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Anotacija

Promocijas darba atrastas un raksturotas no proteobakterijam neklasiski sekret&jamu (I, III,
IV un VI tips) olbaltumvielu sekvencu un to terminalo fragmentu strukturalas pazimes, no kuram
diskriminantanaliz€ izdalitas atseviSkas raksturigo pazimju (efektivie mainigie) kombinacijas un
izveidotas statistiski biitiskas diskriminantfunkcijas, kuru precizitate lauj klasificét sekrécijas

substratus un prognozet to atbilstibu noteiktam olbaltumvielu translokacijas mehanismam.

Promocijas darba rezultati public@ti Cetras zinatniskajas publikacijas un triju starptautisku
konferenCu materialos. Promocijas darbs izstradats 2006. — 2010. gada Latvijas Universitates

Mikrobiologijas un Biotehnologijas institata (LU MBI) Dr.habil.biol. Pétera Zikmana vadiba.

Atslegvardi:  Olbaltumvielu sekrécija, Kodonu izlietojums, Aminoskabju sastavs,

Diskriminantanalize, Proteobaktgrijas



Abstract

The promotion work deals with the comparison of the sequence structural properties
between the groups of non-classically secreted proteins (types I, III, IV, VI) from proteobacteria.
The selected combinations of characteristics (effective variables) maximize the differences
observed within the whole and terminal sequences of proteins and the developed significant
discriminant functions appear to be reliable for the classification and affiliation of the secretion

substrates to a definite type of protein translocation.

The results of the promotion work are published in four research papers and three
international conference abstract books. The promotion research was carried out between 2006-
2010 at the Institute of Microbiology and Biotechnology, the University of Latvia (LU MBI)

under supervision of Dr.habil.biol. P&teris Zikmanis.

Key words: Protein secretion, Codon usage, Amino acid composition, Discriminant

analysis, Proteobacteria



Saisinajumi
CAI - kodonu adaptacijas indekss (codon adaptation index)
KCV — k-reizes atkartota vairakkopu krosvalidacija (k-fold crossvalidation),

LOOCV — k-reizes atkartota vairakkopu krosvalidacija, kuras gadijuma k ir vienads ar

kop€jo paraugu skaitu originalaja datu kopa (leave-one-out cross validation)

Nc — efektivo kodonu skaits (number of effective codons)

Q — Press’s Q indekss

T1SS — 1. tipa sekrécijas sist€ma (¢ype 1 secretion pathway)

T2SS - 2. tipa sekrécijas sist€ma (type 2 secretion pathway)

T3SS — 3. tipa sekrécijas sist€éma (zype 3 secretion pathway)

T4SS — 4. tipa sekrécijas sist€éma (type 4 secretion pathway)

T5SS — 5. tipa sekrécijas sisteéma (fype 5 secretion pathway)

T6SS — 6. tipa sekrécijas sisteéma (¢fype 6 secretion pathway)

T7SS — 7. tipa sekrécijas sist€ma (type 7 secretion pathway)

VK — variacijas koeficients
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Ievads

Arsiinas olbaltumvielu ievérojamais patsvars baktériju kopgja proteoma, to nozime $iinu
dzivibas procesu nodro$inaSana, ari daudzpusigas tehnologiska pielietojuma iesp&jas nosaka
nepiecieSamibu péc efektivakam to identificéSanas un raksturo$anas metodem. Tadel ir svarigi
padzilinat zinaSanas un attistit priekSstatus par bakteriju sekrécijas sisttmam, IpaSu veribu
piegriezot to substratu Tpasibam. Ta, proteobaktérijam Sobrid pazistamas vismaz seSu tipu
sekrécijas sisteémas, no kuram Cetras nav raksturojamas ar N- terminala signalpeptida atSkelSanu
no sekrécijas substrata, tad€] visbiezak tiek apzimé&tas ka 'neklasiskas' sekrécijas sist€mas.
Jauzsver, ka olbaltumvielas ar eksperimentali apstiprinatu atbilstibu kadam noteiktam sekrécijas
mehanismam joprojam parstav tikai niecigu dalu no nepartraukti pieaugosa sekvenceto
eksoporoteomu apjoma. To zinama meéra kavé daudzveidigas un savstarp€ji atSkirigas, tacu

vienlaikus arT [idzigas sekrécijas kompleksu 1pasibas.

Olbaltumvielu, t.sk. baktériju  sekrécijas  substratu, raksturosanai lidztekus
eksperimentalajam pieejam plasi izmanto dazadas in silico prognozeSanas metodes, kuras,
lielakoties, lauj noteikt vienigi olbaltumvielu lokalizaciju $ina un, raksturojot sekrécijas
substratus, un apstiprinat vai noliegt visparéjam sekrécijas celam raksturigd N- terminala
signalpeptida klatbiitni sekret€jama olbaltumviela, kas nav pietiekami, lai sniegtu noradi uz tam
atbilstoSo sekrécijas tipu. Turklat Sobrid izmantojamo preciz€joSaku metozu izstrade pamatojas
uz visai Sauru organismu spektru un / vai aptver tikai nedaudzas olbaltumvielu funkcionalas
klases, un tadgjadi ir piemerotas tikai atseviSka neklasiskas sekrécijas tipa (galvenokart T3SS)
sekrécijas substratu, t.sk. efektoro olbaltumvielu atpaziSanai. Tapat nav pamata parvertét
substratu identifikacijas un raksturoSanas iesp€jas, izmantojot vispargjo sekvencu salidzinaSanas
(BLASTP/HAMAP) metodi. Tadel jauzskata, ka neklasiskas sekrécijas substratu prognozesanas
metozu izstrade, atvieglotu $adu sekrécijas sistému turpmaku eksperimentalu identificéSanu, ka
arT lautu novertet atsevisku tipu sekrécijas sistému 1patsvaru dazadas proteobakteriju kulturas, ta

skaidrojot arT to tehnologiskas izmanto$anas perspektivas.

Lai ar1 pétijjumi par sekvencu ipaSibu izmantoSanu olbaltumvielu klasifikacijai un to
piederibas prognoze€Sanai literatiira ir parstavéti salidzinosi plasi, tomér joprojam nav rodamas
atbildes, vai neklasiskas sekrécijas substratu grupas ir raksturojamas un / vai atSkiramas péc to
vispargjam sekvencu 1pasibam un vai tas ietver kadam noteiktam neklasiskas sekrécijas tipam

specifisku pazimju kopumu. Tad€] §1 promocijas darba meérkis ir salidzinoSi izveértét bez
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N- signalpeptida lidzdalibas sekret§jamo olbaltumvielu sekvencu un to terminalo fragmentu
pazimes, atlasit no tam efektivo pazimju kopas, novertet So kopu piemerotibu sekrécijas substratu
klasifikacijai un prognozet to atbilstibu kadai no proteobaktériju I, III, IV vai VI tipa sekrécijas

sistemam.

Darba mérka sasniegSanai izvirziti $adi uzdevumi:

1. Raksturot aminoskabju satura un kodonu izlietojuma atskiribas proteobakteriju

neklasiski sekret€jamo olbaltumvielu grupas.

2. Novertét prognozeto otrgjas struktiras elementu, ka arT ar kopigam 1pasibam
raksturojamu aminoskabju grupu izvietojuma un sastava atSkiribas neklasiskas sekrécijas

substratu sekvencu terminalajos fragmentos.

3. Izmantojot sekvencu vispargjas un struktiiru raksturojo$as 1paSibas, atlasit
efektivas neatkarigo mainigo kombinacijas un statistiski novértét atbilstoSo diskriminantfukciju

efektivitati.

4. Parbaudit izv€leto neatkarigo mainigo un tam atbilstoSo diskriminantfunkciju
savstarp€jo atbilstibu, savietojamibu un precizitati, klasificgjot un prognoz€jot proteobakteriju

neklasiskas sekrécijas substratu piederibu noteiktai sekrécijas sist€mai.

5. Parbaudit izvéleto diskriminantfunkciju iesp&jas prognozet neatkarigas anotétu
olbaltumvielu sekvencu paraugkopas sadalijumu atbilstoSi Sobrid pazistamajam proteobakteriju

neklasiskas sekrécijas sistemam.

Promocijas darba novitate un zinatniskais nozZzimigums
1. Pirmo reizi apstiprinata iesp€ja izmantot aminoskabju un kodonu izlietojuma

frekvences ka raksturigas pazimes neklasiskas sekrécijas substratu klasifikacijai.

2. Paradits, ka no aminoskabju un kodonu izlietojuma frekvencu vektoriem izvel&tas
neatkarigo mainigo kopas dod iesp€ju ar augstu precizitati klasificét neklasiskas sekrécijas

substratus un prognozet to atbilstibu noteiktai proteobaktériju sekrécijas sist€émai.
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3. Atrasts, ka prognozeto otrgjas struktiiras elementu un vairaku grupu aminoskabju
izvietojums sekvencu C- terminalajos fragmentos veido sekr&cijas substratu grupam specifiskas
pazimju kopas, kuras ar pietickamu precizitati lauj klasificét sekrécijas substratu grupas, tomer

nesasniedzot, ar sekvencu vispargjiem raksturlielumiem iegtto, izSkirtsp€ju.

4. Pamatojoties uz multiplas diskriminantanalizes funkciju statistisko izveért€jumu,
pirmo reizi izveidotas praktiski pielietojamas diskriminantfunkcijas, kuras lauj klasificet
proteobaktériju ekstracellularas olbaltumvielas péc to sekvenCu ipasibam un prognozét to

piederibu kadam no Sobrid zinamajiem neklasiskas sekrécijas tipiem.

5. Apstiprinatas izveidoto klasifikatoru pielietojuma iespgjas, novertgjot filogenétiski

un funkcionali atskirigu olbaltumvielu sekrécijas norises.

Zinatniska darba aprobacija

Promocijas darba rezultati ir apkopoti un publicéti Cetras zinatniskajas publikacijas

starptautiski recenz&jamos ISI Zurnalos.

1. Kampenusa 1., Zikmanis P. 2010. Distinguishable codon usage and amino acid
composition patterns among substrates of leaderless secretory pathways from proteobacteria. —

Applied Microbiology and Biotechnology, 86(1):285-293.

2. Kampenusa [., Zikmanis P. 2008. Distinctive attributes for predicted secondary
structures at terminal sequences of non-classically secreted proteins from proteobacteria. —

Central European Journal of Biology, 3(3):320-326.

3. Andersone I., Zikmanis P. 2007. Distinctive amino acid residue periodicities in
terminal sequences of type IIl and type I secreted proteins from proteobacteria. — Central

European Journal of Biology, 2(2):192-205.

4. Zikmanis P., Andersone 1., Baltkalne M. 2006. Discriminative features of type I and

type III secreted proteins from Gram-negative bacteria. — Central European Journal of Biology,

1(1):124-136.
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Par promocijas darba rezultatiem ir zinots trijas starptautiskajas zinatniskajas konferenceés.

1. Kampenusa 1., Zikmanis P. 2010. Discriminant functions for classification and
prediction of T1SS, T3SS, T4SS and T6SS secreted proteins from proteobacteria. — 9" European
Conference on Computational Biology (ECCB), Ghent, Belgium, Sep 26-29, 2010: D2 (stenda

referats).

2. Kampenusa 1., Zikmanis P. 2009. Discriminative features of non-classically secreted
proteins from Proteobacteria. — 3™ Congress of European Microbiologists — FEMS, Gothenburg,

Sweden, Jun 28-Jul 2, 2009: A-151-0016-00282 (stenda referats).

3.  Kampenusa I., Zikmanis P. 2008. Distinctive compositional age of non-classically
secreted proteins from proteobacteria. — Mini EURO conference on Computational Biology,
Bioinformatics and Medicine (CCBBM), Rome, Italy, Sep 15-17, 2008: M4B.3 (mutisks

zigojums).

Par promocijas darba rezultatiem ir zinots Cetras Latvijas Universitates konferences.

1. Kampenusa 1., Zikmanis P. 2010. Diskriminativo pazimju novertéSana
proteobaktériju neklasiski sekret€§jamo olbaltumvielu sekvenceés. LU 68. zinatniska konference,
Mikrobiologijas un Biotehnologijas sekcija. Latvijas Universitate, Riga, 10. februari (mutisks

zinojums).

2. Kampenusa [, Zikmanis P. 2008. Otrgjas struktiiras pazimju atSkiribas
proteobakteriju ‘neklasiski’ sekret€jamo olbaltumvielu sekvences. LU 66. zinatniska konference,
Mikrobiologijas un Biotehnologijas sekcija. Latvijas Universitate, Riga, 7. februari (mutisks

zipojums).

3.  Andersone I., Zikmanis P. 2007. Aminoskabju periodiska izvietojuma atskiribas
proteobaktériju ‘neklasiski’ sekret€jamo olbaltumvielu sekvenc€s. LU 65. zinatniska konference,
Mikrobiologijas un Biotehnologijas sekcija. Latvijas Universitate, Riga, 15. februari (mutisks

zinojums).

4.  Andersone I., Baltkalne M., Zikmanis P. 2006. Gram-negativo bakteriju atskirigi

sekret§jamo  olbaltumvielu diskriminativas pazimes. LU 64. zinatniska  konference,
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Mikrobiologijas un Biotehnologijas sekcija. Latvijas Universitate, Riga, 7. februari (mutisks

zinojums).

AizstaveSanai izvirzitas tézes

l. Neatkarigi no organismu filogenétiskas piederibas un olbaltumvielu
funkcionalajam 1IpaSibam proteobakteriju neklasiskas sekrécijas substratu aminoskabju un
kodgjoso sekvencu raksturigo pazimju atSkirigo sadalijumu nosaka olbaltumvielu atbilstiba I, III,

IV vai VI sekrécijas tipam.

2. Neklasiski sekret€jamo olbaltumvielu un tas kod€joSo sekvencu kvantitativas
pazimes atspogulo fizikali-ktmisko TpaSibu un sekvencu genézes atSkiribas, tostarp horizontalas
genu parneses izpausmes, dazadas no signalpeptidiem neatkarigu sekr€cijas sistemu substratu

grupas.

3. Atbilstosi proteobakterijas defin€tajiem sekrécijas tipiem no ekstracellularo
olbaltumvielu sekvencu kvantitativo pazimju kopuma var izdalit atseviSkas efektivo mainigo
grupas, kuru veidotas diskriminantfunkcijas lauj klasificet un prognozet sekrécijas substratu

atbilstibu noteiktam olbaltumvielu translokacijas mehanismam, sasniedzot 97% precizitati.
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1. Literatiiras apskats

1.1. Olbaltumvielu transportfunkcijas daudzveidiba un loma

Arsiinas olbaltumvielam ir ievérojama loma mikroorganismu dzivibas procesos. Tas
piedalas $iinas sieninu izveidé un baribas vielu uznemsana, ka ar1 nodro$ina Stinu kustigumu, to
adh&zijas sp€ju un starpsinu komunikaciju. Turklat bakteriju piesaistiSanas biotiskam un
abiotiskam virsmam vienlaikus ar olbaltumvielu (toksini un efektoras olbatumvielas (effector))
sekréciju ir biitisks saimnieksiinu organismu koloniz€Sanas norises priekSnosacijums (Gerlach un
Hensel 2007). Olbaltumvielu sekréciju vai tieSu to tieSu nogadi (injection) saimniekorganismu
Stnas realiz€ vairakas sekrécijas sistémas, kuru evolucionaraja attistiba, darbibas mehanisma un
nepiecieSamiba peéc energétiska nodrosindjuma ir daudz kopigu iezimju (Holland 2004; Saier
2006; DeBuck et al. 2007). Atskiriba no eikariotiem raksturigajam membranu transportieru
grupam, kas lielakoties ir sugam specifiskas, prokariotu transportsistému komponenti bakterijas ir
plasi izplatiti un tiesa veida neatspogulo organismu filogenétisko piederibu (Ren un Paulsen
2005). Tomer transportsistémas specifiskums attieciba pret noteiktu substratu ir uzskatams par
evolucionaras attistibas priekSnoteikumu (evolutionary trait), jo sekrécijas substratu un
transportsisttmu evollicija vispargja gadijjuma ir virzita uz optimalu savstarp&o saderibu
(Economou 2002). To apstiprina novérojumi, ka membranu transportieri ar lidzigdm funkcijam
filogenétiskajas analiz€s parasti izvietojas vienkopus (Ren un Paulsen 2005). Transportsistému
daudzveidiba vienas gints baktériju sugam parasti, ar atseviskiem izpémumiem, var atspoguot
vides apstaklu atskiribas. Vienstniem, t.sk. bakterijam, lielaks skaits transportsist€mu lauj aptvert
plasu spektru iesp&jamo substratu, kamér daudz$iinu organismiem raksturigs relativi lielaks
transportsisttmu paralogu apjoms (Ren un Paulsen 2005). Turklat fundamentalas atSkiribas
nepiecieSamiba péc olbaltumvielu transportfunkciju intensitates atseviSku bakteriju sugu ietvaros
atspogulojas to genoma, kur viens genoms var kodét kadas transportsist€mas paralogas kopijas
un / vai vairaku sekrécijas sisttmu komponentu génus (Gerlach un Hensel 2007; Tseng ef al.
2009). Dalu no ziditajiem patogénam bakterijam parn€sa arl protozoji, kukaini, u.c.
bezmugurkaulnieki. Tadgjadi virkni Siinas procesu (t.sk. olbaltumvielu sekréciju), kurus Sobrid
pirmam kartam attiecina uz bakteriju virulenci, var precizak raksturot, ka lidzeklus bakteriju
dzivotsp€jas (survival) nodrosSinasanai atSkirigos arvides apstaklos un saimniekorganismos

(Flintoft 2009, Bleasdale et al. 2009). Ieverojamu dalu sekrécijas substratu attiecina uz t.s.
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efektoram olbaltumvielam, kuras tiek ievaditas saimniekorganisma, lai izmainitu ta Stinas(-u)
morfologiskas, fiziologiskas, biokimiskas vai genétiskas ipaSibas (Chibucos et al. 2009). Ir
pieradita efektoro olbaltumvielu koevoluciongSana Iidz ar saimniekorganismu rezistences
mehanismu pilnveidoSanos (Alfano un Collmer 2004), un nereti to sekvences satur eikariotiskas
izcelsmes olbaltumvielam raksturigus motivus, kas nodroSina efektoro olbaltumvielu

iesaistiSanos saimniekorganisma $tinu funkciju regulésana (Boyer et al. 2009).

1.2. Olbaltumvielu sekrécijas sistemas proteobakterijas

Proteobakterijas olbaltumvielu sekréciju nodroSina vismaz seSas (I — VI tips) sekrécijas
sist€mas, kuru sekrécijas substrati nav tiesi klasific€jami p€c to funkcijas, bet var atskirties péc
specifiskam signalsekvenc@m N- terminalajos fragmentos vai arT neatSkelamu sekrécijas signalu
klatbiitnes (Tseng ef al. 2009; Desvaux et al. 2009). Aptuveni 20% proteobakteriju eksoproteoma
(ekstracellularo olbaltumvielu kopums) nav konstatéta signalsekvencu klatbiitne (Bendtsen ef al.
2005, Tseng et al. 2009), tadel tas visbiezak defing ka ,,neklasiski” sekretéjamas (Bendtsen et al.
2005). Sekreciju bez signalpeptida atSkelSanas nodrosSina salidzinosi vienkarsa I tipa sekrécijas
sistema (T1SS), kompozicionali sarezgitakas III un IV tipa sistémas (T3SS, T4SS), ka arT saméra
nesen raksturota VI tipa sekrécijas sistema (T6SS; 1. Att.). Savukart, Sec- un Tat- signalpeptidus
saturoSas olbaltumvielas sekreté II un / vai V tipa sisteémas (T2SS, T5SS). Tapat, dazu T4SS un
T6SS sekrécijas substratu sekrécijai nepiecieSama T2SS. Attiecigi, bakterijas Bordetella pertussis
tokstna sekrécija ir divpakapju process, kur T4SS nodroSina ar€jas membranas Skersosanu
(Cascales un Christie 2003), un T6SS substratam RbsB bakterijas Rhizobium leguminasorum ir
konstateta Sec-atkariga signalpeptida klatbiitne (Shao et al., 2007 cit. pec Filoux et al. 2008).
Analogas sekrécijas sist€mas raksturigas ar1 citam baktériju grupam, tomer tas plasak parstavetas

un izsmelosak analiz€tas tieSi proteobakterijas (McCann un Guttman 2008; Tseng et al. 2009).

1.2.1. Parskats par I tipa sekrécijas sistéemu komponentu un substratu Iipatnibam

T1SS uzbiives vienkarsiba (1. Att.) atskir to no citam sekrécijas sisttmam (Koronakis et al.
1991; Holland et al. 2005; Saier 2006; Gerlach un Hensel 2007). Ta ir veidota no ABC
eksportiera (saisindjums ABC atvasinats no jédziena 'ATP-binding cassette'), bakterijas
citoplazmatisko un ar§jo membranu sajudzosam olbaltumvielam (membrane fusion proteins

MFP) un argjas membranas olbaltumvielas TolC (outer membrane protein OMP). Veésturiski
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pirmais eksperimentali apstiprinatais un anotétais T1SS sekrécijas substrats ir Escherichia coli
hemolizins HlyA (Lory 1992; Bendtsen et al. 2005), tade] nereti TISS literatura devé par
hemolizina sekrécijas sistemu. Tas substrati tiek sekretéti nativaja forma (Holland 2004; Binet
et al. 1997 cit. péc Sandkvist 2001), un sekrécijas process var biit ciesi saistits ar olbaltumvielas
translaciju vai noritét vienlaikus ar sekrécijas substratu foldingu (Masi un Wandersman 2010;
Sapriel etal. 2002). Tapat ir zinots par iesp&jamu TISS piemerotibu arT lielmolekularu

eksopolisaharidu sekrécijai (Tseng et al. 2009).
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1. att. Proteobakteriju neklasiskas sekrécijas sistemu vispareja shema (Iseng ef al 2009). Apaméejumi: SM —
saimniekorganisma $iinas membrana; AM —aréja membrana; CM —citoplazmatiska membrana.

Fig. 1 Generalized scheme of non-classical secretion systems in proteobacteria (Tseng et al. 2009). Abbreviations: SM —
host cell membrane; AM —outer membrane; IM —inner membrane.

1.2.2. Parskats par 11 tipa sekrécijas sistému komponentu un substratu ipatnibam

Vismaz septinu T3SS kompleksu paveidus (Hueck 1998; Ghosh 2004) veido aptuveni 20-
30 komponenti (1. Att.), no kuriem konservativi ir tikai devini (Tseng et al. 2009). Dazu T3SS
komponentu sekvencu N- terminalajos fragmentos ir lokalizéts Sec- signalpeptids, un T3SS
argjas membranas komponents ir homologs argas membranas poru veidojoSajai T2SS
olbaltumvielai PulD, kas norada uz iesp€jamu Sec- sist€mas lomu T3SS darbibas nodrosinasana
(Hueck 1998). T3SS raksturiga adatveida (needle-like) struktiira, kas atseviSku bakteriju
gadijuma var atskirties. Ta, Pseudomonas syringae T3SS ir saistita ar piliem (pilus); Salmonella
sp. gadijuma ar filamentiem (filament), bet Yersinia gints baterijas ta lidzinas dobai adatai
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(hollow needle; Chibucos et al. 2009). T3SS ir piemérota baktériju efektoro olbaltumvielu tiesai
nogadei saimniekorganisma citosola (Cornelis 2002; Gophna et al. 2003; Ma et al. 20006).
Savukart, Pseudomonas syringae Hrp (saisinajums atvasinats no 'harpin') olbaltumvielas tiek
sekretétas starpStinu telpa (Tseng et al. 2009; Li 2007). T3SS ir morfologiski lidziga flagellarajam
aparatam, un to filogenétiskaja attistiba ir saskatama virkne kopigu iezimju (Gophna et al. 2003;
McCann un Guttman 2008). Lai gan, atskiriba no flagellu sistemas, T3SS kodgjosie géni vairuma
gadfjumu ir izvietoti baktériju plazmidu t.s. patogenitates salinas (pathogenicity islands PAI,
McCann un Guttman 2008; Tseng et al. 2009). T3SS sekrécijas sist€mas g€nos guanina un
citozina (GC) satura (40-45%) novertgjums ir salidzinoSi zemaks neka par€jam organismu
genomam. Tadel par iesp&jamo T3SS izcelSanas avotu hipotétiski ir izvirzitas Chlamydia gints
baktérijas, kuram kopuma raksturigs zems GC saturs (Hueck 1998). Turklat T3SS géni Sajas
bakterijas nav izvietoti atseviSskas patogenitates salinas (Arnold etal. 2009), un to flagellu
komponentiem ir cieSa saistiba ar T3SS darbibu (Snyder et al. 2008), kas netiesi norada uz T3SS
senaku izcelsmi Sajas bakterijas. T3SS darbiba lielakoties ir raksturota ka kotranslacionala, tomer
ir zinots par Yersinia enterocolitica efektoras olbaltumvielas YopQ posttranslacionalas sekrécijas
norises iesp&ju (Cambronne un Roy, 2006, Tréek et al. 2002). T3SS efektorajam olbaltumvielam
nereti novérota N- un C- terminalo fragmentu homologija, kas, iesp&jams, veidojusies, sapliistot
divu efektoro olbaltumvielu, vai arT efektora un citas olbaltumvielas, géniem (Stavrinides et al.

2006).

1.2.3. Parskats par IV tipa sekrécijas sist€mu komponentu un substratu Ipatnibam

T4SS sekrecijas sist€mas adatveida struktiiru veido vismaz 10 komponenti (1. Att.). Ta
raksturojama ar salidzinoSi v€linu izcelSanos, parejot no sakotn€ja baktériju konjugacijas
kompleksa formas uz efektoro olbaltumvielu sekrécijas sistemu (Cascales un Christie 2003; Cao
un Saier 2001). Ir zinota T4SS un konjugacijas sistému savstarp&ja mijiedarbiba, veidojot
potencialu to izmantoSanai DNS tieSai nogadei eikarotu $tinas (DePaz et al. 2005). Bakterijas
Agrobacterium tumefaciens T4SS komponents VirB10 ir raksturots ka vieniga identificéta

olbaltumviela, kas proteobakterijas skérso abas membranas (Chandran et al. 2009).
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1.2.4. Parskats par VI tipa sekrécijas sist€mu komponentu un substratu Ipatnibam

T6SS sekrécijas sisteémai (1. Att.) ir raksturiga adatveida struktiira (phage-tail-spike-like
injectisome; Tseng et al. 2009). To kod&josie aptuveni 15 géni ir izvietoti t.s. patogenitates salinas
(Bingle et al. 2008; Filloux et al. 2008). T6SS géni ir parstavéti aptuveni ceturtdala Sobrid
sekvencéto bakteriju genomu un atbilst vismaz pieciem T6SS paveidiem (Bingle ef al. 2008;
Tseng et al. 2009), turklat nav izslégta T6SS sekrécijas sisttmu evolucionéSana no bakteriofaga
olbaltumvielam (Cascales 2008; Leiman et al. 2009). Joprojam sastopami pretrunigi uzskati par
T6SS klatbiitni nepatogénu baktériju celmu genomos (Boyer ef al. 2009; Shrivastava un Mande
2008). Tapat ir pretrunigi zinojumi par to, vai T6SS atkariga sekrécija ir vienpakapju vai
divpakapju process (Tseng et al. 2009, Cascales 2008). ATF-azei ClpV ir zinota T6SS Saperona
aktivitate bakterijas Vibrio cholerae un bitiska loma T6SS kompleksa aktivizéSana baktérijas
Pseudomonas aeruginosa (Bonemann et al. 2009). Vibrio cholerae T6SS komponentam VrgG-1
ir noverotas efektoras funkcijas makrofagu Stinas, un ir izvirzita hipotéze, ka T6SS komponenti
kopuma var kalpot ka efektori, tatad var tikt konceptuali salidzinati ar T5SS autotransportieriem
(Pukatzki et al. 2007, Pukatzki ef al. 2009). Homologi sekven¢u doméni ir novéroti T6SS ClpB
ATF-azei un T3SS komponentam YscN, ka ari transmembranalajiem VasF un VaskK
komponentiem ar IcmF un IemH (T4SS), savukart VrgG un Hcp veidoto sekrécijas kanalu

morfologija ir lidziga ar HlyA un RtxA kanaliem (T1SS; Shrivastava un Mande 2008).

1.3. Olbaltumvielu sekrecijas sistemu izplatiba un daudzveidiba

Ta ka olbaltumvielu neklasiskas sekrécijas sist€mas sakotn€ji identific€tas patog€nas
bakterijas, ta $adu transportsistému parstaviba bakterijas genoma joprojam tiek uzskatita par
patogenitates apliecindjumu. Tomér vispargja skatijuma tas norada wuz bakteriju un
saimniekorganismu asociaciju iesp§jamibu vai lidzdalibu biopléves izveide, u.tml., nevis
obligatu patogenitati (McCann un Guttman 2008, Tseng et al. 2009, Coombes 2008, Boyer et al.
2009). Lidzigi, patogénas un nepatogénas baktérijas ir noverots savstarp&ji samérojams Sec-
atkarigo sekrécijas substratu apjoms (Song et al. 2009). Vairumam patogéno proteobakteriju
sekrécijas sistému paralogas kopijas ir iesaistitas dazadu patogenézes fazu norisg, tadgjadi
noradot, ka straujaku baktériju evoliciju un to adaptaciju jaunas ekologiskas nisas visdrizak ir
nodro§indjusi horizontali parnestu sekrécijas sisttmu génu klasteru atkartota pargpemsana

(acquisition), nevis jau esoSu sekrécijas sisttmu pielagosanas jaunam funkcijam (Gerlach un
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Hensel 2007). Ta, vairakas bakterijas (Salmonella sp., Yersinia sp.) var kodet vairak ka vienu no
septiniem T3SS kompleksiem (Troisfontaines un Cornelis 2005; Ghosh 2004), kam&r T4SS
kompleksi bakteriju Legionella pneumophila celmos ir savstarpgji atSkirigi (DeBuck et al. 2007).
Bakteriju Aeromonas spp. T3SS paveidiem noverotas atSkiribas to regulacija, un eksperimentali
noverota T3SS efektoro olbaltumvielu sekrécijas ciesa saistiba ar citiem procesiem $iina (Vilches
et al. 2009). Vairaku sekrécijas sistému un to paveidu ekspresija ir biitiska bakteriju dzivotspg&jai
dazados saimniekorganismos (Bleasdale et al. 2009), nav izslégta ari vienas un tas pasas
efektoras olbaltumvielas atSkiriga loma mutualu, komensalu vai parazitisku asociaciju gadijumos
(Coombes 2008). Bakterijas Salmonella enterica un Pseudomonas aerugonosa eksperimentali
neverota savstarpgji izslédzosa T3SS un T6SS regulacija, ta noradot uz abu sekrécijas sistému
darbibu atskirigas infekcijas fazés (Parsons un Heffron 2005 cit. péc Cascales 2008). Tadgjadi
jasecina, ka sekrécijas kompleksu atSkiribas var nodroSinat augstu sekr€cijas substratu
specifiskumu, vienlaicigi ari sarezgot noteiktai olbaltumvielai atbilsto$as sekrécijas sistémas

eksperimentalu noteikSanu.

1.4. Parskats par sekrécijas signaliem un to nozime

Sekrécijas noris€ izSkiriga ir sekrécijas substratu atpaziSana péc sekrécijas signalu
lokalozacijas sekvencés (Holland 2004; Cambronne un Roy 2006; Bendtsen ef al. 2005; Gerlach
un Hensel 2007, DeBuck et al. 2007). Turklat Sec- atkarigas sekr&cijas signalpeptidi, ne vien
iezim€ sekret€jamo olbaltmvielu, bet ar1 allosteriski aktivé Sec- translokazi (Gouridis ef al.

2009).

Neklasiskas sekrécijas signalu sekvences nav konservativas, tomér vairakas sekvencu
terminalo fragmentu sastava un otr&jas struktiiras pazimes tiek uzskatitas arl par neatSkelamo
sekrécijas signalu indikatoriem. Seit janem véra, ka sekrécijas substrata funkcionala un sekrécijai
piemerota (secretion competent) struktira var bit atSkiriga (Izadi-Pruneyre efal. 1999;
Evdokimov et al. 2001, Chervaux un Holland 1996; Zhang et al. 1993; Gerlach un Hensel 2007).
T1SS, T4SS un T6SS sekrécijas substratiem par sekrécijas signala apgabalu uzskata aptuveni 50
aminoskabju fragmentu C- terminalaja apgabala (Holland 2004; Izadi-Pruneyre et al. 1999;
Christie un Cascales 2005; Cambronne un Roy 2006; Boyer et al. 2009).

Baktérijas E. chrysantiemi par T1SS sekrécijas signalu uzskata sekvences C- terminalo

fragmentu kur negativi ladétai aminoskabei seko 3-5 hidrofobu aminoskabju atlikumi (Izadi-
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Pruneyre et al. 1999). Escherichia coli hemolizina T1SS sekrécijas signalam ir raksturota vaja
otrgjas struktiiras konservativitate (Stanley et al. 1991 cit. péc Gerlach un Hensel 2007). Serratia
marcescens hemoforam HasA bez C- terminala sekrécijas signala iesp€ami papildus signal-
apgabali, kas izvietoti visas olbaltumvielas garuma, t.sk. to N- terminalaja gala, un nodroSina
T1SS komponentu sagrup&Sanos (assembly), stabiliz€jot C- terminala signala mijiedarbibu ar
T1SS komponentiem (Masi un Wandersman 2010; Sapriel ef al. 2002). Tapat ir zinots par diviem
T1SS vai vismaz to sekrécijas signalu paveidiem (Holland 2004), kas zinama meéra skaidro
pretrunigos zinojumus par cisteina klatbiitni un ta lomu T1SS sekrécijas substratu sekvences
(Angkawidjaja un Kanaya 2006). Ta, eikariotiskas izcelsmes olbaltumvielai ar pievienotu
Erwinia chrysanthemi proteazes C- terminalo doménu nebija iesp&jama T1SS sekrécija, noradot,
ka TISS sekrécijas substratu peptidiem nav pielaujama disulfidu saites veidoSanas (Palacios
etal. 2001 cit. péc Angkawidjaja un Kanaya 2006). Savukart sekmigai sekr€cijas norisei
Escherichia coli hemolizina T1SS sekrécijas sistemas gadijuma disulfidu saites klatbttne
substrata ir zinota ka absoliiti nepiecieSama pazime (Ferndndez un Lorenzo 2001), un tiesi
hemolizina C- terminala sekrécijas signala pievienoSana cisteinu saturoSai E. coli fosfatazei
(alkaline phosphatase) nodrosSina tas T1SS sekréciju (Hess ef al. 1990 cit. pec Angkawidjaja un
Kanaya 2006 ).

Ir zigots par T3SS sekrécijas signalu sekrécijas substratu sekvencu vai to mRNS
N- terminala gala, ka arT sekrécijas kompleksa receptora vai Saperona inducétas konformacijas
izmainas sekrécijas substratu N- terminalajos fragmentos (Birtalan er al. 2002; Ghosh 2004,
Alfano un Collmer 2004). T3SS Saperoniem un efektorajam olbaltumvielam raksturigo
konservativo otr€jo struktiiru apliecina dazadu sugu bakteriju efektoru-Saperonu paru savstarpeja

aizvietojamiba (Locher et al. 2005).

1.5. Olbaltumvielu sekrécijas regulacija

Ir zinoti atSkirigi olbaltumvielu sekrécijas regulacijas mehanismi, gan sekrécijas substratu
translacijas [imeni, gan ar1 kontrol&jot transportistému génu ekspresiju. Kvoruma sajiita (quorum
sensing) ir bitisks faktors Escherichia coli un Pseudomonas aeruginosa T3SS efektoro
olbaltumvielu sekrécijai (Sperandio ef al. 1999; Wolfgang ef al. 2003), noradot, ka infekcijas
norisei ir nepiecieSama noteikta baktériju koncentracija. Un, gluzi pretgji, bakterijas Vibrio

harveyi kvoruma sajiitas inducéta /ux operona ekspresija aptur T3SS darbibu (Winans 2004).
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Lidzigi, ir norades, ka T2SS sekrécijas substratu ekspresija un sist€tmas komponentu
sagrupésanas bakterijas Pseudomonas aeruginosa ir atkariga no apkartgjas vides apstakliem,

bakt€riju augSanas fazes un kvoruma sajttas (Michel un Voulhoux 2009).

Siltasinu dzivnieku patogénu virulences génus inducé saimniekorganismiem raksturiga
temperatira. Yersinia enterocolitica T3SS un flagellaras sist€mas reversa regulacija pie augstakas
temperatiiras (37°C) nodroSina bakteriju virulenci, bet pie zemakas (28°C) to kustigumu
(Kapatral etal. 1996 cit. pec Wilharm et al. 2004). Turpreti augu patog€na Pseudomonas
syringae virulences génu ekspresija ir novérojama pie temperatiiras, kas zemaka par
saimniekauga attistibai optimalo. Ta, sojas pupinas parasti tiek infic€tas agri pavasari, kad
temperatiira ir piemerota bakterijas attistibai, bet ir parak zema, lai nodroSinatu optimalu auga
aizsargmehanismu darbibu (Li 2001). Tada pat méra olbaltumvielu sekrécija ir tiesi saistita ar
bakteriju augSanai piemeérotako temperatiiru. Proti, T1SS atkarigas lipazes sekrécijai psihrofilas
bakterijas Pseudomonas fluorescens ir piemé&rota temperatiira, kas zemaka par 30°C, un, gluzi
preteji, Pseudomonas aeruginosa lipazes sekrécijai optimala temperatiira ir 37°C (Ahn et al.

1999).

Bakteriju Burkholderia thailandensis T3SS inducé samazinats vides pH (Jitprasutwit et al.
2010). Lidzigi, saimniekStnu vakuolas dzivojoSo baktériju Sal/monella enterica T3SS efektoro
olbaltumvielu sekrécija notiek pie zema Sunu pH, kad degradgjas regulatora kompleksa
olbaltumvielas SsaM, SpiC un SsalL (Yu ef al. 2010). Fosfatu nepietickamibas apstaklos noris
intensivaka T1SS atkarigo olbaltumvielu sekrécija bakterijas Neisseria meningitides (Turner
et al. 2009). Lidzigi, Serratia marcescens T1SS efektoras olbaltumvielas HasA sekréciju induce
samazinats dzelzs daudzums vidé, un noskaidrots, ka T1SS promoters satur Fur-atkarigo
promoteru (saisinajums atvasinats no 'Ferric uptake regulator'), kas badinasanas apstaklos inducé
dzelzs uznemsanas mehanismus (Letoffe ez al. 1994b un Oxhsner ef al. 2000 cit. péc Jenewein
et al. 2009). Savukart, dizent€rijas izraisitaja Shigella flexneri T3SS komponenti sagrupé€jas
anaeroba vide, bet efektoro olbaltumvielu sekrécijai ir nepiecieSama skabekla klatbtutne (Marteyn

etal. 2010).

1.6. Sekretéjamo olbaltumvielu biotehnologiskais potencials

Joprojam pieaugoSais sekvenc€to baktériju genomu apjoms kopskata ar zinaSanu un

priekSstatu attisttbu par atsevisku sekr€cijas sisttmu un to substratu Tpasibam ievérojami
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paplasina un veicina tehnologiju izstradi arStinas olbaltumvielu pielietojumam biomedicina un
ripnieciba. Ta, kop$ neklasiskas olbaltumvielu sekrécijas sisttmu atklasanas patogénas
baktérijas, tiek meklétas un praktiski aprob€tas jaunas antibiotikas So transportsistemu
inaktivéSanai. Ir veidotas pieejas vakcinu izstradei, izmantojot baktériju mutantus. Piem&ram,
Bordetella bronchiseptica un Brucella abortus gadijumos, ar inaktivetu, attiecigi, T3SS vai T4SS
sekrécijas sisttmu (Mann ef al. 2007; Rolan et al. 2009), noveérots, ka $adas rekombinantas
baktgrijas, lai arT saimniekorganismam nepatogénas, izsauc specifisku imtino atbildi. Tapat, labas
perspektivas T3SS, T4SS un T6SS izmantoSanai dazadu terapeitisko agentu, tostarp vakcinu,
tieSai nogadei organisma $tinas nosaka STm sekrécijas sisttmam raksturiga efektoro olbaltumvielu
transloc@Sana saimniekorganisma citosola. ZinaSanu kopums par sekrécijas signala dabu jau
Sobrid lauj veidot rekombinantas olbaltumvielas, t.sk. himéras, kad mérkolbaltumvielas sekvencei
pievieno atbilstoSai sekrécijas sist€mai raksturigo sekrécijas signalu (Gentschev et al. 2005;
Lotter et al. 2004; Lacroix et al. 2008; Chung et al. 2009; Pukatzki et al. 2006). Sadu pieeju
arvien biezak izmanto ar1 efektoro olbaltumvielu sakotngjai atlasei (‘effector detector' screens),
panakot to sekréciju merksSiinas, lidztekus noveérojot iesp€jamas to izsauktas izmainas $iina un
novertéjot to potencialu turpmakajam pielietojumam mediciniskaja biotehnologija (Alfano 2009).
Lai gan nepiecieSamiba pievienot/atSkelt sekrécijas signalu bitiski kavé neklasiskas sekrécijas
sisttmu izmantoSanu biotehnologija (Blight un Holland 1994 cit. péc Mergulhdo et al. 2005),
tomer, augot izpratnei par bakteriju sekrécijas sisttmu mehanismiem, to komponentu un substratu
mijiedarbibu, pieaug ari plaSaka pielietojuma iesp&jas. Lidztekus palielinoties atbilstoSu
prognozeSanas-raksturoSanas metozu klastam un precizitatei, turpmak ir iesp&jama efektivaka
atbilstosaka producenta izvéle, kas ir izSkiriga, lai noverstu, vismaz mazinatu, tadas problémas,
ka merkolbaltumvielu ekspreséSanas griitibas, to iesp€ama toksicitate producenta Siina,
nepietickama sekrécijas kompleksa kapacitate un proteolizes izsauktie efekti (Mergulhdo et al.

2005).

1.7. Sekretéjamo olbaltumvielu eksperimentalas identificeSanas un raksturoSanas

metodika un prognozeé$anas metoZu izstrade

Olbaltumvielu identifikacijai un funkcionalo IpaSibu prognozeéSanai vienlidz sekmigi
izmantojamas gan tiri eksperimentalas, gan skaitloSanas metodes. Jauzsver, ka pétijumi in silico

ir uzskatami par eksperimentiem, kas veikti ar bioinformatikas metodém, tomer promocijas darba
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jédziens 'eksperimentals' ir attiecinats uz pétijjumiem laboratorijas apstak]os.

Eksperimentali noteiktas olbaltumvielu 1pasibas apkopo datubazes, kuras izmanto jaunu
skaitloSanas metozu izstrad€, tas precizéjot lidztekus ar olbaltumvielam prognoz&to 1pasSibu
eksperimentalu parbaudi (Emmanuelson et al. 2007; Alfano 2009; ABfalg et al. 2007; Sleator un
Walsh 2010; Schnoes et al. 2009). Veérojama vispargja tendence, ka lielakais vairums datubazes
noradito olbaltumvielu anotaciju ir ieglitas, izmantojot prognozeSanas metodes (Schnoes et al.
2009), tacu kopuma tam piemit biitisks ierobezojums. Nav apSaubams, ka iegltos rezultatus
novertet sensus stricto ir iespgjams tikai eksperimentali, un eksperimentali iegtitu olbaltumvielu
pazimju anotaciju nepietieckamiba liedz izveidot pilnvertigas izstrades sekvencu kopas (training
set) un sasniegt maksimalu prognozeésanas kvalitati. Janem véra, ka, novertgjot olbaltumvielu
ipasibas in silico tapat ka izmantojot eksperimentalas pieejas, ir jasalidzina ne vien dazadu
prognozeSanas metozu rezultatus, bet ar1 atSkirigu olbaltumvielu sekvencu un pasibu datubazu
anotacijas. Turklat janem veéra, ka eksperimentali parbauditas olbaltumvielu 1pasibas biezi tiek
pirméji apkopotas maza méroga (local), nevis aptveroSakajas (large-scale) datubaz€s (Schnoes

et al. 2009).

Bakteriju un eikariotu olbaltumvielam (un tas kod€josajam sekvencem) Sobrid ir izveidotas
sekvencu funkcionalo motivu, t.sk. to 3-D struktiru, un lidzigu specifisku signatiiru, ka ari
ortologo (orthologous) sekven¢u datubazes, tapat ir iesp&jams novertét sekvenéu homologiju un
atbilstoSo génu lokalizaciju genoma (Sleator un Walsh 2010; Schnoes et al. 2009; Emmanuelson
et al. 2007; Bendtsen et al. 2005). Tomer joprojam liela dala, ar in silico metodém iegtto,
anotaciju ir prognozeta, attiecinot sekvencu funkcionalas 1pasibas, pamatojoties tikai uz sekvencu
homologijas novérte§jumu, kas, pieméram, fermentu gadijuma ir nepietickami (Schnoes et al.
2009; Sleator un Walsh 2010). Turklat vairakas datubazes ir konstatetas kliidaini anot€tu
olbaltumvielu kopas (clusters of misannotated proteins). Tas veidojas, uz de novo
raksturojamajam sekvencém attiecinot pasibas, kas kludaini piemérotas olbaltumvielai, kas

izmantota par atskaites sekvenci (Schnoes et al. 2009).

Neklasiski sekretejamu olbaltumvielu identific€Sanas eksperimentalo metozu pamata ir
virzita mutagenéze. Pieméram, Sec- atkarigas sekrécijas sisteémas inaktivéSana (Bendtsen ef al.
2005) un sekrécijas norisei btisku olbaltumvielas sekvences fragmentu noteikSana (Lory 1992).
Reala laika PKR (Real Time RT-PCR) ir piem&rota infekcijas noris€ iesaistitas sekrécijas sisteémas
génu transkripcijas konstatéSanai (Bleasdale et al. 2009). Tacu janem véra, ka jebkura organisma
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eksoproteoma sastavu ietekmé Stinas fiziologiskais stavoklis un apkartgja (t. sk. eksperimentala)
vide, tostarp ar1 $tinu un olbaltumvielu liz€Sanas iesp&jamiba, kas var veidot pretrunigus, pat
savstarp€ji izslédzosus, priekSstatus par arSiinas olbaltumvielu 1pasibam (Bendtsen et al. 2005).
Turklat individualu olbaltumvielu raksturliclumi nereti var atskirties no atbilstosas olbaltumvielu
grupas pazimém kopuma. Tas izskaidro, kad€] Sobrid zinamajam neklasiskas sekrécijas sisttmam
atbilstoSu un eksperimentali apstiprinatu sekrécijas substratu skaits joprojam parstav visai niecigu

dalu no kopgja joprojam pieaugosa sekvencéto eksoproteomu apjoma.

Tiek izstradatas un nepartraukti precizétas vairakas in silico metodes, kas pielietojamas
bakteriju un eikariotu olbaltumvielu lokalizacijas prognozesanai, kas, savukart, lauj spriest ar1 par
olbaltumvielu iesp&jamo funkcionalo piederibu (Emmanuelson et al. 2007; ABfalg et al. 2007,
Bendtsen et al. 2005). Tapat, pieaugot identificetu T3SS u.c. neklasiski sekretéto olbaltumvielu
skaitam, bioinformatikas metozu izstradé arvien aktualaks virziens ir efektoru funkciju
prognozésana (Alfano 2009). Gram-pozitivo un proteobaktériju arSiinas olbaltumvielas, kuru
sekvences nesatur atkelamos N- signalpeptidus, var atpazit, izmantojot, attiecigi, LocateP un
SecretomeP metodes (Zhou et al. 2008; Bendtsen ef al. 2005), kas tomér nesniedz nepiecieSamas
norades uz tam atbilstosako neklasiskas sekrécijas tipu. Vispargja BLASTP/HAMAP metode
(satsinajums atvasinats no 'The basic local alignment tool’ un 'High quality anotated and manual
annotation of microbial proteomes’) ar pienemamu precizitati ir izmantojama olbaltumvielu
sekrécijas sisttmu komponentu homologu identificéSanai taja vai cita genoma, par atskaites
(query) sekvenceém izmantojot attieciga sekrécijas tipa identificéto (datu baz€s anotéto)
komponentu sekvences (Bu ef al. 2009). Tomer, lai ar1 $adi iesp&jams identificét atseviskam
funkcionalajam klasém atbilstosas efektoras olbaltumvielas, kopuma S§1 metode sekrécijas
substratu atlasei nav piemérota, jo to sekvences raksturojamas ka mazak konservativas, salidzinot
ar attiecigo transportsisttmu komponentiem (McCann un Guttman 2008; Arnold et al. 2009).
2010. gada publicéta datubaze CoBaltDB (saisinajums atvasinats no 'Complete Bacterial and
Archaeal Orfeomes Subcellular Localization Database’) dod iesp&ju vienkopus salidzinat 43
prognozesanas metozu rezultatus 784 bakteriju un arhebaktériju proteomiem (Goudenége et al.
2010), tadgjadi sekméjot sekvencu raksturoSanas precizitati, tomér neklasiskas sekrécijas

substratu klasificéSana Sobrid ir iesp&jama tikai T3SS robezas.

Olbaltumvielu funkciju prognozésanas metozu izstrades pamata ir eksperimentali noteiktu
un/ vai prognoz€tu sekvencu ipasibu profili, t.sk. aminoskabju sastavs, kodonu izlietojums

(Goodarzi et al. 2008) sekvences garums, izoelektriskais punkts, otréja struktiira, utt. (Bendtsen
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et al. 2005), pamatojoties uz to, ka funkcionali Iidzigam vai viena Stnas segmenta lokalizétam
olbaltumvielam mé&dz bit kopigas iezimes, lai arT kopuma to sekvences var bitiski atSkirties. Ta,
anotetu neklasiski sekret€jamo olbaltumvielu kopumam, kur§ nav grup€ts péc atseviSkiem
neklasiskas sekrécijas tipiem, ir definétas vairakas kopigas iezimes to aminoskabju sastava,
otr§jas struktiiras IpaSibas un tam ir lidzigs nestabilitates indekss (instability index; Bendtsen
et al. 2005). Pseudomonas syringae pv. tomato Hop (salsindjums atvasinats no 'Hrp-dependent
outer protein) olbaltumvielam ir raksturigs augsts (>10%) serina saturs to N50- terminalaja
fragmenta, un nav sastopami asparginskabes un glutaminskabes atlikumi to N- terminalajos 12
aminoskabju atlikumos, ka art alifatisku aminoskabju (Ile, Leu, Val) vai prolina atlikums to
tre$aja vai ceturtaja pozicija. Sis pasibas sekmigi attiecinatas uz Xanthomonas oryzae pv. oryzae
T3SS efektorajam olbaltumvielam un ir piemérotas to atlasei (Furutani ef al. 2009). P&dgjos
gados zinotas vairakas metodes T3SS sekrécijas substratu atpaziSanai atsevisku bakteriju
eksoproteoma (Samudrala et al. 2009, Lower un Schneider 2009, Vinatzer et al. 2005), tomér Sie
pétTjumi aptver visai Sauras bakteriju grupas. Ar1 ziditaju eksoproteoma ir izdalamas ka neklasiski
sekret€jamas, ta N- signalpeptidus saturoSas olbaltumvielas, kas ir savstarpgji atSkiramas péc
vispargjam olbaltumvielu sekvencu 1pasibam (Bendtsen ef al. 2004a; Hung et al. 2010). Lidzigi,
ar1 vienStniem Plasmodium falciparum ir zinota sekret€§jamo olbaltumvielu prognozesanas
iesp&ja péc to aminoskabju sastava, sasniedzot precizitati 89-91% robezas, turklat uzsverts, ka

$im uzdevumam ir piemérota tikai dala aminoskabju (reduced alphabets; Zuo un Li 2010).

Viena tipa paralogu sekrécijas sistemu substratu sekrécijas signali var atSkirties, tie var bt
dazadi ar1 funkcionali atSkirigiem substratiem, kuri parstav vienu sekrécijas sisttmu (Holland
2004). Tadgjadi sekrécijas sisttmu paveidu un tam atbilstoSo sekrécijas signalu daudzveidiba
pamato nativu, jeb, nemodificétu mérkolbaltumvielu sekrécijai piemérotu sekrécijas sistemu
atlases iesp&ju. Turklat nereti novérota baktériju un eikariotu olbaltumvielu homologija, ari
bakteriju un eikariotu sekrécijas sist€ému atskirigie sekrécijas signali norada uz bakteriju
neklasiskas sekrécijas sistémas varbut§jam iespejam sekret€t armi nemodific€tas eikariotu

izcelsmes olbaltumvielas (Bendtsen et al. 2004a; Bendtsen et al. 2005).
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1.8. Olbaltumvielu sekrécijas noriSu jedzieniska daudzveidiba un nomenklatiiras

problemas

Zinasanas par olbaltumvielu sekréciju joprojam strauji pieaug. Salidzino$i neilga laika ir
veidojuSies un biutiski mainijusies priekSstati, arl izmantotie jédzieni tas raksturoSanai, tacu
vienota jédzienu sist€ma un nomenklatiira tiek veidota tikai pedgjos gados (Chibucos ef al. 2009;
Desvaux et al. 2010), kas liek riipigi izvertét agrino, pieméram, pirms desmit gadiem, literattra

public&to atzinu un Sobrid lietoto jédzienu saderibu.

Saskana ar Sibriza priekSstatiem (Chibucos et al. 2009; Desvaux et al. 2010), jeédziens
'olbaltumvielu sekrécija' (protein secretion) apzimé olbaltumvielas aktivu transportu virziena no
§tnas citoplazmas uz arpusi, kamer jédziens 'translokacija’ (translocation) tikai vispargji norada
uz Stinas membranas Skérsosanu, kas var notikt arT bez noteiktu sekrécijas sist€mu lidzdalibas.
Proti, olbaltumvielas var nonakt vidé péc $iinu liz€Sanas vai ar membranu vezikulu starpniecibu.
Savukart, jédziens 'eksports' (exporf) ir attiecinams uz olbaltumvielas aktivu transportu caur
citoplazmatisko membranu un bakterijas, kuram ir tikai citoplazmatiska membrana (monoderm
bacteria; Desvaux et al. 2009), ir uzskatams par sinonimu jédzienam 'sekrécija'. Savukart,
proteobaktériju gadijuma jédziens 'eksports' apzimé olbaltumvielu transportu periplazma. Tatad,
olbaltumvielu 'eksports' un 'sekrécija’ ir tikai dal&ji skaidrojama ar 'translokaciju', un 'tranlokacija'

ne vienmger ir attiecinama uz 'sekréciju’ vai 'eksportu'.

Tapat, ar1 jédzieni 'arSiinas' vai 'ekstracellulars' nav uzskatami par sinonimiem jédzienam
'sekret€jams' (Chibucos et al. 2009; Desvaux et al. 2010), jo 'ekstracellulars' vispargji apzime
arpus Stnas esoSu (ekstracellularu) olbaltumvielu kopumu, kamer sekretéjamas olbaltumvielas
(secreted proteins) var palikt piesaistitas Siinas membranai. Pieméram, N- terminalais
signalpeptids ne visos gadijumos tiek atSkelts no Sec- atkarigajiem sekrécijas substratiem, bet
piesaista tos Stinas membranai (Martoglio un Dobberstein 1998 cit. péc Desvaux et al. 2009). Tas
nozimé, ka N- terminala signalpeptida konstatéSana olbaltumvielas sekvencé vél nenorada tas
ekstracellularu lokalizaciju (extracellularity). Likumsakarigi, ka ari jédzieni 'eksoproteoms'
(exoproteome) un 'sekretoms' (secretome) nav savsarp€ji aizstajami. Turklat jédzienu 'sekretoms'
ir ieteikts visparinat (Desvaux et al. 2009), sadi apzim&jot ne vien olbaltumvielu sekrécijas

sisttmu komponentus un substratus, bet art sekretejamus oglhidratus u.c. lielmolekularas vielas.
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Jedziens 'vispargjais sekrécijas celS' (gemeral secretory pathway, GSP) ir veidojies laika,
kad lielakajai dalai Sobrid raksturoto sekret€jamo olbaltumvielu tika novérota Sec- signalpeptida
klatbiitne (saisinajums 'Sec' veidots no varda 'secretion'; Pugsley 1993; Lory 1992) un Sec-
sisttmas komponentu identificéSana visas bakteériju grupas un eikariotu $iinas lava visparinati
raksturot sekrécijas sisteémas sisteémas izplatibu un funkcionalo lomu. Atskiriga veida N-
signalpeptidi, pieméram, Tat (saisinajums atvasinats no 'twin arginine motif’, kas apzimé N-
signalpeptidos raksturotu konservativu aminoskabju motivu Ser-Arg-Arg-x-Phe-Leu-Lys) un SRP
(saisinajums atvasinats no 'signal recognition particle') tika raksturoti sekrcijas sist€mu
substratos (Agarraberes un Dice 2001). Minéto priekSstatu konteksta sekret€jamas olbaltumvielas
bez $ada veida atSkelama signalpeptida tika uzskatitas par alternativi, jeb, 'neklasiski’
sekret€jamam (nonclassical secretion). Tafu, Sobrid Sec- un Tat- signalpeptidus saturoSo
olbaltumvielu sekrécijas sisttmas kopa ar to paveidiem u.tml. sekrécijas kompleksiem ir
klasificetas ka II tipa sekrécijas sistema (T2SS; Tseng ef al. 2009). Turklat Iidz ar sekvencéto
genomu skaita pieaugumu, arvien vairak organismiem ir prognozets, ka vispargja sekrécijas cela
atkarigas sekret€jamas olbaltumvielas ne vienmér ir domingjoSa sekretoma dala (2. Att.;
Bendtsen et al. 2005, Tseng et al. 2009). Tadel ir likumsakarigi, ka jau Sobrid apSauba jeédzienu
'vispargjais sekrécijas cel§' un 'meklasiska sekrécija' izmantoSanas lietderibu (Desvaux et al.
2009), to vieta piedavajot vienotu apzim&jumu 'sekrécija bez signalpeptidu atSkelSanas'
(leaderless secretion; signal-peptide independent secretion; secretion without signal peptide) vai
ar, gluzi pretgji, ar vienu jédzienu nevisparinat T1SS, T3SS, T4SS un T6SS sekrécijas sisteémas.
Tomeér joprojam literatiira Sec- atkariga sekrécija tiek min&ta ka 'galvenais sekrécijas cels' ('main
bacterial translocase'; Gouridis et al. 2009) un pietieckami plasi izmanto arT jédzienu 'neklasiska’
sekrécija (Bendtsen un Wooldridge 2009). Jedziens 'neklasiska' sekrécija izmantots arl

promocijas darba ta pietickamas jédzieniskas ietilpibas un lakonisma dgl.

Vienotas nomenklatiiras trilkums un izmantoto abreviatiru daudzveidiba, apzZimgjot vienas
un ta pasSas sekrécijas sist€mas, var veicinat neprecizus, pat klidainus, pien€émumus un
secindjumus. Piem@ram, saisindjums ABC tiek plasi lietots tados jédzienos ka 'olbaltumvielu
sekrécija pa ABC- eksportieri' (protein secretion by ABC-exporter), '"ABC sekrécijas sisteéma'
(ABC secretion pathway), u.c., kas vienlaicigi apzim€ gan olbaltumvielas eksportu par ieksgjo
membranu, gan olbaltumvielas sekréciju pa T1SS, kuras ietvaros ABC- transportieris ir tikai dala

no sekrécijas kompleksa (Saier 2006). Kopuma sekrécijas sistémas atsevisku organismu ietvaros
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2. att. Prognozetais Sec- un Tat- atkarigas sekrécijas un N-signalpepfidus nesaturoSu (secretomeP) olbaltumvielu
saméers bakterijas Bordetella bronchiseptica (A), Zymomonas mobilis (B), Escherichia coli (C), Rickettsia conorii
(D), Legionella pneumophila strLens (E), ka ari proteobakteriju (132 sugu 168 celmi) eksoprotoma kopuma (F).
Dati no Genome Atlas datubazes (http:/www.cbs.dtu.dk/).

Fig. 2 Distribution of the predicted Sec- and Tat- dependent as well as leaderless secretory proteins within Bordetella
bronchiseptica (A), Zymomonas mobilis (B), Escherichia coli (C), Rickettsia conorii (D), Legionella pnevmophila
strLens (E), and total exoproteome of sequenced proteobacteria (168 strains of 132 species). Data source: Genome Atlas
database (http:/Avww.cbs.du.dk/).

tieck apzimétas ar dazadiem nosaukumiem, pieméram, T3SS Burkholderia un Yersinia gints
bakt€rijas apzimé ar, attiecigi, Bsa un Ysc (saisinajumi atvasinati no 'Burkholderia secretion

apparatus' un 'Yop secretion'), utt. (Jitprasutwit et al. 2010; Cornelis 2002).

Sobrid ierosinats jédzieniski nodalit T3SS sekrécijas sistému iespéjas translocét sekrécijas
substratus vidé un saimniekorganisma citosola, ievieSot tadus apzim&umus, ka 'injektisomas
aktivitate' (injectisome acitivity) un 'tranlokatora aktivitate' (franslocator activity; Chibucos et al.
2009). Savukart, apzim&jums "T7SS' pagaidam ir attiecinats uz divam at$kirigdm olbaltumvielu
sekrécijas sisttmam, proti, uz filamentu genézé iesaistito CU sistému (saisinajums atvasinats no

'chaperone-usher pathway'), ka art ESAT-6 (saisinajums atvasinats no 'early secretory antigenic
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target') sekrécijas sisttmu mikobakterijas (Goudenege ef al. 2010; Desvaux et al. 2009; Bitter
et al. 2009 cit. pec Goudenege et al. 2010).

Visparéja gadijuma sekrécijas sist€émas medz iedalit arT pec to substratu signalsekvencu un
translokatoru 1paSibam, substrata strukturétibas translokacijas laika (nativs/foldéts) un
energétiska nodroSinajuma avota (Holland 2004). Tapat sekrécijas sistémas var iedalit péc
membranu Skérsosanas veida (Filloux et al. 2008): vienpakapju (T1SS, T3SS, T4SS, T6SS) vai
divpakapju (T2SS, T5SS). Ar1 péc sekrécijas substratu nogades vietas: vidé (T1SS, T2SS, T5SS)
vai saimniek$tinu citosola (T3SS, T4SS, T6SS). Tomér jebkura Sada veida klasifikacija ir
piemérota tikai procesa visparg€jam novertgjumam, jo negem vera individualus, t.sk. izpémuma,
gadijumus, kas nereti tiek visparinati, attiecinot tos uz sekrécijas sisttmu kopuma. Japiekrit
viedoklim, ka zinojumi par sekrécijas sist€ému skaitu ir atkarigi no autoru izvéleta skatpunkta, t.i.,
lidzigas sekrécijas sist€mas autori var nodalit ka vienu vai vairakas, ka arT nemt veéra vai

neieskaitit virsmas olbaltumvielu sekrécijas sisteémas (Wooldridge 2009).
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2. Metodes

1.1. Izstrades kopas olbaltumvielu sekvences

111 olbaltumvielam ar anot€tu atbilstibu noteiktai (T1SS, T3SS, T4SS wvai T6SS)
proteobakteriju sekrécijas sist€émai (attiecigi, 32, 41, 16 un 22 sekvences) UniProt (The UniProt
Consortium 2008) un EMBL (Cochrane et al. 2008) datubazgs iegiitas aminoskabju un atbilstosas
kodgjosas sekvences (1. pielikums Publikacija IV). Olbaltumvielas hlyt vibho gadijuma par
kodonu izlietojuma frekvencém izmantots reversas translacijas prognozeésanas metodes “Reverse
Translate” (Gasteiger et al. 2003) rezultats, katrai aminoskabei attiecinot viena kodona

frekvences.

T1SS sekrécijas substrati: lipa psefl, hasa serma, 067991 psefl, 085374 promi,

slap_caucr, hlyac ecoli, prtb _erwch, prtx erwch, qb6sqm7 pseae, cyaa borpe, nodo rhily,
lkall pasha, lkal3 pasha, frpa neimb, q9xb65 erwam, hlyt vibho, q6d3f9 erwct, paxa pasae,
frpc_neimc, q59932 serma, 087109 serma, prta phoaz, q93rn3 yerru, hlya actsu, slap camfe,

prtc_erwch, apra_pseae, przn_sersp, prtg_erwch, alge4 azovi, alge7 azovi, rtx11_actpl.

T3SS sekrécijas substrati: sopb salty, ipab shifl, q51451 pseae, 030529 pseae,

yope_yeren, hrpz_psesy, hrpn_erwam, q87y16 psesm, 033976 ecoli, popa ralso, q57nf3_salch,
q7brz4 yeren, q8vpk4 psefl, hopd2 psesm, q7wlx4 borbr, 087327 psesx, q8zq79 salty,
q57qvl_salch, hrpn pecce, hrpz pseap, avrdl psess, ipab shidy, avrdl psesg, aext aersa,
q52497 ralso, ipgd shiso, sopb saldu, sipa salen, sptp salpa, yoph yerps, ipac shidy,
arpt2 psesm, ipaa shifl, ipad shifl, lcrv_yerpe, avrb3 xaneu, yope yerpe, avrp3 psesh,
ypka_yerps, sope_saldu, g9kwh9 _ecolx.

T4SS sekrécijas substrati: vire2 agrt5, vire2 agrtu, aSwy70 O9rhiz, aSwy71 Orhiz,

q8vt81 9rhiz, q7d2d9 agrt5, caga helpj, caga helpy, cgal helpy, aSidc4 legpc, q5Swv98 legpl,
qSwxw8 legpl, q5x6g3 legpa, q6g2a5 barhe, q6g2a4 barhe, q6g2a3 barhe.

T6SS sekrécijas substrati: hepl pseae, qbeel9 edwta, a8yqrd edwta, q4v2q6 burma,

q6rk44 erwct, q7axz0 salet, alem96 vibch, qlbs59 burca, qlbtx6 burca, q39110 burs3,
q39k65 burs3, q39113 burs3, q2sv41 burta, adjvs7 burvg, qlqv84 chrsd, qlqva4 chrsd,
qlr140 chrsd, q1dOw1l myxxd, qli7q4 psee4, q3kdt4 psepf, q0jzd4 raleh, q2p058 xanom.
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2.2. Neatkarigas paraugkopas olbaltumvielu sekvences

Ka neatkariga olbaltumvielu sekvencu datu kopa diskriminantfunkciju prognozéSanas
precizitates parbaudei izmantotas 34 Salmonella typhimurium T3SS sekrécijas substratu (1. Tab.
publikacija Samudrala efal. 2009) un astonas dazadu proteobaktériju lipazu sekvences
(q9rbyl 9psed, q6gx93 psefl, q59933 serma, q76d31 psefl, lipb psefl, q93hr6 9psed,
q9zg91 psefl, 52515 psesp; T1SS; Angkawidjaja un Kanaya 2006).

Diskriminantfunkciju  pielietojuma  iesp&u parbaudei izmatoti  proteobaktériju
Pseudomonas syringae B728a, Helicobacter pylori 26695 un Zymomonas mobilis ZM4
eksoproteomi, klasific§jamo sekvencu kopa ieklaujot, attiecigi, 51, 39 un 73 olbaltumvielas, kuru
garums ir vismaz 161 aminoskabes atlikumi (1sakas sekvences garums izstrades kopa) un kuras
Genome Atlas datubazeé (http://www.cbs.dtu.dk/) ir noraditas ka secretomeP olbaltumvielas

(Bendtsen et al. 2005).

2.3. Aminoskabju frekvencu, kodonu izlietojuma un nukleotidu satura un sekvencu

kompozicionalo raksturlielumu aprékinasana

Aminoskabju un kodona izlietojuma frekvences aprékinatas, attiecigi, ar
ExPASy/ProtParam (Gasteiger et al. 2003) un Emboss/Cusp (Rice ef al. 2000) metodém, un
identiski rezultati iegilistami, raksturojot olbaltumvielu aminoskabju sastavu, gan ka
“aminoskabju frekvences sekvence”, gan ka “sinonimo kodonu frekvencu summa, kas norméta

uz 1000 kodoniem”.

Nukleotidu saturs, GC- un AT- asimetrijas (Rocha efal. 2006) un pirimidinu-purinu
attiecibas noteikSanai, aprékinats no kodonu izlietojuma tabulam, reizinot katra kodona
frekvences, kas normé&tas uz 1000 kodoniem (% uz 1000), ar attiecigo bazu skaitu kodona
pozicija(s). Efektivo kodonu skaits Nc (Wright 1990) un kodonu adaptacijas indekss CAI (Sharp
un Li 1987) aprékinats ar Emboss/Chips un Emboss/Cai metodém (Rice et al. 2000), izmantojot

,EBecoli.cut” ka atskaites (reference set) kodonu izlietojumu.
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Olbaltumvielu aminoskabju un kodonu izlietojuma frekvenceém aprékinata informacijas
entropija, un novertéta tas starpiba ar teoretiski iesp&jamo (attiecigi, 4.32 un 5.83 biti; Cover un

Thomas 1991).

Aminoskabju grupu parstavibas proporcijas aprékinatas atbilsto$i to iedalfjumam péc
fizikali kimiskajam 1paSibam (Paila et al. 2008) vai to lomas olbaltumvielas otrgjas struktiiras
izveide (Xia un Xie 2002): hidrofobas (Gly, Ala, Val, Leu, Ile, Phe, Met, Pro, Trp), 1adetas (Asp,
Glu, Lys, Arg) un polaras (Ser, Thr, Tyr, His, Cys, Asn, Gln) ka ar1 a spirales (Ala, Gln, Lys, Glu,
Arg, Met, Leu, Asn, Asp), B plaksnes (Ser, His, Cys, Thr, Tyr, Phe, Trp, Ile, Val) un pagriezienus
(turn; Gly, Pro) veidojosas aminoskabes. FYMINK/GARP indekss aprékinats péc aminoskabju
iedaltjuma AT- bagatajas (Lys, Met, Asn, Ile, Tyr, Phe) un GC- bagatajas (Gly, Ala, Arg, Pro)

aminoskabés (Foster et al. 1997).

GRAVI (Kyte un Doolittle 1982), molekulara tilpuma (Soto un Tohac 1983), metaboliskas
dardzibas (Akashi un Gojobori 2002), kompozocionala vecuma (Sobolevsky un Trifonov 2005,
Trifonov et al. 2006) un mutacionalas stabilitates (Grantham 1974) indeksi aprékinati vispargjai
aminoskabju sastava raksturo$anai ka sveértais vid€jais no produkta (aminoskabju frekvences) un

faktora vertibas katrai aminoskabei attiecigaja skala.

2.4. Aminoskabju izkartojuma periodisko ipasibu un otréjas struktiiras elementu

sadalijjuma prognozeéSana

Sakotngjas datu kopas olbaltumvielu (55 sekvences, Publikacijal) terminalajiem
fragmentiem (50 aminoskabju atlikumi) iegiiti to fizikali ktmisko un strukturalo 1pasibu profili ar
ExPASy/ProtScale metodi (Gasteiger et al. 2003), izmantojot tadas pazimes ka hidropatija (Kyte
un Doolittle 1982), polaritate (Grantham 1974), a spirales un 3 plaksnes (Levitt 1978).

Noveértejot vairaku péc fizikali kimiskajam 1paSibam tuvinatu aminoskabju grupu
izkartojuma periodiskas ipaSibas (Publikacija II), aminoskabju izkartojums olbaltumvielu C- un
N- terminalajos fragmentos (64 aminoskabju atlikumi) noteikts ar Furjé analizes (FT) metodi
(Pasquier ef al. 1998). Aminoskabes grupétas atbilstosi t.s. Deihofas alfab&tam, ka ar1 FT metode
piedavatajam iedalijumam (Dayhoff ef al. 1978; Pasquier et al. 1998), kodgjot olbaltumvielu

sekvencu fragmentus skaitliskos vektoros, kur “1” un “0”, attiecigi, apzimeé grupai atbilstoSas un
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pargjas aminoskabes. Atbilstosi mazakajam iesp&jamajam FT analizes m&rogam (embedded size;
D =2%'=64) katram sekvences fragmentam iegiti 19 (n=3+21) periodu profili ar tiem
noverteto intensitati (I). Aminoskabju izvietojums ticami atbilst attiecigajam periodam, ja > 2.99
(p 0.05). Ieguitas periodu profilu intensitates matricas un to paru kombinacijas tika izmantotas ka

skaitliski vektori neklasiskas sekrécijas substratu grupu diskriminativo pazimju kopas atlasei.

Olbaltumvielu C- un N- terminalo fragmentu (64 aminoskabju atlikumi) otr&ja strukttra
prognozéta ar 3D-PSSM metodi (Kelley et al. 2000; Publikacija III). Iegutie otr§jo struktiiru
elementu profili parkodéti, izmantojot nevienadas skaitliskas vertibas (property values) katram
struktirelementam: ,,1” o spiralem (H), ,,2” B spiralem (strand; E) un ,,3” nestrukturétiem
regioniem (coils; C). Prognozeto otr&jas struktiiras elementu (H, E, C) konsensus profili katra

sekrécijas tipa olbaltumvielu grupam noteikti ar metodi “Shannon Entropy one” (Publikacija III).

2.5. Svesas izcelsmes genu olbaltumvielu sekvencu noteikSana

Olbaltumvielu iesp€jama izcelsme no horizontalas génu parneses (HGT) vai to atbilstiba
nezinamas izcelsmes (alien) sekvenc€m novertéta, kvantific§jot GC satura atSkiribas
olbaltumvielas kodgjoso sekvencu kodonu 3. pozicija (GC3) un attiecigas (vai vistuvak
radniecigas) proteobakterijas genoma vidgjo GC3, papildus novertgjot atSkiribas katras
aminoskabes relativajam daudzumam sekvencé salidzinajuma ar attieciga proteoma vidgjo
aminoskabju sastavu (Garcia-Vallvé efal. 2000). Par horizontali parnestam sekvencém
uzskatamas tas, kuru GC3 satura un genoma GC3 satura starpiba vismaz 1.5 reizes parsniedza
attieciga genoma GC3 satura standartnovirzi un kuru aminoskabju satura un atbilsto$a organisma
aminoskabju satura starpiba katrai aminoskabei ieklaujas organisma aminoskabju satura tris
standartnovirzu robezas (Garcia-Vallvé et al. 2000). Par svesas izcelsmes sekvencém uzskatamas
tas, kuram vismaz vienas aminoskabes satura starpiba ar tas saturu attiecigaja organisma vismaz
tris reizes parsniedza standartnovirzi aminoskabes saturam organisma (Garcia-Vallvé et al. 2000).
Peétijuma izmantotajam olbaltumvielam atbilstoSo proteobakteriju sugu genomu GC satura,
kodonu izlietojuma un aminoskabju sastava raksturlieclumi iegiiti Horizontalas génu parneses
datubazeé (HGT-DB; Garcia-Vallvé et al. 2003). Serratia, Proteus, Edwardsiella un Azotobacter
sugu gadijumos izmantotas filogenétiski tuvu baktériju genomu un proteomu raksturlielumu

vidgjas vertibas, aizvietojot HGT-DB iztriikstoSus datus.
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2.6. Sekrécijas substratu grupu 1pasibu salidzina$ana

Kodonu izlietojuma un aminoskabju raksturlielumu atSkiribas olbaltumvielas, kas grupétas
péc to sekrécijas tipa, noveértetas ar neparametrisko Kruskala-Valisa dispersijas analizi (Kruskal-
Wallis test) un/vai Fridmana testu (Friedman's test) kombinacija ar grupu paru medianu
salidzinasanu péc Vilkoksona krit€rija. lesp&jamas parametru linearas saistibas novertetas

korelacijas un regresijas analize.

Prognozeto otr&jas struktiiras elementu un aminoskabju grupu izvietojuma periodu
sadalfjuma atSkiribas sekrécijas substratu C- un N- terminalajos fragmentos un to grupas
noteiktas ar standarta dispersijas analizi (MANOVA), atSkiribu butiskumu novért&jot péc FiSera

kriterija.

2.7. Diskrimantanalize

Diskriminantanaliz€ pakapeniskas tieSas un reversas atlases cela, iterativi izvéloties
mainigo kombinacijas, sakot no viena vai visiem mainigajiem, attiecigi, palielinot vai samazinot
mainigo skaitu (stepwise forward and backward selection), 11dz tiek izv€letas efektivu neatkarigo
mainigo kombinacijas (Klecka 1980, Chou un Zhang 1995), kas piem@rotas anot€tu arSiinas
olbaltumvielu atSkirSanai péc tam atbilstoSa sekrécijas tipa. legiito diskriminantfunkciju
precizitate parbaudita ar Press’s Q metodi (Chan 2005), aprekinot Q indeksu péc formulas
Q=[N—(n*K)]*/N(K-1), kur N - kopg&jais datu kopas apjoms, n - pareizi klasificéto gadijumu
skaits, K - grupu skaits, Q - H1 kvadrats (v=1; Q<3.84, p<0.05; Q<6.64, p<0.01), un k-reizes
atkartoto vairakkopu krosvalidaciju (k-fold crossvalidation KCV), t.sk. LOOCV krosvalidaciju
(leave-one-out cross validation), kuras gadijuma k ir vienads ar kop&jo paraugu skaitu originalaja
datu kopa (Leary et al. 2004; Publikacija II). KCV metodes ietvaros datu kopu k reizes péc
nejausibas principa sadala mazakas datu kopas, kuras proporcionali parstavetas visas attiecigas
olbaltumvielu grupas. Parbaudot klasifikacijas efektivitati katrai no k- kopam, atlikusas
sekvences (k-1) sekvences uzskata par izstrades kopu (training set), un videjo klidu intensitati
aprekina katra k£ sadalfjuma rezultatiem atseviski, ko apkopo kop&ja KCV klidu intensitate.
legtito diskriminantfunkciju, jeb, klasifikatoru, izSkirSanas speks un precizitate (LOOCV

rezultatam) salidzinata pec Mak Nemara metodes (McNemar s test; Fielding un Bell 1997).
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2.8. Datorprogrammas

Statistiskie aprékini veikti datorprogrammas SPSS 11.0 (SPSS Inc., IL., ASV) un
Statgraphics® Plus (Manugistics Inc., Mar., ASV).
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3. Rezultati

3.1. Visparéjo sekvencu raksturlielumu at$kiribas neklasiskas sekrécijas substratos

TI1SS, T3SS, T4SS un T6SS sekrécijas substratu sekvencu grupu aminoskabju sastava
neparametiska dispersijas analize uzradija vairakas bitiskas, no sekrécijas tipa atkarigas,
atSkiribas (p<0.001, Kruskala-Valisa tests), gan sakotngji ierobezotaja (42 sekvences), gan
paplasinataja (111 sekvences) T1SS, T3SS, T4SS un T6SS sekrécijas substratu sekvencu kopa
(1. Att. Publikacija I; 1. Tab. Publikacija IV). Ta, salidzinot aminoskabju sastava raksturlielumus
olbaltumvielu grupu paros, vismaz tris no se$am iesp&jamam kombinacijam biutiski atSkiras
(»p<0.05, Vilkoksona kriterijs) ar augstako izskirtsp&ju (seSas butiskas starpibas) a spirales
veidojoso aminoskabju kopas frekvencu gadijuma (3. Att.; 1. Tab.; Publikacija IV).
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3. att. Polaro, Iadéto, hidrofobo (A) un a spirales, f plaksnes un pagriezienus veidojoso (B) aminoskabju
sadalijums T1SS, T3SS, T4SS un T6SS sekrecijas substratu grupas.

Fig. 3 Content of polar; charged and hydrophobic (A) and o helix, B sheet and tum forming (B) amino acids in groups of
proteins secreted by T1SS, T3SS, TASS and T6SS.

Lidzigi, visi petijuma izmantotie sekrécijas substratus kodgjoso sekvencu nukleotidu satura
un kodonu izlietojuma raksturlielumi (izpemot kopgjas GC- asimetrijas indeksu) uzrada
samérojamas, lai arT nevienadas olbaltumvielu grupu atskiribas (»p<0.001, Kruskala-Valisa tests),
tostarp sesSas olbaltumvielu grupu paru kombinacijas atSkirot (p<0.05, Vilkoksona krit€rijs) péc
adenina satura un kopé&ja nukleotidu sastava asimetrijas kodonu 3. pozicija (A3, AT3- asimetrija;

4. Att.; 1. Tab.; 1.Tab. Publikacija IV).
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4, att. Nukleofidu sastavs kodonu 3. pozcija (A) un kodonu adaptacijas indekss CAI un efekfivo kodonu skaits
Nc (videjais + SK) (B) T1SS, T3SS, T4SS un T6SS sekreécijas substratu grupas.

Fig. 4 Nucleotide content in 3™ position of codon sequences (A) and the codon adaptation index CAI and the number of
effective codons Nc (average + SE) (B) in groups of proteins secreted by T1SS, T3SS, T4SS and T6SS.

Petijuma izmantotie kodonu izlietojuma raksturlielumi uzrada savstarp&ji sam@rojamus,
tomér ne identiskus rezultatus (4. Att. B; 1. Tab.; 1.Tab. Publikacija IV). Proti, T3SS un T4SS
sekrécijas substratu grupas nav atSkiramas péc sekvencu Efektivo kodonu skaita (Nc), kamér
T1SS un T6SS grupas ir vienadas peéc Kodonu adaptacijas indeksa (CAI; abos gadijumos p>0.05,
Vilkoksona kriterijs). Lidzigi atSkiras rezultati, arT salidzinot grupu parus pec citiem aminoskabju

un kodonu izlietojuma raksturlielumiem (1. Tab.).
3.2. Aminoskabju un kodonu izlietojuma diskriminativa potenciala salidzinajums

Parbaudot iesp&jas atskirt, vismaz principa, proteobakteriju sekrécijas sist€ému substratus
péc katras to aminoskabju un kodonu frekvences, T1SS, T3SS, T4SS un T6SS sekrécijas substrati
tika attiecigi apziméti ka 1., 2., 3. un 4. atkarigo mainigo grupa, par neatkarigajiem
(prognozgjosajiem) mainigajiem multipla-4-grupu diskriminantanalizé izmantojot katru pa vienai
no 61 kodona un 20 aminoskabju sinontmo kodonu frekvencem. Visi kodoni, iznemot CAT (His)
un 15 aminoskabes (Gln, Met, Leu, Pro, Glu, Ser, Arg, Lys, Cys, Trp, Asn, Phe, Tyr, Gly, Asp)
uzradija augstaku klasifikacijas precizitati salidzinot ar nejauSam gadijumam atbilstoSo (Q>3.84;
p<0.05), ta noradot uz iespgjamam kodonu izlietojuma prieksrocibam indicét butiskas atskiribas

cetru neklasiskas sekrécijas tipu substratu sekvences (5. Att.).
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1. tabula/ Table 1

Aminoskabju un nukleofidu satura un kodonu izlietojuma salidzinasana T1SS, T3SS, T4SS un T6SS sekrécijas
substratos (attiecigi, 1., 2., 3. un 4. grupa) péc Vilkoksona kriteérija.

ApzZimgumi: grupu par medianu akiriba, -+ ir bitiska (p<0.05), N~ nav (p>0.05) bitiska.
Result of pair-wise comparison (Mann-Whitney test) between compositional properties of the T1SS, T3SS, T4SS and
T6SS secreted proteins (group 1, group 2, group 3 and group 4, respectively) in terms of amino acid, nucleotide content
and codon usage indices.

Abbreviations: “+” for significant (p<0.05) and “N"” for absence of significant differences (p>0.05) between medians of two groups.

Olbaltumvielu grupu pari
Pairs of protein groups

1&2 1&3 1&4 2&3 2&4 3&4
Nukleotidu satura un kodonu izlietojuma raksturlielumi

Sekvencu raksturlielumi
Characteristics of sequence composition

CAI + + N + + +
Nc + + + N + +
Pirimidinu-purinu attieciba + + N + + +
GC (kopgjais) N + + + + +
GCl1 N N N + + +
GC2 N N + + N +
GC3 N + + + + +
A (kopgjais) N + + + + +
C (kopgjais) N N + N + +
G (kopgjais) N + + + + +
T (kop&jais) N N + N + +
A3 + + + + + +
C3 + + N N + +
G3 + N + + + +
T3 N N N + + +
GC asimetrija (kop&ja) N N N N N N
AT1 asimetrija + + N N + +
AT?2 asimetrija + + + + N +
AT3 asimetrija + + + + + +
Aminoskabju satura raksturlielumi

a spirales veidojoso aminoskabju saturs + + + + + +
GRAVI indekss N + N + N +
Glicina saturs, % + + + + + +
Kompozicionalais vecums N + N + N +
Molekularais tilpums + + + N N N
Mutacionala stabilitate + + + N + +
FYMINK/GARP indekss N N + N + +
Informacijas entropija

Kodoni + + N N + +
Aminoskabes + N N N + N
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5. att. TISS, T3SS, T4SS un T6SS sekrécijas substratu multiplas diskriminantanalizes Press’s Q indekss
individualu kodonu izlietojuma frekvencu (A) un aminoskabju sinonimo kodonu kopu frekvencéu (B) gadijuma.
Fig. 5 Press’s Q statistics for multiple four-group discrimination of T1SS, T3SS, T4SS and T6SS secreted proteins by
means of individual normalized codon frequencies (A) and summarized nommalized frequencies of synonymous codon
families, i.e., amino acid frequencies of occurrence (B).

3.3. Kodonu un aminoskabju izlietojuma variacija un informacijas entropija

Negrupéta 111 olbaltumvielu sekvencu kopa, ka art T1SS, T3SS, T4SS un T6SS substratu
grupas atseviski, kvantificEtas katra atseviska kodona un aminoskabes sinonimo kodonu
izlietojuma atSkiribas péc to frekvencu variacijas koeficientiem (turpmak — VK). Kodona un
aminoskabju kopgja variacija starp sekrécijas substratu grupam aprékinata ka “vidgjais VK” no
katra kodona un aminoskabes VK-iem sekrécijas tipa ietvaros. Negrupétu 111 sekvencu kopai
noveroti savstarp&ji samérojami individualo kodonu un aminoskabju sinontimo kodonu
izlietojuma VK-i (attiecigi, 56.7 £ 6.6 % un 53.3 + 10.6 %; 6. Att. A). Lidziga tendence noverota
ar1 sekrécijas substratu grupas atseviski (6. Att. B). Tomér kodonu izlietojuma kopgja variacija
starp sekrécijas substratu grupam bitiski (p<0.001, Vilkoksona kriterijs) parsniedza aminoskabju
izlietojuma “VK vid&jo vertibu” (6. Att. C). Tas norada uz lielaku asimetriju tieSi individualu
kodonu izlietojuma frekvencu gadijuma, uzsverot iesp€jamas prieksrocibas to izmantoSanai

klasificgjot neklasiskas sekrécijas substratu grupas.
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6. att. Kodonu un aminoskabju izietojuma frekvencu variacijas koeficients (VK = Svkx) negrupétu 111
olbaltumvielu sekvences (A); T1SS, T3SS, T4SS un T6SS sekrécijas substratu grupas (B) un sekrecijas substratu
grupu ,,vidgjais VK + SK” (C).

Fig. 6 Coefficient of varation (CV) of amino acid and codon usage frequencies: within ungrouped set of 111
nonclasically secreted proteins (A); within the groups of proteins secreted by T1SS, T3SS, T4SS and T6SS (B) and
“average of CVs £+ SE” among groups of secretion substrates (C).

Lidzigi, negrupétu 111 sekvencu kopas individualajiem kodoniem novérota augstaka
informacijas entropija neka aminoskabju sinonimo kodonu izlietojuma gadijuma, attiecigi,
390.93 +29.98 biti (5.21 + 0.03 biti uz atlikumu (bits per residue)) un 212.56 + 14.03 biti (3.99 +
0.01 biti uz atlikumu). Tapat, sekrécijas substratu grupas novérotas (Kruskala-Valisa tests)
bitiskas kodonu un aminoskabju sinonimo kodonu izlietojuma informacijas entropijas vienibu
atsSkiribas (attiecigi, p<0.001 un p<0.05). Likumsakarigi, ka tris un divi no seSiem iesp&jamajiem
sekrécijas substratu grupu pariem biutiski atskiras (p<0.05; Vilkoksona kritérijs), attiecigi, péc to
kodonu un aminoskabju izlietojuma informacijas entropijas vienibam (1. Tab.). Tadgjadi
individualu kodonu izlietojuma frekvencu gadijuma noveérota augstaka variabilitate, art augstakas
entropijas vienibas var noradit uz to iesp€jami augstako jutibu, tatad bitiskam priekSrocibam

atSkirt neklasiskas sekrécijas substratu grupas.

3.4. Efektivo kodonu un aminoskabju atlase 4-grupu diskriminantanalizei

Ievérojamas aminoskabju satura un kodonu izlietojuma atskiribas T1SS, T3SS, T4SS un

T6SS sekrécijas substratu grupas (3. Att.; 4. Att.; 1. Tab.; 1. Tab. Publikacija IV) noradija, uz
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iesp&ju Sadi visparinatus sekvencu raksturlielumus izmantot ka diskriminativas pazimes
neklasiski sekret€jamu olbaltumvielu klasifikacijai. Multipla diskriminantanalizg ar iterativo tieSo
(forward) un reverso (backward) atlases metodi, izmantojot divus datu vektorus (61x111 un
20x111), kuri, attiecigi, parstav 111 olbaltumvielu normétas 61 kodona un 20 aminoskabju
sinontmo kodonu frekvences, tika izdalitas divas efektivo neatkarigo mainigo kopas, kuras
vektora ,,61x111” parstav 24 kodonu frekvences (7. Att.), un dalgji attiecinamas uz to kod&tajam

16 aminoskabém (Cys, Asp, Gly, Ile, Lys, Leu, Met, Asn, Pro, GIn, Arg, Ser, Thr, Val, Trp, Tyr).

O1rd pozicija
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7. Att. No aminoskabju un kodonu izlietojuma frekvencu profilu vektoriem izveleto efekfivo mainigo kopu
attelojums genétiska koda tabula.

Fig. 7 The sets of predictor variables selected from the data vectors of amino acid and codon usage frequencies visualized
within the table of the genetic code.

Lidziga veida no vektora ,,20x111” izdalitas 10 aminoskabes kod€joso sinonimo kodonu
kopgjas, t.i., aminoskabju sastavu raksturojosas, frekvences (7. Att.). Abu izvéleto efektivo
mainigo kopu diskriminantfukciju augstie kvalitates raditaji (2. Tab.; 3. Tab.) un LOOCV
krosvalidacija 97.3% un 92.8% atbilsto$i klasificEtu olbaltumvielu (Q=309.43 un Q=272.08;

p<0.001) ieverojami parsniedza nejausa gadijuma sasniedzamo precizitati (Q>3.84; p<0.05).
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2. tabula/ Table 2

Diskriminantfunkciju kvalitates raditaji efekfivo mainigo kopam, kas izveletas no aminoskabju un kodonu
izlietojuma frekvencu profilu vektoriem.

aPrognozgjosie mainigie, kas izveleti 61 kodona frekvenoem

b Prognozgjosie mainigie, kas izveleti 20 aminoskabju sinoriimo kodonu frekvencem

Tis didrminentiokcsmutpk i e

d 1. funkeija pret 3. fimkeiju, 2 fimkeija pret 3. funkeiju, 3. fimkcija

¢ Diskriminantes punkta vérfibas

fAtkarigo mairiigo grupes: 1.grupa—T1SS, 2.grupa—T3SS, 3. grupa—T4SS, 4.grupa— T6SS sekrecijas substati
The quality measures of discriminant functions for the sets of predictor variables selected from the data vectors of amino
acid and codon usage frequencies.

aThe predictor variables selected fiom codon frequencies

b The predictor variables selected firom summarised frequencies of synonymous codons for ten amino acids

¢ Three discriminant fnctions for muiltiple 4 group discrimination.

dFunction 1 through finction 3, fimction 2 through fiinction 3, function 3

€ Mean discrimination scores.
fGroups of dependent variables: group 1 —T1SS, group 2—T3SS, group 3—T4SS, group 4—T6SS secreted proteins.
Kodoni® Aminoskabes®
. o Codons Amino acids
Kvalitates raditaji Funkcija ® Funkcija ®
Quality measures Function Function
1 2 3 1 2 3

Korelacijas 0.96 0.91 0.80 0.93 0.71 0.65
koeficients (bp) (72) (46) (22) (30) (18) (8)
Dispersija, % 65.00 25.40 9.50 77.70  12.90 9.40
Eigen veértiba 12.37 4.84 1.81 5.98 0.99 0.72
Vilksa A4 0.01 0.06 0.36 0.04 0.29 0.58
Hi-kvadrats¢ 517.64 268.72 99.33 327.08 127.01 55.89
Centroidi®

1. grupaf -437 -146 -0.85 343 -0.12 0.53
2. grupa 2.91 1.36 -1.02 2.03 -0.97 0.12
3. grupa 411 -391 1.48 2.35 1.95 0.83
4. grupa -2.06 2.42 2.06 -0.49 0.55 -1.60

24 efektivo kodonu kopu raksturoja nedaudz augstaki diskriminantfunkciju kvalitates
raditaji (2. Tab.; 3. Tab.), kas atbilst novérotajam augstakam VK veértibam (6. Att. C). Tacu, ta ka
abu efektivo mainigo kopu (t.i.,, klasifikatoru) kludu intensitate (LOOCV krosvalidacijas
gadijuma) peéc Mak Nemara metodes neatskiras (y=1.78, p>0.05, n=111; 4. Tab.), to efektivitate ir

uzskatama par statistiski vienlidz samérojamu.
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3. tabula/ Table 3
Diskriminantfunkciju precizitaites novértéjums ar k- reizes atkartoto vairakkopu krosvalidaciju (KCV),
Klasificgjot T1SS, T3SS, T4SS un T6SS sekrecijas subtratu grupas.
a,b—sk.2. tab. apAmumusa, b
ck=111

Estimates of prediction accuracy obtained by k- fold cross-validation (KCV) with varying folds of original dataset for type
T1SS, T3SS, T4SS and T6SS secreted proteins.

ab asa,binTable 2
ck=111

Prognozgjosie mainigie
Predictor
variables

Kludu intensitate £ SK
Error rate £ SE

Iteraciju skaits k Kodoni ® Aminoskabes °

Number of folds k Codons Amino acids
3 0.078 £0.036  0.181 £0.053

4 0.075+£0.041 0.126 £0.042

6 0.090 £0.034  0.109 £0.039

8 0.083 £0.033  0.082 +0.030

10 0.021£0.012  0.068 +0.023

LOOCV ¢ 0.027£0.016  0.072 £0.025

videji 0.062+0.012 0.106 £0.015

4. tabula / Table 4
TISS, T3SS, T4SS un T6SS sekrecijas substratu diskriminacijai izveleto efekivo mainigo salidzinajums Mak
Nemara metodes 2x2 matrica.
a,b—sk.2. tab. apAmunmusa, b

The cross-table and test statistics of McNemar’s test for comparison of the predictor variables for discrimination among
groups of T1SS, T3SS, T4SS and T6SS secreted proteins.
a,b asabinTable 2

Kodoni?
Codons

Aminoskabes Patiesi Kliidaini
Amino acids True False
Patiesi 101 2
Kladaini 7 1

Abu klasifikatoru LOOCV krosvalidacijas rezultats katrai olbaltumvielu grupai apkopots
neskaidribu matricas, atseviski izdalot patiesi un kliidaini pozitivos/negativos klasifikacijas
gadijumus (5. Tab.). Abu izvéleto efektivo mainigo kopu (1. Att.) diskriminantfunkciju augsto
precizitati, kas bitiski parsniedz nejausa gadijuma sagaidamo, apstiprindja no neskaidribu
matricam atvasinatie diskriminantanalizes efektivitates raksturlielumi un Press’s Q kriterijs
(3. Tab.).
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5. Tabula/ Table 5
Kiaisifikatoru kludu intensitates T1SS, T3SS, T4SS un T6SS sekrécijas substratu grupa salidzinajums
neskaidribas matrica.
a,b—sk.2. tab.apZmgumusa,b
The confusion matrices for comparison of the error rates of both classifiers accordingly to individual group of T1SS, T3SS,

TA4SS and T6SS secreted proteins.
a,b asabinTable 2
Prognozéta piederiba grupai
Deﬁnc:eté ¢ Predigted classg b
plederlba Kodoni? Aminoskabes °
Kn gvrvliap?}ass Codons Amino acids
TISS T3SS T4SS T6SS TISS T3SS T4SS T6SS
T1SS 32 0 0 0 32 0 0 0
T3SS 0 39 1 1 0 36 3 2
T4SS 0 0 16 0 0 0 16 0
T6SS 1 0 0 21 1 1 1 19

Efektivo mainigo kopu (7. Att.) same@rojami augsta jutiba, nosakot T1SS un T4SS
sekrécijas substratu sekvences (5. Tab.; 6. Tab.) apstiprindja vienadi augsto efektivitati So

attiecigo tipu sekrécijas substratu atpaziSana. Savukart, augstais T3SS sekrécijas substratu

6. Tabula / Table 6
No neskaidribu matricam atvasinatie raksturlielumi.
a,b—sk.2. tab. apAmumusa, b
Summary statistics derived from the confusion matrices.
a,b asa,binTable 2
Raksturlielums Efekfivi . Olbaltumvielu grupa
Measure of E ektivie ma?nll)glle Protein group
statistics fjective variables T1gs™ 355 1435 T6sS

Kodoni # 0.97 1 0.94 0.96

Precizitate Aminoskabes® 0.97 0.97 0.80 0.91
Kodoni ® 1 0.95 1 0.96

Jutiba Aminoskabes® 1 0.88 1 0.86
Kodoni ? 0.99 1 0.99 0.99

Specifiskums Aminoskabes® 0.99 0.99 0.96 0.98

Kopgja Kodoni ® 0.01 0.02 0.01 0.02

klasifikatora klida ~ Aminoskabes® 0.01 0.05 0.04 0.05
Kodoni ? 0.98 0.96 0.96 0.94

Kappa indekss Aminoskabes® 0.98 0.88 0.87 0.86
Kodoni ? 107.04 103.14 107.04 103.14

Press’s Q indekss Aminoskabes® 107.04 88.30 95.58 91.90

atpaziSanas specifiskums varétu noradit uz 24 efektivo kodonu kopas priekSrocibam (5. Tab.).

Tome&r noveérota abu klasifikatoru skaitliski sam&rojama efektivitate (4. Tab.) un nevienadais
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kltdu sadalfjums atseviskas olbaltumvielu grupas (5. Tab.) ir nepiecieSamais priekSnosacijums
abu klasifikatoru (7. Att.) komplementarai izmantos$anai klasific§jot/prognozgjot sekrécijas

substratus.

3.5. Neatkariga olbaltumvielu sekvencu kopa

Sameérojama abu klasifikatoru (7. Att.) precizitate (p>0.05, Mak Nemara kriterijs) tika
noverota arT neatkarigas olbaltumvielu sekvencu kopas gadijuma (7. Tab.), atbilstosi klasificgjot

dazadu proteobakteriju lipazes un 76.5% Salmonella typhimurium T3SS sekrécijas substratu.

7. Tabula/ Table 7
Izveleto efekfivo mainigo kopu veiktspejas Klasificét neatkarigu sekrécijas substratu sekvencu kopu
salidzinajums Mak Nemara metodes 2x2 matrica.
a,b—sk.2. tab. apAmumusa, b
The cross-table of McNemar’s test for comparison of the performance of selected predictor variables to classify the

independent testing set of secreted proteins.
a,b asa,binTable 2
Kodoni?
Codons

Aminoskabes Patiesi Kludaini
Amino acids True False
Patiesi 34 3
Kludaini 2 3

3.6. Efektivo kodonu un aminoskabju kombinaciju atlase linearai grupu paru

diskriminantanalizei

No aminoskabju un kodonu izlietojuma vektoriem tika papildus izveleétas citas efektivo
mainigo kombinacijas neklasiskas sekrécijas substratu grupu paru diskriminacijai, ta parbaudot,
vai $ados gadijumos spilgtak izpaudisies iepriekS noverotads nebiitiskas kodonu izlietojuma
frekvencu priekSrocibas, salidzinot ar aminoskabju sinonimo kodonu iesp&jam (4. Tab.)

nodrosinat augstaku diskriminantanalizes precizitati.

Vismaz vienreiz kada no seSu grupu paru diskriminéSanas efektivo mainigo kopu
gadijumiem izvéleti 70% aminoskabju (8. Tab.). Dazado atsevisku aminoskabju nozimi noteiktu

sekrécijas substratu grupu diskriminacijai apstiprina apstaklis, ka divu aminoskabju (Arg un Asn)
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8. Tabula/ Table 8

Binarai T1SS, T3SS, T4SS un T6SS sekrécijas substratu grupu diskriminacijai izveletas efek@ivo mainigo kopas
un diskriminantfunkciju precizitate.

a,b,c—sk 2. tab. apAmumus a, b, f

d Originali grupéto gadijumu klasificeanas precizitate (%o).

e LOOCV krosvalidacijas precizitate (%0).
The predictor variables selected by backward and forward stepwise procedure for binary discrimination among groups of
TISS, T3SS, T4SS and T6SS secreted proteins.

ab,c asab,finTable 2

d% oforiginal grouped cases correctly classified.

€% of cross-validated grouped cases (LOOCV)) correctly classified.

Kodoni® Aminoskabes®
Codons Amino acids
Grupas® Klasifikacijas Prognozgjosie Klasifikacijas
Groups Prognozgjosie mainigie precizitate ¢¢ mainigie precizitate ¢-°
Predictor variables Classification Predictor Classification
accuracy variables accuracy
GCG, GAG, ATA, CTC, CTT, TTA, R E G L M. P
1 &2 ATG, AAT, CCC, CCT, CAA, CAG, 100/100 ’ ,S ,;' ’V > 100/100
AGA, TCA, TCT, ACC, TAC T
GCA, GCC, GCG, GCT, TGC, TGT,
GAT, GAA, GAG, TTC, TTT, GGA,
1&3 GGG, GGT, CAT, CTA, CTT, TTA,  100/97.9 T-G-LRN.S. 155,979
TTG, ATG, AAC, AAT, CCC, CCG, v
CCT, CAA, AGA, AGG, CGA, CGC,
TGG, TAT
GCA, GAT, GAA, GGA, CAC, ATC, G, M, N, Q, R,
1 &4 CTT, TTG, ATG, CCA, CAG, AGA, 100 /100 v 100/96.3
AGG, CGG, TCG, ACA, GTG
GCA, GCC, GCG, GCT, TGC, GAA,
GAG, TTT, GGT, CAC, CAT, ATA,
2&3 ATC,ATT,AAA,CTC,CTG,CTT, 199,100 HFEHLKNge5,947
TTA, TTG, AAT, CCA, CCC, CCG, P,Q,R
CCT, CAA, CAG, AGC, AGT,TCC,
TCG, TCT, ACA, ACG
GCA, GCT, TGT, GAC, GAA, GAG,
TTC, GGG, GGT, CAC, CAT, ATA,
ATC, ATT, AAA, AAG, CTG, CTT,
2&4  TTG, ATG, AAC, AAT, CCC, CCG, 100/100 E,G, M,N,Y 100/100
CCT, CAA, AGA, AGG, CGA, CGC,
CGG, CGT, AGC, TCA, TCC, TCT,
ACC, ACG, ACT, GTC, GTG, TGG
GCG, GCT, TGC, GAC, GAT, GAG,
3&4 TIC, GGA, GGC, GGG, GGT, ATA,  1900/100  E,K,N,Q,R 100 /100

ATT, AAA, AAG, CTA, CTG, CTT,
TTA, TTG, ATG, AAC, AGA
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frekvences tika izveletas ka diskriminativas pazime piecu grupu paru atSkirSanai, kamér histidins
(Hys) ir izvelets tikai viena gadijuma, proti, T3SS un T4SS sekrécijas substratu diskriminacijai.
Turklat vismaz viena grupu para diskriminativo mainigo gadijuma parstavetas devinas no desmit
(iznpemot Trp) TISS, T3SS, T4SS un T6SS sekrécijas substatu multiplai diskriminacijai
izveletajam efektivajam aminoskab&m (7. Att.). Tani pat laika 96% kodonu ir izdaliti vismaz
viena no se$am efektivo mainigo kodonu kopam (8. Tab.), turklat to skaita neieklavas tikai viens

(GTA) no efektivajiem multiplas-4-grupu diskriminantanalizes 24 kodoniem (7. Att.).

No kodonu izlietojuma frekvencém atlasito efektivo mainigo kopas piecos no seSiem grupu
paru kombinaciju gadijumiem nodroSinaja diskriminaciju ar 100% precizitati (LOOCV
gadijuma), kamer aminoskabju sinonimo kodonu efektivo konbinaciju gadijuma tika noveérota
lielaka kludu intensitate (8. Tab.), tom&r Mak Nemara kritérijs noradija uz aminoskabju un
kodonu efektivo mainigo kopu kopgjas precizitates statistisko samérojamibu (p>0.05). Tapat, ar1
grupu paru un multiplas diskriminantanalizes precizitates izradijas savstarp&ji samerojamas
(»>0.05, Mak Nemara kriterijs), lai gan ari grupu pari varétu tikt salidzinati, lai preciz€tu

atseviskus neviennozimigus diskriminantanalizes rezultatus (8. Tab.).

3.7. Efektivo kodonu un aminoskabju kombinaciju atlase paru diskriminantanalizé
individualu substratu grupu atSkir§anai no apvienotas paréjo tris sekrécijas tipu substratu

kopas

Lai noskaidrotu, vai kadas sekrécijas substratu grupas kodonu un aminoskabju sastavs
izteikti atSkiras no citu sekr€cijas substratu apvienotas kopas, no kodonu un aminoskabju
sinonimo kodonu frekvencu kopas tika papildus atlasitas tadas efektivo mainigo kopas, lai paru
diskriminantanalizé varétu atSkirt katru sekr€cijas substratu grupu no apvienotas pargjo tris
sekrécijas tipu substratu grupas. Ka multiplas, ta sekrécijas substratu grupu paru diskriminacijas
gadijuma novérota samerojama precizitate (9. Tab.; 2. Tab.; 8. Tab.), lai gan ar butiskam efektivo
kodonu priekSrocibam klasificgjot/prognoz€jot T3SS un T6SS sekrécijas substratu grupas
(9. Tab.).
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9. Tabula / Table 9

Efekfivo mainigo kopas un diskriminantfunkciju precizitate un tas salidzinajums pec Mak Nemara kriterija
binaras atseviSku T1SS, T3SS, T4SS un T6SS sekrécijas substratu grupu diskriminacijai pret pargjo triju
sekrécijas tipu substratu apvienoto grupu.

a,b,d,e sk.8. tab. apZiMumusa, b, d,e

cAtkarigo mainiig grupas: 1. grupa—atseviska sekicijas substratu grupa, 2. grupa - pargjo tris sekrdeijas tipu substratu apvienota kopa.

fMak Nemara kritdrija bitiskums; N=111.
The predictor variables quality measures and test statistics of McNemar'’s test for comparison of the predictor variables for
binary discrimination of individual groups of T1SS, T3SS, T4SS and T6SS secreted proteins against combined sets of the
other three protein groups.

ab,d e asa,b,d,einTable 2

¢ Groups of dependent variables: group 1 -individual group of secreted proteins, group 2 —combined set of proteins from the other three protein

fSignificance for statistics of McNemar’s test; N=111

Kodoni® Aminoskabes®
Codons Amino acids
1. Grupa® Klasifikacijas Prognozgjosie Klasifikacijas paiio) r
s . o i o .. 4. DButiskums
Group I  PrognozgjoSie mainigie  precizitate ® mainigie precizitate ¢ Sign
Predictor variables Classification Predictor  Classification '
accuracy variables accuracy

GCC, GCG, GAA, GAQG,
GGT, CAC, AAA, ATG,

TISS  AAT,CCA,CCC,CAG,  100/100  FHOM P 9917991 >0.05
TCG, ACC, GTT, TAC, ’
TAT
GCT, TGT, GAC, GAA,
TTC, GGC, CTC, TTA, A,N,D,C,Q,
T3SS ATG, CCA, AGG, CGC, 99.1/99.1 E,G H, IL,L, 95.5/90.1 <0.01
CGT, AGT, TCA, ACC, M,P,S, T,V

ACG, GTC, TAC, TAT

TGT, GAA, GAG, TTC,
CAA, AGG, CGA, TCT, E
GTA

GCA, GCC, GAC, GAT,
CAT, AAA, TTA, TTG,
ATG, AAC, CCG, AGG,
T6SS CGA, CGC. AGC. TCT., 99.1/96.4 N, W 87.4/86.5 <0.05
ACC, GTA, GTC, TGG,
TAC

N,MC,Q,
I F T 100/98.2 >0.05
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3.8. Efektivo kodonu un aminoskabju saistiba ar olbaltumvielu visparéjam, t.sk.

otréjas struktiiras ipasibam

Katram efektivajam kodonam un aminoskabei (7. Att.) noverota augsta T1SS, T3SS, T4SS
un T6SS sekrécijas substratu klasifikacijas precizitate (Q<3.84; p>0.05; 5. Att.), pamatoja
nepiecieSamibu salidzinat efektivo un ,neizvéléto” kodonu un aminoskabju iesp€jamas
izpausmes sekrécijas substratu vispargjas ipasibas. Ta, sekrécijas substratiem noveérota butiska
(korelacijas koeficients -0.759, p<0.001, N=111) 10 efektivo aminoskabju frekvencu saistiba ar
olbaltumvielu GRAVI indeksu (8. Att. A), kamer 24 efektivo kodonu gadijuma (8. Att. B) Sadas
sakaribas nav (p>0.05).

03 1
0§ 4 M * { * *

F ® * ®
0,4 y;

02 \ + x A

I:I » - F I

0.2 4
04 1
A 1
08 1

GREAVI indekss

132 - M

250 450 60 250 450 60

kodonu frelorences, normetas uz 1000 kodondem

# efeldivie mairdgie x neizveletie maitdgie

8. Att. T1SS, T3SS, T4SS un T6SS sekrécijas substratu apvienotas kopas GRAVI indeksa izmaina atkariba no
efekfivo un neizveleto aminoskabju sinonimo kodonu (A) un kodonu (B) daudzuma.

Fig. 8 GRAVY index of the combined set of T1SS, T3SS, T4SS and T6SS secreted proteins upon the values of codon
content attributed to the selected and rest variables extracted from the sets of summarized frequencies of synonymous
codons (A) and individual codon frequencies (B).

Tapat, atseviSki summéjot efektivo un neizv€l€to aminoskabju sinonimo kodonu
frekvences péc to fizikali-kimiskajam 1paSibam, vérojamas polaro, 1adéto un hidrofobo efektivo
aminoskabju satura biitiskas atSkiribas (p<0.05, Vilkoksona kriterijs) piecos olbaltumvielu grupu
paros (10. Tab.), tadgjadi parsniedzot noveroto pé&c diskriminacijas efektivitates negrup&tu

aminoskabju fizikali-kimisko grupu gadijuma (tr1s biitiskas starpibas; 1. Tab. Publikacija I'V).
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Sekrécijas substratu grupas biitiski neatSkiras péc to kop&ja GC sastava asimetrijas (1.Tab.
Publikacija IV), tapat ar1 neizvéléto kodonu un aminoskabju sinonimo kodonu gadijuma (p>0.05,
Vilkoksona kritérijs, Kruskala-Valisa tests), tomér 24 efektivo kodonu un 10 efektivo
aminoskabju sinonimo kodonu kopas kop&ja GC- asimetrija apstiprinajas ka biitisks faktors
sekrécijas substratu grupu atSkirSanai (attiecigi, Cetras un divas bitiskas starpibas, p<0.05,

Vilkoksona kriterijs).

Savukart, atSkirigie pozicionalas AT- un GC- asimetrijas raditaji (9. Att.;

1. Att. Publikacija IV) neizveleto un efektivo kodonu un aminoskabju sinonimo kodonu (7. Att.)
nukleotidos, ka art to atSkirigas (p<0.05, N=111) linearas sakaribas ar olbaltumvielu sastava un
struktiiras raksturlielumiem (2. Att. un 3. Piel. Publikacija IV) var noradit uz atskirigu
evolucionaras attistibas atspogulojumu neklasiskas sekrécijas substratu efektivo un neizvéleto

kodonu un aminoskabju kopas.

10. Tabula/ Table 10

Efek@ivo un neizveléto polaro, ladeto un hidrofobo aminoskabju sinonimo kodonu frekvenéu summa
(videjais + SK) T1SS, T3SS, T4SS un T6SS sekrecijas substratu grupas.

abitiski atskirigo (p<0.05) grupu paru skaits pec Vilkoksona kriterija

bsk.2. tab.apAmumub

creizveletas aminoskabes
Summary frequencies of polar, charged and hydrophobic amino acids selected and non-selected as predictor variables in
proteins secreted by T1SS, T3SS, T4SS and T6SS (averages + SE).

athe number of significant (p<0.05) differences between pairs of individual protein groups obtained by Mann-Whitney test

b asbinTable 2
caminoacids non-selected
Aminoskabju Sekréc'ijas tips
grupa Aminoskabes Secretion type Ne
Group of Amino acids
amino acids T1SS T3SS T4SS T6SS
S,T,Y,H,C,N,Q 32.44+0.69 31.48+0.74 31.02+0.68 28.52+0.41 3
Y, N, Q® 14.70 £0.49 13.09+0.45 14.83+0.58 11.50+0.37 5
Polaras S, T,H, Ce 17.74 £0.53 18.39+£0.55 16.19+0.56 17.03+0.35 1
D,E, K,R 48.21 £0.56 48.67+0.91 41.08 +0.57 50.67 £0.66 4
E, R, K" 10.95+0.71 14.66+0.58 22.27+0.58 1496 +0.43 5
Ladétas D¢ 839+0.36 5.18+0.27 5.63+0.39 581+093 3
G, A, V,L,LF, M,
P, W 19.34+0.78 19.84+£0.60 27.89£0.53 20.77£0.54 3
G, M, P, WP 15.68£0.41 1594+0.86 13.34+0.74 18.10+0.44 5
Hidrofobas A, V,L, 1LFe 32.53+0.71 32.73+£0.75 27.74+0.75 32.57+0.49 3
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Salidzinot atseviski T1SS, T3SS, T4SS un T6SS sekrécijas substratu grupas péc efektivo un
neatlastto kodonu kopu (7. Att.) kopgjas pirimidinu-purinu attiecibas (nemot vera visas kodonu
pozicijas), neatlasito kodonu kopa, gluzi ka negrupétu kodonu gadijuma (1. Tab.), noveérotas
piecu grupu paru biitiskas atSkiribas (p<0.05, Vilkoksona kritérijs). Tapat ar sekrécijas substratu

grupas neatskiras (p>0.05) efektivo kodonu gadijuma.

Lidzigi samérojot efektivo un neatlasito aminoskabju sinontmo kodonu (7. Att.) pirimidinu-
purinu attiecibas, sekrécijas substratu grupam novérotas, attiecigi, Cetras un divas bitiskas
atSkiribas (p<0.05). Tapat sekrécijas substratu kopuma (111 sekvences) biitiski atSkiras (p<0.001)
efektivo un neizveéléto kodonu un aminoskabju sinonimo kodonu kopu (7. Att.) pirimidinu-purinu

pozicionalas attiecibas (10. Att.).
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9. Att. T1SS, T3SS, T4SS un T6SS sekrécijas substratu apvienotas kopas (111 sekvences) kodéjoso sekvencu AT-
un GC- asimetrija (vidéjais = SK) katrai kodonu pozcijai izveléto un neizveléto kodonu (A) un aminoskabju
sinonimo kodonu (B) kopas.

Fig. 9 The pattems of Al=skew and GC-skew (average = SE) attributed to codon positions of the non-selected and
predictor variables (shaded bars) extracted from the sets of individual codon frequencies (A) and summarized frequencies
of synonymous codons (B) representing the combined set (111 sequences) of T1SS, T3SS, T4SS and T6SS secreted
proteins.
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10. Att. T1SS, T3SS, T4SS un T6SS sekrecijas substratu apvienotas grupas (111 sekvences) pirimidinu-purinu
attiecibas (videjais = SE) atseviSkas kodonu pozcijas efekfivo un neatlasito kodonu (A) un aminoskabju
sinonimo kodonu (B) kopas.

Fig. 10 The pattems of pyrimidine versus purine ratio (average + SE) attributed to codon positions of the non-selected
and predictor variables (shaded bars) extracted from the sets of individual codon frequencies (A) and summarized
frequencies of synonymous codons (B) representing the combined sets (111 sequences) of T1SS, T3SS, T4SS and T6SS
secreted proteins.

3.9. Sekrecijas substratu parstaviba proteobakteriju subklases

TI1SS, T3SS, T4SS un T6SS sekrécijas substratu grupu kopa ir atSkirigi parstavétas
proteobakteriju a, B, y, & un & subklasém piederigas baktériju gintis (attiecigi, 11, 15, 80, 1 un 4
sekvences). Novért§jot Sadas nevienmérigads parstavibas iespgjamo ietekmi uz
diskriminantfukciju efektivitati (2. Tab.), 111 sekvences tika pargrup€tas péc to atbilstibas a, y
(80 sekvences), 6 un § (apvienota grupa) vai 3 proteobaktériju subklasei (attiecigi, 1-4 grupa), par
diskriminacijas pazimém izmantojot jau iegiitas efektivo manigo kopas (7. Att.). Efektivo
mainigo kopas uzradija ievérojamu precizitati, klasificgjot olbaltumvielas p&c to piederibas
proteobaktériju subklasem (LOOCYV; 83.8%; Q=204.57), tomér nebija v€rojamas (p>0.05)
sakaribas starp So abu diskriminantanalizu standartizéto kanonisko funkciju koeficientiem
(11. Att.). Tas liecina, ka nevienmérigais proteobaktériju subSklasu sadalijums neklasiskas
sekrécijas substratu grupas bitiski neietekmé efektivo mainigo (7. Att.) diskriminantfunkcijas

(2. Tab. un 2. Piel. Publikacija IV).
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11. Att. Efekfivo kodonu (A) un efekfivo aminoskabju sinonimo kodonu (B) standartizéto kanonisko
diskriminantfunkciju koeficientu novertejums sekrécijas substratu grupu un proteobakteriju subklasu grupu
multiplo diskriminaciju gadijuma.

Fig. 11 Comparison of the changes of standardized canonical discriminant function coeficients for the effective codons
(A) and effective synonymos amino acids (B) in regard to multiple4-group discrimination of the groups of secretion
substrates and groups of representatives of proteobacterial subclasses.

3.10. Svesas izcelsmes geni

Vairumam (63%) neklasiskas sekrécijas substratu, kuri atSkirigd mera parstaveti T1SS,
T3SS, T4SS un T6SS sekrécijas substratu grupas (attiecigi, 65%, 76%, 81% un 23%), to
kodgjoso sekvencu un aminoskabju saturs atSkiras no atbilstoSam genomam raksturiga statistiski
vidgja kodonu izlietojuma (11. Tab.; 4.Tab. Publikacija IV) un tadgjadi sadas sekvences tika

klasificetas ka svesas izcelsmes (foreign) génus parstavosas (Garcia-Vallvé et al. 2000).

AtseviSki salidzinot laterali parnesto olbaltumvielu (41 sekvence) raksturlielumus cetras
olbaltumvielu grupas, T4SS sekrécijas substratu kompozicionalais vecums (Sobolevsky un
Trifonov 2005) butiski atskiras (p<0.05, Vilkoksona kritérijs) no T1SS, T3SS un T6SS sekrécijas
substratiem (3.Att. Publikacija IV), kas ir sam@rojami ar noverotajam T4SS sekrécijas substratu
atSkirtbam pilnaja, 111 sekvencu, olbaltumvielu kopa (1. Tab.; 1.Tab. Publikacija IV) un liecina

par visuma augstaku ,,jaunako” aminoskabju 1patsvaru T4SS sekrécijas substratu sekvences.
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11. Tabula./ Table 11
T1SS, T3SS, T4SS un T6SS sekrecijas substratu sekvences, kas atpazitas ka horizontali parnestas un nezinamas
izcelsmes sekvences grupas.
Sequences of T1SS, T3SS, T4SS and T6SS secreted proteins recognized as horizontally transferred and putative alien
sequences.

Sekrecijas tips Horizontali parnestas Nezinamas izcelsmes sekvences
Secretion type Horizontally transferred Alien sequences

slap_caucr, nodo_rhilv, frpa_neimb,
frpc_neimc, slap _camfe, hasa serma,
067991 psefl, 085374 promi,

hlyac_ecoli, paxa_ pasae, prix_erwch, q6sqm7_pseac,

TISS hlya_actsu q9xb65_erwam, hlyt vibho,
q59932 serma, 087109 serma,
q93rn3_yerru, przn_sersp,
alge4 azovi, alge7 azovi
ipab_shifl, q51451 pseae, popa_ralso, yope yeren,
q57nf3_salch, hopd2 psesm, hrpn_erwam, q87y16_psesm,
q8zq79 salty, q57qv1 _salch, 033976 _ecoli, 087327 psesx,
T3SS ipab_shidy, ipgd_shiso, hrpn_peccc, hrpz_pseap,
yoph_yerps, arpt2_psesm, avrdl psess, avrd]l psesg,
lerv_yerpe, avrp3_psesh, sopb_saldu, sipa_salen, sptp_salpa,
q9%kwh9_ecolx ipac_shidy, ipaa_shifl, ipad_shifl,

yope_yerpe, sope_saldu

vire2 agrt5, vire2 agrtu,

aSwy70_9rhiz, aSwy71 9rhiz q6g2a5_barhe, q6g2a4_barhe,

T4SS q8vi81 Orhiz, q7d2d9 agrts q6g2a3 barhe, q5Swxw8 legpl,
asidc4 legpc, q5wv98_ legpl q>x6¢3_legpa
T6SS q2p058 xanom q4v2q6_burma, q6eel9 edwta,

a8yqrd edwta, q7axz0 salet

Abam efektivo mainigo kopam (7. Att.) atsevisSki noveértétie sekvencu kodonu adaptacijas
(CAI) indeksi bitiski atskiras no neizvéléto kodonu un aminoskabju sinontimo kodonu kopu CAI
indeksiem (p<0.05, Vilkoksona kritérijs). Tapat biitiski atSkiras 70 sveSas un 41 lateralas
izcelsmes sekvencu kopu CAI indeksi, ka arT nukleotidu un aminoskabju satura raksturlielumi
(p<0.05, Vilkoksona kritérijs; 4. Piel. Publikacija IV). Papildus salidzinot lateralas parneses un
svesas izcelsmes sekvences péc to CAI indeksa abas efektivo un neizv€l€to mainigo kopas
(7. Att.), sekvenCu grupas neatSkiras (p>0.05) efektivo mainigo gadijuma, bet bitiski atSkiras
(»<0.01) péc neizveleto kodonu un aminoskabju sinonimo kodonu CAI vértibam. Tas norada, ka

sekrécijas substratu génu atskiriga izcelsme neatspogulojas efektivo mainigo kopas.
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3.11. Patiesi un kludaini klasificeto sekvencu Ipasibu atSkiribas

Salidzinot abu izmantoto klasifikatoru (2. Tab.) precizitati un sekvencu ipasibas, noveérots,
ka 101 patiesi (4. Tab.) un desmit kludaini klasificétajam sekvencém (q8vpk4 psefl, ipgd shiso,
arpt2_psesm, ipaa_shifl, lcrv_yerpe, sope saldu, a8yqrd edwta, q7axz0 salet, q2p058 xanom)
butiski atskiras (p<0.05, Vilkoksona kritérijs) to kompozicionalais vecums, metaboliskas
'dardzibas' un molekulara tilpuma indeksi, lai gan atSkiribas nebija verojamas (p>0.05,
Vilkoksona kritérijs) to vispargjos kodonu izlietojuma raksturlielumos (CAI, Nc, AT- un GC-
asimetrija, u.c.). Tomér, papildus salidzinot efektivo kodonu (7. Att.) raksturlielumus, kliidaini
klasific€to sekvencu gadijuma noverotas augstakas pirimidinu-purinu attiecibas un samazinatas
GC- asimetrijas raditaja vienibas efektivo kodonu 2. pozicija (p<0.05, Vilkoksona kritérijs). Sie
rezultati kopuma norada uz lielaku ‘jaunako’, t.i., 'dargako’ un ‘apjomigako’ aminoskabju
ipatsvaru kltuidaini klasificéto olbaltumvielu sekvences. Tadel ir pamats uzskatit, ka $is sekvences
ir attistijusas pec atskirigiem selekcijas nosactijumiem (Akashi un Gojobori 2002, Sobolevsky un
Trifonov 2005, Rocha et al. 2006, Soto un Tohac 1983; Knight et al. 2001; Chen et al. 2004), ko
papildus akcenté efektivo kodonu kopas (2. Tab.; 6. Tab.) raksturlielumu atSkiribas.

3.12. Piemérs bakteriju eksoproteoma precizéSanai ar iegiitajam

diskriminantfunkcijam

Lai parbauditu no aminoskabju un kodonu izlietojuma frekvencu profiliem iegtto
klasifikatoru pielietojuma iesp&jas proteobakteriju Pseudomonas syringae B728a, Helicobacter
pylori 26695 un Zymomonas mobilis ZM4 eksoproteoma (secretomeP olbaltumvielu)
precizéSanai, sekvencCu sadalijums sakotn&ji novértéts, komplementari izmantojot 24 efektivo
kodonu un 10 efektivo aminoskabju kopu (7. Att.) veidotas diskriminantfunkcijas, kur, attiecigi,
53%, 46% un 49% parbaudito sekvencu ar abam klasifikacijas metodém tika saskanigi
prognozeta to piederiba kadai no T1SS, T3SS, T4SS vai T6SS substratu grupam (12. Tab.).
Savukart, tas sekvences, kuru iesp&jama piederiba, péc abam klasifikacijas metodém atSkiras
vienigi divu sekrécijas tipu ietvaros (T1SS-T6SS, T4SS-T6SS vai T3SS-T4SS), tika precizétas,
komplementari izmantojot linearas diskriminantfunkcijas, kuras veido So grupu paru efektivo
aminoskabju un kodonu kopas (8. Tab.), ta palielinot saskanigi prognozéto sekvencu kopgjo
Ipatsvaru minéto organismu eksoproteoma (attiecigi, 60%, 64% un 58% sekvencu; 12. Tab.).
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12. Tabula./ Table 12
P, syringae, H. pylori un Z. mobilis eksoproteomu secretomeP olbaltumvielu klasificeSanas rezultats (sekvencu
skaits).
)a Prognozgjosie mainigie multiplai-d-grupu diskriminantanalizei (7. Att.)

bPrognozjosie mairiigie linedrai grupu paru diskriminantanalize (8. Tab)
Prediction result (number of sequences) for the classification of the secretomeP proteins from the exoproteomes of
P, syringae, H. pylori and Z. mobilis.

b The predictor variables selected fiom codon frequencies (Fig, 7)

¢ The predictor variables selected fiom summarised frequencies of synonymous codons for ten amino acids (Table 8)

Sekr&cijas tips Organisms
Type of secretion Organism
P. syringae H. pylori Z. mobilis

Multipla-4-grupu diskriminantanalize®

T1SS 4 0 10
T3SS 9 0 10
T4SS 0 16 0
T6SS 14 2 16
T1SS-T6SS 6 0 4
T3SS-T4SS 4 7 1
T3SS-T6SS 6 0 7
Lineara grupu paru diskriminantanalize®

T1SS 1 0 1
T3SS 2 5 2
T4SS 2 2 0
T6SS 2 0 3
Klasific€$anas rezultats kopuma

T1SS 5 0 11
T3SS 11 5 12
T4SS 2 18 0
T6SS 16 2 19

3.13. Sekvencu terminalo fragmentu salidzinasana

Jau sakotngji ierobezotaja paraugkopa apskatitajam T1SS un T3SS sekrécijas substratu
grupam (42 sekvences) novérotas sekvenCu terminalajiem fragmentiem (50 aminoskabju
atlikumi) prognozeto fizikali-kimisko un struktiiras ipasibu (polaritate, P-plaksnes) profilu
(pattern) potencialas iesp&jas atsSkirt sekrécijas substratu grupas (2., 3. Tab. Publikacija I).
Lidzigi, turpmak izvertgjot T1SS, T3SS, T4SS un T6SS sekrécijas substratu paplasinatas kopas
sastava un struktiiras Ipatnibas sekvencu C- un N- terminalajos fragmentos (64 aminoskabju
atlikumi abos gadijumos) kopigu ipaSibu aminoskabju grupam (Pasquier efal. 1998), tika

noverotas atskiribas to periodiskaja izvietojuma (12. Att.; Publikacija II).
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12. Att. Dazadu kopigu ipasibu aminoskabju kopu izvietojuma periodisko Tpasibu relativa parstaviba T1SS (A),
T3SS (B), T4SS (C) un T6SS (D) sekrécijas substratu sekvencu C- terminalajos fragmentos, kas aprekinata,
norméjot sekvences, kuru aminoskabju izvietojumam novérots vismaz viens biitisks periods, pret sekventu
skaitu katra olbaltumvielu grupa.

Fig. 12 The relative number of sequences exhibiting at least one significant periodicity (normalized per number of
sequences within the respective protein group) for the property-based predefined groups of amino residues in C- termini of
TISS (A), T3SS (B), T4SS (C) and T6SS (D) secreted proteins from proteobacteria.

Izmantojot efektivo mainigo kopu, kas izv€léta no aromatisko (His, Phe, Trp, Tyr) un
alifatisko (Val, Lys, Ile, Ala) aminoskabju periodicitates profiliem (datu vektors 38x111), ir
iesp&jams adekvati klasificet 96.4% TI1SS un T3SS sekrécijas substratu sekvencu (LOOCYV;

mainigo kopa uzradija augstu prognozesanas precizitati (LOOCV; 79.6% ; Q=147.87).

T1SS sekrécijas substratiem novérotais statistiski lielakais (p<0.05, Fridmana tests) butisko
periodu relativais daudzums [} plaksnes un pagriezienus veidojoSo, ka ar1 hidrofobo, 1adéto un

alifatisko aminoskabju kopu gadijuma (12. Att.), tapat ar1 savstarp&ji neatSkirama periodu relativa
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parstaviba T3SS, T4SS un T6SS sekrécijas substratu grupas (p>0.05), ir atbilstoSa mazakai
LOOCV precizitatei multiplas-4-grupu diskriminacijas gadijuma. Sie rezultati norada uz T1SS

sekrécijas substratu ievérojami izteiktakam otr&jas struktiiras atSkirtbam.

Ir likumsakarigi, ka ar1 sekrécijas substratu sekvencu C- terminalajos fragmentos (64
aminoskabju atlikumi) prognozéto (3D-PSSM metode, Kelley et al. 2000) otrgjas struktiiras
elementu izvietojums konsensus (t.i., statistiski visparinatas) sekvenc€s noradija noteiktus
apgabalus ka iesp€jamas diskriminativas pazimes olbaltumvielu grupu atSkirSanai (13. Att.;

Publikacija III).
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13. Att. TISS, T3SS, T4SS un T6SS sekrécijas substratiem C- terminalo fragmentu 64 aminoskabju
atlikumiem prognozeto otrgjas struktiiras elementu konsensus sekvences.

Fig. 13 Consensus sequences obtained for the subsets of T1SS, T3SS, T4SS and T6SS secreted protein C- terminal
fragments of 64 amino acids after transcription in terms of predicted structural elements.

Prognozeto otr&jas strukturas elementu profili sekrécijas substratu grupas tika parkodeti
skaitliskos vektoros (attiecigi: 1, 2 un 3 a spiralu, B struktiiru (strand) un nestrukturéto regionu
(coil) gadijuma), un izmantoti efektivo mainigo atlasei T1SS, T3SS, T4SS un T6SS sekrécijas
substratu diskriminacijai. Iegttas diskriminantfunkcijas precizitate (LOOCYV; 74.8%; Q=146.82)
izradijas samérojama ar multiplas-3-grupu (T1SS, T3SS, T4SS) diskriminantanalizes (Publikacija

10D veiktsp&ju (LOOCYV; 89.9%, Q=128.10) .

Preciz€jot otrgjas struktiiras elementu diskriminativo pazimju kapacitati, tika izveletas
efektivo mainigo kopas sekr€cijas substratu grupu paru linearai diskriminacijai (4. Tab.
Publikacija III), un augstaka precizitate (LOOCV; 100%) sasniegta, klasificgjot T4SS un T6SS
sekrécijas substratus, kas varétu noradit ar1 uz iesp&jamo sekrécijas signalu saturoSo apgabalu

struktiiras butiskajam atSkirtbam miné&tajas olbaltumvielu grupas.
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Multiplas-4-grupu diskriminantanalizes efektivo mainigo kopa patiesi klasific€ja 47.6% no
neatkarigas olbaltumvielu sekvencu kopas, proti, 59% no Salmonella typhimurium T3SS
substratu un nevienu no proteobaktériju lipazém (T1SS). Rezultatu preciz€Sanai izmantojot
atbilstoSo sekrécijas tipu efektivo mainigo kopas paru lineara diskriminacija klasifikacijas

rezultati sasniedza 70-82% un 50-100%, attiecigi, T3SS un T1SS substratu kopas.
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4. Diskusija

TISS, T3SS, T4SS un T6SS sekrécijas substratu multiplai diskriminantanalizei tika
izv€letas divas efektivo mainigo kopas — kodonu izlietojuma un aminoskabju sinonimo kodonu
frekvences (7. Att.) ar savstarp&ji samérojamu LOOCYV krosvalidacijas klidu intensitati (4. Tab.;
Publikacija IV). Izveletie 24 kodoni parstav 16 aminoskabes, kuram atbilst 51 kodons, tadgjadi
53% no attiecigo aminoskabju kodoniem netika izveleti par efektivajiem mainigajiem, bet
efektivo kodonu kopas aizstaSana ar 16 atbilstoSo aminoskabju sinonimo kodonu kopu vai 51
individuala kodona frekvencém biutiski samazina diskriminantanalizes precizitati (p<0.05,
Mak Nemara kritérijs). SeSpadsmit no 24 efektivajiem kodoniem ir parstavéti devinu no 10
efektivo aminoskabju sinonimo kodonu kopa. So ,kopigo komponensu” kopas (7. Att.)
diskriminantfukciju precizitate ir bitiski zemaka neka efektivo 24 kodonu kopai (LOOCYV;
86.5%; p<0.05, Mak Nemara kritérijs), bet samérojama ar 10 efektivo aminoskabju kopas
veiktspeju (p>0.05, Mak Nemara kriterijs). Tas, savukart, norada uz ,,kopigo” kodonu izskirigo
lomu attiecigo sinonimo kodonu izlietojuma, priekSnosakot efektivo aminoskabju, tad€jadi art
olbaltumvielu otréjo struktiiru nemainibu (preservation). Sinonimo kodonu asimetriska
izlietojuma ietekmi uzsver arl samazinata, lai arT samérojama, diskriminantfunkciju precizitate
(LOOCYV; 88.3%; p>0.05, Mak Nemara kriterijs), aizstajot 10 efektivo aminoskabju sinonimo

kodonu kopu ar atbilstosajiem 26 individualajiem kodoniem.

Abu Kklasifikatoru (7. Att.) precizitates samérojamiba (4. Tab.) ne vien uzsver to
komplementaru izmantoSanas iesp&ju, pat nepiecieSamibu, bet arl norada, ka nevienai no
metodem nav tieSu priekSrocibu. Gadijumos, kad olbaltumvielai nav zinama tas sekvence un / vai
atbilstoSo kodonu seciba, pirm€jai raksturo$anai (preliminary screening) var bt piemérota
efektivo mainigo kopa, kas izv€leta no eksperimentali noteikta atbilstoSo aminoskabju satura. Ta,
iegiito diskriminanatfunkciju veiktsp&ja tika parbaudita $adam iesp&jamajam praktiskajam
pielietojumam, ieklaujot visparzinamos ierobezojumus aminoskabju sastava analize (aspargina un
asparginskabes, ka arT glutamina un glutaminskabes saturu parstavot to frekvenéu summam).
Efektivo aminoskabju frekvecu kopa aizstajot Asp un Asn, ka arm1 Glu un Gln individualas
frekvences frekvencu summu, efektivo aminoskabju kopas (7. Att.) diskriminantfunkciju

precizitate saglabajas.
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Tiesi pédeja dekade, pat piecgadg, strauji audzis zinaSanu un kopgjas informacijas apjoms
par neklasiskas sekrécijas mehanismiem, kas tieSi atspogulojas arl promocijas darba izstradg.
Proti, kop$ sakotngjo rezultatu public€Sanas (Publikacija I), pé€tijuma izmantoto olbaltumvielu
grupu un sekvencu skaits ir vairak ka dubultojies (Publikacija IV), lidztekus pieaugot
eksperimentali raksturoto ekstracellularo olbaltumvielu un definéto neklasiskas sekrécijas tipu

skaitam.

Vienu ekologisko niSu parstavoSiem organismiem ir lidzibas to olbaltumvielu sekvenéu
aminoskabju sastava, bet kopigas kodonu izlietojuma tendences pamata médz noverot funkcionali
tuvam olbaltumvielam (Goodarzi et al. 2008). Tadel, lai pec iespjas mazinatu kadas
olbaltumvielu grupas dominanti, pétijjuma izmantotas sekvences, kuras parstav dazadas
olbaltumvielu funkcionalas klases, t.sk. augiem, dzivniekiem un cilvékiem patogénu
proteobaktériju efektoras olbaltumvielas, kas iedarbojas citosola vai starpSiinu telpa.
Likumsakarigi, ka sekrécijas substratu sekvencu grupam noverots neviendabigs atSkiribu profils
(1. Tab.) un raksturiga augsta kodonu un aminoskabju kompozicionala variabilitate (6. Att.).
Tomeér kodonu gadijuma noveérota augstaka informativa kapacitate (5. Att.; 6. Att. C) nenodroSina
augstaku diskriminantfunkciju precizitati efektivo kodonu kopai (7. Att.; 4. Tab.), joprojam
uzsverot, ka no kodoniem un aminoskabju sinonimajiem kodoniem atlasito efektivo mainigo
kopas ir komplementari izmantojamas iesp&jami precizaka diskriminacijas rezultata iegiiSanai.
Ka izpémums janorada, ka, lai arl iegiitic neviennozimigie rezultati var tikt precizéti ar
atbilstoSam linearas diskriminantanalizes efektivo mainigo kopam (8. Tab.), T3SS un T6SS
klasifikacijas neviennozimigu rezultatu gadijuma var€tu tikt dota prieksSroka rezultatiem, kuri
legiiti izmantojot efektivo kodonu kopas diskriminantfunkcijas (2. Tab.; 6. Tab.; 9. Tab.).
Multiplas diskriminantanalizes gadijuma var nemt véra ari klasifikacijas rezultatos noradito t.s.
otru atbilstosako grupu (2" highest group), un gadijumos, kad ar vienu efektivo mainigo kopu
(7. Att.) ka otra atbilstosaka ir noradita otra klasifikatora prognozeta grupa (un vice versa), $ada
prognozeSanas rezultatu saskana viennozimigi izslédz atlikuSas divas neklasiskas sekrécijas

substratu grupas no sakotn&ji potenciali iesp&€jama cetru grupu klasta.

Abu Kklasifikatoru (7. Att.) augsto precizitati (2. - 5. Tab.) pamato novérotas biitiskas
atSkiribas aminoskabju sastava un kodonu izlietojuma raksturlielumos T1SS, T3SS, T4SS un
T6SS sekrécijas substratu grupas (1. Tab.; 1. Tab. Publikacija IV). Zinama rezultatu nesakritiba
kodonu adaptacijas indeksa (CAI; Sharp un Li 1987) un efektivo kodonu skaita (Nc; Wright

1990) gadijumos (1. Tab.), visticamak, ilustré atSkiribas abu kodonu izlietojuma indeksu
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aprékina. Proti, Nc raksturo kodonu izlietojumu pasa géna ietvaros, tad CAI ir vairak attiecinams

uz géna un atsauces genoma (reference set) kodonu izlietojuma atskirtbam.

Efektivo un neizvéléto kodonu un aminoskabju sinonimo kodonu sastava biitiskas
atSkiribas to saistiba ar olbaltumvielu sekvencu un struktiiras raksturlieclumiem (8. - 10. Att.;
10. Tab.; 2. Att. un 3. Piel. Publikacija IV) labi saskanojas ar visparpienemto prieksstatu, ka bazu
saturs un kodonu izlietojums nosaka aminoskabju sastavu (Foster et al. 1997, Paila et al. 2008,
Knight et al. 2001; Sueoka 1961), tad€jadi ar1 vispargjas olbaltumvielu fizikali-kimiskas 1pasibas
(Biro et al. 2003; Singer un Hickey 2000).

Efektivo aminoskabju sinonimo kodonu kopas CAI ir augstaks neka par&jo (neatlasito)
aminoskabju kopai (CAI 0.683 £ 0.009 un 0.645 £+ 0.009; p<0.01, Vilkoksona kriterijs), kas
norada uz evolucionara spiediena (evolutionary force) atspogulojumu efektivajas aminoskabgs.
Tapat ar1 TISS, T3SS, T4SS un T6SS sekrécijas substratos novérota augstaka (p<0.02,
Vilkoksona kritérijs) efektivo kodonu izlietojuma asimetrija (CAI 0.678 + 0.008) salidzinajuma
ar neizvélétajiem kodoniem (CAI 0.651 + 0.010). Tas uzsver noteiktu, katra olbaltumvielu
sekrécijas tipa substratiem raksturigu, kodonu izlietojumu (#ype specific signature) un zinama
meéra sasaucas ar vispargja sekrécijas cela (GSP) substratu signalpeptidiem raksturigo asimetrisko
kodonu izlietojumu (Zalucki et al. 2009). Jamin, ka GC saturs un dazu aminoskabju (ipasi serina)
izlietojuma atSkiribas ir izmantotas ka pazimes T3SS sekr€cijas substratu prognozesanai
bakterijas Salmonella typhimurium un Pseudomonas syringae (Samudrala et al. 2009), un ir
sastopami samera pretrunigi noveérojumi par cisteina izteikti samazinato saturu T1SS sekrécijas
substratu sekvences (Angkawidjaja un Kanaya 2006). Neklasiskas sekrécijas substratu
C- terminalo fragmentu (T3SS gadijjuma, N- terminalo) detalizétaka izpéte tadgjadi varétu
atvieglot sekrécijas signala novietojuma precizé€Sanu. Promocijas darba iegiti sakotn&jie rezultati
(dati nav parstaveti), kur T1SS sekrécijas substratu C- terminala apgabala (13+47 aminoskabju
atlikumi) kompozicionala vecuma vienibas (Sobolevsky un Trifonov 2005) ir butiski zemakas
neka pilnam sekvencém, ta noradot uz atSkirigu aminoskabju sastavu postulétaja sekrécijas

signalu saturo$aja apgabala.

Saskana ar visparpiepemto nostadni, ka izmainas kodonu un aminoskabju sekvenceés
kopuma atspogulo evolucionaro attistibu (Sorimachi un Okayasu 2008), iegiitas efektivo mainigo
kopas (7. Att.) un sekrécijas substratu grupu atskiribas GC satura, kodonu izlietojuma (CAI, Nc),
metaboliskas dardzibas un kompozicionala vecuma raksturlielumos (1. Tab.; Publikacija IV)
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varétu noradit ari uz atSkirigu T1SS, T3SS, T4SS un T6SS sekrécijas substratu attistibu
(Sorimachi un Okayasu 2008, Sharp un Li 1987; Wright 1990; Akashi un Gojobori 2002;
Sobolevsky un Trifonov 2005; Rocha et al. 2006). Ir bitiski, ka maksimalais grupu paru atskiribu
skaits noverots, salidzinot tas peéc glicina frekvencém (1. Tab.; 5. Att.; p<0.05, Vilkoksona
kriterijs, Kruskala-Valisa tests), kuras tiek uzskatitas par pasu vienkarSako kompozicionala
vecuma meru (glycine clock; Trifonov 1999). Tomer horizontalas génu parneses (HGT) lidzdaliba
ir apstiprinata visu Cetru sekrécijas sisteému attistiba (Kelley et al. 2007, Ma et al. 2006; Frank
etal. 2005, Boyer efal. 2009), kas, savukart, var veicinat maldinoSus secindjumus par
olbaltumvielu sekvencu evolucionaro divergenci (Koonin et al. 2000). Tiesam, ievérojama dala
analiz€to olbaltumvielu (11. Tab.; Publikacija IV) ir raksturojamas ka horizontali parnestu vai
nezinamas (alien) izcelsmes génu kodétas sekvences (Garcia-Vallvé et al. 2000). Janem véra, ka
Sie rezultati ir vél preciz&jami, jo Serratia sp., Proteus sp., Azotobacter sp. un Edwardsiella sp.
genomu nepiecieSamie visparinatie dati nav parstavéti HGT-Datubaze (Garcia-Vallvé et al. 2003),
tade] svesas izcelsmes génu tuvinatai identific€Sanai promocijas darba izmantota filogen&tiski

iesp&jami tuvu bakteriju genomu informacija (Publikacija IV).

Kopuma sveSas izcelsmes sekvences raksturojamas ar zemaku GC- saturu un mazak
izteiktu kodonu izlietojuma asimetriju, tatad ar1 mazaku konservativitati, salidzinajuma ar
lateralas izcelsmes sekvenceém (4. Piel. Publikacija IV). SveSas izcelsmes génu izslégSana no
analiz€jamo olbaltumvielu kopas ievérojami samazina sekvencu raksturlielumu izkliedi grupu
ietvaros (4. Piel. Publikacija IV). Tomer augsta to variabilitate saglabajas lateralas izcelsmes
T3SS sekrécijas substratu grupa (3. Tab. Publikacija IV), kas atbilst visparzinamai sekvencu
daudzveidibai T3SS sekrécijas substratos (McCann un Guttman 2008). Taja pat laika nav
verojama atskirigas izcelsmes génu nevienmériga sadalijuma (augstakais un zemakais patsvars
T4SS un T6SS substratu grupas) ietekme uz iegito efektivo mainigo kopu (7. Att.)
diskriminantfunkcijam. Lidzigi, diskriminantfunkcijas neatspogulojas art atskirigais a, B, y un 8/
proteobaktériju parstavju atSkirigais sadalijums sekrécijas substratu grupas, kas saskan ar
viedokli, ka GC- saturs (16S rDNS) neatspogulo proteobaktériju subklasu (a, B, vy, 0/§)
divergences atskiribas (Haywood-Farmer un Otto 2003), lai gan ir zinots par proteobaktériju
lateralu attistibu, y proteobaktérijam ka p&dgjam diverggjot no kopiga senca (Gupta 2000).
Savukart, pec abu efektivo mainigo kopu (7. Att.) diskriminantfunkcijam 10 kltidaini klasific€to
sekvencu efektivo kodonu 2. pozicija, atskiriba no patiesi klasificéto olbaltumvielu kopai

noverota, ir samazinats guanina saturs, ta noradot, ka diskriminantfunkciju ierobeZzojumi ir
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saistami ar atSkirigas evolucionaras genézes atspogulosanos kliidaini klasificto olbaltumvielu

sekvencu efektivajos kodonos un aminoskabeés (Knight et al. 2001).

Atbilstosi visparéjam priekSstatam, sekrécijas substrati un sekrécijas kompleksi ir ko-
evoluciongjusi to savstarp&as saderibas un sekrécijas signalu atpaziSanas optimizeéSanai
(Economou 2002, Bendtsen et al. 2005). Tas, savukart, nozimé, ka vienas sekrécijas sistemu
komponentiem un substratiem ir jasatur kadas kopigas iezimes. Biitiski samazinatas T4SS
sekrécijas substratu kompozicionala vecuma vienibas (1. Tab.; 1. Tab. Publikacija IV) un lidzigas
sakaribas metaboliskas dardzibas un kodonu izlietojuma raksturlielumos (Sobolevsky un
Trifonov 2005; Trifonov et al. 2006; Akashi un Gojobori 2002; Sharp un Li 1987; Wright 1990)
ir saskanigas ar postuléto evolucionari vélaku T4SS izveidi ka mozaikveida sekrécijas sisteému,
tai adapt€jot komponentus no citam olbaltumvielu sekrécijas sisttmam (Cao un Saier 2001). No
otras puses, T4SS un T6SS sekrécijas substratiem novéroti biitiski atSkirigi, pat pret&ji kodonu
izlietojuma un aminoskabju satura raksturlielumi (1. Tab.; 1. Tab. Publikacija IV), kas zinama
mera, vismaz substratu [tmeni (Economou 2002, Bendtsen et al. 2005), ir pretruna ar zigojumu
par T6SS izveidosanos, adapt&jot T1SS, T3SS un T4SS komponentus (Shrivastava un Mande
2008). Savukart, TISS sekrécijas substratu sekvencém noveérotais vienkarSaku aminoskabju
augstakais Tpatsvars, ka ar1 augstas CAI un zemas Nc vértibas, ir saskana ar postuléto ABC

transportsistému operonu agrino divergenci (Tomii un Kanehisa 1998).

Promocijas darba izstrade iegiiti arT sakotn€jie rezultati (dati nav parstavéeti), salidzinot
T1SS, T3SS, T4SS un T6SS sekrécijas substratu un transportsisttmu aminoskabju satura
raksturlielumus. Bakteérijam, kuru sekrécijas substratu sekvences ieklautas diskriminantfunkciju
izstrades kopa, T1SS sekrécijas komponentus parstavot TolC un tai paralogam olbaltumvielam,
T3SS — HrpA, T4SS — VirB, un T6SS gadijuma — Vgr grupas olbaltumvielam. Nemot veéra, ka
tikai dalai no pétijuma ieklautajiem sekrécijas substratiem bija iesp&jams piemekl&t attieciga
organisma parstavetas atbilstosas sekrécijas sistémas komponentu sekvences, Sie rezultati Sobrid
nav visparinami, bet tomér pietickami skaidri apstiprina vispar&jo tendenci, ka sekrécijas sistemu
komponentu sekvences ir visuma konservativakas, salidzinot ar sekrécijas substratiem (McCann
un Guttman 2008). Proti, sekrécijas sisttmu komponenti kopuma izradijas raksturojami ar
zemakam kompozicionala vecuma vienibam (Trifonov et al. 2006). Jauzsver, ka T1SS, T3SS un
T4SS sekrécijas sistému substratu un komponentu olbaltumvielu vidgjais kompozicionalais
vecums veido tieSi proporcionalu sakaribu (r=0.9998, N=3), ko izjauc T6SS sekrécijas tipa

parstavju pievienoSana (r=0.960, N=4, p>0.05). Pamatojoties uz nostadni, ka komponentiem un
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substratiem ir jasatur noteiktas kopigas iezimes, parbauditas sekrécijas komponentu grupu
atSkirSanas iesp&jas ar sekrécijas substratu klasific€Sanai izv€leto efektivo aminoskabju sinonimo
kodonu kopas (7. Att.) diskriminantfunkcijam. Tas izradijas piemérotas T6SS komponentu
sekvencu atpaziSanai, kludaini klasificgjot lielako vairumu no pargjo sekrécijas sist€mu
komponentiem. Sada T6SS komponentu preciza klasifikacija, iespéjams, parada, ka izvéletas
transportsisttmu komponentu sekvences parstav tos T6SS komponentus, kas vienlaikus tiek
uzskatiti arT par T6SS sekreteétajam efektorajam olbaltumvielam (Tseng et al. 2009). Tani pat
laika T1SS, T3SS un T4SS komponentu sekmiga diskriminacija (LOOCV; 98.3%) ir iesp€jama,
no aminoskabju sinontmo kodonu frekvencém izvéloties citu efektivo mainigo kopu (dati nav

parstaveti).

Pamata, neklasiskas sekrécijas substratu (t.sk. efektoro olbaltumvielu) atpaziSanas metozu
izveideé izmanto Sauru baktériju spektru (Samudrala efal. 2009; Lower un Schneider 2009,
Vinatzer et al. 2005) ar iznémumu metodes EffectiveT3 gadijuma, kur izmantotas pat Cetru
proteobaktériju ginsu (Chlamydia, Salmonella, Yersinia, Escherichia) T3SS efektoras
olbaltumvielas (Arnold ef al. 2009). Sada pieeja ir piemérota, lai klasificétu attiecigo vai tiem
filogenétiski tuvu organismu g€nu produktus, ta¢u liedz pietickami visparinat izmantotas
metodes. Promocijas darba iegiito diskriminantfunkciju izstradei izvélétaja 111 sekvencu
paraugkopa péc iesp€jas tika samazinata kada organisma vai olbaltumvielu funkcionalas grupas
dominante, tomér iegutas diskriminantfunkcijas izradijas piemerotas, lai klasific€tu arT atsevisSka
organisma neklasiskas sekrécijas substratu grupu. Ta, ar augstu precizitati iesp€jams prognozet
bakterijas Salmonella typhimurium T3SS sekrécijas substratus (7. Tab.), lai gan tikai tris §is
bakteriju sugas sekvences (Samudrala et al. 2009) ir parstavétas diskriminantfunkciju izstrades

sekvencu kopa (training set) .

Izv€loties izstrades sekvencu kopas olbaltumvielu datubazes, ari izdarot jebkadus
sledzienus par olbaltumvielu pazimém, ir jagem véra to kludainu anotaciju iesp&jamiba. Ta, dazu
funkcionalo klasu fermentu kopai neprecizas anotacijas ir konstatétas pat 85% sekvencu (Schnoes
etal. 2009). Salidzino$i maza dala eksperimentali anotétu olbaltumvielu kopgja neklasiski
sekret€jama eksoproteoma likumsakarigi norada, ka anotéto sekvencu klasta un tad¢] ar izstrades
kopa (1. Piel. Publikacija IV) nav pilna meéra parstavéta atbilstosi sekret€jamu olbaltumvielu
funkcionalo klasu daudzveidiba, kas liedz parveértét jebkuru prognoz€Sanas metozu, t.sk.
promocijas darba izstrad€ iegtito efektivo mainigo kopu (7. Att.; 8. Tab.) diskriminantfunkciju,

iespejas klasificét $adas olbaltumvielas. Tomer ir pieradits, ka savstarp&ji homologu sekvencu
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izslégSana no izstrades kopas bitiski ce] attiecigo klasifikatoru precizitati (Hung ef al. 2010.).
Lidzigi, arT promocijas darba rezultatu gadijuma apstiprindjas, ka prognozgjosie mainigie, kas
sakotngji izdaliti T1SS un T3SS sekrécijas substratu kopu (42 sekvences) atSkirSanai, saglaba
savas diskriminativas 1paSibas un augsto precizitati ar1 pilnaja (73 sekvences) T1SS un T3SS

sekvencu kopa (8. Tab.; 3. Tab. Publikacija I).

Abu Kklasifikatoru samérojama kliidu intensitate, atpazistot izstrades kopas T1SS, T3SS,
T4SS un T6SS sekrécijas substratus, arT neatkarigas datu kopas olbaltumvielas (4. Tab.; 7. Tab.),
pamato iegiito diskriminantfunkciju izmantoSanas iesp€jas secrefomeP olbaltumvielu (Bendtsen
et al. 2005) precizakai raksturoSanai. Tas novertetas bakteriju Pseudomonas syringae B728a,
Helicobacter pylori 26695 un Zymomonas mobilis ZM4 eksoproteomos, klasific§jamo sekvencu
kopa ieklaujot olbaltumvielas, kuru garums ir vismaz 161 aminoskabes atlikumi (isaka sekvence
izstrades kopa). Ar efektivo mainigo kopam, kas iegiitas no aminoskabju un kodonu izlietojuma
frekvenceém (7. Att., 8. Tab.), ir saskanigi klasificéta, attiecigi, 60%, 64% un 58% sekvencu
piederiba kadai noteiktai sekrécijas substratu grupai (12. Tab.). Jauzsver, ka §1s bakt€rijas parstav
dazadas proteobaktériju subklases, un savstarp&ji samérojamais klasifikacijas rezultats netiesi
apstiprina, ka nevienmeérigais proteobakteriju subklasu sadalfjums izstrades sekvencu kopa
(training set) butiski neietekmé efektivo mainigo kopu diskriminantfunkcijas (11. Att.). Tomér
kopuma 9% parbaudito eksoproteomu sekvencu nav atSkiramas tris grupu paru ietvaros
(T1SS:T6SS; T3SS:T4SS; T3SS:T6SS) (12. Tab.). Tas netiesi atspogulo izstrades kopa noveéroto,
ka visam TISS substratu sekvencém diskriminantanaliz€é ar abam efektivo mainigo kopam
(7. Att.) ka otra atbilstosaka grupa tiek noradita T6SS, kamér T3SS grupas sekvencém — T4SS vai
T6SS. Turklat lidzigas sekrécijas substratu grupu atSkiribu tendences kopuma noveérotas,
salidzinot vispar&jos aminoskabju un kodonu izlietojuma frekvencu parametrus (1. Tab.; 1. Tab.

Publikacija IV).

Baktériju Z. mobilis proteoma netika identificéts neviens T4SS komponents, tapat
bakterijam H. pylori ir prognozéta tikai divu T1SS komponentu parstaviba (Genome Atlas
datubaze; http://www.cbs.dtu.dk/), kas ir saskanigi ar to, ka klasifikatori (7. Att.) neprognoze
T4SS un T1SS substratu klatbutni attiecigo baktériju sekvencu kopas (12. Tab.). Neviennozimigi
pronozeto P. syringae, H. pylori un Z. mobilis olbaltumvielu véra nemamais apjoms (12. Tab.) var
tikt skaidrots ar to, ka dala So sekvenCu var biit atbilstoSas olbaltumvielu klasei, kas ir
nepietickami (nemaz) parstavéta izstrades sekvencu kopa. Pieméram, analogi parbauditas

klasifikatoru (7. Att.) iesp&jas klasific€t vienas fermentu klases olbaltumvielas, kuram nav
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noveérojams atSkelamais N- terminalais signalpeptids. Klasifikacijai izmantotas 12 levansaharazu
sekvences, (sacb psesh, sacb psesg, sacb rahaq, sacb _erwam, q93fu9 9psed, q9lbx1 acexy,
q2g754 novad, g4ttt0 9sphn, g2nbk2 erylh, q883p5 psesm, q4zum6 pseu2, sacb zymmo) un
tam konstatétas T6SS sekrécijas substratu grupu Tpasibas. So rezultatu biis iespéjams izvertet,
lidzko kadai no §tm sekvencém eksperimentali tiks noteikts atbilstosais sekrécijas tips. Tomér jau
tagad janem veéra, ka diskriminantfunkciju izstrades sekvencu kopa nav parstavéta neviena
hidrolaze. Atkartoti jauzsver, ka klasifikatoru (7. Att.; 8. Tab.) iesp&jas nav visparinamas bez
papildus novertejuma ar citam in silico metodém. Piem&ram, novertgjot atbilstosas kodg€josas
sekvences lokalizaciju genoma, lai ari, vice versa, olbaltumvielas raksturoSanai sekvences
lokalizacijas genoma noteik$ana vien ir nepietickama. VienkarSota gadijuma, biitu maz ticams
vienas sekrécijas sist€mas substrata géna izvietojums t.s. patogenitates salina vienkopus ar citas
sisttmas komponentiem. Tomer, lai ar1 bakteriju Burkholderia mallei virulences faktora TssM
géna transkripcijas regulacija norit vienlaicigi ar turpat blakus lokaliz€to T6SS komponentu

géniem, olbaltumvielas sekrécija nav atkariga no attiecigas T6SS (Shanks et al. 2009).

Visas izstrades kopas olbaltumvielu sekvences ir sakotngji parbauditas ar vispargjam
prognozésanas metodém (Psort, SignalP, SecretomeP). Psort metode prognozé olbaltumvielu
lokalizaciju (Gardy et al. 2005), savukart SignalP (Bendtsen efal. 2004b) ir novérteéta ka
precizaka no 13 metodém Sec- atkarigas sekr€cijas signalpeptidu un to atSkelSanas vietu
(cleavage site) atpaziSanai (Choo ef al. 2009). Apstiprinajas, ka izv€l€tajas sekvenc€s nav N-
terminalo signalpeptidu, ar iznémumu Yersinia enterocolitica olbaltumvielas YopR
(q7brz4_yeren) gadijuma, kas eksperimentali anoteta ka T3SS sekrécijas substrats (Lee un
Schneewind 1999; Blaylock etal. 2008). Dazas citas T3SS efektoras olbaltumvielas ar
SecretomeP metodi (Bendtsen et al. 2005) tiek klasific€tas ka atkarigas no vispargja sekrécijas
cela, lai gan SignalP metode to sekvencés nenorada signalpeptidu klatbiitni, un vice versa. Sie
pretrunigie prognoz&$anas metozu rezultati var but saistami ar T3SS sekrécijas signalus saturoso
sekvenCu N- terminalo fragmentu individualajam ipatnibam (Ghosh 2004; Arnold et al. 2009).
Turklat janem véra, ka SecretomeP metodes izstrades sekvenCu kopa ir Sec- atkarigas
olbaltumvielas, jo tolaik bakterijam eksperimentali anotetu neklasiskas sekrécijas substratu skaits
bija vairak ka nepietickams (Bendtsen et al. 2005). Tadgjadi var but iesp&jams, ka parbaudito
eksoproteomu secretomeP olbaltumvielu kopa (12. Tab.) neparstav visas neklasiski sekret€jamas
So organismu olbaltumvielas, vai ar1 to vidii varbiit&ji ietilpst netipisku T2SS un/vai T5SS

substratu sekvences. Ne velti LocateP metode (Zhou et al. 2008) ir postuléta ka piemé&rotaka
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(Desvaux et al. 2009), lai ar1 SecretomeP metode ir paredzéta ari Gram-pozitivo bakt€riju
neklasiski sekret€jamo olbaltumvielu atlasei. Savukart, izmantojot eikariotiskas izcelsmes
secretomeP olbaltumvielas ka izstrades sekvencu kopu, ir iegiita diskriminativu pazimju
kombinacija neklasiskas sekrécijas substratu atlasei, sasniedzot augstu (85%), bet ne maksimalo
precizitati (Hung et al. 2009). Tas zinama méra ilustré vispargjo olbaltumvielu pazimju
prognoz&sanas metozu individualo nepietiekamibu, tatad nepiecieSamibu savstarpgji salidzinat ar

atSkirigam in silico pieejam iegutos rezultatus.

Ierobezota eksperimentali anotéto neklasiskas sekrécijas substratu sekvencu kopa liedz
parbaudtt piep@mumu, vai Sobrid raksturoto sekr&cijas tipu paveidu substrati var biit savstarpgji
atSkirami arT attiecigo tipu ietvaros. Turklat tada pat mera ir iesp&jama vél citu, Sobrid nezinamu,
sekrécijas sistemu klatbiitne proteobaktérijas. Sadu hipotétiski iespgjamu sekrécijas sistemu
ietekme nav izslégta ar1 parbauditajos P. syringae, H. pylori un Z. mobilis eksproteomos, tadgjadi

papildus palielinot arT neviennozimigi klasific€to sekvencu apjomu (29%; 12. Tab.).

Analogu sekrécijas sist€mu parstaviba ari citas bakteriju grupas (Tseng et al. 2009) padara
iespejamu krietni plasaku So klasifikatoru pielietojumu, t.sk. ar arpus proteobakt€riju robezam.
Pieméram, esam zinojusi par T1SS, T3SS un T4SS diskriminacijai izvél€to prognozeto otrgjas
struktiiras elementu izkartojuma poziciju kopas (Publikacija III; Publikacija II) piemérotibu
klasificét ka atbilstoSas T3SS substratu grupai tris Bacillus subtilis olbaltumvielas (fla_bacsu,
flgk bacsu, flid bacsu), kuram postuléta sekrécijas iesp&ja peéc T3SS Iidziga mehanisma
(Tjalsma et al. 2004). Tads pats prognoz€Sanas rezultats, ar izpémumu flid bacsu gadijuma,
sasniegts, izmantojot efektivo kodonu un aminoskabju sinonimo kodonu kopu (7. Att.)
diskriminantfukncijas, tadgjadi apstiprinot ieglito klasifikatoru iesp&jas pietiekami precizi
klasificet T1SS, T3SS, T4SS vai T6SS sekrécijas sisttmam homologu vai lidzigu sekrécijas
sist€ému substratus ari no Gram-pozitivajam baktérijam. Tas varétu veidot pamatu atseviSkam
pétijumam, izmantojot Gram-pozitivu bakteriju olbaltumvielu sekvences ar zinamu un atbilstosi
raksturotu sekrécijas mehanismu. Jo seviski tade], ka Sai bakteriju grupai, salidzinajuma ar
proteobaktérijam, ir prognoze€ts mazaks Sec- atkariga sekretoma apjoms (Song et al. 2009) un
Genome Atlas datubazé 33% no 49 Firmicutes sugu (82 celmi) kopg&ja eksoproteoma ir
prognozeti ka secretomeP olbaltumvielas (Bendtsen etal. 2005), kas ir lielaks potenciali
neklasiski sekret€jamu olbaltumvielu apjoms, salidzinot ar proteobaktérijam (2. Att.; Bendtsen
et al. 2005). Lidziga veida ar iegiitajiem klasifikatoriem (7. Att.; Publikacija III; Publikacija II) ir

prognozeta bakterijas B. subtilis ekspreséta rekombinanta interleikina-1 (043645 human)
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sekvences (Bellini ef al. 1995) iespgjama sekrécija pa T3SS, t.i., §is olbaltumvielas 1pasibas ir
atbilstosas proteobakteriju T3SS sekrécijas substratu Tpasibam. Analogi prognozeta ari vairaku
citu rekombinantu olbaltumvielu iesp&jama neklasiska sekrécija, no kuram vy interferonam
(ifng_human) prognozeta atbilstiba T4SS, adiponektinam (gfp_aeqvi) — T1SS, bet prolaktinam

(prl_human) — T3SS sekrécijas substratu 1pasibam (dati nav parstaveti).

TI1SS, T3SS, T4SS un T6SS sekrécijas substratu C- terminalo fragmentu strukturalas
Ipatnibas atspogulojas to fizikali kimisko ipasibu un otr&jas struktiiras elementu pozicionala
izvietojuma, ka ar1 aromatisko un alifatisko aminoskabju periodisko 1pasibu profilu bitiskajas
atSkiribas (13. Att.; 12. Att.; Publikacija III; Publikacija II Publikacija I). Olbaltumvielu otrgjas
struktiiras elementu prognoz€Sanai izmantotas dazadas metodes, t.sk. “Phyre” (Kelley un
Sternberg 2009), kur iegiiti samérojami paru diskriminantanalizes rezultati, bet zemaka (LOOCYV;
67.6%) multiplas diskriminantfunkcijas precizitate neka 3D-PSSM gadijuma (LOOCV; 74.8%),
kas, domajams, atspogulo atSkirigas pieejas sekvencu otrgjas struktiiras elementu prognozesanas

metodikas izstrade.

Randomizétiem C- terminalajiem fragmentiem prognoz€tie otr&jas struktiiras elementu
profili uzradija bitiski zemaku T1SS, T3SS un T4SS sekrécijas substratu (89 sekvences) grupu
atSkirSanas precizitati (Publikacija III), tad&jadi papildus uzsverot aminoskabju pozicionala
izkartojuma nozimi. Kopuma $ie rezultati sasaucas ar hipot€zi par vienas klases olbaltumvielu
struktiiru tendenci saglabat hidropatiskas ipasibas geometriski ekvivalentas sekven¢u pozicijas,
misu gadijuma par ,olbaltumvielu klasi” uzskatot atSkirigu sekrécijas sistemu substratu
,»sekrécijas signala klasi” (Krissinel 2007). Tomér biitiski augstaku T1SS, T3SS, T4SS un T6SS
sekrécijas substratu klasifikacijas precizitati iesp&jams sasniegt ar efektivo mainigo kopam, kas
izv€letas no kodonu izlietojuma un aminoskabju sinonimo kodonu frekvencem (7. Att.). To
uzsver arl neatkarigas sekvencu kopas klasifikacijas rezultati (7. Tab.). Lidzigi ka sakotn&ji
izveletas TISS un T3SS sekrécijas substratu sekvencu kopas gadijuma (42 sekvences), kad
novertétas grupu diskriminacijas iesp€jas péc aminoskabju izlietojuma sekvencu C- un N-
terminalajos fragmentos (50 aminoskabju atlikumi), iegiistot diskriminantfunkcijas ar zemaku
LOOCYV krosvalidacijas precizitati neka salidzinot aminoskabju izlietojumu pilnas olbaltumvielu

sekvences (4. Tab. Publikacija I).

Promocijas darba rezultati papildina p&tijumus par sekvencu 1pasibu izmantosanu dazadu
olbaltumvielu, t.sk. bakteriju eksoproteomu raksturoSanai, savstarpgjai atSkirSanai un
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klasifikacijai (Emmanuelson et al. 2007, Gromiha un Suwa 2004, Bendtsen ef al. 2005). Pirmo
reizi apstiprinats, ka olbaltumvielu aminoskabju sastavs, kodonu izlietojums, un olbaltumvielu C-
terminalo fragmentu prognozetas otr€jas struktiiras elementu izvietojums var veidot efektivas
neatkarigo mainigo kombinacijas sekrécijas substratu grup&Sanai, lai prognozetu to piederibu
kadam no Sobrid defingtajiem olbaltumvielu neklasiskas sekr&cijas tipiem proteobaktérijas.
Promocijas darba izstrade apstiprinatas olbaltumvielu klasifikacijas / prognozesanas iespgjas ir
uzskatamas par lidzveértigam un papildinosam metodém ar noteiktam priekSrocibam neklasiskas
sekrécijas substratu identifikacijai, jo Sim nolikam izmantotas funkcionali daudzveidigas
olbaltumvielu sekvences parstav 30 proteobakteriju gintis. Gadijumos, kad attieciga organisma
genoms nav sekvenc@ts vai pietiekami raksturots, iegiitie klasifikatori var ieve€rojami atvieglot
sekret€jamas olbaltumvielas 1pasibu eksperimentalas verifikacijas planosanu. Gluzi tapat ka citas
metodes (Emmanuelson et al. 2007, Samudrala et al. 2009, Vinatzer et al. 2005), arT neklasiskas
sekrécijas substratu klasifikatorus jaturpina parbaudit un precizét kopsoli ar eksperimentali
anotetu sekrécijas substratu skaita pieaugumu un joprojam augoSo izpratni par olbaltumvielu

sekrécijas mehanismiem.
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Secinajumi
1. Proteobakteriju neklasiskas sekrécijas T1SS, T3SS, T4SS un T6SS substratu

grupas var atSkirt péc olbaltumvielu aminoskabju un kod€joSo sekvencu sastava, 1pasSi péc to

a spirales veidojosSo aminoskabju 1patsvara un nukleotidu satura kodonu 3. pozicija.

2. T1SS, T3SS, T4SS un T6SS sekrécijas substratu grupam ir atskirigs aminoskabju
un prognoz€to otrgjas struktiiras elementu pozicionalais izkartojums sekvencu C- terminalajos
fragmentos.

3. T1SS, T3SS, T4SS un T6SS sekrécijas substratu grupu olbaltumvielu aminoskabju

un kodgjoso sekvencu sastavs atspogulo sekvencu genézes atSkiribas, ar evolucionari jaunaku un

energétiski “dargaku” aminoskabju lielaku ipatsvaru T4SS substratos.

4. T1SS, T3SS, T4SS un T6SS sekrécijas substratu kodgjosajas sekvences ir atskirigi

parstaveti svesas izcelsmes geni.

5. Multipla diskrimimantanalizé T1SS, T3SS, T4SS un T6SS sekrécijas substratu
grupu klasifikacijai izdalitas 24 kodonu frekvencu un 10 aminoskabju sinonimo kodonu
frekvencu kopas, kas nodroSina augstu un savstarp&ji samerojamu izskirSanas sp&ju, sasniedzot,

attiecigi, 97.3% un 92.8% precizitati.

6. Abi klasifikatori uzrada samérojamu izskirSanas sp&ju un precizitati, patiesi

prognozgjot 81.0% sekvencu piederibu neatkariga T1SS un T3SS sekrécijas substratu kopa.

7. Asimetriska a, B, v,  un & proteobakteriju subklasu parstaviba un svesas izcelsmes
sekvenCu nevienmeérigais sadalijums T1SS, T3SS, T4SS un T6SS sekrécijas substratu grupas

bitiski neietekmé diskriminantfunkciju klasifikacijas/prognozeSanas iespgjas.

8. Abi Kklasifikatori ar augstu precizitati diskrimin€ T1SS un T4SS sekrécijas
substratus, un to salidzinosi ierobezotakas iesp€jas klasificét T3SS un T6SS sekrécijas substratus
ir skaidrojamas ar atSkiribam kltdaini klasificéto sekven¢u genéze un, attiecigi, So olbaltumvielu

1pasibas.
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