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1. Uvod



Poliketidi i neribosomalno sintetizirani peptidi su vrlo vazne kemijske supstancije za
farmaceutsku industriju i agroindustriju. Njihov biosintetski put obuhvaca spajanje jednostavnih
gradevnih jedinica u slozene kemijske strukture katalitickim djelovanjem enzimskih kompleksa
poliketid sintaza (PKS) ili sintetaza neribosomalnih peptida (NRPS). U posljednjih nekoliko
godina u znanstvenoj javnosti postoji osobito zanimanje za oblikovanje novih supstancija u
proizvodnji novih lijekova manipulacijom genskih nakupina tih enzimskih kompleksa u uvjetima
in vitro, postupcima kombinatorne biosinteze. Medutim, znacajna je prepreka napretku na tom
podrucju Sto vecina promjena u uvjetima in vitro ne dovodi do sinteze produkta ili su mu prinosi
vrlo mali. Jedno od moguc¢ih rjeSenja toga problema bilo bi oblikovanje novih genskih nakupina
homolognom rekombinacijom u uvjetima in vivo jer bi se tako omogucilo spajanje identi¢nih

sekvencija i smanjile poteSko¢e zbog pojave nefunkcionalnih ¢vorista (1).

U tijeku je razvoj integralnih raunalnih programskih paketa, CompGen 1 ClustScan, za
modeliranje tih procesa u uvjetima in silico. Okosnica programskog paketa CompGen biti Ce
specifi¢no strukturirana baza podataka koja povezuje biosintetski put sinteze sa sekvencijama
DNA genskih nakupina. Povezanost sekvencija DNA s biosintetskim putem omogucava njezinu
povezanost sa strukturom produkta. Jedna je od funkcija racunalnoga programskog paketa,
temeljena na toj povezanosti, sposobnost oblikovanja virtualnih rekombinanata izmedu genskih
nakupina. To ¢e se obavljati pomoc¢u modela rekombinacije da bi se predvidjele sekvencije DNA
u kojima dolazi do homologne rekombinacije. CompGen Ce iz tih podataka predvidati kemijske
strukture novih supstancije 1 spremati ih u virtualnu bazu podataka kemijskih struktura radi
daljnjega molekularnog modeliranja. U cjelini, CompGen ¢e omoguditi oblikovanje baze
podataka novih prirodnih kemijskih entiteta u uvjetima in silico, koja ¢e se zatim moci
upotrijebiti za istrazivanja na podru¢ju tehnologije ratunalnoga dizajna novih lijekova. Drugi ¢e
integralni generiCki raunalni programski paket, ClustScan, moc¢i prepoznati i detaljno opisati,
"anotirati", nove genske nakupine iz sekvencija cjelovitih mikrobnih genoma ili genskih

nakupina u metagenomima mikroorganizama $to zive u tlu ili u simbiozi s morskim organizmima

().

Za potrebe prikupljanja, obrade, pohrane i grafi¢kog prikaza bioloskih i kemijskih
podataka, u ovom ¢e diplomskom radu biti razvijen raCunalni program objektno orijentiranim

ra¢unalnim jezikom Java i skriptnim racunalnim jezikom JavaScript.



2. Teorijski dio



2.1. BioloSke i kemijske osnove

Mikroorganizmi i biljke sintetiziraju veliki broj razli¢itih metabolita koji se proizvoljno
mogu podijeliti na takozvane primarne i sekundarne metabolite. Primarni su metaboliti prijeko
potrebni za njihov rast i razmnozavanje, dok su sekundarni metaboliti bitni za prezivljavanje u
prirodnim staniStima (3, 4). S obzirom na strukturalni potencijal bioloske raznolikosti,
mikroorganizmi koji sintetiziraju najveci broj sekundarnih metabolita, od kojih su mnogi bioloski
aktivni, pripadaju bakterijama roda Streptomyces i srodnih rodova. Ilustracije radi, od otprilike
dvadesetak tisu¢a antibioticki aktivnih supstancija, izoliranih od bakterija do sisavaca,
streptomicete sintetiziraju gotovo 8.000. Stovise, vrste roda Streptomyces proizvode 75 % svih
klini¢ki vaznih antibiotika (5). Nedavno su Watve 1 suradnici pokusali matematicki procijeniti
broj antibiotika koje ove bakterije mogu sintetizirati. Njihov je model pokazao da je taj broj oko
100.000, (6), od kojih je manje od 10 % do sada otkriveno. Svaka pojedina vrsta roda
Streptomyces moze sintetizirati vise od jednog sekundarnog metabolita. Tako, na primjer,
bakterija S. coelicolor sintetizira najmanje 4 antibiotika: aktinorodin, undecilprodigiosin,
metilenomicin i lipopeptidni antibiotik CDA. Stovise, sekvenciranje je genomskih DNA bakterija
S. coelicolor, S. avemitilis 1 Saccharopolyspora erythraea pokazalo da svaka od tih bakterija

sadrzava 18, 35 1 25 genskih nakupina za biosintezu sekundarnih metabolita (7, 8, 9).

Ti sekundarni metaboliti nisu samo znacajni u njihovim prirodnim staniStima ve¢ i1 za
zdravlje ljudi (Sto je u suprotnosti s njihovim nazivom koji upucuje na "sekundarno znacenje"),
jer gotovo 50 % najvaznijih lijekova, koji se danas klinicki primjenjuju, kao ljekovite supstancije
sadrzavaju prirodne spojeve (3). Osim antibiotika, fungicida, antivirusnih sredstava i citostatika,
u klinickoj se primjeni nalaze i1 imunosupresori, antihipertenzivna sredstva, antidiabetici,
antimalarici, te antiholesterolemici (10, 11). Komercijalno su vazni i1 proizvodi za agroindustriju,
kao $to su to antiparazitici, kokcidiostatici, zivotinjski promotori rasta i prirodni insekticidi.
Medu sekundarnim metabolitima poliketidi su najveca skupina. Svoje su ime dobili po keto
skupinama koje nakon sinteze zaostaju u molekuli. Sa glediSta kemije, poliketidi su strukturno
vrlo heterogena skupina prirodnih spojeva. MozZe ih se proizvoljno podijeliti u dvije skupine. Prva
su skupina aromatski ili jednostavni poliketidi, koji mogu sadrzavati od jednog do Ccetiri
aromatska prstena (Slika 1A). Njihova se struktura, medutim, ne moze predvidjeti iz sekvencije
DNA gena $to sadrzavaju geneticku uputu za njihovu biosintezu. Druga su skupina slozeni
poliketidi, koji se dalje dijele na makrolide i ansamicine, s laktonskim 1 laktamskim prstenovima,

te na poliene i polietere (Slika 1B).
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Slika 1. Kemijske strukture odabranih poliketidnih supstancija. (A) jednostavni aromatski
poliketidi: 6-metilsalicilna kiselina, daunorubicin i simaomicin a. (B) sloZeni reducirani
poliketidi podijeljeni na makrolide (eritromicin A), poliene (amfotericin B), ansamicine

(rifamicin B) 1 polietere (monenzin A).



Unato¢ strukturnoj raznolikosti, poliketidi se sintetiziraju pomocu enzimskih kompleksa
nazvanih poliketid sintaze (PKS) (Slika 2), biosintetskim putem sliénim biosintezi masnih
kiselina. Rast poliketidnog ugljikova lanca zapocinje kondenzacijom pocetne gradevne jedinice s
prvom produznom gradevnom jedinicom, i tako dalje sve do kraja sinteze poliketidnoga lanca.
Gradevne se jedinice u stanicama bakterija nalaze u obliku tioestera koenzima-A. NajcesSce
pocetne i produzne gradevne jedinice su acetil i malonil, ali se u tu svrhu mogu upotrijebiti 1
ostaci drugih organskih kiselina, kao Sto su to metilmalonil, etilmalonil, propionil, butiril, 2-

metilbutiril i neke druge (11).
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Slika 2. Shematski prikaz organizacije gena i proteina modularne poliketid sintaze tipa I
odgovorne za biosintezu eritromicina A. Linearni raspored gena (eryAl, eryAll i
eryAlll) i proteina [DEBS1, DEBS2 i DEBS3; koji sadrZavaju aktivne domene za acil-
transferaze (AT), male polipeptide, nosae acila (ACP), B-ketoacil-sintaze (KS),
ketoreduktaze (KR), dehidratazu (DH) alkenreduktazu (ER) i tioesterazu (TE)], te
njihovih supstrata/produkata, poliketidnog aglikona 6-deoksieritronolida B (6-dEB) i

makrolidnog antibiotika eritromicina A



Mikroorganizmi sintetiziraju poliketidne supstancije pomocu razli€itih tipova enzima PKS.
U bakterija su to multimodularne PKS tipa I, ponavljajuée PKS tipa I i monomodularne
ponavljajuc¢e PKS tipa III (1, 12, 13). Plijesni poliketide sintetiziraju pomo¢u monomodularnih
ponavljaju¢ih PKS tipa I i monomodularnih ponavljaju¢ih PKS tipa III (14, 15). Sekvenciranje
genskih nakupina ponavljaju¢ih PKS tipa II, kao §to je to PKS aromatskoga poliketidnog
antibiotika aktinorodina, upucuje na prisutnost od tri do Sest monofunkcionalnih ili
bifunkcionalnih proteina ¢ija se aktivna mjesta ponovljeno upotrebljavaju tijekom prije-
poliketidne sinteze poliketidnoga kostura. Sve su PKS tipa II vrlo sli¢ne, pa se kemijska struktura
poliketida ne moze predvidjeti iz strukturne organizacije gena PKS (11). Isto vrijedi 1 za
monomodularne ponavljaju¢e PKS tipa I i tipa III (14, 15). Zbog toga te genske nakupine, to jest
ti geni, nece biti detaljno razmatrani. Nasuprot tome, sekvenciranje je genskih nakupina PKS tipa
I, kao Sto je to PKS makrolidnog antibiotika eritromicina u bakterije Sac. erythraea (Slika 2; vidi:
11), pokazalo da su to multifunkcionalni enzimi multimodularne organizacije. Svaki je modul
odgovoran za rast poliketidnog lanca za jednu produznu gradevnu jedinicu i sadrzava domene
potrebne za redukciju B-ugljika. Moduli su najcesc¢e rasporedeni na nekoliko polipeptida, od koji
svaki sadrzava viSe od jednog modula. Unutar modula PKS genskih nakupina nalazi se niz
domena koje provode razli¢ite stupnjeve procesa biosinteze. Tako, naprimjer, aciltransferaze
(AT) dovode gradevne jedinice na male polipeptide nosace acila (ACP). Ketosintaze (KS)

prenose rastuce poliketidne lanace do nove gradevne jedinice i provode kondenzacije.

Prema tome, osnovni moduli sadrzavaju samo domene KS-AT-ACP i ugraduju keto
skupine u poliketidne lance. Medutim, ve¢ina modula sadrZzava i druge domene potrebne za
redukciju keto skupina. Ako su prisutne ketoreduktaze (KR), keto skupine se reduciraju u
hidroksilne skupine. Ako su prisutne i dehidrogenaze (DH), hidroksilne ¢e skupine biti
reducirane u alkene, dok ¢e prisutnost enoilreduktaza (ER) reducirati alkene u alkane. Postoji,
dakle, neposredna veza izmedu sekvencija DNA tih genskih nakupina, njihovih proteinskih
produkata, modula i kataliticki aktivnih domena sa strukturom njihovih poliketidnih produkata.
Zbog toga se kemijska struktura poliketidnoga produkta moze predvidjeti iz sekvencije DNA
gena PKS. Posljednji, Sesti modul, zavr§ava domenom tioesteraza (TE) koja je odgovorna za
odvajanje poliketidnog ugljikova lanca od PKS i ciklizaciju, pri ¢emu nastaje poliketidni aglikon
6-deoksieritronolid B. Nakon toga, post-poliketidne hidroksilaze i glikozilaze sudjeluju u sintezi

makrolidnog antibiotika eritromicina A (11).



Neribosomalno sintetizirani peptidi su, osim poliketida, druga velika skupina sekundarnih
metabolita. Medu neribosomalnim peptidima takoder se nalaze poznati antibiotici (npr. preteca
penicilina ACV-tripeptid), fungicidi (npr. fengycin) i imunosupresori (npr. ciklosporin). Osim
toga, opisane su i1 mijeSane poliketidno/peptidne supstancije poput citostatika bleomicina i
epotilona. Oni se sintetiziraju pomocu sintetaza neribosomalno sintetiziranih peptida (NRPS),
kao $to je NRPS peptidnog antibiotika penicilina u plijesni Penicillium chrysogenum (Slika 3;
vidi: 16). Genske nakupine NRPS imaju slicnu organizaciju onoj genskih nakupina PKS, samo
Sto se kao gradevne jedinice upotrebljavaju aminokiseline. Kao i u enzima PKS, osnovni moduli
enzima NRPS sadrzavaju domene za adenilaciju aminokiselina (A), kondenzaciju (C) i male
polipeptide nosace peptidila (PCP). Neki moduli enzima NRPS takoder sadrzavaju i domene za
izmjenu struktura gradevnih jedinica, to jest domene potrebne za formiranje heterociklickih

prstenova (Cy), epimerizaciju (Epim) (Slika 3), redukciju (R), N-, C- ili O-metilaciju (MT) i druge.

gen pcbAB
protein ACY synthetase
pofetak  modul 1 modul 2 kraj

H,N

o
CO,H
ACV-tripeptid

ciklizacija l

H
H,N N

CO,H

izopenicilin N

Slika 3. Shematski prikaz organizacije gena i proteina multimodularne peptid sintetaze
odgovorne za biosintezu pretece penicilina (ACV). Prikazan je linearni gen (pchAB) i
protein (AVC sintetaza), koji sadrzava kataliticki aktivne domene za adenilaciju (A),
male polipeptide nosace peptidila (PCP), kondenzaciju (C) i tioesterazu (Te), te peptidna
prete¢a ACV 1 peptidni antibiotik izopenicilin N. Osjencana je domena koja sudjeluje u

epimerizaciji gradevne jedinice (Epim).



Na kraju se posljednjeg modula, kao i u enzima PKS, nalazi domena tioesteraza (Te)
odgovorna za odvajanje linearnoga peptidnog lanca od enzima i ciklizaciju. Osim 20
aminokiselina (koje se pojavljuju u staniénim proteinima), u biosintezi neribosomalno
sintetiziranih peptida, kao gradevne jedinice, mogu posluziti 1 brojne druge aminokiseline (oko
200 razli¢itih aminokiselina). Prema tome, biosintetski im je potencijal jo§ raznovrsniji od

potencijala poliketid sintaza (17).

Priroda je ve¢ upotrijebila svojstva kombinatorne biosinteze i sintetizirala preko 170.000
poznatih prirodnih spojeva (vidi: "Chapman & Hall dictionary of natural products"; Dictionary of
Natural Products, 18). Do danas izolirani prirodni poliketidi/peptidi predstavljaju, medutim, samo

mali dio kombinatornog potencijala koji se moze posti¢i permutacijama gena PKS/NRPS.

Na primjer, ako se u 6 modula PKS eritromicina permutira svih 7 aciltransferaza i svih 5
domena koje reduciraju B-ugljike, teorijski bi se moglo dobiti 10" poliketidnih struktura. Stovie,
cjelokupna bi permutacija istth domena u PKS rapamicina, koja sadrZzava 14 modula, dovela do
sinteze nevjerojatnog broja od 10" poliketida (11, 19). Zbog toga su znanstvenici u sloZenih
poliketida, poput makrolida, zapoceli s modifikacijom gena u uvjetima in vitro. Zapoceli su s
inaktivacijom aktivnih mjesta u PKS ili dodavanjem aktivnih mjesta iz drugih PKS, radi sinteze
novih makrolida s razli¢ito reduciranim B-ugljicima 1 razli¢itom stereokemijom. Ne smije se
zaboraviti da i1 tako male kemijske promjene mogu znacajno promijeniti biolosku aktivnost. Osim
toga, provode se 1 delecije cijelih modula multimodularnih gena PKS ili se upotrebljava
takozvana kemijska biosinteza, radi sinteze novih makrolida s razli¢itom veli¢inom ugljikovih
kostura (Slika 4) (11, 20, 21). Taj pristup, medutim, ima i svojih ograni¢enja. On zahtijeva vrlo
specificna znanja 1 razmjerno mnogo vremena. Do danas je genetickim manipulacijama u
uvjetima in vitro konstruirano svega dvjestotinjak genskih nakupina koje sintetiziraju potpuno
nove u prirodi nepoznate poliketide (22). Osim toga, mnoge od tako konstruiranih genskih
nakupina ne dovode do sinteze poliketida ili je prinos poliketida vrlo mali. Zbog toga je
predlozena konstrukcija novih poliketidnih genskih nakupina procesom rekombinacije u uvjetima
in vivo, to jest homolognom rekombinacijom (23) (Slika 5) koja u bakterija nastaje nakon
prirodnog prijenosa genetickoga materijala procesima konjugacije ili transformacije. Vjeruje se
da ¢e taj pristup omoguciti rekombinaciju izmedu sekvencija DNA koje se i ina¢e dogadaju u
prirodi. Tako bi se smanjila moguénost da nastanu nefunkcionalna neprirodna ¢vorista, kao

tijekom rekombinacije u uvjetima in vitro (1).
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Slika 4. Shematski prikaz ciljane geneticke manipulacije genskim nakupinama slozenih
poliketida radi sinteze novih poliketidnih spojeva. Shema prikazuje linearni raspored
proteina [DEBS1, DEBS2 i DEBS3; koji sadrZzava aktivnhe domene za acil-transferaze
(AT), male polipeptide, nosace acila (ACP), B-ketoacil-sintaze (KS), ketoreduktaze
(KR), dehidratazu (DH) alkenreduktazu (ER) i tioesterazu (TE)] koji sudjeluju u
biosintezi poliketidnog aglikona 6-deoksieritronolida B (6-dEB). Prikazana je
inaktivacija aktivne domene (X), dodavanje aktivne domene () i delecija cjelovitih

modula uz premjestanje aktivne domene TE, te postupak kemobiosinteze.

Da bi se pronasle genske nakupine s potencijalno novom genetikom (tj. s genima za koje u
bazama podataka ne postoji homologija) ili kemijom (Sto sadrzavaju domene AT/A koje dovode
nepoznate gradevne jedinice), potrebno je anotirati genske nakupine PKS/NRPS, prisutne u
genomima nedovoljno dobro opisanih organizama (npr. u genomu amebe Dictyostelium
discoideum; 24, 25), kao 1 genske nakupine PKS/NRPS u metagenomima mikroorganizama koji

zive u tlu ili u simbiozi s morskim organizmima (26, 27).
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Slika 5. PredloZena strategija za homolognu rekombinacije izmedu dvaju poliketidnih genskih

nakupina u vrsta roda Streptomyces. Jedna bi genska nakupina (-) trebala biti

klonirana na linearni plazmidni vektor $to sadrzava geneticki biljeg za otpornost prema

antibiotiku tiostreptonu (zs7). Druga bi genska nakupina (':> ) trebala biti klonirana u

blizini kraja linearnog kromosoma Sto sadrzava geneti¢ki biljeg za otpornost prema

antibiotiku eritromicinu (ermE). Nova bi poliketidna genska nakupina (-:> ) nastala
jednostrukim premosc¢enjem izmedu dviju genskih nakupina. Ona bi se selekcionirala
prijenosom rekombinantnoga plazmida, $to sadrzava oba geneticka biljega, u drugu

vrstu roda Streptomyces.

2.2. Baze podataka i bioinformaticki alati

Opce baze podataka, kao Sto su to EMBL (engl. "EMBL Nucleotide Sequence Database"),
GenBank i1 DDBJ (engl. "DNA Database of Japan") (28), sadrzavaju sve podatke povezane s
razli¢itim sekvencijama DNA 1 proteina genskih nakupina, pa tako i za sintaze/sintetaze
modularnih poliketida/peptida. Ti podaci, medutim, nisu dovoljno detaljno opisani, te su
organizirane specijalizirane baze podataka sintaza modularnih poliketida kao S$to je to baza
podataka sintaza modularnih poliketida PKSDB (eng. "Database of Modular Polyketide
Synthases").



2.2.1. Baza podataka GenBank

Baza podataka GenBank (29) je baza podataka dobro opisanih, to jest anotiranih,
sekvencija DNA koju odrzava Nacionalni centar za biotehnoloSke informacije (NCBI). U njoj se
moze pronaci 65,369,091,950 baza u 61,132,599 zapisa. Cjeloviti se pregled trenutne verzije baze
podataka GenBank nalazi na posluzitelju centra NCBI za prijenos podataka (engl. "NCBI ftp
site"). Novo se izdanje baze podataka GenBank izdaje svaka dva mjeseca. Baza podataka
GenBank dio je medunarodne suradnje (engl. "International Nucleotide Sequence Database
Collaboration") izmedu baza podataka sekvencija DNA koja, pored baze podataka GenBank,
ukljucuje 1 baze podataka EMBL te DDBJ. Te tri organizacije izmjenjuju podatke na dnevnoj
razini (30).

Growth of the
International Nucleotide Sequence Database Collaboration
—

-
g
-
£
)
=
=
:
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Base Pairs conlributed by GenBarkE=8 EMBL=— DOE)=—N

Slika 6. Prikaz porasta broja sekvencija DNA (u parovima baza) koji potjece iz medunarodne

suradnje izmedu baza podataka GenBank, EMBL i DDBJ.

Podacima baze podataka GenBank moZe se pristupiti na nekoliko nacina. Dva najceSce
upotrebljavana pristupa su sustav za pristup podacima Entrez, koji povezuje GenBank sa svim
ostalim bazama podataka koje odrzava centar NCBI, te pretrazivanje baze podataka pomocu

bioinformatickog programa BLAST (vidi: poglavlje 2.2.5).
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Mnogi znanstveni ¢asopisi zahtijevaju da se prije objavljivanja znanstvenog rada, koji
sadrzava sekvenciju DNA, sekvencija DNA pohrani u bazi podataka i dobije pristupni broj (engl.
"accession number") koji u radu mora biti naveden. Za tu svrhu baza podataka GenBank
posjeduje racunalne alate za pohranu sekvencija DNA pod nazivom "BankIt" i "Sequin".
Racunalni alati BankIt i Sequin se upotrebljavaju i za reviziju, to jest azuriranje, pohranjenih

zapisa Sto se moze obaviti u bilo koje vrijeme.

Nacionalni centar za biotehnoloSke informacije (NCBI) trajno razvija nove alate 1
zamjenjuje postojece u svrhu efikasnijeg pristupa i pohranjivanja podataka o sekvencijama DNA
u bazu podataka GenBank. Najjednostavniji nacin pristupa informacijama o razvoju baze
podataka GenBank jest uklju¢ivanje u listu elektroni¢ke poste "NCBI Announce", redovito

pracenje "NCBI News", te provjerom sekcije "What's New" na Web stranicama centra NCBI (30).

2.2.2. Baza podataka sintaza modularnih poliketida

Baza podataka sintaza modularnih poliketida PKSDB (eng. "A Database of Modular
Polyketide Synthases") je specijalizirana baza podataka sintaza modularnih poliketida tipa I, koja
je utemeljena pri Nacionalnom centru za imunologiju (eng. "National Institute of Immunology",
NII), New Delhi, Indija (31). Ona sluzi kao znanstveno utemeljeni izvor podataka za analizu
poliketid sintaza. Cilj baze je da osigura znanstvenu osnovu za predvidanje organizacije domena i
specificnosti supstrata u neopisanim genskim nakupinama PKS-a (32). Korisnik ne pristupa bazi
neposredno, ve¢ upotrebljava graficko sucelje putem Internet stranica na udaljenom posluZzitelju.

Sama baza sadrzava 20 razli¢itih, dobro opisanih (anotiranih) sintaza poliketida.

Upotreba baze zapocinje na taj naCin da se, nakon pocetne stranice, odabere jedna od
ponudenih bioloSki aktivnih supstancija. Nakon odabira, korisniku je prikazana kemijska
struktura odabranog spoja. Nakon toga se moze odabrati graficki prikaz gena, modula, domena 1
poveznica poliketid sintaze odgovorne za nastanak spoja. Geni su prikazani odvojeno jedan od
drugog, sa svakim modulom unutar gena obojenim njemu specificnom bojom. Domene su unutar
modula prikazane geometrijskim simbolima s imenima domena upisanim u njih razli¢itim
veli¢inama slova. Domene su Srafirane razli¢itim uzorcima, ovisno o njihovom stanju (aktivna,
neaktivna, uspjeSno ili neuspjeSno prepoznata, nefunkcionalna). Poveznice izmedu domena i

modula su prikazane punim crnim crtama, dok su C-terminalna i N-terminalna poveznica
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prikazane ljubicastom osjencanom crtom (Slika 7). Za svaki se odabrani element (gen, modul,
domenu i poveznicu) moze dobiti proteinska sekvencija u zapisu oblika FastA (33). Na stranici za
domene se, izmedu dvije PKS domene nadene u bazi PKSDB, moze izvrsiti usporedba
homologije prema sli¢nosti, identi¢nosti ili ocekivanoj vrijednosti. Uz to se za svaku sekvenciju
pojedinacne domene mogu usporediti motivi aktivnih mjesta i specifi€nosti za supstrat, te se
odabrana domena moZze sravniti s bilo kojom drugom domenom, okarakteriziranom u bazi
PKSDB. Na stranici se moze dobiti i graficki prikaz kemijske strukture spoja koji je povezan sa
modularnom genskom strukturom sintaze, te literaturni podatak o odabranom spoju i sintazi
putem hiperveze prema bazi podataka PubMed. Baza podataka PKSDB sadrzava 1 stranicu za
pretrazivanje, koja korisniku pruza moguénost da prepozna moguce domene poliketida u
modularnim genskim nakupinama PKS s nepoznatim poliketidnim produktom ili u nedovoljno
dobro opisanoj genskoj nakupini sli¢noj PKS. Vazno je primijetiti da baza podataka PKSDB ne

sadrzava primarne sekvencije DNA, ve¢ isklju¢ivo one primarnih sekvencija proteina (31).
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Slika 7. Shematski prikaz genske nakupine nistatina. Prikaz Web stranice baze podataka

PKSDB.
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2.2.3. Baza podataka Pfam

Baza podataka Pfam (34) je baza podataka koja sadrzava podatke o obiteljima proteinskih
domena. Ova baza sadrZava pregledana viSestruka poravnanja sekvencija smjeStenih u pojedinu
proteinsku obitelj (engl. "protein family"), kao 1 profile skrivenih Markovljevih modela (profili —
HMM) koji se upotrebljavaju pri trazenju domena u novim proteinskim sekvencama. Baza
podataka Pfam sadrzava funkcionalnu anotaciju, literaturne citate i hiperveze (engl. "hyperlinks")

za svaku od obitelji.

Postoje dva viSestruka poravnanja za svaku Pfam obitelj: osnovno poravnanje (engl.
"seed") koje sadrzava razmjerno malen broj reprezentativnih ¢lanova obitelji i rucno je pregledan,
te cjelovito poravnanje (engl. "full") koje sadrzava sve c¢lanove obitelji koji se u bazi mogu
pronaci. Sva poravnanja upotrebljavaju sekvencije preuzete iz baze "pfamseq", koja je skup
proteinskih sekvenci baza Swiss—Prot i SP-TrEMBL bez ponavljanja istih sekvencija (engl.
"non-redundant"). Profil - HMM je izgraden od osnovnog poravnanja upotrebom programskog
paketa HMMER (vidi: poglavlje 2.2.6.), te se upotrebom tako kreiranog profila pretrazuje
"pfamseq" baza sekvencija. Dobivene podudarnosti iznad odredenog praga poravnate su i tvore

cjelovito poravnanje.

U verziji 10.0 baza podataka Pfam sadrzava 6190 obitelji Pfam (35), te ima podudarnost sa
75% sekvencija iz baza podataka Swiss—Prot i TTEMBL. Baza podataka Pfam sadrzava vrlo
tocne opise proteinskih domena. Postoje dva osnovna nacina na koje se ove informacije mogu
pretrazivati: trazenjem informacija o opisanim sekvencijama baze podataka Swiss-Prot, kada je
struktura od prije poznata, ili upotrebom potpuno novih proteinskih sekvencija traze¢i od baze

podataka Pfam da prora¢una mjesta na kojima se pretpostavlja da se domene nalaze.

U slucaju da se upotrebljavaju ustanovljene i opisane sekvencije baza podataka Swiss—
Prot/TrEMBL, potrebno je znati pristupni broj (engl. "accession number"), kojega se unese u
gornje tekstualno polje (Slika 8, zaokruZeno crvenom elipsom). Kao rezultat se dobije struktura
domena proteina koji je bio upotrijebljen kao upit. Kada je upit do sada neistrazena sekvencija
proteina, potrebno je takvu sekvenciju u obliku zapisa FastA upisati kao upit u polje, koje je na

Slici 8, zaokruzeno zelenom elipsom.
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[ SBwrch Plam Resat Exarnple
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Large batch searches

Todo large scale searching against Pfam, you can upload a TEXT file (Mot Word) in FASTA format
This resource is primarily for people who oo not have access to [arge computing Tacilities or personnel to install HMMER Iocally.
emai address: Search type:

Both Global & Fragment Pfam search hdl

Search file against Pfam I[ Reset ]

= Searches larger than 1000 proteins, please split into separate files and upload each one separately.
* Please do not search proteins that are already In Pfarm.

Comments or questions on the site? Send a mail to pfam-help@sanger ac uk ‘
Done Bl

Slika 8. Prikaz Web stranice za pretragu baze podataka Pfam.

2.2.4. Baza podataka PubChem Compound

Servis PubChem (36) pruza informacije u kemijskim strukturama, svojstvima i bioloskim
aktivnostima malih molekula. Organiziran je u tri povezane baze podataka koje se mogu
pretrazivati pomocu sustava za pristup podacima Entrez Nacionalnog centara za biotehnoloske
informacije (NCBI). Te tri baze podataka su: "PubChem_Substance", "PubChem_Compound" i
"PubChem_BioAssay". Baza podataka PubChem_Substance sadrZava vise od 19 miliona zapisa.
Baza podataka PubChem Compound sadrzava vise od 10 miliona jedinstvenih kemijskih

struktura, a baza podataka PubChem_BioAssay sadrzava vise od 500 bioloskih testova.

Bazu podataka PubChem Compound moZe se pretraZzivati pomocu kemisjke strukture
(Slika 9). Kemijska se struktura moZe nacrtati ili se moze izraziti u obliku izomerickog zapisa
SMILES (akronim za "Simplified Molecular Input Line Entry System"; 37). Takav nacin

pretrazivanja pruza mogucnost da se pronadu sve pocetne 1 produzne gradevne jedinice poliketida

14



1 peptida. Kemijske strukture pocetnih i produznih gradevnih jedinica mogu se pronac¢i kao
zasebne kemijske strukture, ili kao dijelovi sloZenijih kemijskih struktura iz kojih se zatim mogu

izvesti u obliku izomerickih zapisa SMILES.

> Oy PubClhem
> NCBI O ompound
All Databaszes FubMed Mucleotide Frotein Genome Structure

|@’ Clear]

Search|F'uhChem Compound V|for

f Lirnits T Previewsindex T History T Cliphoard T Details ]

About Entrez Query Examples:
Entrez Help

ext Searches
Search PubChern

Compound by EEE

PubChem Compound 1D 2244[CID] or 2244[UID]

Help [ FAG Substance ID 3232[SID]
BioAssay ID B7[all
Molecule Mame/Synonym  tylenol or tylenol[synonym]
Synonym methotrexate[svnonym]
Maolecule Mame "3'-4zido-3'-deoxy thymidine”
Molecular Weight 100: 2000 kW

You can find more information about PubChem Indexes and Filters,

Chemical Property Range Searches

Slika 9. Prikaz Web stranice za pretragu baze podataka PubChem Compound.

2.2.5. Bioinformaticki program BLAST

Neposredan rezultat molekularne evolucije jesu sekvencije bioloskih makromolekula.
Slicnost u strukturi sekvencija (sli¢an slijed nukleinskih baza ili aminokiselina), a samim time i u
funkciji molekula, moze se vidjeti u sekvencijama koje dijele zajedni¢kog pretka. Usporedi li se
nova, nepoznata, sekvencija (dobivena sekvenciranjem genoma) s bazom podataka dobro
opisanih (anotiranih) sekvencija, moguce joj je predvidjeti bioloSku strukturu. Samim time,
moguce joj je predvidjeti i funkciju. Kako je u kasnim '70-ima poceo rasti broj dostupnih

sekvencija DNA i proteina, raslo je i zanimanje za razvojem ra¢unalnih programa za analizu istih.
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Prvotne su metode upotrebljavale grubu usporedbu (poravnanje) i nisu mogle odrediti sli¢nost
izmedu sekvencija koje sadrzavaju dijelove koji se ne poklapaju, ili koje sadrzavaju insercije 1
delecije. Takoder je bilo tesko pronaéi poravnanja sekvencija koje nisu dovoljno srodne ili su vrlo

dugacke (38).

Prilikom traZenja slicnosti u sekvencijama DNA ili proteina, standardno programiranje bi
zbog koli¢ine podataka oduzimalo previSe vremena, te ne bi dalo statisticki znacajne rezultate.
Zbog toga se upotrebljava dinamiCko programiranje. Dinami¢ko programiranje je racunska
metoda koja se upotrebljava za poravnanje dviju sekvencija aminokiselina ili parova nukleotida,
te daje optimalno poravnanje dviju ili viSe sekvencija. Poravnanje se vr§i usporedivanjem svakog
para sli¢nih slova u sekvenciji i dodjeljivanjem bodova svakoj takvoj usporedbi. Pritom se u obzir
uzimaju 1 identinosti, sli¢nosti, te praznine i razli¢itosti, tako da se svakoj od tih usporedbi
dodjeljuje razli¢it broj bodova. Nakon toga se bodovi zbrajaju, te se u obzir uzima ono
poravnanje koje je dobilo statisticki najve¢i broj bodova. Ova je metoda dovoljno pouzdana da
biolozima moze dati korisne informacije o odnosima izmedu sekvencija. Te su informacije vazne
za stvaranje funkcionalnih, strukturalnih i evolucijskih predvidanja vezanih uz molekule DNA ili

proteina (39).

Najces¢e upotrebljavane inacice dinamic¢kog programiranja su globalno 1 lokalno
poravnanje. Do obje inaCice se dolazi jednostavnim promjenama u osnovnim dinamicki
programiranim algoritmima. Programi za globalno poravnanje vrse poravnanja duz cijele duljine
sekvencija i1 temelje se na algoritmu Needleman-Wunsch (40). Prilikom pronalazenja najboljeg
poravnanja, algoritam pokuSava obuhvatiti Sto vece dijelove sekvencija, pocevsi od krajnje
lijevog kraja do krajnje desnog kraja sekvencija. Ustanovljeno je, medutim, da su bioloski
najvazniji dijelovi u sekvencijama DNA 1 proteina oni koji se nalaze u specificnim dijelovima, te
koji se gotovo potpuno poklapaju. Takoder je ustanovljeno da ostali dijelovi (koji ne pokazuju
dovoljnu sli¢nost) nisu od vaznosti, te da su insercije i delecije vrlo Cesta evolucijska promjena.
Zbog toga je razvijen novi algoritam, algoritam Smith-Waterman (41) (inadica algoritma
Needleman-Wunsch). Programi za lokalno poravnanje upotrebljavaju algoritam Smith-Waterman
1 usporeduju samo male, lokalne dijelove obiju sekvencija prilikom pronalazenja lokalnih
poravnanja izmedu dviju sekvencija. Rezultat takvog poravnanja su lokalne sli¢nosti medu
sekvencijama. U praksi se ¢eS¢e upotrebljava algoritam Smith-Waterman jer stvarne bioloske
sekvencije ¢esto ne pokazuju medusobnu sli¢nost uzduz cjelovitih duzina ve¢ samo na kratkim,

lokaliziranim, dijelovima.
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Preciznost poravnavanja, koju nam pruzaju algoritmi dinami¢kog programiranja, u
suprotnosti je s brzinom rada. Veli¢ina i opseg baza podataka ne dopusta da se, u danaSnje
vrijeme, upotrebljavaju spore metode. Zbog toga su razvijene, alternativne, brze metode koje
upotrebljavaju drugacije algoritme. Takvi novi programi se =zasnivaju na heuristickim
algoritmima. Pritom je program, dobivsi na brzini, izgubio na preciznosti. Naj¢eS¢e upotrebljavan
program jest racunalni program BLAST (eng. "Basic Local Alignment Search Tool"). Program
BLAST je prosjecno pedeset puta brzi od algoritma dinami¢kog programiranja. Algoritam koji se
upotrebljava u programu BLAST se temelji na statistiCkim metodama koje su razvili Altschul i
suradnici (42). Nepoznatu sekvenciju upit (eng. "query") program BLAST usporeduje, tj.
poravnava, sa svakom sekvencijom koja se nalazi u bazi podataka sekvencija DNA ili proteina.
Tijekom usporedbe program BLAST trazi dijelove sekvencija, tzv. rijeci, koji pokazuju najveéi
stupanj sli¢nosti. Svaka rije¢ predstavlja minimalni dio DNA ili proteina (11 za DNA, 3 za
proteine), koji je potreban da se dobije broj rijeci koji je dovoljno velik da se prihvati kao
znacajan, ali ne toliko velik da bi se previdjeli neki kratki, ali znacajni dijelovi. Kao rezultat, iz
baze se podataka izdvajaju one sekvencije koje sadrzavaju dio DNA ili proteina dovoljno sli¢an
nepoznatoj sekvenciji da bi se smatrao statisti¢ki znac¢ajnim. Tijekom poravnavanja, za bodovanje
slicnosti izmedu sekvencija program BLAST upotrebljava jednu od matrica za bodovanje (npr.
BLOSUMS®62 ili PAM250). Matrica PAM250 se temelji na evolucijskom modelu promjene
proteina, dok se matrica BLOSSUMG62 upotrebljava za identifikaciju ¢lanova iste porodice (38).

Algoritam obavlja analizu u nekoliko osnovnih stupnjeva. Program prvo uklanja dijelove
niske sloZenosti, koje nisu znacajne, i stvara listu rije¢i. Nakon toga se za svaku rije¢ odreduje
bodovna vrijednost (ovisno o odabranoj matrici), te se odreduje T vrijednost (eng. "T Value"). T
vrijednost predstavlja minimalnu bodovnu vrijednost potrebnu da bi se ustanovila sli¢nost. Nakon
toga, algoritam trazi u sekvencijama iste duzine, tj. dijelove sastavljene od mnogo rijeci, koji
(poravnani bez praznina) daju najbolji rezultat. Takva se lokalna poravnanja nazivaju parovi s
najveé¢im brojem bodova (eng. "High-Scoring Pairs"; HSP). U slijede¢em se stupnju svaki HSP,
koji prelazi rezultat S (empirijski odredena statisticka vrijednost), prosiruje, te se dopusta
uvodenje praznina (ne viSe od jednog proSirenja na pedeset sekvencija iz baze podataka). Svako
uvodenje praznina se boduje negativno (eng. "penalty score"). Konacni cilj je pronalazenje
poravnanja, bilo ono sa ili bez praznina, s maksimalnim rezultatom S (eng. "score"). I na kraju, u
zadnjem stupnju algoritam procjenjuje statisticki znacaj dobivenog maksimalnog rezultata. Ako
ocjeni da je znacCajan, sekvencija iz baze podataka biti ¢e izabrana i prikazana na listi koju se

dobije kao izvjesce (39). Danas postoje mnoge verzije racunalnog programa BLAST, no najcesce
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se upotrebljavaju "blastn" (specijaliziran za poravnanje sekvencija DNA), "blastp" (specijaliziran
za poravnanje sekvencija proteina) i "blast2" (specijaliziran za neposrednu usporedba dviju

sekvencija).

2.2.6. Bioinformatic¢ki programski paket HMMER

Skriveni Markovljev model (HMM) je statisticki model gdje se za sustav koji se modelira
pretpostavlja da je Markovljev proces s nepoznatim parametrima. Pri izradi modela HMM
potrebno je odrediti skrivene parametre. Na taj se nacin izradeni model i njegovi parametri mogu
upotrijebiti za provodenje daljnjih analiza, primjerice za prepoznavanje uzoraka. U uobicajenom
modelu HMM stanje je neposredno vidljivo promatracu, te su zbog toga vjerojatnosti prelaska iz
jednog stanja u drugo jedini parametri koji se promatraju. U skrivenom modelu HMM stanje nije
izri¢ito vidljivo, ali su varijable na koje stanje utjece vidljive. Svako stanje ima distribuciju
vjerojatnosti preko moguceg izlaznog rezultata (engl. "output"). Zbog toga sekvencije
reprezentativnih rezultata, koji su generirani modelom HMM, daju informacije o prijelazu stanja.
Modeli HMM su posebno poznati u prepoznavanju vremenski promjenjivih uzoraka (engl.
"temporal pattern recognition") kao Sto je govor, rukopis i prepoznavanje gesti. Posebnu

primjenu imaju u bioinformatici u analizi linearnih sekvencija aminokiselina.

Krogh 1 suradnici (43) su uveli arhitekturu modela HMM koja je bila prilagodena za
prikazivanje profila viSestrukih poravnanja (engl. "multiple alignments"). Za svaki istozna¢ni
stupac (engl. "consensus") viSestrukog poravnanja odgovarajuce stanje (engl. "match") opisuje
distribuciju aminokiselina koje su dopustene u stupcu. Stanja umetanja (engl. "insert") 1 brisanja
(engl. "delete") u svakom stupcu omogucavaju uvodenje jedne ili viSe aminokiseline izmedu tog 1
slijedeceg stupca ili brisanje odredene aminokiseline. Postoji i modificirani profil-HMM ¢ija se
arhitektura naziva Plan 7 (Slika 10). Ona je neSto sloZenija od originalne arhitekture profila—
HMM koju su prvi upotrijebili Krogh i suradnici (43). SuStina profila-HMM je linearni niz
pogodaka (engl. "match states" — M), po jedan za istoznacni (engl. "consensus") stupac u
viSestrukom poravnanju. Svako stanje M se poravnava s jednom aminokiselinom, s vjerojatnosé¢u
koja je odredena ucestalo$¢u da su aminokiseline bile prisutne u odredenom stupcu visestrukog
poravnanja. Svako stanje pogotka, dakle, sadrzava vektor od 20 vjerojatnosti, za 20
aminokiselina. Profi-HMM moze modelirati poravnanja koja sadrzavaju praznine, kao $to su
umetanja (engl. "insert" — I) 1 delecije (engl. "delete" — D), $to raCunalnom programu omogucuje

da opiSe potpuno konzerviranu domenu, a ne samo mali motiv bez praznina. Programski paket
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HMMER poznaje skupinu od tri stanja (M/D/I) na istom poloZaju u poravnanju istoznacnog
slijeda (engl. "consensus sequence"), takozvani ¢vor (engl. "node"). Ova stanja su medusobno
povezana sa strelicama koje se nazivaju vjerojatnosti prelaska stanja (engl. "state transition
probabbilities"). Model zapoc€inje i zavrSava s ne-emitiraju¢im stanjima B (engl. "beginning" —
pocetak) 1 E (engl. "end" — kraj). Ovaj osnovni odjeljak modela Plan 7, koji se sastoji od ¢vorova

M, D, i I omedenim stanjima B i E, je u osnovi model Krogh/Haussler (43).

Slika 10. Arhitektura modela Plan 7: Kvadrati prikazuju stanja pogotka (engl. "match states")
koja modeliraju istoznacne pozicije u poravnanju. Rombovi prikazuju pozicije
umetanja (engl. "insert states") koje modeliraju umetanja prema istoznacnom
poravnanju (engl. "consensus sequence") 1 posebna nasumicna stanja koja emitiraju
sekvencije. Krugovi prikazuju stanja nedostatka (engl. "delete states") koja modeliraju
delecije u odnosu na istozna¢no poravnanje, te posebna stanja koja oznacuju pocetak ili

kraj. Strelice pokazuju prijelaze stanja (engl. "state transitions").

Za razliku od originalnog modela Krogh/Haussler, model Plan 7 nema prelaska D—I 1
[—-D. Ostala stanja jesu: S — pocetno stanje (engl. "Start state"), N — amino — terminalno stanje
neporavnate sekvence (engl. N — "terminal unaligned sequence state"), C — karboksi — terminalno
stanje neporavnate sekvencije (engl. C — "terminal unaligned sequence state") i J — povezani
segment neporavnatog stanja sekvencija. Ova se stanja nazivaju posebna stanja (engl. "special
states"), te u kombinaciji s posebnim vjerojatnostima ulaska B i izlaska E kontroliraju svojstva

modela koja nisu ovisna o algoritmu.
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Budu¢i da je nacin poravnanja u arhitekturi modela Plan 7 odreden konfiguracijom modela
HMM, a ne algoritmom koji pretrazuje, stil poravnanja se odabire upotrebom opcija kada se gradi

model, a ne kada se pretrazuje sekvencija.

Postoji nekoliko dostupnih racunalnih paketa u koje su implementirani profili-HMM a
temeljeni na arhitekturi modela Plan 7. Jedan od takvih je programski paket HMMER. Postoji
devet programa koji su sastavni dio programskog paketa HMMER: hmmalign - poravnava
sekvencije prema postojecem modelu, hmmbuild - gradi model iz viSestrukog poravnanja
sekvencija, hmmecalibrate - uzima HMM 1 empirijski odreduje parametre koji se koriste da bi se
pretrage napravile osjetljivima proracunavaju¢i ocekivane vrijednosti (engl. "e — values"),
hmmconvert - prevodi datoteku modela u razli¢ite oblike zapisa, hmmemit - prikazuje
sekvencije s odredenom vjerojatnoSc¢u iz profila HMM, hmmfetch - izdvaja jedan model iz baze
podataka HMM, hmmindex - indeksira bazu podataka HMM, hmmpfam - pretrazuje bazu
sekvencija potencijalnim pogocima prema modelu kojim pretrazuje i hmmsearch - pretrazuje
sekvenciju potencijalnim pogocima prema modelu kojim pretrazuje. Postoje dvije velike zbirke
dostupnih profila—-HMM: baza podataka Pfam (35) te baza podataka PROSITE (44). U bazi
podataka Pfam upotrijebljen je programski paket HMMER za izgradnju modela obitelji Pfam. Za

svaku obitelj Pfam dostupni su odredeni podaci:

e Osnovno poravnanje (engl. "seed alignment"); ru¢no pregledano viSestruko poravnanje koje
predstavlja danu obitelj. Model HMM, koji je proizasao iz osnovnog poravnanja, moze biti
upotrebljen za pronalazenje novih domena kao clanova obitelji. Ovakav je model moguce
upotrijebiti za pretrazivanje skupa znacajnih sekvencija. Jedan model HMM je u obliku Is
(globalno), drugi je u obliku fs (lokalno),

e Potpuno poravnanje (engl. "full alignment"); automatsko poravnanje svih domena prisutnih
u bazi podataka za ¢ije su pretrazivanje upotrebljena dva modela HMM (Is i fs),

e Anotacija sadrzava kratak opis domene, poveznice prema drugim bazama podatka i neke
specificne podatke za bazu podataka Pfam, koji biljeze nadin na koji je opisana obitel]
konstruirana,

e Distribucija vrsta iz kojih su poravnate domene potekle,

¢ Arhitektura proteinskih domena,

e Poznate proteinske strukture, i

e Poveznice s drugim bazama podataka.
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2.2.7. Kemoinformati¢ki program ChemAxon

Kemoinformatic¢ki program ChemAxon jest specijalizirani program koji pruza mogucnost
programiranja racunalnim jezikom Java i primjenu programa za uredivanje i1 prikazivanje
kemijskih struktura, makromolekula i kemijskih reakcija. Najznac€ajniji korisnici ovog programa
jesu farmaceutske, agrokemijske i biotehnoloske kompanije, kao i akademske istrazivacke grupe

koje zele integrirati kemoinformatiku u svoja istrazivanja (45).

L ﬂ'ﬂmﬂ

Slika 11. Graficki prikaz razli¢itth alata za analiza kemijskih struktuta koje pruza

kemoinformaticki program ChemAxon.

Kemoinformaticki alati programa ChemAxon jesu: (1) alat Marvinovi appleti (engl.
"Marvin Applets": "MarvinSketch", "MarvinView" i "MarvinSpace") za uredivanje i prikazivanje
kemijskih struktura, makromolekula i kemijskih reakcija; (2) alat dodaci kalkulatou (engl.
"Calculator Plugins") za pretrazivanje kemijskih struktura i reakcija razlicitih svojstava; (3) alat
"JChem Base" za pretrazivanje i rukovanje kemijskim bazama podataka; (4) alat za brzu
aplikacija "Instant JChem" za osobno rafunalo radi lokalnog 1 udaljenog upravljanja,

pretrazivanja i predvidanja struktura u kemijskim bazama podataka; (5) modul "JChem" za
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ukljucivanje podataka u bazu podataka Oracle; (6) alat za standardizaciju (engl. "Standardizer"),
tj. za pretvorbu kemijskih struktura iz razli€itih izvora; (7) reaktor za preobrazbu kemijskih
struktura; (8) alat "Screen" za pretrazivanja farmakofora i pretrazivanja temeljenih na kemijskim
strukturama; (9) alat "JKlustor" za analize raznolikosti rasporedivanjem u pojedinacne razrede, i
(10) alat "Fragmenter" za raS¢lanjivanje kemijskih struktura na dijelova i tzv. R-grupe (Slika 11)

(45).

Kemoinformati¢ki program ChemAxon pruza moguénost da se kemijska struktura
molekule, izraZzene u obliku izomerickih zapisa SMILES (37), iscrta u dvodimenzionalnom (2D)

ili trodimenzionalnom (3D) obliku (Slika 12) (45).

Pocetna gradevna jedinica
imunosupresora rapamicina —> (C1CCC(0)C(0)C1) —>
cikloheksan-1,2-diol

ProduZna gradevna jedinica
imunosupresora rapamicina —> C[C@@H](O)
(2R)-2-hidroksietil

Slika 12. Graficki prikaz pocetne i produzne gradevne jedinice poliketidnog imunosupresora

rapamicina iscrtanih pomoc¢u kemoinformati¢kog programa ChemAxon.

2.3. Programski jezici i informaticki alati

Posljednjih nekoliko desetljeca informaticka je tehnologija dozivjela nagli razvoj te je
danasnje moderno djelovanje Covjeka gotovo nemoguce zamisliti bez pomoc¢i njenih brojnih
programskih jezika i informatickih alata. Programski su jezici 1 informaticki alati toliko brojni da

su u ovom poglavlju opisani smo oni upotrijebljeni u izradi ovog diplomskoga rada.
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2.3.1. Projekt BioSQL

Projekt BioSQL (46) ima za zadacu izgraditi shemu baze podataka namijenjenu pohrani
slozenih bioloskih podataka. Dio je standarda OBDA (46) koju je razvio Open Bioinformatics
Foundation. Nastao je kao suradnja izmedu projekata BioPerl, BioPython, BioJava i BioRuby s
ciljem da bi se na standardan na¢in mogli pohranjivati i preuzimati slozeni bioloski podaci. Tako
npr. Perl upotrebljava Perl DBI, a Java upotrebljava JDBC biblioteku (engl. "Java Database

Connectivity") za pristup istoj bazi podataka izgradenoj sa shemom BioSQL.

U shemu BioSQL se mogu pohranjivati bioloSke sekvencije i anotacije iz razlicitih izvora
kao Sto su GeneBank ili Swissprot. Shema BioSQL trenutno podrzava tri razli¢ita sustava za
upravljanje bazama podataka DMBS (engl. "Data Base Management System"): MySQL,
PostgreSQL 1 Oracle. Uz male izmjene moze podrzavati 1 ostale sustave za upravljanje bazama
podataka. Shema BioSQL (verzija 1.5; 46) sadrZzava 28 tablica. U te se tablice mogu pohranjivati
gotovo svi bioloski podaci od sekvencija, anotacija, filogenetskih stabla, bibliografskih podataka,
komentara, poveznica na razliCite baze podataka i druge. Najnovija verzija sheme se moze
preuzeti sa repozitorija CVS (engl. "Concurrent Versioning System"), to jest s adrese dostupne na

ovoj Web stranici (46).

2.3.2. Sustav za upravljanje bazama podataka PostgreSQL

Racunalni program PostgreSQL (47) je objektno-relacijski sustav za upravljanje bazama
podataka. Taj se program aktivno razvija ve¢ 15 godina, i izdaje se uz jednu od najslobodnijih
licenci BSD (48). Racunalni program PostgreSQL je otvorenoga koda i moze se slobodno
dogradivati, mijenjati pa cak i1 prodavati Sto dopusta licenca BSD. Program je dostupan za vise
platformi kao $to su: Linux, Unix (UNIX AIX, BSD, HP-UX, SGI IRIX, Mac OS X, Solaris,
Tru64) i Windows. Uskladen je sa standardima ANSI SQL92 (engl. "American National
Standards Institute"; 49) 1 SQL99. Mogucnosti, kao §to su transakcije, nasljedivanje tablica
(objektne osobine), automatski postupci za pozivanje procedura (engl. "trigger"), funkcije 1
pohranjene procedure (engl. "stored procedures"), svrstavaju racunalni program PostgreSQL u
naprednije sustave. On predstavlja izvrsnu zamjenu za skupe komercijalne sustave za upravljanje
bazama podataka poput Oracle ili Microsoft SQL Server. Racunalni program PostgreSQL

podrzava velike koli¢ine podataka, Sto vidljivo iz Tablice 1.
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Tablica 1. Mogu¢nosti racunalnog programa PostgreSQL s obzirom na koli¢inu podataka.

Ogranicenje Velicina
Maksimalna veli¢ina baze Neograni¢eno
Maksimalna veli¢ina tablice 32 TB
Maksimalna veli¢ina redova 1.6 TB
Maksimalna veli¢ina polja 1 GB
Maksimalni broj redova po tablici Neograni¢eno
Maksimalni broj kolona po tablici 250 - 1600 ovisno o tipu kolone
Maksimalni broj registara po tablici Neograni¢eno

lako se za administriranje i rad s programom PostgreSQL mozZe upotrebljavati racunalni
jezik SQL, u tu se svrhu najceS¢e upotrebljava program pgAdmin (verzija 3.; 50). Program
pgAdmin ima graficko sucelje (Slika 13) i moze se pokretati na skoro svim platformama kao i
sam program PostgreSQL. Program pgAdmin pruza mogucénost da se na vidljiv nacin
jednostavno izvrSavaju radnje kao Sto su to: kreiranje baza i tablica, pregledavanje podataka iz
baze, mijenjanje postavke baze, administracija korisnika baze, pisanje i uredivanje koda SQL itd.

Program pgAdmin je takoder otvorenoga kdda.

2.3.3. Racunalni jezik SQL

Racunalni jezik SQL (engl. "Structured Query Language") je jezik za postavljanje upita. To
je standardni jezik za izradu, pronalaZenje, izmjenu i brisanje podataka iz relacijskih baza
podataka. Racunalni jezik SQL je tijekom vremena standardiziran standardima ANSI SQL 89
(SQL1), ANSI SQL 92 (SQL2) i ANSI SQL 99 (SQL3) (49). Gotovo svaki relacijski sustav
DBMS podrzava racunalni jezik SQL 1 vrlo ga Cesto prosiruje svojim funkcijama i naredbama.
lako je raCunalni jezik SQL namijenjen za krajnje korisnike, Cesto se upotrebljava od strane
programa koji krajnjim korisnicima pruZa jednostavnije korisni¢ko sucelje. Standardnim
naredbama racunalnog jezika SQL, kao Sto su to: izaberi (engl. "select"), ulozi (engl. "insert"),

azuriraj (engl. "update"), izbrisi (engl. "delete"), kreiraj (engl. "create") i odbaci (engl. "drop"), te
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kombinacije istih, mogu se obaviti gotovo sve akcije koje su potrebne za upravljanje podacima u

bazi podataka.

RS
Fle Edit Tools Display Help
s 2B EHEBE A 2 @
I‘g/ =2 | £ Z,éil [§| @ = IE=ST | ’ g ?
—
= servers (2) = || Property | Yalue
—=— [ PSE1 (local.s PGSAL.5432) = MName tpow_country
*lEI_:] Datahases (2) = Qb 20458
[ postgres = Owner postgres
= =| ACL
=[] tpow i . ! ‘
= Primary kay <no primary key=
% Casts (0) =) Rows (estimated) 52
& Languages (1) =| Rows (counted) 9z
& Schemas (1) = Inherits tahles Mo
public = Inherited tables count 0
_ Aggregates (0) =| Has OIDs? Mo
2 Conversions (1) = System tahle? Mo
) Domains (©) = Comment
% Functions (0 * [ | halled
I Trigger Functions (0} Properties | Statistics | Depends on | Referenced by
" Procedures (0) E - Table: tpow_country
"% Operators (0
bl O - DROP TABLE tpcw_country:
@ Operatar Classes (0)
#—% Sequences (3) ((ZREATE TABLE tpcw_country
=3 Tahles (4) co_id int4,
co_name varchar(50),
[ tpew_address co_exchange numeric (12,6),
co_currency varchar(18)
)
E tpow_customer lwrTHoUT o1DS:
E]tpcw_item ALTER TABLE tpcw_country OWNER TO postgres:
5 Wiews ()
L% Replication (0
|- Tablespaces (2)
4 Group Raoles (0)
L@— Login Raoles (3) i
L[ win3z (192.168.0.2:5432) :
* T [ e T -
|F-:efreshing Tahle... Done. 0.09secs 7

Slika 13. Prikaz grafickog sucelja programa pgAdmin.

Kombinacije naredbi, naprednije jezicne konstrukcije, pruZzaju mogucnost razvrstavanja
podataka po nekom Kkriteriju, aritmeticke operacije nad podacima, definiranja pogleda (engl.
"view") izvedenih iz postojecih relacijskih tablica, kontrolu transakcije (naredbe zapocni, izvrsi 1
povratak na prethodno stanje engl. "begin", "commit" i "rollback"), definiranje prava pristupa

(naredbe dozvoli 1 ponisSti engl. "grant" 1 "revoke") i drugo. Racunalni jezik SQL pruza
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mogucénost za izvrSavanje i1 najkompliciranijih zadataka. Sve su naredba opisnog tipa preuzete iz

govornog engleskog jezika.

2.3.4. Racunalni jezik Java

Racunalni jezik Java je opée namjenski, objektno orijentirani, programski jezik. Razvija ga
tvrtka Sun Microsystems (51) od 1995. godine. Racunalni jezik Java je srodnan racunalnom
jeziku C++, koji je neposredan potomak racunalnog jezika C. Veci dio osobina racunalnog jezika
Java naslijeden je od ova dva jezika. Za razliku od nekih drugih programskih jezika, izvorni se
kdd racunalnog jezika Java prevodi u specijalni "bytecode" i tek tokom pokretanja programa taj
se kod prevodi u strojni kod. Specijalni kod "bytecode" je optimalan skup instrukcija, koje u
trenutku pokretanja programa prevodi Javina virtualna "masina" JVM (engl. "Java Virtual
Machine"). Programi napisani raCunalnim jezikom Java se pokrecu samo pomocu virtualne
masine JVM. Zbog toga je moguce da se isti kdd izvrSava na razli€itim operativnim sustavima
kao npr. Windows, Linux, Unix, Mac OS, mobilni uredaji, odnosno na svakoj platformi za koju

postoji virtualna masina JVM. To je moguce bez potrebe za ponovnim prevodenjem programa.

Za pokretanje programa pisanih racunalnim jezikom Java, potrebno je na korisnickom
racunalu instalirati programski paket JRE (engl. "Java Runtime Editon"). To je programski paket

koji pokreée programe Java. Takav nacin pokretanja programa ima vise prednosti:

e prenosivost: programi pisani na jednoj platformi mogu se izvrSavati na drugim platformama
Sto omogucuje virtualna masina JVM. Vecinu razlika raznih platformi svodi na jedinstveno
programsko sucelje API (engl. "aplication programming interface"),

e sigurnost: programi se izvrSavaju unutar unaprijed odredenog djela radne memorije
dodijeljenog od strane virtualne masine JVM. Na taj nacin program ne moze vidjeti
memorijski prostor koji mu nije dostupan. Isto tako, virtualna maSina JVM provjerava
,Lbytecode“ prije izvrSavanja. Osim toga, virtualna masSina JVM osigurava sigurno
izvrSavanje koda koji se pokrece na udaljenim racunalima,

e jednostavnost: kao Sto se virtualna maSina JVM brine da omogu¢i potrebnu memoriju za
izvr§avanje programa, tako se brine 1 da oslobodi memoriju koju su zauzeli objekti Java,
vanjski resursi kao skupovi znakova 1 simbola, boje 1ili slike. To olakSava samo

programiranje jer programer o tome ne mora brinuti. O tome brine virtualna masina JVM
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tijekom izvrSavanja programa, i
e optimizacija kéda: virtualna maSina JVM upotrebljava razli¢ite tehnike optimizacije kdda

prije izvrSavanja programa.

Na Web stranicama tvrtke Sun (51) moze se besplatno preuzeti programski paket JRE.
Instalirani programski paket JRE sadrzava virtualnu masinu JVM 1 skup manjih programa da bi

korisnik mogao pokretati programe pisane u ra¢unalnom jeziku Java.

Racunalni jezik Java sastoji se od tri temeljne tehnologije: (1) tehnologija Java ME (engl.
"Micro Edition") namijenjenu mobilnim uredajima, (2) tehnologija Java SE (engl. "Standard
Editor") namijenjenu za aplikacije klijenta i posluZitelja, te (3) tehnologija Java EE (engl.
"Enterprise Edition") namijenjenu za prenosive posluziteljske aplikacije koje ucinkovito
upotrebljavaju racunalnim sustavima s vise procesora. U ovom je radu za izradu Web stranica
upotrijebljena tehnologija Java "Standard Edition" 5.0 (51) i dodaci "Java Servleti" i "Java Server
Pages" (JSP). Kao "servlet kontejner" je upotrijebljen "Apache Tomcat" (52). Od ostalih
tehnologija, upotrijebljena je tehnologija "Hibernate" (53).

Tehnologija Hibernate je vrlo mo¢na objektno/relacijska tehnologija koja povezuje objekte
Java s relacijskim tablicama baze podataka. Ona prosiruje racunalni jezik SQL u racunalni jezik
HQL (engl. "hibernate query language") koji ima viSe objektnih svojstava. Samo je povezivanje
izvedeno na taj nain da se izradi konfiguracijska datoteka XML koja odreduje koje "klase"
racunalnog jezika Java treba prenijeti u koje relacijske tablice. Na koji nacin i koje varijable istih
klasa odgovaraju kojim poljima u bazi podataka, te kojega su tipa. Tehnologija Hibernate
podrzava sve osnovne "tipove" objektno orijentiranog racunalnog jezika Java, kao i skupove,
nizove 1 tipove koje odreduju korisnici. Svi tipovi se automatski pretvaraju u tipove SQL, i
obrnuto. Velika prednost programiranja s tehnologijom Hibernate je, nasuprot ¢istom pristupu
biblioteke JDBC, §to tehnologija Hibernate izvana radi na transparentan nacin prema odredenoj
bazi podataka, odnosno, na gotovo jednak nacin se upotrebljava sa svakom bazom podataka. Da
bi tehnologija Hibernate mogla koristiti specificnosti odredene baze podataka, upotrebljava se
specifi¢an dijalekt Hibernate, koji je zapravo jedna od klasa racunalnog jezika Java. Za ra¢unalni
program PostgreSQL potrebno je, u konfiguracijskoj datoteci, odrediti da upotrebljava dijalekt
PostgreSQL. Program se moZe znaajno ubrzati upotrebljavajuéi primarni i sekundarni "cache"

Hibernate.
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Biblioteka DWR (engl. "Direct Web Remoting"; 54) je biblioteka otvorenoga koda koja
pruza moguénost komunikacije izmedu racunalnog jezika JavaScript, iz Internet pretrazivaca, s
racunalnim jezikom Java na posluzitelju (Slika 14). Za to se upotrebljava popularna metoda
AJAX (engl. "Asynchronous JavaScript and XML"). Princip rada biblioteke DWR se temelji na
udaljenom pozivanju metoda objekata Java na posluzitelju iz objekata JavaScript u Web
pregledniku. Biblioteka DWR dinamicki kreira klase JavaScript koje odgovaraju klasama Java na

posluzitelju.

HTML / Javascript Java

function eventHandben|]

I AjaxService.gelOptions] populatelist);
¥ public class AjaxService

d
i
@ pubdic String[] getDptions()
{

reburn new String[] € “1°, 2%, "3" W
Tunction populatelist|data)

}
1-
W RLEIL.addOptions| "listid®, data); DWR }

;|
3

Slika 14. Graficki prikaz rada biblioteke DWR. Na posluzitelju su objekti Java vidljivi iz
objekata JavaScript u Web pregledniku. Princip rada je slican poznatoj Java

tehnologiji RMI (engl. "Remote Method Invocation").

Na samom se pocetku mora odrediti koji se objekti i koje metode mogu pozivati iz Web
preglednika. Odredivanje se vrSi u specifi¢noj konfiguracijskoj datoteci XML, "dwr.xml", na
posluzitelju 1 postavlja se u standardni direktorij WEB-INF. U standardnoj servlet
konfiguracijskoj datoteci "web.xml" odreduje se servlet biblioteke DWR koji ¢e rukovati svim
pozivima iz Web preglednika. Servlet biblioteke DWR se poziva i za odredivanje klasa

JavaScript, kao 1 za razmjenu podataka s posluziteljem, odnosno udaljenim pozivanjem metoda.
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Svi pozivi prema posluZitelju su asinkroni §to i slijedi iz definicije metode AJAX. Nasuprot tome,
oblik podataka koji se razmjenjuju izmedu Web preglednika i posluzitelja nije oblik zapisa XML
ve¢ oblik zapisa JSON (engl. "JavaScript Object Notation"). Oblik zapisa JSON se upotrebljava
jer ima nekoliko prednosti naspram oblika zapisa XML. Oblik zapisa JSON je puno jednostavniji
od oblika zapisa XML. Podaci spremljeni u obliku zapisa JSON su manji nego isti spremljeni u
obliku zapisa XML. Budu¢i da je oblik zapisa JSON prirodni oblik ra¢unalnog jezika JavaScript,
nije ga potrebno posebno rasc¢lanjivati (engl. "parse"). Prevodilac racunalnog jezika JavaScript u

Web pregledniku ga odmah moze izvr$avati ¢ime se dobije na brzini izvodenja.

2.3.5. Racunalni jezik JavaScript

Racunalni jezik JavaScript (55) je skriptni programski jezik, koji se izvrSava u Web
pregledniku (na strani korisnika). Razvijen je da bude sli¢an racunalnom jeziku Java, da bi bio
laks$i za upotrebu. Medutim, racunalni jezik JavaScript nije objektno orijentirani jezik kao §to je
to raCunalni jezik Java. On se temelji na prototipu i tu prestaje svaka veza sa programskim
jezikom Java. Razvila ga je tvrtka Netscape (56) 1996. godine i ukljucen je u Web preglednik
"Netscape Navigator" 2.0 (NN). Racunalni jezik JavaScript je implementacija standarda
"ECMAScript" 1 primarno se upotrebljava unutar Web stranica na strani korisnika u Web
pregledniku. Taj jezik omogucuje rukovanje kddom HTML, modelom DOM (engl. "Dokument
Object Model") i kddom CSS (engl. "Cascading Style Sheets"), Sto se tada zajednickim imenom
naziva DHTML (engl. "Dynamic HTML").

Prilikom poziva Web stranice, posluzitelj Salje korisniku (odnosno Web pregledniku)
izvorni kéd racunalnog jezika JavaScript zajedno sa kodovima HTML i CSS. Pored toga, mogu
se slati slike, "flash" sadrzaji 1 Java appleti. Nakon §to je Web preglednik obradio tekstove
HTML i CSS, zapoc€inje prevoditi izvorni kdd racunalnog jezika JavaScript i odmah ga izvrSava.
Racunalni jezik JavaScript se naj¢esce upotrebljava za provjeravanje podataka iz Web formulara,
stvaranje vizualnih efekata, a u novije vrijeme za neposrednu komunikaciju s programom na
posluzitelju s kojega je preuzet cjelovit kod racunalnog jezika JavaScript. Racunalni jezik
JavaScript metodom AJAX (engl. "Asynchronous JavaScript and XML") omogucuje Web
stranicama da asinkrono komuniciraju s programom na posluzitelju. To ¢ini Web aplikaciju vise

interaktivnom i lakSom za upotrebu.
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Jedan od problema s koji se danas programeri susre¢u jest Cinjenica da svaki Web
preglednik ima razli¢itu implementaciju raCunalnog jezika JavaScript. Program JavaScript koji
dobro radi na jednom Web pregledniku najéesée ne radi na drugim Web preglednicima. Stoga je
odlu¢eno da se generi¢ki racunalni programski paket CompGen razvije za Web preglednik

Firefox (57).

2.3.6. Racunalni jezici HTML i CSS

Racunalni jezik HTML (engl. "HyperText Markup Language") (58) je jezik za prezentaciju
1 kreiranje Web stranica. Njime se odreduje izgled Web stranice, skupovi znakova i simbola,
boje, slike i druga svojstva. Racunalni jezik HTML se piSe u obliku klju¢nih rijeci svojstvenih za
opisivanje sadrzaja odredene Web stranice, tj. u obliku takozvanih "tagova", i strukturom je
slican racunalnom jeziku XML (engl. "Extensible Markup Language"). Kasnije je razvijen
racunalni jezik XHTML. On predstavlja proSirenje racunalnog jezika HTML koji je potpuno
uskladen s racunalnim jezikom XML. Dok se raunalnim jezikom HTML definira sadrzaj i
strukturu dokumenta, stilski jezik CSS (engl. "Cascading Style Sheets") (58) opisuje izgled
dokumenta za prezentaciju. Racunalni jezik CSS dodatno opisuje dokument HTML, tako da se
svaka klasa CSS veZe za jedan ili viSe tagova HTML. Racunalni jezik CSS se moZe pisati unutar
dokumenta HTML odnosno unutar "<style>" taga ili moze biti u zasebnoj datoteci koja se veze
na stranicu HTML. Dokument HTML se moze podijeliti u dva glavna dijela: zaglavlje (engl.
"header") 1 tijelo (engl. "body"). U zaglavlju se definiraju elementi koji se ne prikazuju

neposredno u Web pregledniku. Podaci potrebni za cjelovitu Web stranicu kao jesu:

e adresa datoteka CSS na posluzitelju, koje Web preglednih dohvaca i kombinira zajedno s
racunalnim jezikom HTML,

e adrese datoteka JavaScript na posluzitelju,

e naslov (engl. "title") Web stranice, i

e razni "meta" podaci odredene Web stranice, kao npr. klju¢ne rijeci, opis stranice i dr.

U tijelo se postavljaju svi tagovi koju su zasluzni za prikaz stranice.

Racunalni jezik HTML je na pocetku bio zamiSljen kao jezik za prikaz dokumenata.

Naknadno je popularnost Interneta dovela i do velike popularnosti Web stranica. Danas se s

raCunalnim jezicima JavaScript i HTML izraduju bogate 1 interaktivne Internet aplikacije, koje
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suceljem skoro nimalo ne zaostaju za standardnim aplikacijama grafickog sucelja. Danas su Web
stranice (za razliku od grafickog sucelja) najces¢i izbor za korisnicko sucelje ¢emu pridonosi

nekoliko faktora:

e laka izmjena aplikacije koja se odmah odrazava u svih korisnika,
e svi popularni operativni sustavi imaju Web preglednik, pa korisnik ne mora dodatno
instalirati program, i

e jednostavnost programiranja i bogatstvo opcija za definiranje izgleda Web stranica.

2.3.7. Pomoc¢ni program Eclipse

Pomo¢ni program Eclipse je razvojno okruzenje otvorenog koda IDE (eng. "Integrated
Develpment Environment") (59). Prvenstveno je namijenjen za razvijanje programa pisanih
racunalnim jezikom Java (Slika 15). I sam je pomo¢ni program Eclipse napisan racunalnim
jezikom Java. Pomo¢ni je program Eclipse u pocetku razvila tvrtka IBM. Tvrtka je IBM kasnije
ustupila cjelovit kod zajednici "open source". Taj je pomoéni program jedan od najboljih
programa za uredivanje koda racunalnog jezika Java. Prednost programa Eclipse nad ostalim
alatima slicnih moguénosti jest Sto se moze lako prosiriti potrebnim dodacima (eng. "plugin") 1
time proSiriti moguénosti samog programa. Za ovaj su rad upotrijebljeni dodaci za razvoj Web
aplikacija (eng. "Web tools platform, WTP") i dodatak za razvoj aplikacija baza podataka s
tehnologijom Hibernate (eng. "Hibernate synchronizer"). Web aplikacija WTP je proSirenje koje
izmedu ostalog pruza moguénost izrade dinamickih Web stranica tehnologijom JSP i dodatkom

Java Servlet.

2.3.8. Programski paket Apache Tomcat

Programski paket Apache Tomcat je posluzitelj Web aplikacija otvorenoga koda kojeg je
razvila organizacija Apache Software Foundation (ASF) (60). Tomcat Web kontejner je sluzbena
implementacija JSR 154: Java Servlet 2.4 (61) 1 JSR 152: JavaServer Pages specifikacije 2.0 (62).
Taj se programski paket moZe izvrSavati na viSe platformi: Linux, Windows, Unix i1 drugim.
Programski paket Apache Tomcat smatra se vrlo stabilnim Web posluZziteljem koji se
upotrebljava za najzahtjevnije projekte. Sam je programski paket napisan racunalnim jezikom
Java. Pomo¢ni se program Eclipse moze jednostavno integrirati s posluziteljem Apache Tomcat.

Naime, pomo¢ni program Eclipse pruza moguénost pristupa funkcionalnostima preko
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korisnickog sucelja (npr. pokretanje, zaustavljanje, mijenjanje postavki rada Web posluzitelja i
dr.). Sva se konfiguracija Web posluzitelja Apache Tomcat obavlja u datotekama koje se nalaze u
direktoriju "conf", unutar samog programa. Vazna konfiguracijska datoteka je "server.xml", a
upotrebljava se oblik zapisa XML. Odredivanje korisnika (engl. "user") i pripadaju¢ih zaporki

(engl. "password"), kao i imena prava (engl. "roles"), definiraju se u konfiguracijkoj datoteci

"tomcat-users.xml" koja je takoder u obliku zapisa XML.
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Slika 15. Prikaz pomoc¢nog programa Eclipse IDE, najpopularnijeg pomo¢nog programa za

uredivanje kdda racunalnog jezika Java.
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3. Eksperimentalni dio



3.1. Materijal

3.1.1. Sklopovlje i operativni sustav

Ovaj je diplomski rad izraden na racunalima slijedecih sklopovlja: (a) osobno racunalo s
dva diska kapaciteta 120 GB, procesor AMD Athlon (tm) 3800XP+, radna memorija 512 DDR
RAM, te grafika kartica ASUS 9600SE AGP 8X i (b) prijenosno ra¢unalo IBM, model T41, s
diskom kapaciteta 80 GB, procesor Intel Mobile (tm) 2,6 GHz, radna memorija 768 RAM 1
grafika kartica 32MB ATI Radeon 7521.

Na ¢vrstom se disku osobnog racunala nalazi operativni sustav Windows XP Professional.
Na prijenosnom racunalu je instaliran operativni sustav Linux Debian verzija 3.0. Ovaj diplomski
rad u potpunosti je izraden na operativnom sustavu Linux Debian. Upotrijebljen je graficki sustav
X.Org, verzija 6.7.0. (63), operativnog sustava Linux Debian s grafickim suceljem Gnome,

verzija 2.8.1. (64).

3.1.2. Informaticka programska podrska

U ovom je radu upotrijebljeno nekoliko programskih jezika i tehnologija da bi genericki
programski paket CompGen mogao u cijelosti funkcionirati kao Web aplikacija. Za razvoj
generiCkog programskog paketa CompGen potrebno je na racunalu instalirati programski paket
JRE (51), verziju 1.5 ili viSu, te Mozilla kompitablni Web preglednik Firefox (57). Glavni je dio
izraden na posluzitelju (engl. "Server side") kao Java Web aplikacija koju pokreée program
Jakarta Tomcat (60). Kao operativni sustav se upotrebljava Linux Debian. Korisni¢ko sucelje je
temeljeno na Web sucelju upotrebom rac¢unalnog jezika DHTML (engl. "Dynamic HTML") (55)
1 tehnologije Java appleta (51). Za upravljanje bazama podataka upotrijebljen je racunalni
program PostgreSQL (47). Genericki programski paket CompGen je izraden kao klasi¢na

troslojna arhitektura, odnosno program je organiziran u tri djela:
1. Korisnicko sucelje, Web preglednik (sloj za prezentaciju),

2. Poslovna logika na strani posluZitelja kao takozvani Java "servleti" (srednji sloj), i

3. Baza podataka, potrebni podaci smjesteni su u bazi podataka (sloj podataka).
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3.1.2.1. Shema baze podataka BioSQOL

Projekt BioSQL (46) sluzi za izgradnju sheme baze podataka namijenjene pohrani slozenih
bioloskih podataka. Shema BioSQL (verzija 1.5) trenutno podrzava 28 tablica. U ovom je radu
shema BioSQL posluzila za dizajniranje vlastite sheme baze bioloskih i kemijskih podataka za
pohranjivanje svih podataka od sekvencija DNA genskih nakupina poliketid sintaza i sintetaza
neribosomalno sintetiziranih peptida, primarnih sekvencija aminokiselina proteina, modula,
domena i njihovih poveznica, kemijskih struktura pocetnih i produznih gradevnih jedinica u
obliku izomerickih zapisa SMILES, dvodimenzionalnih (2D) i1 trodimenzionalnih (3D) struktura
poliketidnih lanaca sve do konac¢nih ciklickih kemijskih struktura poliketidnih okosnica, tj. do

aglikona.

3.1.2.2. Sustav za upravljanje bazama podataka PostgreSQL

Racunalni program PostgreSQL (47) je objektno-relacijski sustav za upravljanje bazama
podataka. U ovom je radu s tim programom podrzano administriranje baze podataka, to jest

pohrana podataka, brzo pronalazenje podataka i azuriranje podataka.

3.1.2.3. Racunalni jezik SOL

Racunalni jezik SQL (engl. "Structured Query Language", 49) je jezik za postavljanje upita
bazi podataka. U ovom je radu taj racunalni jezik upotrijebljen za komunikaciju izmedu
racunalnog programa PostgreSQL i objektno orijentiranog racunalnog jezika Java u kojem je

razvijen genericki programski paket CompGen.

3.1.2.4. Racunalni jezik Java

Racunalni jezik Java je opée namjenski, objektno orijentirani, programski jezik (51). U
ovom je radu objektno orijentirani racunalni jezik Java upotrijebljen za razvoj velikog dijela
generi¢kog programskog paketa CompGen. Poslovna logika programskog paketa CompGen, koji
se uglavnom nalazi na strani posluzitelja (engl. "server side"), izraden je Java Servletima. Java
Servleti primaju HTTP zahtjeve klijenta (engl. "client"). Web posluzitelj Apache Tomcat je
zaduzen za pozivanje odgovarajuceg Java Servleta. Java Servleti primaju podatke poslane od

Web preglednika, obraduju ih, aZuriraju bazu podataka i obavljaju logiku programskog paketa
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CompGen. Nakon toga, tok programa se preusmjerava na tehnologiju JSP. Tehnologija JSP je
upotrijebljena za dinami¢ko generiranje dokumenta HTML, koji predstavlja korisnicko sucelje

(Slika 16).
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Slika 16. Shematski prikaz obrade zahtjeva HTTP. Java Servleti zaprimaju zahtjev,
obraduju ga i obavljaju poslovnu logiku programskog paketa CompGen.

Nakon toga, tehnologija JSP dinamicki generira dokument HTML.

3.1.2.5. Racunalni jezik JavaScript

Racunalni jezik HTML jest "staticni" jezik. Naime, s ra¢unalnim se jezikom HTML moze
samo odrediti kako ¢e Web stranica izgledati (vidi: 3.1.2.6. Racunalni jezik HTML). Da bi se
Web stranicu ucinilo vise interaktivnom, upotrebljava se raCunalni jezik JavaScript (55). U ovom
je radu racunalni jezik JavaScript upotrijebljen za kreiranje interaktivnih Web stranica. Na
primjer, Web stranica "createModule.jsp" prikazuje jedan protein te, pomocu programa
"hmmpfam" programskog paketa HMMER koji se nalazi na posluzitelju, pronalazi sve domene u
proteinskom produktu toga gena. Na tim se Web stranicama mogu kreirati moduli koji sadrzavaju

jednu ili viSe domena.
3.1.2.6. Racunalni jezik HTML
Racunalni jezik HTML (engl. "HyperText Markup Language") (58) je jezik za prezentaciju

1 kreiranje Web stranica. U ovom je radu taj jezik upotrijebljen za izradu korisnickog sucelja.
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Korisni¢ko sucelje se sastoji od Web formulara za unos podataka, tabli¢ni prikaz rezultata
pretrazivanja pomocu bioinformatickog raCunalnog programa BLAST (42), graficki prikaz
proteina, modula, domena i njihovih poveznica nakon analize s programskim paketom HMMER

(43) 1 graficki prikaz puta biosinteze.

3.1.2.7. Pomoc¢ni program Eclipse

Pomo¢ni program Eclipse (59) je razvojno okruZenje otvorenog kdda IDE (eng. "Integrated
Develpment Environment"). Prvenstveno je namijenjen za razvijanje programa pisanih
racunalnim jezikom Java. U ovom je radu pomo¢ni program Eclipse upotrijebljen za uredivanje
koda raCunalnih jezika Java i1 JavaScript, prevodenje kdda racunalnog jezika Java, 1 uredivanje
svih datoteka potrebnih za cjelokupan programski paket. Pomo¢ni program Eclipse pruza

mogucnost za cjelokupno upravljanje projektom, od pisanja koda do isporuke gotovog programa.

3.1.2.8. Programski paket Apache Tomcat

Programski paket Apache Tomcat je Web posluzitelj otvorenoga koda kojeg je razvila
organizacija Apache Software Foundation (ASF) (60). U ovom je radu taj programski paket
upotrijebljen kao posluzitelj za isporucivanje dinami¢kih Web stranica klijentu. Pri svakom
zahtjevu klijenta za Web stranicom, programski paket Apache Tomcat osigurava da se izvrsi
potrebni kod racunalnog programa Java (Java Servleti 1 JSP) koji dinamicki kreira stranicu
HTML. Pored toga, programski paket Apache Tomcat osigurava autenti¢nost i autorizaciju

korisnika generickog programskog paketa CompGen.

3.2. Metode

3.2.1. Strukturiranje scheme baze podataka po uzoru na BioSQL

Shema baze podataka poliketidnih/peptidnih genskih nakupina izradena je po uzoru na
Projekt BioSQL (46), pri ¢emu su iskoriStena sva prijaSnja iskustva biologa i informaticara koji
su razvijali shemu baze podataka BioSQL. Bazom podataka se upravlja sustavom za upravljanje
bazama podataka PostgreSQL (47), dok je za postavljanje upita upotrijebljen raCunalni jezik SQL
(49).
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U bazu podataka se spremaju svi podaci potrebni za kreiranje poliketidnih/peptidnih
genskih nakupina. Temeljna tablica je tablica gena (engl. "gene"), u koju se spremaju podaci o
sekvencijama DNA (broj nukleinskih baza) i proteina (broj aminokiselina) toga gena. Tablica
"gene" je roditeljska tablica tablici modula (engl. "module") §to znaci da jedan gen ima niti jedan
ili viSe modula. Tablica "module" je roditeljska tablica tablici domena (engl. "domain") §to isto
tako znaci da jedan modul ima niti jednu ili viSe povezanih domena. Da se podaci ne bi
udvostrucavali, samo tablica "gene" sadrzava same sekvencijje DNA i proteina i ¢uva ih u koloni
sekvencija (engl. "sequence"). Nasuprot tome, tablice "module" 1 "domain" sadrzavaju kolone
"pos_start" 1 "pos_stop" koje ukazuju na njihovu poziciju, tj. koordinate, unutar proteina iz
tablice "gene" (na koju su vezani pomocu "stranog kljuca"), to jest gdje se to¢no nalazi pojedini
modul i domena. Tablica genske nakupine (engl. "clusters") sadrzava samo sekvencije DNA i
predstavlja roditeljsku tablicu tablici "gene". Ona je roditeljska tablica zbog toga Sto su
sekvencije DNA gena proizasle iz sekvencije DNA genske nakupine. Naime, bioinformatickim
su alatima ti geni otkriveni unutar genske nakupine i prevedeni u sekvenciju aminokiselina
proteina. U tablici "clusters" spremljen je i podatak o duzini sekvencije DNA kao broj znakova

nukleinskih baza koje genska nakupina sadrzava.

U bazi podataka Cuvaju se i literaturni podaci o sekvencijama DNA i proteina. Oni se
spremaju u tablicu literatura (engl. "reference"). Tablica "reference" je povezana s tablicom
"clusters" (koja cuva sekvencije DNA) s nula ili viSe naprema jedan. To znac¢i da jedna
sekvencija DNA ili proteina moZe imati niti jedan ili viSe literaturnih podataka. Od literaturnih
podataka se Cuva jedinstveni broj, "ID", koji potjeCe iz baze podataka PubMed koju odrzava
centar NCBI. Na taj je nacin korisniku uvijek mogucée pruziti sve dodatne informacije o
sekvencijijama DNA 1 proteina. U programu su, kod prikaza sekvencija DNA 1 proteina,
uspostavljene hiperveze (engl. "hyperlink") prema "online" bazi podataka PubMed. Neki su
literaturni podaci o sekvencijama DNA 1 proteina unaprijed automatski izvuceni iz baze podataka
PubMed i spremljeni u vlastitu bazu podataka. Ti se podaci odnose na naslov rada (engl. "title"),
naziv Casopisa (engl. "journal") i imena autora radova (engl. "author"), koji se svi Cuvaju u tablici
"reference". Razlog tome jest pretpostavka da korisnik Zeli u programskom paketu CompGen
odmah vidjeti osnovne literaturne podatke o sekvencijama DNA 1 proteina, dok se za detalje

upucuje na "online" bazu podataka PubMed.
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3.2.2. Prikupljanje i strukturiranje bioloskih podataka

Za prikupljanja primarnih sekvencija DNA 1 proteina, pristupa se ve¢ postoje¢im javno
dostupnim bazama podataka na udaljenim posluziteljima. Kao temeljni izvor sekvencija DNA i
proteina upotrebljava se baze podataka GenBank (29). Prikupljanje je obavljeno pomocu
bioinformatickog programa BLAST (42). Unutar baze podataka GenBank, Web stranice
bioinformatickog programa BLAST (65) pruzaju mogucénost pretrazivanja nekoliko razli¢itih
baza podataka. Medu njima se nalazi i baza podataka sekvencija proteina "nr" (66) koja se sastoji
od svih nepreklapaju¢ih sekvencija proteina iz baza podataka proteina: "GenBank CDS

translations", "RefSeq Proteins", "PDB", "SwissProt", "PIR" i "PRF".

Genericki programski paket CompGen pruza moguénost da se za pretrazivanje pomocu

bioinformatickog programa BLAST (42) podese slijede¢i parametri:

e Izbor matrice: BLOSUM62, BLOSUMSO ili BLOSUMA45, te PAM30 ili PAMG60. Te matrice
sadrzavaju vrijednosti proporcionalne s vrijednosc¢u vjerojatnosti da aminokiselina i mutira u
aminokiselinu j za sve parove te aminokiseline. Matrice se izraduju upotrebom velikih 1
raznolikih uzoraka potvrdenih poravnanja parova aminokiselina. Ako je uzorak dovoljno velik
da bi bio statisticki reprezentativan, dobivene matrice bi trebale biti stvaran pokazatelj

vjerojatnosti pojave mutacije tijekom evolucije.

e Izbor vrijednosti E: Identi¢nost, slicnost ili razliitost podataka izrazena je vrijednoS¢u E
(engl. "E value") 1 bodovnim stanjem poravnanja S (engl. "Score"). Vrijednost E je mjera
pouzdanosti bodovnog stanja poravnanja S. To je vjerojatnost da se pukom sluc¢ajnoséu naide

na neko drugo poravnanje koje ima sli¢nost ve¢u od one bodovnog stanja poravnanja S.

e PodeSavanje pod-sekvencija: PodeSavanjem se pod-sekvencije (engl. "Set subsequence")
odreduje koliki dio sekvencije, kojom se pretrazuje, uzima bioinformaticki program BLAST 1
prosljeduje ga dalje kao upit. Vrijednosti koje se unose mogu biti bilo koja 2 cijela prirodna
broja koji se nalaze u rasponu od 1 do "1", gdje je "1" stvarna duzina sekvencije, tj. ukupan broj

znakova koji je sacinjavaju.

e Podesavanje cijene praznina: "Cijena praznina" (engl. "Gap Costs") je duzina praznine u
poravnanju koja se uvodi kao kompenzacija za delecije i insercije u sekvencijama

DNA/proteina u odnosu na neku drugu sekvenciju DNA/proteina. Da bi se sprijecilo uvodenje
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previSe praznina u poravnanju dvaju sekvencija, odreduje se cijena praznina kao negativno

bodovanje praznina u poravnanju.

e PodeSavanje pretrazivanja CD: Servis "pretrazivanje CD" (engl. "CD-Search") je servis koji
pruza centar NCBI. On se moze upotrijebiti za prepoznavanje konzerviranih domena prisutnih
u sekvenciji proteina koja se proslijeduje kao upit. Vecina poznatih konzerviranih domena
nalazi se u bazi podataka "Conserved Domain Database" koju odrzava centar NCBI. Servis

pretrazivanje CD pruza mogucnost pretrazivanja te baze podataka.

e Ogranicavanje upita: Htio to netko ili ne, pretragom s postoje¢im "standardnim"
parametrima bioinformatickog programa BLAST automatski ¢e se pretraziti sve sekvencije
koje pripadaju mnogim razliitim organizmima. Ograni¢enje upita (engl. "Limit by Entrez
query") pruza moguénost suzavanja kriterija pretrage odredivanjem specificne grupe

organizama cije ¢e se sekvencije pretrazivati.

Pretrazivanje pomoc¢u bioinformatickog programa BLAST se moze obaviti pomocu Web
sucelja na Web stranicama centra NCBI, ili je moguce izraditi vlastiti ra¢unalni program. U ovom
je radu razvijen vlastiti raCunalni program za pretrazivanje baze podataka "nr" pomocu
bioinformatickog programa BLAST. Slijedi objasnjenje dijela koda racunalnog jezika Java kako
programski pristupiti pretrazivanje baze podataka "nr" pomocu bioinformatickog programa
BLAST. Cjeloviti se kod generickog racunalnog paketa CompGen nalazi u Prilogu 3 na
kompaktnom disku (CD-R). Na Web stranici "formBlastSearch.jsp" generickog programskog
paketa CompGen moguce je, za pretraZivanje pomocu bioinformatickog programa BLAST, kao
upit upotrijebiti sekvenciju jedne ili viSe domene u obliku zapisa FastA (33). Ukoliko korisnik
kao upit odabere sekvenciju samo jedne domene, programa BLAST obavi samo jedno
pretrazivanje 1 u izvjescu prikaze sve moguce pogotke (engl. "hits"). Nasuprot tome, ukoliko se
kao upit odabere n sekvencija u obliku zapisa FastA, programa BLAST obavi n pretraZivanja i

prikaze njihov presjek. Na taj se nacin dobiju precizniji rezultati.

Pretrazivanje pomoc¢u mreZnog servisa BLAST (65) programski je moguce iskljucivo
upotrebom protokola HTTP (engl. "Hyper Text Transfer Protocol") (58). Centar NCBI pruza
programerima moguc¢nost da izrade vlastiti program za pretrazivanje njihove baze podataka
pomocu servisa BLAST URLAPI (67). Standardno aplikacijsko sucelje API (eng. "Application
Program Interface"), BLAST URLAPI, omogucava pristupanje na servis centra NCBI. To sucelje

39



upotrebljava zahtjeve HTTP prema Web posluZitelju centra NCBI. Za taj su dio programskog
paketa CompGen upotrebljene Java biblioteke Jakarta Commons HttpClient (68) i Castor (69).

Racunalni program, razvijen u ovom diplomskom radu, najprije mreznom servisu NCBI

BLAST Salje upit HTTTP GET (engl. "query string") na Web adresu http://www.ncbi.nlm.nih.

gov/blast/Blast.cgi. Za svaki upit mora se navesti vrijednost CMD koja mreznom servisu "govori"

da upit Salje (CMD=Put) ili da se traze rezultati upita (CMD=Get). Upit se Salje prema sljede¢im

pravilima. Najprije se kreira "query string" koji mora sadrzavati:

e CMD=Put [baza podataka odabire se pomoc¢u parametra DATABASE (npr. DATABASE=nr)],
e QUERY [sekvencija se odabire parametrom QUERY (npr. QUERY=SSWWHVMGPP ...)], i
e PROGRAM [baza podataka odabire se parametrom PROGRAM (npr. PROGRAM=Dblastp).

Ostale parametre nije nuzno navesti. Upotrebljavat ¢e se standardne vrijednosti. "Jakarta
Commons HttpClient" biblioteka sadrzava klasu za sastavljanje upita HTTP:
UrlQuery putQuery = new UrlQuery(Q);
putQuery.setNameValue("'CMD", "Put™);
putQuery.setNameValue("'DATABASE", ''nr'");

putQuery.setNameValue(""QUERY", "*SSWWAHVEMGPPDPILGVTEAY'");
putQuery.setNameValue(*'PROGRAM™, *"blastp™);

Nakon toga se kreira nova klasa HttpClient:
HttpClient http = new HttpClient();

GetMethod getMethod = new GetMethod(''http://www.ncbi.nIm.nih.gov/blast/Blast.cgi')
getMethod.setQueryString(putQuery);

Zahtjev se Salje pomocu slijedeceg koda:

int statusCode = http.executeMethod(getMethod);

Status rezultata provjerava se pomocu koda:

if (statusCode !'= HttpStatus.SC_O0OK)

Dobiveni rezultat jest HTML Web stranica koja se sprema u "String" objekt:

InputStreamReader inputStream = new InputStreamReader(
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getMethod.getResponseBodyAsStream(),
getMethod.getResponseCharSet());
BufferedReader buffer = new BufferedReader(inputStream);
StringBuilder resultBuffer = new StringBuilder(2048);
String line;
while ((line = buffer.readLine()) != null) {
result_append(line);

¥
Strigin result = resultBuffer.toString();

Na kraju se zatvaraju svi otvoreni prikljucei (engl. "connection") programa:

getMethod.releaseConnection();
inputStream.close();

Varijabla "result" sadrzava sadrzaj HTML. Taj sadrzaj nije konac¢no izvjeS¢e programa
BLAST koje se Zeli dobiti. U tom se sadrzaju HTML nalaze dvije vrijednosti omedene

komentarima unutar koda. Skraéeni primjer jednog takvoga kdda jest:

<I-

QBlastinfoBegin
RID = 954517067-8610-1647
RTOE = 207
QBlastInfoEnd

Kada se zeli dobiti konacno izvjes¢e programa BLAST, vrijednost se RID (engl. "Request
Identifier"; koji predstavlja identifikacijski broj) treba vratiti mreznom servisu BLAST.
Vrijednost RTOE (engl. "Request Time of Execution"; u sekundama) je vrijeme potrebno za
provodenje cjelokupnog pretrazivanja. Vrijednosti RID 1 RTOE se mogu rasClaniti pomocu

slijede¢ih "regularnih izraza" (engl. "regular expression"):

public static final String RTOE_RID_PATTERN =

"<I--\\s*QBlastInfoBegin\\s*RID = (-*)\\s*RTOE = (-*)\\s*QBlastInfoEnd\\s*-->";
Pattern pattern = Pattern.compile(RTOE_RID_PATTERN);

Matcher matcher = pattern.matcher(result);

String resultRID;
String resultRTOE;
it (matcher.find(Q)) {
it (matcher.groupCount() != 2) {

return false; }
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}
resultRID = matcher.group(l);

resultRTOE = matcher._.group(2);

Nakon §to mrezni servis BLAST obavi pretrazivanje, program provjerava da li je zahtjev

izvrsen:

UrlQuery getQuery = new UrlQuery(Q);
getQuery.setNameValue("'RID™, rid);
getQuery.setNameValue(''CMD™, "GET');

Potrebno je rasclaniti vrijednost "Status" na slijedece vrijednosti: WAITING (oznaCava da je
potrebno ¢ekati jo§ nekoliko sekundi), READY (oznacava da je zahtjev obraden), UNKNOWN

(oznacava da je upit izgubljen) ili ERROR (oznacava gresku prilikom upita):

<t--
QBlastiInfoBegin
Status=READY
QBlastInfoEnd

-—>

Ukoliko je dobiven "Status"=READY moze se kreirati upit GET da bi se dobilo konacno
izvjesc¢e u obliku zapisa XML. Pogodeci se iz zapisa XML ras¢lane pomocu Castor biblioteke. Od
tih se podataka kreira konacno izvjes¢e bioinformatickog programa BLAST i prikazuje se kao
Web stranica (Primjer cjelovitog izvjeS¢a bioinformatickog brograma BLAST oblikovanog

ra¢unalnim programom za prikupljanje bioloskih podataka prikazan je kao Prilog 1).

Korisnik iz kona¢nog izvjes¢a bioinformati¢kog programa BLAST odabire jedan ili viSe
pogodaka. Program ¢e iz baze podataka GenBank preuzeti sve podatke, svakog obiljezenog
pogotka, u obliku zapisa "DBsource" (primjer oblika zapisa "DBsource" za poliketidni antibiotik
eritromicin prikazan je kao Prilog 2). 1z oblika zapisa "DBsource", program pojedinac¢ne podatke
unosi u tablice vlastite baze podataka pri ¢emu je upotrijebljen objektno orijentirani racunalni

jezik Java (51) i tehnologija Hibernate (53).

3.2.3. Anotacija modula, domena i njihovih poveznica

Iz vlastite baze podataka program uzima sekvenciju proteina svakog pojedinoga gena i u

njoj pronalazi domene i njihove poveznice pomocu bioinformatickog programskog paketa

42



HMMER (43). Nakon $§to je zavrSeno pretrazivanje s bioinformatickim programskim paketom
HMMER, program prikazuje korisniku, na interaktivnoj Web stranici za anotaciju gena
"createDomains.jsp", gen po gen s na njima pronadenim domenama. Web stranica za anotaciju
prikazuje sve vaznije podatke gena 1 proteina: ime gena, polozaj proteina unutar sekvencije DNA
iz koje je preveden translacijom, duzinu proteina i druge. Korisnik ovdje moze kreirati module

koji sadrzavaju jednu ili viSe domena.

Na primjer, Web stranica "createModule.jsp" prikazuje jedan protein te, pomoc¢u programa
"hmmpfam" programskog paketa HMMER, koji se nalazi na posluzitelju, pronalazi sve domene
u proteinskom produktu toga gena. Na toj je Web stranici protein prikazan u obliku vertikalne
crvene linije, gdje svaki piksel predstavlja jedno slovo koje obiljezava svaku pojedinu
aminokiselinu u proteinu. Ispod vertikalne crvene linije nacrtane su proteinske domene u obliku
pravokutnika razli€itih boja. Zbroj duzina domena 1 njihovih poveznica je proporcionalan duzini
proteina u kojemu se domene nalaze. Da bi korisnik od pripadaju¢ih domena mogao kreirati
module, upotrijebljen je racunalni jezik JavaScript za medusobno interaktivno djelovanje
vertikalne crvene linije proteina s pravokutnicima domena. To se postize na taj nacin da se miSem
oznace odabrane domene, pri ¢emu kdéd racunalnog jezika JavaScript upotrebljava "onClick" i

"onMouseOver" dogadaje.

Za izradu dinami¢kih Web stranica ("createDomains.jsp" 1 "createModule.jsp")
upotrijebljeni su slijede¢i racunalni jezici 1 tehnologije: racunalni jezici Java (51), JavaScript

(55), HTML 1 CSS (58), te tehnologije JSP (62), Hibernate (53) i DWR (54).

3.2.4. Anotacija biosintetskih puteva poliketida/peptida

Za izradu dinamickih Web stranica "createCluster.jsp" 1 "orderGene.jsp" upotrijebljeni su
isti raunalni jezici i tehnologije kao i za izradu dinamickih Web stranica "createDomains.jsp" i
"createModule.jsp". Naime, nakon kreiranja modula program vodi korisnika na sljedecu Web
stranicu, "createCluster.jsp". Na toj Web stranici korisnik ima pregled svih gena s pripadaju¢im
modulima, domenama i njihovim poveznicama. U ovome se stupnju kreiraju genske nakupine
odnosno, korisnik odreduje koji geni pripadaju kojoj genskoj nakupini, te im se pridodaje ime

genske nakupine za kasnije lakSe pretrazivanje baze podataka.
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Nakon kreiranja genske nakupine program dinamicki kreira hipervezu prema sljede¢oj Web
stranici, "orderGene.jsp". Na toj Web stranici korisnik odreduje biosinteti¢ki redoslijed gena u
genskoj nakupini. Prvi gen obi¢no zapoCinje takozvanom pocetnom domenom, "Loading
domain" (LD), a zadnji gen obi¢no zavrSava domenom tioesteraza (TE). Ukoliko se izmedu
prvog 1 zadnjeg gena nalazi viSe od jednog gena, njihov redoslijed u biosintetskom putu odgovara
njihovom redoslijedu u sekvenciji DNA. Osim toga, na Web stranici "orderGene.jsp", korisnik za
svaki pojedini modul odabire i kemijske strukture gradevnih jedinica. Te se gradevne jedinice
nalazi unutar programskog paketa CompGen u obliku izomeri¢kih zapisa SMILES. Korisnik
moze vidjeti kemijske strukture gradevnih jedinica u 2D ili 3D obliku. Taj vizualni prikaz
omogucuje alat kemoinformatickog programa ChemAxon (45) koji je ugradena u Web stranicu
"orderGene.jsp" kao Java aplet. Izborom odredenog modula, programski paket CompGen
prikazuje gradevnu jedinicu koja je uz taj modul vezana. Pri vrhu prikaza Web stranice
"orderGene.jsp" nalazi se padajuca lista, na kojoj se mogu odabrati druge gradevne jedinice te
pridodati pojedinom modulu. Sve gradevne jedinice se mogu prikazati u 2D i 3D obliku, te

detaljnije pregledati pomocu alata kemoinformatickog programa ChemAxon.

3.2.5. Graficko prikazivanje kemijskih struktura poliketida/peptida

Na temelju biosintetickog redoslijeda pojedinih gena u genskoj nakupini i gradevnih
jedinica u obliku zapisa SMILES, genericki programski paket CompGen moze na jednostavan

nacin kreirati cjelovitu kemijsku strukturu linearnoga lanca poliketida/peptida.

Na dinamickoj se Web stranici "viewStructure.jsp" korisniku pruza moguénost vizualnog
prikaza produkta biosintetskog puta genske nakupine Za izradu se dinamicke Web stranice
"viewStructure.jsp" takoder upotrjebljavaju racunalni jezici Java (51), JavaScript (55), HTML 1
CSS (58), te tehnologije JSP (62), Hibernate (53) i DWR (54). Kemijska se struktura linearnog
poliketidnog/peptidnog lanca moze prikazati u obliku 2D ili 3D. To omogucavaju ChemAxon
alpeti Java (45). Java apleti (51) su aplikacije s grafickim korisnickim suceljem koje se mogu
izvrSavati u Web pregledniku na gotovo svim vaznijim platformama. Na dinamickoj se Web
stranici "viewStructure.jsp" nalazi 1 tablica kreiranih genskih nakupina. U tablici se nalaze
hiperveze koji pruzaju korisniku mogucnost da pregleda svaku novokreiranu gensku nakupinu i
kemijsku strukturu linearnog poliketidnog/peptidnog lanca u 2D ili 3D obliku. Hiperveza u
koloni "Order and structure" vodi korisnika na prethodni stupanj ukoliko naknadno Zeli

promijeniti kemijsku strukturu modula ili redoslijed gena u biosintetickom putu.
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4. Rezultati



4.1. Baza podataka poliketida/peptida

Okosnica generickog programskog paketa CompGen jest specifino strukturirana baza

podataka poliketidnih/peptidnih genskih nakupina izradena po uzoru na BioSQL, koji predstavlja

standardan model za prikazivanje bioloskih podataka. Specifi¢no strukturirana baza podataka

sadrzava sve podatke od sekvencija DNA genskih nakupina poliketid sintaza i sintetaza

neribosomalno sintetiziranih peptida, primarnih sekvencija proteina gena, modula i domena,

kemijskih struktura pocetnih i produznih gradevnih jedinica u obliku izomerickih zapisa

SMILES, dvodimenzionalnih (2D) i trodimenzionalnih (3D) struktura poliketidnih lanaca do

konacnih ciklickih kemijskih struktura poliketidnih okosnica, tj. do aglikona. Struktura vlastite

baze podataka prikazana je na Slici 17.
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length Integer FemE Wenshar
wli iz s Chai) interval_from Bigint
's‘:[?l'i :‘;‘:Z:‘: intrval_to Bigint
- interval_aeccession Warchar
acoession Varchar [ tranzl_table Yarchar
defl!ﬂltlon “farchar praduct Varchar
version Marchar protein_identifer Warchar
source Varchar sequence Text
organism Varchar codon_start Warchar
tazonomy Warchar odz Warchar
(22N
é) N\
aglicon (P? 1

id_aglicon Chan20 MM (P )
id_ecluster Integer MM (FE)
izomeric_smiles Warchar
cannonical_smiles Warchar
InChi Yarchar

Sex

|
9

id_domain Serial MM (PK)
id_module Integer MM (FE)
name “archar

arder_position Integer
intanial_fom Bigint

intanial_to Bigint
id_doeman_type Integer NN (F )

7
f

building_block

domain_type

id_building_block Serial MK (FK)
structure “Warchar
build_in_seructure Warchar

id_doman_twpe Serial MM (PK)
name “Yarchar
description Warchar

recombinants

id_szex Serial NN (PE)
id_clasters2 Intager MM (FK)

H- —

id_clasters1 Integer NH (FI)

id_recombinants Serial MM (F k)
position_frst Bigint
position_second Bigint

id_zex Integer MM (FI)

efetch_sar_file

blast_output_zer_file

zaquence_for_serach

file_name Warchar
accession Warchar

id_efetch_ser_file Seral MM (PK)

file_name Warchar
date Timestamp

id_blast_output_zer_file Serial NH (P)

id_sequence_for_serach Serial NN (PE)
name Yarchar
zequence archar

Slika 17. Shematski prikaz strukture vlastite baze podataka poliketida/peptida izradene po uzoru
na BioSQL.
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4.2. Prikupljanje podataka

Genericki programski paket CompGen zahtijeva prikupljanje bioloskih 1 kemijskih

podataka iz javnih baza podataka.

Da bi se ti bioloski podaci prikupili iz javnih baza podataka i specificno strukturirali u
vlastitoj bazi podataka, dio racunalnog programa generickog programskog paketa CompGen
sadrzava konsensus (tj. ‘'idealne') sekvencije aminokiselina domena poliketid/peptid
sintaza/sintetaza u obliku zapisa FastA (Antonio StarCevi¢, neobjavljeni rezultati) (Slika 18), koje
se upotrebljavaju kao sekvencije, to jest upiti, za pretrazivanje baze podataka GenBank

bioinformatickim programom BLAST.

>Consensus|KS|422 bp
epiaivgigcrfpggigspeglwrvlaeganlttgfpadrgwdigrlyhpdpdnpgtsyv
dkggfltdaadfdpgffgitprealamdpqqrimletaweaveragidpdal rgtdtgvf
vgmnggsymqgl lageaervdgyqglgnsasvisgriaytfgwegpaltvdtacssslvgi
hlamgalrrgecslalaggvtvmsdpytfvdfstgqrglasdgrckafsaradgfalsegv
aalvleplsraranghqvlavlrgsavngdgasnglaapngpsgervirgalaasgvpaa
dvdvveahgtgtelgdpieagal iatygqdrdrplrigsvktnightqaaagaagvikvv
lamrhgmlprslhadelsphidwesgavevlreevpwpagerprragvssfgvsgtnahv
v

Slika 18. Konsenzus primarne sekvencije aminokiselina domene ketosintaza (KS) u obliku

zapisa FastA.

Genericki programski paket CompGen provodi pretragu na Web posluzitelju, to jest
serveru, Nacionalnog centra za biotehnoloske informacije (NCBI), koji odrzava bazu podataka
GenBank. Dio racunalnog programa generickog programskog paketa CompGen prikuplja sve do
sada sekvencirane genske nakupine poliketida/peptida i1 graficki ih prikazuje. I1zvjesStaj programa
BLAST, oblikovan generickim programskim paketom CompGen, sadrzava prikaz od prvih 100
zapisa baze podataka GenBank (Slika 19 A i B). Identicnost, sli¢nost ili razliitost podataka
izrazena je vrijedno$¢u E (engl. "E value") i bodovnim stanjem poravnanja (engl. "Score"). Sto je
vrijednost E manja, a bodovno stanje poravnanja vece, to je pronadena sekvencija DNA sli¢nija

sekvenciji upotrijebljenoj kao sekvencija-upit.
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TASKS | [ SETTINGS | [ BLASTIT | [ CLUSTERS | [ CHEMICAL STRUCTURE | [ LOGOUT |

Detailed Analysis of Results

[l Accession: AAVI182] MCEI detedd  Tom
Hit definition: Brpdll fSsccharcpelvapora erpthraaa]
HSF Iformation) Score = 33 7|E-value = 1.1407e-30|

Qu=ry:

Hikt:

ERIAIVGIGCRP PG LGS P EQLUWRYLARGANL TIGREADRGHD IGRLYHR DR DR GTSEY
ERIAIVGIGCRFFGGIGEPEOLWRVLABGANL TIGEFADRGWD IGEL YR DR INEGTIEY
ERPIAIVGIGCRPPGGIGSPREOLWRVIARGANL TEGFEADRGUD IGRL YHEDE IHEGTSEY

HEP Informaticn: Seore = 241 E-valoe = 1, 545282-10

Qu=ry:

Hik:

ERIAIVGIGCRPPGG LGS P EQLURVIARGANL TEGPEADRGHD IGRL YHR DR DR GTSEY
+RPIAIV + CR POGH +P+HLW +L BG #+GEF DRGUD+ RLAAPDPDRRGTIEY
DEIAIVEMACELPGGVNTEORLWELLERGGETLAGRE TDREMDLARLHARPLE IHE G TS EY

Slika 19. Graficki prikaz pocetnog (A) i zavrSnog (B) dijela izvjesca

Save E value Description Detail | ICEI detail
[ | 1.1881%e-30 | Brypd il fSaccharapalyspara erythrasa] view TIEW
i [ 1.18819e-30 | Byl (morphed) fomthetic construct ] view wiew
[ |1.1881%e-30 | Brythronalide synthase, modules § and 4 (ORF 2) (G-deoxyerythronclide B gmthase i) (DE... view view
[ | 1.1881%e-30 | G-decxyerythronalide B gynthase I [Saccharopalyspora erythrasa NRRL 2338] ViEW IEW
[ |1.27242e-24 | meogalomicin G-deoxyeryihronolids B gymihase 2 [Micromonospora megalomicea subsp. nigra] view W
[0 |3.83116e-21 |ype [ polvketide synthase [Streptomyces halstedii J=gi|1 12419466 |d8;|BAF02921.1 | type I ... VIEW EW
[ |5.00364e-21 |lankargcin synthase, modules 3 and 4 [Streptomyces rockei J=gi| 30698370 |dbi |BACT6492.1| ... ViEW TIEW
[ |6.53496e-21 |ype [ polvketide synthase [ Strepiomyces halstedii [=gi|1 12410467 |dbj|BAF02022.1 | type I ... VIEW VIEW
[0 [1.90138e-20 | Chid4 [Streptomyces antibioticus] view view
[ | 2.48328e-20 |palvietide guthase [Streptamycas natalensisJ=gi|1 2055082 |emb|CAC20031.1| FimSl praotein ... VIEW TEW
[0 |4.23584e-20 | type { polvkeiide gmihase [Strepiomyces halsiedii] VIEW FIEwW
[0 |4.23584e-20 | poivketide synthase type I [Strepiomyces aculeclatus] view view

B

0 | 32221e-17 |bemmmm [afinispora tropica CNE-4407=gi| 111904207 |gb \EATZ3104.1 | beta-kev. | viow | view

O . 4 2082e-17  Phwi-3 [Siraptowmyres sp. HEROAT Wieur mewr

[) | 42082e-17 | modular polyketide smthase [Straptomyses avermiis] |sew | ew

O . 4 2082e-17  borveliahin poleketide syuthaze, Hwe I [Strepiongpees parvedus] VEW Ry

0 | 42022617 |mmﬁm gmthase [Streptomyses avermitilis MA-2650]=g| 20604057\ dbi | BACES120.... | e | e

O . 4 2082e-17 'm;:-.a: Ftrapionpioes vgrossapiens sulep, duakpeatious . wiew menr

l | 4208217 |aacmmrz spnthase:Acyl transferase domain:Phosphopanietheine-binding dowmain [Fraki. | cem | e

O | 42082617 .b‘em-keiaﬂyf@mkcaw FBalmigpora tropica CNE-A40]=gi| 11 3000 342|gb |EATIZ021 6.7 | beto-ke... [ view ey

=P Soue | Wumber of results: 100 )

programa BLAST,

oblikovanog dijelom programa generickog programskog paketa CompGen.
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Detalji se svakog zapisa, prije pohranjivanja u vlastitu bazu podataka, mogu provjeriti u
izvornoj javnoj bazi podataka GenBank (Slika 20). Osim toga, iz samog se izvjeS¢a programa
BLAST moze uociti identi¢nost, slicnost ili razli¢itost redoslijeda aminokiselina u izabranoj
domeni (Slika 19; vidi. "Detailed Analysis of Results"). Ako dobiveni rezultat zadovoljava,
korisnik programskog paketa CompGen sprema ga u vlastitu bazu podataka pomocu opcije
"spremi" (engl. "Save"). Ra¢unalni program pronalazi i sprema zapis iz baze podataka GenBank,
oblikovan programskim paketom CompGen, u obliku zapisa "DBsource". Prije nego $to ga
spremi, korisnik moze jo§ jednom pogledati detalje zapisa na Web posluzitelju Nacionalnog

centra za biotehnoloske informacije (NCBI).

[ TASKS | [ SETTINGS | [ BLASTIT | [ CLUSTERS | [ CHEMICAL STRUCTURE | [ LOGOUT

¥ DEBEsource 15 already i the database
© Curently not suported

| DR source | Protein sequences

My HCBI L]

XXE3 ’
Wi N LIC]EDtIdE Sign In] |Reqister

FENDME Bl

FENPME SHiuchure
[ Go | [ Clear | Save Search

PubMied

w for A7718991]

| Limits | Previewindes | History | Clipboard | Details
Dazplayr Swbnimany « Bhow 20 ¥ | Sendta ¥
Al | bacteria 0 | mRMA 0 | RerSeq 0 [R
Show only records from: Corebiuclzotide (1, EST (o), G55 (00, [Whats the?]
O1: AYFT71999 Raports Links

Symthetic censtruct DEES polyketide symthase gene cluster, complete sequence
BT SEA gk | AT ISR 1 AT IESE4]

Linkut

Slika 20. Graficki prikaz poveznice generickog programskog paketa CompGen s bazom

podataka GenBank iz koje su podaci prikupljeni.

Za prikupljanje kemijskih podataka, to jest pocetnih i produznih gradevnih jedinica u
obliku izomerickih zapisa SMILES, iz javnih baza podataka, programski paket CompGen koristi
bazu podataka PubChem Compound. Izradena je vlastita baza podataka svih do sada poznatih

pocetnih i produznih gradevnih jedinica (Nives Skunca, neobjavljeni rezultati). Dio radunalnog
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programa generickog programskog paketa CompGen dohvaca prikupljene podatke iz vlastite
baze podataka u obliku izomerickih zapisa SMILES, graficki ih prikazuje, i ugraduje ih u linearni

poliketidni lanac (Slike 21, 24 i 25).

TASKS | [ SETTINGS | [ BLASTIT | [ CLUSTERS | | CHEMICAL STRUCTURE | [ LOGOUT

Change hmmer
rofile

Sequences (for blast
search)

Structure | Structure Get smiles

File Edit Vjfw Insert Help

0O F FReact Select Erase Paste

!Name i Built in structure iChange iRemuve !
' z

ey 0 CClC@@HIOICeH EEy| © cpsa> 1 0 B & AP
» |lerv 1 E(C)[C@H](O)[C@@H]i il ’__ wore BT 7

ev 2 (OCEOCeeH] | © - N mO O

lery 3 [(©)CIC@E] e 0

ey 4 (@C@HIOICeeH EREy| U

i

g

ey 5 [(OIC@HIOC@EH E

ey 6 [(Q)C(=0) [ crang- [|IEY
cle 0 [CC@@HIOCeH NN ©
ol 1 [(©[c@ROICeeH Iy O

Slika 21. Graficki prikaz baze podataka pocetnih i produznih gradevnih jedinica u obliku
izomeriCkih zapisa SMILES 1 dijela program ChemAxon pomocu kojeg se moze

pripremiti novi zapis.

Kada se u znanstvenoj literaturi pojavi nova poliketidna genska nakupina, to jest novi
biosintetski put poliketida koji upotrebljava do sada nepoznatu gradevnu jedinicu, dio raCunalnog
programa generickog programskog paketa CompGen podrzava program ChemAxon za pripremu

novog zapisa SMILES (Slika 21).

4.3. Obrada podataka

Nakon prikupljanja bioloskih podataka u obliku zapisa "DBsource" slijedi anotacija
proteina poliketidnih gena i prepoznavanje njegovih modula, domena i poveznica. Genericki

programski paket CompGen sadrzava vlastite proteinske profile domena gena PKS/NRPS
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pripremljene upotrebom baze podataka Pfam i bioinformatickoga programskog paketa HMMER

(Antonio Starcevi¢, neobjavljeni rezultati).

e: etvAl (morghed)  Product: Gene: (6/€) NCEI detail Clear Eemove andnext  Result
CDS: 86..10750  Translation tahle: 11

469 536 558 803

— ACP KS/—\
Domain: K5
I I / Description: Beta-ketoacyl synthase, M-terminal
Save more domains in module: Domai,s in |Expect value: 4 7e-135
ot |LD| | :::11‘?:54:5682;1:013: 203
Crder: |1—| 2 domain
Structure: any_ 1 v /
|[ Save ] |[ Cancel ]
|Mudules |Dumains |Select domain |Name | Description |Expe|:t value |S|:ure | Start - ]fu:l |Remuve
_I AT Ayl transfarase domain § 44e-1621551.9| 109 - 4& o
_I ACP | Phosphopantetheine attachmeni site 2.8e-16| 67.5| 469 - 536
_I K3 |Beta-ketoacyl synthase, N-terminal domain 4. 7e-135(462.1| 558 - 808

Slika 22. Graficki prikaz modula, domena i njihovih poveznica koje je dio programa gererickog
programskog paketa CompGen pronasao u sekvenciji aminokiselina proteina

poliketidnog gena eryAl.

Na temelju vlastitih proteinskih profila domena poliketid sintaza i programskog paketa
HMMER, dio raCunalnog programa generickog programskog paketa CompGen prepoznaje
domene u sekvenciji aminokiselina proteina, koju graficki prikazuje vertikalnom crvenom linijom
(Slika 22). U pozadini se te crvene linije nalaze izvorni podaci, gdje svaki piksel predstavlja
jedno slovo, kojim je obiljeZena svaka pojedina aminokiselina. U prikazanom primjeru crvena
linijja predstavlja 3554 aminokiselina proteina gena eryAl. Domene su graficki prikazane
pravokutnicima razlicitih boja, i sadrzavaju podatke o pocetku i kraju domene, te identi¢nosti,
sli¢nosti ili razli¢itosti sekvencije aminokiselina s upitom u obliku vrijednosti E i bodovnog
stanja poravnanja S. Tijekom anotacije, korisnik programskog paketa CompGen moze prihvatiti
ili odbaciti domenu koju mu racunalni programski paket predlaze. Na taj se nacin anotiraju svi
geni 1 njihovi proteinski produkti svake pojedine poliketid/peptid sintaze/sintetaze koja se sprema

u vlastitu bazu podataka.
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A

DEsource name: Synthetic construct DEBS polyleetide synthase gene cluster, complete sequence
1 2 3

eryATIT eryal eryall
— Rl 8 8

M1

7 cg ( genelamel-geneName2=new cluster name )

ervAll (morphedj-enyAll (morphedi=Ery

Rearange cluster: Ery' | Save order || Add structure | .e_r_yff!jl G| =

1

eyl eryATT

— (morphed) (morphed)

LR ———

ES AT DH ER ER

eryAIL
(morphed)

Slika 23. Graficki prikaz anotacija biosintetskoga puta analizirane poliketidne genske nakupine

koja sadrzava geneticku uputu za biosintezu eritromicina (eryAl, eryAll i eryAlll).

Redoslijed proteina, modula, domena i poveznica zapisan u sekvenciji DNA (A) i

njihov redoslijed nakon redanja u njihov biosintetski redoslijed (B).

Sljede¢i je stupanj anotacija biosintetskoga puta analiziranog poliketida/peptida. U pocetku

dio programa generickog programskog paketa CompGen, na temelju podataka pohranjenih u
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obliku zapisa "DBsource", graficki prikazuje redoslijed proteina, modula, domena i poveznica
zapisan u sekvenciji. Na primjer, eryAlll, eryAl i1 eryAll (Slika 23 A). Nakon toga, slijede¢i dio
programa generickog programskog paketa CompGen poreda, pomocu opcije "kreiraj biosintetski
put" (engl. "Create cluster"), proteine, module i domene u njihov biosintetski redoslijed, to jest
eryAl, eryAll 1 eryAlll, odnosno pocetna (tzv. "Loading"; LD) domena, Modul-1, Modul-2 i tako
dalje. (Slika 23 B).

Iz do sada navedenih podataka, koji se nalaze u vlastitoj bazi podataka, dio programa
generiCkog programskog paketa CompGen, pocevsi od sekvencije DNA genske nakupine, te
sekvencija aminokiselina proteina, modula, domena te gradevnih jedinica u obliku izomerickih
zapisa SMILES (Slika 24), predvida linearni poliketidni lanac koji moze prikazati u
dvodimenzionalnom (2D) ili trodimenzionalnom (3D) obliku (Slika 25) prikladnim za daljnju

rac¢unalnu obradu.

Hparange clostar: 'Ery l Sene order | | ladd sructure ta LD madula) || &ry 0 b i Add strocure ey Ut LD mcdls
1 2 3
eryAl err Tl ery AL
fraoepled) (meaphed)  (morphed)

1 2 3
LD M1 M2
AT ACF
QH
=

NGt

Slika 24. Graficki prikaz odabira gradevnih jedinica poliketidnog antibiotika eritromicina, koje
programski paket CompGen odabire iz baze podataka gradevnih jedinica i povezuje u

kemijsku strukturu linearnog lanca poliketida.
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Na Slici 25 graficki su prikazane dvodimenzionalne (2D) i trodimenzionalne (3D) kemijske

strukture linearnog lanca poliketidnog antibiotika eritromicina.

[ TASES | [ SETTINGS | [ BLAST IT | [ CLUSTERS | [ CHEMICAL STRUCTURE | [ LOGOUT |

Chosters:| Structure Drdera.ndstmmlra| Remove

Ery 3 [z vigws @

Y 2 4 O OH

HS

Slika 25. Graficki prikaz dvodimenzionalne (2D) 1 trodimenzionalne (3D) strukture linearnog

poliketidnog lanca antibiotika eritromicina.
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5. Rasprava



U tijeku je razvoj generickih racunalnih programskih paketa, CompGen 1 ClustScan
(akronimi za "Compound Generator" i "Cluster Scanner"), napisanih objektno orijentiranim
racunalnim jezikom Java (51, 70) i skriptnim ra¢unalnim jezikom JavaScript (55). Temeljni cilj
programskog paketa CompGen jest strukturiranje virtualne baze podataka potpuno novih, u
prirodi nepoznatih, kemijskih entiteta, poc¢evsi od sekvencija DNA poliketidnih/peptidnih genskih
nakupina koje se nalaze u opéim javnim bazama poput baze podataka GenBank (30). U
specijaliziranim javnim bazama podataka (31, 32) ima nekoliko desetaka detaljno opisanih, to
jest anotiranih, genskih nakupina. Nasuprot tome, programski bi paket ClustScan trebao pomoci
pri anotaciji sekvenciranih poliketidnih/peptidnih genskih nakupina ¢ija su funkcija i konac¢ni
kemijski produkt jo§ nepoznati. Takvih sekvenciranih genskih nakupina u opcoj javnoj bazi

podataka GenBank ve¢ danas ima nekoliko stotina i njihov broj eksponencijalno raste (30).

Upotrebom racunalnog jezika UML ("Universal Markup Language"; 71) u tijeku je izrada,
o platformi neovisnih, generi¢kih programskih paketa CompGen 1 ClustScan za automatsko
prikupljanje, pohranu i obradu podataka o poliketidima, neribosomalnim peptidima i ostalim
produktima modularnih biosintetskih putova iz javno dostupnog izvora baze podataka GenBank
(30). Okosnica programskog paketa CompGen specificno je strukturirana baza podataka
poliketidnih/peptidnih genskih nakupina izradena po uzoru na BioSQL v1.29, koji predstavlja
standardni model za prikazivanje bioloskih podataka (46). Baza podataka sadrzava sve podatke
od sekvencija DNA genskih nakupina PKS/NRPS do sekvencija DNA i proteina gena, modula,
domena 1 njihovih poveznica. Sadrzava i1 kemijske strukture pocetnih i produznih gradevnih
jedinica u obliku izomeric¢kih zapisa SMILES (37), dvodimenzionalne (2D) 1 trodimenzionalne
(3D) strukture poliketidnih lanaca, te konacne ciklicke kemijske strukture poliketidnih/peptidnih
okosnica, tj. aglikona (Slika 17).

Da bi se ti bioloski i kemijski podaci prikupili iz javnih baza podataka i pohranili u vlastitoj
bazi, programski paket CompGen sadrzava konsenzus (tj. "idealne") primarne sekvencije
aminokiselina domena proteina PKS/NRPS u obliku zapisa FastA (33) (Slika 18). Te su primarne
sekvencije aminokiselina modelnih domena pripremljene upotrebom baze podataka Pfam (35) 1
funkcije programa "hmmemit" bioinformatickoga programskog paketa HMMER (43). One se
upotrebljavaju kao sekvencije-upiti za pretrazivanje baze podataka GenBank bioinformatickim
programom BLAST (42). BLAST je akronim za "Basic Local Alignment Search Tool" i
upotrebljava se za brzo pretrazivanje mogucih lokalnih poravnanja sekvencija-upita sa

sekvencijama iz javnih baza podataka. Pri stupnjevanju pogodaka koristi se statisticka analiza za
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procjenu vaznosti svakog pogotka koja se izrazava kao "oc€ekivana vrijednost", to jest vrijednost
E (engl. "E value"). CompGen zatim provodi pretragu na Web posluzitelju Nacionalnog centra za

biotehnoloske informacije (NCBI), koji odrzava bazu podataka GenBank (30).

Izvjesée programa BLAST, oblikovano programskim paketom CompGen, sadrzava prikaz
100 zapisa baze podataka GenBank (Slika 19 A i B). Identi¢nost, slicnost ili razlicitost podataka
izraZena je vrijednos¢u E i bodovnim stanjem poravnanja S (engl. "Score"). Sto je vrijednost E
manja, a bodovno stanje poravnanja vecée, to je pronadena sekvencija DNA sli¢nija sekvenciji
upotrijebljenoj kao sekvencija-upit. Detalji se svakog zapisa, prije pohranjivanja u vlastitu bazu
podataka, mogu provjeriti u izvornoj javnoj bazi podataka GenBank. Osim toga, iz samog se
izvjeS¢a programa BLAST moze wuociti identicnost, slicnost ili razliCitost redoslijeda
aminokiselina u izabranoj domeni. Ako dobiveni rezultat zadovoljava, korisnik programskog
paketa CompGen sprema ga u vlastitu bazu podataka pomocu opcije "spremi". Racunalni
program pronalazi i sprema zapis iz baze podataka GenBank, oblikovan programskim paketom
CompGen, u obliku zapisa "DBsource" (30). Prije nego §to ga spremi, korisnik moZze jo§ jednom
pogledati detalje zapisa na Web posluzitelju Nacionalnog centra za biotehnoloske informacije

(Slika 20).

Nakon toga slijedi anotacija proteina poliketidnih/peptidnih gena i prepoznavanje njegovih
modula, domena i poveznica. CompGen sadrzava vlastite proteinske profile domena gena
PKS/NRPS pripremljene upotrebom baze podataka Pfam (Bateman i sur., 2002.) 1
bioinformatickoga programskog paketa HMMER (43). Na temelju vlastitih proteinskih profila
domena PKS/NRPS i programskog paketa HMMER, CompGen prepoznaje i graficki prikazuje
domene u sekvenciji aminokiselina u proteinima (Slika 21). U pozadini toga grafickog prikaza
nalaze se podaci, gdje svaki piksel predstavlja jedno slovo koje obiljezava svaku pojedinu
aminokiselinu. Domene su takoder graficki prikazane i sadrzavaju podatke o pocetku i kraju
domene, te identicnosti, sli¢nosti ili razli¢itosti sekvencije aminokiselina sa sekvencijom-upitom
u obliku vrijednosti E i bodovnog stanja poravnanja. Tijekom anotacije, korisnik programskog
paketa CompGen moze prihvatiti ili odbaciti domenu koju mu predlaze racunalni program. Tako
se anotiraju svi geni 1 njihovi proteinski produkti svake pojedine PKS/NRPS koja se sprema u

vlastitu bazu podataka.

Sljedeci je stupanj anotacija biosintetskoga puta analiziranog poliketida/peptida. U pocetku

CompGen, na temelju podataka pohranjenih u obliku zapisa "DBsource", graficki prikazuje
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redoslijed proteina, modula, domena i poveznica zapisan u sekvenciji (Slika 23 A). Nakon toga,
pomocu opcije "kreiraj biosintetski put", CompGen poreda proteine, module i domene u njihov

biosintetski redoslijed (Slika 23 B).

Kataliticki je aktivne domene potrebno posebno detaljno anotirati radi predvidanja njihove
aktivnosti/neaktivnosti i specifi¢nosti. Programski paket CompGen mora mo¢i prepoznati jesu li
domene PKS/NRPS sustava, prisutne unutar genskih nakupina, aktivne ili neaktivne. Naime, iz
detaljno anotiranih genskih nakupina poliketida i peptida poznato je da se unutar genskih
nakupina nalaze i kataliticki neaktivne domene. To je posebno zapazeno u domena dehidrogenaza
(DH) (32). Zbog toga programski paket CompGen mora prvo moci analizirati i razlikovati
sekvencije aminokiselina razli¢itih domena po njihovoj duZini, to jest broju aminokiselina. Nakon
toga mora mo¢i analizirati i razlikovati sekvencije aminokiselina razli¢itih domena s obzirom na
prisutnost/odsutnost aminokiselina vaznih za katalitiCko svojstvo na odredenim pozicijama u
njihovu redoslijedu. U tu ¢e svrhu takoder biti pripremljeni profili pojedinih domena upotrebom
baze podataka Pfam (35) i funkcije programa "hmmemit" bioinformatickoga programskog paketa

HMMER (43).

Predvidanje specificnosti domena AT/A za supstrate (gradevne jedinice) koji se ugraduju u
poliketidne/peptidne lance, te specificnosti domena KR za modifikaciju (stereospecificnost —OH 1
—CHs; skupina) gradevnih jedinica nakon ugradnje u poliketidni/peptidni lanac, drugi je bitan
¢imbenik koji ¢e programski paket CompGen morati razrijesiti. I u tu ¢e svrhu biti pripremljeni
vlastiti specificni profili domena AT/A 1 KR upotrebom baze podataka Pfam (35) i podataka iz
znanstvene literature (72, 73, 74, 75, 76), te funkcije programa "hmmbuild" bioinformatickoga
programskog paketa HMMER (43). Ti ¢e profili pripremljeni odvojeno za C2, C3 i druge
poliketidne gradevne jedinice, a i za razli¢ite aminokiseline kao gradevne jedinice neribosomalno
sintetiziranih peptida, posluziti za poravnanje nepoznatih domena AT/A 1 KR upotrebom funkcije
programa "hmmalign" bioinformati¢koga programskog paketa HMMER. Programski ¢e paket
CompGen moéi prepoznati kljune aminokiseline s obzirom na prisutnost/odsutnost
aminokiselina vaznih za svojstvo specifi¢nosti na odredenim polozajima u redoslijedu domena

AT/A KR (72,73, 74).

Racunalni programski paket CompGen sadrzava i bazu podataka pocetnih i produznih
gradevnih jedinica u obliku izomeric¢kih zapisa SMILES (37). Kada se u znanstvenoj literaturi

pojavi nova poliketidna/peptidna genska nakupina, to jest novi biosintetski put poliketida/peptida
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koji upotrebljava do sada nepoznatu gradevnu jedinicu, CompGen podrZzava i kemoinformaticki
program ChemAxon (77), za pripremu novog zapisa SMILES (Slika 21). Iz do sada navedenih
podataka, Sto se nalaze u specificno strukturiranoj bazi podataka, CompGen, pocevsi od
sekvencije DNA genske nakupine, predvida linearni poliketidni/peptidni lanac koji se moze

prikazati u dvodimenzionalnom (2 D) ili trodimenzionalnom (3 D) obliku.

U tijeku je molekularno modeliranje procesa ciklizacije linearnih novih nepoznatih
poliketidnih/peptidnih lanaca u ciklicke strukture. Za to modeliranje upotrebljavamo poznate
poliketidne/peptidne lance 1 poznate aglikone (32). Takoder je u tijeku i modeliranje procesa
homologne rekombinacije (23) izmedu sekvencija DNA dviju poliketidnih/peptidnih genskih
nakupina. U prirodi proces rekombinacije zahtijeva minimalnu duZinu apsolutne identi¢nosti
dviju sekvencija DNA. Minimalna se duzina apsolutne identi¢nosti, MEPS (engl. "Minimal
Essential Pairing Sequence"; 78) mora nalaziti u podru¢ju DNA razmjerno velike slicnosti
sekvencija. Koordinate identi¢nosti 1 sli¢nosti dviju sekvencija DNA povezane su s bazom
podataka kako bi se mogle prepoznati domene i1 poveznice koje sudjeluju u rekombinaciji. Kada
racunalni programi za modeliranje procesa ciklizacije i homologne rekombinacije budu napisani,
buduénost ¢e racunalnih programskih paketa CompGen 1 ClustScan biti predvidanje bioloSke
aktivnosti novih prirodnih kemijskih entiteta oblikovanih u uvjetima in silico, odredivanjem
aktivnosti kemijskih supstancija racunalnim alatom PASS (akronim za "Prediction of Activity
Spectra for Substances"; 79) ili upotrebom racunalnom vodenog dizajna lijekova, CDD

tehnologijom (80).

Koliko nam je poznato, u svijetu postoje Cetiri moguca konkurenta. Kao prvo, tvrtka
Ecopia BioSciences Inc. (81) razvila je bioinformatic¢ki sustav DecipherIT™ koji automatski
anotira genske nakupine mikroorganizama iz tla. Svrha je sustava da predvidi kemijske strukture
molekula koje sintetiziraju enzimi ¢iju geneticku uputu sadrzavaju. Drugo, istrazivaci su iz
Nacionalnog instituta za imunologiju, New Delhi, Indija, razvili racunalni program
SEARCHPKS za anotaciju domena poliketid sintaza u njihovim sekvencijama proteina. Njihov
se racunalni pristup temelji na iscrpnoj analizi dobro opisanih modularnih PKS sadrzanih u bazi
podataka PKSDB. Rafunalnom se programu SEARCHPKS moZe pristupiti na Web stranicama

http://www.nii.res.in/searchpks.html (72). Trece, postoji i racunalni program NRPSpredictor (73,

82) koji predvida specifi¢nosti domena adenilacije (domena A), genskih nakupina NRPS, za
odabir gradevnih jedinica tijekom biosinteze neribosomalno sintetiziranih peptida. Konacno,

nedavno je objavljen racunalni program Biogenerator (83) koji sadrZzava program PASS (engl.
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"Prediction of Activity Spectra for Substances"; 84), §to ¢e ga na trziSte staviti norveska tvrtka
Biosergen AS iz Trondheima. Taj je racunalni program sli¢an sustavu DecipherIT™ po tome $to
takoder automatski anotira sekvencije genoma radi predvidanja moguéih poliketidnih produkata
sintetiziranih poliketid sintazama. Osim toga, taj ¢e raunalni program generirati i virtualnu bazu
podataka poliketida koja ¢e se moci pretrazivati u uvjetima in silico da bi se predvidjela bioloska
aktivnost tih kemijskih supstancija (79). Medutim, ni jedan od navedenih racunalnih programa ne
predvida procese homologne rekombinacije izmedu dviju poliketidnih/peptidnih genskih
nakupina radi predvidanja novih prirodnih kemijskih entiteta poput generickoga racunalnog

programskog paketa CompGen.
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6. Zakljucci



Na temelju dobivenih rezultata i provedene rasprave mogu se izvesti slijedec¢i zakljuccei:

Za genericki racunalni programski paket CompGen specifi¢no je strukturirana baza podataka

poliketidnih/peptidnih genskih nakupina po uzoru na BioSQL.

Upotrebom objektno orijentiranog racunalnog jezika Java i skriptnog racunalnog jezika

JavaScript razvijeni su dijelovi generickog racunalnog programskog paketa CompGen za:

prikupljanje i strukturiranje bioloskih i kemijskih podataka,

detaljan opis, to jest anotaciju, modula, domena 1 njihovih poveznica,

anotaciju biosintetskih puteva poliketida/peptida, i

graficko prikazivanje dvodimenzionalnih i trodimenzionalnih kemisjkih struktuta linearnih

lanaca poliketida/peptida.
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8.1. Popis koristenih kratica u radu

A - domena za adenilaciju aminokiselina (NRPS)

ACP - mali polipeptid nosac¢ acila (PKS)

ACV - L-alfa-amino adipil-L-cisteinil-D-valin - preteca penicilina

AJAX - metoda AJAX (akronim za "Asynchronous JavaScript and XML")

AT - domena aciltransferaze (PKS)

ave - gen Ciji proteinski produkt sudjeliju u biosintezi poliketida avermektina

BLAST - bioinformaticki racunalni program BLAST (akronim za "Basic Local Alignment
Search Tool")

C - domena za kondenzaciju (NRPS)

CDA - lipopeptidni, o kalciju ovisan, antibiotik

CDD - racunalom voden dizajn lijekova (akronim za "Computer added Drug Design")

Cy - domena za formiranje heterociklickih prstenova (NRPS)

CSS - racunalni jezik CSS (akronim za "Cascading Style Sheets")

DDBIJ - Japanska baza podataka sekvencija DNA (akronim za "DNA Database of Japan")

DEBS - sintaza deoksieritronolida B (akronim za "DeoxyErythronolide B Synthase")

DH - domena dehidrataze (PKS)

DHTML - dinamic¢ki HTML (akronim za "Dynamic HTML")

DMBS - sustav za upravljanje bazama podataka DMBS (akronim za "DataBase

Management System")

DNA - deoksiribonukleinska kiselina

DOM - model DOM (akronim za "Dokument Object Model")

DWR - biblioteka otvorenog koda DWR (akronim za "Direct Web Remoting")

E - o¢ekivana vrijednost

Epim -domena za epimerizaciju (NRPS)

EMBL - Europska baza podataka sekvencija DNA (akronim za "EMBL Nucleotide
Sequence Database")

ER - domena enoilreduktaze (PKS)

HTTP - protokol HTTP (akronim za "Hypertext Transfer Protocol")

IDE - integrirana razvojna okolina (akronim za "Integrated Develpment Environment")

JSON - oblik zapisa JSON (akronim za "JavaScript Object Notation")

JSP - Java tehnologija JSP (akronim za "Java Server Page")

KR - domena ketoreduktaze (PKS)

KS - domena ketosintaze (PKS)
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HTML
JDBC
MEPS

MT
NCBI
NRPS
PASS
PCP
PKS
PKSDB

PKS/NRPS
R

rap
SMILES

Te

TE
UML
WTP
XHTML
XML

- raCunalni jezik HTML (akronim za "Hypertext Markup Language")

- Java tehnologija JDBC (akronim za "Java Database Connectivity")

- minimalna duZzina apsolutne identi¢nosti u kojoj dolazi do homologne
rekombinacije (akronim za "Minimal Essential Pairing Sequence")

- domena za N-, C- ili O-metilaciju (NRPS)

- Nacionalni Centar za Biotehnoloske Informacije, Washington, SAD

- sintetaza neribosomalno sintetiziranih peptida

- raCunalni alat PASS (akronim za "Prediction of Activity Spectra for Substances")

- mali polipeptid nosac peptidila (NRPS)

- poliketid sintaza

- baza podataka modularnih poliketid sintaza (akronim za "Database of Modular
Polyketide Synthases")

- mjeSovita poliketid sintaza i sintetaza neribosomalno sintetiziranih peptide

- domena reduktaze (NRPS)

- gen Ciji proteinski produkt sudjeliju u biosintezi poliketida rapamicina

- oblik izomerickog zapisa (akronim za "Simplified Molecular Input Line Entry
System")

- domena tioesteraze (NRPS)

- domena tioesteraze (PKS)

- racunalni jezik UML (akronim za "Universal Markup Language"

- dodaci za razvoj Web aplikacija (akronim za "Web Tools Platform)

- raCunalni jezik XHTML (akronim za "Extensible HyperText Markup Language")

- racunalni jezik XML (akronim za "Extensible Markup Language")

8.2. Sadrzaj kompakt diska

Svi navedeni prilozi, ukljucujuci i cjelovit tekst Diplomskog rada (Diplomski rad JD.pdf), nalaze

se na kompaktnom disku (CD-R) nazvanom "Diplomski rad JD: Prilozi".

1. Primjer zapisa u obliku "DBsource" iz baze podataka GenBank.

2. Primjer cijelovitog izvjeS¢a bioinformatickog brograma BLAST oblikovanog racunalnim

programom za prikupljanje bioloskih podataka.

3. Programski kdéd cjelovitog racunalnog programa za prikupljanje, strukturiranje, pohranu i

graficki prikaz podataka.
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Gotovi seminarski, maturski, maturalni i diplomski radovi iz raznih
oblasti, lektire , puskice, tutorijali, referati - specijalizovan tim za usluge
visokokvalitetnog pisanja, istrazivanja i obradu teksta za kompletan region
Balkana.

Posetite nas na sajtovima ispod:

WWW.MATURSKIRADOVI.NET
WWW.SEMINARSKIRAD.ORG
WWW.MATURSKI.NET
WWW.MATURSKI.ORG
WWW.SEMINARSKIRAD.INFO

Dostupni smo Vam 24h 365 dana u godini.

Za gotove verzije rada obratiti se na mail:

maturskiradovi.net@gmail.com

061/ 11-00-105

Seminarski, diplomski, maturski radovi, prevodi na engleski 1 eseji...


http://www.maturskiradovi.net/
http://www.seminarskirad.org/
http://www.maturski.net/
http://www.maturski.org/
http://www.seminarskirad.info/
file:///D:/Downloads/Rudic%20za%20PDF-ove/maturskiradovi.net@gmail.com
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