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Summary

Today, we have very powerful and effective machines and methods to se-
quence and analyze DNA sequences. Almost every week, new genomes are
added to sequence databases. However, those data are useless without addi-
tional annotations. Genes need to be found and their functions defined. Experi-
mental work is too slow to analyze each sequence of a potential gene but com-
putational methods facilitate such analyses. Here, we review the methodology,
potential problems and constraints in genes finding and their annotation. We
describe some new approaches including comparative genomics.
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1. Wstep

Od czasu pierwszych projektow sekwencjonowania metoda
Sangera (1), techniki okres$lania kolejnosci nukleotydow w se-
kwencjach bardzo sie rozwinety dzieki automatyzacji i kompute-
ryzacji. Obecnie zsekwencjonowanie genomu bakteryjnego zaj-
muje tylko kilkadziesigt dni. Poczynajac od 1999 r. liczba pozna-
wanych genoméw podwaja sie srednio co 15 miesiecy, a co mie-
sigc publikowane sg sekwencje srednio czterech genomoéw (2).
Jednakze uzyskanie sekwencji genomu jest dopiero poczatkiem
w probach zrozumienia podstaw funkcjonowania organizmu na
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poziomie molekularnym. Kolejnym etapem w rozszyfrowywaniu genomu jest odna-
lezienie w nim sekwencji kodujacych i przypisanie kodowanym przez nie produk-
tom funkcji pefnionych w organizmie, czyli dokonanie ich adnotacji na podstawie
analiz bioinformatycznych i do$wiadczalnych. Etapy poszukiwania sekwencji ko-
dujacych biatko i przypisywania im funkcji nalezg obecnie do podstawowych i nie-
zbednych zadan w analizie kazdego genomu (rys. 1).

2. Poszukiwanie sekwencji kodujacych biatko

Poszukiwanie sekwencji kodujacych u organizméw prokariotycznych rézni sie
od analiz sekwencji organizmoéw eukariotycznych. Réznica polega na tym, ze w ge-
nomie Prokaryotow jest mato przestrzeni miedzygenowych, w zwigzku z tym geny sa
upakowane. Natomiast u Eukaryotow geny sa bardzo rozproszone. Sekwencje ko-
dujgce stanowig w genomie bakterii Escherichia coli 88% genomu (3), u drozdzy —
okofo 70% (4), a u cztowieka — 1-2% (5). Ponadto u Prokaryotéow wystepujg geny
ciagte, nieposiadajgce intronéw, a u Eukaryotow geny sg podzielone na eksony i in-
trony o roznej liczbie i wielko$ci. Ponadto eksony moga by¢ rozproszone na duzym
odcinku chromosomu i moga wystepowac eksony niekodujagce w regionie 5’'UTR
(UnTranslated Region). U obu typow organizmoéw problemem jest identyfikacja krot-
kich sekwencji kodujgcych ze wzgledu na malg istotnos¢ statystyczng réznic miedzy
ich sekwencjami a sekwencjami losowymi. Mogtoby sie wydawa¢, ze identyfikowa-
nie genow u Prokaryotow jest tatwiejsze, jednak dodatkowe problemy w analizach
tych genoméw zwiazane sg z zachodzeniem na siebie potencjalnych sekwengji ko-
dujgcych. Pierwotnie przyjmuje sie, ze w takich uktadach kodujgcym jest ORF diuz-
szy (6). Jednak istniejg przypadki, w ktérych koduje ORF krétszy (7,8), lub koduja
obydwa ORF-y (9,10). Wiasciwe rozpoznanie genéw utrudnia réwniez obecnos$¢
pseudogendéw (11), wystepujacych w sekwencjach Eukaryotéw znacznie czeSciej niz
w sekwencjach Prokaryotow.

Jednym z pierwszych sposobow odnalezienia potencjalnych sekwencji kodu-
jacych biatko, szczegélnie u Prokaryotow i prostych Eukaryotow (np. drozdzy), jest
odnalezienie otwartych ramek odczytu — ORF-6w (Open Reading Frame). Algorytmy
programoéow wyszukujacych ORF-y sg proste. Ich dzialanie polega na wyszukiwaniu
w sekwencji genomu, czytanego w sze$ciu fazach, kodonéw startu translacji (naj-
czesciej ATG lub GTG, TTG i CTG) oraz jednego z trzech kodonéw stopu translagcji
(TGA,TAA,TAG). Fragment sekwencji znajdujacy sie miedzy tymi kodonami jest
ORF-em i jest traktowany jako potencjalnie kodujacy biatko. Niekodujace ramki od-
czytu moga w sekwencji DNA zosta¢ wygenerowane przypadkowo, a im sg krotsze,
tym prawdopodobienstwo ich przypadkowego pojawienia sie jest wieksze
(7,8,12-15). Z tego powodu w wiekszosci analiz wybierane sg najczesSciej tylko
ORF-y dtuzsze niz 100 kodonow (16,17).
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Rys. 1. Etapy analizy genomowego DNA: sekwencjonowanie, poszukiwanie sekwencji kodujacych
biatko, przypisywanie genom funkcji. Wyrézniono najwazniejsze metody w identyfikowaniu genéw i do-
konywaniu ich adnotacji funkcjonalnych, ktére opisano w tekscie.
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Po okresleniu zbioru ORF-6w identyfikuje sie tzw. elementy ,zanieczyszcza-
jace”, czyli fragmenty sekwencji wiruséw zintegrowanych z genomem bakterii, se-
kwencje wektorow uzytych w trakcie sekwencjonowania, ruchome elementy gene-
tyczne, sekwencje powtdrzone i sekwencje pseudogenow. Jest to etap trudny, po-
niewaz struktury te nie sa jeszcze dobrze poznane (4).

Istniejg trzy podejscia do rozpoznawania genéw w zsekwencjonowanych geno-
mach: na podstawie ,tresci” (zawartosci), sygnatow (kontekstu) i podobienstwa do
innych sekwencji. W pierwszym z nich analizowane sg specyficzne wlasciwosci DNA
zwigzane z kodowaniem biatka, jak: sklad nukleotydowy, asymetria, preferencyjne
wykorzystanie kodondéw i innych ,stow” DNA (oligomeréw). Sekwencje kodujgce
istotnie r6znig sie pod tym wzgledem od sekwencji niekodujacych. W drugim podej-
$ciu wyszukiwane sa sygnaly zwiazane z ekspresja sekwencji kodujacej, powiazane
z procesami transkrypcji i translacji. Trzecie podejscie obejmuje wyszukiwanie
w bazach danych sekwencji podobnych do analizowanego odcinka DNA oraz inne
analizy poréwnawcze genomodw (za pomoca programéw BLAST, FASTA, Critica i in.).

2.1. Poszukiwanie sekwencji kodujgcych na podstawie ,tresci”

W zwigzku z funkcjg kodowania biatka, sekwencje kodujgce charakteryzujg sie
inng strukturg niz sekwencje niekodujace. W sekwencjach kodujacych stwierdzono
obecnos$¢ rytmu o okresie 3 pz zwigzanego ze struktura tréjkowa kodu genetyczne-
go (18-22). Inng powszechnie znang wlasciwoscia sekwencji kodujgcych jest to, ze
zawieraja duzo puryn: adeniny i guaniny (18,23-27). Wazng cechg jest to, ze skfad
nukleotydowy jest specyficzny dla danej pozycji w kodonie (18,28-34). Generalnie,
w pierwszej pozycji w kodonach dominuje adenina i guanina, natomiast w drugiej
pozycji przewaza adenina i cytozyna. Dobrym parametrem identyfikujgcym sekwen-
cje kodujgce jest asymetria DNA opisywana réznicami miedzy komplementarnymi
nukleotydami w poszczegélnych pozycjach w kodonie (32,35,36). Wtasciwosci ko-
dujgce przektadaja sie réwniez na specyficzng uzywalnos$¢ kodonéw i aminokwaséw
(30,37). Zroznicowana jest uzywalnos¢ kodonéw synonimicznych, kodujacych ten
sam aminokwas (38-39) zwigzana z poziomem szybkosci translacji biatek (39-41).

Do identyfikowania sekwencji kodujacych mozna stosowac rézne kryteria (prace
przegladowe: 42-44). Najbardziej popularne i skuteczne okazato sie okreslanie uzy-
walnos$ci heksamerow (dwukodonéw) oraz zaleznos$¢ miedzy pozycjami nukleoty-
dow w sekwencji — modele Markowa (45-47). Jest to metoda statystyczna pozwa-
lajgca na odszukiwanie ukrytych wzorcow w réznego rodzaju ciggach znakow.
W metodzie tej zaklada sie, ze prawdopodobienstwo pojawienia sie w sekwencji
danego nukleotydu jest zalezne od poprzedzajacych go nukleotydéw. W analizach
genomu najczesciej stosuje sie piecio- i szeSciorzedowe modele. Prawdopodobien-
stwo pojawienia sie danego nukleotydu jest w nich zalezne od odpowiednio po-
przedzajacego go penta- lub heksameru. W programie Glimmer wprowadzono in-
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terpolowane modele Markova (IMM) (48). Tak zmodyfikowana metoda pozwala na
uzyskanie bardziej wiarygodnych wynikéow. W tradycyjnych modelach stosujacych
tylko jeden typ oligomeru o danej dtugosci (np. pentamery) moze zabrakna¢ danych
do obliczenia prawdopodobienstwa ich wystepowania. Model IMM omija ten pro-
blem przez wykorzystywanie oligomerow o réznej diugosci w zaleznosci od czestosci
ich wystepowania.

Algorytmy rozpoznajace geny wykorzystujace ukryte modele Markova muszg zo-
sta¢ wczeSniej ,,wytrenowane” na wzorcowym, reprezentatywnym zestawie sekwen-
¢ji kodujacych i niekodujacych, poniewaz ,uczg sie” charakterystycznych wiasciwo-
Sci genow i sekwencji niekodujacych. Istniejg odmiany programéw przystosowane
do rozpoznawania gendéw tylko okreslonego organizmu. Program GeneMark.HMM
zostal ,przetrenowany” na sekwencjach kodujgcych E. coli i najlepiej rozpoznaje
geny wlasnie tego organizmu (49). Istniejg rowniez algorytmy tego typu stuzace do
wyszukiwania sekwencji nabytych w wyniku poziomego transferu. Program GEN-
MARK Genesis (50) automatycznie grupuje geny analizowanych genomoéw bakteryj-
nych i dla kazdej utworzonej grupy opracowuje odrebny tancuch Markova. Za po-
mocg tego programu stwierdzono, ze okoto 15% gendéw w genomie E. coli pochodzi
z bocznego transferu (51). W tabeli 1 zamieszczono liste programoéw zwiazanych
z identyfikowaniem genéw i przewidywaniem ich struktury.

Tabela 1
Wybrane programy stuigce do identyfikowania genéw
Nazwa Organizmy Stosowane metody Adres internetowy, http://
AUGUSTUS Arabidopsis, HMM augustus.gobics.de/
czlowiek,
Drosophila
EasyGene Prokaryota HMM, H cbs.dtu.dk/services/EasyGene/
EcoParse Prokaryota, E. coli | HMM ecoparse@cse.ucsc.edu
ETOPE ssaki stosunek liczby pod-| Nekrut.uchicago.edu/etope
stawiel  synonimicz-
nych do niesynoni-
micznych
EuGene Arabidopsis IMM, PD www.inra.fr/bia/T/EuGene/
FGENEH Eukaryota HMM, PD, LDA www.softberry.com/berry.phtml
GeneHacker | Prokaroyta HMM www-btls.jst.go.jp/GeneHacker/
Geneld3 kregowce, rosliny | WAM, HMM, PD, AD | wwwl.imim.es/geneid.html
GeneLang Drosophila, dwulis-| metody lingwistyczne, | arete.ibb.waw.pl/PL/html/gene_lang.html
cienne, kregowce | HMM, PD, WAM
GeneMark Prokaroyta, HMM opal.biology.gatech.edu/GeneMark/genemark24.cgi
Eukaryola
Genie cztowiek, GHMM, NN, PD, H | www.fruitfly.org/seq_tools/genie.html
Drosophila
GenomeScan | kregowce GHMM, PD, H genes.mit.edu/genomescan.html
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GENSCAN Arabidopsis, GHMM, WAM, genes.mit.edu/GENSCANinfo.html
kregowce, MDD, PD, H
kukurydza
GlimmerHMM | Eukaryota GHMM, IMM, DD tigr.org/software/GlimmerHMM/index.shtml
GlimmerM Arabidopsis, IMM, PD ftp.tigr.org/pub/software/GlimmerM
Oryza sativa,
Plasmodium
Salciparum
GrailEXP Arabidopsis, NN, PD, H grail.Isd.ornl.gov/grailexp/
cziowiek,
Drosophila, mysz
HMMER Eukaryola HMM, H hmmer.wustl.edu/
HMMGene C. elegans, kregow-| HMM cbs.dtu.dk/services/HMMgene/
ce
MORGAN kregowce DD www.tigr.org/~salzberg/morgan.html
MZEF Arabidopsis, AD industry.ebi.ac.uk/~thanaraj/MZEF-SPC.html
cztowiek, drozdze,
mysz
PROCRUSTES | kregowce okresla strukture ge-| www-hto.usc.edu/software/procrustes/wwwserv.html
néw przez poréwna-
nie z innymi genami,
DpP
Sgp2 Eukaryota HMM, H, PD genome.imim.es/software/sgp2/index.html
SNAP Eukaryota HMM homepage.mac.com/iankorf/
SORFIND Eukaryola macierze, miara Fo-| iubio.bio.indiana.edu:7780/archive/00000124/
uriera
TigrScan Eukaryota GHMM, IMM tigr.org/software/pirate/tigrscan/TigrScan-menu. html
TWAIN Eukaryota GPHMM, H www.tigr.org/software/pirate/twain/twain.html
Twinscan czlowiek, mysz GHMM, HMM, WAM | genes.cs.wustl.edu/
Veil kregowce HMM, PD www.tigr.org/~salzberg/veil.html
Xpound czfowiek HMM bioweb.pasteur.fr/seqanal/interfaces/xpound-simple.html

AD — analizy dyskryminacyjne, DD — drzewa decyzyjne, GHMM — ogélne modele Markova, H — poszukiwanie homo-
logow, HMM — ukryte modele Markova, IMM — interpolowane modele Markova, MDD, Maximal Dependence Decompo-
sition, NN — sieci neuronowe, PD — programowanie dynamiczne, WAM, Weigth Array Matrix.

2.2. Wyszukiwanie sygnaléw zwigzanych z sekwencjami kodujgcymi

Istnieje szeroka pula programoéw (tab. 2) wyszukujacych sygnaly, czyli charakte-

rystyczne sekwencje nukleotydowe skitadajgce sie na system regulacji ekspresji ge-
néw: procesy inicjacji i regulacji transkrypgji, inicjacji translacji, wigzania ryboso-
mow, wycinania intronéw, modyfikacji transkryptéow (rys. 2). Niektére z tych se-
kwencji sg krotkie, jednak sg na tyle konserwatywne, ze mozliwe jest ich rozpozna-
wanie.
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Tabela 2
Programy stuigce do identyfikowania sygnaléow zwigzanych z kodowaniem
Nazwa Organizmy Identyfikowany sygnat Adres internetowy, http://
GeneSplicer Arabidopsis, miejsca faczenia eksonéw | www.tigr.org/tdb/GeneSplicer/gene_spl.html
cztowiek, Drosophila,
Oryza sativa,
Plasmodium
Sfalciparum
polyadq Eukaryota miejsca poliadenylacji rulai.cshl.org/tools/polyadq/polyadq_form.html
RBSFinder Prokaryola miejsca wigzania rybosoméw | www.tigr.org/software/
RepeatMasker | Eukaryota maskuje regiony o stabej | repeatmasker.org/
zlozonosci
Signal Scan Prokaryota, Eukaryota | regiony promotorowe w ba-| www-bimas.cit.nih.gov/molbio/signal/
zie TRANSFAC i TFD
SplicePredictor | Arabidopsis, miejsca faczenia eksonéw | bioinformatics.iastate.edu/cgi-bin/sp.cgi
kukurydza
TESS Eukaryota, Prokaryota| miejsca wigzania czynnikéw| cbil.upenn.edu/tess/
transkrypcyjnych
TransTerm Prokaryota miejsca terminacji tran- www.tigr.org/software/
krypcji

Elementy sktadowe systemu promotorowego wykazujg mniejsza zmiennos¢
w organizmach prokariotycznych niz u eukariotycznych, przez co sg lepszymi wy-
znacznikami obecnosci sekwencji kodujacych. Jednakze nawet u Prokaryotow najcze-
Sciej wykorzystywane sekwencje TATAAT (okno Pribnova) oraz sekwencje TTGACA
(52) odnajdywane sa tylko w okoto 70% promotoréw (53). W genomach organizméw
eukariotycznych sygnaly te charakteryzuja sie wiekszg zmienno$cia polozenia i sa
bardziej zr6znicowane. Szczego6lnie zmienne i specyficzne dla poszczegolnych ge-
néw sg miejsca wigzania czynnikéw transkrypcji (wzmacniacze, wygaszacze), dlate-
go nie moga by¢ one uniwersalnie stosowane do rozpoznawania genow (54). Oprécz
sygnalow zwiazanych z transkrypcja, do wyznaczania poczatkéw sekwencji kodu-
jacych wykorzystuje sie rowniez sygnaly translacji, miejsca wigzania rybosoméw
(53,55). U Prokaryotow sg to sekwencje Shine-Dalgarno: AGGAGG (56), a u Eukaryotow
najbardziej znanym sygnatem jest sygnat Kozak charakterystyczny dla kregowcow
(57). U réznych grup organizméw sygnaly te sg jednak dosy¢ zréznicowane (58).

Istnieje grupa sygnatéw charakterystyczna tylko dla genoméw organizmoéw eu-
kariotycznych i nieposiadajgca odpowiednikéw u prokariotycznych: sygnaly cza-
peczki, poliadenylacji, wzmacniacze i wygaszacze ekspresji oraz sygnaly wyzna-
czajace granice miedzy intronami i eksonami (rys. 2). Programy identyfikujace geny
Eukaryotow biora pod uwage cztery rodzaje sekwencji kodujacych: eksony inicjujace
(od kodonu start do pierwszego miejsca tgczenia 5’), eksony wewnetrzne (od miej-
sca taczenia 3’ do miejsca taczenia 5’), eksony koncowe (od miejsca tgczenia 3’ do
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kodonu stop) oraz sekwencje niepodzielone — bez intronéw (53). Problemem
w identyfikowaniu granic eksonéw jest ich duze zréznicowanie. Nie zawsze obecne
sg klasyczne dwunukleotydy miejsc donorowych GT i akceptorowych AG. Réwniez
wysoka zmiennos$¢ miejsc inicjacji transkrypcji TSS (transcription start site) powodu-
je, ze identyfikacja eksonow inicjacyjnych jest najtrudniejsza. Do okreslenia konca
genu podzielonego, wykorzystuje sie poza kodonem stop, sygnal poliadenylacji,
ktory ma prostszg i bardziej konserwatywng strukture. Jest heksamerem AATAAA
znajdujacym sie 20-30 pz za sekwencjg kodujacg genu. Jednak sygnatl ten nie jest
jednoznacznym wyznacznikiem, poniewaz badania nad sekwencjami EST (Expressed
Sequence Tag) wykazaty, ze w ponad polowie wszystkich regionow 3’ UTR brak jest
tego heksameru (59).

W przeprowadzonych testach, program GENSCAN wykorzystujac opisane syg-
naly okreslif poprawnie 66% miejsc inicjacji transkrypcji i okoto 78% kodonéw termi-
nacyjnych, ze specyficznoscig odpowiednio 84 i 91%. Mimo ze te wyniki sa zadowa-
lajgce, to jednak identyfikacja eksonoéw inicjujacych i terminacyjnych jest o wiele
gorsza niz identyfikacja eksonéw wewnetrznych oparta giéwnie na identyfikacji sy-
gnatow miejsc taczenia (53).

Programy rozpoznajgce miejsca funkcjonalne zaréwno w genomach Prokaryotow,
jak i Eukaryotow, opieraja sie na poszukiwaniu konsensusu (zgodnosci) sekwengji,
stosuja macierze wag pozycji (PWM, position weight matrix), np. PromoterScan (60),
wykorzystuja sieci neuronowe (61-63), np. NetGene (64), analizy lingwistyczne (65),
analize Fouriera (66) oraz modele Markova (45-47).

Grupa wykorzystywanych sygnatow jest bardzo zréznicowana i zwieksza sie
w miare odkrywania kolejnych sposobow regulacji ekspresji genéw, co pocigga za
soba koniecznos$¢ ciggtej modyfikacji uzywanych narzedzi. Duzym wyzwaniem dla
komputerowej identyfikacji genéw jest uwzglednienie dodatkowych zjawisk za-
chodzacych u Eukaryotow, jak: alternatywna obrébka mRNA, transsplicing, redago-
wanie RNA, alternatywna transkrypcja i translacja. Procesy te powoduja, ze przy sto-
sunkowo matej liczbie sekwencji kodujacych mozna uzyska¢ duze zréznicowanie
proteomu.

2.3. Analizy poréwnawcze

Dostepnos¢ wielu zsekwencjonowanych genomoéw umozliwia poszukiwanie ge-
noéw przez poréwnywanie ich sekwencji. Wykazanie podobienstwa miedzy badana,
a juz znang sekwencja kodujgca, moze swiadczy¢ o tym, ze sekwencja badana kodu-
je. Do algorytmow wyszukujacych sekwencje podobne, zdeponowane w bazach da-
nych nalezy BLAST (67) oraz FASTA (68). Poszukiwania mozna przeprowadzac na po-
ziomie nukleotydowym, jednak lepsze wyniki uzyskuje sie porownujgc sekwencje
aminokwasowe ze wzgledu na ich wiekszg konserwatywnos$¢. W tym przypadku ba-
dane sekwencje nukleotydowe i te zdeponowane w bazach danych tlumaczy sie
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w szeS$ciu fazach na sekwencje aminokwasowe za pomoca odpowiednich wersji pro-
gramow. Takie analizy sg utrudnione w przypadku najcze$ciej analizowanych se-
kwencji EST, ktore sg czesto fragmentaryczne, zanieczyszczone pozostatym nieko-
dujacym DNA, wykazuja btedy wynikajace z procedur sekwencjonowania. Alterna-
tywne skfadanie eksonéw rowniez znacznie utrudnia odnalezienie satysfakcjonu-
jacych podobienstw miedzy badanym DNA, sekwencjami EST i cDNA. Istnieje row-
niez ryzyko nieodnalezienia homologa w bazie EST do analizowanej sekwencji z po-
wodu stabej reprezentacji sekwencji EST wynikajacej z ich ekspresji w $cisle okres-
lonych warunkach (4). Réwniez elementy powtérzone znacznie utrudniajg analizy
porownawcze. Ich zawarto$¢ w genomach Eukaryotow jest znaczna. Szacuje sie, ze
w genomie czlowieka, nawet 40% sekwencji DNA stanowia tego typu elementy (69).
Pomocne przy identyfikowaniu genoéw u Eukaryotow jest porownywanie sekwengji
genomoOw blisko spokrewnionych, u ktorych utozenie genéw (syntenia) i ich struktu-
ra powinny by¢ bardzo podobne. Przy porownywaniu wielu genoméw mozna row-
niez o wiele tatwiej identyfikowac¢ konserwatywne regiony regulatorowe (70).

Jedna z niedawno wprowadzonych dodatkowych metod pozwalajgcych na roz-
réznienie sekwencji kodujacych od niekodujgcych, jest szacowanie potencjalnej
liczby podstawien nukleotydowych w miejscach synonimicznych, w ktérych podsta-
wienie nie powoduje zmiany kodowanego aminokwasu i niesynonimicznych, w kto-
rych zmiana powoduje zmiane kodowanego aminokwasu. W zwigzku z tym sekwen-
¢je kodujgce powinny charakteryzowac sie wiekszg liczbg podstawien w miejscach
synonimicznych niz niesynonimicznych. Metoda ta znalazla zastosowanie nie tylko
do testowania, czy dana sekwencja koduje (71), ale rowniez do identyfikowania no-
wych eksonow u czlowieka (72). Z powodzeniem moze by¢ ona stosowana u innych
organizméw, réowniez w przypadku krotkich ORF-6w bakterii (73).

2.4. Aplikacje zintegrowane

Stosowanie opisanych metod osobno, nie zawsze daje dobre wyniki przewidy-
wania genow. Aby przeprowadzone analizy byly petniejsze i bardziej wiarygodne,
wiekszo$¢ uzywanych wspéiczesnie aplikacji taczy je (Grail, GeneFinder, GeneScan,
Genie) — tabela 1. Bardziej zaawansowane systemy tego typu wykorzystuja sieci
neuronowe (Grail), analizy drzew decyzyjnych (MORGAN), analizy dyskryminacyjne
(MZEF), programowanie dynamiczne (GlimmerM), ukryte modele Markova i inne me-
tody. Aplikacje te nie sg pozbawione wad. Waga réznych parametréw i sygnatow
musi by¢ dokfadnie obliczona, poniewaz moze sie zdarzy¢ sytuacja, w ktorej poje-
dyncza, mato znaczaca cecha moze zadecydowac o btednym zaklasyfikowaniu anali-
zowanej sekwencji. Moze to doprowadzi¢ do pomijania genéw o pewnych wias-
ciwosciach odbiegajgcych od wtasciwosci zbioru ogolnego.
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2.5. Ocena algorytméw rozpoznajacych geny

Opracowano dwa parametry, ktére pozwalajg okresli¢ poprawnos¢ danego algo-
rytmu rozpoznajacego geny. Czuto$¢ jest zdolnoscia do znajdowania mozliwie jak
najwiekszej liczby sekwencji kodujacych, selektywnos$¢ natomiast — zdolnoscig do
ignorowania sekwencji niekodujacych jako przypadkow fatszywie pozytywnych (74).
Mimo wielu jeszcze nie rozwigzanych kwestii, efektywnos¢ programéw odnajdu-
jacych geny u Prokaryotow jest wysoka. Najlepsze programy odnajduja sekwencje ko-
dujace biatko z czuloscig i specyficznos$cig na poziomie ponad 98% (75). W przypad-
ku Eukaryotow wyniki te nie sa az tak zadowalajgce. Przetestowano dwanascie algo-
rytmow stosujgcych ukryte modele Markova. Zadaniem testowanych aplikacji byto
okreslenie struktury genowej znanego i opisanego odcinka DNA pochodzacego
z genomu Drosophilla melanogaster. Najlepsze ze sprawdzanych algorytméw wyka-
zaly specyficznosc i czufos$¢ na poziomie 90-95% w przypadku, w ktérym prébowano
okresli¢, czy dany nukleotyd jest czescig eksonu. Jednak, gdy podjeto probe odnale-
zienia granic ekson — intron, czuto$¢ gwattownie spadta. W przypadku préby do-
ktadnego okreslenia struktury podzielonego genu, otrzymane wartosci sg jeszcze
nizsze. Czulo$¢ spada do 40%, a specyficznos$¢ do 30% w najlepszym z badanych al-
gorytméw. Od 5 do 15% gendéw zostalo zupetnie pominietych (53). Wyniki te
uzmyslawiajg, ile bledow znajduje sie w bazach danych sekwencji organizmoéow eu-
kariotycznych (76). Dane tego typu sg prawdopodobnie obarczone o wiele wiek-
szym poziomem btedu w przypadku genomu ludzkiego, poniewaz wraz ze wzro-
stem dlugosci rejonow miedzygenowych czuto$¢ zastosowanych algorytmoéw spada
(77). Blednie zidentyfikowane geny wystepuja rowniez w genomach prokariotycz-
nych, dlatego zasadne jest ponowne przeprowadzenia ich identyfikacji (78,79).

Z powodu niedoskonafosci metod identyfikujgcych geny, liczby adnotowanych
genoéw w poszczegdblnych genomach mogg odbiegac od rzeczywistosci. Dotyczy to
nie tylko duzych genoméw eukariotycznych (np. u czlowieka zakres szacowanej
liczby gen6w wynosi 30 000-100 000), ale réwniez mniejszych genomow mikroorga-
nizmoéw. Wynika to z tego, ze czesto przyjmowane kryterium dtugosci (> 100 kodo-
néw) jako wyznacznika ORF-6w kodujacych moze prowadzi¢ do uwzgledniania
w bazach ramek niekodujacych zwlaszcza o dtugosci 100-150 kodonéw (36,80-83).
Szacowane liczby genéw uzyskane na bazie rozktadéw diugosci i podobienstwa do
znanych genéw wskazuja, ze w genomach mikroorganizmoéw liczba ORF-6w jest za-
wyzona o 10-30% (81). Przyktadowo, w genomie E. coli szacowna liczba genéw wy-
nosi okofo 3771 przy catkowitej liczbie ORF-6w w bazie 4289. Natomiast w geno-
mie Aeropyrum pernix za geny uznano pierwotnie wszystkie ORF-y diuzsze niz 100
kodonéw (84), podczas gdy na podstawie szacowan dowodzi sie, ze tylko okoto 50%
z nich to sekwencje kodujace. W intensywnie badanym organizmie modelowym —
drozdzy Saccharomyces cervisiae pierwotnie zidentyfikowano 6275 ORF-6w kodu-
jacych (6). Natomiast na podstawie szacowanych liczb sekwencji kodujacych opar-
tych na analizach poréwnawczych genomoéw i wykorzystujacych specyficzne

32 PRACE PRZEGLADOWE



0d sekwengji do funkcji — poszukiwanie genéw i ich adnotacje

wlasciwosci genow w skladzie wskazuje sie, ze jest ich 5322-5651 (36,81,85-88).
Jednakze pozostaly jeszcze do odkrycia krétkie ORF-y kodujace, ktére moga te licz-
by nieco podwyzszyc¢ (89-91).

3. Adnotacje funkcjonalne

Po zidentyfikowaniu sekwencji kodujacych rozpoczyna sie etap ich adnotagji,
czyli przypisywania odnalezionym genom (a wtasciwie ich bialkowym produktom)
funkgcji i roli jakg petnia w komorce. Najlepsza metoda bylyby szczeg6towe badania
eksperymentalne poszczegdlnych genow, jednakze sg to badania kosztowne i cza-
sochfonne. Na przyktad, w modelowym organizmie E. coli co roku charakteryzuje sie
20-30 genoéw (92). Zwazywszy, ze wedtug bazy GenProtEC tylko 2370 genow (56%
wszystkich ORF-6w) zostato dokladnie zbadanych eksperymentalnie, petne scharak-
teryzowanie pozostalych moze zajac jeszcze wiele dekad. W innym, intensywnie ba-
danym genomie modelowym — drozdzy Saccharomyces cerevisiae scharakteryzowa-
nych jest wedtug bazy SGD 4231 gendéw (64%). Inne genomy sg o wiele stabiej zbada-
ne pod tym wzgledem. W wielu przypadkach, szczegolnie wéréd organizmoéw na-
lezacych do krolestwa Archaea nie przeprowadzano zadnych badan eksperymental-
nych. Sposobem na rozwiazanie tych problemoéw jest zastosowanie metod oblicze-
niowych, ktére mogg przypisac funkcje z duzym prawdopodobienstwem poprawno-
$ci lub przynajmniej zasugerowac potencjalne funkcje i w zwiazku z tym ukierunko-
wac dalsze badania eksperymentalne. Stosuje sie r6zne podej$cia w adnotacjach
funkcjonalnych, jak poszukiwanie sekwencji podobnych zdeponowanych w bazach
danych, identyfikowanie motywo6w funkcjonalnych i domen strukturalnych w biatkach,
okreslanie cech strukturalnych zwiazanych z lokalizacjg biatka w komérce, przypisy-
wanie funkcji na podstawie kontekstu genomowego i przewidywanie procesu biolo-
gicznego (rys. 1).

3.1. Poszukiwanie sekwencji podobnych

Najprostszym podejSciem w identyfikowaniu potencjalnej funkcji badanego
genu jest przeszukanie baz danych w celu znalezienia sekwencji podobnych. Jezeli
znaleziona sekwencja lub sekwencje posiadajg przypisang juz funkcje i wykazuja
duzy stopien podobienstwa do badanej, mozna by sadzi¢, ze nasz gen réwniez pelni
podobng funkcje. Analizy przeprowadza sie czeSciej na poziomie aminokwasowym
niz na nukleotydowym ze wzgledu na wieksza konserwatywnos$¢ sekwengji biatko-
wych. Standardowo do przeszukiwania baz danych stosuje sie program FASTA (68)
i BLAST (67). Wykorzystywa¢ mozna rowniez bardziej zaawansowany PSI-BLAST,
ktéry wykonuje wielokrotne przeszukiwania bazy danych. Sekwencje znalezione
w danym przeszukiwaniu sg wykorzystywane do tworzenia macierzy PSSM (posi-
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tion-specific scoring matrices) stosowanej w nastepnym etapie poszukiwan. Zwieksza
to znacznie czuto$¢ poszukiwan. Jedng z lepszych baz stosowang w tego typu anali-
zach jest baza SWISS-PROT, ktora jest bazg pochodng w stosunku do baz pierwot-
nych — archiwizujgcych dane (GenBank, EMBL-EBI lub DDBJ). Mimo ze zawiera ona
mniejszg liczbe sekwencji, dane sa w niej nadzorowane i doktadnie opisywane
przez ekspertéow, dzieki czemu adnotacje funkcjonalne gromadzonych w niej se-
kwencji sa wiarygodne. Jednakze ze wzgledu na czasochfonnosc¢ takich adnotacji,
wiele kompletnie zsekwencjonowanych genomoéw nie jest w ten sposob jeszcze opi-
sanych.

Mimo starannych adnotacji sekwencji w bazach danych, informacja przenoszona
na analizowana homologiczng sekwencje nie zawsze jest wtasciwa. Nie ma uniwer-
salnych regut méwigcych przy jakim stopniu podobienstwa dwéch sekwencji mozna
whnioskowac o ich podobienstwie funkcjonalnym. Ponadto historia genow jest o wiele
bardziej skomplikowana niz zwykte pionowe dziedziczenie genéw od przodka (orto-
logi). Wiele genéw ulega duplikacji (paralogi), a ich funkcja moze ulec zréznicowaniu,
co prowadzi do blednego przenoszenia informacji z jednego biatka na drugie.
W zwigzku z tym najbardziej wiarygodne, jak sie wydaje, jest wnioskowanie o funkcji
tylko na podstawie genéw ortologicznych. Chociaz zidentyfikowanie ortologéw jest
trudne, powstato kilka baz zbierajacych biatka w grupy ortologiczne (tab. 3). Najbar-
dziej popularng jest baza COGs (Clusters of Orthologous Groups of Proteins database) —
(93,94), ktora grupuje biatka kodowane przez genomy kompletnie zsekwencjono-
wanych mikroorganizméw w konserwatywne rodziny. Rodziny te sg dodatkowo
dzielone na kilkanascie nadrzednych grup funkcjonalnych. Kazda grupa ma przypi-
sang funkcje i zawiera ortologiczne biatka z przynajmniej trzech linii filogenetycz-
nych, ktére najprawdopodobniej wyewoluowaly z pojedynczego przodka. Przypisa-
nie funkcjonalne badanego biatka sprowadza sie do jego klasyfikacji do jednej lub
wielu (jesli jest to biatko wielodomenowe) grup ortologicznych na podstawie podo-
bienstwa sekwencji.

Tabela 3
Bazy i narz¢dzia pomocne przy adnotacjach funkcjonalnych
Nazwa Rodzaj gromadzonych danych i przeprowadzane analizy Adres internetowy, http://
1 2 3
COGs grupy biatek ortologicznych pochodzace z kompletnie zsek-| www.ncbi.nlm.nih.gov/COG
wencjonowanych genoméw mikroorganizmow i genoméw eu-
kariotycznych sklasyfikowane w grupy funkcjonalne
MBGD podobnie jak COGs, ale inny algorytm grupowania biafek| mbgd.genome.ad.jp
W grupy
EGO grupy genéw ortologicznych organizméw eukariotycznych; za-| www.tigr.org/tdby/tgi/ego/
wiera réwniez ortologi genéw cztowieka zwigzanych z choroba-
mi
STRING identyfikuje przylegte grupy genéw ortologicznych, fuzje genéw,| string.embl.de/
profile filogenetyczne w analizowanych genomach
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1

2

3

SNAPer identyfikuje przylegle grupy genéw o zadanym podobiefistwie| pedant.gsf.de/snapper/
w analizowanych genomach
Predictome identyfikuje przylegte grupy genéw ortologicznych, fuzje genéw,| predictome.bu.edu/
profile filogenetyczne w analizowanych genomach; uwzglednia
réwniez wyniki badar eksperymentalnych
AllFuse identyfikuje fuzje genéw w analizowanych genomach maine.ebi.ac.uk:8000/services/allfuse
FusionDB identyfikuje fuzje genéw w genomach prokariotycznych igs-server.cnrs-mrs.fr/FusionDB/
KEGG szlaki metaboliczne i geny ortologiczne kompletnie zsekwen-| www.genome.ad.jp/kegg
cjonowanych genoméow
WIT/ERGO grupy biatek ortologicznych powiazanych funkcjonalnie; szlaki| www-wit.mcs.anl.gov/wit3/

metaboliczne; organizacja genéw w operony
szlaki metaboliczne réznych organizméw

ergo.integratedgenomics.com/ERGO
biocyc.org/, metacyc.org/, ecocyc.org/

BioCyc, EcoCyc,

MetaCyc
GO klasyfikacja funkeji molekularnych, proceséw biologicznych| www.geneontology.org/
i lokalizacji biatek w komorce
BIND interakcje miedzy biatkami bind.ca/
DIP interakcje miedzy biatkami dip.doe-mbi.ucla.edu/
MINT interakcje miedzy biatkami mint.bio.uniroma2.it/mint/

3.2. Identyfikowanie motywéw i domen biatek

Bardziej precyzyjnym sposobem adnotacji jest zidentyfikowanie w analizowa-
nym biatku motywu lub domeny zwigzanych z okreslong funkcja. Motywem okresla
sie konserwatywny zestaw reszt aminokwasowych, ktére sa istotne dla funkgji
biatka i znajduja sie w niewielkiej odlegtosci od siebie. Natomiast domena biatkowa
jest strukturalnie zwarta, tworzy stabilng strukture przestrzenng i jest ewolucyjnie
konserwatywna. Biatka mogg posiada¢ wiele motywow lub domen, co wzbogaca ich
adnotacje funkcjonalne. Istnieje wiele baz gromadzacych informacje o motywach
i domenach, posiadajacych narzedzia umozliwiajgce ich przeszukiwanie (95, tab. 4).
Motywy i domeny opisywano i wyr6zniano najczesciej na podstawie przyrownania
znanych juz biatek o zatozonym stopniu podobienstwa. Jednakze w réznych bazach
stosowano inny poziom automatyzacji i poprawek wprowadzanych przez eksper-
tow, dlatego adnotacje badanego biatka moga rézni¢ sie w zaleznosci od zastoso-
wanej bazy. Czesto informacje zawarte w wielu bazach pokrywaja sie zawierajac
dane o tych samych motywach lub domenach, ktoére sg réznie nazwane i sklasyfiko-
wane. Dlatego bardzo uzyteczne sg bazy integrujace informacje pochodzace z in-
nych baz. Sg nimi InterPro i CDD.
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Bazy motywéw i domen biatkowych

Tabela 4

Nazwa Rodzaj gromadzonych danych Adres internetowy, http://

BLOCKS konserwatywne regiony biatek (bloki) zebrane z przyréwnania wielu se-| blocks.therc.org/blocks/
kwencji

PROSITE | motywy sekwencji biatek o podobnej funkeji biochemicznej WWW.eXpasy.org/prosite/

PRINTS zbiory krétkich motywow charakteryzujace funkcjonalnie biatka na r6z-| umber.sbs.man.ac.uk/dbbrowser/
nych poziomach podobieristwa PRINTS/

eMOTIF motywy pochodzace z PRINTS i BLOCKS motif.stanford.edu/emotif/

DOMO przyréwnane domeny biafek z bazy SWISS-PROT i PIR www.infobiogen. fr/services/domo/

Pfam zbior profili opisujacych domeny biatek pogrupowanych w rodziny;| pfam.wustl.edu/
utworzone z przyrownan wielu sekwencji w oparciu na HMM (ukryte
modele Markova)

ProDom | domeny biatkowe wygenerowane automatycznie z baz SWISS-PROT| prodes.toulouse.inra.fr/prodom/
i TrEMBL przy wykorzystaniu PSI-BLAST i profili Pfam current/html/home.php

SBASE domeny biatkowe opracowane na podstawie literatury, biatkowych baz| hydra.icgeb.trieste.it/shase/
danych i baz genomowych oraz podobieristwa wedfug algorytmu BLAST

SMART mobilne domeny biatkowe, architektura domenowa biatek smart.embl-heidelberg.de/

TIGRFAMs | rodziny biatek zidentyfikowane za pomocg HMM (ukrytych modeli Mar-| www.tigr.org/TIGRFAMs/
kova) zawierajace profile Pfam

InterPro baza integrujaca inne bazy: Pfam, PRINTS, PROSITE, ProDom, SMART,| www.ebi.ac.uk/interpro/
TIGRFAMs PIRSF, SUPERFAMILY i UniProt.

CDD konserwatywne domeny z bazy SMART, Pfam, COG oraz NCBI opisane| www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/
przez PSSM (Position-Specific Scoring Matrices) cdd/cdd.shtml

3.3. OkresSlanie sygnaléow zwigzanych z lokalizacja biatka w komérce

Wazng informacjg, ktéra moze zasugerowac funkcje biatka jest okreslenie jego

lokalizacji w odpowiednich przedziatach komoérki. Istnieje wiele sygnaléw odpowie-
dzialnych za wtasciwe adresowanie syntetyzowanych bialek i ich umieszczanie
w odpowiednich regionach komorki (96). Sa to najczesciej krotkie specyficzne mo-
tywy zwigzane z kierowaniem biatka do jadra, lizosoméw lub peroksysomow, pep-
tydy sygnatowe wystepujace w czesci N-koncowej (zwigzane z eksportem biatek do
retikulum endoplazmatycznego lub na zewngatrz komorki), peptydy tranzytowe (kie-
rujgce biatka do mitochondriéw lub plastydéw) oraz hydrofobowe regiony trans-
blonowe, zwigzane z umieszczeniem lub kotwiczeniem biatek w blonach. Powstato
wiele programow identyfikujgcych te sygnaty (tab. 5, tab. 6), jednak doktadnosc¢ ich
przewidywan nie zawsze jest wysoka i zwigzana jest z duzg zmiennos$cig oraz mata
specyficznoscig niektérych sygnatow.
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Programy okreSlajace lokalizacj¢ bialek w komérce

Tabela 5

Nazwa Rozpoznawana lokalizacja lub sygnat Metoda Adres internetowy, http://
PSORT rézna lokalizacja subkomorkowa MR, DD psort.ims.u-tokyo.ac.jp/form.html
u Prokaryotow i r6znych grup Eukaryotow
PSORTII rézna lokalizacja subkomérkowa u zwierzat| k-NN psort.ims.u-tokyo.ac.jp/form2.html
i drozdzy
couple-subloc | rézna lokalizacja subkomérkowa SVM bioinfo.tsinghua.edu.cn/CoupleLoc/
u Prokaryotow i Eukaryolow
SubLoc rozna lokalizacja subkomorkowa SVM www.bioinfo.tsinghua.edu.cn/SubLoc/
u Prokaryotow i Eukaryotow
NNPSL cytoplazma, zewnetrzne komorki, NN www.doe-mbi.ucla.edu/~astrid/astrid.html
mitochondria, jadro
iPSORT SP, mTP, cTP MR, DD hc.ims.u-tokyo.ac.jp/iPSORT/
TargetP SP, mTP, cTP NN www.cbs.dtu. dk/services/TargetP
Predotar SP, mTP, cTP NN genoplante-info.infobiogen. fr/
predotar/predotar.html
SignalP SP Prokaryotow i Eukaryotow HMM, NN www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/
SigFind SP NN 139.91.72.10/sigfind/sigfind.htm
MITOPRED MTP u zwierzat lub drozdzy i roslin domeny Pfam | mitopred.sdsc.edu/
MitoProt mTP AD ihg.gsf.de/ihg/mitoprot.html
PlasMit mTP u Plasmodium falciparum NN gecco.org.chemie.uni-frankfurt.de/plasmit/
ChloroP cTP NN www.cbs.dtu. dk/services/ChloroP
PCLR cTP PCA apicoplast.cis.upenn.edu/pclr/
PATS aTP u Plasmodium falciparum NN gecco.org.chemie.uni-frankfurt.de/
pats/pats-index.php
PlasmoAP aTP u Plasmodium falciparum MR, DD plasmodb.org/restricted/PlasmoAPcgi.shtml
predictNLS jadro komérkowe M cubic.bioc.columbia.edu/predictNLS/
PTS1 predictor| peroksysomalny sygnat PTS1 AD mendel.imp.univie.ac.at/mendeljsp/

sat/pts1/PTS1predictor.jsp

aTP — peptyd kierujacy do apikoplastu, cTP — chloroplastowy peptyd tranzytowy, mTP — mitochondrialny peptyd kie-
rujacy, SP — peptyd sygnafowy; AD — analiza dyskryminacyjna, DD — drzewa decyzyjne, HMM — ukryte modele Mar-
kova, k-NN — k-najblizszych sasiadéw, M — poszukiwanie motywéw w bazie danych, MR — metoda regut, NN — sieci
neuronowe, PCA — analiza skfadowych gtownych, SVM, Support Vector Machine.

Tabela 6
Programy przewidujace regiony transbfonowe
Nazwa Adres internetowy, http://
1 2
DAS www.sbc.su.se/ ~miklos/DAS/
HMMTop www.enzim.hu/ hmmtop/
Memsat2 bioinf.cs.ucl.ac.uk /psipred/
PhDhtm, PhD topology cubic.bioc. columbia.edu/pp/
SOSUI sosui.proteome. bio.tuat.ac.jp/
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1 2
TMAP www.mbb ki.se/ tmap/

TMHMM www.cbs.dtu.dk/ services/TMHMM

TMpred www.ch.embnet. org/software/TMPRED _form.html
TopPred2 www.sbc.su.se/ ~erikw/toppred2/

3.4. Identyfikowanie funkcji na podstawie kontekstu genomowego

Przypisywanie funkcji genu na podstawie kontekstu genomowego jest metoda
posrednia i uzupetniajacag w stosunku do opisanych metod — opartych gléwnie na
podobienstwie (97-99). Metody przewidujace funkcje genéw w kontekscie catego
genomu rozwinely sie po nagromadzeniu wystarczajacej liczby kompletnie zsek-
wencjonowanych genomoéw i oferujg catkowicie nowe mozliwosci oparte na geno-
mice poréwnawczej. Podczas gdy metody oparte na podobienstwie sekwencji prze-
widuja funkcje molekularne biatek, metody oparte na konteks$cie genomowym daja
ogolne przewidywania i okres$laja proces biologiczny, w ktory sg one zaangazowa-
ne. Wyr6znia sie trzy podejscia w tego typu analizach.

Jedno z tych podejs¢ analizuje skiad genéw w genomie — stara sie zidentyfiko-
wacé geny, ktore majg tendencje do wspolnego wystepowania (lub zaniku) w po-
szczeg6lnych genomach (93,100-102). Podzbiér genoméw, w ktérych wystepuje
dany gen nazywany jest profilem lub wzorem filogenetycznym. Zaktada sie, ze geny,
ktore sg ze sobg funkcjonalnie powigzane powinny wspoétwystepowaé w genomach
lub powinno ich nie by¢. Takie geny powinny posiada¢ podobne profile filogene-
tyczne. Przykladem mogg by¢ geny kodujgce r6zne podjednostki tego samego enzy-
mu lub biorgce udziat w kolejnych etapach tego samego szlaku metabolicznego. Ta-
kie podejscie ma sens tylko dla kompletnie zsekwencjonowanych genoméw. Wnio-
ski wyciggane z tego typu analiz muszg by¢ jednak starannie rozwazane, poniewaz
na profile filogenetyczne ma wplyw réowniez redundancja funkgji (tzn. wystepowa-
nie w genomie wielu genéw komplementujgcych swoje funkcje), zjawisko nieortolo-
gicznego zastepowania genow (tzn. niespokrewniony lub odlegly gen przejmuje
funkcje innego genu), utrata genéw specyficzna dla danych linii filogenetycznych
i horyzontalny transfer genéw. Wzory filogenetyczne bardzo tatwo mozna uzyski-
wacé na podstawie wielu baz i narzedzi (tab. 3).

Kolejna metoda wykorzystuje domenowa strukture bialek kodowanych przez
geny i wykorzystuje zjawisko ich Igczenia sie (fuzji) i rozszczepiania (103-105).
Przyjmuje sie, ze Iaczenie sie domen powinno by¢ akceptowane przez selekcje, gdy-
by utatwiato interakcje funkcjonalne, np. centréw katalitycznych uczestniczacych
kolejno w danym szlaku metabolicznym. Nalezy zatem oczekiwa¢, ze biatka, ktére
ulegly potaczeniu u niektorych gatunkéw, moga ze soba oddzialywac¢ fizycznie lub
przynajmniej funkcjonalnie u innych gatunkéw, u ktérych wystepuja oddzielnie. Ta-
kie podejscie zastosowano z powodzeniem na przyktad do identyfikowania biatek
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systemu transdukcji sygnatow u Prokaryota (106). Wielodomenowe biatka mozna
tatwo identyfikowac na podstawie baz danych wymienionych w tabeli 3 oraz bazy
SMART uwzgledniajacej strukture modufowa biatek.

Trzecia metoda wymaga analizy otoczenia genu w genomach. U Prokaryotow wie-
le genow powigzanych funkcjonalnie tworzy operony, dlatego sgsiedztwo genu mo-
ze dostarczy¢ istotnych wskazowek dotyczacych jego funkcji. Mimo wielu rearan-
zacji i zmian utozenia genoéw, nawet wewngtrz operonéw (107-109) obecno$c¢ tych
samych przyleglych ciaggéw gendéw ortologicznych utrzymujacych sie w kilku geno-
mach mozna uwazac za istotng wskazowke o potencjalnych wzajemnych funkcjonal-
nych oddziatywaniach produktéw tych genoéw (110,111). Przyktadowo takie biatka
moga uczestniczy¢ w tym samym szlaku metabolicznym, moga by¢ podjednostkami
tworzgcymi wieksze biatko lub jedno z nich moze by¢ enzymem, a drugie jego regu-
latorem. Istnieje kilka narzedzi internetowych, ktére umozliwiajg analizy tego typu:
STRING, SNAPper oraz narzedzia w bazach: WIT/ERGO, COG, KEGG, MBGD.

3.5. Adnotacje w aspekcie calej komérki

Ostatecznym etapem adnotacji funkcjonalnych badanego genu jest zrozumienie
jego znaczenia dla komoérki w kontekscie innych produktéow genéw tego genomu,
a zatem okreslenie w jakim procesie biologicznym jest on zaangazowany i z jakimi
biatkami oddziatuje. W tym celu stworzono bazy zbierajace informacje o interak-
cjach biatek i szlakach metabolicznych (tab. 3). Podane informacje sa najczesciej
przedstawiane w postaci graféw i sieci zaleznosci. Dobrym systemem adnotujgcym
geny jest system Gene Ontology (GO). Tworzy on hierarchiczny system pojec i klasy-
fikuje rézne aspekty funkcji genéw na trzech poziomach: funkcja molekularna, pro-
ces biologiczny i lokalizacja w komérce. Na tym etapie adnotagji, poza analizami ob-
liczeniowymi, uwzglednianych jest wiele informacji pochodzacych z réznorodnych
analiz eksperymentalnych przeprowadzanych w skali calego genomu, jak: kierowana
mutageneza i dysrupcja genéw, analiza ekspresji genéw za pomoca chipéw DNA, wy-
ciszanie gendéw za pomocy interferencyjnego RNA, analiza interakcji miedzy biatkami
w systemach dwuhybrydowych, lokalizowanie biatek w komoérce za pomocg réznych
znacznikow (np. fluorescencyjnych), identyfikowanie miejsc interakgji bialek z kwa-
sami nukleinowymi (selex), charakterystyka elektroforetyczna i strukturalna biatek
oraz identyfikowanie kompleksow biatek za pomoca spektrometrii masowej.

3.6. Automatyzacja, btedy i udoskonalanie adnotacji calych genoméw
Z powodu swojej ztozonosci, etap adnotacji jest bardzo zmudnym i czasochton-

nym procesem, dlatego utworzono programy automatyzujgce go. W wiekszosci
przypadkéw przeprowadzaja one opisane analizy — gléwnie oparte na podobien-
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stwie sekwencji i poszukiwaniu domen oraz motywo6w. Do takich programéw na-
lezy: GeneQuiz (www.sander.ebi.ac.uk/genequiz), PEDANT (pedant.gsf.de), SEALS
(www.ncbi.nlm.nih.gov/CBBresearch/Walker/SEALS), MAGPIE (genomes.rockefeller.edu),
ERGO (ergo.integratedgenomics.com/ERGO), IMAGENE (www.abi.snv.jussieu.fr/rese-
arch). Wiele kompletnie zsekwencjonowanych genoméw mikroorganizméw przed
zdeponowaniem w publicznych bazach danych jest wstepnie opisywanych wtasnie
za pomocg takich narzedzi. Automatyzacja procesu adnotacji znacznie ulatwia
i przyspiesza dalsze analizy, jednak powoduje réwniez duzo biedéw, siegajacych
nawet 30% (112-117). Najwiecej biedow jest zwiazanych z przypisywaniem adnotagji
na podstawie podobienstwa sekwencji.

Najpowazniejszym bfedem jest przypisanie badanemu biatku funkgcji zupetnie innej
niz petni ono w rzeczywistos$ci. Dokonuje sie to najczesciej na bazie jego przypadko-
wego podobienstwa do innego biatka, pelnigcego odmienng funkgje. Jest to najczes-
ciej spowodowane obecnoscig regionéow o stabej ztozonosci w poréwnywanych se-
kwencjach dajacych ich falszywe podobienstwo. Nalezy je maskowac za pomoca odpo-
wiednich programoéw, np. SEG domyslnie wtaczonego przy analizach programem
BLAST. Przypisanie btednej funkcji wystepuje réwniez, wtedy gdy badane biatko jest
podobne do biatka, ktére zmienito funkcje (np. paraloga lub koortologa). Dlatego nale-
zy, o ile to mozliwe, starac sie zidentyfikowac biatka ortologiczne i na nich opieraé
swoje analizy. Czestym biedem jest bezkrytyczne przeniesienie adnotacji z jednego
biatka na drugie, co prowadzi do bardzo zaskakujacych wnioskéw, biorac pod uwage
charakter organizmu posiadajagcego btednie opisane biatko. Na przykiad biatko
DRA0097 z bakterii Deinococcus radiodurans zostalo opisane jako ,przypuszczalne
biatko zwigzane z morfogeneza gtowy”. Blad ten wziat sie stad, ze to biatko wykazuje
podobienstwo do biatka SPP1 bakteriofaga infekujgcego bakterie Bacillus subtilis, zaan-
gazowanego rzeczywiscie w tworzenie gtowki faga. Rowniez wiele biatek kodowanych
w genomach Archaea wykazujacych podobienstwo do biatek Eukaryota posiada adnota-
cje uwzgledniajgce nazwy struktur lub biatek, ktorych archebakterie nie posiadaja (np.
jaderek, centromer6ow, mikrotubul, biatek MHC). Niektore z bledéw wynikajg z nie-
uwzgledniania wielodomenowej budowy biatek, co prowadzi do ograniczania lub roz-
szerzania przypisywanych funkgji. Inne btedy dotycza bezposredniego przeniesienia
zbyt szczegotowego opisu z jednego biatka na drugie, co prowadzi do zbyt $cistego
(overprediction) i blednego oznaczenia funkgji biatka. Na przykiad oba biatka moga wy-
kazywac duze podobienstwo i by¢ permeazami aminokwaséw, ale moga charakteryzo-
wac sie r6zng specyficznos$cia substratowa. Na przyktad znaleziony homolog moze by¢
permeaza histydyny, a biatko badane permeaza tryptofanu. W tym przypadku biatko
analizowane najlepiej oznaczy¢ jako ,permeaza aminokwasowa”, a nie ,permeaza hi-
stydyny”, do czasu az jego funkcja zostanie sprecyzowana. Szczegélnie duzym proble-
mem ogarniajgcym bazy danych jest dalsza propagacja opisow juz btednie adnotowa-
nych biatek, ktore nastepnie stuzg do adnotacji nowych genomoéw.

Procesu adnotacji nie da sie do konca zautomatyzowac. Aby unikna¢ btedéw
w adnotacjach niezbedna jest interwencja doswiadczonego eksperta. Poza wymie-
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nionymi juz wskazoéwkami, wielu biedéw mozna unikna¢ przeprowadzajgc analizy
oparte na motywach i domenach. Duze znaczenie ma tu rowniez znajomos$¢ biologii
organizmu, ktérego genom badamy.

W celu uwiarygodnienia adnotacji genoméw mikroorganizméw zapoczgtkowa-
no projekt HAMAP (High-quality Automated and Manual Annotation of Microbial Prote-
omes, 118). Ma on na celu zintegrowanie automatycznych i manualnych metod przy-
pisujacych funkcje, w celu przyspieszenia procesu nadzorowanych adnotacji, za-
pewniajac jednoczes$nie ich wysoka jakos¢ na wzér bazy SWISS-PROT. Wyniki tych
adnotacji sg integrowane z bazg SWISS-PROT, zawierajacg sekwencje biatkowe
dokfadnie adnotowane przez ekspertow. Obecnie (stan z poczatku 2005 r.) kom-
pletnie opisanych w ten sposéb zostato 7 ze 180 genoméw prokariotycznych. W su-
mie opracowano 14% wszystkich adnotowanych biatek, ktérych jest 526 727.

4, Zakoficzenie

Genom mozna porownac do ksiegi zawierajacej tajemnice jego funkcjonowania,
zapisanej jednak w zupelnie obcym jezyku, ktérego nie jesteSmy w stanie zrozu-
mieé. Identyfikowanie sekwencji kodujgcych jest waznym etapem odczytywania tej
ksiegi i mozna je poréwna¢ do poszukiwania pojedynczych stow w ciggu pozo-
statych znakow. Jednak o zrozumieniu tej ksiegi mozemy mowic dopiero, wtedy gdy
nauczymy sie rozumie¢ znaczenie tych stow, czyli w naszym przypadku dokonamy
adnotacji funkcjonalnych genéw. Jesli jednak chcemy te ksiazke w petni zrozumie¢,
nie wystarczy rozumienie znaczenia poszczeg6lnych stéw — potrzebna jest znajo-
mo$¢ gramatyki i sktadni, czyli musimy poznac jak produkty genéw wspéldziataja ze
soba w zywych komoérkach w sieci wzajemnych zaleznosci. Dzieki intensywnie roz-
wijajagcym sie metodom rozpoznajgcym geny i dokonujacym adnotacji bedziemy
mogli w przysztosci wejrze¢ w nature proceséw biologicznych zachodzgcych w zy-
wych organizmach.
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