Лекция «Геномные базы данных». 

Вторая часть.

В этой части лекции будет рассказано про интернет-ресурсы, интегрирующие  результаты исследований геномов модельных молекулярно-генетических эукариотических организмов.

Хотя первыми эукариотическими организмами, геном которых был расшифрован, были пекарские дрожжи Saccharomyces cerevisiae (1996) и круглый червь Caenorhabditis elegans (1998), я хотел бы начать лекцию с базы данных FlyBase (http://flybase.bio.indiana.edu/), посвященной структурно-функциональной информации о геноме и фенотипах плодовой мушки Drosophila melanogaster (2000). Это связано с тем, что Drosophila melanogaster является все-таки первым многоклеточным и сложным организмом, к тому же являющимся классическим объектом общей генетики, генетики развития, популяционной генетики, цитогенетики и молекулярной генетики. В силу этого именно для Drosophila melanogaster наработаны колоссальные массивы данных по строению и функционированию как отдельных генов, так и групп генов, а также по структуре и поведению хромосом. Поэтому именно FlyBase стала прототипом и в значительной мере эталоном организации геномных информационных систем. Следует отметить, что обсуждать вопросы о геноме дрозофилы без упоминания видового названия «меланогастер» сейчас уже некорректно, т.к. недавно был просеквенирован геном еще одного представителя рода Drosophila – Drosophila pseudoobscura. 

Слайд 2.  Ресурсы по анализу структуры и функции генома Drosophila melanogaster

На слайде 2 представлена начальная страница этой базы данных. Мы можем с этой страницы перейти в раздел, посвященный описаниям отдельных генов, т.е. описаниям их расположения в геноме, их структуры, описаниям фенотипических проявлений различных аллелей. В каждой генной карточке собраны ссылки на базы данных по нуклеотидным последовательностям, относящимся к какому-либо гену (GeneBank/EMBL bank, EST последовательности от BDGP (Berkeley Drosophila Genome Project), EPD – если промотор гена хорошо охарактеризован, TransFac – если есть данные о механизмах регуляции транскрипции). Также есть ссылки на соответствующие карточки из баз данных по аминокислотным последовательностям (Swiss-Prot). А также на коллекции изображений стадий развития, внешнего и внутреннего строения мушки с перечнем соответствующих терминов.

Как вы видите, есть также ссылки на графические приложения, позволяющие получить представление о расположении генов вдоль хромосом (Cytologic maps, Cytosearch), на каталоги фондов-организаций, поддерживающих генетические линии Drosophila melanogaster, на документы, посвященные описанию структуры и поведения транспозабельных элементов, и т.д..

Обязательный компонент – поисковая система базы данных по различным идентификаторам.

Слайд 3.  Ресурсы по анализу структуры и функции генома Drosophila melanogaster

Рассмотрим подробнее сайт проекта по секвенированию и аннотации генома Drosophila melanogaster

(BDGP; http://www.fruitfly.org/). Этот проект еще недавно был ведущим центром по разработке программ анализа геномных последовательностей и средств визуализации результатов такого анализа. В 1999 г. под эгидой этого проекта было проведено соревнование GASP (Genome Annotation Assessment in Drosophila melanogaster) между 12-ю исследовательскими группами, занимающимися разработкой методов предсказания-выявления генов в протяженных неохарактеризованных геномных последовательностях, т.е. их аннотацией, выявления сходства по выведенным белковым последовательностям, выявления повторяющихся элементов и т.д.. Опираясь на результаты этого сравнительного анализа были выработаны программы, наиболее чувствительные и специфичные по поиску генов, и критерии для структурно-функциональной аннотации геномов любых организмов.

Слайд 4.  Ресурсы по анализу структуры и функции генома Drosophila melanogaster

BDGP содержит ссылку на базу данных аннотированного генома Drosophila melanogaster (GadFly; http://www.fruitfly.org/annot/index.html), в которой сосредоточено много специализированных разделов и средств визуализации. Обязателен раздел, где размещены просеквенированные первичные последовательности для свободного публичного использования.

Слайд 5.   Ресурсы по анализу структуры и функции генома Drosophila melanogaster

Одно из средств визуализации - обзор генома Drosophila melanogaster, начиная с масштаба одного плеча хромосомы (ArmView2). Можно выбрать хромосому, затем все более уточняя локус приступить к анализу окружения или строения какого-либо гена. При этом можно проследить, каким образом был получен контиг (т.е. реконструированная протяженная нуклеотидная последовательность длиной в целую хромосому), рассматривая взаиморасположение отдельных клонированных в BAC-вектора последовательностей, и удостовериться в качественности реконструкции.

Слайд 6.  Ресурсы по анализу структуры и функции генома Drosophila melanogaster

Другое средство визуализации структурных компонентов генома – FlyBase Genome Browser (http://www.fruitfly.org/cgi-bin/annot/gbrowse). Он также позволяет исследовать в интерактивном режиме строение какого-либо гена, расположение BAC-клонов, расположение встроек транспозабельных элементов и т.д.. Как правило, такие визуализаторы снабжены меню геномных элементов для приспособления выводимой графической информации под нужды и запросы исследователя. Такие свойства баз данных и визуализаторов теперь являются обязательными для любых геномных баз данных.

Слайд 7.  Ресурсы по анализу структуры и функции генома Caenorhabditis elegans

Теперь перейдем к геномным базам данных, посвященным другим модельным организмам.

WarmBase – Интегрированная база данных по структуре и функции генов круглого червя - нематоды Caenorhabditis elegans (http://www. wormbase.org/). Этот организм сравнительно недавно стал генетическим объектом, однако особенности его развития и простота организации быстро вывели его в ряд ведущих объектов генетики развития. Дело в том, что у нематод наблюдается очень детерминированное развитие, проявляющееся в том, что очень жестко определена судьба для каждой клетки, начиная с первого деления, количество делений и конечное количество клеток в каждом органе – всего чуть более 1000. Такая простота и детерминированность позволяют быстрее прояснять молекулярные механизмы, особенно механизмы межклеточных взаимодействий и сигнальные пути. Исследование этих вопросов у нематоды и их сравнение с данными для высших эукариот позволили вычленить и охарактеризовывать базовые и универсальные для всех многоклеточных  организмов молекулярные процессы развития.

В базе данных WarmBase мы также видим множество ссылок на сопутствующие сайты или подбазы данных, позволяющих исследовать более специальные вопросы. Есть средства простого и усложненного поиска по всей базе. 

Слайд 8.  Ресурсы по анализу структуры и функции генома Caenorhabditis elegans

Рассмотрим обозреватель структурных компонентов генома Caenorhabditis elegans (WarmBase/Genome browser; http://www. wormbase.org/db/seq/gbrowse/wormbase). Можно видеть строение какого-либо гена, соседние гены, взаимное расположение промоторов или 3’-областей генов. Поскольку все изображения являются интерактивными, можно всегда по снабженным ссылкам перейти к страницам, подробно описывающим выбранный объект.

Слайд 9.  Ресурсы по анализу структуры и функции генома комаров рода Anopheles

Чтобы завершить обзор баз данных по геномным ресурсам высших беспозвоночных рассмотрим информационные ресурсы по геномам других двукрылых (Diptera). Многие двукрылые, с обывательской точки зрения мухи и комары, имеют огромное медицинское значение, в частности, эпидемиологическое, поскольку часто являются не только и не просто кровососущими паразитами, но, самое главное, также переносчиками возбудителей множества опасных инфекционных болезней. От одной только малярии страдает почти треть миллиарда людей на планете. Поэтому вторым двукрылым организмом, геном которого был расшифрован, стал Anopheles gambiae, переносящий малярию в Африке. И еще геномы нескольких видов этого рода усиленно секвенируются. Поэтому созданы объединенные интернет-ресурсы для этих переносчиков. Например, Mosquito Genomics (http://klab.agsci.colostate.edu/) предоставляет набор ссылок на геномные проекты, медико-генетические базы данных и т.п. для нескольких важных видов переносчиков. Кстати, по этой причине эпидемиологической важности геном одного из переносчика малярии Plasmodium falciparum, относящийся к  примитивным одноклеточным эукаритам, к типу Alveolata, также был полностью прочитан в 2000г..

Слайд 10.   Ресурсы по анализу структуры и функции генома Anopheles gambiae

Рассмотрим сайт AnoBase - базы данных по геномной и биологической информации об Anopheles gambiae (http://www. anobase.org/). Мы видим обязательный набор ссылок на цитогенетические карты, на первичные последовательности, на генный указатель и т.д..

Слайд 11.  Ресурсы по анализу структуры и функции генома Anopheles gambiae

Чтобы исследовать структурные компоненты генома Anopheles gambiae, перейдем в Mosquito Genome Browser, поддерживаемый сервером Ensemble! в Сэнгеровском институте The Wellcome Trust (Англия) (http://www.ensembl.org/Anopheles_gambiae/). В интерактивном режиме можно исследовать геном, начиная со строения хромосом и вплоть до нуклеотидной последовательности отдельного участка какого-либо гена.

Слайд 12.  Ресурсы по анализу структуры и функции генома Arabidopsis thaliana

Теперь перейдем к информационным ресурсам, посвященным геномам растений. Ведущим растительным организмом очень стремительно стал резушник Талля (Arabidopsis thaliana), цветковое растение из семейства крестоцветных, не имеющее никакого агрономического значения. Однако именно на нем были получены основные представления о генетических механизмах развития и функционирования тканей и органов растений, особенно цветка. 

Сиквенс генома этого растения был осуществлен в 2000 г. в рамках Arabidopsis Genome Initiative (AGI) – международного проекта по секвенированию и аннотации генома Arabidopsis thaliana (The Arabidopsis Genome Initiative, 2000, Nature, 408:796-815). База данных или  генный указатель Tair (http://arabidopsis.org/info/agi.jsp) предоставляет доступ к разноообразным данным и средствам визуализации результатов исследования генома и генов Arabidopsis thaliana.

Слайд 13.  Ресурсы по анализу структуры и функции генома Arabidopsis thaliana

На этом слайде представлена карточка генного указателя Tair  для некоего гена. Виден набор ссылок на разнообразные средства исследования структуры и функции гена с привлечением всего наличного массива молекулярных данных.

Слайд 14. Ресурсы по анализу структуры и функции генома Arabidopsis thaliana

На этом слайде можно видеть, как реализована визуализация обзора компонентов генома Arabidopsis thaliana. Представлены условные изображения разных категорий геномных структур, например, генов с обозначением расположения смысловой цепи относительно хромосомы, и т.д..

Пользователю базы данных предоставлены средства приспособления изображения под его задачи.

Многие растительные организмы, имеющие сельскохозяйственное значение, в последнее время также стремительно вовлекаются в круг объектов геномики в основном усилиями и средствами крупных агротехнических фирм. Это – рис Oryza sativa, люцерна Medicago  truncatula, пшеница Triticum aestivum, овес Avena sativa,  ячмень Hordeum vulgare, соя Glycine max, томат Lycopersicon esculentum, кукуруза  Zea mays и др.. Таким образом, скоро геномы  двудольных и однодольных цветковых растений довольно хорошо будут представлены и будут ценным материалом для сравнительно-геномных исследований.

Слайд 15.  Ресурсы по анализу структуры и функции генома Danio rerio

Теперь обратимся к информационным ресурсам, посвященным геномам хордовых, а точнее - позвоночных организмов. Начнем обзор по мере эволюционной продвинутости. Самые примитивные хордовые и позвоночные также понемногу начинают вовлекаться в процесс расшифровки геномов. Таковы, например, асцидия Ciona intestinalis и иглокожие морские ежи рода Strongylocentrotus, в силу того, что часто используются в исследованиях по генетике развития. 

Таким образом среди низших позвоночных объектом геномики стала аквариумная рыбка Danio rerio, или zebrafish по-английски. Расшифровка ее генома близка к завершению, результаты этого проекта оформлены в базе данных ZFIN (The Zebrafish Information Network) по структуре и функции генов этой рыбы. 

Слайд 16.  Ресурсы по анализу структуры и функции генома Danio rerio

На этом слайде помещена страница (http://zfin.org/cgi-bin/webdriver?MIval=aa-ZDB_home.apg) с перечнем средств и инструментов для анализа генома Danio rerio: базы данных по геномным контигам,  разного вида хромосомные карты, сервер для БЛАСТ- поиска и т.д.

Слайд 17.  Ресурсы по анализу структуры и функции генома Mus musculus

Минуя такие таксоны, как земноводные, пресмыкающиеся и птицы, которые пока не удостоились внимания исследователей-геномиков, переходим к геномным ресурсам млекопитающих и начинаем с мыши домовой Mus musculus, первая черновая расшифровка генома которой была завершена в 2002 г.. Этот организм давно является классическим объектом общей и  молекулярной генетики, генетики развития, медицинской генетики, особенно в сравнительных аспектах по отношению к человеку. К тому же мышь является стандартным объектом при испытаниях на токсичность, генотоксичность, мутагенность, аллергенность, тератогенность, канцерогенность и т.п. любых фармакологических препаратов, парфюмерных средств, пищевых продуктов и т.д.

Интегральный доступ к информации о генетике, геномике и биологии домовой мыши предоставляет Mouse Genome Informatics (MGI). На странице http://www.informatics.jax.org/  виден список ресурсов: генный указатель, база данных по фенотипам и паттернам экспрессии генов, перечень фондов-лабораторий, поддерживающих генетические линии мышей, и т.д..

 Слайд 18.  Ресурсы по анализу структуры и функции генома Mus musculus

На этом слайде показано оформление карточки генного указателя для некоего гена Mus musculus (http://www.informatics.jax.org/). Приведена схема расположения гена, ссылки на страницы с описанием фенотипов, ссылки на библиографию. 

Слайд 19.  Ресурсы по анализу структуры и функции генома Mus musculus

На этом слайде перечислены предоставляемые MGI инструменты для анализа структурно-функциональной организации генома Mus musculus (http://www.informatics.jax.org/ mgihome/MGS/genome_analysis.shtml).

Слайд 20.  Ресурсы по анализу структуры и функции генома Mus musculus

На этом слайде представлена страница японского центра геномных исследований RIKEN, в частности, подразделения, занимающегося функциональной аннотацией генома с помощью картирования кДНК клонов – Fantom (http://www.gsc.riken.go.jp/e/FANTOM/).  

Слайд 21.  Ресурсы по анализу структуры и функции генома Homo sapiens

Наконец, подошли к практически необозримому полю геномных ресурсов для человека разумного. Нет нужды объяснять, почему исследования генома того организма самые актуальные и значимые. Даже процесс секвенирования  генома сопровождался и сопровождается различными интригами со стороны крупных фармацевтических и биотехнологических фирм и компаний. Как бы то ни было, в начале 2001 г. международная организация International Human Genome Sequencing Consortium опубликовал первый черновой вариант генома человека, охватывающий 90% эухроматической его части. Научное сообщество уже заранее готовилось к этому моменту, задолго до этого момента были созданы информационные ресурсы, позволяющие систематизировать огромное количество экспериментальных данных по общей и молекулярной генетике, генетике развития, популяционной генетике, цитогенетике, медицинской генетики и т.д..

Прежде всего рассмотрим сайт организации, созданной для  систематизации и формализации данных по названиям, структуре и функции генов Homo sapiens, - HUGO Gene Nomenclature Committee (http://www.gene.ucl.ac.uk/nomenclature/). Важность этой деятельности трудно переоценить, поскольку для того, чтобы эффективно обращаться с огромным количеством разнообразных, разнотипных, часто повторяющихся, синонимичных данных необходимо было перейти к компьютерным средствам оперирования данными, а это связано прежде всего с жесткими требованиями к способам идентификации как самих объектов, так и их атрибутов. Такие специализированные базы данных называются генными указателями, или генными индексами. Я уже неоднократно упоминал их при рассказе про другие объекты. Но именно для объекта  Homo sapiens это является очень важной стороной компьютерной информационной деятельности из-за обилия данных, с одной стороны, и высокой ответственности за достоверность информации, с другой.

На представленной странице помещены ссылки на генные указатели не только человека, но и других организмов.

Слайд 22.  Ресурсы по анализу структуры и функции генома Homo sapiens

Так выглядит страница для какого-нибудь гена. Обязательные поля – утвержденное обозначение (Approved Gene Symbol), утвержденное название (Approved Gene Symbol), синонимы (Synonyms), устаревшие названия (Aliases). Представлены ссылки на базы данных по генам человека. Этих баз данных довольно много, т.к. они независимо возникали на заре информатизации генетики человека во многих научных центрах. Какое-то время они конкурировали между собой, что стимулировало поиск наиболее оптимальных и эффективных решений по представлению структурно-функциональных сведений о генах человека и разработку наиболее удобных для пользователей графического средств. Теперь эта конкуренция практически прекратилась, поскольку был достигнут определенный потолок по части содержательной, а разница между базами данных свелась в основном к деталям оформления. На замену конкуренции наступила стадия глобальной кооперации. Как правило, все базы снабжены перекрестными ссылками, в конечном счете организовалась объект-ориентированная (ген-ориентированная) суперсистема с регулярным обменом данными, имеющими разные идентификаторы внутри каждой из составляющих баз. Поэтому-то строгость и однозначность индексирования данных о генах и приобрели огромное значение. 

Слайд 23.  Ресурсы по анализу структуры и функции генома Homo sapiens

Рассмотрим базу данных GeneCards (http://bioinformatics.weizmann.ac.il/cards/). Мы видим уже привычные средства поиска в базе по ключевым словам или идентификаторам.

Слайд 24.  Ресурсы по анализу структуры и функции генома Homo sapiens

А так выглядит карточка для некоего гена в этой базе данных. Репертуар полей для данных и ссылок уже нам знаком. Также видно цитогенетическое расположение гена.

Слайд 25.  Ресурсы по анализу структуры и функции геномов высших позвоночных.

Таким образом, сейчас расшифрованы уже два генома млекопитающих, и интенсивная работа ведется еще по нескольким объектам, в первую очередь – по шимпанзе (Pan troglodytes), затем по сельскохозяйственным объектам – коровы (Bos taurus), дикая свинья (Sus scrofa), так же по крысе норвежской (Rattus norvegicus), часто используемой в физиологических исследованиях. Поэтому созданы интегрированные информационные ресурсы для проведения сравнительно-эволюционных исследований на уровне протяженных геномных последовательностей. На слайде представлена база данных по ортологии и сравнительным хромосомным картам млекопитающих (Mammalian Orthology and Comparative Maps) (http://www.informatics.jax.org/searches/homology_report.cgi), поддерживаемая сервером MGI. 

Следует подробнее остановиться на термине «ортология». Этот термин в геномике обозначает одну из разновидностей гомологии между генами или белками, т.е. сходства в их структуре или функции, обусловленного общностью происхождения (в отличие от аналогии, не подразумевающей такой общности). Так вот, ортология – это гомология между генами или белками, наблюдаемая между разными организмами, подразумевая, что некогда они имели общего предка. Другая разновидностей гомологии – паралогия – означает гомология между генами одного генного семейства (или белками одного белкового семейства), наблюдаемая внутри одного генома (протеома) в результате процессов дупликации генов или геномов (полиплоидии).

С помощью новейшей молекулярной информации о структурах геномов многих млекопитающих созданы богатейшие возможности для исследования деталей и закономерностей эволюционного поддержания ортологии и паралогии, с одной стороны, и выяснения функционального значения участков геномов по степени их эволюционной консервативности (филогенетический футпринт).

Слайд 26.  Ресурсы по анализу структуры и функции геномов высших позвоночных.

На этом слайде представлен еще один сервер для попарного сравнительно-эволюционного исследованию геномов млекопитающих – VISTA Genome Browser (http://pipeline.lbl.gov).

Слайд 27.  Ресурсы по анализу структуры и функции геномов высших позвоночных.

Еще один информационный ресурс – Allgenes.org (http://www.allgenes.org/query.html). Эта база данных ориентирована на параллельное индексирование струтурных и функциональных сведений о генах человека и мыши.

Слайд 28.  Ресурсы по анализу структуры и функции геномов высших позвоночных.

Так выглядит карточка какого-либо гена в базе данных Allgenes, в данном случае человеческого, с набором ссылок на описания деталей строения и функции гена.

Слайд 29.  Ресурсы по анализу структуры и функции геномов высших позвоночных.

А так выглядит выравнивание транскриптов гена вдоль геномной последовательности, что позволяет исследовать разнообразие продуктов гена, генерируемых на первом этапе – транскрипции. Анализ результатов этих выравниваний для ортологичных генов человека и мыши становится мощным средством выявления закономерностей формирования транскриптома у этих организмов. 

В заключение хочется подчеркнуть, что к настоящему моменту достигнут большой прогресс и своего рода консенсус по методам и алгоритмам сбора и индексирования информации о геномных компонентах, систематизации и формализации экспериментальных данных для них, визуализации результатов картирования и Бласт-анализа первичных последовательностей. Это открыло широкие возможности для плодотворной кооперации в области частной и сравнительной геномики и в других смежных информационно-емких областях знания.

