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Genomics – science of the 21st century

S u m m a r y

Genomics is a new field of biology. Its fast development is caused mainly by

quick progress in large-scale genome sequencing and in computer technology.

In spite of a huge number of sequenced microbial genomes available in data-

bases, their taxonomical diversity is biased and reflects the interests of re-

searches and facility of microorganisms’ isolation and culture in laboratory con-

ditions. More than 80% of genome sequencing projects are focused on the mem-

bers of Proteobacteria, Firmicutes and Actinobacteria. Environmental genome

shotgun sequencing reveals that microbial diversity is much greater than we ex-

pected. Particular levels of genomic analysis, the problems and subjects of

genomics are specified and described here.
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1. Postêpy w sekwencjonowaniu genomów

Genomika, czyli nauka o genomach jest stosunkowo now¹,

ale dynamicznie rozwijaj¹c¹ siê dziedzin¹ biologii. Do powstania

genomiki przyczyni³ siê intensywny rozwój technik biologii mo-

lekularnej, który umo¿liwi³ podjêcie i zrealizowanie projektów

sekwencjonowania ca³ych genomów. Pierwszym zsekwencjono-

wanym genomem by³ genom bakteriofaga MS2, zbudowany

z RNA o d³ugoœci 3569 nukleotydów (1). Prze³omem sta³o siê
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wprowadzenie w 1977 r. technik sekwencjonowania DNA przez Sangera i wsp. (2)

oraz Maxama i Gilberta (3). Szczególnie popularna sta³a siê metoda z u¿yciem dide-

oksynukleotydów Sangera zwana metod¹ terminacji ³añcucha. Pozwoli³a ona na po-

znanie sekwencji ca³ego genomu faga �X174 o d³ugoœci 5,4 tys. nukleotydów, opu-

blikowanej w 1977 r. (4). Kolejnymi zsekwencjonowanymi genomami by³ genom mi-

tochondrialny cz³owieka o d³ugoœci 16,6 tys. pz (5) oraz faga � o d³ugoœci 48,5 tys.

pz (6) – bardzo popularnego modelowego obiektu wielu badañ molekularnych

i genetycznych.

W latach osiemdziesi¹tych XX w. sekwencjonowanie ma³ych genomów sta³o siê

ju¿ stosunkowo proste i ma³o kosztowne, co doprowadzi³o do opublikowania se-

kwencji genomów wielu wirusów i organelli komórkowych. Jednak analiza sekwen-

cji du¿ych genomów wci¹¿ by³a poza zasiêgiem ówczesnych mo¿liwoœci. Dlatego za

wa¿ne wydarzenie uznano poznanie pe³nej sekwencji (315 tys. pz) – chromoso-

mu III dro¿d¿y Saccharomyces cerevisiae (7). Sekwencja ca³ego genomu dro¿d¿y

o d³ugoœci ponad 12 milionów pz zosta³a opublikowana na pocz¹tku 1996 r. (8).

Krokiem milowym w genomice sta³o siê wprowadzenie nowych technik sekwencjo-

nowania du¿ych genomów, tak zwan¹ metod¹ shotgun („strza³u na œlepo”) pole-

gaj¹cej na sekwencjonowaniu du¿ej liczby sekwencji generowanych przez losowe

fragmentowanie genomu, które nastêpnie s¹ sk³adane komputerowo (9). To w³aœnie

wprowadzenie metod obliczeniowych sk³adaj¹cych setki tysiêcy losowo uzyskanych

sekwencji DNA (pocz¹tkowo o d³ugoœci 300-500 pz, a obecnie do 1500 pz) w d³u¿-

sze fragmenty zmniejszy³o znacznie koszty i skróci³o czas sekwencjonowania, elimi-

nuj¹c tradycyjne metody polegaj¹ce na ¿mudnym i czasoch³onnym mapowaniu oraz

sk³adaniu kolejno u³o¿onych kosmidów lub subklonów (10). Dziêki metodzie shot-

gun, jeszcze przed og³oszeniem kompletnej sekwencji genomu dro¿d¿y, opubliko-

wano sekwencjê genomu bakterii Haemophilus influenzae – 1,8 mln pz (11), a tu¿ po

nim genomu Mycoplasma genitalium – 0,6 mln pz (12).

Od tego czasu mo¿na obserwowaæ w przybli¿eniu wyk³adniczy wzrost liczby

kompletnie zsekwencjonowanych genomów i intensywny rozwój genomiki (rys. 1).

Na pocz¹tku 2005 r. liczba zsekwencjonowanych genomów wynosi³a 244 (wg bazy

danych GOLD, www.genomesonline.org; 13, 14), w tym z królestwa Archaea – 20,

Bacteria – 193, Eukaryota – 31. Znaczny udzia³, jak widaæ, stanowi¹ genomy

Prokaryota. Licz¹c od 1999 r. liczba poznawanych genomów podwaja siê œrednio co

15 miesiêcy, a od 2000 r. co miesi¹c publikowane s¹ œrednio sekwencje czterech ge-

nomów. Wed³ug bazy danych GOLD na pocz¹tku 2005 r. rozpoczêtych by³o 1000

projektów sekwencjonowania ró¿nych genomów (w tym: Archaea – 27, Bacteria –

509, Eukaryota – 464). Zak³adaj¹c, ¿e dotychczasowe tempo przyrostu liczby

zsekwencjonowanych genomów prokariotycznych bêdzie siê utrzymywaæ, to do

2030 r. poznamy ponad 5400 genomów. Dla porównania liczba znanych gatunków

Prokaryota wynosi obecnie 5536 (wed³ug DSMZ Bacterial Nomenclature Up-to-date,

www.dsmz.de/bactnom/bactname.htm).
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W wyk³adniczy sposób roœnie równie¿ wielkoœæ sekwencjonowanych chromoso-

mów i genomów (rys. 2). Zsekwencjonowane dotychczas chromosomy organizmów

prokariotycznych charakteryzuj¹ siê du¿ym zró¿nicowaniem wielkoœci: Archaea od

0,5 mln pz (Nanoarchaeum equitans) do 5,8 mln pz (Methanosarcina acetivorans), Bacteria

od 0,58 mln pz (Mycoplasma genitalium) do 9,1 mln pz (Bradyrhizobium japonicum).
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Rys. 1. Skumulowana liczba kompletnie zsekwencjonowanych genomów z podzia³em na trzy króle-

stwa (wed³ug danych z bazy GOLD). Pionowymi liniami zaznaczono czas opublikowania sekwencji nie-

których organizmów istotnych z punktu widzenia: poznawczego, biotechnologicznego lub medycznego

Hi – Haemophilus influenzae KW20 (pierwszy zsekwencjonowany organizm komórkowy, patogen), S –

Synechocystis sp. PCC6803 (sinica), Mj – Methanococcus jannaschii DSM 2661 (archeon), Sc – Saccharomyces

cerevisiae S288C (Eukaryota, dro¿dze, organizm modelowy, znaczenie biotechnologiczne), Ec – Escherichia

coli K12 (organizm modelowy, fakultatywny patogen), Bs – Bacillus subtilis 168 (organizm modelowy),

Mt – Mycobacterium tuberculosis H37Rv (patogen), Ce – Caenorhabditis elegans (Eukaryota, nicieñ, orga-

nizm modelowy), Hp – Helicobacter pylori J99 (patogen), Cp – Chlamydophila pneumoniae CWL029 (pato-

gen), Dm – Drosophila melanogaster (muszka owocowa, organizm modelowy), Vc – Vibrio cholerae

N16961 (patogen), At – Arabidopsis thaliana (roœlina, rzodkiewnik pospolity organizm modelowy), Hs –

Homo sapiens, Sa – Staphylococcus aureus N315 (MRSA) (patogen), St – Salmonella typhi CT18 (patogen),

Os – Oryza sativa japonica (ry¿, znaczenie gospodarcze), So – Streptomyces coelicolor A3(2) (wytwarzanie

antybiotyków), Pf – Plasmodium falciparum 3D7 (pierwotniak, zarodziec sierpowaty, patogen), Mm – Mus

musculus (ssak, mysz, organizm modelowy), Sf – Shigella flexneri 2a 2457T (patogen), Pm – Prochlorococcus

marinus CCMP1375 (SS120) (sinica, znaczenie ekologiczne), Ne – Nanoarchaeum equitans Kin4-M (przedsta-

wiciel nowej grupy Archaea), Bm – Bombyx mori p50T (jedwabnik morwowy, znaczenie przemys³owe).



Wœród Eukaryota najmniejszym kompletnie zsekwencjonowanym genomem jest ge-

nom paso¿ytniczego grzyba Encephalitozoon cuniculi o wielkoœci 2,5 mln pz, a najwiê-

kszym – genom cz³owieka o wielkoœci 3,1 mld pz. Najwiêkszym znanym genomem

eukariotycznym czekaj¹cym na zsekwencjonowanie jest genom ameby Amoeba dubia

o wielkoœci a¿ 670 mld pz.

Ogromnym przyœpieszeniem sekwencjonowania, obni¿enia kosztów i zwiêksze-

nia dok³adnoœci odczytów by³o wprowadzenie elektroforezy kapilarnej i znakowa-

nie nukleotydów fluorochromami, co pozwoli³o na zautomatyzowanie ca³ego proce-

su. Koszty sekwencjonowania w przeliczeniu na zasadê zmniejszaj¹ siê dwukrotnie

co 18 miesiêcy, co daje 10-krotny spadek kosztów co 5 lat (15). W 1995 r. sekwen-

cjonowanie kosztowa³o 100-300 centów amerykañskich za zasadê, a w 2000 r. ju¿

tylko 10-30 centów amerykañskich. Zak³adaj¹c, ¿e w roku 2020 koszty te bêd¹ wy-

nosiæ 0,001-0,003 centów amerykañskich za zasadê, a na sekwencjonowanie bêdzie

siê przeznaczaæ rocznie 1 miliard USD, to za 15 lat bêdzie siê uzyskiwaæ sekwencje

odpowiadaj¹ce prawie 17 tysi¹com genomów cz³owieka (5 × 1013 par zasad na

rok). Sugeruje to, ¿e tempo przyrostu danych sekwencyjnych bêdzie jeszcze bar-

dziej rosn¹æ. Jest to wariant optymistyczny, poniewa¿ w koñcu i tak dojdzie siê do

granic mo¿liwoœci stosowanych technologii, wynikaj¹cych po prostu z ograniczeñ

praw przyrody.
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Rys. 2. Wzrost wielkoœci kolejno sekwencjonowanych chromosomów lub genomów. Oœ Y przedsta-

wiono w skali logarytmicznej.



Rola komputerów sprowadza siê nie tylko do sk³adania zsekwencjonowanych

fragmentów oraz gromadzenia danych w postaci skomputeryzowanej, ale równie¿

do analiz sekwencji, np. rozpoznawania sekwencji koduj¹cych, poszukiwania se-

kwencji podobnych, porównywania genomów, czy przewidywania struktur bia³ek.

Nieocenion¹ rolê odgrywa tak¿e internet, który umo¿liwia szybki dostêp do groma-

dzonych danych oraz ich przesy³anie miêdzy badaczami, centrami sekwencjo-

nuj¹cymi genomy oraz bazami danych. Widaæ wyraŸny zwi¹zek miêdzy liczb¹ gro-

madzonych sekwencji a rozwojem technologii komputerowych – mierzonych szyb-

koœci¹ procesorów lub pojemnoœci¹ twardych dysków, opisywanego najczêœciej pra-

wem Moore’a mówi¹cego, ¿e wydajnoœæ komputerów ulega podwojeniu co oko³o

18 miesiêcy (rys. 4). W podobnym tempie podwaja siê liczba danych w GenBank-u

(co 14 miesiêcy). Znaczna czêœæ analiz genomicznych jest przeprowadzana za po-

moc¹ ró¿norodnych metod obliczeniowych, zaawansowanych algorytmów i skom-

puteryzowanego sprzêtu, dlatego genomika jest œciœle powi¹zana z bioinformatyk¹

– równie¿ intensywnie rozwijaj¹c¹ siê dziedzin¹ interdyscyplinarn¹ ³¹cz¹c¹ biolo-

giê z naukami i technikami informatycznymi oraz obliczeniowymi.
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Rys. 3. Zale¿noœæ miêdzy kosztem sekwencjonowania a liczb¹ zasad w sekwencjach deponowanych

w bazie GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov/Entrez). Lini¹ przerywan¹ zaznaczono przewidywany wzrost

liczby zasad w przysz³oœci wed³ug (15). Obie osie Y przedstawiono w skali logarytmicznej.



2. Zró¿nicowanie filogenetyczne sekwencjonowanych genomów
prokariotycznych

Najwiêcej poznanych genomów nale¿y do organizmów prokariotycznych, co po-

zwala przyjrzeæ siê ich zró¿nicowaniu filogenetycznemu. Jednak pomimo du¿ej licz-

by genomów ju¿ zsekwencjonowanych lub bêd¹cych w trakcie sekwencjonowania

(w sumie 751), nie reprezentuj¹ one równomiernie wiêkszych grup filogenetycznych

(tab.). Najs³abiej s¹ reprezentowane grupy królestwa Archaea (47 projektów ukoñ-

czonych i nie ukoñczonych). Projektów dotycz¹cych genomów z królestwa Bacteria

jest a¿ 704. Wœród nich dominuj¹ trzy grupy bakterii: Proteobacteria, stanowi¹cych

prawie po³owê wszystkich poznawanych genomów, Firmicutes – ponad 1/4 projek-

tów i Actinobacteria – prawie 10% (rys. 5A). Wœród projektów proteobakterii domi-

nuj¹ gamma-proteobakterie – 25% wszystkich projektów. Kolejnymi grupami wy-

bieranymi do analiz genomowych s¹ bakterie z grupy Bacteroidetes/Chlorobi, sini-

ce, chlamydie i krêtki.
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Rys. 4. Zwi¹zek miêdzy liczb¹ gromadzonych sekwencji w bazie GenBank a rozwojem technologii

komputerowych mierzonych czêstotliwoœci¹ procesora. Zaznaczono równie¿ wa¿ne daty dla bioinfor-

matyki: wprowadzenie jêzyka programowania Perla i systemu Linux oraz pocz¹tek powszechnego

dzia³ania sieci www.



T a b e l a

Zró¿nicowanie taksonomiczne projektów, ukoñczonych i nie ukoñczonych, zwi¹zanych z sekwencjonowaniem

genomów prokariotycznych

G³ówne grupy filogenetyczne Liczba projektów

ARCHAEA 47 (100%)

Euryarchaea 35 (74,5%)

Crenarchaea 11 (23,4%)

Nanoarchaeota 1 (2,1%)

Korarchaeota 0 (0%)

BACTERIA 704 (100%)

Actinobacteria (promieniowce) 60 (8,5%)

Aquificae 4 (0,6%)

Grupa Bacteroidetes/Chlorobi 26 (3,7%)

Bacteroidetes 15 (2,1%)

Chlorobi 11 (1,6%)

Grupa Chlamydiae/Verrucomicrobia 19 (2,7%)

Chlamydiae 17 (2,4%)

Verrucomicrobia 2 (0,3%)

Chloroflexi (bakterie zielone niesiarkowe) 3 (0,4%)

Chrysiogenetes 1 (0,1%)

Cyanobacteria (sinice) 26 (3,7%)

Deferribacteres 0 (0%)

Deinococcus-Thermus 5 (0,7%)

Dictyoglomi 1 (0,1%)

Grupa Fibrobacteres/Acidobacteria 5 (0,7%)

Acidobacteria 4 (0,6%)

Fibrobacter 1 (0,1%)

Firmicutes (bakterie gramdodatnie) 187 (26,6%)

Fusobacteria 3 (0,4%)

Gemmatimonadetes 0 (0%)

Nitrospirae 2 (0,3%)

Planctomycetes 5 (0,7%)

Proteobacteria (bakterie purpurowe) 343 (48,7%)

Alpha-Proteobacteria 81 (11,5%)

Beta-Proteobacteria 46 (6,5%)

Gamma-Proteobacteria 176 (25%)

Delta-Proteobacteria 23 (3,3%)

Epsilon-Proteobacteria 17 (2,4%)

Spirochaetes (krêtki) 10 (1,4%)

Thermodesulfobacteria 1 (0,1%)

Thermotogae 3 (0,4%)

Liczby projektów pochodz¹ z bazy danych GOLD (www.genomesonline.org) z pocz¹tku 2005 r., a podzia³ filogenetyczny

z bazy NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy).
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Selektywny wybór genomów do sekwencjonowania wynika z trudnoœci izolowa-

nia niektórych mikroorganizmów ze œrodowiska oraz ich dalszego hodowania w kla-

sycznych warunkach laboratoryjnych. Dotyczy to szczególnie mikroorganizmów,

w tym wielu przedstawicieli Archaea, ¿yj¹cych w skrajnych warunkach œrodowisko-

wych: halofili, termofili i acidofili. Wiêkszoœæ znanych i analizowanych genomów na-

le¿y do mikroorganizmów charakteryzuj¹cych siê szybkim wzrostem na standardo-

wych, sztucznych pod³o¿ach w warunkach tlenowych i przy œrednich temperatu-

rach. Ocenia siê, ¿e te organizmy stanowi¹ mniej ni¿ 1% ca³ego œwiata mikroorgani-

zmów, czyli do odkrycia i zbadania pozostaje a¿ 99% pozosta³ych (16). Rzeczywiœ-

cie, przedstawiony rozk³ad sekwencjonowanych genomów odpowiada proporcjom
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Rys. 5. Zró¿nicowanie filogenetyczne mikroorganizmów w obrêbie: (A) 704 sekwencjonowanych ge-

nomów prokariotycznych (baza GOLD, www.genomesonline.org); (B) 177 szczepów izolowanych z pró-

bek œrodowiskowych, weterynaryjnych i klinicznych (18); (C) 3767 kultur prokariotów pochodz¹cych

z Australijskiej Kolekcji Mikroorganizmów (www.biosci.uq.edu.au/micro/culture/culture.htm).



szczepów w kolekcjach mikoroorganizmów w poszczególnych grupach taksono-

micznych (17) – rysunek 5. W przeprowadzonych badaniach taksonomicznych –

177 œrodowiskowych, weterynaryjnych i klinicznych izolatów wykazano (18), ¿e

z wyj¹tkiem jednego, wszystkie nale¿a³y tylko do czterech grup bakterii: Proteobacteria

(82 izolaty), Firmicutes (61 izolatów), Actinobacteria (29 izolatów) i Bacteroidetes

(4 izolaty), które s¹ równie¿ podobnie reprezentowane w sekwencjonowanych ge-

nomach. Równie¿ w Australijskiej Kolekcji Mikroorganizmów, 97% szczepów nale¿y

w³aœnie do tych czterech grup (www.biosci.uq.edu.au/micro/culture/culture.htm).

Obserwowany rozk³ad taksonomiczny sekwencjonowanych genomów podykto-

wany jest równie¿ dotychczasowymi zainteresowaniami badaczy i wyborem do se-

kwencjonowania genomów tych bakterii, które s¹ organizmami modelowymi lub

maj¹ du¿e znaczenie w biotechnologii, rolnictwie, przemyœle, ekologii i medycynie

(19). Osiem najintensywniej badanych rodzajów nale¿y do trzech grup bakterii:

Proteobacteria (Escherichia, Helicobacter, Pseudomonas, Salmonella), Firmicutes (Bacillus,

Streptococcus, Staphylococcus) i Actinobacteria (Mycobacterium) – (20). Wed³ug da-

nych z bazy GOLD prawie wszystkie z 751 prokariotycznych projektów sekwencjo-

nowania dotyczy patogenów (52%) lub organizmów wykorzystywanych w biotechno-

logii (47%), a zaledwie 1% jest zwi¹zanych z badaniami podstawowymi w ramach

projektu Tree of Life, dotycz¹cego badania zró¿nicowania mikroorganizmów w na-

szej biosferze i odkrywania nie znanych jeszcze gatunków.

O tym jak ma³o reprezentatywna jest nasza wiedza o puli mikroorganizmów

ca³ej biosfery i jak wiele zosta³o do zbadania, mog¹ œwiadczyæ badania przeprowa-

dzone przez Ventera i wsp. (21), którzy zastosowali sprawdzon¹ ju¿ metodê shotgun

do losowego sekwencjonowania genomów nale¿¹cych do populacji mikroorgani-

zmów „wychwyconych” przez filtry z oko³o 1500 litrów wody, pochodz¹cej z Morza

Sargassowego. By³o to przedsiêwziêcie na dotychczas nie znan¹ skalê. Zsekwencjo-

nowano w sumie 1,045 miliarda par zasad i zidentyfikowano 1,2 miliona genów

o ³¹cznej d³ugoœci 700 mln pz. Z tego prawie 70 tysiêcy okaza³o siê nowymi genami

(w tym 782 geny koduj¹ce fotoreceptory podobne do rodopsyny). Oszacowano, ¿e

w pobranych próbkach znajdowa³o siê co najmniej 1800 gatunków genomowych.

Przyjmuj¹c, ¿e podobieñstwo sekwencji rRNA mniejsze ni¿ 97% upowa¿nia do wy-

ró¿nienia nowego gatunku, zidentyfikowano 148 potencjalnie nowych gatunków

bakteryjnych. Na podstawie genów 16S rRNA, RecA, czynników elongacji Tu i G,

HSP70 oraz RNA-zale¿nej polimerazy B (RpoB) oszacowano, ¿e w próbkach najbar-

dziej reprezentowane by³y geny nale¿¹ce do proteobakterii, z przewag¹ grup alfa

oraz gamma, nastêpnie sinic, Firmicutes, Actinobacteria oraz Bacteroidetes/Chlorobi.

Na pierwszy rzut oka taki rozk³ad taksonomiczny bardzo przypomina wczeœniej opi-

sane proporcje. Jednak, jak sami autorzy stwierdzaj¹, taki wynik jest skutkiem spe-

cyficznoœci reakcji PCR s³u¿¹cej do powielania próbek sekwencji, która prowadzi do

preferencyjnego powielania genów wystêpuj¹cych w wiêkszej liczbie kopii zarówno

w danym genomie, jak i w ca³ej populacji (z powodu dominacji danego gatunku

w próbce). Gamma-proteobakterie rzeczywiœcie maj¹ przynajmniej 5 kopii operonu

Genomika – dziedzina wiedzy XXI wieku

BIOTECHNOLOGIA 3 (70) 7-21 2005 15



rRNA, a nadreprezentowane klony stanowi¹ce 53% tych sekwencji nale¿a³y tylko do

dwóch powszechnych gatunków proteobakterii Shewanella i Burkholderia. Wiele mi-

kroorganizmów nie zosta³o zidentyfikowanych z powodu ich ma³ej reprezentacji

w próbkach oraz wielkoœci porów w stosowanych filtrach (0,1-3 �m). Szacunki wska-

zuj¹, ¿e 80% mikroorganizmów (oko³o 47 700 „gatunków”) to rzadko wystêpuj¹ce

organizmy znajduj¹ce siê poni¿ej progu detekcji w tego typu badaniach. Venter, in-

spirowany podró¿¹ Karola Darwina dooko³a œwiata, zamierza w czasie podobnej po-

dró¿y pobieraæ próbki oceanu co 200 mil. Mo¿e te badania pozwol¹ nam przynajm-

niej w czêœci poznaæ jak du¿e jest zró¿nicowanie œwiata mikroorganizmów.

Warto dodaæ, ¿e szczególnie s³abo reprezentowane s¹ bardzo zró¿nicowane

grupy mikroorganizmów eukariotycznych znajduj¹cych siê u podstawy pnia Eukaryota,

mimo ¿e liczba projektów sekwencjonowania genomów tych grup (w sumie 125)

jest porównywalna z liczb¹ projektów innych grup (Fungi – 122, Viridiplantae –

85, Metazoa – 165).

3. Poziomy analiz i problematyka badañ genomiki

Po etapie sekwencjonowania, uzyskane sekwencje s¹ deponowane w postaci

elektronicznej w bazach danych pierwotnych (archiwalnych), najczêœciej w GenBank

(Stany Zjednoczone), EMBL (European Molecular Biology Laboratory Nucleotide

Sequence Database, Wielka Brytania) lub DDBJ (DNA Data Bank of Japan, Mishima,

Japonia), które tworz¹ jedno konsorcjum – The International Sequence Database

Collaboration i wymieniaj¹ siê na bie¿¹co danymi. Natomiast baza PDB (The Protein

Data Bank) gromadzi g³ównie informacje z badañ eksperymentalnych dotycz¹ce

struktur przestrzennych bia³ek. Z tych danych korzystaj¹ tzw. bazy wtórne (pochod-

ne), np. SWISS-PROT/TrEMBL (przy EMBL) czy PIR (The Protein Information Resour-

ce), które w ró¿ny sposób przetwarzaj¹ informacje o sekwencjach i strukturach.

Osobn¹ kategoriê stanowi¹ wyspecjalizowane bazy poœwiêcone okreœlonym geno-

mom i innym zagadnieniom genomicznym oraz bioinformatycznym. Wyczerpuj¹ce

informacje o bazach danych mo¿na znaleŸæ w artyku³ach w ka¿dym pierwszym nu-

merze roku czasopisma “Nucleic Acids Research”, na stronie którego znajduje siê

ich przejrzysta klasyfikacja oraz ³¹cza do ich stron internetowych (http://nar.oupjo-

urnals.org). W numerze z 2005 r. zebrano i opisano 719 baz.

Zgromadzone sekwencje s¹ przedmiotem dalszych analiz, których celem jest

zdobycie jak najwiêcej informacji o danym genomie i funkcjonowaniu komórki go-

spodarza. Poziomy analiz informacji genomu odpowiadaj¹ etapom ekspresji tej in-

formacji w komórkach (rys. 6):

– Genom – wszystkie sekwencje DNA zawarte w organizmie (lub RNA w przy-

padku niektórych wirusów). Jego bezpoœrednia analiza dotyczy g³ównie rozpozna-

wania sekwencji koduj¹cych, sekwencji regulatorowych i sekwencji powtórzonych

oraz okreœlania ogólnej organizacji, np. zró¿nicowania sk³adu nukleotydowego
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w regionach chromosomu, rozmieszczenia genów na chromosomie, organizacji ge-

nów w operony.

– Transkryptom – wszystkie sekwencje RNA syntetyzowane (transkrybowane)

w organizmie. Analiza skupia siê na regulacji ekspresji genów w ró¿norodnych wa-

runkach i/lub tkankach. Badania s¹ przeprowadzane za pomoc¹ mikromatryc oligo-

nukleotydowych i cDNA, popularnie zwanych chipami DNA. Du¿e nadzieje w zrozu-

mieniu funkcjonowania komórki wi¹¿e siê ze stosunkowo niedawnym odkryciem

zjawiska zwanego interferencj¹ RNA (RNAi – RNA interference) i rol¹ ró¿nych ni-

skocz¹steczkowych RNA w regulacji ekspresji genów, organizacji materia³u gene-

tycznego i ochronie przed paso¿ytami.

– Proteom – wszystkie bia³ka wytwarzane w organizmie. Analizy dotycz¹ iden-

tyfikowania konserwatywnych regionów i motywów w sekwencjach, przewidywania

struktur drugorzêdowych oraz przestrzennych. Bia³ka i ich struktury s¹ klasyfikowa-

ne w ró¿ne grupy, np. rodziny i nadrodziny. Zidentyfikowanym bia³kom przypisywa-

na jest kategoria funkcjonalna i okreœlana jest ich rola w komórce.

Genomika – dziedzina wiedzy XXI wieku
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Rys. 6. Poziomy analiz organizmu (komórki), którego genom zosta³ zsekwencjonowany, odpowia-

daj¹ce organizacji informacji biologicznej i jej ekspresji.



– Lokalizom – opisuje subkomórkowe po³o¿enie bia³ek w komórce. Analizy

komputerowe dotycz¹ poszukiwania swoistych motywów w sekwencjach amino-

kwasowych oraz peptydów sygna³owych i tranzytowych kieruj¹cych sekwencje do

odpowiednich przedzia³ów komórki.

– Interaktom – dotyczy zale¿noœci i interakcji miêdzy makrocz¹steczkami

w komórce. Obecnie najintensywniej s¹ badane oddzia³ywania miêdzy bia³kami. S¹

one przedstawiane za pomoc¹ sieci zale¿noœci.

– Metabolom – opisuje wszystkie szlaki metaboliczne, ³¹cznie z metabolitami

i procesami zachodz¹cymi w organizmie. Celem dotychczasowych badañ jest okreœ-

lenie, jakie szlaki metaboliczne funkcjonuj¹ w danym organizmie, g³ównie na pod-

stawie analiz porównawczych miêdzy genomami. Znajomoœæ wystêpowania lub bra-

ku danego szlaku mo¿e mieæ du¿e znaczenie praktyczne w biotechnologii i medycynie.

Genomika jest dziedzin¹ now¹, intensywnie rozwijaj¹c¹ siê, dlatego stosowana

terminologia nie jest jeszcze ustalona i czêsto tym samym terminom ró¿ni autorzy

przypisuj¹ odmienne znaczenia. Genomika w swoich analizach bardzo czêsto pos³u-

guje siê skomplikowanymi algorytmami i technikami obliczeniowymi ze wzglêdu na

z³o¿onoœæ badanych problemów i dlatego czêsto okreœla siê j¹ terminem genomika

obliczeniowa (22). Natomiast termin genomika funkcjonalna czêsto stosuje siê

w celu okreœlenia badañ eksperymentalnych zwi¹zanych z analiz¹ genomu, przepro-

wadzanych w skali ca³ego genomu, np. inaktywacji genów w celu zidentyfikowania

efektów fenotypowych, analizy interakcji miêdzy bia³kami w systemach dwuhybry-

dowych, lokalizowania bia³ek w komórce za pomoc¹ ró¿nych znaczników, analizy

ekspresji genów za pomoc¹ chipów DNA, izolowania i charakterystyki elektrofore-

tycznej i strukturalnej bia³ek oraz identyfikowania kompleksów bia³ek za pomoc¹

spektrometrii masowej. Granica miêdzy tymi dziedzinami jest jednak p³ynna. Geno-

mika obliczeniowa stara siê równie¿ interpretowaæ wyniki eksperymentalne za po-

moc¹ technik obliczeniowych. Koonin i Galperin (23) proponuj¹ równie¿ inne u¿ycie

terminu genomika funkcjonalna, jako odpowiednika genomiki strukturalnej. W tym

znaczeniu termin ten dotyczy³by badañ genomiki obliczeniowej proponuj¹cych po-

tencjalne cele (geny) do dalszych badañ eksperymentalnych, w celu dok³adniejszego

okreœlenia ich funkcji w komórce. Takimi celami mia³yby byæ szczególnie geny o nie-

znanych funkcjach, które s¹ konserwatywne i wystêpuj¹ w wielu genomach, a zatem

prawdopodobnie s¹ istotne dla funkcjonowania komórki. Metody komputerowe s¹

tañsze i szybsze ni¿ analizy eksperymentalne, dlatego d³ugo bêd¹ jednym z g³ów-

nych Ÿróde³ informacji o genomach, które nastêpnie powinny byæ weryfikowane

w badaniach doœwiadczalnych.

Dostêp do wielu sekwencji genomów i ró¿norodnych informacji spowodowa³

rozwój nowych, bardziej wyspecjalizowanych dzia³ów genomiki. Poza dziedzinami,

których przedmiotem s¹ poszczególne poziomy analiz (patrz wy¿ej), jak genomika

(sensu stricte), transkryptomika, proteomika, interaktomika, metabolomika itp., mo¿-

na wyró¿niæ jeszcze takie dziedziny jak:
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– Genomika porównawcza – porównuje genomy i poszczególne sekwencje za

pomoc¹ algorytmów FASTA lub BLAST w celu znalezienia charakterystycznych regio-

nów w sekwencjach – motywów lub domen oraz rozpoznania sekwencji homolo-

gicznych (wywodz¹cych siê od wspólnego przodka). U³atwia dokonanie w³aœciwych

adnotacji analizowanych sekwencji przez przeniesienie przypisanej funkcji lub in-

nych informacji z jednej sekwencji na inn¹ – homologiczn¹, na bazie ich podobieñ-

stwa. Porównywanie sekwencji z wielu genomów u³atwia ponadto wyznaczenie

w³aœciwych granic genu i okreœlenie jego struktury, szczególnie dotyczy to genów

podzielonych na eksony i introny oraz umo¿liwia zidentyfikowanie nieznanych re-

gionów regulatorowych, motywów i domen w sekwencjach. Analizy porównawcze

u³atwiaj¹ klasyfikowanie bia³ek i ich struktur w ró¿ne grupy – rodziny, nadrodziny,

ortologi, paralogi itp. W skali genomowej badania porównawcze identyfikuj¹ regio-

ny poddane rearan¿acjom, duplikacjom i delecjom.

– Genomika ewolucyjna – opisuje wszystkie wymienione aspekty w kontekœcie

procesów ewolucyjnych, np. duplikacje i utraty genów, fuzje genów, zmiany u³o¿e-

nia genów, transfer boczny oraz analizuje drzewa filogenetyczne organizmów

uwzglêdniaj¹c informacje pochodz¹ce z ca³ych genomów (filogenomika).

– Genomika strukturalna – stara siê okreœliæ struktury przestrzenne wszystkich

bia³ek.

– Farmakogenomika – zajmuje siê in¿ynieri¹ bia³ek i projektowaniem nowych

leków na podstawie informacji p³yn¹cych z analiz genomowych.

Wyniki badañ genomicznych s¹ coraz czêœciej wykorzystywane w poszukiwaniu

czynników wirulencji, nowych szczepionek, zwi¹zków bakteriobójczych, genów

i ich produktów bêd¹cych celem dzia³ania nowych leków. Pomagaj¹ w zrozumieniu

mechanizmów wirulencji i patogenezy, a wobec tego przyczyniaj¹ siê do lepszego

diagnozowania i leczenia wielu chorób infekcyjnych. Poza tym lepsza znajomoœæ ge-

nomów wielu mikroorganizmów umo¿liwia skuteczniejsze ich wykorzystanie w bio-

technologii, przemyœle, rolnictwie i ochronie œrodowiska.

Jednym z pierwszych przyk³adów zastosowania genomiki do poszukiwania nowych

szczepionek s¹ badania przeprowadzone na genomie bakterii Neisseria meningitidis sero-

typ B szczep MC58 (24). Na podstawie analiz komputerowych kompletnie zsekwencjo-

nowanego genomu tej bakterii zidentyfikowano 570 przypuszczalnych bia³ek sekrecyj-

nych lub powierzchniowych. Koduj¹ce je geny sklonowano w komórkach Escherichia

coli, w których ekspresji uleg³o 61% analizowanych genów. Oczyszczone rekombinowa-

ne bia³ka z E. coli u¿yto do immunizacji myszy. Z surowicy immunizowanych myszy wy-

brano nastêpnie siedem przeciwcia³, które wykazywa³y aktywnoœæ bakteriobójcz¹

i zdolnoœæ do wi¹zania siê z powierzchni¹ komórek meningokoków. Na podstawie dal-

szych analiz wybrano dwa bia³ka, które charakteryzowa³y siê du¿¹ konserwatywnoœci¹

w obrêbie wielu izolatów i serotypów N. meningitidis. Dziêki takim analizom mo¿na

w ci¹gu kilku miesiêcy, uwzglêdniaj¹c w tym ju¿ sekwencjonowanie i analizê genomu,

wyselekcjonowaæ w³aœciwe antygeny do produkcji skutecznej szczepionki.
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Dostêpnoœæ sekwencji wielu genomów oraz danych wynikaj¹cych z ich analiz

spowodowa³y, ¿e badania biologiczne coraz czêœciej uwzglêdniaj¹ kontekst ca³ego

genomu (rys. 7). Dlatego czêsto stosowany jest termin era pregenomiczna, lub prese-

kwencyjna na okreœlenie okresu, kiedy sekwencje genomów nie by³y jeszcze dostêp-

ne, a analizy przeprowadzano na bazie sekwencji pojedynczych genów. Gdy liczba

kompletnych sekwencji genomów wystarczaj¹co wzros³a weszliœmy w erê poligeno-

miczn¹. Stosowany jest równie¿ termin era postgenomiczna, ale jest on raczej nie-

w³aœciwy, gdy¿ przedrostek post- sugeruje, ¿e mamy do czynienia z badaniami nie

dotycz¹cymi ju¿ genomu. Bardziej zasadny jest natomiast termin era postsekwencyj-

na oznaczaj¹cy czas po etapie sekwencjonowania genomu, czyli czas jego analizowa-

nia. W pocz¹tkowych etapach rozwoju genomiki i bioinformatyki, tworzono g³ównie

pierwotne bazy danych gromadz¹ce szybko przyrastaj¹ce dane sekwencyjne, a bada-

nia by³y skierowane na identyfikowanie i rozumienie funkcji poszczególnych genów

i bia³ek (25). PóŸniej zaczêto stosowaæ na du¿¹ skalê genomiczne i proteomiczne ba-

dania eksperymentalne. Obecnie intensywnie rozwijaj¹ siê równie¿ bazy wtórne –

pochodne, przetwarzaj¹ce zgromadzone dane w celu uzyskania nowych informacji,

a dominuj¹ badania maj¹ce na celu zrozumienie funkcji na poziomie molekularnym,

komórkowym oraz na poziomie organizmu. W przysz³oœci bêd¹ powstawaæ kompu-

terowe reprezentacje ca³ych komórek i organizmów opisuj¹ce ich funkcjonowanie,

co pozwoli lepiej zrozumieæ podstawowe zasady rz¹dz¹ce z³o¿onymi zjawiskami

i uk³adami biologicznymi. Bioinformatyka i genomika stan¹ siê bardziej fundamental-

nymi dziedzinami ³¹cz¹cymi w sobie poza naukami biologicznymi i informatycznymi,

jak jest obecnie, równie¿ matematykê, fizykê, chemiê i medycynê.
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Rys. 7. Podzia³ historii biologii molekularnej na erê pregenomiczn¹ i poligenomiczn¹. Podzia³ ten

jest wynikiem wzrostu liczby zsekwencjonowanych genomów oraz danych wynikaj¹cych z ich analiz bio-

logicznych, które s¹ coraz czêœciej przeprowadzane w kontekœcie ca³ego genomu.
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