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S u m m a r y

A quickly increasing amount of biological data, such as DNA/RNA and pro-
tein sequences, determines fundamental role of biological databases for func-
tional comparative analysis of genomes/metabolic pathways of various organ-
isms. This is neatly illustrated by ‘Databases’, the new type of scientific journal
that has recently appeared. The journal is dedicated to bioinformatic data pro-
cessing and storage. Biological databases and platforms play a crucial role in the
development and progress of the systems biology. Systems biology integrates
key elements of an organism functions e.g. gene and protein content, regula-
tion of gene expression, enzymes activities, and specific profiles of different
metabolites. Therefore, it is possible to generate a holistic and integrated
model of basic biological functions and processes that determine an organism
phenotype.
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1. Wprowadzenie – rys historyczny

Od pierwszej po³owy lat 80. ubieg³ego wieku wzrasta zainte-
resowanie sposobami gromadzenia i zarz¹dzania szeroko rozu-
mianymi danymi biologicznymi, ze szczególnym uwzglêdnieniem
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genów i bia³ek. Najstarsz¹ baz¹ danych jest bank struktur bia³kowych (PDB, ang. Pro-

tein Data Bank), który powsta³ ju¿ w 1971 r. i do dziœ gromadzi ustalone metodami
eksperymentalnymi, takimi jak krystalografia rentgenowska i magnetyczny rezo-
nans j¹drowy (NMR, ang. Nuclear Magnetic Resonance) struktury przestrzenne bia³ek
(1,2). W 1981 r. pierwsze sekwencje nukleotydowe zostaj¹ zdeponowane w biblio-
tece EMBL (ang. European Molecular Biology Laboratory – Europejskie Laboratorium
Biologii Molekularnej), czyli na ok. 8 lat przed formalnym powstaniem sieci Internet
i sieciowego systemu WWW (ang. World Wide Web). G³ówne biologiczne bazy da-
nych, takie jak: NCBI – GenBank (ang. National Center for Biotechnology Information –
Narodowe Centrum Informacji Biotechnologicznej – bank genów), Swiss-Prot (baza
z sekwencjami bia³kowymi z siedzib¹ w Szwajcarii), DDBJ (ang. DNA Data Bank of Ja-

pan – bank sekwencji DNA w Japonii) równie¿ powstaj¹ w latach 80. ubieg³ego wie-
ku. Jednak¿e do gwa³townego rozwoju tych baz, które sukcesywnie zaczynaj¹ gro-
madziæ coraz wiêcej informacji nt. znanych sekwencji kwasów nukleinowych (DNA,
RNA), sekwencji aminokwasowych bia³ek oraz publikacji naukowych, dochodzi w la-
tach 90. XX w. Co prawda, ju¿ w latach 1986-1988 trzy najwiêksze bazy: EMBL, NCBI
i DDBJ rozpoczynaj¹ wspó³pracê, której celem jest wymiana i ujednolicenie sposobu
gromadzenia informacji sekwencyjnych, ale de facto dopiero rozwój globalnej sieci
komputerowej Internet i protoko³u WWW (pocz¹tek lat 90. XX w.) pozwala na szyb-
ki obieg informacji i aktualizacjê danych sekwencyjnych pomiêdzy tymi bazami
w ramach konsorcjum INSDC (ang. International Nucleotide Sequence Database Collabo-

ration), czyli miêdzynarodowej wspó³pracy miêdzy bazami danych z sekwencjami
nukleotydowymi (3). Zatem, warto podkreœliæ, ¿e u¿ytecznoœæ biologicznych baz da-
nych i rozwój bioinformatyki by³by niewielki, gdyby nie dynamiczny rozwój sieci
komputerowej Internet. Mo¿liwoœæ szybkiego ³¹czenia siê i transferu informacji po-
miêdzy dowolnymi bazami sprawia, ¿e zarówno deponowanie jak i uzyskiwanie
istotnych dla u¿ytkownika informacji jest szybkie, tanie i proste (1).

Biopolimery takie jak kwasy nukleinowe i bia³ka, które s¹ ci¹giem u³o¿onych
w odpowiedniej kolejnoœci (sekwencji), odpowiednio po³¹czonych ze sob¹ nukle-
otydów i aminokwasów, stanowi¹ idealny materia³ do analizy w kategoriach infor-
matycznych. Z punktu widzenia informatyki np. sekwencje aminokwasowe bia³ek s¹
pewnym ci¹giem znaków, które nios¹ ze sob¹ okreœlon¹ informacjê – w tym przy-
padku – informacjê biologiczn¹ o okreœlonej strukturze przestrzennej i funkcji da-
nego bia³ka. Co wiêcej, informacja zawarta w sekwencji aminokwasowej jest œciœle
zwi¹zana, z poprzedzaj¹c¹ j¹ w procesie przekazu informacji genetycznej, sekwen-
cj¹ nukleotydów w obrêbie okreœlonej cz¹steczki DNA/RNA. Taki, a nie inny charak-
ter struktury I-rzêdowej bia³ek i kwasów nukleinowych sprawia, ¿e biologia – zw³asz-
cza czêœæ biologii molekularnej – z nauki typowo eksperymentalnej zaczyna powo-
li ewoluowaæ w kierunku nauki z pogranicza teorii informacji i informatyki.

Niebywa³y postêp w technikach sekwencjonowania DNA umo¿liwi³ sta³y dop³yw
danych nt. sekwencji. Najpierw by³y to genomy mikroorganizmów prokariotycznych
i organelli komórkowych, a nastêpnie genomy eukariontów (4), ze sztandarowym
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projektem sekwencjonowania genomu cz³owieka (Homo sapiens), który ukoñczono
w 2001 r. (5,6).

Celem tego opracowaniu nie jest systematyczne i szczegó³owe omówienie wszyst-
kich baz danych. Przede wszystkim nie pozwalaj¹ na to ramy artyku³u. Ponadto, w lite-
raturze anglojêzycznej dostêpnych jest wiele podrêczników i opracowañ, w których
omawiano biologiczne (bioinformatyczne) bazy danych (1,7-10). Warto tak¿e nadmie-
niæ, ¿e w ci¹gu kilku ostatnich lat ukaza³y siê na rynku polskim dwa t³umaczenia
podrêczników do bioinformatyki: 1) Baxevaniasa i Ouellette’a (11) i 2) Higgsa i Attwood
(12), w których bardziej szczegó³owo omówiono biologiczne bazy danych.

W artykule tym zaprezentowano ogólny opis biologicznych baz danych. Dwie
wybrane bazy/platformy, które mog¹ byæ przydatne dla szerokiego grona biologów
i biotechnologów – niekoniecznie zawodowo zajmuj¹cych siê bioinformatyk¹ –
przedstawiono bardziej szczegó³owo. Zwrócono równie¿ uwagê na ograniczenia
i b³êdy jakie mog¹ byæ zwi¹zane z prac¹ z bazami danych.

2. Definicja bazy danych

Sposób zbierania, katalogowania oraz ³atwego wyszukiwania informacji, z ju¿
zgromadzonych zasobów, by³ na pocz¹tku istot¹ konstrukcji dobrej bazy. Tworzenie
baz danych by³o jedn¹ z podstaw tworz¹cej siê nowej dziedziny wiedzy, czyli bioinfor-
matyki (3). Spoœród wielu definicji bioinformatyki do dnia dzisiejszego wiele z nich
uwzglêdnia podstawow¹ rolê baz danych w rozwoju tej dziedziny wiedzy. W myœl tej
definicji bioinformatyka jest ni mniej, ni wiêcej tylko nauk¹ o przechowywaniu, wyszu-
kiwaniu i analizie informacji na temat wa¿nych biologicznie cz¹steczek, g³ównie ge-
nów i bia³ek, a ostatnio tak¿e ca³ej gamy substancji drobnocz¹steczkowych. Dokony-
wanie odkryæ w bioinformatyce odbywa siê zatem na bazie – dos³ownie i w przeno-
œni – ju¿ zgromadzonych informacji, które jako takie nie maj¹ w ogóle lub w sposób
wystarczaj¹cy przypisanej interpretacji biologicznej. Na podstawie „genowo-bia³ko-
wych” baz zaczê³y powstawaæ zbiory danych pozwalaj¹ce na uzyskiwanie dodatko-
wych informacji – przede wszystkim o charakterze ewolucyjnych zale¿noœci pomiê-
dzy sekwencjami dla wybranych grup organizmów. Praktycznie dowolna mo¿liwoœæ
operowania zgromadzonymi w bazach „surowymi” danymi sekwencyjnymi okaza³a siê
doskona³ym narzêdziem analitycznym w filogenetyce molekularnej i genomice,
zw³aszcza genomice funkcjonalnej. Zatem czym jest biologiczna (bioinformatyczna)
baza danych? Mo¿na j¹ zdefiniowaæ jako odpowiednio zorganizowane zbiory z bardzo
du¿¹ iloœci¹ danych, g³ównie sekwencji DNA/RNA i bia³ek. Zazwyczaj s¹ one œciœle
powi¹zane z darmowym oprogramowaniem umo¿liwiaj¹cym przeszukiwanie zasobów
i ekstrakcjê po¿¹danej przez u¿ytkownika informacji. Dobra baza danych powinna siê
charakteryzowaæ nastêpuj¹cymi cechami: a) mo¿liwoœci¹ precyzyjnej i szybkiej – za
pomoc¹ minimalnej liczby kroków („klikniêæ”) – ekstrakcji tylko tych informacji, któ-
re s¹ poszukiwane, b) mo¿liwoœci¹ obróbki informacji, przy zastosowaniu skojarzone-
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go z baz¹ oprogramowania, c) mo¿liwoœci¹ ³atwego przejœcia poprzez odpowiednie
³¹cza internetowe do innych baz danych, d) mo¿liwoœci¹ zdefiniowania przez u¿yt-
kownika sposobu podgl¹du uzyskanych danych i ich zapisania i/lub wydrukowania,
e) ma³¹ redundancj¹ danych, tzn. zgromadzone informacje powinny byæ unikatowe,
a obecnoœæ wszelkich nadmiarowych danych powinna byæ ograniczona do minimum.
Ciesz¹ce siê znaczn¹ popularnoœci¹ bazy zawieraj¹ ogromn¹ iloœæ danych, które na
bie¿¹co s¹ aktualizowane, a wyszukiwanie informacji rozpoczyna siê zazwyczaj w po-
lu, w którym nale¿y wpisaæ odpowiednie s³owo kluczowe (ang. key word). Coraz wiêcej
dostêpnych baz nie s³u¿y tylko do gromadzenia i katalogowania informacji, jak np.
znaczna czêœæ klasycznych baz: NCBI, EMBL, czy Swiss-Prot. Wiêkszoœæ baz jest tak¿e
udostêpnionymi on-line zestawami oprogramowania (platformami), które korzysta
z informacji zgromadzonych w innych bazach. St¹d te¿ bazy staj¹ siê serwisami opro-
gramowania, które s³u¿y rozwi¹zywaniu konkretnego zagadnienia biologicznego.
Przyrost informacji w bazach danych, jest bardzo szybki (1). Przyk³adowo, analiza da-
nych na przestrzeni 10 lat: 1998-2008 pokaza³a, ¿e liczba zdeponowanych sekwencji
w GenBank (NCBI) i DDBJ podwaja³a siê œrednio co dwa lata (13). Coraz wydajniejsze –
w zwi¹zku z postêpuj¹c¹ automatyzacj¹ – metody sekwencjonowania genomów –
g³ównie genomów mikroorganizmów – raczej nie zmieni¹ tempa przyrostu danych
sekwencyjnych. Wspomniana baza NCBI w tej chwili oferuje 1000 ca³kowicie zsekwen-
cjonowanych genomów prokariotycznych (www.ncbi.nlm.nih.gov). Biologiczne bazy da-
nych by³y pierwotnie tworzone g³ównie przez biologów molekularnych i biochemi-
ków. Obecnie obserwuje siê w konstrukcji baz tendencjê, aby niezale¿nie od ich mery-
torycznej zawartoœci, by³y one czytelne i zrozumia³e dla niespecjalistów z ró¿nych
dziedzin nauk biologicznych, rolniczych i medycznych. W tabeli zamieszczono kilka
podstawowych biologicznych baz danych ze wskazaniem jaki g³ówny rodzaj informa-
cji przechowuj¹.

Generalnie liczba baz danych zawieraj¹ca informacje z samej biologii molekular-
nej wynosi obecnie ponad 1000 (14) i wszystko wskazuje na to, ¿e z roku na rok
nadal bêdzie siê powiêkszaæ.

T a b e l a

Przyk³adowe biologiczne bazy danych

Typ bazy danych Rodzaj gromadzonej informacji Nazwa bazy danych Adres www

1 2 3 4

bibliograficzne literatura naukowa

biblioteka wirtualna
(ICM)

http://vls.icm.edu.pl/ (p³atna)

NCBI – PubMed http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/

linki do czasopism
publikuj¹cych prace
z szeroko rozumianej
biologii roœlin

http://www.e-journals.org/botany/
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1 2 3 4

taksonomiczne klasyfikacja organizmów NCBI – Taxonomy http://www.ncbi.nlm.nih.gov/guide/
taxonomy/

zawieraj¹ce
sekwencje kwasów
nukleinowych

informacje o sekwencjach
DNA/RNA

NCBI – GenBank http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/

EMBL http://www.ebi.ac.uk/embl/

DDBJ http://www.ddbj.nig.ac.jp/

genomiczne informacje o genach

i ca³ych genomach

NCBI – genomy http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/
genome

EMBL http://www.ebi.ac.uk/genomes/

zawieraj¹ce
sekwencje bia³ek

informacje

o sekwencjach bia³kowych

PIR http://pir.georgetown.edu/

Swiss-Prot http://www.expasy.ch/sprot/

UniProt http://www.uniprot.org/

zawieraj¹ce
struktury
przestrzenne bia³ek

eksperymentalnie zweryfikowane
3-wymiarowe struktury bia³ek

PDB http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do

zawieraj¹ce rodziny
bia³ek,
domeny bia³kowe
itp.

klasyfikacja bia³ek

i identyfikacja domen bia³kowych

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

PRINTS http://www.bioinf.manchester.ac.uk/
dbbrowser/PRINTS/index.php

Pfam http://pfam.sanger.ac.uk/

enzymy/szlaki
metaboliczne

informacja o szlakach metabolicz-
nych: enzymach oraz ich substra-
tach i produktach

BioCyc http://biocyc.org/

KEGG – pathway http://www.genome.jp/kegg/pathway.
html

BRENDA http://www.brenda-enzymes.org/

inne specjalistyczne
bazy danych np.
dotycz¹ce jednej
grupy bia³ek,
metabolitów
drobnocz¹steczkowych
lub dedykowane
jednemu
organizmowi

przewidywanie rodzaju dysmutazy
ponadtlenkowej (SOD) oraz stop-
nia jej oligomeryzacji

SODa http://babylone.ulb.ac.be/SODa/index.
php

zawartoœæ polifenoli

w po¿ywieniu

Phenol-Explorer http://www.phenol-explorer.eu

genom Arabidopsis thaliana TAIR http://www.arabidopsis.org/

2.1. Ograniczenia w korzystaniu z baz

Dane sekwencyjne w bazach nie powinny byæ traktowane jako absolutnie nie-
zmienne i ostateczne. Warto sobie uœwiadomiæ, ¿e ka¿da sekwencja w bazach jest
wynikiem eksperymentu, czyli mniej lub bardziej dok³adnego procesu sekwencjono-
wania. Eksperyment jest podstawowym Ÿród³em danych do sekwencyjnych baz da-
nych. Jednak¿e, czasami zdarza siê, ¿e opublikowana (zdeponowana) w bazie se-
kwencja zawiera b³êdy lub jest b³êdnie przypisana do genu/bia³ka. Sytuacja taka
mo¿e mieæ miejsce szczególnie, wtedy gdy sekwencjonowanie przeprowadza siê
wysoko przepustowymi technikami, np. technik¹ sekwencjonowania genomów shot-
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gun („strza³u na œlepo”). Problemem s¹ tak¿e zanieczyszczenia materia³u genetycz-
nego powsta³e w trakcie przygotowania DNA do sekwencjonowania. Przyk³adowo,
ostatnio opublikowana sekwencja genomu ogórka (Cucumis sativus) zawiera oko³o
1500 sekwencji pochodzenia bakteryjnego i wirusowego (15), a zdeponowana
i obecnie przygotowywana do publikacji sekwencja genomu tej roœliny, wykonana
przez polskie konsorcjum, nie zawiera takich b³êdów (S. Karpiñski, informacja ust-
na). Problem b³êdnych adnotacji dla danych sekwencyjnych zaczyna narastaæ wraz
z lawinowo rosn¹c¹ liczbê zsekwencjonowanych genomów, dla których w sposób
automatyczny – korzystaj¹c z algorytmów obliczeniowych – przypisywane s¹ se-
kwencje bia³ek o okreœlonej funkcji. Nawet, jeœli genom jest zsekwencjonowany po-
prawnie, to b³êdnie mog¹ zostaæ wykonane adnotacje, czyli przypisanie danemu
bia³ku konkretnej funkcji biologicznej. Na podstawie przeprowadzonych analiz po-
równawczych dla 37 modelowych rodzin ró¿nych bia³ek enzymatycznych, które zo-
sta³y dok³adnie scharakteryzowane metodami eksperymentalnymi, pokazano, ¿e au-
tomatyczna adnotacja funkcjonalna dla sekwencji aminokwasowych tych enzymów,
z wykorzystaniem wybranych baz danych, mo¿e byæ b³êdna nawet na poziomie kil-
kudziesiêciu procent dla sekwencji bia³kowych w obrêbie danej rodziny (16). Ogra-
niczeniem ryzyka zwi¹zanego z prac¹ na bia³kach o Ÿle przypisanej funkcji jest ko-
rzystanie z baz, które s¹ aktualizowane rêcznie, na podstawie danych sekwencyj-
nych zweryfikowanych eksperymentalnie, np. Swiss-Prot (tab. 1), SFLD (ang. Structu-

re-Function Linkage Database, http://sfld.rbvi.ucsf.edu/) (16). Korzystanie z nieprawi-
d³owo opisanych sekwencji bêdzie prowadziæ, np. do b³êdnych wyników analiz
o charakterze strukturalno-funkcjonalnym. Przyk³adowo, przewidywanie in silico

ró¿nych w³aœciwoœci bia³ek, takich jak np. lokalizacja bia³ka w okreœlonej organelli
komórkowej jest tylko pewn¹ propozycj¹ (przewidywaniem) i zale¿y od obecnoœci
specyficznych sekwencji sygna³owych, które decyduj¹ o eksporcie okreœlonego
bia³ka do wybranej organelli komórkowej. Jednak nie mo¿na takiego wyniku – na-
wet jeœli sekwencja jest prawid³owa – traktowaæ jako ostatecznego dowodu, ¿e
dane bia³ko rzeczywiœcie jest zlokalizowane, np. w chloroplastach czy w mitochon-
driach. Jak na razie, przewidywania na podstawie algorytmów bioinformatycznych
nie zast¹pi¹ eksperymentalnej weryfikacji hipotezy badawczej – w tym przypadku
hipotezy o tym, ¿e analizowane bia³ko jest zlokalizowane w chloroplastach lub
w mitochondriach. Nie mo¿na jednak wykluczyæ, ¿e ju¿ wkrótce udoskonalone algo-
rytmy stosowane w ró¿nych aplikacjach bêd¹ z coraz wiêksz¹ dok³adnoœci¹ odwzo-
rowywaæ rzeczywistoœæ biologiczn¹ (3).

3. Platforma: phylogeny.fr – narzêdzie do filogenetyki molekularnej

Rekonstrukcja historii ewolucyjnej sekwencji DNA/RNA i bia³ek jest obecnie pod-
staw¹ wiêkszoœci badañ w zakresie genomiki funkcjonalnej, przewidywania funkcji
nieznanego genu/bia³ka, wykrywania tzw. poziomego transferu genów (ang. horizon-
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tal gene transfer), czy identyfikacji nowych mikroorganizmów. Obecnie jest kilka-
dziesi¹t programów dostêpnych on-line lub do pobrania z Internetu, które umo¿li-
wiaj¹ analizê filogenetyczn¹. Ich zbiór mo¿na znaleŸæ na stronie Joe Felsensteina:
http://evolution.genetics.washington.edu/phylip/software.html).

Poni¿ej omówiono w zarysie bardzo przydatn¹ platformê do analiz z zakresu fi-
logenetyki molekularnej jak¹ jest phylogeny.fr (http://www.phylogeny.fr). W³aœciwie
phylogeny.fr jest dostêpnym on-line oprogramowaniem s³u¿¹cym do analizowania
wprowadzonych danych z sekwencjami nukleotydowymi/bia³kowymi pod k¹tem fi-
logenetycznym. Podstawowym elementem przy przewidywaniu historii ewolucyjnej
okreœlonych sekwencji jest dysponowanie zbiorem sekwencji homologicznych, czyli
takich, które pochodz¹ od wspólnego przodka. Homologia sekwencji poci¹ga za
sob¹ takie konsekwencje jak podobna struktura i funkcja badanego genu/bia³ka.
Jednak jak uzyskaæ zbiór sekwencji, które z mo¿liwie du¿ym prawdopodobieñ-
stwem s¹ sekwencjami homologicznymi? Najpowszechniej stosowanym sposobem
na otrzymanie zbioru takich sekwencji jest zastosowanie programu BLAST (ang. Ba-

sic Local Alignment Serach Tool) lub jego nowszej wersji PSI-BLAST (ang. Position-Speci-

fic Iterated BLAST), który podaje listê najlepszych lokalnych dopasowañ sekwencji za-
pytania (ang. query sequence) z sekwencjami zgromadzonymi w bazie danych (17,18).
Algorytm BLAST jest zaimplementowany w wielu bazach danych, np. UniProt/Swiss-
-Prot, EMBL, choæ pierwotn¹ lokalizacj¹ BLAST’a jest baza NCBI. Warto tutaj podkre-
œliæ, ¿e BLAST daje wyniki dotycz¹ce podobieñstwa pomiêdzy liniow¹ sekwencj¹ li-
ter (nukleotydy lub aminokwasy), a nie zawsze sekwencje najbardziej podobne s¹
rzeczywiœcie homologiczne i odwrotnie – sekwencje o niskim stopniu podobie-
ñstwa mog¹ faktycznie byæ homologiczne, bo œwiadczy o tym np. podobieñstwo
struktury 3-rzêdowej. Zazwyczaj, w praktyce, jeœli przyrównywane sekwencje otrzy-
muj¹ odpowiedni parametr statystyczny tzw. wartoœæ oczekiwan¹, czyli E-value
(ang. expected value), znacznie mniejsz¹ od 1, zwykle E < 0.0001 (1e-04) oraz iden-
tycznoœæ w przypadku sekwencji kwasów nukleinowych i bia³ek – dla odcinków
o d³ugoœci 100 i wiêcej liter – jest > 70%, dla sekwencji nukleotydowych i > 25%
w przypadku sekwencji aminokwasowych, to zazwyczaj takie sekwencje mo¿na
uznaæ za homologiczne (3,19,20). Warto dodaæ, ¿e identycznoœæ na poziomie 50%
dla odcinków np. 20-40-aminokwasowych mo¿e byæ czysto przypadkowa (19). Inn¹
praktyczn¹ informacj¹ jest to, ¿e lepiej jest porównywaæ sekwencje aminokwasowe.
Sekwencje 20-literowe (20 aminokwasów) nios¹ wiêcej informacji, ni¿ 4-literowe
(4 nukleotydy). Szansa, ¿e przypadkiem znajdzie siê wysoki poziom podobieñstwa
pomiêdzy niespokrewnionymi ewolucyjnie sekwencjami jest wy¿sza dla sekwencji
4-literowych, ni¿ 20-literowych. Zatem losowe znalezienie identycznych lub bardzo
podobnych – a w rzeczywistoœci niehomologicznych – sekwencji DNA/RNA przy
przeszukiwaniu baz jest znacznie bardziej prawdopodobne, ni¿ dla sekwencji ami-
nokwasowych w bia³kach (20). Platforma phylogeny.fr zawiera równie¿ odnoœnik do
wspomnianego algorytmu BLAST (BLAST Explorer) i u¿ytkownik mo¿e dokonaæ przy-
równania sekwencji z wybranej bazy do sekwencji zapytania i otrzymaæ wynik, który
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w odpowiednim formacie, np. FASTA mo¿e dalej byæ poddany analizie filogenetycz-
nej (21). Program BLAST wystêpuje w kilku wersjach, a te zaimplementowane na
platformie phylogeny.fr to: BlastP, BlastN, TBlastN, BlastX. Algorytm BlastP przeszu-
kuje bia³kow¹ bazê danych wykorzystuj¹c, jako sekwencjê zapytania bia³ko (se-
kwencjê aminokwasow¹); BlastN przeszukuje bazê sekwencji nukleotydowych
(DNA/RNA) wykorzystuj¹c, jako sekwencjê zapytania zadan¹ sekwencjê nukleoty-
dow¹; TBlastN przeszukuje bazê bia³ek, która powsta³a w wyniku translacji z se-
kwencji nukleotydowych, wykorzystuj¹c jako sekwencjê zapytania bia³ko; BlastX
przeszukuje bazê bia³ek wykorzystuj¹c jako sekwencjê zapytania bia³ko, które po-
wsta³o w wyniku translacji z sekwencji nukleotydowej. W implementacji BLAST’a na
phylogeny.fr u¿ytkownik musi: 1) wprowadziæ wybran¹ sekwencjê zapytania w po-
staci nieobrobionej (ang. raw) lub w formacie FASTA, 2) zaznaczyæ jak¹ wersjê
BLAST’a nale¿y u¿yæ: BlastP, BlastN, TBlastN, czy BlastX (domyœlnie zaznaczony jest
BlastP), 4) zaznaczyæ wzglêdem jakiej bazy danych ma byæ przeszukiwana sekwencja
zapytania (domyœlnie zaznaczona jest nieredundantna bia³kowa baza NCBI z podan¹
dat¹ aktualizacji), 3) zaznaczyæ dla jakiej wartoœci oczekiwanej E maj¹ byæ znalezio-
ne sekwencje (domyœlnie jt. wartoœæ 1e-05, czyli 10-5) oznacza to, ¿e BLAST znajdzie
i wyœwietli sekwencje, których lokalne podobieñstwo bêdzie nie wiêksze ni¿
E = 10-5). Po analizie program podaje zestaw sekwencji, które mo¿na z du¿ym
prawdopodobieñstwem uznaæ za homologiczne i zastosowaæ je do dalszych analiz
filogenetycznych. Podstawow¹ zalet¹ platformy phylogeny.fr mo¿e byæ wykonanie
analiz zarówno przez niespecjalistów przez u¿ycie opcji „jedno klikniêcie” (ang.
„one-click”), jak równie¿ przez bardziej zaawansowanych u¿ytkowników, którzy mo-
g¹ zmieniaæ zestawy ró¿norodnych parametrów, np. w opcji dla zaawansowanych
(ang. advanced). Zbiór sekwencji wprowadzony w jednym z formatów np. FASTA,
mo¿e byæ nastêpnie przyrównany z wykorzystaniem programów najpowszechniej
wykorzystywanych do przyrównañ wielosekwencyjnych (ang. multiple alignment), ta-
kich jak: MUSCLE, ProbCons, T-Coffee, 3D-Coffee lub ClustalW. Domyœlnie, platfor-
ma phylogeny.fr wykorzystuje program MUSCLE (22). U¿ytkownik powinien te¿ po-
daæ swój adres e-mail, na który przes³ane bêd¹ wyniki. Nastêpnie, po klikniêciu, wy-
konane przyrównanie wielosekwencyjne jest poddawane obróbce przez zaimple-
mentowany na platformie program Gblocks, który automatycznie usuwa najmniej
efektywnie dopasowane fragmenty przyrównanych sekwencji (23). W wariancie bar-
dziej zaawansowanym mo¿na zaznaczyæ opcjê, aby usuwane by³y wszystkie przerwy
w dopasowaniu wielosekwencyjnym. Potem program konstruuje drzewo filogene-
tyczne na bazie jednej z czterech metod: 1) najwiêkszej wiarygodnoœci (ML, ang.
Maximum Liklelihood), 2) parsymonii, 3) przy³¹czania s¹siada (NJ, ang. Neighbour Jo-

ining), 4) bayesowsk¹ (21, www.phylogeny.fr). W opcji „jedno kilkniêcie” drzewo
tworzone jest na podstawie algorytmu najwiêkszej wiarygodnoœci (ML), który obok
metody bayesowskiej jest uznawany za najlepszy do przewidywania drzew filogene-
tycznych (24). W modelu najwiêkszej wiarygodnoœci zaimplementowanym na plat-
formie phylogeny.fr wykorzystuje siê model ewolucyjny substytucji (podstawieñ)
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nukleotydów: HKY85 (25) i substytucji aminokwasów: WAG (26). Statystyczna istot-
noœæ drzewa oceniana jest dwoma metodami tzw. metod¹ samopróbkowania (ang.
bootstrap) lub za pomoc¹ tzw. przybli¿onego testu ilorazu wiarygodnoœci (aLRT,
ang. approximate Likelihood Ratio Test) (27, www.phylogeny.fr). Domyœlnie ustawiona
jest metoda aLRT, która jest znacznie szybsza i nie ustêpuje wiarygodnoœci¹ meto-
dzie samoporóbkowania. W rezultacie, u¿ytkownik otrzymuje na swój adres e-mail
ostateczny wynik – a w³aœciwie ³¹cze internetowe do strony phylogeny.fr z wyni-
kiem, którym jest narysowane drzewo filogenetyczne. Czas otrzymania drzewa wy-
nikowego zale¿y m.in. od iloœci i d³ugoœci przyrównywanych sekwencji, zadanego
modelu ewolucyjnego, metody wybranej do statystycznego oszacowania drzewa.
Platforma umo¿liwia podgl¹dniêcie ca³ej procedury tworzenia drzewa od momentu
przyrównania wielosekwencyjnego do otrzymania ostatecznego drzewa o okreœlo-
nej topologii. Na tym etapie drzewo mo¿e byæ uwidocznione i przekszta³cone do
postaci wymaganej przez u¿ytkownika, przy u¿yciu jednego z programów:
Drawgram, Drawtree i TreeDyn. W opcji „jedno klikniêcie” drzewo jest przedstawia-
ne w programie TreeDyn, który umo¿liwia jego edycjê i zmianê ukorzenienia drze-
wa, koloru, gruboœci, wielkoœci ga³êzi i czcionek (21). Ostateczny obraz uzyskanego
drzewa mo¿e byæ wyeksportowany/zapisany w pliku PDF lub PNG, w postaci goto-
wej do publikacji. Warto podkreœliæ, ¿e wa¿nym praktycznym sk³adnikiem platformy
phylogeny.fr jest równie¿ konwerter formatów powszechnie u¿ywanych w bioinfor-
matyce. U¿ytkownik mo¿e wykorzystaæ wymienion¹ platformê do przekszta³cenia
dowolnej sekwencji nukleotydowej/aminokwasowej zapisanej w jednym formacie
w inny format, który jest wymagany do dzia³ania ró¿nych aplikacji bioinformatycz-
nych.

4. BioCyc – uniwersalny zbiór danych dla szlaków metabolicznych
i genomów

W organizmach ¿ywych metabolizm opiera siê na trzech podstawowych filarach:
1) przemian rozmaitych zwi¹zków drobno- i wielocz¹steczkowych, 2) aktywnoœci
enzymów, które katalizuj¹ reakcje chemiczne przekszta³caj¹ce wymienione grupy
zwi¹zków chemicznych, 3) aktywnoœci okreœlonych grup genów, które koduj¹ odpo-
wiednie enzymy. Spoœród wielu baz danych, które dedykowane s¹ szlakom metabo-
licznym na szczególn¹ uwagê zas³uguje baza BioCyc (http://biocyc.org/), która za-
wiera zbiór baz szlaków metabolicznych i genomów (PGDBs, ang. Pathway/Genome

Databases) (28). Baza ta jest de facto metabaz¹, czyli ma charakter nadrzêdny wobec
wielu innych baz kataloguj¹cych szlaki metaboliczne i geny/enzymy. BioCyc zawiera
obecnie kolekcjê baz wtórnych z w pe³ni zsekwencjonowanymi genomami dla 505
ró¿nych organizmów, wœród których s¹ przedstawiciele trzech g³ównych domen ¿y-
cia: Bacteria, Archaea, Eucarya. Najwiêcej jest genomów mikroorganizmów, najmniej
zwierz¹t. G³ównymi bazami wtórnymi w obrêbie BioCyc s¹: EcoCyc, MetaCyc i Hu-
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manCyc. EcoCyc zawiera pe³ny genom wraz ze szlakami metabolicznymi/enzymami
i regulacj¹ transkrypcyjn¹ dla Escherichia coli (29). MetaCyc jest najwiêksz¹ baz¹
wtórn¹ w obrêbie BioCyc i zawiera ponad 1400 rozmaitych szlaków metabolicznych
zweryfikowanych eksperymentalnie dla ponad 1800 organizmów. MetaCyc pozwala
na analizê metabolizmu podstawowego i wtórnego wraz z okreœlonymi genami/en-
zymami i substratami/produktami danych reakcji (30). Z kolei baza HumanCyc stano-
wi cenne Ÿród³o informacji nt. genomu i szlaków metabolicznych/enzymów cz³owie-
ka (31). Zgodnie z tym, o czym wspomniano, najobszerniejsz¹ baz¹ jest MetaCyc, co
nie zmienia faktu, ¿e wszystkie wymienione bazy s¹ zintegrowane w obrêbie meta-
bazy BioCyc i przejœcie pomiêdzy poszczególnymi podbazami jest szybkie i proste.
Ponadto BioCyc integruje inne bazy dla genów/enzymów i szlaków metabolicznych,
których pe³n¹ listê mo¿na znaleŸæ na stronach: 1) http://biocyc.org/otherpgdbs.
shtml, 2) http://biocyc.org/biocyc-pgdb-list.shtml#tier2. Bazy mog¹ byæ przeszuki-
wane na kilka sposobów. Tradycyjn¹ metod¹ jest wpisanie s³owa kluczowego w po-
lu wyszukiwarki. Bazê mo¿na te¿ przeszukiwaæ bezpoœrednio poprzez podanie
skrótu identyfikatora np. dla genu. Jednak najbardziej interesuj¹ca jest mo¿liwoœæ
porównywania pomiêdzy wybranymi z listy grupami organizmów: a) wybranych
szlaków metabolicznych, b) map metabolicznych/genomowych. W BioCyc zaimple-
mentowany jest równie¿ BLAST, czyli istnieje mo¿liwoœæ znalezienia sekwencji ho-
mologicznych DNA/RNA lub bia³ka wzglêdem sekwencji zapytania dla wybranego
genu/enzymu. Baza podaje równie¿ statystykê przy porównywaniu wybranych orga-
nizmów dla takich parametrów jak: a) typy reakcji z uwzglêdnieniem podzia³u na re-
akcje z udzia³em zwi¹zków drobnocz¹steczkowych, bia³ek, reakcji dotycz¹cych
transportu, udzia³u poszczególnych klas enzymów w okreœlonych grupach reakcji
(klasyfikacja enzymów wg kategorii komisji enzymatycznej – E.C., ang. Enzyme

Commission) itp., b) podzia³ na szlaki metaboliczne np. z uwzglêdnieniem szlaków
biosyntetycznych, szlaków transdukcji sygna³u itp., c) udzia³ zwi¹zków drobnocz¹s-
teczkowych jako substratów/produktów, inhibitorów, aktywatorów, czy kofaktorów
enzymów, d) wykrywanie bia³ek ortologicznych (ortologów) oraz bia³ek unikato-
wych dla wybranych organizmów, e) wykrywanie bia³ek bior¹cych udzia³ w proce-
sach transportu przez b³onê komórkow¹, f) identyfikacja genów przypadaj¹cych na
jednostkê transkrypcyjn¹ i iloœæ operonów przypadaj¹c¹ na szlak metaboliczny. Na
rysunku 1 przedstawiono wybrane sposoby wyszukiwania informacji dotycz¹cych
zwi¹zków drobnocz¹steczkowych. Szlaki metaboliczne przedstawiane s¹ w czytel-
nej postaci jako ci¹g nastêpuj¹cych po sobie reakcji. Jeœli enzymy katalizuj¹ce po-
szczególne reakcje s¹ pokazane pogrubion¹ czcionk¹ oznacza to, ¿e udzia³ takiego
enzymu w katalizowaniu konkretnej reakcji – w przypadku danego organizmu –
jest potwierdzony eksperymentalnie.

W BioCyc i g³ównych podbazach wchodz¹cych w jej sk³ad dla ka¿dego enzymu
s¹ odnoœniki do innych baz danych, takich jak np. NCBI, UniProt/Swiss-Prot, czy baz
dedykowanych konkretnemu organizmowi np. TAIR (ang. The Arabidopsis Information

Resource) dla A. thaliana (tab.) W bazach tych mo¿na znaleŸæ informacje nt. sekwencji
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koduj¹cej cDNA/mRNA, czy sekwencji aminokwasowej poszukiwanego enzymu. Za-
równo w przypadku szlaku metabolicznego, enzymu, czy substancji drobnocz¹s-
teczkowej, baza podaje zwiêz³e informacje zwi¹zane z tematem zapytania, czyli np.
krótk¹ charakterystykê danego szlaku metabolicznego, wraz z podaniem odnoœni-
ków do literatury.

G³ówn¹ zalet¹ bazy BioCyc jest mo¿liwoœæ przewidywania de novo szlaków meta-
bolicznych dla organizmu, którego genom zosta³ zsekwencjonowany, na podstawie
istniej¹cej ju¿ bazy szlaków i enzymów. Przewidywanie szlaków biochemicznych in

silico jest szczególnie istotne w przypadku obiektów, które trudno poddaj¹ siê ma-
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Rys. Dwa schematycznie przedstawione sposoby przeszukiwania metabazy BioCyc (BioCyc.org 13.0
Website) i baz z ni¹ stowarzyszonych pod k¹tem zaanga¿owania zwi¹zków drobnocz¹steczkowych: tle-
nu (O2) i nadtlenku wodoru (H2O2) w szlakach/reakcjach metabolicznych u wybranych grup organizmów.
aInne bazy: AraCyc (www.arabidopsis.org/biocyc/index.jsp), CalbiCyc (http://pathway.candidagenome.org/),
DictyCyc (http://dictybase.org/Dicty_Info/dictycyc_info.html), EcoCyc (http://ecocyc.org/), HumanCyc
(http://humancyc.org/), MedicCyc (http://www.noble.org/MedicCyc/index.html), MetaCyc (http://metacyc.org/),
MouseCyc (http://mousecyc.jax.org/), RiceCyc (http://www.gramene.org/pathway/), SolCyc (http://solcyc.
sgn.cornell.edu/), Yeast Biochemical Pathways (http://pathway.yeastgenome. org/biocyc/); bzapytanie mo¿e
równie¿ dotyczyæ nazwy: organizmu, enzymu, genu, szlaku metabolicznego, itp. cbazy nie obejmuj¹
drobnocz¹steczkowych zwi¹zków chemicznych, które s¹ bardzo rozpowszechnie u wszystkich organi-
zmów, takich jak: H2O, H+, ATP, ADP, AMP, fosforany, difosforany, NAD+, NADH, NADP+, NADPH, utle-
nionych/zredukowanych akceptorów elektronów (www.biocyc.org).



nipulacjom genetycznym, np. wy³¹czenie okreœlonego genu/genów jest zbyt skom-
plikowane lub wrêcz niemo¿liwe. St¹d klasyczna eksperymentalna analiza bioche-
miczna tego typu organizmów jest znacznie utrudniona. Dobrym przyk³adem zasto-
sowania takiego podejœcia do analizy metabolizmu by³o zaproponowanie sposobu
asymilacji siarki u ekstremofilnej bakterii Acidithiobacillus ferrooxidans (32). Bio-
Cyc/MetaCyc daje mo¿liwoœæ pobrania z Internetu odpowiedniego oprogramowania
narzêdziowego tzw. PATHWAY TOOLS (narzêdzi do szlaków metabolicznych), które
mo¿na wykorzystaæ do konstruowania in silico szlaków metabolicznych dla dowolne-
go organizmu o zsekwencjonowanym genomie. Na podstawie tak przewidywanych
szlaków metabolicznych, np. dla organizmu patogenicznego, mo¿na typowaæ prze-
miany metaboliczne/enzymy, które nale¿y zahamowaæ, aby przyk³adowo nie rozwi-
ja³ siê jakiœ proces chorobowy wywo³ywany przez ten organizm. Przyk³adem takich
badañ mo¿e byæ analiza in silico metabolizmu zarodŸca malarii Plasmodium

falciparum (33). Innym wa¿nym aspektem zastosowania BioCyc i powi¹zanych z ni¹
baz wtórnych jest mo¿liwoœæ przewidywania, w jakim kierunku nale¿y modyfikowaæ
szlaki metaboliczne, które s¹ np. zwi¹zane z biosyntez¹ wa¿nych z przemys³owego
punktu widzenia zwi¹zków chemicznych lub degradacj¹ substancji szczególnie tok-
sycznych dla œrodowiska. Metabaza BioCyc stwarza szerokie pole do analiz metabo-
lizmu in silico u wybranych organizmów, które mog¹ mieæ zastosowanie w biotech-
nologii.

5. Eukariotyczne bazy genomowe – poszukiwanie elementów regulatorowych

Transkrypcyjna kontrola ekspresji genów jest fundamentalnym procesem dla
wewn¹trz- i miêdzykomórkowych szlaków sygna³owych. Transkrypcja DNA anga¿u-
je aktywacje ro¿nych bia³kowych czynników transkrypcyjnych tzw. elementów regu-
latorowych typu trans, które oddzia³uj¹ z krótkimi specyficznymi sekwencjami DNA
w promotorach genów, czyli z elementami regulatorowymi typu cis. Zrozumienie
i rozpracowanie sieci sygna³owej opartej na tych elementach jest kluczem do po-
znania zasad funkcjonowania organizmów ¿ywych, np. regulacji rozwoju embrional-
nego cz³owieka, aklimatyzacji roœlin do ró¿norodnych warunków œrodowiska, wro-
dzonej odpornoœci na choroby, cyklu komórkowego i wielu innych podstawowych
procesów biologicznych (34). Jedne z najwiêkszych mo¿liwoœci analizy promotorów
genów mamy u Arabidopsis thaliana. Internetowa strona arabidopsis.org daje mo¿li-
woœæ korzystania z programu ‘Patmatch’ (ang. Pattern Matching – dopasowanie
wzorca), który wyszukuje krótkie sekwencje nukleotydowe (< 20 nukleotydów)
w promotorach, intronach i w nie transkrybowanych rejonach (NTR, ang. Non-Trans-

criptable Regions) wszystkich genów A. thaliana. Dodatkowo, arabidopsis.org daje
u¿ytkownikowi do dyspozycji narzêdzie ‘Motif analysis’ (analiza motywów sekwen-
cyjnych), pozwalaj¹ce na znalezienie szeœcioliterowych sekwencji nukleotydowych
– prawdopodobnych elementów regulatorowych typu cis, które zawieraj¹ promoto-
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ry genów wybranych do przeszukiwania. Pracê u³atwia tak¿e zestaw narzêdzi ‘Bulk
Data Retrieval and Analysis’ (odzyskanie i analiza du¿ej iloœci danych), w którym to
mo¿na znaleŸæ opisy genów, skopiowaæ wybrane sekwencje promotorów, sekwen-
cje koduj¹ce bia³ka, sekwencje bia³ek, intronów i NTR-ów, jak równie¿ analizowaæ
eksperymenty mikromacierzowe. U¿ytkownik ma tak¿e ³atwy dostêp do wszystkich
danych poprzez serwer ftp.

Do analizy promotorów bardzo przydatne s¹ tak¿e inne programy wyszukuj¹ce
elementy regulatorowe typu cis w danej sekwencji. Takie mo¿liwoœci daje nam baza
PLACE (ang. Plant Cis-acting Regulatory DNA Elements, www.dna.affrc.go.jp/PLACE/),
czy PlantCARE (http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/plantcare/html/) dedyko-
wane roœlinom i strona SoftBerry (http://linux1.softberry.com/berry.phtml), która do-
tyczy szeroko rozumianej analizy genomów eukariotycznych.

6. Podsumowanie

Znaczenie biologicznych baz danych, sposobów gromadzenia i katalogowania
informacji bêdzie wzrastaæ. Niech znakiem wzrastaj¹cego znaczenia baz bêdzie po-
wstanie w 2009 r. nowego czasopisma „Database. The Journal of Biological Databa-
ses and Curation”, które jest dedykowane biologicznym bazom danych i powi¹zane-
mu z nimi oprogramowaniu (35). Biologiczne bazy danych ze zgromadzonymi
w nich informacjami maj¹ podstawowe znaczenie dla rozwoju dziedziny wiedzy
jak¹ jest biologia systemów (ang. systems biology), która poprzez ³¹czenie wszystkich
elementów, takich jak: ekspresja genów, aktywnoœæ enzymów, sieæ wzajemnie po-
wi¹zanych szlaków metabolicznych, stawia sobie za zadanie stworzenie holistycz-
nego obrazu organizmu, który znajduje odzwierciedlenie w jego fenotypie (36).

Dziêkujemy Panu magistrowi Piotrowi Gawroñskiemu za cenne uwagi dotycz¹ce pracy z eukario-
tycznymi bazami danych. Praca jest finansowana dziêki projektowi Welcome 2008/1 z Fundacji na
rzecz Nauki Polskiej i funduszom strukturalnym z Unii Europejskiej oraz projektowi COST nr:
595/N-COST/2009/0.
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