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IIpearosop

[encka ekcmpecuja uMa BayKHY VJIOTY V OPraHU3MY jep oapehyje ITa ce u3 reHo-
tuna n3jaBaja kao ¢genorui. Jleo mosiexkyia PHK koju peryiuiie ekciupecujy rexa
3oBe ce riboswitch. Tlocroju Buie dhamuiuja riboswitch-eBa, a cBaka ce pa3jnuKyje
1o opipelleHoM HUBY HyKIIOTH 1A (KoHCceH3ycy) KOju je crienmduaan 3a Ty dhaMuinjy.
Humb oBOr paja je Ja ce pa3Buje MeTOa 3a ojJpehuBambe ejleMeHaTa 38 KOHTPOJIY T'e-
HCKe eKCIpecHje Kol OakTepHrja, Tj. MeToma 3a MpoHaJaxKeme riboswitch-eBa. Anro-
pUTaM MeTO/Ie Ce CacTOju M3 HEKOJIMKO KOpaka, rjie ce npBo usjpaja jeo JTHK koju
UCITyEhaBa MOYeTHe YCJIOBe Ja ce Ha TOM MecTy Hajasu riboswitch. Ilorom ce Bpim
nperpara Ja Jid ce y HEKOM OJI W3/IBOjeHNX JIe/I0BA HAIA3W KOCEH3YC KOji O PeKao o
K0joj dhbamuimju riboswitch-eBa je ped. YKOJUKO ce KOHCEH3YC HAJTA3U Y U3/IBOjEHOM
JIeJIy, TOTPeOHO je Jia ce Y UCTOM HaJIa3u U oapeheHa MaJTuHIPOMCKA CeKBEHIA KaKO
Ou 1ocTojasia BeJMKa BepoBaTHONA 1 je To 3amcra riboswitch. Ilposepy nponahene
cekBeHIle u yTBphuBame fa Jm ce 3aucra pajau o riboswitch-y, spmuhe Jlaboparo-
puja 3a MOJIEKYJapHy T'€HEeTUKY WHJIYCTPHjCKUX MUKpoopranmsama, Hcturyra 3a
MOJIEKYJIapHy MeHeTHKY U TeHeTUYKO MHKEIbepCTBO, Y HuBep3uTeTa y beorpaay. 3a
pasBoj MeTojie, KopHuIlrheHa je cekBeHIla renoma coja Lactobacillus paracasei subsp.
paracaser BGSJ2-8, koja je BracHUTITBO HaBeeHe JlabopaTopuje.

Kako TemaTnka oBOT paja claja y HOBHje HayJIHe TUCIUILINHE, He TTOCTOJU Be-
Jqukyu Opoj pajiosa Ha oBy Temy. Crora je y OKBUDY pajia, Ope/l IOMEHyTe MeTo/Ie,
NPUKA3aH U KpaTak Omuc nocrojehux periema 3a nponanaxkeme riboswitch-esa.

Jobujenn pesyararu cy yrnopehenu ca pesyararuma KOju Cy JI0OOHMjeHU HEKOM O/1
nocrojehux codrBepckux Meroa U Takohe Cy MpeicTaB/beHn Y OKBHPY pa/ia.

3axBaJiHUIIA

Benuky 3axBajiHocT 3a TOMOD 1IPU U3paju MacTep paja JyryjeM Ipe CBera CBOM
mentopy, jap Henamxy Mutuhy, npodecopy Maremaruukor gakysirera YHUBEP3U-
TeTa y beorpamy, Koju Me je cBOjuM KpUTHKaMa 1 caBeTHMa BOAuO Kpo3 pas. [lopen
MeHTOpa, 3aXBaJHOCT AyryjeM u ap Mwuiomy bebanckom ca MHcTuTyTa 3a onmry
n GbU3NIKy XeMujy u3 Beorpaia, koju Mu je moMorao jia pa3ymMeM TeMaTUKy U Ba-
JKHOCT 1pejicras/beror paja. [locebny 3axBajnocT jyryjem capajnuiuma Mucru-
TYTa 3& MOJIEKY/JIAPHY MeHETHKY W IeHeTUYKO MHZKEH-ePCTBO, Ipe cBera jap Haramnm
Tonuh, np Jemenw Berosuh, xao u ap bpanky Josumhy. Owuum cy mu omoryhmmm
OPUCTYH MOAANNMA KOje caM KOPUCTHO TIPHU U3PaJIH OBOT PaJia, aJId CY MU W CBOjJHM
caBeTMMa U HeCeOMTHOM TOJPIITKOM TTOMOTJIN, Y3 MeHTopa u ap besbaHcKor, 1a paf
u3IJie/1a OBAKO.
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I'maBa 1

YBO

Buoundopmaruka je Haydna JHCIMILIAHA KOja pelnaBa ImpodjeMe U3 00JIacTH
ouosoruje y3 nmomoh pauynapa. Behwm padynapcku pecypcu, KOju cy IOCTaJId J0-
CTYITHU MOCJIEIIHUX HEKOJIUKO TOANHA, YCIOBHIN CY OPYKU Pa3Boj OBe obacTu. 3Ha-
4aj Kopuiihema padyHnapa y ouonrdopmaruim ce oreaa npe csera y OpzemM u3pa-
gyHaBamy oxpeleHnx 3amaraka, WM YaK pe3ysTara W3BPIIABAKA €KCIePUMEHATA.
Hawume, paHuje cy ce eKCIIEpUMEHTH U3BOMIN in vivo (Ha KUBHM OPTaHU3MHUMA ),
wid in vitro (y BemTadukoM OKpyzKewy). lawac je 3axpaspyjyhn pauynapuma Mo-
ryhie 1a ce cuMynupa W3BpIIABAaI-€ PA3TUIUTHX eKCIEePpUMEHATa 3a BeOoMa KpaTak
BPEMEHCKHU MEPHUOJI, HA MPUMEpP Ja ce yBuje ojapehern oOpaciiy MOHAIIAHkA YHYTAD
reHoMa HEeKOT' OpraHm3Ma. YIPaBo je TO pasJjor mro ce 6monHMOPMATUKOM TOCIe-
AHUX T'OJUHA 6aBI/I CB€ BUIITE HayYHHKA.

1.1 OcHOBHU TIOjMOBU

I'enetuka je ycranoB/beHa 1866. romwHe o cTpaHe ['peropa Menpaena, kKamaa je
H3HEO CBOje pe3y/aTaTe eKCIepuMeHaTa Ha OaIlTeHCKOM rpamky. Hekoanko rogmna
Kacuuje, 1869. rogmue, @puapux Murep je uzomosao JTHK (nesokcupubonyk.ie-
MHCKa KuceanHa) kKoja 3ajenno ca PHK (pubonykiaenHcka KucennHa) crana y Hy-
kaeuncke rwucesure. OcHOBHa (YHKNHja HYKJIEHMHCKAX KHCEJHHA Y OPTAHU3MY je
OMOCHHTE3a, IMPOTENHA, KA0 M MPEHOC MeHeTHIKOI MaTepHjaJia.

Hyxkneuncke kucenaune. /JHK je monekyn y o6IuKy JaHNa KOjU je UCIpeILIe-
TaH y J60cmpyku Teaukc, IPU 9eMy ce Hyk.aeomud jeJIHOT JaHIA claja ca CBOJUM
KOMILIEMEHTAPHUM HYKJIEOTHIOM 3 Apyror janna (cauka 1.1). Jeman nanan Hy-
KJIeOTH/Ta movntbe 5’ kpajem, a 3aBpriasa ce 3’ kpajem (kodupajyhu nanan - ,,sense”)
JIOK Ce HACYTIPOT Hera Hasia3n KOMIIeMeHTapaH JaHar (nekodupajyhu, wim memnia-
muu naHan - ,,antisense”). Hekoaupajyhu Janar je cynpoTHO OpHjeHTHCAH (aHTH-
napaJselHo) U meroB 3’ Kpaj je mocraB/beH HacopaM 5’ Kpaja Kogupajylier saHia.
Ocuosre jequnune JHK jmaHna cy HYKJI€OTHIH, KOjU Cy cadumbenn of mieliepa (2'-
Je30Kkcuprbo3a), dbocdophe Kuceanne n azorHux 6asa. Asorne 6asze mory jga Oy/y
nypuncke (aT€HUH U TYaHUH) WIH NUpumMudurcke (THMHH U ITATO3WH) U MehycoOGHO
Cy TOBe3aHe BOJOHWIHUM Be3aMa, YMMe Chajajy /Ba JaHna Hykgeoruaa. Crapuba-



2 VYBoxm

Ibe Ce BPIIM TaKO IITO je aJICHUH jeHOTr JAHIA YBEK y Iapy ca TUMHUHOM H3 JPYIor,
HacIpaMHOr JaHia. Takohe, ryaHuH jeJHOr JIAHIA je YBEK Y Mapy ca ITUTO3UHOM
HACIIPAMHOT JIaHIa. TabeJapHM NpUKa3 HyKIeoTHIa je mat y tabenn 1.1, a gera-
JbaH NMPHKa3 ¢BUX o3Haka 3a 3amuc Hykaeoruga JJHK (PHK) nanna je npuaoxken y
JIO/TATKY .

ITopen JIHK, y nyksenncke kucenune crnaja u PHK. Paziuka u3mehy nykien-
ucknx kuceanHa (JJHK n PHK) je y cienehe tpu ocobune:

e PHK je jeqnosnanuana,
e V cactaB PHK ynasu mehep pubosa,

e YmecTo Oaze mumuna, Koju ce japba y JIHK, kon PHK ce jaBmpa ypayu.a.

‘ Oz3Haka ‘ Hazus ‘ I'ne ce jaBmpa ‘
A Antenun JJHK u PHK
G ['yanun JHK u PHK
T Tumun JHK
C [Hutozun JJHK n PHK
U Vparma PHK

Tabena 1.1: llpukasz moryhux TekcTyaJHUX 3alrca HYKJIEOTH/A Y OKBHPY IIPOH-
spospror JHK nwiu PHK nanma

[Tocroje Tpu Tuna pubonykgenHcknx kuceanna (PHK):
e undopmanuona PHK - uPHK (enr. Messenger RNA, mRNA),
e tpancnopria PHK - TPHK (enr. Transfer RNA, tRNA),

e putozomanna PHK - pPHK (enr. Ribosomal RNA, rRNA).

Oyukruja nndopmarnuone PHK je npenoc undopmaruje ca rena j10 dGuocunrese
nporenHa (ekcnpecuja rena). uPHK ce cunrernmie na ocaoBy nadopmanmje THK y
IPOIeCY TPAHCKPUIIHje (JleTa/bHuje O TPAHCKPUIIIUJU HA CTPAHU 3) U IPEICTaB/ba
,,OTACAK~ Ha OCHOBY Kojer ce nobuja nporentn. Ctpykrypa uPHK npeacraBpena je
Ha cauny 1.2.

Tpancnopraa PHK je mostekysr PHK xoju je o6uuno my:xune ox 73 10 93 nykJie-
orujia. Hbena dpyHKImja je mpeHoc aMuHO KHCeJInHe 0 ojapeheHor mecra y hesuju
re ce BpIM OMoCHHTE3a mpoTenHa (10 pubo3omMa).

Put6ozomanna PHK je PHK neo putozoma, Te mma rpagnsay dyHKIH]y (12
yna3u y cacras pubozoma). pPHK omoryhasa mexanmsam 3a mpesoheme nPHK y
amMuHOKuceuHe 1 3ajeaHo ca TPHK yuectyje y mporecy Tpanciaanuje (JerabHuje o
TPaHCJIALU]H HAa CTPAHU 5) Tako mITo oMoryfiaBa ak THBHOCT MENTHINI TpaHcdepase.
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Cmuka 1.1: Cexkymmapua crpykrypa JIHK. Ha cannm je nmpukaszana cekyHgapHa
crpykrypa mogaekyna JJHK, kao n mapou azorunx 6a3a JIHK u wuxo HaYuH Be-
3UBaIbA.

I'enoMm. ['enom je KoMILTeTaH CKyI HacjeHUX HHMOpPMaIuja jeIHOI OpraHu3Ma
[1]. Kon Gakrepuja, HajMaru Ho3HAT reHOM je aykune 159662 (Carsonella ruddii),
JOK Hajayku mosHat caapxku 9970000 uykaeoruna (Solibacter usitatus). TIpoceune
JIyZKMHE reHOMa Kol DakTepuja cy usmehy 3 u 4 MUJIMOHA HYKJ/JIEOTH/IA, 1 OOMYHO Cy
KpysKHOT (IUpKyaapHor) obauka, pehe cy JuHeapHH.

Tpanckpunimuja. Tpanckpunuyuja je mporec y Kome ce uadopmanuja ca JHK
nperucyje na n”PHK mocpencrsom PHK mosmmmepasze. PHK macrtaje na ocHOBY HEeKo-
gupajyher JIHK sranma, n0k kogupajyhu jianain cajp:Ku remeTndke nHbopMalmje.
Y rtoky Tpanckpunmuje ce y jganan nPHK nomaje mykjeornm mo HyKJI€OTH, TPU
4eMy je CBaKd HYKJICOTHJ, KOMILJIEMEeHTapaH HyKJeoTHjauMma Hekojupajyher JTHK
nanna. Pesysarar oor mpomeca je PHK sranan xoju je miaeHTHYaH Koaupajyhem
nanry JJHK ca maBemenom pasaukoM jga je tumun (71') 3amemen ypamuaom (U).
Tpanckpunnuja ce 3aBpiiaBa HOCEOHMM HHU30M HYKJIEOTH 18 KOju (POPMHPAjy Te-
PMHHATOPCKY TETIBY (Mmepmunamop).

TepmuuaTop. TepMuHATOD je HYKIEOTHTHA CEKBEHIIAa KOja O3HAYaBa Kpaj reHa.
Koz upokapuora ce pa3/iukyjy JiBe BpCTe TEPMUHATOPA:

e VHyTpaIllhil TePMUHATOD (MJIH p-HE3aBUCHU TEPMIHATOD),

® )-3aBUCHW TEPMUHATOP.



4 VBonm

[Tokazano je [6] ja je yHyTpaIlbi TEDMUHATOD MEXAHU3AM KOjH KO/ TIPOKAPHOTA
3aycTaB/ba TPAHCKPUMIIHA]Y. TepMHHATOD MpeJCcTaB/ba CTPYKTYPY JYKHHE O] ce/laM
JI0 JBajieceT Ga3HUX MapoBa Koja mMa 00K TeTsbe (omue). [Ipumep oBe CTpyKType
je mpukasaH Ha caumu  1.3.

pP-HE3aBUCHH TEPMHHATOP ce 4decTo mojassbyje y okBupy PHK, y obsuky eneme-
HaTa KOjU ce 30BY pubo-npexudauu (eHr. , riboswitch”-esu).

PerynatopHu
ENEMEHT 5'HTP 3’"HTP AHK

/ \ OP®

‘ MPHK

51 — 3r

5 3

MoueTak Kpaj

Cnuka 1.2: Crpykrypa uadopmarmone PHK. Jlezenda: HTP - merpanciaupajyha
PHK (enr. Un-translated RNA, UTR). OP® - oropenu okBup yurama (enr. Open
reading frame)

Konon. Komon npeacrapiba Tpuinier 6a3a #a nadopmannonoj PHK koju ko-
JIMPa jeJHy aMHHO KHCEJMHY. 3a jeJIHY aMUHO KUCEJIUHY IMOCTOjJH HEKOJIUKO KOJIOHA.
Tpu BpcTe KomoOHA cy OUTHE 3a MOTpede OBOI pajia:

e cmapm Kodowu - KOJU O3HA4YaBajy HOYeTak OmocuHTe3e nporenHa (Hajuernhn

je AUG),

e cmon Kodonu - KOju O3HAYABAJY 3aBpIleTak OHOCHHTe3e mporenHa (Hajuernlin

cy UAA, UAG, UGA),

o anmukodonu - koju ce nasiaze va TPHK u xommiementapuu cy KOmoHY.

Crmuka 1.3: [Ipumep tepmunaropa y PHK
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Cmuka 1.4: Egexrponcka Mukrporpadmja mporeca TPAHCKPHUIIKAje W Tpacjalmje.
@opmupane nPHK nutu cy npukasane Kao rpamne koje ce ojapajajy ox JIHK manmna.

AmMuHO KuceanHa. AMUHO KHCEJIHMHE Cy OPraHCKe KHCEJIMHE KOje UMajy aMUHO
IPyIy y CBOM cacraBy, Ha apyrom C' aromy. Mamum jgemoMm ce Hasiaze cioboaHe y
OpraHu3My, a 0JI BayKHOCTH Cy TIpe CBera jep yJjase y cacTaB IpPOTenHa.

IIporenn. Ilporewmnn cy OMOMaKpOMOJIEKYJIU CACTaB/bEHH O] BEJHKOI Opoja
aMHUHO KHCEJIMHA KOje €y IoBe3ane menTuHoM Be3oM. CaMe aMUHO KHCEJHHE ITOBe-
3aHe y JIaHAIl YdHe TOJHUIENTH, YMjuM Ja/bUM YBHjabeM HacTaje (PYyHKIHOHATIAH
HPOTEUH.

Tpaucaanuja. Tpancaanmja je mporec y kome ce nadopmarmona PHK, koja je
JnobujeHa MpoIecoM TPaHCKpUIuje, npesoan y nporeun (camka 1.5). Kom mpoka-
pHOTa Ce TPAHCKPHIIIHAja U TPAHCIAIMja OJBUjajy CKOPO HCTOBpeMeHO (ciamuka 1.4)
n 1o y nuromnasmu. [IpBa daza Tpanciamnuje odyxsara mnporece Kojuma ce nPHK
Be3yje ca MaJoM U BeJTUKOM cyOjeImHUTIOM pubo30oMa. ¥ pubO30My MMa JBa MeCTa,
Koja ce Ha3uBajy P u A mecto u 3a Koje mory ma ce Bexxy ase TPHK. [Ipsa TPHK
KOja yJa3u y pubO30M CaJIp:KH aHTHKOIOH KOjU je KOMILJIEMEeHTapaH CTapT KOJIOHY.
Ta TPHK nHocum amumHOKHCEMHY Memuonut 1 Bedyje ce 3a P mecro. Ha A mecro y
pubozomy mosaszu apyra TPHK duju je anTukoa0H KOMILIEMEeHTapaH HAPEIHOM KO-
nony nPHK (nmpeu nociie crapr xomona). /IBe amMmuHOKHCeMHE €y caja On3y jenHa
JIPYroj m JoJa3u Jo Kujama Bese m3Mehy mermonuna u TPHK. Enepruja koja ce
TaJa 0CJI000IU ce KOPUCTH 33 CTBapaibe MeNTHIHe Be3e u3Mely npBe 1Be aMIHOKH-
ceamre. Hakon osor kopaka, TPHK ca P mecra naiyiira pubo30M, a jpyra 1mo pejy
TPHK mpenasu ca A na P mecro. Tume ce pubozom momepa (y 5’ - 3’ mpasiy) 3a
jenan komon ayx uPHK. Cazna ce wa P mecty namazu TPHK 3a kojy cy Besane nBe
aMmuHokucesune, a Mmecro A je cioboano. 3aro na mecto A yiasu ciaegeha mo pemy
TPHK koja nocu antukogon komiuiemenTapan Tpehem komony uPHK u mponec ce
noHassba cse JoK ce y uPHK ne crurne 1o cron kKojiona.
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AobujeHn npoTerH
aMUHO KHCenuHe
BeAuKa cybjeauHuua

Cauka 1.5: [Ipomnec Tpanciaiuje

OP®. V renerunu ce non ckpalieaunom OP® (0TBOpeHH OKBHD YHTambA,
eur.Open Reading Frame) moipasymeBa HHU3 HYKJIETHOIA KOJH TMOYHERE CTAPT KO-
JIOHOM, & 3aBpIllaBa Ce HEeIMOCPEe/IHO UCIPE/I CTOol KojoHa. Koj npokapuora TepMuH
OP® je ekBuBasnenrtan Tepmuny kopupajyha cekpenna (enr. Coding Sequence, CDS)
u mnpejacrtasba Jjeo JJHK nanma koju ce mpesogu y mporeun. Takobe, Kom mpoka-
puota, Tepmua OP® ce moucrosehyje ca TepmMuHOM 2en. MimycTpanmja mosuimje
OP®-a je nmpukazana na caunu 1.2

1.2 Ekcnpecuja reHa

Excnpecuja rena je mnporec y KoMe ce nHGpOpMaIldje Koje HOCH I'eH KOPHUCTe 3a
cuHTe3y (bYHKIMOHATHOT MPOM3BOJAA TeHa (To cy Hajuenthe mMpoTedmHH, a KOJ He-
NPOTEWMHCKUX KOAWPajyhux reHa IMmoj TPOU3BOJOM ce ToapasdyMeBa (hyHKIHOHATIHA
PHK). V reneruiu, rencka ekcrpecuja UMa BaxkKHy yJaory jep ona oxpebyje mra he
Jla ce U3 TeHOTHUIA UCIOJ/bH Ko (heHOTHII.

1.2.1 Riboswitch

Riboswitch (switch- upekumad) je neo uekomupajyhe PHK koju perysmiie
ekcrpecujy reta. Peryanuja ekcipecuje reHa ce MOCTHKe MehamheM KOHMOopMAaIlije
y OJIHOCY Ha TO Aa Jiu je juranj (Hajuenrhe je TO Masm MOJIEKYJI, HJIM jOH) Be3aH,
nin He. JegHocTaBHUje pedeHo, riboswitch caap:Ku ,,IpeKuaaq’, a eKClpecuja reHa
3aBUCHU O/ TOTA Jia JIX je Taj HpeKuaad ,,yK/bydeH , Win ,,ACK/by4den” .

Jlo caja je oTKpuBEHO HEKOJUKO (dpamusmja riboswitch-eBa u OHE Cy IPUKa3aHe
y Tabenn 1.2. Cpaka damunnja riboswitch-eBa ce pa3ankyje 1mo JOMeHY amlTaMepa,
Koju 006e30ehyje MecTo 3a BesuBame Juranja u Moryhuoct 3a ekcrnpecujy. lomen
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anraMepa (y JaJbeM TeKCTY KOHCEH3YC) je BHCOKO KOH3epBUCAH Y riboswitch-eBuMa
KOjH NPHUIAIAJy UCTO] DaMUIU]jH.

‘ Penun 6p. ‘ Damuauja H Penunu 6p. ‘ Damuauja ‘
1. FMN 13. preQ1-11
2. TPP 14. MOCO_RNA_motif
3. SAM 15. Mg_sensor
4. Purine 16. SAH _riboswitch
5. Lysine 17. rli52
6. Cobalamin 18. rliss
7. glmS 19. rlid4
8. Glycine 20. rlish
9. SAM alpha 21. rlio6
10. PreQ1 22. rli61
11. SAM-IV 23. rli62
12. T-box

Tabena 1.2: Cuoucak damumauja riboswitch-esa, npeyser ca RFAM-a

JIurana. V omireMm CMUCTY, JIMTAHJ IPEACTAB/ba MAJM MOJIEKYJI UJIH JOH, KOjH
BE3MBAHEM 32 HEKH OMOMaKpPOMOJIEKYJT oMoryhaBa HCIo/baBame HUXOBe (pyHKIHje.

JIurama, miIm Kako ce oIl Ha3WBa a@exmopHu WIH Pe2ysamopHil, MOJIEKYT, ce
ko1 riboswitch-eBa Besyje 3a PHK npu oapehennm dpusuonomkum ycaosuma. Kako
nocroju Butite damuanja riboswitch-eBa, 3a cBaky o1 Hux je jgeduHUCAH mocebaH
aurasg. 300T Tora ce MPUMAJTHOCT HeKoj of damunuja riboswitch-eBa ompehyje Ha
OCHOBY JIMTAHIa, OJHOCHO IIOCTaB/be Ce MUTAEe 13 JIH IIOCTOJH MeCTO Ha KoM Ou ce
acdekTopHH MOJEKyT Be3ao. Cam riboswitch ce Hala3m WCIpe] NeHa U Be3UBAEM
JIMTaH1a J10Ja31 J10 OJIoKupama ojpeheHor HyK/IeoTHa YuMe ce oMoryhasa merona

dyuximja.

Riboswitch ce nanasu y oksupy PHK, y3BomHO o1 cTapT Ko/0HA, Tj. HYKJEO-
THAHA CeKBeHIA Koja aedunuiie riboswitch ce y oksupy JIHK nanasu nsmehy aBa
OP®-a. Taj upocrop ce HazuBa uwmepzencru pezuor (ckpaheno, HI'P). Ko npoka-
puora jexan riboswitch Moxke 1a KOHTPOJIUIIE eKCIpecujy Beher 6poja rena, YKOJINKO
Cy OHU TO3WUIUOHWPAHU jemaH m3a apyror. Osaxsu OP®-oBu, Koju cy KOHTPOIU-
CaHH jeJJHUM PeryJaTOPHUM eJeMeHTOM, Ha3uBajy ce oneponu. OuepoHH Hajuernthe
KOJMpPajy NPOTerHe KOJU CY VK/bYUeHH Y UCTH METAOOINUKH YT, WX UMA]y CAUIHY
dyuximjy y henuju u HeomxoaHo je ga Oyy UCTOBPEMEHO CUHTETHCAHU Y jeTHAKOM
opojy npumepaka. Tume ce Takohe MOCTHUKe U eHEPTreTCKa YIITEe/1a KOja je 0/ BeJIHKe
BayKHOCTHU 33 IIPOKApPHOTeE.

Riboswitch-eBu, naxjie, 3aK/bydaBajy reHe KOje PeryJiuily 4uMe CIpPedaBajy Hu-
OBY €KCIIPEeCHjy Kaja oHa Huje moxkesbHa. O03MpoM [a ce paju O peryjalnju Ha HH-
BOy TpaHcjammje, Moryha je 6pyka peaknuja 6akrepujcke hemmje. OBaksa peakimja
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Ha CIHOJBAIIHE YCJIOBE YCIOB/baBa U Op2Ke OTK/bydaBalbe JATUX I'eHa, Te ce U IIpoTe-
UHU CHHTETHUIINY OpzKe Hero Kojl T'eHa KOjH Cy PeryJHCcaHd Ha HUBOY TPAHCKpPHUIIIH]e.
13 tor pasnora b6akTepuje Koje KopucTe riboswitch-eBe Kao cBOje PeryaaTopHe eJie-
MEHTE UMajy CEJEeKTHBHY IIPEIHOCT Y CPEJIUHU Y KOjO] KUBE Yy OJHOCY Ha OakTepuje
KOje HeMajy OBaj CUCTeM peryJialimje

3a norpebe oBOr paja HUCY O BaxKHOCTH cBe nocrojehe damvuiuje riboswitch-
eBa, Beh caMo oHe Koje cy Hasejiene y tabenn 1.3. Kparak mnperye/; oBux pamMmuinja
NPUKA3aH je y HaCTaBKy IMONIaBsba, J0K je Buie nadopmanuja (yrmyayjyhn u me-
TasbHE KOHCEH3YCe) JOCTYIHO Ha cTpanama Rfam 6a3e nomaraka (gerasbuuje o Rfam
6a3u je W3JI0KEHO Ha cTpaHu 12).

’ Hasus dpammuianje ‘ ITpucrynun xox (Rfam) ‘ JInuuk ‘
FMN RF00050 http://rfam. janelia.
org/cgi-bin/getdesc?
acc=RF00050
TPP RF00059 http://rfam. janelia.
org/cgi-bin/getdesc?
acc=RF00059
SAM RF00162 http://rfam. janelia.
org/cgi-bin/getdesc?
acc=RF00162
Purine RF00167 http://rfam. janelia.
org/cgi-bin/getdesc?
acc=RF00167
Lysine RF00168 http://rfam. janelia.
org/cgi-bin/getdesc?
acc=RF00168
T-box RF00230 http://rfam. janelia.
org/cgi-bin/getdesc?
acc=RF00230

Tabema 1.3: Cmmcak davmmmja riboswitch-eBa uuju cy KoHceH3ycn obOpahenum y
OKBUDY pajia

®avuauja FMN

RFEN ejleMeHT je BHCOKO KOH3EDPBHCaHA CEKBEHIA KOja Ce HaJa3h y OKBHPY H'-
nerpancaupajyhnx! permona nPHK u 3a1ysken je 3a 6mMOCHHTE3Y (PAa6UH MOHOMHY-
kaeomuda (FMN) u tpancnopr nporenta. OBaj eJleMeHT je MeTabOJUIKH 3aBUCAH
riboswitch koju nupekTHO Besyje F'M N y memoctarky mporenna. OBu riboswitch-
eBU HajBepOBATHUje KOHTPOJIUIIY TeHCKY €KCIIPECHjy TaKo IMTO M3a3WBajy paHd 3a-
Bprietak Tpanckpunnuje. CekyHIapHa CTPYKTypa OBe (phaMu/nje je NpuKa3aHa Ha
caunn 1.6a.

'Herpancimpajyha nPHK (enr. Un-translated mRNA) - pemociesn Kojir He KOAMpa TTPOTENH
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®amuanja TPP

Buramunu B(1) y ¢Bojoj aktuBHOj dbopmu - muamun nupogocgam (T PP) - je
HEOIIXO/IHU KOEH3UM KOju ce cucrenruiie y bakrepuju. Panuje cy ce Tmamun pery-
JIATOPHU eJIEMEHTH O3HavaBasn Kao thi bor, a maHac je 3HamE 0 HUMa MPONIIPEHO.
Perynatopuu ejleMeHTH KOju peryJuIly THaAaMWH, UMa]y BUCOKO KoH3epBucany PHK
CeKYHIAPHY CTPYKTYpy u 30BY ce THI enementu. T HI enement je riboswitch xoju
aupeKTHO Besyje T PP 3a norpebe peryiucama I'eHCKe eKclpecrje y3 moMoh pasin-
YUTUX MexaHum3aMa y Oakrepujama u eykapuorama. CekyHjgapHa CTPYKTypa OBe
damminje je npukaszana na cauru 1.66.

®avunuja SAM

Hykuseoruaue cekpentie Koje nedunuiry SAM riboswitch (ciuka 1.61) ce ecto
HAJIa3€ Y3BOJHO O/ PA3JUIUTUX T€HA KOJU CHUHTETHINY IPOTEUHe YKJ/bydeHe y Ouo-
cuaTe3y MetTnonuna. OBa damunuja riboswitch-eBa fenyje Ha HUBOY KOHTPOJTUCAHHA
3aBpirerka Tpanckpuniuje. CTPyKTypa OBHX ejeMeHaTa, KOoja je JIeJIOM CaJprKaHa
M Yy OKBUDY KOHCEH3YyCa, CACTOJH Ce OJi CJOXKEHHX DEerHoHa TeT/bh (OMYH), Tae ce
CBaKH 3aBplllaBa TEPMHUHATOPCKHUM PETHOHOM.

®amvuauja Purine

Y okBupy Bacillus subtilis oBa dpamuauja je nponahena Ha MHHUMYM IeT pa-
3/IBOjeHUX JIeJIOBa KOJU Cce TPAHCKPUNTY]Y W KOju Komaupajy 17 rena. Tu remm cy
YIJIABHOM YKJ/bYYEHW Yy TPAHCIOPT HMypUHA W OMOCHHTE3y IyPUHCKUX HYKJIEOTHJIA.
Hexu nponahenu esnementn oBe pamuminje cy cruenuduvdHu, 0JJTHOCHO UCK/bYIUBHU 34
anennd. CeKyHIapHa CTPYKTypa oBe dbaMuInje je NpuKa3ana Ha cannu 1.6

®amvuauja Lysine

OBa damunuja yrmbydyje riboswitch-eBe KOju MpeNno3HAjy JU3UH Y PA3THIATAM
reHNMa KOjU CY VKJBYUeHH y MeTabom3aM Ju3nHa. FbeHa ceKyHIapHa CTPYKTypa
je mpuka3ana Ha cjuny 1.6e.

®amvunauja T-box

T-box ce naJyia3e y3BOAHO OJ MHOTHX TeHa 3a amuHoanuwI-TPHK cunrerasy kon
['pam-nosuTusHux 6akTepuja’. AnTuxonon y TPHK ce ynapyje ca ceKBeHIOM YHY-
tap T-box MoTuBa.

’T'pam-HerarusHe OaKTepuje HMajy jeJaH C0j JMIONOIMCAXAPUJA KOjU HOKDPHBA HUXOB
hesmjcku 3ua, ok I'pam-no3uruBHe Oakrepuje Hemajy Taj cioj. Ycieq tora, oHe ce na ['pam
TecTy 00je IPBEHO, OJHOCHO TIJIABO, PECTIEKTHBHO.
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(a) FMN (6) TPP

(n) SAM (n) Purine

(e) Lysine

Cnuxka 1.6: Cexkynmapua cTpykTypa Hekux dhamuanja riboswitch-esa. Jleeenda: Boje
Ha CJIWIM O3HAYaBajy KOH3ePBUCAHOCT ceKBeHIle. JbybmaacTta 60ja mma Bpearoct 0,
a TpBeHa BpemHOCT 1, Tpu Yemy 1 o3HavaBa HajBelly KOH3ePBUCAHOCT
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Lesokynuu >KuUBH CBET je KJIACHMUKOBAH y TPU cynep kpasescmea: Apxe Oak-
Tepuje, bakTtepuje u Eykapuje. Y mpupoau moctoje aBa Tuma heamja: henuje duje
je jenpo (KapuoH, HyKJIeyc) 0JIBOjeHO JBOCTPYKOM MeMOGPAHOM O OCTATKA IIUTOILIA~
3Me, OIHOCHO eyKapHOTCKe (ey - mpaBH, HCTHHCKH) U heJiije Koje He ToCeIyjy jeapo
0/IBOjEHO JIBOCTPYKOM MeMOpPaHOM O] OCTATKa IUTOIIa3Me, OJHOCHO TPOKAPUOTCKE
(mpo- mpe, npehammu). Teauje Apxe 6akrepuja u Bakrepuja cianajy y rpyiy mpo-
KapHoTa jep OHe HeMajy pa3BujeHo jeapo. Ilpokapuore cy yriiaBHOM jeaHONeINjCKT
OpPTaHU3MHI KOjU MOTY Ja »KUBE 3ajeTHO, ¥ KOJOHUjaMa.

EneMeHTH 38 KOHTPOJY TeHCKE eKCITpecje, Ynje MPOHATaKemhe ITPe/ICTaB/ba TEMY
OBOT paJia, ce jaB/hajy M KOJ MPOKAPHOTa W KOJ eyKapuoTa, y3 Heke pasuke. Kako
je TemMa OBOI' pajia IIPOHAJIAYKEHhe HOBE METOJE 3a UIACHTUMUKAIU]Y PeryJaTopHUuX
eeMeHaTa KoJi OakTepuja, y Ja/beM TOKY pajia cy obpaheHe HCK/BYyUNBO MeTOE
3a npokapuore. Crora je y HapeaHOM O/e/bKy 00jalllibeHO KaKO ¢e CBU HabpojaHn
IOJMOBH IIPEJICTaB/bajy Ha padyHapy, J0K je y cieneho] riiaBu npukaszaH KpaTak
nperjes J0CaJallbuX MeTo/Ia, a MOTOM H JIeTaJ/bHO objallerbe HOBe MEeTOJIE.

1.3 Pauynapcka obpaga mogaraka

JIHK n PHK, xao mrro je mo3nato, 9MHU JBOCTPYKH, OJHOCHO j€IHOCTPYKH Jia-
Hall, CACTAB/bEH O] HyKJeoTHa. Y pauyHapy ce JTHK (PHK) ckramumru kao Hu3
KapakTepa, I'le CBaKH KapakKTep IIpeJcTaB/ba HeKy of a30THux 6aza. Koju xapa-
KTep LpeJicTaB/ba KOojy 0a3y npukasano je y tabesm 1.1. JlomarHo, yKoauko ce 6a3a
HaJa3u ca BepoBaTHONOM jejaH Ha ojpeheHoj Mo3uNKju y HU3Y HYKJIEOTH/Ia, OHA Ce
obejteKaBa BEJTMKUM CJIOBOM, & Y CYNPOTHOM MaJjM. Y 3aBHCHOCTH OJI JOTOBODA,
MOT'Y JIa Ce YBeJy JO/IaTHH KapaKTepH 3a OIKMC CUTYyalldje Kajia, Ha IpUMep, He MOyKe
ca CUTYPHOIINY Jia ce OJpeln Koja ce oJ JBe Oa3e HaJIa3u Ha oapeleHOj mo3unuju.
VKOJIMKO YOIIITEe HE MOXKE Jla ce ojipe/iu Koja 6u 0a3a mMoria Jia ce HaJ1a3u Ha HEKOj
HO3UIUjU, TO je 0ONYHO 0DesiekeHo ¢JIOBOM [N, WM Ha IIPUMEp, TAYKOM, IPTUIIOM,
AT,

VKOJIMKO Ce TeHOM MOCMaTpa Kao HU3 KapakTepa, OHJa je u 00pajia mojaraka je-
aHoctaBHmja. OOpaa MO¥Ke Jla ce W3BPIIH JUPEKTHO Ha padyHapy (y JOKaJy), uim
myTeMm KJIujeHT-ceprep apxutekType. Omabup mecta r1e he mogamu 1a ce CKJIauiTe
(obpaljyjy) 3aBucu mpe cBera of ToTa ITa je 3a Ty oiapeljeHy HaMeHy TOBOJbHH]e.
Metoa Koja je pa3BujeHna paju UCK/bYUUBO Y JOKaJIy Uy cKopujoj Oyayhuoctu nehe
OuTu pasBujaHa 3a JApyre HameHe. 3a morpebe oBor pajia, 300 BeJIMKE KOJHMIUHE
noJaTaKa, MOJANN Cy Pajid JIAKIIer CKAJUIITema 1 00pajie 9yBaHU y PEJIAINOHO]
6a3u nojaraka. basa koja je kopunihena y osom pajuy je IBM DB2 6a3a nojaraka,
Bep3uja 9.7. O0pajia CKIAJUIITEHUX MMOJaTakKa Ce JIeJIOM BPIIUIA JTUPEKTHUM YIIH-
THMA, & JIJIOM V3 IIOMON JOoJaTHUX IIPOorpaMa KOjHu Cy IOCeDHO MHUCAHU 3a ImoTpede
OBOT pajia. 3a MHUcabe JOJATHUX HporpaMa KopuiheHnu cy mporpaMcku jesunu C' u
Java. Jlerapuuje objalimeme KOpUITheHnX nporpaMa je IpuKa3aHo y rjaBu 3.
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Rfam. Rfam [9] (RNA families database) je online 6a3a mogaTaka Koja cajpKu
nopapHaBajyhie cekBeHIle W KOBapHjaHCHE Moje/e MHOTHX YeCTHX HeKOAupajyhumx
PHK damvumuja. Ilomamu u3 oBe 6a3e MOTy 1a ce KOPUCTE 3a IPeTpary reHoMa, Hin
apyrux JIHK cexkBeniy, 3a crpykType Koje cy canvne nosuarum PHK damummjama.
Rfam 6a3a je on BeaMKOr 3Ha4Yaja 3a OBaj paj jep €y MOJANN KOju Cy KOPHIIThEeHH 3a
nperno3HaBame amuauja riboswitch-eBa, npeyseru yupaso ojasje. Cajpikaj oBe
baze ce axkypupa y ofpeheHOM BPEeMEHCKOM HHTEPBAJy, a TPEHYTHO je aKTyeJHa
Bepauja 10.0 u3 janyapa 2010. rogune ca 1466 dbamuiuja.

[logatke je Moryhe mpeyseTu y BHUIlle PA3JHIUTHX 3allkca, ajdd Hajdemhu je
Crokxosnmcku dbopmar (eur. Stockholm format). To je dopmar 3a nopaBHatbe BuIle
CeKBeHIM (KOHTHUTa) W OH je Hajuernhe xopuithen dbopmar 3a Rfam 6a3y nomaraka.
[Topen Rfam 6aze, oBaj (hbopmar ce KOPUCTU W y MPOrPAMUMA Y KOJUMa Ce KOPUCTH
BepoBaTHOha 3a mperpary 6a3a mojaraka. 3a 1oTpede OBOI pajia KOpUIINEeHUH cy
nojamu Rfam 6a3e y CTOKX0IMCKOM (bOpMATy 3aIwca.

ITopen maBejeHux 1mojaraka, 3a pa3Boj HOBE METO/ie KOpuItheH je m reHOM coja
Lactobacillus paracasei subsp. paracasei BGSJ2-8. Ce obpaje 0BOT coja cy ce 3a-
cuuBaJje Ha obpaau mweropux JIHK cekBenmm. /lera/baH omuc aJropurMa MeToe,
Kao W IpunpeMe n obpaje ImojaTaka, U3/J0KEHH CY y IJIaBH 3, JIOK CY V IJIaBH 2
npuKasaHa nocrojeha perrema pa3zMaTpaHor mpobiema.



I'maBa 2

dopmyanuja mpodgemMa

[Tponasiakeme ejleMeHaTa 3a KOHTPOJIY TEHCKE eKCIPeCcHje MpPeJICTaB/ba MPOHa-
Jnaxeme ojpehene nykaeoruane cekpenne y okpupy AHK. Perynaropuu enemenTtu
Cy ce paHHje TPOHAJAZUIN UCKJBYIHBO Y3 IMOMON eKCIepUMEHTAJTHUX MeTOo/Ia U TO
je 6uo BeoMma Jiyr u obuman Jiaboparopujcku mocao. Padynapcka obpaJjia mojaraka
je 3HadajHa 3a pelreme oBOr mpobiema, jep obe3delhyje OpKy um cUrypHHjy odpay
nojaTaka, y3 ckpaheme BpeMeHa MOTPeOHOT 3a BPINeHe eKclepuMeHara y Jadopa-
topujama. MehyTum, mpoHaaXKeme peryJaTopHux eJeMeHaTa IIyTeM padyHapCKUX
MeTOJIa je Takohe Texkak HmpobdJeM jep:

e Hucy maremarndku mpenusHo nedpuHHCAHH, Beh IMOCTOje BeJMKa OICTYIaha
u3Mehy mux,

e Ypnyn ux pesaruBHO Majid O6poj OAa3HUX IAPOBa, IIa C€ YECTO je/IHa CEKBEHIA
(Koja o3HAYABA PEryJATOPHHU €JIEMEHT) MOHABJbA BUIIE MYTa Y OKBUPY T€HOMA
(KOju MMa U JI0 HEKOJMKO MUJIMOHA HYKJIEOTHIA), & JIa He 03HAYABA CBAKH TYT
peryJiaTOpHU €JIEMEeHT.

UcTpakuBame KOHTPOJIE FeHCKe eKCIIpecuje UMa BeJIUKU 3Hadaj, MehyTum u 1mo-
peJ Tora, He IMOCTOjU BEJUKH 0Poj 00jaB/heHUX coPTBEPCKUX pelrema. Kako ce oBaj
paj baBu mpoHaJiaxKemeM riboswitch-eBa, Kao jeHUX O ejieMeHaTa 33 KOHTPOJLY
IeHCKe eKCIIpecHje, y OBOM IOIJIaB/by CY IpPUKA3aHa HEeKa OJi JOCTYIMHUX cO(pTBep-
CKIX perema. Takohe, yKpaTko je objalnimeH HAYMH paja 3a Heke o/ noctojehmx
nporpama, Kao H IbUX0OBe MPEJIHOCTH U HEIOCTAIH.

2.1 Iloctojehe metTone

Merosie 3a nperpary riboswitch enemenara y OKBUPY I'eHOMa Ce Pa3BUjajy yIJia-
BHOM Ha JiBa HadWHa. JejdaH Ha4uWH je Ja ce Ha ocHOBY Beh mpouahenux riboswitch-
eBa HallpaBH MOJEJ 3a CBakKy oJ damuiauja, 1mo Kome he mohm j1a ce mperpazxke u
reHOMH JIPYTuX OakTepuja. Apyru HaUYWH je j1a ce KOpHCTe MeTojIe Koje IMperno3najy
eJeMeHTe 33 KOHTPOJIY TeHCKe eKCIIpecHje Ha OCHOBY IbUXOBUX OMOJIOMIKUX J1eDUHH-
nuja.

Metrojie y Kojuma ce npaBu MOJIE/ 3a IIPEIO3HABAIE TPOU3BOJbHE haMujuje ce
yIJIABHOM 3aCHUBAjy Ha 3aKOHMMa BepoBaTHohe. Panuje cy ce oBu mojesn aeduHu-
caJIi yTJIaBHOM y3 TIOMOh kosapujaHcHoz modeaa Koju maje 1o0pe pesyarare, aau y3
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onpebhene HestocTaTke. KoBapujaHcHH MOJIEN je BEOMa OCETJHUB M C TOTa IIPH 00pau
obyxBaTa BEJIMKY KOJUYUHY MOjiaTaka, ITo My CMamyje Op3uHy H3BpIIaBama [5]. Y
OC/IeIEbe BpeMe, 0Baj Mpo0JIeM ce MPEeBa3nIa3u TaKO ITO ¢e YMECTO KOBAPHjaHCHOT
MoJiesia cBe derthe Kopucre ckpusenu Mapkosmwesu modeau (enr. Hidden Markov
Models, HMM). T'naBua npegHOCT CKpHBeHHX MapKOB/BEBHX MOMENa y OJHOCY HA
KOBapHjaHCHU MO/Ie]I je TIpe cBera y Gp3uHu u3BpinaBama. MehyTuMm, mokasaHo je [5]
J1a noctoje dpamuauje riboswitch-eBa 3a Koje cKpuBenn MapKOB/HEBU MOJIEIH HIAK
Jajy Jomuje pe3yaTaTe y OTHOCY Ha KoBapujaHcHU Mojesa. [Ipm BeqIwKuM KOJTHYIN-
HaMa [0jlaTaKa ce UIlaK Ipernopy4dyje ynorpeda MeTojia Koje ce 3acuuBajy Ha HMM,
win npodua ckpuennM MapkoBbeBuM Mogpesuma (eHr. profile Hidden Markov
Models, pHMDM ), tipe cBera 360r 6p3wHe W3BPINaBamba, HAKO He J1ajy YBeK Hajooshe
pesyJrare.

2.1.1 RibEx

RibEx (riboswitch explorer, url: http://www. ibt. unam. mz/biocomputo/
ribex. html ) je mporpaM KOjU je jaBHO JOCTYHAH W KOME MOXKe Jia Ce MPUCTYIH
nyTeM KjujeHr-cepsep apxurekrype. OBaj nmporpam nperpaxkyje yHere ceKBeHIe u
y BuMa npeno3naje riboswitch enemente. [lopen riboswitch-esa, RibEx nperpaxKyje
1 IpyTe, BUCOKO KOH3EPBUCAHe, PEryIaTOpHe eleMeHTe KoJl bakTepuja. [Iperno3nasa-
e KOHCeH3yCa Y OKBUPY OBOT' MpOrpaMa ce BPIIN 3aXBasbyjyhu momarymma u3 jaBHO
noctynHe Rfam 0aze momartaka.

[Iporpam je mucan y nporpamckoMm je3uky Perl u mojesbeH je y 4yeTupu 3acedHe
JaToTeKe, e CBaka MMa MoceOHy (yHKIHUjy. AJaropuram IpBO IpeTpaxKyje ce-
kBeHie o 500 O6a3HMX MapoBa Kako OM ce HAILIM eJeMEHTH KOju Jude Ha 711ho-
switch-ese (enr. riboswitch-like elements, RLE). YKoIUKO Cy egeMeHTH TpoHaheHn
y OKBHPY 3aJjaTe Ipelike MmpeTrpare, pe3yJTaru ce 4yBajy. Apyru kopak ajaropurma
je nperpara OP®-oBa 10 yHanpes oapeherum napamerpuma (Koje KOPHCHUK MOZKe
Jga u3menu). 3a nperpary OPd-osa, kopucre ce mpeedUHUCAHE CTAPT U CTOI
KOJIOHH, Ka0 U MUHHMAaJHE Opoj amuuo Kuceanna yayrap OP®-a. Kama ce npona-
by nosunmje OP®-oBa (1 mBUXOBe OpUjeHTAIM]je), TPETPayKyje ce CEeKBEHIA Y3BOIHO
(meBo) ox mouerka OP®-a. YerBpru /1e0 mporpaMa KOHTPOJIHIINE IPETXOJHA TPH
U CIY:KH 33 rpadWdKd MpHKa3 pe3yjarara. Y TPEHYTKY IHCamba OBOI' paja, Ri-
bEx omoryhaBa mnpeno3naBame neTHaect dpamuianja riboswitch-esa, a oBaj O6poj je
IIOJJIOZ2KaH IIPOMEHUN Yy 3aBUCHOCTHU O/ OTKPpHUBalba HOBHUX KOHCEH3YCa.

[Topes Tora miro je ynoc cexkBeniie orpanunden Ha jayzxuny oj 40.000 nykieorua,
IITO JTOCTa OI'PAHMYABA KOPHUIMNEeme mporpamMa, MmocToje JBa JIOJAaTHA OrPAHUYEHHA
oBe MeTojie. 1IpBO je TO MITO peryJaTopHU eJIeMEeHTH MOpajy ja Oyiay y Oau3uHu
GapeM jelHOT KJacrTepa CIMYHHX TporenHa (eHr. cluster of orthologous groups of
proteins, COG). Tlopen Tora, peryJaTopHu eJeMeHTH MOpajy Ja ce HATa3e Uy MH-
HUMYM JPYTUX 1T, HePeJIyHAAHTHUX renoma. V3 yria KkopucHuka, MaHa OBE METO/IE
jé y HeJIOBOJHFHOM O0jalimbey MOryhux mapamMerapa 3a H3MeHy, 1a yCJIe JOIer mo-
cTaB/barba MapaMerapa, 9ecTo ce Jo0ujajy HeTaYHu Pe3yJITaTH.
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2.1.2 Riboswitch finder

[Tox nazuBoMm Riboswitch finder, y oBoM MOTJIaB/bY ce moJpaszyMeBa online mpo-
rpam (mocrynan wa: http://riboswitch.bioapps.biozentrum.uni-wuerzburg.
de/) 3a nperpary riboswitch-epa. Takobe, oBaj mporpaMm MozKe na ce Mpey3me H
U3BpIIaBa Ha JOKAJIHOM pavdyHapy.

ITporpam ce cacToju m3 HEKOJUKO IEANHA, TJe ce 00paja MmojaTaka BPIMH HA
ciaenehn HAYKMH: TPBO ce BPINK IpeTpara yHeTe CEeKBEHIE U IIPOBepaBa ce J1a JIK OHA
caJIp:Ku KOHCeH3yc 3a HeKy of dbamumuja riboswitch-eBa. YKOIMKO je KOHCEH3YC
nponaleH, u3/Baja ce CeKBEHIA U HAJ| ThOM Ce M3BPINaBa Jajba MpoBepa (padyHa ce
MUHAMYM CJI000/IHE €HeprHje, K0 U JIa JIi Cy U3padyHaTe BPeIHOCTH u3Ha 1 onpehene
rpannne). Ha kpajy, n3aBojeHa cexBeHiia ce omemyje (106po, ocpeimbe, Jolne) u
ajroputraM Kpehe oJ1 modyeTka JIOK ce He 00paJiy 1eo YHOC.

Nako ce oBaj mporpam Op30 W3BpIaBa, MaHa MYy je TO TITO MPOHAJA3U CAMO
riboswitch-eBe Koju peryauily 6uocunresy nypuna. 3 tor passiora, pe3yaTaTu 0BOT
nporpaMa HeMajy BeJTUKH 3Hada) 3a oBaj pad. /lomaTHo, MaHa mporpama je u Ta IITo
HE II0CTOje HapaMeTpPH 3a JIOJAATHO HO/IelaBabe n3padyHaBamba (ceM Ouparba cmpoe,
cpedivu, A0w, DeKUM paja); a u nocrojehn Hucy gerasbHUje objarmenn [7].

2.1.3 Infernal

Infernal (Inference of RNA alignment) je codbTBepcKu MakeT KOjU MTPBO OMOI'Y-
haBa medbunncame mpodura (Mojgesa) KOHCEH3YCA, a MOTOM H HHXOBY IpETpary.
Hauwme, y3 momoh oBor codreepckor makera nppo ce jedunuiine npodu 3a mpe-
nosuasame KoHcensyca /IHK (PHK) enemenara, a morom ce, Ha ocHoBy nmpodua,
BpIK ¥ nperpara riboswitch-esa. Takohe, YKOJIUKO je OTPeOHO, MOXKE Ja C€ U3BP-
A ¥ [OpaBHAIbe CEKBEHIM W TO Ha CJMYAH HAYMH HA KOjH ce TO pagu u'y Rfam
0a3u moJgaTaka.

360r jake MaTeMaTHUKe MO3aJMHE, OBaj IMporpaMm jaje go0pe pesyarare, Mehy-
THM, HEJOCTAIM Cy My IIpe CBera y KOMILIMKOBAHOM Kopuinhemwy. Infernal pajan
1O/ OTIEPATUBHUM CHCTEMOM Linux u 3axreBa oapeheny padyHapcKy TUCMEHOCT,
TaKo Ja HUje jeJHocTaBan 3a kopuiitheme. Takole, criopo Bpiu 0b6pajty mojgataka u
npernopyudyje ce Kopuiirheme 1mTo Behier 6poja NponecoOpCKuX je IMHUIA.

2.2 Hepocramnu nocrojehnx meroaa

HNako He mocToju Besukn Opoj mporpama 3a muperpary riboswitch-eBa, oHU KOju
cy Habpojanu y jgeny 2.1 cnajmajy y KopumiheHnuje u Jiajy pesiaTHBHO j00pe pesy-
arate. Mebhyrum, mopen peaTuBHO TOOPUX aITOPUTAMCKHUX pelllermha, TOCTOje Tpe
cBera OMOJIONIKA OrpaHUuYeha KOja YCJIOB/haBajy Ipellike y OBUM IIporpamMumMa. Heka
O/, TUX OTpaHuYerha Cy:

e |1 mopen BUCOKe KOH3epBHCAHOCTH (baMuinja riboswitch-eBa, MOCTOje pa3IHKe

y okBupy pamuiauje riboswitch-esa 3a paznudure pojioBe DaxkTepuja,

e Hekwu mporpamm cy pasBujaHu npeBacxojHO 3a ojpehene pojoBe ODakrTepuja,
ma ca JAPYyTUM POJIOBUMA He Jajy jaobpe pe3yrare,
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‘ HazuB nporpama ‘ MecTo u3BpiiaBama ‘ Mamne

RibEx (Riboswitch | Ha cepsepy - Peryiatopuu ejieMeHnTH Mopajy
Ezplorer) na Oyay y 6au3uHE 6apeM jeHor
KJIACTePa CJAMIHUX HPOTEMHA,

- Peryjiaropuu ejiementu Mopajy
Ja Ce HaJa3e U 'y MEHUMYM JIpy-
rux IIeT, HepeJIyH/JIAHTHUX Te-
HOMA,

- Makcumasna jaykuna yHnere ce-
kBeHrIle je 40.000 mykIeoTuIa.

Riboswitch  fi- | Ha ceppepy u y jokany | - HemoBo/bHO objalnmbeHu mnapa-
nder MeTpH,

- Ilponanasu camo riboswitch-epe
KOJU PEryJuiry OHOCHHTEe3y IIy-

pHHA.
Infernal (Infere- | Y nokany (Linux) - 3axteBa Beliy paduyHapcky mw-
nce of RNA ali- CMEHOCT,

gment) - Crnopa obpaja mojaTaka, Impe-

nopyuyje ce sehu 6poj nponecop-
CKWX jeIUHUIIA.

Tabena 2.1: Ynope Hu IpHKa3 TporpaMa 3a IpoHaJIaXKehe eJleMeHaTa KOju KOHTPO-
JIMIILY TeHCKY eKclpecujy (mpe cwera, riboswitch-esa)

e Bpemenom ce orkpupajy HOBe bammiauje riboswitch-eBa, Koje He MOry OUTH
oiMax obyxBalieHe y crapujuM Bep3ujaMa IIporpama; morpebno je oapeheno
BpeMe 71a ce obyxBare HOBe (haMUIUje, UTI.

Qamuiuje riboswitch-eBa Koje cy paclpocTpaibeHe y BeJIMKOM Opojy OaxTepuja,
JAKIe ce TMpoHaJjJa3e, jep je JIakile YOUuTH obpasall Mo KOMe ce OHe MpoHasase.
[Tpobstem Hactaje Kaja ce Heke pamuauje riboswitch-esa He HaJiaze y HEKUM OakTe-
pujama, ma je OHJa U CKYIl Ha KOMe Ce MOYKe YUYUTH O KOHCEH3yCYy Mambu.

2.3 IInm paga

Hapenene mane mocrojehux mMerona ycjoBmie cy morpedy 3a pa3BHjaleM HOBE
MeToJie Koja he Ha edukacaH u 1Oy3/JaH HAYMH Ja U3/BOju riboswitch cexkseniie,
Kao jejiHe o1 MOryhux ejemMeHnara 3a KOHTPOJIY reHCKe ekcipecrje. HoBa Mmerosa je
OCMUTILJbEHA TIpe cBera 3a norpebe Jlaboparopuje 3a MOJIeKyIapHy TeHETUKY WHJLY-
CTPHjCKUX MHUKpOOpranmsama, MHcTUTyTa 3a MOJIEKYJIapHY T€HeTUKY H T'€HEeTHIKO
HHIKEHepCTBO, YHuBep3urera y Beorpaay (y gamsem tekcry UMITU). Hanwme, mo-
cryiHa coprBepcKa peliemha Hucy ousia ojropapajyha, jep sehuna 3axresa 1mo3HaBa-
Hbe CKPDUBCHUX MapKOBJBeBI/IX MoOZgeJIa, KaO U APYTUX CTATUCTUYKHX MOJAeJIa, IITO UX
YUHE TEXKUM 3a Kopuihemne. [Iporpamu koju ce mokpehy mckbyanBo vHa Linuz ore-
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PATUBHOM CHUCTEMY, HEOIIXO/IHO ITO3HABAILE PA3JIMINTAX HAUNHA padyHapcKe obpaJie
nojlaTaka, Ha IpUMep pesamuone 6ase MojaTaka, YCJIOBHJIE CY IOTPedy capaiHuKa,
n3 IMI'T'U 3a pa3sBujameMm HoBe MeToae. V3 HaBeaeHnx pasjora, IMub OBOT pajia je
Jla ce pa3BHje MeTo/a Yuju he Kopalu OUTH JeTa/bHO Pa3yMJ/bUBI KOPUCHHUIUMA HCTE
n Koja Hehe Jla 3axTeBa BEJMKO MATEeMATUYKO, WM PAYYHAPCKO 3HAIGE 338 KACHU]Y
HPUMEHY.

Kako je ox Benuke Baxkuoctn 3a VIMITU na ce oapene riboswitch cexkpenrie y
OKBHUpY TeHoMa coja Lactobacillus paracasei subsp. paracaser BGSJ2-8, pasBujena
MeToja je jeducana HaJ HaBeJdeHUM cojeM. V3 Tor pasjora cy U mapaMeTpu MeToJIe,
Ka0 M PE3yJITATH, IPEJCTAB/bEHH Y OJHOCY HA JATH T'€HOM.

Hauwn ma koju je mMeToja 3a TpoHAJTaxKeme eeMeHaTa 3a KOHTPOIY TeHCKe
eKclipecuje pa3BujeHa, npejicraB/ben je y ciejehoj riasu. Merona odyxsara oHe
damvunuje riboswitch-eBa Koju cy ce moryim Hahu y 3ajaTom cojy Oaxrtepuje. Jenan
071 pa3Jiora 3a OBaKaB HAYMH KOHCTPYKIIWje MeToje je OWO M Taj MTO, Y TPEHYTKY
nucama pajia, joIl yBeK HEUje y HOTHYHOCTH aceMOJMpaH KOMILIeTaH remom. /le-
TasbHEje nHMopMaIje o KopuithenuM dpaMuinjama riboswtich-eBa cy m3aoxKeHe Ha
crpanu 8.
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I'maBa 3

Pa3Boj HoBe MeToe

Riboswitch-eBu cy jean oJi HAUMHA peryJalyje TeHCKe eKCIIPecuje KO ITPOKapH-
ora. OHu 3aK/bydaBajy reHe Koje PeryJuily u Tako CIPedaBajy HbUXOBY €KCIPECH]Y
KaJ1a OHa Huje moxkespHa. OBu estementn ce y oksupy JIHK nanaze uamely aBa orBo-
pena oksupa gnTama (OP®-a, 1j. rena). [Tpocrop nameljy npa OP®-a rie ce nanaze
OBH eJIEMEHTH, 30Be ce unmepzencku pezuon (ckpaheno, IT'P). YV oBoj ruiasu je je-
Ta/bHO U3JI0ZKEHA MeTOJa 3a MPEeNo3HaABAHe OBUX PETYJIATOPHUX eJleMeHaTa YHyTap
reHoMma DakTepwuje.

3.1 VYcaosmu 3a moctojame riboswitch cekBeHIn

[Torpebuu ycioBu j1a Ou ceKBeHIla yHYyTap HHTEPreHCKOI PernoHa Ou/ia moTeH -
jamuu riboswitch cy:

e Opujentanuja OP®-oBa Mopa j1a UCIymbaBa 3a7aTe YCI0Be,

e Mopa Jia mocToju KOHCEH3YC (JOMEH anTaMepa KOjU je KOH3ePBUCAH 3a CBaKY
on bamunmja riboswitch-esa) yuyrap NIT'P-a,

e Mopa ja moctoju HGapem jesan KOMIJIEMEHTapaH HMAJUHIPOMCKI HU3 HYKJIEO-
tuga yayTap UI'P-a.

3.1.1 Opujenranuja OP®-oBa

OP® je mykseoTuHA CEeKBeHIIA KOja MOYWE-€ CTApT KOJOHOM, a 3aBpIlaBa ce
HEIIOCPETHO UCIpPeJl CTOI KOJOHA. 3a HmoTpede oBor moraasba, OPD moxke 1a ce
nocMaTpa Kao OPUJEHTHCAHW BEKTOD YHjU IIOYeTaK O3HavyaBa CTapT, a Kpaj CTOI
KO/IoH. Ha OCHOBY OBaKBOI' MATEMaTHYKOT MOJENa, MOTY JIaKiie ja ce JieuHUILy
mehycobue opujentamnuje g8a OP®-a, uamehy kojux moxke ga ce Hamazu riboswitch
CeKBEHTIA.

[ToyeTHu ycaoB ga ce riboswitch namaszu namehy nBa OP®-a je ucmymeH YKOJIUKO
cy onn Melycobno ,,;100po” opujentucanu. [log repmunom ,,106pa” opujenTaluja ce
no/ipa3yMeBajy cse mehycobne opujenranuje usyses ,,kpaj - kpaj”. Apyrum peuuma,
riboswitch moxke ma ce mana3u ndmehy asa OP®-a camo ykoauko cy oHu MehycoOHO
OPHjeHTHCAHU ,,CTApT - cTapT’, WK ,,cTapT - cTon” (J103BOJbEeHA je W OpHjeHTaIu]ja
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,,CTOII - cTapT”’, v 3aBucHocTH ja Jin ce OP® nasazu Ha Kojupajyhem, wim HEKO-
mupajyhem sanny). Riboswitch ce y oBako nedunucanom ognocy OPD-osa Hanasu
YBEK y3BOIHO oJ cTapT no3uiiuje OP®-a, oaHOCHO HAIA31 ce JIeBO O CTapT KOIOHA
(ykosmko ce pajau o Kopupajyhem naniy).

I'paduaku npukas3 moryhux opujenraruja OP®-oBa je mpeacTaB/beH Ha cauiu 3.1.

@ OP®1 R OP®2

@ | OPP1 R OP®d2

&) OP®1 R OP®2

@) OP®1 R OP®2

Cauka 3.1: Moryhe opujenramuje OP®-oBa. Opwujenranuje (1) — (3) npukasyjy
,,100pe” opujentanuje, ok m3mehy OP®-oBa npukazanux Ha opujeHTanuju (4) we
MOKe Ja ce HaJsazu riboswitch enement. Jlezenda: R - riboswitch.

3.1.2 Kosucen3yc damuianja

Koncensyc, koju umHe HYKJEOTUIU y OKBUDY 7riboswitch cekBeHIle y OJU3UHT
KOjuX ce Besyje jirani, oapehyje damunujy riboswitch-esa. Ha ocnoBy Komcensyca
jé peJIaTUBHO JIAKO JIa ce MPerno3Ha 0 K0joj haMUInjH PeryaaTopHuxX eaeMeHaTa je
ped, jep Ta HYKJEOTHHA CEKBEHIA MMa MaJja OJCTYHarma y OKBUPY MPOU3BOJHHE
damvunuje riboswitch enemenara. To je pas3Jior 3amTo je mperno3HaBambe KOHCEH3YCa
JeTaH o7 yCJIOBa 3a IOCTOjalbe OBUX PeryJaTOPHUX eeMeHaTa.

Jedunucame KoHcensyca 3a ey paMuminjy riboswitch-eBa HHje jeHOCTaBAH
zajgarak. IlorpebHo je ma ce npenosunajy riboswitch ejieMeHTH y OKBHPY HEKOD €0ja
bakTepuje M Jia ce Ha OCHOBY NOjeJMHAYHUX KOHCEH3yca jgeduHuiine KOHCEH3YC 34
ey pamuminjy. KBajmreT KOHCeH3yca 3aBUCH TIPe CBEra O]l JiBa YHHUOIIA:
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o Konuumne obpaljenux mojaraka - MITO je BUIIE MOjeIMHAYHUX KOHCEH3YCa 3a
pasju4uTe cojeBe DakTepuja, Mojes he OUTU BEPOIOCTOJHU]H,

e Hauuna na koju ce jiedpunuiine KOHCEH3YC 3a HaMUIn]y.

[IpBu ycaoB, kommunna obpal)enux nojaraka, 3aBUCH OJ1 JIOCTYIMHOCTH (bamuinja
riboswitch-eBa 3a paszau4aurte cojeBe bakTepuja. 3a Heke hbamuinje 6poj nponaherux
[I0jaB/bUBAIbA ¥ PA3IUUUTUM COJEBUMA C€ MEPHU XUJ/baJlaMa, JIOK Cy HeKe, YIVIAaBHOM
HOBHje, IPEeIo3HaTe ¢Bera HEKOJIUKO MyTa. YKOJIUKO CY KOHCeH3yCH ITpoHaleHn MaIn
Opoj myra W aKO WX YMHU DEJATHBHO Maju Opoj HyKJeoTHIa (0 Imecr, ceaam),
TeNrko J1a Ou OMI0 KaKaB MOJIesI MOTA0 Ca BEJMKOM CUTypHONThy ja jaje pesyarare.
Jpyru ycios, medunncame KOHCEH3YCA 33 (DAMUJIN]Y, OJHOCHO MPAB/BEIHE MOJENa
HA OCHOBY KOjer' ce BPIIH IIPEIO3HABAILE, j€ CJI0XKEH I0Ca0. 3a IIPAB/beIbe MOJIEIa, Ce
KOPHCTE Pa3IuduTH MAaTeMAaTUIKH MOJEJIH, IIPe ¢Bera 3aCHOBaHU Ha BepoBaTHONM U
CTATUCTUIIH.

Ha ocnoBy HaBemeHOr, MMOCTOje IBE BPCTE IpoTrpaMa, jeTHH KOJU caMu JepUHUIITY
KOHCEH3YC Ha OCHOBY YHETHUX IO/IATAKa OJ CTPAHE KOPUCHUKA, U IPYTU KOjH KOPHUCTE
Beh rorore nomarke. Y Behunu ciaydajeBa, ucnjaaTuBuje je KOpUCTUTU Beh u3BejieHe
KOHCEH3YCce KOju cy jaBHO JocTymHu y Rfam 6a3u mojaraxa, jep cy oHU JeduHuCcaHnT
Ha OCHOBY BEJMKOT Opoja WHCTAHIH. Y OKBHPY OBOT Pajia, KOPHUITNEHU KOHCEH3yCH
Cy mpey3eTn n3 HaBeJeHe Oaze mojgataka. Crmucak nocrojehnx dbamunuja riboswitch-
eBa je npukasan y Tabesu 1.2.

306or ycaoBa 3agarux oj crpane capagnuka IMITU, y oBom pauny je obpaheno
mect damunuja riboswitch-esa. IbuxoBu Ha3WBM, KAO W NPHUCTYNHU JIMHKOBU 34
Rfam 6a3y cy npukazanu y tabesu 1.3. Bpoj obyxsahenux damminja je ycsoBben
pojioM OakTepuje 3a KOjy je pa3BHjaHa MeToJa, jep Heke damuiauje riboswitch-eBa
He MOTY Ja ce o4eKyjy v poay Lactobacillus. Ca apyre cTpaHe, KOHCEH3YCH HEKHUX
damunuja cy 6unm mpeBuIe KPaTKU TAKO Ja HU OHU HUCY y3eTu y o63up. Omucu
kopuiithenux amMuanja cy npejcTaB/beHn HA CTPaHu 8.

3.1.3 KommiemeHTapHe maJJuHAPOMCKE HUCKE

Jla 6u ce y OKBHPY MHTEPreHCKOI PerwoHa Halllla MOTeHIujaaHa riboswitch ce-
KBEHIIa, Y JATOM CeIMEHTY MOpa Jia ce HaJa3u DapeM jeaH KOMILIEMEeHTapaH IIaJIH-
aiapomcku uu3. [locrojame oBakBux HHU30Ba OoMoryhasa HacTajarbe TEPMUHATOPCKE
U aHTUTEPMUHATOPCKE MeT/he, Koje MOrYy Jia ce MpeKJjanajy y jeanom gery. Ha Tom
HOTEHIIAjaJIHOM MeCTy TpeKJalama HacTaje ,,IPeKu a4’ Ha OCHOBY KOjer JioJia3u
JIO UCIOJbaBamba (PYHKIMje TeHa Koju ce KouTpoJauire. [Ipumep jeane moryhe naiu-
H/IPOMCKE CeKBeHIle je JaT Ha CJIUNH 3.2

Y okBupy riboswitch cekBeHIle He MOpPa Jia MOCTOJH UCKJBYIUBO je/IaH HaJTHHIPO-
MCKHU HHU3, Beh CympoTHO. Y TPUPOIU ce UYecTo JelaBa Ja ce Y OKBUPY jeIHOT
riboswitch-a HaJsa3e aBa, TpH, Ia U Buile najauHapoma. llojaB/puBame Beher 6poja
MAJIMH/IPOMA Y3DOKYje TPaBheibe BeIUKUX MeT/hbH (OMYH), Koje (DU3NIKH U3L/Ie/ajy
kao Tepmunarop. I[lamunagpomu npase ,,cTyd” JIOK ce Ha FHErOBOM BpPXY HaJia3u
oMYa KOjy JedWHUITY HYKJeOTUIU m3Mel)y masuHApoma. YKOJIUKO IOCTOJU BUIIIE
VIHeXKIeHNX MaJuHApoMa, CeKyHIapHa CTPYKTypa je JocTa cJaoxkeHnja. V3rien
riboswitch-a ca Bullle MAJUHIPOMCKHMX CEKBEHIM IIPUKA3aH je Ha caund 3.3.
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Chnuka 3.3: Ilpumep riboswitch ejieMeHTa KOjU CaJIPKU HEKOJUKO IMAJHHIPOMCKUX
CEeKBEHIIN

3.2 Aunaropmram meroze

Ha ocnoBy maBeJieHuX yc/I0Ba 3a MOCTOjambe riboswitch CeKBEHIE Y OKBUPY MHTE-
PreHcKoT permoHa, pa3BUjeH je ajJropuTaM KOjH je TIPeJcTaB/heH Y OKBHPY OBOT
HOrJIaB/ha. AJropuTaM ce CacTOjH M3 YeTHPH KOpakKa UHMju je IIeMaTCKH IIPHKa3
npecTaB/beH Ha caumu 3.4, oK ¢y caMW KOpalu JeTabHEje 00jalllkbeHn Y OKBUPY
MOTJTaBJbA.

Anropuram je pa3BujeH Ha OCHOBY MOJATaKa JTOOMjEHHUX O CTPaHEe CAPaTHUKA
NMI'TH, xoju cy Mmu 0b6e36eauam npucTyt reaomy coja Lactobacillus paracaser subsp.
paracaser BGSJ2-8, koju npunaja guBusuju Firmicutes, nopoaunu Lactobacillaceae,
pony Lactobacillus u Bpctu Lactobacillus paracasei. Kako reHom HaBeseHe HGakTe-
puje joll yBeK HHje CKJIOIJbEH, MeToJia je KopuiiheHna Ha cBakoj oj 207 xowmuea,
rje je Koutura Henpekuanu ckyn npeksiamnajyhux JIHK cexksenmu. VY naBejgenom
CKyNy KOHTHTa, Hajkpaha kouTura je jyzxune 105, a wajryxka 230919 nykiaeorunia.
YKynHa JTyKWHa KOHTHTa je OKO TpW MWJIHOHA HyKJeoTuaa. [Ipobaem ckiamama
reHOMa M3 KOHTHUIA HUje TPUBHjaJIAaH U OH 3aXTeBa MOCEOHO pasMarparbe, ITO HHje
TeMa OBOI' pa/ia.
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OxpehuBame opu-
jenramuje OP®-oBa

l

OunpehuBame obacTu

Y

Tpaxkeme KoHCe-
H3yca y objiactuma

Y

Tpaxkeme maju-
HJIpOMa Yy 00J1IacTUMa,

Cauka 3.4: AsropuraM HPOHAJAXKEHA, TOTEHIUjaIHuX 1iboswitch ceKBeHIn

3.2.1 Kopax 1: OapehuBamwe opujenraiuje OP P-oBa

Y okBHpY IPBOT KOpakKa aJropuTMma Bpiu ce oapehuBame nosuiuja OPd-osa,
Kao u muxoBe opujenTanuje. Opujerramnuje OPD-oBa cy OuTHe jep ¢y OHe jeaaH O
yCJIOBa 3a MocTojarbe riboswitch CeKBEHIH.

UMI'TH je mopen 207 konTura reHoma JgoctaBuo u jgatoreky ca OP®-oBuma,
TavyHuje, ca HyKJIeoTuaHuM Hu3oM Koju unau OP® u wndopmamnujy y Kojoj ce Ko-
HTUrH HaJja3u. Ha mesom renomy yrymao je nporahen 2301 OP®, 3a koje je Tpebasio
Jla ce ojpejie TO3uIje y OKBUPY KoHTura. lIpBa mjeja je Ouia jia ce mopaBHaHe
OP®-oBa u KouTura spuu online y3 nomoh BLAST! mporpama. MehyTnM, Kako je
OBaKaB IpoIec IMOPaBHaa CIOP, jep IMOcCao He MOXKe JIa ce ayToMaTHu3yje, ojabpan
je Ipyru HAYMH 3a MOpaBHAIbE.

Csux 207 KoHTHIa je cMemTeHo y Tabejy y pejanuonoj basm mogaraxa. Ilo-
tom cy OP®-0oBu nmpomnymirenn Kpo3 mporpaM KOjH je HAIMCAH 33 OBY HAMEHY, a
KOjU OJ 33/1aTe CeKBEHIe MPABU WISHTHIHY, aJIi HAa CyIPOTHOM JaHity. JIpyrum pe-
YuMa, IPorpaM je MpaBuo KOMIJIeMeHTapHe MaJuHIPOMe 3a YHeTe ceKBeHIle. OBaKo
obpahenu nogamu cy ynopehenu ca KoHTHrama Kako Ou ce J00MIe TadHE O3UIIHje
OP®-oBa y okBupy Koutura. Jlaxie, 3a ceaku OP® cy moctojane nase ,,ugaeHTuqdne”
CeKBEHIle W jeqHa O/ Te JiBe je mpoHaleHa y OKBHUDY 3ajare KOHTHUTE. Y OIHOCY Ha
to Koju je 3amuc OP®-a nmponahen oxpehena je u merosa opujenraruja. Cu 100m-
jEeHU MOJAIM Cy cadyBaHH y I0ceOHO] Tabe/n Yy OKBUPY pesaruone 6a3e ImojaTaka.
CrpykType KopumiheHuX Tabena cy TPUIOXKEHe Y J0JATKY Ha MOCeOHOM KOMITAKT
JIUCKY .

Y cay4dajy Jia ce pajii 0 HPOU3BO/bHOM I'€HOMY 3a KOjU HUCY YHAIpe L JepuHUCAHN
OP®-oBu, mory ja ce uckopucre goxarau mporpamu, 138, ORF finder-u (cpu.
OP® nperpaxkupaun). OBH TPOrpaMi Kao YHOC TPHMajy MeHOM, WM Je0 TeHOMA,

YBLAST (Basic Local Alignment Search Tool) je anroputam 3a nopeheme GHOTONTKIX CeKBEHTIH.
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a Bpahajy nmosunuje npornaheanx OP®d-osa.

3.2.2 Kopax 2: OagpehuBame obsiacTu

Y apyrom Kopaky aJaropuTMma ce Ha ocHOBY opujenTannja OP®-osa onpehyje koje
cy ,,J100pe” opujeHTaIuje U 'y KOM HHTEPIeHCKOM PErHOHY MOIY Ja ce HaJla3e IoTe-
Hiujatae riboswitch ceksenmne. Moryhe opujentanuje OP®-oBa, Ha OCHOBY KOjUX ce
ojipehyjy objiacTu, npuKazane cy Ha cjauamy 3.1.

[lox TepmunoM ,,001acT” Ce ¥ OBOM paJly IOJipa3yMeBa HYKJIEOTH/IHA CEKBEHIA
JIyZKUHE NPHOJIMKHO XUJbady HYKJICOTHIA Y KOjOj MOCTOJH MOI'YNHOCT Ja ce HaJaa3H
riboswitch. Ob6nact ce dhopmupa Tako IMTO ce oA crapT komoHa OP®-a koju je
,,JI00p0” opujeHTHCaH, y3umMa MakcuMaHo 500 HYK/JIe0TH 1a y3BOHO U MAKCUMAJIHO
500 HyK/I€0TH A HI3BOAHO. VY CJAy4ajy Jia ce CTapT KOJOH HAJIA3H Ha MO3UILHjHI MaHhOj]
ox 500 o1 movyeTKa MIPOoUu3BOJbHE KOHTHUTE, 001acT he j1a caJipKu cBe HYKJICOTHIE Ca
nese u 500 HyKJTIeOTHIa ca JecHe cTpaHe. Ha nmpuMep, HeKa ce cTapT KOJOH HAJIa3H Ha
nozunuju 400 y okBUpy mpousposbHe KoHTUre. GopMmupana obaact hie 6uTu ayKuHe
900 mykJeorusia, jep he ce yzern 400 nyksieoruia y3B0H0 1 cBux 500 HyK/I€OTHIA
HU3BOJHO OJ CTAPT KOJIOHA.

Kopumihemewm onucane oopage OP®-oBa, podujeno je 2245 obaactu.

3.2.3 Kopax 3: Tpaxkeme KOHCEeH3yca y obOJjlacTuMa

Tpehu xkopak ajropmrma ce 3acHMUBA Ha TpaxKemy KOHCeH3yca damuiinja ribo-
suitch-eBa y jmodujenum obsiactuma. KoHceH3ycH Koju cy KopHITheHH Yy OKBUPY OBe
MeTOJle CY YCJI0B/beHH bamuinjama riboswitch-eBa Koje ce NMpeTpaxKyjy y OKBHPY
MeToJIe, a Koje cy mpukaszane y tabenn 1.3.

[Tponseosban KOHCEH3YC, 3anucan y Rfam 6a3u, MoXKe j1a W3T/Ie1a 0BaKO
Cgg.aGCCGA.C9G..UAuAGU

u TOTPeOHO je Jia ce OH 3aluiiie Ha ojropapajyhm Haunu y tabesry 6ase mojaraka Kako
Ou ce JaKIe U3BPIIMIa 00paJia mojaTaka. Bequko ¢j10BO y 3aImucy o3HavaBa HajBehy
BepoBaTHONY Jla ce Ty HaJa3u Oalll Taj HYKJEOTU] KOjU je 3amucan. MaJjo ¢JI0BO
O3HavaBa HajBePOBATHHU]e HYKJICOTH/I KOJH je 3aIlUCcaH, ajau Moryhe je 1a yMecTo mera
CTOjU M HEKH JIPYTU HYKJIeoTua. Tavuka y 3anucy KOHCEH3yca O3HAYABA /1a HA OCHOBY
nponahenux riboswitch esemenara y bakTepujaMa HHje MOIJVIO Ja C€ 3aKJ/bydd KOjU
ce HYKJIEOTH]T Ty HaJia3u, Beh 7a cBu MOTY fa ce mojaBe ca CJAMIHOM BEPOBATHONOM.
Taxkobhe, morpebHo je jia ce Hamomene Jia ce nojanu y Rfam 6a3u ognoce na PHK,
TaKO /1a je HEOIXOJHO JIa ce YPAIWJI CBY/Ia 3aMeHU ca TUMUHOM.

ITpobsitem 3amnuca koHcensyca y Tabesry Hase mojaraka je perraBaH y BHUIINE HTe-
pamnuja. Y NPBOj UTEpAIMjU CY Y3e€TH CBU KOHCEH3YCH HaBeaeHux Qamvuianja. Ta-
Kobhe, BoheHo je padyHa o BepoBarHohaMa IOjaB/bUBamba HYKJEOTHIA, OJHOCHO, JIa
Ha MO3HUIUjaMa TJIe CYy HYKJICOTHIN IPEJICTAB/HLeHH MAJHUM KapaKTepuma MOKe JIa
ce HajIa3e W JApyru HyK/jgeoTuu. Pesyarar oBakBOr 3aimnca je OM0 HEKOPHCTAaH, 1Ipe
cBera 300T OrpOMHE KOJMYHHE mojaraka. 13 Tor pasjora cy y Apyroj mreparuju
KopuitheHr KOHCEH3YCH JIy7KH OJI MeCT HYyKJIEOTUIa, a CBU HYKJIEOTHIN 3aMnCaH’
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MaJIIM CJIOBOM €y y 0a3W 3alucaHu ca BeJWKUM. JIpyrum pedmma, 300T cMamema
CKylla MOIyNHX pelierba yBeIeH je CTPOXKUjH YCJIOB 3a IpeTpary, I1a Huje Boljeno pa-
YyHa O BepoBaTHOhaMa MPUJINKOM 3aInca HYKJIeOTHIa MaauM caoBuMa. Ha ocHoBy
U3HETOr, ITPOU3BO/bAaH KOHCEH3YC KOjU je HaBeJIeH Yy OKBUPY OBOI' IOIJIAB/ba, IIPHU
npeTpas3u y OKBUPY OBE METOJIe je 3alucaH Ha cjeaehn HaunH:

NWCGG_AGCCGACGG_TATAGT%.

SanucuBameM MOJaTaKa Ha HABEIEH HAYWH, y O0JacTuMa je TpaykeH yKymHO 41
KoHcen3yc. Tume je mponaljeno 929 nojaB/buBarma KOHCEH3yca (He Y jeIMHCTBEHUM
obiactuma) y 59 paznunuantux KoHTura. CIHcak TParKeHnX KOHCEH3yca ce HATA3U Y
tabenu 6.2, Koja je MPUJIOKeHA YV JTOJATKY.

VKoJIMKO je moTpeOHO Ja ce U3BPIIN IpeTpara reHoMa Heke Jpyre OakTepuje,
HOBe hbaMuIuje JaKo MOTY Ja ce yBpcre y ajsropuraM. Ilorpebno je camo ja ce y
OKBUPY Tabesle KOHCEH3Yca JI0/1ajy KOHCEH3YCH YKeJbeHnX (haMuinja.

3.2.4 Kopax 4: Tpaxkeme maJJuHaApOoMa y obJIacTHMa

[Tocnenmu KOpak aaropuTMa Ce CacToju Of mperpare 00/1aCTh Y KOjuMa, Cy mpo-
Hahenu KoHcensycu. ¥ gaTuM obJjIacTUMa ce TpaxKe KOMILJIEMEeHTapHe MaJIuHIPOMCKe
CeKBeHIIe, OJIHOCHO JeJ0BHU riboswitch eneMvenara Koju vy ojapehenum dbusnoaomrum
ycaoBuMa gecdunumy ,,npekugad’. OBaj KoOpak aaropuTMa je Takohe HU3BPIIEH Y
HEKOJIMKO UTepalinja.

[locTaB/ba ce muTame 3a KOjy MHHMMAJIHY JYyKHHY IAJHHJAPOMA je MOTpeOHO
u3BpIUTH Tperpary. lako Ttayra OWOJIONMIKA TPAHUINA HE MOCTOjH, U3 HCKYCTBA
capajgnuka UMITU, y upupoju ce ner/be kpahe oj1 ocam HyKJI€OTH 18 TEMKO (HOp-
mupajy. Takohe, He mocToju jacHa rpaHuna HU 3a AYKHHY pa3Maka u3Mely Ba
najaunaapoma. llako mocroje ciaydajeBu riae je pasinka m3Mmely JBa HaJUHIPOMA
BeJIMKa, OHM ce Hajuelmrlie IpekJamnajy dume (popMHUparbe jegHe IMeT/be JTHPEKTHO
oneMoryhyje dbopmupame apyre met/be. Ha OCHOBY HaBeJeHHX TOJaTaka, Mporpa-
MOM 3a TpeTpary MaJuHIPOMCKUX CEKBEHIN CYy MpeTpayKeHe cBe 00JACTH Y KOjuMa
cy npoHaheHn KOHCEH3yCH.

IIpBo je m3BpIneHa TpeTpara 3a MaJUHIPOMCKE CeKBeHIle MUHHUMAJHe IyzKHUHe
ocam. Ha Taj maumn je mponabheno ykymuo 7648 manmmuaapoma u To y 812 pazmu-
gyutux objlactu y kKojuma cy Beh nponahenu koncensycu. Kako ce 3a Bpejnoct
MUHUMAJTHE JIyZKUHE TMaJHHIPOMa OcaM JI00Mja MpeBUIle BEJIUKH CKYIl Pe3yJTara,
6u10 je morpebHO Jla ce TocTaBe ONMITPUjH YCJAOBH Mperpare. ¥ JIpPyroj uTeparuju
je W3BpIeHa MpeTpara NaJWHIPOMa MHUHHMAJHE Iy:KHHe JeceT, MehyTum um TO je
JIAJIO BEJIMKH CKYI HMOTEHIMjaJTHUX perierba. Ha kpajy, objacTu cy npeTpakeHe
3a MAJHHIPOMHMA MUHUMAJIHE IyKUHE JBaHAeCT TJe je nodujeno 150 maJaumHIpoMa
y 122 objyractu. Yiropeinu npuka3 pe3yarara 3a pasjimyuTe MUHUMAJHE JIyKUHE
najmHIpoMa jgar je y tadbean 3.1.

Hajny»ka naguaapoMcka cekBeHIa Koja je mpoHahena y okBupy 207 KoHTHTA je
jyzxuHe 25, ca JeBer HykJsieoTwja usmely mux. Takobe, nponaben je u Bejiuku
Opoj obsacTu y KojuMa Cy HAJHHIPOMHU YIHbEeKJIEHH Ca Takohe pesaTuBHO MaJiuM
opojem pasiuka m3mely mux. Pesysrar oBor xopaka je 122 obsiactu y Kojuma ce
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Bpoj urepanuje | MunumasiHa Bpoj nanunapoma | Bpoj obsactu
Oy KWHA  ma-
JUHAPOMA

1. Ocam 7648 812

2. Jecem 711 424

3. Jlsanaecm 150 122

Tabesta 3.1: Vuopeanu npukas cKyna moTeHnujaanux riboswitch enemenara y 3aBu-
CHOCTH OI AYZKHHE ITaJIUHIAPOMCKHX CEKBCHIIA

HaJla3e MaJuHAPOMHE (38 MUHUMAJIHY JyKUHY HAJUHIPOMA OJ JBAHAECT) U Taj OpOj
npejicTaB/ba u OPOj MOTEHITHjAJTHUX 1iboswitch cekBeHIn MpoHal)eHMX OBOM METO/IOM.
JleTa/pHuja aHAINA3a pe3yJTaTa je u3ja0xKeHa y ciejaehoj riasu.



I''taBa 4

Anajgm3a pe3yJjiTaTa

Pesynararu koju cy q00WjeHN MPUMEHOM ONMKMCAHE METOJe Cy JeTa/bHO W3/I0KEeHN
y okBupy oBe TiaBe. Ha ocuoBy 207 xontmra m 2301 OP®d-a, oapebheno je 2245
obJ1acTu Koje 3aJ10B0JbaBajy 3ajgare ycjaope. lobujene obyiacTu cy mperpazkene 3a
41 kouncensyc u uponaleno je 929 nojassbubama. [lociienmn Kopak MeTosie je ojupe-
JIMO TAJMHIPOMCKE CEeKBEHIe YHYTap MPOCTOpa CKyla MOryhux perrema u J100ujeHo
je 122 obaacTu, mMTO MOYKe JIa ce MpejcTaBu U Kao 122 norennujaane riboswitch ce-
KBeHIle. PesynaTtaru Koju cy nobujerun y Meljykopanuma cy rpadudku NpuKa3aHd HA
comnu 4.1.

P Y

™

12

M/TA 122

NOTeHUMUjAAHA
riboswitch-a

nojas/sMBAHA

2245

obAacTH

KOHCEeH3YyC

2301
OP®

Cnuka 4.1: CyxkaBame cKkyna MOryhux perema

Kpajmwu pesyarar merone uune 122 norennujanane riboswitch cexksemre, j00u-
jeHe Ha OCHOBY YCJIOBA J1a je MUHUMAJTHA Iy KUHA TPAXKEeHUX MAJTAHIPOMA 06GHAECTL.
YKOJUKO ce cMamld MUHUMAJIHA BPEIHOCT 3a JIyXKHHE MAJUHIPOMA, MOTEHINjaTHI
cKyI peniema he ja ce noseha. 306or Bejinke passuke uzmehy Opoja majauHIpPOMa 1
00JtacT y OJHOCY HA JyZKHUHY HAJAHIPOMA, Ipaduyku NpuKas He jaje pernpe3eHTa-
TUBHE pe3yiaTare. V3 Tor passora je rpadUKOH yHopeHoT Mpuka3a 6poja u JyKuHe
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IAJIMHIPOMa IOJeheH Ha JBa rpaduka y OKBApPY OBe iape. I'paduk Haz negoxy-
IHUM CKYIIOM IOJATAKA je MPUKA3aH y OKBUPY J0JATKA, y3 TabeJapHH HpHKa3. Y
OKBHPY OBe IJIaBe ce Ha Caund 4.2 Hanase rpaduKoHH 3a TAJIHHIPOME JIyKHHE O
ocaM 110 jJeceT HyKJeoruga (canka 4.2a) m 3a naamHapome jgyxKuee ox 11 mo 25
(cimka 4.20).

6000 -
—Bpoj NaMHAPOoMa
Y —Bpoj obnactu
k 2000 \ pol
y \
n 4000
a \
H 3000 \
6 2000
p
0 1000
|
0 T T 1
8 9 10
OyHWHa NaNMHOPOMCKE CEKBEHLE
(a) Cpad 1: 3a myxune ox 8 no 10
160 ——Dbpoj nannHgpoma
vy 140 ——Bpoj obnactn
« 1\
v 120 \\
™ 100
a
H 80
60
6
P 40
o
j 20
0 T T T T T T — T 1 T_%'_I_%
11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25
OYHUHA NANMHAPOMCKE CeKBEHLe

(6) T'pad 2: 3a myxwune ox 11 mo 25

Chuka 4.2: Ynopeuu npukas 0poja maauagapoMa u 6poja 06J1acTi y 3aBUCHOCTH O]
NIy ZKHWHE TaJHHIPOMCKe ceKBenIe. Jlezenda: Bpoj najguuapomMa mpeactaB/ba yKyIaH
Opoj maauHapoMa y obJacTuMa y KojuMa cy mpoHahenn kKoHcensycu. bpoj obiactu
ce OJHOCU Ha OHe obJiacTu y KojuMma je nponahen Gapem jegan KOHceH3yC n Hapem
jeHa MAJTMHIPOMCKa CEKBEHIA

Hajyzxa najnnjpomMcKa ceKBeHIla KOja je nponaheHa y 3a/aToM cojy je iy zKiuHe
25 HykJeoTna. Ta cekBeHIla ce HaJia3nW y obsacTu Koja je y kornturu 96, opd 280
n obyxsara mykjaeorugae on 119671. mo 120671. nosunuje y KOHTUTH. Y OKBUPY
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HaBejieHe 001acTH je mpoHaheH ¥ KOHCEH3YC
CACCAGCO

koju npunaga pamvuauju T-bor. Hasemena nasmnapomcka cekBenna uma cjegehu
u3rae/ (MOIBYYeHN HYKJICOTHIN O3HAYABA]Y AJHHIPOMCKY CEKBEHILY ):

GAGCATAAGGGCCTTGAATCTAAATGGCTGGGCTCTGGCCATTTAGATTC
AAGGCCCTTATGTGT.

Kao jeman ox Hauuna nmposepe BEPOJIOCTOJHOCTH METOJIe, JOOUjeHH Pe3yITaTH CY
yrnopehenu ca pe3yJTaTuMa Koju ce 100Hjajy KopunihemeM JOCTYIHAX CO(PTBEPCKAX
pemiemba. [IpernocraBumo jia je ckyIr noreHiujajsnux riboswitch cekBeHn 100MjeHnx
n3J0KeHOM MeTonoM Benumumbe 122. Ca apyre crpane, KOpumihemeM mocTojehnx
nporpama aobujeno! je 25 morenmumjasnnx riboswitch cexpenmm. Y TPIIOT HOBO]
MEeTOIM TOBOPU TO Ja CBe IpoHaleHe mosuiygje jodujene KopuiihemeM noctojehux
nporpama ce HaJaze y obJacTUMa Koje Cy MpeIcTaB/beHe Kao Pe3yJITATH OBe MeTOJIe.
OBaj nmomartak jaje BeJUKY BEpOBATHONY 1a ce y mpeocTajuM objacTuMa HaJase
riboswitch cexBenre Koje mocrojehu nmporpamMu HUCY MOIJIN & IPEMO3HAJY.

4.1 TIlpumep pe3yjarara

Pesyntar xKoju je npejicTaB/beH Ca/Ip2KHU HAJIUTHIPOMCKY CEeKBeHILY nyzKuHe 16 Hy-
kineotuaa. lloTennujaman riboswitch ce Haa3m y OKBUPY KOHTHTe 126, Tpernu3Huje,
oKo cTapT Kojona OP®-a 46. Jletapu oBe obacTu cy npukazanu y tabenn 4.1. Y
0BOj obs1acTu je nponahen koncensyc 3a dpamuinjy Lysine Koju je pejlaTuBHO KpaTak
n unaE ra cenam wHykieornaa: CTGATGA.

Kontura oro Ilo3unmja crapt Ko- Ob6sacT y OKBUPY KOHTHIE
JOHA Y KOHTUTH
126 | 46 | 22849 | om 22349. 1o 23349.

Tabena 4.1: Tlapamerpu 3a onpehusame obiactu - npumep

Jlyxuna u3Mmehy oBe JiBe IMaJUHIPOMCKE CEKBEHIIE je cBera 14 HYKJIeOTHIA, IITO
naje Behy BepoBaTHohy 3a cTBapHO HocTojame riboswitch enemenara. Haumme, mako
He TI0CTOje TauHe OMOJIONIKe jIedpUHUIKje O pa3MaKy u3aMelhy jiBe maaunHIPOMCKE ce-
KBEHIIe, Ha OCHOBY jaBHHMX 6a3a u31B0jeHux riboswitch-eBa, MozKe Jia ce 3aK/by4u Jia
je Taj 6poj OOMIHO MaJid, OJHOCHO Jia PAa3/JUKy YMHHU CBera HEKOJHUKO HYKJICOTH/IA.
N3ryen maauHIpoMcKe ceKBeHIle AyzkKuHe 16 je maT Ha caunm 4.3.

OBaj pe3ynTar je 700MjeH Ha OCHOBY Cy:KaBamha CKYyIa Pelrerha, OMHOCHO TTOCTa~
B/bAIbEM MHUHUMAJIHE JIYyZKUHE HAJUHAPOMA HA JIYXKHHY O] JBAHAECT HYKJICOTUIA.
MebhyTum, HAKOH cyzKaBama CKyIla pelema, Yy cBakoj o1 122 objactu cy moTpakeHn
CBU HaJIMHIpOMHE, 0e3 003upa Ha my:kuHy (Mopa 6utu 6apem ocam). Ha oBaj Haumn

!Ha ocHOBy pesyaTara msnoxkenmx y macrep paxy Credamosuh Anexcanapa, MaremaTmaxu
dakynrer, Yuusep3urer y Beorpany, okrobap 2011.
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(CCCCCCCCeeeeceeccc-- +40222222))))))))) -
CAAAAAaGCATCCTTTCCA... CGGAAAGGATGCTTTTT;

Cnuka 4.3: V3ren maanHIpoMCKe CeKBeHIe ayKuHe 16 y OKBUPY MOTEHIINjaJTHOT
riboswitch enemeHnTa - HpuMep

je nponabheno 4ak 11 maJuHJIPOMCKHX CEKBEHIU Y OKBUPY IpUKa3aHe objactu. /[le-
Ta/baH MPHUKA3 MMpoHaheHUX HMaJuHIpoMa je mpejcraB/bed y Tadenu 4.2. Ilosuiuje
CBHUX MaJHHAPOMA CY BaykKHe 3a Jajbe MOCMaTpaihe pe3y/arara jep je OMTHO Ja ce
youu rie 6u Morim jia ce hOPMUPAJY ,,YIHeXKIeHn MaJUHIPOME. 38 (hOPMUPATHE
OBaKBHUX IMMAJMHIPOMA IIOCTOjU HEKOJMKO KOMOMHAIIja, a He MOYKe Jia ce 3Ha Koja je
npaBa 0Oe3 ekcriepuMeHTasHe mpoBepe. I3 Tor passora je 3a morpebe miIycTpalmje
Ha caunm 4.4 npukasana jegHa Moryha xkoMmOunamuja Koja obyxBaTa TPU Pa3/IHIUTe
HaJTMHIPOMCKe ceKBeHIe. JlyKuHe Ccrosballibux MaauHapoMa ¢y 9 HyKJIeoTuaa, JT0K
je JAyzKWHa YHYTPAIlhe MaJUHIPOMCKe cekBeHie 16 HyKaeoTu/ia.

CekBeniia Hyxwuna | Craptaa mo3u- | CrapTHa mo-
muja (y KOHTHU- | 3UnMja  TaJu-
) HApPOMa
TGTCGATT 8 18 771
CCTTGATG 8 123 163
CGCTGAAA 8 434 687
TGATGACC 8 858 918
TTGCCGGAA 9 87 285
CGGoGeCTT 9 118 423
TCAACATGC 9 172 809
CGTTGTCGAT 10 151 772
TCGTTGTCGA 10 601 773
TGATGATGACCC 12 235 917
AAAAAGCATCCTTTCC | 16 330 358

Tabesa 4.2: ITaaunpoMcKe CeKBeEHIlE Y OKBUDPY HOTeHIjaaHor riboswitch enevenTa
- IpuMep

4.2 HapeaHu Kopaill 1 MOTBPJa pe3yJiTaTta

Jobujenu pe3yararTu HpeJACTaB/bajy caMO IOTEHIUjaJiHe o0JlacTh y KOjuMa ce
Hajaze riboswitch cexkpenne. Kopanu koju 6u jgape Tpebasio ja ce mpuMeHe Ha OBe
pe3yJTaTe, a KOji He cllajiajy y KopaKe pa3BHjeHe MeToJe Cy:
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Cnuka 4.4: Vsraen Tpu DaauHIPOMCKE CEKBEHIE Yy OKBHPY MOTEHIHjaJIHOT 7ibo-
switch enemenTa - npuMep. Crospalllbe MaTHHIPOMCKE CEKBEHIIE Cy JYKHHE JTeBeT
HYKJIEOTHU/IA, JIOK je YHYTpalllkha TaJIuHIPOMCKA CeKBeHIA Ay KUHE TeCHAeCT HyKJe-
OTH/IA.

e [Iponymrame pesyarara kpo3 Heku oa PHK fold nporpama,

e CyzxaBame J00HjeHnX obacTh Ha Kpahie HyKJeoTHHe ceKBeHIe (TavHuje JI0-
uparbe riboswitch eremenara),

e EkcnepumenTtaJiHo norBphuBame pesyiarara.

Kako je y nojejumnum obsiactuma rnponaheHo u 1o jBa KoHcensyca, 1HOTpeOHO
je Ja ce ojpeau Jia JU je YOIIITe jefaH OJ FHUX HCIpaBaH. Tlakohe, y ciydajy
nponabenor Beher 6poja MaJIMHIAPOMCKUX CEKBEHIIH, MTOTPEOHO je jia ce OJIpe/in Koje
ol BUX ynase y ,,rpahy” riboswitch-a. OBe mudopMammje MOy Ja ce TOOU)Y Kao
pesyarar PHK fold nporpama. lakie, kao pe3yaTrar OBHX Iporpama JI00Hjajy ce
CTPYKTYPE IeT/bH U IbUX0OBE CJI000/IHE eHEPIHje KOje ce u3parkaBajy MUHYCOM jep ce
pajim o ornyirTamy, a He kopunihemy enepruje. I1ITo je mobujena ci000/Ha eHepruja
Beha, Beha je m BepoBaTHOha 118 ce TakBa neT/ba popMuUpa y MPUPOINA. 3aTO YKOJIHKO
ce 3a HeKW HOTeHIujaanu riboswitch nobuje moryhuoct popMmupata jBe mnersbe (j1Ba
MAJIMH/IPOMCKA HH3a) Ca BEJMKHM CJIODOJHUM eHeprujaMa, MOCTOjU IIaHca Jia je y
NUTay npasu riboswitch.

Ha nobujene momaTke Koju cy IpUKa3aHU Y OKBUPY OBe TJIaBe MOTY Jia ce IPUMeHe
pazauyaure Merosge. Mehyrum, nmpumena Omio Koje padyHapcke MeTojie He MOKe Jia
ca BepOBATHONOM jemaH MOTBPAM IOCTOjarbe riboswitch ememeHara. 3aTo Cy CBH
JIOJIATHO HABEJEHU KOPAIW OIIMOHU, jep MOpa Jla ¢e U3BPIIH (PYHKITMOHAIHA, TTPO-
Bepa pesyarara oj crpane kojaera u3z UMI'THU. Tek nakon te mpopepe he ce 3natn
KOHAYHU pPe3yJITATH Pa3BHjeHE METOJIE.
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I'maBa 5

3akJpy4dak

Y oBOM pajy je MpUKa3aH MeTO/I 3a oJpehuBame ejieMeHaTa 3a KOHTPOJIY I'eHCKe
ekcrpecuje, Taunuje riboswitch-eBa, Koa OaxTepuja. llako je merona pa3BujaHa 3a
redom coja Lactobacillus paracasei subsp. paracasei BGSJ2-8, ona y3 maje m3MeHe
MOYKe JIa Ce NMPUMEHU W Ha IeHOM HEKOT JIpyror coja OakTepuje. Y pajy je U3HET
omuc npobseMa, rnocrojehn HadyMHE 3a pelreme mMpodJeMa, JleTa/bal IPUKa3 HOBE
MeTOoJIe, Kao U J00MjeHH pe3y/ITaTH.

5.1 3nauaj paga

OBaj paj je 3Ha4ajaH jep oMoryhasa onpehuBame nosunuje moTeHujasae ribo-
switch cekBeHIle y HOBOM MeHEeTHIKOM MAaTepHjasTy IITO 3HATHO CMambyje TPOITKOBE 1
ckpahyje morpebno Bpeme y ojiHocy Ha ojipehuBaibe 1mo3uiuja KJIacu4HuM MeTo/[aMa,
ca jejiHe, W, ca Jpyre crpaHe, jaje Behu ckymn moreHNuja HuX KaHIUIATA Y OTIHOCY
Ha JIpyre padyHapcke merojqe. Crnenududan 3Havaj riboswitch-eBa ce mocMarpa y
3aBHCHOCTH O] TeHa Koje perynumty. Ha mpumep, jeran o1 HajuO3HATHJUX TpUMeEPa
riboswitch-eBa cy OHH KOjH PETyJHUINy TeHe 3a MaTOTeHOCT Ko reHoma Listeria u
JIpyrux narorenux oakrepuja. Riboswitch-eBu y oKBUPY OBUX DakTepuja perysiuiry
refe Koju 06e30ehyjy mMoryhHoCT 3a HBUXOBY aJalTalldjy KO JbyJAHd U YKUBOTHUIHA.
[Tarorene Gakrepuje (Ko Kojux cy riboswiltch-eBn npeu 1yT nTpoHaheHn) yKIbYIyjy
BHDYJIEHTHEe TeHe KaJla HeMa J0BOJbHO CJIODOTHUX HYTPUTHEHATA, Ta OHJ/Ia OaKTepHuja
y3uMa morpebHe HyTpueHnrte ox gomahuna y kome :KuBU. JlomaTHo, HAJHOBHjH Pa-
JIOBH NOBOPE U 0 3Ha4ajy riboswitch enemenara y dpapManeyTcKoj HHIYCTPUJH, Tj. O
BUXOBOj MOryhoj ynorpedbu kao Mera 3a anTuOmoTcky tepamnujy. [Ipennaxke ce na
ce TpaBe HOBH JIeKOBU Koju 6u ,,rahanan” oarosapajyhe riboswitch-ese Tako 1mro 6u
UX JIpZKaJId 3aKJby9daHe W CIpevYaBad BUPYJIEHTHOCT OaKkTepuja.

Ha ocnoBy nHaBemenor 3nadaja riboswitch enemvenarta, BHAM ce W 3Ha4aj Beher
pasyMeBarma TeHCKe eKCIIPeCHje W HAUYWHA, FheHOT KOHTpoucama. Jlobpum pesysira-
THMa KOje OBa MeTojia mocTuxke, capaguuiuma u3 UMI'TU je omoryheno na nase-
JIeHe peryJaTopHe eJeMeHTe JIAKIIIe JIOIUPajy, KAKo O MOTJIN Jajbe Ja UX U3ydaBajy.
Hedunucame moryhux riboswitch-eBa dunu OCHOBY 3a JIa/bU PAJL Y OKBUPY HUXOBE
Jlaboparopuje. Cama maenTuduKaImja reHa KOju Cy peryaucanu riboswitch-eBuma
O6u MorJIa TTOTEHINjaIHO Jla UM YKazKe Ha TO KOjU CY T€HHU OBOj OaKTepHju BarKHU 33
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IpeKNBJ/baBalbe V IPUPOTHO) CPEIHHM.

[Topen 3naduaja 3a nasejeny Jlaboparopujy, oBaj paj mpyxa MOryhHOCT OTKpH-
Bamba riboswitch eneMenaTa My OKBHUPY JAPYIHX I'eHOMa, INTO IoBehaBa Opoj more-
HITHjAJTHIX KOPUCHUKA OBE METOJIE.

5.2 DByayhu pan

Nako je oBa MeToja gaJia Jo0pa pellerba, IMOCTOJH MecTa 3a heHo yHalpelheme.
Y oyayhHocTn 6u MeToIa MOIJIA JIa ce YHAIIpeIu Ha caejehe HaUmHe:

e Kopamu merone 6u MOIJIH Jia ce ayTOMATH3Y]y,
e Jla ce y okBUpPy MeToje J0/a u nporpam 3a uaentudpukanujy OPd-osa,
e J/la ce noseha Opoj dpamuiinja Koje MeToga nperpaxyje,

e /la ce He KOpHCTe TOTOBH KOHCEH3YCH, Beh Ja ce Ha OCHOBY IpoHahenux ribo-
switch enemenara gedbuHUIIE HOBE MOJeN (1a ce He Tpey3uMa ca Rfam-a).

Pesynraru oBe MeToie ce Hasaze Ha nposepu y UMI'T'U. Hajsehu ycrex u 3na4aj
OBOI' pajJia je ympaBo Taj ITO cy AobujeHH pesyaratu o kKopuctu 3a UMITU n
mro he HbUXOBa JOCTYHHOCT Jla CMarbu MOTPeOHO BpeMe 3a PYyUYHO HPOHAJIAKEHE
riboswitch enemenara.
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I''taBa 6

HHonaTak

6.1 KoaHe o3Hake HyKJEMHCKUX KHUCEJIUHA

‘ Kapakrepcka o3Haka ‘ HazuB azorue 6a3e ‘

aJleHIH

U TO3UH

I'yaHUH

TUMHH

G A (nypun)

TC (HI/IpI/IMI/I,ZLI/IH

T (kero

A C’ (ammHO

G C (jake Bese
A T (cnabe Bese

)
)
)
)
)
G T C (cBe cem A)
)
)
)
)

G AT (cBe cem C
A CT (cBe cem G
G CA(cBecem T
A G C T (6umo koja

=2 <O WS 0 R < R QA e

Tabesa 6.1: Hajuemrhu kapakrtepu kopumthenu 3a 3amuc aszorHumx 6Oaza JIHK
(IUPAC- International Union of Pure and Applied Chemistry)
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6.2 3amnmc kopunrheHnX KOHCEH3yca

Damuanja Opurunasiau KOHCEH3YC | 3amncaH KOHCEH3YC

riboswitch- RFAM

eBa

FMN aauuauccU.C.a.G.G.G.Ca.G. | WAATTATCCT_C_A_G_G-_
GG.U.GA.AAUU G.CAGGGT GAAATT%

FMN CCC.aAC.CGGCGGUAAaa | %CCC__AAC_CGGCGGTA
aaauaaa AAAAAATAAAY

FMN AAQ.......eveeenn. aAGc NAAA AAG

C%

FMN CCGCGAGC gauuaa NWCCGCGAGCGATTAA%

FMN aaaaaaagucaGeaGAu.c.cG.G | WAAAAAAAGTCAGCAGA
UGAaAuU T CCGGTGAAATT%

FMN Cgg.aGCCGA.CgG..UAuA NWCGG_AGCCGA.CGG_T
GU ATAGT%

FMN CcGG.AUG.g.9A..G.. A..g..g | N CCGG_ATG G.GA__G__

A_G__G%

Lysine aauaaagqu. AGAGGu.GCgac. | WAATAAAGGT _AGAGGT
vuuc. AugAGU A.au..uu.w.uc | _ GCGAC T TTC _ATGAGT
9G AAT_TT T TCGG%

Lysine AGG....... gagugaaaucCgAU NAGG_______ GAGTGAAAT
GA CCGATGA%

Lysine cga.aa.a.au.GAAAGG...gaa | % CGA_AA_ A AT GAAAG

G___GAA%

Lysine a.gucGCCGAAacaa.a.uu.ga | DA GTCGCCGAAACAA.

aauc...cuca.a AT T GAAATC_ _CTCA_
A%

Lysine vuucaau.u.u..g.uUGGgeeu.g. | WTTTCAAT T T_GTTG

uauuc.GAAuA GGCCT G TATTC GAAT
A%

Lysine aaua.caggaCUGuC Acaaua..u | WAATA_.CAGGACTGTCA
uUaU...... CAATA_TTTATT _____ %

Lysine auugUGg. AGuGCUac NWATTGTGG_AGTGCTACY%

Lysine cugauga %CTGATG A%

Purine aaaaaaaaaaaaaaaaucac.u.CgU | DAAAAAAAAAAAAAAAA
AU AAu.cccqggg. AAUAUGG TCAC T CGTATAAT CC

CGGG_AATATGG%

Purine cceggga.. GUUUCUACCagge | WCCCGGGA__GTTTCTAC

CAGGCAACC_GTAAA%T
TGCC%

Tabesna 6.2: Crnucak KoHCeH3yca KopulilieHux y okBupy meroze (1)
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Damuanja OpurunHayinu KOHCEH3YC | 3anmcaH KOHCEH3YC
riboswitch- RFAM
eBa
Purine u...G.ACU AcG.agugaaauuau | %T___G_ACTACG_AGTGA
uaaaaa AATTATTAAAAAT %
SAM wuC.uuAU.C.aAGAG.aGG.c. | BATTCTTAT_C_AAGAG_A
.GG.. AG.GGA..cuGG GG.C__GG__AG.GGA_CTG
G%
SAM .CC..C.uAUGAA...qC % CC__C_TATGAA__GC%
SAM C..CgGC.AACC..gucauauaa. | %C__CGGC_AACC_GTCAT
........ aaa ATAA ___ AAA%
SAM gacAa. GGUGC.cA.AuUC.. | %GACAA_GGTGC_CA_AT
Cag..Caggaaa TC_CAG_CAGGAAAY%
SAM ccuG.Aa.A.GAUaaGaa NWCCTG_AA_ A GATAAGA
A%
T — box AuAAAaaC.ga.U..GA.. Aa.a NWATAAAAAC _GAT___GA.
9G....AAa..A.G..U. Aau.u.u. AAAGG____AAA_AG_T-
AAT T T %
T — box UUAUL. .....aaaqUU. U. UQ......... WNTTATT _____ AAAATT T
................. TA %
T — box cAGAGA..g..cu.gg..u.GGU | WCAGAGA__G_C.T GG___
u....GgUGagA T_GGTT____GGTGAGA%
T — box ac.c.a.g.c %__AC_ C_AGC__%
T — box ..Q..aaaaaq....aadd...a.a...a.w.G | %N__A_AAAAA___AAAA___A
AAa....uucA....Ce. A_AT GAAA___TTCA____
CcC%
T — box U gGA.GUU... ue. | 9T T _GGA_GTT___________
v.auwu.cuGAA.. | . TCT AT TCTGAA_ %
T — box Qoo aua | %A
aacAGUA | AT AAAAGT A%
T — box ag.aa.u..a.ga.C.G.qu NWAG_AAT__AGAC_G.GT%
T — 00T | e uaauvauaa | % T
aaAGa...Gg AATATAAAAAGA___GG%
T — box QUAAU ..o NWATAAT A
....... aauu AATTY
T — box uauuauc....AAa WNTATTATC____AAA%
T — box LUAGGGUGG.UA..CC.g9.C | % TAGGGTGG.TA__CC
Gaa......AuaA G CGAA______ ATAA%
T —box | ... uuCG.uCCcluuu R TTCG.TCCCTTT
T%

Tabesa 6.3: Crucak KOHCeH3yca KOPHUITNEHHX y OKBUPY MeTo/e (2)
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Damuanja Opurunasinu KOHCEH3YC | 3anucaH KOHCEH3YC
riboswitch- RFAM
eBa
TPP aaaaacca.c..u.a..g..G.G.GuG | WAAAAACCAC_T_A_G___
Ccccaaa............... G.GGTGCCCCAAA_
,,,,, %
TPP 999.GCUG.AGA.ug.gaagu NWGGG_.GCTG_AGATG G
AAGT%
TPP ccaaA.C.Ccu....U...u..G.A..... WCCAAACCCT___T___T
.......... ACCUg.A _GA_______ACCTG-
A%
TPP UCe.G.G.uUAAUA % TCC G G_TTAATA%
TPP CCyG.CG.uAGGGA....ag.ug | WCCGGCG_TAGGGA____

g.aaaaaaaaaaat

AGTGG_AAAAAAAAAAA
T%

Tabesa 6.4: Crnncak KOHCeH3yca KOpuIheHux y OKBupY Merose (3)
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6.3 OpaHoc 6poja majsumHEAPOMAa M Opoja obJacTh y
3aBUCHOCTHU OJ, JYy2KWHE IaJUHIPOMCKHUX Ce-
KBEHII

6.3.1 TI'padmukm nmpuka3 Opoja majamHIApOoMa m O6poja obJia-
CTH y 3aBUCHOCTH O Ay>KWHE MNaJUHIPOMCKUX Ce-

KBEeHIIn
6000
=== B poj nanMHapoma

5000 =B poj obnactu
Y
K
Y 4000
n
a
H 3000
6

2000
P
0 \
i 1000

0 T T T 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25
OyHHWHA NaNUHAPOMCKe CeKBEeHLe

Chuka 6.1: Ynopeauu npukas 0poja maauHIpoMa i 6poja 06JIaCTH Y 3aBUCHOCTHU O]
Jly’KUHE HaJInHAPOMCKe cekBentie. Jlezenda: Bpoj nasumapoma npejacrap/ba yKynan
Opoj naguHapoma y obsacTuMa y Kojuma cy nponahenun KoHcensycu. bpoj obiractu
ce OJHOCHU Ha OHe obJiacTH y KojuMma je nponahen Gapem jegaH KOHCeH3yC n Hapem
jeaHa TaJMHIPOMCKA, CEKBEHIIA,
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6.3.2 TabesapHu nmpukas 0poja nmajamHapoMa u 6poja obJia-
CTH Yy 3aBHUCHOCTHU OJ AYyXKNUHE IMAJUHIPOMCKHX Ce-

KBEHIIN
Hy>>xuHa nagmuaapoma Bpoj npomahenux Bpoj obmactu y Ko-
NaJITHAPOMAa jumMa cy mnpouaheHH
MAJINHPOMU
8 5528 812
9 1445 636
10 422 282
11 139 117
12 59 49
13 33 29
14 19 17
15 9 7
16 7 7
17 9 8
18 3 3
19 2 2
20 1 1
21 2 2
22 3 3
23 0 0
24 0 0
25 3 3

Tabena 6.5: Ynopeanu npukas 6poja maanHIpoMa U 6poja 0bJIACTH Y 3aBUCHOCTH O]
JIyKUHE TAJIUHIPOMCKe cekBenIe. Jlezenda: Bpoj maaunapoMa mpeacTaB/ba yKYIaH
Opoj naguHapoMa y obsacTuMa y Kojuma cy nponabhenun KoHcensycu. bpoj obsractu
ce OJHOCH Ha OHe obJilacTH y KojuMma je nponahen Gapem jegaH KOHCeH3yC n Hapem
jeHa MaJTHHIPOMCKA CEKBEHIA



