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Automatyczna anotacja genomu jako narzedzie
biologii systemow

Wprowadzenie

Okreslenie sekwencji nukleotydow (genomu) wybranego or-
ganizmu jest obecnie stosunkowo proste dzieki high through-
put technologies 1 stanowi pierwszy etap rekonstrukcji jego
sieci metabolicznej. Do wykonania funkcjonalnej anotacji ge-
nomu in-silico, zastosowanie znajduja algorytmy poréwnywa-
nia sekwencji. U podstaw ich dzialania jest zasada, ze
u wszystkich organizméw na Ziemi mozna znalezé podobne
geny zwane genami ortologicznymi. Sa one funkcjonalnie za-
chowane u réznych gatunkéw ze wzgledu na ich ewolucje od
wspOlnych przodkéw [1]. Najpopularniejszym ogdlnie dostep-
nym narzedziem anotacji genomu jest KEGG Automatic An-
notation Server (KAAS) dostepny w Kyoto Encyclopedia of Ge-
nes and Genomes (KEGG). Dysponujac proteomem lub tran-
skryptomem jakiego$§ organizmu w formacie FASTA mozna
przyporzadkowac transkrypty albo sekwencje aminokwaséw
do identyfikatoré6w ortologii KEGG (KO). Z kolei ortologie
KEGG sa zwiazane z obiektami map KEGG. Kilkaset map
KEGG obejmuje najwazniejsze szlaki metaboliczne zywych
organizmo6w wraz z pelng informacja na temat metabolitéow w
nich uczestniczacych oraz enzyméw katalizujacych poszcze-
gblne przemiany [1].

Automatyczna anotacja pelnego genomu powinna teore-
tycznie pozwoli¢ na odtworzenie kompletnej, sktadajacej sie
z od kilkuset do kilku tysiecy reakcji sieci metabolicznej

catego organizmu, co jest pozadane przy holistycznym podejs-
ciu badawczym do organizmu zywego w biologii systemow.
Taka sie¢ mogtaby by¢ wykorzystana, np. do zaawansowane-
go modelowania metabolicznego na poziomie stechiometrii
(Metabolic Flux Analysis). W praktyce jednak istnieja ograni-
czenia badania metabolizmu in-silico ze wzgledu na trudno$é
w identyfikacji funkcji genéw

Celem pracy jest pokazanie mozliwo$ci zastosowania auto-
matycznej anotacji genomu do badania metabolizmu mikro-
organizméw na przykladzie grzyboéw nitkowych z rodzaju
Aspergillus. Przedstawione zostang mozliwo$ci oraz ograni-
czenia tej metody.

Materialy i metody

Analize przeprowadzono dla siedmiu gatunkéw grzybéw
nitkowych rodzaju Aspergillus: A. niger, A. nidulans, A. ory-
zae, A. fumigatus, A. terreus, A. flavus 1 A. clavatus. Dla czte-
rech pierwszych gatunkéw anotacja znajduje sie w KEGG.
Dla trzech ostatnich wykorzystano serwer KAAS z danymi
wejSciowymi w postaci plikow FASTA zawierajacych tran-
skrypt lub proteom danego gatunku. Pochodzity one z Broad
Institute (Massachusetts Institute of Technology). Do anotacji
uzyto algorytmu single-directional best hit, a jako material
poréwnawczy gendéw ortologicznych uzyto zestawu referencyj-
nego dla Eukaryota proponowanego przez KAAS [2].
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Wyniki badan

Najczestszym zastosowaniem automatycznej anotacji geno-
mu jest poréwnanie zrekonstruowanych sieci metabolicznych
dla analizowanych organizméw. Jako przyktad oméwiony zo-
stanie metabolizm azotu i glicerolu dla siedmiu gatunkéw
grzybéw nitkowych z rodzaju Aspergillus.

Analizujac sie¢ metabolizmu azotu (Rys. 1) mozna zadaé
pytanie, czy badane organizmy sa zdolne do wykorzystywa-
nia azotanéw jako zrdodla azotu. Reduktaza azotynowa (NAD/
NADP) redukujaca azotyny do jonéw amonowych (EC 1.7.1.4)
wystepuje u wszystkich siedmiu gatunkéw badanych grzy-
béw. Zatem z punktu widzenia zdolno$ci asymilacji azotanéw
wazniejszy jest etap redukcji azotanéw do azotynéw. Poten-
cjalnie wedlug KEGG az sze$¢ enzymoéw jest zdolnych do
przeprowadzania takiej reakcji. Jednakze reduktaza azotano-
wa sprzezona z NAD (EC 1.7.1.1) nie zostata odnaleziona ani
u A. nidulans, ani u A. oryzae. A. flavus dodatkowo posiada

reduktaze azotanowg EC 1.7.7.2, ktorej kofaktorem jest fer-
redoksyna, za$ A. fumigatus i A. niger majg nietypowa reduk-
taze EC 1.7.99.4 o nieznanym kofaktorze. Tenze enzym zostal
takze odnaleziony u A. nidulans. Zatem wedlug anotacji tylko
A. oryzae jest pozbawiony mozliwoéci wzrostu na azotanach
jako jedynym zrédle azotu.

Analizujac inne reakcje na rys. 1 mozna stwierdzié, ze
A. nidulans, A. niger, A. fumigatus 1 A. oryzae sa zdolne do
rozkladu formamidu do mréwczanu 1 amoniaku dzieki obec-
nosci hydrolazy formamidu (EC 3.5.1.49). Wszystkie badane
gatunki maja syntetaze glutaminy (EC 6.3.1.2) odpowie-
dzialna za reakcje wiazania jonéw amonowych do glutami-
nianu, natomiast A. terreus oraz A. oryzae posiadajq jeszcze
glutaminaze (EC 3.5.1.2) rozktadajaca L-glutamine z powro-
tem do kwasu glutaminowego i jonéw amonowych.

Na rys. 2 przedstawiono fragment mapy KEGG z metaboli-
zmem glicerolu przedstawiajacy dwa szlaki wlaczania glice-
rolu do glikolizy. Te szlaki to redukcja glicerolu do gliceronu
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Rys. 1. Metabolizm azotu. Oryginalna mapa KEGG z nalozonymi symbolami znalezionych anotacji dla badanych siedmiu gatunkow
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Rys. 2. Metabolizm glicerolu u Aspergillus sp. Fragment oryginalnej mapy KEGG z nalozonymi symbolami dla badanych siedmiu
gatunkow Aspergillus sp.
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(dihydroksyacetonu) i jego fosforylacja oraz utlenienie glice-
rolu do aldehydu D-glicerynowego i D-glicerynianu oraz fosfo-
rylacja tego ostatniego. Zaden z badanych gatunkéw
Aspergillus nie posiada ani dehydrogenazy glicerolowej (EC
1.1.1.6) ani dehydrogenazy 2-glicerolowej (EC 1.1.1.156). Te
enzymy wystepuja raczej w organizmach prokariotycznych,
szczegollnie w bakteriach anaerobowych i fakultatywnie aero-
bowych [4]. A. niger natomiast okazal sie jedynym badanym
szczepem niezdolnym do utleniania glicerolu do aldehydu
D-glicerynowego, gdyz wedlug anotacji nie posiada ani nie-
specyficznej dehydrogenazy alkoholowej NADP (EC 1.1.1.2)
ani reduktazy aldehydowej (EC 1.1.1.21), katalizujacych od-
wracalne reakcje. Natomiast do fosforylacji glicerynianu przy
trzecim weglu (kinaza glicerynianowa, EC 2.7.1.31) zdolne sg
tylko A. terreus, A. nidulans i A. fumigatus.

Wyniki anotacji nalezy zawsze skonfrontowaé z danymi fi-
zjologicznymi, poniewaz brak anotacji enzymu nie jest stu-
procentowym dowodem na jego nieistnienie.

Wykorzystywanie azotanéw jako zrddia azotu to generalnie
cecha wiekszo$ci grzybow nitkowych z rodzaju Aspergillus
[3]. Na przyklad A. terreus jest na pewno zdolny do wykorzy-
stywania azotanéw jako zZrdédla azotu [5] oraz glicerolu jako
zrédta wegla [6]. Dehydrogenaza glicerolowa EC 1.1.1.72 nie
zostata anotowana dla zadnego grzyba, ale byta wczeéniej wy-
izolowana z A. niger i A. nidulans [7]. Potwierdzone jest takze
jej wystepowanie u A. oryzae [4]. To jest wiec przyktad typo-
wej ,dziury” w anotacji sieci metabolicznej. Dla kinazy glice-
rynianowej EC 2.7.1.31 sytuacja jest trudna do okre§lenia,
gdyz tylko u A. nidulans ten gen zostal znaleziony i sklono-
wany in-vitro [8]. Brak reduktazy azotanowej u A. oryzae po-
twierdzony jest w [4].

Innym zastosowaniem map KEGG jest poszukiwanie kon-
kretnego enzymu na podstawie anotacji sieci metaboliczne;.
Wiadomo na przyktad, ze grzyby nitkowe sa zdolne do hy-
droksylacji weglowodoréw aromatycznych, zaréwno jedno-
jak 1 wielopierscieniowych [9]. Dla badanych Aspergillus
przeanalizowano mape KEGG biodegradacji toluenu, a do-
ktadnie reakcje utleniania toluenu przez 2-monooksygenaze
fenolowa, (EC 1.14.13.7) do 3-metylokatecholu. Sposréd bada-
nych gatunkéw grzybow nitkowych tylko w genomie A. niger
1 A. fumigatus znaleziona zostala odpowiednia anotacja. Za-
tem mozna potencjalnie przyjaé, ze prawdopodobnie te dwa
organizmy sa w stanie hydroksylowaé toluen i nalezaloby
szukaé potwierdzenia tej wtasciwosci eksperymentalnie.

Badanie metabolizmu wtérnego przy pomocy anotacji geno-
mu jest utrudnione ze wzgledu na specyficzno$é tego typu
metabolitéw. Sa one syntezowane tylko przez jeden badz kil-
ka okreSlonych gatunkow
a w KEGG brakuje odpowiednich ortologii. W przypadku
A. terreus w proteomie mozna znalezé syntaze nonaketydowa
lowastatyny (EC 2.1.3.161), ktéra nie ujawnia sie na mapach
KEGG, gdyz one nie obejmujg biosyntezy tego metabolitu.

szczepéw mikroorganizmow,

W KEGG zawarte jest kilka map biosyntezy metabolitow
wtornych, ale na przyktad zaden z badanych Aspergillus nie
posiada enzyméw biosyntezy kwasu klawulonowego, ani poli-
ketydowych makrolidéw. To jest akurat zgodne z wiedza na
temat fizjologii grzybow, gdyz te wtérne metabolity sa synte-
zowane przez prokariotyczne Streptomyces sp.

Natomiast u A. flavus KAAS znalazl anotacje do mapy bio-
syntezy flawonoidéw, potwierdzajac obecno$é poliketydowe;j
syntazy typu chalkonowego EC 2.3.1.74 ktérej produktem
jest miedzy innymi chalkon naringeniny.

Podsumowanie

Na podstawie powyzszych badan wyraznie zarysowuja, sie
ograniczenia automatycznej anotacji genomu przy uzyciu
KAAS czy innych tego typu narzedzi. Po pierwsze taka anota-
cja jest zawsze mniej skuteczna w przypadku dysponowania
cze$ciowo zsekwencjonowanym genomem 1 wtedy moze za-
braknaé niektérych anotacji. Po drugie zestaw map KEGG
jest nadal ograniczony 1 wiele szlakéw metabolicznych szcze-
gblnie dotyczacych metabolizmu wtérnego nie zostato w nich
jeszcze uwzglednionych. Na przyktad brakuje tez w KEGG
mapy metanogenezy. To powoduje, ze nawet odnalezione se-
kwencje niektérych enzymoéw zawarte w pliku FASTA nie zo-
stana przyporzadkowane do map KEGG. Zdecydowanie
znacznie wyzsza skuteczno$§é anotacji genomu w KEGG jest
w przypadku analizy metabolizmu pierwotnego.

Brak jakiego$ enzymu w szlaku metabolicznym nie ozna-
cza, ze z pewnos$cig on nie istnieje, takie braki nazywa sie ho-
les (,dziury”) 1 mozna je wypelnié¢ dysponujac danymi z ekspe-
rymentéw in-vitro. Z powyzszych powodéw bardzo istotne jest
poréownywanie uzyskanych wynikéw tego modelowania szla-
kéw metabolicznych in-silico na podstawie genomu (genoty-
pu) z eksperymentalnymi danymi na temat fizjologii (fenoty-
pem) danego mikroorganizmu oraz ,reczne” poszukiwanie da-
nych na temat niektorych enzyméw w literaturze (bibliomie).
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