije na hranu cesto se pojavljuju prilikom neurorazvojnih

poremecaja §to upucuje na utjecaj crijevnog mikrobioma. Istrazivanja na miSevima i GF



miSevima pokazuju da stres utjeCe na sastav mikrobiote te da je komunikacija izmedu
mikrobiote i centralnog Ziv€anog sustava dvosmjerna (Sharon i sur., 2016; Foster i McVey
Neufeld, 2013).

2.3. Metagenomika

Metagenomika je interdisciplinarno podruc¢je koja spaja molekularnu genetiku,
mikrobnu ekologiju i analizu podataka. Predmet istrazivanja je metagenom, odnosno ukupan
genetski materijal organizama i virusa koji su prisutni u danom uzorku (Sudarikov i sur.,
2017). U posljednja dva desetlje¢a doslo je do porasta broja istrazivanja na podruc¢jima
genomike, metabolomike, transkriptomike, proteomike i drugih “omika” (engl. “omics”), a
porast u broju publikacija objavljenih na tu temu od 1999. prikazana je na slici 4 (Noor i sur.,
2019).
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Slika 4. Prikaz broja publikacija odredenih "omika" po godinama od 1999.

Metagenomika je podrucje koje proucava kompleksne mikrobne zajednice koje su
uzorkovane direktno iz prirodnog okolisa (Ghosh i sur., 2019). Metode sekvenciranja takvih
uzoraka nije ograniCavajuc¢i faktor ve¢ upravljanje s ogromnom koli¢inom sekvenci
dobivenih takvom analizom. Sukladno tome, broj mikrobnih sekvenci u javnim bazama
podataka raste eksponencijalno, stoga to predstavlja znanstvenicima veliki izazov (Singh i
sur., 2017). Napredak u metagenomici omogucuje nam bolje razumijevanje ljudskog
crijevnog mikrobioma te daje uvid u probleme koje je do nedavno bilo tesko istrazivati poput

uloge mikrobiote u patogenezi IBD-a (Manichanh i sur., 2012).
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2.3.1. Bioraznolikost

Ljudski crijevni mikrobiom je iznimno kompleksan i raznolik te varijacije nalazimo
izmedu jedinki i fluktuacije u sastavu kroz vrijeme. Razmatranje mikrobiote s ekoloSkog
stajaliSta daje uvid u povezanost raznolikosti mikrobne zajednice s ljudskim zdravljem i
fiziologijom (Lozupone i sur., 2012). Bioraznolikost je pojam koji se koristi kako bi se
objasnila razlika u broju vrsta izmedu razli¢itih stanista (Magurran, 1998). U nekom stanistu,
vrste zauzimaju razliite niSe s obzirom na raspolozive resurse. Gradijent nekog resursa i
interakcije izmedu vrsta mogu omoguditi razlicite niSe koje za posljedicu uvode jo$ vrsta sto
doprinosi kompleksnosti nekog staniSta i bogatstvu (engl. richness) vrsta (Whittaker, 1972).
Za interpretaciju bioraznolikosti najéesc¢e se koriste dvije komponente: richness i evenness
(hrv. podjednakost). Richness predstavlja broj razli¢itih vrsta, a evenness govori koliko se
udio tih vrsta razlikuje (Magurran, 1998). Richness je najéesce koriStena mjera te se moze
koristiti u razlicite svrhe kao na primjer usporedba prisutnosti nekih vrsta izmedu dva uzorka.
Za bolje razumjevanje potrebno je razmatrati i neke druge aspekte poput koliko je vrsta

rijetka ili udio vrste u uzorku (Humphries i sur., 1995).

2.3.2. Prikupljanje metagenomskih podataka

Prvi korak u dobivanju metagenomskih podataka je sakupljanje uzoraka, a zatim se
uzorci zamrzavaju 1 skladiSte. Nadalje, DNA se izolira iz uzorka te slijedi sekvenciranje.
Postupci prije sekvenciranja DNA iz uzorka mogu utjecati na kvalitetu 1 to¢nost podataka.
Temperatura i vrijeme skladiStenja mogu utjecati na sastav uzorka, takoder lijekovi koji se
mozda mogu nac¢i u probavnom sustavu ljudi imaju utjecaj na mikrobiom (Quince 1 sur.,
2017). Metode sekvenciranja su u zadnjih 10 godina mnogo napredovale i znacajno se
smanjila cijena sekvenciranja Sto ¢ini ovu tehnologiju pristupac¢nijom. Primjeri Next
Generation Sequencing (hrv. sekvenciranje nove generacije, NGS) tehnologije su 454 Roche
i lllumina Solexsa. 454 Roche je pirosekvenciranje koje koristi PCR u emulziji, dodaju se
redom sva Cetiri deoksinukleozid trifosfata. Pri komplementarnom sparivanju dolazi do
oslobadanja pirofosfata koji ulazi u daljnje enzimske reakcije €iji je konac¢an produkt svijetlo
koje se zatim detektira. Ova metoda je vrlo popularna za metagenomske analize, ali
nedostatak su greSke u koncentraciji gena koje se javljaju prilikom umnozavanja DNA PCR-

om. Illumina Solexa tehnologija imobilizira fragmente DNA na ¢vrstu povrSinu. Zatim se
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fragmenti umnazaju PCR-om pri ¢emu nastaju nakupine identicnih DNA fragmenata. Zatim
se fragmenti sekvenciraju pomocu revezibilnih terminatora procesom sekvenciranje kroz

sintezu (Thomas i sur., 2012).

Sekvenciranje mikroorganizama u uzorku omogucuje analizu svih mikroorganizama u uzorku
bez potrebe uzgajanja na umjetnoj podlozi. Moze se sekvencirati ¢itav genom metodom
Whole Genome Shotgun (hrv. sa¢marica ¢itavog genoma, WGS) ili samo dio genoma
metodom 16S rRNA sekvenciranje (Quince i sur., 2017). 16S rRNA metoda temelji se na
sekvenciranju jednog lokusa u genomu - 16S rRNA gena odnosno 16S rDNA. Gen kodira za
malu ribosomsku podjedinicu i prisutan je u svim bakterijama i arhejama. 16S rDNA
adekvatan je izbor za ovu metodu jer sadrzi visoko konzervirane regije, prema kojem se
konstruiraju pocetnice i varijabilne regije pomocu kojih se radi taksonomska identifikacija.
Koriste se referentne baze podataka za poravnanje sekvence te se za sekvenciranje mogu
koristiti degradirani uzorci jer gen postoji u vise kopija u genomu (Singh i sur., 2017).
Medutim, 16S rRNA metoda daje samo taksonomski profil uzorka, dok WGS metoda daje
informacije o ¢itavom genomu te omogucuje precizniji i detaljniji opis mikrobne zajednice

(Laudadio i sur., 2018). WGS metoda (slika 5) moze se opisati u pet koraka:

1. eksperimentalni protokol koji se sastoji od sakupljanja uzorka, ekstrakcije DNA i

sekvenciranja

2. kompjutorska kontrola kvalitete - koraci koji minimiziraju koli¢inu sekvencirane
DNA koja nije dio uzorka poput adaptora sekvenciranja ili duplih sekvenci. Takoder,
filtrira se strana DNA ili DNA koja nije ciljana

3. analiza sekvence — dva su pristupa analizi: temeljeno na sastavljanju (engl. assembly
based) i temeljeno na ocitanju (engl. read based). Pristup temeljen na sastavljanju
sastavlja oCitanja i sortira grani¢na ocCitanja u genome, zatim analizira gene i dijelove

genoma. Pristup temeljen na ocitanju analizira nesortirana ocitanja

4. post procesiranje - koriStenje razli¢itih multivarijantnih statistickih analiza za

interpretaciju podataka

5. validacija - ponovna analiza podataka neovisne organizacije (Quince i sur., 2017).
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Slika 5. Sumarni prikaz tijeka rada WGS metode (Quince i sur., 2017)

2.3.3. Analiza sekvenci i kompjutorska kontrola kvalitete

Sekvence dobivene WGS metodom obraduju se bioinformati¢kim alatima za
metagenomiku. Sekvence se analiziraju i usporeduju s bazama podataka mikrobnih sekvenci
kako bi se kvantificirala prisutnost i koncentracija mikrobnih karakteristika. Rezultati tih
analiza su, primjerice, broj i koncentracija bakterijskih koljena, vrsta, sojeva ili metabolic¢kih
puteva (Mclver i sur., 2018). Prije nego Sto se izvode zakljucci iz bioloSkih podataka dobro je
napraviti kontrolu kvalitete tih podataka. Vazno je da su podaci to¢ni i nepristrani jer
kvaliteta podataka znacajno moze utjecati na rezultate. FastQC (Andrews, 2010) je jedan od
alata za kontrolu kvalitete koji uocava greske nastale sekvenciranje ili greske u pripremi
knjiznica. KneadData (kneadData, 2019) je alat za kontrolu kvalitete metagenomskih
sekvenci kojim se mogu obradivati podaci iz mikrobioma. Medutim ti podaci sadrze visoki
udio sekvenci od domaéina naspram bakterijskih sekvenci. Ovaj alat provodi in silico

razdvajanje bakterijskih sekvenci od “kontaminanata” (kneadData, 2019). Rezultati ovakvih
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analiza su tablice koje se nadalje mogu statisticki analizirati i vizualizirati kako bi se mogli

izvesti zakljucci eksperimenata (Mclver i sur., 2018).

2.3.4. Odredivanje taksonomskog profila

Za analizu metagenoma potrebno je odrediti taksonomski i filogenetski sastav
uzoraka. Taksonomska identifikacija se moze napraviti pomocu poravnanja sekvenci ili
analizom sastava sekvenci pri ¢emu je vazna visoka efikasnost i dobra rezolucija na razini
vrste. Prilikom identifikacije pomoc¢u poravnanja sekvenci zahtjeva se velika raGunalna snaga
i usporedba s mnogo mikrobnih referentnih baza podataka (Segata i sur., 2012). Analizom
sastava sekvenci DNA se sortira po svojstvima sekvence poput GC sastava, sklonost
kodonima 1 ucestalost oligonukleotida (Carola i Rolf, 2011). Takoder, nastaju problemi kod
preciznog odredivanja vrsta zbog kratkih ocitanja dobivenih Illumina sekvenciranjem.
MetaPhlAn (Metagenomic Phylogenetic Analysis) (Segata i sur., 2012) je alat koji ima
mogucnost vrlo precizno odrediti profile mikrobnih zajednica u kratkom vremenu. Alat
usporeduje ocitanja s relativno malom bazom podataka koja se sastoji samo od markera
specificnih za mikrobnu skupinu. Specifi¢éni markeri nedvojbeno identificiraju mikrobnu
skupinu, a proces je efikasan obzirom da se za analizu ne koriste ¢itavi genomi (Segata i sur.,
2012). MetaPhlAn 2 (verzija 2.7.2.) ima dodane podatke za bakterijske markere Sto
omogucuje razlikovanje bakterijskih sojeva. Takoder, u bazu podataka uvedeni su markeri

koji omogucuju identifikaciju eukariotskih i viralnih organizama (Truong i sur., 2015).

2.3.5. Odredivanje metabolickih funkcija

Podaci dobiveni sekvenciranjem mogu analizom pokazati koje sve bakterijske vrste se
nalaze u uzorku sto nam govori o bioraznolikosti. S time upotpunjujemo sliku o tome koja je
metabolicka uloga crijevne mikrobiote, kakva je bioloska aktivnost 1 kako mikrobiom djeluje
na cjelokupni fenotip. HUMANN (HMP Unified Metabolic Analysis Network) je
metodologija koja profilira metabolicke funkcije u mikrobnim zajednicama i prikazuje ih kao
ortologne obitelji gena i njihovu relativhu koncentraciju. HUMANN metodologija razvijena je
u sklopu projekta HMP te omogucuje odredivanje prisutnosti i koli¢ine odredenog

biokemijskog puta (slika 6). Koristi podatke dobivene WGS sekvenciranjem ¢itavog genoma
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(Abubucker i sur., 2012), te nakon obrade i kontrole kvalitete sekvence se poravnavaju
pomoc¢u KEGG Orthology sustava (Kanehisa i sur., 2019). KEGG (Kanehisa i Goto, 2000)
baza podataka sadrzi organizirane podatke o stani¢nim funkcijama. Prikazuje se na dva
nadina: kao mapa biokemijskih puteva te popis gena i molekula. Cesto se koristi kao
referentna baza podataka za interpretaciju bioloskih podataka dobivenih novim visoko
propusnim tehnologijama (poput sekvenciranja). KEGG Orthology je sustav koji svrstava
sekvence u ru¢no formirane grupe ortolognih gena koje se nalaze u KEGG bazi podataka
(Kanehisa i sur., 2010). Nakon poravnanja sekvenci identificiraju se geni i racuna se relativna
koncentracija gena. Zatim se rekonstruiraju biokemijski putevi pomocu rezultata te se
popunjavaju rupe (uzrokovane rijetkim genima u visoko koncentriranim putevima). Rezultat
su matrice, jedna koja prikazuje prisutnost ili odsutnost nekog puta i druga koja prikazuje
relativnu koncentraciju puta (Abubucker i sur., 2012).

Nova verzija alata HUMAnN2 ima drugaciji pristup pri funkcionalnom profiliranju
sekvenciranih mikrobnih uzoraka. Novi algoritam se provodi u tri koraka te nudi precizne

profile i provodi analizu u znac¢ajno manje vremena (Franzosa i sur., 2018).
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Slika 6. Shematski prikaz HUMANN metodologije. Prikazan je rezultat analize u obliku
matrice gdje se vidi prisutnost biokemijskog puta u mikrobiomu odredene tjelesne lokacije
(Abubucker i sur., 2012)
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3. EKSPERIMENTALNI DIO



3.1. Materijali

Za izradu diplomskog rada koriSteno je prijenosno racunalo s operativnim sustavom
Linux. Dodatni programi koji su koristeni naknadno su instalirani na prijenosno racunalo. Za
izradu programskih alata Kkoristili su se primjeri bioloskih podataka iz projekta 10001BD
(Imhan i sur., 2019).

3.1.1. Sklopovlje

KoriSteno je prijenosno racunalo Lenovo serije G500 model 59-380860 slijedeceg
sklopovlja (engl. hardware): procesor Intel© Core™ i3-3110M od 2.40 Ghz, radna memorija
od 2 GB, ¢vrstog diska HDD (engl. hard-disk drive) od 1 TB.

3.1.2. Operativni sustav

Na ¢vrstom disku prijenosnog racunala instaliran je operativni sustav Linux Mint 19.1

Cinnamon verzija 4.0.10

3.1.3. Programska podrska

U ovom radu koristen je programski jezik Python i razvojno okruzenje PyCharm za

ucitavanje, raCunalnu analizu i graficki prikaz podataka.

3.1.3.1. Racunalna analiza

Python je objektno orijentirani programski jezik opée namjene (Python, 2020).
Pomocu Python programskog jezika napisani su svi programi iz ovog rada. Operativni sustav
u kojem je izraden ovaj rad ima prethodno instaliran programski jezik Python, ali stariju
verziju 2.7. Nova verzija, Python 3.0 preuzeta je sa sluzbenih stranica Python-a te je
instalirana pomoc¢u terminala. Dodatne biblioteke koje su koriStene u radu takoder su
instalirane pomoc¢u terminala naredbom pip install. KoriStene biblioteke su Numpy

(Numpy, 2020), Matplotlib (Matplotlib, 2020) te biblioteke CSV i OS koje spadaju u
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standardnu Python knjiZnicu te uglavnom dolaze u sklopu Python programskog jezika.
Biblioteka Numpy je koriStena za izvodenje matematickih operacija, a biblioteka Matplotlib
za izradu i prikaz grafova. Biblioteka CSV je koriStena za ucitavanje podataka koji su CSV
(engl. comma-separarted values, hrv. vrijednosti razdvojene zarezom) formata pri ¢emu
razdvaja podatke prema grani¢niku. Biblioteka OS omogucava upravljanje raznim suceljima
operacijskog sustava te je koriStena za dohvacanje informacija poput adrese u kojoj se nalazi

program.

3.2. Metode

U ovom diplomskom radu razvijeno je pet racunalnih programa koji vrse sljedece

operacije nad podacima:

e ucitavaju i ra§¢lanjuju podatke,
e raCunaju parametre bioraznolikosti,
e provode statisticke analize,

e inakoncu graficki prikazuju rezultate.

Takoder izraden je pomoéni program S kojim se pokre¢u ostali programi, a koristi se i kao
sustav za testiranje. Svi programi izradeni su prateci preporucene konvencije pisanja Python
koda (van Rossum, 2001).

3.2.1. Program za ucitavanje taksonomskih podataka

Program za ucitavanje taksonomskih podataka naziva se BiomTable class te izvrsava
ucitavanje taksonomskih podataka koji su u CSV formatu. Ime formata podataka govori da su
to vrijednosti razdvojeni zarezom, ali mogu biti razdvojene bilo kojim grani¢nikom. Podaci
spremljeni u CSV formatu sadrze linije koje predstavljaju redove, a vrijednosti razdvojene

grani¢nikom predstavljaju kolone te ¢ine strukturu tablice.

U taksonomskim podacima kolone sadrzavaju taksone primjerice carstvo Bacteria ili rod
Bacteroides. Zadnja kolona uvijek sadrzi brojnost odgovarajuceg taksona. Prvi red u tablici
prikazuju najvisu taksonomsku razinu, carstvo, a zatim redom nize: koljeno, razred, red,

porodica, rod, vrsta i soj.
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Taksonomski podaci sadrze u sebi dva razli¢ita grani¢nika: okomita crta i tabulator znakom
(engl. tab character) (slika 7). Prilikom ucitavanja podataka BiomTable class razdvaja
podatke prvo po jednom grani¢niku te u drugom dijelu programa dodatnom operacijom
razdvaja po drugom grani¢niku. Podaci se ras¢lanjuju pozivom metodom get table |

pohranjuju se u varijable tipa lista.

k Bacteria 108.8

k_Bacteria|p Bacteroidetes 61.53827
k Bacteria|p Protecbacteria 20.86671
k_Bacteria|p_ Firmicutes 16.19394

k Bacteria|p Actinobacteria 0.84814

k Bacteria|p Verrucomicrobia 0.55295

Slika 7. Primjer dijela CSV tablice koji prikazuje brojnost na razini carstva i koljena. U

primjeru se vidi da su prisutna 2 tipa grani¢nika: okomita crta i tabulator znak

Glavne metode programa BiomTable_class su tax abundance |
tax richness. Obje metode za argument uzimaju taksonomsku razinu te vracaju tablicu
u kojoj je prva kolona naziv taksonomske skupine, a druga kolona odgovarajuéa vrijednost

(brojnost ili bogatstvo).

Metoda tax abundance radi na nacin da ¢ita red po red tablice koja je dobivena prilikom
ucitavanja CSV datoteke. U svakom redu provjerava zadnji stupac zatim usporeduje prvi
znak stupca koji oznacava jednoslovnu kraticu taksonomske razine s unesenim argumentom
koji je zeljena taksonomska razina. Ako se prvi znak stupca i uneseni argument podudaraju
slijedi ras¢lanjivanje te celije na temelju tabulatorskog grani¢nika. Rezultat rasclanjivanja
sprema se u novu tablicu u kojoj je prva kolona naziv taksonomske skupine, a druga

odgovarajuca brojnost.

Bogatstvo taksonomske razine je broj vrsta koja spada u odredenu taksonomsku razinu.
Metoda tax richness odreduje bogatstvo uzorka iz ucitane tablice. Algoritam radi tako
da u prvom koraku u novu tablicu spremi podatke o nazivima taksonomskih skupina dane
taksonomske razine. Zatim, u drugom koraku prolazi kroz ucitanu tablicu te filtrira samo one
redove koji sadrzavaju vrste. Za svaku vrstu provjerava taksonomsku razinu danu u
argumentu te ju usporeduje s taksonomskom skupinom iz tablice dobivene u prvom koraku.
Ako se taksonomske skupine podudaraju onda ih zbraja i pohranjuje u drugu kolonu tablice.

Rezultat je tablica u kojoj je prvi stupac taksonomska skupina, a drugi stupac bogatstvo.

19



Tablice dobivene metodama tax abundance | tax_richness koriste se u drugim
programima kako bi se odredili indeksi bioraznolikosti, provela statisticka analiza i izradili

grafovi.

3.2.2. Odredivanje bioraznolikosti

Bioraznolikost oznacava razliku u broju vrsta izmedu uzoraka te se dijeli na alfa i beta
diverzitet. Alfa diverzitet oznaCava raznolikost vrsta unutar jednog uzorka, dok beta
diverzitet usporeduje raznolikost jednog uzorka u odnosnu na druge uzorke. Za odredivanje
indeksa alfa i beta diverziteta razvijen je program Diversity class. Program racuna bogatstvo
vrsta, Simpson indeks i Shannon indeks $to su kvantitativne mjere alfa diverziteta te Jaccard
indeks Sto je kvantitativna mjera beta diverziteta. U programu Diversity class naslijedene su
metode za dobivanje tablica s podacima o brojnosti i bogatstvu iz programa BiomTable_class

te se pomocu njih racunaju parametri alfa i beta diverziteta.

Simpson indeks izrazava koliki je stupanj ,,dominacije” neke vrste u uzorku. Na vrijednost
Simpson indeksa utjeCe vaznost najzastupljenijih vrsta. Racuna se kao suma kvadrata

brojnosti vrste prema formuli:

C=1-) pf [1]

Gdje je S broj vrsta, a pi brojnost vrste u uzorku. Metoda za ra¢unanje Simpson indeksa uzima
redom podatke iz tablice brojnosti. Svaka vrijednost se kvadrira zatim zbraja i sprema u

varijablu. Kona¢no, metoda vra¢a dobivenu sumu oduzetu od jedan.

Shannon indeks Koristi se za prikazivanje stupnja podjednake raspodjele (engl. evenness)

izmedu vrsta. Pomocu tog indeksa se prikazuje koliko postoji vrsta €iji je broj jedinki isti u

danom uzorku. Rac¢una se prema formuli:

S
H' == pIn(w) [2]

Gdje je S broj vrsta, a pi brojnost taksonomske skupine u uzorku (Whittaker, 1972). Prilikom
raCunanja Shannon indeksa potrebno je pozvati funkciju za logaritmiranje iz dodatne Python

biblioteke Numpy.
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Za analizu beta diverizteta koristi se Jaccard indeks. Jaccard indeks prikazuje slicnost dva

uzorka odnosno uzima u obzir vrste koje su prisutne u oba uzorka. Ra¢una se prema formuli:

u-v

- [3]
Uu+v+U-Vv

J

Gdje je U zbroj brojnosti vrsta iz jednog uzorka koji su prisutni u oba uzorka, a V je zbroj
brojnosti vrsta iz drugog uzorka koji su prisutni u oba uzorka (Real i Vargas, 1996).
Pozivanjem metode za racunanje Jaccard indeksa potrebno je u argument navesti tablicu
brojnosti za drugi uzorak. Zatim, metoda usporeduje tablice te racuna vrijednosti U i V. Ako
dvije tablice nemaju zajednickih vrsta onda metoda javlja iznimku (raise Exception)te

ispisuje poruku u konzolu.

3.2.3. Programi za izradu grafickih prikaza

Vizualizacija podataka je vazna jer olakSava interpretaciju podataka, stoga su
razvijeni programi Biom chart i Box plot koji izraduju grafove na temelju podataka
analizom programa BiomTable class. Biom_chart izraduje kruzni i stup¢asti dijagram jednog
uzorka, dok Box_plot ucitava viSe uzoraka, racuna interkvartile, medijan i srednju vrijednost

te 1zraduje kutijasti dijagram.
3.2.3.1. KruZni i stupcasti dijagram

Program Biom_chart izraduje kruzni i stupcasti dijagram koji sluze za vizualizaciju
taksonomskih podataka uzoraka. Program sadrzi jednu funkciju koja za argumente uzima
tablicu s podacima, vrstu podataka (brojnost ili bogatstvo), taksonomsku razinu i tip grafa
(kruzni ili stupcasti dijagram). Prilikom ucitavanja podataka u program, provjerava se koja
vrsta podataka je navedena u argumentu. Shodno tome se poziva metoda BiomTable_class
programa tax abundance ako je argument brojnost odnosno metoda tax richness
ako je argument bogatstvo. Zatim, dobivena tablica razdvaja se u dvije varijable s podacima i
oznakama za dijagram. Prilikom razdvajanja varijabli provjerava se vrijednost brojnosti te
ako je vrijednost brojnosti manja od jedan onda se ta vrijednost pridodaje posebnoj varijabli
koja se ne ukljucuje u dijagram. Tako se sprjecava da mnogo malih vrijednosti brojnosti se ne
prikazu na dijagramima §to ih ¢ini preglednijima. Zatim se varijable s podacima i oznakama

za dijagram unose kao argumenti metoda iz biblioteke Matplotlib za izradu grafova. Ovisno o
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unesenom argumentu za tip grafa poziva se metoda za izradu kruznog odnosno stupcastog
dijagrama iz biblioteke Matplotlib. Kona¢no, poziv na metodu show prikazuje izradeni

dijagram.
3.2.3.2. Izrada kutijastog dijagrama

Kutijasti dijagram prikazuje odnos minimuma i maksimuma seta podataka, medijan te
pravokutnik (,.kutiju®) u kojoj se nalazi 50 % podataka. Za izradu kutijastog dijagrama
razvijen je program Box_plot koji sadrzi funkciju box plot drawer koja za argumente uzima
naziv mape u kojoj se nalaze uzorci, tip podataka (bogatstvo ili brojnost) te taksonomsku
razinu. Prilikom izrade kutijastog dijagrama potrebno je u program ucitati vise datoteka
uzoraka. Funkcija metodama iz biblioteke OS ¢ita sadrzaj mape navedene u argumentu zatim
provjerava nazive datoteka. Datoteke koje u imenu sadrzavaju ,,metaphlan® te imaju nastavak
,..txt ucitavaju se jedna po jedna u program pozivom na program BiomTable_class. Zatim,
ovisno 0 taksonomskoj razini i vrsti podataka izraduje se tablica metodom
tax abundance o0dnosno tax richness. Nadalje, potrebno je sortirati i spremiti
podatke iz svakog uzorka. Podaci se sortiraju u novu tablicu pohranjenu u novu varijablu na
nacin da prvi red sadrzava nazive svih taksonomskih skupina koje se pojavljuju u uzorcima, a
ostali redovi sadrZavaju iznose brojnosti ili bogatstva s time da drugi red sadrzava sve
vrijednosti taksonomske skupine iz prve kolone, tre¢i red sadrzava vrijednosti taksonomske
skupine iz druge kolone itd. (slika 8). Nakon §to su ucitane sve datoteke svi potrebni podaci
za izradu kutijastog dijagrama spremljeni su u varijablu. Zatim se poziva metoda Matplotlib
biblioteke za izradu kutijastog dijagrama koja za argumente uzima oznake za X os, §to je prvi
red varijable te podatke za izradu dijagrama koji su pohranjeni u ostatku varijable. Konac¢no,
metodom show izraduje se graficki prikaz s paralelnim kutijastim dijagramima koji prikazuje

medijan, srednju vrijednost, minimum, maksimum te interkvartilni raspon.
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l ['Bacteroidetes', 'Firmicutes', 'Proteobacteria’, 'Actinobacteria’, 'Verrucomicrobia', 'Euryarchaeota']
[68.60751, 65.89072, 80.80667, 61.53827, 58.65585, 58.60751, 58.65585, 61.53827, 80.80667, 65.89072]

[25.92095, 27.69725, 15.4014, 16.19394, 31.75937, 25.92095, 31.75937, 16.19394, 15.4014, 27.69725]

——[13.45711, 3.42703, 0.60467, 20.86671, 1.48139, 13.45711, 1.48139, 20.86671, 0.60467, 3.42703]

————[2.01443, 0.18017, 2.46061, 0.84814, 4.06723, 2.01443, 4.06723, 0.84814, 2.46061, 0.18017]

[2.80483, 0.69354, 0.55295, 3.97613, 3.97613, 0.55295, 0.69354, 2.80483]

[0.03311, 0.06003, 0.06003, 0.03311]

Slika 8. Prikaz primjera tablice te na koji nacin su organizirani podaci

3.2.4. Analiza brojnosti biokemijskih puteva

Analizom brojnosti biokemijskih puteva moze se odrediti metabolicka uloga
crijevnog mikrobioma, stoga je u sklopu ovog programskog alata razvijen program
PathwayTable class. Program ucitava podatke o biokemijskim putevima, ras¢lanjuje ih te

filtrira one podatke koji nisu potrebni za daljnju analizu.

Podaci o biokemijskim putevima mikrobiote dobiveni su HUMANN alatom te su
spremljene u datoteku CSV formata. Program ucitava podatke iz datoteke prilikom ¢ega ih
rasélanjuje na temelju grani¢nika te ih pohranjuje u tablicu. Tablica sadrzi naziv
biokemijskog puta i brojnost puta (engl. pathway abundance). Zatim se tablica filtrira
prilikom ¢ega se izbacuju podaci o putevima koji nisu mapirani, integrirani ili su specificni za
neku bakterijsku taksonomsku skupinu. Putevi koji nisu mapirani i integrirani imaju u svojim
nazivima ,,UNMAPPED* (hrv. nemapiran) odnosno ,,UNINTEGRATED* (hrv. neintegriran)
te se na temelju toga filtriraju. Putevi specifi¢ni za bakterijsku taksonomsku skupinu imaju
naziv podijeljen na dva dijela kojem je prvi dio naziv puta, a drugi naziv taksonomske
skupine bakterije te su odvojeni okomitim znakom. Prilikom filtriranja, program trazi okomiti
znak te na taj nain prepoznaje koji su putevi specificni za bakterijske taksone te ih izbacuje.
Nakon filtriranja podaci se spremaju u novu tablicu te se koriste dalje u programu. Nadalje,
razvijena je metoda get table Kkoja za rezultat vraca citavu tablicu i metoda
get top pathways koja za argument uzima broj te za rezultat vraca najzastupljenije

biokemijske puteve.
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4. REZULTATI | RASPRAVA



Crijevni mikrobiom ima sastavnu ulogu u ljudskoj fiziologiji, zdravlju i bolesti te ima
vaznu ulogu u mnogim metaboli¢kim putevima domacina. Istrazivanje crijevnog mikrobioma
uvelike je omoguceno razvojem visoko propusnih metoda sekvenciranja. Klasi¢éne metode u
mikrobiologiji obuhvacale su uzgoj mikroorganizama na hranjivoj podlozi §to nije moguce za
vecinu vrsta koje ¢ine crijevni mikrobiom. Nadalje, sekvenciranjem uzorka crijevnog
mikrobioma odreduje se metagenom ¢ime se dobiva slika ekosustava. Iz metagenoma
moguce je odrediti taksonomski profil i metabolicke funkcije crijevnog mikrobioma te
analizirati utjecaj na domacina. Primjerice, smanjena bioraznolikost crijevne mikrobiote
povezana je s bolestima poput ulceroznog Kkolitisa i Chronove bolesti. Napredak u
metagenomici doveo je do rasta koli¢ine podataka o taksonomskim profilima i metabolickim
funkcijama (Carding i sur., 2015; Turnbaugh i sur., 2007). Stoga, obrada podataka je sve veci
izazov te postoji potreba za razvojem raCunalnih alata koji ¢e olakSati i skratiti vrijeme
utroSeno na analize. Cilj ovog diplomskog rada je izrada racunalnog programa za analizu
bioloskih podataka crijevne mikrobiote. Programski alat omogucuje graficki prikaz i
statisticku obradu podataka dobivenih metagenomskom analizom pomocu MetaPhlAn alata.
Programski alat napisan je programskim jezikom Python te sadrzi 5 programa koji vrse
obradu podataka i 1 testni program u kojem je moguce testirati funkcionalnosti ostalih.
Programi uzimaju razli¢ite parametre s kojima je moguce mijenjati prikaz rezultata ¢ime se

dobiva na varijaciji u prikazu i olakSava se interpretacija podataka.

4.1. Racunalni program BiomTable_class

Racunalni program BiomTable class ucitava i ra$¢lanjuje podatke o taksonomskom
sastavu uzorka. Za ucitavanje taksonomskih podataka koriStena je CSV biblioteka iz
standardne Python knjiznice. Prilikom poziva, program kao argument uzima naziv datoteke
koja sadrzi podatke o brojnosti taksona iz uzorka. Zatim se datoteka ucitava te se podaci 0
brojnosti taksona ras¢lanjuju i racuna se bogatstvo vrsta za uzorak. Kao rezultat program
vraca podatke 0 brojnosti i bogatstvu uzorka u obliku koji ostali programi iz programskog

alata mogu koristiti za prikaz grafova, raCunanje indeksa i statisticku analizu.

Taksonomski podaci uzoraka dobiveni su MetaPhlAn analizom te su pohranjeni u datoteke
koje su u CSV formatu. Medutim, buduci da su podaci bioloske klasifikacije u stablastoj
strukturi (roditelj - dijete) tako se i ovdje CSV format proSiruje da moze primiti takvu

stablastu strukturu podataka. Svaki redak sadrzi takson i viSe pripadajucih taksona visih
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taksonomskih kategorija i vrijednost brojnosti. U primjeru je prikazano nekoliko linija

MetaPhlAn CSV formata koje ilustriraju stablastu strukturu:

k__ Bacteria 100.0

k Bacteria|p_ Firmicutes 16.19394

k_Bacterialp_ Firmicutes|c_ Clostridia 16.05459

k Bacterial|p Firmicutes|c Clostridialo Clostridiales 16.05459

k Bacterial|p Firmicutes|c Clostridialo Clostridiales|f Eubacteriaceae 5.11922
k Bacterial|p Firmicutes|c_ Clostridialo Clostridiales|f Lachnospiraceae 2.53793

k__Bacterialp Firmicutes|c_ Clostridialo_ Clostridiales|f_ Oscillospiraceae 1.57889
U navedenom primjeru mogu se uoditi 2 tipa grani¢nika: okomita crta | i tabulator znak.
Taksoni su odvojeni okomitom crtom, dok je brojnost taksona odvojena tabulator znakom.
Tabulator znak je primjer specijalnog znaka koji se u programu oznacava pomocu 2 znaka:
obrnuta kosa crta i slovo t (\ t). Racunalni program specijalne znakove gleda kao jedan znak,
a sadrZe obrnutu kosu crtu te drugi znak koji varira. Primjerice u Linux i Mac sustavima \n

je specijalni znak za novi red, a \b za povratnik (engl. backspace).

Metoda za ucitavanje podataka prilikom ucitavanja ra$¢lanjuje podatke po proizvoljno
definiranom grani¢niku, a u programu ras¢lanjuje po okomitoj crti. Dodatnom operacijom
provodi se rasclamba po drugom grani¢niku. Algoritam pomocu for petlje iz linija izdvaja
tekst koji je potrebno dodatno rasé¢laniti po tabulator znaku (\t). Primjer takvog teksta za

taksonomsku razinu koljeno:

Proteobacterial\t20.86671

Prilikom drugog ra$¢lanjivanja program cita tekst Proteobacteria koji se nalazi prije
specijalnog znaka \ t i pohranjuje ga u varijablu kao ime taksonomske skupine. Tekst nakon
znaka \t predstavlja vrijednost brojnosti za takson Proteobacteria te se konvertira u
brojCani izraz i pohranjuje u varijablu. Na taj nac¢in dobiveni su podaci koji su prikladni za

daljnju obradu i vizualizaciju te se mogu pozvati u drugim programima.

Podaci o uzorcima sadrze taksonomski profil uzoraka, ali takve tablice su neprikladne
za interpretaciju 1 daljnju obradu stoga je razvijen program BiomTable class koji uspjesno
ucitava 1 omogucuje ispis sazete tablice. Takoder, program BiomTable class uspjesno racuna
bogatstvo vrsta u uzorku. Podaci o brojnosti i bogatstvu uzorka organizirani su na nacin da se

mogu koristiti u drugm programima u sklopu programskog alata. Iako je moguce sve
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programe napisati u jedan dugacak progrm, to nije standardna praksa jer je otezano
uklanjanje greSaka i navigiranje kroz programski kdd. Stoga je programski alat organiziran u
viSe programa koji sadrze razliCite funkcije, a pozivom na program BiomTable class

dobivaju se podaci o uzorcima koji se koriste u ostalim programima.

4.2. Racunalni program Diversity_class

Indeksi bioraznolikosti su kvantitativne mjere alfa i beta diverziteta. Za raunanje
indeksa bioraznolikosti razvijen je program Diversity class. Metode programa
Diversity_class kao ulazni argument koriste taksonomsku kategoriju (taksonomsku razinu) za

koju se racuna indeks.

Simpson indeks je mjera alfa diverziteta te na vrijednost utjece dominantno zastupljena vrsta.
Metoda za raCunanje Simpson indeksa koristi podatke o brojnosti taksonomske razine

pozivom na metodu tax abundance:

for data in self.tax abundance (taxonomy) :
d += np.power (data[l] / 100, 2)

return round(l - d, 2)

Shannon indeks prikazuje stupanj podjednake raspodjele unutar uzorka. Metoda za raCunanje

Shannon indeksa funkcionira na slican nacin kao metoda za raCunanje Simpson indeksa:

for data in self.tax abundance (taxonomy) :
h += datal[l] / 100 * np.log(data[l] / 100)

return round(-h, 2)

Bogatstvo vrsta takoder je pokazatelj bioraznolikosti te predstavlja broj vrsta u danom
uzorku. Program Diversity_class racuna bogatstva vrsta te rezultat ispisuje u konzolu. U
tablici 1 su prikazani primjeri izracunatih vrijednosti bogatstva vrsta te Simpson i Shannon

indeksa.
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Tablica 1. Primjeri izracunatih vrijednosti parametara alfa diverziteta na razini vrste

Redni broj Bogatstvo vrsta Simpson indeks Shannon indeks
uzorka
1. 64 0,91 2,89
2. 75 0,93 3,13
3. 55 0,91 2,95
4. 67 0,87 2,60
5. 78 0,89 2,75

Beta diverzitet predstavlja raznolikost izmedu uzoraka, a jedan od pokazatelja je Jaccard
indeks. Stoga je razvijena metoda za racunanje Jaccard indeksa koja usporeduje dva uzorka.
U ugnijezdenoj for petlji usporeduju se nazivi vrste iz dva uzorka te ako se podudaraju

njihove vrijednosti brojnosti se zbrajaju:

for species 1 in self.tax abundance (taxonomy) :
for species 2 in abundance 2:
if species 1[0] == species 2[0]:
u += species 1[1] / 100
v += species 2[1] / 100
if u == 0 or v ==
raise Exception("There are no shared species from
these two samples")

return round((u * v) / (u + v - u * v), 4)

Metoda za racunanje Jaccard indeksa rezultat takoder ispisuje u konzolu te su u tablici 2

prikazani primjeri izracunatih vrijednosti Jaccard indeksa.

Tablica 2. Primjeri izracunatih vrijednosti Jaccard indeksa. Kolone i redovi su redni brojevi

uzoraka za koje je izraCunata vrijednost Jaccard indeksa

Redni broj uzorka 1. 2. 3. 4. 5.
1. 1,0000 0,5053 0,5486 0,5393 0,4723
2. 0,5053 1,0000 0,7612 0,7702 0,7593
3. 0,5486 0,7612 1,0000 0,7676 0,7496
4. 0,5393 0,7702 0,7676 1,0000 0,8519
5. 0,4723 0,7593 0,7496 0,8519 1,0000

27




Sastav mikrobiote odnosno njene varijacije ¢esto se povezuju s raznim patoloSkim
stanjima, a pomocu indeksa bioraznolikosti moguce je kvantificirati i usporedivati te
varijacije. Program Diversity_class uspjesno ra¢una mjere alfa diverziteta Simpson i Shannon
indeks koji govore o raznolikosti unutar uzorka te Jaccard indeks koji je mjera beta
diverziteta koji usporeduje dva uzorka. Kako bi se mogao izvesti zakljuak o uzorku na
temelju indeksa bioraznolikosti potrebno je napraviti usporedbu izmedu uzoraka jer
vrijednost indeksa sam po sebi nema znacenje. Program Diversity class ispisuje vrijednost
indeksa u konzolu stoga je potreban prijenos u tablicni oblik kako bi se mogla provest
usporedba (tablice 1 i 2). Nadalje, povezivanjem podataka o taksonomskom sastavu s drugim
podacima, primjerice godinama, spolu, prehrambenim navikama, bolesti i sli¢no bilo bi
moguce izvesti korelaciju koja bi doprinijela razumijevanju uloge stabilnosti sastava crijevne
mikrobiote. Takoder, mogucée je nadograditi program s metodama za racunanje dodatnih
indeksa, primjerice Pielou, Chaol ili Heip indeks. Ovisno o zahtjevima korishika programa
moguce je nadodati gotovo bilo koji indeks bioraznolikosti koji se racuna pomocu brojnosti i

bogatstva taksona.
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4.3. Racunalni program Biom_chart

Kako bi se graficki prikazalo bogatstvo i1 brojnost uzorka razvijen je program
Biom chart. Grafi¢ki prikaz rezultata je lakSe interpretirati nego tablicni prikaz stoga
program ima opcije za izradu dva tipa grafa kruzni i stupcasti. Funkcije za crtanje grafa
primaju parametre za razli¢ito oblikovanje grafickog prikaza (slika 9 i slika 10). Algoritam na
temelju tipa podataka (brojnost ili bogatstvo) i taksonomske razine dohvaca odgovarajuce
podatke pomoc¢u BiomTable class programa. Na taj na¢in moguce je izradivati razlicite

graficke prikaze te ih usporedivati.

A Pie chart - Phylum Abundance data

Bacteroidetes

Other
Firmicutes
Proteobacteria
B Pie chart - Class Richness data
Betaproteobacteria
Bacteroidia

Erysipelotrichia

Clostridia Bacilli

Negativicutes

Gammaproteobacteria

Verrucomicrobiae
Deltaproteobacteria

Actinobacteria

Slika 9. Primjeri grafickog prikaza kruznog dijagrama izradenih programom Biom_chart. A)
Prikaz brojnosti uzroka na razini koljena B) prikaz bogatstva uzorka na razini razreda

29



A Bar chart - Phylum Abundance data

Abundance

B Bar chart - Phylum Richness data

Richness

Slika 10. Primjeri grafickog prikaza stupcastog dijagrama. A) Stupcasti dijagram brojnosti na
razini koljena B) Stupcasti dijagram bogatstva na razini koljena. Iz ovog grafickog prikaza

moguce je zakljuciti odnos bogatstva vrsta i brojnosti na razini koljena

Graficki prikaz podataka je vazan korak prilikom interpretacije podataka te postoji
mnogo razli¢itih programa za izradu grafickih prikaza podataka medu kojima je najpoznatiji
Excel. lako programi specijalizirani za izradu grafova imaju mnogo viSe opcija i

funkcionalnosti koji se mogu dodati grafickom prikazu, u svrhu automatiziranog i
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jednostavnog prikazivanja taksonomskih podataka u sklopu programskog alata uspjesno je
razvijen program Biom_chart. Razmatranjem varijabli brojnosti i bogatstva moglo bi se
zakljuciti da taksoni poprimaju slicne vrijednosti, ali to nije uvijek slucaj. Iz grafickog
prikaza brojnosti taksona uzorka na razini koljena (slika 10) moze se primijetiti da
Bacteroidetes ima znacajno vecu brojnost od ostalih taksona dok u prikazu bogatstva taksona
moze se primjetiti da Firmicutes poprima najveéu vrijednost bogatstva. 1z ovakvog prikaza
rezultata mogu se izvesti zakljucci o dijeti donora uzorka i stabilnosti crijevnog mikrobioma.
Primjerice, visoke vrijednosti brojnosti Bacteroidetes taksona, koji su tolerantni na visoke
koncentracije zu¢i, povezani su s dijetom temeljenom na Zivotinjskom tkivu (David 1 sur.,

2014).
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4.4, Racunalni program Box_plot

U sklopu programskog alata razvijen je program Box plot za statistiCku obradu
taksonomskih podataka te prikaz pomocu kutijastog dijagrama. Kutijasti dijagram izraduje se
na temelju uredene petorke: minimum, maksimum, donji interkvartil i gornji interkvartil te
medijan. Linije kutijastog dijagrama (slika 11) predstavljaju sve podatke obuhvacene u
danom uzorku, a pravokutnik (kutija) predstavlja interval u kojem se nalazi 50 % podataka
(interkvartilni rapon). Sirina interkvartilnog raspona predstavlja varijabilnost uzorka odnosno
Sto je Siri raspon to je veca varijabilnost. Program za izradu kutijastog dijagrama Box_plot
ima opciju za oznacavanje srednje vrijednosti te iz odnosa medijana i srednje vrijednosti
moze se odrediti simetriCnost seta podataka. Nadalje, program Box_plot prilikom izrade

kutijastog dijagrama izbacuje ekstremne vrijednosti koje su oznacene kao tocke.

Abundance Boxplot
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Slika 11. Grafi¢ki prikaz vrijednosti brojnosti taksona te usporedba medijana i interkvartilnog
raspona koriste¢i kutijasti dijagram. Na apscisi se nalaze taksoni na razini koljena, a na

ordinati se nalazi brojnost

Za razliku od programa za racunanje indeksa bioraznolikosti, prikaza kruznog i
stupCastog dijagrama gdje je potrebno u programe ucitati podatke o jednom uzorku, prilikom
izrade kutijastog dijagrama potrebno je uditati vise od jednog uzorka. Nadalje, potrebno je
odrediti medijan i interkvartilne vrijednosti seta uzoraka. Stoga, funkcija za izradu kutijastog

dijagrama za argument uzima naziv direktorija u kojem se nalazi set uzoraka. lako program
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moze prikazati kutijasti dijagram na temelju jednog uzorka, za izradu statisti¢ki opravdanog
dijagrama potrebno je imati $to vec¢i broj uzoraka. Osim naziva direktorija, funkcija za

argument uzima i tip podataka brojnost ili bogatstvo na temelju kojih se izraduje dijagram.

Podaci ucitani u metodu za izradu kutijastog dijagrama organizirani su na nac¢in da su nazivi
taksona u jednoj listi, a njihove vrijednosti brojnosti ili bogatstva u zasebnoj odgovarajucoj

listi. Dio programa koji provodi sortiranje podataka:

for data in data set:
if data[0] not in possible labels:
possible labels.append(datal[0])
sorted data.append([])
sorted datal[0] = possible labels
sorted data[possible labels.index(datal[0]) +
1] .append(datall])

Ucitani uzorci sadrze ime taksonomske skupine i odgovaraju¢u brojnost ili bogatstvo.
Sortirani podaci u prvom redu sadrze imena taksonomskih skupina, a svaki slijedeé¢i red
sadrzi vrijednosti s time da svaki red sadrzi podatke odgovarajueg rednog broja
taksonomske skupine iz prvog reda (slika 8). Algoritam na temelju imena taksonomske
skupine sprema vrijednost u odgovarajuéi red u sortiranoj tablici. Ako taksonomska skupina
nije navedena u prvom redu, onda se ona sprema na zadnje mjesto u prvom redu te se na dnu
tablice dodaje novi red. Na taj nacin u svega nekoliko linija koda moguce je izraditi novu

varijablu sa sortiranim podacima iz kojih je dalje jednostavno izraditi kutijasti dijagram.

Vazan korak u obradi bioloskih podataka je i statisticka analiza. Program Box_plot
uspjeSno sortira taksonomske podatke i izraduje kutijasti dijagram u kojem su prikazani
raspon uzorka, medijan te srednja vrijednost (slika 11). U svrhu prikaza nacina rada programa
koriSteno je 5 uzoraka, ali za statisticki smislenu interpretaciju potrebno je imati $to veci broj
uzoraka. Kako bi se taksonomski podaci uditali u program moraju biti pohranjeni u
direktoriju koji se nalazi u istom direktoriju kao program. U tu svrhu potrebno je preuzeti
opseznu bazu taksonomskih podataka na racunalo. Ovakav nacin pohrane podataka je
jednostavan, ali problemati¢an prilikom aZuriranja podataka. Za svaku nadopunu baze
podataka bilo bi potrebno ,ru¢no* dodavati nove taksonomske podatke u direktorij.

Alternativno, programski alat mogao bi se adaptirati da ima pristup internetskoj bazi
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taksonomskih podataka. Na taj nacin korisnici programskog alata imali bi pristup istim
podacima i time bi rezultati analiza bili uniformni. Nadalje, prilikom povecanja koli¢ine
podataka koje program obraduje potrebno je voditi ratuna o vremenu potrebnom za
izvrSavanje tih operacija. U svrhu izrade alata u sklopu rada koristilo se 5 primjera
taksonomskih podataka, stoga se duljina vremena izvrSavanja programa nije razmatrala.
Prilikom programiranja moguce je napraviti odredeni zadatak na viSe nacina te ako je
potrebno moguce je provesti optimizaciju koda u svrhu skradivanja vremena izvrSavanja

programa.

4.5. Racunalni program PathwayTable_class

Za ucitavanje 1 filtriranje podataka o metabolickim putevima dobivenim HUMAnN
alatom razvijen je program PathwayTable_class. Podaci o metaboli¢kim putevima su takoder
CSV formata i sadrze jedan tabulatorski grani¢nik te sadrze ime metabolickog puta i
odgovarajucu vrijednost brojnosti. Stoga, za ucitavanje se koristi CSV standardna Python
biblioteka koja sadrzi metode za ucitavanje i raS¢lambu podataka. Nakon ras¢lambe, filtriraju
se i izbacuju metabolicki putevi koji su specifiéni za bakterijske vrste te putevi koji nisu
integrirani 1 mapirani. Program za rezultat vraca listu metaboli¢kih puteva, odgovarajucu
vrijednost brojnosti i udio metabolickog puta. Rezultat se ispisuje u konzolu te su u tablici 3
navedeni deset najzastupljenijih metabolickih puteva za dva uzorka. Program ima mogucnost
ispisa Citave tablice, ali ¢ak 1 nakon filtriranja uzorci sadrze preko 250 metabolic¢kih puteva
koje je nepregledno prikazivati pomocu tablice. Nadalje, moze se zamijetiti da su udjeli
metabolic¢kih puteva vrlo mali (< 3 %) te da nema metaboli¢kog puta koji zna¢ajno odstupa u

brojnosti.
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Tablica 3. Primjeri deset najzastupljenijih metaboli¢kih puteva za dva uzorka i njihov udio

Uzorak 1 Uzorak 2
Redni Naziv metaboli¢kog puta % Naziv metaboli¢kog puta %
broj

1. Adenozin ribonukleotid de novo 2,61 | Adenozin ribonukleotid de novo 2,49
biosinteza biosinteza

2. UDP-N-acetilmuramoil-pentapeptid 2,00 | UDP-N-acetilmuramoil-pentapeptid 2,28
biosinteza Il biosinteza Il

3. UMP biosinteza 1,99 | Peptidoglikan biosinteza I 2,28

4. UDP-N-acetilmuramoil-pentapeptid 1,97 | UDP-N-acetilmuramoil-pentapeptid 2,24
biosinteza | biosinteza |

5. Peptidoglikan biosinteza | 1,96 | trna punjenje 1,91

6. Koenzime A biosinteza Il 1,81 G_vapozin ribonukleotid de novo 1,80

biosinteza
7. Metileritritol fosfatni put I 1,80 | Metileritritol fosfatni put I 1,78
8. bGyapozm ribonukleotid de novo 1,77 Degradacija skroba V 1,74
l0sinteza

9. S-adenozil-L-metionin ciklus | 1,65 | Glikoliza IV 1,74

10. Urat biosintheza/inozine 5'-fosfat 1,62 | Urat biosintheza/inozine 5'-fosfat 1,71
degradacija degradacija

Prisutnost i brojnost mikrobnih metabolickih puteva, kao i taksonomski profil,
ustvrduje se meagenomskom analizom. Razmatranjem metabolickih puteva na temelju
metagenomskih podataka se dodaje nova dimenzija podacima o uzorku. Usporedbom
metabolickih puteva moguce je odrediti koji putevi su karakteristicni s odredenim patoloskim
stanjem. Primjerice u radu koji su objavili Jiang i suradnici 2020. godine pokazuje se snazna
korelacija povecanja udjela odredenih metabolickih puteva s visokim udjelom humane DNA
Sto se Cesto pojavljuje kod pacijenata s rakom debelog crijeva i Chronove boesti. Program
PathwayTable_class razvijen u sklopu programskog alata sadrzi osnovne operacije otvaranja,
filtriranja 1 ispis metabolic¢kih podataka. Takav prikaz podataka nije bas efikasan jer su podaci
opsezni 1 teSko ih je proucavati. Dakle, ako Zelimo nadalje analizirati metaboli¢ke puteve
potrebno ih je na neki nacin grupirati ili dodatno filtrirati kako bi se mogli grafic¢ki prikazati

ili povezati s veCom bazom podataka o metabolickim putevima kako bi se mogla izvesti
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statistiCka analiza. Takoder, ako su poznati dodatni podaci o donorima uzorka poput dobi,
spola, zdravstvenog stanja ili prehrambene navike moglo bi se zakljuciti kako ti Cimbenici

utjecu na zastupljenost metabolic¢kih puteva.

4.6. Usporedba programskog alata s postoje¢im bioinformatickim alatima

Danas je prisutno mnogo bioinformati¢ih softvera za analizu mikrobioma koji su
otvorenih izvora $to znac¢i da su dostupni svima. Neki od alata su QIIME2 (Bolyen 1 sur.,
2019), mothur (Schloss i sur., 2009) i phyloseq (McMurdie i Holmes, 2013). QIIME2 je
jedana od poznatijih bioinformati¢kih platformi koja se istice po alatima za interaktivnu
vizualizaciju podataka. Mothur alat foksurian je na generiranje podataka koje je jednostavno
vizualizirati, a phyloseq alat je fokusiran na statisti¢koj analizi podataka o mikrobiomu.
Programski alat razvijen u sklopu ovog diplomskog rada je takoder otvorenog koda te se
nalazi na internet repozitoriju GitHub (https://github.com/PKatarina/UMCG-Microbiome)

gdje bilo tko moze kopirati kdd, traziti greske i predlagati promjene.

Programski alat razvijen u sklopu ovog diplomskog rada je relativno jednostavan i ne sadrzi
mnogo funckionalnosti u usporedbi sa softverima koji su prisutni na internetu. Medutim,
poznavanjem programskog jezika moguce je razvijati alat u skladu s vlastitim potrebama.
Nadalje, povezivanjem razli¢itih programskih jezika moguce je optimizirati kod. Primjerice,
koriStenjem programskog jezika SQL koji je specijaliziran za upravljanje tablicama u bazama
podataka moglo bi se olakSati sortiranje 1 filtriranje taksonomskih 1 metabolickih podataka.
Nadalje, koriStenjem programskih jezika specijaliziranth za prikaz u internetskom
pregledniku moguce je izraditi web aplikaciju koja bi sadrzavala graficko sucelje koje

omogucava koristenje korisnicima koji ne poznaju programske jezike.
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5. ZAKLJUCCI



Upotrebom programskog jezika Python razvijen je programski alat koji ucitava i obraduje

taksonomske 1 metabolicke podatke te sadrzi pet programa:

1. BiomTable class program ucitava i rasclanjuje taksonomske podatke te ih sprema u

oblik kojeg koriste ostali programi.

2. Divesrity class program ra¢una mjere alfa diverziteta Shannon indeks i Simpson

indeks te mjeru beta diverziteta Jaccard indeks.

3. Biom_chart program graficki prikazuje brojnosti i bogatstvo taksonomskih podataka.

4. Box plot program provodi statisticku analizu seta taksonomskih podataka te ih

graficki prikazuje kutijastim dijagramom.

5. PathwayTable class ucitava i filtrira podatke o metaboli¢kim putevima.
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