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1. UVOD



Brzi razvoj tehnologija za sekvenciranje molekula DNA doveo je do eksponencijalnog
rasta baza podataka, ali je porast eksperimentalnih podataka o funkcijama proteina mnogo
sporiji. U brojnim slucajevima standardne bioinformaticke metode mogu pridruziti gene
porodicama proteina, ali to¢na funkcija proteina najcesce ostaje nepoznata. Na primjer, geni
se za hidrolizu Secera mogu lako prepoznati, ali se njihov supstrat ne moze utvrditi. U
slu¢ajevima kada su eksperimentalni podaci dostupni, postojeci algoritmi mogu, iz visestrukih
poravnanja sekvencija proteina, prepoznati aminokiseline koje su vazne za pridruzivanje

proteina odredenoj pod-porodici 1 na taj nacin predvidjeti funkciju proteina iz sekvencije

DNA.

Dobar je primjer takvog pristupa predvidanje specifi¢nosti supstrata domena
aciltransferaza (AT) modularnih poliketid sintaza (PKS) (Starcevic i sur., 2008). Ti slozeni
enzimski kompleksi sintetiziraju poliketidne prirodne spojeve uzastopnim kondenzacijama,
pri ¢emu se svaka kondenzacija provodi pomoc¢u jednog od modula enzima, od kojih se svaki
sastoji od viSe Kkatalitickih domena. Domene AT svakog modula odreduju tip ili vrstu
supstrata koji se ugraduje. U poliketidni se lanac moze ugraditi svaki od 5 razli¢itih tipova
supstrata pomo¢u modula za rast poliketidnog lanca (engl. "extender modules™), a tip se
supstrata moze predvidjeti upotrebom "otiska" (engl. "fingerprint") aminokiselina koje su

specifi¢ne za odredivanje aminokiselinskog ostatka.

Modularne sintetaze neribosomalno sintetiziranih peptida (NRPS) imaju slicnu
arhitekturu genskih nakupina i enzima, a izbor je aminokiselinskih supstarata koji se ugraduju
odreden aktivnoScu i specificno§¢u domena za adenilaciju (A). Problem je predvidanja izbora
supstrata, medutim, mnogo slozeniji nego u poliketida zbog toga $to postoji izuzetno veliki
broj, od gotovo 500 razli¢itih tipova supstrata (Strieker i sur., 2010). Do sada je postignut
samo ogranic¢eni uspjeh predvidanja aminokiselinskih supstrata upotrebom pristupa pomocu
metode SVD (akronim engl. izraza "support vector machine™) (Rausch i sur., 2005). Taj
pristup, medutim, zahtijeva detaljno poznavanje domena A pa je analiza ograni¢ena na mali

broj aminokiselinskih ostataka.

Izradom ovog diplomskog rada obavljena su predvidanja aminokiselinskih supstrata,
koje aktiviraju A-domene, uz pomo¢ viSestrukih poravnanja upotrebom bioinformati¢kog
programa Clustal W (Larkin i sur., 2007), filogenetskih analiza upotrebom bioinformatickog
programa za molekularne evolucijske genetske analize, MEGA (Tamura i sur., 2007), te
bioinformatickog programa HMMER 3 (Finn i sur., 2011) za konstrukciju HMM profila za

prepoznavanje supstrata.
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2.1. NERIBOSOMALNO SINTETIZIRANI PEPTIDI

Prirodni spojevi ¢ine vazan element bioloski aktivnih supstancija. Oni su, u Sirem
smislu, molekule i smjese molekula koje su sintetizirane od strane zivih organizama. Mogu se
podijeliti s obzirom na funkciju (antibiotici, vitamini, toksini, imunosupresori itd.) ili
kemijsku strukturu (peptidi, poliketidi, polisaharidi itd.) (Schwarzer i sur., 2003). Veliki broj
bioloski aktivnih polipeptida bakterijskog i fungalnog podrijetla sintetizirano je enzimima
nazvanim neribosomalne peptid sintetaze (engl. "Nonribosomal Peptide Synthetases”,
NRPS). Neribosomalne peptid sintetaze djeluju istovremeno kao bioloski mehanizam i kao
kalup za sintezu polipeptida. Sustavi NRPS su jednostavno "Sifra" za sintezu rastuceg
polipeptidnog lanca. Nakon S§to je sredinom dvadesetog stoljeca razjaSnjen mehanizam
sinteze proteina na ribosomima, Tatum i suradnici prvi su dokazali da se sinteza bioloski
aktivnih polipeptida odvija mehanizmom koji je razli¢it od sinteze polipeptida na ribosomima
(Slika 1) (Felnagle i sur., 2008). Danas se zna da enzimi NRPS pripadaju familiji
megasintetaza. Megasintetaze su jedni od najvecih enzima, s molekulskim masama od ~2,3
MDa (~21.000 aminokiselinskih ostataka) (Stachelhaus i sur., 1999). Kloniranjem i
sekvencioniranjem gena koji sadrzavaju genetisku uputu za sustave NRPS, otkriveni su

konzervirani dijelovi u lancu i modularna organizacija tih enzima.

Modul je autonoman dio unutar sustava NRPS koja sadrzava potrebnu informaciju za
prepoznavanje, aktivaciju, prijenos (thiolaciju) 1 kondenzaciju, te u nekim slucajevima
modifikaciju monomera (aminokiselina). Svaki modul dugacak je priblizno 1.000
aminokiselina i odgovoran je za prepoznavanje, te vezanje pojedinatnog monomera u
polipeptidni lanac. Tako bi sustav NRPS koji se sastoji od 10 modula, sintetizirao polipeptid
dugacak 10 aminokiselina. Primarna struktura, veli¢ina i sloZenost polipeptidnog produkta
odredena je brojem i organizacijom modula sustava NRPS, tzv. "pravilo kolinearnosti".
Specifi¢ni redoslijed modula u genomskoj DNA odreduje broj i redoslijed aminokiselina koje
¢ine sintetizirani polipeptid pomocu sustava NRPS. Takav tip organizacije slican je
multienzimskim kompleksima koji su odgovorni za biosintezu masnih kiselina i poliketida
(Conti i sur., 1997). Na tim enzimskim sustavima kemijski redoslijed reakcija sinteze odvija
se po rasporedu modula. Takav tip sinteze poznat je kao modularni sustav tio-kalupa (engl.
"Thiotemplate Modular Systems", TMS). Sustav je prvi put pretpostavio Lipmann 1971.

godine tijekom prou¢avanja mehanizma biosinteze antibiotika gramicidina S i tirocidina.
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Slika 1. Mehanizam sinteze modularnog sustava tio-kalupa za sustav NRPS; E1 predstavlja
dio enzima koji sadrzi 4'-fosfopanteteinsku skupinu; E2 i E3 predstavljaju module
multienzima NRPS koji sadrzavaju pripadaju¢i aminoacil tioester; E1 se
upotrebljava prilikom sinteze peptida NRPS vise puta, dok se E2 i E3 upotrebljava

samo jednom (Felnagle i sur., 2008).

Modularni sustav NRPS enzima postao je vazan faktor za interpretaciju genetskih
informacija nakon $to je sekvencioniranje DNA postala rutina. Nove sekvence dovele su do
revizije tadaSnjeg modularnog sustava tio-kalupa NRPS enzima, jer se otkrilo da svaki modul
ima zasebnu 4-fosfopanteteinsku skupinu koja je odgovorna za vezanje aminokiseline unutar
modula za razliku od prijaSnjeg modela u kojem se govorilo o zajednickoj 4-
fosfopanteteinskoj skupini za cijeli sustav NRPS. Novi model je poznat kao sustav modela

visekratnih nosaca (engl. "Multiple carrier model") (Slika 2) (Felnagle i sur., 2008).
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Slika 2. Mehanizam sinteze modela viSekratnih nosaca za sustav NRPS: E1, E2 i E3
predstavljaju individualne module koji sadrzavaju pripadaju¢i aminoacil tioester

(Felnagle i sur., 2008).

Sekvencijske i strukturalne analize ukazale su na modularnu strukturu ovih enzima, no

osim modularne organizacije analize su ukazale na jos$ jedan tip podorganizacije. Naime,



svaki modul sastoji se od nekoliko domena. Svaka pojedina domena katalizira specificnu
reakciju unutar modula. Definiranje domena unutar modula olaksano je i time $to svaki tip
domene sadrzava specificne konzervirane dijelove tzv. "otiske" bez obzira na podrijetlo

enzima (Konz i Marahiel, 1999; Schwarzer i sur., 2003).

2.1.1. Domene sustava NRPS

Razumijevanje aktivnosti sustava NRPS kao polazisnu tocku ima razumijevanje
aktivnost pojedinih domena koje sacinjavaju pojedini modul sustava NRPS. Domene su
strukturalno i funkcionalno zasebne cjeline modula, cjeline koje su medusobno povezane

malim i fleksibilnim regijama, tzv. poveznicama (engl. "linker") (Weber i Marahiel, 2001).

Osnovni modul definiraju domene koje su odgovorne za aktivaciju i tioesterifikaciju
pojedinog supstrata te sintezu jedne peptidne veze izmedu tioesterificiranog supstrata
prethodnog i pripadaju¢eg modula. Osnovni modul sustava NRPS (Slika 3) tako sadrzava 3

domene:

e domenu za adenilacij aminokiselina (engl." Adenylation domain”, domenu A)
e domenu za kondenzaciju (engl. "Condensation domain", domenu C)

e domenu za prijenos (engl. "Peptidyl Carrier Protein”, domenu PCP ili domenu T).
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Slika 3. Domene osnovnog modula s pozicijama unutar modula i reakcije koje kataliziraju.



Domena A regulira ulazak monomera u proces sinteze na sustavu NRPS. Ta 556
aminokiselina dugacka domena prvi put je identificirana kroz biokemijska istrazivanja 1995
godine (Stachelhaus i Marahiel, 1995). Domena A prepoznaje odredenu aminokiselinu,
veéinom specifi¢no, te ju aktivira adenilacijom. To je reakcija izmedu a-karboksilne skupine
supstrata i o-fosfata molekule ATP (Weber i Marahiel, 2001). Pri adenilaciji se trosi jedna
molekula ATP. Aktivirana aminokiselina se nakon toga u obliku tioestera kovalentno veze na

4-fosfopanteteinsku ruku domene PCP (Slika 3).

Domena PCP predstavlja transportnu jedinicu koja omogucava prijenos aktiviranih
aminokiselina i elongacijskih meduprodukata. Domena C koja se ve¢inom nalazi na pocetku
modula katalizira stvaranje peptidne veze izmedu aminoacil tioestera pripadaju¢e domene
PCP (akceptor pozicija, nukleofil) i aminoacil tioestera ili peptidilacil tioestera domene PCP
prethodnog modula (donor pozicija, elektrofil) (Challis i sur., 2000). U novijim
istrazivanjima pokazalo se da domena C takoder pokazuje odredenu razinu specifi¢nosti za
supstrat i to na strani akceptora (nukleofila). Sa strane donora (elektrofila), domena C ne

pokazuje specifi¢nost (Schwarzer i sur., 2003).

Iznimku od osnovnog rasporeda predstavlja prvi modul i zadnji modul:

e prvi modul se najeS¢e sastoji samo od domene A i domene PCP. Tako
kondenzacijska domena slijede¢eg modula (drugog po redu modula) katalizira
nastajanje peptidne veze izmedu monomera vezanog na domenu PCP prvog modula i
monomera vezanog uz domenu PCP drugog modula.

e Zzadnji modul sadrZava, osim osnovnih domena, i dodatnu tioesterazu tipa I (engl.
"Thioesterase domain type 1", domenu Te tipa 1) ili reduktaza domenu (engl.
"Reductase domain”, domena R) (Slika 4). Te domena se nalazi na C-terminalnom
kraju zadnjeg modula. Taj tip domene odgovoran je za odvajanje polipeptidnog
produkta s multienzima NRPS. Kada domena Te katalizira nukleofilni napad vode
onda je rezultat linearni proizvod, a kada katalizira napad unutarnjeg nuleofila
rezultat je ciklicki polipeptid. Tioesteraza tipa II (engl. "Thioesterase domain type
I1", domena Te tipa Il) je domena koja ne igra veliku ulogu u sintezi polipeptida.
Njena uloga je uklanjanje krivo vezane 4-fosfopanteteinske ruke domene PCP
(Strieker i sur., 2010).



Osim osnovnih domena, moduli mogu sadrzavat i neke netipicne domene. Moduli u
kojima dolazi do vezanja N-metiliranih aminokiselina imaju prisutnu i metilacijsku domenu
(engl. "Methyltransferase domain”, domena M ili domena MT) (Slika 5). Domena je
dugacka otprilike 420 aminokiselina. Biokemijska istrazivanja su pokazala da domena MT
katalizira reakciju N-metilacije monomera prije sinteze peptidne veze od strane domene C
(Konz i Marahiel, 1999; Challis i Naismith, 2004).
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Slika 4. Domene koje kataliziraju odvajanje polipeptidnog produkta sa multienzima NRPS s

pozicijama unutar modula i pripadaju¢im reakcijama.

Sli¢na situacija prisutna je i u nekim modulima koji vezu D-aminokiseline. Takvi
moduli na C-terminalnom dijelu domene PCP imaju prisutnu dodatnu domenu epimeraza
koja katalizira racemizaciju iz L-aminokiseline u D-aminokiselinu (engl. "Epimerization
domain”, domena E) (Slika 5). Reakcija se dogada dok je aminokiselina vezana na domenu
PCP. Domena E je dugacka otprilike 400 aminokiselina. Postoji i druga dva tipa modula koji
vezu D-aminokiseline ali u kojima nije prisutna domena E. U jednom je prisutna domena E
koja nije dio sustava NRPS, ali katalizira racemizaciju supstrata vezanog na modul sustava
NRPS. U drugom tipu modula prisutna je domena A koja specifi¢no prepoznaje i aktivira D-

aminokiseline (Konz i Marahiel, 1999).

Jo§ jedan tip netipicne domene je, domena za ciklizaciju dugacka otprilike 450
aminokiselina (engl. "Cyclization domain”, domena Cy). Domena Cy se moze na¢i umjesto

domene C, i to u modulima koji ugraduju serin, treonin ili cistein. Domena Cy katalizira



formiranje hetero-ciklickih prstenova, kao $to su oksazolinski ili tiazolinski prsten, i to
prilikom stvaranja peptidne veze (Konz i Marahiel, 1999; Schwarzer i sur., 2003).

Kao pratilac domena Cy u modulima sustava NRPS javlja se i oksidacijska domena
(engl. "Oxidation domain”, domena Ox) (Slika 5). Ona moze biti smjeStena na dva razlicita
mjesta u modulima NRPS, unutar domene A nekog modula ili na C-terminalnom kraju

domene PCP. Domena Ox katalizira oksidaciju tiazolinskog prstena (Schwarzer i sur., 2003).
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Slika 5. Netipi¢ne domene sustava NRPS s pozicijama unutar modula i reakcijama.

Pokazalo se da je za aktivnost domena unutar sustava NRPS vazno i okruzenje u kojem
se domene nalaze. Tako imamo dva tipa utjecaja. Utjecaj Cis, domene se nalaze jedna do
druge na istom polipeptidnom lancu. Utjecaj Trans, domene se nalaze na dva razlicita
proteina. Neki sustavi NRPS su izgradeni i od vise razli¢itih polipeptidnih lanaca. Jedan
primjer je tirocidin sintetaza, sustav NRPS koji se sastoji od tri polipeptidna lanca (TycA,
TycB i TycC) (Lautru i Challis, 2004). Strukturalna raznolikost produkata multienzima
NRPS proizlazi iz broja i rasporeda modula unutar sustava NRPS, supstrata koje aktiviraju
njihove domene A i prisutnosti dodatnih modificiraju¢ih domena, kao sto je npr. domena Cy
(Felnagle i sur., 2008). Nakon sinteze i odvajanja sa sustava NRPS polipeptid moze biti
dodatno modificiran u postsintetskim reakcijama halogenacije, hidroksilacije ili glikolizacije.
Enzimi koji kataliziraju te reakcije djeluju u utjecaju trans. To su samostalni enzimi koji su

udruzeni s kompleksom NRPS, tzv. prateéi enzimi. Geni Koji sadrzavaju genetsku uputu za



takav tip enzima najcesce su dio genske nakupine NRPS, §to omogucuje zajednicku kontrolu
transkripcije tih enzima i pripadajuc¢eg kompleksa NRPS. Primjer takvih enzima su glikozil

transferaza, halogenaza i oksidaza (Samel i sur, 2008; Schwarzer i sur., 2003).
2.1.2. Arhitektura genskih nakupina i enzima

Tri su tipa organizacije modula unutar sustava NRPS: LINEARNA, PONAVLJAJUCA
i NELINEARNA.

2.1.2.1. Linearne sintetaze neribosomalnih peptida

U linearnom sustavu NRPS, primarna struktura neribosomalno sintetiziranog
polipeptida odgovara broju i rasporedu modula koji sacinjavaju taj sustav NRPS, tzv. "pravilo
kolinearnosti”. U takvom linearnom sustavu svaki modul se upotrebljava samo jednom
tijekom sinteze. Broj modula oznacava i broj aminokiselina koje ¢e sacinjavati sintetizirani
polipeptid. Organizacija modula takvog sustava moze se prikazati kao A-PCP-[C-A-PCP],-
C-A-PCP-Te, pri ¢emu modul A-PCP predstavlja inicijacijski modul. Elongacijski modul je
C-A-PCP, a terminacijski modul je oblika C-A-PCP-Te. Osim osnovnih domena, ovi moduli
mogu sadrzavati i netipi¢ne domene (Schwarzer i sur., 2003). Primjer proizvoda ovakvog tipa

sustava NRPS su: B-laktami, daptomicin, ciklosporin A, tirocidin (Slika 6) itd.
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Slika 6. Mehanizam sinteze antibiotika tirocidina pomocu linearne sintetaze neribosomalnih

peptida (Felnagle i sur., 2008).



Pokazalo se da je otprilike 80% svih genskih nakupina sustava NRPS, prisutnih u bazi
NORINE, ko-linearno i modularno. To ukazuje na to da se transkripcija i translacija vecine

sekvencioniranih genskih nakupina sustava NRPS dogada u jednom smjeru (Li i sur., 2009).
2.1.2.2.Ponavljajude sintetaze neribosomalnih peptida

Ovaj tip sustava NRPS upotrebljava module i domene vise puta tijekom sinteze jednog
polipeptidnog lanca. Primjer takve sinteze je sinteza peptida enterobaktina. Enterobaktin
sintetaza se sastoji od dva modula koja se upotrebljavaju 3 puta (moduli Dhb-Ser). Svaki od
ta tri nastala meduprodukta se veze na krajnju Te domenu, na kojoj se dogada oligomerizacija
u konacni polipeptidni produkt koji se oslobada nakon ciklizacije s tog sustava NRPS
(Schwarzer i sur., 2003). Zakljucak o linearnosti sustava NRPS moguce je izvesti iz primarne
strukture samo u nekim slucajevima. Tesko je razlikovati linearne i ponavljajuce sustave
NRPS, jer je tesko predvidjeti aktivnost domene Te samo iz njene primarne strukture. Tako
ponavljajuée sustave NRPS mozemo smatrati linearnim sustavima NRPS s ponavljaju¢om

aktivno$¢u domene Te (Slika 7) (Schwarzer i sur., 2003).
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Slika 7. Mehanizam sinteze kinoksalina pomocu ponavljaju¢e sintetaze neribosomalnih

peptida (Felnagle i sur., 2008).



2.1.2.3.Nelinearne sintetaze neribosomalnih peptida

Odlika nelinearnih sistema je da sadrzavaju netipi¢na Svojstva arhitekture sustava
NRPS. Tako je prisutno barem jedno odstupanje od organizacije osnovnog modula C-A-PCP,
1 to kroz ponavljajucu aktivnost pojedinih domena a ne svih domena kao Sto je to slucaj s
ponavljaju¢im sustavima NRPS. U veéini slucajeva nelinearnost se moze predvidjeti iz
primarne strukture takvih sustava NRPS, jer je vidljivo odstupanje od osnovne organizacije
modula A-PCP-[C-A-PCP],-C-A-PCP-Te (Schwarzer i sur., 2003). Isto tako ovi sustavi ¢esto
sadrzavaju netipi¢éne domene ¢ija je funkcija ¢esto nepoznata. Hibridni sustavi NRPS-PKS
takoder pripadaju ovoj skupini sustava NRPS. Primjer takvog nelinearnog sustava NRPS je
sustav odgovoran za sintezu kapreomicina (Slika 8). Sustav NRPS za sintezu kapreomicina
ima Cetiri domene A, iako se polipeptidna jezgra kapreomicina sastoji od 5 aminokiselina i
prisutno je 5 domena PCP. Pretpostavka je da se jedna od domena A upotrebljava 2 puta
tijekom sinteze. Takoder 2. modul sadrzava netipi¢nu domenu nepoznate funkcije, ta domena
vjerojatno ima ulogu u diferencijaciji izmedu aminokiselina L-Ser i L-Ala jer se na drugoj
poziciji jezgre polipeptida kapreomicina mogu naci obje aminokiseline. Jo§ su dvije
karakteristike koje ga svrstavaju u skupinu nelinearnih sustava NRPS, kao §to je prisustvo
modificirane domene C umjesto terminalne domene Te na kraju sustava NRPS kapreomicina
(Felnagle i sur., 2008). Nelinearni sustavi NRPS ¢ine najées¢i oblik sustava NRPS u prirodi.

Produkti takvih sustava su nelinearni, ¢esto s neobi¢nim cikli¢kim i razgranatim strukturama.
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Slika 8. Mehanizam sinteze Cetiri komponente antibiotika kapreomicina pomocu nelinearne

sintetaze neribosomalnih peptida (Felnagle i sur., 2008).
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2.1.3. Supstrati sustava NRPS

Peptidi sintetizirani sustavima NRPS posjeduju izvanrednu strukturnu raznolikost. Ti
sustavi variraju od jednostavnih linearnih, pa do ciklickih i razgranatih polipeptida te
sadrzavaju netipi¢ne strukture u lancu polipeptida kao $to su razni heterociklicki prsteni. Ta
izvanredna raznolikost moze se objasniti kroz aktivnost multienzimskih sustava NRPS koji
ugraduju ne samo 20 proteinogenih (uobiCajenih) aminokiselina, nego i neproteinogene
(neuobicajene) aminokiseline. Vise od 500 takvih neuobicajenih monomera je identificirano,
kao sto su D-aminokiseline, N-metilirane aminokiseline, razli¢ite varijante hidroksi kiselina i
aminokiselina koje mogu prolaziti i slozenije modifikacije kao §to su acilacija i glikolizacija
(Stachelhaus i Marahiel, 1995; Strieker i sur., 2010). Osim toga, ¢esto su aminokiseline u
takvim polipeptidima vezane i dodatnim vezama osim peptidne veze i disulfidnog mosta
(Challis i Naismith, 2004). Osim aminokiselina, lanac sintetiziran sustavom NRPS moze
sadrzavati i neke druge jedinice kao Sto je acetat ili propionat. Acetat i propionat su
integrirani u lanac pomo¢u multienzima poliketid sintetaza (PKS). U tom slucaju rije¢ je o
velikim multienzimskim kompleksima NRPS-PKS. U tim kompleksima odnos NRPS i PKS
varira od kompleksa do kompleksa. Na primjer, u sluc¢aju antibiotika bleomicina A2 prisutan
je samo jedan modul PKS, a za kancerostatik epotilon minimalno 9 modula PKS i samo jedan
modul NRPS (Schwarzer i sur., 2003).

2.1.4. Domene za adenilaciju

Domene za adenilaciju (domene A) su ve¢inom visoko selektivne i toleriraju vrlo malo
strukturalne varijabilnosti od svojih supstrata. Zbog te specifi¢nosti domene A su podvrgnute
intenzivnom proucavanju kako bi se razjasnio temelj njihove selektivnosti za odredenu
aminokiselinu (Challis i Naismith, 2004). Razumijevanje mehanizama selektivnosti domena
A omogucit ¢e pretpostavke o mogucim proizvodima novo sekvencioniranih multienzima
NRPS i inzenjering novih farmaceutski vaznih spojeva. Prvu identifikaciju domene A uz
pomo¢ biokemijskih postupaka objavili su Stachelhaus i Marahiel 1995. godine. U tom radu
prvi put je identificiran 556 aminokiselina dug fragment sustava NRPS koji je odgovoran za
prepoznavanje i aktivaciju aminokiselina uz pomo¢ ATP-a. Strukturalna analiza domene A
pokazala je slicnost domene A s luciferazom iz musice Photinus pyralis, acetil-CoA
sintetazom iz bakterije Salmonella enterica i kvasaca, 4-klorobenzoat-CoA ligazom iz

bakterije Alcaligenes sp., te acil-CoA sintetazom iz bakterije Thermus thermophilus (Yonus i
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sur., 2008). Svi enzimi pripadaju adenilat formirajucoj superobitelji koja ima vise od 17.000
sekvenci iz viSe od 1.550 vrsta koje pripadaju carstvima bakterija, prazivotinja ili eukariota.
Unato¢ niskoj sli¢nosti sekvencija, ta superobitelj pokazuje visoku razinu strukturalne i
funkcionalne sli¢nosti (Li i sur., 2009). Svi enzimi kataliziraju ATP ovisnu aktivaciju
supstrata u obliku acil-adenilata. Taj tip reakcije prisutan je i u sintezi polipeptida na
ribosomima, ali domena A ne pokazuje nikakvu evolucijsku ili strukturalnu sli¢nost s
enzimima koji ucestvuju u sintezi polipeptida na ribosomima, bilo da je rije¢ o aminoacil-
tRNA sintetazi | ili aminoacil-tRNA sintetazi II. Opcenito, sinteza polipeptida kontrolirana
sustavima NRPS pokazuje "manje strogu” selekciju supstrata nego li sinteza polipeptida na

ribosomima.

Proucavanje strukture i aktivnosti domene A olakSano je nakon otkri¢a kristalne
strukture domene A prvog modula gramicidin S sintetaze, GrsA, koja aktivira aminokiselinu
L-Phe, tzv. domena PheA. Kristalnu strukturu domene PheA otkrili su Conti i suradnici,
1997. godine (Slika 10). Antibiotik gramicidin S je sekudarni metabolit gram(+) bakterije
Bacillus brevis, a sintetizira se uz pomo¢ multienzimskog kompleksa NRPS gramicidin S
sintetaze. Geni koji sadrzavaju genetiCku uputu za taj multienzim organizirani su u obliku
velikog grs operona duzine 19 kb koji ukljucuje gene grsA, grsB i grsT. Gen grsA odgovoran
je za transkripciju i translaciju 1.098 aminokiselina dugog proteina GrsA. Taj je protein
odgovoran za prepoznavanje, aktivaciju i vezanje, te racemizaciju aminokiseline L-Phe. Dio
modula proteina GrsA predstavlja i domena PheA. Domena PheA odgovorna je za
prepoznavanje aminokiseline L-Phe, te aktivaciju te iste aminokiseline u reakciji adenilacije
a-karboksilne skupine L-Phe uz pomo¢ a-fosfata ATP-a. Kristalizacija domene PheA zajedno
sa supstratima, aminokiselinom L-Phe, AMP-om i Mg?* omoguéila je identifikaciju aktivnog
mjesta za vezanje supstrata, kao i aminokiselinske ostatke te domene koji sudjeluju u

reakcijama prepoznavanja i aktiviranja supstrata (Conti i sur., 1997; Lautru i Challis 2004).
2.1.4.1. Kristalna struktura domena za adenilaciju

Domena A je otprilike veli¢ine 550 aminokiselina, podijeljenih u dvije strukturalne
pod-domene. Velika N-terminalna pod-domena sastoji se od oko 420 aminokiselina, a manja
C-terminalna pod-domena od oko 110 aminokiselina. Pod-domene su povezane pomocu
malog mosta koji se sastoji od 5-10 aminokiselina. Izmedu tih dviju strukturalnih pod-

domena prisutno je vrlo malo izravnih interakcija protein-protein. Veéina komunikacije
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izmedu strukturalnih pod-domena desava se uz pomo¢ vodikovih veza aminokiselinskih
ostataka, te uz pomo¢ tankog sloja molekula vode na povrsini peptida (Slike 9 i 10) (Conti i
sur., 1997).

- &

Slika 9. Struktura pod-domena domene PheA s vezanim supstratom L-Phe i uveéanim
mjestom za vezenje supstrata (Lautru i Challis, 2004).

Slika 10. Vrpcasti 3D prikaz domene A s velikom N-terminalnom pod-domena (plave boje) i
manjom C-terminalnom pod-domena (zelene boje). Prikazani supstrati: L-Phe

(naran¢astom bojom) i AMP (crvenom bojom) (Conti i sur., 1997).
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Aktivno mjesto domene A nalazi se u utoru izmedu dvije strukturalne pod-domene.
Reakcija prepoznavanja supstrata odredena je uz pomo¢ mreze vodikovih veza izmedu L-Phe
i ostataka aminokiselina koji ¢ine aktivho mjesto. Ti aminokiselinski ostaci nalaze se u
podruc¢ju dugom otprilike 100 aminokiselina ve¢inom na N-terminalnoj pod-domeni, uz neke
iznimke. Jedna od tih iznimka je i aminokiselina Lys-517 koja se nalazi na C-terminalnoj
pod-domeni. Ta aminokiselina odgovorna je za stabilizaciju a-karboksilne skupine supstrata i
AMP-a. Ona fiksira supstrate u aktivnom mjestu i zatvara N-terminalnu pod-domene u
produktivan oblik. Bo¢ni lanac ostatka aminokiseline Asp-235 zajedno sa kisikom iz
karboksilnih skupina glavnih lanaca aminokiselina Gly-324 i 1le-330, odgovorni su za
stvaranje vodikovih veza sa a-amino grupom supstrata. Bocni lanac supstrata (L-Phe)
okruZen je s jedne strane aminokiselinama Ala-236, 1le-330 i Cys-331, te s druge strane
aminokiselinama Ala-322, Ala-301, Ile-229 i Thr-278. Te dvije strane odvojene su s
aminokiselinskim ostatkom Trp-239, koji se nalazi na dnu aktivnog mjesta (Slika 11)
(Stachelhaus i sur., 1999). Na drugom kraju aktivnog mjesta, nalazi se kanal ispunjen vodom
koji spaja aktivno mjesto s okolinom. Dvije strane aktivnog mjesta odvojene su dovoljno da

bi se omogucio i olakSao ulazak aromatskog ostatka supstrata.
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Slika 11. Struktura 3D aktivnhog mjesta domene PheA sa supstratom L-Phe i
aminokiselinskim ostacima odgovornim za vezanje L-Phe (a). Struktura 2D
aktivnog mjesta domene PheA sa supstratom L-Phe i aminokiselinskim ostacima
odgovornim za vezanje L-Phe (b). Ostaci su oznaceni: kiseli, crveno; bazi¢ni,

plavo; neutralni polarni, Zuto; hidrofobni, sivo (Challis i sur., 2000).
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2.1.4.2. Kod sustava NRPS

Zbog medusobne sli¢nosti sekvencija razli¢itih domena A, koje variraju od 26 % do 56
%, 1zvjesno je da je 1 konformacija glavnog lanca tih enzima vrlo sli¢cna. U skladu s time,
razlike u aktivaciji razli¢itih supstrata proizlaze iz prirode aminokiselinskih ostataka koji se
nalaze u aktivnom mjestu. Stachelhaus i suradnici (1999), te Challis i suradnici (2000),
pretpostavili su da bi pozicije aminokiselinskih ostataka unutar aktivnog mjesta domene
PheA, koji su odgovorni za reakciju s aminokiselinom L-Phe, odgovarale isto pozicioniranim
ostacima i u drugim domenama A. Upotrebom analize sekvencija aktivnoga mjesta domene
PheA s ostalim domenama A, identificirano je 10 pozicija aminokiselinskih ostataka (Challis
i suradnici su identificirali 8 pozicija), koje su najodgovornije za prepoznavanje supstrata od
strane domena A, tzv. "kod sustava NRPS" ili "10AA kod" (Challis i sur. 2000; Stachelhaus i
sur., 1999). Pozicije tih ostataka su: 235, 236, 239, 278, 299, 301, 322, 330, 331 i 517. Naziv
"kod sustava NRPS" proizlazi iz ¢injenice da su ti aminokiselinski ostaci odgovorni za
selekciju supstrata sustava NRPS. Isti princip nalazimo i u translaciji proteina na ribosomima,
pri ¢emu se kljuéni ostaci koji su odgovorni za selekciju supstrata nalaze na t-RNA, to je tzv.
"antikodon". Upotrebljavajuéi filogenetske analize dobili su odnose izmedu dijelova domena
A, koji sadrze, te ostatke i supstrata koje one aktiviraju, tj. domene koje prepoznaju iste
supstrate su se zajedno grupirale. 1z tako dobivenih razli¢itih grupa domena A, ovisno o tome
koji supstrat aktiviraju, odredili su se specifi¢ni ostaci koje se nalaze na tim pozicijama a Koji

su odgovorni za vezanje odredenog supstrata.

Prema radu Stachelhaus i suradnika iz 1999. godine, te ostatke moguce je klasificirati
na tri tipa ostataka unutar "koda sustava NRPS". Tipovi ovise o stupnju varijabilnosti
aminokiselina unutar pojedinih grupa odgovornih za aktivaciju iste aminokiseline a koji se
nalaze na tim pozicijama. Pokazalo se da su pozicije 517 i 235 malo varijabilne pozicije
unutar domena A. Pozicija Asp-235 prisutna je u svim domenama koje prepoznaju i
aktiviraju supstrate koji imaju o-amino skupinu. Pozicija Lys-517 je strogo konzervirana
unutar svih domena A. Taj aminokiselinski ostatak ulazi u interakcije sa a-karboksilnom
skupinom supstrata te 4-OH i 5-OH skupinom riboze molekula ATP ili AMP. Pozicija Lys-
517 djeluje kao "vratar" aktivnog mjesta domena A. Pozicije Asp-235 i Lys-517 iako vazni
ostaci za vezanje supstrata, ne mogu se smatrati ostacima koji su odgovorni za prepoznavanje
tocno odredene aminokiseline. Tako se u mnogim modelima za prepoznavanje supstrata od

strane domena A pozicija Lys-517 zanemaruje (Bushley i sur., 2008). Srednje varijabilne
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pozicije 236, 301 i 330 vec¢inom imaju hidrofobne alifatske ostatke. Visoko varijabilne
pozicije 239, 278, 299, 322 i 331 ovise izravno o supstratu koji se aktivira od strane odredene
domene A. Srednje i visoko varijabilne pozicije daju ostatke koji su odgovorni za oblikovanje
aktivnog mjesta i omogucuju prepoznavanje bo¢nog lanca to¢no odredenog supstrata (Slika
12) (Stachelhaus i sur., 1999). Tako domene A koje aktiviraju supstrate s nabijenim bo¢nim
lancima, kao §to su to aminokiseline GIn, Orn, Asn na pozicijama 239 i 278, imaju suprotno

nabijene ostatke nego $to je supstrat kojeg te domene A prepoznaju (Conti i sur., 1997).
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Slika 12. Podjela tipova pozicija u "kodu sustava NRPS". Grupe ovise o varijabilnosti
aminokiselina unutar pojedinih grupa odgovornih za aktivaciju iste aminokiseline a

koji se nalaze na tim pozicijama (Stachelhaus i sur., 1999).
2.1.4.3. Konformacijske promjene domene A
Domena A prilikom svoje aktivnosti prolazi nekoliko konformacijskih stanja. Yonus i

suradnici su 2008. godine objavili istrazivanje domene A DItA, domene koja aktivira

aminokiselinu D-alanin. U tom istrazivanju proveli su iscrpno modeliranje odnosa
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strukturalnih dijelova domene A. Na taj su nacin postavili temelje za model ciklusa

promjenjivih konformacijskih stanja prilikom aktivnosti domena A (Yonus i sur., 2008).

Ciklus zapocinje otvorenom konformacijom domena A. U toj konformaciji C-
terminalna strukturna domena je odmaknuta od aktivnog mjesta, te je prisutno malo izravnih
interakcija izmedu dvije strukturalne domene. Takav raspored strukturnih domena omogucuje
lak3e vezanje supstrata domene A, aminokiseline i ATP-a te Mg?*. Nakon vezanja supstrata
dolazi do reakcije adenilacije aminokiseline koja za posljedicu ima i oslobadanje pirofosfata.
Posljedica tih reakcija je promjena konformacije domene A iz otvorene u zatvorenu
konformaciju. U toj konformaciji nastali aminoacil-AMP je zasti¢en od okoline. U sljede¢em
koraku aktivirana aminokiselina se prenosi na domenu PCP sustava NRPS s$to dovodi do
ponovne promjene konformacije domene A iz zatvorene u otvorenu konformaciju.
Istrazivanja upucuju na Cinjenicu da su male energetske promjene odgovorne za pojedina
konformacijska stanja (Slika 13). Blage promjene unutar aktivnog mjesta su dovoljne za
reorganizaciju velike i male strukturalne domene i samog aktivnog mjesta, a te reorganizacije

su vazne za potpuni ciklus aktivnosti domene A.

ATP + aa + Mg+

OTVORENA

prijenos supstrata na PCP promjene strukturnih
domenu domena 140°

ZATVORENA «

pirofosfat

Slika 13. Konformacijske promjene domene A.
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Novija istrazivanja pokazuju da N-terminalni strukturni dio domena A ulazi i u jaku
interakciju s domenom C. To ukazuje na ¢injenicu da aktivnost i konformacijske promjene
domene A ovise izravno i 0 promjenama prisutnim na okolnim domenama unutar pojedinog
modula (Strieker i sur., 2010).

2.1.4.4. Funkcionalna analiza aktivnog mjesta

Unutar aktivnog mjesta domena A, koje aktiviraju supstrate s polarnim boc¢nim
lancima, mogu se definirati jedan ili dva konzervirana polarna aminokiselinska ostatka. Ti
konzervirani polarni ostaci ulaze u vodikove i ionske veze s bo¢nim lancem supstrata. Ostali
ostaci aktivnog mjesta su hidrofobni i variraju izmedu domena koje aktiviraju Cak i iste
supstrate. S druge strane domene A koje aktiviraju supstrate s hidrofobnim bo¢nim lancima u
aktivnim mjestima imaju samo hidrofobne boc¢ne lance, osim u domenama koje aktiviraju
prolin i pipekolat. Domene A koje aktiviraju hidrofobne supstrate pokazuju i nizu supstratnu
selektivnost nego $to je to slucaj s domenama A koje aktiviraju polarne supstrate. Veéina
domena A pokazuju i “"relaksiranu specifi¢nost", tj. svojstvo da aktiviraju vise od jednog
supstrata ovisno o koncentracijama supstrata u njihovom okruZenju ili o selekcijskim
mehanizmima prisutnim nize na lancu sustava NRPS. To je Cesti slu¢aj sa domenama A koje
aktiviraju hidrofobne supstrate. Jedan primjer takve "relaksirane specifi¢nosti" su domene
SyrE-M8, BacA-M4 i SIfAA-M1 koje mogu aktivirati aminokiseline Glu i Asp (Challis i
sur., 2000).

Takoder, u nekim slu¢ajevima domene A koje imaju razli¢ita aktivna mjesta aktiviraju
isti supstrat. To upucuje na odredenu degeneraciju "koda sustava NRPS". Primjer takve
degeneracije su Cetiri domene koje aktiviraju aminokiselinu L-Pro; domene A RedM, ProB i
PItF imaju razlicite ostatke u "kodu sustava NRPS" od domene TycB. Razliditi ostaci nalaze
se na dnu aktivnog mjesta tih domene A i vidljivo je da nisu u direktnom kontaktu sa
supstratom. Ta ocita degeneracija najvjerojatnije proizlazi iz Cinjenice da je domena PheA,
domena koja prepoznaje aminokiselinu s razmjerno velikim bo¢nim lancem (L-Phe) los
model za domene A koje prepoznaju aminokiseline s malim bo¢nim lancem kao $to su
aminokiseline Pro, Gly, Ala, Thr, Ser i Val. Veli¢ina aktivnog mjesta je najvjerojatnije jedan
od najvaznijih kriterija specificnosti pojedinih domena A (Lautru i sur., 2004). Prilikom
funkcionalne analiza problem predstavljaju i domene A Kkoje pokazuju nisku razinu

homologije unutar grupe domena A odgovornih za aktiviranje odredenog supstrata, primjer
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su domene za aminokiseline Ala i Gly. Drugi je slucaj kada je prisutna jedna, ili mali broj,
domena A koje aktiviraju odredeni supstrat (Challis i sur., 2000).

2.2. BIOINFORMATICKI ALATI ZA ANOTACIJU DOMENA ZA ADENILACIJU

Testiranje bioloskih aktivnosti farmaceutski vaznih supstancija nije se puno
promijenilo od vremena Aleksandra Fleminga. Da li neka supstancija ima antibiotsko
djelovanje jo$ uvijek se temelji na principu da li inhibira ili ne inhibira rast stanica. To je
dugotrajan 1 financijski iscrpljujuéi postupak. Razvoj racunalnih programa za pretrazivanje
baza podataka modularnih biosintetskih genskih nakupina, te predvidanje strukture takvih
multienzima i njihovih potencijalnih proizvoda, ubrzalo bi i olaksalo utvrdivanje sekundarnih
metabolita s potencijalnom bioloskom aktivno$¢u. Bolje reeno, racunalno simuliranje
modela novootkrivenin multienzimskih kompleksa odgovornih za sintezu sekundarnih
metabolita, te predvidanje strukture i aktivnosti takvih metabolita, pokazat ¢e se kao vazan
korak u razvoju bioloski vaznih spojeva i odmak od dosadasnje metode ispitivanja odnosno

pokusaj-pogreska metode.

Sinergija dviju znanstvenih disciplina, racunarstva i molekularne biologije, svoje
pocetke vuée iz sredine devedesetih godina 20. stoljea. Godine 1995. Fleischmann i
suradnici sekvencionirali su prvi put u povijesti cijeli mikrobni genom. To je bio genom
bakterije Haemophilus influenza. To otkrice se poklopilo s razvojem vaznog racunalnog
grafickog alata, GUI (engl. "Graphic User Interface™). Ta dva dogadaja oznacila su pocetak
bioinformaticke ere. Bioinformaticka era je era u kojoj je sekvencioniranje novih genoma i
naknadno pretrazivanje uz pomo¢ specijaliziranih racunalnih programa predstavilo vazan alat
za znanost. Racunalni programi, kao $to su to programi za viSestruko poravnanje sekvenci
(eng. "Multiple sequence alignment"), programi za kristalografsku analizu, te programi za
kreiranje proteinskih profila omogucavaju lakse odredivanje svojstava i mogucih funkcija
sekundarnih metabolita. U tu raznovrsnu i vaznu skupinu spojeva pripadaju i neribosomalno

sintetizirani polipeptidi (Li i sur., 2009).

2.2.1. Programski paketi za anotiranje

Za analizu genskih nakupina poliketida i neribosomalno sintetiziranih peptida razvijeno

je nekoliko bioinformatickih alata:
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e ClustScan

e NP.searcher

e SEARCHPKS (engl. "Structure Based Sequence Analysis of Polyketide Synthases")
e MAPSI (engl. "Management and Analysis for Polyketide Synthase Type I")

e Biogenerator

¢ NRPS.predictor

e CLUSEAN (engl. "Cluster Sequence Analyzer")

ClustScan

ClustScan je programski paket koji omogucava brzu, poluautomatsku anotaciju
modularnih biosintetskih genskih nakupina i predvidanje proizvoda tih nakupina, primarno
metabolita sintetiziranih sustavima NRPS i PKS. Ta moguénost Sirom otvara vrata za
identifikaciju novih bioloski vaznih molekula. Program generira tzv. formate SMILES
sekundarnih metabolita iz sekvencija genskih nakupina NRPS ili PKS. Pri tome sekvencije
generirane pomoc¢u programskog paketa ClustScan daju osnovne linearne ili ciklicke

konformacije metabolita NRPS/PKS (Starcevic i sur., 2008).

NP.searcher

Program NP.searcher takoder identificira i opisuje gene za sintezu skundarnih
metabolita kao $to su to metaboliti genskih nakupina sustava NRPS, PKS ili hibridnih
PKS/NRPS. | taj program generira formate SMILES tih metabolita. Programi ClustScan i
NP.searcher su dva komplementarna programa. Razlika izmedu programa proizlazi iz fokusa
aktivnosti i same provedbe. Tako je program ClustScan primarno orijentiran na metabolite
sustava PKS, a NP.searcher na metabolite sustava NRPS (Li i sur., 2009).

SEARCHPKS
Programski paket SEARCHPKS omogucava analizu genskih nakupina sustava PKS i

predvidanje domena istih. Aktivnost programa je temeljena na anotiranim sekvencama baze
podataka PKSDB (Yadav i sur., 2003).
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MAPSI

Programski paket MAPSI PRUZA moguénost analize genskih nakupina koje
sadrzavaju gene PKS tip I. Unutar programskog paketa korisniku je dostupna i baza podataka
MapsiDB koja sadrzava dostupne literaturne informacije 0 poliketidima (Hongseok i sur.,
2009).

Biogenerator

Programski paket Biogenerator simulira in silico aktivnost sustava PKS i generira
moguce metabolite tih sustava kao i njihovu mogucu biolosku aktivnost. U sklopu
programskog paketa dostupna je baza tako generiranih sekundarnih metabolita (Zotchev i
sur., 2006).

NRPS.predictor

Programski paket NRPS.predictor, i njegova novija verzija programski paket
NRPS.predictor2, su programski paketi koji pruzaju mogucnost odredivanje specifi¢nosti
adenilacijski domena sustava NRPS (Rausch i sur., 2005; Réttig i sur., 2011).

CLUSEAN

Programski paket Clusean pruza moguénost anotiranja i analize genskih nakupina
NRPS i PKS, kao i predvidanje specifi¢nosti domena A sustava NRPS (Weber i sur., 2009).

2.2.2. Skriveni Markovljevi modeli

Pocevsi od druge polovice dvadesetog stoljeca pa sve do danas, ali i u buduénosti,
vidljiv je trend enormnog porasta broja podataka unutar biologije. Ta velika masa podataka
oznacila je ulazak racunarstva u biologiju. Pojavilo se novo znanstveno podru¢je nazvano
bioinformatika. Dva su aspekta od interesa za bioinformatiku: razvoj programa za
manipulaciju velikom masom podataka (engl. "large scale data management”) i razvoj

programa za strojno ucenje (engl. "machine learning").
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Skriveni markovljevi modeli (engl. "Hidden Markov Models", HMM) predstavljaju
jedan od principa strojnog ucenja i formalna su osnova za modele vjerojatnosti linearnih
sekvencija. Temelj su za razli¢ite tipove raCunalnih programa kao §to su programi za
pronalazenje gena (engl. "genefinding"), pretrazivaci profila (engl. "profile searches"),
programi za poravnavanje visestrukih sekvencija (engl. "multiple sequence alignment”) i
programi za pronalazenje aktivnih mjesta (engl. "active site identification™). Jednostavnije
reCeno, oni danas predstavljaju osnovu za racunalnu analizu linearnih sekvencija (Eddy,
2004).

Pet je osnovnih podru¢ja unutar biologije koji danas upotrebljavaju modele

vjerojatnosti ili modele HMM:

e prevodenje geneticke upute iz DNA u strukturu proteina,

e usporedba sekvencije s homolognim sekvencijama koristenjem profila HMM,

e poravnanje dviju razlicitih sekvencija, npr. proteina (rjede se koriste HMM),

e generiranje filogenetskih stabala, i

e za analizu RNA, upotrebom tzv. SCFG (engl. "stochastic.context-free grammars™)
(Birney, 2001)

Model HMM predstavlja graf povezanih stanja, a svako stanje ima potencijal da
emitira nekoliko opaZanja (pozicija) koje su vidljive. Model predstavlja vjerojatnost za stanje
u vremenu t+1, s time da model HMM ne zahtijeva saznanja o svim stanjima koja su bila
prije stanja t+1, nego samo stanje koje je neposredno prethodilo stanju t+1. Kako proces
napreduje u vremenu kroz razli¢ita stanja, svako stanje moze potencijalno emitirati nekoliko
opazanja. Stanje ostaje skriveno a vidimo opaZanja, otud naziv "Skriveni Markovljevi
modeli”. Takve modele se najcesce prikazuje graficki, u kojima su stanja prikazana kao
krugovi a tranzicije (prijelazi) izmedu stanja kao strelice izmedu krugova. S time da je
dimenzija vremena u bioloskim podacima zamijenjena s pozicijom unutar sekvencije.
Vjerojatnost P(S,xlHMM, 0) da model HMM s parametrom 6 generira stanja @ i opazenu
sekvencu S je rezultat svih emitiranih i tranzicijskih vjerojatnosti unutar modela (Slika 14.)
(Birney, 2001; Eddy, 2004).
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Generiranje modela HMM (Slika 14) znaci odrediti:
e opazanja i njihove simbole te broj,
e broj stanja u modelu,
e vjerojatnosti svakog opazanja za svako stanje modela, i

e tranzicijske vjerojatnosti za prijelaz s jednog stanja modela na bilo koje drugo

......

t1 1 tE.E
t1 2 tE.kral.j HMM
p,(a) po(a)
p,(b) P,(b)
1 -1 - 2 = kraj skrivena sekvenca stanja ,
I A e
a b a opazena sekvenca X

btz by P1(@) Py(D) Po(@)  P(xn | HMM)

Slika 14. Prikaz modela HMM.

Anders Krogh i suradnici su razvili model HMM koji je pogodan za analizu profila
porodica proteina, nazvanog profil HMM. Profili HMM upotrebljavaju informaciju iz
poravnanja visestrukih sekvencija i prenose je u pozicijski specifiéni bodovni sustav koji
predstavlja profil tih sekvencija. Generiranje takvih profila HMM omogucava pretrazivanje
baza sekvencija i identifikaciju sekvencija koje su homologne generiranim profilima HMM
(Eddy, 1998). Jednostavan profil HMM ima strukturu u kojoj postoji lijevo-desno tranzicija
izmedu tri osnovna stanja. Stanja su pogodak (stanje M, engl. "match"), delecija (stanje D,
engl. "delete") 1 insercija (stanje I, engl. "insert"). Stanje M oznafava konsenzus

aminokiselinu unutar porodice proteina, stanje D oznacava ne emitirajucu poziciju koja se
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preskace unutar porodice. | na kraju stanje I koje oznacava ubacivanje nepoznatog broja

ostataka nakon konsenzus pozicije (Slika 15).
M M / @/

N puta

VZAN\

Slika 15. Prikaz jednostavnog profila HMM.

Postoji nekoliko dostupnih rac¢unalnih programa koji se temelje na profilima HMM ili
modelima sli¢nim modelu HMM. Glavna razlika tih programa proizlazi iz arhitekture modela
kojeg primjenjuju. Dvije su osnovne arhitekture modela HMM, profil i motiv. Modele profil
oznacavaju modeli koji imaju stanje insercije i delecije blisko povezano sa svakim stanjem
pogotka. Takva arhitektura omoguéava inserciju i deleciju bilo gdje unutar ciljane sekvencije.
Modele profil koriste programi HMMER i PFTOOLS.

Modele motiv odlikuju medusobno povezana stanja pogotka koja mogu biti odvojena s
malim brojem inserata. Modele motiv koriste programi PROBE, META-MEME i
BLOOCKS. Modele motiv mogu kreirati i profil model programi kao $to su HMMER i
PFTOOLS (Eddy, 1998).
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Ve¢ generirani profili HMM dostupni su u unutar dviju velikih baza podataka:

e Baze podataka Pfam (http://www.sanger.ac.uk/Pfam) (Punta i sur., 2012),
e Baze podataka PROSITE (http://ulrec3.unil.ch/software/PFSCAN_form.html) (Sigrist i
sur., 2010).

Upotreba profila HMM se znac¢ajno unaprijedila razvojem projekta HMMER od strane
znanstvenika Seana Eddya. Cilj projekta HMMER je generiranje Siroko upotrebljivog i
naprednog programskog paketa za analizu linearnih sekvencija i njihove homologije. Danas
programski paket HMMER ima Siroku primjenu. Ta primjena ukljuena je i u vaZne
proteinske baze podataka, kao $to su baze podataka Pfam i InterPro (Finn i sur., 2011). Profili
HMM toleriraju varijabilnost u duljinama kodiraju¢ih sekvencija. Vecina bioloskih
sekvencija ima varijabilne duzine. Racunalni programi Koji zahtijevaju to¢no odredene
duzine sekvencija za analiziranje, kao §to su NN (engl. "neural networks") i SVM (engl.
"support vector machines") su se pokazali manje uspjeSnim od projekta HMMER u analizi
bioloskih sekvencija (Birney, 2001). "Kod sustava NRPS" predstavlja aminokiselinske
ostatke koji su odgovorni za selekciju supstrata sustava NRPS. Ta ugradena specifi¢nost u
obliku "koda™ unutar sekvencija domena A sustava NRPS mozZe se iskoristiti za generiranje

skrivenih Markovljevih profila multienzimskoga sustava NRPS (Li i sur., 2009).

2.3 FILOGENETSKA ANALIZA

Filogenija je znanost o evolucijskim odnosima, a filogenetska analiza predstavlja sve
postupke koji procjenjuju evolucijske odnose. Zakljucci izvedeni iz filogenetske analize
prikazuju se kao dijagrami u obliku drveta s granama, pri ¢emu grane sluze za prikaz
procijenjenih evolucijskih odnosa izmedu podataka koji sSe filogenetski analiziraju
(Baxevanis i Oullette, 2001). Filogenetska analiza danas ima $iroko podrucje upotrebe: od
rekonstrukcije sekvencije gena zajednickog pretka analiziranih skupina gena, proucavanja
podrijetla i epidemiologije ljudskih bolesti, definiranja funkcija proteina, pratenja razvoja
genotipskih i fenotipskih obiljezja itd. (Hillis, 1997). S teoretskom bazom ¢vrsto
utemeljenom u molekularnoj evoluciji i populacijskoj genetici, filogenetske analize
sekvencija nukleinskih kiselina i sekvencija proteina igraju klju¢nu ulogu u pra¢enju povijesti

evolucije vrsta (Sjolander, 2004).
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Kako je sve vise genoma sekvencionirano, tako se razvijao interes za prucavanje
evolucije gena i proteina. Filogenetska analiza gena i proteina ukljucuje usporedbu homologa
tj. sekvencija koje imaju isto podrijetlo ali mogu i ne moraju predstavljati istu funkciju.
Homolozi se mogu svrstati u tri skupine: ortolozi, paralozi i ksenolozi. Ortolozi su homolozi
koji su nastali specijacijom (razdvajanjem vrsta) i Cesto takav tip homologa ima sli¢nu
funkciju. Paralozi su homolozi koji su nastali duplikacijom gena i u pravilu ovaj tip
homologa ima razli¢itu funkciju. Ksenolozi su homolozi koji su nastali kao rezultat
horizontalnog prijenosa gena izmedu organizama i ve¢inom imaju sli¢ne funkcije. Prilikom
same provedbe filogenetske analize moraju se zadovoljiti osnovni koraci: izgradnja
viSestrukog poravnanja homolognih sekvencija, odredivanje sekvencija supstitucijskim

modelom, izgradnja filogenetskog stabla i evaluacija stabla.

Metode koje se koriste za izgradnju filogenetskog stabla mogu se svrstati u dvije
skupine: metode temeljene na udaljenosti (engl. "distance based methods") i metode bazirane
na znakovima (engl. "character base methods"). Metode temeljene na udaljenosti
proracunavaju matricu uparenih udaljenosti (engl. "pairwise distances") izmedu sekvencija u
poravnanju, te nakon toga zanemaruju same sekvencije, konstruirajuci stablo u potpunosti
temeljeno na prora¢unima izvorne udaljenosti. Metode temeljene na znakovima konstruiraju
stablo koje optimizira distribuciju podataka za svaku poziciju unutar analizirane sekvence.
Ovaj tip metoda ne daje fiksne udaljenosti, nego su one rezultat same topologije stabla.
Filogenetske metode koje ulaze u metode temeljene na udaljenostima su: UPGMA (engl.
"Unweighted Pair Group Method with Aritmetic Mean™), NJ (engl. "Neighbor Joining"), FM
(engl. "Fitch-Margoliash™), ME (engl. "Minimum Evolution™). Po nekim autorima ME i FM
metode daju najbolje rezultate od svih metoda temeljenih na udaljenosti ali to treba uzeti s
rezervom, jer uspje$nost same metode prilikom izrade filogenetskog stabla ovisi o tipu i broju
podataka koji se analiziraju (Baxevanis i Oullette, 2001; Desper i Gascuel, 2002). U skupinu
filogenetskih metoda koje se temelje na znakovima ulaze: MP (engl. "Maximum Parsimony")
i ML (engl. "Maximum Likelihood"). Te dvije metode nemaju puno zajednickih

karakteristika, osim ¢injenice da se obje temelje na znakovima.
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3. EKSPERIMENTALNI DIO



3.1. MATERIJAL

3.1.1. Racunalna podrska i operativni sustav

Rad je izraden na raCunalu slijedec¢eg sklopovlja: prijenosno racunalo HP, procesor
Intel® CoreTM 2Duo CPU T5470 1.60GHz 782MHz, radne memorije 0,99GB. Na ¢vrstom
disku upotrijebljenog racunala instaliran je operativni sustav "Microsoft Windows XP

Professional”.

3.1.2. Baze podataka
3.1.2.1. Baza podataka GenBank

GenBank je baza nukleotidnih sekvencija, koja obuhva¢a uz sekvencije pratece
bioloske i bibliografske informacije. GenBank je generiran i distribuiran od strane institucije
NCBI (engl. "National Center for Biotechnology Information™) i dio je suradnje INSDC
(engl. "International Nucleotide Sequence Database Collaboration™) zajedno s institucijama
ENA (engl. "European Nucleotide Archive™) i DDBJ (engl. "DNA Dana Bank of Japan™).
Svaki zapis unutar baze podataka GenBank ima svoj identifikacijski broj, nazvan pristupni
kod koji je jedinstven unutar cijelog INSDC. Suradnja INSDC omogucava svakodnevnu
razmjenu sekvencija i informacija izmedu baza podataka, $to omogucava uniformnost i
to¢nost sekvencija nukleotida na svjetskoj razini. Baza podataka GenBank je dostupna
posredstvom sustava NCBI Entrez koji omogucuje pretraZzivanje razli¢itih baza podataka
DNA i proteinskih sekvencija kao i brzu informaciju o taksonomiji, genomu, mapiranju te
informacije o domenama i proteinskoj strukturi kao i informacije o vezanoj biomedicinskoj

literaturi posredstvom baze podataka PubMed.

Unutar baze podataka GenBank dostupno je vise od 380.000 sekvenci razlicitih
organizama definiranih na razini roda ili nizoj, sa zabiljezenim rastom od 3800 sekvencija
mjesecno i rastom od 12,6 % unutar godine dana. Vecina sekvencija dodana je od strane

razli¢itih laboratorija ili velikih sekvencijskih projekata (Benson i sur., 2011).

3.1.2.2. Baza podataka NRPS-PKS

Baza podataka NRPS-PKS dio je racunalnog programa za analiziranje velikih

multienzimskih kompleksa koji su odgovorni za sintezu bioloskih proizvoda. Bioloski
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proizvodi danas Cine vazan dio farmaceutski vaznih tvari. Baza podataka NRPS-PKS
organizirana je u Cetiri dijela prikladna za pretrazivanje i klasifikaciju domena multienzima
neribosomalnih peptid sintetaza i tri tipa poliketid sintaza. Unutar baze podataka omoguceno
je 1 odredivanje specificnosti za supstrate domena. Baza podataka NRPS-PKS podijeljena je

obzirom na mehanizam biosinteze i tip prirodnih produkata:

e NRPSDB (engl. "Database of Nonribosomal Peptide Synthetases™),

e PKSDB (engl. "Database of Modular Polyketide Synthases"),

e |ITERDB (engl. "Database of Type-I Iterative Polyketide Synthase"), i

e CHSDB [engl. "Database of Type-11l Polyketide Synthase (Chalcone Synthases)"].

NRPS-PKS baza podataka pruza moguénost usporedbe neopisanih NRPS/PKS genskih
nakupina s podacima dostupnim u bazi podataka NRPS-PKS na temelju njihove sli¢nosti,
specifi¢nosti za supstrat te motiva aktivnog mjesta. Baza podataka NRPS-PKS je medusobno
povezana kako bi se omogucile i analize genskih nakupina odgovornih za biosintezu
hibridnih poliketidno/peptidnih produkata. Baza podataka NRPS-PKS pruza moguénost i
predvidanje specifi¢nosti domena za adenilaciju, domena A, multienzima NRPS i domena za
prijenos acetila, domena AT, multienzima PKS $to ¢ini ovaj program vrijednim izvorom za
identifikaciju prirodnih produkata sintetiziranih od strane novo definiranih multienzima

NRPS/PKS pronadenih u novo sekvencioniranim mikrobnim genomima (Ansari i sur., 2004).

3.1.2.3. Baza podataka Pfam

Baza podataka Pfam sadrzava porodice proteinskih sekvencija, s trenutacno vise od
13.000 ruéno generiranih proteinskih porodica u svojoj zadnjoj verziji 26.0. Svaka porodica
oznacava nakupinu proteinskih sekvencija koje izmedu sebe imaju visoki stupanj sli¢nosti ili
homologije. Definirana je sa statistickim modelom poznatim kao profil skrivenog
Markovljevog modela (profil HMM). Svaki profii HMM odreden je poravnanjem
homolognih sekvencija iz kojih proizlazi profil. Baza podataka Pfam se sastoji od dva
osnovna tipa proteinskih porodica, Pfam-A i Pfam-B. Pfam-A porodice su generirane ru¢no.
Takav profil HMM proizlazi iz ru¢nog poravnanja homolognih sekvencija. S druge strane
Pfam-B oznacava porodice generirane automatiziranim programom za generiranje profila,
koji proizlazi iz algoritma ADDA. Profili HMM porodica baze podataka Pfam korisni su

instrument prilikom anotiranja nepoznatih proteinskih sekvencija, te kao svojevrsni vodi¢
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prilikom eksperimentalnog rada koji ukljucuje proteinske sekvence. Baza podataka Pfam je

dostupna kroz tri osnovna posluzitelja:

e UK (http://(pfam.sanger.ac.uk)
e USA (http://pfam.janelia.orq)

e Svedska (http://pfam.sbc.su.se)

U svojoj zadnjoj verziji, 26.0 baza podataka Pfam je prosirena za funkcionalnu analizu
porodica proteina uvrStavanjem informacija i S Wikipedije. Trenutac¢no je 4.909 porodica

Pfam povezano sa 1.016 ¢lankom Wikipedije.

Kao referentnu bazu proteinskih sekvencija baza podataka Pfam koristi bazu podataka
UniProtKB. U lipnju 2011. godine unutar baze podataka UniProtKB bilo je definirano 15.9
milijuna proteinskih sekvencija. Trenutacna pokrivenost baze podataka UniProtKB

sekvencija od strane baze podataka porodica Pfam je otprilike 80 % (Punta i sur., 2012).

3.1.2.4. Baza podataka UniProt

Baza podataka UniProt predstavlja opsezan katalog proteinskih sekvencija i njihovih
funkcionalnih anotacija, te literaturne informacije vezane uz sekvencije. Cilj je baze podataka
osigurati centralno mjesto potpore za rad istraziva¢a. Baza podataka je podijeljena na Cetiri

zasebne komponente:

e UniProtKB (engl. "UniProt Knowledgebase"),
e UniParc (engl. "UniProt Archive"),
e UniRef (engl. "UniProt Reference Clusters"), i

e UniMES (engl. "UniProt Metagenomic and Environmental Sequence Database").

Komponenta UniProtKB predstavlja centralno mjesto dostupnih informacija o
proteinima sa referencama iz vise razli¢itih izvora. Komponenta UniParc je sveobuhvatan
izvor do sada sekvencioniranih proteinskih sekvenci. Komponenta UniRef sadrzava grupe
sliénih i srodnih sekvencija §to omogucava brzu pretragu baze podataka. Komponenta
UniMES je generirana radi rastu¢e koli¢ine podataka unutar ekoloske genetike (Magrane i

UniProt Consortium, 2011). Baza je dostupna na Web stranici: www.uniprot.org.
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3.1.3. Bioinformaticki racunalni paketi i programi

3.1.3.1. Programski paket CLUSTAL

Programski paket Clustal predstavlja alat za izradu visestrukih poravnanja nukleinskih
I proteinskih sekvencija. ViSestruka poravnanja sekvencija osnova su za veéinu
bioinformatickih analiza. Analize koje uklju¢uju viSestruka poravnanja su: pronalazak
karakteristi¢nih otisaka unutar sekvencija, pronalazenje regija homologije izmedu sekvencija,
predvidanje tercijarne i kvatarne strukture sekvencija, predvidenje oligonukleotidnih
pocetnica za metodu PCR itd. (Thompson i sur., 1994). Clustal serija programa je najstariji i
trenutno najviSe upotrebljavani alat za viSestruka poravnanja sekvencija. Visestruka
poravnanja se izgraduju postepeno kroz seriju parnih poravnanja koja slijede granjanje
filogenetskog stabla svih sekvencija koje se analiziraju visestrukim poravnanjem (Larkin i
sur., 2007).

Prva verzija programskog paketa Clustal pojavila se u kasnim osamdesetim godinama
20 stoljeca. Prva verzija je obuhvacala Cetiri zasebna programa Clustal 1 - Clustal 4, koja su
se izvodila samo na rac¢unalima kompatibilnim onima tvrtke IBM. Kasnije su ta Cetiri zasebna
programa prepisana u programskom jeziku C++ i spojena u novu verziju nazvanu Clustal V.
Tre¢u generaciju Clustal serije predstavlja verzija Clustal W, u koju su inkomponirana
poboljsanja algoritama za poravnanje, koja uklju¢uju novi pozicijsko-specificni bodovni i
vaznosni sustav. Nakon nje verzija programa Clustal X dodatno ukljucuje i graficki
susretljivo sucelje (engl. "Graphical user interface") koje omogucuje lakSe koriStenje
programa od strane korisnika. Novije verzije Clustal W2 i Clustal X2 su prepisane u
programskom jeziku C++, te je tako omogucéeno lakSe odrzavanje paketa, uvodenje novih
algoritama ali 1 veca brzina prilikom izvodenja programa te manipulacija sa ve¢im brojem
sekvencija. Najnovija verzija Clustal Q, omogucuje znatno ubrzanje i poravnanje gotovo
bilokojeg broja sekvenci te se uvodi takozvano poravnanje vanjskog profila (engl. "External
profile alingnment"). Ta karakteristika omogucuje da se prilikom dodavanja novih sekvencija
u visestruko poravnanje ne provodi novo poravnanje od pocetka nego se prvotno visestruko
poravnanje prevodi u vanjski profil koji se zatim poravna sa novim sekvencijama. Time se
postigla znatna usteda vremena. Takoder se vanjski profil moze definirati i iz postojecih
profila HMM prisutnih u proteinskim bazama podataka ¢ime je znatno poboljSana upotreba
postojecih visekratnih poravnanja prisutnih u znanstvenoj literaturi (Thompson i sur., 1994;
Thompson i sur., 1997; Larkin i sur., 2007; Sievers i sur., 2011).
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3.1.3.2. Programski paket JALVIEW

Visestruka poravnanja nukleotidnih i proteinskih sekvencija predstavljaju osnovu
prilikom istrazivanja nukleotidnih i proteinskih sekvencija. Danas postoje razni
automatizirani alati za visestruka poravnanja sekvencija ali se pokazalo da niti jedan alat nije
apsolutno tocan i pouzdan. Tako i najto¢niji automatizirani alati postizu manje od 50 %
to¢nosti prilikom poravnanja sekvencija koje imaju slicnost sekvencija manju od 20 %
(Clamp i sur., 2004). Istrazivaci zato Cesto koriste dostupne znanstvene informacije o

proucavanim sekvencijama kako bi ru¢no poboljsali generiranje viSestrukih poravnanja.

Programski paket Jalview ("Java alignment editor") je programski paket za analizu,
uredivanje i anotaciju viSestruko poravnatih nukleotidnih i proteinskih sekvencija.
Programski paket, Jalview verzija 1.0, prvi put se pojavio 1996. godine. Prva verzija
programa sadrzavala je metode za vizualizaciju i1 analizu poravnanja, koje su ukljucivale
izrezivanje, dodavanje, bojanje sekvencija. Taj je programski paket isto tako sadrzavao
metodu za filogenetske analize i pregled 3D struktura analiziranih sekvencija. Program je
podrzavao razne formate poravnanja, kao §to su Clustal, MSF, Fasta itd. Zbog svojih
svojstava programski paket Jalview je postao alat za vizualizaciju i analizu sekvencija unutar
vaznih baza podataka kao $to je to npr. baza podataka Pfam. No s vremenom je verzija 1.0
programskog paketa Jalview postala nedostatna za detaljnu analizu vecih i duljih sekvencija,
koja je postala neophodna zbog rastuceg broja sekvencija u znanstvenoj litelaturi. Zato je
generirana verzija 2.0 programskog paketa Jalview koja omogucuje detaljnu analizu velikog
broja sekvencija. Programski paket Jalview 2.0 sastoji se od dva zasebna programa:
JalviewLite (JVL) i JalviewDesktop (JVD). Program JVL je mrezna verzija koja omogucuje
jednostavnu analizu sekvencija, dok je program JVD tzv. "desktop™ verzija koja omogucuje
opsezniju analizu viSestrukih poravnanja. Program JVL je zadrzao karakteristike
programskog paketa Jalview 1.0. Nasuprot tome, program JVD omoguéuje dodatno: veéi broj
nezavisnih analiza istog poravnanja, skrivanje ili dodavanje odabranih sekvencija, zasebnu
analizu odabranih sekvencija bez potrebe da se otvara dodatni prozor, anotirani redovi i
konzervirani dijelovi mogu biti prikazani ispod stupova viSestrukog poravnanja itd.
Programski paket Jalview je dostupan na Web stranici www.jalview.org (Clamp i sur., 2004;
Waterhouse i sur., 2009).

31


http://www.jalview.org/

3.1.3.3. Programski paket MEGA

Filogenetska analiza predstavlja metodu i nac¢in funkcionalne klasifikacije sekvencija
nukleotida i proteina s ¢vrstom osnovom u molekularnoj evoluciji i populacijskoj genetici.
Pretpostavka razvoja filogenetskih istrazivanja su razvoj automatskih metoda
sekvencioniranja DNA te novih statistickih 1 racunalnih metoda, koje obuhvac¢aju programe
kao Sto su to npr. program za molekularnu geneticku analizu evolucije poravnanjem
nukleotidnih i proteinskih sekvencija (engl. "Molecular Evolutionary Genetic Analysis",
MEGA). Programski paket MEGA sadrzava metode za filogenetsku analizu utemeljene na
udaljenosti i metode temeljene na znakovima. Cetvrta verzija programa, MEGA 4.0, pruZa
mogucnost visestruke postupke sa ispitivanim sekvencijama, postupci su prikazani na Slici
16.
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Slika 16. Moguc¢nosti programskog paketa MEGA verzija 4.0. Skup postupaka (od A do F)
za analizu sekvencija: A razli¢iti tipovi unosa podataka; B procjena evolucijske
udaljenosti; C izrada filogenetskih stabala; D testovi homogenosti supstitucijskih
postupaka i njihove procjene; E testovi selekcije; F poravnanja nukleotidnih i
proteinskih sekvencija; G meni koji omogucuje korisniku selekciju modela

supstitucije i raznih podsetova (Tamura i sur., 2007).
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Od novina koje su uvedene u ovoj verziji programskog paketa potrebno je naglasiti tzv.
"Caption Expert”, to je programski modul koji generira opis provedenih postupaka od strane

korisnika i navodi ga na daljnje mogucnosti za analizu (Slika 17) (Tamura i sur., 2007).

3.1.3.4. Programski paket HMMER 3

Posljednja verzija programskog paketa HMMER, nazvana HMMER 3, rezultirala su
100x vecem ubrzanju rada u odnosu na prijaSnje verzije. Takoder su omogucila i brza
"online" pretrazivanja pojedina¢nih sekvencija proteina, visestruko poravnanje sekvencija

proteina, te profila HMM unutar ciljane baze podataka proteinskih sekvencija, npr. baze
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Slika 17. Prikaz sucelja "Caption Expert" (Tamura i sur., 2007).

Programski paket HMMER 3 sastoji se od Cetiri zasebna programa za analizu
proteinskih sekvencija: phmmer, hmmscan, hmmsearch i jackhmmer. Programski paket

HMMER 3 dostupan je na Web stranici (http://hmmer.janelia.org). Trenuta¢no su zasebni

programi phmmer, hmmscan i hmmsearch dostupni korisnicima.

Prilikom upotrebe zasebnog programa phmmer, potrebno je unijeti zasebnu proteinsku
sekvenciju u obliku formata FASTA. Zasebni program phmmer prevodi tu sekvenciju u profil
HMM i uz koristenje tog profila pretrazuje bazu podataka proteina. Trenutac¢no se tako moze
pretraziti Sest baza podataka: NR, UniProtKB, SwissProt, PDB, UniMes i1 okolis$ni dio NR.
Te su baze podataka izabrane jer sadrzavaju ili sveobuhvatne zbirke proteinskih sekvencija
(NCBI, NR i UniProtkKB), anotirane i strukturalno definirane sekvencije (SwissProt i PDB)
ili velike metagenomske sekvencije (UniMess i env NR). Nasuprot tome, zasebni program

hmmscan Koristi isto zasebnu sekvenciju koju usporeduje s bazom podataka Pfam profila
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HMM. U prethodnoj verziji programskog paketa HMMER 2, zasebni se program zvao
hmmpfam. Zasebni program hmmsearch koristi profil HMM koji je izgraden iz visestrukih
poravnanja sekvencija i uz pomo¢ njega pretrazuje baze podataka. Korisnik moze unijeti ili
prethodno generiran profil HMM ili poravnanje visestrukih sekvencija. Program dopusta
razli¢ite formate poravnanja: MSF, SELEX, STOCKHOLM ili poravnati FASTA format.
Nakon unosa poravnanja viSestrukih sekvencija, one se automatski uz pomo¢ zasebnog
programa hmmbuilt prevode u profil HMM. Zasebni program jackhammer je cetvrti
algoritam za pretrazivanje Ssekvencija, koji omogucava ponavljajuca pretraZzivanja baza
sekvencija, temeljena na profilu HMM pocevsi od jednog upita. Zasebni program
jackhammer predstavlja jedan od osnovnih postupaka za kreiranje porodica proteina Pfam.
Pocetna sekvencija predstavlja upit za minimalno 3 puta ponavljajuée pretrazivanje
sekvencija od strane zasebnog programa jackhammer. Krajnje poravnanje sekvencija za
generiranje profila HMM proizlazi iz poravnanja sekvencija dobivenih zasebnim programom
jackhammer. Trenuta¢no jo§ nije dostupan za korisnike (Finn i sur., 2011). Usporedba
programskog paketa HMMER 3 (Tamura i sur., 2007) i programa BLAST (Altschul i sur.,
1990) prikazani su u Tablici 1.

Tablical. Usporedba programskog paketa HMMER 3 i programa BLAST (Finn i sur.,

2011).
HMMER BLAST KOMENTAR
PROGRAM phmmer blastp daju sli¢ne rezultate
UPIT Jedna sekvencija homolognosti sekvenca
BAZA Baza sekvenca
PROGRAM hmmscan rpsblast veéinom se upotrebljavaju za
UPIT Baza profila Jedna sekvenca PSSM baza detekciju pojedinih domena na
sekvencama
am
BAZA HMM (Pf CDD
PROGRAM hmmsearch u programskom paketu BLAST
UPIT Profil HMM ne postoji homolog hmmsearch
BAZA Baza sekvenca
PROGRAM jackhmmer psi-blast oba dva programa se koriste za
UPIT Jedna sekvencija iterativno pretraZivanje baza
BAZA Baza sekvencija sekvenci
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3.1.3.5. Programski paket Microsoft Office

Unutar programskog paketa Microsoft Office (Anonymous 3, 2011) nalazi se racunalni
program Microsoft Excel koji je upotrebljen u izradi ovog diplomskoga rada. To je program

za tabli¢ne proracune (engl. "spreadsheet"). Upotrebljena je verzija Microsoft Office Excel
2007.
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3.2. METODE RADA

3.2.1. Prikupljanje literaturnih podataka

Prilikom prikupljanja literaturnih podataka upotrebljavani su "online" pretrazivaci
literature kao $to su: "Google Scholar" (Anonymous 2, 2012) i "Science direct” (Anonymous
4,2012).

3.2.2. Prikupljanje sekvencija proteina

Skup sekvencija za generiranje profila proteina sastoji se od 397 domena za adenilaciju
S poznatim supstratima. Domene su preuzete iz dodatnih materijala Rausch i suradnika
(2005). U radu Rausch i suradnika definirani su pristupni kodovi svih 397 domena za
adenilaciju. Pristupni kodovi su zapisani u zasebni dokument pomocu kojeg su se
automatskim postupkom uz pomo¢ usluznog programa "Entrez Batch" preuzele proteinske
sekvencije sustava NRPS koje su sadrzavale svih 397 domena A. Sekvencije su se uz pomo¢
programa "MATLAB" bioinformaticke funkcije fastawrite zapisale u obliku formata
FASTA. Format FASTA jest racunalni standard za zapis sekvencija nukleotida ili proteina.
On je jednostavan, minimalisticki zapis koji zapocinje sa zaglavljem. Zaglavlje je definirano
na pocetku sa simbolom ">" nakon cega slijedi kratki opis sekvencije. Nakon zaglavlja, u
novom redu slijedi sama sekvencija DNA ili proteina. Cijele sekvencije domena A su bile
definirane i izrezane iz sekvencija sustava NRPS uz pomo¢ programskog paketa HMMER 3 i
pripadajuceg profila HMM domena A.

3.2.3. Definiranje radnih sekvencija

Temeljeno na kristalnoj strukturi aktivirajuée domene za adenilaciju L-Phe prvog
modula gramicidin S sintetaze GrsA, tzv. domene PheA definiralo se aktivno mjesto
odgovorno za vezanje supstrata, kao i 10 aminokiselinskih ostataka unutar aktivnoga mjesta
koji sudjeluju u reakcijama prepoznavanja i aktiviranja supstrata (vidi 2.1.4.2 Slika 12). Zbog
medusobne sli¢nosti sekvencija razli¢itih domena za adenilaciju, variraju od 26 % do 56 %.
Stachelhaus i suradnici (1999) te Challis i suradnici (2000) su zakljucili da ¢e 10 ostataka
aminokiseline PheA odgovarati i isto pozicioniranim ostacima u drugim domenama A
prilikom visestrukog poravnanja domena A. Ti su ostaci definirani kao tzv. "kod sustava
NRPS".
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Isto tako, ako su ostaci aminokiselina prisutni u "kodu sustava NRPS" odgovorni za
selekciju supstrata, za pretpostaviti je da ¢e "kodovi sustava NRPS", koji su odgovorni za
selekciju istog supstrata prilikom filogenetske analize svih domena A, biti zajedno grupirani.
Na temelju gore navedenih saznanja definirale su se u ovom radu dvije grupe proteinskih

sekvencija koje su se upotrijebile za filogenetske analize:

o cijele sekvencije domena A

e sekvencije aktivnih mjesta

Cijele sekvencije domena A su u prosjeku duge 400 aminokiselina. Sekvencije
aktivnog mjesta predstavljaju sekvencije duzine 136 do 150 aminokiselina, koje su dobivene
nakon visestrukog poravnanja svih 397 domena A s domenom PheA i izrezivanjem u odnosu
na poziciju aktivnog mjesta u domeni PheA. Izrezano aktivno mjesto sadrzavalo je 9 od 10
ostataka aminokiselina iz "koda sustava NRPS". Iz koda se izbacila aminokiselina Lys na
poziciji 517 jer je ta aminokiselina visoko sacuvana unutar porodice domena A, te je za

pretpostaviti da nema ulogu u selekciji supstrata.

3.2.4. 1zrada filogenetskog stabla

Generiranje filogenetskog stabla provedeno je uz pomo¢ programskog paketa MEGA
4.0.2. Prije izrade samog stabla morala su se generirati viSestruka poravnanja sekvencija
proteina. Visestruka poravnanja domena A su provedena uz pomo¢ programskog paketa
Clustal W uz koristenje matrice BLOSUM za poravnanje. Izradilo se potpuno poravnanje,
dok su za kaznene bodove za otvaranje, zatvaranje i produljivanje praznina upotrijebljene

standardne vrijednosti definirane u samom programskom paketu (Larkin i sur., 2007).

Poravnate cijele sekvencije domena A koriStene su zatim za filogenetsku analizu u
kojoj su se Kkoristile dvije filogenetske metode: "Minimum Evolution” i "Maximum
Parsimony" (Tamura i sur., 2007). Prvo su se unijele sekvencije u program MEGA, a
generiranje filogenetskog stabla provedeno je odabirom opcije "Phylogeny— Minimum
Evolution” (ME) i kasnije "Phylogeny—Maximum Parsimony" (MP). Pri tome se kod ME
koristio "model” JTT sa "rates” GAMMA, te je bilo provedeno 1000 "bootstrap”
poduzorkovanja. Isto tako pri MP bilo je provedeno 1000 "bootstrap™ poduzorkovanja. Ostale
su opcije bile zadrzane kao dio originalnih postavki. Dobiveno filogenetsko stablo iskoristilo

se radi daljnje obrade i analize (Slika 18).
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Slika 18. Prikaz izbornika programskog paketa MEGA 4.0.2 prilikom odabira svojstava za
konstrukciju filogenetskog stabla iz poravnatih sekvencija.

Grupiranje domena A, do kojeg je doslo u filogenetskom stablu cijelih sekvencija,
iskoristilo se za izrezivanje sekvencija na principu homologije s domenom PheA. Sekvencije
visestrukog poravnanja svake pojedine grupe domena s domenom PheA izrezane su u odnosu
na pozicije aminokiselina u "kodu sustava NRPS" unutar aktivnog mjesta domene PheA.
Rezultati poravnanja vizualizirani su uz pomo¢ programskog paketa Jalview 2.7 kako bi se
olaksalo izrezivanje Zeljenih sekvencija. Programski paket Jalview 2.7. (Clamp i sur., 2004;
Waterhouse i sur., 2009) je bioinformati¢ki paket koji omogucava vizualizaciju i laksu

manipulaciju sa poravnatim sekvencama (vidi: 3.1.3.2).

Nakon izrezivanja, svih je 397 domena A objedinjeno kako bi se generirala velika
skupina sekvencija aktivnih mjesta svih domena koja se iskoristila za izradu drugog
filogenetskog stabla. Prilikom izrade drugog stabla viSestruko poravnanje svih sekvencija
napravljeno je pomocu programa Clustal W ali koji je bio integriran u programski paket
MEGA 4.0.2 (Tamura i sur., 2007). Prilikom generiranja samog stabla Kkoristile su se iste

postavke kao i kod generiranja filogenetskog stabla cijelih sekvencija.
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3.2.5. Izrada profila specifi¢nosti domena A

Gru

piranje domena A do kojeg je doslo u filogenetskom stablu sekvencija aktivnih

mjesta iskoristilo se za izradu profila HMM specificnosti domena A pomocu programskog
paketa HMMER 3 (Tamura i sur., 2007). Generirana su 42 specifi¢cna profila HMM iz 42

grupe. Pri

izradi svakog pojedinog profila napravilo se visestruko poravnanje sekvencija koje

su se definirale u svakoj pojedinoj grupi kako bi se omogucéilo generiranje profila (Slika 19).

Upotrjebljena je slijedeca naredba:

for i in *.aln;do hmmbuild/home/marija/PROFILI/$i.hmm$i; done
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Highlighted: Mone |Data s

Slika 19.

Prikaz izbornika programskog paketa MEGA 4.0.2 prilikom izrade viSestrukog
poravnanja sekvencija aktivnog mjesta svih 397 domena A upotrebom integriranog
programa Clustal W.
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Kako bi se olaksalo kasnije pretrazivanje baze podataka s generiranim profilima
domena A, svi su profili spremljeni u isti dokument i indeksirani. Indeksiranje je omogucéilo

brze pretrazivanje baze podataka UniProt. Upotrjebljene su slijedece naredbe:

cat*.hmm > /home/marija/BAZA_PROFILA/grupe
hmmpress/home/marija/BAZA_PROFILA/grupe

Uspjesnost pretrazivanja pomoc¢u generiranih profila HMM provjerena je statisticki. U
izratun su ulazile domene u kojima je pretraga pokazala: vrijednost E < 10” (engl. "E value")
i uspjeh pogotka > 50 (engl. "Score"). Sto je uspijeh pogotka visi, a vrijednost E manja, zna¢i
da je pronaden visok stupanj sli¢nosti izmedu analizirane sekvence i profila HMM. Isto tako
se to¢nost prepoznavanja supstrata provjerila u literaturnim izvorima. Naime, domene A u
vedini slucaja pokazuju specifi¢nost za vise od jednog supstrata. Provjera je napravljena uz
pomo¢ baza podataka GenBank i UniProt putem interneta. U bazu podatake GenBank
pristupljeno je kroz sustav Entrez, sustav za pretrazivanje i prikupljenje podataka. Odabirom
izbornika baze podataka "Entrez home™ (Anonymus 1, 2012) i upisivanja pristupnog koda

(engl."acession number") u polje "Search across database" pokrenulo se pretrazivanje (Slika
20).

f—j Entrez cross-database sear

€« C' [ www.ncbinlm.nih.gov/sites/gquery el N
Eﬁ'ﬁj Ova je stranica na ovom jeziku: Zelite i je prevesti? x
L ]

-
PubMed | All Databases [ Human Genome [ GenBank | Map View:

Search across databases |005819 | (6o] [Clear] Hei

- Result counts displayed in gray indicate one or more terms not found

m PubMed: biomedical literature \ ﬁ Books: online book
citations and abstracts “ ooles: aniine books =
PubMed Central: free, full text * OMIM: online Mendelian Inheritance]
journal articles “ in Man
m Site Search: NCBI web and FTP )
sites =
Nucleotide: Core subset of
3 . nucleotide sequence records “ m dbGaP: genotype and phenotype
3, EST: Expressed Sequence Tag ) ﬂ UniGene: gene-oriented clusters of
€ records = transcript sequences
:[] G55: Genome Survey Sequence ) 3, CDD: conserved protein domain
» records = 4 database
-

.. . ~, Clone: integrated data for clone
1| s e® Protein: sequence database ) ]
'“ Genome: whole genome sequences 7] lb]- UniSTS: markers and mapping date

< n | +

Slika 20. Prikaz izbornika "Entrez home" za pretrazivanje, s upisanim kodom domene A

proteina u polju "Search across database" i s rezultatima pretrazivanja.
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U bazu podataka UniProt pristupilo se izravno (Anonymus 5, 2012), te se upisivanjem

pristupnog koda u polje "Query" pokrenulo pretrazivanje (Slika 21).

/ = Entrez cross-database sear xy % PEPTIDE SYNTHETASE ME

= C | [ www.uniprotorg/uniprot/005819 o7l A I
Eé] Owva je stranica na ovom jeziku: Zelite |i je prevesti? e |
UNP(D-t..: » UniProtkKB Downloads - Contact - Documentation/Help  fisl I
Search Blast * Align Retrieve ID Mapping * \i
Search in Query
Protein Knowledgebase (UniProtkB) |Z| | | [ Search ] [Advance

005819 (005819_MYCTU) "+ Unreviewed, UniProtKB/TrEMBL [ Contribute
. . ) 0 Send feedback
Last modified September 5, 2012. Version 72. ) History. .. O Read comments (0) or add your own

% % Clusters with 100%, 90%, 50% identity | () Third-party data

»
Names and origin
Protein names Submitted name: ) .
PEPTIDE SYNTHETASE METF (PEPTIDE SYNTHASE) [ EMEL CaB0s<rs 1)
Gene names MName: mbtF (EVEL CAB0s:741 )
Ordered Locus Names:Rv2379¢

COrganism Mycobacterium tuberculosis [Reference proteome] [HAMAR]

Taxonomic identifier 1773 [NCBI]

Taxonomic lineage Bacteria » Actinobacteria » Actinobacteridae » Actinomycetales »
Corynebacterineae » Mycobacteriaceae » Mycobacterium » Mycobacterium
tuberculosis complex

4 m b

Slika 21. Prikaz izbornika UniProt baze za pretrazivanje s rezultatima pretraZivanja.
Statisti¢ka provjera napravljena je preko izracuna slijedec¢ih grupa:

e TP - stvarno pozitivni (engl. "True Positive")
e TN - stvarno negativni (engl. "True Negative")
e FP -lazno pozitivni (engl. "False Positive")

e FN - lazno negativni (engl. "False Negative")

Grupa TP oznaCava to¢no prepoznavanje od strane modela dok grupa TN oznacava
krivo prepoznavanje. Grupe FP i FN oznacavaju greSku modela, tako su domene grupe FP,
koje je model krivo prepoznao kao to¢ne, a domene grupe FN su domene koje su u
rezultatima pretrazivanja oznac¢ene kao krive a rezultat je zapravo toc¢an. Pogreska modela se

izracunala po sljedecoj formuli: (FP + FN)/(FP + FN + TP + TN) (Rausch i sur., 2005).

4



4. REZULTATI



4.1 REZULTATI FILOGENETSKE ANALIZE PRIKUPLJENIH SEKVENCIJA
PROTEINA DOMENA ZA ADENILACIJU

Svih 397 proteinskih sekvencija domena A preuzetih iz rada Rausch i suradnici (2005.),
poravnano pomocu programa ClustalW (Larkin i sur., 2007) i prikazano programom Jalview
2.7 (Clamp i sur., 2004; Waterhouse i sur., 2009), prikazano je na Slici 22. Na slici su

vidljive konzervirane regije unutar cijele skupine upotrebljene za testiranje.

Radi izrade filogenetskog stabla programom MEGA 4.0.2 (Tamura i sur., 2007)
provedena je analiza viSestruko poravnatih cijelih sekvencija uzorka upotrebljenog za
testiranje. Na Slici 23 prikazano je umanjeno filogenetsko stablo cijelih sekvencija domena
za adenilaciju koje je generirano metodom ME programom MEGA 4.0.2. Na stablu su grupe,
zbog boljeg prikaza rezultata, grupirane ru¢no i istaknute upotrebom boja. Zapisi su opisa
domena izbrisani radi boljeg prikaza grupa. Cijelo stablo nalazi se u prilogu (vidi:
podpoglavlje 8.2.2). Ukupno je generirano preko Cetrdest grupa sekvencija koje su, u analizi
filogenetskog stabla, pokazale loSe grupiranje. Detaljno je objaSnjenje raspravljeno u
poglavlju 5. Primjer grupa sekvencija unutar filogenetskog stabla cijelih sekvencija prikazan
je na Slici 24. Posljedi¢no je, zbog loSe generiranih grupa, obavljena filogenetska analiza
proteinskih sekvencija aktivnih mjesta koje sadrzavaju "kod sustava NRPS". lzostavio se
jedino ostatak aminokiseline Lys na polozaju 517 koji je sa¢uvan unutar porodice domena A.
Time su se sekvencije smanjile na optimalnu veli¢inu za filogenetsku analizu (vidi: Slika

25).

Iz viSestrukog poravnanja sekvencija aktivnih mjesta (sekvencija duzine 136 do 150
aminokiselina) generirano je, istom metodom, drugo filogenetsko stablo. U stablu su ru¢no
anotirane velike i manje grupe. Prikaz svih grupa vidljiv je na Slikama 26 i 28. Na Slikama je
prikazana umanjena radijalna verzija stabla. Cijelo stablo nalazi se u prilogu (vidi:
podpoglavlje 8.2.4.). Ukupno su definirane 42 grupe: 19 velikih i 23 manje. Velike grupe su
oznacene na filogenetskom stablu na Slici 26. Od ukupno 19 velikih grupa, 10 grupa je bilo
samostalno dok je 9 grupa sadrzavalo manje grupe. Prikaz velikih grupa sa sadrzanim
manjim grupama vidljiv je na Slici 27. Prosjecno su velike grupe sa sadrzanim manjim
grupama imale 21 domenu, dok su samostalne velike grupe imale 12 domena. Grupa 7 je

imala najveci broj domena, njih 30.
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Lol QOABEEHTS4_COCUA_ 1848 2252H405 - - - - - - - - - TYAELSDLEQRLE IHLUELG | - - KWGT- - - - . - KIPIGFEKS - MlT 1T | LAVVDASGUFVLLERGHR - - - - - - - ESRLEG | | KOVRAELLLESPATSRMEALON I STOMSTE - - - - - - - - - .- FKIVELEFEF |RSLFLF-
Lol QOOBEHES VA_FUSEGE1_S1214-402 = - oo e m o s TYAELDNYSSRLAQH INS I DLG - KEHA- - - - - - - - IWP I YFEKS - KWV ASMLAYLKAGHAFTLIDRSDP . - - -« - - PARTAQVYOQTSATVALTSKLHR - - - - ETWASTWG -« o v e e ee e e RCIVYDEEFWKSLFQS -
QS 206|094206_CLAPLY 1185 187412 - - - - - - - - - TYGELERRAEKLAG - LVRSHVE - KPDQ- - - - - - - - VUVLYFSKS - WLTUVADLAVLKAGAAF ITLEISQP - - - - - - - VHYLQRVISALGFYLWLTSEDLF - - - - - SAAEDLOEMN- - - - - - - oo - AVPUMAVDKDDLEDAT
Lol QOIESEIHTS 1_COGUA_ 243 6454-403 - - oo c - o s SYTELERYSS TWARQLOKQG 1§ -Q6S- -« - - - - - WWLFCFEKS - RLAVYSMIAILKAGGVEVR I DPRYF -« - - - o - VERIRD | IRTTHAT | ALVGAGKT - - - - - AALFR-SADT - - o me e oo ee s AVATIDITKD I PHGLSDT

lsp| QOIBBEHTS 4_COCCA_3000_39054-408 - - - - - - - - -
H{EEGAQH GEGAQI BCYVAN_ 2034_24/1-403
| QPBNIS|QTENDS_SORCE_S50_964/1-405
HrlCSRFHE|QERFE STIAL S60_962/4-403
RSFE 18| QB 13_SACTO_1695_1%1-906
| QOHW G| QSHWGS_PSEAZ 541_935°1-339
QRRFIM7_PSEAE_541_93%1-399

OG5 740/0B5740_PSEAE S41_9351-399
Lp|PIBE33 MR E_ YERE S 693_990K1-298
| (H2F 24| G2 24_ VERPE_ 593 590/1-355
P 19828 ANGR_ VBAN_480_87H1-400

| QBRFIE| QIRFME_FSEAE_BR1_S74/1-394
r|O86723/0867 39_PSEAE_S81_974/1-394
NQECZTS|QECITS_YERPE 773 11841-909
ol 0BE00EIBACA_BACLL 1115 1498°1-387
QEGEAHQBGERI STRAZ 1006 14/1-408
OB7 213|087 313 MYCSM 1564 154-389
|5 356| QEI366_STRN_33_ 436/1-404
splP7 171 7|08 FE_AYCTLL 5799751397

5o | Q7 TYQIIME FE_MYCED_579_975/1-397
0337431033743 STREG. 9 401-395

A QSWISE| QB UMEE_BACTO 33 4271-395
lplP 25464, 1| ACYS_CEPAC_287_T051-419

Consemation

Consensus

<

SYMOMDRCADVLARD |RKTNMISAQSF
TYHELYTEAQALGQOWRALGATPNT -
TYEELSRRSRRLGARLREQGARFNT -
SYGKLERRSAR | AAINL | AQGYKPDQ -
TYRRLTEHARRVGRTLRRLGARFGR -
STYROWADHASALRRVLEAHGAGRGR -
SYRQWARHASALRRVLEAHGAGRGR -
STYROWADHASALRRVLEAHGAGRGR -
NYHELTDYARRCAGRLYECGVRFPGD -
NYHELTDVARRCAGRL I ECGVRPGD -
DYITLASYAKSCAGALTEAGVKSGD -
TRGELAERALRIAGGLREAGVRRPGD -
TRGELAERALRIAGGLREAGVRFPGD -
TYREMAIRVGDLAGYLRAR | ARDG -
TYQELDEKSNOVARFLIGKGVEKGD -
TYQELNRRANRIAARLAAEDVGRET -

LVAVLMEKG -
LVAVYME K6 -
LVAIVAEKS -
LUPWYARKS -
RVAVMLE KS -

RVAVMLE KS -
HVAITMSKG -
HWATTHMSKG -
RVAVTMNKS -
AVEVSLPRG -
AVEVSLFPRG -
HWG I CLFKG -
YIGVIGKRS -
WUAVEVPRG -

TYGQLGARAGELAMALAEAGYRRGD - IVALATARS -
TYGELAARAGS IDAALAGLGVRAGD - RVALLSGRTD
SYAQLRDRQASAVAAALRAAGLRVGD - TWAVLGPKT -
SYAQLRDQASAVAAALRAAGLRVGD - TUWAVLGFRKT -
GYGTLAAWALAVAGAYAPRTVAPOP - PWG IVVHHT -
TYGTFAAWVARVAGAVEPRTAERQP - - - - - - - - - - FPUGWUAHHS -
TYEELNAMANRLAHHLYS . - 56 IQTEQ- - - - - - - - LWGLFLDKT -

|
3405326445 32 44347 -

Quality I-.l“ .I- J

TYRELNERANRLAHHLR+RG+GUGPDD

CATAVVEMLAVLKAGGAFMPYD | SOP

SAADLVAVIGILOAGAAYYFYD | RQP

WEQ I VAVLG | LMAGAAYLE | DAALP
WEQUVAVLAVLESGAAYVP I DADLFP
WEQVVAALAILRAGAAYLFLSPSLE
WROAAVAALGVLESGAAYLPLDPELFP
AADLVAV G | LOAGAAYYPVD | RQP

AAQLVAYIG ILOAGAAYVPVD IRQP
AGQLVAYLAVLLAGAVYVPVSLDRP
AGOLYAVLAVLLAGAVYVYPVSLDOP
1GQIVAVLE ILYAGA | YVPVSLDOFP
FOOVAAVFGULAAGACYYFLDIDOP
FPOOVAAVFBVYLAABACYYFLDIDOFP
TEQWIAVLAVLE | GAVYVYRLD | TAF
LGTIVNLLAVLKTGAAY IPLDPDYP
FMMUAVYLG | LKAGGVYLFMEFHLP
ADLVAA WA | AAGAAYLRSTRLS
ADAVAAVHAILAAGAVYVPLDAASE
GEQVAAYLG ILAAGGYYLP IGVDOP
GEQUAAVLG ILAAGGVYLF IGUDOF
ARDVAA ILGVLATGRAYVPLEAGHP
ARDVAA ILGVLAAGRAYVPLEAHHF
ELMIAT ILG IWKSGAAHYFE | DPGYP

21455

RSRLONLIEESGAKLVLTLPESA
QERQWSLLEQGE - VKLYYTOAALN
AERIHYLLDHGE - VKLVLTQPWLD
PERLHALLEEAQ - ADWWLTOSALE
AERLWHLVRRAE- AALLLTERALL
PLRROQAILASAEVVALVCLESDVP
FLRROAILASAEVVALVCLESDVYPR
PLRROQAILASAEVVALVCLESDVP
AARREK | YADASVRLVL ICRQHDA
AARREK | VADASYRLWL ICOHDA
QERRES | YQGAG INVILINESDSK
FARRRL |IEEAAGVCLAITEEDDF
FARRRL |EEAAGVCLAITEEDDF
SERLOOLIARAD IGVLISDHE I SANCDTWNINIT
EERKAY |QSKSNCKFF ISHDVY DK
AERAAV ILEEAHAEVUWTTADREG
ADRIEYMLRHARE - TAV I ADGVGA
FARWASVSRUCAF - TAVUGERALL
RODRAER ILATG - - - - SWHLALVCG

NALATLSGLT

KW IPUSLSELVAQ I TONT
ASLGLPDHLHCLWYASOPD
GKLSWFFG |QRLLWSEAGY
SSLRWPEGFPRRLSYDR- - D
DTLAVPUGWTYLAVDDD - A
DYGCACYAIDRLAADS -
DAGCACUAIDRLAADS -
DYGCACYAIDRLAADS -
SAGSDDIPYLAWRRAIE-
SAGSDDIPVLAWIOAIE-
NSPENDLFFFLDWRTAIK-
QALFFRLDVERLLE-
QALFFRLDVQRLLR-
GGFFSFFTRPSUF TESAAA-
EHIERFSKAP-
WRYPDEVARVEADAAVES - F
HYWSGALPADT. - [¥¥STT
DRFAAAVFGPRRLALFSDG
PPCOVRVPWPT- - LLLADY

RORAERILATG - - - - SUNLALVYEG - - - - - - o= - oomomm o m oo m oo FPCOVRVPWPT- - LLLADY
EARLESWLALAGEREAVATAETGW. -« v v oe vt QPPVETY IRPR- -WTQTPY
EPRLEG ILRRVGCREAVATAETGW. - - - - - -~ - oo QFFVEKY IRFR- -WTFAAG

DERVKFWLNDTKAQYY I ASORHYDRLRAEAVGGD - HLR | IGLESLFD

HLAQQTOQHSPETSGHLTH [w

14543257 3753000755100000-00

Dm0 (et sl Sssemme

00000000000-00000 -

PEDRWAVLLERSGAEMYVALLAVLKAGAAYVRPLDPAYF - AR++++AERIAYMLEDSGA+LLLTQEALLERLPPAGAALLW+LDWVFVLELDLSQHRFELDVLVLDDLSSADEAAENLA

[Sequence 31 1D:

tr|QIFE1E[QIFB1E_SACTO_1545_19 Residue: GLN (37)

M @ (@ | @ izrezanoz.txt - Notepad

5 poravnanja2 ¥ usoredba mega 1 ali ... [ MEGA 4.0

& Microsoft Office Pictu...

(@) 1alview - Download P

@j 11:21

(@) owrloads

Slika 22. Prikaz poravnanja svih 397 sekvenci domena A u programu Jalview. Prikaz konzerviranosti sekvencija vidljiv je na dnu slike.
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Slika 23. Prikaz filogenetskog stabla generiranog iz cijelih sekvencija, filogenetska grupiranja sekvencija naglasena su upotrebom boja (s time da su

zapisi opisa domena izbrisani radi boljeg prikaza grupa).
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1T M4: Tiree Explorer, (F:\NRPS extensionlporavnanjaitree A domain S ME PODJELE .mts)
File Image Subtree Wiew Compute Caption Help

HS® N § & =£E

h Original tree Bootstrapconsensustleel

— =
= tr|QOINBAGIINGD STRLA 111 412 forward. HPG !
tr|QOINETIGIINGT STRLA 2074 23 forward. HPG
9L tr|Q93NEE|GIINGS STRLA 586 870 farward. HPG
£y 3 tr|QOINETIGIINGT STRLA 454 873 forward, HPG
= 105261 91052619 AMYOR 35 427 forward. LEL
e _Etr|n;193911 Q33071 GPSEL 36 428 forward. LEU
32 tr|@EKLLAGEKLLE STRTO 35 425 forward. HPG
—Em@?wzssmwzss QACTO 37 427 forwvard, HPG
= 4 g B rIQTOAZEIGTOATS ACTTI 36 426 forward. HPG
&= trQTWIESIOTWIES QACTO 487 577 forward. DPG
53 tr|G70AZEGTOAZE ACTT) 488 578 forward. DHPG
tr|GBKLLAGEKLLS STRTO 483 879 forward. DHPG
& trQ7OAZTIGTOAZT ACTT 481 876 forward. HPG
_Etr|Q8KLL5|@8KLL5 STRTO 481 878 farward. HPG
tr|O52820/052520 AMYOR 452 679 forward. HPG
—Etrmagzm@gagzo 9PSEU 452 879 forward. HPG
40 g R YTV 74QTWETS SACTO 452 878 forward. HRG
I—trl@ﬁKLLBl@SKLLB STRTO 493 889 forward. DHPG
trQ7OAZEIGTOAZE ACTT) 493 894 forward. DHPG
9 tr|QTWETSIQTWETS SACTO 494 894 farward. DHPG
76 052521052621 AMYOR 493 859 forward. DHPG
ua o) R /29392108393 IPSEL 483 857 farward. DHPG
tr|Q9Z4HEIQIZANE STROO 6382 68 farward. HPG i
'_tr|00?944|00?944 STRPR 4024 44 forward. PHG
tr|Q549591054959 STRPR 1530 19 forward. ABI
*® LLEtr|QQL8H4|QQL8H4 STRCH 3023 34 forward, VAL
5 g b |OBB457|0B8457 STRCH 155318 farward. VAL
2 1rQIRKT HQIRKT 4 STRCOD 164 564 forward. ORN
1 trOBT31 SI0BT3 3 MYCSM 52 462 forward. ORN
tr|QOZ4XEIQIZAXE STROO 2785 31 forward. TRP 7
_Etrmuxzpsmxz STRCO 1563 19 forward. TRP
5 g /007344007304 STRPR 1544 19 forward. PHE
L 100564 7|005647 STRYG 1144 15 forward. PHE
21 34 e 111939 2|93 2 SPSEL 36 429 forward. TYR
tr|QOINBICIINED STRLA 107014 forward. TRP
9 o tFG7VWZEIQTVWZES QACTO 1064 14 forward. TYR
SEEW@?DAZS@?DAZS ACTTI 057 14 forward, TYR
tr|@BKLLAGEKLLE STRTO 1057 14 forward. TYR
105261 9052619 AMYOR 1058 14 forward. BHT
ngcmasasm |©93021 PSEL 1059 14 forward. BHT
trO52E20/05 2620 AMYOR 3498 38 forward. BHT
tr|QO30Z0G939Z0 SPSEU 3498 38 forward. BHT
tr|Q9INETICO3NET STRLA, 3505 38 forward. TYR
tr|@EKLLSIGEKLLS STRTO 3459 38 forward. BHT
tQTWETHOTWIT4 AACTO 3492 38 forward. BHT
g5 b trIO7OAZTIOTOAZT ACTTI 3489 35 forward. BHT | e

Slika 24. Blizi prikaz primjera grupa sekvencija unutar filogenetskog stabla cijelih sekvencija.
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L Jatview 2.7

LIEE

File Tools Yamsas Help “Window

F:ANRPS extension\DOMENE\izrezano2.aln

Flle Edit Select Wiew Format Colour

5ol P 26464 1|AGIS_CEFAC_2ET_TO5-413

50| P 26464 1|AGYS_CEFAC_1588_18001-414
50| P 26464 1|AGVS_CERAC_2962_ 28T 41-410
50| OBBA0GIEA CA_BACLE 64_J61/1-558

50| CBBO0E|SA CA_BAGLE 1118 1998/1-357

50| CBBA0E|SA CA_BAGLE 2152 Z6A8/1-357

50| CBBA0E|SA CA_BAGLE 3178_SETH1-40

50| CBBA0E|SA CA_BAGLE 46336051356

50| CBBO0E|8A CO_BAGLE 486 S551-355

50| CBBO0E|8A CO_BAGLE 1623_1516/1-383

50| OBBO0E|8A CO_BAGLE 3027_3920¢1-399

50| OBBO0E|8A CC_BAGLL 4065_49631-905

50| OBBO0E|8A CC_BAGLL 56 79_696%1-396

50| 030408| TVCE_BREFA_499_B341-901

50| Q30408 TWGE_BREFA_1634_192%1-396
50| Q30408 TWGE_BREFA_2671_2962:1-392
50| 030409 TWCO_BREFA_I31_B87/1-397

50| 030405 TWCO_BREFA_1627_192451-398
50| 030405 TWCO_BREFA_2664_296271-399
50| 030405 TWCO_BREFA_3602_ S99 71-396
50| 030405 TWCO_BREFA_JEIF_6041/1-905
50| 030409 TVCO_BREFA_SE83_B0831-907

Rrl AL | QENLIK A TRIVE_ 13881 7931-406
Rrl BN | QENIK A TRIVE_ 2983 28ES1-407

Rrl BN | QENIK A TRIVE_S676_39831-407
Rrl AL | RENLIK A TRIVE_IE82_S0731-392
Rrl BN | RENIK A TRIVE_S762_6160/1-399
Rrl AL | QENLIK A TRIVE_BE40_T2421-403
Rrl AL | QENIK A TRIVE_ 7923 B3Z1-399
Rrl BN | QENLIK A TRIVE_S013_S4151-907

Rrl BN | RENLIX A TRIVE_ 10108 1061371-908
Rrl BN | QENLIX A TRIVE_ 13180 115981-908
Rrl BN | RENLIX A TRIVE_ 12278 1268571-905
Rrl BN | QENLIK A TRIVE_ 13368187 P4/1-907
Rrl AL | QBNIK A TRIVE_ 19968 1484%1-331
Rrl BN | QENLIX A TRIVE_ 16641 1694671-906
Rl QAL 2| QENIX A TRIVE_18639_17090°1-907
Rrl QBN | QENIX A TRIVE_ 17736 18924°1-399
Rrl QAL | QBNIX A TRIVE_ 18828 1922971-901
Rl QAL | QEVIX A TRIVE_ 19918 2032271-904
RrlQOR 164 QOBIEL_TOLMN_513 91877906
RrlQOR 16| QOBIEA_TOLN_ 1592 200477-908
RrlQOR 164 QOBIEA_TOLN_209E_29987-902
RrlQOR 164 QOBIEA_TOLN_ISBI_I9887-907
RrlQOR 64| QOBIEA_TOLN_EOFE_ 6472 1-909
RrlQOR 64| QOBIEA_TOLN_PEFE_POFEI-905
RrlQOR 164 QOBIEA_TOLN_BE33_P03BI-908
RrQOR 164 QOBIEA_TOLM_10127_10529/1-902
RrQOR 16| QORIEA_TOLN_ 11616 120791-904

Qualihf.-l . ‘I‘ -I . I --- -- -

Calculate  wehb Service

, 10 , 20 . ‘ . 40 . 50 . ; . 70 , e , 20 , 100 110 120 120 , 140 , 150 ,

TYEELHAMANRLAHHLYSSG IQTEQLWGLFLDKTELM| AT I LS [ WKSGAAHYF |IDFSTPFIERVKFWLND TKARYY | ASQRHVDRLRAEAVGGRHLR | IGLESLFDHNLARQTOHSFETSGNLTHLPLNSKALAYYTYTSGTTGFRKE IYKEHTSVWNS
TYRELMSRANALAFYLLS2AA IQFPNKLWGL IMDKSEHMI| TS | LAVIWKTGGATYVF IDFRYFDOR Q7Y ILEDTAALAY ITDSFHIDRLRS I THHRLFY IZSDFALQLFFSFYHFYSHNCKPSDLAY IMY TS TTGNP K WVMYEHHGWWNLCWSLCRLFGL
SYSELMERANQLWHL I | SS5AS | VADDR I ALLLDKS | DMV | ALLAVIWNKAS AATVFLDFTYFS2RTEL ILEESSARTL I TTRKHTFRGG TWANYFSYYLDSFETLACLHNORSKENFTTSTOKPSOLAYY IFTSGTTOKFKGWVLWVEHGSVVRLRNSL IER
TYRELMNEKANQTARLLREKS GRGS | An | | ADRSFEMI| |61 16| LKASGATYLF IDFETFKDR | AFMLED TKAAVLL TRGKAADS IDCEAD | VRLDREASDGFSKEFLSSWNDSGDTAY | IVTSGSTETRKEW I TRHYSW IRVVANTNY IDITEDNYI
TYRELDEKSNOWARFL | GKGWEKSDY |6W [ SKRSLGT I WNLLAVLKTGAAY | FLOFDTYFEERKAYT IRSKSNCKFF | SHDWYDKEH |IERFSKAFYDRKYDLDDMAYY IFTSGSTOKPKGWR | THYPFARNTILD INERKFHNYTEQDN MG I SSLCFDLSY
TYROLHNEKANOWVARLLREKGWKFDTLWSG IMMERSSDM| A4 | LEVLKAGGATYLF IDFETYFFERMRTMAFDSEVKY | | SDWFLAEELTAES IEL IHMDDER | AGQDRSD IDHWHNRSGDLAYY IVTESGSTOKFKGWMIEHGSL INLCSWHRSCFEVGRND
SYRELMERANSLAFTLROKGWSFDW | AG ILTERS | EM| WG MG | LKAGGATLF IDFATFRER | 87 | VKDSDWSVLCAAGSDYDFGEAYTGD | IRIDQTGRHNDHVENLKHD IKFQHLAYY IYTSGSTGKPKG WM IEHHSWHNLVHGLNER IYRHLDAHL
TYRELMEKANOTARLLREKS GRGS | AA | | ADRSFEMI| |G| 16| LKASGTYLF IDFETFREOR | DTYMLKNSGAALLYTTDSLLKFFD IKTWDLCSDELHLLSEENLFRYHRSSDTAY IWYTSGSTETPRGWY IPHYSAARVYKNTHY IDITGNDVILE
TYRELMNEKANQTARLLREKS GRGS | AA | | ADRSFEMI| |61 16| LKAGSGATLF IDFETFKHR | AFMLESD TKAGWVLLAQSG KAADSG IDCEAD | IHLDKGVADGF SKKRLSSWNDSGDTAY | IVTSGS TOMPKEWYTPHYSAARVUKNTNY IDITEDDAI
TYROLHERSNOLARFLREKGWOFDTAVS IMYDRSFEM| |GLLS | LKAGGATYLFLDFATFEDR | KY | LGDSQTKFLLSEEAL | KKRAF IKEADMINID IHDKR | AARDAARLEFVSREGDLAY | IYTSGSTOKPKOWL IEQKGLSNLVSAVUYKLMHLN
SYKALMERSHNOLAGLLREKGWKPDM | VO WMAERSWEM | VGMLAVLKAGGAYLF IDPFETYPEDR IRTYMIEDSSG 1S ILLKKADKD IDYDF TC IDMNEKGLAKDMAAENLGHTSGSSDMAYY IV TSGESTEKPKEWMUNHRS IVNTLYWRKOSYGYSTADAT
TYRELMERANQLARLLRDKGADADQP WA IMIEFPSLEMI| | SMLAVLKAGAATYF | EFEQLAKRTNE | LEDSRAAILLYVKGSVKENYAF AGE I VN YADGL IDAKVASNLEASGSADRNAY | IVTSGSTEKPKGWFVRHENWWNY TTWFMKEAGLTEND K
TYRELMEKSNOLARYLRDKGWKADT | WA IMAERSPEMYYG MG | LKAGGAYLF IDPDYPEER | KYMLEDSGAA | |LADHKODLGS TLHREAVELTGDF SSYPADNLEFAGHADSLAY | IV TSGSTEGKPKOWMIRORGLVNY | TWADRVYVRGEQLDF A
TYRELDEKSNOLARFLRKKS [6TGSLVGTLLDRSLDMI VG | LEVLKAGGAF VWP IDPELPAER | AYMLTHERYPLY Y TONHLRAKYTTPTET ID INTAYV IGEESRAF IESLHNQFHDLFY | IVTSGTTGOPKGWVMLEHRNMANLMHF TFOQTHN I AFHEK
TYRELMERANQLAHTLRAKGVOAERSWSE IMARRSLEMA |G | | A LKAGGATYYF IDPDYPNER | AYMLEDCRRLYL TOOQLAEKMTANVECLYLDEEGSYSPRTEN IEP IHTAADLAY | IYTSGTTEGRPKGWMUVEHRG IVNSYTWHNRDEFALSVRDSE
SFRELMERANQLAAVLREKGWGPAD | VALLVERSAEMY | ATLATLKAGGAFLFYDFDYPEER |RYMLED SOAKLY Y THAHLLHKYSSQSEVYDYDDFGSYATQTDNLPCANTRFSDLAY | IVTSGTTEKPKGWVMLEHKGWVANLQAVFAHHLGYTFRDR
TYQELMERSAQDLANALREKS | ASGS |WE IMAEHSLEL | WA IMAVLRSGAAYLF IDPEYPRDR IQYLLDDSQTTLLLTRSHLOFPN IRFAGSYLYLDDRELYEGGSTSFAFPESKFDDLAYM IV TSGSTENPKGAM | THRGLWNY IMARAN KUY VEGEAVD
TYRELMARANQLARLLRSHGTGFDTL |6 IMUYDRSPOMYVGMLAVLKAGGAY TP IDPSYPPER IQYMLEDSOAP ILLTOQRHLOELAAYRGE | IDYDEEA I YTGAD THLDHNVAGKDDLAYY IV TSGSTEGNPKG WM I SHOA I CNHMLWMRETFRLTTEDA
SYRDELMERANQLAATLRERGWVOFPDOP VG IMANRSWEMYWG | LA | LKAGGATYF IDPEYPEERVATMLTDCOARLYL TOKHLGAKLGSSY TAECLYLDDESHNYGWHRSNLOP INTASDLAY | IVTSGTTOKPKEVMYEHRSE | VNNV LWKKAEYOMKYE
TYRELMEKANQLAHVLRONGWGKES | VGLLADRSLEMI| TG MG | LKAGGAYLGLDIFPEHPSERLAYMLEDGG VK YYLVOKHLLPLYGEGLMP | MLEEESLRPEDCGNFAIVNGASDLAY VMY TSGSTEKPKEWMUEHRNY TRLVMHTNYVRQURESDRM
TYRELMNAKANQLARVLRRKGVKFESTWG | LVDRSLYMY | GMLAVLKAGGTFYFP IDPDYPLERQAFMLEDSEAKLLLTLOKMNSQUAFPYETFYLDTETYDREETGNLEHVARFENYAY | IVTSGTTGKPKGWY IEHRSYANVAF AWKDEYHLDSFPWY
TYSELMERANRLARVLRAKGWGPDRLWVA IMAERSPEMY |G LG | LKAGGATVFVDFGTYPRER IQYLLEDSHNAALLLSOAHLLFPLLARYSSELPECLDLNAELDAGLESGSHLPAVNOPTOLAYY IYTSGTTGKPKGWMIPHRQG IVHCLOQWRRDEYGF G
TYLELDRAANRLAHHLYKSCGWRDODLWHYCFEKSAWF FWE | | AVNKAGATW  FLDFSHF IDROQOVYED TKAALALAS | SHYDMCSKL IGNYYEVSHTLDEALAR TEMESHOPYSHYSPRNAATYVLSTSGSTETPHKGLVMRQHRAVC TSQTA I TKRL
TYTELVEAANRLANYLTKNFT IKTDEL | FWCFEKSSWY | WA | LA | NKVGAGWYFLDFSHFEQRLROVYED IRAKIVLCSPSHAY ICHNGFGLTYIE I SSYFNOKLYESGY TS TTOPATKYTPRN IAYVLFTSGS TG TPKELVMEHYSYVCTESQTA I SAR
TYSELDRAANKLANFL | KGHEWKVGD | WHYCF EKS LU VWS WL AVNKAG AAINPMDFAHSLORLOOVYESP TOARLALASSYHRHLCSKLLNTYYEYSLTLDEQLNRDEG | SD IKPSVAVYSNDWAYVLF TSGSTOWFKS IVMEHGSLCTSARD | AKR
WL I LLKLS | KPGDLWHWCFEKS IMHF VATLA | NKAGAANSPLIPAHFEQRLRK VWO TGANLYLTSPSNSMLCSALSEKYLEYTSSLDOKLAETYDSEAPDYAYTRFDNYAYYLF TSGSTGTPKE VY IEHRSYCTSATAMIKRLRYVTSDWVRMLOF AS
TYAQLDRMANRLAHHLVKAFDWKTGDL ILLCFEKSLWY | WS | 1A | NKAGAAWFLIFSHFMORLOO VY NOAKAKLFLTSPLYHTLGDELSD TYLE | SQALDD ILLKYEFSTLAPDVALSPRNAAYVLFTSGSTETRKGF Y IEHKAVCTSQTAI TNRL
TYAMLDPRLENLLAHYLHRLGWRPES | WPFCFDKSPUA | WAMLA | LKAGGAFLFLDFPLHPRNRREALVOEVGAE IMIVEPSSEVPCEGLTS IMUVEF T IELLEQLSSRYDAFQE ILPKAEPSHNAAYYLF TSGSTOGKPKGWLMEHSAFATSTLGHGE I YN
TYSOLDRAANRLANHL | ADYE | KNDEL | HYCFEKSSWF VWA | LA | NKAGGAWYFLDFSHF TORHOD IVDR TKARLALYSPSH ISTCIDLVEHYYEYSPYTDE ILSKTESSHRGPDRE | SPSNAAYYLFTSGS TG TPKGLYMEHRSVCTSLTA I TKRL
TYREMAETTHR I AHHLY TDYGWKYGD | |HYWCFEKSAWF | |ATLA | NKAGAAWS TLDFSHPTERYRKI INQTGS0 |ALSSPYNSNRCASLLPNY IELTSELDSKLADNYEWS TERPAVNYTPRDAAYVLF TSGSTEVRFKEWY IEHGSLCTSR I SLSKA
TYKOLMEASHRLAHLLWNKYNWKPDDL | FYWFFEKNAWTF WA | TA | NKAGAAWFLIFSHFYLRLRR ILSQ TG TTLALSSSANAVLCS TLYRKYYEYVNAELDNKLLATESSAHGPYVDYSSRNAAYVLFTSGSTE IFKGL IMEHGSVC TSQVA | AKRL
TYSELDRTANRLAHLLVHD YAWVKYGD | WHYCF EKSKIWTF WA | LAVNKAG AAIWAFFDFAHFPORLKAVASO TOAKLALASTANTRLCEQYVDCYYEYSS TLDKNLWT TYDH IEKGPD INVTPMDAAY ILFTSGSTOWRKSE | VMAHGALCTNRGAAL SGW
TYAELMNSAANKLAHYL | KEYSWKLNDLWHYCFDKSAWY | WS | 1A NKAGATWYFLDFFHFEQRLRS IVNOQ TKSTLALASPGN I TLCSALVDNYYEYSSALDSMLPARDGLESFKYSYSSRTAAY ILFTSGSTETPKEWY IDHRSLCTNMNA | AKRVR
HYSOLHMSAANQLAHHI LK G | KADDLWHWCFEKSWVIWFFWE | A NKVGAAWYFLIPSHPEQRLROV VGO TLAKFALSSPTHAALCHKLYHNY IEVSPSL IDELSKFCDGFNSFAINYPSSHNAAYYLFTSGS TG TPKGLWMOHGAVCTSQTAI AKRLS
TYKELSWLASRLAMWKLOGLGWEPESL | PLCFPKS TWAVVAMYA | EMAGGAF VFLDPNAPVYARLRG | IEDTKSSLAVASPSCOD TMRD 16 IEVFAVDEALLLELSDFADGYKEMARFDNASYYLF TSGSTGKPKEMY IDHNSLCSSGNAYGCDLE IGF
TYTELDREANRLAHYL IQSTEWVRVGDCWHYCFEKSAWTY | S | LA | NKAGAAW | FPLDFSHF TERHOD IVESQ TGS TLEL TSPANAAKCASYVASYLEYTGEFMETLEEQYKDSKFATSYSPKDYAY ILFTSGSTE IPKGWWY IEHGALCSSQTSYWVRRLG
TYSEFMRAANRLANYLTANYS | KTDDL |HYCFEKSAWFFVE | LA NKSSAAWYPLDF THFEQRLROVYEQTCSE | TLTSAANKNLYSSLEKEY | IVDEELDLOLEKYEEYSOKARY TATSSDNAYYVLF TSGSTETRKELVMAHGSVCTEQATA I VKR
TYSQLMEARHRLAHYL | SEYDWRVEDL | HYCF EKSWVIWTWWA | F A | NKASAVIWYPLDFESHFEQRLROVTSO TREKLALTENNTRNLLEG | IDRYIEVESALYRH INVELGAKNFOVSEYSSHNAAYVLF TESGSTEVPKELWVMTHGE | STSQMA | KR KW
TYSELDHLTD ILATHLESLNWGPETVWRFASR I HWAVYA | LA | LKAGAAFYPLDPLHFP | SRREALVREVNARVL | ASSDAVASCAGMAEHYYVELSPSYMARLATEY TLKILPKYGFRNTAY ILFTSGSTEKPKEVYMOHESFSSTT IGYEKYYNLER
TYSELDHLTTQFAVYLERLEWRPET | WPFCFEKSMIA | VAMLS | LKAGSWF | FLDPSHP TERROALVDEVCARFMYYEP TTASDCOGMYONT IELSQSF IAHI ST INVTKQSFYRFPEGPNNAAYVLF TSGESTEKPKEY | IDHKEVATVLLRAREDF S|
SYSELDHKEDQLAAWLRRRQLKPETL |@WLESFPSCETMVEFLSG | LKAHLAYLFLD INVPLAR IES | LSAVDGHKLYLLGSNYPOFKYDYPDYELLR | SDALNGSOVNGLAGKIATAKPSATDOLAYY IFTESGSTEKPKEWVMIEHRSG IVRLVKETN I 1S
SYAELDOREDOVAAWLROROLFAETFVAVLAFPRSCEAY |ALFG | LKAGHAYLFLDWNYPAARLRA | LAEVKGEKLYLLGAGEFPSFEGQEFPEYE IVR IADATSPAGHASLRDGKEKFTAGSLAYY IFTSGSTEGKPKEWMIEHRGVLRLVKATHILSSL
SYADLDRKEDQVACWLERRS | APETF WA I LAFPRSCET | WA | LEVLKANLAYLFLDWNYPASRLEA | LSEVEGSMLYLYGAETF IFEGMAEAETIRITE ILADAKTDD INGLAASOFTAASLAYY IFTSGSTEGRPKEWVMYVEHRG IVRLTKATH I TSKL
SYAQLDRESDRVARWLRHRESFSSDTL |AVLAFPRSCET | |AFLS | LKANLAYLPLDWKAPAAR IDA|IVESLFGNKL ILLGANYTPFKLOEAAIDFYF IRDTFTTLTDGTLODGF T IERPSAQSLAYAMF TEGSTERPKEVMYLHRN IVRLVKNENY YA
TYAQLDOQQEDRLAIWLERRHMMPETLVEG WLAFRSCET | | AMFG | MKANLAYLFLD INSPAARLRS |LEAVDGNKLYLLGSG YV TAFEQENFEVEAYG IDEILAGTELDKTQGENARFSATSLAYY IFTSGESTOKPKEWMVEHREVTRLAKPSNY | SKL
TYAQLDEQEDRVAAWLHERHMPAESLVEGWLEFPRECET | |AYFS IMKANLAYLFLDWYAPDARLAA | LD TVEGERLLLLGAGYFPOFG IQIPRLETAY |AEALSHATTYDY TS IFQPSATSLAYY IFTSGSTEKPKEVMIEHRG IVRLVRDTHYNVFPE
TYADLDEQEHNKLAHWLCORNMAPETLVAYF APRSCLT | WAFLEVLKANLAYLFLDWNAPAAR EA|ILSAVFGHKLYLYOAHGPELGLTMADTELYQ IDEALASSSSGDHER IHASGPTATSLAYVMF TEGSTEKPKEWMIDHRE | IRLVKNSDUVAT
SYTELDOKEEDR | AAWLHAQGLRPESL |CYMAFRSFET |VELFS | LKASTAYLFLDWNEPAAR IQF | LSEVEGKRLYLLGSG IDMFQSDRMDYETAR QD ILTHTKYERSDPMERPSATSLAYY IFTSGSTEGRPKEVMIEHRN ILRLVKQENYTSALF
TYTELPERSSQLATWLRROWTWPEELVEGWLAFRSCET | |AFLS | | KANLAYLFLDWNAPAGR IETILESLFGNRL ILLGSDTRAVKLHANSEYRFTRISDALVESGSPPTEELSTRPTAQSLAYYMF TSGESTEVPKEWMVEHRSG I TRLVKNESN VYV AKD
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[Sequence 12 I0: sp|©68008|BACC_BACLI 4059 4463 Residus: GLU (7)

Slika 25. Prikaz izrezanih sekvencija aktivnih mjesta u programu Jalview.
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Slika 26. Prikaz filogenetskog stabla generiranog iz sekvencija aktivnih mjesta. Filogenetska grupiranja sekvencija naglasena su upotrebom boja.

Prikazane su velike grupe (s time da su zapisi opisa domena izbrisani radi boljeg prikaza grupa).
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HQIRAHARERARS SNOS0 1580 204182 for. SER
H|QE4BQ5AE4BAS5 SPSED 3762 414183 for. SER
Q84604 Q54BQ4 SPSED 1616 201-183 for. SER
SpICORAYERBKYS STRYR 992 893N-179 for. SER
tr|Q4FB2GIQASFE23 GACTO 1143 151-259 for. SERY
HQIZAREIQII4HE STRCO 497 S07H-261 for. SER
t|Q8ZELEIABIELS SALTI 482 BETH-266 for. SER
HQEZRITIGEIRT SALTY 452 B67H-266 for. SER
HIQEFK2SIABFK2S ECOLE 452 B87A-266 for. SER
apP114SHENTF ECOLI 452 88741 1 -266 for. SER
apP2BBSB(ENTF SHIFL 456 561 /11-266 for. SER
SpICEREVIIENTF ECOST 482 86T/ - 266 for. SER
%g HQARAHARARARS BNOSO0 2679 301 -236 for. PRO
HQARAHQERAHT SNOSO0 1573 194236 for. PRO
3l H|QFOE3IGSFDBE PSESY 1577 1901239 for. PRO
2 1|Q43I55|A53155 BACSL 4359 47H-232 for. PRO
24 b= SpIQIRIJOMYCE BACSLI 4364 4THIN-232 for. PRO
spIO30408(TCE BRERA 494 8341 11234 for. PRO
H|030880|030580 BACEU 480 8864 -234 for. PRO
g0 b 3pIPI44SPPSD BACSL 430 8331234 tar. PRO
A0 HIQOZGABIGOTGA GACTO 514 3151-240 for, PP
1r|54296|054298 STRHY 521 522A-240 for FIP
HQIKIDEQSKIDE STRHY 510 §121-240 for FIP
1|007844|007844 STRPR 2976 331-242 for. PP
1{Q0SE47|005647 STRYG 94 485i1-241 for. PRO
® 1|007844|007844 STRPR 492 867H-242 for PRO
| HGOLEHAROLERA STRCH 465 8031 -242 for PRO
H|Q4FOB2IGSFOB2 VIBCH 52 464/11-224 for. DHE
H{QBCYDTQBCYT OCEH 52 46144230 for. DHE
Q81 QPYIGE1 QPS BACAN 52 46041224 for. DHE
18 e 3pIPA0S7[DHEE BACSL 52 4604-4-224 for. DHB
HQEGAGERBGASE BACSU 52 48001224 for. DHE
Hr|QIRFMEQORFMS PSEAE 61 4700 -228 for SAL
12 poen {QEBRS0IQEE350 YERPE 41 4471-230 for. DHE
H[POSE19PaSE1S STRPR 54 468I1-231 for. PP
HPTITIGPT 716 MYCTU 72 453001 -225 for. SAL
4001 |AB4001 ACIBA 57 471/-225 for. DHB
28 pomm | OBF X QDIQEF QD BRUSL 52 4641224 fo. DHB

b t|QIEZFHIAIE T BRIUAB 52 463M-223 for. OHE
HQEZRIZGEIRI2 SALTY 50 4820 226 for. DHE

]

H|QEFHIBIABFKT S ECOLE 50 462011226 for. DHB
14 1 o 3 PAOTEIENTE ECOLI 50 46201-1-226 for, CHB
2 SpICERENSIENTE ECOST 50 4621-1-226 for. DHB
1 Q3N 0QE3M10 SHIFL 50 46201 -225 for. DHE
3 b r[QBZ8L1BIELT SALTI 51 46301 -226 for. DHB
Q4356|054 356 STRLM 33 436/ -252 for . dpPra

GRUPA 27
GRUPA39
GRUPA 28
GRUPA 21
GRUPA 32

NETIPICNI SI:IPSTRAT1san10jednaAdomena koja kodira za ovaj §)

- 3]x]

SBL =147.77001370

Slika 27. Prikaz dijela filogenetskog stabla generiranog iz sekvencija aktivnih mjesta. Prikaz velikih 27, 28 i 21 te malih 39 i 32 grupa.
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Manje grupe su oznacene na filogenetskom stablu na Slikama 27 i 28. Filogenetsko
stablo je sadrzavalo ukupno 23 manje grupe. Prosjecno su manje grupe imale 5 domena, S

time da su grupe 14 i 22 sadrzavale minimalni broj domena. Ukupno se 71 domena nije
grupiralo prilikom filogenetske analize.

GRUPA 35
GRUPA 33
GRUPA 32 —
. 'Jlj 1%y,  GRUPA 36
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GRUPA 6 - iR
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= GRUPA 9
e

“~ GRUPA 30

._.__E:_:_ - GRUPA 29
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GRUPA 22 %

R \\ ..
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N

GRUPA 41

o

GRUPA 37 —:if 7 @ 3 \(\

QL GRUPA 40
GRUPA 14 __
GRUPA10 GRUPA31 || GRUPA3

GRUPA 4

Slika 28. Prikaz filogenetskog stabla generiranog iz sekvencija aktivnih mjesta. Filogenetska

grupiranja sekvencija naglasena su upotrebom boja. Prikazane su manje grupe (s
time da su zapisi opisa domena izbrisani radi boljeg prikaza grupa).

U Tablici 2 prikazane su sve grupe i supstrati za koje su specificne domene A u svakoj
pojedinoj grupi. Objasnjenje grupiranja i tipova grupa nalazi se u poglavlju 5.
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Tablica 2. Grupiranje domena A i klasifikacija grupa.

GRUPA TIP GRUPE SUPSTRATI
1 VELIKA Hpg, Dhpg, Dpg
2 VELIKA Tyr, Trp, Bht, Phe
3 MALA Orn, Arg
4 MALA Dab
5 VELIKA Ala
6 MALA Arg
7 VELIKA Leu, lle, Val, Phe, Tyr
8 VELIKA Ala-D, Abu, Val, Leu, Ala, Gly, Valhyphaa, Bmt
9 MALA Glu, GIn
10 MALA Phe
11 VELIKA Cys
12 VELIKA Val
13 VELIKA Aad
14 MALA Lys-B
15 MALA Orn, Lys
16 VELIKA Iva, Gly, Ala, Ser, Val, Leu
17 VELIKA Gly
18 VELIKA Ala
19 VELIKA Cys
20 MALA Ala-B
21 VELIKA Dhb, Sal, Pip
22 MALA Ser-Thr
23 VELIKA Leu
24 VELIKA Glu, GIn, Aad
25 VELIKA Asp, Asn, 3-Me-Glu
26 VELIKA Thr, Dht
27 VELIKA Ser
28 VELIKA Pro, Pip
29 MALA Asn
30 MALA Asp
31 MALA Bht
32 MALA Dhb
33 MALA Dhpg
34 MALA Glu
35 MALA Hpg
36 MALA lle
37 MALA Iva
38 MALA Oorn
39 MALA Pro
40 MALA Thr
41 MALA Tyr

SN
N

MALA Val
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4.2. REZULTATI PRETRAGE BAZA PROTEINSKIH SEKVENCIJA S
GENERIRANIM PROFILIMA HMM DOMENA ZA ADENILACIJU

Potpuni rezultati pretrage baze proteinskih sekvencija sa 42 generirana profila HMM
domena za adenilaciju nalaze se u prilozima (vidi: podpoglavlje 8.2.5). Djelomi¢ni prikaz
rezultata prikazan je na Slici 29. Prilikom analize rezultata u obzir su uzete domene u kojima
je pretraga pokazala: vrijednost E < 107 i uspjeh pogotka > 50. Sto je uspijeh pogotka visi, a
vrijednost E manja, zna¢i da je pronaden visok stupanj slinosti izmedu analizirane

sekvencije i profila HMM.

U rezultatima je pretrazivanja, radi boljeg prikaza, to¢no prepoznavanje od strane
generiranih profila HMM prikazano plavom bojom, tzv. TP. Krivo prepoznavanje modela
oznaceno je crvenom bojom, tzv. TN, dok je FP oznac¢eno zelenom bojom i FN ljubi¢astom
bojom (za objasnjenje kratica vidi podpoglavlje 8.1). Od ukupno 414 sekvencija domena A:
za 351 je to¢no prepoznata specificnost, za 59 sekvencija domena A krivo, dok za 4 domene
model nije dao nikakvo predvidanje. Pogreska generiranog modela iznosila je 7,1%. Na Slici
30 prikazani su postotni odnosi TP, TN, FN i FP.
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DOMENE [Naéin kompatibilnosti] = Microsoft Exce

Polazno Umetni Izgled stranice Formule Podaci Pregled Prikaz PDF '@J - B X
= Arial -lie A x| [ = S Prelomi tekst Opéenito - % } | e T[] | T Automatskizbroj - ?
) G o )| = " ==t e roa
ZP 3 hiat za crtanie obica || B 2 W || || S0 Ao [E = |8 S| B spontcentriay + | (S - % o038 48] G COERRITe S| Ument ERTRL OB 5 o - Fitira - odaberi~
Meduspr. Ta Font S Celije Uredivanje
| AL - J« | SKVENCA
A E F G
1 | SKVENCA .il PROFIL > OPIS GRUPE ~ SUBSTRAT [+ F’OGOD)n
2 | splP25464 1|ACVS_CEPAC_287 705 TG AAD AAD +
3 | splP25464 1|ACVS_CEPAC 1388 1801 11 2381 3.de-74 CYS CYs +
4 |splP25464 1|ACVS_CEPAC_ 2462 2871 12 203.3 1.8e-63 VAL VAL +
5 |splOGBO0GIBACA_BACLI_G64 461 36 2404 5 5e-75 ILE ILE +
6 |splOGBO06IBACA_BACLI_1115_1498 19 1564 1.3e-49 CYS CYS +
7 |splOGBO06|BACA_BACLI_2152 2538 231591 8.5e-50 LEU LEU +
8 |splOGBO06|IBACA_BACLI_3176_3579 91961 4 6e-61 GLU=GLN GLU +
9 |splOGBO0G|BACA_BACLI_4693 5088 36 246 .5 6.7e-77 ILE ILE +
10 |splOGB00S|BACC_BACLI_486 883 36 2450 2,00E-T6 ILE ILE +
11 | splOGB00EIBACC_BACLI_1523 19115 10 170.9 1.8e-53 PHE PHE +
12 | splOGBO0BIBACC_BACLI_4059 4463 30 2219 3.5e-69 ASP ASP +
13 |splOGBO0S|IBACC_BACLI_5574_5969 291913 1,00E-59 ASN ASN +
14 |splO30408[TYCB_BREPA_494 894 391975 1.5e-61 PRO PRO +
15 |splO30408|TYCB_BREPA_2571_2962 10 189.8 24859 PHE PHE +
16 | splO30409TYCC_BREPA_491_887 29 19586 4.8e-81 ASN ASN +
17 | splO30409TYCC_BREPA_2564 2962 41109.9 1.6e-34 TYR YR +
18 | splO30409TYCC_BREPA_3602_3997 42 2074 9 6e-65 VAL WAL +
19 |splO30409TYCC_BREPA_4637_5041 38 2156 4 4e-67 ORM ORN +
20 [t QENJXTQBMNIXT_TRIVE_1388_1793 37 1821 6.6e-57 VA VA +
21 [t QENJXQBNIX1_TRIVE_2483_2889 16 177.0 2 2855 IVA=GLY=ALA=VAL=LEU (UZ SER) GLY +
22 [t QENJXTQBNIXT1_TRIVE_3575_3981 16 1821 5 he-AT IWA=GLY=ALA=VAL=LEU (UZ 3ER) ALA +
23 [trlQENJXTQBNIKT_TRIVE_4682_5073 16 178.6 6.7e-56 IVA=GLY=ALA=VAL=LEU (UZ SER) WAL +
24 trlQENJXTQBNIXT_TRIVE_5762_5160 16 1804 2,00E-56 IVA=GLY=ALA=VAL=LEU (UZ SER) VA +
25 [trlQENJXQBNIXT_TRIVE_T923_8321 16 1801 2.3e-56 IVA=GLY=ALA=VAL=LEU (UZ SER) VA +
26 [t QENJXTQBNJX1_TRIVE_9013_9419 16 163.6 3.3e-51 IVA=GLY=ALA=VAL=LEU (UZ SER) ALA +
27 [t QENJXQBMNIX1_TRIVE_10108_10513 37 2087 3.8e-65 VA VA +
28 |t QENJXQENIXT_TRIVE_11190_11598 16 174.8 1,00E-54 IVA=GLY=ALA=VAL=LEU (UZ SER) SER +
M 4 » v | Listl ~List2 - List3 - Compatibiity Report %1 0 | m
Spreman Lﬁ@ —

Slika 29. Djelomicni prikaz rezultata pretrazivanja baze proteinskih sekvencija generiranih profilima HMM domena za adenilaciju. Prikazan je dio

tablice Excel s rezultatima.
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FP;4,30%_ FN; 2,80%
N

Slika 30. Uspjesnost modela za predvidanje specificnosi izbora supstrata domena za

adenilaciju.
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5. RASPRAVA



Prisutan je rastu¢i interes za genetiCko inZenjerstvo sintetaza neribosomalno
sintetiziranih peptida (NRPS) kako bi se sintetizirale nove bioloski aktivne supstance
prikladne za generiranje novih lijekova koji su potrebni i medicini i farmaceutskoj industriji.
Moguénost za tako neSto uvelike ovisi o nasem razumijevanju kako sustavi NRPS vrse
selekciju izmedu raznoraznih monomera koji su prisutni U neribosomalno sintetiziranim
proteinima. Metode za analiziranje i predvidanje supstrata domena A, ali i ostalih domena
sustava NRPS su od vitalnog interesa za moguce geneticko inzenjerstvo novih neribosomalno
sintetiziranih proteina (Lautru i Challis, 2004). Mogu¢nost in silico predvidanja supstrata
domena A iz primarne strukture proteina jo§ biokemijski neopisanih domena A ubrzala bi
tehnoloski razvoj novih farmaceutski vaznih spojeva. Takoder, otvorila bi se moguénost za
racionalnu promjenu specificnosti i aktivnosti poznatih domena A, a saznanja o novim
supstratima koje bi takve domene aktivirale dovele bi do modifikacije ve¢ postojecih

neribosomalno sintetiziranih proteina (Stachelhaus i sur., 1999).

Filogenetska analiza provedena je kako bi se ustanovili evolucijski odnosi i povezanost
izmedu sekvencija ispitivanih adenilacijskih domena i njihove specifi¢nosti. Temelj za takav
pristup bili su radovi Stachelhaus i suradnici (1999) te Challis i suradnici (2000). Ako su
ostaci aminokiselina, na to¢no odredenim pozicijama unutar aktivnog mjesta domena za
adenilaciju, odgovorni za selekciju supstrata te ako su sve domene iste specifi¢nosti nastale
od jedne domene zajedni¢koga pretka, za pretpostaviti je da ¢e prilikom filogenetske analize
domene odgovorne za selekciju istog supstrata biti zajedno grupirane u jednu filogenetsku
grupu. Stachelhaus i suradnici (1999) su pozicije ostataka aminokiselina unutar aktivnog
mjesta odgovornih za selekciju supstrata definirali kao "kod sustava NRPS". Za filogenetske
analize upotrebljene su metode: "Minimum Evolution” i "Maximum Parsimony". Ove
metode su upotrebljene zbog visoke razine homologije sekvencija unutar skupine domena za
adenilaciju. Pored toga, u rezultatima su prikazana samo filogenetska stabla generirana
metodom "Minimum Evolution", jer su metode ME i MP iz analiziranih sekvencija cijelih
domena za adenilaciju (vidi: Sliku 23; Poglavlje 8.2., Stablo 1) i sekvencija aktivnih mjesta
domena za adenilaciju (vidi: Slike 26. i 28.; Poglavlje 8.2., Stablo 2) generirale sli¢ne
rezultate filogenetske analize. Detaljnije objasnjenje analiza filogenetskih stabala nalazi se u
poglavlju 3.2.3. Filogenetsko stablo cijelih sekvencija (vidi: Sliku 23 i Poglavlje 8.2., Stablo
1) pokazalo je Cesto grupiranje domena temeljeno na podrijetlu domena za adenilaciju a ne na
temelju specificnosti za odredeni supstrat. Jednostavnije, domene A iz istog mikroorganizma

su se zajedno grupirale. Primjer takvog grupiranja su domena za adenilaciju unutar
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ciklosporin sintetaze iz plijesni Tolypocladium niveum (UniProt pristupni kod: Q09164).
Domene za adenilaciju unutar sustava NRPS ciklosporin sintetaze, odgovorne su za selekciju
1 aktivaciju: Cetiri aminokiseline Leu, dvije aminokiseline Val, te po jedne aminokiseline Ala,
Ala-D, Abu, Gly i Bmt. Iako je rije¢ o domenama za adenilaciju koje prepoznaju razli¢ite
supstrate s razli¢itim fizikalno-kemijskim svojstvima, te imaju razli¢ita aktivna mjesta, unutar
filogenetskog stabla one su se prikazale kao jedna grupa. To je zasigurno zato jer sekvencije
cijelih domena zadrzavaju evolucijski signal koji je viSe posljedica specificnih mutacija
genoma nego li funkcionalne evolucije domena koje se ispituju. Ovi rezultati potvrduju
vaznost analize samih sekvencija aktivnih mjesta prilikom definiranja specifi¢nosti domena
za adenilaciju, $to su ustanovili i Stachelhaus i suradnici (1999) te Challis i suradnici (2000).
Zato se krenulo u filogenetsku analizu proteinskih sekvencija aktivnih mjesta koje sadrzavaju
"kod sustava NRPS", izostavio se jedino ostatak aminokiseline Lys na poziciji 517 koji je
visoko sacuvan unutar porodice domena A i za koji se smatra da nema ulogu pri selekciji

supstrata od strane domena za adenilaciju.

Funkcionalno grupiranje u filogenetskom stablu sekvencija aktivnih mjesta domena A
pokazalo je puno bolje rezultate od filogenetskog stabla cijelih sekvencija domena za
adenilaciju. Ukupno je generirano 19 velikih i 23 manjih grupa (vidi: Slike 26. i 28. te
Poglavlje 8.2., Stablo 2). Supstrati koje aktiviraju domene za adenilaciju svake pojedine
grupe prikazani su u Tablici 2. Od ukupno 19 velikih grupa, 10 grupa je bilo samostalno dok
je 9 grupa sadrzavalo manje grupe. Prikaz velikih grupa sa sadrzanim manjim grupama
vidljiv je na Slici 27. Prosjecno su velike grupe sa sadrzanim manjim grupama imale 21
domenu, dok su samostalne velike grupe imale 12 domena. Manje grupe su u prosjeku imale
5 domena, s time da su grupe 14 i 22 sadrzavale minimalni broj domena, njih dvije. Ukupno
se od 397 domena A njih 71 nije grupiralo. Vec¢inom su to bile domene koje aktiviraju
netipi¢ne supstrate kao Sto je npr. aminokiselina 4pPro (vidi: Slika 27.). Za takve netipicne
supstrate joS uvijek u literaturi ne postoji dovoljan broj sekvencija da bi se mogla postici
adekvatna analiza. Filogenetsko grupiranje velikih grupa pokazalo je sli€no grupiranje s
grupama ustanovljenima od strane Rausch i suradnika (2005). Oni su grupirali domene za
adenilaciju na principu fizikalno-kemijskih svojstava supstrata i aktivnog mjesta. Uzeli su u
obzir: broj mogucih vodikovih veza, polarnost, hidrofobnost, izoelektri¢cnu tocku, volumen
aktivnog mjesta, te pojavljivanje dodatnih sekundarnih struktura. Grupiranje je sli¢no kod u
domena za adenilaciju koje prepoznaju aminokiseline: Tyr=Trp=Bht=Phe, Cys,

Iva=Gly=Ala=Ser=Val=Leu, Dhb=Sal, Pro=Pip, Ser i Asp=Asn. Generiranje sli¢nih grupa
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navodi na ve¢ prije pretpostavljenu pretpostavku, da zbog visoke sli¢nosti izmedu domena za
adenilaciju, 26 % do 56 %, na pozicijama ostataka unutar aktivnih mjesta koji su odgovorni
za selekciju supstrata sli¢nih fizikalno-kemijskih svojstava, nalaze iste ili fizikalno-kemijski
slicne aminokiseline. Challis i suradnici (2000) su utvrdili da se "kodovi sustava NRPS"
unutar domena za adenilaciju koje aktiviraju supstrate fizikalno-kemijski slicnih svojstava
Cesto razlikuju samo u jednom ostatku aminokiseline. Eksperimentalna potvrda ovoj
pretpostavci je rad Stachelhausa i suradnika (1999) u kojem su neposrednom mutagenezom
unutar domene za adenilaciju prvog modula gramicidin S sintetaze GrsA, tzv. domena PheA,
mutacija aminokiseline Ala na poziciji 322 unutar "koda sustava NRPS" u aminokiselinu
Gly, povecala specificnost domene PheA za aminokiselinu L-Trp. Inace domena PheA
pokazuje vecu specifi¢nost za aminokiselinu L-Phe. Grupe domena za adenilaciju generirane
filogenetskom analizom potvrda su tih pretpostavki. Dodatno, grupe domena za adenilaciju
koje su specificne za supstrate sa slicnim fizikalno-kemijskim svojstvima unutar
filogenetskog stabla grupirane su blizu. Primjer takvih grupa su grupe 24 i 25. Grupa 24
specifi¢na je za aminokiseline: Glu, GIn, Aad, a grupa 25 za aminokiseline Asp, Asn i 3-Me-
Glu. Jednostavnije receno, obadvije grupe domena za adenilaciju predstavljaju domene koje
su specificne za alifatske aminokiseline, ¢ija R skupina zavrSava donorom vezanim s

vodikom.

Iz rezultata pretrazivanja baza podataka proteinskih sekvencija dobivenih programskim
paketom HMMER3 (Finn i sur., 2011) izdvojene su domene Ccija je podudarnost s
generiranim profilima HMM zadovoljavala slijede¢e uvijete: vrijednost E < 10™ i uspjeh
pogotka > 50. Ti uvjeti su odabrani kao grani¢ni zbog pretpostavke da profili HMM, ¢&ija je
vrijednost E visa od 10” i &iji je uspjeh pogotka ispod 50, ne zadovoljavaju trazeno svojstvo
sli¢nosti. Od ukupno 414 sekvencija domena A za 351 je to¢no predvidena specifi¢nost, za
59 je specifi¢nost krivo predvidena, dok za 4 domene model nije dao nikakvo predvidanje.
Pogreska generiranog modela iznosila je 7,1 %. Pretpostavka za dobro generiranje modela
predvidanja specificnosti domena za adenilaciju uz pomoc¢ specificnih profila je dobar
pocetni skup sekvencija za svaki odredeni profil specificnosti (Rausch i sur., 2005; Rottig i
sur., 2011). Profili specifi¢nosti, generirani programskim paketom HMMER 3 na temelju
grupa generiranih filogenetskom analizom aktivnih mjesta domena za adenilaciju, pokazali su
se manje uspjesSnima u slucajevima kada je profil generiran iz manjeg broja sekvencija, kao
Sto je to slucaj s profilom HMM za domene koje su specifi¢ne za aminokiselinu Glu. Profil

HMM je bio generiran iz manje grupe koja je sadrzavala cetiri sekvencije, te je
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prepoznavanje ovog profila iznosilo 70 %. Od ukupno 10 domena koje u literaturi pokazuju
specificnost za aminokiselinu Glu, profilom HMM je tocno prepoznato njih 7 (vidi: Poglavlje
8.2., Tablicu 3).

Jedan od problema prilikom izrade modela specifi¢nosti profila HMM za domene za
adenilaciju bile su domene s tzv. "relaksiranom" specifi¢nosti. Ve¢inom domene A pokazuju
kospecificnost, kao $to je sluaj s domenom za adenilaciju prvog modula mikobaktin
sintetaze koja aktivira aminokiseline L-Ser i L-Thr (Challis i sur., 2000). Jo$ jedan primjer
takve kospecifi¢nosti je domena za adenilaciju tre¢eg modula tirocidin sintetaze iz bakterije
Bacillus brevis koja pokazuje aktivaciju aminokiseline L-Thr od 100 % i aktivaciju
aminokiseline L-Phe od 48 % prilikom biokemijskih testova specifi¢nosti, ali je anotirana kao
domena specifiéna za aminokiselinu L-Phe jer je aminokiselina D-Phe otkrivena u
polipeptidnom lancu (Mootz i Marahiel, 1997). Isto tako, moguée je da je prilikom
biokemijskih testova specifi¢nosti otkrivena visoka kospecificnost testirane domene A na
odredeni supstrat, ali se taj supstrat ne otkriva u neribosomalno sintetiziranom polipeptidu
koji je sintetiziran pomocu neribosomalne peptid sintetaze koja sadrzava tu domenu za
adenilaciju. Jedan od razloga je da prilikom sinteze neribosomalnog peptida pomocu
neribosomalne peptid sintetaze, zbog aktivnosti domena prisutnih "nizvodno"” na lancu, ne
dolazi do vezanja tog supstrata ili ne dolazi do vezanja zbog sterickih razloga, tj. zbog
okoline u kojoj se nalazi domena za adenilaciju u neribosomalnoj peptid sintetazi. Primjer
takve domene za adenilaciju je domena BarD iz barbamid sintetaze. Prilikom biokemijskih
testova specifi¢nosti, ta domena pokazuje specificnost od 100 % za aminokiseline Leu i Val,
te specifi¢nost od 80 % za aminokiselinu Tcl. Istovremeno u uvjetima in vivo nije otkrivena
ugradnja aminokiseline Val od strane domene BarD (Chang i sur., 2002). RjeSenje za ovaj tip
problema prilikom odredivanja specificnosti domena A neribosomalnih peptid sintetaza
predlozili su Rausch i suradnici (2005). Oni su zakljucili da ¢e generiranje profila iz grupa
domena za adenilaciju koje su specifi€ne za supstrate fizikalno-kemijski slicnih svojstava na
odgovaraju¢i nacin rijeSiti problem. Time se povecao spektar sekvencija koje odreduju
odredeni tip profila, to jest prostor varijabilnosti unutar odredenog profila, i otvorila se
mogucénost da takvi profili prepoznaju supstrate koji su fizikalno-kemijski sli¢ni supstratima
profila. Filogenetska analiza aktivnih mjesta domena za adenilaciju generirala je sli¢ne
rezultate. Filogenetsko grupiranje velikih skupina pokazalo je sli¢cno grupiranje s velikim
skupinama koje su opisali Rausch i suradnici (2005). Drugi problema prilikom izrade modela
bile su domene koje su specificne za netipi¢ne supstrate kao $to su to aminokiseline: L-Dab,

Aeo, Me-Asp, 4pPro, D-Lyserg itd. Za takav tip domena za adenilaciju bilo je nemoguce
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generirati profil HMM jer u literaturi trenutno postoji premali broj sekvencija (Rottig i sur.,
2011). Domene koje prepoznaju netipi¢ne supstrate su zato prilikom pretrazivanja ulazile u
netocno prepoznate domene, ulazile su u grupu TN (stvarno negativni engl. "True Negative").
Da bi se postiglo $to bolje prepoznavanje specificnosti domena za adenilaciju od strane
modela profila HMM, potrebno je model stalno obnavljati sa sekvencijama novo anotiranih

domena za adenilaciju.
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6. ZAKLJUCCI



Na temelju dobivenih rezultata i provedene rasprave mogu se izvesti slijedeéi zakljucci:

¢ Filogenetska analiza aktivnih mjesta domena za adenilaciju potvrdila je pretpostavku da se
na pozicijama ostataka aminokiselina, unutar aktivnih mjesta koji su odgovorni za odabir
supstrata, sli¢nih fizikalno-kemijskih svojstava nalaze iste ili fizikalno-kemijski sli¢ne

aminokiseline $to ukazuje na djelovanje principa konvergentne evolucije.

e Minimalni broj sekvencija domena za adenilaciju, specifiénih za odredeni supstrat,
prilikom izrade prihvatljivog profila HMM za odredivanje specifi¢nosti jest 5. Profili
HMM koji su generirani iz grupa domena za adenilaciju koje su imale 4 sekvencije ili
manje, pokazali su zamjetno loSije rezultate prilikom pretrage baze podataka proteina

UniProt od strane modela profila HMM za specifi¢nost domena za adenilaciju.

e Rezultati analize specifi¢nosti domena za adenilaciju od strane profila HMM generiranih
na temelju filogenetske analize aktivnih mjesta domena za adenilaciju pokazali su da jos$
uvijek postoji nerijeseni problem, a to je "relaksirana” specifi¢nost. Jedan od pokusSaja
rjeSenja ovog problema je generiranje grupa specifi¢nosti domena za adenilaciju koje vezu
supstrate fizikalno-kemijski sli¢nih svojstava. Ovo rjesenje ima Svoje mane: ne uzima u
obzir stericke utjecaje koje okolina domena za adenilaciju ima na konformaciju same
domene a samim time i na aktivnost iste, definira specifi¢nost za grupu fizikalno-kemijski
sli¢nih supstrata a ne za jedan odredeni supstrat, ¢ime umanjuje tocnost predikcije.
Generiranje grupa specificnosti domena za adenilaciju za izradu profila specificnosti samo

je jedan dio u rjeSavanju problema "relaksirane™ specifi¢nosti domena za adenilaciju.

o Jako je pocetni broj sekvencija domena za adenilaciju, iz kojih su generirani profili HMM,
bio relativno malen (njih 397), rezultati analize specifi¢nosti domena za adenilaciju od
strane profila HMM pokazuju visoku razinu izvedbe generiranog modela. Daljnjim
povecanjem broja anotiranih sekvencija domena za adenilaciju za izradu profila HMM

ostavlja se realna mogucénost za poboljSanje izvedbe modela.
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8. PRILOZI



8.1. Popis u radu upotrijebljenih kratica

U ovoj su diplomskoj radnji upotrjebljene su sljedece kratice:

A - domena za adenilaciju aminokiselina (u sustavu NRPS)
AMP — adenozin monofosfat (engl. "Adenosine Monophosphate™)
ATP- adenozin trifosfat (engl. "Adenosine Triphosphate")
bp - parovi baza
C - domena za kondenzaciju (u sustavu NRPS)
Cy - domena za formiranje heterocikli¢kih prstenova (u sustavu NRPS)
DNA - deoksiribonukleinska kiselina
E - domena za epimerizaciju (u sustavu NRPS)
FN — lazno negativni (engl. "False Negative")
FP — lazno pozitivni (engl. "False Positive™)
HMM — skriveni Markovljev model (engl. "Hidden Markov Model™)
MEGA — rac¢unalni program za molekularnu evolucijsku geneti¢ku analizu
(engl. "Molecular Evolutionary Genetics Analysis Software"™)
MT - domena za N-, C- ili O-metilaciju (u sustavu NRPS)
NRPS - sintetaza neribosomalno sintetiziranih peptida
(engl. "Nonribosomal Peptide Synthases™)
Ox - domena oksidacije (u sustavu NRPS)
PCP - mali polipeptid nosac¢ peptidila (u sustavu NRPS)
PKS - poliketid sintaza (engl. "Polyketide Synthase")
R — domena reduktaze (u sustavu NRPS)
Te - domena tioesteraze (u sustavu NRPS)
TN — stvarno negativni (engl. "True Negative")
TP — stvarno pozitivni (engl. "True Positive™)
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8.2. Sadrzaj kompaktnog diska

Svi navedeni prilozi, ukljucujuéi i cjelovit tekst Diplomskog rada (Diplomski rad

MD.pdf), nalaze se na kompaktnom disku (CD-R) nazvanom "Diplomski rad MD: Prilozi".

8.2.1.

8.2.2.

8.2.3.

8.2.4.

8.2.5.

Ova diplomska radnja sadrzava slijedece priloge:

Cijele sekvencije 397 domena za adenilaciju sustava NRPS u obliku zapisa FASTA

pripremljenih za viSestruko poravnavanje sekvencija pomocéu programskog paketa

Clustal W.

Filogenetsko stablo cijelih sekvencija domena A sustava NRPS (Stablo 1) generirano

pomocu programskog paketa MEGA 4.0.2.

Sekvencije aktivnih mjesta svih 397 domena A u obliku zapisa FASTA pripremljenih

za viSestruko poravnavanje sekvencija pomoc¢u programa Clustal W koji je integriran

u programski paket MEGA 4.0.2.

Filogenetsko stablo sekvencija aktivnih mjesta domena A sustava NRPS (Stablo 2)

generirano pomocu programskog paketa MEGA 4.0.2.

Tablica rezultata pretrage baza sekvencija proteina s generiranim profilima HMM

domena za adenilaciju prikazana u programu Excel (Tablica 3)

NAPOMENA:
Za pregledavanje filogenetskih stabla cijelih sekvenci domena A (Stablo 1) i filogenetskog

stabla aktivnih mjesta domena A (Stablo 2) potreban je klijent programskog paketa MEGA

4.0.2. na osobnom racunalu.
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