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Notka biograficzna

Aleksandra Gruca jest inzynierem, bioinformatykiem. Od poczatku swojej
pracy naukowej koncentruje sie na zagadnieniach zwigzanych z zastosowaniem
technik maszynowego uczenia i eksploracji danych dla celéw analizy danych
medycznych oraz biologicznych. Brala udzial w projektach badawczych zwig-
zanych z analizg danych pochodzgcych z mikormacierzy DNA, a w szczegdl-
nodci zajmuje sie rozwijaniem metod i technik wspomagajacych proces inter-
pretacji i opisu funkcjonalnego wynikow eksperymentéow biologicznych. Jest
autorka lub wspotautorka ponad dwudziestu publikacji naukowych.

Streszczenie

Kazdego roku w Internecie pojawia sie ponad 100 nowych baz danych, ktore
zawieraja dane pochodzace z biologicznych i medycznych eksperymentow. Ni-
niejsza ksigzka ma za zadanie przedstawié czytelnikom najwazniejsze z tych
repozytoriow oraz omoéwié zagadnienia zwiazane z przetwarzaniem danych
w nich zawartych. Pierwsze dwa rozdzialy tej ksiazki wprowadzaja czytelni-
ka w zagadnienia bioinformatyki, nowej interdyscyplinarnej dziedziny wiedzy
oraz w tematyke baz danych. Kolejne rozdzialy zawieraja przeglad najwaz-
niejszych bioinformatycznych baz danych wraz z opisem narzedzi powigzanych
z tymi bazami danych. Przedstawiono najpopularniejsze bazy sekwencji nu-
kleotydowych oraz sekwencji biatkowych, a takze metody przeszukiwania tych
baz pod katem sekwencji podobnych. Ksigzka zawiera réwniez przeglad baz
danych rodzin biatek oraz struktur biatek, a takze opis repozytoriéw ukierun-
kowanych na funkcjonalng anotacje gendéw lub biatek. Ksiazka jest przeznaczo-
na przede wszystkim dla studentéw lub pracownikéw naukowych kierunkow
technicznych i przyrodniczych, a w szczegblnosci dla oséb zainteresowanych
bioinformatyka, ktore w ramach swojej pracy stykaja sie z analiza danych
medycznych lub biologicznych
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Wstep

Ogromny rozwd6j technologii badawczych w dziedzinie genomiki i biologii mole-
kularnej, ktoremu towarzyszyt rownie dynamiczny rozwéj technologii informa-
cyjnych i przyrost mocy obliczeniowej komputeréow, zaowocowal powstaniem
nowej dziedziny nauki, w ktérej do przetwarzania danych biologicznych wy-
korzystywane sa metody obliczeniowe. Bioinformatyka jest stosunkowo nows,
interdyscyplinarna dziedzina wiedzy, ktéra powstala na styku réznych od-
rebnych dziedzin nauki takich jak: biologia i ewolucja molekularna, biologia
strukturalna, genetyka, genomika, proteomika, biochemia, statystyka, mate-
matyka, informatyka czy eksploracja danych.

_..ks'ﬁ-llorac}a danych

biologia ewolucyjna

Rysunek 1.1. Bioinformatyka jest nauka integrujaca rozne dziedziny wiedzy
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Na bioinformatyke sktadaja sie rézne narzedzia i algorytmy pozwalajace
na badanie, rozwdj i zastosowanie komputerowych metod, ktére wykorzysty-
wane s3 w biologii do zdobywania, przetwarzania, organizowania, archiwiza-
cji, analizy oraz wizualizacji danych biologicznych. Podstawowym celem tej
dziedziny jest dostarczanie narzedzi matematycznych oraz metod komputero-
wych, w celu dokonywania odkry¢ biologicznych, ktére umozliwiaja nam gleb-
sze zrozumienie proceséw i zaleznosci biologicznych wystepujacych w zywych
organizmach. Nie jest naduzyciem stwierdzenie, ze bez metod komputerowych
dzisiejsza biologia molekularna nie mogtaby sie rozwija¢ w dziedzinach takich
jak: mapowanie sekwencji DNA, uliniowianie sekwencji DNA oraz sekwencji
biatkowych w celu przewidywania wlasciwosci oraz funkcji czasteczek, poszu-
kiwanie i klasyfikacja rodzin bialtek, tworzenie przestrzennych modeli biomole-
kul, i wiele innych. Tym samym nasza wiedza na temat budowy komoérki oraz
proceséw biologicznych w niej zachodzacych bytaby ubozsza i znaczenie bar-
dziej ograniczona.

Wyniki eksperymentéw biologicznych oraz rezultaty przetwarzania tych
wynikéw gromadzone sa od wielu lat w réznych repozytoriach danych, ktorych
celem jest umozliwienie dostepu do aktualnej wiedzy biologicznej badaczom
z calego $§wiata. Z uwagi na specyficzny rodzaj danych znajdujacych sie w tych
bazach, bazy te okresla sie pojeciem bioinformatyczne bazy danych.

Bioinformatyczne bazy danych to obecnie ogromne, zorganizowane zbiory
danych, ktére pozwalaja na przeszukiwanie dostepnych w repozytoriach infor-
macji, przetwarzanie jej, a czesto rowniez i przesylanie nowych danych. Tego
typu bazy charakteryzuja sie zazwyczaj prostym i intuicyjnym interfejsem,
a takze wyposazone sa w oprogramowanie, ktore umozliwia wstepnag anali-
ze danych — czesto przeciez korzystaja z tych baz osoby, ktore nie posiada-
ja kierunkowego wyksztalcenia informatycznego. Liczba dostepnych baz da-
nych wzrasta z kazdym rokiem, a ilo$¢ danych znajdujacych sie w najpopu-
larniejszych z nich ro$nie wyktadniczo. Kazdego roku wydawany jest spec-
jalny numer czasopisma Nucleid Acid Research po$wiecony tylko i wylacz-
nie bioinformatycznym bazom danych. Na stronach internetowych czasopis-
ma (http://www.oxfordjournals.org/nar/database/c/) dostepna jest lis-
ta wiekszosci popularnych i uznanych bioinformatycznych baz danych, a takze
ich podzial w zaleznosci od typu danych, jaki jest w nich przechowywany. Po-
dzial przedstawiono ponizej, na podstawie danych dostepnych na poczatku
2009 roku [Galperin and Cochrane, 2009]:

e Bagzy danych sekwencji nukleotydowych.

Sekwencje dostepne w ramach INSDC.
DDBJ — DNA Data Bank of Japan.
EMBL Nucleotide Sequence Database.
GenBank.
— Bazy kodujacego i niekodujacego DNA.
Struktury genow, intronéw, egzonow oraz miejsc splicingu.
— Miejsca regulatorowe transkrypcji oraz czynnikéw transkrypcji.
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Bazy sekwencji RNA.
Bazy sekwencji biatkowych.

—  Ogodlne bazy sekwencji (baza bialek NCBI, PIR, UniProt).
— Bazy wlasnosci bialek.

— Bazy lokalizacji biatek.

— Bazy sekwencji, motywoéw i miejsc aktywnych.

— Bagzy domen i klasyfikacji bialek.

— Bazy rodzin bialek.

Bazy danych struktur (PDB).

Bazy genomowe (bezkregowcow).

Bazy Sciezek metabolicznych i $ciezek sygnatowych.
Bazy genomowe ludzkie oraz kregowcow.

Bazy ludzkich genéw i choréb.

Bazy danych mikromacierzowych i bazy danych ekspresji genow.
Bazy zasobéw proteomicznych.

Pozostate bazy biologii molekularne;j.

Bazy organelli.

Bazy roslinne.

Bazy immunologiczne.

Bioinformatyczne bazy danych moga zawiera¢ roznego rodzaju informacje.
Jednakze niezaleznie od typu bazy danych, kazdy wpis najczesciej sktada sie
z dwoch elementow: czeci opisowej zawierajacej opis danych, anotacje i odno-
$niki do literatury oraz czesci gtownej zawierajacej sekwencje lub wyniki ob-
serwacji. Niektore bazy danych umozliwiaja kazdemu uzytkownikowi niczym
nieograniczone przestanie wynikéw swoich eksperymentéow biologicznych, inne
wymagaja, zeby kazda informacja przed opublikowaniem zostala sprawdzona
przez tak zwanych kuratoréow bazy danych, ktorzy dbaja o to, aby dane znaj-
dujace sie w bazie byly poprawne, aktualne i zgodne z istniejaca wiedza biolo-
giczna. Nadzorowane bazy danych sa bardziej wiarygodne, jednakze z uwagi na
fakt, iz proces sprawdzania poprawnosci informacji jest czasochlonny, przyrost
danych w takich bazach jest do$¢ wolny, z kolei nienadzorowane bazy danych
zawieraja wyniki najnowszych eksperymentéw — nie dajac jednak zadnej gwa-
rancji co do jakosci danych uzytkownikom, ktoérzy takie dane w przysztosci
z tej bazy pobieraja. Pewnym kompromisem jest stosowanie réznego rodzaju
automatycznych procedur kontroli jakosci, ktére przynajmniej czedciowo za-
stapi¢ moga nadzér manualny.

Na poczatku 2009 roku na stronach czasopisma Nucleid Acid Research wy-
mieniono 1170 bioinformatycznych baz danych, przy czym z kazdym rokiem
czasopismo rejestruje okoto 100 nowych repozytoriéw. W niniejszym opraco-
waniu opisano jedynie niewielka czesé dostepnych repozytoriow. Skoncentro-
wano sie tutaj na najwazniejszych i najpopularniejszych bioinformatycznych
bazach sekwencji nukleotydowych oraz sekwencji biatkowych, wraz z opisem
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metod poszukiwania sekwencji podobnych. W kolejnych rozdzialach przedsta-
wiono przeglad bazy danych rodzin bialek oraz bazy struktur bialek, a takze
repozytoria ukierunkowane na funkcjonalng anotacje genéow lub biatek.
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Wprowadzenie do baz danych

Zbior informacji, ktore zawieraja ze soba powiazania i zostaly w pewien spo-
sob skatalogowane, okreslamy mianem bazy danych. W najprostszej postaci
baza danych moze byé¢ kartka papieru zawierajaca liste nazwisk oséb przy-
porzadkowanych do ich miejsca zamieszkania. Oczywiscie w sytuacji, kiedy
posiadanych danych jest coraz wiecej, pojawia si¢ potrzeba stworzenia efek-
tywnego systemu, ktory pozwoli na szybkie wyszukiwanie i przetwarzanie po-
siadanych przez nas informacji. Stad tez obecnie, kiedy uzywamy terminu baza
danych, mamy na mysli zaréwno dane, jak i program komputerowy, ktory tymi
danymi zarzadza. System, ktoéry przechowuje dane i wyposazony jest w me-
chanizmy ich udostepniania okreslamy mianem Systemu Zarzadzania Baza
Danych, SZBD (ang. DataBase Management System, DBMS).

Podstawowe zadania, ktorych oczekuje sie od Systemu Zarzadzania Baza
Danych sa nastepujace [Garcia-Molina et al., 2006]:

e Umozliwienie uzytkownikowi utworzenia nowej bazy danych i zdefiniowa-
nia jej struktury.

e Udostepnienie uzytkownikowi mozliwosci pobierania oraz aktualizacji da-
nych za pomocg odpowiedniego jezyka zapytan (ang. query language).

e Umozliwienie przechowywania ogromnych ilosci danych oraz zabezpiecze-
nie ich przed niepowotanym dostepem, a takze umozliwienie efektywnego
dostepu do danych.

e Zabezpieczenie przed utrata spojnosci danych w przypadku, gdy wielu
uzytkownikow korzysta z bazy danych rownoczednie.

Moéwiac o bazach danych oraz o danych w nich zgromadzonych, bedziemy
uzywali nastepujacych pojeé:

Tabela (ang. table) — zbior rekordow tego samego typu.
Rekord (ang. record) — podstawowa jednostka informacji, pojedynczy wpis
w tabeli posiadajacy zdefiniowang strukture, bedacy opisem pewnego kon-
kretnego obiektu.

e Pole (ang. field) — najmniejsza czeS¢ rekordu, ktora zawiera niepodzielne
dane.
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Znaczenie powyzszych pojeé w odniesieniu do ogdlnego schematu bazy
danych przedstawiono na rysunku 2.1.

Baza danych

Zbior tabel 1

Tabela —
1 Rekord 1 | Zbior pol
[ Rekord 2 ] —> [Pole 1] Pole 2] Pole 3] Pole 4]
L] Rekord 3 ]
Zbior rekordow
[1 Rekord n |

Rysunek 2.1. Ogoélny schemat bazy danych. W bazie danych znajduja sie tabele
przechowujace dane. Kazda tabela zawiera rekordy, a kazdy rekord sktada sie z pol.

2.1 Modele danych

W komputerowej bazie danych dane znajduja sie w $ciSle zdefiniowanych

strukturach, ktore odpowiadaja zatozonemu modelowi danych. Struktury, ktore
znajduja sie w bazie danych, pozwalaja na tworzenie powiazai pomiedzy da-

nymi. W zaleznosci od sposobu organizacji danych mozemy wyréznié¢ naste-

pujace podstawowe typy baz danych:

Bazy kartotekowe (plaskie pliki) (ang. flat files).
Bazy hierarchiczne (ang. hierarchical databases).
Bazy sieciowe (ang. network databases).

Bazy relacyjne (ang. relational databases).

Bazy obiektowe (ang. object-oriented databases).



2.2 Relacyjne bazy danych 7

Pierwsze trzy z wymienionych typéw baz danych sa na obecna chwile juz
rozwiagzaniami historycznymi. Najprostsza, a réwnoczesnie historycznie pierw-
sza forma bazy danych, jest baza kartotekowa, w postaci ptaskiego pliku tek-
stowego, w ktorym kazda linia zawiera odrebny wpis. Cecha charakterystyczna
takiego rozwiazania jest brak powigzan pomiedzy poszczegblnymi plikami.
W zwiazku z tym, jesli chcemy odszukaé konkretny rekord, musimy za kazdym
razem przeglada¢ plik od gory. W przypadku baz hierarchicznych model da-
nych reprezentowany jest w postaci struktury drzewiastej. Wezly tego drzewa
odpowiadaja wpisom. Wezty bedace wyzej w hierarchii taczone sa z weztami
bedacymi nizej relacja jeden-do-wielu (kazdy z wezlow-rodzicow moze mieé
wielu potomkoéw, natomiast kazdy z potomkéw moze mieé tylko jednego ro-
dzica). Struktura taka umozliwia szybkie wyszukiwanie informacji zgroma-
dzonej w bazie, natomiast do wad tego rozwiazania mozna zaliczy¢ problemy
zwigzane ze zmiang struktury bazy. Sieciowy model danych zbudowany zostal
na podstawie modelu hierarchicznego, ktory zostal rozszerzony o mozliwosé
definiowania relacji wiele-do-wielu pomiedzy weztami bedacymi nizej oraz wy-
zej w hierarchii. W relacyjnych bazach danych dane reprezentowane sa w po-
staci tabel, pomiedzy ktoérymi istnieja powiazania. Historycznie najnowszym
sposrod wymienionych modeli jest obiektowy model danych, w ktérym dane
modelowane sa za pomoca zbioru powiazanych obiektéw, bedacych pewnymi
bytami posiadajacymi atrybuty (wartosci) oraz metody (funkcje stosowane na
obiektach). Obecnie réwniez coraz wieksza popularnosé zyskuja obiektowo—
relacyjne modele danych, ktére tacza w sobie zalety podejscia obiektowego
oraz relacyjnego.

Bazy danych mozna réwniez podzieli¢ ze wzgledu na zawarto$é¢ danych,
ktore sg w nich przechowywane. Standardowe postacie danych, jakie przecho-
wywane sa w bazach danych, to proste dane typu tekstowego (ciagi znakow)
lub liczbowego. Istnieja jednak réwniez bazy danych przechowujace dane mul-
timedialne takie jak pliki audio, wideo czy obrazy. Wspélna cecha tego typu
danych jest ich rozmiar, stad tez bazy przechowujace tego typu dane musza
by¢ wyposazone w specjalne mechanizmy ich przetwarzania.

2.2 Relacyjne bazy danych

Z uwagi na fakt, iz relacyjne bazy danych sa obecnie najpopularniejszym po-
dejsciem, model danych w nich wystepujacy zostanie omoéwiony dokladniej
w niniejszym podrozdziale.

Relacyjny model danych zostal zaproponowany w 1970 roku przez Edgara
Codda i praktycznie, od drugiej polowy lat 80-tych, stal si¢ podstawa archi-
tektury wiekszosci systeméw baz danych. Bazuje on na pojeciu relacji, czyli
pewnej abstrakcji intuicyjnego pojecia dwuwymiarowej tabeli, ktora zawiera
dane. Przykladem relacji jest na przykltad tabela Pracownik (relacja Pracow-
nik), zawierajaca liste osob wraz z ich adresem zamieszkania, przedstawiona
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na rysunku 2.2. W dalszej czesci tego rozdzialu terminy relacja oraz tabela
uzywane beda zamiennie.

Imie Nazwisko Ulica Numer Miasto
Jan Adamek Sosnowa 18 [Katowice
Adam  |Jankowski Sezamkowa 33 |Gliwice
Zofia Kowalska Wesola 15 |(Warszawa
Joanna |Kwiatkowska |Krotka 20 |Zabrze
Piotr Nowak Sasanek 36 |Katowice

Rysunek 2.2. Relacja Pracownik

Naglowki relacji nosza nazwe atrybutdw. Atrybuty najczesciej odpowiadaja
tytulom kolumn relacji i odzwierciedlaja w swojej nazwie opis danych, jakie
znajduja sie w kolumnach. W powyzszej relacji atrybuty to: imie, nazwisko,
ulica, numer, miasto. Nazwa relacji oraz zbior jej atrybutéw nazywane sa sche-
matem relacji. W przypadku podanego przyktadu schemat relacji jest naste-
pujacy:

Pracownik(imie, nazwisko, ulica, numer, miasto).

Wiersze relacji, czyli rekordy tabeli, nazywane sg krotkami. Kazdy z atrybu-
tow ma swoj odpowiednik w postaci tzw. sktadowej krotki, tzn. pierwsza kro-
tka przedstawiona na rysunku 2.2 ma pieé¢ sktadowych: Jan, Adamek, Sosnowa,
18, Katowice, ktore sa kolejnymi wartosciami atrybutéw imie, nazwisko, ulica,
numer 1 miasto.

W relacyjnym modelu danych, kolejno$é atrybutéw w relacji ani kolejnosé
krotek nie ma znaczenia. Oznacza to, ze ich kolejnosé moze byé¢ dowolnie prze-
stawiana, a wszystkie relacje, ktore sa kombinacjami danego zbioru krotek
oraz atrybutow, sg sobie réwnowazne. Oczywiscie nalezy pamietaé, ze jesli
zmieniamy kolejno$é atrybutéw w schemacie relacji, nalezy réwniez zmienié
kolejnoéé¢ sktadowych krotek.

Schemat relacji definiowany jest przez nazwe relacji oraz kolejnosé¢ atrybu-
tow i jest praktycznie niezmienny. Natomiast zbior istniejacych krotek nazy-
wamy instancjg relacji. Instancja relacji zwykle jest modyfikowana i zmienia
sie w czasie — na przykltad poprzez dodanie nowych krotek, edycje krotek juz
istniejacych lub usuniecie krotek.

Klucze gtowne

Poniewaz kolejnosé krotek w relacji nie ma znaczenia, musi istnieé¢ jaki§ spo-
sob, ktory pozwolitby na identyfikacje konkretnego wiersza tabeli. Role taka
spelniaja tak zwane klucze glowne (inaczej klucze podstawowe), czyli spe-
cjalne atrybuty, ktére w danej relacji pozwalaja na jednoznaczng identyfikacje
wiersza.
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W przykladowej relacji pokazanej na rysunku 2.2, takim atrybutem mo-
globy by¢ np. nazwisko. Oczywiscie nietrudno wyobrazi¢ sobie, ze w tabeli za-
wierajacej liste 0s6b, predzej czy pozniej pojawi sie osoba o nazwisku takim,
jakie juz w tabeli istnieje. W tej sytuacji mozna tworzy¢ klucze ztozone — na
przyklad poprzez wybranie zbioru zawierajacego kilka atrybutow.

W praktycznych zastosowaniach wykorzystuje sie zazwyczaj klucze poje-
dyncze (sktadajace sie z jednego atrybutu). Przykladem takiego klucza moze
by¢ na przyktad numer PESEL, ktéry pozwoli nam na jednoznaczne zidentyfi-
kowanie konkretnej osoby. Najczesciej jednak do tabeli dotacza sie dodatkowy,
specjalny atrybut, ktory pelni role klucza gléwnego. Atrybut taki musi posia-
da¢ nastepujace wlasnosci:

Musi unikalnie identyfikowaé¢ kazdy wiersz.
Musi posiadaé¢ wartosé dla kazdego z wierszy, w szczeg6lnosci nie moze
przyjmowaé wartosci pustej, tak zwanej wartosci NULL.

e  Wartos¢ tego atrybutu pozostaje niezmienna od momentu utworzenia re-
kordu i nie moze by¢ usunieta, jesli rekord z nia powiazany istnieje w tabeli.

W wiekszosci bioinformatycznych baz danych, ktére omawiane beda w ni-
niejszym opracowaniu, rekordy posiadaja unikalny identyfikator zwany nume-
rem dostepu (ang. accession number). Identyfikator taki moze w tabeli pelnié¢
role klucza gtéwnego. Dodatkows jego zaleta jest fakt, ze zawsze pozwala od-
nalez¢ dany wpis (np. sekwencje nukleotydowa lub aminokwasowa) nawet, jesli
w miare uplywu czasu zawarto$¢ rekordu jest aktualizowana.

Klucze obce

Klucz gltéwny jednej tabeli moze zostaé¢ umieszczony w innej tabeli. Tworzy
on wowczas, w tej innej tabeli, tak zwany klucz obcy (ang. foreign key), ktory
pozwala na taczenie tabel pomiedzy soba i tworzenie pomiedzy nimi powigzan.

Wyobrazmy sobie, ze dla naszej przyktadowej relacji Pracownik poza da-
nymi o pracowniku, chcemy réwniez w bazie danych umiesci¢ informacje na
temat posiadanych przez niego dzieci. Jednym ze sposobéw mogtoby by¢ doda-
nie do tabeli Pracownik nowych atrybutow, np. imie dziecka i wiek dziecka.
Jednakze okazuje sie, ze nie jest to dobre rozwigzanie — w przypadku kiedy
pracownik posiada wiecej niz jedno dziecko, bedziemy zmuszeni do powielenia
danych znajdujacych sie w rekordzie tyle razy, ile dany pracownik posiada
dzieci. Poniewaz rozwiazanie takie jest bardzo nieefektywne i rodzi wiele pro-
blemoéw (na przyktad podczas aktualizacji danych musielibysmy aktualizowaé
wszystkie powtarzajace sie rekordy), w praktyce sie go nie stosuje. Zamiast
tego tworzy sie osobna tabele (na przyklad tabele Dziecko), w ktorej znajduja
sie informacje na temat posiadanych dzieci, a nastepnie umieszcza si¢ w niej
specjalne atrybuty zwane kluczami obcymi, ktére pozwalaja na stworzenia
powiazan pomiedzy tabelami.

Schematyczny przyklad, pokazujacy w jaki sposob klucze gléwne i obce
mogg zosta¢ wykorzystane do utworzenia powiazania pomiedzy relacja Pra-
cownik, a relacja Dziecko, przedstawiono na rysunku 2.3. Jak widaé¢, do relacji
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Pracownik dotozony zostal nowy atrybut ID, bedacy kluczem gléwnym tej
relacji. Atrybut ten jest rownoczesnie kluczem obcym relacji Dziecko i wyste-
puje w niej jako atrybut ID pracownika. Wiedzac, ze atrybut ID _pracownika
w tabeli Dziecko odpowiada dokladnie atrybutowi ID w tabeli Pracownik,
w latwy spos6b mozemy wzajemnie przyporzadkowaé sobie rekordy z obydwu
tabel.

ID [Imie Nazwisko Ulica Numer Miasto
1 Jan Adamek Sosnowa 18 |[Katowice
2 |Adam |Jankowski Sezamkowa 33 |Gliwice
3 |Zofia Kowalska Wesota 15 |Warszawa
4 |Joanna |Kwiatkowska |Krotka 20 |Zabrze
5 |Piotr Nowak Sasanek 36 |Katowice

ID [Imie Wiek | ID_pracownika
1 [Joanna | 12 1
2 |Kasia 10 1
3 |Jacek 11 3
4 |Patryk 15 4

Rysunek 2.3. Powiazanie typu 1:N pomiedzy tabelami Pracownik oraz Dziecko.
Atrybut ID bedacy kluczem glownym tabeli Pracownik jest kluczem obcym w tabeli
Dziecko.

Relacje (powiazania) pomiedzy tabelami moga by¢ nastepujacego typu:

e 1:1 — relacja jeden-do-jeden — jednemu rekordowi w tabeli A odpowiada
dokladnie jeden rekord w tabeli B. Tego typu powiazania spotykane sa rza-
dko, gdyz w takiej sytuacji odpowiadajace sobie rekordy najczesciej umie-
szcza sie w jednej tabeli.

e 1:N - relacja jeden-do-wielu — rekordowi w tabeli A odpowiada wiele re-
kordéow w tabeli B, za$ jeden rekord w tabeli B ma przyporzadkowany do-
ktadnie jeden rekord w tabeli A. Przykladem takiej relacji moze by¢ wspo-
mniana wyzej relacja typu rodzic-dzieci.

e M:N — relacja wiele-do-wielu — rekord w tabeli A moze by¢ przyporzadko-
wany do wielu rekordéow w tabeli B, a réwnoczesnie do jednego rekordu
w tabeli B moze by¢ przyporzadkowanych wiele rekordéow z tabeli A. Przy-
ktadem takiej relacji moze by¢ powiazanie pomiedzy pracownikami oraz
zadaniami. Jeden pracownik moze by¢ przyporzadkowany do wielu zadan,
tak samo, jak jedno zadanie moze by¢ wykonywane przez wielu pracowni-
kow.
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Transakcje

Transakcja jest pewnym zbiorem operacji na bazie danych, ktore stanowia,
pewna calod¢. Oznacza to, ze wszystkie operacje w ramach transakcji powinny
by¢ wykonane od poczatku do koiica, lub nie powinna zosta¢ wykonana zadna
z nich. Przyktadem transakcji moze byé przelew pieniedzy z jednego konta na
drugie, ktory sktada sie z dwoch operacji: pobranie pieniedzy z pierwszego
konta i zaksiegowanie pobranej kwoty na drugim koncie. W przypadku jesli
wystapia problemy z realizacja transakcji, zadna z tych operacji nie powinna
zosta¢ wykonana poniewaz wykonanie tylko jednej z nich spowodowaloby wy-
stapienie nieprawidtowosci w bazie — pojawienie sie lub znikniecie pieniedzy.

Transakcje, ktére wykonywane sa w bazie danych powinny spetlniaé¢ tak
zwane warunki ACID: atomicity — atomowos¢, consistency — spojnosé, isolat-
ion — izolacja, durability — trwalo§é. Atomowosé transakeji oznacza jej niepo-
dzielnosé, czyli ze kazda transakcja powinna zosta¢ wykonana w catosci albo
wcale. Spojnosé oznacza, ze po wykonaniu transakcji nie zostana naruszone
zasady integralnos$ci — na przyktad saldo konta nie powinno byé ujemne. Izo-
lacja to cecha, ktora mowi, ze jesli w danym czasie wykonywanych jest kilka
transakcji, to kazda z nich powinna sie¢ wykonywaé¢ oddzielnie, tak jakby byta
jedyna transakcja wykonywana w danej chwili w bazie. Trwalo$é¢ transakcji
oznacza, ze jesli dana transakcja zostanie wykonana poprawnie, to efekty jej
wykonania zostana zapisane w bazie.

2.3 Definiowanie zapytan
Jezyk SQL

Jezyk SQL — Strukturalny Jezyk Zapytan (ang. Structured Query Langua-
ge) umozliwia definiowanie zapytan, ktore pozwalaja na dostep do danych,
a w szczeg6lnodci na ich odczyt oraz modyfikacje. Jest on réwniez narzedziem,
ktore pozwala na zarzadzanie baza danych i wykonywanie wszelkich czynnosci
zwiazanych z administrowaniem baza danych.

Przyktadowe polecenie w jezyku SQL, ktory w relacji Pracownik wyszukuje
wszystkie osoby zamieszkale w Katowicach, jest nastepujace:

SELECT * FROM pracownik WHERE miasto="Katowice"

W wyniku wykonania powyzszego zapytania zwrocone bedg dwie krotki: (Jan,
Adamek, Sosnowa, 18, Katowice) oraz (Piotr, Nowak, Sasanek, 38, Katowice).

Przedstawiony przyktad instrukcji SELECT zawiera trzy stowa kluczowe:
SELECT, FROM oraz WHERE. Stowo kluczowe SELECT okresla typ in-
strukeji. Symbol gwiazdki (%) oznacza, ze zapytanie powinno zwrocié caly re-
kord spetniajacy dane warunki. Oczywiscie nie zawsze interesujg nas wszystkie
atrybuty — w takim przypadku nalezy po stowie kluczowym SELECT umiescié¢
nazwy tych atrybutéw, ktére powinny zostaé¢ zwroécone w wyniku zapytania,
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rozdzielone przecinkami. Po stowie kluczowym FROM okreslamy tabele, z kto-
rej chcemy pobraé¢ dane, natomiast po stowie kluczowym WHERE definiujemy
wyrazenie logiczne, ktore okresla warunki, jakie musza spetniaé atrybuty, aby
dany rekord zostal zwrocony w wyniku zapytania.

Inne typowe instrukcje jezyka SQL to: INSERT — dodadnie nowego rekordu
do istniejacej tabeli, UPDATE — aktualizacja istniejacgo rekordu, DELETE
— usuniecie istniejacego rekordu. Oprocz komend zwigzanych z operacjami
na tabelach, jezyk SQL umozliwia réwniez wykonywanie takich czynnosci jak
tworzenie i usuwanie baz danych, tworzenie oraz usuwanie tabel w bazie czy
tez dodawanie uzytkownikéow do bazy i definiowanie ich uprawnien.

Formularze WWW

Z uwagi na kwestie zwiazane z bezpieczenstwem danych, zewnetrzni uzytkow-
nicy bioinformatycznych baz danych zazwyczaj nie maja mozliwosci bezpos-
redniego potaczenia sie z baza danych i formulowania zapytain w jezyku SQL.
Najczestszym rozwiazaniem jest zapewnienie uzytkownikowi dostepu do da-
nych poprzez specjalne serwisy internetowe, zawierajace odpowiednio skon-
struowane formularze WWW | ktore pozwalaja na wybor atrybutéw, ktorych
warto$ci nas interesuja oraz definiowanie warunkéw zapytania. Wiekszosé bio-
informatycznych baz danych, ktére omawiane beda w niniejszej pracy, udo-
stepnia swoje zasoby wtasnie w taki sposob. Czesto rowniez, poza mozliwoscia
pobierania danych, niektére z baz udostepniaja réwniez dodatkowo formula-
rze, ktore pozwalaja na edycje danych i dodawanie nowych rekordéw do tabel
juz istniejacych.

Metody zadawania zapytani oparte o formularze WWW sa bardzo wygod-
ne, ale sprawdzaja sie w przypadku, jesli ilos¢ informacji, jaka chcemy pobraé
z bazy, jest niewielka — na przyklad interesuja nas informacje na temat poje-
dynczej sekwencji. Jednak w sytuacji, kiedy ilo§é¢ przetwarzanych danych jest
duza, korzystanie z formularzy WWW okazuje sie¢ by¢ nieefektywne i czaso-
chtonne. Dlatego, oprocz formularzy WWW | czesé bioinformatycznych baz
danych udostepnia takze specjalne programy i narzedzia pozwalajace na defi-
niowanie zaawansowanych zapytan, ktore pozwalaja na réwnoczesne przetwa-
rzanie wigkszej ilosci rekordow. W zaleznosci od potrzeb, stosujac takie na-
rzedzia, mozemy w jednym zapytaniu pobraé, zaktualizowaé¢ lub dodaé duza
liczbe rekordéw do bazy.

Przyktadem narzedzia, ktore pozwala na zdefiniowanie ztozonego zapyta-
nia, ktére w wyniku moze zwrocié wiele rekordéw jest narzedzie Entrez Prog-
ramming Utilities (E-utilities) dostepne w ramach zbioru baz danych Entrez.
W tym wypadku uzytkownik przesylta odpowiednie zapytanie do bazy poprzez
adres internetowy, ktoéry tworzony jest wedlug $cidle zdefiniowanych regul,
a w wyniku otrzymuje liste rekordéw w formacie XML, ktore spetniaja zadane
kryteria. Z kolei przyktadem aplikacji, ktéra pozwala na réwnoczesna edycje
lub dodawanie wielu rekordéw do bazy danych, jest program Sequin, dostepny
w ramach bazy sekwencji nukleotydowych GenBank.
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Bazy danych sekwencji nukleotydowych

Kazde badania, ktére maja na celu odkrycie funkcji oraz struktury dowolnej
bioczasteczki, rozpoczynaja sie obecnie od okreslenia jej sekwencji nukleo-
tydowej. Mozna si¢ spodziewaé, ze czasteczki charakteryzujace sie podobna
sekwencja nukleotydowa beda mialy podobne wlasciwosci biologiczne i fizyko-
chemiczne. Takze poréwnywanie sekwencji DNA poszczegdlnych organizmow
pozwala nam przesledzi¢ oraz pozna¢ mechanizmy ewolucji gatunkow. Stad
tez we wspolczesnej biologii molekularnej ogromny nacisk ktadziony jest na
gromadzenie oraz udostepnianie odkrytych juz sekwencji nukleotydowych tak,
aby badacze z calego $wiata mogli zgromadzong juz wczesniej informacje po-
biera¢ oraz wykorzystywaé¢ w trakcie swoich aktualnych badan. Obecnie na
$wiecie istnieja trzy podstawowe bazy danych, ktére gromadza oraz udostep-
niaja niemal wszystkie dotychczas odkryte sekwencje nukleotydowe:

¢ EMBL - baza danych European Molecular Biology Laboratory zalozona
w 1982 roku przez European Bioinformatics Institute (EBI) w Cambridge
w Wielkiej Brytanii [Kulkowa et al., 2007].

e GenBank — baza utrzymywana przez National Center for Biotechnology
Information (NCBI) w US National Institute of Health (NTH) w Bethesda
w Stanach Zjednoczonych [Benson et al., 2007].

e DDBJ - DNA Databank of Japan, utworzona w 1986 roku baza danych
zarzadzana w National Institute of Genetics (NIG)
[Sugawara et al., 2008].

Kazdy z trzech wymienionych powyzej osrodkéw dziata oddzielnie i dostarcza
swoje wlasne interfejsy, za pomoca ktérych mozna przesyta¢ dane. Wspdlnie
tworza one International Sequence Database Collaboration (INSDC) i codzien-
nie wymieniaja pomiedzy soba uzyskane informacje, tworzac tym samym spoj-
na baze danych sekwencji nukleotydowych dostepna dla §rodowiska naukowe-
go. Dane udostepniane sa w postaci plikow tekstowych o zdefiniowanym for-
macie za pomoca FTP lub poprzez duzg liczbe réznych narzedzi i serwiséw in-
ternetowych, ktore umozliwiajg wyszukiwanie oraz analize danych dostepnych
w bazach.
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Bazy sekwencji nukleotydowych tworzone sg przez badaczy — zaréwno in-
dywidualne laboratoria, jak i wysokoprzepustowe centra analiz danych geno-
mowych deponuja odkryte sekwencje w jednej z trzech podstawowych baz da-
nych sekwencji nukleotydowych. Sekwencje przesytane sg badz za pomoca ap-
likacji internetowych (na przyklad Webin bazy EMBL), badz za pomoca pro-
graméw komputerowych (na przyktad aplikacja Sequin bazy GenBank). Prze-
sylajac dane do wybranej bazy danych, badacze dobrowolnie zgadzaja sie na
udostepnianie swoich wynikéw i w ten sposéb je publikuja. Wiekszosé czaso-
pism naukowych obecnie wymaga, aby publikujac nowo odkryta czasteczke,
poda¢ odniesienie do jej rekordu w bazie danych. Kazdy wpis w bazie danych
sktada sie¢ z sekwencji — pojedynczego, ciagltego odcinka DNA lub RNA, oraz
anotacji, czyli opisu tej sekwencji, ktéra zawiera miedzy innymi nazwe orga-
nizmu, ktorego sekwencja dotyczy, odnosniki do literatury oraz opis istotnych
cech biologicznych danej sekwencji.

Od czasu powstania bazy GenBank liczba zdeponowanych sekwencji po-
wieksza sie dwukrotnie co poéttora roku. Na rysunku 3.1 umieszczono liczbe
sekwencji oraz ich dtugo$¢ od momentu powstania bazy GenBank. Wedlug da-
nych z grudnia 2007 roku, baza danych GenBank zawierala sekwencje dla po-
nad 260 tysiecy organizméw (w przewazajacej czesci modelowych), przy czym
kazdego miesiaca w bazie rejestrowanych jest okoto 17 tysiecy nowych gatun-
kow. Z uwagi na fakt, iz pomiedzy wszystkimi bazami nalezacymi do INSDC
nastepuje synchronizacja umieszczonych sekwencji, rysunek 3.1 mozna trak-
towaé jako rysunek pogladowy dla kazdego z osrodkéw nalezacych do INSDC.
Najliczniej reprezentowanym gatunkiem pod wzgledem liczby nukleotydéow
w tej bazie byl cztowiek (Homo sapiens), nastepnie mysz domowa (Mus mu-
sculus), szczur wedrowny (Rattus norvegicus), bydto domowe (Bos taurus),
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Rysunek 3.1. Liczba sekwencji i ich laczna dlugosé (kbps) zdeponowanych w bazie
GenBank w latach 1982-2008
zrodlo: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/genbankstats.html
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kukurydza zwyczajna (Zea mays), danio pregowany (Danio rerio) oraz dzik
(Sus scrofa). Kazda z sekwencji umieszczonych w bazie GenBank nalezy do
pewnej podsekcji, a kazda z nich okreslona jest trzyliterowym skrotem. Obec-
nie w bazie GenBank istnieje 18 takich podsekcji — ich lista zostata umiesz-
czona w tabeli 3.1. Podzial na podsekcje zgodny jest z organizmem, z ktérego
pochodzi dana sekwencja, lub zwiazany jest z technologia, na podstawie ktorej
dana sekwencja zostala wygenerowana. Obecnie podzial na organizmy jest ra-
czej podziatem historycznym i nie odnosi sie do aktualnej taksonomii NCBI , a
raczej stuzy jako wygodny system podziatu bazy na mniejsze pliki, w ktorych
umieszczane sg sekwencje nalezace do tej samej podsekcji.

Tabela 3.1. Podziat sekwencji zgodnie z ich typem lub pochodzeniem

l symbol sekcji | nazwa sekcji
PRI sekwencje naczelnych
ROD sekwencje gryzoni
MAM sekwencje innych ssakow
VRT sekwencje innych kregowcoéw
INV sekwencje bezkregowcow
PLN sekwencje roslin, grzybow i glonéw
BCT sekwencje bakterii
VRL sekwencje wirusow
PHG sekwencje bakteriofagow
SYN sekwencje syntetyczne
UNA sekwencje nieopisane
EST znaczniki sekwencji ulegajacych ekspresji
PAT sekwencje opatentowane
STS miejsca markerowe sekwencji
GSS sekwencje przegladowe genomu
HTG wysokoprzepustowe sekwencje genomowe
HTC wysokoprzepustowe sekwencje cDNA
ENV sekwencje pochodzace ze §rodowiska o nieznanym pochodzeniu
CON sekwencje skonstruowane na podstawie innych sekwencji

Sekwencje nukleotydowe w formacie FASTA

Najprostszym, a zarazem najpopularniejszym formatem, ktory pozwala na re-
prezentowanie sekwencji nukleotydowych, jest format FASTA. Popularnosé te-
go formatu bierze sie zapewne stad, iz jest bardzo prosty i przystepny dla
czlowieka, a rownoczesnie te same pliki bez zadnych modyfikacji moga by¢
przetwarzane przez programy komputerowe.

Sekwencja w formacie FASTA sklada sie ze znaku poczatku sekwencji ,,>"
(znak wiekszosci), jej nazwy oraz z ciagu znakow malymi lub wielkimi litera-
mi — zwyczajowo w jednej linii umieszcza sie 60 symboli. R6zne bazy danych,
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ktore przechowuja dana sekwencje, moga uzupetniaé ja o dodatkowe informa-
cje umieszczone w linii nagtowka, jednakze podstawowy schemat (znak wiek-
szosci, naglowek, ciag znakow) zazwyczaj pozostaje niezmieniony. Nie istnieje
zadna formalna definicja linii nagtéwka, tak wiec rézne bazy danych po symbo-
lu ,,>" umieszczaja charakterystyczne dla siebie informacje, zachowujac przy
tym zgodnosé z formatem.

Ponizej pokazano przyktadowa sekwencje nukleotydowa w formacie FAS-
TA z bazy danych GenBank. W linii nagléwka umieszczono tak zwany numer
GI, numer dostepu GenBank, nazwe LOCUS oraz wiersz DEFINITION. Zna-
czenie poszczegdlnych elementéw zostanie omdéwione ponizej.

>gi|255957385|gb|GQ371214.1| Saccharomyces cerevisiae

strain TCJ154 Ste2p (STE2) gene, partial cds
GCAAGGTTTAGTTAACAGTACTGTTACTCAGGCCATTATGTTTGGTGTCAGATGTGGTGCAGCTGCTTTG
ACTTTGATTGTCATGTGGATGACATCGAGAAGCAGAAAAACGCCGATTTTCATTATCAACCAAGTTTCAT
TGTTTTTAATCATTTTGCATTCTGCACTCTATTTTAAATATTTACTGTCTAATTACTCTTCAGTGACTTA
CGCTCTCACCGGATTTCCTCAGTTCATCAGTAGAGGTGACGTTCATGTTTATGGTGCTACAAATATAATT
CAAGTCCTGCTTGTGGCTTCTATTGAGACTTCACTGGTGTTTCAGATAAAAGTTATTTTCACGGGCGACA
ACTTCAAAAGGATAGGTTTGATGCTGACGTCGATATCTTTCACTTTAGGAATTGCTACAGTTACCATGTA
TTTTGTAAGCGCTGTTAAAGGTATGATTGTGACTTATAATGATGTTAGTGCCACCCAAGGTAAATACTTC
AATGCATCCACAATTTTACTTGCATCCTCAATAAACTTTATGTCATTTGTCCTGGTAGTTAAATTGATTT
TAGCTATTAGATCAAGAAGATTCCTTGGTCTCAAGCAGTTCGATAGTTTCCATATTTTACTTATAATGTC
ATGTCAATCTTTGTTGGTTCCATCGATAATATTCATCCTCGCATACAGTTTGAAACCAAACCAGGGAACA
GATGTCTTAACTACTGTTGCAACATTACTTGCTGTATTGTCTTTACCATTATCATCAATGTGGGCCACGG
CTGCTAATAATGCATCCAAAACAAACACAATTACTTCAGACTTTACAACATCCACAGATAGGTTTTATCC
AGGCACGCTGTCTAGCTTTCAAACTGATAGTATCAACAACGATGCTAAAAGCAGTCTCAGAAGTAGATTG
TATGACCTATATCCTAGAAGGAAGGAAACAACATCGGATAAACATTCGGAAAGAACTTTTGTTTCTGAGA
CTGCAAATGATATAGAGAAAAATCAGTTTTATCAGTTGCCCACACCTACGAGTTCAAAAAATACTAGGAT

Za pomoca formatu FASTA definiowa¢ mozna réwniez sekwencje biatkowe.
W tym przypadku symbole nukleotydéw w sekwencji zastapione sa przez sym-
bole aminokwasow:

>gi|255957386 | gb|ACU43528.1| Ste2p [Saccharomyces cerevisiae]

QGLVNSTVTQAIMFGVRCGAAALTLIVMWMTSRSRKTPIFIINQVSLFLIILHSALYFKYLLSNYSSVTY
ALTGFPQFISRGDVHVYGATNIIQVLLVASIETSLVFQIKVIFTGDNFKRIGLMLTSISFTLGIATVTMY
FVSAVKGMIVTYNDVSATQGKYFNASTILLASSINFMSFVLVVKLILAIRSRRFLGLKQFDSFHILLIMS
CQSLLVPSIIFILAYSLKPNQGTDVLTTVATLLAVLSLPLSSMWATAANNASKTNTITSDFTTSTDRFYP
GTLSSFQTDSINNDAKSSLRSRLYDLYPRRKETTSDKHSERTFVSETANDIEKNQFYQLPTPTSSKNTR

Nie istnieje zadne standardowe rozszerzenie pliku zawierajacego sekwen-
cje w formacie FASTA, niemniej przyjelo sie stosowanie rozszerzenia .fa oraz
.fsa. Z kolei baza danych NCBI stosuje wtasnag konwencje: .fna dla plikow
zawierajacych geny, . faa dla plikoéw zawierajacych sekwencje kodujace biatka,
.ffn dla genéw kodujacych biatka.



3.1 Baza danych EMBL 17

3.1 Baza danych EMBL

Baza danych EMBL jest europejskim oddziatem sieci INSDC. Baza ta utrzy-
mywana jest przez European Bioinformatics Institute (EBI) i wraz z narze-
dziami, ktére umozliwiaja wyszukiwanie danych oraz ich analize, dostepna
jest na stronie internetowej http://www.ebi.ac.uk/. Baza EMBL zostala
zalozona w 1982 roku i tym samym jest najstarsza europejska baza sekwencji.
Sekwencje umieszczone w tej bazie sg publicznie dostepne i pochodza gltow-
nie od indywidualnych badaczy, grup badawczych, European Patent Office
(EPO) oraz z wymiany pomiedzy poszczegdlnymi czlonkami INSDC. Nowa
wersja bazy wydawana jest co cztery miesigce. Sekwencje zdeponowane w ba-
zie dostepne sa za pomoca narzedzia Sequence Retrieval System (SRS), FTP,
web serwisow oraz narzedzi wyszukiwania sekwencji podobnych.

Kazda sekwencja nukleotydowa stanowi odrebny wpis w bazie EMBL, kt6-
ry oprocz samej sekwencji musi zawiera¢ informacje takie jak: identyfikator
sekwencji, odnosniki literaturowe oraz anotacje w formie tabeli cech. Tabela
cech jest bardzo istotnym elementem rekordu opisujacego sekwencje i jej defi-
nicja jest wspolna dla wszystkich baz danych nalezacych do INSDC. W tabeli
cech znajduja sie w zasadzie najwazniejsze informacje biologiczne dotyczace
danej sekwencji, jakie mozna uzyskaé, analizujac dany rekord. Dokumentacja
dotyczaca tabeli cech opisuje dokladnie, jakie elementy powinny i moga sie
w niej znalezé — miedzy innymi sa to istotne biologiczne informacje takie jak
regiony kodujace, translacje sekwencji nukleotydéw na sekwencje aminokwa-
sow, jednostki transkrypcji, miejsca modyfikacji lub mutacji.

3.1.1 Format rekordu w bazie EMBL

Whpisy w bazie EMBL maja $cisle okreslona strukture i jak w wiekszosci tego
typu danych w bioinformatyce sg tak skonstruowane, aby informacje w nich
zawarte bez trudu mogty zostaé zinterpretowane przez cztowieka, przy réwno-
czesnym zapewnieniu mozliwosci tatwego ich przetwarzania za pomoca progra-
moéw komputerowych. Dane reprezentowane sa w formie tekstowej, natomiast
opisy oraz réznego rodzaju komentarze zapisywane sa w jezyku angielskim.
Format rekordu w bazie EMBL rézni sie nieco od formatu danych baz Gen-
Bank i DDBJ.

Pojedyncza sekwencja zdefiniowana w bazie EMBL to wpis, ktory sktada
sie z réznego typu informacji. Kazda linia w pliku opisujacym te sekwencje jest
oddzielnym elementem, posiada swdj wtasny format i rozpoczyna sie od dwu-
literowe]j etykiety, na postawie ktérej mozna okresli¢, jakiego typu informacje
zawiera dana linia.

Ponizej przedstawiono krotki opis wiekszosci etykiet linii sktadajacych sie
na jeden rekord w bazie EMBL:

e ID — identyfikator sekwencji.
e PR - identyfikator projektu INSDC.
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e DT data utworzenia oraz ostatniej modyfikacji .

e DE - ogélne informacje opisujace dang sekwencje. Linia ta moze zawieraé
nazwy genow, ktorych dotyczy sekwencja, lokalizacje genomowa sekwencji
i wszelkie informacje przydatne do identyfikacji sekwencji.

o KW - stowo kluczowe, ktore moze byé¢ wykorzystywane do identyfikacji
danej sekwencji pomiedzy r6znymi bazami danych.

e OS — gatunek organizmu.

e OC - klasyfikacja taksonomiczna organizmu.

o OG - typ organelli. Nazwa czesci komorki z ktorej pochodzi dana sekwen-
cja. Wystepuje tylko dla sekwencji niepochodzacych z jadra komorkowego.

¢ Rx - (RN, RC, itd.) wpisy zawierajace informacje na temat publikacji
naukowych zwiazanych z dana sekwencja.

e DR - odnosniki do innych baz danych, ktore zawieraja informacje zwia-
zane z ta sekwencja.

e CC — komentarze.

e FH — nagltéwek tabeli cech.

e FT — rekordy zwigzane z tabela cech, ktéra zawiera anotacje danej se-
kwencji. Wraz z poznaniem wtasciwosci danej sekwencji tabla cech ulega
zmianie, tworzac pelniejszy opis zapisanego w bazie ciaggu nukleotydow.

e SEQ — sekwencja nukleotydowa.

e \\ — zakonczenie rekordu.

Nie wszystkie typy linii pojawiaja sie w kazdym rekordzie zawierajacym sek-
wencje. Kazdy rekord zawiera takie elementy, jakie wymagane sa do jego opi-
sania zgodnie z aktualng wiedza. Wraz z rosnaca wiedza na temat danej se-
kwencji, rekord, ktory jej dotyczy uzupelniany jest o nowe wpisy. Przyktadowy
rekord pochodzacy z bazy danych EMBL umieszczono w pierwszej czesci Do-
datku.

3.1.2 Dostep do rekordéw bazy EMBL

Przesytanie nowych sekwencji

Deponowanie sekwencji w publicznie dostepnych bazach stalo sie standardowsa,
praktyka autoréw, ktorzy taka sekwencje chca opublikowaé w czasopiSmie na-
ukowym. Kazda przestana sekwencja otrzymuje unikalny numer dostepu (ang.
accession number), ktory od tego momentu staje sie jej identyfikatorem — nie-
zaleznie od zmian jakie w przyszlosci zostana wprowadzone w trakcie edy-
cji rekordu dotyczacego tej sekwencji. Numer dostepu danej sekwencji jest
identyczny niezaleznie od tego, ktorej z baz danych nalezacych do INSDC be-
dziemy uzywadé do jej przegladania. Kazda z baz danych nalezacych do INSDC
udostepnia swoj wlasny interfejs do przesylania danych. Z punktu widzenia
uzytkownika, ktory chce zdeponowaé¢ dang sekwencje, nie ma znaczenia, do
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ktorej bazy danych sekwencja zostanie przestana — zdeponowane sekwencje
codziennie sa wymieniane pomiedzy bazami EMBL, GenBank oraz DDBJ.

Baza danych EMBL udostepnia aplikacje internetowa Webin do depono-
wania nowych sekwencji nukleotydowych. Aplikacja ta pozwala na przesyla-
nie pojedynczych sekwencji oraz (w przypadku jezeli liczba przesytanych se-
kwencji przekracza 25) udostepnia réwniez procedure wsadowego przesylania
sekwencji. Procedura wsadowa moze by¢ uruchomiana, jezeli przesytane se-
kwencje sa ze soba powiazane (na przyktad sa to sekwencje tego samego genu,
ktory zostal zsekwencjonowany dla wiekszej liczby roznych organizmow).

Mozliwe jest réwniez przesylanie danych do bazy za pomoca aplikacji Se-
quin. Jest to odrebna aplikacja, ktora nalezy zainstalowaé na komputerze uzyt-
kownika. Aplikacja ta zostata stworzona w NCBI i za jej pomoca mozna prze-
sta¢ sekwencje nukleotydow do wybranego cztonka INSDC. Z uwagi na fakt, iz
interfejs Webin posiada odpowiednie mechanizmy pozwalajace na sprawdze-
nie zgodnosci przesyltanych danych z formatem EMBL, jest to zalecana przez
EMBL metoda przesytania sekwencji.

Pobieranie sekwencyi zdeponowanych

Glownym narzedziem dostepu do sekwencji zdeponowanych w bazie EMBL
jest SRS (Sequence Retrieval System). Dodatkowo dane udostepniane sa za
pomoca serwera FTP oraz za pomoca réznego rodzaju narzedzi wyszukiwa-
nia sekwencji podobnych. EMBL udostepnia réwniez szereg narzedzi takich
jak Dbfetch, Wsdbfetch, netsev, pozwalajacych na wyszukiwanie konkretnych
sekwencji na podstawie numeru dostepu.

3.2 Baza danych GenBank

Baza danych GenBank zostalta zalozona w 1982 roku, w Los Alamos Natio-
nal Laboratory. Pod koniec lat 80-tych ubieglego wieku zostala przeniesiona
do National Center for Biotechnology Information (NCBI), gdzie obecnie jest
utrzymywana. NCBI jest oddzialem National Library Medicine (NLM) i zloka-
lizowane jest na terenie US National Health Institute (US NIH) w Bethesda
w Stanach Zjednoczonych. Strona internetowa bazy GenBank, jak réwniez
i liczne narzedzia do przetwarzania danych zgromadzonych w GenBanku znaj-
duje sie pod adresem http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ na stronach NIH. Se-
kwencje umieszczone w bazie GenBank pochodza podobnie jak w bazie EMBL
glownie od indywidualnych laboratoriow, wysokoprzepustowych centrow sek-
wencjonowania, US Office Patents and Trademarks Office (USPTO) oraz po-
przez wymiane sekwencji pomiedzy cztonkami INSDC. Nowe wersje bazy wy-
dawane sa co dwa miesiace. Tak samo jak w przypadku danych EMBL, sek-
wencje umieszczone w bazie sg publicznie dostepne poprzez réznego rodzaju
narzedzia wyszukiwania sekwencji oraz poprzez anonimowe serwery FTP.
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3.2.1 Format rekordu w bazie GenBank

Format GenBank jest chyba jednym z najczesciej stosowanych formatoéw prze-
chowywania sekwencji genomowych. Kazdy rekord zawiera zwiezly opis se-
kwencji, nazwe systematyczna organizmu, z ktérego pochodzi sekwencja, od-
noéniki do literatury, tabele cech oraz oczywiscie ciag nukleotydéw sktadaja-
cych sie na sekwencje. Porownujac rekord bazy EMBL z rekordem bazy Gen-
Bank, widaé¢, ze informacje zawarte w rekordach GenBank sa praktycznie ta-
kie same jak informacje, ktore znajduja si¢ w EMBL. Pola rekordu zawieraja
dane, ktorych typ okreslony jest poprzez etykiety. Ponizej przedstawiono, jakie
informacje zawieraja poszczegodlne etykiety:

e LOCUS - pole LOCUS zawiera dane takie jak nazwa locus, czyli kodowe
oznaczenie okreslonego rekordu (obecnie ma znaczenie historyczne), diu-
gos¢ sekwencji, typ czasteczki (zazwyczaj DNA, RNA, mRNA itd.), przy-
naleznosé¢ sekwencji do podsekcji GenBank (patrz tabela 3.1) oraz date
ostatniej modyfikacji.

DEFINITION - krotki opis sekwencji.

ACCESION - numer odstepu, ktory jest unikalnym identyfikatorem se-
kwencji. Identyfikator ten zazwyczaj sktada sie z jednej litery i pigciu cyfr
(np. U12345) lub z 2 liter i szesciu cyfr (np. AF123456).

¢ VERSION - informacja o liczbie zmian w rekordzie, ktoére zostalty do-
konane od momentu przestania sekwencji do bazy danych. Warto$é umiesz-
czana w polu VERSION tworzona jest na podstawione numeru dostepu (np.
dla numeru dostepu podanego powyzej: AF123456.1). Wiersz ten zawiera
rowniez identyfikator GI (ang. geninfo identifier). Jezeli w rekordzie zos-
tana wprowadzone zmiany, warto§¢ VERSION po kropce zwieckszana jest
o 1 oraz nadawany jest nowy numer GI.

o KEYWORDS - stowa kluczowe przypisane do sekwencji przez jej autora.
Z uwagi na fakt, ze nie istnieja zadne reguty dodawania stéw kluczowych
do rekordu, obecnie pole to na raczej wartos¢ historyczng.

¢ SOURCE —nazwa organizmu, z ktérego pochodzi sekwencja. Pole to row-
niez zawiera podetykiete ORGANISM, w ktorej umieszczana jest forma-
Ina, taksonomiczna nazwa organizmu.

REFERENCE - pole zawierajace publikacje zwiazane z dana sekwencja.
FEATURES - poczatek tabeli cech.
BASE COUNT - informacje na temat liczby poszczegolnych nukleoty-
déw wchodzacych w sktad sekwencji.

e ORIGIN - pole to moze by¢ puste lub zawiera¢ wskazanie lokalizacji ge-
nomowej pierwszego nukleotydu sekwencji (w starszych rekordach). Poni-
zej tego stowa kluczowego podana jest sekwencja nukleotydowa.

e \\ — etykieta konca rekordu.

Przyktadowy rekord pochodzacy z bazy danych GenBank zostal umieszczony
w drugiej czesci Dodatku.
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3.2.2 Dostep do rekordow bazy GenBank
Przesytanie nowych sekwencji

Przesytanie nowych sekwencji do bazy GenBank odbywa sie gléwnie za po-
moca aplikacji internetowej Banklt lub za pomoca programu Sequin.

Obecnie co trzecia sekwencja przesytana jest do GenBanku za pomoca apli-
kacji BanklIt, ktora pozwala na tatwe przesytanie sekwencji — bez koniecznosci
poznawania regul formatowania danych czy szczegoéltowych regul nazewnictwa.
Metoda ta polecana jest jezeli przesylane sekwencje nie sa dtugie i ich liczba
rowniez nie jest duza. Aplikacja Banklt moze by¢ takze wykorzystywana do
edycji istniejacych w bazie sekwencji. W sytuacji, jezeli liczba sekwencji do
przestania jest wicksza lub sekwencja jest bardzo dtuga, polecany jest program
Sequin, natomiast w sytuacji jesli przesylane sekwencje sa jeszcze wicksze (na
przyktad przesylany jest caly genom), mozna wykorzystaé do tego celu apli-
kacje linii polecenn Thl2asn.

Kazda przestana sekwencja podlega walidacji przez pracownikow Gen-
Bank, a po sprawdzeniu wszystkich btedéw nadawany jej jest numer dostepu
(ang. accession number). Zazwyczaj czas oczekiwania na nadanie numeru wy-
nosi okoto dwoch dni roboczych (codziennie pracownicy GenBanku nadaja
okoto 1600 numer6w). Nastepnie tak sprawdzony rekord przesylany jest do je-
go autora w celu zaakceptowania wprowadzonych poprawek. Nadanie numeru
dostepu oznacza, ze sekwencja zostalta zapisana w bazie i jest dostepna dla jej
uzytkownikéw. W przypadku jezeli autor nie chce jej ujawnia¢, do czasu po-
jawienia sie publikacji, moze ona pozostaé¢ utajniona.

Pobieranie sekwencji zdeponowanych

Podstawowym narzedziem dostepu do sekwencji zapisanych w bazie GenBank
jest Entrez — internetowa aplikacja podtaczona do 35 biologicznych baz da-
nych, ktora umozliwia wyszukiwanie interesujacych informacji (nie tylko sek-
wencji) zarowno pomiedzy roznymi bazami danych, jak i w pojedynczej, wyb-
ranej przez uzytkownika bazie danych. Bazy danych dostepne w ramach apli-
kacji Entrez to bazy zawierajace sekwencje nukleotydowe oraz aminokwasowe
pochodzace z bazy GenBank i z innych Zrédet, mapy genomowe i populacyj-
ne, zbiory sekwencji filogenetycznych oraz srodowiskowych, dane pochodzace
z ekspresji genow, baza taksonomii NCBI, bazy danych struktur biatkowych
oraz domen. Kazda z baz danych dostepnych w ramach Entrez potaczona jest
z bazami danych publikacji PubMed oraz PubMed Central.

Innym sposobem dostepu do danych bazy GenBank jest korzystanie z na-
rzedzi stuzacych do poréwnywania sekwencji. Porownywanie sekwencji jest je-
dnym z najbardziej podstawowych, a zarazem najpopularniejszym sposobem
analizy danych dostepnych w ramach bazy GenBank. W tym celu udostepnio-
no szereg narzedzi z godziny BLAST, ktore pozwalaja na wyszukiwanie podo-
bienstw pomiedzy zadana sekwencja a sekwencjami umieszczonymi w bazie.
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Analizy BLAST moga byé¢ wykonywane zaréwno poprzez udostepnione in-
ternetowe aplikacje, jak i za pomoca aplikacji instalowanych na komputerze
uzytkownika, a udostepnianych poprzez FTP.

Ostatnim sposobem dostepu do danych zlokalizowanych w bazie GenBank
jest pobieranie wersji bazy w postaci plikow tekstowych (w formacie GenBank
lub ASN.1), ktore udostepniane sa poprzez serwer FTP.

3.3 Baza danych DDBJ

Baza danych DDBJ powstala w 1986 roku w National Institute of Genetics
(NIG) w Mishima w Japonii pod nadzorem Japoriskiego Ministerstwa Edu-
kacji, Kultury, Sportéw, Nauki i Technologii. Dostep do wszystkich zasobow
bazy DDBJ znajduje si¢ pod adresem: http://www.ddbj.nig.ac.jp/. Od
roku 1987 baza ta stanowi azjatycki oddzial INSDC. Format rekordu w bazie
DDBJ jest identyczny z formatem rekordu bazy danych GenBank, nie bedzie
wiec on ponownie tutaj opisywany. Nowe wersje bazy danych wydawane sa
raz na kwartatl.

Ponad 90% sekwencji, ktore przesytane sg z Japonii, umieszczane sg w za-
sobach INSDC poprzez baze DDBJ, pozostale sekwencje umieszczane w bazie
DDBJ przesytane sg z Korei oraz z Chin. Tak jak w przypadku pozostalych baz
danych sekwencje przesytane sg zaréwno przez indywidualne laboratoria ba-
dawcze, jak i wysokoprzepustowe centra sekwencjonowania genéw. Dodatkowo
baza danych posiada dzial, ktéry zawiera sekwencje opatentowane zbierane
i przetwarzane przez Japanese Patent Office, Korean Intellectual Property
Office, USPTO oraz EPO.

Deponowanie danych w bazie DDBJ moze odbywaé sie za pomoca inter-
netowej aplikacji Sakura. W przypadku koniecznosci przesytania duzej liczby
sekwencji albo sekwencji opisanych duza liczba cech lub bardzo dtugich (po-
wyzej 500 tys. par zasad), zalecane jest przesylanie sekwencji bezposrednio do
DDBJ za pomocg procedury MSS (Massive Submission System). Tak samo
jak w przypadku pozostatych baz nalezacych do INSDC mozna réwniez ko-
rzystaé z programu Sequin.

3.4 Adresy Internetowe

Adresy internetowych baz danych:

DDBJ — http://www.ddbj.nig.ac.jp/index-e.html
EMBL — http://www.ebi.ac.uk/embl/

GenBank — http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/
INSDC — http://www.insdc.org/

NCBI - http://www.ncbi.nlm.nih.gov/



4

Przeszukiwanie baz danych sekwencji

Podstawowe analizy zawartosci publicznych baz danych sekwencji zwiazane
sa z poszukiwaniem podobienistw (i r6znic) pomiedzy sekwencjami, ktore sa
dla badacza interesujace. Znajdowanie podobienistw pomiedzy sekwencjami
pozwala badaczom na przewidywanie funkcji nowo zsekwencjonowanych ge-
noéw, przewidywanie nowych cztonkéw rodzin genéw oraz zrozumienie struk-
turalnych, funkcjonalnych i ewolucyjnych zaleznosci wystepujacych pomiedzy
badanymi sekwencjami. Obecnie gdy w internetowych bazach danych umiesz-
czane sg sekwencje calych genoméw, poszukiwanie sekwencji podobnych po-
zwala na przewidywanie lokalizacji oraz funkcji regiondéw kodujacych biatka
i miejsc regulujacych transkrypcje.

Materiatl genetyczny, ktory przekazywany jest z pokolenia na pokolenie,
ulega ciaglym zmianom poprzez mutacje, ktorymi poddawane sa sekwencje re-
prezentujace ten material. Najprostsze formy mutacji, jakie moga sie pojawiac
na poziomie molekularnym, to: substytucja (zamiana jednego nukleotydu na
inny), insercja (wstawienie dodatkowego nukleotydu) lub delecja (usuniecie
nukleotydu). Przyjmujac zalozenia, ze sekwencje roznicowaly sie poprzez wy-
mienione proste formy mutacji, poréwnujac sekwencje, badacze moga okres-
la¢, czy geny lub biatka przez nie reprezentowane sa homologami, czyli czy
posiadaja wspolnego przodka. Zazwyczaj nie jesteSmy w stanie okresli¢, jaka
jest sekwencja przodka, ale badajac podobienistwo, potrafimy stwierdzi¢, czy
dwie sekwencje maja wspoélne pochodzenie ewolucyjne. Dopasowujac do siebie
dwie sekwencje, mozemy znajdowa¢ pewne obszary, ktoére pozostaja niezmie-
nione lub podlegaja zmianie w bardzo niewielkim stopniu — méwimy wtedy, ze
pewne fragmenty sekwencji sa silnie zakonserwowane. Moze to swiadczy¢, ze
reprezentuja one wazne obszary z punktu widzenia funkcjonowania genu czy
tez bialka. Wyszukiwanie podobieristw pomiedzy sekwencjami pelni bardzo
istotna role nie tylko dla zrozumienia zalezno$ci ewolucyjnych pomiedzy se-
kwencjami, ale takze wykorzystywane jest czesto w procesie automatycznego
przewidywania funkcji nowych genoéw lub biatek.

Innym zagadnieniem, ktére zostanie poruszone w niniejszym rozdziale, jest
przeszukiwanie baz danych sekwencji w celu znalezienia grupy sekwencji podo-
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bnych do sekwencji, ktéra jest zapytaniem. Jest to zagadnienie o wiele bardziej
zlozone w poréwnaniu z zadaniem doktadnego dopasowania dwoch sekwencji.
Niemniej obecnie jest to najbardziej podstawowy sposéb analizy zawartosci
baz danych sekwencji. Celem takiego przeszukiwanie jest najczesciej znalezie-
nie grupy sekwencji homologicznych do danej sekwencji, co pozwala okresli¢,
ktore sposrod setek tysiecy sekwencji dostepnych w bazie danych moga by¢
potencjalnie spokrewnione z interesujaca nas sekwencja. Biorac pod uwage dzi-
siejszy rozmiar baz danych sekwencji, zadanie to jest nietrywialne i wymaga
zastosowania wyspecjalizowanych algorytméw poréwnywania sekwencji.

4.1 Dopasowywanie dwoch sekwencji

Dopasowywanie (zwane inaczej uliniowieniem) dwdch sekwencji polega na zna-
lezieniu najlepszej relacji pomiedzy sekwencjami, ktéra bedzie pokazywaé za-
lezno$¢ jeden-do-jeden pomiedzy zasadami tworzacymi sekwencje nukleotydo-
we lub pomiedzy aminokwasami tworzacymi sekwencje biatkowa. Z uwagi na
ogromna liczbe mozliwych dopasowan problem, ktéry nalezy rozwigzaé¢ pod-
czas dopasowywania dwoch sekwencji, zwiazany jest z okresleniem, jakie zesta-
wienie sekwencji jest najlepsze. Ponizej przedstawiono klika réznych sposobow
dopasowania dwoch sekwencji nukleotydowych: agatccga oraz ctagacga.

Dopasowanie niewykazujace podobienistwa sekwencji:

——————— ggatccga
ctagacga-------

Dopasowanie bez przerw:

ggatccga
ctagacga

Dopasowanie z przerwami:

ggatccga---
c--ta-gacga

Inne dopasowanie z przerwami:

---ggatccga
ctaga--c-ga

Jak wida¢ na powyzszym przyktadzie, istnieje wiele réznych sposobdéw dopa-
sowania dwoch sekwencji. Pierwszy problem, jaki sie pojawia, zwiazany jest
z wladciwym wprowadzeniem przerw pomiedzy poszczegélnym zasadami. I tak,
dopasowujac do siebie poszczegblne elementy sekwencji, mozemy spotkaé sie
z nastepujacymi sytuacjami:
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Dopasowanie (ang. match).
Niedopasowanie (ang. mismatch).
Przerwa (ang. gap).

Najprostszym sposobem oceny jakosci dopasowania wydaje sie stworzenie
pewnego systemu punktacji (kar i nagrod) za podobieristwo lub jego brak po-
miedzy poszczegdlnymi zasadami lub aminokwasami tworzacymi sekwencje.
Dodatkowo kazdy system punktacji musi braé¢ pod uwage nie tylko wystepo-
wanie substytucji oraz insercji i delecji, ale réwniez dlugo$¢ przerw, ktore sa
ich wynikiem. Insercje lub delecje czesto okreslane sa terminem indels z uwagi
na fakt, ze tak naprawde nie wiadomo, czy w procesie ewolucji sekwencji po-
jawito sie wstawienie nukleotydu czy jego usuniecie.

Oceniajac jakos¢ dopasowania, mozemy zastosowac¢ dwa roézne podejscia:

e Punktacja za podobienstwo (ang. similarity scores) — im bardziej podobne
sekwencje, tym wyzsza warto$¢ punktacji (ang. score).

e Miary odleglosci (ang. distance measures) — im bardziej podobne sekwen-
cje, tym mniejsza wartos¢ miary odleglosci.

W niniejszym rozdziale przedstawione zostang sposoby dopasowywania sek-
wencji bazujace na ich wzajemnym podobieristwie.

Dopasowywanie sekwencji moze odbywaé sie globalnie, kiedy prébujemy
dopasowaé¢ dwie sekwencje na catej ich dtugosci oraz lokalnie, gdy probujemy
znalez¢ najlepsze dopasowanie jedynie dla fragmentu sekwencji.

Dopasowywanie sekwencji nukleotydowych ro6zni sie od dopasowywania se-
kwencji biatkowych. Podstawowa réznica zwiazana jest z liczbg liter wystepu-
jacych w alfabetach obu rodzajach sekwencji: w sekwencjach nukleotydowych
wystepuja tylko 4 litery symbolizujace odpowiednie zasady azotowe, podczas
gdy w sekwencjach biatkowych mamy 20 liter symbolizujacych aminokwasy.
7 uwagi na te réznice, obydwa rodzaje sekwencji beda w niniejszym rozdziale
rozpatrywane oddzielnie.

4.1.1 Dopasowywanie sekwencji nukleotydowych

Najprostszy schemat oceny dopasowania sekwencji nukleotydowych polega na
okresleniu jakosci dopasowania (ang. score), poprzez nagradzanie wystepowa-
nia identycznych par nukleotydéw w uliniowieniu oraz karanie sytuacji braku
dopasowania lub wystapienia przerwy. Mogtby on wygladaé¢ nastepujaco:

(ilosé dopasowan) — (ilosé niedopasowari oraz przerw)

Powyzszy schemat jest bardzo czesto wykorzystywany przy definiowaniu jako-
$ci dopasowywaniu sekwencji. Waznym elementem takiego dopasowania jest
okreslenie wartosci kary za wystapienie przerwy. Jesli w danym dopasowaniu
mamy przerwe o dhugosci [ znakéw, to kare za wystapienie takiej przerwy mo-
zna przedstawi¢ w postaci pewnej funkcji, ktorej wartos¢ zalezna bedzie od
dlugosci I, i oznaczy¢ jako §(1). Funkcja taka pozwala na wyznaczenie warto-
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$ci kary za wystapienie przerwy, przewaznie jest wartoscig zerowsa lub ujemna.
Najprostszy schemat wyznaczanie kary za wystapienie przerwy nosi nazwe li-
niowego modelu przerw (ang. linear gap model), gdzie wartos¢ kary wyznacza
sie nastepujaco: 6(I) = —w - I, przy zalozeniu, ze w jest pewna nieujemna
wartoscia kary (waga) za wystapienie przerwy. Funkcja kary za przerwy moze
pojawi¢ sie w dwoch wariantach:

e Nieafiniczny model (ang. non-affine model) — kazde wystapienie przerwy
traktowane jest tak samo.

e Afiniczny model (ang. affine model) — kazde utworzenie nowej przerwy jest
karane dodatkowo, mamy wigc dwie wagi: Wyap start — kare, ktora przyzna-
jemy za rozpoczecie nowej przerwy oraz wgq, — wartosé kary, ktora przy-
znajemy kazdej nastepnej przerwy w danym ciagu. Stad tez jezeli w dopa-
sowaniu sekwencji wystepuje przerwa o dtugosci [, to wartos¢ funkcji kary
wyznaczana bedzie w sposéb nastepujacy: (1) = Wgap start + Wgap(l)-

Dodatkowo mozna okresli¢ maksymalna negatywna wartos$é kary, ktora bedzie
przyznawana, jesli przerwy w dopasowaniu beda zbyt dlugie.

Ponizej przedstawiono przyktady réznych wartosci, jakie mozna uzyskaé
dla r6znych sposobéw dopasowania tych samych sekwencji i dla réznych modeli
dopasowania. Wyznaczajac warto$¢ dopasowania przyjeto nastepujace warto-
$ci: dopasowanie aminokwaséw: -+1, brak dopasowania: -1, przerwa: -2, po-
czatek przerwy: -4

Sposob I

cgaatcgaacaacatcctca
agattcgac--acc----ca

Wartos¢ dopasowania dla nieafinicznego modelu:

-14141-141414141-1-2-2++1+1-1-2-2-2-2+1+1=-6

Wartosé¢ dopasowania dla afinicznego modelu:
-14+141-14+14+14+1+41-1-6-2+1+1-1-6-2-2-24+1+1=-14
Sposob 11

cgaatcaagcaacttctcta
agattcga-c-ac--c--ca

Wartosé dopasowania dla nieafinicznego modelu:
14141-141414141-241-24+14+1-2-2++1-2-24-141=-2

Wartos¢ dopasowania dla afinicznego modelu:
-14+1+41-14+14+14141-6+1-6+1+1-6-2+1-6-24+1+1=-18

Analizujac powyzsze przyklady, warto poréwnaé¢ wyniki jakosci dopasowania
dla r6znych modeli dopasowania. Mozna zauwazy¢, ze drugi sposoéb dopasowa-
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nia, ktory na pierwszy rzut oka wydaje sie dopasowywaé do siebie poprawnie
wiecej zasad niz sposéb pierwszy, ma o wiele nizsza warto$¢ punktacji przy za-
stosowaniu modelu afinicznego. Bierze sie to stad, iz z punktu widzenia ewo-
lucji nie mozna zatozyé, ze wystapienie np. czterech przerw w sekwencji jest
tak samo prawdopodobne, jak wystapienie jednej przerwy o dlugosci cztery.
Nalezy pamietaé, ze pojawienie si¢ przerwy jest wynikiem mutacji — samo po-
jawienie sie przerwy jest o wiele mniej prawdopodobne niz jej pézniejsze wy-
dluzenie lub skrécenie.

Dopasowywanie dwoch sekwencji w spos6b podany powyzej jest kosztowne
obliczeniowo, polega na sprawdzeniu wszystkich mozliwych kombinacji i wy-
znaczeniu kombinacji najlepszej. Przy analizie dltuzszych sekwencji wykorzy-
stanie takiej metody w praktyce jest niemozliwe — liczba dopasowan dla pary
sekwencji o dlugosciach m oraz n wynosi (m:") Stad tez stosuje sie metody
przyblizone — tak zwane programowanie dynamiczne (patrz algorytm Nee-
delmana—Wunscha dla dopasowan globalnych [Needleman and Wunsch, 1970]
oraz algorytm Smitha—Watermana dla dopasowan lokalnych [Smith and Wa-
terman, 1981]), ktore pozwalaja na znalezienie najlepszego dopasowania se-
kwencji w czasie wielomianowym.

Przedstawione powyzej podejécie nie bierze jednak pod uwage sktadu nu-
kleotydowego poréwnywanych sekwencji. Na przykltad znany jest fakt, ze tran-
zycje (zasada purynowa za zasade purynowa, zasada pirymidynowa za zasade
pirymidynowa) pomiedzy zasadami o wiele czestsze niz transwersje (zasada
purynowa zamiast zasady pirymidynowej i wice wersa). Mechanizm ten przed-
stawiono na rysunku 4.1.

A = C

A A
‘I’) *‘l’

g < T

Rysunek 4.1. Mechanizm tranzycji oraz transwersji pomiedzy zasadami. Przery-
wanymi strzaltkami zaznaczono tranzycje, ciagltymi — transwersje

Jezeli wszystkie mutacje zdarzatyby sie jednakowo czesto, stosunek tranzycji
do transwersji wynositby 1/2. Tymczasem analizy dopasowan wykazuja, ze
stosunek ten wynosi okolo 4. Stad tez wyznaczajac kary oraz nagrody dla
sekwencji nukleotydowych, czesto wykorzystuje sie réznego rodzaju macierze
korekcji tranzycji oraz transwersji. Innego rodzaju macierze korekcji, ktore
rowniez moga by¢ wykorzystywane przy wyznaczaniu jako$ci oceny dopaso-
wania dwoch sekwencji tworzone sa na podstawie modeli ewolucyjnych, ktore
uwzgledniaja prawdopodobienistwa mutacji nukleotydéow w czasie.
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4.1.2 Dopasowywanie sekwencji aminokwasowych

W przypadku dopasowywania sekwencji aminokwasowych liczba mozliwych
symboli, ktore moga sie pojawi¢ w sekwencji, wynosi 20. Stad tez dopasowy-
wanie tego rodzaju sekwencji jest trudniejsze i wymaga konstrukcji bardziej
ztozonych modeli niz w przypadku dopasowywania sekwencji nukleotydowych.
Dopasowujac sekwencje nukleotydowe, wykorzystuje sie wyspecjalizowane ma-
cierze substytucji, ktore pozwalaja na uwzglednienie w punktacji prawdopodo-
bieristwa zamiany jednego aminokwasu w drugi. Dwie najpopularniejsze ma-
cierze substytucji, ktére wykorzystywane sa do oceny dopasowan sekwencji to
macierze PAM oraz BLOSUM.

Macierze BLOSUM

Macierze BLOSUM (BLOcks SUbstitution Matriz) zostaly zaproponowane
w 1992 roku w pracy [Henikoff and Henikoff, 1992]. Autorzy przeszukali baze
rodzin biatek BLOCKS pod katem wystepowania silnie zakonserwowanych re-
gion6w domen biatek. Nastepnie na podstawie znalezionych ,blokéw” zakon-
serwowanych fragmentow (czyli takich zbioréw lokalnych dopasowan sekwen-
¢ji, w ktorych nie wystepuja przerwy w dopasowaniu), dla kazdej pary amino-
kwasow (w sumie jest 210 takich mozliwych par), wyliczono czestosci wystepo-
wania poszczeg6lnych dopasowan oraz czestosci oczekiwane. Wartosci macie-
rzy BLOSUM wyznaczane sa metoda réznic logarytmicznych — odrebnie dla
kazdej pary, jako logarytm ze stosunku zaobserwowanej czestosci (czyli ,,biolo-
gicznie” wyznaczonego prawdopodobienistwa, ze dwa aminokwasy zostang ze
soba, zamienione) do czestosci oczekiwanej (czyli prawdopodobienistwa przy-
padkowej zamiany aminokwasow).

Istnieje kilka réznych rodzajéow macierzy BLOSUM w zaleznosci od tego,
z jaka dokladnoscia dobierane byly sekwencje tworzace bloki, na podstawie
ktorych wyliczane sa pézniej wartodci macierzy. Kazda z macierzy oznaczona
jest symbolem BLOSUMX, gdzie X okresla procent identycznosci sekwencji
podczas ich grupowania. Tak wiec, np. macierz BLOSUMG62 oznacza, ze sek-
wencje tworzace blok byly co najmniej w 62% identyczne. Im mniej zréznico-
wane sa sekwencje dopasowywane, tym wiekszy numer powinna zawiera¢ ma-
cierz BLOSUM wykorzystywana do ustalenia punktacji dopasowania.

Macierze BLOSUM biora pod uwage jedynie wzajemne podobienstwo sek-
wencji zrodtowego dopasowania, autorzy macierzy nie stosuja zadnego modelu
ewolucyjnego do okreslenia prawdopodobieristwa przejécia jednego aminokwa-
su w drugi. Zaleta takiego podejicia jest fakt, ze dane do utworzenia macierzy
pochodza bezposrednio z obserwacji, a nie sa budowane na podstawie modelu
ewolucji sekwencji.

Macierze PAM

Macierze PAM (Accepted Point Mutations) zostaly zaproponowane przez grupe
M.Dayhoff w 1978 r. [Dayhoft et al., 1978] i oparte sa na modelu ewolucyjnym
tak zwanych akceptowanych mutacji punktowych.
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Akceptowana mutacja punktowa oznacza zastapienie jednego aminokwasu
w sekwencji innym. Takim aminokwasem, ktory jest ,,akceptowany” przez ewo-
lucje w tym sensie, ze dla danego gatunku mutacja nie tylko powstala, ale
rowniez sie utrwalila.

Podobnie jak w przypadku macierzy BLOSUM, konstrukcja macierzy PAM
rozpoczyna sie¢ od grupowania silnie zakonserwowanych fragmentéw domen
w bloki, ktére zawieraja sekwencje ,,odpowiednio podobne” — w oryginalnym
podejsciu Dayhoff przyjeto zalozenie, ze sekwencje tworzace dany blok nie mo-
ga by¢ od siebie rézne bardziej niz w 15%. W przeciwieristwie do macierzy
BLOSUM, gdzie dopasowuje sie tylko silnie zakonserwowane fragmenty sek-
wencji (czyli dopasowanie odbywa si¢ lokalnie), w metodzie Dayhoff poszu-
kiwanie sekwencji podobnych ma charakter globalny. Dla kazdej grupy sek-
wencji tworzone sa drzewa filogenetyczne (tak konstruowane, aby w calym
drzewie liczba podstawienn byta minimalna), a nastepnie wykorzystuje sie te
drzewa do zliczenia wszystkich mozliwych przypadkéw podstawienia amino-
kwaséw. W wyniku otrzymujemy tak zwana macierz zliczen, ktora dla kazdej
pary aminokwasow zawiera liczbe mozliwych podstawieri. Na podstawie ma-
cierzy zliczen wyznaczana jest wzgledna mutowalno$é¢ kazdego aminokwasu,
czyli prawdopodobienistwo, ze w danej jednostce czasu zostanie on zastgpiony
innym aminokwasem. 1 PAM oznacza, ze w danym czasie sekwencja ta ule-
gla $rednio zmianie w 1%, czyli zostalo wymienione okoto 1% wszystkich reszt
aminokwasowych (na 100 reszt aminokwasowych jedna ulegta zmianie). Oczy-
wiscie po okresie 100 PAM nie kazdy aminokwas na 100 zostanie wymieniony
— niektore mogty zmutowaé kilka razy, a inne pozostaly niezmienione. Model
ewolucyjny dla macierzy PAM zaklada, ze zmiany zachodzace w bialtkach sa
efektem skumulowanych, nieskorelowanych mutacji. Stad macierz zawierajaca
prawdopodobienistwo wystapienia n podstawien powstaje poprzez n—krotne
pomnozenie przez siebie macierzy.

Na podstawie macierzy prawdopodobieiistw mutacji, bedacej odzwiercie-
dleniem pewnego modelu ewolucyjnego, tworzona jest macierz punktacji praw-
dopodobienistwa substytucji PAM. Macierz punktacji jest macierza réznic lo-
garytmicznych i wyznaczamy ja, dzielac wartosci znajdujace si¢ w macierzy
prawdopodobienistw mutacji przez warto$¢ prawdopodobienistwa mutacji wy-
nikajace tylko z czestodci wystepowania reszt aminokwasowych. W celu dob-
rania odpowiedniej skali otrzymany wynik dzielenia jest logarytmowany loga-
rytmem o podstawie 10, a nastepnie mnozony razy 10.

Wartosci w macierzy PAM powyzej 1 oznaczajg, ze dana para aminokwa-
sow ulega mutacji czesciej niz wynikatoby to z przypadku. Takie aminokwasy
maja zazwyczaj podobne wlasciwosci fizykochemiczne. Wartosci rowne 1 ozna-
czaja, ze prawdopodobienistwo mutacji réwne jest prawdopodobieristwu wyni-
kajacemu z przypadku, natomiast warto$ci w macierzy ponizej jedynki ozna-
czaja, ze aminokwasy roznig sie od siebie wlasnosciami fizykochemicznymi.
Podobieristwo (lub jego brak) pomiedzy dwoma aminokwasami moze wynikaé
z ich ksztaltu, rozmiaru, lokalnych koncentracji tadunku elektrostatycznego,
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konformacji powierzchni van der Waalsa czy tez ich cech hydrofobowych i hy-
drofilowych.

Najpopularniejszg macierzg z rodziny PAM jest macierz PAM250, co wy-
nika z tego, ze byla to jedyna macierz opublikowana oryginalnie przez grupe
Dayhoff. Odleglto$¢ ewolucyjna 250PAM oznacza, ze tylko jeden aminokwas
na pie¢ nie ulegt substytucji, czyli sekwencja ulegta zmianie w 80% (na kazde
100 reszt aminokwasowych przypadlto 250 zamian). W zaleznosci od tego, czy
analizujemy sekwencje blisko ze soba spokrewnione, czy dalekie, powinnismy
uzywac¢ roznych macierzy — dla sekwencji odleglych najlepiej sprawdzaja sie
macierze PAM o wysokich numerach (takich jak PAM200 czy PAM250), z ko-
lei dla sekwencji blisko ze soba spokrewnionych, lepsze wyniki daja macierze
o nizszych numerach. Warto zwroci¢ uwage, ze tendencja ta jest odwrotna niz
w przypadku macierzy BLOSUM.

4.2 Poszukiwanie sekwencji podobnych w bazach danych
- BLAST

W przypadku, gdy przeszukujemy baze danych wzgledem pewnej konkretnej
sekwencji, podstawowym celem, jaki stawiamy przed soba, jest znalezienie mo-
zliwie duzej liczby homologicznych sekwencji, a nie — jak w przypadku ulinio-
wiania sekwencji — znalezienia mozliwie najlepszego sposobu na dopasowanie
do siebie poszczegdlnych nukleotydéw lub aminokwasow sktadajacych sie na
dana sekwencje. Stad tez do przeszukiwania baz danych wykorzystuje sie de-
dykowane, heurystyczne algorytmy, ktére pozwalaja na mozliwe szybkie prze-
szukiwanie zasobéw zawartych w bazach sekwencji i z duzym prawdopodo-
bienistwem umozliwiaja znalezienie sekwencji mozliwie najbardziej podobnych
do sekwencji zadanej. Wiekszos¢ programéw poszukiwania sekwencji dziata
w podobny sposob: w pierwszym korku eliminowane sa sekwencje, ktore sa
niepodobne do sekwencji bedacej zapytaniem, a nastepnie sekwencje najbar-
dziej podobne sa dopasowywane do siebie.

Najczesciej wykorzystywanym narzedziem do wyszukiwania sekwencji ho-
mologicznych jest program BLAST (ang. Basic Local Alignment Search Tool)
[Ye et al., 2006] oraz jego liczne rozszerzenia. Program ten dostepny jest w wie-
lu réznych wersjach, miedzy innymi jako aplikacja internetowa. Z punktu wi-
dzenia uzytkownika obstuga programu jest bardzo prosta: wystarczy bowiem
wkleié sekwencje bedaca zapytaniem w odpowiednie pole tekstowe, ustawié pa-
rametry programu i uruchomié¢ wyszukiwanie, aby po chwili w wyniku otrzy-
mag liste sekwencji najbardziej podobnych do zadanej sekwencji wraz z infor-
macja o jakosci tego podobienistwa. Na rysunku 4.2 przedstawiono formatke
wej$ciows programu BLAST w wersji aplikacji internetowej dostepnej na stro-
nach NCBI.

Zaleznie od rodzaju sekwencji, ktora jest zapytaniem przestanym przez
uzytkownika i bazy danych, ktora przeszukiwana jest wzgledem podobienistwa
sekwencji, dostepne sg rozne wersje programu BLAST:
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< BLAST
~  Home RecentResults Saved Strategies  Help

» NCBI BLAST/ blasin suite

Enter Query Sequence
Enter accession number, gi, or FASTA sequence & Clear Query subrange &

L I

Or, upload file [ Jl Browse... | ©
Job Title [ [

Enter a dasonptive title for your BLAST search g

Dllmmummu
Choose Search Sel

Database Human genomic + transeript ) Mouse genomic + transcript ©Others (nr etc.):
|Referen:e genomic sequences (refseq genomic) ﬂ
w

Organism -

Optional E I 2 F L] Exclude '*
Enter orgaresm commaon name, binomial, or tax . Oy 20 top t=xa will be shown, o

Optional
Enler an Entrez query fo Bmit search &

Program Selection
Optimize for

O Highly similar sequences (megablast)

() More dissimilar sequences (discontiguous megablast)
) Somewhat similar sequences (blastn)

Choose a BLAST algorithm &

‘m | Search database Reference genomic seq (refseq_g ) using Megablast

D Show results in a new window

» Algorithm parameters

Rysunek 4.2. Formatka wejsciowa dla programu BLAST

blastn, megablast — sekwencja nukleotydowa vs. baza sekwencji nukleoty-
dowych. Na podstawie sekwencji nukleotydowe]j program zwraca liste naj-
bardziej podobnych sekwencji nukleotydowych pochodzacych z wybranej
przez uzytkownika bazy sekwencji.
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e Dblastp, psi-blast, phi-blast — sekwencja biatkowa vs. baza sekwencji biat-
kowych. Na podstawie sekwencji biatkowej program zwraca liste najbar-
dziej podobnych sekwencji bialkowych pochodzacych z bazy sekwencji wy-
branej przez uzytkownika.

e blastx — przettumaczona sekwencja nukleotydowa vs. baza sekwencyi bial-
kowych. Sekwencja nukleotydowa tlumaczona jest na sekwencje biatkowa
we wszystkich mozliwych sze$ciu ramkach odczytu, a nastepnie poréwny-
wana z sekwencjami biatkowymi.

e tblastx — przettumaczona sekwencja nukleotydowa vs. przettumaczone se-
kwencje nukleotydowe. Sekwencja nukleotydowa tlumaczona jest na sek-
wencje biatkowa we wszystkich mozliwych szesciu ramkach odczytu, a na-
stepnie poréwnywana z przetlumaczonymi na sekwencje biatkowe sekwen-
cjami nukleotydowymi. Celem takiego przeszukiwania jest znalezienie bar-
dzo zaleznosci pomiedzy bardzo odleglymi sekwencjami nukleotydowymi.

e tblastn — sekwencja biatkowa vs. przettumaczone sekwencje nukleotydowe.
Sekwencja biatkowa poréwnywana jest z lista sekwencji biatkowych po-
chodzacych z tlumaczenia sekwencji nukleotydowych we wszystkich moz-
liwych szesciu ramkach odczytu.

oraz adaptacje programu BLAST takie jak:

e psi-blast — program pozwalajacy na znajdowanie zaleznosci pomiedzy od-
legtymi ewolucyjnie biatkami. Na podstawie sekwencji biatkowej bedacej
zapytaniem wyszukiwane sa sekwencje podobne, ktore tworza ,profil” (czy-
i zestaw cech charakterystycznych) wykorzystywany do przeszukiwania
bazy sekwencji biatkowych.

e rps-blast — wyszukiwanie domen biatek.

Dziatanie programu BLAST oparte jest na metodzie heurystycznej, bazuja-
cej na lokalnych dopasowaniach krotkich fragmentow sekwencji. Sekwencja—
zapytanie dzielona jest na krotkie, nakladajace sie stowa o dlugosci W, nas-
tepnie zas, baza danych sekwencji przeszukiwana jest w celu znalezienia frag-
mentéw sekwencji o dhugosci W, takich samych jak stowa pochodzace z orygi-
nalnej sekwencji. Dla réznych wersji algorytmu parametr W jest zmienny, np.
w blastp domyslnie W =3, w blastn W=11, a w megablast W =28. Dodatkowo,
w zaleznosci od wersji programu BLAST, w dopasowywaniu moga bra¢ udzial
oryginalne krotkie stowa albo tak zwane ,stowa sasiednie” (ang. neighbourhood
words), ktorych podobieristwo do stéw pochodzacych z oryginalnej sekwencji
nie przekracza pewnej wartosci progowej T'. Nastepnie dla kazdego znalezio-
nego identycznego fragmentu sekwencji wyznacza sie jego dopasowanie z ory-
ginalng sekwencja, rozszerzajac dopasowanie w obie strony i oceniajac jakosé
tego dopasowania zgodnie z macierzami punktacji dla sekwencji biatkowych
lub nukleotydowych (dla sekwencji biatkowych domyslna macierza punkta-
cji jest macierz BLOSUMG62) i zalozonymi wartosciami kar za wystepowanie
przerw w dopasowaniu. Dla kazdej pary sekwencji poszukuje sie najlepszych
dopasowar tworzacych pary MSP (ang. mazimal scoring pair) lub HSP (ang.
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high scoring pair). Okreslona jest pewna warto$¢ progowa S punktacji dopaso-
wania, ktéra musi by¢ spelniona, aby dane uliniowienie zostalo przez program
uznane za dopasowanie MSP lub HSP. W przypadku, jezeli dane dopasowa-
nie nie moze by¢ poprawione przez dalsze wydluzanie lub skracanie sekwencji
dopasowywanej, proces dopasowywania jest przerywany, a dopasowany region
zapamie¢tywany jako wynik dzialania algorytmu. Schemat poszukiwania par
HSP przedstawiono na rysunku 4.3.

stowo
W=3

query: LDNWCSIIYYELDTPIGETFRVSARDHGKVIVDGGMDPQGENEGRLCLGA

PQG 18
PEG 15

stov.va ) PRG 14
sasiednie PKG 14

PNG 13 slowasasiednie -
PDG 13 wartosé graniczna
PHG 13 _

PSG 13 T=13
POA 12
PON 12

- E

QUERY 347 LDNWCSIIYYELDTPIGETFKVSARDHGKVIVDGGMDPQGENEGRLCLGA 396
+WC++ Y+E T +G + V + + D P G CLG

Sbjct 263 -SHWCNVAYWEHRTRVGRLYTVYEQSV-SIFYD---LPHGNG---FCLGQ 304

sekwencje HSP

Rysunek 4.3. Schemat wyszukiwania par HSP za pomoca algorytmu BLAST.
Na postawie:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Education/BLASTinfo/BLAST _algorithm.html

Dla kazdego zapamietanego dopasowania wyznaczana jest jego jakosé, ko-
rzystajac z macierzy substytucji. Niemniej nie jest to informacja wystarczaja-
ca — potrzebna jest rowniez jakas metoda, ktora pozwoli na stwierdzenie, czy
dane dopasowanie oznacza, ze dwie sekwencje sa wzgledem siebie homologicz-
ne. Innymi stowy, potrzebny jest pewien model statystyczny, ktéry pozwoli
okredli¢, czy dane dopasowanie jest znamienne statystycznie (a tym samym
prawdopodobne ewolucyjnie), czy wynika jedynie z przypadku.

Znamiennos¢ statystyczna kazdego dopasowania okreslana jest za pomoca
E-wartosci (ang. F-value, expected value), ktora moze by¢ interpretowana ja-
ko szansa przypadkowego zaistnienia dopasowania o danej dtugosci i wartosci
punktacji S. E-wartos¢ jest parametrem, ktory okresla jakiej liczby przypad-
kowych dopasowan mogliby$my sie spodziewaé, gdybysmy przeszukiwali baze
danych sekwencji o okreslonej dtugosci. Wraz ze wzrostem wartosci .S, E-wa-
rto$¢ maleje wyktadniczo. Przykladowo dopasowanie, dla ktérego E-wartosé
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wynosi 1, oznacza ze dla bazy danych o aktualnym rozmiarze mozna sie spo-
dziewaé jednego przypadkowego dopasowania o wartosci punktacji rownej S.
Im mniejsza E-wartosé i im blizsza jest ona zeru, tym wieksza jest istotnosé
dopasowania.

W celu wyznaczenia E-wartosci w programie BLAST wykorzystuje sie za-
proponowany przez Karlina i Altchula [Karlin and Altschul, 1993] model sta-
tystyczny. Model ten moze by¢ stosowany dla lokalnych dopasowan sekwencji
bez przerw w dopasowaniach. Zgodnie z modelem statystycznym Karlina i Alt-
chula, rozktad wynikéw lokalnych dopasowan (wartosci punktacji) z przypad-
kowymi sekwencjami dazy do rozktadu wartosci ekstremalnej (ang. extreme
value distribution). Krzywa reprezentujaca rozklad wartosci ekstremalnej jest
niesymetryczna — tempo przyrostu przed maksimum jest mniejsze od tempa
zmniejszania sie wartosci po maksimum. Rozklad ten jest zalezny od dwdch
parametréw A oraz K. Parametr K okre$la warto$¢ maksimum rozktadu, na-
tomiast parametr A wpltywa na szerokos¢ rozktadu. Na rysunku 4.4 pokazano,
w jaki sposob parametry A i K wplywaja na ksztalt krzywej rozktadu.
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liczba zgodnych pozycji w dopasowaniu
Rysunek 4.4. Wplyw parametréw rozktadu wartosci ekstremalnej na ksztaltt krzy-

wej rozkladu

Przyjmujac zatozenie, ze mamy sekwencje—zapytanie o dtugosci m oraz baze
danych sekwencji o dtugosci n, oczekiwana liczba przypadkowych dopasowan
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sekwencji o wartosci podobiefistwa co najmniej S wyznaczana jest wzorem:
E = Kmne 9,

gdzie wartosci A i K sa parametrami zwiazanymi z przestrzenia przeszukiwan
i systemem punktacji.

Znamiennosé statystyczna danego dopasowania zwiazana jest z wielkoscia
przeszukiwanej bazy danych oraz z dlugoscia sekwencji—zapytania. Im wiecej
jest sekwencji w bazie danych, tym wyzsza jest ocena S najlepszego dopaso-
wania parg sekwencji, w efekcie czego musi by¢ ona wyzsza, by zostala uznana
za znamienng statystycznie. Jest to wynikiem tego, ze bazy danych zawiera-
jace duza liczbe sekwencji zwiekszajg szanse przypadkowego uzyskania takich
dopasowari.

Przedstawiony powyzej model statystyczny zostal skonstruowany dla lo-
kalnych dopasowan niezawierajacych przerw. W takim przypadku wartosci
K oraz A mozna wyznaczy¢ w sposob analityczny. Niestety, nie ma obecnie
dostepnego modelu dla dopasowan zawierajacych przerwy. Stad tez dla tego
rodzaju dopasowan parametry wyznaczane sa w sposob symulacyjny. Dla tego
rodzaju dopasowan programy z rodziny BLAST korzystaja z gotowych juz ze-
stawoéw parametréw wyznaczonych dla niektérych macierzy substytucji oraz
wartosci kar za wystapienie przerwy.

Wyniki wyszukiwania sekwencji za pomoca programoéw z rodziny BLAST
najczesciej przedstawiane moga byé¢ albo w postaci standardowego raportu,
w formacie wygodnym do interpretacji przez cztowieka, w postaci tabeli trafien
(ang. hit table), albo w postaci strukturyzowanej w formacie XML lub ASN.1.
Ponizej zostanie krotko omoéwiona postaé raportu w formacie standardowym.

Typowy raport rozpoczyna sie od czesci nagléwkowej zawierajacej skro-
tows informacje na temat zapytania, jego identyfikator, typ molekuly, oraz
informacje na temat bazy danych, ktora byta przeszukiwana. Wtasciwe wyniki
wyszukiwanie udostepnione sg w formie graficznej, ktoéra pozwala na szybkie
zorientowanie sie w rezultatach wyszukiwania. Na rysunku 4.5 przedstawiono
przyktadowe wyniki przeszukiwania bazy sekwencji biatkowych za pomoca
narzedzia blastp, dla sekwencji o dtugosci 570 reszt aminokwasowych.

Sekwencja—zapytanie reprezentowana jest za pomoca czerwonego paska na
samej gorze rysunku. Znalezione w bazie danych sekwencje pasujace sa ulinio-
wione w stosunku do sekwencji-zapytania, a kolory reprezentuja jakosé tego
dopasowania. Najgorzej dopasowane sekwencje (ponizej 40 reszt) zaznaczone
sa kolorem czarnym, a najlepiej (powzej 200 reszt dopasowanych) zaznaczone
sa kolorem czerwonym. Klikniecie myszka na dowolne dopasowanie przenosi
uzytkownika do czesci wynikow zawierajacych uliniowienie konkretnego dopa-
sowania do sekwencji—zapytania.

Ponizej graficznej reprezentacji wynikow znajduje sie lista sekwencji, ktore
zostaly dopasowane wraz z punktacja dopasowania oraz E-wartoscia. Przyktad
takiej listy przedstawiono na rysunku 4.6.

Ostatni fragment raportu zawiera uliniowienie znalezionych dopasowai se-
kwencji. Pojawiaja sie tu takie informacje jak: punktacja dopasowania (score),
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Color key for alignment scores
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Rysunek 4.5. Graficzna reprezentacja wynikow wyszukiwania sekwencji homolo-
gicznych za pomoca narzedzia blastp

Sequences producing significant alignments: cﬁﬂﬁ \‘alEe

ref|NP 989866.1] mothers against decapentaplegic homolog 3 [G... _184 2e-46
ref|XP 420428.1| PREDICTED: SMAD, mothers against DPP homolog... _180  2e-45
ob |AAF36969.1|AF230196 1 TGF effector Smad2 [Gallus gallus] _178 2e-42
ref|NP 989892.1] Sma- and Mad-related protein 2 [Gallus gallu... _178 2e-42
ref|XP 801232181.1| PREDICTED: similar to MADH2 protein, part... _178  2e-42
ref|NP B81819997.1| MAD, mothers against decapentaplegic homo... _125 5e-29
ref |NP 881614968 1| SMAD family member 5 [Gallus gallus] »sp|... _125 Ge-29
gh|AAD30156.1|AF143239 1 Smadl protein [Gallus gallus] _124 2e-28
oblAAFI6971.1|AF238191 1 TGF-beta response effector Smad3 [Ga... _122  6e-28
gblAAD38151.1|AF143246 1 SmadS protein [Gallus gallus] _leg  7e-24 LS
gb |AAFIS983 . 1[AF233238 1 BMP signal transducer Smadl [Gallus ... _183 2e.22 L8]
ref|NP 989579.1] SMAD family member & [Gallus gallus] >sp|Q9W... _18@ 2e.21
gb|ACOB2815.1] Smadé [Gallus gallus] 98.2  le-20 LS
gb|AAF36973.1]AF230193 1 TGF-beta signal transducer Smad8 [Ga... 98.9  2e-18 A
gb|ACOB2014.1] Smad?a [Gallus gallus] B89.4 Se-18 LS
ref|NP B81153135.1] TGF-beta signal pathway antagonist Smad7 ... B7.4  2e-17
ref|XP 427238.1] PREDICTED: similar to Smad? [Gallus gallus] 66.2 4e-11
ob|AAF36972.1|AF230192 1 TGF-beta signal pathway antagonist S... 49.3 6e-06
ref|XP 081235626.1| PREDICTED: hypothetical protein, partial ... 47.4  2e-85
ref|XP 417159.2| PREDICTED: similar to Exophilin 5 [Gallus ga... 31.6 1.2
refiXP 419867.1| PREDICTED: similar to Glutaminyl-tRNA syntha... 38.8 3.5
ref |NP 881626173.1| follicular lymphoma variant translocation... 29.6 4.8
ref|NP 861825718.1| adenosine deaminase-like [Gallus gallus] ... 28.9 6.7 LLRE]

Rysunek 4.6. Wyniki wyszukiwania sekwencji za pomoca programu blastp — lista
znalezionych sekwencji wraz z punktacja i E-wartoscia
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E-wartosé (ezpect), liczba identycznych par w dopasowaniu (identities), liczba
par, dla ktorych wartosci dopasowania w tablicy substytucji sa dodatnie (po-
sitives), oraz liczba przerw w dopasowaniu (gaps). Nastepnie przedstawione
jest uliniowienie obydwu sekwencji, ale tylko w tym fragmencie sekwencji-za-
pytania, ktory dopasowany jest do wynikowej sekwencji. Dopasowania przed-
stawione sa w wierszach, z ktérych kazdy zawiera po 60 reszt. Kazdy nato-
miast wiersz zawiera sekwencje-zapytanie oznaczona symbolem Query (powy-
zej) 1 sekwencje znaleziong oznaczona symbolem Sbhjct (ponizej), a pomiedzy
sekwencjami znajduje sie przerwa. Jesli w uliniowieniu na tym samym miejscu
pojawiaja sie identyczne reszty, to symbol tej reszty zapisany jest w pustej li-
nii pomiedzy sekwencjami, zas w przypadku gdy reszty sa rézne, ale maja do-
datnie warto$ci w macierzy substytucji, pomiedzy sekwencjami pojawia sie
symbol +. Przyklad uliniowienia dwoch sekwencji przedstawiono na rys. 4.7.

AF3I6083 . ] |AFZ33238 ] [E e signal transducer Smadl [Gallus gallus]
Leng 2501

EE £ i? JEEE%E %ﬂ%l l SMAD family member 1 [Gallus gallus]
(10 or Tewer nks)

Score = 183 bits (257), Expect = 2e.22, Method: Compositional matrix adjust.
Identities = 58/136 (424), Positives = 84/136 (5ia), aps = 3/136 (2%)

Query 155 LEII:'I'IIJ GEEISDFW!HIESL#EIEEDKRIELDALITEWSHG F'I'GC‘HEPELEEEL 214
*
sbjet 2 LLMUWEEEKHIEH?NLMLKWELEKALSEPE O5SSHCYTIPRSLDGRL 68
Query 215 IJHGRICGUPHUWMMPKUSKHELUKLWCQT- SSDIIFHHI!:IHF"I'II'I'ER‘WSHRI 272
0¥+ REGHPHV+Y R+WRWP + +K ++( +CINPYHY+RY 5
sbjct 6l l]"l"SI-HKELH'I'H'I'I"CR'I.I'Ilm’ﬂLﬂ5H|'|ELK“FLEECEFFFG’SKUHE\'EIHFTHTKR‘-‘EEFVL 128
Query 273 TSADQSLHVENSPMKS 288

? H E + 2
Shjct 121 PPVLVPRHSEYNPOHS 136

Rysunek 4.7. Przykltad uliniowienia dwéch sekwencji

Domyslnie maksymalna liczba sekwencji dopasowanych przez wersje inter-
netows, programu BLAST wynosi 500. Warto$¢ ta moze by¢ zmieniona w za-
awansowanych opcjach programu. Oprocz punktacji dopasowania oraz ulinio-
wienia sekwencji wiele istotnych informacji zwigzanych ze znalezionymi se-
kwencjami dostepnych jest dla uzytkownika za pomoca odnosnikéw, ktore ze
strony z wynikami wyszukiwania pozwalaja przejs¢ do opisu danej sekwencji
w systemie Entrez, a co za tym idzie, pozwala na dotarcie do wielu istotnych
informacji takich jak opis rodziny bialek, do ktérych sekwencja nalezy, czy tez
lista publikacji zwiazanych z dang sekwencja.

4.3 Adresy Internetowe

e Macierz BLOSUMG62
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Class/FieldGuide/BLOSUM62. txt
e BLAST — http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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Bazy danych sekwencji bialkowych

Znajomosé sekwencji nukleotydowych pozwala na okreslenie, jakie geny wcho-
dza w sktad DNA badanego organizmu. Tak naprawde jednak, mimo iz w kaz-
dej komorce wystepuje dokladnie ten sam zestaw genéw, komorki mogg petnié
rozne funkcje w zywym organizmie. Czes¢ genoéw niezbednych do pelnienia
funkcji zyciowych aktywowana jest we wszystkich komoérkach, niektoére nato-
miast aktywowane sa tylko w komoérkach okreslonego rodzaju, badz tez akty-
wuja sie lub wyciszaja pod wplywem specyficznych warunkéw. Dlatego tez
prawdziwa wiedze na temat proceséow biologicznych zachodzacych w komor-
kach uzyskujemy dopiero poznajac funkcje biatek, ktore powstaja w komorce
w czasie gdy geny ulegaja ekspresji, czyli kiedy zakodowana w DNA informa-
cja zostaje odczytana i przepisana na jego produkty, ktérymi sa m.in.biatka.
Schemat tego procesu przedstawiono na rysunku 5.1.

transkrypcja translacja

DNA —— mRNA —— biatko

Rysunek 5.1. Schemat procesu ekspresji

Obecnie ogromny wysitek w bioinformatyce potozony jest na identyfikacje
oraz funkcjonalna analize bialek zakodowanych w poznanych genomach licz-
nych organizméw. Poczatek XXI wieku to rozwdj licznych metod identyfikacji
biatek takich jak spektrometria masowa, ktora pozwala na szybka identyfi-
kacje duzej liczby bialek, okreslanie interakcji wystepujacych pomiedzy nimi,
znajdowanie ich lokalizacji w komorce, a takze analize ich biologicznej aktyw-
nosci. Stad tez bialtkowe bazy danych pelnia w dzisiejszej biologii i medycynie
bardzo istotna role jako repozytoria, w ktérych mozliwe jest deponowanie od-
krytych bialek, ich struktury, umieszczanie informacji na temat ich funkcji
oraz udostepnianie zgromadzonej wiedzy szerokiemu $rodowisku naukowemu.

Moéwiac o biatkowych bazach danych, istotne jest rozroznienie pomiedzy
nimi, a w szczegdlnosci pomiedzy danymi, ktére sa w nich zawarte. Uniwer-
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salne bazy danych bialek moga zawieraé¢ biatka pochodzace ze wszystkich ga-
tunkéw, podcezas gdy specjalizowane bazy moga zawieraé biatka z konkretnej
rodziny, nalezace do jednej grupy lub pochodzace z tego samego organizmu.
7 kolei uniwersalne bazy danych mozna podzieli¢ na dwie kategorie: repozy-
toria sekwencji biatkowych, w ktorych zdeponowane sekwencje nie podlegaja
zadnemu nadzorowi i bazy danych nadzorowane przez grupy eksperckie, gdzie
kazdy rekord analizowany jest przez kuratoréw i w razie potrzeby lub rozwoju
wiedzy rozszerzany o dodatkowe informacje zweryfikowane przez ekspertow
z dziedziny biologii i medycyny [Apweiler et al., 2004].

5.1 Bazy danych sekwencji biatkowych

Niektore bazy danych funkcjonuja jako swego rodzaju ogbélnodostepne zbiory
sekwencji biatkowych. Dane pojawiajace sie w tych bazach czesto generowane
sa w sposOb automatyczny (na przykilad na podstawie sekwencji nukleoty-
dowych), sekwencje nie sa w zaden sposob opisywane lub informacja na ich
temat jest bardzo niewielka i zazwyczaj nie prowadzone sa zadne prace majace
na celu odnalezienie i usuniecie redundantnych sekwencji z baz danych.

5.1.1 Baza GenPept

Najprostszym sposobem uzyskania sekwencji biatkowej jest przettumaczenie
jej wprost z sekwencji nukleotydéw. Takie ttumaczenie moze by¢ robione w spo-
so6b automatyczny, na podstawie regionu kodujacego sekwencji (CDS — ang.
CoDing Sequence), kiedy sekwencja nukleotydowa deponowana jest w bazie
danych. Taka wlasnie baza danych sekwencji biatkowych jest GenPept (Gen-
Bank Gene Products Data Bank) — baza sekwencji biatkowych utrzymywana
w ramach zasobow NCBI. Wpisy znajdujace sie w tej bazie danych uzyskiwane
sa na podstawie tlumaczenia sekwencji nukleotydowych deponowanych w ba-
zach nalezacych do konsorcjum INSDC. W efekcie takiego podejscia to samo
biatko moze byé¢ w bazie danych reprezentowane przez wiele roznych rekordow,
tym bardziej ze nie istnieje zadna grupa nadzorujaca te baze danych, ktorej
zadaniem byloby usuwanie redundantnej informacji. Rekordy znajdujace sie
w tej bazie charakteryzuja sie bardzo skromnym opisem wlasciwosci biologicz-
nych sekwencji — znajduje sie tam tylko informacja, ktora udalo sie uzyskaé
na podstawie rekordu zawierajacego odpowiadajaca sekwencje nukleotydow.
Baza danych GenPept nie jest uzupelniana o zadne dodatkowe informacje i nie
zawiera biatek uzyskanych z sekwencjonowania aminokwasow.

5.1.2 NCBI Entrez Protein

Baza bialek NCBI Entrez jest kolejnym repozytorium sekwencji (http: //www.
ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=protein). Poza sekwencjami biatko-
wymi pochodzacymi z ttumaczen sekwencji nukleotydowych przesytanych do
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INSDC, baza ta zawiera rowniez sekwencje pochodzace z baz takich jak Pro-
tein Information Resource (PIR), bazy SWISS-PROT, Protein Research Foun-
dation (PRF) oraz Protein Data Bank (PDB). W poréwnaniu z baza danych
GenPept, w bazie tej znajduje sie dodatkowa informacja pochodzaca z nad-
zorowanych baz biatkowych takich jak SWISS-PROT czy PIR. Podobnie jak
w przypadku bazy GenPept sekwencje biatkowe umieszczone w bazie NCBI
Entrez moga sie wielokrotnie powtarzaé.

5.1.3 RefSeq

Baza danych RefSeq (Reference Sequence) jest nadzorowang baza danych se-
kwencji (nie tylko biatkowych, ale rowniez sekwencji DNA 1 RNA) utrzymy-
wang oraz rozwijang przez NCBI. Gléwnym zalozeniem tej bazy jest stworze-
nie wiarygodnego repozytorium sekwencji, w ktérym kazdy wpis reprezentuje
jedna, istniejaca w przyrodzie biomolekute. Sekwencje umieszczane w bazie
RefSeq pochodzg z GenBanku — r6znica pomiedzy obiema tymi bazami jest
taka, ze sekwencja umieszczona w RefSeq jest synteza wiekszosci dostepnej
biologicznej wiedzy na jej temat, podczas gdy sekwencja umieszczona w bazie
GenBank jest pojedyncza jednostka pochodzaca wprost z badan eksperymen-
talnych. W przeciwienistwie do bazy GenBank sekwencje umieszczane w bazie
RefSeq sa sekwencjami pochodzacymi z wybranych, modelowych organizméw
— przyktadowo w 2007 r. baza RefSeq zawierata sekwencje pochodzace z 4 tys.
organizméw, podczas gdy w bazie GenBank w tym czasie umieszczono sekwen-
cje dla 250 tys. réznych organizméw. Dla kazdego organizmu opisanego w ba-
zie RefSeq udostepniane sg odnosniki do rekordéw zawierajacych DNA tego
organizmu, transkrypty genow oraz bialka pochodzace z tych transkryptow.
Podstawowe cechy tej bazy danych to brak redundancji sekwencji, potacze-
nie kazdego bialtka z odpowiadajaca mu sekwencja nukleotydéw, aktualizacja
rekordéw, tak aby informacja w nich zawarta odzwierciedlata aktualng wie-
dze biologiczna, walidacja wprowadzanych danych oraz zapewnienie spdjnosci
formatu danych, odrebne numery dostepu wskazujace na to, ze sekwencja po-
chodzi z bazy RefSeq. Mimo tego, w potowie 2009 roku, tylko troche ponad
10% rekordow znajdujacych sie w tej bazie (1 milion 300 tys.) mialo status
Reviewed lub Validated wskazujacy, iz rekord ten zostal sprawdzony przez ku-
ratorow z NCBI. Znaczaca wiekszo$¢ rekordow (ponad 10 milionow) takiego
statusu nie posiadala. Tak wiec w dalszym ciggu baze RefSeq traktowa¢ mo-
zna jako repozytorium sekwencji bedgcych wynikiem eksperymentéw, a nie
jak nadzorowana przez kuratoréow baze danych. Takie bazy danych zostana
doktadniej omdwione w dalszej czesci tego rozdziatu.

5.1.4 Baza UniProt

Wymienione powyzej bazy sekwencji biatkowych pozwalaja na szybkie opubli-
kowanie (a tym samym udostepnianie) dowolnej sekwencji biatkowej. Nie ulega
jednak watpliwosci, ze baza danych, ktéra zawiera nie tylko sama sekwencje,
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ale rowniez dostarcza uzytkownikowi dodatkowych informacji na temat bio-
logicznej funkcji bioczasteczki zwigzanej z dang sekwencja, stanowi o wiele
cenniejsze zrodlo informacji w poréwnaniu z sama tylko sekwencja aminokwa-
sow. Uniwersalne, nadzorowane bazy danych sekwencji biatkowych zawieraja
nie tylko informacje na temat samej sekwencji, ale takze wszelka dodatkowa
wiedze¢ biologiczna z nia zwigzana — przed opublikowaniem rekord jest spraw-
dzany pod wzgledem poprawnosci i kompletnosci informacji przez ekspertéow
nadzorujacych baze danych. Dodatkowo, w miare pojawiania sie nowej wiedzy
na temat danej czasteczki, informacja o niej na biezgco uzupelniana jest w ba-
zie. Rownoczesnie kuratorzy dbaja, aby zadna sekwencja w bazie danych nie
powtarzala sie¢ — informacje pochodzace z wszystkich publikacji dotyczacych
danej sekwencji biatkowej umieszczane sa w jednym miejscu.

UniProt

Baza UniProt (Universal Protein Resource) [Consortium, 2007] jest obecnie
najwieksza z nadzorowanych baza danych sekwencji biatkowych. Baza ta po-
wstata w ramach wspoétpracy pomiedzy European Bioinformatics Institute
(EBI), Protein Information Resource (PIR) oraz Swiss Institute of Bioinfor-
matics (SIB). Podstawowa dziatalnoscia tej bazy jest gromadzenie sekwencji
bialkowych, reczny nadzor informacji zapisywanych do rekordéow bazy wraz
z przeprowadzaniem dodatkowych analiz kazdej sekwencji, archiwizacja se-
kwencji, dodawanie odno$nikéw do znajdujacych sie w innych bazach infor-
macji powiazanych z dana sekwencja, jak réwniez rozwijanie internetowych
narzedzi wyszukiwania oraz analizy sekwencji znajdujacych sie w bazie Uni-
Prot. Baza UniProt sktada sie z czterech podstawowych komponentéw: Uni-
ProtKB (UniProt Knowledgebase), gdzie umieszczone sg sekwencje, UniProt
Archive (UniParc), archiwum, gdzie znajduja sie sekwencje historyczne, Uni-
Prot Reference Clusters (UniRef), gdzie znajduja sie sekwencje pogrupowane
pod wzgledem podobienistwa oraz UniProt Metagenomic and Environmental
Sequences (UniMES) — repozytorium przeznaczone dla sekwencji pochodza-
cych z metagenoméw oraz danych srodowiskowych. Zaleznosé oraz przepltyw
sekwencji pomiedzy wszystkimi komponentami bazy UniProt przedstawiono
na rysunku 5.2.

UniProtKB

Baze wiedzy o sekwencjach biatkowych UniProtKB mozna podzieli¢ na dwie
czesci: baze UniProtKB/Swiss-Prot oraz UniProtKB/TrEMBL.

W bazie UniProtKB/Swiss-Prot znajduja sie tylko takie rekordy, ktorych
zawartosé zostata sprawdzona i przeanalizowana przez ekspertow. Kazda se-
kwencja znajdujaca sie w tej bazie uzupelniona jest o odnosniki do literatury
oraz wzbogacona o wyniki automatycznych analiz przeprowadzonych pod nad-
zorem kuratora. Aby zapewni¢ poprawnos¢ zgromadzonej informacji, anotacje
sekwencji przeprowadzane sg przez kuratoréw, ktorzy sg specjalistami w dzie-
dzinie biologii lub medycyny. Na anotacje sekwencji biatkowej umieszczonej
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UniProtKB
Baza wiedzy o biatkach

UniRef UniProtKB/Swiss-Prot
Klastry sekwencji

Sekwencje nadzorowane

UniRef100
UniRef20 Reczna adnotacja

UniRef50

UniProtKB/TrEMBL

_— UniMES
Sekwencje nienadzorowane

Autornatyczna adnotacja

Metagenom | sekwencje
Srodowlskowe

x4 -

UniParc - archiwum
Aktualne | nieaktualne sekwencje

AI‘.s

EMBL/GenBank/DDB8| | inne bazy sekwencji

Rysunek 5.2. Komponenty bazy UniProt
(na podstawie: http://pir.georgetown.edu/pirwww/dbinfo/uniprot.shtml)

w bazie UniProt sktadaja sie: informacje specyficzne dla konkretnego enzymu,
informacja na temat domen oraz innych aktywnych biologicznie miejsc na po-
wierzchni biatka, dane na temat modyfikacji posttranslacyjnych, lokalizacja(e)
biatka w komorce, specyfika tkankowa, struktura bialtka, interakcje z innymi
bioczasteczkami, informacje na temat choréb powiazanych z deficytem lub nie-
prawidtowo$ciami danego biatka itd. Dodatkowo, jesli w innych bazach danych
znajduja sa informacje zwigzane z dana sekwencja, w rekordzie umieszczane
sg odnosniki wiazace sekwencje biatkows z informacjami dostepnymi w zew-
netrznych bazach danych. W 2008 roku baza UniProtKB powiazana byla ze
118 zewnetrznymi bazami danych. Pomiedzy nimi znajdowaly sie bazy da-
nych sekwencji nukleotydowych i aminokwasowych, bazy specyficzne dla da-
nego organizmu, z ktérego pochodzi biatko, bazy rodzin biatek, bazy struktur
przestrzennych i inne specjalistyczne bazy danych. Przyktadowo przegladajac
zawarto$¢ rekordu bazy UniProtKB/Swiss-Prot mozna uzyska¢ bezposrednio
dostep do sekwencji nukleotydowej kodujacej dane biatko, ustali¢ zwiazane
z nim choroby, pozna¢ charakterystyke rodziny, do ktérej biatko nalezy, jak
roéwniez poznaé strukture przestrzenng tego biatka. Z uwagi na fakt, iz kazdy
rekord w bazie UniProtKB/Swiss-Prot przechodzi szczegotowa kontrole kura-
toréw, baza ta wyraznie wyrédznia sie pozytywnie na tle innych baz sekwencji
bialtkowych, bedac najpopularniejsza i najbardziej wiarygodna baza sekwencji
wykorzystywana w badaniach naukowych.
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Utworzenie w pelni nadzorowanego wpisu w bazie UniProtKB/Swiss-Prot
jest procesem wymagajacym duzego naktadu pracy ekspertéw, co znacznie
ogranicza liczbe nowych sekwencji, ktore w danym czasie moga sie pojawié
w bazie UniProtKB/Swiss-Prot. Dlatego tez, aby umozliwi¢ srodowisku nau-
kowemu dostep do wiekszej liczby sekwencji, a przede wszystkim do sekwencji
najnowszych, w ramach bazy UniProtKB utrzymywana jest baza UniProtKB/
TrEMBL, ktora zawiera rekordy utworzone automatycznie, anotowane oraz
klasyfikowane rowniez w sposob automatyczny. W bazie tej znajduja sie se-
kwencje biatkowe odpowiadajace wszystkim kodujacym sekwencjom nukle-
otydowym (CDS) umieszczonym w bazach danych sekwencji nukleotydowych
nalezacych do INSDC, sekwencje pochodzace z bazy danych struktur bialtek
(PDB), dane pochodzace z sekwencji bezposrednio przestanych do bazy Uni-
ProtKB oraz sekwencje pochodzace z literatury. Kazda sekwencja, ktora de-
ponowana jest w bazie UniProtKB/TrEMBL, podlega procesowi automatycz-
nego przetwarzania. Jesli zostala ona pobrana z zasobow INSDC, jej pierwszy
opis pochodzi z rekordu odpowiadajacej jej sekwencji nukleotydow. W dalszej
czedci usuwana jest redundancja i jezeli w bazie istnieje juz taka sekwencja,
rekordy laczone sa ze soba. W elektronicznym procesie anotacji wykorzystuje
sie podobienistwo sekwencji anotowanej do sekwencji umieszczonych w bazie
Swiss-Prot — informacje zawarte w dobrze opisanych rekordach bazy Swiss-
Prot wykorzystywane sa do opisania nowych sekwencji deponowanych w bazie
TrEMBL. Wybrane rekordy z bazy TrEMBL w przysztosci podlegaja weryfi-
kacji przez kuratoréw, uzupelniane sa o dodatkowe informacje oraz umiesz-
czane w bazie Swiss-Prot przy rownoczesnym ich usunieciu z bazy TrEMBL.
W sierpniu 2009 roku w bazie Swiss-Prot znajdowato sie prawie 500 tysiecy
wpisow, podczas gdy baza TrEMBL zawierala ponad 9 milionéw rekordow.

UniRef

Baza UniRef [Suzek et al., 2007] zawiera pogrupowane pod wzgledem podo-
bienistwa sekwencje biatkowe pochodzace z bazy UniProtKB oraz z wybranych
rekordow bazy UniParc. W zaleznosci od wersji bazy UniRef (UniRef100, Uni-
Ref90 lub UniRef50) poziom podobieristwa pomiedzy sekwencjami moze wy-
nosi¢ 100%, 90% lub 50%. W bazie UniRef100 kazda grupa tworzona jest przez
identyczne sekwencje lub podsekwencje. Zbioér takich identycznych sekwencji
tworzy klaster, ktory stanowi rownoczesnie jeden wpis w bazie. Baza UniRef90
zbudowana jest na podstawie bazy UniRef100, za$ baza UniRef50 na podsta-
wie bazy UniRef90, a w celu pogrupowania sekwencji stosowany jest algorytm
grupowania hierarchicznego. Poniewaz wtasnosci biologiczne biatek $cisle po-
wigzane sa z sekwencja aminokwaséw, ktore tworza te biatka, podstawowym
rodzajem analiz, ktére wykonywane sa w bazach sekwencji biatkowych, jest
wyszukiwanie sekwencji podobnych. Grupowanie sekwencji pozwala ograni-
czy¢ liczbe sekwencji, a tym samym przyspieszyé proces ich wyszukiwania.
Stad tez baza UniRef znajduje swoje zastosowanie w takich dziedzinach bio-
informatyki jak automatyczne anotacje sekwencji, klasyfikacja rodzin biatek,
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genomika strukturalna, analizy filogenetyczne czy spektrometria masowa. Uni-
Ref100, UniRef90 i UniRef50 pozwalaja na zmniejszenie rozmiaru bazy wej-
sciowej odpowiednio o 10%, 40% i 70%. Kazdy wpis w bazie UniRef zawiera
informacje o Zrodlowych bazach sekwencji, nazwy bialek i nazwy taksonomi-
czne organizmow dla kazdej sekwencji tworzacej klaster i reprezentowany jest
przez wybrana pojedyncza sekwencje. Dodatkowo rekord zawiera nazwe, li-
czbe sekwencji w klastrze oraz informacje o najwyzszej wspoélnej jednostce
taksonomicznej wszystkich elementéw klastra. Klastry w bazie UniRef sg ak-
tualizowane za kazdym razem, gdy pojawia sie nowa wersja bazy UniProtKB.

UniParc

UniParc jest bazg — archiwum sekwencji, w ktorej odnalez¢ mozna informacje
na temat wiekszosci kiedykolwiek zarejestrowanych sekwencji biatkowych —
przechowywane w tej bazie sa zaréwno sekwencje aktualne, jak i sekwencje
nieaktualne, ktore zostaly usuniete ze zrodtowych baz danych. Dane umiesz-
czane w bazie UniParc pochodza nie tylko z bazy UniProtKB, ale réowniez
sa to translacje regionow kodujacych z baz sekwencji nukleotydéw GenBank/
EMBL/DDBJ oraz sekwencje biatkowe pochodzace z takich zrédet jak En-
sembl, H-Inv (H-Invitational Database), IP1 (International Protein Index),
PDB (Protein Data Bank), PRF (Protein Research Foundation), RefSeq, sek-
wencje pochodzace z baz modelowych organizméw (FlyBase, SGD, TAIR Ara-
bidopsis thaliana, WormBase, TROME), a takze sekwencje pochodzace z euro-
pejskich, amerykanskich i japoriskich urzedéw patentowych. Kazda z sekwencji
umieszczonych w bazie UniParc jest sekwencja unikalna, co powoduje, ze Uni-
Parc jest najwiekszym publicznie dostepnym zbiorem niepowtarzajacych sie
sekwencji biatkowych (w bazie nie istnieje rowniez rozroznienie pomiedzy se-
kwencjami pochodzacymi z réznych gatunkow). Podstawowe informacje, ktore
powiazane sa z kazda sekwencja znajdujaca sie w UniParc to: identyfikator
sekwencji, liczba sekwencji powtarzajacych sie, zrédlowa baza danych wraz
z numerem dostepu oraz wersji, a takze data utworzenia rekordu. Dodatkowo,
kazdy numer dostepu oznaczony jest jako aktualny lub posiada informacje
o tym, ze zostal usuniety z bazy zrédtowej. Rekordy w bazie UniParc nie sa
uzupelniane o zadne dodatkowe anotacje, poniewaz anotacje takie maja sens
jedynie w przypadku gdy odnosza sie do sekwencji kodujacej konkretne biatko
w konkretnym organizmie — bialka o tej samej sekwencji moga petni¢ rézne
funkcje w zaleznosci od gatunku, tkanki, stadium rozwoju itd.

UniMES

Sekwencje umieszczone w bazie UniProt pochodza z organizméw, dla ktorych
doktadnie okreslone sa wlasciwe jednostki taksonomiczne. W ostatnich latach
rozwinely sie jednakze badania nad sekwencjami, ktérych pochodzenie okre-
§li¢ mozna jako metagenomiczne. Metagenom jest to informacja genetyczna
zawarta we wszystkich mikroorganizmach funkcjonujacych w danym srodowi-
sku, a poprzez badania metagenomiczne rozumiemy prowadzone na duzg skale
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analizy genoméw pobranych z mikroorganizméw bezposrednio z wlasciwego
im $rodowiska. Taki sposob analizy rézni sie od tradycyjnego podejscia stoso-
wanego w mikrobiologii, gdzie sekwencje pobierane sa z organizméw hodowa-
nych w sterylnych laboratoriach. Obecnie uznaje sie, ze ogromna grupa mi-
kroorganizméw pochodzaca z réznych srodowisk nie moze zosta¢ wyhodowana
w warunkach laboratoryjnych (a tym samym nie mozna zsekwencjonowaé ich
DNA). Aby poznaé te organizmy, konieczne jest pobieranie probek pochodza-
cych bezposrednio ze srodowiska, w ktorym one funkcjonuja. Baza danych
UniMES — Metagenomic and Environmental Sequences — zawiera dane po-
chodzace z projektu Global Ocean Sampling Expedition (GOS). 25 milionow
sekwencji nukleotydowych mikroorganizméw, ktére zostaty zebrane w wyniku
tej ekspedycji, zostaly zapisane w bazach sekwencji nukleotydowych naleza-
cych do INSDC i na ich podstawie przewidziano istnienie okoto 6 milionéw
bialek. Sekwencje umieszczane w UniMES poddawane sg procesowi automa-
tycznej anotacji oraz klasyfikacji, dzieki czemu baza UniMES stanowi obecnie
unikatowe zrédto sekwencji biatkowych pochodzacych ze srodowiska. Sekwen-
cje zdeponowane w bazie UniMES nie sa umieszczane w bazie UniProtKB
oraz UniRef, natomiast zapisywane sg rowniez w bazie UniParc.

5.1.5 PIR

Historycznie pierwszym opublikowanym zbiorem sekwencji biatkowych byt
wydany przez Margaret Dayhoff w 1965 roku Atlas of Protein Sequence and
Structure. Atlas ten wydawany byt w formie ksiazki do 1978 roku i mozna po-
wiedzie¢, ze byt on pewnego rodzaju ,baza danych” w formie papierowej. Gru-
pa badawcza zwiazana z Margaret Dayhoff pierwszy raz opublikowata w for-
mie elektronicznej sekwencje w 1984 roku pod nazwg PIR PSD (Protein Sequ-
ence Database of Protein Information Resource). Przez wiele lat baza danych
PIR PSD (a pozniej PIR PSD International) byla uznanym zbiorem sekwencji
biatkowych, ale z uwagi na fakt, iz jej zawartos¢ zaczeta sie pokrywaé z zawar-
toscig bazy UniProt, w 2004 roku zostala wydana ostatnia wersja PIR PSD,
a zasoby bazy zostaly przepisane do bazy UniParc oraz do innych odpowie-
dnich sekcji bazy UniProt.

Obecnie dzialalnosé PIR [Barker et al., 2000] koncertuje sie wokot naste-
pujacych zagadniei: rozwoj i utrzymywanie bazy UniProt, integracja danych
— bazy iProClass, iProLINK oraz rozwoj bazy rodzin bialek PIRSF. Doktad-
niejsze omowienie baz danych iProClass, iProLINK oraz PIRSF znajduje sie
w niniejszym rozdziale.

5.2 Bazy rodzin biatek

Majac pewna sekwencje biatkows i przeszukujac internetowe zasoby biologicz-
nych baz danych, poszukujemy najczesciej odpowiedzi, jakie cechy posiada
oraz jakie funkcje biologiczne moze pelié¢ biatko reprezentowane przez intere-
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sujaca nas sekwencje. W przypadku jezeli taka sekwencja istnieje juz w bazie
danych, uzyskanie takiej informacji jest bardzo tatwe — mozemy wprost skorzy-
staé¢ ze zgromadzonej wezesniej informacji. Co jednak w przypadku, gdy pro-
bujemy okresli¢ wlasnosci catkowicie nowej sekwencji biatkowej? Dawno juz
zauwazono, iz biatka o podobnych sekwencjach charakteryzuja sie podobien-
stwem pod wzgledem funkcjonalnym, stad tez majac nieznang wczesniej se-
kwencje biatkowa i wiedzac, jakie funkcje pelnig biatka o sekwencji podobnej,
mozemy przewidywaé funkcje naszego nowego biatka. Im mamy wiecej biatek
o sekwencji podobnej pelnigcych podobne funkcje biologiczne, tym wieksze
jest prawdopodobienistwo, ze nasze przewidywania beda poprawne. Stad tez
w dzisiejszej bioinformatyce ogromnie wazna rola przypada tak zwanym ba-
zom rodzin bialek (nazywanych réwniez bazami danych wzorcow sekwencji
lub wtornymi bazami danych).

Tworzac wtorne bazy danych, wykorzystuje sie fakt, iz ogromna liczba se-
kwencji umieszczonych w bazach danych takich jak UniProtKB moze, na pod-
stawie podobieristw pomiedzy sekwencjami, zosta¢ podzielona na grupy na-
zywane rodzinami biatek. Okazuje sie, ze bialka nalezace do poszczegdlnych
rodzin zazwyczaj pelnia podobne funkcje biologiczne i czesto pochodza od
wspoélnego przodka. Badajac rodziny bialek zaobserwowano, ze pewne frag-
menty sekwencji zostaly w trakcie ewolucji lepiej zakonserwowane od innych
elementéw. Zachowane fragmenty zazwyczaj okazuja sie wazne z punktu wi-
dzenia funkcjonowania biatka, a takze czesto maja wplyw na ksztalt przestrze-
nnej struktury biatka. Analizujac state i zmienne fragmenty sekwencji biatek
nalezacych do danej rodziny, mozna okresli¢ tak zwana sygnature rodziny lub
domeny, ktora pozwala na odrbéznienie wszystkich czlonkéw nalezacych do tej
rodziny od pozostatych biatek. Inne okreslenie takiego powtarzajacego sie frag-
mentu sekwencji to motyw. Czesto stosowana analogia jest tu poréwnywanie
sygnatury do odcisku linii papilarnych. Tak jak odcisk linii papilarnych moze
by¢ wykorzystany w celu identyfikacji konkretnej osoby, tak samo sygnatura
biatkowa moze zostaé¢ wykorzystana, aby przyporzadkowaé nowo zsekwencjo-
nowane biatka do wlasciwej im rodziny biatek, co pozwala na formutowanie
hipotez na temat biologicznych funkeji petnionych przez dane biatko. Z uwagi
na fakt, ze bazy rodzin bialek tworzone sa na podstawie dopasowan wielo-
sekwencyjnych, wykrywanie odlegltego pokrewienistwa pomiedzy sekwencjami
jest zazwyczaj skuteczniejsze niz bezposrednie przeszukiwanie baz danych se-
kwencji.

Podzial sekwencji na rodziny biatek moze si¢ odbywaé¢ wedtug réznych
kryteriow, stad tez istnieje wiele réznych baz rodzin biatek. Niniejszy rozdzial
stanowi probe przedstawienia czytelnikowi kilku najwazniejszych baz danych
rodzin biatek wraz z krotki opisem metod, ktore kazda z baz danych wykorzy-
stuje do znajdowania rodzin bialek. Istnieje wiele odmiennych podejsé, ktore
moga by¢ wykorzystywane do wyszukiwania takich sekwencji — na rysunku 5.3
przedstawiono rozne schematy, ktore wykorzystywane sa do tworzenia wzor-
cow charakteryzujacych poszczegblne typy rodzin bialek. Kazda z metod wy-
szukiwania rodzin bialek ma swoje wady oraz zalety i kazda z nich posiada
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swoj obszar zastosowail, w ktorym sprawdza sie najlepiej. Zadnego z podejsé
nie mozna traktowaé jako podejscia najlepszego badz najgorszego, a raczej
nalezy uznaé, ze metody te uzupelniaja sie wzajemnie i oferujg zroéznicowane
mozliwosci tworzenia dopasowan wielosekwencyjnych.

. t‘ Al restrykcyjne wyrazenia
pu]edynczy L regularne (PROSITE)

T dopasowania
catych domen

profile
T (biblioteka prafili)

v

ukryte modele
Markowa (Pfam)

. l

macierz identycznosci wiele moh rrbiw
[PRINTS)

Rysunek 5.3. Schemat obrazujacy trzy gléwne podejscia do tworzenia baz rodzin
biatek. Klasyfikacja sekwencji moze by¢ prowadzona na podstawie: (1) istnienia po-
jedynczego motywu, (2) jednoczesnego wystepowania wielu motywow lub (3) wy-
znaczonego dopasowania sekwencji caltych domen.

Na podstawie: [Higgs and Attwood, 2008]

5.2.1 PROSITE

Baza danych PROSITE [Hulo et al., 2008] powstata w 1988 roku i tym samym
historycznie jest najstarsza baza danych rodzin biatek. Rekordy umieszczone
w bazie PROSITE mozna podzieli¢ na trzy grupy: dokumenty, ktére zawieraja
opis rodzin bialek, domen i miejsc funkcyjnych (odcinkéw sekwencji biatka
o ustalonej funkcji biologicznej), oraz wzorce i profile, ktore pozwalaja na
ich identyfikacje. Uzupelieniem bazy PROSITE jest ProRule — zbior regut
zbudowanych na podstawie wzorcow i profili, ktére zwiekszaja zdolnosci dys-
kryminacyjne wzorcow oraz profile poprzez dostarczanie dodatkowej informa-
cji o funkcjonalnosci itub strukturze najwazniejszych aminokwaséw. Reguly
ProRule wykorzystywane sa w procesie anotacji i pozwalaja na automatyczne
wygenerowanie opisu biatka w formacie UniProtKB/Swiss-Prot. W momen-
cie powstania w bazie PROSITE dostepnych byto 58 wzorcow, podczas gdy
w sierpniu 2009 roku w bazie znajdowalo sie 1308 wzorcow, 862 profile i 868
regul ProRule.
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PROSITE Patterns

Tworcy bazy wzorcow PROSITE uznali, ze kazda rodzine biatek mozna scha-
rakteryzowaé za pomoca krotkich, dobrze zakonserwowanych fragmentow se-
kwencji aminokwasow. Zazwyczaj, poszukiwany wzorzec zawiera okoto 10-20
aminokwaséw i jest bardzo istotnym fragmentem sekwencji z punktu widze-
nia wtasciwosci, jakie posiada dane biatko. Istnienie takiego krotkiego, dob-
rze zakonserwowanego motywu najczesciej zwiazane jest z istnieniem akty-
wnego miejsca enzymu, miejsca wiazania jonu metalu albo ligandu, czy tez
miejscem powstawania wigzan disulfidowyuch. Motyw sekwencyjny w bazie
PROSITE reprezentowany jest w formie wyrazenia regularnego (ang. regular
expression) lub inaczej wzorca. Na kazdej pozycji takiego wzorca znajdowaé
sie moze dowolny aminokwas lub pewien akceptowalny podzbiér aminokwa-
soOw, moze roéwniez wystepowaé pewna ilo$¢ powtorzeni. Istnieja réwniez takie
miejsca wzorca, do ktérych pasuje tylko jeden aminokwas lub mozna okreslié,
jakie aminokwasy nie powinny sie na danej pozycji znajdowaé¢. W szczegdlnych
przypadkach niektore rodziny bialek sa charakteryzowane przez wspolwyste-
powanie kilku réznych wzorcow.

Zalety stosowania wzorcéw to przede wszystkim latwosé ich zrozumienia
przez uzytkownika oraz fakt, ze wzorce zorientowane sg na najbardziej zakon-
serwowane fragmenty sekwencji, co ma swoje uzasadnienie ewolucyjne z uwagi
na znaczenie zachowanych motywoéw dla wtasnosci biologicznych biatek. Po-
niewaz zakonserwowane sekwencje sa krotkie, przeszukiwanie bazy danych pod
katem wybranego wzorca jest operacja, ktéra mozna wykonaé bardzo szybko.
Natomiast podstawowa wada wzorcéw jest to, ze sa one wyrazeniami jakos-
ciowymi, to znaczy, ze dany fragment sekwencji moze pasowaé¢ do wzorca lub
jest przez ten wzorzec odrzucany i nie istnieje zaden sposob oceny, ktory po-
zwolitby okresli¢, w jakim stopniu analizowana sekwencja podobna jest do
wzorca. Taka wrazliwos§é na zmiane nawet pojedynczego aminokwasu w sek-
wencji moze rodzié problemy, szczegblnie wtedy, gdy pokrewienistwo pomiedzy
przedstawicielami niektoérych rodzin jest zbyt odlegte.

PROSITE Profiles

W celu zmniejszenia ograniczeii, jakie niesie ze sobg stosowanie wzorcoéw, w ba-
zie PROSITE stworzono profile, ktére pozwalaja na szacowanie dopasowania
analizowanej sekwencji do wzorca nie tylko pod wzgledem jako$ciowym, ale
rowniez ilociowym. Profil (lub zamiennie — tablica wag) jest tablica zawie-
rajaca punktacje, ktora przyznaje sie za wystepowanie zmian na kolejnych
pozycjach dopasowania. Kazde wystapienie w sekwencji okreslonego typu ami-
nokwasu, zastapienie go przez inny aminokwas, usuniecie lub wstawienie jest
wartosciowane. Na podstawie sumy punktéw przyznanych dopasowywanej se-
kwencji mozna wyznaczy¢ warto$é podobienistwa dla dopasowania pomiedzy
profilem a sekwencja. Mozemy okresli¢ rowniez pewna graniczng warto$é¢ do-
pasowania i uznaé, ze dopasowanie, dla ktérego wyznaczona warto$¢ podo-
bienstwa przekracza warto$¢ graniczna, oznacza wystapienie motywu. Profile
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pozwalaja na wykrywanie odlegltych relacji ewolucyjnych pomiedzy sekwen-
cjami, w ktorych jedynie nieliczne fragmenty sekwencji sa zakonserwowane.
Roznia sie rowniez od wzorcéw tym, ze charakteryzuja rodziny domeny biatek
nie tylko na niewielkim, najbardziej zakonserwowanym fragmencie sekwencji,
ale na calej jej dtugosci.

Wrzorce oraz profile PROSITE sa dwoma narzedziami, ktore wzajemnie si¢
uzupelniaja. Wzorce ograniczone do niewielkich, zakonserwowanych ewolucyj-
nie fragmentow sekwencji sprawdzaja sie znakomicie w zadaniach przewidy-
wania biologicznych funkcji nowych biatek — np. ich aktywnosci enzymatycz-
nej. Z drugiej strony, profile, ktére wyznaczaja podobieristwo w obszarze catej

domeny bialka, z powodzeniem wykorzystywane do przewidywania struktury
bialka.

5.2.2 PRINTS

Analizujac dopasowania sekwencji, zaobserwowano, ze wiekszosé rodzin biatek
charakteryzuje sie wystepowaniem nie jednego, ale kilku silnie konserwatyw-
nych motywéw sekwencyjnych. Zbioér takich motywow (albo ich wiekszosci)
wystepujacych w rodzinie bialek okresla sie mianem $ladu rodziny bialek
(ang. fingerprint). Slad jest zestawieniem charakterystycznych cech sekwen-
cji definiujacych ich przynalezno$é¢ do pewnej rodziny biatek. Klasyfikowanie
sekwencji na podstawie kilku réznych motywoéw charakteryzuje sie lepsza zdol-
nodcia rozpoznawcza, gdyz zwykle nie wymaga sie, aby w dopasowaniu braty
udzial wszystkie motywy tworzace $lad danej rodziny biatek. Przyktadowo
sekwencja, ktora dopasowuje cztery z siedmiu motywow definiujacych rodzine
biatek, moze wcigz zosta¢ uznana za sekwencje nalezaca do danej rodziny, je-
zeli pasujace motywy ulozone sa w odpowiedniej kolejnosci, a odleglosci po-
miedzy pasujacymi motywami sa zgodne z oczekiwanymi odleglosciami, jakie
powinny wystepowa¢ pomiedzy motywami sekwencji nalezacej do danej ro-
dziny biatek.

Baza danych zawierajaca slady rodzin biatek nazywa sie PRINTS, a jej
pierwsza elektroniczna wersja zostala wydana w 1993 roku [Attwood, 2002].
Obecnie baza danych zarzadzana jest przez uniwersytet w Manchesterze (Wie-
lka Brytania), a wersja bazy z lutego 2009 liczyta 1950 rekordow zawierajacych
11 625 indywidualnych motywow. W kazdym kolejnym wydaniu bazy pojawia
sie 50 nowych rekordéow ze §ladami rodzin bialek. Z uwagi na fakt, iz slady
rodzin biatek wyszukiwane sg recznie, przyrost nowych rekordéw w bazie jest
do$é powolny. Do 2003 roku nowe wydania bazy pojawialy sie regularnie co
kwartal, natomiast w ostatnich latach tempo dodawania nowych rekordéw
do bazy wyraZnie zmalatlo — pomiedzy 2005 a 2009 rokiem w bazie pojawito
sie tylko 100 nowych rekordow. Dlatego, aby przyspieszyé proces wyszuki-
wania nowych sekwencji, opracowano dodatek do bazy PRINTS — narzedzie
prePRINTS stuzace do automatycznego wyszukiwania $ladéw rodzin bia-
tek. Znalezione przez prePRINTS §lady rodzin biatek sa potencjalnymi kan-
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dydatami do umieszczenia w bazie PRINTS — po manualnym sprawdzeniu
i uzupelnieniu przez kuratorow.

5.2.3 Pfam

Baza danych Pfam [Bateman et al., 2004] jest kolejng baza domen oraz rodzin
biatek. Identyfikacja rodziny, do ktorej nalezy biatko w bazie Pfam, odbywa sie
na podstawie calej sekwencji (a nie jednego czy kilku wybranych motywow),
a dopasowania reprezentowane sa przez profile i przez ukryte modele Mar-
kowa (HMM, ang. Hidden Markov Models). Ukryte modele Markowa sa sta-
tystyczna metoda klasyfikacji sekwencji zdarzen. Laricuch Markowa moze by¢
traktowany jako pewien proces stochastyczny, ktorego ewolucja zalezy od jego
aktualnego stanu. Stan reprezentuje zaistnienie pewnego zdarzenia (np. wy-
stapienie danego znaku, brak wystapienia znaku) oraz istnieje pewien zestaw
dopuszczalnych przejsé pomiedzy stanami. W zastosowaniu do modelowania
konserwatywnych odcinkéw sekwencji model HMM przybiera postaé liniowego
tanicucha trzech typow stanow: stanu dopasowujacego element sekwencji (ang.
match state), stanu wstawiajacego element sekwencji (ang. insert) oraz stanu
usuwajacego element sekwencji (ang. delete state).

Rodziny biatek znajdujace sie w bazie Pfam podzielone sa na dwie katego-
rie: Pfam-A oraz Pfam-B. Kazda rodzina nalezaca do bazy Pfam-A repre-
zentowana jest za pomoca trzech odrebnych elementow: (1) zbioru dopasowan
zalazkowych (ang. seed alignment) — recznie zweryfikowanego przez kuratora
zbioru sekwencji reprezentatywnych dla danej rodziny, (2) profili HMM zbudo-
wanych na podstawie dopasowan zalazkowych oraz (3) automatycznie wyge-
nerowanego pelnego dopasowania, ktore zawiera wszystkich cztonkéw rodziny
wykrytych podczas przeszukiwania podstawowych baz sekwencji. Roznica po-
miedzy zbiorem dopasowan zalazkowych a zbiorem pelnych dopasowan utat-
wia uaktualnianie bazy danych: dopasowania zalazkowe sa state, podczas gdy
pelne dopasowania oraz profile HMM moga by¢ generowane automatycznie
dla kazdego nowego wpisu pojawiajacego sie w bazie sekwencji. Wpisy umiesz-
czone w bazie Pfam-B sg automatycznie generowane na podstawie zasobow
bazy ProDom i reprezentowane sa poprzez pojedyncze dopasowanie. Tak wiec
z jednej strony uzytkownik ma do wyboru baze Pfam-A, ktéra nadzorowana
jest recznie przez kuratoréw, co uwiarygadnia otrzymany w wyniku analizy
zbiér dopasowanl i zapewnia wysoka jako$¢ anotacji, a z drugiej strony uzyt-
kownik moze skorzysta¢ z automatycznej bazy Pfam-B, dzieki czemu liczba
pojawiajacych sie nowych rekordow w bazie Pfam zwieksza sie wraz z przy-
rostem danych w bazach sekwencji.

Kazda rodzina okreslona jest za pomoca nazwy, stalego numeru dostepu
i zawiera opis parametréow modelu, ktory zostal wykorzystany do zidentyfi-
kowania jej cztonkéw. Dotaczony jest rowniez krotki opis funkcjonalny, infor-
macje na temat interakcji z innymi rodzinami oraz struktura domeny. Bardzo
czesto umieszczone sa rowniez odnosniki do dokumentacji z innych Zrédet
takich jak bazy PROSITE czy PRINTS.
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Wiekszo$¢ rodzin znajdujacych sie w bazie Pfam powstala na bazie odpo-
wiadajacym tym rodzinom zbioréw motywow zdefiniowanych w bazie PRO-
STIE lub w bazie PRINTS. W wielu przypadkach jednakze przyporzadkowa-
nia sekwencji do poszczegdlnych rodzin moga sie rézni¢ pomiedzy baza Pfam
a bazami PROSTIE i PRINTS. Jest to oczywiscie wynik r6znych metod sto-
sowanych do przyporzadkowywania sekwencji do poszczegolnych rodzin. Naj-
czestsze roznice polegaja na tym, ze wzorce PROSTIE lub slady PRINTS roz-
poznaja silnie zakonserwowany motyw, ktéry dzielony jest pomiedzy cztonkéow
nadrodziny biatek, i traktuja jej cztonkéw jako nalezacych do jednej rodziny,
podczas gdy w bazie Pfam wyrdznionych zostanie kilka rodzin bialek. Z drugiej
strony zdarzaja sie sytuacje, gdy baza Pfam rozpozna nadrodzine biatek, pod-
czas gdy w bazach PROSTIE lub PRINTS sekwencje nalezace do tej nadro-
dziny zostana przyporzadkowane do oddzielnych rodzin charakteryzowanych
przez odrebne motywy.

5.2.4 ProDom

Zasoby bazy danych ProDom [Bru et al., 2005], utrzymywanej oraz rozwija-
nej na Uniwersytecie Claude Bernard we Francji, generowane sg w sposob au-
tomatyczny. Do konstruowania rodzin biatek w bazie ProDom wykorzystuje
sie programu MKDOM2, ktory iteracyjnie przeglada bazy danych sekwencji
biatkowych za pomoca algorytmu PSI-BALAST (Position specific iterative
BLAST) w poszukiwaniu homologicznych domen. Sekwencje Zrédtowe wyko-
rzystywane do zbudowania bazy ProDom pochodza z bazy UniProtKB i sa to
tylko sekwencje ciagte (tj. pozbawione przerw), natomiast do inicjalizacji pro-
cedury grupowania wykorzystano domeny pochodzace z bazy danych SCOP.
Znalezione sekwencje tworzace rodzine sg do siebie dopasowywane.

Kazdy wpis w bazie ProDom charakteryzowany jest przez unikalny numer
dostepu. Z uwagi na fakt, ze kazde wydanie bazy budowane jest od nowa, ko-
nieczne jest stworzenie takiego sposobu, ktoéry pozwolitby w réznych wersjach
bazy danych nadawaé te same numery dostepu odpowiadajacym sobie rodzi-
nom biatek. W tym celu napisany zostal program MatchDom, ktéry na pod-
stawie podobienistwa pomiedzy rekordami réznych wersji bazy ProDom prze-
pisuje numery dostepu odpowiadajacym sobie rodzinom biatek. Zdefiniowano
réwniez zasady nadawania numeru dostepu w przypadku, gdy struktura rodzi-
ny ulega zmianie. Jezeli rodzina zostanie podzielona na dwie czesci, wowczas
numer dostepu z poprzedniej wersji przypisywany jest jednej z nowo tworzo-
nych rodzin oraz tworzony jest nowy numer dostepu dla drugiej rodziny. Jesli
natomiast kilka wpisow zostanie potaczonych w jedna rodzine, nowy rekord
otrzymuje poprzedni numer dostepu jednej z rodzin tworzacych nowy wpis.
Numery dostepu pozostalych rodzin réwniez wskazuja na nowy rekord, niem-
niej jednak oznaczone sa komentarzem mowiacych o ich dezaktualizacji (ang.
obsolete).

Wersja bazy ProDom z listopada 2008 roku zawierata 574656 rodzin domen
posiadajacych co najmniej dwie sekwencje.
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5.2.5 PIRSF

Baza danych PIRSF — (PIR SuperFamily) [Wu et al., 2004] jest baza danych
rodzin bialek rozwijana od 1993 roku przez grupe badawcza Protein Infor-
mation Resources. Rodziny PIRSF uporzadkowane sa w sposéb hierarchiczny
wokoét koncepcji rodzin i nadrodzin obejmujacych biatka o podobnej sekwen-
cji. System klasyfikacji bazuje na poszukiwaniu podobieiistwa miedzy biatkami
poprzez analize calych sekwencji, a nie poprzez poréwnywanie domen czy mo-
tywow. Zaleznosci pomiedzy rodzinami reprezentowane sa jako sie¢ powiazan
zbudowana na podstawie zaleznos$ci ewolucyjnych wystepujacych pomiedzy
biatkami. W sieci reprezentowanej w formie acyklicznego grafu skierowanego
mozna wyr6zni¢ trzy poziomy: poziom rodzin homeomorficznych, poziom nad-
rodzin oraz poziom podrodzin. Kazdy wezel grafu reprezentowany jest przez
rodzineg, nadrodzine lub podrodzine PIRSF oraz unikalny identyfikator (UID),
w postaci PIRSFxxxxxx (gdzie x oznacza cyfre).

Podstawowe wezty tworzone sa przez rodziny homeomorficzne, ktore
zawieraja biatka bedace réwnoczesnie homologami (pochodzace od jednego
przodka), jak i homomorfami (charakteryzujacymi sie podobienstwem na dtu-
gosci calej sekwencji oraz podobng architekturg domenowa). Kazde biatko mo-
ze by¢ przypisane tylko i wylacznie do jednej rodziny, ktéra moze posiadaé
jednego lub wiecej rodzicéw oraz jednego lub wiecej potomkéw. Kazdy wezel
musi zwieraé¢ opis, na ktory sktadaja sie: nazwa rodziny, typ relacji rodzic/po-
tomek, liste biatek wchodzacych w sktad rodziny oraz sygnatura architektury
domenowej biatka. Opis moze by¢ rozszerzony o informacje na temat rodziny,
odnosniki do literatury oraz stowa kluczowe /terminy GO opisujace dana rodzi-
ne. Dodatkowo dla kazdego wezla automatycznie generowane sa dopasowania
wielosekwencyjne, drzewo filogenetyczne rodziny oraz modele HMM rodziny.

Ponad wezlami podstawowymi zdefiniowana zostala sie¢ weztow nadro-
dzin (ang. superfamily nodes), ktore stanowia polaczenia pomiedzy odlegtymi
rodzinami biatek i pojedynczymi biatkami nie nalezacymi do zadnej z rodzin.
Nadrodziny mogg by¢ tworzone poprzez sekwencje homeomorficzne — rodziny
homeomorficzne o wspoélnej architekturze domenowej wraz z podobieristwem
na calej dlugosci sekwencji, chociaz czesciej tworzone sa na podstawie podo-
bieristwa pomiedzy domenami — rodziny domenowe o wspoélnej architekturze
domenowej z czeSciowym podobieristwem na catej dtugosci sekwencji. Opis
wezlow poziomu nadrodzin zawiera nazwe nadrodziny, typ relacji rodzic/po-
tomek, liste biatek wchodzacych w sktad nadrodziny oraz liste wspoélnych do-
men nadrodziny. Dodatkowo opis moze by¢ rozszerzony o informacje na temat
rodziny, odnosniki do literatury oraz stowa kluczowe/terminy Ontologii Ge-
nowych.

Z kolei ponizej weztow podstawowych znajduja sie wezlty podrodzin, kto-
re reprezentowane sg przez homeomorficzne i homologiczne grupy bialek i two-
rzg podzial bialek zgodny z peliona przez nie funkcja biologiczng, itub po-
siadajacych zmienna architekture domenowa. Podobnie jak w przypadku we-
zlow rodzin homeomorficznych, anotacje wezléw podrodzin zawieraja nazwe
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podrodziny, typ relacji rodzic/potomek, liste cztonkéow podrodziny i dodatko-
wo moga zawiera¢ opis, liste publikacji oraz stowa kluczowe. Dodatkowo dla
kazdej podrodziny generowane sa dopasowania wielosekwencyjne, drzewa filo-
genetyczne, profile HMM, a takze dostepne sa dopasowania wielosekwencyjne
recznie nadzorowane przez kuratorow.

5.3 Integracja zasobé6w pochodzacych z odrebnych baz
danych

Projektujac bioinformatyczng baze danych, ktorej zadaniem jest integracja
danych pochodzacych z réznych zrédel, mozna przyjaé kilka réznych podejsé.
Podstawowe z nich to: polaczenie réznych baz danych za pomoca hipertaczy,
utworzenie hurtowni danych, do ktorej fizycznie zostana skopiowane dane z in-
nych zrédet, zadawanie bezposrednich zapytan pomiedzy réznymi bazami da-
nych oraz stworzenie federacji, ktéra w ramach jednego projektu udostepniaé
bedzie dane pochodzace z réznych zrédel. Stworzenie hurtowni danych to
podejscie ,danych $cisle pozwiazanych” — dane pochodzace z wielu roznych baz
konwertowane sa do jednej zunifikowanej bazy. Zaleta takiego rozwiazania jest
uzyskanie kontroli nad lokalnymi danymi, wada za$ problem aktualizacji da-
nych pochodzacych z wielu zrédet. Przeciwienistwem do podejscia ,,danych $ci-
$le pozwiazanych” jest podejscie ,,danych luzno powiazanych”, gdzie stosuje sie
model taczenia réznych zrodet za pomoca hipertaczy. Takie podejscie pozwala
uzytkownikowi uzyska¢ mnéstwo informacji — o ile bedzie na tyle cierpliwy,
aby w celu ich uzyskania podaza¢ za kolejnymi odnosnikami.

5.3.1 InterPro

W 1999 r. powstato konsorcjum InterPro [Mulder et al., 2002| zalozone przez
grupe SWISS-PROT z European Bioinformatics Institute, Swiss Institute of
Bioinformatics oraz zatozycielskie bazy danych Prints, PROSITE, Pfam oraz
ProDom. Wynikiem tej inicjatywy byto powstanie bazy InterPro, ktorej pierw-
sze wydanie miato miejsce w 2000 roku. W pdzniejszym czasie do konsorcjum
dotaczyly kolejne bazy danych: SMARTSMART oraz TIGRFAMs, PIRSF,
GENE3D, SUPERFAMILY, a ostatnio HAMAP.

Kazda z baz danych wchodzaca w sktad InterPro rozwija metody, ktore
mogg zosta¢ wykorzystane w celu wyznaczenia jakosci dopasowania sekwen-
cji biatkowej do zadanej sygnatury. Dla niektorych metod klasyfikacja moze
by¢ binarna (czyli pasuje — nie pasuje), w innych przypadkach otrzymujemy
pewna wartos$é liczbowa i sami mozemy okreslié, jaka warto$é progowa okre-
$la dopasowanie sekwencji do sygnatury. W tabeli 5.1 przedstawiono metody
wyszukiwania rodzin bialek wykorzystywane przez bazy danych bedace czton-
kami InterPro wraz z informacja, skad pochodza Zrodlowe sekwencje wyko-
rzystywane przez kazda z tych baz.
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Tabela 5.1. Bazy danych rodzin bialek bedace cztonkami InterPro

l Baza danych | Zrodto danych | Informacja ‘
PROSITE patterns |UniProtKB/SwissProt proste wyrazenia regu-
larne
[PROSTIE profiles [UniProtKB/SwissProt  [tablice wag |
HAMAP sekwencje mikrob6éw pocho-|tablice wag
dzace z UniProtKB/Swiss-
Prot
PRINTS UniProtKB slady sekwencji biatko-
wych
[PANTHER [UniProt [modele HMM |
[PIRSF [UniProtKB [modele HMM |
Pfam UniProtKB, GenPept, dane/modele HMM
metagenomiczne
[SMART [UniProtKB, ENSEMBL  [modele HMM |
TIGRFAMs UniProtKB, GenPept, dane|modele HMM
metagenomiczne
[Gene3D |GenBank [modele HMM ‘

SUPERFAMILY |UniProtKB, PDB, komple-/modele HMM
tne genomy organizmow

ProDom UniProtKB grupowanie sekwencji za
pomoca PSI-BLAST

Kazda z metod generowania rodzin biatek posiada swoje zalety i kazda z nich
najlepiej sprawdza si¢ na swoim wlasnym polu zastosowari, dlatego nie nalezy
sposréd nich wyrézniaé lepszych i gorszych rozwiazan, a raczej traktowaé je
jako wzajemnie uzupelniajace sie.

Wrzorce, ktore s proste do skonstruowania i bardzo dobrze sprawdzaja, si¢
do wykrywania krotkich sekwencji istotnych dla biologicznej funkcji biatka, za-
zwycza] nie radza sobie w sytuacjach dopasowywania odlegtych cztonkéw ro-
dzin — w tym zastosowaniu najlepiej sprawdzaja sie profile oraz modele HMM,
ktore dopasowuja sekwencje na wiekszym jej obszarze, a z uwagi na fakt, ze
nie musza przestrzegaé¢ Scistych zasad dotyczacych tego, jakie aminokwasy sa
w okreslonej czesci sekwencji akceptowalne, potrafia odlegte sekwencje dopaso-
waé do danej rodziny. Slady rodzin biatek rowniez maja problemy przy analizie
odlegtych rodzin, w przypadkach dopasowan wielosekwencyjnych, jezeli liczba
sekwencji ciaglych (ang. ungapped) w dopasowaniu jest zbyt mala, natomiast
znakomicie sprawdzaja sie w problemach klasyfikacji podrodzin biatek — do
czego z kolei nie bardzo nadaja si¢ profile oraz modele HMM. Bazy danych
grupowania sekwencji takie jak ProDom znajduja swoje zastosowanie na polu
identyfikacji domen. Automatyzacja procesu analizy w bazie ProDom pozwala
uzyskaé wysokie pokrycie zZrodtowych baz danych sekwencji, ale tez z uwagi na
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brak nadzoru kuratoréw, pojawiaja sie watpliwosci dotyczace wiarygodnosci
informacji umieszczonej w bazie.

Kazda z baz rodzin bialek rozwijana jest w celu stworzenia jak najlepszej
klasyfikacji bialek, ale kazda z nich rowniez charakteryzuje inne podejscie do
analizy sekwencji, czego wynikiem jest powstawanie réznych i w wiekszej czesci
niezaleznych zrodet informacji o biatkach. Z jednej strony bazy te opisuja (po-
krywaja — ang. coverage) podobne zbiory sekwencji Zrodtowych, a bazy wzor-
c6w maja nawet podobny rozmiar, z drugiej — zawarto$¢ baz jest inna. Niektore
z nich koncentruja sie na domenach, inne na miejscach aktywnych, a jeszcze
inne na rodzinach bialek. Stad tez, zajmujac sie analiza bialtka, warto prze-
szukiwaé wszystkie dostepne zasoby baz rodzin bialek, co pozwala uzyskaé
mozliwie obszerny i szczegdtowy opis analizowanej sekwencji.

Powyzsze roznice w podejsciach definiowania rodzin bialek reprezentowane
przez rézne bazy danych przy réwnoczesnej uzasadnionej potrzebie analizy
informacji pochodzacej ze wszystkich tych Zrodet zaowocowaly inicjatywa po-
wstania bazy InterPro, ktorej celem jest zintegrowanie danych pochodzacych
z roznych zrodel, a tym samym uproszczenie calego procesu pozyskiwania in-
formacji na temat rodzin biatek, domen i miejsc aktywnych. Obecnie w bazie
InterPro znalezé mozna informacje pochodzace z baz PROSITE, PRINTS,
Pfam, ProDom, SMART oraz TIGRFAMs. Sygnatury pochodzace z tych baz
danych, ktore opisuja te sama rodzine biatek, domene, powtorzenia oraz mo-
dyfikacje posttranslacyjne zostaly zintegrowane, tworzac pojedynczy wpis.

Proces integracji danych pochodzacych z tak wielu réznych baz danych,
z ktorych kazda stosuje wlasne kryteria podziatu bialek oraz definicje domen,
jest skomplikowany i wymaga zdefiniowania regut dotyczacych tego, kiedy da-
ng rodzine pochodzaca z jednej bazy mozna uznaé za odpowiadajaca rodzinie
pochodzacej z innej bazy. Dwie sygnatury pochodzace z réznych baz danych
mogg zostaé zintegrowane, jezeli przynajmniej czesciowo zachodza na siebie
na tej samej pozycji w sekwencji biatkowej. Dodatkowo lista bialek pokrywana
przez te sygnatury musi sie zgadzaé co najmniej w 75% i musza one opisywaé
te sama jednostke biologiczng (rodzing, domene itp.). Nowe sygnatury pocho-
dzace z baz danych czlonkowskich sg recznie dodawane do bazy InterPro przez
kuratoréw — w takim przypadku moga one zosta¢ dopisane do juz istniejacych
rekordow albo utworzyé¢ nowy wpis w bazie. Anotacje tych samych sygnatur
pochodzace z réznych rodzin bialek sa scalane w ramach jednego wpisu.

Scalanie utrudnione jest poprzez istnienie zlozonych relacji pomiedzy re-
kordami w poszczego6lnych bazach danych. Problemy pojawiaja sie wtedy, gdy
sygnatura (lub sygnatury) znajdujaca sie w jednej z baz danych dopasowuje
pewien zbiér biatek, ktéry jest podzbiorem wiekszej rodziny i dopasowany jest
przez inna sygnature, ktéra rownoczesnie naktada sie z sygnatura (lub sy-
gnaturami) rozpoznajaca mniejsza grupe. W takiej sytuacji kazda z sygnatur
otrzymuje unikalny numer dostepu InterPro i ustanawiana jest pomiedzy nimi
relacja. W bazie InterPro istnieja dwa typy relacji: rodzic/potomek (ang. pa-
rent/child) oraz zawiera/znaleziony (ang. contains/found in). W przypadku
relacji rodzic/potomek sygnatura—potomek powinna dopasowywaé¢ podzbior
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sekwencji rozpoznawanych przez sygnature-rodzica. Przykladem takiej rela-
¢ji jest rodzina tubulin (wpis w bazie InterPro o numerze dostepu IPR000217),
ktora okresla wszystkie biatka tubulin. Rodzina ta moze zosta¢ podzielona na
podrodziny zawierajace specyficzne tubuliny:

aplha (IPR002452), beta (IPR002453), gamma (IPR002454),
delta (IPR002967), epsilon (IPR004057) i zeta (IPR004058).

Kazde biatko znajdujace sie na liscie biatek dopasowanych przez dowolna pod-
rodzine tubulin znajduje sie rowniez na liscie bialek dopasowywanych przez
wpis rodzica (IPR000217).

Drugi rodzaj relacji pomiedzy wpisami w bazie InterPro, relacja zawiera,/
znaleziony wykorzystywana jest do wskazywania zaleznosci pomiedzy dome-
nami, ktére wystepuja w rodzinach bialek odmiennych zaréwno pod wzgledem
strukturalnym, jak i funkcjonalnym. Pojedyncza domena jest oddzielna, ru-
choma jednostka — ta sama domena czesto moze by¢ obserwowana w kilku ré-
znych biatkach w konfiguracjach z innymi domenami. Przyktadem moze by¢
tu domena C2 (IPR000008), ktora mozna znalezé w roznych rodzinach biatek
takich jak fosfolipaza D (IPR011402) czy synaptogamina (IPR001565).

Dopasowania w bazie InterPro wyznaczane sa dla sekwencji biatkowych po-
chodzacych z baz UniProtKB i UniParc. Wersja bazy danych z lipca 2009 roku
zawieralta 18843 rekordy reprezentujace 5428 domen, 11379 rodzin, 79 miejsc
aktywnych, 52 miejsca wigzania ligandu, 506 fragmentéw zakonserwowanych,
1123 regiony, 23 posttranslacyjne modyfikacje oraz 253 powtorzenia. Nowe
wersje bazy wydawane sg co 2—3 miesiace.

Struktura rekordu w bazie InterPro

Kazdy rekord w bazie InterPro posiada unikalny numer dostepu — zbudo-
wany wedlug schematu: IPRxxxxxx (gdzie x oznacza cyfre). Numer dostepu
znajduje sie w polu Accession, ktére zawiera tez zwiezly opis — unikalny
w calej bazie InterPro. Pole Type okresla typ wpisu — moze to byé¢ rodzina,
domena, region, powtérzenie lub miejsce aktywne. Pole Signature zawiera
lista sygnatur bialkowych zwiazanych z danym wpisem. Dla kazdej sygna-
tury znajduje sie¢ tu nazwa bazy, z ktorej ona pochodzi, nazwa sygnatury oraz
liczba sekwencji przez nia dopasowywanych. Pole InterPro Relationships
zawiera numery dostepu rekordéw, ktére z danym rekordem sa w relacji ro-
dzic/potomek lub zawiera/znaleziony. Pole GO Term annotation zawiera liste
terminéw Ontologii Genowych (patrz rozdzial 6) zwiazanych z danym wpisem.
Streszczenie informacji na temat sygnatury pobrane z innych baz danych wraz
z odnosnikami do literatury znajduje sie w polu Abstract. Pole Structural
links zawiera odnoéniki do baz danych struktur biatkowych zwiazanych z da-
nym wpisem, podczas gdy pole Database links odnosniki do zasobéw innych
baz danych. Moga to byé¢ odno$niki do rekordéw bazy danych cztonkowskich,
na przyktad do rekordéw dokumentacji rodzin biatek w bazie danych PRO-
SITE, a takze do zasobéw dowolnych baz danych zawierajacych informacje
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zwiazane z danym wpisem, takich jak baza Enzyme Commission (EC) za-
wierajaca klasyfikacje enzymow czy inne specjalistyczne baz danych. W polu
Publications znajduje sie lista publikacji, ktére zostaly wykorzystane do zre-
dagowania streszczenia. Dodatkowo w polu Additional Reading znajduje sie
lista publikacji pochodzacych z anotacji cztonkowskich baz danych, ktore nie
zostaly umieszczone w polu Publications. Przykladowy rekord pochodzacy
z bazy InterPro przedstawiono na rysunku 5.4.

InterPro: IPRO15317 Alph lobl 1g protein

Prolein malches s

Overview: sorted by AC, sorfed by name,  of known struchure,  proteins with splice varianis
Detailed: sorted by AC, sorled by name.,  of known structure  proteins with spiice variants
UniProtkB Table: For all matching proteins, of known struclure
Matches:
9 proteins Architectures
Accession List
=; Matches in BiohMar
Accession 44 IPRO15317 A_Hb_stabilising prot
Typeid Famiy
(=} Name Proteins
PD2085427 A_Hb_stabilising prot 7
PrO9236  AHSP 7

= PTHR15914 A Hb_stabilising prot 7
SuperFamily SSF109731 A_Hb_stabiising_prot 9

GO Term annotation sx
G0:0006457 protein folding b
GO:0020027 hemoglobin process
GC:0030097 hemopoiesis
GO:0050821 protein stabilization

Function GO:00304392 hemoglobin binding

InterPro annotation

s Entry Details in BioMart

Alpha-haemoglobin stabilising protein (AHSP) acts 2 molecular chaperone for free alpha-haemogiobin, preventing the harmful
Abstract 4 aggregation of alpha- bin during normal erythroid cell development: it spectically protects free alpha-haemoglobin from
precipitation. AHSP adopts a hefical secondary structure consisting of an elongated antiparallel three aipha-helix bundle [1].
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Arthopoda Oryza sativa (Rice)
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Rysunek 5.4. Przykladowy rekord pochodzacy z bazy InterPro
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5.3.2 iProClass

Inng bazg danych, ktéra powstata w celu zintegrowania informacji pochodza-
cych z roznych baz danych dotyczacych biatek, jest baza iProClass — (Integra-
ted Protein Knowledgebase) [Huang et al., 2003]. W bazie iProClass znajduja
sie informacje na temat sekwencji pochodzacych z bazy UniProt oraz rodzin
bialek z bazy PIRSF. Projektujac te baze danych, z powodzeniem potaczono ze
soba modele $cisle i luzno powigzanych danych. W fizycznych zasobach bazy
iProClass zgromadzone sa podstawowe dane na temat bialek pobrane z roz-
nych zrodel, co pozwala na ich szybka analize oraz anotacje. Dodatkowo kazdy
rekord uzupelniony jest duzym zbiorem odno$nikéw do innych zrédel, dzieki
czemu udaje sie uniknaé probleméw z aktualizacja pomiedzy réznymi bazami
danych rozproszonymi w Internecie. Obecnie za pomoca bazy iProClass mozna
uzyskaé informacje na temat sekwencji biatkowych pochodzacych z bazy Uni-
ProtKB oraz wybranych sekwencji znajdujacych sie w bazie UniParc, a dane,
ktore uzytkownik moze uzyskaé, pochodza z ponad 90 réznych zewnetrznych
zrodel. Sa to m.in.: bazy rodzin biatek, interakcji, funkcjonalne, $ciezek syg-
natowych, struktur, klasyfikacji strukturalnej, genowe i genomowe, ontologii,
literaturowe oraz taksonomiczne. Rekordy bazy iProClass pozwalaja ich uzyt-
kownikom szybko i w jednym miejscu zebra¢ aktualne informacje dotyczace
bioczasteczki, pochodzace z bioinformatycznych baz danych o réznym profilu.
Pozwala to na uzyskanie o wiele pelniejszej anotacji czasteczki niz mozna by
uzyskaé w dowolnej, ,,pojedynczej” bazie danych.

5.3.3 iProLINK

Integrated Protein Literature INformation and Knowledge [Hu et al., 2004] nie
jest typowa baza danych, lecz raczej narzedziem, ktére pozwala na stworze-
nie swego rodzaju polaczenia pomiedzy bazami danych sekwencji biatkowych
a internetowymi zasobami publikacji naukowych z dziedziny biologii i medy-
cyny. Narzedzie iProLink rozwijane jest w ramach grupy badawczej Protein
Information Resource i powstalo w odpowiedzi na widoczny w ostatnich la-
tach wzrost znaczenia metod eksploracji danych z tekstu (ang. text mining)
w zastosowaniu do automatyzacji procesu anotacji danych genomowych i pro-
teomowych. W ciagu ostatnich lat zanotowano lawinowy wzrost liczby pu-
blikacji z zakresu biologii i medycyny oraz towarzyszacy mu wzrost zainte-
resowania metodami przetwarzania jezyka naturalnego (ang. NLP — natural
language processing) pozwalajacymi na automatyczna ekstrakcje wiedzy na
podstawie informacji zawartych w internetowych bazach danych publikacji.
Stad tez gltowny cel, jaki postawili przed sobg tworcy iProLink, to stworzenie
nadzorowanego repozytorium danych tekstowych, ktére bedzie mozna wyko-
rzystywaé¢ w celu przyporzadkowywania bibliografii, ekstrakcji anotacji, wy-
szukiwania i rozpoznawania nazw bialek oraz rozwoju Ontologii Biatkowej.
Zrodla danych dostepne w bazie iProLink mozna podzieli¢ na dwie gtowne
grupy z uwagi na ich przydatno$é¢ dla procedur eksploracji tekstu:
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e Mapowanie literatury i ekstrakcja anotacji.
e Rozpoznawanie nazw bialtek i rozw6j Ontologii Biatkowe;j.

4 IProLINK )

- Eksploracja danych tekstowych) ~—
Ad ji d biatek

Rysunek 5.5. Baza danych iProLink
(na podstawie: http://pir.georgetown.edu/iprolink/)

W pierwszej grupie mieszcza sie narzedzia do wyszukiwanie odpowiednich
zrodet literaturowych oraz znajdowania anotacji biologicznych, ktére moga
pdZniej zosta¢ wykorzystane do rozszerzenia opisu biologicznego biatka znaj-
dujacego sie w bazie danych. Zrodta danych dostepne w ramach tej czesci
systemu iProLink to: system bibliograficzny — lista publikacji zawierajacych
informacje opisujace i charakteryzujace dane biatko wraz z identyfikatorami
bazy PubMed — PMID oraz korpusy jezykowe — kilkaset abstraktow i pel-
nych artykuléw indeksowanych za pomoca eksperymentalnie zweryfikowanych
modyfikacji posttranslacyjnych (acetylowanie, glikozylacja, metylacja, fosfo-
rylacja, hydroksylowanie) anotowanych w bazie sekwencji PIR. Dodatkowo
w ramach tej czesci systemu uzytkownik ma mozliwosé dodawania kolejnych
publikacji do listy publikacji powiazanych z danym biatkiem. Druga grupa za-
stosowari metod eksploracji tekstu obejmuje rozpoznawanie nazw bialek oraz
rozwo]j Ontologii Biatkowej. Narzedzia dostepne w ramach iProLink powia-
zane z tymi zastosowaniami to m.in.: BioThesaurus — system wyszukiwania
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rekordéw w bazie UniProt na podstawie nazw biatek; stowniki bialek zawiera-
jace zasady nazewnictwa, synonimy, akronimy; stowniki symboliczne zawiera-
jace terminy biomedyczne, terminy chemiczne, makromolekuty itd.; Ontologie
Biatkowe wraz z podzialem na rodziny biatek pochodzacym z bazy PIRSF;
zbiér zasad nadawania nazw biatkom oraz rodzinom biatkowym; korpusy je-
zykowe indeksowane nazwami bialek.

5.4 Bazy danych struktur biatek

Informacja na temat kolejnosci aminokwaséw w taricuchu jest pierwsza i pod-
stawowa informacja, jaka mozemy uzyska¢ na temat kazdego bialtka. Jednakze
sama znajomos¢ sekwencji aminokwasow, zwana réwniez strukturg pierwszo-
rzedowa lub pierwotna biatka, niewiele jeszcze méwi na temat biologicznych
i fizykochemicznych wtasciwosci biatka. Réwnie istotna wiedza na temat wila-
Sciwosci biatka zawarta jest w informacji na temat jego struktury drugo—1i trze-
ciorzedowej. Struktura drugorzedowa zawiera informacje o lokalnych struktu-
rach biatka powstajacych w wyniku tworzenia si¢ wigzann wodorowych pomie-
dzy nieodleglymi od siebie aminokwasami. Struktury drugorzedowe wystepuja
w postaci helis alfa (ang. « heliz), beta kartek (ang. 5 sheet) jak réwniez beta
petli (ang. turn). Struktura trzeciorzedowa to inaczej struktura przestrzenna
bialtka zawierajaca informacje o tym, w jaki sposéb wzgledem siebie potozone
sg elementy struktury drugorzedowej.

Informacje na temat struktur biatek mozna nabywaé, poréwnujac sekwen-
cje aminokwasow biatka, o ktéorym chcemy sie czegos dowiedzieé, z sekwencja
aminokwaséow biatka juz rozwiazanego, czyli takiego, ktérego struktura trze-
ciorzedowa jest znana i zostala wyznaczona w sposob eksperymentalny — za
pomoca metod krystalografii, spektroskopii jadrowego rezonansu magnetycz-
nego (ang. Nuclear Magnetic Resonance - NMR) lub mikroskopii elektronowej.
Im wiecej bialtek o takiej samej sekwencji aminokwaséw ma podobna struktu-
re przestrzenna, tym bardziej wiarygodne moga by¢ przewidywania struktury
biatkowej nowej czasteczki, dla ktérej znana jest sekwencja aminokwasow.
Stad tez bardzo istotng role w biadaniach nad wlasnosciami biatek pelnig ba-
zy przestrzennych struktur biatek. Ogoélnie bazy danych zawierajace struktu-
ry biatek mozna podzieli¢ na dwie grupy: bazy dane zawierajace informacje
na temat struktur przestrzennych bialek (wspolrzedne przestrzenne atomow
w strukturze) oraz bazy danych zawierajace klasyfikacje i charakterystyke zna-
nych struktur biatek.

5.4.1 PDB

Baza danych PDB (Protein Data Bank) [Berman, 2008]| zostala zalozona w ro-
ku 1971 w Brookhaven National Laboratory w Stanach Zjednoczonych przez
krystalograféw jako odpowiedZ na koniecznosé stworzenia repozytorium, ktore
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Rysunek 5.6. Struktura przestrzenna biatka hemoglobiny ludzkiej

pozwolitoby srodowisku krystalograféw na swobodng wzajemna wymiane stru-
ktur biatek pomiedzy réznymi laboratoriami. W 1999 r. opieke nad baza prze-
jeto konsorcjum Research Collaboratory of Structural Bioinformatics (RCSB
PDB), ktorego zalozycielami byli Uniwersytet Stanowy w New Jersey Rutgers,
San Diego Supercomputer Center na Uniwersytecie Kalifornia San Diego oraz
National Institute of Standards and Technology. W 2003 r. baza PDB pota-
czyla sie z europejska baza danych struktur Macromolecular Structure Data-
base w European Bioinformatics Institute (MSD-EBI) oraz japoniska PDB Ja-
pan (PDBj) w Institute for Protein Research na Uniwersytecie Osaka. W wyni-
ku tego kroku baza PDB stala sie najwiekszym swiatowym ogdlnodostepnym
zbiorem przestrzennych struktur biatek.

W bazie PDB znajduja sie struktury biatek rozwigzane za pomoca me-
tod eksperymentalnych takich jak krystalografia rentgenowska, spektroskopia
NMR czy mikroskopia elektronowa. W tabeli 5.2 przedstawiono liczbe struktur
réznego rodzaju bioczasteczek, ktore znajduja sie w bazie PDB z podzialem
na eksperymentalne metody, ktére zostaly wykorzystane do ich znalezienia.
Struktury biatek przesytane do PDB przez laboratoria badawcze sg przed opu-
blikowaniem sprawdzane pod wzgledem poprawnosci oraz anotowane przez
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kuratoréow. Do przestania nowej struktury do bazy PDB wykorzysta¢ mozna
aplikacje internetowa ADIT, ktora zapewnia kontrole formatu danych i po-
zwala na automatyczne stworzenie koricowego raportu. Po przestaniu danych
sekwencja biatkowa i odniesienia do literatury przestane wraz ze struktura
sa poréwnywane z publikacjami w czasopismach naukowych i informacjami
znajdujacymi si¢ w bioinformatycznych bazach danych. Sprawdzana jest ja-
kos¢ wprowadzonej struktury wraz z jej dlugo$ciami i katami wiazan, katami
torsyjnymi, itd. Kazda struktura otrzymuje unikalny identyfikator, nazwe oraz
synonimy, okre$lana jest réwniez formalna nazwa organizmu, z ktorego po-
chodzi biatko oraz dodawana jest informacja biologiczna na jego temat. Po
sprawdzeniu i opisaniu przez kuratora struktura przesylana jest do jej autora
w celu akceptacji wprowadzonych zmian. Po ich zaakceptowaniu struktura
moze zosta¢ opublikowana w bazie PDB — jezeli autorzy nie chca upublicz-
niaé¢ struktury, dane zdeponowane w PDB moga pozostaé¢ przez pewien czas
(nie dtuzej niz rok) ukryte.

Tabela 5.2. Zawartos¢ bazy danych PDB we wrze$niu 2009 roku

Metoda Bialka KW.a x4 Kompleksy l?lalko/ Inne Suma
nukleinowe kwas nukleinowy

Krystalografia 48225 1168 2216 17 51625
NMR 6993 869 150 6 8018
Mikroskop 171 16 65 0 252

elektronowy

Pozostale 130 5 5 10 150

Suma 55519 2058 2436 33 60046

Format danych dostepny w bazie PDB

Informacja na temat struktury bialek reprezentowana moze byé w bazie PDB
za pomocy trzech roznych formatow plikow: PDB, mmCIF (macromolecular
Crystallographic Information File) i PDBML (Protein Data Bank Markup La-
nguage) — reprezentacja danych PDB w formacie XML . Podstawowa informa-
cja, ktora zawarta jest w plikach PDB reprezentujacych strukture biatka, do-
tyczy wspotrzednych atomoéw, ktore sktadaja sie na opisywana biomolekule.
Kazdy taki plik zawiera liste atomoéw oraz ich lokalizacje w przestrzeni troj-
wymiarowe;j.

Pliki PDB wykorzystuja do zapisu informacji tzw. metode regul chemi-
cznych. Wykorzystuje ona znajomos¢ praw fizyki przy generowaniu potaczen
pomiedzy atomami. Np. wykorzystanie prawa ,Srednia dtugosé stabilnego wig-
zania C—~C réwna jest okolo 1.5 A” spowoduje, ze jesli mamy dwa atomy wegla
oddalone od siebie od 1.5 A, to wowczas zawsze beda tworzyé¢ pojedyncze wia-
zanie. Zalozenie jest wiec takie, ze do rekonstrukcji struktury wymagana jest
jedynie tablica dlugosci oraz typow wigzan dla kazdej mozliwej oddzialujacej
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ze soba pary atomoéw. Zastosowanie takiego rozwiazania powoduje zmniejsze-
nie liczby informacji, ktore moga by¢ przechowywane w plikach zawierajacych
struktury, ale wymaga réwnoczesnie zastosowania skomplikowanych algoryt-
moéw programistycznych do odtworzenia czasteczki oraz powoduje problemy
w przypadku gdy pojawiaja sie odstepstwa od przyjetych regut.

Informacja o strukturze czasteczki jest w plikach PDB zakodowana w dwdch
postaciach: w postaci sekwencji jawnej (ang. explicit sequence) oraz w pos-
taci sekwencji ukrytej (ang. implicit sequence). Sekwencje jawne znajduja sie
w wierszach oznaczonych symbolem SEQRES. Przyktadowa linia SEQRES przed-
stawiona jest ponizej i zawiera: kolejny numer rekordu SEQRES (17), identyfi-
kator laricucha biopolimerowego reprezentowany przez duze litery A-Z (tutaj
A), liczbe aminokwasow w tancuchu (321) oraz nazwy kolejnych aminokwasow
(MET — metioniona, ILE — izoleucyna, GLU — glutamina itd.).

SEQRES 1 A 321 MET ILE GLU ARG ARG LYS ILE ALA VAL ILE GLY SER GLY

Informacja znajdujaca sie w czesci jawnej nie wystarcza do rekonstrukcji czg-
steczki. Programy shuzace do wizualizacji struktur korzystaja rowniez z infor-
macji o strukturze zakodowanej w postaci sekwencji ukrytej. Czesto zdarza
sie, ze programy do wizualizacji korzystaja jedynie z tej czesci informacji za-
wartej w plikach PDB. W tej czesci kazdy atom reprezentowany jest osobno,
za$ jego pozycje okredlaja wspolrzedne (z, y, z), ktore reprezentuja odlegto-
$ci wzdluz kazdej osi wzgledem ustalonego punktu odniesienia w przestrzeni.
Pojedyncza linia opisujaca kazdy atom rozpoczyna sie od slowa kluczowego
ATOM lub HETATM. Stowo kluczowe ATOM zazwyczaj identyfikuje atomy biatek
lub kwaséw nukleinowych, podczas gdy stowo kluczowe HETATM oznacza atomy
mniejszych molekut. Nastepnie pojawia sie szereg informacji dotyczacych da-
nego atomu takich jak: jego nazwa, numer w pliku, nazwa i numer reszty, do
ktorej on nalezy, jedna litera okreslajaca tancuch, wspotezynnik temperatury
oraz informacja na temat liczby réznych konformacji, w jakich wystepuje dany
atom. Ponizej przedstawiono pojedyncza linie ATOM pochodzaca z pliku PDB:

ATOM 3 C MET A 17 11.464 26.829 -4.734 1.00 69.67

Linia rozpoczyna sie stowem kluczowym ATOM, nastepnie pojawia sie cyfra 3
oznaczajaca kolejny numer atomu w pliku. C okresla nazwe atomu (w tym przy-
padku wegiel), MET oznacza nazwe aminokwasu, do ktorej nalezy atom (w tym
przypadku metionina), nastepnie znajduje sie identyfikator taricucha (&) oraz
numer sekwencji aminokwasowej (17). Wartosci 11.464 26.829 -4.734 ozna-
czaja odpowiednio wspolrzedne z,y,z atomu. Wartoéé 1.00 oznacza, ze atom
wystepuje tylko w jednej konformacji, natomiast wartosé¢ 69.6 okresla jego ge-
stos¢ elektronowa.

5.4.2 MMDB

Baza danych modelowania molekularnego MMDB (Molecular Modeling Data-
base) [Wang et al., 2002] w NCBI zawiera struktury molekularne pochodzace
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z PDB. Dane na temat struktur zintegrowane sa z systemem wyszukiwania
danych Entrez, co pozwala uzytkownikom na szybki dostep nie tylko do in-
formacji o strukturze, ale takze do wszelkich biologicznych anotacji zwigza-
nych z dang czasteczka. W momencie gdy czasteczka dodawana jest do bazy
MMDB, do bazy sekwencji nukleotydowych dodawana jest odpowiadajaca jej
sekwencja, a informacja zawarta w plikach PDB przepisywana jest do formatu
ASN.1 (Abstract Syntax Notation). Weryfikowana jest zgodnos$é¢ danych zawar-
tych w czesci opisujacej strukture biatka oraz czesci zawierajacej wspolrzedne
atoméw — w przypadku ewentualnych niezgodnosci, do utworzenia struktury
wykorzystuje sie dane zapisane w postaci sekwencji ukrytej. Format ASN.1
pozwala na przechowywanie dodatkowych informacji na temat czasteczki ta-
kich jak ujednolicona definicja struktury drugorzedowej oraz dane dotyczace
przestrzennej budowy domenowej — informacje te wykorzystywane sa podczas
poszukiwania podobnych struktur biatkowych. Uzytkownik, ktory przeglada
strukture w bazie MMDB, posiada liste odnosnikéw do publikacji w bazie
MEDLINE zwiazanych z czasteczka, odnosniki do bazy danych taksonomii, li-
ste pokrewnych sekwencji biatkowych i nukleotydowych dla kazdego tanicucha
polipeptydowego w strukturze, odnosniki do bazy domen biatkowych (CDD —
Conserved Domain Database) zidentyfikowanych za pomoca algorytmu RPS-
BLAST oraz odnosniki do bazy poréwnawczej struktur VAST. Wizualizacja
struktury czasteczki moze odbywaé sie za pomoca programu Cn3D lub za
pomoca programu RasMol. Na rysunku 5.7 przedstawiono przyktadowe pod-
sumowanie pochodzace z bazy MMDB dla struktury 1W6S.

Pliki MMDB wykorzystuja do opisu czasteczki tzw. metode wigzan jed-
noznacznych (ang. explicit bonding approach). Oznacza to, ze kazdy plik za-
wierajacy strukture posiada réwniez informacje na temat wigzan, jakie istnieja
pomiedzy atomami czasteczki. Struktury czasteczek zawarte w pliku MMDB
reprezentowane sa w postaci hierarchicznej jako grafy potaczen pomiedzy ato-
mami, resztami i molekutami. Odczytanie tej informacji wymaga skorzysta-
nia ze standardowego stownika reszt. Stownik reszt dostarczany wraz z baza
MMDB zawiera informacje na temat atomoéw oraz wigzan 20 aminokwasow
budujacych bialtka oraz 8 grup rybonukleotydowych i deoksyrybonukleotydo-
wych wystepujacych w DNA i RNA. Oprogramowanie, ktore wykorzystuje
dane zawarte w pliku MMDB do odtworzenia struktury czasteczki i wygene-
rowania wigzan pomiedzy atomami w czasteczce, korzysta ze stownika reszt.

5.4.3 Wizualizacja struktur biatek

Pliki zawierajace struktury bialek wykorzystywane sa przez réznego rodzaju
aplikacje, ktore potrafia interpretowac ich zawartos¢ i na jej podstawie gene-
rowaé przestrzenne struktury bialek. Graficzna reprezentacja biatka utatwia
poznawanie i odkrywanie wlasnosci czasteczki. Wiekszos$é programoéw umozli-
wia wcezytanie pliku struktury, wy$wietlenie struktury z podkre§leniem tych
aspektéw, ktore najbardziej interesuja uzytkownika, a takze udostepnia roz-
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nego rodzaju narzedzia pozwalajace na mierzenie odleglosci pomiedzy ato-
mami, katéw pomiedzy wiazaniami czy identyfikacje pewnych cech struktury.
W zaleznosci od informacji, jaka zainteresowany jest uzytkownik, rozna moze
by¢ forma prezentacji struktury. Na rysunku 5.8 przedstawiono cztery rozne,
najbardziej typowe formaty wyswietlania struktur biatkowych, na podstawie
czasteczki dehydrogenazy mleczanowej (identyfikator struktury 2FN7). Struk-
tury zostaly wygenerowane za pomoca aplikacji RasMol.

Rysunek 5.8. Przyktadowa wizualizacja struktury dehydrogenazy mleczanowej
(2FN7) wykonana za pomoca programu RasMol.

A — struktura szkieletowa; B — struktura czaszowa; C — struktura tancucha gléwnego,
D — wizualizacja struktury drugorzedowej
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Przyktad A na rysunku 5.8 przedstawia czasteczke w postaci szkieletowej
(ang. wireframe). W przypadku takiej reprezentacji linia rysowana jest pomie-
dzy kazdym wiazaniem kowalencyjnym pomiedzy dwoma atomami. Przyktad
B reprezentuje wizualizacje w formie schematu czaszowego (ang. spacefill),
gdzie wokol kazdego atomu rysowana jest kula odzwierciedlajaca relatywny
ksztalt atomu. Na przyktadzie C przedstawiono wizualizacje biatka w postaci
glownego tanicucha (ang. backbone), ktory wyznaczany jest za pomoca wiazan
taczacych sasiadujace ze soba atomy wegla alpha. Z kolei przyktad D przed-
stawiono schemat czasteczki podkreslajacy jej strukture drugorzedowa — alfa
helisy zaznaczone sg tu w postaci skreconych wstazek, natomiast beta kartki
w postaci strzalek.

Roznego rodzaju reprezentacje wykorzystywane moga by¢ w réznych ce-
lach. Ogladajac strukture biatka, zawsze warto sprawdzi¢ rézne wizualizacje
i r6zne schematy koloréw w celu znalezienia najlepszej reprezentacji dla aktu-
alnie wykonywanego zadania. Posta¢ szkieletowa jest wygodna, jesli interesuja
nas szczegOly struktury, takie jak aktywne miejsca lub sposéb potaczenia po-
miedzy jonami metalu. Struktury czaszowe pokazuja ogdlny ksztalt biatek
oraz ich rozmiar, i sprawdzaja sie wtedy, gdy chcemy zrozumieé, w jaki spo-
s6b réznego rodzaju biatka oddziatuja ze soba. Z kolei schematy tancucha
gltownego i schematy podkreslajace drugorzedows strukture czasteczki przy-
datne sa w sytuacjach, kiedy analizujemy sposob, w jaki biatko si¢ zwija (ang.
fold) lub poréwnujemy zwijanie si¢ pomiedzy roznymi biatkami. Warto row-
niez eksperymentowaé z réznymi sposobami kolorowania czasteczek. Do naj-
czedciej wykorzystywanych schematéw koloréw naleza: monochrome — calosé
czasteczki w jednym kolorze, CPK — kazdy pierwiastek w innym kolorze (we-
giel - jasnoszary, tlen - czerwony, wodor - bialy, azot - niebieski itd.), shapely —
kazdy aminokwas i nukleotyd ma inna barwe, group — kazdy taiicuch ma inny
kolor, kolorowane sa one stopniowo od niebieskiego, poprzez zielony, zolty
i pomaranczowy az do niebieskiego, N-koniec polipeptydéw oraz 5 koniec
kwasow nukleinowych jest niebieski, podczas gdy C-koniec polipeptydow oraz
3’ koniec kwaséw nukleinowych jest czerwony, chain — kazdy tancuch polipep-
tydowy (podjednostka) ma inny kolor, temperature — okresla zakres swobody
drgan poszczegolnych atomow (im cieplejszy, tym wieksza mozliwa oscylacja,
im zimniejszy — tym mniejsza), structure — barwa podkresla strukture drugo-
rzedowa bialtka (rozowe alfa helisy, zotte beta kartki).

Istnieje duza liczba programoéw, ktore potrafig odezytywac pliki w formacie
PDB, mmCIF czy MMDB. We wrze$niu 2009 roku na stronach PDB umiesz-
czono liste 35 aplikacji zdolnych przetwarza¢ dane w formacie PDB. Niektore
z nich oferuja najprostsze mozliwosci takie jak wyswietlanie samej struktury,
inne pozwalaja na bardzo zlozone analizy. Cze$¢ oprogramowania udostep-
niana jest w ramach licencji open source, z kolei inne sa ptatne lub dostepne
w ramach ograniczonej licencji akademickiej. Liste dostepnego oprogramowa-
nia mozna znalez¢é pod nastepujacym adresem: http://www.rcsb.org/pdb/
static.do?p=software/software_links/molecular_graphics.html.Z po-
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$réd wielu dostepnych programéw warto wymienié narzedzia takie jak Ra-
sMol — jeden z najpopularniejszych programéw wizualizacji struktur oparty
na jezyku skryptowym, napisany w jezyku Java program JMol, ktoéry stosuje
podobne schematy wizualizacji jak program RasMol i dostepny jest zaréwno
jako odrebna aplikacja oraz jako aplet przegladarki internetowej, program
Cn3D, ktory stosowany jest jako przegladarka struktur umieszczonych w ba-
zie MMDB czy zaawansowany program SwissPDB Viewer , ktory pozwala nie
tylko na wizualizacje molekul, ale umozliwia réwniez przeprowadzanie bardziej
zlozonego modelowania strukturalnego.

5.4.4 SCOP

Dla prawie kazdej struktury biatkowej okresli¢ mozna jej podobieristwo do
innych struktur — wiedza na temat podobieristwa strukturalnego biatek jest
istotna dla odkrywania funkcji nowych bialek (na podstawie strukturalnego
podobieristwa do czasteczek, na temat ktorych posiadamy juz biologiczna wie-
dze), a klasyfikacja molekul wzgledem podobienistwa pozwala na lepsze zro-
zumienie proceséw ewolucji zywych organizméw — stad tak wielkie znaczenie
w biologii molekularnej baz zawierajacych klasyfikacje oraz charakterystyke
struktur biatkowych.

Baza danych SCOP (Structural Classification of Protein Database) [Andre-
eva et al., 2008|, utrzymywana przez laboratorium biologii molekularnej przy
MRC (Medical Research Council), jest baza danych przestrzennych struktur
biatkowych uporzadkowanych zgodnie z zalezno$ciami ewolucyjnymi i struk-
turalnymi biatek. Stopienn podobieristwa pomiedzy strukturami bialek wy-
znacza¢ mozna na podstawie wzajemnego polozenia elementéw tworzacych
strukture drugorzedowa bialka i topologii laricuchéw polipeptydowych. To
podobieristwo $cisle zwiazane jest z podstawowymi fizycznymi i chemicznymi
wlasnosciami bialek. Metody klasyfikacji nowych biatek dotaczanych do bazy
obejmuja — w zaleznosci od podobienstwa analizowanej struktury do struktur
juz w bazie istniejacych — w pelni automatyczna klasyfikacje, automatyczna
klasyfikacje i reczna walidacje wynikow lub catkowicie reczna klasyfikacje.

SCOP jest bazg hierarchiczng. Podstawowe jednostki klasyfikacji w bazie
to domeny, ktore zostaly wyznaczone w trakcie biologicznych eksperymentow
rozwigzywania struktur biatek. Niewielkie lub Srednie czasteczki zazwyczaj
sktadaja sie z jednej domeny, stad tez takie biatka traktowane sa w procesie
klasyfikacji calosciowo. Z kolei wigksze struktury musza zosta¢ rozdzielone na
domeny, ktore pdzniej klasyfikowane sa oddzielnie. Klasyfikacja domen odby-
wa sie na réznych poziomach hierarchii zaleznie od struktury, sekwencji oraz
wzajemnych funkcjonalnych i strukturalnych relacji pomiedzy domenami. Przy
przechodzeniu hierarchii SCOP od liscia do korzenia reguty grupowania biatek
na poszczegdlnych poziomach zmieniaja sie od strukturalno—funkcjonalnych
do czysto strukturalnych.
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Mozemy wyrédznié nastepujace poziomy hierarchii:

e Species (gatunki). Ten poziom hierarchii reprezentowany jest przez poje-
dyncze sekwencje biatkowe — zarowno w formie istniejacej naturalnie w ro-
dowisku, jak i w ich sztucznych odmianach.

e Protein (biatko). Grupuje podobne sekwencje, ktore pelnia zasadniczo te
same funkcje biologiczne — pochodzace badz z r6znych gatunkéw, badz be-
dace réznymi izoformami w tym samym organizmie.

e Family (rodzina). Zawiera biatka o podobnej sekwencji, ale peliace rézne
funkcje biologiczne.

e SuperFamily (nadrodzina). Na tym poziomie hierarchii polaczone sa ze
sobg, rodziny biatek o podobnych cechach funkcjonalnych i strukturalnych
pochodzacych od wspolnego przodka.

e Folds (zwoje). Ten poziom zawiera podobne strukturalnie rodziny biatek
(czyli takie, gdzie gltéwne elementy struktury drugorzedowej sa uporzad-
kowane w ten sam sposob i tak samo polaczone) niezaleznie od tego, czy
biatka sa ze soba spokrewnione ewolucyjnie czy tez nie.

e Class (klasy). Na ostatnim etapie hierarchii SCOP zwoje powiazane sg ze
soba, tworzac klasy hierarchii. Podstaws podzialu na klasy jest drugorze-
dowa struktura biatka. Na jej podstawie w bazie SCOP wyodrebniono 11
klas, w tym 7 podstawowych: (1) all alpha — biatka zawierajace w swojej
strukturze glownie alfa helisy, (2) all beta — biatka zawierajace w swojej
strukturze glownie beta kartki, (3) alpha and beta — bialka zawierajace
struktury alfa i beta przemieszane ze soba, (4) alpha plus beta — biatka,
w ktorych struktury alfa i beta wystepuja oddzielnie, (5) multi domain —
zawierajace dwie lub wiecej domen nalezacych do réznych klas, (6) mem-
brane and cell surface proteins and peptides — biatka blonowe i zwigzane
z powierzchnia komorki, (7) small proteins — male biatka. Pozostate klasy
zawieraja struktury kwasoéw nukleinowych oraz modele teoretyczne. W ta-
beli 5.3 przedstawiono siedem gléwnych klas bazy struktur SCOP . Przed-
stawione struktury odpowiadaja 38221 strukturom w bazie PDB.

5.4.5 CATH

Baza danych CATH (Class, Architecture, Topology, Homology) jest hierarchi-
czng baza danych przestrzennych domen biatek, firmowana przez Instytut
Biologii Strukturalnej i Molekularnej w University College London [Cuff et
al., 2009]. Klasyfikacji podlegaja tu pojedyncze domeny biatek , tak wiec
kazda struktura bialkowa skladajaca sie z wiekszej liczby domen musi by¢
podzielona na sktadowe domeny. Taki podzial moze odbywaé si¢ automatycz-
nie, jesli biatko wykazuje wysokie podobienistwo sekwencyjne i strukturalne
do czasteczki znajdujacej sie juz w bazie CATH lub — jesli takiego podobieri-
stwa nie ma — recznie, przy pomocy odpowiednich narzedzi. Tak otrzymane
domeny sa nastepnie klasyfikowane — w sposob automatyczny, jesli w bazie
CATH znajduje sie juz domena o sekwencji i strukturze podobnej (wowczas
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Tabela 5.3. Podzial na klasy biatek w bazie danych SCOP. Dane pochodza z lutego
2009 roku. W zestawieniu pominieto struktury kwaséw nukleinowych oraz modele
teoretyczne.

Zrodto: http://scop.mrc-1mb. cam. ac.uk/scop/count.html# scop-1.75

Liczba
Klasa biatek

zwojow | nadrodzin | rodzin
@ 284 507 871
163 174 354 742
a/B 147 244 244
a+ 376 552 1055
multi domain 66 66 89
membrane and cell surface 58 110 123
small proteins 90 129 219
suma 1195 1962 3902

nowa domena otrzymuje przynalezno$é¢ do tej samej klasy) lub recznie, jezeli
takiego podobienistwa nie ma. Proces recznej klasyfikacji wspomagany jest
przez liczne narzedzia automatycznego poréwnywania sekwencji oraz analizy
treéci publikacji naukowych powiazanych z dana czasteczka. Hierarchia bazy
CATH podzielona jest na cztery kategorie:

Class lub C—-level (klasa). Na tym poziomie domeny klasyfikowane sa
na podstawie struktury drugorzedowej. Istniejg trzy podstawowe klasy:
klasa 1, ktéra zawiera domeny sktadajace sie gléwnie z helis alfa, klasa
2 zawierajaca domeny o strukturze beta kartki oraz klasa 3 zawierajaca
domeny, ktorych struktura sklada sie zarowno z helis alfa, jak tez z beta
kartek (zar6wno struktury o + 3, jak i a/8). Dodatkowo istnieje klasa 4
zawierajaca domeny o stabo zdefiniowanej strukturze drugorzedowe;j.
Architecure lub A-level (architektura). Domeny zgrupowane na po-
ziomie klasy w hierarchii bazy CATH sa nastepnie grupowane wzgledem
architektury okreslonej przez podobieristwo uporzadkowania struktur dru-
gorzedowych w przestrzeni 3D, przy czym nie bierze si¢ tu pod uwage spo-
sobu potaczen pomiedzy strukturami. Proces przypisywania domen do ele-
mentéw tej kategorii przeprowadzany jest recznie, poprzez obrazowe opi-
sywanie ksztaltow, jakie tworza w przestrzeni struktury drugorzedowe; np.
beczka (ang. barrel), podkowa (ang. horseshoe). Na rysunku 5.9 przedsta-
wiono przyktadowe architektury wystepujace w bazie danych CATH.
Topology (Fold family) lub T-level (topologia). Na tym poziomie hie-
rarchii brane sa pod uwage zaréwno ksztalty, jak i sposoby potaczenia stru-
ktur drugorzedowych w domenach. Grupy tworzone sa przez domeny, kto-
rych podstawowe struktury zwijaja sie w ten sam sposéb, tworzac tzw.
rodziny zwojow (ang. fold family).
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o Horseshoe (1IshA02)

ad barrel (1fce001)

5-bladed B propeller (1t12A00)  3-layer (Bpp) sandwich (1tg7A02)  o/p super-roll (1ewfA01)

o8

3-layer (poip) sandwich (1j5uA01) o/p prism (1g6sAD1)

Rysunek 5.9. Przykladowe architektury domen w bazie CATH.

Zrodto: Cuff A.L. et al. (2008) The CATH classification revisited-architectures re-
viewed and new ways to characterize structural divergence in superfamilies, Nucleic
Acids Res., 37:D310-D314

Homologous Superfamily lub H-level (nadrodziny homologiczne). Na
tym poziomie podzial uwzglednia ewolucyjne zaleznosci pomiedzy dome-
nami. Grupy tworzone sa tu przez homologi, czyli domeny, ktére posiadaja
wspolnego ewolucyjnie przodka. Okreslone sg $ciste zasady, na podstawie
ktoérych domeny uznawane sg za podobne, a poréwnanie obejmuje zaréwno
podobieristwo sekwencji i struktury, jak rowniez funkcje biologiczne biatek.
Sequence Family Levels: (S,0,L,I,D) lub S—level (rodziny sekwencji).
Grupowanie nadrodzin zdefiniowanych na poziomie S pozwala na zdefinio-
wanie rodzin, ktére charakteryzuja sie podobieristwem sekwencji. W zalez-
nosci od stopnia podobieristwa sekwencji mozna wyréznié rézne poziomy
podobienstwa sekwencyjnego: S35 — rodzina sekwencji (ang. sequence fa-
mily) — podobieristwo sekwencji wigksze lub rowne 35%; S60 — rodzina or-
tologow (ang. orthologous family) — podobienstwo sekwencji wieksze lub
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rowne 60%; S95 — prawie jak domena (ang. like domain) — podobienistwo
sekwencji wieksze lub rowne 90%; S100 — identyczne domeny (ang. identi-
cal domain) — podobieristwo 100%. Dodatkowo istnieje tak zwany poziom
D — licznik domen (ang. domain counter), ktory dodawany jest do hierar-
chii w celu weryfikacji unikalno$ci domen w bazie — za jego pomoca mozna
sprawdzi¢, czy kazda domena ma unikalny identyfikator (CATHSOLID).

5.5 Adresy Internetowe

Adresy internetowych baz danych:

CATH - http://www.cathdb.info/

Gene3D — http://gene3d.biochem.ucl.ac.uk/

HAMAP — http://www.expasy.org/sprot/hamap/

InterPro — http://www.ebi.ac.uk/interpro/

iProLINK — http://pir.georgetown.edu/iprolink/

MMDB - http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=structure
PANTHER - http://www.pantherdb.org/

PDB - http://www.wwpdb.org/

Pfam — http://pfam.sanger.ac.uk/

PIRSF — http://pir.georgetown.edu/pirst/

PRINTS —http://www.bioinf .manchester.ac.uk/dbbrowser/PRINTS/
ProDom — http://prodom.prabi.fr/

PROSITE patterns — http://www.expasy.ch/prosite/

PROSITE profiles — http://www.expasy.ch/prosite/

SCOP — http://scop.mrc-1lmb.cam.ac.uk/scop/

SMART — http://smart.embl.de/

SUPERFAMILY - http://supfam.org/

TIGRFAMs ~http://www.tigr.org/TIGRFAMs/

Adresy stron wybranych programéw do prezentacji struktur bialek:

Cn3D - http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/CN3D/cn3d.shtml
JMol — http://jmol.sourceforge.net/

RasMol — http://rasmol.org/

SwissPDB Viewer — http://spdbv.vital-it.ch/
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Bazy danych anotacji funkcjonalnych

W poprzednich rozdzialach opisano biologiczne bazy danych, ktére zawieraja
reprezentacje pewnych, fizyczne istniejacych molekul — ich sekwencje nukle-
otydowe, sekwencje biatkowe czy tez struktury przestrzenne. Ogolnie mozna
powiedzie¢, ze zawartos¢ tych baz danych powstaje wprost w wyniku zapisy-
wania do nich rezultatéw eksperymentéw biologicznych, bezposrednio przez
grupy badawcze, ktore przeprowadzaja te eksperymenty lub poprzez klasyfika-
cje zawartosci tych baz danych (w przypadku baz rodzin lub struktur biatek).

Jednym z wiekszych wyzwan dzisiejszej bioinformatyki jest stworzenie za-
sobow, ktore stanowi¢ beda kompletna reprezentacje naszej wiedzy na temat
proceséw biologicznych zaréwno na poziomie komorki, jak i calego organizmu.
Stad tez obecnie intensywnie rozwijane sa bazy danych, ktére koncertuja sie
na opisie procesé6w biologicznych i biochemicznych zachodzacych w komoérkach
zywych organizmow, probujac opisaé te procesy oraz relacje istniejace pomie-
dzy nimi. Zawartos¢ tych baz danych tworzona jest najcze$ciej na podstawie
informacji znajdujacych sie w publikacjach naukowych, ktore przegladane sa
przez kuratorow baz danych. Zgromadzona w jednym miejscu informacja na
temat szlakéw metabolicznych, sieci sygnatowych genéw czy innych oddziaty-
wan miedzyczasteczkowych pozwala na szybki dostep do wiedzy, calodciowe
spojrzenie na problem, co pozwala na lepsze zrozumienie zaleznosci pomiedzy
procesami biologicznymi. Informacja zawarta w takich bazach danych czesto
wykorzystywana jest w réznego rodzaju automatycznych procedurach wspo-
magajacych proces interpretacji biologicznych funkcji petlnionych przez geny
lub biatka albo w procesach automatycznego przewidywania funkcji genow,
przebiegu procesow komorkowych, a nawet zachowania organizméw na pod-
stawie genomicznej i molekularnej informacji.

6.1 KEGG

Baza danych KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) [Kanehisa
et al., 2008] jest zbiorem baz danych, ktore powstaly w celu integracji geno-
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micznych, chemicznych i systematycznych informacji na temat funkcjonowa-
nia systemoéw biologicznych oraz interakeji pomiedzy nimi. Od 1995 roku baza
ta rozwijana jest w Kanehisa Laboratories w Kyoto University Bioinformatics
Center i Human Genome Center na University of Tokyo. W ramach KEGG do-
stepnych jest kilkanascie r6znych baz danych — kazda z nich reprezentuje inny
aspekt funkcjonowania systeméw biologicznych. Przyktadowo w bazie KEGG
Genes podstawowa jednostka informacji sa geny oraz biatka. KEGG Ligand
zawiera informacje na temat substancji chemicznych oraz reakcji istotnych dla
prawidlowego funkcjonowania komoérek. KEGG Pathway jest baza danych,
ktora zawiera diagramy reprezentujace szlaki metaboliczne, $ciezki interakcji
oraz reakcji zwiazane z procesami komoérkowymi, natomiast w hierarchicznej
bazie KEGG Brite znajduja sie, reprezentowane za pomoca kontrolowanego
stownictwa, informacje na temat relacji i zaleznosci pomiedzy réznego rodzaju
procesami biologicznymi, czasteczkami, zwigzkami chemicznymi i innymi, sze-
roko pojetymi, systemami biologicznymi.

Ponizej przedstawiono informacje na temat zawartosci oraz zrédet danych
w poszczegolnych bazach tworzacych baze KEGG:

e Pathway — metaboliczne §ciezki reakcji i interakcji na poziomie moleku-
larnym, procesy komorkowe oraz choroby ludzkie. Zawarto$¢ bazy danych
powstaje poprzez reczne jej tworzenie na podstawie publikacji naukowych.

e Brite — hierarchiczna, funkcjonalna klasyfikacja biatek, zwigzkdéw chemicz-
nych i innych elementéw dostepnych w ramach baz danych KEGG. Zrod-
tem sa tu publikacje naukowe analizowane przez kuratoréw, ktérzy recznie
tworzg zawarto$é tej bazy.

e Genes — baza Genes stanowi zbior wszystkich kompletnych genomow (oraz
niektorych czesciowych genomow) uzyskanych na podstawie informacji do-
stepnych w publicznych bazach sekwencji. Genomy znajdujace sie w tej
bazie sa recznie anotowane do bazy KEGG Orthology, a takze podlegaja
analizie SSDB. Zasoby bazy Genes generowane sa gtownie na podstawie
informacji z bazy NCBI RefSeq lub (w mniejszym stopniu) z innych pub-
licznych baz danych. Podzial komponentéw, na ktére sktada sie ta baza,
jest nastepujacy:

— Genome — sekwencje genomowe organizmow.

— Genes — geny pochodzace z kompletnych, dobrze poznanych genoméw,
zawartosé tej czesci bazy anotowana jest w spos6b manualny.

— EGenes — zbiory sekwencji genéw w postaci kontigéw EST.

— DGenes - baza zawierajaca informacje na temat genéw pochodzacych
ze stabo poznanych, szkicowych (ang. draft genome).

— VGenes — geny pochodzace z wiruséw.
OGenes — geny pochodzace z organelli komorkowych.

¢ KEGG Orthology (KO) — grupy ortologoéw wyznaczone recznie na pod-
stawie baz Pathway oraz Brite. Elementy bazy KO odpowiadaja weztom
§ciezek KEGG Pathway oraz weztom hierarchii KEGG Brite.
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e SSDB - baza zawierajaca punktacje podobieristwa sekwencji oraz infor-
macje o najlepszych trafieniach dla kazdej pary sekwencji genéw — na po-
dstawie tej informacji mozliwe jest wyszukiwanie ortologdéw, paralogow jak
rowniez zakonserwowanych grup genéow. Zawartos¢ bazy powstaje na pod-
stawie bazy Genes poprzez pordéwnywanie parami wszystkich sekwencji
kodujacych biatka.

e Ligand — baza odzwierciedlajaca aktualng wiedze na temat chemicznych
czasteczek (ligandow), ktore wchodza w reakcje z innym molekutami. Jest
to rowniez zlozona baza danych, ktoéra dalej dzieli sie nastepujaco: Com-
pound (C) — baza struktur metabolitow i niewielkich molekul, Glycan
(G) — struktury glikanow, Reaction (R) — reakcje biochemiczne, RPair
(RP) — baza zawierajaca poréwnania chemicznych struktur substrat—pro-
dukt dla reakcji chemicznych znajdujacych sie w bazie Reaction oraz En-
zyme (EC) — baza nomenklatury enzymoéw. Zawartosé¢ katalogu Enzyme
powstaje na podstawie bazy ExplorEnz, natomiast zawartosci pozostatych
katalogdéw tworzone sa recznie, na podstawie analizy dostepnej literatury.

e Disease — baza danych choréb — gléwnie dotyczaca choréb czlowieka.
Kazdy wpis w bazie powiazany jest z odpowiednia $ciezka sygnatowa w ba-
zie KEGG Pathway w cze$ci Human Diseases i opisany zestawem genow
zwiazanych z dang choroba.

e Drug - baza danych zawierajaca struktury zwiazkéw chemicznych lub
komponentéw reprezentujacych znane leki dostepne na rynkach w Japonii
(wszystkie dostepne), USA (wiekszos¢ dostepnych) oraz w Europie. Baza
zawiera nie tylko opis samego leku, ale réwniez obiektu, na ktory ukie-
runkowane jest leczenie. W postaci Sciezek sygnalowych KEGG zawar-
tych w czesci Drug Development udostepniona jest takze informacja na
temat struktury zwiazkéw chemicznych potrzebnych do wytworzenia da-
nego leku. W przysztosci dostepny bedzie tu réwniez opis enzymoéw oraz
transporteréw bioracych udzial w metabolizmie leku, a takze interakcje
danego leku z innymi lekami.

Kazdy obiekt (poza wpisami reprezentujacymi geny) w bazie KEGG jest iden-
tyfikowany za pomoca pieciu cyfr poprzedzonych duza litera (np. K05032 lub
D00336) z wyjatkiem baz KEGG Pathway oraz KEGG Brite, gdzie cyfry
poprzedzone sa 2-4 literowym kodem (np. map00250, hsa04930). W tabeli 6.1
przedstawiono prefiksy obiektow KEGG dla poszczegolny baz.

Mimo ogromnej liczby réznych biologicznych danych, ktore dostepne sg
w bazie KEGG, najbardziej charakterystyczna (a takze unikalna) informacja,
z ktora najczesciej kojarzona jest baza KEGG, jest jej czesé zwiazana ze $ciez-
kami sygnatowymi (KEGG Pathway). Baza danych $ciezek sygnatowych jest
to zbidr recznie namalowanych diagramoéw, reprezentujacych istniejaca wiedze
na temat szlakow metabolicznych w postaci sieci interakcji oraz reakcji, ktore
konieczne sg do prawidlowego funkcjonowania komorek.

Podstawowy podziatl informacji zawartej w tej bazie obejmuje nastepujace
aspekty:
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Tabela 6.1. Prefiksy obiektow KEGG

l Prefiks ‘ Baza danych ‘
l K [ KEGG Orthology ‘
l C | KEGG Ligand/Compound |
| D \ KEGG Drug |
| G | KEGG Ligand/Glycan |
l R | KEGG Ligand/Reaction |
| RP | KEGG Ligand/RPair |
lmap/ko/ec/rn/(org)[ KEGG Pathway ‘
l br/ko/(org) ‘ KEGG Brite ‘
l M [ KEGG Module ‘
l H [ KEGG Disease ‘
l T ‘ KEGG Genome ‘

Metabolism.

Genetic Information Processing.

Environmental Information Processing.

Cellular Processes.

Human Diseases.

Drug Development — struktury zwiazkéw chemicznych reprezentujace zna-
ne leki.

Kazda Sciezka sygnalowa znajdujaca sie w bazie reprezentowana jest przez plik
graficzny w formacie PNG. Na rysunku 6.1 przedstawiono przykladowy szlak
metaboliczny — metabolizm jednego z aminokwaséw: D—alaniny. Zaokraglone
prostokaty oznaczaja inne szlaki metaboliczne powiazane z danym szlakiem,
prostokaty oznaczone sg numerem identyfikujacym konkretny enzym z bazy
Ligand /Enzyme i sa réwnocze$nie odnosnikami do terminéw bazy KEGG Or-
thology, natomiast okregi reprezentuja zwigzki chemiczne znajdujace sie w ba-
zie Ligand/Compound. Na przyktad E5.1.1.1 to enzym alanine racemase —
wpis K01775 z bazy KEGG Orthology bedacy rownocze$nie wpisem bazy Li-
gand/Enzyme EC:5.1.1.1; L-Alanine to z kolei zwiazek o symbolu C00041
bazy Ligand/Compound.

Graficzne przedstawienie przebiegu proceséw metabolicznych i ztozonych
zaleznosci pomiedzy nimi jest naturalne i najlepsze z punktu widzenia inter-
pretacji przez czlowieka, natomiast wada takiego rozwiazania jest brak moz-
liwosci komputerowego przetwarzanie informacji zapisanej w takiej formie.
Stad tez kazdy diagram reprezentowany jest rowniez w postaci dodatkowego
pliku w formacie KGML (KEGG Markup Language), ktory zawiera informacje
przedstawiona w obiekcie graficznym. Pliki KGML umozliwiaja komputerowe
przetwarzanie informacji, ktéra przedstawiona jest w formacie graficznym, a
takze pozwalaja na automatyczne rysowanie diagramow.
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Rysunek 6.1. Szlak metabolizy D-alaniny

Pliki KEGG dla $ciezek metabolicznych zawieraja informacje na temat dwoch
rodzajow obiektow: jakie sa wzajemne relacje pomiedzy enzymami (przed-
stawionymi w postaci prostokatow) oraz reakcje pomiedzy zwiazkami chemi-
cznymi (przedstawionymi w postaci okregow). Pliki KGML dla $ciezek regu-
latorowych zawieraja jedynie informacje, jakie sa relacje pomiedzy biatkami
(przedstawionymi za pomoca prostokatow). W bazie $ciezek metabolicznych
prostokaty identyfikowane sg za pomoca termindéw Ontologii KEGG bazy
KEGG Orthology, ale z uwagi na zaszlosci historyczne oznaczone sa za po-
mocy identyfikatoréow EC bazy Ligand /Enzyme.

6.2 Gene Ontology

Baza danych Ontologii Genowych (Gene Ontology) jest uniwersalna, hie-
rarchiczng baza danych zawierajaca opisy genéw oraz produktow genowych
[Ashburner et al., 2000]. Baza Ontologii Genowych stworzona w roku 1998,
jest utrzymywana przez konsorcjum a jej celem jest standaryzacja i ujednoli-
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cenie informacji na temat genéw oraz ich produktéw. Idea stworzenia takiej
bazy informacji powstala w momencie, gdy okazalo sie, ze biolodzy z catego
$wiata, odkrywajac nowe geny w roznych organizmach i poznajac ich funkcje,
tworzyli swoje wlasne nazewnictwo. W efekcie nie byli w stanie w zaden spo-
sob poréwnaé¢ wynikéow swoich odkryé¢ pomiedzy organizmami ani stwierdzic,
czy w innym organizmie wystepuje gen o podobnej funkcji. W chwili obecnej
setki os6b zaangazowanych w projekt Gene Ontology przegladaja literature
naukowa w celu odnalezienia informacji na temat nowo odkrytych genéw i opi-
sania ich za pomoca terminéw Ontologii Genowych, a takze w celu weryfikacji
podanych informacji na temat istniejacych genéw.

Baza Ontologii Genowych podzielona jest na trzy ,podbazy” (trzy gtowne
ontologie):

Proces Biologiczny (ang. Biological Process — BP).
Funkcja Molekularna (ang. Molecular Function — MF).
Komponent Komorkowy (ang. Cellular Component — CC).

Kazda z tych trzech ontologii dostarcza informacji na temat produktow ge-
nowych w kontekscie proceséw biologicznych, funkcji molekularnej oraz kom-
ponentu komoérkowego. Produkt genowy moze byé zwiazany lub zlokalizo-
wany w okreslonej czesci komorki, aktywny w réznych procesach biologicz-
nych, w ramach ktoérych pelni specyficzne funkcje molekularne. Przyktadowo
biatko cytochrom ¢ moze byé opisane za pomoca funkcji molekularnej aktyw-
nos¢ oksydoreduktazy (ang. ozidoreductase activity), procesu biologicznego
fosforylacja oksydacyjna (ang. ozidative phosphorylation) i wywolanie $mierci
komorki (ang. induction of cell death), i komponentu komoérkowego macierz
mitochondrialna (ang. mitochondrial matriz) oraz wewnetrzna membrana mi-
tochondrium (ang. mitochondrial inner membrane).

Proces Biologiczny, Funkcja Molekularna oraz Komponent Komoérkowy sa
korzeniami trzech, oddzielnych, skierowanych acyklicznych graféw zawieraja-
cych terminy Ontologii Genowych zorganizowanych w sposob hierarchiczny.
Kazdy termin okreslony jest przez nazwe, unikalny identyfikator (7 cyfr po-
przedzonych przedrostkiem GO — np. GO:0018235) oraz miejsce w hierarchii
drzewa ontologii. Im glebiej w dot grafu, tym terminy sg bardziej specyficzne
i doktadniej okreslaja funkcje genéw. Terminy reprezentowane sa jako wezly
grafu. Jeden termin moze posiadaé¢ kilku rodzicow, a relacje pomiedzy termi-
nem a jego rodzicami okreslane sa za pomoca zwrotéow is_a, part_of, requ-
lates, negatively regulates oraz positively regulates. Na rysunku 6.2 przedsta-
wiono niewielki fragment struktury ontologii Proces Biologiczny, zawierajacy
wszystkich rodzicow terminu peptidyl-lysine carboxylation (GO:0018235).

Wszystkie terminy Ontologii Genowych tworzace graf musza spelniaé re-
gute prawdziwosci Sciezki, co oznacza, ze relacje, ktore wystepuja pomiedzy
terminami, jesli przechodzimy od wybranego wezta do korzenia poprzez wszy-
stkie terminy bedace jego rodzicami, musza zawsze opisywaé prawdziwe zale-
znoéci biologiczne wystepujace w zywych organizmach.
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Rysunek 6.2. Fragment grafu ontologii Proces Biologiczny — na rysunku przed-
stawiono wszystkie terminy bedace rodzicami terminu peptidyl-lysine carboxylation
(G0O:0018235)

Podstawowym formatem, w jakim rozprowadzana jest baza Ontologii Ge-
nowych, jest plik tekstowy w formacie OBO (Open Biomedical Ontologies)
o nazwie gene_ontology.1.2.o0bo. Baza dostepna jest rowniez w postaci re-
lacyjnej za pomoca plikow zawierajacych obraz zawartosci bazy w formacie
MySQL oraz SQL, a takze w postaci XML. Podstawowe cechy, jakie charakte-
ryzuja dane zapisane w postaci OBO, to: mozliwos¢ latwej interpretacji przez
czlowieka, tatwosé przetwarzania za pomoca komputerowych metod, mozli-
wos¢ rozszerzania informacji oraz mozliwie niska redundancja danych.

Format pliku OBO jest nastepujacy:

<header>

<stanza>
<stanza>
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Puste linie sa ignorowane. Wpisy w pliku maja charakter klucz—wartosé¢. W pli-
ku wystepuje nagtowek (ang. header), ktory konczy sie wraz z rozpoczeciem
pierwszej strofy (ang. stanza). Kazda strofa jest oznakowana sekcja doku-
mentu bedacg wlasciwym opisem obiektu. Strofy skladaja sie z nazwy w na-
wiasach kwadratowych ([Term|) oraz z listy atrybutéw obiektu przedstawio-
nych w postaci klucz—wartosé. Ponizej przedstawiono przykladows definicje
terminu Ontologii Genowych pochodzaca z pliku OBO:

[Term]

id: G0:0048505

name: regulation of timing of cell differentiation

namespace: biological_process

def: "The process controlling the activation andér rate at which
relatively unspecialized cells acquire specialized features."
[GOC:bf, GOC:jicl]

synonym: "timing of cell differentiation" RELATED []

is_a: G0:0040034 ! regulation of development, heterochronic
is_a: G0:0045595 ! regulation of cell differentiation

Znaczenie poszczegolnych kluczy jest nastepujace: id — identyfikator terminu
GO, name - nazwa terminu, namespace — jeden z trzech typow ontologii, do
ktorych nalezy termin, def — definicja terminu zakoiiczona umieszczong w na-
wiasach kwadratowych informacja referencyjna o jej pochodzeniu (moze to by¢
odnosnik do publikacji, wpisu w innej bazie danych itd.; w powyzszym przy-
padku [GOC:bf, GOC:jic] identyfikuja konkretnych kuratoréow bazy, ktorzy sa
autorami definicji), synonym — inna nazwa, ktéra moze by¢ wykorzystywana
dla okreslenia tego samego terminu, is_a — okresla rodzica danego terminu
oraz rodzaj relacji.

6.2.1 Anotacje genéw za pomocg terminéw GO

Anotacja genu za pomoca Ontologii Genowych polega na przyporzadkowa-
niu do danego genu badz tez produktu genowego terminu Ontologii Genowej,
ktory wedtug istniejacej wiedzy biologicznej najlepiej go opisuje. Przyktadem
produktu genowego moze by¢ kwas rybonukleinowy lub biatko. Poniewaz je-
den gen moze opisywaé¢ wiele réznych produktéw genowych, konsorcjum Gene
Ontology zaleca, aby terminy Ontologii Genowych opisywaly produkty ge-
nowe, a nie poszczegdlne geny. W sytuacji gdy produkt genowy nie posiada
swojej odrebnej nazwy, dopuszcza sie anotacje genu. W wielu przypadkach
grupy nadzorujace proces anotacji dla danego gatunku nie posiadaja odrebnej
bazy produktow genowych. Na przyktad grupa SGD (Saccharomyces Genome
Database) zajmujaca sie anotacja drozdzy piekarskich (Saccharomyces cerevi-
siae) opisuje terminami ontologii jedynie geny, przyjmujac za podstawe opisu
produkty tych genow, traktujac gen oraz jego produkt rownowaznie.

Gen lub produkt genowy moze by¢ przyporzadkowany do jednego lub wie-
cej weztow grafu ontologii na dowolnym jej poziomie. Poszczegdlne opisy za
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pomoca terminéw Ontologii Genowych sa od siebie niezalezne. Kazda anotacja
musi zawiera¢ odniesienie do zrodta (publikacji), z ktérego pochodzi informa-
cja, na podstawie ktorej zostala ona zdefiniowana oraz informacje, jakiego
typu analizy zostaly przeprowadzone przez autora publikacji. Informacja na
temat typu analiz okreslona jest przez kod ewidencji anotacji (ang. evidence
code).

Podstawowy podzial kodéw ewidencji jest nastepujacy:

Eksperymentalne.

Analizy obliczeniowe.

Oswiadczenie autora.

Oswiadczenie kuratora.

Wnioskowane na podstawie elektronicznych anotacji.

Kody ewidencji typu eksperymentalnego odnosza sie do anotacji, ktére po-
wstaly na podstawie zrodlta opisujacego wyniki przeprowadzonego w labora-
torium eksperymentu biologicznego.

Analizy obliczeniowego dotycza sytuacji, kiedy gen lub produkt genowy zo-
stal przyporzadkowany do terminu Ontologii Genowej na podstawie analiz in
slico sekwencji genowych, a nastepnie wyniki te zostaly potwierdzone poprzez
analize literatury w danej dziedzinie.

Oswiadczenie autora okresla, ze anotacja zostala utworzona na podstawie
stwierdzenia autora znajdujacego sie w publikacji odniesienia.

Oswiadczenie kuratora znajduje swoje zastosowanie w sytuacji, kiedy tru-
dno zastosowaé jeden z dostepnych typow ewidencji, jednakze na podstawie
innych, istniejacych juz wczesniej anotacji mozna przyporzadkowaé¢ dany gen
lub produkt genowy do danego terminu Ontologii Genowe;.

Wnhioskowanie na podstawie elektronicznych anotacji dotyczy wszystkich
sytuacji, w ktorych gen zostal opisany terminem Ontologii Genowej na bazie
obliczent komputerowych (m.in. analizy sekwencji genowych), jednakze nie zo-
staly one potwierdzone poprzez przeglad dostepnej literatury. Z tego powodu
przyporzadkowania produktéw genowych od terminéw, ktére powstaly na ba-
zie anotacji elektronicznych, niezweryfikowanych w zaden sposob, traktuje sie
jako mniej wiarygodne informacje.

6.3 Anotacje funkcjonalne grup genéow

Czesto w wyniku réznego rodzaju eksperymentéw biologicznych badacze otrzy-
mujg pewne zbiory genéw, ktore sg dla nich interesujace — moze to byé na przy-
ktad grupa genéw, ktéra w warunkach przeprowadzanego eksperymentu biolo-
gicznego wykazuje si¢ podobnym zachowaniem. W takich sytuacjach badacze
zainteresowani sa okresleniem, jakie funkcje pelnia geny nalezace do takiej
grupy. Jedna z popularniejszych i szeroko stosowanych metod poszukiwania
tego rodzaju zaleznosci jest statystyczna analiza wystepowania czestosci pojeé
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charakteryzujacych geny (takich jak np. Ontologie Genowe czy szlaki meta-
boliczne KEGG) w interesujacej badacza grupie oraz posréd pozostalych ge-
noéw. Jesli w wyniku analiz statystycznych obserwuje sie w analizowanej grupie
czestsze niz wynikaloby to z przypadku, zageszczenie pewnych stow kluczo-
wych (w poréwnaniu z grupg odniesienia), wowczas naukowcy majg podstawe
do wyciagania wnioskow na temat zaleznosci pomiedzy zachowaniem genéow
wynikajacym z pomiaréow eksperymentalnych, a ich funkcja lub procesem bio-
logicznym opisywanym przez dane pojecie.

Dostepnych jest wiele niekomercyjnych narzedzi zaré6wno w postaci sa-
modzielnych aplikacji, jak i serwiséw internetowych, ktére umozliwiajg prze-
prowadzanie tego rodzaju analiz. Znajdujac liczbe genéw opisanych danym
terminem ontologii w analizowanej grupie oraz posroéd pozostalych genéw,
a nastepnie stosujac odpowiednie testy statystyczne, mozna uzyskaé liste ter-
minéw ontologii nadreprezentowanych lub niedoreprezentowanych w intere-
sujacej badacza grupie gendéw. Analize taks przeprowadza sie oddzielnie dla
kazdego pojecia opisujacego geny w badanej grupie, przeprowadzajac oddziel-
nie dla kazdego z nich test statystyczny. Przyjmuje si¢ tu hipoteze zerowa
moéwiaca o tym, ze wystepowanie danego slowa kluczowego w badanej grupie
genéw jest przypadkowe i szuka sie statystycznie istotnych dowodéw pozwa-
lajacych na odrzucenie hipotezy zerowej. Najczesciej stosowane do tego celu
testy statystyczne to: doktadny test hipergeometryczny (zwany tez schematem
urnowym), test x? lub test dwumianowy.

6.3.1 FatiGO — funkcjonalna anotacja grup genéw

Przykladem jednego z najpopularniejszych programéw wykorzystywanych do
funkcjonalnych anotacji grup genéw jest internetowa aplikacja FatiGO do-
stepna w ramach systemu Babelomics [Al-Shahrour et al., 2005]. Portal Ba-
belomics rozwijany jest od 2005 roku w Departamencie Bioinformatyki w Cen-
tro de Investigacion Principe Felipe w Valencji w Hiszpanii i jest to dostepny
w jednym miejscu zbiér wielu powiazanych ze sobg narzedzi, ktére pozwalaja
na funkcjonalng anotacje wynikéow eksperymentéw biologicznych przeprowa-
dzanych na skale genomowa. FatiGO umozliwia przeprowadzanie analiz funk-
cjonalnych grup genéw za pomoca pojeé takich jak Ontologie Genowe, szlaki
metaboliczne KEGG, motywy InterPro (ang. InterPro motifs), stowa klu-
czowe Swissprot (ang. Swissprot keywords), micrcoRNA, czynniki transkryp-
cyjne (ang. transcription factors), BioCarta, cisRed. Przeprowadzanie anota-
cji funkcjonalnych genéw za pomocs programéw takich jak FatiGO odbywa sie
zazwyczaj wedtug bardzo podobnego schematu. Uzytkownik wybiera gatunek,
ktorego geny beda analizowane i przesyla dwie listy genéw: zbiér gendéw oraz
interesujaca go liste referencyjna. Istnieje réwniez mozliwo$é wyboru pojec,
ktérymi moga byé anotowane geny, mozliwo$¢é wyboru testu statystycznego
oraz mozliwo$¢ okreslenia poziomu znamiennosci statystycznej, na ktérym
odrzucana bedzie hipoteza zerowa. Na rysunku 6.3 przedstawiono formatke
programu FatiGO.
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Rysunek 6.3. FatiGO — formatka wprowadzania danych do anotacji funkcjonalnej

grup genéw

W wyniku przeprowadzonej analizy statystycznej uzytkownik otrzymuje
liste poje¢ znamiennych statystycznie, ktére opisuja interesujaca go grupe ge-
néw. Na rysunku 6.4 przedstawiono przyktadowe wyniki funkcjonalnej anota-
¢ji grupy gendéw za pomoca terminéw Ontologii Genowych. Widoczna jest lista
terminéw znamiennych statystycznie — dla kazdego terminu podano tu jego na-
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Rysunek 6.4. FatiGO - formatka zawierajaca przyktadowe wyniki anotacji funk-
cjonalnej grupy genow

zwe i symbol, procentowe poréwnanie wystepowania danego terminu w anali-
zowanej grupie i w grupie odniesienia, poziom istotnosci testu (p-warto$é) oraz
poziom istotnosci testu po korekeji zwiazanej z testowaniem wielokrotnym.

FatigGO jest przykladem jednej z wielu aplikacji, ktére umozliwiaja prze-
prowadzanie funkcjonalnej anotacji grup genéw. Inne aplikacje, ktére umo-
zliwiaja przeprowadzanie podobnych analiz, to np. DAVID, GOTM (Gene
Ontology Tree Machine), Onto—Express czy Pathway—Express.
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6.4 Adresy Internetowe

DAVID — http://david.abcc.ncifcrf.gov/

FatiGO — http://babelomics.bioinfo.cipf.es/

Gene Ontology — http://www.geneontology.org/

GOTM - http://bioinfo.vanderbilt.edu/gotm/

KEGG — http://www.genome. jp/kegg/

Onto-Express — http://vortex.cs.wayne.edu/ontoexpress/
Pathway-Express — http://vortex.cs.wayne.edu/ontoexpress/
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Dodatek

1 Przyktad rekordu pochodzacego z bazy sekwencji
EMBL

ID X56734; SV 1; linear; mRNA; STD; PLN; 1859 BP.

XX

AC  X56734; S46826;

XX

DT  12-SEP-1991 (Rel. 29, Created)

DT 25-NOV-2005 (Rel. 85, Last updated, Version 11)

XX

DE Trifolium repens mRNA for non-cyanogenic beta-glucosidase

XX

KW  beta-glucosidase.

XX

0s Trifolium repens (white clover)

0C Eukaryota; Viridiplantae; Streptophyta; Embryophyta; Tracheophyta;

ocC Spermatophyta; Magnoliophyta; eudicotyledons; core eudicotyledons; rosids;
oc eurosids I; Fabales; Fabaceae; Papilionoideae; Trifolieae; Trifolium.
XX

RN [5]1

RP  1-1859

RX  PUBMED; 1907511.

RA Oxtoby E., Dunn M.A., Pancoro A., Hughes M.A.;

RT  "Nucleotide and derived amino acid sequence of the cyanogenic

RT beta-glucosidase (linamarase) from white clover (Trifolium repens L.)";
RL  Plant Mol. Biol. 17(2):209-219(1991).

XX

RN [61

RP  1-1859

RA  Hughes M.A.;

RT H

RL  Submitted (19-NOV-1990) to the EMBL/GenBank/DDBJ databases.

RL  Hughes M.A., University of Newcastle Upon Tyne, Medical School, Newcastle
RL  Upon Tyne, NE2 4HH, UK

XX

FH Key Location/Qualifiers

FH

FT source 1..1859

FT /organism="Trifolium repens"

FT /mol_type="mRNA"

FT /clone_lib="lambda gt10"

FT /clone="TRE361"

FT /tissue_type="leaves"

FT /db_xref="taxon:3899"
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FT CDS
FT
FT
FT
FT
FT
FT
FT
FT
FT
FT
FT
FT
FT
FT
FT
FT
FT
FT  mRNA
FT
FT
XX

14..1495

/product="beta-glucosidase"

/EC_number="3.2.1.21"

/note="non-cyanogenic"

/db_xref="GOA:P26204"

/db_xref="HSSP:P26205"

/db_xref="InterPro:IPRO01360"
/db_xref="UniProtKB/Swiss-Prot:P26204"
/protein_id="CAA40058.1"
/translation="MDFIVAIFALFVISSFTITSTNAVEASTLLDIGNLSRSSFPRGFI
FGAGSSAYQFEGAVNEGGRGPSIWDTFTHKYPEKIRDGSNADITVDQYHRYKEDVGIMK
DQNMDSYRFSISWPRILPKGKLSGGINHEGIKYYNNLINELLANGIQPFVTLFHWDLPQ
VLEDEYGGFLNSGVINDFRDYTDLCFKEFGDRVRYWSTLNEPWVFSNSGYALGTNAPGR
CSASNVAKPGDSGTGPYIVTHNQILAHAEAVHVYKTKYQAYQKGKIGITLVSNWLMPLD
DNSIPDIKAAERSLDFQFGLFMEQLTTGDYSKSMRRIVKNRLPKFSKFESSLVNGSFDF
IGINYYSSSYISNAPSHGNAKPSYSTNPMTNISFEKHGIPLGPRAASIWIYVYPYMFIQ
EDFEIFCYILKINITILQFSITENGMNEFNDATLPVEEALLNTYRIDYYYRHLYYIRSA
IRAGSNVKGFYAWSFLDCNEWFAGFTVRFGLNFVD"

1..1859

/experiment="experimental evidence, no additional details
recorded"

sQ Sequence 1859 BP; 609 A; 314 C; 355 G; 581 T; O other;

aaacaaacca
cacaattact
tcggagcagt
aggtgcagta
tccagaaaaa

agaagctatg
tttgaattaa
/

aatatggatt
tccacaaatg
tttcctegtg
aacgaaggceg
ataagggatg

atcataacta
aagtcttttt

ttattgtagc catatttgct ctgtttgtta ttagctcatt 60
cagttgaagc ttctactctt cttgacatag gtaacctgag 120
gcttcatctt tggtgectgga tcttcagecat accaatttga 180
gtagaggacc aagtatttgg gataccttca cccataaata 240
gaagcaatgc agacatcacg gttgaccaat atcaccgcta 300
taggttgatc cttcatgtat cagtttgatg ttgagaatac 1800
ttattttttt aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaa 1859



2 Przyktad rekordu.

2 Przyktad rekordu pochodzacego z bazy sekwenc
GenBank
LOCUS X56734 1859 bp mRNA linear PLN 25-NOV-2005
DEFINITION Trifolium repens mRNA for non-cyanogenic beta-glucosidase.
ACCESSION  X56734 546826
VERSION X56734.1 GI:21954
KEYWORDS beta-glucosidase.
SOURCE Trifolium repens (white clover)
ORGANISM Trifolium repens
Eukaryota; Viridiplantae; Streptophyta; Embryophyta; Tracheophyta;
Spermatophyta; Magnoliophyta; eudicotyledons; core eudicotyledons;
rosids; eurosids I; Fabales; Fabaceae; Papilionoideae; Trifolieae;
Trifolium.
REFERENCE 1 (bases 1 to 1859)
AUTHORS Oxtoby,E., Dunn,M.A., Pancoro,A. and Hughes,M.A.
TITLE Nucleotide and derived amino acid sequence of the cyanogenic
beta-glucosidase (linamarase) from white clover (Trifolium repens
L.)
JOURNAL  Plant Mol. Biol. 17 (2), 209-219 (1991)
PUBMED 1907511
REFERENCE 2 (bases 1 to 1859)
AUTHORS  Hughes,M.A.
TITLE Direct Submission
JOURNAL  Submitted (19-NOV-1990) Hughes M.A., University of Newcastle Upon
Tyne, Medical School, Newcastle Upon Tyne, NE2 4HH, UK
COMMENT On Jun 10, 2005 this sequence version replaced gi:233395.
FEATURES Location/Qualifiers
source 1..1859
/organism="Trifolium repens"
/mol_type="mRNA"
/db_xref="taxon:3899"
/clone="TRE361"
/tissue_type="leaves"
/clone_lib="lambda gtio"
mRNA 1..1859
/experiment="experimental evidence, no additional details
recorded"
CDS 14..1495

/EC_number="3.2.1.21"

/note="non-cyanogenic"

/codon_start=1

/product="beta-glucosidase"

/protein_id="CAA40058.1"

/db_xref="GI:21955"

/db_xref="GOA:P26204"

/db_xref="InterPro:IPR001360"
/db_xref="UniProtKB/Swiss-Prot:P26204"
/translation="MDFIVAIFALFVISSFTITSTNAVEASTLLDIGNLSRSSFPRGF
IFGAGSSAYQFEGAVNEGGRGPSIWDTFTHKYPEKIRDGSNADITVDQYHRYKEDVGI
MKDQNMDSYRFSISWPRILPKGKLSGGINHEGIKYYNNLINELLANGIQPFVTLFHWD
LPQVLEDEYGGFLNSGVINDFRDYTDLCFKEFGDRVRYWSTLNEPWVFSNSGYALGTN
APGRCSASNVAKPGDSGTGPYIVTHNQILAHAEAVHVYKTKYQAYQKGKIGITLVSNW
LMPLDDNSIPDIKAAERSLDFQFGLFMEQLTTGDYSKSMRRIVKNRLPKFSKFESSLV
NGSFDFIGINYYSSSYISNAPSHGNAKPSYSTNPMTNISFEKHGIPLGPRAASIWIYV
YPYMFIQEDFEIFCYILKINITILQFSITENGMNEFNDATLPVEEALLNTYRIDYYYR
HLYYIRSAIRAGSNVKGFYAWSFLDCNEWFAGFTVRFGLNFVD"

i
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ORIGIN

[

61
121
181
241

1741
1801

aaacaaacca
cacaattact
tcggagcagt
aggtgcagta
tccagaaaaa

agaagctatg
tttgaattaa

aatatggatt
tccacaaatg
tttecctegtg
aacgaaggcg
ataagggatg

atcataacta
aagtcttttt

ttattgtage
cagttgaagc
gcttcatctt
gtagaggacc
gaagcaatgc

taggttgatc
ttattttttt

catatttgct
ttctactctt
tggtgctgga
aagtatttgg
agacatcacg

cttcatgtat
aaaaaaaaaa

ctgtttgtta
cttgacatag
tcttcagcecat
gataccttca
gttgaccaat

cagtttgatg
aaaaaaaaaa

ttagctcatt
gtaacctgag
accaatttga
cccataaata
atcaccgcta

ttgagaatac
aaaaaaaaa



Indeks

ACID, 11

ADIT, 63

afiniczny model, 26

akceptowana mutacja punktowa, 28, 29

alfa helisa, 61, 68, 71

algorytm
grupowania hierarchicznego, 44
Needelmana—Wunscha, 27
Smitha—Watermana, 27

anotacja genu, 82

architektura domenowa, 53

atomowos¢ transakcji, 11

atrybut relacji, 8-10

Banklt, 21
BAST, 65
baza danych, 5-7, 54
biatek, 39, 40
bioinformatyczna, 2, 3, 9, 12, 54
BLOCKS, 28
CATH, 70-72
CCD, 65
DDBJ, 13, 19, 22, 45
EMBL, 13-14, 17, 19, 45
Ensembl, 45
Enzyme Commission, 58
FlyBase, 45
GenBank, 12-16, 19, 21, 22, 41, 45
GENE3D, 54
GenPept, 40, 41
GOS, 46
H-Inv, 45
HAMAP, 54

hierarchiczna, 6, 7
InterPro, 54, 5658
IPI, 45
iProClass, 46, 59
iProLINK, 46
iProLink, 59, 60
kartotekowa, 6, 7
KEGG, 75-79
MEDLINE, 65
MMDB, 64, 65, 69
obiektowa, 6
Ontologii Genowych, 79, 81
PDB, 41, 44, 45, 61-63, 65, 68, 70
Pfam, 51, 52, 54, 56
Pfam-A, 51
Pfam-B, 51
PIR, 41, 42, 46, 60
PIR PSD, 46
PIRSF, 46, 53, 59, 61
PRF, 41, 45
PRINTS, 50-52, 54, 56
ProDom, 51, 52, 54-56
PROSITE, 48-52, 54, 56, 57
PubMed, 60
RefSeq, 41, 45, 76
relacyjna, 6, 7
rodzin biatek, 43, 46-48, 51, 53, 56
SCOP, 52, 69-71
SGD, 45, 82
sieciowa, 6
SMART, 56
struktur bialek, 43, 44, 57, 61, 69
SUPERFAMILY, 54
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SWISS-PROT, 41
Swiss-Prot, 42—44, 48
TAIR, 45
TIGRFAMs, 54, 56
TrEMBL, 44
TROME, 45
UniMES, 42, 46
UniParc, 42, 44-46, 57, 59
UniProt, 42, 43, 45, 46, 59, 61
UniProtKB, 42-48, 52, 57, 59
UniRef, 42, 44-46
WormBase, 45
beta
kartka, 61, 68, 71
petla, 61
biatko
homeomorficzne, 53
homologiczne, 53
homomorficzne, 53
bioinformatyka, 1, 2, 39, 44, 47
BioThesaurus, 60
BLAST, 21, 30, 32, 34, 35, 37, 52, 65

CDS, 40, 44
Cn3D, 65, 69

Dbfetch, 19
delecja, 23, 25
DNA, 2, 39, 41, 46, 65
domena bialka, 48, 50-53, 56, 57, 69-71
dopasowanie
HSP, 32
MSP, 32
pelne, 51
sekwencji, 48-50
bez przerw, 24
globalne, 25, 27
lokalne, 25, 27
z przerwami, 24
wielosekwencyjne, 47, 48, 53-55
zalazkowe, 51
drzewo filogenetyczne, 29, 53, 54

E-utilities, 12

E-wartosé, 33-35, 37

EBI, 17, 42

ekspresja genéw, 39

Entrez, 12, 21, 37, 40, 41, 65

FASTA, 15, 16

FatiGO, 84, 86
format pliku
ASN.1, 65
KGML, 78
mmCIF, 63, 68
MMDB, 65, 68
OBO, 81
PDB, 63, 68
PDBML, 63, 64
XML, 63
format rekordu
DDBJ, 22
EMBL, 17
GenBank, 20
FROM, 11, 12
funkcja kary, 26

genom, 39
genomika strukturalna, 45

HMM, 51, 53-55

indels, 25

INSDC, 13, 14, 17, 18, 22, 40, 41, 44, 46
insercja, 23, 25

INSERT, 12

instancja relacji, 8

izolacja transakcji, 11

jeden-do-jeden, 10
jeden-do-wielu, 7, 10

klucz
glowny, 8-10
obcy, 9, 10
podstawowy, 8
pojedynczy, 9
zlozony, 9
klucz gléwny, 9
korpusy jezykowe, 60, 61
krotka, 8, 11
krystalografia rentgenowska, 61, 62

macierz
BLOSUM, 28-30
PAM, 28, 29
substytucji, 28, 33, 35, 37
zliczen, 29
Markowa, modele, 51
MatchDom, 52
metagenom, 45



mikroskopia elektronowa, 61, 62
MKDOM?2, 52
model danych, 6, 7
obiektowo-relacyjny, 7
obiektowy, 7
relacyjny, 7, 8
sieciowy, 7
modelowanie strukturalne, 69
modyfikacje posttranslacyjne, 43, 56,
57, 60
motyw rodziny biatek, 47-50, 52, 53
MSS, 22

nadrodzina biatek, 52, 53

NCBI, 15, 16, 19, 30, 40, 41, 64, 76

netsev, 19

nieafiniczny model, 26

NIH, 19

numer dostepu, 9, 18, 21, 41, 45, 51,
52, 57

Ontologia Biatkowa, 59, 60

podrodzina biatek, 53, 55, 57
pole, 5, 6
prePRINTS; 50
produkt genowy, 82
profil

biatka, 32, 48-51

HMM, 51

rodziny biatek, 55
programowanie dynamiczne, 27
ProRule, 48
PubMed, 21
PubMed Central, 21

RasMol, 65, 67, 69
rekord, 5-10
relacja, 7-10
zawiera,/znaleziony, 57
RNA, 65
rodzic/potomek, 53, 54, 56
rodzina
bialek, 2, 37, 44, 47, 48, 50-53, 56, 57
domenowa, 53
homeomorficzna, 53

schemat
relacji, 8

Indeks

schemat koloréow
chain, 68
CPK, 68
group, 68
monochrome, 68
shapley, 68
structure, 68
temperature, 68
sekwencja
aminokwasowa, 9, 28, 42, 44, 61
biatkowa, 2, 16, 24, 25, 32, 40-42,
44-47, 49, 52, 56, 57, 59, 63, 75
ciaggta, 55
DNA, 2, 13
homologiczna, 30
jawna, 64
nukleotydowa, 9, 13, 15, 25, 28,
39-41, 43, 75
ukryta, 64, 65
SELECT, 11
Sequin, 12, 14, 21
SIB, 42
sieci sygnatowe, 75
stownik reszt, 65
spektrometria masowa, 39, 45
spektroskopia NMR, 61, 62
sp6jnosé transakcji, 11
SQL, 11, 12
SRS, 17, 19
struktura
biatka, 50, 62, 69, 70
drugorzedowa, 61, 65, 68, 69, 71
pierwotna, 61
pierwszorzedowa, 61
przestrzenna biatka, 43, 47, 61-63,
65, 67, 68, 75
rodziny biatek, 52
trzeciorzedowa, 61
substytucja, 23, 25
SwissPDB Viewer, 69
sygnatura
biatka, 56, 57
domeny, 47
rodziny biatek, 47
System Zarzadzania Baza Danych, 5
szlaki metaboliczne, 75-78

$ciezki
metaboliczne, 79
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sygnalowe, 77, 78
$lad rodziny biatek, 50, 52, 55

tabela, 5-10

cech, 17, 20

trafieri, 35
tablica wag, 49
Tbl2asn, 21
termin

Ontologii Genowych, 53, 57, 80, 82,

83, 85

Ontologii KEGG, 79
transakcja, 11
transwersja, 27
tranzycja, 27
trwalos¢ transakeji, 11

uliniowienie sekwencji, 2, 24, 30
UPDATE, 12

Webin, 14, 19

WHERE;, 12

wiele-do-wielu, 7, 10

wizualizacja struktury bialtka, 64, 65, 69
Wsdbfetch, 19

wyrazenie regularne, 49

wzorzec rodziny bialek, 47-50, 52, 55

zawiera/znaleziony, 56
znamiennos¢ statystyczna, 33, 35, 84,
85
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