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Predgovor

Genska ekspresija ima va�nu ulogu u organizmu jer odre�uje xta se iz geno-
tipa izdvaja kao fenotip. Deo molekula RNK koji regulixe ekspresiju gena
zove se riboswitch. Postoji vixe familija riboswitch-eva, a svaka se razlikuje
po odre�enom nizu nukleotida (konsenzusu) koji je specifiqan za tu familiju.
Ci	 ovog rada je da se razvije metoda za odre�iva�e elemenata za kontrolu ge-
nske ekspresije kod bakterija, tj. metoda za pronala�e�e riboswitch-eva. Algo-
ritam metode se sastoji iz nekoliko koraka, gde se prvo izdvaja deo DNK koji
ispu�ava poqetne uslove da se na tom mestu nalazi riboswitch. Potom se vrxi
pretraga da li se u nekom od izdvojenih delova nalazi kosenzus koji bi rekao o
kojoj familiji riboswitch-eva je req. Ukoliko se konsenzus nalazi u izdvojenom
delu, potrebno je da se u istom nalazi i odre�ena palindromska sekvenca kako
bi postojala velika verovatno�a da je to zaista riboswitch. Proveru prona�ene
sekvence i utvr�iva�e da li se zaista radi o riboswitch-u, vrxi�e Laborato-
rija za molekularnu genetiku industrijskih mikroorganizama, Instituta za
molekularnu genetiku i genetiqko in�e�erstvo, Univerziteta u Beogradu. Za
razvoj metode, korix�ena je sekvenca genoma soja Lactobacillus paracasei subsp.
paracasei BGSJ2-8, koja je vlasnixtvo navedene Laboratorije.

Kako tematika ovog rada spada u novije nauqne discipline, ne postoji ve-
liki broj radova na ovu temu. Stoga je u okviru rada, pored pomenute metode,
prikazan i kratak opis postoje�ih rexe�a za pronala�e�e riboswitch-eva.

Dobijeni rezultati su upore�eni sa rezultatima koji su dobijeni nekom od
postoje�ih softverskih metoda i tako�e su predstav	eni u okviru rada.
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Glava 1

Uvod

Bioinformatika je nauqna disciplina koja rexava probleme iz oblasti
biologije uz pomo� raqunara. Ve�i raqunarski resursi, koji su postali do-
stupni posled�ih nekoliko godina, uslovili su br�i razvoj ove oblasti. Zna-
qaj korix�e�a raqunara u bioinformatici se ogleda pre svega u br�em izra-
qunava�u odre�enih zadataka, ili qak rezultata izvrxava�a eksperimenata.
Naime, ranije su se eksperimenti izvodili in vivo (na �ivim organizmima),
ili in vitro (u vextaqkom okru�e�u). Danas je zahva	uju�i raqunarima mo-
gu�e da se simulira izvrxava�e razliqitih eksperimenata za veoma kratak
vremenski period, na primer da se uvide odre�eni obrasci ponaxa�a unutar
genoma nekog organizma. Upravo je to razlog xto se bioinformatikom posle-
d�ih godina bavi sve vixe nauqnika.

1.1 Osnovni pojmovi

Genetika je ustanov	ena 1866. godine od strane Gregora Mendela, kada je
izneo svoje rezultate eksperimenata na baxtenskom graxku. Nekoliko godina
kasnije, 1869. godine, Fridrih Mixer je izolovao DNK (dezoksiribonukle-
inska kiselina) koja zajedno sa RNK (ribonukleinska kiselina) spada u nu-

kleinske kiseline. Osnovna funkcija nukleinskih kiselina u organizmu je
biosinteza proteina, kao i prenos genetiqkog materijala.

Nukleinske kiseline. DNK je molekul u obliku lanca koji je ispreple-
tan u dvostruki heliks, pri qemu se nukleotid jednog lanca spaja sa svojim
komplementarnim nukleotidom iz drugog lanca (slika 1.1). Jedan lanac nu-
kleotida poqi�e 5′ krajem, a zavrxava se 3′ krajem (kodiraju�i lanac - ,,sense")
dok se nasuprot �ega nalazi komplementaran lanac (nekodiraju�i, ilitempla-
tni lanac - ,,antisense"). Nekodiraju�i lanac je suprotno orijentisan (anti-
paralelno) i �egov 3′ kraj je postav	en naspram 5′ kraja kodiraju�eg lanca.
Osnovne jedinice DNK lanca su nukleotidi, koji su saqi�eni od xe�era (2′-
dezoksiriboza), fosforne kiseline i azotnih baza. Azotne baze mogu da budu
purinske (adenin i guanin) ili pirimidinske (timin i citozin) i me�usobno
su povezane vodoniqnim vezama, qime spajaju dva lanca nukleotida. Spariva-
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�e se vrxi tako xto je adenin jednog lanca uvek u paru sa timinom iz drugog,
naspramnog lanca. Tako�e, guanin jednog lanca je uvek u paru sa citozinom
naspramnog lanca. Tabelarni prikaz nukleotida je dat u tabeli 1.1, a deta-
	an prikaz svih oznaka za zapis nukleotida DNK (RNK) lanca je prilo�en u
dodatku.

Pored DNK, u nukleinske kiseline spada i RNK. Razlika izme�u nuklei-
nskih kiselina (DNK i RNK) je u slede�e tri osobine:

• RNK je jednolanqana,

• U sastav RNK ulazi xe�er riboza,

• Umesto baze timina, koji se jav	a u DNK, kod RNK se jav	a uracil.

Oznaka Naziv Gde se jav	a

A Adenin DNK i RNK
G Guanin DNK i RNK
T Timin DNK
C Citozin DNK i RNK
U Uracil RNK

Tabela 1.1: Prikaz mogu�ih tekstualnih zapisa nukleotida u okviru proi-
zvo	nog DNK ili RNK lanca

Postoje tri tipa ribonukleinskih kiselina (RNK):

• informaciona RNK - iRNK (eng. Messenger RNA, mRNA),

• transportna RNK - tRNK (eng. Transfer RNA, tRNA),

• ribozomalna RNK - rRNK (eng. Ribosomal RNA, rRNA).

Funkcija informacione RNK je prenos informacije sa gena do biosinteze
proteina (ekspresija gena). iRNK se sintetixe na osnovu informacije DNK u
procesu transkripcije (deta	nije o transkripciji na strani 3) i predstav	a
,,otisak" na osnovu kojeg se dobija protein. Struktura iRNK predstav	ena je
na slici 1.2.

Transportna RNK je molekul RNK koji je obiqno du�ine od 73 do 93 nukle-
otida. �ena funkcija je prenos amino kiseline do odre�enog mesta u �eliji
gde se vrxi biosinteza proteina (do ribozoma).

Ribozomalna RNK je RNK deo ribozoma, te ima gradivnu funkciju (da
ulazi u sastav ribozoma). rRNK omogu�ava mehanizam za prevo�e�e iRNK u
aminokiseline i zajedno sa tRNK uqestvuje u procesu translacije (deta	nije o
translaciji na strani 5) tako xto omogu�ava aktivnost peptidil transferaze.
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Slika 1.1: Sekundarna struktura DNK. Na slici je prikazana sekundarna
struktura molekula DNK, kao i parovi azotnih baza DNK i �ihov naqin ve-
ziva�a.

Genom. Genom je kompletan skup naslednih informacija jednog organizma
[1]. Kod bakterija, najma�i poznat genom je du�ine 159662 (Carsonella ruddii),
dok najdu�i poznat sadr�i 9970000 nukleotida (Solibacter usitatus). Proseqne
du�ine genoma kod bakterija su izme�u 3 i 4 miliona nukleotida, i obiqno su
kru�nog (cirkularnog) oblika, re�e su linearni.

Transkripcija. Transkripcija je proces u kome se informacija sa DNK
prepisuje na iRNK posredstvom RNK polimeraze. RNK nastaje na osnovu neko-
diraju�eg DNK lanca, dok kodiraju�i lanac sadr�i genetiqke informacije.
U toku transkripcije se u lanac iRNK dodaje nukleotid po nukleotid, pri
qemu je svaki nukleotid komplementaran nukleotidima nekodiraju�eg DNK
lanca. Rezultat ovog procesa je RNK lanac koji je identiqan kodiraju�em
lancu DNK sa navedenom razlikom da je timin (T ) zame�en uracilom (U).
Transkripcija se zavrxava posebnim nizom nukleotida koji formiraju te-
rminatorsku pet	u (terminator).

Terminator. Terminator je nukleotidna sekvenca koja oznaqava kraj gena.
Kod prokariota se razlikuju dve vrste terminatora:

• Unutrax�i terminator (ili ρ-nezavisni terminator),

• ρ-zavisni terminator.
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Pokazano je [6] da je unutrax�i terminator mehanizam koji kod prokariota
zaustav	a transkripciju. Terminator predstav	a strukturu du�ine od sedam
do dvadeset baznih parova koja ima oblik pet	e (omqe). Primer ove strukture
je prikazan na slici 1.3.

ρ-nezavisni terminator se qesto pojav	uje u okviru RNK, u obliku eleme-
nata koji se zovu ribo-prekidaqi (eng. ,,riboswitch”-evi).

Slika 1.2: Struktura informacione RNK. Legenda: NTR - netransliraju�a
RNK (eng. Un-translated RNA, UTR). ORF - otvoreni okvir qita�a (eng. Open
reading frame)

Kodon. Kodon predstav	a triplet baza na informacionoj RNK koji ko-
dira jednu amino kiselinu. Za jednu amino kiselinu postoji nekoliko kodona.
Tri vrste kodona su bitne za potrebe ovog rada:

• start kodoni - koji oznaqavaju poqetak biosinteze proteina (najqex�i
je AUG),

• stop kodoni - koji oznaqavaju zavrxetak biosinteze proteina (najqex�i
su UAA, UAG, UGA),

• antikodoni - koji se nalaze na tRNK i komplementarni su kodonu.

Slika 1.3: Primer terminatora u RNK
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Slika 1.4: Elektronska mikrografija procesa transkripcije i traslacije.
Formirane iRNK niti su prikazane kao grane koje se odvajaju od DNK lanca.

Amino kiselina. Amino kiseline su organske kiseline koje imaju amino
grupu u svom sastavu, na drugom C atomu. Ma�im delom se nalaze slobodne u
organizmu, a od va�nosti su pre svega jer ulaze u sastav proteina.

Protein. Proteini su biomakromolekuli sastav	eni od velikog broja
amino kiselina koje su povezane peptidnom vezom. Same amino kiseline pove-
zane u lanac qine polipeptid, qijim da	im uvija�em nastaje funkcionalan
protein.

Translacija. Translacija je proces u kome se informaciona RNK, koja je
dobijena procesom transkripcije, prevodi u protein (slika 1.5). Kod proka-
riota se transkripcija i translacija odvijaju skoro istovremeno (slika 1.4)
i to u citoplazmi. Prva faza translacije obuhvata procese kojima se iRNK
vezuje sa malom i velikom subjedinicom ribozoma. U ribozomu ima dva mesta,
koja se nazivaju P i A mesto i za koje mogu da se ve�u dve tRNK. Prva tRNK
koja ulazi u ribozom sadr�i antikodon koji je komplementaran start kodonu.
Ta tRNK nosi aminokiselinu metionin i vezuje se za P mesto. Na A mesto u
ribozomu dolazi druga tRNK qiji je antikodon komplementaran narednom ko-
donu iRNK (prvi posle start kodona). Dve aminokiseline su sada blizu jedna
drugoj i dolazi do kida�a veze izme�u metionina i tRNK. Energija koja se
tada oslobodi se koristi za stvara�e peptidne veze izme�u prve dve aminoki-
seline. Nakon ovog koraka, tRNK sa P mesta napuxta ribozom, a druga po redu
tRNK prelazi sa A na P mesto. Time se ribozom pomera (u 5′ - 3′ pravcu) za
jedan kodon du� iRNK. Sada se na P mestu nalazi tRNK za koju su vezane dve
aminokiseline, a mesto A je slobodno. Zato na mesto A ulazi slede�a po redu
tRNK koja nosi antikodon komplementaran tre�em kodonu iRNK i proces se
ponav	a sve dok se u iRNK ne stigne do stop kodona.
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Slika 1.5: Proces translacije

ORF. U genetici se pod skra�enicom ORF (otvoreni okvir qita�a,
eng.Open Reading Frame) podrazumeva niz nukletioda koji poqi�e start ko-
donom, a zavrxava se neposredno ispred stop kodona. Kod prokariota termin
ORF je ekvivalentan terminu kodiraju�a sekvenca (eng. Coding Sequence, CDS )
i predstav	a deo DNK lanca koji se prevodi u protein. Tako�e, kod proka-
riota, termin ORF se poistove�uje sa terminom gen. Ilustracija pozicije
ORF-a je prikazana na slici 1.2

1.2 Ekspresija gena

Ekspresija gena je proces u kome se informacije koje nosi gen koriste za
sintezu funkcionalnog proizvoda gena (to su najqex�e proteini, a kod ne-
proteinskih kodiraju�ih gena pod proizvodom se podrazumeva funkcionalna
RNK). U genetici, genska ekspresija ima va�nu ulogu jer ona odre�uje xta �e
da se iz genotipa ispo	i kao fenotip.

1.2.1 Riboswitch

Riboswitch (switch- prekidaq) je deo nekodiraju�e RNK koji regulixe
ekspresiju gena. Regulacija ekspresije gena se posti�e me�a�em konformacije
u odnosu na to da li je ligand (najqex�e je to mali molekul, ili jon) vezan,
ili ne. Jednostavnije reqeno, riboswitch sadr�i ,,prekidaq", a ekspresija gena
zavisi od toga da li je taj prekidaq ,,uk	uqen", ili ,,isk	uqen".

Do sada je otkriveno nekoliko familija riboswitch-eva i one su prikazane
u tabeli 1.2. Svaka familija riboswitch-eva se razlikuje po domenu aptamera,
koji obezbe�uje mesto za veziva�e liganda i mogu�nost za ekspresiju. Domen



Ekspresija gena 7

aptamera (u da	em tekstu konsenzus) je visoko konzervisan u riboswitch-evima
koji pripadaju istoj familiji.

Redni br. Familija Redni br. Familija

1. FMN 13. preQ1-II
2. TPP 14. MOCO RNA motif
3. SAM 15. Mg sensor
4. Purine 16. SAH riboswitch
5. Lysine 17. rli52
6. Cobalamin 18. rli53
7. glmS 19. rli54
8. Glycine 20. rli55
9. SAM alpha 21. rli56
10. PreQ1 22. rli61
11. SAM-IV 23. rli62
12. T-box

Tabela 1.2: Spisak familija riboswitch-eva, preuzet sa RFAM -a

Ligand. U opxtem smislu, ligand predstav	a mali molekul ili jon, koji
veziva�em za neki biomakromolekul omogu�ava ispo	ava�e �ihove funkcije.

Ligand, ili kako se jox naziva afektorni ili regulatorni molekul, se
kod riboswitch-eva vezuje za RNK pri odre�enim fizioloxkim uslovima. Kako
postoji vixe familija riboswitch-eva, za svaku od �ih je definisan poseban
ligand. Zbog toga se pripadnost nekoj od familija riboswitch-eva odre�uje na
osnovu liganda, odnosno postav	e se pita�e da li postoji mesto na kom bi se
afektorni molekul vezao. Sam riboswitch se nalazi ispred gena i veziva�em
liganda dolazi do blokira�a odre�enog nukleotida qime se omogu�ava �egova
funkcija.

Riboswitch se nalazi u okviru RNK, uzvodno od start kodona, tj. nukleo-
tidna sekvenca koja definixe riboswitch se u okviru DNK nalazi izme�u dva
ORF-a. Taj prostor se naziva intergenski region (skra�eno, IGR). Kod proka-
riota jedan riboswitch mo�e da kontrolixe ekspresiju ve�eg broja gena, ukoliko
su oni pozicionirani jedan iza drugog. Ovakvi ORF-ovi, koji su kontroli-
sani jednim regulatornim elementom, nazivaju se operoni. Operoni najqex�e
kodiraju proteine koji su uk	uqeni u isti metaboliqki put, ili imaju sliqnu
funkciju u �eliji i neophodno je da budu istovremeno sintetisani u jednakom
broju primeraka. Time se tako�e posti�e i energetska uxteda koja je od velike
va�nosti za prokariote.

Riboswitch-evi, dakle, zak	uqavaju gene koje regulixu qime spreqavaju �i-
ovu ekspresiju kada ona nije po�e	na. Obzirom da se radi o regulaciji na ni-
vou translacije, mogu�a je br�a reakcija bakterijske �elije. Ovakva reakcija
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na spo	ax�e uslove uslov	ava i br�e otk	uqava�e datih gena, te se i prote-
ini sintetixu br�e nego kod gena koji su regulisani na nivou transkripcije.
Iz tog razloga bakterije koje koriste riboswitch-eve kao svoje regulatorne ele-
mente imaju selektivnu prednost u sredini u kojoj �ive u odnosu na bakterije
koje nemaju ovaj sistem regulacije.

Za potrebe ovog rada nisu od va�nosti sve postoje�e familije riboswitch-
eva, ve� samo one koje su navedene u tabeli 1.3. Kratak pregled ovih familija
prikazan je u nastavku poglav	a, dok je vixe informacija (uk	uquju�i i de-
ta	ne konsenzuse) dostupno na stranama Rfam baze podataka (deta	nije o Rfam
bazi je izlo�eno na strani 12).

Naziv familije Pristupni kod (Rfam) Link

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

Tabela 1.3: Spisak familija riboswitch-eva qiji su konsenzusi obra�eni u
okviru rada

Familija FMN

RFN element je visoko konzervisana sekvenca koja se nalazi u okviru 5′-
netransliraju�ih1 regiona iRNK i zadu�en je za biosintezu flavin mononu-

kleotida (FMN) i transport proteina. Ovaj element je metaboliqki zavisan
riboswitch koji direktno vezuje FMN u nedostatku proteina. Ovi riboswitch-
evi najverovatnije kontrolixu gensku ekspresiju tako xto izazivaju rani za-
vrxetak transkripcije. Sekundarna struktura ove familije je prikazana na
slici 1.6a.

1Netransliraju�a iRNK (eng. Un-translated mRNA) - redosled koji ne kodira protein



Ekspresija gena 9

Familija TPP

Vitamin B(1) u svojoj aktivnoj formi - tiamin pirofosfat (TPP ) - je
neophodni koenzim koji se sistentixe u bakteriji. Ranije su se tiamin regu-
latorni elementi oznaqavali kao thi box, a danas je zna�e o �ima proxireno.
Regulatorni elementi koji regulixu tiamin, imaju visoko konzervisanu RNK
sekundarnu strukturu i zovu se THI elementi. THI element je riboswitch koji
direktno vezuje TPP za potrebe regulisa�a genske ekspresije uz pomo� razli-
qitih mehanizama u bakterijama i eukariotama. Sekundarna struktura ove
familije je prikazana na slici 1.6b.

Familija SAM

Nukleotidne sekvence koje definixu SAM riboswitch (slika 1.6c) se qesto
nalaze uzvodno od razliqitih gena koji sintetixu proteine uk	uqene u bio-
sintezu metionina. Ova familija riboswitch-eva deluje na nivou kontrolisa�a
zavrxetka transkripcije. Struktura ovih elemenata, koja je delom sadr�ana
i u okviru konsenzusa, sastoji se od slo�enih regiona pet	i (omqi), gde se
svaki zavrxava terminatorskim regionom.

Familija Purine

U okviru Bacillus subtilis ova familija je prona�ena na minimum pet ra-
zdvojenih delova koji se transkriptuju i koji kodiraju 17 gena. Ti geni su
uglavnom uk	uqeni u transport purina i biosintezu purinskih nukleotida.
Neki prona�eni elementi ove familije su specifiqni, odnosno isk	uqivi za
adenin. Sekundarna struktura ove familije je prikazana na slici 1.6d.

Familija Lysine

Ova familija uk	uquje riboswitch-eve koji prepoznaju lizin u razliqitim
genima koji su uk	uqeni u metabolizam lizina. �ena sekundarna struktura
je prikazana na slici 1.6e.

Familija T-box

T-box se nalaze uzvodno od mnogih gena za aminoacil-tRNK sintetazu kod
Gram-pozitivnih bakterija2. Antikodon u tRNK se uparuje sa sekvencom unu-
tar T-box motiva.

2Gram-negativne bakterije imaju jedan sloj lipopolisaharida koji pokriva �ihov
�elijski zid, dok Gram-pozitivne bakterije nemaju taj sloj. Usled toga, one se na Gram
testu boje crveno, odnosno plavo, respektivno.
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(a) FMN (b) TPP

(c) SAM (d) Purine

(e) Lysine

Slika 1.6: Sekundarna struktura nekih familija riboswitch-eva. Legenda: Boje
na slici oznaqavaju konzervisanost sekvence. �ubiqasta boja ima vrednost 0,
a crvena vrednost 1, pri qemu 1 oznaqava najve�u konzervisanost
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Celokupni �ivi svet je klasifikovan u tri super kra	evstva: Arhe bak-
terije, Bakterije i Eukarije. U prirodi postoje dva tipa �elija: �elije qije
je jedro (karion, nukleus) odvojeno dvostrukom membranom od ostatka citopla-
zme, odnosno eukariotske (eu - pravi, istinski) i �elije koje ne poseduju jedro
odvojeno dvostrukom membranom od ostatka citoplazme, odnosno prokariotske
(pro- pre, pre�ax�i). �elije Arhe bakterija i Bakterija spadaju u grupu pro-
kariota jer one nemaju razvijeno jedro. Prokariote su uglavnom jedno�elijski
organizmi koji mogu da �ive zajedno, u kolonijama.

Elementi za kontrolu genske ekspresije, qije pronala�e�e predstav	a temu
ovog rada, se jav	aju i kod prokariota i kod eukariota, uz neke razlike. Kako
je tema ovog rada pronala�e�e nove metode za identifikaciju regulatornih
elemenata kod bakterija, u da	em toku rada su obra�ene isk	uqivo metode
za prokariote. Stoga je u narednom ode	ku objax�eno kako se svi nabrojani
pojmovi predstav	aju na raqunaru, dok je u slede�oj glavi prikazan kratak
pregled dosadax�ih metoda, a potom i deta	no objaxe�e nove metode.

1.3 Raqunarska obrada podataka

DNK i RNK, kao xto je poznato, qini dvostruki, odnosno jednostruki la-
nac, sastav	en od nukleotida. U raqunaru se DNK (RNK) skladixti kao niz
karaktera, gde svaki karakter predstav	a neku od azotnih baza. Koji kara-
kter predstav	a koju bazu prikazano je u tabeli 1.1. Dodatno, ukoliko se baza
nalazi sa verovatno�om jedan na odre�enoj poziciji u nizu nukleotida, ona se
obele�ava velikim slovom, a u suprotnom malim. U zavisnosti od dogovora,
mogu da se uvedu dodatni karakteri za opis situacije kada, na primer, ne mo�e
sa sigurnox�u da se odredi koja se od dve baze nalazi na odre�enoj poziciji.
Ukoliko uopxte ne mo�e da se odredi koja bi baza mogla da se nalazi na nekoj
poziciji, to je obiqno obele�eno slovom N , ili na primer, taqkom, crticom,
itd.

Ukoliko se genom posmatra kao niz karaktera, onda je i obrada podataka je-
dnostavnija. Obrada mo�e da se izvrxi direktno na raqunaru (u lokalu), ili
putem klijent-server arhitekture. Odabir mesta gde �e podaci da se skladixte
(obra�uju) zavisi pre svega od toga xta je za tu odre�enu namenu povo	nije.
Metoda koja je razvijena radi isk	uqivo u lokalu i u skorijoj budu�nosti ne�e
biti razvijana za druge namene. Za potrebe ovog rada, zbog velike koliqine
podataka, podaci su radi lakxeg skladixte�a i obrade quvani u relacionoj
bazi podataka. Baza koja je korix�ena u ovom radu je IBM DB2 baza podataka,
verzija 9.7. Obrada skladixtenih podataka se delom vrxila direktnim upi-
tima, a delom uz pomo� dodatnih programa koji su posebno pisani za potrebe
ovog rada. Za pisa�e dodatnih programa korix�eni su programski jezici C i
Java. Deta	nije objax�e�e korix�enih programa je prikazano u glavi 3.
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Rfam. Rfam [9] (RNA families database) je online baza podataka koja sadr�i
poravnavaju�e sekvence i kovarijansne modele mnogih qestih nekodiraju�ih
RNK familija. Podaci iz ove baze mogu da se koriste za pretragu genoma, ili
drugih DNK sekvenci, za strukture koje su sliqne poznatim RNK familijama.
Rfam baza je od velikog znaqaja za ovaj rad jer su podaci koji su korix�eni za
prepoznava�e familija riboswitch-eva, preuzeti upravo odavde. Sadr�aj ove
baze se a�urira u odre�enom vremenskom intervalu, a trenutno je aktuelna
verzija 10.0 iz januara 2010. godine sa 1466 familija.

Podatke je mogu�e preuzeti u vixe razliqitih zapisa, ali najqex�i je
Stokholmski format (eng. Stockholm format). To je format za poravna�e vixe
sekvenci (kontiga) i on je najqex�e korix�en format za Rfam bazu podataka.
Pored Rfam baze, ovaj format se koristi i u programima u kojima se koristi
verovatno�a za pretragu baza podataka. Za potrebe ovog rada korix�eni su
podaci Rfam baze u Stokholmskom formatu zapisa.

Pored navedenih podataka, za razvoj nove metode korix�en je i genom soja
Lactobacillus paracasei subsp. paracasei BGSJ2-8. Sve obrade ovog soja su se za-
snivale na obradi �egovih DNK sekvenci. Deta	an opis algoritma metode,
kao i pripreme i obrade podataka, izlo�eni su u glavi 3, dok su u glavi 2
prikazana postoje�a rexe�a razmatranog problema.



Glava 2

Formulacija problema

Pronala�e�e elemenata za kontrolu genske ekspresije predstav	a prona-
la�e�e odre�ene nukleotidne sekvence u okviru DNK. Regulatorni elementi
su se ranije pronalazili isk	uqivo uz pomo� eksperimentalnih metoda i to
je bio veoma dug i obiman laboratorijski posao. Raqunarska obrada podataka
je znaqajna za rexe�e ovog problema, jer obezbe�uje br�u i sigurniju obradu
podataka, uz skra�e�e vremena potrebnog za vrxe�e eksperimenata u labora-
torijama. Me�utim, pronala�e�e regulatornih elemenata putem raqunarskih
metoda je tako�e te�ak problem jer:

• Nisu matematiqki precizno definisani, ve� postoje velika odstupa�a
izme�u �ih,

• Qini ih relativno mali broj baznih parova, pa se qesto jedna sekvenca
(koja oznaqava regulatorni element) ponav	a vixe puta u okviru genoma
(koji ima i do nekoliko miliona nukleotida), a da ne oznaqava svaki put
regulatorni element.

Istra�iva�e kontrole genske ekspresije ima veliki znaqaj, me�utim i po-
red toga, ne postoji veliki broj objav	enih softverskih rexe�a. Kako se ovaj
rad bavi pronala�e�em riboswitch-eva, kao jednih od elemenata za kontrolu
genske ekspresije, u ovom poglav	u su prikazana neka od dostupnih softver-
skih rexe�a. Tako�e, ukratko je objax�en naqin rada za neke od postoje�ih
programa, kao i �ihove prednosti i nedostaci.

2.1 Postoje�e metode

Metode za pretragu riboswitch elemenata u okviru genoma se razvijaju ugla-
vnom na dva naqina. Jedan naqin je da se na osnovu ve� prona�enih riboswitch-
eva napravi model za svaku od familija, po kome �e mo�i da se pretra�e i
genomi drugih bakterija. Drugi naqin je da se koriste metode koje prepoznaju
elemente za kontrolu genske ekspresije na osnovu �ihovih bioloxkih defini-
cija.

Metode u kojima se pravi model za prepoznava�e proizvo	ne familije se
uglavnom zasnivaju na zakonima verovatno�e. Ranije su se ovi modeli defini-
sali uglavnom uz pomo� kovarijansnog modela koji daje dobre rezultate, ali uz
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odre�ene nedostatke. Kovarijansni model je veoma oset	iv i s toga pri obradi
obuhvata veliku koliqinu podataka, xto mu sma�uje brzinu izvrxava�a [5]. U
posled�e vreme, ovaj problem se prevazilazi tako xto se umesto kovarijansnog
modela sve qex�e koriste skriveni Markov	evi modeli (eng. Hidden Markov
Models, HMM ). Glavna prednost skrivenih Markov	evih modela u odnosu na
kovarijansni model je pre svega u brzini izvrxava�a. Me�utim, pokazano je [5]
da postoje familije riboswitch-eva za koje skriveni Markov	evi modeli ipak
daju loxije rezultate u odnosu na kovarijansni model. Pri velikim koliqi-
nama podataka se ipak preporuquje upotreba metoda koje se zasnivaju na HMM,
ili profil skrivenim Markov	evim modelima (eng. profile Hidden Markov
Models, pHMM ), pre svega zbog brzine izvrxava�a, iako ne daju uvek najbo	e
rezultate.

2.1.1 RibEx

RibEx (riboswitch explorer, url: http: // www. ibt. unam. mx/ biocomputo/

ribex. html ) je program koji je javno dostupan i kome mo�e da se pristupi
putem klijent-server arhitekture. Ovaj program pretra�uje unete sekvence i
u �ima prepoznaje riboswitch elemente. Pored riboswitch-eva, RibEx pretra�uje
i druge, visoko konzervisane, regulatorne elemente kod bakterija. Prepoznava-
�e konsenzusa u okviru ovog programa se vrxi zahva	uju�i podacima iz javno
dostupne Rfam baze podataka.

Program je pisan u programskom jeziku Perl i pode	en je u qetiri zasebne
datoteke, gde svaka ima posebnu funkciju. Algoritam prvo pretra�uje se-
kvence od 500 baznih parova kako bi se naxli elementi koji liqe na ribo-
switch-eve (eng. riboswitch-like elements, RLE ). Ukoliko su elementi prona�eni
u okviru zadate grexke pretrage, rezultati se quvaju. Drugi korak algoritma
je pretraga ORF-ova po unapred odre�enim parametrima (koje korisnik mo�e
da izmeni). Za pretragu ORF-ova, koriste se predefinisani start i stop
kodoni, kao i minimalni broj amino kiselina unutar ORF-a. Kada se prona-
�u pozicije ORF-ova (i �ihove orijentacije), pretra�uje se sekvenca uzvodno
(levo) od poqetka ORF-a. Qetvrti deo programa kontrolixe prethodna tri
i slu�i za grafiqki prikaz rezultata. U trenutku pisa�a ovog rada, Ri-
bEx omogu�ava prepoznava�e petnaest familija riboswitch-eva, a ovaj broj je
podlo�an promeni u zavisnosti od otkriva�a novih konsenzusa.

Pored toga xto je unos sekvence ograniqen na du�inu od 40.000 nukleotida,
xto dosta ograniqava korix�e�e programa, postoje dva dodatna ograniqe�a
ove metode. Prvo je to xto regulatorni elementi moraju da budu u blizini
barem jednog klastera sliqnih proteina (eng. cluster of orthologous groups of
proteins, COG). Pored toga, regulatorni elementi moraju da se nalaze i u mi-
nimum drugih pet, neredundantnih genoma. Iz ugla korisnika, mana ove metode
je u nedovo	nom objax�e�u mogu�ih parametara za izmenu, pa usled loxeg po-
stav	a�a parametara, qesto se dobijaju netaqni rezultati.
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2.1.2 Riboswitch finder

Pod nazivom Riboswitch finder, u ovom poglav	u se podrazumeva online pro-
gram (dostupan na: http://riboswitch.bioapps.biozentrum.uni-wuerzburg.

de/) za pretragu riboswitch-eva. Tako�e, ovaj program mo�e da se preuzme i
izvrxava na lokalnom raqunaru.

Program se sastoji iz nekoliko celina, gde se obrada podataka vrxi na
slede�i naqin: prvo se vrxi pretraga unete sekvence i proverava se da li ona
sadr�i konsenzus za neku od familija riboswitch-eva. Ukoliko je konsenzus
prona�en, izdvaja se sekvenca i nad �om se izvrxava da	a provera (raquna se
minimum slobodne energije, kao i da li su izraqunate vrednosti iznad odre�ene
granice). Na kraju, izdvojena sekvenca se oce�uje (dobro, osred�e, loxe) i
algoritam kre�e od poqetka dok se ne obradi ceo unos.

Iako se ovaj program brzo izvrxava, mana mu je to xto pronalazi samo
riboswitch-eve koji regulixu biosintezu purina. Iz tog razloga, rezultati ovog
programa nemaju veliki znaqaj za ovaj rad. Dodatno, mana programa je i ta xto
ne postoje parametri za dodatno podexava�e izraqunava�a (sem bira�a strog,
sred�i, lox re�im rada); a i postoje�i nisu deta	nije objax�eni [7].

2.1.3 Infernal

Infernal (Inference of RNA alignment) je softverski paket koji prvo omogu-
�ava definisa�e profila (modela) konsenzusa, a potom i �ihovu pretragu.
Naime, uz pomo� ovog softverskog paketa prvo se definixe profil za pre-
poznava�e konsenzusa DNK (RNK) elemenata, a potom se, na osnovu profila,
vrxi i pretraga riboswitch-eva. Tako�e, ukoliko je potrebno, mo�e da se izvr-
xi i poravna�e sekvenci i to na sliqan naqin na koji se to radi i u Rfam
bazi podataka.

Zbog jake matematiqke pozadine, ovaj program daje dobre rezultate, me�u-
tim, nedostaci su mu pre svega u komplikovanom korix�e�u. Infernal radi
pod operativnim sistemom Linux i zahteva odre�enu raqunarsku pismenost,
tako da nije jednostavan za korix�e�e. Tako�e, sporo vrxi obradu podataka i
preporuquje se korix�e�e xto ve�eg broja procesorskih jedinica.

2.2 Nedostaci postoje�ih metoda

Iako ne postoji veliki broj programa za pretragu riboswitch-eva, oni koji
su nabrojani u delu 2.1 spadaju u korix�enije i daju relativno dobre rezu-
ltate. Me�utim, pored relativno dobrih algoritamskih rexe�a, postoje pre
svega bioloxka ograniqe�a koja uslov	avaju grexke u ovim programima. Neka
od tih ograniqe�a su:

• I pored visoke konzervisanosti familija riboswitch-eva, postoje razlike
u okviru familije riboswitch-eva za razliqite rodove bakterija,

• Neki programi su razvijani prevashodno za odre�ene rodove bakterija,
pa sa drugim rodovima ne daju dobre rezultate,
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Naziv programa Mesto izvrxava�a Mane

RibEx (Riboswitch
Explorer)

Na serveru - Regulatorni elementi moraju
da budu u blizini barem jednog
klastera sliqnih proteina,

- Regulatorni elementi moraju
da se nalaze i u minimum dru-
gih pet, neredundantnih ge-
noma,

- Maksimalna du�ina unete se-
kvence je 40.000 nukleotida.

Riboswitch fi-
nder

Na serveru i u lokalu - Nedovo	no objax�eni para-
metri,

- Pronalazi samo riboswitch-eve
koji regulixu biosintezu pu-
rina.

Infernal (Infere-
nce of RNA ali-
gment)

U lokalu (Linux ) - Zahteva ve�u raqunarsku pi-
smenost,

- Spora obrada podataka, pre-
poruquje se ve�i broj procesor-
skih jedinica.

Tabela 2.1: Uporedni prikaz programa za pronala�e�e elemenata koji kontro-
lixu gensku ekspresiju (pre svega, riboswitch-eva)

• Vremenom se otkrivaju nove familije riboswitch-eva, koje ne mogu biti
odmah obuhva�ene u starijim verzijama programa; potrebno je odre�eno
vreme da se obuhvate nove familije, itd.

Familije riboswitch-eva koje su rasprostra�ene u velikom broju bakterija,
lakxe se pronalaze, jer je lakxe uoqiti obrazac po kome se one pronalaze.
Problem nastaje kada se neke familije riboswitch-eva ne nalaze u nekim bakte-
rijama, pa je onda i skup na kome se mo�e uqiti o konsenzusu ma�i.

2.3 Ci	 rada

Navedene mane postoje�ih metoda uslovile su potrebu za razvija�em nove
metode koja �e na efikasan i pouzdan naqin da izdvoji riboswitch sekvence,
kao jedne od mogu�ih elemenata za kontrolu genske ekspresije. Nova metoda je
osmix	ena pre svega za potrebe Laboratorije za molekularnu genetiku indu-
strijskih mikroorganizama, Instituta za molekularnu genetiku i genetiqko
in�e�erstvo, Univerziteta u Beogradu (u da	em tekstu IMGGI). Naime, do-
stupna softverska rexe�a nisu bila odgovaraju�a, jer ve�ina zahteva poznava-
�e skrivenih Markov	evih modela, kao i drugih statistiqkih modela, xto ih
qini te�im za korix�e�e. Programi koji se pokre�u isk	uqivo na Linux ope-
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rativnom sistemu, neophodno poznava�e razliqitih naqina raqunarske obrade
podataka, na primer relacione baze podataka, uslovile su potrebu saradnika
iz IMGGI za razvija�em nove metode. Iz navedenih razloga, ci	 ovog rada je
da se razvije metoda qiji �e koraci biti deta	no razum	ivi korisnicima iste
i koja ne�e da zahteva veliko matematiqko, ili raqunarsko zna�e za kasniju
primenu.

Kako je od velike va�nosti za IMGGI da se odrede riboswitch sekvence u
okviru genoma soja Lactobacillus paracasei subsp. paracasei BGSJ2-8, razvijena
metoda je defisana nad navedenim sojem. Iz tog razloga su i parametri metode,
kao i rezultati, predstav	eni u odnosu na dati genom.

Naqin na koji je metoda za pronala�e�e elemenata za kontrolu genske
ekspresije razvijena, predstav	en je u slede�oj glavi. Metoda obuhvata one
familije riboswitch-eva koji su se mogli na�i u zadatom soju bakterije. Jedan
od razloga za ovakav naqin konstrukcije metode je bio i taj xto, u trenutku
pisa�a rada, jox uvek nije u potpunosti asembliran kompletan genom. De-
ta	nije informacije o korix�enim familijama riboswtich-eva su izlo�ene na
strani 8.



18 Formulacija problema



Glava 3

Razvoj nove metode

Riboswitch-evi su jedan od naqina regulacije genske ekspresije kod prokari-
ota. Oni zak	uqavaju gene koje regulixu i tako spreqavaju �ihovu ekspresiju
kada ona nije po�e	na. Ovi elementi se u okviru DNK nalaze izme�u dva otvo-
rena okvira qita�a (ORF-a, tj. gena). Prostor izme�u dva ORF-a gde se nalaze
ovi elementi, zove se intergenski region (skra�eno, IGR). U ovoj glavi je de-
ta	no izlo�ena metoda za prepoznava�e ovih regulatornih elemenata unutar
genoma bakterije.

3.1 Uslovi za postoja�e riboswitch sekvenci

Potrebni uslovi da bi sekvenca unutar intergenskog regiona bila potenci-
jalni riboswitch su:

• Orijentacija ORF-ova mora da ispu�ava zadate uslove,

• Mora da postoji konsenzus (domen aptamera koji je konzervisan za svaku
od familija riboswitch-eva) unutar IGR-a,

• Mora da postoji barem jedan komplementaran palindromski niz nukleo-
tida unutar IGR-a.

3.1.1 Orijentacija ORF-ova

ORF je nukleotidna sekvenca koja poqi�e start kodonom, a zavrxava se
neposredno ispred stop kodona. Za potrebe ovog poglav	a, ORF mo�e da se
posmatra kao orijentisani vektor qiji poqetak oznaqava start, a kraj stop
kodon. Na osnovu ovakvog matematiqkog modela, mogu lakxe da se definixu
me�usobne orijentacije dva ORF-a, izme�u kojih mo�e da se nalazi riboswitch
sekvenca.

Poqetni uslov da se riboswitch nalazi izme�u dva ORF-a je ispu�en ukoliko
su oni me�usobno ,,dobro" orijentisani. Pod terminom ,,dobra" orijentacija se
podrazumevaju sve me�usobne orijentacije izuzev ,,kraj - kraj". Drugim reqima,
riboswitch mo�e da se nalazi izme�u dva ORF-a samo ukoliko su oni me�usobno
orijentisani ,,start - start", ili ,,start - stop" (dozvo	ena je i orijentacija
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,,stop - start", u zavisnosti da li se ORF nalazi na kodiraju�em, ili neko-
diraju�em lancu). Riboswitch se u ovako definisanom odnosu ORF-ova nalazi
uvek uzvodno od start pozicije ORF-a, odnosno nalazi se levo od start kodona
(ukoliko se radi o kodiraju�em lancu).

Grafiqki prikaz mogu�ih orijentacija ORF-ova je predstav	en na slici 3.1.

Slika 3.1: Mogu�e orijentacije ORF-ova. Orijentacije (1) − (3) prikazuju
,,dobre" orijentacije, dok izme�u ORF-ova prikazanih na orijentaciji (4) ne
mo�e da se nalazi riboswitch element. Legenda: R - riboswitch.

3.1.2 Konsenzus familija

Konsenzus, koji qine nukleotidi u okviru riboswitch sekvence u blizini
kojih se vezuje ligand, odre�uje familiju riboswitch-eva. Na osnovu konsenzusa
je relativno lako da se prepozna o kojoj familiji regulatornih elemenata je
req, jer ta nukleotidna sekvenca ima mala odstupa�a u okviru proizvo	ne
familije riboswitch elemenata. To je razlog zaxto je prepoznava�e konsenzusa
jedan od uslova za postoja�e ovih regulatornih elemenata.

Definisa�e konsenzusa za celu familiju riboswitch-eva nije jednostavan
zadatak. Potrebno je da se prepoznaju riboswitch elementi u okviru nekog soja
bakterije i da se na osnovu pojedinaqnih konsenzusa definixe konsenzus za
celu familiju. Kvalitet konsenzusa zavisi pre svega od dva qinioca:
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• Koliqine obra�enih podataka - xto je vixe pojedinaqnih konsenzusa za
razliqite sojeve bakterija, model �e biti verodostojniji,

• Naqina na koji se definixe konsenzus za familiju.

Prvi uslov, koliqina obra�enih podataka, zavisi od dostupnosti familija
riboswitch-eva za razliqite sojeve bakterija. Za neke familije broj prona�enih
pojav	iva�a u razliqitim sojevima se meri hi	adama, dok su neke, uglavnom
novije, prepoznate svega nekoliko puta. Ukoliko su konsenzusi prona�eni mali
broj puta i ako ih qini relativno mali broj nukleotida (do xest, sedam),
texko da bi bilo kakav model mogao sa velikom sigurnox�u da daje rezultate.
Drugi uslov, definisa�e konsenzusa za familiju, odnosno prav	e�e modela
na osnovu kojeg se vrxi prepoznava�e, je slo�en posao. Za prav	e�e modela se
koriste razliqiti matematiqki modeli, pre svega zasnovani na verovatno�i i
statistici.

Na osnovu navedenog, postoje dve vrste programa, jedni koji sami definixu
konsenzus na osnovu unetih podataka od strane korisnika, i drugi koji koriste
ve� gotove podatke. U ve�ini sluqajeva, isplativije je koristiti ve� izvedene
konsenzuse koji su javno dostupni u Rfam bazi podataka, jer su oni definisani
na osnovu velikog broja instanci. U okviru ovog rada, korix�eni konsenzusi
su preuzeti iz navedene baze podataka. Spisak postoje�ih familija riboswitch-
eva je prikazan u tabeli 1.2.

Zbog uslova zadatih od strane saradnika IMGGI, u ovom radu je obra�eno
xest familija riboswitch-eva. �ihovi nazivi, kao i pristupni linkovi za
Rfam bazu su prikazani u tabeli 1.3. Broj obuhva�enih familija je uslov	en
rodom bakterije za koju je razvijana metoda, jer neke familije riboswitch-eva
ne mogu da se oqekuju u rodu Lactobacillus. Sa druge strane, konsenzusi nekih
familija su bili previxe kratki tako da ni oni nisu uzeti u obzir. Opisi
korix�enih familija su predstav	eni na strani 8.

3.1.3 Komplementarne palindromske niske

Da bi se u okviru intergenskog regiona naxla potencijalna riboswitch se-
kvenca, u datom segmentu mora da se nalazi barem jedan komplementaran pali-
ndromski niz. Postoja�e ovakvih nizova omogu�ava nastaja�e terminatorske
i antiterminatorske pet	e, koje mogu da se preklapaju u jednom delu. Na tom
potencijalnom mestu preklapa�a nastaje ,,prekidaq" na osnovu kojeg dolazi
do ispo	ava�a funkcije gena koji se kontrolixe. Primer jedne mogu�e pali-
ndromske sekvence je dat na slici 3.2

U okviru riboswitch sekvence ne mora da postoji isk	uqivo jedan palindro-
mski niz, ve� suprotno. U prirodi se qesto dexava da se u okviru jednog
riboswitch-a nalaze dva, tri, pa i vixe palindroma. Pojav	iva�e ve�eg broja
palindroma uzrokuje prav	e�e velikih pet	i (omqi), koje fiziqki izgledaju
kao terminator. Palindromi prave ,,stub" dok se na �egovom vrhu nalazi
omqa koju definixu nukleotidi izme�u palindroma. Ukoliko postoji vixe
ug�e�denih palindroma, sekundarna struktura je dosta slo�enija. Izgled
riboswitch-a sa vixe palindromskih sekvenci prikazan je na slici 3.3.
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Slika 3.2: Primer palindromske sekvence

Slika 3.3: Primer riboswitch elementa koji sadr�i nekoliko palindromskih
sekvenci

3.2 Algoritam metode

Na osnovu navedenih uslova za postoja�e riboswitch sekvence u okviru inte-
rgenskog regiona, razvijen je algoritam koji je predstav	en u okviru ovog
poglav	a. Algoritam se sastoji iz qetiri koraka qiji je xematski prikaz
predstav	en na slici 3.4, dok su sami koraci deta	nije objax�eni u okviru
poglav	a.

Algoritam je razvijen na osnovu podataka dobijenih od strane saradnika
IMGGI, koji su mi obezbedili pristup genomu soja Lactobacillus paracasei subsp.
paracasei BGSJ2-8, koji pripada diviziji Firmicutes, porodici Lactobacillaceae,
rodu Lactobacillus i vrsti Lactobacillus paracasei. Kako genom navedene bakte-
rije jox uvek nije sklop	en, metoda je korix�ena na svakoj od 207 kontiga,
gde je kontiga neprekidni skup preklapaju�ih DNK sekvenci. U navedenom
skupu kontiga, najkra�a kontiga je du�ine 105, a najdu�a 230919 nukleotida.
Ukupna du�ina kontiga je oko tri miliona nukleotida. Problem sklapa�a
genoma iz kontiga nije trivijalan i on zahteva posebno razmatra�e, xto nije
tema ovog rada.
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Odre�iva�e ori-
jentacije ORF-ova

Odre�iva�e oblasti

Tra�e�e konse-
nzusa u oblastima

Tra�e�e pali-
ndroma u oblastima

Slika 3.4: Algoritam pronala�e�a potencijalnih riboswitch sekvenci

3.2.1 Korak 1: Odre�iva�e orijentacije ORF-ova

U okviru prvog koraka algoritma vrxi se odre�iva�e pozicija ORF-ova,
kao i �ihove orijentacije. Orijentacije ORF-ova su bitne jer su one jedan od
uslova za postoja�e riboswitch sekvenci.

IMGGI je pored 207 kontiga genoma dostavio i datoteku sa ORF-ovima,
taqnije, sa nukleotidnim nizom koji qini ORF i informaciju u kojoj se ko-
ntigi nalazi. Na celom genomu ukupno je prona�en 2301 ORF, za koje je trebalo
da se odrede pozicije u okviru kontiga. Prva ideja je bila da se poravna�e
ORF-ova i kontiga vrxi online uz pomo� BLAST 1 programa. Me�utim, kako je
ovakav proces poravna�a spor, jer posao ne mo�e da se automatizuje, odabran
je drugi naqin za poravna�e.

Svih 207 kontiga je smexteno u tabelu u relacionoj bazi podataka. Po-
tom su ORF-ovi propuxteni kroz program koji je napisan za ovu namenu, a
koji od zadate sekvence pravi identiqnu, ali na suprotnom lancu. Drugim re-
qima, program je pravio komplementarne palindrome za unete sekvence. Ovako
obra�eni podaci su upore�eni sa kontigama kako bi se dobile taqne pozicije
ORF-ova u okviru kontiga. Dakle, za svaki ORF su postojale dve ,,identiqne"
sekvence i jedna od te dve je prona�ena u okviru zadate kontige. U odnosu na
to koji je zapis ORF-a prona�en odre�ena je i �egova orijentacija. Svi dobi-
jeni podaci su saquvani u posebnoj tabeli u okviru relacione baze podataka.
Strukture korix�enih tabela su prilo�ene u dodatku na posebnom kompakt
disku.

U sluqaju da se radi o proizvo	nom genomu za koji nisu unapred definisani
ORF-ovi, mogu da se iskoriste dodatni programi, tzv. ORF finder -i (srp.
ORF pretra�ivaqi). Ovi programi kao unos primaju genom, ili deo genoma,

1BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) je algoritam za pore�e�e bioloxkih sekvenci.
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a vra�aju pozicije prona�enih ORF-ova.

3.2.2 Korak 2: Odre�iva�e oblasti

U drugom koraku algoritma se na osnovu orijentacija ORF-ova odre�uje koje
su ,,dobre" orijentacije i u kom intergenskom regionu mogu da se nalaze pote-
ncijalne riboswitch sekvence. Mogu�e orijentacije ORF-ova, na osnovu kojih se
odre�uju oblasti, prikazane su na slici 3.1.

Pod terminom ,,oblast" se u ovom radu podrazumeva nukleotidna sekvenca
du�ine pribli�no hi	adu nukleotida u kojoj postoji mogu�nost da se nalazi
riboswitch. Oblast se formira tako xto se od start kodona ORF-a koji je
,,dobro" orijentisan, uzima maksimalno 500 nukleotida uzvodno i maksimalno
500 nukleotida nizvodno. U sluqaju da se start kodon nalazi na poziciji ma�oj
od 500 od poqetka proizvo	ne kontige, oblast �e da sadr�i sve nukleotide sa
leve i 500 nukleotida sa desne strane. Na primer, neka se start kodon nalazi na
poziciji 400 u okviru proizvo	ne kontige. Formirana oblast �e biti du�ine
900 nukleotida, jer �e se uzeti 400 nukleotida uzvodno i svih 500 nukleotida
nizvodno od start kodona.

Korix�e�em opisane obrade ORF-ova, dobijeno je 2245 oblasti.

3.2.3 Korak 3: Tra�e�e konsenzusa u oblastima

Tre�i korak algoritma se zasniva na tra�e�u konsenzusa familija ribo-
switch-eva u dobijenim oblastima. Konsenzusi koji su korix�eni u okviru ove
metode su uslov	eni familijama riboswitch-eva koje se pretra�uju u okviru
metode, a koje su prikazane u tabeli 1.3.

Proizvo	an konsenzus, zapisan u Rfam bazi, mo�e da izgleda ovako

Cgg.aGCCGA.CgG..UAuAGU

i potrebno je da se on zapixe na odgovaraju�i naqin u tabelu baze podataka kako
bi se lakxe izvrxila obrada podataka. Veliko slovo u zapisu oznaqava najve�u
verovatno�u da se tu nalazi bax taj nukleotid koji je zapisan. Malo slovo
oznaqava najverovatnije nukleotid koji je zapisan, ali mogu�e je da umesto �ega
stoji i neki drugi nukleotid. Taqka u zapisu konsenzusa oznaqava da na osnovu
prona�enih riboswitch elemenata u bakterijama nije moglo da se zak	uqi koji
se nukleotid tu nalazi, ve� da svi mogu da se pojave sa sliqnom verovatno�om.
Tako�e, potrebno je da se napomene da se podaci u Rfam bazi odnose na RNK,
tako da je neophodno da se uracil svuda zameni sa timinom.

Problem zapisa konsenzusa u tabelu baze podataka je rexavan u vixe ite-
racija. U prvoj iteraciji su uzeti svi konsenzusi navedenih familija. Ta-
ko�e, vo�eno je raquna o verovatno�ama pojav	iva�a nukleotida, odnosno, da
na pozicijama gde su nukleotidi predstav	eni malim karakterima mo�e da
se nalaze i drugi nukleotidi. Rezultat ovakvog zapisa je bio nekoristan, pre
svega zbog ogromne koliqine podataka. Iz tog razloga su u drugoj iteraciji
korix�eni konsenzusi du�i od xest nukleotida, a svi nukleotidi zapisani



Algoritam metode 25

malim slovom su u bazi zapisani sa velikim. Drugim reqima, zbog sma�e�a
skupa mogu�ih rexe�a uveden je stro�iji uslov za pretragu, pa nije vo�eno ra-
quna o verovatno�ama prilikom zapisa nukleotida malim slovima. Na osnovu
iznetog, proizvo	an konsenzus koji je naveden u okviru ovog poglav	a, pri
pretrazi u okviru ove metode je zapisan na slede�i naqin:

%CGG AGCCGA CGG TATAGT%.

Zapisiva�em podataka na naveden naqin, u oblastima je tra�en ukupno 41
konsenzus. Time je prona�eno 929 pojav	iva�a konsenzusa (ne u jedinstvenim
oblastima) u 59 razliqitih kontiga. Spisak tra�enih konsenzusa se nalazi u
tabeli 6.2, koja je prilo�ena u dodatku.

Ukoliko je potrebno da se izvrxi pretraga genoma neke druge bakterije,
nove familije lako mogu da se uvrste u algoritam. Potrebno je samo da se u
okviru tabele konsenzusa dodaju konsenzusi �e	enih familija.

3.2.4 Korak 4: Tra�e�e palindroma u oblastima

Posled�i korak algoritma se sastoji od pretrage oblasti u kojima su pro-
na�eni konsenzusi. U datim oblastima se tra�e komplementarne palindromske
sekvence, odnosno delovi riboswitch elemenata koji u odre�enim fizioloxkim
uslovima definixu ,,prekidaq". Ovaj korak algoritma je tako�e izvrxen u
nekoliko iteracija.

Postav	a se pita�e za koju minimalnu du�inu palindroma je potrebno
izvrxiti pretragu. Iako taqna bioloxka granica ne postoji, iz iskustva
saradnika IMGGI, u prirodi se pet	e kra�e od osam nukleotida texko for-
miraju. Tako�e, ne postoji jasna granica ni za du�inu razmaka izme�u dva
palindroma. Iako postoje sluqajevi gde je razlika izme�u dva palindroma
velika, oni se najqex�e preklapaju qime formira�e jedne pet	e direktno
onemogu�uje formira�e druge pet	e. Na osnovu navedenih podataka, progra-
mom za pretragu palindromskih sekvenci su pretra�ene sve oblasti u kojima
su prona�eni konsenzusi.

Prvo je izvrxena pretraga za palindromske sekvence minimalne du�ine
osam. Na taj naqin je prona�eno ukupno 7648 palindroma i to u 812 razli-
qitih oblasti u kojima su ve� prona�eni konsenzusi. Kako se za vrednost
minimalne du�ine palindroma osam dobija previxe veliki skup rezultata,
bilo je potrebno da se postave oxtriji uslovi pretrage. U drugoj iteraciji
je izvrxena pretraga palindroma minimalne du�ine deset, me�utim i to je
dalo veliki skup potencijalnih rexe�a. Na kraju, oblasti su pretra�ene
za palindromima minimalne du�ine dvanaest gde je dobijeno 150 palindroma
u 122 oblasti. Uporedni prikaz rezultata za razliqite minimalne du�ine
palindroma dat je u tabeli 3.1.

Najdu�a palindromska sekvenca koja je prona�ena u okviru 207 kontiga je
du�ine 25, sa devet nukleotida izme�u �ih. Tako�e, prona�en je i veliki
broj oblasti u kojima su palindromi ug�e�deni sa tako�e relativno malim
brojem razlika izme�u �ih. Rezultat ovog koraka je 122 oblasti u kojima se
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Broj iteracije Minimalna
du�ina pa-
lindroma

Broj palindroma Broj oblasti

1. Osam 7648 812
2. Deset 711 424
3. Dvanaest 150 122

Tabela 3.1: Uporedni prikaz skupa potencijalnih riboswitch elemenata u zavi-
snosti od du�ine palindromskih sekvenci

nalaze palindromi (za minimalnu du�inu palindroma od dvanaest) i taj broj
predstav	a i broj potencijalnih riboswitch sekvenci prona�enih ovom metodom.
Deta	nija analiza rezultata je izlo�ena u slede�oj glavi.
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Analiza rezultata

Rezultati koji su dobijeni primenom opisane metode su deta	no izlo�eni
u okviru ove glave. Na osnovu 207 kontiga i 2301 ORF-a, odre�eno je 2245
oblasti koje zadovo	avaju zadate uslove. Dobijene oblasti su pretra�ene za
41 konsenzus i prona�eno je 929 pojav	iva�a. Posled�i korak metode je odre-
dio palindromske sekvence unutar prostora skupa mogu�ih rexe�a i dobijeno
je 122 oblasti, xto mo�e da se predstavi i kao 122 potencijalne riboswitch se-
kvence. Rezultati koji su dobijeni u me�ukoracima su grafiqki prikazani na
slici 4.1.

Slika 4.1: Su�ava�e skupa mogu�ih rexe�a

Kraj�i rezultat metode qine 122 potencijalne riboswitch sekvence, dobi-
jene na osnovu uslova da je minimalna du�ina tra�enih palindroma dvanaest.
Ukoliko se sma�i minimalna vrednost za du�ine palindroma, potencijalni
skup rexe�a �e da se pove�a. Zbog velike razlike izme�u broja palindroma i
oblasti u odnosu na du�inu palindroma, grafiqki prikaz ne daje reprezenta-
tivne rezultate. Iz tog razloga je grafikon uporednog prikaza broja i du�ine
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palindroma pode	en na dva grafika u okviru ove glave. Grafik nad celoku-
pnim skupom podataka je prikazan u okviru dodatka, uz tabelarni prikaz. U
okviru ove glave se na slici 4.2 nalaze grafikoni za palindrome du�ine od
osam do deset nukleotida (slika 4.2a) i za palindrome du�ine od 11 do 25
(slika 4.2b).

(a) Graf 1: za du�ine od 8 do 10

(b) Graf 2: za du�ine od 11 do 25

Slika 4.2: Uporedni prikaz broja palindroma i broja oblasti u zavisnosti od
du�ine palindromske sekvence. Legenda: Broj palindroma predstav	a ukupan
broj palindroma u oblastima u kojima su prona�eni konsenzusi. Broj oblasti
se odnosi na one oblasti u kojima je prona�en barem jedan konsenzus i barem
jedna palindromska sekvenca

Najdu�a palindromska sekvenca koja je prona�ena u zadatom soju je du�ine
25 nukleotida. Ta sekvenca se nalazi u oblasti koja je u kontigi 96, orf 280
i obuhvata nukleotide od 119671. do 120671. pozicije u kontigi. U okviru
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navedene oblasti je prona�en i konsenzus

AC C A G C

koji pripada familiji T-box. Navedena palindromska sekvenca ima slede�i
izgled (podvuqeni nukleotidi oznaqavaju palindromsku sekvencu):
GAGCATAAGGGCCTTGAATCTAAATGGCTGGGCTCTGGCCATTTAGATTC
AAGGCCCTTATGTGT.

Kao jedan od naqina provere verodostojnosti metode, dobijeni rezultati su
upore�eni sa rezultatima koji se dobijaju korix�e�em dostupnih softverskih
rexe�a. Pretpostavimo da je skup potencijalnih riboswitch sekvenci dobijenih
izlo�enom metodom veliqine 122. Sa druge strane, korix�e�em postoje�ih
programa dobijeno1 je 25 potencijalnih riboswitch sekvenci. U prilog novoj
metodi govori to da sve prona�ene pozicije dobijene korix�e�em postoje�ih
programa se nalaze u oblastima koje su predstav	ene kao rezultati ove metode.
Ovaj podatak daje veliku verovatno�u da se u preostalim oblastima nalaze
riboswitch sekvence koje postoje�i programi nisu mogli da prepoznaju.

4.1 Primer rezultata

Rezultat koji je predstav	en sadr�i palindromsku sekvencu du�ine 16 nu-
kleotida. Potencijalni riboswitch se nalazi u okviru kontige 126, preciznije,
oko start kodona ORF-a 46. Deta	i ove oblasti su prikazani u tabeli 4.1. U
ovoj oblasti je prona�en konsenzus za familiju Lysine koji je relativno kratak
i qini ga sedam nukleotida: CTGATGA.

Kontiga ORF Pozicija start ko-
dona u kontigi

Oblast u okviru kontige

126 46 22849 od 22349. do 23349.

Tabela 4.1: Parametri za odre�iva�e oblasti - primer

Du�ina izme�u ove dve palindromske sekvence je svega 14 nukleotida, xto
daje ve�u verovatno�u za stvarno postoja�e riboswitch elemenata. Naime, iako
ne postoje taqne bioloxke definicije o razmaku izme�u dve palindromske se-
kvence, na osnovu javnih baza izdvojenih riboswitch-eva, mo�e da se zak	uqi da
je taj broj obiqno mali, odnosno da razliku qini svega nekoliko nukleotida.
Izgled palindromske sekvence du�ine 16 je dat na slici 4.3.

Ovaj rezultat je dobijen na osnovu su�ava�a skupa rexe�a, odnosno posta-
v	a�em minimalne du�ine palindroma na du�inu od dvanaest nukleotida.
Me�utim, nakon su�ava�a skupa rexe�a, u svakoj od 122 oblasti su potra�eni
svi palindromi, bez obzira na du�inu (mora biti barem osam). Na ovaj naqin

1Na osnovu rezultata izlo�enih u master radu Stefanovi� Aleksandra, Matematiqki
fakultet, Univerzitet u Beogradu, oktobar 2011.
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Slika 4.3: Izgled palindromske sekvence du�ine 16 u okviru potencijalnog
riboswitch elementa - primer

je prona�eno qak 11 palindromskih sekvenci u okviru prikazane oblasti. De-
ta	an prikaz prona�enih palindroma je predstav	en u tabeli 4.2. Pozicije
svih palindroma su va�ne za da	e posmatra�e rezultata jer je bitno da se
uoqi gde bi mogli da se formiraju ,,ug�e�deni" palindromi. Za formira�e
ovakvih palindroma postoji nekoliko kombinacija, a ne mo�e da se zna koja je
prava bez eksperimentalne provere. Iz tog razloga je za potrebe ilustracije
na slici 4.4 prikazana jedna mogu�a kombinacija koja obuhvata tri razliqite
palindromske sekvence. Du�ine spo	ax�ih palindroma su 9 nukleotida, dok
je du�ina unutrax�e palindromske sekvence 16 nukleotida.

Sekvenca Du�ina Startna pozi-
cija (u konti-
gi)

Startna po-
zicija pali-
ndroma

TGTCGATT 8 18 771
CCTTGATG 8 123 163
CGCTGAAA 8 434 687
TGATGACC 8 858 918
TTGCCGGAA 9 87 585
CGGCGCCTT 9 118 423
TCAACATGC 9 172 809
CGTTGTCGAT 10 151 772
TCGTTGTCGA 10 601 773
TGATGATGACCC 12 235 917
AAAAAGCATCCTTTCC 16 330 358

Tabela 4.2: Palindromske sekvence u okviru potencijalnog riboswitch elementa
- primer

4.2 Naredni koraci i potvrda rezultata

Dobijeni rezultati predstav	aju samo potencijalne oblasti u kojima se
nalaze riboswitch sekvence. Koraci koji bi da	e trebalo da se primene na ove
rezultate, a koji ne spadaju u korake razvijene metode su:
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Slika 4.4: Izgled tri palindromske sekvence u okviru potencijalnog ribo-
switch elementa - primer. Spo	ax�e palindromske sekvence su du�ine devet
nukleotida, dok je unutrax�a palindromska sekvenca du�ine xesnaest nukle-
otida.

• Propuxta�e rezultata kroz neki od RNK fold programa,

• Su�ava�e dobijenih oblasti na kra�e nukleotidne sekvence (taqnije lo-
cira�e riboswitch elemenata),

• Eksperimentalno potvr�iva�e rezultata.

Kako je u pojedinim oblastima prona�eno i po dva konsenzusa, potrebno
je da se odredi da li je uopxte jedan od �ih ispravan. Tako�e, u sluqaju
prona�enog ve�eg broja palindromskih sekvenci, potrebno je da se odredi koje
od �ih ulaze u ,,gra�u" riboswitch-a. Ove informacije mogu da se dobiju kao
rezultat RNK fold programa. Dakle, kao rezultat ovih programa dobijaju se
strukture pet	i i �ihove slobodne energije koje se izra�avaju minusom jer se
radi o otpuxta�u, a ne korix�e�u energije. Xto je dobijena slobodna energija
ve�a, ve�a je i verovatno�a da se takva pet	a formira u prirodi. Zato ukoliko
se za neki potencijalni riboswitch dobije mogu�nost formira�a dve pet	e (dva
palindromska niza) sa velikim slobodnim energijama, postoji xansa da je u
pita�u pravi riboswitch.

Na dobijene podatke koji su prikazani u okviru ove glave mogu da se primene
razliqite metode. Me�utim, primena bilo koje raqunarske metode ne mo�e da
sa verovatno�om jedan potvrdi postoja�e riboswitch elemenata. Zato su svi
dodatno navedeni koraci opcioni, jer mora da se izvrxi funkcionalna pro-
vera rezultata od strane kolega iz IMGGI. Tek nakon te provere �e se znati
konaqni rezultati razvijene metode.
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Zak	uqak

U ovom radu je prikazan metod za odre�iva�e elemenata za kontrolu genske
ekspresije, taqnije riboswitch-eva, kod bakterija. Iako je metoda razvijana za
genom soja Lactobacillus paracasei subsp. paracasei BGSJ2-8, ona uz male izmene
mo�e da se primeni i na genom nekog drugog soja bakterije. U radu je iznet
opis problema, postoje�i naqini za rexe�e problema, deta	an prikaz nove
metode, kao i dobijeni rezultati.

5.1 Znaqaj rada

Ovaj rad je znaqajan jer omogu�ava odre�iva�e pozicije potencijalne ribo-
switch sekvence u novom genetiqkom materijalu xto znatno sma�uje troxkove i
skra�uje potrebno vreme u odnosu na odre�iva�e pozicija klasiqnim metodama,
sa jedne, i, sa druge strane, daje ve�i skup potencijalnih kandidata u odnosu
na druge raqunarske metode. Specifiqan znaqaj riboswitch-eva se posmatra u
zavisnosti od gena koje regulixu. Na primer, jedan od najpoznatijih primera
riboswitch-eva su oni koji regulixu gene za patogenost kod genoma Listeria i
drugih patogenih bakterija. Riboswitch-evi u okviru ovih bakterija regulixu
gene koji obezbe�uju mogu�nost za �ihovu adaptaciju kod 	udi i �ivoti�a.
Patogene bakterije (kod kojih su riboswitch-evi prvi put prona�eni) uk	uquju
virulentne gene kada nema dovo	no slobodnih nutritienata, pa onda bakterija
uzima potrebne nutriente od doma�ina u kome �ivi. Dodatno, najnoviji ra-
dovi govore i o znaqaju riboswitch elemenata u farmaceutskoj industriji, tj. o
�ihovoj mogu�oj upotrebi kao meta za antibiotsku terapiju. Predla�e se da
se prave novi lekovi koji bi ,,ga�ali" odgovaraju�e riboswitch-eve tako xto bi
ih dr�ali zak	uqane i spreqavali virulentnost bakterija.

Na osnovu navedenog znaqaja riboswitch elemenata, vidi se i znaqaj ve�eg
razumeva�a genske ekspresije i naqina �enog kontrolisa�a. Dobrim rezulta-
tima koje ova metoda posti�e, saradnicima iz IMGGI je omogu�eno da nave-
dene regulatorne elemente lakxe lociraju, kako bi mogli da	e da ih izuqavaju.
Definisa�e mogu�ih riboswitch-eva qini osnovu za da	i rad u okviru �ihove
Laboratorije. Sama identifikacija gena koji su regulisani riboswitch-evima
bi mogla potencijalno da im uka�e na to koji su geni ovoj bakteriji va�ni za
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pre�iv	ava�e u prirodnoj sredini.

Pored znaqaja za navedenu Laboratoriju, ovaj rad pru�a mogu�nost otkri-
va�a riboswitch elemenata i u okviru drugih genoma, xto pove�ava broj pote-
ncijalnih korisnika ove metode.

5.2 Budu�i rad

Iako je ova metoda dala dobra rexe�a, postoji mesta za �eno unapre�e�e.
U budu�nosti bi metoda mogla da se unapredi na slede�e naqine:

• Koraci metode bi mogli da se automatizuju,

• Da se u okviru metode doda i program za identifikaciju ORF-ova,

• Da se pove�a broj familija koje metoda pretra�uje,

• Da se ne koriste gotovi konsenzusi, ve� da se na osnovu prona�enih ribo-
switch elemenata definixe novi model (da se ne preuzima sa Rfam-a).

Rezultati ove metode se nalaze na proveri u IMGGI. Najve�i uspeh i znaqaj
ovog rada je upravo taj xto su dobijeni rezultati od koristi za IMGGI i
xto �e �ihova dostupnost da sma�i potrebno vreme za ruqno pronala�e�e
riboswitch elemenata.
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Dodatak

6.1 Kodne oznake nukleinskih kiselina

Karakterska oznaka Naziv azotne baze

A adenin
C citozin
G guanin
T timin
R G A (purin)
Y T C (pirimidin)
K G T (keto)
M A C (amino)
S G C (jake veze)
W A T (slabe veze)
B G T C (sve sem A)
D G A T (sve sem C )
H A C T (sve sem G)
V G C A (sve sem T )
N A G C T (bilo koja)

Tabela 6.1: Najqex�i karakteri korix�eni za zapis azotnih baza DNK
(IUPAC- International Union of Pure and Applied Chemistry)
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6.2 Zapis korix�enih konsenzusa

Familija
riboswitch-
eva

Originalni konsenzus
RFAM

Zapisan konsenzus

FMN aauuauccU.C.a..G.G.G.Ca.G.
GG.U.GA.AAUU

%AATTATCCT C A G G
G CA G GG T GA AATT%

FMN CCC.aAC.CGGCGGUAAaa
aaauaaa

%CCC AAC CGGCGGTA
AAAAAATAAA%

FMN aaa....................aAGc %AAA AAG
C%

FMN CCGCGAGCgauuaa %CCGCGAGCGATTAA%
FMN aaaaaaagucaGcaGA.u.c.cG.G

.UGAaAuU
%AAAAAAAGTCAGCAGA
T C CG G TGAAATT%

FMN Cgg.aGCCGA.CgG..UAuA
GU

%CGG AGCCGA CGG T
ATAGT%

FMN .CcGG.AUG.g.gA...G..A..g..g % CCGG ATG G GA G
A G G%

Lysine aauaaaggu.AGAGGu.GCgac.
u.uuc.AugAGUA.au..uu.u.uc
gG

%AATAAAGGT AGAGGT
GCGAC T TTC ATGAGT
A AT TT T TCGG%

Lysine AGG.......gagugaaaucCgAU
GA

%AGG GAGTGAAAT
CCGATGA%

Lysine .cga.aa.a.au.GAAAGG...gaa % CGA AA A AT GAAAG
G GAA%

Lysine a.gucGCCGAAacaa.a.u.u.ga
aauc...cuca.a

%A GTCGCCGAAACAA
A T T GAAATC CTCA
A%

Lysine uuucaau.u.u..g.uUGGgccu.g.
uauuc.GAAuA

%TTTCAAT T T G TTG
GGCCT G TATTC GAAT
A%

Lysine aaua.caggaCUGuCAcaaua..u
uuauu......

%AATA CAGGACTGTCA
CAATA TTTATT %

Lysine auugUGg.AGuGCUac %ATTGTGG AGTGCTAC%
Lysine cugauga %CTGATGA%
Purine aaaaaaaaaaaaaaaaucac.u.CgU

AUAAu.cccggg.AAUAUGG
%AAAAAAAAAAAAAAAA
TCAC T CGTATAAT CC
CGGG AATATGG%

Purine cccggga..GUUUCUACCaggc
aaCC..GUAAA ∼∼∼∼∼

%CCCGGGA GTTTCTAC
CAGGCAACC GTAAA%T
TGCC%

Tabela 6.2: Spisak konsenzusa korix�enih u okviru metode (1)
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Familija
riboswitch-
eva

Originalni konsenzus
RFAM

Zapisan konsenzus

Purine u...G.ACUAcG.agugaaauuau
uaaaaau

%T G ACTACG AGTGA
AATTATTAAAAAT%

SAM uuC.uuAU.C.aAGAG.aGG.c.
.GG..AG.GGA..cuGG

%TTC TTAT C AAGAG A
GG C GG AG GGA CTG
G%

SAM .CC..C..uAUGAA...gC % CC C TATGAA GC%
SAM C..CgGC.AACC..gucauauaa.

........aaa
%C CGGC AACC GTCAT
ATAA AAA%

SAM gacAa..GGUGC.cA.A.uUC..
Cag..Caggaaa

%GACAA GGTGC CA A T
TC CAG CAGGAAA%

SAM ccuG.Aa.A.GAUaaGaa %CCTG AA A GATAAGA
A%

T − box AuAAAaaC.ga.U...GA..Aa.a
gG....AAa..A.G..U.Aau.u.u.

%ATAAAAAC GA T GA
AA AGG AAA A G T
AAT T T %

T − box uuauu......aaaauu..u..ua.........
.................

%TTATT AAAATT T
TA %

T − box cAGAGA...g..c.u.gg...u..GGU
u.....GgUGagA

%CAGAGA G C T GG
T GGTT GGTGAGA%

T − box ..ac.c.a.g.c... % AC C A G C %
T − box ..a..aaaaa....aaaa...a.a...a.u.G

AAa....uucA....Cc.
% A AAAAA AAAA A
A A T GAAA TTCA
CC %

T − box u.u....gGA...Guu................uc.
u.a.u.u.cuGAA..

%T T GGA GTT
TC T A T T CTGAA %

T − box a.......................................aua
aaAGUA

%A
ATAAAAGTA%

T − box ag.aa.u..a.ga.C.G.gu %AG AA T A GA C G GT%
T − box ................................uaauauaa

aaAGa...Gg
% T
AATATAAAAAGA GG%

T − box auaaua.................................
.......aauu

%ATAATA
AATT%

T − box uauuauc....AAa %TATTATC AAA%
T − box ...UAgGG.UGG.UA...CC.g.C

Gaa......AuaA
% TAGGG TGG TA CC
G CGAA ATAA%

T − box .........uuCG.uCCcUuuu % TTCG TCCCTTT
T%

Tabela 6.3: Spisak konsenzusa korix�enih u okviru metode (2)
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Familija
riboswitch-
eva

Originalni konsenzus
RFAM

Zapisan konsenzus

TPP aaaaacca.c..u.a..g...G.G.GuG
Ccccaaa...............

%AAAAACCA C T A G
G G GTGCCCCAAA

%
TPP ggg.GCUG.AGA.ug.gaagu %GGG GCTG AGA TG G

AAGT%
TPP ccaaA.C.Cc.u....U....u..G.A.....

..........ACCUg.A.
%CCAAA C CC T T T
G A ACCTG

A %
TPP ..UCc.G.G..u.U.A.AUA % TCC G G T T A ATA%
TPP CCgG.CG..uAGGGA....ag.ug

g.aaaaaaaaaaau
%CCGG CG TAGGGA
AG TGG AAAAAAAAAAA
T%

Tabela 6.4: Spisak konsenzusa korix�enih u okviru metode (3)
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6.3 Odnos broja palindroma i broja oblasti u

zavisnosti od du�ine palindromskih se-

kvenci

6.3.1 Grafiqki prikaz broja palindroma i broja obla-

sti u zavisnosti od du�ine palindromskih se-

kvenci

Slika 6.1: Uporedni prikaz broja palindroma i broja oblasti u zavisnosti od
du�ine palindromske sekvence. Legenda: Broj palindroma predstav	a ukupan
broj palindroma u oblastima u kojima su prona�eni konsenzusi. Broj oblasti
se odnosi na one oblasti u kojima je prona�en barem jedan konsenzus i barem
jedna palindromska sekvenca
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6.3.2 Tabelarni prikaz broja palindroma i broja obla-

sti u zavisnosti od du�ine palindromskih se-

kvenci

Du�ina palindroma Broj prona�enih
palindroma

Broj oblasti u ko-
jima su prona�eni
palindromi

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

Tabela 6.5: Uporedni prikaz broja palindroma i broja oblasti u zavisnosti od
du�ine palindromske sekvence. Legenda: Broj palindroma predstav	a ukupan
broj palindroma u oblastima u kojima su prona�eni konsenzusi. Broj oblasti
se odnosi na one oblasti u kojima je prona�en barem jedan konsenzus i barem
jedna palindromska sekvenca


