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Bioinformatyczna analiza przewidywanego klastra genéw biosyntezy (+)-geodyny
u Aspergillus terreus

Wstep

Aspergillus terreus, grzyb strzgpkowy uzywany w przemysle do
produkcji lowastatyny i kwasu itakonowego, zdolny jest do biosyntezy
zwiazku poliketydowego o nazwie (+)-geodyna. Substancja ta wykazu-
je aktywno$¢ antybakteryjna, a jej potencjalne zastosowanie w medy-
cynie byto przedmiotem badan [Sato i in., 2005]. Szlak biosyntezy tego
metabolitu nie jest jeszcze w pelni zbadany, a odpowiadajacy mu klaster
gendw nie zostat jeszcze scharakteryzowany.

W niniejszej pracy opisano uzycie metod bioinformatyki do ziden-
tyfikowania klastra biosyntezy (+)-geodyny oraz powiazania poszcze-
golnych sekwencji z proponowanym szlakiem metabolicznym. Skorzy-
stano z dostgpnych w bazie danych UniProt wynikow automatycznej
wstepnej anotacji genomu Aspergillus terreus NIH2426 [The UniProt
Consortium, 2012], gdzie kazdemu przewidzianemu i poddanemu trans-
lacji genowi przypisana jest sekwencja aminokwasow, unikalny identy-
fikator zawierajacy oznaczenie organizmu (w tym przypadku ,,ATEG”)
oraz numer. Liczba sekwencji wyodrgbnionych z genomu A. terreus
NIH2426 wynosi 10406.

Anotacja funkcjonalna klastra

Granice przewidywanego klastra biosyntezy (+)-geodyny wyznaczo-
no poprzez analizg sekwencji sasiadujacych z genem kodujacym synta-
zg poliketydowa (ATEG_08451). Spodziewano sig obecnosci otwartych
ramek odczytu, ktdére mozna by powiaza¢ z etapami post-PKS szlaku
metabolicznego prowadzacego od antronu emodyny do (+)-geodyny
[Chen iin., 1995]. W genie ATEG 08448 odnaleziono domeny typowe
dla syntazy peptydow nierybosomalnych (NRPS), co wskazuje na obec-
no$¢ innego klastra metabolizmu wtornego w bezposrednim sasiedz-
twie klastra (+)-geodyny.

Kolejne sekwencje od ATEG 08461 do ATEG_08470 nie zostaty
powiazane z zadna funkcja. Przyjeto zatem, Ze granice hipotetycznego
klastra (+)-geodyny wyznaczone sa przez ATEG 08449 i ATEG_08460

(Rys. 1).
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Rys. 1. Przewidywany klaster genow biosyntezy (+)-geodyny wyodrgbniony z geno-
mu Aspergillus terreus NIH2426. Klaster zawiera dwanascie otwartych ramek odczytu
(kolejno od ATEG_08449 do ATEG_08460). Strzatki wskazuja kierunek transkrypcji.
Dlugosé strzalki jest proporcjonalna do dlugosci genu. 1 kb oznacza tysiac par zasad
(kilo base pairs)

Prawdopodobne funkcje poszczegdélnych produktéw klastra zosta-
ly ustalone na podstawie stwierdzonego podobienstwa do biatkowych
sekwencji, ktore zdeponowano w bazach danych i ktore byly przed-
miotem weryfikacji eksperymentalnej. Odrzucono podobiefistwo do
produktéw czysto hipotetycznych. W analizie nie uwzgledniono nale-
zacej do klastra syntazy poliketydowej (ATEG 08451) oraz tioesterazy

(ATEG_08450), ktore zostaly juz wczeséniej scharakteryzowane [Awa-
kawa i in., 2009]. Do przeprowadzenia analizy podobienstwa sekwencji
uzyto program BLASTP [Altschul i in., 1997]. Wyniki przedstawiono
w tab. 1.

Tab. 1. Wyniki badania podobienstwa sekwencji dla przewidywanego klastra biosyn-

tezy (+)-geodyny u Aspergillus terreus NIH2426. Sekwencje por6wnano przy uzyciu

programu BLASTP [Altschul i in., 1997]. Zachowano oryginalne nazwy sekwencji.
W nawiasach podano nazwy organizméw zrodtowych

Identyczno$¢/ ”
Szukang Sekwencja podobna Podobienstwo Wartose
sekwencja E
[%]
ATEG 08449 Sterlgmatocyst'm 8-O-methyltrans- 28/43 4107
- ferase (Aspergillus flavus)
ATEG 08452 AFLJ 'p'rotem (Aspergillus 3754 1105
- parasiticus)
Sterigmatocystin biosynthesis
ATEG 08453 | regulatory protein (Aspergillus 59/83 710"
nidulans)
ATEG 08454 Glute.lthlone S-transferase 1 42757 5.10%
- (Schizosaccharomyces pombe)
ATEG 08455 AfIX/ or'dB/ monooxygenase/ oxidase 24/62 6105
- (Aspergillus flavus)
ATEG 08456 Trans-aconitate 3-methy}transferase 26/45 210
- (Saccharomyces cerevisiae)
ATEG. 08458 | Dihydrogeodin oxidase 99/99 0.0
- (Aspergillus terreus)
ATEG_08459 | HypA (dspergillus flavus) 35/52 8107
ATEG_08460 | Gsfl (Penicillium aethiopicum) 48/65 510"

Sekwencje nalezace do klastra zostaty rowniez przeanalizowane pod
katem obecnosci konserwatywnych domen i motywow biatkowych
(Tab. 2).

Tab. 2. Domeny konserwatywne w sekwencjach przewidywanego klastra biosyntezy

(+)-geodyny u Aspergillus terreus NIH2426. Sekwencje pordwnano przy uzyciu pro-

gramu BLASTP [Altschul i in., 1997]. Podano rowniez identyfikatory domen uzyte
w bazie danych CDD [Marchler-Bauer i in., 2011]

Szukana
sekwencja

ATEG_08449

Domeny konserwatywne

pfam00891: O-methyltransferase (O-metylotransferaza)
¢d00067: GAL4-like Zn2Cys6 binuclear cluster DNA-binding
domain (domena biatka regulatorowego GAL4)

¢d03048: GST N Ure2p_like,
¢d10293: GST_C_Ure2p (domeny S-transferazy glutationowej)

ATEG_08453

ATEG_08454

cl09931: NADB_Rossmann (zwinigcie Rossmana, domena
wiazaca NAD(P)+/NAD(P)H)

¢d02440: AdoMet MTases (metylotransferaza)

cl15807: Dabb, Stress responsive A/B barrel domain
(domena majaca zwiazek z odpowiedzia na stres)

pfam00394: Cu-oxidase,

pfam07731: Cu-oxidase 2,

pfam07732: Cu-oxidase_3 (domeny oksydazy zawierajacej
atomy miedzi)

ATEG_08455

ATEG 08456

ATEG_08457

ATEG_08458

pfam04820: Trp_halogenase (halogenaza tryptofanu),
¢cl09931: NADB_Rossmann (zwinigcie Rossmana, domena
wiazaca NAD(P)+/NAD(P)H)

ATEG_08460

Stwierdzenie obecno$ci sekwencji charakterystycznych dla dobrze
zbadanych i opisanych domen pozwala na sformutowanie hipotez do-
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tyczacych przewidywanych funkcji biatek kodowanych przez analizo-
wane geny.

Sekwencje ATEG 08449 i ATEG 08456 zawieraja sekwencje do-
men biatkowych $wiadczace o ich przynaleznosci do metylotransferaz.
ATEG 08449 koduje biatko podobne do O-metylotransferazy odpowie-
dzialnej za jeden z etapdw biosyntezy sterigmatocystyny u Aspergillus
Sfavus, natomiast ATEG 08456 wykazuje podobienstwo do drozdzowe;j
3-metylotransferazy trans-akonitanu.

ATEG_ 08454 jest sckwencja S-transferazy glutationowej. Enzymy
tego typu biora udziat w detoksyfikacji komorek [Sato i in., 2009]. Nie
mozna wykluczy¢, ze S-transferaza glutationowa pelni rolg¢ ochronng
i modyfikuje czasteczki powstate w wyniku aktywnosci klastra, aby nie
stanowily zagrozenia dla samego producenta.

Dwie sekwencje odpowiadaja biatkom regulujacym proces trans-
krypcji. Pierwsza z nich, ATEG_08453, zawiera motyw typowy dla
regulatora GAL4. Podobne biatko reguluje biosyntezg sterigmatocysty-
ny u Aspergillus nidulans. Druga sekwencja regulujaca, ATEG 08452,
wykazuje podobienistwo do AFLJ, biatka wptywajacego na produkcje
aflatoksyny u Aspergillus parasiticus poprzez oddziatywanie z GAL4
[Chang, 2003]. Mozna wigc przypuszczac, ze te dwa biatka reguluja
wspdlnie transkrypcje genoéw klastra (+)-geodyny podobnie, jak ma to
miejsce w przypadku biosyntezy aflatoksyny.

Otwarta ramka odczytu ATEG 08458 koduje oksydazg dihydroge-
odyny (DHGO). Gen zostal wyizolowany z A. terreus i scharakteryzo-
wany [Huang i in., 1995] zanim dokonano sekwencjonowania genomu
tego organizmu. Uzyskana eksperymentalnie sekwencja zostata zdepo-
nowana w bazach danych i jest ona w 99% identyczna do tej przewidy-
wanej na drodze elektronicznej anotacji. Zgodnie z danymi literaturo-
wymi dotyczacymi DHGO, obecne sag w sekwencji domeny oksydazy
zawierajacej atomy miedzi.

ATEG 08455 zawiera tzw. zwinigcie Rossmanna (Rossmann fold).
Jest to motyw strukturalny domeny wiazacej NAD+/NADH lub
NADP+/NADPH, czyli kofaktory uczestniczace w enzymatycznych
reakcjach utleniania i redukcji. Sekwencja wykazuje réwniez podobien-
stwo do AflX, oksydoreduktazy uczestniczacej w biosyntezie aflatok-
syny u A. flavus [Cary i in., 2006]. Druga przewidywana sekwencja
mogaca pehni¢ podobna funkcje jest ATEG 08459. W tym przypadku
nie stwierdzono obecnos$ci domen wiazacych kofaktory, jednak istnieje
podobienstwo do oksydazy HypA, ktdra uczestniczy w tworzeniu afla-
toksyny [Ehrlich i in., 2005].

W sekwencji ATEG 08460 rozpoznano domeny charakterystyczne
dla halogenazy tryptofanu. Obecne jest rowniez wspomniane wczesniej
zwinigcie Rossmanna, poniewaz halogenaza tego typu zalezna jest od
NAD+/NADH [van Pee i Patallo, 2006]. Stwierdzono réwniez podo-
bienstwo do halogenazy Gsfl, ktoéra odpowiada za jeden z etapow bio-
syntezy gryzeofulwiny u Penicillium aethiopicum [Chooi i in., 2010)].

ATEG 08457 jest jedyna otwarta ramka odczytu obecna w klastrze,
ktorej nie udato si¢ powiazac¢ z zadng przewidywana funkcja. Odnale-
ziono fragmenty domeny majacej pewien zwiazek z odpowiedzia na
stres komorkowy, jednak funkcja samej domeny nie jest jeszcze znana.

Powiazanie anotacji klastra ze szlakiem
biosyntezy (+)-geodyny

Wryniki elektronicznej anotacji klastra mozna powigza¢ z propono-
wanym szlakiem biosyntezy (+)-geodyny. Zgodnie z obecna wiedza,
powstaly w wyniku aktywnosci syntazy poliketydowej (ATEG _08451)
zwiazek jest uwalniany z enzymu przez tioesteraz¢ kodowana przez
ATEG 08450 i dekarboksylowany do atrochryzonu (ang. atrochryso-
ne). Dehydratacja atrochryzonu prowadzi do utworzenia antronu emo-
dyny [Awakawa i in., 2009]. Proponowany szlak modyfikacji antronu
emodyny prowadzacy do (+)-geodyny zawiera dwie reakcje zwiazane
z aktywnoS$cia metylotransferaz, dwa etapy katalizowane przez oksyge-
nazy, reakcje wymagajaca udzialu oksydazy dihydrogeodyny oraz jed-
na reakcj¢ chlorowania pierscienia aromatycznego [Chen i in., 1995].

W przypadku oksydazy dihydrogeodyny, mozna automatycznie po-
wiaza¢ sekwencj¢ ATEG 08458 z reakcja utleniania dihydrogeodyny
do (+)-geodyny (Rys. 2).
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Rys. 2. Proponowany szlak biosyntezy (+)-geodyny u Aspergillus terreus. Sekwen-

cje kodujace zostaty przypisane do poszczegdlnych reakcji metabolicznych. Syntaza

poliketydowa ATEG_08451 oraz tioesteraza ATEG_08450 odpowiedzialne sa za bio-

syntezg kwasu karboksylowego atrochryzonu [Awakawa i in., 2006]. Szlak metabo-

liczny od antronu emodyny do (+)-geodyny obejmuje sze$¢ reakcji enzymatycznych
[Chen i in., 1995]

Dwie oksygenazy biorace udziat w szlaku, oksygenaza antronu emo-
dyny oraz oksygenaza kwestyny, byly przedmiotem badan, jednak ich
sekwencja jest nieznana. W tym przypadku powiazanie konkretnej se-
kwengcji klastra z reakcja metaboliczna musi by¢ oparte na dostgpnych
danych biochemicznych.

Oksygenaza antronu emodyny odpowiada za utlenienie antronu emo-
dyny do emodyny. Jest enzymem niezaleznym od dziatania NAD(P)+/
NAD(P)H, prawdopodobnie wykorzystujacym jony zelaza. W anali-
zie SDS-PAGE widoczny jest jako prazek na wysokoéci okoto 50 kDa
[Chen iin., 1995]. Sposréd dwoch potencjalnych oksygenaz w klastrze,
ATEG 08455 i ATEG_08459, tylko ATEG 08459 moze by¢ uwazana
za potencjalng oksygenaze antronu emodyny. Swiadczy o tym brak
w jej sekwencji domen odpowiedzialnych za wiazanie NAD(P)+/
NAD(P)H. Zawiera natomiast fragment bogaty w blisko utozone obok
siebie w strukturze pierwszorzedowej reszty histydyny (H;,LLQTNH-
DEHHMFWRPVAGHN HLTHs¢). Fragmenty tego typu mozna spo-
tka¢ w metalooksygenazach oddziatujacych na pier§cien aromatyczny
[Ehrlich i in., 2005]. Dodatkowym argumentem pozwalajacym przypi-
sa¢ funkcje oksygenazy antronu emodyny do ATEG 08459 jest zblizo-
na masa czasteczkowa. Dla ATEG 08459 wynosi ona 49,3 kDa i zostata
obliczona na podstawie sekwencji aminokwasow.

W przypadku oksygenazy kwestyny, odpowiadajacej za utlenienie
kwestyny do desmetylosulochryny, masa czasteczkowa nie byta zba-
dana eksperymentalnie, ale stwierdzono zalezno$¢ enzymu od NADPH
[Fujii i in., 1988]. Nalezacy do klastra gen potencjalnej oksydoreduk-
tazy, ATEG 08455, spelnia to kryterium, poniewaz zawiera sekwencje
charakterystyczna dla zwinigcia Rossmanna, motywu strukturalnego
wiazacego NAD(P)+/NAD(P)H.
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Dwa etapy biosyntezy (+)-geodyny oparte sa na dziataniu metylo-
transferaz (Rys. 2). Brak jest jakichkolwiek danych eksperymentalnych
dotyczacych O-metylotransferazy desmetylosulochryny, natomiast wy-
izolowano i oczyszczono O-metylotransferazg emodyny. Ustalono na
drodze filtracji zelowej i elektroforezy w warunkach denaturujacych, ze
enzym ten jest homoheksamerem, a wigc zbudowany jest z szesciu jed-
nakowych podjednostek. Masg podjednostki oszacowano na 53,6 kDa
[Chen i in., 1992]. Jest to wartos¢ bardzo zblizona do masy czastecz-
kowej obliczonej dla sekwencji potencjalnej O-metylotransferazy
ATEG 08449 rownej 53,9 kDa. Mozna przypuszczaé, ze kodowane
przez gen ATEG 08449 bialko tworzy wspomniany wczesniej heksa-
mer zdolny do metylacji emodyny, natomiast druga sekwencja metylo-
transferazy obecna w klastrze, ATEG 08456, odpowiada za przeksztat-
cenie desmetylosulochryny w sulochryng.

Ostatni etap biosyntezy (+)-geodyny to przylaczenie dwoch atomow
chloru do pier$cienia aromatycznego. Jest bardzo prawdopodobne, zZe
enzymem odpowiedzialnym za chlorowanie pierscienia jest halogenaza
kodowana przez ATEG_08460. Sekwencja ta jest w 48% identyczna
do obecnej w klastrze biosyntezy gryzeofulwiny sekwencji Gsfl, kto-
ra u Penicillium aethiopicum katalizuje podobna reakcj¢ [Chooi i in.,
2010]. Jest to istotna informacja, poniewaz gryzeofulwina jest zwiaz-
kiem podobnym strukturalnie do (+)-geodyny i mozna spodziewac si¢
podobienstwa na poziomie sekwencji.

Klaster biosyntezy gryzeofulwiny zawiera rowniez inne sekwencje
o znacznym stopniu podobienstwa do sekwencji klastra (+)-geodyny.
Mozemy zaobserwowac, ze syntaza poliketydowa GsfA, biatko regulu-
jace transkrypcje genow GsfR2 oraz trzy metylotransferazy maja swo-
ich odpowiednikéw u A. terreus (Tab. 3).

Tab. 3. Poréwnanie sekwencji klastra (+)-geodyny u Aspergillus terreus i sekwen-

cji klastrow gryzeofulwiny i wirydykatoksyny u Penicillium aethiopicum. W tabeli

zaprezentowane sa sekwencje, dla ktorych stopien identyczno$ci przekracza 25%,
a warto$¢ oczekiwana E jest nizsza niz 107

Sekwencja z klastra biosyntezy .
Szukana (procent identycznosci) Przewidywana
sekwencja - - funkcja
gryzeofulwina wirydykatoksyna
GsfD (27%)
ATEG_08449 GsfB (28%) - O-metylotransferaza
GsfC (28%)
ATEG_08450 - VrtG (50%) tioesteraza
ATEG_08451 GsfA (43%) VrtA (46%) syntaza poliketydowa
ATEG_08453 GsfR2 (42%) VrtR1(39%) biatko regulatorowe

Klaster zwiazany z biosynteza innego zwiazku poliketydowego, wi-
rydykatoksyny (ang. viridicatumtoxin) rdbwniez moze by¢ ewolucyjnie
powiazany z klastrem (+)-geodyny. Syntaza poliketydowa, jak i biatko
regulatorowe, sa w znacznym stopniu podobne (Tab. 3). Nalezy zwrécic¢
uwagg na 50% identycznos$ci w sekwencji tioesterazy, co moze wska-
zywa¢ na podobny mechanizm uwalniania produktu od syntazy polike-
tydowej w przypadku obu zwigzkéw. Potwierdza to w pewnym stopniu
hipotezy dotyczace udziatu tioesterazy w uwalnianiu prekursora wiry-
dykatoksyny [Chooi i in., 2010].

Whioski

Analiza sekwencji sasiadujacych z genem syntazy kwasu karboksy-
lowego atrochryzonu pozwolita zidentyfikowaé hipotetyczny klaster
gendéw odpowiedzialnych za biosyntezg (+)-geodyny u A. terreus NIH
2426. Stwierdzono podobienstwo do innych klastrow metabolizmu
wtornego, co wskazuje na pokrewienstwo ewolucyjne tychze klastrow
lub ich fragmentow.

Niniejsza praca pokazuje, ze narzgdzia bioinformatyki dostarczaja
istotnych wskazowek dla badaczy zajmujacych si¢ charakteryzowa-
niem szlakow metabolicznych. Poprzez poréwnanie sekwencji mozna
formutowaé hipotezy dotyczace funkcji badanych biatek. Nalezy jed-
nak podkresli¢, ze metabolizm wtorny jest stosunkowo stabo poznany
i czgsto brak jest w bazach danych zweryfikowanych eksperymentalnie
sekwencji, do ktdérych mozna by poréwnaé odkryte geny. Przyktadem
niech bedzie tutaj ATEG_08457, u ktorej nie odnaleziono podobienstwa
do zadnej funkcjonalnie opisanej sekwencji. W niektorych przypadkach

brak eksperymentalnych danych dotyczacych danego enzymu unie-
mozliwilby powiazanie genow z dana reakcja metaboliczna. Co wigcej,
analiza in silico nie pozwolita wykluczy¢ uczestnictwa w biosyntezie
(+)-geodyny enzymu kodowanego przez gen lezacy poza klastrem.
Optymalne efekty daje zatem laczenie metod komputerowych i ekspe-
rymentalnych, ktére razem pozwalaja na jednoznaczne zdefiniowanie
etapow szlaku metabolicznego i opisanie kazdego genu zwiazanego
z tymze szlakiem.
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