Слайд 0

Лекция 1. Операции с последовательностями, доступ к базам и форматы данных. Базы данных последовательностей ДНК EMBL и GenBank

Орлов Юрий Львович, ИЦиГ СО РАН. Лекция 1 по курсу "Компьютерная геномика".

Слайд 1

Лекция 1. Операции с последовательностями, доступ к базам и форматы данных. Базы данных последовательностей ДНК EMBL и GenBank

Данная лекция начинает новый курс «Компьютерная геномика», который как следует из названия связан с новыми компьютерными методами анализ данных, работой с Интернет, разработкой алгоритмов и программ и их применением к геномным исследованиям. 

Ядром курса являются методы  компьютерного анализа генетических текстов.

Слайд 2

Международные проекты геномных исследований

Стремительно растут темпы исследований по секвенированию геномной ДНК (Benson et al., 2000; Wheeler et al., 2000). 

На слайде представлен график роста объемов информации в GenBank

На сентябрь 2003 г. доступны 139 полных геномов прокариот, включая 16 видов архебактерий и 123 вида бактерий.

Полностью секвенированы эукариотические геномы мышевидного салата Arabidopsis thaliana, червя Caenorhabditis elegans, плодовой мушки Drosophila melanogaster, внутриклеточного паразитического организма Encephalitozoon cuniculi, дрожжей Saccharomyces cerevisiae и Schizosaccharomyces pombe. В черновом варианте, без небольшой доли участков, доступны для исследования геномы человека, Homo sapiens, мыши, Mus musculus, овса, Avena sativa, ячменя, Hordeum vulgare, риса, Oryza sativa, пшеницы, Triticum aestivum, кукурузы, Zea mays, рыбки-зебры, Danio rerio. Продолжается исследование геномов многих других видов, имеющих большое сельскохозяйственное или медицинское значение.

Растет как общий объем последовательностей, так и число видов, последовательности которых (хотя бы одна) представлены в международных банках данных. (См. статистику GeneBank, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/ ).

http://www.ncbi.nih.gov/Genbank/genbankstats.html

Слайд 3

Информационный взрыв в молекулярной биологии и генетике

На слайде представлены основные характеристики генома человека - огромное число символов, которое нужно хранить в базах данных, плюс дополнительная функциональная разметка, цитогенетические карты, информация о нуклеотидном полиморфизме. 

Слайд 4

Библиотеки геномных последовательностей.

Простое сравнение объемов генетических данных и представление их в виде книг (заданное число символов на страницу) показывает, что без компьютерной поддержки работа с геномными данными просто невозможна. 

На рисунке наглядно показан размер геномов и число страниц (томов книг), которые необходимы для представления этой информации. 

Понятно, почему слово библиотеки становится уместным.

Слайд 5

Рост числа последовательностей в банке данных EMBL c 1982 по июнь 2003 г.

Представлена более полная статистика по числу последовательностей ДНК накопленному в банке данных и общему их объёму. 

Эта статистика построена по данным EBI - http://www.ebi.ac.uk

Отметим последние, ключевые даты:

2000 г. – секвенирование генома человека,

началась постгеномная эпоха

2003 г. – завершение чернового секвенирования генома человека

(6 государств, Россия с 1989 г.)

Слайд 6

Дальнейшая структура лекции и курса

Лекция - Базы и банки данных.

Курс - Компьютерная геномика – задачи анализа генетических макромолекул

Структура лекции (вопросы, которые должны быть изучены - вопросы к экзамену)

1. Интернет. Технические компьютерные средства поддержки БД.

2. Классификация баз данных. История развития БД. Репозитарии и банки данных.

3. Структура карточек GenBank/EMBL

4. Поиск информации о нуклеотидных последовательностях. ENTREZ

5. Запросы к БД. Перекрестные ссылки (линки).

6. Поиск научных статей PubMed

Слайд 7

Фундамент современной научной работы сегодня - умение пользоваться ресурсами Интернета.

Техническая основа работы с базами данных. Поиск информации в Интернет.

Пример:

http://www.bionet.nsc.ru/SRCG/index.html

http://тип документа (http = гипертекстовый документ)

www.bionet.nsc.ru адрес сервера в сети Internet

/SRCG/каталог сервера в котором находится HTML-документ index.html имя файла в котором находится HTML-документ

Сервис в Интернет: почта E-mail;  FTP, Archie; Gopher; WWW, JAVA.

Просмотр гипертекстовых файлов (броузеры): программа "Netscape Communicator" “Internet Explorer”

Поиск молекулярно-биологической информации проводится по тому же принципу, что поиск любой другой информации в Интернет с использованием поисковых систем.

Программы-каталоги (Yahoo!, Excite). Программы поиска (Alta Vista, InfoSeek, Lycos).

Слайд 8

Рассмотрим в качестве примера доступа к информационным ресурсам -

Сервер ИЦиГ СО РАН. 

Пример

http://www.bionet.nsc.ru/SRCG/index.html

Основной сервер ИЦиГ СО РАН

http://www.bionet.nsc.ru/

Программа Netscape Navigator.

Слайд 9

Тот же сайт просматривается с помощью Internet Explorer

(Несколько слов об отличиях программ доступа в Интернет)

Слайд 10

Умение работать с Интернетом – необходимое практическое требование, без которого современная научная работа с информацией, с базами данных просто невозможна.

Ресурсы Интернет

Учебник по Интернет (Microsoft) http://home.microsoft.com/intl/ru/tutorial/default.htm 

Средства поиска в Интернет (собраны вместе) http://cuiwww.unige.ch/meta-index.html 

Список ссылок на поисковые системы http://www.risp.ru/search/ 

Средства поиска (Microsoft) http://home.microsoft.com/intl/ru/access/allinone.asp 

Поисковые сервера 

Yahoo!  http://www.yahoo.com/ 

AltaVista http://www.altavista.com/ 

100hot http://www.100hot.com 

InfoSeek http://www.infoseek.com/ 

Excite http://www.excite.com/ 

Lycos http://www.lycos.com/ 

WhoWhere http://www.whowhere.com/ 

Российские поисковые системы

Rambler http//www.rambler.ru/ 

List.ru http//www.list.ru/ 

Яndex http://www.yandex.ru 

@Rus http://www.atrus.ru/ 

Апорт http://www.aport.ru/ 

Weblist http://weblist.ru/ 

Сервера бесплатной электронной   почты 

Mail.Ru http://mail.ru

Слайд 11.

Базы данных последовательностей ДНК.Исторический обзор.

Первые последовательности, собранные в базах данных были аминокислотными последовательностями.

Методы секвенирования белков  (Sanger and Tuppy, 1951)

Мрагарет Дайхоф (Margaret Dayhoff  ) - одна из основателей данной научной области, связанной с анализом генетических послдовательностей. На слайде представлено ее фото. 

Работы начинались в 

National Biomedical Research Foundation (NBRF) (Вашингтон, США)

1960-е

Protein Sequence Atlas - атлас (коллекция) белковых последовательностей, которая перешла в базу данных

Protein Informational Resource (PIR ранее Protein Identification Resorce)

http://watson.gmu.edu:8080/pirwww/index.html

1980-е

PIR-International Protein Sequence Database http://www-nbrf.georgetown.edu/pir

Сотрудничество международных центров

NBRF, MIPS (Munich Center for Protein Sequences), JIPID (Japan Onternational Protein Information Database)

Данные были организованы в семейства и суперсемейства на основе схожести последовательностей. 

Слайд 12.

Таблицы частот замен. 

Были отобраны белки с не более 15% различий, чтобы наблюдаемые замены аминокислот отражали только одну замену, а не две.

Был представлен метод предсказания филогенетических отношений и вероятных аминокислотных замен в процессе эволюции родственных белковых последовательностей.

На рисунке показан пример филогенетического дерева, восстановленного по коротким аминокислотным последовательностям трех организмов.

Матрицы аминокислотных замен PAM.

Dayhoff, MDM (Mutation Data Matrix), or PAM (Percent Accepted Mutation)

Слайд 13

Научные задачи, решаемые с помощью анализа родственных белков.

Пример -

Молекулярный филогенетический анализ:  адаптивная эволюция генов, кодирующих лизоцимы обезьян.

На рисунке представлено филогенетическое дерево, восстановленное по аминокислотным последовательностям лизоцимов нескольких видов обезьян.

Отметим, что исходными данными при реконструкции дерева были только аминокислотные последовательности. 

Слайд 14

Базы данных последовательностей ДНК

Один из основателей данного направления - Walter Goad (1925-2000). (Его фото на слайде).

Начало работе по накоплению информации о последовательностях ДНК в США было положено в Лос-Аламосской Национальной Лаборатории, которая занималась военными программами, связанными с ядерным оружием. 

LANL (Los Alamos National Laboratory) Нью-Мексико, США

EMBL (European Molecular Biology Laboratory) Гейдельберг, Германия

1979 - прототип GenBank разрабатывался в LANL 1982-1992, 

далее в NCBI (National Center for Biotechnology Information) 

www.ncbi.nlm.nih.gov

1980 - EMBL Data Library (www.ebi.ac.uk)

1984 – DDBJ (www.ddbj.nig.ac.jp)

В России работы по секвенированию также велись, Нельзя не отметить качественный разрыв в уровне финансирования. 

1983 - ГЕНЭКСПРЕСС и Программа "Геном человека" СССР (А.А.Баев)

Сейчас эти центры образуют международный консорциум 

International Nucleotide Sequence Database Collaboration

www.ncbi.nlm.nih.gov/collab

Описание баз данных (более 300 мол.биол.баз данных)

Журнал NAR - ежегодный первый выпуск (N1, январь) дает наиболее полный срез информации о молекулярно-биологических базах и банках данных в мире.

Слайд 15

Методы, алгоритмы и современные программные реализации будут подробно рассмотрены в дальнейших разделах курса.

Программы анализа последовательностей развивались параллельно с экспериментальными методами.

Методы секвенирования ДНК 

Maxam and Gilbert 1977

Sanger et al., 1977

Программы анализа последовательностей ДНК, РНК и белков.

NAR - первые спец.

выпуски по программам

GCG на компьютерах VAX www.gcg.com/

Intelligenetics, DNAStar -  коммерческие и некоммерческие пакеты программ для нализа последовательностей ДНК.

Слад 16

Получение последовательностей из открытых баз данных

Важнейший шаг в обеспечении технического доступа к базам данных – разработка Web-страниц. 

GENINFO – D.Benson, D.Lipman

Система ENTREZ (позднее включившая MedLine, NLM)

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/

Новый релиз выходит каждые два месяца. Образован международный консорциум (International Nucleotide Sequence Database Collaboration), который состоит из Банка данных ДНК Японии (DNA DataBank of Japan, DDBJ), Европейской Молекулярно-биологической Лаборатории (the European Molecular Biology Laboratory, EMBL), и GenBank США (NCBI). Эти три организации обмениваются данными на ежедневной основе.

Слайд 17

Коллекции молекулярно-биологических баз данных.

Andreas D. Baxevanis. The Molecular Biology Database Collection: 2003 update. Nucleic Acids Research, 2003, Vol. 31, No. 1 1-12.

(http://nar.oupjournals.org/cgi/content/full/31/1/1)

Основные репозитарии данных - это три упоминавшиеся организации, входящие в международный консорциум (выделено зеленой рамкой).

Далее по списку указан ряд банков - хранилищ общей информации о геномах, их функциональной аннотации, ген-ориентированных кластерах. 

Слайд 18

Ресурсы по молекулярной биологии могут быть классифицированы как репозитарии, банки данных, базы данных, информационные сайты, электронные библиотеки и Интернет-доступное программное обеспечение. 

Эл. каталог ресурсов ИЦиГ СО РАН: http://wwwmgs.bionet.nsc.ru/mgs/links/links.html

Специализированные базы данных с точки зрения биологии можно подразделить в соответствии с иерархической организацией хранения и передачи наследственной информации:

Уровень ДНК

Уровень РНК

Уровень белка

Генные сети

Слайд 19

Базы данных и электронные ресурсы по биоинформатике

Эл. каталог ресурсов ИЦиГ СО РАН: http://wwwmgs.bionet.nsc.ru/mgs/links/links.html

Полный каталог, разработанный в ИЦиГ, содержит более тысячи (1000) электронных ресурсов по молекулярной биологии

Представлен список ресурсов с указанного адреса, можно проверить Интернет-ссылки.

(в качестве практического задания)

Слайд 20

Базы данных и электронные ресурсы по биоинформатике содержат ресурсы, которые описывают молекулярно-биологические процессы, которые вы хорошо знаете, как биологи. В соответствии с такой иерархией рассмотрим далее основные группы баз данных по молекулярной биологии.

Слайд 21

ОСНОВНЫЕ НАПРАВЛЕНИЯ (ГРУППЫ) БАЗ ДАННЫХ ПО МОЛЕКУЛЯРНОЙ БИОЛОГИИ (Более 300 баз данных)

 В спецвыпуске журнала NAR, кроме указанных основных репозитариев перечислены следующие направления мол.генетики, в соответствии с которыми сгруппированы базы данных:

Сравнительная геномика (Comparative Genomics)

Экспрессия генов с помощью микрочипов

Структура и регуляция генов

Генетическое и физическое картирование

Геномные базы данных.

Межмолекулярные взаимодействия

Метаболические пути и клеточная регуляция

Мутации

Белки

РНК

Структуры (Пространственные)

Трансгенные растения и животные

Другие направления (Литературные базы данных, таксономия)

(Список дан в алфавитном порядке (английский алфавит), согласно выпуску 2003 г. -

Andreas D. Baxevanis. The Molecular Biology Database Collection: 2003 update. Nucleic Acids Research, 2003, Vol. 31, No. 1 1-12. (http://nar.oupjournals.org/cgi/content/full/31/1/1)

Слайд 22

ОСНОВНЫЕ НАПРАВЛЕНИЯ БАЗ ДАННЫХ ПО МОЛЕКУЛЯРНОЙ БИОЛОГИИ 

(Согласно процитированному выше NAR, 2003, справа указаны логотипы некоторых известных баз данных. Далее приведены русские и оригинальные английские названия, запоминайте, поскольку вся основная литература идет на английском).

Рассмотрим направление

Сравнительная геномика (Comparative Genomics)

Отметим БД "Кластер ортологичных генов"

Clusters of Orthologous Groups (COG) http://www.ncbi.nlm.nih.gov/COG 

Эта БД содержит филогенетическую классификацию белков из 43 полных геномов

Отдельным направлением является

Экспрессия генов с помощью микрочипов (Gene Expression ) microarray

Структура и регуляция генов (Gene Identification and Structure)

SNP Consortium database http://snp.cshl.org SNP Consortium data 

TRRD http://www.bionet.nsc.ru/trrd/ Transcription regulatory regions of eukaryotic genes 

Отметим базу данных по регуляторным районам транскрипции (ТРРД), разрабатываемую у нас в ИЦиГ

Генетическое и физическое картирование (Genetic and Physical Maps)

Геномные базы данных (Genomic Databases)

ACeDB information http://www.acedb.org/ C. elegans, S. pombe, and human sequences and genomic information 

GeneCards http://bioinfo.weizmann.ac.il/cards/ Integrated database of human genes, maps, proteins and diseases 

GOLD http://igweb.integratedgenomics.com/GOLD/ Information regarding complete and ongoing genome projects 

Отметим GeneCards - БД, содержащую информацию о генах как молекуляно-генетическолго, так и медицинского характера.

Межмолекулярные взаимодействия (Intermolecular Interactions)

BIND http://bind.ca Molecular interactions, complexes and pathways 

 

ГЕННЫЕ СЕТИ. Метаболические пути и клеточная регуляция (Metabolic Pathways and Cellular Regulation) 

EcoCyc http://ecocyc.org/ Escherichia coli K-12 genome, metabolic pathways, transporters and gene regulation 

EpoDB http://www.cbil.upenn.edu/EpoDB/ Genes expressed during human erythropoiesis 

Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) http://www.genome.ad.jp/kegg Metabolic and regulatory pathways 

RegulonDB http://www.cifn.unam.mx/Computational_Genomics/regulondb/ Escherichia coli transcriptional regulation and operon organization 

Мутации

Mutation Databases 

Human Gene Mutation Database (HGMD) http://www.hgmd.org Known (published) gene lesions underlying human inherited disease

Слайд 23

ОСНОВНЫЕ НАПРАВЛЕНИЯ БАЗ ДАННЫХ ПО МОЛЕКУЛЯРНОЙ БИОЛОГИИ 

(NAR, 2003)

Рассмотрим далее группы баз данных

Базы данных по белкам, включая последовательности, мотивы и функциональные сайты:

БЕЛКИ (Protein Databases)

Kabat Database http://immuno.bme.nwu.edu/ Sequences of proteins of immunological interest 

PIR-NREF http://pir.georgetown.edu/pirwww/pirnref.shtml Non-redundant reference database with comprehensive protein sequences 

SWISS-PROT/TrEMBL http://www.expasy.ch/sprot Curated protein sequences

TRANSFAC http://transfac.gbf.de/TRANSFAC/index.html Transcription factors and binding sites

Мотивы в белках (Protein Sequence Motifs)

CluSTr http://www.ebi.ac.uk/clustr/ Automatic classification of SWISS-PROT+TrEMBL proteins

Pfam http://www.sanger.ac.uk/Software/Pfam/ Multiple sequence alignments and hidden Markov models of common protein domains

PROSITE http://www.expasy.org/prosite Biologically-significant protein patterns and profiles

Протеомные ресурсы (Proteome Resources)

Proteome Analysis Database http://www.ebi.ac.uk/proteome/ Online application of InterPro and cluSTr for the functional classification of proteins in whole genomes

Системы поиска информации (Retrieval Systems and Database Structure)

TESS http://www.cbil.upenn.edu/tess Transcription element search system 

РНК (RNA Sequences)

ACTIVITY http://util.bionet.nsc.ru/databases/activity.html Functional DNA/RNA site activity

Эта БД также разработана в ИЦиГ.

RNA Modification Database http://medlib.med.utah.edu/RNAmods/ Naturally modified nucleosides in RNA

UTRdb/UTRsite http://bighost.area.ba.cnr.it/srs6/ 5'- and 3'-UTRs of eukaryotic mRNAs and relevant functional patterns

 

Пространственные структуры (Structure) включая структурную информацию, в основном по белкам

HSSP http://www.sander.ebi.ac.uk/hssp/ Structural families and alignments; structurally-conserved regions and domain architecture 

PDB http://www.pdb.org/ Structure data determined by X-ray crystallography and NMR 

SCOP http://scop.mrc-lmb.cam.ac.uk/scop Familial and structural protein relationships

 

Трансгенные растения и животные (Transgenics)

Другие направления (Varied Biomedical Content)

PubMed http://www.ncbi.nlm.nih.gov/PubMed/ MEDLINE and Pre-MEDLINE citations 

Tree of Life http://phylogeny.arizona.edu/tree/phylogeny.html Information on phylogeny and biodiversity

Слайд 24

Перейдем к задаче поиска информации.

Поиск литературной информации. База MEDLINE 

Информация в БД всегда структурирована:

Поле, вход, запись. 

Адрес базы данных MEDLINE : http://www.ncbi.nlm.nih.gov/PubMed/ 

Сам поиск информации и логические выражения могут быть представлены следующим образом:

Простой поиск.

Формат запроса: word1 (AND word2 OR word3 ....)

Сложный поиск.

Формат запроса:   word1[FieldCode] AND word2[FieldCode]

Слайд 25

Рассмотрим далее принципы работы по поиску информации.

MEDLINE/PubMed 

Ссылки и резюме статей из 4600 биомедицинских журналов

Ключевые слова структурированы в специальном словаре для поиска литературной (медицинской и др.) информации.

Существует специальная база ключевых слов MESH - Заголовки медицинских предметов (аббревиатура соответствует английскому слову "решетка").

На слайде представлен интерфейс этой базы.

Каталог доступен на сервере NCBI

http://www.nlm.nih.gov/mesh/

Слайд 26

Существуют разные форматы представления и хранения данных.

Рассмотрим наиболее важный формат, с которым далее вы будете работать - формат EMBL.

В этом формате представлена информация о последовательности ДНК, ее функциональной разметке, ссылки эксперименты и на статьи, где описывалась такая работа.

Общий принцип карточки - Текстовый файл, длина строки ограничена, Ключевые слова жестко заданы.

Для карточки EMBL ключевые слова - двухбуквенные, в начале строки, их список приведен на слайде.

Карточка всегда начинается с 

ID - identification  -  идентификатора,
содержит поле SQ - сама последовательность ДНК,

и заканчивается знаком-разделителем //
Исторически был задан такой формат для удобства работы на компьютере со стандартным монитором в текстовом режиме, когда на экране умещалось не более 80 символов.

По мере развития БД появляется потребность в расширении форматов, возможно появление новых ключевых слов или соглашений о представлении информации, но основные поля остаются неизменными.

Подробное справочное руководство доступно по адресу:

http://www.ebi.ac.uk/embl/Documentation/User_manual/usrman.html

Слайд 27

Рассмотрим конкретный пример карточки EMBL, содержащий ген протеин-киназы дрозофилы

Карточка начинается с ID - идентификатор, в данном случае DMCAPKCA,

указано что это ДНК - DNA, указана длина 3959 bp - пар оснований.

Указаны коды доступа - AC (Accession) - 
M18655 и J03504

В поле DE (Description) дано описание последовательности - 

протеин киназа дрозофилы

Дана литературная ссылка - в полях R* - reference -
RN - номер ссылки, в данном случае - 1.

RP - участок последовательности ДНК, описанной в статье

PX - номер записи в литературной базе данных MedLine
RA - авторы статьи - Foster J.L. и другие

RT - название статьи

RL  - журнал J.Biol.Chem
Далее в полях FT (Feature Table) указана функциональная разметка для данного гена.

Слайд 28

Рассмотрим далее карточку EMBL того же гена.

В поле FT содержится информация о позициях функциональных элементов

Например в разделе CDS (coding sequence) указаны позиции белок-кодирующей части,

в данном случае это позиции с 905 по 1966 относительно начала последовательности в карточке (разделитель - две точки ..).
В разделе misc_feature указана дополнительная особенность - повторяющийся элемент.

Аминокислотная последовательность белка кодируемого данной ДНК приведена в явном виде в разделе /translation.

Далее SQ обозначает начало самой последовательности ДНК с некоторой дополнительной контрольной информацией о числе нуклеотидов,

последовательность ДНК отформатирована по 10 символов разделенных пробелом, для удобства восприятия, всего 60 символов нуклеотидов в строке, справа указана цифрами позиция в последовательности. 

Слайд 29
Формат EMBL удобен для хранения и восприятия человеком (скорее относительно удобен). Аналогичен ему формат GeneBank, отличающийся названиями и порядком ключевых полей.

Существует множество форматов представления последовательностей для хранения и компьютерной обработки. 

Форматы представления последовательностей:

GenBank, EMBL, SwissProt, FASTA, NCBI/PIR, Stanford/Intelligenetics sequence format, GCG, Plain/ASCII, Staden

Образцы форматов для хранения нескольких последовательностей даны здесь:

Fasta формат - каждая последовательность имеет заголовок, начинающийся со знака >("больше"):

>seq1

aggctgct agct agct

>seq2

aactaact

Пример той же последовательности в другом формате:

NBRF

>DL;seq1

seq1., 16 bases, 268 checksum

aggctgctag ctagct*

Видно, что есть дополнительная служебная информация, знак '*'.

Некоторые из форматов возникли исторически и сейчас малоупотребительны.

Существуют программы-конверторы для перевода из формата в формат. 

Вы можете сами написать такие программы при минимальных навыках программирования. 

Кроме форматов EMBL и GeneBank необходимо знать FASTA-формат и уметь переводить в него.

Слайд 30
Базы данных сейчас имеют мощный компьютерный сервис для поиска и представления информации, системы доступа через Интернет. 

Entrez – система навигации по базе данных GenBank и электронной библиотеке PubMed

На слайде представлен интерфейс Entrez.

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?CMD=search&DB=PubMed

Слайд 31

Entrez –электронная библиотека PubMed

Статьи по биологической тематике из широкого набора журналов регулярно реферируются в системе PubMed. 

Рассмотрим примеры пользования этой системой.

Поскольку это практическая работа вам необходимо научиться пользоваться этой системой.

Рассмотрим пример поиска статьи по фамилии автора - Иванов, пишем по английски - Ivanov. (Нажимаем кнопку меню Go)

Видно, что найдено 6127 статей с автором с такой фамилией. (Заметим, что через несколько дней их будет еще больше).

Слайд 32

Выберем статью из списка найденных.

Просмотр найденной записи – резюме статьи Иванова.

Представлено резюме статьи, название журнала, список авторов, библиографические данные. 

J Protein Chem. 2003 Apr;22(3):249-58.  

Characterization and analysis of posttranslational modifications of the human large cytoplasmic ribosomal subunit proteins by mass spectrometry and Edman sequencing.

Odintsova TI, Muller EC, Ivanov AV, Egorov TA, Bienert R, Vladimirov SN, Kostka S, Otto A, Wittmann-Liebold B, Karpova GG.

Vavilov Institute of General Genetics, Russian Academy of Sciences, Moscow, Russian Federation.

The 60S ribosomal proteins were isolated from ribosomes of human placenta and separated by reversed phase HPLC. The fractions obtained were subjected to trypsin and Glu-C digestion and analyzed by mass fingerprinting (MALDI-TOF), MS/MS (ESI), and Edman sequencing. Forty-six large subunit proteins were found, 22 of which showed masses in accordance with the SwissProt database (June 2002) masses (proteins L6, L7, L9, L13, L15, L17, L18, L21, L22, L24, L26, L27, L30, L32, L34, L35, L36, L37, L37A, L38, L39, L41). Eleven (proteins L7, L10A, L11, L12, L13A, L23, L23A, L27A, L28, L29, and P0) resulted in mass changes that are consistent with N-terminal loss of methionine, acetylation, internal methylation, or hydroxylation. A loss of methionine without acetylation was found for protein L8 and L17. For nine proteins (L3, L4, L5, L7A, L10, L14, L19, L31, and L40), the molecular masses could not be determined. Proteins P1 and protein L3-like were not identified by the methods applied.

PMID: 12962325 [PubMed - in process]

Можно просматривать информацию в разных форматах - только для цитирования, только текст, только ссылки и т.д.

Слайд 33

Искать можно не только статьи, но и последовательности ДНК, причем использовать любые слова, которые могут встретиться в карточке (названия, альтернативные названия, авторов).

Рассмотрим пример поиска собственно гена по названию.

Необходимо в той же системе переключиться в разделе "search" с PubMed на Nucleotide (выпадающее меню слева)

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?CMD=search&DB=nucleotide

Поиск по ключевым словам в базе данных GenBank. 

Запрос «альбумин» - albumin. Найдено более 6 тысяч карточек, содержащих такое слово.

Слайд 34

Пример найденной карточки GeneBank

Рассмотрим карточку гена альбумина крысы (Rattus norvegicus) 

NM_134326.

Рассмотрим карточку GeneBank. Так же как и для карточек EMBL структура представления данных задана как текстовый файл со строками фиксированной длины. В начале каждой строки - ключевое слово. В GeneBank оно составляет уже не 2 а 11 символов.

Поле LOCUS содержит уникальный идентификатор.

Поле DEFINITION  - описание последовательности.

ORGANISM - описание организма с таксономической классификацией.

REFERENCE - литературные данные (может быть несколько)

Итак, аналогичная структура. Более длинные ключевые слова (11)

Слайд 35

Продолжение карточки GenBank.

Описание последовательности с 11-й позиции, нумерация слева,

Ключевое слово для начала собственно нуклеотидной последовательности - ORIGIN

Карточка заканчивается также разделителем "//" (двумя косыми чертами).

Слайд 36

Система Entrez дает доступ не только для поиска литературной информации или карточек, но и для доступа полной информации о геномах.

Для этого необходимо переключиться на соответствующий раздел (см. слайд).

Слайд 37

Рассмотрим выбор категории данных - "геномы" (genomes)

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?CMD=Search&DB=genome

Слайд 38

Рассмотрим классификация геномов более подробно.

Доступн информация о полных геномах архебактерий, бактерий и эукариот

(на рисунке показано увеличенное меню).

Слайд 39

Выберем раздел "архебактерии" 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genomes/static/a_g.html

Далее выберем геном

Archaeoglobus fulgidus DSM 4304

Слайд 40

На слайде представлена более подробная информация о полностью секвенированном геноме архебактерии A.fulgidus

Слайд 41

Карточка GenBank генома архебактерии A.fulgidus

Полный геном также может быть записан в виде одной карточки.

Текстовый файл самой карточки получается достаточно большим - несколько мегабайт.

Структура записей была рассмотрена выше.

Слайд 42

Рассмотрим карточку GenBank NC_000917  для A.fulgidus.

Поле LOCUS содержит уникальный идентификатор.

Поле DEFINITION  - описание последовательности.

ORGANISM - описание организма.

REFERENCE - литературные данные. 

Поле FEATURES содержит в дальнейших подразделах, начинающихся с пробелов, информацию о функциональной разметке.

Слайд 43

Рассмотрим далее на этом примере поля карточки GenBank

Представлены гены и кодирующие части с идентификаторами белков и другой информацией.

Слайд 44

Продолжение карточки GenBank

Виртуально "пролистав" эту большую карточку находим поле ORIGIN  с самой последовательностью ДНК.

Поле BASE COUNT содержит контрольную  информацию о  числе встретившихся нуклеотидов.

Слайд 45

Окончание карточки GenBank для данного организма.

Всего 2178361 п.о.

Слайд 46

Рассмотрим графическое представление генов в геноме A.fulgidus.

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genomes/framik.cgi?db=Genome&gi=131

Такое представление более наглядно.

Представлена кольцевая хромосома.

Можно выбрать какой-либо участок мышью по графическому представлению функции генов. Разным функциональным группам генов (гены транскрипции, клеточного деления, передачи сигнала и др., в соответствии с классификацией упоминавшейся в обзоре БД COG по ортологичным генам)

Рассмотрим район более подробно.

Слайд 47

Указано расположение генов на последовательности (в виде разноцветных прямоугольников). Ниже представлен весь "увеличенный" участок на кольцевой хромосоме.

Найти такой участок можно и непосредственно по ссылке из Интернета

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genomes/altvik.cgi?gi=131&db=genome&from=-13012&to=36987

Рассмотрим ген AF0010 более подробно.

Ген AF0010 обозначен серым цветом - это означает что его функция неизвестна.

Слайд 48

Нажав на графическое изображение гена (прямоугольник) находим гомологичные ему последовательности в других организмах. 

Поиск гомологии интегрирован в банк данных GenBank NCBI.

На слайде представлены результаты поиска гомологичных генов, видно, что для большинства из них function unknown (функция неизвестна).

Таким образом, несмотря на исключительно удобный интерфейс пользователя, далеко не все научные задачи аннотации геномов решены, что оставляет поле деятельности для следующих поколений биоинформатиков.

Слайд 49

Геномы эукариот в GenBank. 

Представлен список полностью секвенированных геномов, и геномов, работа над которыми идет.

Рассмотрим представление информации в БД о геноме человека.

Для высших организмов информация упорядочена по хромосомам. 
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Работа с GenBank.

Выберем сразу первую хромосому.

Хромосома I человека.

Представлена цитогенетическая карта, карта контигов, расположение генов на хромосоме.

Все карты интерактивные, можно получить информацию о нужном районе нажатием курсора. 

Таким образом, мы рассмотрели основные категории информации, которую можно получить из баз данных. GeneBank был выбран потому, что обладает наиболее развитой системой технической поддержки (пропорционально огромному объему денежных средств, выделенных в США международным консорциумом на программу "Геном человека").

Слайд 51

Другим крупнейшим центром является Европейский институт биоинформатики (EBI)

БД EMBL   http://www.ebi.ac.uk/embl/

Слайд 52

Представление хромосомы I человека на сервере EBI.

http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/mapview?chr=1

Аналогично GeneBank Европейский институт биоинформатики представляет информацию о расположении генов, цитогенетические карты. 

Кроме отличий в интерфейсе есть отличия в представлении информации. 

Информация о плотности генов на хромосоме, GC составе и нуклеотидном полиморфизме

Слайд 53

База данных GeneCards

(Вейцмановский институт, Израиль)
На слайде представлен интерфейс GeneCard.

Основная идея базы GeneCards: анализ и биомедицинских знаний в Интернете и представление их для пользователя.

Слайд 54

Рассмотрим далее представление информации в БД GeneCard.

http://bioinfo.weizmann.ac.il/cards/

Пример карточки гена p53.

Детальная информация о генах, включая данные по SNP, microarray, наследственным заболеваниям
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Продолжение пример карточки гена p53.

Информация по мутациям и наследственным заболеваниям

Описаны заболевания и даны перекрестные ссылки.

Слайд 56

Задачи исследования регуляции генной экспрессии

Следует отметить новые подходы к анализу текстов, связанные с моделированием генных сетей - комплексов взаимодействующих макромолекул, включающих гены и их продукты - РНК, белки и метаболиты. Это новое направление биоинформатики оперирует в качественно иных терминах, связанных с биофизическим и биохимическим моделированием и не затрагивает напрямую анализ самих последовательностей.

Эти задачи будут освещены в отдельном курсе (РГП - рег. геномные последовательности))
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Список рекомендуемой литературы:
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BLAST By Joseph Bedell, Ian Korf, Mark Yandell. Publisher : O'Reilly,  July 2003 (ISBN : 0-596-00299-8 ) 360 pp. 

Durbin R., Eddy S.R., Krogh A., Mitchson G. Biological sequence analysis. 1998, Cambridge: Cambridge University Press, 356 p.

Sequence-Evolution-Function. Computational Approaches in comparative Genomics. (Eds Eugene V. Koonin, Michael Y. Galperin) Kluwer, 2002, 488 pp.
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Список полезных Интернет-ресурсов:

ДНК

NCBI (Natl Center Biotech Information) - GenBank http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ 

EBI (European Bioinformatics Institute) - EMBL http://www.ebi.ac.uk/

ENTREZ 


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi

PUBMED 


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed

DNA Search 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=Nucleotide

GenBank

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/GenbankSearch.html

Выравнивание

BLAST (Basic Local Alignment Sequence Tool)
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast 

BLAST 2 SEQUENCES 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/bl2seq/bl2.html 

Белки

Expasy (Expert Protein Analysis System, SwissProt, TrEMBL)
http://www.expasy.ch/ 

PDB - Protein 3D Structure database http://www.rcsb.org/pdb/ 

Номенклатура IUPAC
http://www.chem.qmul.ac.uk/iupac/misc/naabb.html

Дополнительно отметим российский сервер molbiol.ru,

где вы можете найти много справочной информации на русском яззыке.

