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Wykaz skrétow

16S and 23S Ribosomal
RNA Mutation Database
3-UTR

5-UTR

5S Ribosomal RNA Database
ADP

ATP

BER

BioCyc
BioGrid
BioPAX
BLAST

BRENDA
BSD

C/D snoRNP
CATH

CCR4-NOT
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CRW
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DDR
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Deathbase
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DNA
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zbior informacji dotyczacych 16S i 23S rRNA

region niepodlegajacy translacji na koncu 3’ (ang. 3"-UnTranslated Region)
region niepodlegajacy translacji na koncu 5’ (ang. 5-UnTranslated Region)
zrodto danych o 5S rRNA

adenozyno-5'-difosforan (ang. Adenosine DiPhosphate)
adenozyno-5'-trifosforan (ang. Adenosine TriPhosphate)

naprawa przez wycinanie zasady (ang. Base-Excision Repair)

baza danych do$wiadczalnie przebadanych szlakow metabolicznych i enzyméw
z ponad 2500 organizmoéw

baza danych oddzialywan biatko-biatko (ang. BIOlogical General Repository
for Interaction Datasets)

jezyk tekstowej reprezentacji szlakow biologicznych (ang. BIOlogical PAthway
eXchange)

algorytm stuzacy do analizy sekwencji nukleotydowych i aminokwasowych
(ang. Basic Local Alignment Search Tool)

najobszerniejsza kolekcja informacji o enzymach (ang. BRaunschweig ENzyme
DAtabase)

licencja zgodna =z zasadami Wolnego Oprogramowania, powstata
na Uniwersytecie Kalifornijskim w Berkeley (ang. Berkeley Software
Distribution License)

mate jaderkowe rybonukleoproteiny typu C/D (ang. C/D box Small NucleOlar
RiboNucleoProtein)

potautomatyczna, hierarchiczna klasyfikacja domen biatkowych (ang. Class,
Architecture, Topology, Homologous superfamily)

kompleks biatek CCR4 oraz NOT (ang. C-C chemokine Receptor type
4 - Negative regulator Of Transcription)

wspotzawodniczace endogenne RNA (ang. Competing Endogenous RNA)
model kowariancji (ang. Covariance Model)

RNA zwigzany z centromerem (ang. centromere repeat associated short
interacting RNA)

projekt dostarczajgcy informacji o  strukturach i ewolucji RNA
(ang. the Comparative RNA Web)

baza danych powigzanej =z chorobami  epigenetyki  chromatyny
(ang. Disease-Annotated Chromatin Epigenetics Resource)

enzym usuwajacy czapeczke mRNA (ang. mMRNA-DeCaPping enzyme 2)
bezposrednia naprawa DNA (ang. Direct Reversal Repair)
sygnalizowanie uszkodzenia DNA (ang. DNA Damage Signaling)

baza biatek zaangazowanych w $mier¢ komorki.

wzorzec projektowy, sluzacy do tworzenia serwisow internetowych
kwas deoksyrybonukleinowy (ang. DeoxyriboNucleic Acid)

baza danych bialek naprawy DNA, szlakéw odpowiedzi na uszkodzenia
i remodelowania chromatyny

»Nie Powtarzaj si¢”, reguta stosowana podczas programowania
(ang. Don’t Repeat Yourself)

Komisja Enzymatyczna (ang. Enzyme Commission)
baza danych genéw i matabolizmu Escherichia coli K12
»kompleks zlacza egzonow” (ang. Exon Junction Complex)
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eRF 1,2
Exo 1

GGR-NER
GPL
H/ACA snoRNP

HBV
HCV
HIV

HRR
HTML
HTTP

Human DNA Repair Genes

InterPro
JmolApplet
KEGG

KISS

Ligl
IncRNA

IncRNAdb

LP-BER
MarvinSketch
MetaCyc
miRBase
mMiRNA
Mihl

MMR
MODOMICS
moRNA
mRNA
MSY-RNA
MTV

MutLa

MutSa

MVC
MVP
MySQL

NCBI

NncRNA
NER

eukariotyczny czynnik terminacji (ang. Eukaryotic Release Factor 1, 2)
egzonukleaza 1 (ang. Exonuclease 1)

globalna naprawa genomu przez wycinanie nukleotydu (ang. Global Genome
Repair- Nucleotide-Excision Repair)

licencja wolnego oprogramowania (ang. General Public License)

mate jaderkowe rybonukleoproteiny typu H/ACA (ang. H/ACA box Small
NucleOlar RiboNucleoProtein)

wirus zapalenia watroby typu B (ang. Hepatitis B Virus)
wirus zapalenia watroby typu C (ang. Hepatitis C Virus)
wirus niedoboru odpornosci (ang. Human Immunodeficiency Virus)

naprawa rekombinacyjna = rekombinacja homologiczna (ang. Homologous
Recombination Repair)

hipertekstowy jezyk znacznikéw (ang. HyperText Markup Language)

protokot przesytania dokumentéw hipertekstowych (ang. HyperText Transfer
Protocol)

baza danych ludzkich genéw naprawy DNA

baza danych biatek pogrupowanych w rodziny, z informacja o domenach
i miejscach aktywnych.

wtyczka do przegladarki struktur przestrzennych

encyklopedia genéw i genomow (ang. Kyoto Encyclopedia of Genes
and Genomes)

»nie komplikuj, glupku”, reguta utrzymania eleganckiej i przejrzystej struktury
oprogramowania (ang. Keep It Simple, Stupid)

DNA ligaza 1 (ang. DNA Ligase 1)

dhugi, regulatorowy, nickodujacy RNA (ang. Long Non-Coding RNA)

baza danych eukariotycznych diugich niekodujacych RNA (ang. Long
Non-Coding RNA DataBase)

dtuga naprawa przez wycinanie zasady (ang. Long Patch Base-Excision Repair)
zaawansowany edytor do rysowania struktur chemicznych

baza danych szlakow metabolicznych z 2414 r6znych organizméw

baza poswiecona miRNA (ang. MlIcroRNA DataBase)

mikroRNA (ang. MicroRNA)

homolog biatka MutL (ang. MutL homolog 1)

naprawa btednie sparowanych zasad (ang. MisMatch Repair)

baza danych o szlakach modyfikacji RNA

RNA pochodzace z prekursorow mikroRNA (ang. microRNA-offset RNA)
matrycowy RNA (ang. messenger RNA)

niezalezny od biatek MIWI RNA (ang. MIWI-independent small RNA)

Model — Szablon — Widok (ang. Model-Template-View)

Hetero dimer o aktywno$ci nukleazowej, bioracy udzial w naprawie DNA
(ang. MUTator L «)

heterodimer, wiazacy si¢ do niesparowan w DNA, ropoczynajac tym samym
naprawe¢ DNA (ang. MUTator S «)

Model — Widok — Kontroler (ang. Model — View — Controller)

Model — Widok — Prezenter (ang. Model — View — Presenter)

system zarzadzania bazg danych

Narodowe Centrum Informacji Biotechnologicznej (ang. National Center
for Biotechnology Information)

niekodujacy RNA (ang. non-coding RNA)
naprawa przez wycinanie nukleotydu (ang. Nucleotide-Excision Repair)
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NGD
NHEJ
NMD

NMR

NONCODE
NRD
NSD

OMIM

OriDB

ORM
PAN 2,3
PAR

Pathway Commons
PCNA

PDB

PFAM
PIN
piRNA
PMID
Pms2

PNAS

PNG
PNPaza
PTC
PubMed
PyGraphviz

Reactome
REBASE

Repair-FunMap

ReplicationDomain
RFAM

RFC

RNA

RNA Modification Database

RNaza

RPA

rmn A-E, H, G
rRNA
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degradacja transkryptow, w ktorych z powodu wystepujacych struktur
drugorzedowych rybosom ulega zatrzymaniu (ang. No-Go Decay)

naprawa poprzez taczenie nichomologicznych koncéw (ang. Non-Homologous
End Joining repair)

degradacja transkryptow, posiadajacych przedwczesny kodon STOP
(ang. Nonsense-Mediated Decay)

spektroskopia magnetycznego rezonansu jadrowego (ang. Nuclear Magnetic
Resonance)

baza danych niekodujagcych RNA
degradacja niefunkcjonalnego rRNA (ang. Nonfunctional rRNA Decay)
degradacja mRNA z brakujacymi kodonami terminacji (ang. NonStop decay)

baza danych o wszystkich opisanych chorobach uwarunkowanych genetycznie
(ang. Online Mendelian Inheritance in Man)

baza danych potwierdzonych i przewidzianych miejsc rozpoczgcia replikacji
DNA (ang. DNA replication ORIgin DataBase)

mapowanie obiektowo-relacyjne (ang. Object-Relational Mapping)
nukleaza poli(A) 1,2 (ang. Poly(A)-Nuclease 1,2)
RNA zwigzany z promotorem (ang. Promoter-Associated RNA)

zbior danych dotyczacych publicznie dostepnych szlakéw z roéznych
organizmow.

antygen jadrowy proliferujacych komoérek (ang. Proliferating Cell Nuclear
Antigen)

baza danych struktur przestrzennych biatlek i kwasoéw nukleinowych
(ang. Protein Data Bank)

baza danych rodzin biatek (ang. Protein FAMily database)

domena konca N biatka PilT (ang. PIIT N terminus)

RNA oddziatujacy z biatkami PIWI (ang. Piwi-Interacting RNA)
identyfikator bazy PubMed (ang. PubMed IDentifier)

biatko naprawy niesparowan w DNA (ang. DNA MiSmatch repair Protein 2)

czasopismo  Narodowej Akademia Nauk  Stanow  Zjednoczonych
(ang. Proceedings of the National Academy of Sciences)

rastrowy format plikow graficznych (ang. Portable Network Graphics)
fosforylaza polinukleotydowa (ang. PNPase, PolyNucleotide PhosphorylASE)
centrum peptydylotransferazy (ang. Peptidyl Transferase Center)

baza danych publikacji

biblioteka jezyka Python stuzaca do rysowania grafow

baza danych glownie Iludzkich szlakow metabolicznych i sktadajacych
si¢ na te szlaki reakcji

zbior informacji o enzymach i genach zwigzanych z restrykcja i modyfikacja
DNA u Prokaryota (ang. the Restriction Enzyme dataBASE)

baza danych oddzialtywan pomigdzy biatkami naprawy DNA a biatkami
zaangazowanymi w inne procesy.

baza danych i narzg¢dzia stuzace do analizy replikacji DNA.
baza danych rodzin RNA (ang. RNA FAMily database )
czynnik replikacyjny C (ang. Replication Factor C)

kwas rybonukleinowy (ang. RiboNucleic Acid)

baza danych modyfikacji RNA

rybonukleaza (ang. RNase, RiboNucleASE)

biatko replikacyjne A (ang. Replacation Protein A)

operon rRNA A-E, H, G (ang. Ribosomal RNA operoN)
rybosomowy RNA (ang. ribosomal RNA)

-11 -



| Wykaz skrotow |

RTD
SCOP

sdRNA
SiRNA

SMBL

SMG 1,5,6,7
SMGI1C
SMILES
SNnRNA

SnoRNA
SP-BER

SpliceDisease Database

SQL
SQLite

SURF
SVG
TCR-NER

Telomerase database

tel-sRNA
tiRNA

TLS

tmRNA
tRNA
tRNAdb

U3 snoRNP
UniProt
UPF1,2,3

URL
uv
UvrA
VARNA

wiki
XiRNA

XML
XRN1

nagta degradacja tRNA (ang. Rapid TRNA Decay)

strukturalna klasyfikacja domen biatkowych (ang. Structural Classification
Of Proteins)

RNA pochodzacy z SnoRNA (ang. Small RNAs Derived from snoRNAS)

krétki interferujacy RNA (ang. Small Interfering RNA)

Jezyk Znacznikéw Biologii Systemoéw (ang. Systems Biology Markup
Language)

kinaza serynowo/treoninowa 1, 5, 6, 7 (ang. serine/threonine protein kinase 1,
5,6, 7)

biatkowy kompleks kinaz

sposob jednoznacznego zapisu struktury czasteczek zwigzkéw chemicznych
z wykorzystaniem ciaggu znakow ASCII (ang. Simplified Molecular-Input
Line-Entry System)

maty jadrowy RNA (ang. small nucelar RNA)

maty jaderkowy RNA (ang. small nucleolar RNA)

krétka naprawa przez wycinanie zasady (ang. Short Patch Base-Excision
Repair)

baza danych mutacji i chorob zwigzanych z nieprawidlowym wycinaniem
introndw

strukturalny jezyk zapytan (ang. Structured Query Language)

system zarzadzania baza danych

kompleks biatlek SMGI1-UPF1-eRF1-eRF2 (ang. SMG1-UPF1-eRF1-eRF3
complex)

format dwuwymiarowej grafiki wektorowej (ang. Scalable Vector Graphics)

naprawa przez  wycinanie  nukleotydu sprzezona z  transkrypcja
(ang. Transcription-Coupled Repair — Nucleotide-Excision Repair)

baza danych sekwencji i struktur podjednostek telomerazy wraz z informacjami
o ich mutacjach.

krotki, telomerowy RNA (ang. TELomeric-specific Small RNA)
RNA pochodzacy z tRNA (ang. stress-induced tRNA-derived RNAS)

synteza DNA ponad uszkodzonym miejscem na matrycy (ang. TransLesion
Synthesis)

transferowo-matrycowy RNA (ang. transfer-messenger RNA)
transferowy RNA (ang. transfer RNA)
baza danych gendéw i sekwencji tRNA

mate jaderkowe rybonukleoproteiny typu U3 (ang. U3 Small NucleOlar
RiboNucleoProtein)

baza danych sekwencji biatkowych (ang. the UNIversal PROTein resource)

biatko supresorowe przesuniecia ramki odczytu 1, 2, 3 (ang. UP-Frameshift
suppressor 1,2,3)

ujednolicony format adresowania zasobow (ang. Uniform Resource Locator)
promieniowanie ultrafioletowe (ang. UltraViolet)

bialko naprawy DNA o aktywosci ATPazy

wtyczka dedykowana rysowaniu struktur drugorzgdowych RNA

strona internetowa pozwalajaca na dodawanie, modyfikowanie czy usuwanie
tresci poprzez przegladarke internetowa

RNA odpowiedzialny za inaktywacje chromosomu X, ang. RNA responsible
for X-inactivation)

rozszerzalny jezyk znacznikow (ang. eXtensible Markup Language)
5'-3' egzorybonukleaza (ang. 5’-3' eXoRiboNuclease)
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Streszczenie

Gléwnym celem projektu byto stworzenie elementéw sktadowych ujednoliconego
systemu bazodanowego opisujgcego caly metabolizm kwasow nukleinowych. Taki system
pozwoli na szersze spojrzenie na biologi¢ systeméw tych zwigzkéw, doglebng analize
poszczegbdlnych szlakow, systematyzacje wiedzy, a takze udost¢pnienie istniejagcych danych
W sposob jasny, przejrzysty i czytelny szerokiemu gronu naukowemu. Ponadto umozliwi on
w przysztosci symulacj¢ szlakéw metabolicznych oraz odkrycie 1 opisanie nowych,
nieznanych do tej pory elementow zaangazowanych w procesy dojrzewania, modyfikacji
I degradacji kwasow nukleinowych. Otrzymana struktura danych powinna nie tylko
umozliwi¢ zastosowanie podejscia Systemowego w analizie biologii kwaséw nukleinowych,
ale takze wygenerowac wiedzg, ktora bedzie czyms wigcej niz jedynie sumg zgromadzonych
czastkowych informacji. Opracowanie tego typu podej$cia bedzie stanowilo krok milowy
w dziedzinie biologii systemow kwasow nukleinowych, pozwoli lepiej zrozumieé¢ wiele
waznych procesow biologicznych i da silny impuls do dalszych analiz doSwiadczalnych.

W ramach niniejszego projektu doktorskiego opracowane zostaty dwie bazy danych:
REPAIRtoire — baza danych szlakow naprawy DNA i RNApathwaysDB — baza danych
dojrzewania i degradacji RNA. Jest on projektem o charakterze bioinformatycznym, wiec
najwazniejszymi  stosowanymi podczas jego realizacji metodami byly metody
komputerowe - jezyki programowania, wzorzec projektowy (ang. framework) Django,
metody eksploracji danych (ang. data mining) i eksploracji tekstu (ang. text mining).

Pierwsza z opracowanych baz byla REPAIRtoire — baza danych szlakow naprawy
DNA. Cho¢ temat naprawy DNA jest poruszany przez wiele grup badawczych, a informacje
znalez¢ mozna w wielu zrodtach, do tej pory nie powstata zadna specjalistyczna baza danych
na ten temat. REPAIRtoire to pierwsza taka baza danych dostgpna w Internecie. Szlaki
naprawy DNA s3 niezwykle waznymi procesami, poniewaz wystepowanie uszkodzen w DNA
jest czynnikiem etiologicznym wielu chorob (w tym wielu nowotworéw oraz niedokrwistosci
Fanconiego). Celem istnienia tej bazy jest nie tylko zgromadzenie informacji na temat
wszystkich systemow naprawy DNA, ale takze usystematyzowanie wiedzy na temat
powigzania ludzkich chorob z mutacjami wystepujacymi w genach odpowiedzialnych
za integralno$¢ 1 stabilnos¢ DNA oraz dostarczenie danych o zrédtach i rodzajach
toksycznych i mutagennych czynnikow uszkadzajacych DNA. REPAIRtoire to obszerne

naukowe zrodto informacji na temat szlakow naprawy DNA oraz czasteczek bioragcych udziat
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w skladajacych si¢ na nie reakcjach (takich jak bialka, czasteczki RNA czy kompleksy
enzymatyczne), z uwzglednieniem ich struktur i kodujacych je genow. Co wigcej wszystkie
dane uzupehione sg o odsylacze do odpowiedniej literatury i ogdélnych baz danych. Baza
ta utatwia analiz¢ systemow naprawy DNA i pozwala na tatwy dostgp do wiedzy na ten temat.
Jest ona caly czas rozwijana i uzupetniana nowymi danymi. Zostata opublikowana w Nucleic

Acid Research 1 jest dostgpna pod adresem: http://repairtoire.genesilico.pl

(Milanowska, Krwawicz i wsp. 2011).

Druga opracowang baza jest RNApathwaysDB — baza danych dojrzewania
I degradacji RNA. Celem tego projektu byto stworzenie zrodta wiedzy dotyczacej szlakow
procesowania RNA, od dojrzewania po degradacj¢. Baza ta gromadzi wysokiej jakosci
informacje dotyczace reakcji takich jak: wycinanie intronow (ang. splicing), dojrzewanie
i degradacja tRNA, mRNA, rRNA, powstawaniec tiRNA, a takze dane o czgsteczkach
biorgcych w nich udziat: rybozymach, ryboprzetacznikach, czynnikach regulatorowych,
procesowanych RNA, biatkach 1 kompleksach enzymatycznych. Wszystkie informacje
uzupetnione sa odnosnikami literaturowymi oraz odsylaczami do innych baz danych. Baza
ta zostata takze opublikowana w Nucleic Acid Research i jest dostgpna pod adresem:

http://genesilico.pl/rnapathwaysdb (Milanowska, Mikolajczak i wsp. 2013).

Najwazniejsze narzedzia stosowane podczas realizacji cze$ci projektu dotyczacej
tworzenia baz danych to jezyki programowania: Python oraz JavaScript, jezyki bazodanowe:
MySQL oraz SQLite3, jezyk znacznikow HTML oraz wzorzec projektowy Django.
Wszystkie te narzedzia pozwalaja na zaprojektowanie oraz wdrozenie systemow
bazodanowych.

Opisane bazy danych, razem z bazg danych szlakéw modyfikacji RNA — Modomics
(http://modomics.genesilico.pl), w przysztosci zostang potaczone w jeden spdjny System.
W systemie tym bazy beda nawzajem korzysta¢ ze swoich danych, co spowoduje integracje

zasobow 1 rozszerzenie funkcjonalno$ci 1 mozliwos$ci stworzonych narzedzi.
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1 Wstep

1.1 Kwasy nukleinowe

Kwasy nukleinowe wystepuja w komodrkach wszystkich organizméw zywych
na Ziemi i sg niezmiernie waznym elementem ich funkcjonowania. Petnig funkcje no$nikow
informacji genetycznej, posredniczg w produkcji biatek, dziatajg jako regulatory ekspresji
gendw oOraz przeprowadzaja reakcje katalityczne (np. rybozymy). Do doglgbnego poznania
I zrozumienia funkcjonowania zywych organizméw niezbedna jest wiedza nie tylko odnosnie
samych kwasow nukleinowych i petnionych przez nie funkcji, ale takze o wszystkich

procesach prowadzacych do powstania tych czasteczek, ich modyfikacji czy degradacji.

1.1.1 Budowa i funkcje DNA

Kwas deoksyrybonukleinowy (DNA) jest liniowym, nierozgatezionym biopolimerem,
ktory wraz z kwasem rybonukleinowym (RNA) i biatkami, jest jedna z biologicznie
najwazniejszych makromolekut. Koduje on genetyczne ,,instrukcje” niezbgdne do rozwoju
I funkcjonowania wszystkich zywych organizmow i niektérych wirusoéw. Kwas ten zostal
po raz pierwszy wyizolowany w 1869 roku przez szwedzkiego fizyka Friedricha Mieschera
jako sktadowa substancji, ktora, z racji tego, ze znaleziona zostata w jadrze komorkowym
(ang. nucleus) Miescher nazwat ,,nukleing” (Dahm 2005). Od tego czasu wielu badaczy po
kolei wyjasnialo tajemnicg tej ,,substancji”: od 1878 roku i izolacji kwasu nukleinowego
z nukleiny przeprowadzonej przez Albrechta Kossela, przez 1919, gdy Levene (Levene 1917)
zidentyfikowal poszczegolne jednostki budulcowe kwasu, po 1952, gdy Alfred Hershey
i Martha Chase w eksperymencie Hershey—Chase udowodnili, ze DNA posiada funkcje
przekazywania informacji genetycznej (Hershey i Chase 1952). A nastgpnie az po rok
1953 i opisanie przez Jamesa Watsona i Francisa Cricka podwojnej helisy DNA
(Watson i Crick 1953) na podstawie obrazu dyfrakcji rentgenowskiej uzyskanego przez
Rosalind Franklin i Raymonda Goslinga w maju 1952 (nazwanego , Photo 517)
(Franklin i Gosling 1953), za co w 1962 roku, po $mierci Franklin, Watson, Crick i Wilkins
otrzymali Nagrod¢ Nobla. Kolejnym krokiem milowym w badaniach nad DNA bylo
przedstawienie przez Cricka w 1957 glownego zatozenia biologii molekularnej, mowiacego,

ze pomigdzy DNA, RNA ibiatkami wystepuja wzajemne powigzania i sformutowania

-15-



| Wstep: Kwasy nukleinowe |

,hipotezy adaptorowej” (ang. adaptor hypothesis), ktéora wnioskowata, ze informacja
genetyczna zostaje przepisana z DNA na bialka za pomoca miejsc adaptorowych na kwasie
nukleinowym, do ktorych przylaczaja sie¢ odpowiednic aminokwasy. Dalsze prace Cricka
I wspotpracownikow pokazaty, ze kod genetyczny bazuje na nienakladajacych si¢ trojkach
nukleotydoéw, zwanych kodonami, co pozwolito Har G. Khoranie, Robertowi W. Holleyowi
i Marshallowi W. Nirenbergowi na rozszyfrowanie kodu genetycznego. Odkrycia te daty

poczatek biologii molekularne;.

1.1.1.1  Budowa i organizacja DNA

Informacja genetyczna zakodowana jest jako sekwencja reszt nukleotydow,
zbudowanych z pigcioweglowego cukru deoksyrybozy, ktéorego grupa hydroksylowa
znajdujaca si¢ przy ostatnim atomie wegla jest zestryfikowang resztg fosforanowa, a pierwszy
atom wegla potaczony jest wigzaniem N-glikozydowym z jedng z czterech zasad azotowych
(guanina — G, adenina — A, tymina — T (lub bardzo rzadko uracyl — U, np. u bakteriofaga
Yersinia piR1-37 (Kiljunen, Hakala i wsp. 2005)) i cytozyna — C). Zasady tworzg ze sobg
pary polaczone wigzaniami wodorowymi (dwoma pomiedzy A a T, trzema migdzy G a C),
dzigki czemu w wigkszo$ci czasteczki DNA wystepuja w postaci dwuniciowej prawoskretnej
helisy, w ktorej na zewnatrz znajduja si¢ rdzenie cukrowo-fosforanowe, a zasady skierowane
sg do wewnatrz. Kazda z nici DNA ma na jednym koncu (oznaczanym jako koniec 5') wolng
grupe fosforanowg przy weglu 5" deoksyrybozy, a na drugim koncu (oznaczanym jako koniec
3’) wolng grupg¢ hydroksylowa przy weglu 3’ deoksyrybozy. Ze wzgledu na to, ze helisa
dwoch nici DNA jest spleciona w taki sposob, ze jedna z nici zaczyna si¢ od konca 5 a druga
od konca 3’, mowi si¢, ze obie nici s3 wzgledem siebie antyrownolegle. Strukturg taka
stabilizujg nie tylko wigzania wodorowe miedzy komplementarnymi zasadami, ale rowniez
tzw. oddziatywania warstwowe zasad ustawionych prostopadle do osi helisy
(Yakovchuk, Protozanova i wsp. 2006). Struktura podwdjnej helisy zapewnia rowniez
duplikacje na kazdej z nici informacji genetycznej, co jest niezwykle istotne dla wszystkich
funkcji DNA w zywych komorkach.

W komorkach eukariotycznych DNA przechowywany jest w jadrze komorkowym
oraz dodatkowo w niektorych organellach takich jak mitochondria czy plastydy, podczas
gdy w komorkach prokariotycznych DNA w postaci pojedynczej, kolistej czasteczki znajduje
si¢ w cytoplazmie. W kazdym z przypadkéw, DNA upakowany jest w dtugie struktury zwane
chromosomami. Podczas podziatdw komorkowych chromosomy ulegaja podwojeniu

w procesie zwanym replikacja DNA, co pozwala zaopatrzy¢ kazda z nowych komorek
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w peten zestaw chromosomow. Chromosomy posiadaja na koncach struktury zwane
telomerami, ktérych gléwng funkcjg jest ochrona koncow DNA i powstrzymanie procesoOw
naprawy  DNA  przed traktowaniem  tych  koncow  jako  uszkodzonych
(Wright, Tesmer i wsp. 1997). Ekspresja gendow =zalezy od tego, w jaki sposob DNA
zorganizowany jest w chromosomach w wyzsza struktur¢ zwang chromatyng. Za tworzenie
struktur wyzszych, a wigc posrednio tez za regulacje ekspresji genow odpowiada¢ moga
np. modyfikacje zasad w DNA. Przyktadem mogg tu by¢ regiony o wysokiej zawartosci
zmetylowanych reszt cytozyny, np. 5-metylocytozyna jest wazna przy inaktywacji
chromosomu X (Klose i Bird 2006). Pomimo swojej funkcji zmetylowane reszty cytozyny
sg bardzo podatne na mutacje, ze wzgledu na mozliwo$¢ ich deaminacji do tyminy.
Zaregulacje ekspresji genow odpowiada¢ moga takze modyfikacje kowalencyjne biatek
histonowych, dookota ktorych DNA nawinigty jest w chromatynie, badz procesy
remodelowania chromatyny (Hu i Rosenfeld 2012).

1.1.1.2  Funkcja DNA

Kwas deoksyrybonukleinowy przechowuje informacj¢ genetyczng niezbedna
do funkcjonowania, wzrostu i rozmnazania si¢ wszystkich zywych organizméow.

Jak wczesniej wspomniano, DNA w komorkach wystgpuje w postaci chromosomow:
liniowych u Eukaryota albo cyrkularnych u Prokaryota. Peten zestaw chromosomow tworzy
genom, np. u cztowieka genom sktada si¢ z 46 chromosoméw zbudowanych z ok. 3 mld par
zasad (pz) (Venter, Adams i wsp. 2001). Informacja genetyczna, okreslajaca fenotyp
organizmu, przechowywana jest w jednostkach zwanych genami, a jej przepisanie na biatko
mozliwe jest dzigki komplementarnosci zasad w sekwencji mRNA, kodowanej przez gen,
z resztami nukleotydowymi wystepujacymi w antykodonie tRNA. Sekwencja mRNA okresla
sekwencje jednego i/lub kilku bialek. Procesy odpowiedzialne za przepisywanie informacji
zDNA na biatko to transkrypcja 1 translacja. Funkcja przechowywania informacji
genetycznej przez kwas deoksyrybonukleinowy jest kluczowa dla zycia i dlatego
tez wszystkie procesy zwigzane z jej obsluga sa pod $cista kontrola, gdyz btedy pojawiajace
si¢ w ich czasie mogg mie¢ efekt prowadzacy nawet do $mierci organizmu.

Podzialy komorkowe sa niezbedne do wzrostu organizmu. Podczas podzialu, kazda
komoérka potomna musi otrzymaé swoja wlasna, pelng, identyczng do matczynej kopie
genomu. Procesem odpowiedzialnym za powielanie informacji genetycznej jest replikacja

DNA. Proces ten tez podlega $cistej kontroli.
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Wszystkie funkcje DNA zaleza od jego oddzialywan z biatkami, ktore moga by¢
niespecyficzne, badz $cisle wynikajace z lokalnej sekwencji lub struktury DNA (biatka wigza
si¢ wtedy tylko do $cisle okreslonej sekwencji lub struktury). Oddziatywania DNA z biatkami
odpowiadajg za jego struktur¢ i organizacje¢ w Komorce (np. biatka histonowe). Ponadto
sg one odpowiedzialne takze za procesy replikacji, rekombinacji czy naprawy (np. wigzace
jednoniciowy = DNA  ludzkie biatko RPA  (ang. replication protein A)
(Iftode, Daniely i wsp. 1999)), procesy transkrypcji (np. czynniki transkrypcyjne, ktore
sg specyficzne wzgledem sekwencji (Myers i Kornberg 2000, Spiegelman i Heinrich 2004),
a zamiana aktywno$ci jednego z nich moze wplynagé na ekspresje tysiecy gendw
(Li, Van Calcar i wsp. 2003)), czy modyfikacji DNA.

DNA wykorzystywany jest takze w technologii. Inzynieria genetyczna dostarcza
metod do izolacji DNA z komorek i manipulowania nim w laboratorium. Nowoczesna
biologia i biochemia korzystaja z tych metod w technologiach rekombinowanego DNA,
dzieki ktorym uzyskiwa¢ mozna sztucznie zaprojektowane czasteczki, ktore po znalezieniu
si¢ w organizmie odpowiedzialne beda za produkcje np. zrekombinowanych bialek,
uzywanych m.in. w medycynie (Houdebine 2007). W sadownictwie badania DNA
znalezionego w miejscach zbrodni dostarczajg informacji o osobach zaangazowanych
W zdarzenie. Do badan tych nalezy m.in. technika zwana profilowaniem DNA
(ang. ,,.DNA profiling”) badz ,,genetycznym odciskiem palca” (ang. "genetic fingerprinting").
W nanotechnologii DNA ‘“zmusza” si¢ czasteczke do przybierania odpowiednich form
I struktur o okreslonych, pozadanych wiasciwosciach (Rothemund 2006). Ponadto dzigki
najnowszym osiagnigciom DNA moze by¢ wykorzystywany do przechowywania danych
cyfrowych. Grupa Goldmana zakodowata za pomoca sekwencji reszt w DNA 739 kb danych
tekstowych i dzwigkowych. Nastepnie DNA zostal zsyntetyzowany, a pozniej
zsekwencjonowany. Uzyskana informacja byta w 100% zgodna z informacja zakodowana
pierwotnie (Goldman, Bertone i wsp. 2013).

1.1.2 Budowa, funkcje i rodzaje RNA

Kwas rybonukleinowy (RNA) wystepuje we wszystkich organizmach i do niedawna
uwazano, ze wigkszo$¢ jego czasteczek funkcjonuje przede wszystkim w roli posrednikow
W przekazywaniu informacji genetycznej pomiedzy DNA a aktywnymi biologicznie biatkami.
Bylo to zgodne z gtéwna doktryna biologii molekularnej, opracowang na podstawie badan

prostych organizmoéw takich jak Escherichia coli (Crick 1958; Crick, 1968). Jednakze poglad
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ten zmienit si¢ dzigki odkryciu dokonanemu przez =zespoly Sidneya Altmana
(Guerrier-Takada, Gardiner i wsp. 1983) i Thomasa Cecha (Kruger, Grabowski i wsp. 1982)
(naukowcy wyroznieni nagroda Nobla w dziedzinie chemii w 1989 roku) Katalitycznych
wlasciwosci RNA. RNA jest obecnie uwazany za jedyng czasteczke, ktoéra poza
przechowywaniem informacji genetycznej, ma potencjat katalityczny (Westhof i Auffinger
2006) (DNAzymy, czgsteczki DNA o wlasciwosciach katalitycznych, pochodza z selekcji
in vitro i nie zostaly zaobserwowane w naturze (Mastroyiannopoulos, Uney i wsp. 2010)).
Twierdzenie to wspiera hipotezg ,,Swiata RNA”, wedlug ktorej w poczatkowych etapach
ewolucji zycia na Ziemi czasteczki RNA pelnily role zaréwno no$nika informacji
genetycznej, jak 1 enzymu dokonujacego jej powielenia. Termin ten zostal uzyty po raz
pierwszy w 1986 roku przez Waltera Gilberta (Walter 1986), jednak sama koncepcja zostata
przedstawiona juz we wczesniejszych pracach, m.in. Francisa Cricka (Crick 1968) oraz Leslie
Orgela (Orgel 1968). Hipoteza ta mowi takze o tym, ze z czasem funkcj¢ gldéwnego nosnika
informacji genetycznej przejety czasteczki kwasu deoksyrybonukleinowego, a biatka
zastapity czasteczki RNA w funkcjach enzymatycznych.

By czasteczki RNA mogly przeprowadza¢ reakcje katalityczne wymagane
jest precyzyjne utozenie atomow W przestrzeni. Dlatego tez czgsteczki RNA charakteryzuje
wystepowanie  zroznicowane] 1 jednocze$nie dokladnie zdefiniowanej struktury
(Shazman, Elber i wsp. 2011) (patrz: Podrozdziat: 1.1.2.1). Znajomo$¢ struktury i jej zwigzek
z funkcjg pozwalajg rowniez wnioskowaé o mechanizmach dziatania, np. rybozymow i RNA

regulatorowych (Hoogstraten i Sumita 2007).

1.1.21  Budowa RNA

RNA jest liniowym polimerem, w ktorym monomerami sg reszty rybonukleotydowe
potaczone za pomoca wigzan 5’-fosfodiestrowych. Kazdy rybonukleotyd zbudowany
jest z nukleozydu (ztozony z pigcioweglowego cukru rybozy i jednej z czterech zasad
azotowych (adeniny — A, guaniny — G, cytozyny — C lub uracylu — U) oraz reszty kwasu
fosforowego. Pod wzgledem budowy chemicznej RNA przypomina DNA, jednakze rdézni
si¢ 0od niego dwiema podstawowymi cechami. Po pierwsze w RNA zamiast tyminy wystepuje
uracyl. Podrugie, cukrem wchodzacym w sktad nukleozydu RNA jest ryboza, ktéra
W pozycji 2’ pierScienia pentozy posiada grupe hydroksylowa zamiast wodoru
charakterystycznego dla DNA. Grupa ta moze, w odroznieniu od wodoru, uczestniczy¢
w tworzeniu skomplikowanej sieci oddzialywan, powodujac, ze RNA latwiej niz DNA

tworzy skomplikowane struktury przestrzenne (Salazar, Fedoroff i wsp. 1993,
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Westhof, 2006). Pod wzglgdem budowy przestrzennej RNA jest wigc bardziej zblizone
do biatek. Analogia do bialek dotyczy rowniez funkcji. Oprdcz swojej roli w biosyntezie
bialek RNA jest katalizatorem wielu reakcji chemicznych oraz reguluje ekspresje genow.
Ponadto, podobnie jak w biatkach, w RNA cz¢sto wystepuja potranskrypcyjne modyfikacje
reszt, ktére odgrywaja role wazng dla struktury i funkcji czasteczki.

Pelienie przez czasteczki RNA  wyzej wymienionych funkcji  wynika
z przyjmowanych przez nie struktur przestrzennych. Przyjecie odpowiedniej konformacji
fancucha polinukleotydowego jest niezbednym warunkiem, ktéry czasteczki RNA musza
spelni¢, aby przejawialy swa aktywno$¢ biologiczng. M.in. cigcie RNA przez
RNaze P (Guerrier-Takada, Gardiner i wsp. 1983) oraz tworzenie wigzania peptydowego
poprzez aktywnos$¢ peptydylo-transferazy rRNA (Ban, Nissen i wsp. 2000, Schluenzen, 2000,
Wimberly, 2000) jest mozliwe dzigki temu, ze te czgsteczki RNA przyjmujag odpowiednig

strukture .

Struktura RNA jest hierarchiczna i przedstawia si¢ nastgpujaco:

e struktura pierwszorzedowa — liniowe utozenie reszt nukleotydow w czasteczce;

e struktura drugorzgdowa — uktad regionéw podwajnej helisy utworzonych przez
pary zasad typu Watson-Crick, potaczonych regionami niesparowanymi;
do elementow struktury drugorzedowej zalicza si¢: petle koncowa w strukturze
»spinki do wlosoOw”, petle wewnetrzng (dwa regiony jednoniciowe, taczace
dwa segmenty podwojnej helisy), wybrzuszenie (w przypadku, gdy region
niesparowany wystepuje tylko po jednej stronie), zlacze (trzy lub wigce]
potaczonych segmentow dwuniciowych) (patrz: Rycina 1) (Holbrook 2008);

e struktura trzeciorzgdowa — wzajemne ulozenie przestrzenne elementow
struktury drugorzedowej, na ktére wptyw maja oddziatywania Van der Waalsa,
wigzania wodorowe pomiedzy zasadami azotowymi (w tym parowania
niekanoniczne), oddziatywania elektrostatyczne oraz = oddziatywania

warstwowe (ang. stacking).
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Rycina 1 Podstawowe typy elementow struktury drugorzedowej RNA na podstawie domeny IV 23S rRNA
z Escherichia coli.

1.1.2.2 Rodzaje RNA
Organizmy prokariotyczne posiadaja genom zlozony w przewazajacej ilosci
z sekwencji kodujacych biatka (80-95% catego genomu) (Mattick i Makunin 2006).
Na uwage zashuguje fakt, ze proteom (zestaw biatek danego organizmu) prokariotyczny rézni
si¢ czesto wyraznie nawet pomiedzy blisko spokrewnionymi szczepami bakterii
(Hayashi, Makino i wsp. 2001). Zjawisko to zwigzane jest glownie z horyzontalnym

transferem genow. Natomiast w przypadku organizméw eukariotycznych proporcja sekwencji
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DNA kodujacych biatka wzgledem pozostatej czesci DNA zmniejsza si¢ wraz ze wzrostem
ztozonos$ci organizmu. Tutaj jako przyklady stuzy¢ moga: drozdze (70% genomu stanowig
sekwencje kodujace biatka), Arabidopsis thaliana (29%), Drosophila melanogaster (20%),
cztowiek (tylko okoto 1,4%) (Sana, Faltejskova i wsp. 2012). Powyzsza prawidlowosé
przektada si¢ na réznice w sktadzie transkryptomoéw mikroorganizméw i organizmow
wielokomérkowych. U mikroorganizmow przewaza mRNA kodujacy biatka, podczas gdy
U organizmow wielokomdrkowych gléwnym sktadnikiem jest RNA niekodujacy biatek
(ncRNA, ang. non-coding RNA). Ponadto réznice wida¢ takze w stopniu skomplikowania
maszynerii odpowiedzialnej za przetwarzanie RNA i przekazywanie sygnalow, ktora jest
zdecydowanie bardziej zlozona u organizméw eukariotycznych, co zwigzane jest z bardziej
ztozonymi szlakami regulacji gendow u Eukaryota. Przyktadem tu stuzy¢ moga: interferencja
RNA (Fire, Xu i wsp. 1998), metylacja DNA (Cedar i Bergman 2012) czy naznaczenie
genetyczne (ang. genomic imprinting) (Barlow 2011). Ponadto wyzsze organizmy maja takze
wigkszy zestaw bialek oddziatlujacych z RNA, a ostatnio zaproponowano hipoteze
0 wspotzawodniczacych endogennych RNA (ceRNA, ang. competing endogenous RNA
hypothesis) (Salmena, Poliseno i wsp. 2011), wedlug ktorej zaréwno kodujace jak
I nickodujgce czasteczki RNA tworzg sie¢ regulatorows, ktora wplywa na ekspresje
informacji genetycznej. Ta roznorodnos¢ i funkcje pelnione przez nickodujace RNA
w komoérkach wyzszych organizméw eukariotycznych najlepiej odzwierciedlone sa poprzez
liczbe réznych klas RNA. Najwazniejsze obecnie znane klasy niekodujgcych czasteczek
RNA, poza rybosomalnym RNA (rRNA) i transportujagcym RNA (tRNA), ssakow to:

e crasiRNA (RNA zwigzany z centromerem, ang. centromere repeat associated
short interacting RNA) — klasa niekodujacych czasteczek RNA o dlugosci
ok. 3442 nt, ktore odpowiedzialne sa za prowadzenie procesu modyfikacji
chromatyny (Carone, Longo i wsp. 2009);

e introny oraz rejony 3" i 5 UTR w mRNA - grupa niekodujacych
fragmentow w mRNA; rejony UTR (ang. untranslated regions) zlokalizowane
sa na koncach 3" oraz 5" mRNA, z ktorymi oddzialujg biatka regulujace
ekspresj¢ informacji genetycznej (Mazumder, Seshadri i wsp. 2003,
Pickering i Willis 2005);

e IncRNA (dtugi, regulatorowy, niekodujacy RNA, ang. long non-coding RNA)
— wszystkie czasteczki RNA niekodujace biatek i dluzsze niz 200 nt; ich rola

jest m.in. epigenetyczna regulacja ekspresji genéw oraz funkcjonowanie jako
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kotwice kompleksow biatkowych (Mercer, Dinger i wsp. 20009,
Wilusz, Sunwoo i wsp. 2009);

MiRNA (mikroRNA) — krotkie sekwencje RNA, dlugosci ok. 22 nt,
powstajace w wyniku cigcia przez enzym Dicer pierwotnych transkryptow;
przyjmujacych struktury tzw. spinek do wloséw; miRNA oddziatlujg z biatkami
z rodziny Argonaute i odpowiedzialne s3 gltoéwnie za potranskrypcyjna
regulacje  ekspresji  genow (Carthew [ Sontheimer 2009,
Ghildiyal i Zamore 2009, Winter, Jung i wsp. 2009);

mMoRNA (ang. microRNA-offset RNA) — mate, ok. 20 nt. dlugosci, czasteczki
RNA pochodzace z rejonéw sasiadujacych z regionami kodujacymi;
pre-miRNA — funkcja nieznana (Langenberger, Bermudez-Santana
i wsp. 2009, Shi, Hendrix i wsp. 2009);

MSY-RNA (RNA niezalezny od biatlek MIWI, ang. MIWI-independent small
RNA) — RNA dhlugosci ok. 26-30 nt. o nieznanej funkcji; podobnie
jak w przypadku piRNA jego wystepowanie jest w ogromnej wigkszosci
ograniczone do komorek linii ptciowej (Xu, Medvedev i wsp. 2009);

PAR (RNA zwigzany z promotorem, ang. promoter-associated RNA) — ogdlny
termin okreslajacy zardwno krotkie, jak 1 dlugie czasteczki RNA zwigzane
Z promotorem, a takze RNA bioragcy udzial w inicjacji transkrypcji; reguluja
ekspresj¢ genoéw (Belostotsky 2009, Taft, Kaplan i wsp. 2009);

piRNA (RNA oddzialujacy z biatkami PIWI, ang. Piwi-interacting RNA)
- krotki RNA, dt. ok. 26-30 nt., wystepuje gldéwnie w komodrkach linii ptciowe;j
1 komorkach somatycznych powstajacych bezposrednio z komorek linii
plciowej, oddziatuje z grupa bialek z rodziny Argonaute (biatka PIWI),
wplywa na aktywno$¢ transpozondw oraz stopien kondensacji chromatyny
(Ghildiyal i Zamore 2009, Malone i Hannon 2009);

SdRNA (RNA pochodzacy z snoRNA, ang. small RNAs derived from
SnORNAs) — matle czgsteczki RNA, z ktorych cze$¢ powstaje w wyniku
dziatania enzymu Dicer, pochodzace z matego, jaderkowego RNA (snoRNA);
niektore z sdRNA odgrywaja, podobnie jak miRNA, role w regulacji translacji
(Ender, Krek i wsp. 2008, Saraiya i Wang 2008, Taft, Glazov i wsp. 2009);
SIRNA (krotki, interferujacy RNA, ang. small interfering RNA) — RNA

0 dtugosci 21-22 nt, powstajacy w wyniku cigcia dwuniciowych czasteczek
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RNA przez enzym Dicer; tworzy kompleksy z biatkami z rodziny Argonaute,
ktorych aktywno$¢ zwigzana jest z regulacjg ekspresji genow, kontrolg
transpozonéw, a takze obrong przed wirusami (Brodersen i Voinnet 2006,
Carthew i Sontheimer 2009, Ghildiyal i Zamore 2009, Malone i Hannon 2009);

e SNRNA (mate jadrowe RNA ang. small nuclear RNA) wystepujacy w jadrze
komoérkowym niekodujacy RNA, dlugosci ok. 150 nt, pelnigcy funkcje
rybozymu w procesie wycinania intronow (Matera, Terns i wsp. 2007);

e SnoRNA (maty, jaderkowy RNA, ang. small nucleolar RNA) — czasteczki
RNA (dt. od kilkudziesieciu do kilkuset nt.), wigzgce si¢ z metylacja
i pseudourydylacja rRNA i SNnRNA,; istniejag dowody $wiadczace o ich udziale
w regulacji ekspresji genéw (Matera, Terns i wsp. 2007);

o tel-sSRNA (krotki, telomerowy RNA, ang. telomeric-specific small RNA)
- czasteczki RNA (di. ok. 24 nt), ktorych szlak biogenezy nie jest dobrze
poznany, lecz wiadomo, ze nie powstaja w wyniku aktywnos$ci enzymu Dicer;
moga odgrywaé role w utrzymywaniu integralno$ci koncow chromosomow
(Cao, Li i wsp. 2009);

e tiRNA (RNA pochodzacy z tRNA, ang. stress-induced tRNA-derived RNAS)
- czasteczki RNA funkcjonujace jako represory translacji, ktore powstaja
wwyniku cigcia tRNA  przez  angiogening  (rybonukleaze 5)
(Thompson i Parker 2009);

e tmRNA (transferowo-matrycowy RNA ang. transfer-messenger RNA),
bakteryjny RNA posiadajacy dwie funkcjonalnosci: tRNA i mRNA
(Ray i Apirion 1979);

e XiRNA (RNA odpowiedzialny za inaktywacje chromosomu X, ang. RNA
responsible for X-inactivation) — czgsteczki RNA powstajace w wyniku
dziatania enzymu Dicer, tworzone z duplekséw dhugich niekodujacych RNA
Xist 1 Tsix, ktore odpowiedzialne sg za lionizacj¢ (inaktywacj¢ chromosomu

X) u ssakow tozyskowych (Ogawa, Sun i wsp. 2008).

W przypadku cztowieka liczba znanych sekwencji niekodujagcych RNA wynosi 91152,
zgodnie z danymi zawartymi w bazie danych NONCODE (wersja 3.0) (Bu, Yu i wsp. 2012).
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1.2 Metabolizm kwaséw nukleinowych

1.2.1 Szlaki naprawy DNA

Szlaki naprawy DNA sg sekwencjami reakcji enzymatycznych, majacymi kluczowe
znaczenie dla utrzymania i zachowania informacji genetycznej wszystkich organizmow.
Stabilnos¢ genomu jest stale zagrozona ze wzgledu na negatywny wplyw czynnikow
srodowiskowych lub endogennych procesow metabolicznych czy btedy pojawiajace si¢
w trakcie procesow komorkowych. Modyfikacje DNA, zwlaszcza te, ktére zmieniajg
lub uniemozliwiajg tworzenie si¢ kanonicznych par typu Watson-Crick, mogg prowadzi¢
do mutacji, zmieniajagcych na stale sekwencje kodujacg kwasu nukleinowego, czego
wynikiem moga by¢ rézne choroby genetyczne. Uszkodzenia DNA czgsto towarzysza
procesom  komorkowymi, takim  jak  replikacija DNA  czy  transkrypcja
(Maddukuri, Dudzinska i wsp. 2007, Jeggo i Lavin 2009). By zapobiec btgdom w DNA
organizmy w trakcie ewolucji wytworzyly réznego typu systemy zapobiegania i naprawy
(Vaisman, Lehmann i wsp. 2004, Arczewska i Kusmierek 2007, Krwawicz, Arczewska
i wsp. 2007, Brissett i Doherty 2009, Robertson, Klungland i wsp. 2009). Systemy
te zapewniaja stabilno§¢ DNA 1 prawidlowy przeptyw informacji genetycznej poprzez
ochron¢ genomu przed duza liczbg réznych zmian chemicznych i strukturalnych. Warto
podkresli¢, ze z drugiej strony uszkodzenia 1 btedy w replikacji DNA stanowig gléwne zrodio
zmiennos$ci genetycznej 1 tym samym sit¢ napgedowa ewolucji. W organizmach
wielokomérkowych zmiany w sekwencji 1 strukturze DNA s3 odpowiedzialne
np. za produkcj¢ przeciwciat przez system immunologiczny (Slatter i Gennery 2010). Dlatego
tez mechanizmy naprawcze DNA muszg dzialac w sposob pozwalajacy zbalansowac
szkodliwe 1 korzystne wptywy zmian sekwencji 1 struktury genomu.

W DNA komorki ssaczej w ciagu dnia pojawia si¢ ponad 20000 uszkodzen
spowodowanych przez czynniki zewnetrzne, z czego wigkszos¢ to deaminacje, spontaniczne
hydrolizy wigzan N-glikozydowych, alkilacje i uszkodzenia wywotane przez reaktywne
formy tlenu (Lindahl 1993, De Bont i van Larebeke 2004, Drablos, Feyzi i wsp. 2004,
Olinski, Siomek i wsp. 2007, Tudek 2007). Uszkodzenia wywolywane sg takze btedami
pojawiajagcymi si¢ podczas procesdw metabolicznych DNA, takimi jak: tworzenie
si¢ jedno- i dwuniciowych przerw, przerwanie widetek replikacyjnych czy wprowadzenie
zmodyfikowanych nukleotydow podczas replikacji. Sumarycznie u dorostego, zdrowego

cztowicka (10" komoérek) pojawia sic dziennie 10%-10" zdarzen naprawczych
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(Friedberg, Walker i wsp. 2006). Niestety niektore uszkodzenia ,,uciekaja” mechanizmom
naprawy i1 w konsekwencji prowadza do mutacji, starzenia si¢ 1 roznych chorob
(w tym nowotworéw i neurodegeneracji) (Hansen i Kelley 2000, Wilson i Barsky 2001,
Wood, Mitchell i wsp. 2001, Wood, Mitchell i wsp. 2005, Raptis i Bapat 2006).

Naprawa DNA jest bardzo skomplikowanym procesem wymagajacym wielu
czynnikéw. Przyktadowo do tej pory zidentyfikowano w ludzkim genomie ponad 178 genow
kodujacych biatka zwigzane z naprawg DNA (Ronen i Glickman 2001, Wood, Mitchell
I wsp. 2001, Wood, Mitchell i wsp. 2005, Wood, Mitchell i wsp. 2013). Sa one zaangazowane
w rozne procesy, zaczynajagc od wykrywania miejsc uszkodzonych w DNA, przez kilka
etapéw transformacji enzymatycznej blednego DNA, po rekombinacje¢, zatrzymanie cyklu
komorkowego, badZ zainicjowanie programowanej $mierci komorki (apoptozy). Inng forma
reagowania na uszkodzenia DNA jest pominigcie ich, co ulatwia kontynuacje replikacji nawet
wtedy, gdy pojawiaja si¢ nieusuwalne modyfikacje, ale nie gwarantuje prawidlowego
odtworzenia oryginalnej sekwencji i czesto prowadzi do wprowadzania mutacji przez
polimerazy TLS (polimerazy syntezy DNA ponad uszkodzonym miejscem na matrycy,
ang. translesion synthesis polymerases). Liczne chemiczne i strukturalne transformacje
prowadzace od bigdnego DNA do DNA poprawnego moga by¢ opisane jako S$ciezki
sktadajace si¢ z serii krokéw. Obecnie znane szlaki naprawy DNA mogg by¢ podzielone
na osiem kategorii:

e DDS (ang. DNA damage signaling): szlak indukowany w odpowiedzi na uszkodzenia
DNA spowodowane przez czynniki endogenne 1 Srodowiskowe;

e DDR - bezposrednia naprawa DNA (ang. direct reversal repair): odtwarza natywne
reszty nukleotydowe poprzez usunigcie nienatywnych modyfikacji chemicznych,
takich jak np. O6-metyloguanozyna, 1-metylo-2'-deoksyadenozyno-5'-monofosforan,
dimer cyklobutanu pirymidyny, 6-4 fotoprodukt (Lindahl i Wood 1999);

e BER — naprawa przez wycinanie zasady (ang. base-excision repair): rozpoczynana
przez wyciecie zmodyfikowanych zasad z DNA. W zaleznosci od dlugos$ci resyntezy
DNA podzielona jest na dwa podszlaki: krotki (SP-BER) i dtugi (LP-BER);

e NER — naprawa przez wycinanie nukleotydu (ang. nucleotide-excision repair): usuwa
duze uszkodzenia z DNA. Istniejag dwa rodzaje NER:

- (TCR)-NER (ang. transcription-coupled repair), naprawa sprze¢zona

z transkrypcja, usuwa uszkodzenie z nici aktywnej transkrybowanego genu;
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- (GGR)-NER (ang. global genome repair), globalna naprawa genomu, usuwa
uszkodzenia obecne w dowolnym miejscu w genomie;

¢ MMR - naprawa btednie sparowanych zasad (ang. mismatch repair): poreplikacyjna
naprawa DNA, ktora usuwa btedy wprowadzone podczas replikacji (zle wstawione
nukleotydy, mate petle, insercje, delecje);

e HRR - naprawa rekombinacyjna (znana réwniez jako rekombinacja homologiczna)
(ang. homologous recombination repair): naprawa dwuniciowych przerw w DNA
Z uzyciem homologicznej nici DNA jako szablonu do resytnezy;

e NHEJ - laczenie nichomologicznych koncéw (ang. non-homologous end joining
repair): ligacja koncow dwuniciowych przerw w DNA;

e TLS - awaryjny mechanizm syntezy DNA, synteza DNA ponad uszkodzonym
miejscem na matrycy (ang. translesion synthesis): szlak tolerancji uszkodzen, wymaga
wyspecjalizowanych polimeraz, umozliwiajacych przeprowadzenie replikacji pomimo
uszkodzenia.

Kazdy z tych szlakéw moze by¢ =zaprezentowany jako seria transformacji
enzymatycznych pomigdzy réznymi strukturami DNA, katalizowanych przez okreslony zbior
biatek. Nalezy podkresli¢, ze szlaki naprawy DNA sa ze soba potaczone, co oznacza,
ze te same bialka mogg bra¢ udziat w roznych rodzajach naprawy (Friedberg, Walker
I wsp. 2006). W konsekwencji biatka naprawcze nie dzialaja osobno w komorce, a ich
aktywnos$¢ jest zalezna od innych elementow systemow naprawy DNA. Dlatego tez poznanie
zarazem catych systemow naprawy DNA jak i wszystkich elementéw biorgcych w nich udziat
jest kluczowe dla zrozumienia, w jaki sposob komorki kontrolujg i naprawiajg pojawiajace
si¢ przez caly czas uszkodzenia ich genoméw. Wiele zaangazowanych w naprawe DNA
bialek z réznych organizmoéw jest bardzo dobrze opisanych, wiaczajac w to specyficzno$¢
substratowa, kinetyke, mechanizm reakcji i strukture przestrzenng w kompleksie z substratem
1/lub produktem ich aktywnosci. Jednakze informacja o r6znych czynnikach bioragcych udziat
w naprawie DNA w innych organizmach jest ograniczona badZz rozproszona
W najrézniejszych bazach danych. Ponadto istnieja procesy, dla ktorych podejrzewana lub
znana jest aktywno$¢ enzymatyczna, ale nie zostaly jeszcze okreslone geny czy biatka z nig
zwigzane. Przyktadem moze by¢ enzym zdolny do usuwania 5-hydroksymetylourydyny,
produktu oksydacji tyminy, ktory musi istnie¢, ale do tej pory nie zostal zidentyfikowany
(Baker, Liu i wsp. 2002).

-27-



| Wstep: Metabolizm kwaséw nukleinowych |

1.2.2 Szlaki dojrzewania i degradacji RNA

RNA odgrywa w komodrkach wiele kluczowych rol, takich jak: przekazywanie
informacji genetycznej pomigdzy DNA a biatkami, regulacja wielu procesow czy kataliza.
W kazdym z tych przypadkow, funkcja RNA zalezy od sekwencji nukleotydowej. Sekwencja
dojrzatej, funkcjonalnej czasteczki kwasu rybonukleinowego jest czesto inna od tej, ktorg
posiada pierwotny transkrypt, co zwigzane jest z kombinacja roéznorodnych wydarzen
przetwarzajacych ten transkrypt, wsrod ktorych znajduja sie: wycinanie funkcjonalnych
jednostek z czasteczki prekursora, usuwanie intronéw (ang. splicing), taczenie réznych
elementow (ang. trans-splicing), dodanie nieobecnych w szablonie reszt nukleotydowych
(poprzez dodanie czapeczki, edycje czy poliadenylacj¢), badz zmiang wlasnosci chemicznych
pojedynczych reszt (poprzez edycje czy modyfikacje) (artykuly przegladowe:
(Grosjean 2005, Arraiano, Andrade 1 wsp. 2010, Licatalosi i Darnell 2010,
Lutz i Moreira 2011, Motorin i Helm 2011)). Funkcja RNA zalezy takze od jego lokalizacji,
tworzenia struktur wyzszego rzedu czy formowania komplekséw z innymi czgsteczkami,
W szczeg6lnosci biatkami czy innymi czasteczkami RNA (Fatica i Tollervey 2002,
Iglesias i Stutz 2008, Holt i Bullock 2009, Hocine, Singer i wsp. 2010).

Funkcjonalne czasteczki RNA, ktore nie sg juz potrzebne, gdyz spehily swoja
funkcje, badz posiadaja bledy zwigzane =z uszkodzeniami Iub nieprawidtowym
przetwarzaniem, zwijaniem si¢ czy sktadaniem w funkcjonalne kompleksy, sa eliminowane
z komorek poprzez roznorodne szlaki degradacji (Coller i Parker 2004, Kushner 2004,
Houseley i Tollervey 2009). Rozktad RNA usuwa takze produkty uboczne ekspresji genow,
W tym wycigte introny czy inne fragmenty RNA uwalniane podczas jego przerobki. Wreszcie,
szlaki degradacji RNA eliminujag migdzygenowe, wewnatrzgenowe, zwigzane z promotorem
I antysensowne RNA, ktdore pojawiajg si¢ albo jako czgsteczki regulatorowe, albo jako szum
transkrypcyjny. Efektywnos$¢ i specyficzno$¢ degradacji RNA zapewniona jest glownie
poprzez szerokie spektrum roznych endo- i egzorybonukleaz (Arraiano, Andrade i wsp. 2010,
Tomecki i Dziembowski 2010), jednakze zalezna jest od formowania si¢ specyficznych
struktur RNA czy kompleksow RNA-biatko, zawierajacych czynniki regulatorowe
(Alonso 2012) i moze by¢ regulowana zardwno na poziomie ekspresji genow
jak i na poziomie biatkowym.

Biogeneza funkcjonalnych czasteczek RNA, tak samo jak ich rozktad, zaréwno
w komorkach prokariotycznych jak 1 eukariotycznych, wymaga serii chemicznych

I strukturalnych zmian, podczas ktorych RNA oddziatuje z licznymi czynnikami
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komoérkowymi, przede wszystkim z enzymami (Luna, Gaillard i wsp. 2008). Nalezy
podkresli¢, ze szlaki przetwarzania RNA s3 ze sobg powigzane i przeplatajg si¢ nawzajem
Z innymi szlakami komoérkowymi, poprzez np. wystepowanie w roznych szlakach tych
samych biatek, czy etapow (Beggs i Tollervey 2005, Arraiano, Andrade i wsp. 2010). Jedna
czagsteczka RNA moze takze by¢ przedmiotem kilku procesow enzymatycznych w tym
samym czasie. Dlatego tez, doktadnie tak samo jak w przypadku naprawy DNA, poznanie
zarObwno catej sieci zdarzen przetwarzania RNA jak 1 bialek odpowiedzialnych
za poszczegolne przeksztatcenia jest kluczowe dla zrozumienia metabolizmu RNA. Rowniez,
jak w przypadku naprawy DNA, wiele bialek zaangazowanych w te procesy jest dobrze
opisanych, ale informacja o nich jest rozproszona pomig¢dzy réznymi zroédtami. Podobnie
rowniez istnieje wiele procesow, dla ktorych znana jest aktywno$¢, ale nicopisane zostaty
jeszcze geny/bialka/enzymy za nig odpowiedzialne. Dlatego tak wazne sg prace, ktorych
celem jest rekonstrukcja szlakoéw i sieci metabolicznych RNA, ktoéra moglaby rzuci¢ nowe
$wiatlo na caty system i umozliwi¢ odkrycie nowych elementéw w niego zaangazowanych.
Ponadto porownywanie szlakdw pomigdzy rdznymi gatunkami moze wskaza¢ biatka

homologiczne zaangazowane w podobne aktywnosci.

1.2.2.1  Dojrzewanie i degradacja mRNA

Proces biogenezy mRNA rozpoczyna si¢ transkrypcja, a konczy degradacja. W czasie
zycia czasteczki mRNA moga ulega¢ modyfikacjom, edycjom czy transportowi. mRNA
eukariotyczny, w odrdéznieniu od prokariotycznego, czesto wymaga ztozonego procesowania
i transportu.

Proces transkrypcji rozpoczyna cykl zycia czgsteczki mRNA 1 jest on podobny
u Prokaryota i Eukaryota. Produktem transkrypcji najczesciej jest prekursorowy mRNA
(pre-mRNA), ktory musi przejs¢ proces dojrzewania, by sta¢ si¢ w peini funkcjonalng
czasteczka. Proces dojrzewania nie jest identyczny u bakterii, archeowcow i eukariontow.
W komorkach prokariotycznych, poza nielicznymi przypadkami, mRNA najczgsciej
nie wymaga juz obrobki. U Eukaryota natomiast proces ten obejmuje: dojrzewanie
konca 5, dojrzewanie konca 3’, wycinanie introné6w oraz edycje, czyli zmiang sktadu
nukleotydowego (przyktadem mRNA ulegajacego edycji moze byé mRNA ludzkiej
apolipoproteiny B, ktory jest edytowany w niektorych tkankach, dzigki czemu wprowadzony
zostaje wcezesniejszy kodon STOP, umozliwiajac otrzymanie krotszej wersji biatka).

Dojrzata czasteczka mRNA, ktora odegrata juz swoja role ulega degradacji. Rozne

czasteczki mRNA majg roézny czas zycia (stabilno$¢) — u bakterii waha si¢ on pomiedzy
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sekundami a godzing, w komoérkach ssaczych natomiast od kilku minut po dni. Ponadto
istniejg mechanizmy usuwajace btednie przygotowane czgsteczki mRNA, chronigc komoérke
przed niewlasciwie utworzonymi biatkami. Mechanizmy degradacji sg rézne u Prokaryota
I Eukaryota. W komorkach prokariotycznych usuwanie czasteczek mRNA zachodzi przy
uzyciu roznego typu rybonukleaz: endonukleaz, 3’ egzonukleaz i 5’ egzonukleaz.
W niektorych przypadkach mate RNA mogg stymulowa¢ degradacje mRNA przez parowanie
si¢ z sekwencjami komplementarnymi i aktywowanie ciecia przez RNazg III. Ponadto wedtug
ostatnich odkry¢ bakteryjny mRNA posiada na koncu 5’ trdjfosforan, ktdéry po usunigciu
dwoch fosforow staje si¢ 5" monofosforanem, bedacym dla RNazy J sygnatem do degradacji
MRNA w kierunku 5’ — 3’ (Deana, Celesnik i wsp. 2008).

W komoérkach zaréwno eukariotycznych, jak i prokariotycznych, procesy translacji
I degradacji mRNA s3 zbalansowane. Najwazniejszymi biatkami i kompleksami
enzymatycznymi biorgcymi udziat w degradacji u Eukaryota sg biatka usuwajace czapeczke
z konca 5’ (np. biatko DCP2), kompleksy usuwajace ogon poliA, egzosom oraz egzonukleaza
Xrnl. Szlakami wystepujacymi w komorkach eukariotycznych i do tej pory opisanymi
sa m.in.:

e NMD (ang. Nonsense-mediated decay) — usuwanie transkryptow posiadajacych
przedwczesny kodon STOP (Maquat 2005, Doma i Parker 2007,
Isken i Maquat 2007);

e NGD (ang. No-go decay) — usuwanie transkryptow, w ktorych z powodu
wystepujacych  struktur  drugorzedowych  rybosom  ulega  zatrzymaniu
(Doma i Parker 2007, Isken i Maquat 2007);

e NSD (ang. Nonstop decay) — mechanizm kontroli jakosci mRNA, ktory usuwa mRNA
z brakujagcymi kodonami terminacji (Doma i Parker 2007, Isken i Maquat 2007);

e degradacja zalezna od deadenylacji (ang. deadenylation-dependent decay) — gtowny
szlak usuwania dojrzalego mRNA, gdzie gltowna role odgrywaja kompleksy
usuwajagce ogon poliA (np. kompleks CCR4-NOT, czy PAN2-PAN3)
(Garneau, Wilusz i wsp. 2007);

e degradacja niezalezna od deadenylacji (ang. deadenylation-independent decay)
(Garneau, Wilusz i wsp. 2007);

e degradacja =zalezna od enzonukleaz (ang. endonuclease-mediated decay)
(Garneau, Wilusz i wsp. 2007);
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e degradacja eclementow bogatych w AU (ang. AU-rich element decay)
(Chen i Shyu 1995).

1222  Dojrzewanie i degradacja rRNA

Biosynteza rRNA jest podobna do biosyntezy mRNA. Roéznice wystepuja
w dojrzewaniu prekursora rRNA (pre-rRNA). Bakterie syntetyzujg trzy rodzaje rRNA:
5S rRNA, 16S rRNA i 23S rRNA, przy czym nazwy wskazuja na wielkos$¢ czastek mierzong
poprzez analiz¢ sedymentacji. Ich geny potaczone sa W jedna jednostkg transkrypcyjna
(operony rrn A-E, H, G), ktora zwykle wystepuje w wielu kopiach i dodatkowo zawiera geny
tRNA w kopiach od jednej do czterech. Aby uwolni¢ dojrzatle rRNA, prekursorowa
czasteczka RNA musi wpierw ulec modyfikacjom, a pdzniej zosta¢ pocigta. Cigcie
przeprowadzajg rézne rybonukleazy w miejscach wyznaczonych przez regiony dwuniciowe
powstate przez taczenie komplementarnych zasad z réznych cze$ci pre-rRNA. Konce
powstate po cigciu sg przycinane przez egzonukleazy (Deutscher 2009).

U Eukaryota istnieja cztery rodzaje rRNA. Jeden z nich, 5S rRNA nie podlega
dojrzewaniu, a pozostate: 5,8S; 18S i 28S (nomenklatura zastosowana w rozprawie
doktorskiej, opisujaca state sedymentacji rRNA, zostata opracowana w oparciu o czasteczki
rRNA wystepujace u cztowieka) powstaja z jednej jednostki transkrypcyjnej jako pre-rRNA.
W pojedynczym locus wystepuje ponad 100 tandemowo potaczonych gendéw. Prekursor
wpierw ulega modyfikacjom — s3 to metylacje rybozy z udzialem C/D snoRNP (mate
jaderkowe rybonukleoproteiny, ang. small nucleolar ribonucleoprotein) oraz modyfikacje
urydyn do pseudourydyn przez H/ACA snoRNP. Nastepnie nastgpuje cig¢cie i przycinanie
koncow (Lafontaine i Tollervey 2001).

Degradacja rRNA zachodzi poprzez rézne szlaki. Jest ona glownie zwigzana
z usuwaniem niepoprawnie ztozonych rybosomow. Procesy kontroli jakosci wystepuja
zardbwno u Prokaryota jak i Eukaryota. U E. coli nieprawidtowe prekursory RNA ciete
sa wpierw przez endorybonukleazy, a nastepnie powstale fragmenty rRNA degradowane
sg przez RNaze R i/lub PNPaz¢ (Deutscher 2009). Ponadto u E. coli wystepuje mechanizm
degradacji rRNA w odpowiedzi na stres, ktory nie jest jeszcze do konca poznany
(Kaplan i Apirion 1974, Cohen i Kaplan 1977). U drozdzy wyst¢puje mechanizm kontroli
jakosci rybosomow zwany degradacja niefunkcjonalnego rRNA (NRD, ang. nonfunctional
rRNA decay), ktory dzieli si¢ na dwa szlaki:
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e 185 NRD - usuwa rRNA, ktore posiadaja szkodliwe mutacje w miejscu
akceptorowym w rybosomie;
e 255 NRD - climinuje rRNA, ktore posiadaja szkodliwe mutacje w centrum

peptydylotransferazy duzej podjednostki rybosomu (LaRiviere, Cole i wsp. 2006).

1.2.2.3 Dojrzewanie i degradacja tRNA

Sekwencje tRNA w komorkach prokariotycznych kodowane sa najczeSciej
w zespotach sktadajacych si¢ z: gendw rdéznych badz tych samych tRNA lub genéw tRNA
razem z genami rRNA lub genéw tRNA i sekwencji kodujacych biatka. Prekursory tRNA
(pre-tRNA) wymagaja dojrzewania zaré6wno konca 5’ jak i 3'. U E. coli dojrzewanie przebiega
w uporzadkowanej serii etapéw cigcia przez rybonukleazy (RNazy: P, D, BN, T, PH, Il
oraz PNPazg). Sekwencja CCA z konca 3" dojrzatego tRNA kodowana jest bezposrednio
przez gen, a nie dodawana potranskrypcyjnie (Condon 2007). U Eukaryota czgsteczki tRNA
kodowane sg przez oddzielne geny, czasem zgrupowane w jednym miejscu. Transkrypty
moga posiada¢ introny. Dojrzewanie zachodzi takze w uporzadkowanej serii etapoéw
sktadajacej si¢ z przyciecia konca 5', przyciecia konca 3’, dodania sekwencji CCA na
koncu 3’ przez transferaz¢ nukleotydowa, usunigcia introndw (mechanizm cigcia 1 ligacji)
I modyfikacji reszt nukleotydow (Phizicky i Hopper 2010, Popow, Schleiffer i wsp. 2012).

Mechanizmy degradacji tRNA najlepiej opisane sg dla drozdzy i zwigzane sa
Z kontrola jakosci tRNA. Degradowane sa tRNA, ktore nie maja w swojej strukturze
odpowiednich modyfikacji. Przyktadem moze by¢ tRNAVal(AAC), ktory przy braku m7G46
I m5C49 degradowany jest w procesie zwanym nagla degradacjag tRNA (RTD, ang rapid
tRNA decay) (Chernyakov, Whipple i wsp. 2008).

1.3 Bazy danych — obecny stan wiedzy

1.3.1 Ogélne bazy danych

W czasach komputeryzacji wszelkiego rodzaju informacje biologiczne, poza literatura,
dostepne sa w roznorakich zrodlach cyfrowych, jakimi sg np. bazy danych. Biologiczne
I biomedyczne bazy danych moga shuzy¢ jako ,kopalnie” informacji z dziedziny nauk
przyrodniczych, pochodzacych z doswiadczen naukowych i projektow wielkoskalowych,

artykutéw naukowych i analiz komputerowych. Zawierajag m. in. dane dotyczace sekwencji,
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funkcji 1 struktury gendéw oraz bialek, efektow klinicznych mutacji, szlakow metabolicznych

jak réwniez podobienstw mi¢dzy sekwencjami i strukturami.

1311 KEGG
KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes, http://www.genome.jp/kega/)

(Kanehisa, Araki i wsp. 2008) to zbiér potaczonych ze sobg baz danych, do ktérych naleza
m.in: KEGG PATHWAY (szlaki metaboliczne), KEGG DISEASE (choroby ludzkie),
KEGG GENES (geny i biatka), czy KEGG ORGANISMS (organizmy). Jesli chodzi
o napraw¢ DNA i szlaki metaboliczne RNA to glownymi bazami, mogacymi stuzy¢ jako
zrodlo informacji, s KEGG GENES (katalog gendéw zsekwencjonowanych genomow
uzyskany z publicznie dostgpnych zrodet, gtownie z NCBI RefSeq) oraz KEGG PATHWAYS
(zbiodr recznie rysowanych map szlakow przedstawiajacych molekularne oddziatywania i sieci
reakcji dla: metabolizmu, przetwarzania informacji genetycznej, przetwarzania informacji
srodowiskowych, proceséw komorkowych, chordb ludzkich i reakcji tych systemow na leki.
Szlaki naprawy DNA, ktoére znajduja si¢ w KEGG to: BER, NER, NHEJ, MMR,
i HRR. Nieuwzglednione s3 DDS, DDR i TLS. Ponadto cickawg sekcja dotyczaca naprawy
DNA jest DNA repair and recombination proteins (biatka rekombinacji i naprawy DNA,
identyfikator ko034400), w ktorej wszystkie biatka zwigzane z naprawg DNA sklasyfikowane
sg wzgledem ich funkcji. Jesli chodzi o szlaki dojrzewania i1 degradacji RNA,
to zdecydowanie trudniej je odnalez¢. Wiele informacji znajduje si¢ w sekcjach: Transcription
factors (czynniki transkrypcyjne), Transcription machinery (maszyneria transkrypcyjna),
Spliceosome, Ribosome (rybosom), Ribosome biogenesis (biogeneza rybosomu), czy Transfer
RNA biogenesis (biogeneza transferowego RNA). Graficzna reprezentacja kompleksow
biorgcych udzial w wyzej wymienionych procesach jest dostgpna osobno dla Eukaryota
i Prokaryota. KEGG BRITE to takze baza danych, ktora zawiera informacje o interesujacych
nas szlakach. Jest to zbior hierarchii funkcjonalnych 1 binarnych relacji pomigdzy obiektami
biologicznymi (ang. functional hierarchies and binary relationships of biological entities),
ktory poza molekularnymi oddziatywaniami czy reakcjami posiada takze dane dotyczace

r6éznego typu relacji pomigdzy tymi obiektami.
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1.3.1.2 Reactome

Reactome (http://www.reactome.org) (Matthews, Gopinath i wsp. 2009) to darmowe

zrodto danych, zbierajace dane o réznego typu szlakach gtownie u cztowieka, ale dostgpne sg
tez dane dla innych organizmoéw (np. Arabidopsis thaliana, Saccharomyces cerevisiae,
Mus musculus czy Escherichia coli), opracowane przez wspoélpracujace ze sobg grupy
specjalistow. Poza zbieraniem danych strona oferuje takze narzgdzia do analizy takie jak:
the Pathway Browser (przegladarka szlakow), the Pathway and Expression Analysis tools
(narzgdzia do analizy szlakoéw i ekspresji) czy the Species Comparison tool (narzg¢dzie do
porownywania organizmoéw). W odroznieniu od KEGG, Reactome zawiera graficzne
reprezentacje szlakow naprawy DNA oraz szlakow dojrzewania i degradacji RNA, ktore
generowane sg dla kazdego organizmu osobno. Poza tym w bazie tej wystepuje dodatkowy
podziat szlakow na pod-szlaki (np. w GG-NER wyodrebniono cztery pod-szlaki) oraz tatwiej
W niej znalez¢ informacje dotyczace szlakoéw degradacji, dojrzewania i edycji RNA, ktore
sg wyodrebnione w przegladarce szlakow. Ponadto narzedzie do analizy szlakow pozwala
na przeprowadzenie analiz poréwnawczych, np. =znalezienie potaczenia pomiedzy

transkrypcja a naprawg DNA (Stein 2004).

1.3.1.3 BioCyc
BioCyc (http://biocyc.org/) (Caspi, Altman i wsp. 2010) to zbioér 2920 baz danych

szlakow/genomowych (na dzien 17.05.2013). Kazda baza w BioCyc opisuje genom badz
szlaki metaboliczne pojedynczego organizmu. Jest to, jednakze, nie tylko zbiér baz danych,
ale zasob udostepniajacy roznorakie narzedzia do analiz bioinformatycznych, takie jak:
przegladarka genomowa, narzedzie do wyswietlania pojedynczych szlakow metabolicznych
lub pelnej mapy metabolicznej, narzedzie do wizualnej analizy danych ,,omowych”
(@ang. ,,omics”) uzytkownika, ktore rysowane s3 na istniejgcych metabolicznych,
regulatorowych czy genomowych mapach i narzedzie do analiz poréwnawczych. Istnieje
takze mozliwo$¢ pobrania kopii BioCyc, ktora zawiera Pathway Tools (narzedzia do analiz
szlakow) na dysk lokalny. Bazy danych BioCyc podzielone sa na trzy poziomy (ang. tier),
w zalezno$ci od jakosci danych. Poziom pierwszy to bazy, ktore zawieraja dane recznie
przygotowane na podstawie przeszukiwania literatury i sg najbardziej wiarygodne. Do tej
grupy zaliczajg si¢ takie bazy jak: EcoCyc (http://ecocyc.org) (Keseler, Bonavides-Martinez
iwsp. 2009) — baza danych biologii Escherichia coli K-12 MG1655 czy MetaCyc

(http://metacyc.org/) — baza danych niepowtarzajacych si¢, doswiadczalnie zbadanych
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szlakow metabolicznych (Caspi, Altman i wsp. 2012). Dane znajdujace si¢ w tych bazach
podlegaja procedurze sprawdzenia przez zewnetrznych ekspertow, ktorzy pracuja na tych
konkretnych systemach komoérkowych. Ostatnio tego typu podejscie zostato réwniez
zastosowane np. przy dodawaniu danych dotyczacych proceséw naprawy DNA, zardwno przy
bezposrednich mechanizmach naprawczych (np. fotoliza), jak i posrednich szlakach naprawy
(np. NER, BER, HHR) (Keseler, Bonavides-Martinez i wsp. 2009). Poziom drugi i trzeci
to bazy danych komputerowo przewidzianych: szlakow metabolicznych, gendéw, brakujacych
w tych szlakach enzyméw i operondow. BioCyc nie ma bezposrednich sekcji dedykowanych
naprawie DNA czy dojrzewaniu i degradacji RNA, jednakze wiedz¢ na ten temat znalez¢é
mozna wsérdd innych sekcji. Co wigecej BioCyc pozwala na doglebna analiz¢ systemow
biologicznych, co zostato przedstawione np. w pracy na temat zréznicowanej odpowiedzi
systemu na leki i stres Cabusory (Cabusora, Sutton i wsp. 2005), w ktdrej analizowano dane
z BioCyc, dotyczace ekspresji znanych czynnikow odpowiedzi na stres i gendw naprawy

DNA w Mycobacterium tuberculosis.

1.3.14 BRENDA
BRENDA (BRaunschweig ENzyme Database, http://www.brenda-enzymes.org)

(Scheer, Grote i wsp. 2011) to baza danych enzyméw, ktora zawiera rgcznie przygotowany
zestaw informacji odnos$nie wilasciwosci enzymow, wiaczajac w to mutanty i warianty
otrzymane na drodze metod inzynierii genetycznej (ang. engineered variants). Opisuje
enzymy zaangazowane w procesy naprawcze Oraz procesy dojrzewania i degradacji, ktore
posiadajg numer E.C. (ang. Enzyme Commission number, (1999)), np. UvrA o E.C. 3.1.25.1.
Wsrod dostepnych danych znajdujg sie: odnosniki do oryginalnych publikacji, klasyfikacja,
nazewnictwo, typ reakcji, specyficznos¢ substratowa, parametry biochemiczne, organizm,
sekwencja i struktura przestrzenna, praktyczne zastosowanie, informacja o mutantach
czy wariantach otrzymanych na drodze metod inzynierii genetycznej, stabilnosci, chorobach,
izolacji 1 przygotowaniu. Duza cze$¢ bazy poswiecona jest danym dotyczgcym metabolitow
czy matych czasteczek, ktore oddzialuja z enzymami jako substraty, produkty, inhibitory,

elementy aktywujace, kofaktory czy wigzace si¢ czasteczki jonow metali.
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1.3.1.5 Pathway Commons

Pathway Commons (http://www.pathwaycommons.org) to publiczna, dostepna

darmowo kolekcja zawierajaca informacje odnosnie szlakow z wielu organizméw
(Cerami, Gross i wsp. 2011), ktora uwzglednia reakcje biochemiczne, sktadanie kompleksow,
transport, zdarzenia katalityczne i fizyczne oddziatywania pomiedzy biatkami, DNA, RNA,
matymi czasteczkami czy kompleksami. Jest to meta-baza danych, ktéra zbiera informacje
z innych baz takich jak Reactome czy BioGrid, umozliwiajac tym samym analize zestawow
danych na poziomie systemowym pomiedzy roznymi organizmami. Pozwala uzytkownikom
na przegladanie i przeszukiwanie szlakdw w roznych publicznie dostepnych bazach danych,
pobieranie na dysk lokalny zintegrowanych zestawow szlakow w formacie BioPAX
(jestto jezyk bazujacy na XML, stuzacy do opisywania szlakow biologicznych,
ang. Biological Pathways eXchange, (Demir, Cary i wsp. 2010)). Posiada takze narzedzia
dla tworcow oprogramowania, ktore umozliwiaja przeprowadzanie bardziej zaawansowanych

analiz.

1.3.2 Bazy danych dedykowane naprawie DNA

Jak wspomniano wcze$niej, wiedza dotyczaca systemow naprawy DNA jest niezwykle
istotna dla petnego zrozumienia jak komorki kontrolujg integralno$¢ swojego genomu. Z roku
na rok nastepuje systematyczny wzrost ilosci informacji, ktora jest rozproszona w literaturze
i w wielu elektronicznych zrodtach danych. Systematyzacja tej wiedzy i jej zaprezentowanie
W sposob jasny i przejrzysty to obecnie gtowne zadania internetowych baz danych. Zebranie,
przetworzenie i udostepnienie danych jest niezwykle podczas poszukiwania odpowiedzi
naroznego typu pytania biologiczne dotyczace podsysteméw naprawy DNA, np. ,ktore
biatka uczestnicza w szlaku MMR zaréwno u ludzi, jak 1 ro$lin?”, ,jaka natychmiastowa
odpowiedz komorkowa jest wywolywana w reakcji na uszkodzenia spowodowane $wiatlem
UV?”, badz: ,,w jaki sposob HHR ro6zni si¢ pomigdzy kregowcami a ro$linami?”. Temat
naprawy DNA jest poruszany przez wiele elektronicznych zrodet informacji, jednakze,
samych dedykowanych mu baz danych jest niewiele, a wigkszo$¢ informacji jest rozsiana
w ogolnych biologicznych bazach danych. Ponizej przedstawiono wybrane bazy, natomiast
Tabela 1 zawiera liste zrodel, ktore mogag stuzy¢ pomocg podczas analiz szlakow naprawy

DNA.
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1321 DNAtraffic
Baza danych DNAtraffic (http://dnatraffic.ibb.waw.pl/) (Kuchta, Barszcz i wsp. 2012)

jest baza dedykowang dynamice genomu w trakcie zycia komorki. Baza ta zawiera informacje
odnos$nie nazewnictwa, ontologii, struktury i funkcji biatek zwigzanych z mechanizmami
zachowania spojnosci DNA, takimi jak: remodelowanie chromatyny, naprawa DNA
czy odpowiedz na uszkodzenia z o$miu modelowych organizméw, najczesciej
wykorzystywanych w badaniach nad DNA (Homo sapiens, Mus musculus, Drosophila
melanogaster, Caenorhabditis elegans, Saccharomyces cerevisiae, Schizosaccharomyces
pombe, Escherichia coli K-12, Arabidopsis thaliana). Ponadto w bazie tej znalez¢ mozna

informacje odno$nie chorob genetycznych powigzanych z biatkami ludzkimi.

Nalezy podkresli¢, ze baza ta powstalta po opublikowaniu bazy danych szlakéw
naprawy DNA REPAIRtoire, stanowigcej jedno z opracowan w ramach niniejszej rozprawy

doktorskiej.

1.3.2.2  Human DNA Repair Genes
Human DNA Repair Genes to zatacznik dostepny elektronicznie do publikacji
przegladowej Wooda, Mitchella i Lindahla z roku 2005 (Wood, Mitchell i wsp. 2005), ktory
aktualizowany jest regularnie (ostatnia aktualizacja: 4.03.2013) 1 dostgpny pod adresem:

http://sciencepark.mdanderson.org/labs/wood/DNA Repair Genes.html. Przedstawia on

informacje w formie tabelarycznej, w ktorej geny potaczone sg z zewngtrznymi bazami
danych: Gene Cards Brytyjskiego Centrum Badan nad Rakiem (http://www.genecards.org/)
(Safran, Dalah i wsp. 2010), OMIM (Online Mendelian Inheritance in Man
(Sayers, Barrett i wsp. 2009)), oraz z narzgdziem MapView dostgpnym w NCBI i z serwerami
Entrez NCBI.

1.3.2.3 Repair-FunMap
Baza danych Repair-FunMap (Wen i Feng 2004) to niedziatajace obecnie Zrodio
danych, ktére udostgpnialo informacje o sieci oddzialywan pomiedzy biatkami
zaangazowanymi w napraw¢ DNA a biatkami bioragcymi udzial w innych procesach

komoérkowych.
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1.3.24 Inne bazy danych

Istnieje szereg baz dedykowanych innym aspektom metabolizmu DNA. Przyktadem
tumogg stuzy¢: replikacia DNA (OriDB  (Nieduszynski, Hiraga i wsp. 2007),
ReplicationDomain  (Weddington, Stuy i wsp. 2008)), apoptoza (Deathbase
(Diez, Walter i wsp. 2010)), konserwacja  telomerdéw (Telomerase  database
(Podlevsky, Bley i wsp.  2008)), restrykcja i  modyfikacia DNA  (REBASE
(Roberts, Vincze i wsp.  2010)), czy epigenetyka/modyfikacje chromatyny (DANCER
(Turinsky, Turner i wsp. 2011)). Procesy te zwigzane sa z naprawa DNA, gdyz moga
przyczynia¢ si¢ do pojawiania si¢ uszkodzen w DNA (replikacja) czy do regulacji innych

procesOw enzymatycznych (metylacja DNA, kontrola cyklu komérkowego, apoptoza).

1.3.3 Bazy danych dedykowane dojrzewaniu i degradacji RNA

Tak samo jak w przypadku naprawy DNA istniejg bazy danych zbierajace informacje
o czasteczkach RNA. Jednakze brakuje baz dedykowanych konkretnym aspektom
metabolizmu RNA. Ponizej przedstawiono najwazniejsze bazy danych, udostgpniajace
réznego typu informacje o RNA, natomiast Tabela 1 zawiera liste zrodet, ktore mogg stuzyé

pomocg podczas analiz szlakow dojrzewania i degradacji RNA.

1.3.3.1 RFAM
Baza danych Rfam (http://rfam.sanger.ac.uk/) (Burge, Daub i wsp. 2013) jest zrodtem

informacji dotyczacych rodzin RNA. Kazda rodzina sktada si¢ ze zbioru sekwencji RNA,
ktore sg uwazane za pochodzace od wspolnego przodka. Do kazdej z tych rodzin przypisane
sa nastepujace elementy: przyrownanie wielu sekwencji, konsensusowa struktura
drugorzedowa oraz model kowariancji (CM, ang. covariance model). Wszystkie te elementy
sg sprawdzane r¢cznie przez kuratordw bazy i dodatkowo polaczone z zewnetrznymi bazami
danych, takimi jak PDB, bazy ontologii, Europejskie Archiwum Nukleotydowe
(ang. European  Nucleotide Archive, http://www.ebi.ac.uk/ena/, (Leinonen, Akhtar
I wsp. 2011)) czy mirBase (patrz: Podrozdziat 1.3.3.3).

Pierwsza wersja bazy (v1.0) zostata opublikowana w lipcu 2002 roku i zawierata
25 rodzin. Obecnie dostgpna jest wersja v11.0, ktéra udostepnia wiedzg o 2208 rodzinach

RNA i pokrywa 6 milionéw regionéw sekwencyjnych (pierwsza wersja posiadata tych
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regionow ok. 50 tysiecy). Baza ta pokrywa wszystkie krolestwa organizmow zywych i wiele

typoéw funkcjonalnych niekodujgcych RNA.

1332 NONCODE
NONCODE (http://www.noncode.org/NONCODERv3/) (Bu, Yu i wsp. 2012) to baza
danych rowniez dedykowana niekodujacym RNA (oprocz tRNA i rRNA). Posiada wiele

sekwencji niekodujagcych RNA, z ktorych wszystkie zostaty sprawdzone re¢cznie, a ponad
80% z nich pochodzi z do$wiadczen. Dane poklasyfikowane sg wedlug procesow
komorkowych, w ktérych dana czasteczka bierze udzial. Obecnie baza ta jest dostgpna
w wersji v3.0, ktora posiada informacje odnosnie 411554 publicznie dostgpnych sekwencji
z 1239 organizmow, pokrywajace wszystkie domeny zycia. Posrdd nich 73372 to dlugie
niekodujace RNA, ktore zawieraja niemal wszystkie opublikowane sekwencje z cztowieka
i myszy. W sumie w bazie wystepuja 134 klasy RNA bioragce udziat w 26 procesach
komorkowych. Dla kazdej czasteczki w bazie dostgpna jest informacja o jej Kklasie,
nazewnictwie, lokalizacji komorkowej, powigzanych publikacjach czy mechanizmach,

poprzez ktore spetnia swoja funkcje.

1.3.3.3 Inne bazy danych
Tak jak w przypadku naprawy DNA, rowniez w przypadku RNA istnieje szereg baz
dedykowanych innym aspektom zwigzanym z badaniami nad tymi czgsteczkami. Pomimo,
ze brakuje baz danych dedykowanych bezposrednio metabolizmowi RNA znalez¢ mozna
wiele zrodel zawierajacych informacje o rodzajach RNA: IncRNAdb (Long Non-Coding
RNA Database, http://www.Incrnadb.com, (Amaral, Clark i wsp. 2011) — baza danych

eukariotycznych dtugich niekodujacych RNA), miRBase (http://www.mirbase.org/,
(Kozomara i Griffiths-Jones 2011) - baza poswiecona mIiRNA), tRNAdb
(http://trnadb.bioinf.uni-leipzig.de/) ((Juhling, Morl i wsp. 2009) — baza danych genow
i sekwencji tRNA); o ich modyfikacjach. MODOMICS (http://modomics.genesilico.pl/,
(Machnicka, Milanowska i wsp. 2013) — baza modyfikacji RNA), The RNA Modification
Database (http://mods.rna.albany.edu/home) ((Cantara, Crain i wsp. 2011) — baza modyfikacji
RNA); o RNA rybosomowych: 16S and 23S Ribosomal RNA Mutation Database
(http://ribosome.fandm.edu/, (Triman, Peister i wsp. 1998)), 5S Ribosomal RNA Database

(http://biobases.ibch.poznan.pl/5SData/, (Szymanski, Barciszewska i wsp. 2002));
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czy o chorobach zwigzanych z r6znymi aspektami metabolizmu RNA, jak np. SpliceDisease
Database (http://cmbi.bjmu.edu.cn/Sdisease, (Wang, Zhang i wsp. 2012)), ktora dostarcza

informacji o schorzeniach zwigzanych z nieprawidlowym wycinaniem intronow. Istnieje
takze projekt dostarczajacy informacji i strukturach i ewolucji RNA, otrzymanych w oparciu
The RNA Web

(CRW, http://www.rna.icmb.utexas.edu/) (Cannone, Subramanian i wsp. 2002).

0 analizy porownawcze sekwencji: Comparative

Tabela 1 Bazy danych zwigzane z naprawa DNA, dojrzewaniem i degradacja RNA oraz ogoélne bazy, w ktorych

mozna znalez¢ informacje odno$nie wymienionych tematow.

Nazwa | Adres WWW | Zrédlo Opis
Bazy danych poswiecone naprawie DNA.
(Milanowska
REPAIRtoire http://repairtoire.genesilico.pl/ , Krwawicz i | Baza danych naprawy DNA.
wsp. 2011)
(Kuchta, Baza danych biatek naprawy DNA,
DNAtraffic http://dnatraffic.ibb.waw.pl/ Barszcz i | szlakow odpowiedzi na uszkodzenia
wsp. 2012) i remodelowania chromatyny.
Human  DNA http://sciencepark.mdqnderson.orq/l (Wood, | Baza danych ludzkich genow
X abs/wood/DNA_Repair_Genes.htm | Mitchell i
Repair Genes I naprawy DNA.
! wsp. 2005)
_ (Wen i Feng Baza danych oddziatywan pomiedzy
Repair-FunMap | Obecnie niedostgpna 2004) biatkami naprawy DNA a biatkami

zaangazowanymi w inne procesy.

Bazy danych poswiecone dojrzewaniu i degradacji RNA.

(Burge, Daub

Baza danych rodzin RNA. Wersja

RFAM http://rfam.sanger.ac.uk/ i wsp. 2013) | v11.0 posiada zbior 2208 rodzin.
NONCODE http://www.noncode.org/NONCOD | (Bu, Yu i Baza danych niekodujacych RNA.
ERv3/ wsp. 2012) Wersja v3.0.
Amaral, .
IncRNAdb http://www.Incrnadb.com E:Iark i wsp. Bazq glanych. eukariotycznych
2011) dtugich niekodujacych RNA.
] (Kozomara i
miRBase http://www.mirbase.org/ Griffiths- Baza po§wiccona miRNA.
Jones 2011)
(Machnicka,
MODOMICS http://modomics.genesilico.pl/ Milanowska | Baza danych modyfikacji RNA.
i wsp. 2013)
1(?8 and - 233 (Triman .
g:\tl)zsow/ﬂtation http://ribosome.fandm.edu/ Peister i wsp. izgécgréﬁzfnacﬂ dotyczacych 168
1998)
Database
(Szymanski,
g?\l R Iglg)tg;(;rsr;al gp.//blobases.|bch.poznan.pI/58Da aBarc:szeY,vvsSIF(). Zrédio danych o 58 rRNA,
2002)
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Nazwa | Adres WWW | Zrédlo | Opis

Bazy danych poswiecone dojrzewaniu i degradacji RNA (c.d.).
SpliceDisease (Wang, Baza danych mutacji i chorob
P http://cmbi.bjmu.edu.cn/Sdisease Zhang i wsp. | zwigzanych z  nieprawidlowym
Database . ,
2012) wycinaniem intronow.
(Juhling, Baza danych genoéw 1 sekwencji
tRNAdb http://trnadb.bioinf.uni-leipzig.de/ Morl i wsp. “ yeh genow wenj
tRNA.
2009)
(Cannone, isrgc());lrarllac'} i I;?dilt(ltjracﬂositaé\?\/zgljl?g};
CRW http://www.rna.icmb.utexas.edu/ Subramanian J v
. RNA, otrzymanych w oparciu o0
i wsp. 2002). . ; o
analizy porownawcze sekwencji.
The RNA (Cantara,
Modification http://mods.rna.albany.edu/home Crain i wsp. | Baza danych modyfikacji RNA.
Database 2011)
Inne bazy danych zwigzane z naprawg DNA oraz dojrzewaniem i degradacjag RNA.
(Kanehisa, Encyklopedia genow 1 genomow
KEGG http://www.genome.jp/kegg/ Araki i wsp. | (Kyoto Encyclopedia of Genes and
2008) Genomes)
(Matthews, Baza danych gtéwnie ludzkich
Reactome http://www.reactome.org/ Gopinath i | szlakow metabolicznych i
wsp. 2009) sktadajacych si¢ na te szlaki reakcji.
BioCyc (Caspi, Do$wiadczalnie przebadane szlaki
(EcoCyc, http://biocyc.org/ Altman i | metaboliczne i enzymy z ponad 2500
MetaCyc) wsp. 2010) organizmow.
) (Scheer, Najobszerniejsza kolekcja informacji
BRENDA http://www.brenda-enzymes.org Grote i wsp. h
2011) 0 enzymach.
Pathway (Ceram_i : Zbior danych dotyczacych
http://www.pathwaycommons.org | Gross i wsp. | publicznie dostgpnych szlakow z
Commons . T
2011) roznych organizmow.
(Nieduszyns | Baza  danych potwierdzonych
OriDB http://www.oridb.org/ ki, Hiraga i | i przewidzianych miejsc rozpoczecia
wsp. 2007) replikacji DNA.
(Roberts, Zbior informacji o enzymach i
REBASE http://rebase.neb.com/ Vincze i | genach zwigzanych z restrykcja i
wsp. 2010) modyfikacja DNA u Prokaryota.
(Turinsky, . .
DAnCER http://wodaklab.org/dancer/ Turner i wsp. Br? “a b d.any.Ch i(.)wrl]qzanej z
2011) chorobami epigenetyki chromatyny.
Telomerase hitp://telomerase.asu.edu/ (Podleysky, Sekwencje i struktur_y podjed_nos_tek
database Bley i wsp. | telomerazy wraz z informacjami o
2008) ich mutacjach.

L (Weddington . . .
ReplicationDo | i /ivww. replicationdomain.com/ | , Stuy i wsp. | D448 danych i narzedzia stuzace do
main 2008) analizy replikacji DNA.

. (Diez, Walter | Baza biatek zaangazowanych w
Deathbase http://deathbase.org/ i wsp. 2010) | $mieré komorki,
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2 Cel pracy

Gléwnym celem projektu bylo opracowanie architektury oraz stworzenie dwoch
elementow ujednoliconego systemu bazodanowego opisujacego caty metabolizm kwasow
nukleinowych. Taki system pozwoli na szersze spojrzenie na biologie systemow tych
czasteczek, doglebng analize poszczegdlnych szlakow, systematyzacje wiedzy, udostepnienie
istniejgcych danych w sposob jasny, przejrzysty i1 czytelny, a takze pozwoli w przysztosci
na symulacj¢ szlakow metabolicznych oraz odkrycie i opisanie nowych, nieznanych do tej
pory elementow zaangazowanych w procesy dojrzewania, modyfikacji i degradacji DNA
i RNA. Otrzymany system powinien nie tylko umozliwi¢ zastosowanie podejs$cia
systemowego W analizie biologii kwaséw nukleinowych, ale takze wygenerowa¢ informacje,
ktore sg czym$ wiecej niz jedynie zwykla sumg danych wejsciowych. Opracowanie tego
typu systemu bedzie stanowilo krok milowy w dziedzinie biologii systeméw kwaséw
nukleinowych, pozwoli lepiej zrozumie¢ wiele waznych proceséw biologicznych i da silny
impuls do dalszych analiz do§wiadczalnych. W ramach niniejszego projektu opracowywane
zostalty dwie bazy danych: REPAIRtoire — baza danych szlakow naprawy DNA
I RNApathwaysDB - baza danych dojrzewania i degradacji RNA.
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3 Materialy

3.1 Sprzet komputerowy

W celu zrealizowania zatozen pracy doktorskiej zostaly wykorzystane nastgpujace

zasoby obliczeniowe Pracowni Bioinformatyki Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza

W Poznaniu oraz Laboratorium Bioinformatyki i Inzynierii Biatka w Migdzynarodowym

Instytucie Biologii Molekularnej i Komorkowej w Warszawie:

e Komputery PC w Pracowni Bioinformatyki Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza

w Poznaniu (stacje robocze podobnej klasy).

Procesor INTEL Xeon E5645 2.4G 6-CORE 12MB, LGA1366

Plyta glowna INTEL Workstation Board S5520SC, 5520, DDR3-1333, SATA, RAID, 2xGBLAN

Pami¢¢ RAM | Kingston ~ ValueRAM  DDR3  (16GB,1066MHz,ECC,Reg,QRx4 ~ W/TS)  CL7
(KVR1066D3Q4R7S/16G)

Dysk Seagate 2 TB Barracuda (64MB, SATA/600)
OCz Vertex 3 SSD 2,5cala 120GB 550 MB/s 500 MB/s

System Ubuntu 12.10

operacyjny

e Serwer w Laboratorium Bioinformatyki i Inzynierii Biatlka w Migdzynarodowym

Instytucie Biologii Molekularnej 1 Komorkowej w Warszawie o parametrach:

4 procesory AMD Opteron 6174 o czestotliwosci 2,2 GHz (48 rdzeni), 96 GB pamigci

RAM oraz 9 TB przestrzeni dyskowe;j.
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4 Metody

4.1 Narzedzia programistyczne

Bazy danych rozwijane w ramach niniejszej pracy zostaly zaimplementowane
z uzyciem wzorca projektowego Django (patrz: Podrozdziat 4.1.4), napisanego w jezyku
Python (patrz: Podrozdziat 4.1.1). Ponadto wykorzystano wiele bibliotek samego jezyka
Python do rozwigzania typowych problemow programistycznych (takich jak np. komunikacja
z systemem operacyjnym czy rysowanie szlakow metabolicznych) (patrz: Podrozdziat 4.1.2).
Uzyte zostaly rowniez biblioteki dedykowane problemom biologicznym, np. pakiet Entrez
z biblioteki Biopython, ktory pozwolit na obstuge referencji literaturowych dodawanych
do baz danych. Dzigki temu pakietowi mozliwa byta komunikacja z baza danych PubMed
(Sayers, Barrett i wsp. 2009) i automatyczne dodawanie informacji o publikacjach

zwigzanych z danymi rekordami tworzonych baz danych.

4.1.1 Jezyk programowania Python

Jezyk programowania Python to jezyk skryptowy oparty o programowanie obiektowe,
ktory powstal w latach dziewieédziesigtych (tworca jest Guid van Rossum), o nazwie
pochodzacej od nazwy brytyjskiego serialu ,, Latajgcy cyrk Monty  Pythona’.
Jest on rozwijany pod licencja otwartego oprogramowania, a implementacja i dokumentacja

sa dostepne na stronie organizacji Python Software Fundation (http://www.python.org/).

Najwazniejsze cechy jezyka Python to, Ze jest on:

e interpretowany - kod jest na biezaco tlumaczony i wykonywany przez
interpreter bez koniecznosci kompilacji 1 konsolidacji, dzigki czemu
jest on niezalezny od platformy, cho¢ nie tak wydajny jak kod jezykow
kompilowanych (np. C++);

e obiektowy - zawiera klasy, wyjatki, metody, automatyczne zarzadzanie
pamigcig, dziedziczenie, cho¢ styl programowania nie jest wymuszany
I mozliwe jest rowniez programowanie strukturalne i funkcjonalne;

e dynamicznie rozwijany i wspierany, co wigcej posiada solidnie

przygotowang dokumentacje;
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e przenos$ny, co daje mozliwos¢ uruchamiania skryptu niezaleznie od platformy
systemowej — dzigki temu rdzen jezyka Python dziata tak samo na wszystkich
systemach operacyjnych;

e integrowalny — zapewnia prosta integracj¢ z komponentami napisanymi
w innych jezykach programowania, np. w C; dzigki temu mozna taczy¢ ze sobg
fragmenty kodu napisane w  rdéznych  jezykach  programowania
(co niejednokrotnie odbywatoby sie kosztem obnizenia wydajnosci kodu);

e wydajny i prosty — zostal zaopatrzony w szereg wbudowanych typow
I narzedzi, posiada dostgp do licznych bibliotek standardowych oraz bibliotek
umozliwiajgcych prace z danymi biologicznymi (Chapman i Chang 2000,
Cock, Antao i wsp. 2009);

e przejrzysty - kod sterowany jest przez wcigcia (indentacje, standardowo
cztery znaki spacji), przez co programy pisane w tym jezyku sa przejrzyste
i maja tatwa w czytaniu skladni¢, co ulatwia zewnetrznym uzytkownikom
wglad w kod;

e posiada szerokie mozliwos$ci zastosowania — od narzedzi umozliwiajacych
administrowanie systemem, poprzez skrypty internetowe (bezptatny serwer
WWW Zope) i bazy danych po biblioteki do programowania numerycznego,
przetwarzania obrazow i sztucznej inteligencji;

o jest jezykiem wysokiego poziomu — pod wzgledem sktadni i semantyki
przypomina jezyk ludzki.

Wybor jezyka programowania Python do zrealizowania projektu wigzat si¢ z faktem,
iz obecnie wigkszos¢ bibliotek naukowych 1 programow  wykorzystywanych

w bioinformatyce korzysta wtasnie z niego.

4.1.2 Biblioteki programistyczne

4121 Pygraphviz
PyGraphviz (http://networkx.lanl.gov/pygraphviz/) to biblioteka jgzyka Python,

bedgca nakladkg na pakiet Graphiviz (http://www.graphviz.org/), stuzacy do rysowania

I wizualizacji grafow. Jest ona dostgpna na otwartej licencji BSD (ang. Berkeley Software
Distribution License). Dzigki tej bibliotece mozliwe jest tworzenie, edytowanie, czytanie,

zapisywanie i1 rysowanie graféw za pomoca jezyka Python, ktory posredniczy pomiedzy
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uzytkownikiem a algorytmami pakietu Graphviz. PyGraphviz zostal uzyty w obu bazach
danych w celu tworzenia i wizualizacji graféw, bedacych graficznym odwzorowaniem
szlakow metabolicznych, zarowno naprawy DNA jak i dojrzewania i degradacji RNA. Kod

1 stanowi przyktad wykorzystania opisywanej biblioteki w bazie danych RNApathwaysDB.

Kod 1 Przyktad uzycia biblioteki PyGraphviz w bazie danych RNApathwaysDB

import pygraphviz as pgv

def createGraph(reactions list, pathway, bgcolor="#e7£3e¢9", download=False) :

path = BASE PATH + v/

pathway name = pathway.name

G=pgv.AGraph (comment = str(pathway.name), bgcolor=bgcolor, center="true", cyclic="true", \
splines="false", ordering="out", nodesep="1.0", ranksep='0.1")

for reaction in reactions list:
if reaction.step before:
node 1 = str(reaction.step before.id)
RNAState 1 = RNAState.objects.get (pk=node 1)
label = str(RNAState 1l.name)
if len(label) > 80:
labels = label.split()
new label = ""
check point, counter = float(len(labels)/2), O
for el in labels:
if counter == check point: new label = new label + el + "\r"
else:new_label = new_label + el + " "
counter += 1
else: new_label = label

try:
open(path + str(reaction.step before.picture) .replace('svg','png'))
picture 1 = path + str(reaction.step before.picture).replace('svg', ' 'png'")
except:
try:
svg = '\n'.join(open(path + str(reaction.step before.picture)) .readlines())
width, height = 1000, 300
_svgToPNG (str(reaction.step before.picture), width, height)
open(path + str(reaction.step before.picture) .replace('svg','png'))
picture 1 = path + str(reaction.step before.picture).replace('svg','png'")
except:
picture 1 = path + 'images/step pictures/no picture.png'
if not G.has node(node 1): G.add node(node 1, style="filled", color="white", \
image=picture 1, imagescale="true", \
label = new label, labelloc="t", shape="box",6\
fixedsize="true", width="7", height="3" )

else: pass

if reaction.step_after:
node 2 = str(reaction.step after.id)
RNAState 2 = RNAState.objects.get (pk=node 2)
label = str(RNAState 2.name)
if len(label) > 80:
labels = label.split()
new_label = ""
check point, counter = float(len(labels)/2), 0
for el in labels:
if counter == check point: new label = new label + el + "\r"
else: new_label = new_label + el + " "
counter += 1
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else: new label = label

try:
open(path + str(reaction.step after.picture).replace('svg','png'))
picture 2 = path + str(reaction.step after.picture).replace('svg','png')
except:
try:
svg = '\n'.join(open(path + str(reaction.step after.picture)) .readlines())
width, height = 1000, 300
_svgToPNG (str(reaction.step after.picture), width, height)
open(path + str(reaction.step after.picture).replace('svg','png'))
picture 2 = path + str(reaction.step after.picture).replace('svg', 'png')
#print '2', width, height
except:
picture 2 = path + ‘images/step pictures/no picture.png'
if not G.has node(node 2): G.add node(node 2, style="filled", color="white", \
label = new_label, labelloc="t", shape='box',\
fixedsize="true", image=picture 2,\
imagescale="true", width="7", height="3")

else: pass
if reaction.step before and reaction.step after:
if not G.has edge(node 1, node 2): G.add edge(node 1, node 2, key=str(reaction.id),\
comment=str (reaction.id),\
nojustify="true", label="\t",\

dir="forward", tailport="s",6\
headport="n")
else: pass
G.layout (prog='dot')
if download:
graph path = BASE PATH + '/images/pathway pictures/'+pathway name+' whi !
graph access name = '/images/pathway pictures/'+pathway name+' white.pnc
else:
graph _path = BASE PATH + ' /im thway pictures/'+pathway name+'.png'
graph_access name = '/images/p: ictures/'+pathway name+'.png'
G.draw(graph path)
G = G.string() .replace('strict graph (Alonso 2012)',"").replace('\n',"").split(';")

return G, graph access name

4.1.2.2  Standardowe biblioteki jezyka Python

Bogaty zasob bibliotek dostgpnych dla jezyka Python oferuje gotowe rozwigzania
typowych zadan pojawiajacych si¢ podczas rozwijania oprogramowania. Biblioteki os i sys
stuzag do komunikacji z systemem i byly uzywane np. w celu uzyskania dostgpu do bazy
danych sekwencji stworzonej w celu przeszukiwania tworzonych baz za pomoca sekwencji
z wykorzystaniem algorytmu BLAST. Poszukiwanie btedow w kodzie zostato utatwione
dzigki wykorzystaniu biblioteki pdb, ktoéra pozwala przenies¢ si¢ w dowolne miejsce
wykonywanego kodu i na biezaco sprawdzaé rezultat dziatania poszczegodlnych linii kodu.
Raportowanie btedow mozliwe byto dzigki bibliotece traceback. Operacje matematyczne,
wykonywane miedzy innymi podczas rysowania stanow DNA wystepujacych w obrebie
szlakoéw naprawy w bazie REPAIRtoire, byly mozliwe dzigki funkcjom biblioteki math.
Do poszukiwania wzoru w tek$cie stosowana byla biblioteka re, np. wykorzystano ja przy
formatowaniu i wyswietlaniu wynikow wyszukiwania za pomoca algorytmy BLAST.
Biblioteki rsvg i cairo stuzyty do przeksztatcania rysunkow w formacie SVG (ang. scalable

vector graphics) do formatu PNG, ktory byt obstugiwany przez przegladarke Internet
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Explorer. Pickle pozwalata na zapisywanie obiektow Pythona do plikow, podczas gdy urllib

umozliwiata Iaczenie si¢ z zewngtrznymi bazami danych w celu pobrania informacji odnos$nie

poszczegodlnych biatek, czgsteczek RNA czy publikacji. Tabela 2 przedstawia informacje

na temat wykorzystywanych bibliotek.

Tabela 2 Biblioteki jezyka Python wykorzystane podczas implementacji baz danych.

Biblioteka

Opis

Przyklad wykorzystanych
funkcji

sys

Pozwala na dostgp do obiektoéw i funkcji uzywanych
przez interpreter jezyka Python.

path() , exc_info()

0S

Daje mozliwo$¢ korzystania z funkcji zaleznych
od systemu operacyjnego, w tym na manipulacje
sciezkami czy czytanie danych z katalogu.

os.path(),
remove()

os.listdir(),

math

Zawiera liczne  funkcje, operacje 1 stale
matematyczne. Znajduja si¢ tu np. funkcje
trygonometryczne, funkcja przeksztalcajaca wartosci
katow ze stopni na radiany i odwrotnie, funkcja
pierwiastkujaca, stata PI i wiele innych.

sgrt()

cairo, rsvg

Pozwalaja na manipulacje obrazkami 2D, w tym
konwersj¢ pomiedzy formatami, np. z SVG do PNG.

rsvg.props(),
cairo.ImageSurface(),
cairo.Context(),
render_cairo(),
write_to_png()

re

Umozliwia obstuge wyrazen regularnych, pozwalajac
na wyszukiwanie wzorcow w tek$cie oraz
na manipulacje nimi.

findall(), finditer(), sub()

pickle

Pozwala na zapisywanie dowolnych obiektow
Pythona w pliku, i odwrotnie, do podzniejszego
odczytywania i rekreacji obiektow.

dump(), load()

urllib

Zawiera funkcje stuzace do pobierania informacji
0 danych, a takze pobierania samych danych z
Internetu na podstawie adresu URL (gtownie strony
internetowe).

urlopen()

traceback

Dostarcza standardowy interfejs shuzacy
do wydobycia, formatowania i wy$wietlania btedow
pojawiajacych si¢ w trakcie wykonywania programu.

format_exc()

datetime

Modut stuzacy do manipulacji datami,
ich wydobywania i formatowania.

datetime.now()

pdb

Pozwala na interaktywne wyszukiwanie bledow
w kodzie.

set_trace()

4123

Biblioteka Biopython

Biblioteka jezyka Python stworzona do analizy danych biologicznych jest BioPython
(Chapman i Chang 2000, Cock, Antao i wsp. 2009) (http://biopython.org). Pakiet ten zawiera:

»parsery”, czyli narzedzia ulatwiajace przetwarzanie plikow w formatach najczesciej

uzywanych przez biologow (m.in. BLAST, FASTA, Clustal), narz¢dzia utatwiajace dostep
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do serwisow internetwych (NCBI, Expasy, PDB), interfejsy do popularnych programéw
(Clustal), metody do Klasteryzacji sekwencji i wiele innych. W niniejszej pracy korzystano
glownie z pakietow Bio.Entrez oraz Bio.Medline, ktore stuzg do gczenia si¢ z bazami danych
NCBI poprzez podanie adresu WWW. Bio.Entrez umozliwia polaczenie si¢ z bazg danych,
w tym projekcie z bazg PubMed, wyszukanie interesujacych rekordow i wydobycie z nich
niezb¢dnych informacji. Bio.Medline jest parserem pozwalajagcym na wyodrebnienie
z wynikéw wyszukiwania za pomocg Bio.Entrez wszystkich informacji odno$nie pozadanej
publikacji z bazy danych PubMed w postaci stownika Pythona. Moduly te wykorzystywane
byly do wydobycia z baz danych NCBI informacji dotyczacych poszczegélnych biatek
czy czasteczek RNA. Ponadto, dzigki nim mozliwe bylo zaimplementowanie
zautomatyzowanego sposobu dodawania do baz danych publikacji na podstawie ich humeru
PMID.

4.1.3 Bazy Danych MySQL

4131 MySQL
MySQL (www.mysgl.com, (AB. 2005)) jest ogoélnodostepnym systemem zarzadzania

relacyjnymi bazami danych, rozwijanym przez firmg¢ Oracle. Jest obecnie najpopularniejszym
silnikiem relacyjnych baz danych i zarazem jednym z szybciej i wydajniej dziatajacych.
Udostepniany na otwartej licencji GPL (licencja wolnego i otwartego oprogramowania,
ang. GNU General Public License) system ten ma otwarty dostep do kodu zrodtowego i jest
wykorzystywany do tworzenia niedrogich, skutecznych i skalowalnych wbudowanych
aplikacji bazodanowych w sieci Internet. Do komunikacji z innymi programami uzywa
standardowego jezyka zapytan (SQL, Structured Query Language) wraz z wilasnymi
rozszerzeniami jego funkcji.
Gtéwne cechy systemu: :
e jest on napisany w C i C++ - co decyduje o jego wydajnosci;
e udostgpnia API dla wielu jezykow programowania: C, C++, Eiffel, Java, Perl, PHP,
Python, Ruby, Tcl;
e posiada wielowatkowosc¢, korzystajaca z watkoéw jadra, co oznacza, ze mozliwa jest praca
na maszynie wieloprocesorowej;
e dostepna jest opcjonalna obstuga transakc;ji;

e daje mozliwos$¢ ,,0sadzenia" (ang. embed) serwera MySQL w pisanej aplikacji;
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e udostepnia duzg liczbe typoéw danych w kolumnach (np. liczby, ciggi znakowe, obiekty
binarne (BLOB), date i czas, typy wyliczeniowe, zestawy);

e nauwagg zastuguje fakt, ze w MySQL mozna dang kolumne dostosowa¢ do typu danych,
ktore zamierza si¢ w niej przechowywac (np. TINYINT, a nie INT), tym samym uzyskuje
si¢ wickszg wydajno$¢ 1 mniejsze zuzycie pamigci (rowniez dyskowej);

e istnicje mozliwo$¢ definiowania niektérych typow danych jako mnarodowych
(r6zne standardy kodowania);

e posiada obstuge klauzul agregujacych i grupujacych SQL;

e udostgpnia komendy typu: SHOW (pozwala przeglada¢ informacje na temat baz, tabel
i indeksow), czy EXPLAIN (opisuje prace optymalizatora zapytan);

e posiada bardzo prosty w obstudze system zabezpieczen, w ktorym wszystkie hasta
sg szyfrowane;

e dostepne sa proste w obstudze narzgdzia administracyjne, m.in. phpMyAdmin

(za pomoca przegladarki internetowej), MySQL Workbench czy MySQL Query Browser.

Wszystkie wyzej wymienione cechy sprawily, ze system ten zostal wybrany

do projektu bazy danych dojrzewania i degradacji RNA — RNApathwaysDB.

4132  SQLite

SQLite (www.sqlite.org, (Newman 2005)) jest zarowno systemem zarzadzania bazg

danych jak i bibliotekg C, implementujacg taki system, ktora obstuguje jezyk SQL. System
ten zostal stworzony przez Richarda Hippa, a kod dostepny jest w domenie publicznej
(ang. public domain).

SQLite posiada rowniez API do innych niz C jezykdéw programowania, a mianowicie:
ActionScript, Perl, PHP, Ruby, C++, Delphi, Python, Java, Tcl, Visual Basic, platformy .NET
i wielu innych.

SQLite obstuguje migdzy innymi: zapytania zagniezdzone, widoki, klucze obce,
transakcje, wyzwalacze (czeSciowo), definiowanie wilasnych funkcji, przechowywanie baz
danych w pamigci RAM komputera, co znacznie przyspiesza dziatanie.

Wazng cechg systemu jest to, ze zawarto$¢ bazy danych przetrzymywana jest
w jednym binarnym pliku (do 2 TB), ktorego bezpieczenstwo oparte jest na zabezpieczeniach

oferowanych przez uzywany system plikow. Istnieje tez pakiet oferujacy szyfrowanie baz
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danych SQlite na biezgco. Cecha ta wptyngta na wybranie tego systemu do projektu bazy
danych napraw DNA — REPAIRtoire, ze wzgledu na potrzebe szybkiego przenoszenia
| tworzenia kopii zapasowych calej bazy danych.

Tak jak dla MySQL, dla SQLite réwniez istniejg narzgdzia do zarzadzania bazami
danych. Sa to m.in. SQLite Manager (dodatek przegladarki Mozilla Firefox), DaDaBIK
Database Interface Kreator (Open Source), czy SQLite Database Browser (narzedzie

graficzne).

4.1.4 Wzorzec projektowy Django
Przy wyborze narzedzia, ktére umozliwitoby stworzenie dynamicznych stron WWW
dla baz danych rozwijanych w niniejszym projekcie kierowano si¢ kilkoma zatozeniami:
1. narzedzie bazuje na jezyku programowania Python, ze wzglgdow opisanych
wczesniej (patrz: Rozdziat 4.1.1);
2. narzedzie jest bardzo dobrze udokumentowane oraz wspierane;
3. narzedzie rozwijane jest pod licencjg otwartego oprogramowania.

Wzorzec projektowy Django (https://www.djangoproject.com/), spetniajacy wyzej

wymienione zatozenia, dostgpny jest na licencji BSD (ang. Berkeley Software Distribution
License), liberalnej, skupionej na prawach uzytkownika. Powstat pod koniec 2003 roku jako
ewolucyjne rozwinigcie aplikacji internetowych, tworzonych przez grupg programistow
zwigzanych z Lawrence Journal-World, a jego nazwa pochodzi od imienia gitarzysty Django
Reinhardta. Oprocz sporych zasoboéw internetowych na jego temat, informacji o nim mozna
zasiegnac¢ zarowno W literaturze anglojezycznej jak i polskojezycznej. Cecha ta jest bardzo
istotna podczas rozwijania oprogramowania, gdyz daje mozliwos¢ szybkiego rozwigzywaniu
réznego typu problemoéw i niejasnosci napotkanych w trakcie projektowania i implementacji
kodu.

4.1.4.1  Architektura Django
W?zorzec projektowy Django rozni si¢ od innych tego typu narzgdzi architekturg
I ideologig dziatania. Projektujac serwisy internetowe najczesciej ma si¢ do czynienia
z budowa oparta na wzorcu Model-Widok-Kontroler (ang. Model-View-Controller) (MVC).
Django natomiast posiada architekture Model-Szablon-Widok (ang. Model-Template-View)
(MTV), ktora w warstwie prezentacji jest znacznie blizsza wzorcowi Model-Widok-Prezenter

(ang. Model-View-Presenter) (MVP). Jednakze wszystkie te podejscia taczy wspolna cecha:
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oddzielenie logiki biznesowej (model), logiki aplikacji (widok), wygladu (szablony) oraz baz
danych, co ufatwia projektowanie, implementowanie, przenoszenie i wdrazanie projektu.
Architektura ta zostanie przedstawiona ponizej (patrz: Rycina 2)
(Forcier, Bissex i wsp. 2008).

Warstwa modelu jest odpowiedzialna za wszelkie obiekty, ktore stuza
do wykonywania operacji zwigzanych z implementacjg funkcjonalnosci aplikacji. Szablon jest
cze$cig warstwy prezentacji i decyduje o sposobie wyswictlania danych: otrzymuje
on od widoku informacje, ktore dane zaprezentowac i okresla jak te dane reprezentowac.

Widok stanowi warstwe tzw. logiki aplikacji. Jest on pomostem pomiedzy modelami
i szablonami, ktory realizuje zZadania pobrania danych z modelu i wys$wietlania
ich w szablonach. Warstweg te przyrownuje si¢ do powszechni znanej warstwy kontrolera
w MVC. Réznice stanowi fakt, ze widok w Django jest odpowiedzialny jedynie za to, co ma
by¢ wyswietlane, a nie jak.

Do najistotniejszych zalet Django naleza:

e kompletny i automatycznie generowany panel administracyjny, z mozliwoscia
dalszego dostosowywania jego wygladu i funkcjonalnosci;

e funkcjonalny, lecz nieskomplikowany system szablondéw, czytelny zar6wno
dla grafikow jak i dla programistow;

e zoptymalizowana wydajnosci dzialania;

e Dbardzo przydatny i prosty w uruchomieniu serwer testowania aplikacji;

e zasada DRY (ang. Don’t Repeat Yourself), czyli ,nie powtarzaj si¢”
w odniesieniu do tworzenia kodu aplikacji;

e zasada KISS (ang. Keep It Simple, Stupid), czyli dazenie do tworzenia
rozwigzan, ktore sg proste, przejrzyste i zrozumiale;

e mapowanie obiektowo-relacyjne (ang. Object-Relational Mapping, ORM)
wysokiego poziomu, pozwalajace na tatwe i bezpieczne operowanie na bazach
danych bez koniecznosci znajomosci sktadni jezyka baz danych SQL;

e obstuga nastgpujacych bazy danych: PostgreSQL, MySQL, SQLite

oraz Oracle.
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PROJEKT

Mapowanie
adreséw URL

Baza danych System plikow

Rycina 2 Architektura typu Model-Szablon-Widok wykorzystywana w Django.

4.1.4.2  Projekt struktury baz

W trakcie pracy zaprojektowano dla powstajacych baz danych ogdlng architekture,
ktora nastgpnie do kazdej bazy zostata odpowiednio dostosowana. Baza danych REPAIRtoire
zawiera 26 tabel (nie wliczajac standardowych tabel Django, dost¢pnych od razu po instalacji,
ktorych jest 7), natomiast baza danych RNApathwaysDB sktada si¢ z 17 tabel.

Rycina 3 przedstawia schematy obu baz danych.
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Jak wcze$niej wspomniano, ze wzgledu na rdézng tematyke podejmowana przez
powstale bazy danych, poza wspdlnym szkieletem, ktéry moze by¢ wykorzystany
we wszystkich bazach opisujacych metabolizm kwaséw nukleinowych, w obu bazach
wystepuja tabele charakterystyczne tylko dla danego tematu. Spis wszystkich tabel, ktore

zostaly zaimplementowane w obu bazach danych przedstawia Tabela 3.

Tabela 3 Tabele zaimplementowane w obu stworzonych bazach danych (wylaczajac standardowe tabele
Django).

Wspélne dla obu baz danych Wystepujace tylko w Wystepujace tylko w
REPAIRtoire RNApathwaysDB
Pathway RepairActivity, DNAState, | Reaction, RNAState
ProcessedDamages

 Species | [ |

EnzymaticComplex RNAtype |

Keyword
Paper
UserComments

ActivationKey

SceneProtein,
RepairScene

Damage, DamageEffect,
DamageSource

repairtoireTerm

ProteinPicture,
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4.1.4.3 Implementacja bazy danych (models)

Django narzuca ustrukturyzowang forme projektu, ktory sklada sie z aplikacji
bedacych poszczegdlnymi czesSciami sktadowymi catoSci — modutami projektu. Kazda
aplikacja opisuje pojedynczy zbidr logicznie ze sobg zwigzanych elementow sktadowych,
jednakze nie narzuca sposobu organizacji tych elementow. Metoda podziatu elementow
na aplikacje uzalezniona jest od tworcy, ktory dobiera ja w sposob najlepiej pasujgcy
do rozwigzywanego problemu. Kazda aplikacja sktada si¢ z systemu plikow, ktore
odpowiadaja wcze$niej wymienionym sktadowym architektury Django: modelom (pliki
models.py), widokom (pliki views.py) i szablonom (pliki .html oraz urls.py). Kod niezb¢dny
do implementacji wszystkich tych elementéw jest zatem rozdzielony, dzigki czemu cala
struktura staje si¢ przejrzysta i uporzagdkowana.

Dzigki systemowi ORM, czyli mapowaniu obiektowo-relacyjnemu, wszystkie tabele
w bazie danych zostaly opisane za pomocg osobnych, wczesniej wymienionych plikow
models.py. Models.py zawieraja opisy tabel bazy danych reprezentowanych przez klasy
w jezyku Python, czyli modele. Modele okreslaja w czytelny sposéb strukturg tabel oraz
relacje pomiedzy nimi. Na ich podstawie Django automatycznie generuje zapytania SQL.
Te ostatnie dotycza migdzy innymi tworzenia samych tabel, ich edycji oraz pobierania
danych. W wielu sytuacjach nie trzeba zatem w ogole uzywac¢ jezyka SQL, co zapewnia
lepsza kompatybilno$¢ kodu (obstuge wielu systeméw bazodanowych) i sprzyja zachowaniu
wczesniej wymienionej zasady DRY. Ponadto system ORM stanowi wygodny mechanizm
obstugi samych danych na poziomie poszczegdlnych wierszy 1 tabel, z mozliwo$cig
definiowania wlasnych metod dla obiektow.

W niniejszej pracy zaimplementowano modele dla:

e 13 aplikacji w projekcie REPAIRtoire;

e 10 aplikacji w projekcie RNApathwaysDB,
ktore majg swoje odzwierciedlenie w bazach danych (patrz: Rycina 3). Tabela 4 przedstawia
zestawienie aplikacji stworzonych baz danych wraz z wyrdznieniem klas, opisujacych

poszczegoblne tabele baz.
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Tabela 4 Zestawienie aplikacji REPAIRtoire oraz RNApathwaysDB.

Nazwa aplikacji

Baza danych, w
ktorej aplikacja

Funkcje

wystepuje
pathways REPAIRtoire, Obiekty tej klasy reprezentuja szlaki metaboliczne:
RNApathwaysDB  |naprawy DNA, dojrzewania czy degradacji RNA. Szlak
sktada si¢ z aktywnos$ci (rowniez bedacych obiektami tej
klasy), ktore reprezentuja zdarzenie i same skladaja sie
ze standw (stan przed i po aktywnosci, ktory takze jest
obiektem tej klasy).
species REPAIRtoire, Obiekty tej klasy reprezentuja organizmy, dla ktorych
RNApathwaysDB przedstawiane sa informacje. Organizm polaczony jest
ze wszystkimi tabelami w bazach danych: od bialek
po aktywnosci czy szlaki.
proteins REPAIRtoire, Obiekty przechowuja dane o Dbiatkach i genach
RNApathwaysDB | je kodujacych.
rna_molecules REPAIRtoire, Obiekty przechowuja dane o czasteczkach RNA i genach je
RNApathwaysDB | kodujacych.
enzyme_complexes |REPAIRtoire, Obiekty przechowuja dane 0 kompleksach
RNApathwaysDB | enzymatycznych, ich budowie i sktadzie
podjednostkowym.
structures REPAIRtoire, Obiekty przechowuja dane o strukturach PDB powigzanych
RNApathwaysDB z czasteczkami zebranymi w obu bazach danych.
keywords REPAIRtoire, Obiekty przechowuja dane o stowie kluczowym, jego
RNApathwaysDB  |nazwe i opis. Stowa kluczowe przypisane sg do wszystkich
rekordow wystepujacych w bazach danych.
papers REPAIRtoire, Obiekty  przechowuja informacje o0  publikacjach
RNApathwaysDB | przypisanych do danego rekordu w bazie danych.
user_comments REPAIRtoire, Obiekty przechowuja dane 0 komentarzach
RNApathwaysDB  |pozostawionych przez uzytkownikow baz danych.
Komentarze przypisane sg do wszystkich rekordow.
login REPAIRtoire, Obiekty tej klasy pozwalaja na tworzenie konta
RNApathwaysDB uzytkownika i logowanie si¢ do bazy danych.
repair_scenes REPAIRtoire Obiekty przechowuja informacj¢ o rysunkach opisujacych
poszczegblne stany naprawy DNA. Obiekt ten wystepuje
jedynie w bazie danych REPAIRtoire, ze wzgledu na to, ze
w bazie RNApathwaysDB zostato uzyte inne rozwigzanie
rysowania stanow poszczegolnych aktywnosci dojrzewania
i degradacji RNA.
damages REPAIRtoire Obiekty tej klasy zawieraja dane dotyczace uszkodzen
DNA, tacznie z ich zrodtem, ktore jest osobnym obiektem,
jak i efektem jaki wywolujg. Efekt jest takze obiektem tej
klasy.
repairtoire_terms REPAIRtoire Obiekty tej klasy =zawieraja informacje¢ odno$nie

terminologii pozwalajacej na stworzenie w przysziosci
systemu ontologii do opisu zdarzen naprawy DNA.
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Przyktadem aplikacji w Django moze by¢ aplikacja proteins (biatka). Aplikacja ta jest
wspoélna dla obu baz danych i definiuje nastepujace klasy: Protein, ProteinFamily, Gene.
Protein przechowuje informacje o biatkach: ich nazewnictwie (W tym: nazwa zwyczajowa,
skroty, nazwy alternatywne), aktywnoS$ciach, lokalizacji komorkowej, strukturach,
odnosnikach do innych baz danych czy do pismiennictwa na ich temat. Klasa ProteinFamily
to dane dotyczgce rodzin biatkowych, a Gene zbiera informacje o genach kodujgcych dane
biatka. Wszystkie klasy sa ze sobg powigzane odpowiednimi relacjami: Protein
z ProteinFamily relacjg typu wiele do wielu (ang. many to many), Protein z Gene relacja typu
wiele do jednego (ang. many to one), gdyz biatka mogg naleze¢ do kilku rodzin, a jeden gen
moze kodowac¢ kilka rodzajow bialek. Wszystkie te klasy koduja odpowiednie tabele w bazie
danych. Kod 2 jest przyktadem zapisu klasy jezyka Python odzwierciedlajacej tabele w bazie

danych. Poszczegoblne atrybuty klasy odpowiadajg kolumnom w tabeli.
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Kod 2 Klasa jezyka Python odzwierciedlajaca tabele Protein w bazie danych RNApathwaysDB. Poszczegblne
wiersze opisuja kolumny, ktére pojawia si¢ w tabeli.

from django.db import models

from rnb.species.models import Species

from rnb.papers.models import Paper

from rnb.keywords.models import Keyword

from rnb.structures.models import PdbStructure, HomologyModel

class Protein(models.Model) :

name = models.CharField(max length=100)

ncbi_gi_numbers = models.TextField(blank=True, help text = 'GI numbers separated with
commas') # ncbi gi numbers = GI number! -> NCBI ids

uniprot = models.CharField(max length=12, blank=True)

scop = models.CharField(max length=500, help text = 'SCOP ids seperated with
commas / max lenght=500', blank=True) # scop ids

cath = models.CharField(max length=500, help text = 'CATH ids seperated with
commas / max lenght=500', blank=True) # cath ids

pfam = models.CharField(max length=500, help text = 'Pfam ids seperated with
commas / max lenght=500', blank=True) # pfam id

interpro = models.CharField(max length=500, help text = 'InterPro ids seperated
with commas / max lenght=500', blank=True) # interpro id

brenda = models.CharField(max length=12, blank=True)

kegg = models.CharField(max length=14, blank=True)

alternative names = models.CharField(max length=200, blank=True)

abbreviations = models.CharField(max length=300, blank=True)

interacting proteins = models.ManyToManyField("self", related name='interacting protein',
symmetrical=True, null=True, blank=True)

species = models.ForeignKey(Species, null=True, blank=True)

protein family models.ManyToManyField (ProteinFamily, null=True, blank=True)

structures = models.ManyToManyField (PdbStructure, null=True, blank=True)
homology models = models.ManyToManyField (HomologyModel, null=True, blank=True)
publications = models.ManyToManyField (Paper, null=True, blank=True,

help text="test'")
protein_sequence

models.TextField (blank=True)

gene = models.ForeignKey(Gene, null=True, blank=True)
description = models.TextField(blank=True)

internal comments = models.TextField(blank=True)

last_mod = models.DateTimeField(auto_now=True)

keywords = models.ManyToManyField (Keyword, null=True, blank=True)

def family (self):
return list(self.protein family.all())
_ family .short description = "family"

def unicode (self):
if self.name:
descript = unicode(self.name)

else:
descript = 'Unnamed protein'
if self.species:
descript = '"%s (%s)' % (descript, self.species)

return descript

4144  Mapowanie adresow URL (urls)
Po stworzeniu bazy danych niezbedne jest opracowanie sposobu wyswietlania tych
danych na stronach WWW. Django oferuje gotowe rozwiagzanie w postaci widokow, ktore
stanowig pomost pomi¢dzy modelami a szablonami. Decyduja one o tym, CO ma by¢

wyswietlane, ale nie jak. Jednakze by mdc wywota¢ konkretny szablon poprzez funkcje
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widoku, ktéra jest kontrolerem, niezbedny jest mechanizm obstugi zadania-odpowiedzi
protokolu HTTP. Django oferuje prosty mechanizm odwzorowania opartych na wyrazeniach
regularnych schematow adreséw URL na metody widoku, ktére taczg adres URL zgdania
| wygenerowang odpowiedz. System ten pozwala takze na generowanie adreséw URL
na podstawie nazw i parametréw, co pozwala catkowicie rozdzieli¢ je od funkcji i szablonow.
Odwzorowania te sg przechowywane w specjalnych plikach urls.py (pliki URLconf, ang. URL
configuration) (Forcier, Bissex i wsp. 2008). Plik urls.py okresla, ktory widok zostanie
wywotany dla wskazanego adresu URL. Kod 3 pokazuje przyktad zakodowania za pomoca
pliku urls.py reakcji serwera na wywotlanie adresu

http://genesilico.pl/rnapathwaysdb/proteins/. Adres ten powoduje uruchomienie funkcji

protein_list z pliku views.py aplikacji Proteins, ktora decyduje o tym co zostanie wyswietlone
pod tym adresem URL.
Kod 3 Kod wywotujacy reakcje aplikacji po odwiedzeniu adresu ,,http://genesilico.pl/rnapathwaysdb/proteins/”.

Dzieki niemu nastgpuje wywotanie funkcji widoku protein_list, wyswietlajacej tabele ze wszystkimi biatkami
w bazie danych RNApathwaysDB.

Plik urls.py w katalogu glownym, ktory definiuje ogdélne zasady reakcji serwera na
wywolanie poszczegolnych adresow URL.

from django.conf.urls.defaults import *
from settings import URL BASE

urlpatterns = patterns('',
(r'”'"+URL BASE+'proteins/', include('rnb.proteins.urls')),

)

Plik urls.py w katalogu aplikacji Proteins, ktory definiuje szczegétowe zasady reakcji
serwera na wywolanie poszczegdlnych adresow URL.

from django.conf.urls.defaults import *
from rnb.proteins.models import Protein

urlpatterns = patterns('',
(r'*$', 'rnb.proteins.views.protein list'),

)

Pliki urls.py przechowuja réwniez informacje na temat generowania adresow URL.
Reguty te musza by¢ unikalne dla kazdego przypadku i musza jednoznacznie klasyfikowaé
dany adres URL. Zapewniaja to poprawnie skonstruowane, udostepnione przez jezyk Python,
wyrazenia regularne zapisane w postaci r'“proteins/ (?P<id>\d+)/$'. Pierwsza
czg$¢ wpisu to wyrazenie regularne (zaczynajace si¢ od przedrostka 'r'), ktére w tym

przypadku interpretuje wszystkie adresy URL zaczynajace si¢ od stowa ,, proteins/”. Dalsza
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cze$¢ adresu, pasujaca do wzorca (dowolny ciag liczbowy, sktadajacy si¢ z przynajmniej
jednej cyfry) jest przypisywana do zmiennej ,,id”, ktora automatycznie przekazana zostaje

do odpowiedniej funkcji widoku.

4145  Implementacja widokow (views)

Widoki (kontrolery) stanowig podstawe kazdej aplikacji Django, poniewaz
odpowiadaja one za niemal cata logike aplikacji. Widoki sa standardowymi funkcjami jezyka
Python, ktorych jedynym zadaniem jest pobieranic obiektu zgdania i zwracanie obiektu
odpowiedzi lub zglaszanie wyjatku. Takie podejscie sprzyja bezposrednio realizacji zasady
KISS. Widoki sg odpowiedzialne za przydzial funkcji po wywolaniu adresu URL
I jednoczesnie przekazanie ewentualnych danych do szablonéow. Metody obstugujace widoki
zapisywane sg W plikach views.py (Forcier, Bissex i wsp. 2008). Kod 4 pokazuje przyktadowa
funkcje kontrolera, ktora przesyta do szablonu proteins_list.html zbior wszystkich biatek
znajdujacych si¢ w bazie danych.

Kod 4 Kod kontrolera, ktory pozwala na pozyskanie z bazy danych RNApathwaysDB informacji odno$nie
wszystkich biatek bazy i przesytajacy ja do szablonu proteins_list.html.

from django.shortcuts import render to response

from django.template import RequestContext

from rnb.proteins.models import Protein

from rnb.pathways.models import Reaction

def protein list(request):

try:
if request.POST['extended'] == 'extended': extended = True
else: extended = False
except KeyError:
extended = False

try:

proteins = Protein.objects.all().order by('name')
except KeyError:

proteins = Protein.objects.all().order by('id")

proteins = list (proteins)
proteins_and reactions = []

for protein in proteins:
if protein.ncbi_gi numbers:
gl numbers = protein.ncbi gi numbers.split(',")
else:
gi_numbers = []

proteins and reactions.append (

: protein,
'reactions' : Reaction.objects.filter(involved proteins=protein),
'gi numbers' : gi_ numbers,
b
return render to response (
'proteins/protein list.html',
{
'object list' : proteins_and reactions,
'extended' : extended,},
context instance=RequestContext (request), )
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4146 Implementacja szablonow (templates)

Ostatnim elementem opisanej struktury sg szablony sluzace do wyswietlania
koncowych wynikow. Zbudowano je wedlug uproszczonego schematu. Dzigki temu cata
struktura jest zrozumiata zarowno dla projektantow jak i grafikdbw oraz innych oséb
standardowo niezajmujacych si¢ programowaniem (zasada KISS). Jednoczesnie obstuguje
ona system dziedziczenia przypominajacy dziedziczenie klas, co minimalizuje powtorzenia
kodu HTML i pomaga zastosowac si¢ do wskazowki wyrazonej akronimem DRY. Szablony
sa niezaleznymi plikami tekstowymi, zawierajacymi niezmienng tre$¢ statyczng (np. kod
HTML) oraz dynamiczne znaczniki okreslajace m. in. operacje logiczne, petle i sposob
wyswietlania danych. Wybor szablonu zastosowanego do utworzenia strony jest
podejmowany w funkcji widoku lub w jej argumentach. J¢zyk szablonow Django zostat
zaprojektowany z mys$la o projektantach wygladu strony, ktorzy nie muszg byé
programistami. Z tego wzglgdu wraz z odseparowaniem logiki od prezentacji jezyk
znacznikOw nie zostat zagniezdzony w jezyku Python. Mimo to projektanci moga korzysta¢
z licznych znacznikow i filtrow, aby stosowaé bardziej zaawansowane konstrukcje,
wykorzystywane do tworzenia kodu HTML (Forcier, Bissex i wsp. 2008). System szablonow
moze takze wspolpracowaé, poza kodem HTML, z innymi typami danych tekstowych, jak:
e-mail, pliki CSV czy dzienniki zdarzen. Pliki szablondéw moga mie¢ nadawane dowolne
nazwy, ale zawsze konczg si¢ rozszerzeniem html.

Weczesniej wymieniony plik proteins_list.html to szablon HTML opisujacy wyglad
strony WWW. Wykorzystuje jezyk szablonowy z prostymi poleceniami logicznymi.

Kod 5 stanowi przyktad szablonu, ktory decyduje o tym, w jaki sposob wyswietlana
bedzie lista biatek znajdujacych si¢ w bazie danych. Natomiast Rycina 4 przedstawia wynik

dziatania tego kodu.
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Kod 5 Fragment kodu szablonu proteins_list.html, ktory wy$wietla na stronie WWW liste wszystkich biatek
z bazy danych RNApathwaysDB

(Kushner)
(Milanowska, Mikolajczak i wsp.)
<table style="width:100%">
<tr>
<td>
<h2>
<img src="(Milanowska, Mikolajczak i wsp.) }images/proteins.png" alt=""
style="border:0px; height:50px;">
Proteins</h2>
</td>
<td style="text-align:right;">
<form action="{{MEDIA URL}}add/protein/False">
<button type="submit" value="Add protein" ><b>Add protein</b></button>
</form>
</td>
</tr>
</table>
{% if object list%}
<i>Click on a column name to sort.</i>
<center>
<table class="sortable">
<thead>
<tr>
<th><b>Protein name</b></th>
<th><b>Alternative names</b></th>
<th><b>Abbreviations</b></th>
<th><b>Species</b></th>
<th><b>GI numbers</b></th>
<th><pb>Uniprot</b></th>
{%1if extended%}
<th><b>Involved in reactions</b></th>
<th><b>Families</b></th>
<td class="results" align="center"><b>Solved structures</b></td>
{%endif%}
</tr>
</thead>
<tbody>
{%for protein in object_ list%}
{%ifequal protein.protein.species.name 'Arabidopsis thaliana'%}
{%else%}
<tr>
<td>
(Milanowska, Mikolajczak i wsp.)
<a href="(Milanowska, Mikolajczak i wsp.)">{{protein.protein.name}}</a>
{%else%}
<a href="(Milanowska, Mikolajczak i wsp.)"> Unnamed protein </a>
{%endif%}
</td>

(...)
<td>
{%for structure in protein.protein.structures.all%}
<a href="{%url structures.views.detail structure.id%}">{{structure}}</a><br/>
{%endfor%}
</td>
{%endif%}
</tr>
{%endifequal%}
{%endfor %}
</tbody>
</table>
</center><br />
{% endif %}
{% endblock %}
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“% Proteins

| | Show extended view

Click on a column name to sort.

DNA strand transfer protein
e beta, STP-beta, KAR(-)- KEM1, DST2, RARS, SEP1,  Saccharomyces 125342

53" exoribonuclease o ponding mutation protein, SKI1, XRN1, G1645 cerevisiae 6321265 22147

Strand exchange protein 1
13 kDa Small nuclear

ribonucleoprotein-  ribonucleoprotein-associated SNU13, YELOZ6W Saocoe'm’.ge“w 232;23339
associated protein protein 1

182 kDa tankyrase-1- 110556636

binding protein Homo sapiens ;9556635 202

NIN1-binding protein, Pre-

205-pre-rRNA D-site Saccharomyces 6324630

rRNA-processing NOB1, YOR0S6C, YOR29-07 o Q08444
endonuclease NOBL e et W cerevisiae 296148057
405 ribosomal protein $33, Y527, RPS28B, RPS33B, Saccharomyces 6323294  pocovo
528-B YLR264W, L8479.5 cerevisiae 296146797
110624787
5'-3' exoribonuclease  Strand-exchange protein 1 110624786
1 homoiog XRN1, SEP1 Homo sapiens 110624792 QBIZH2
110624791
5'-3' exoribonuclease  Ribonucleic acid-trafficking  RATL, HKEL, TAP1, YOR048C, Saccharomyces 6324622 oo, q,
2 protein 1, p116 %RN2 cerevisiae 296148052
148277046
Angiogenin Ribonuclease 5 ANG, RNASES Homo sapiens 237173180 po3950
207113179
259906018
259906017

Rycina 4 Zrzut ekranu pokazujacy wynik dziatania kodu protein_list.ntml.
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4.2 Bazy danych wykorzystane podczas zbierania danych

Tabela 5 Bazy danych wykorzystane podczas zbierania danych.

Baza

danych Adres WWW Zrédlo Opis
NCBI http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ (Sayers, Szereg baz danych zwigzanych
Barrett Z biotechnologia i biomedycyna.
i wsp.
2011)
UniProt http://www.uniprot.org/ (UniProt Baza danych sekwencji biatkowych
2012) (The Universal Protein Resource).
PFAM http://pfam.sanger.ac.uk/ (Punta, Zbiér przyrownan wielu sekwencji
Coggill i profili HMM (ang. hidden Markov
I wsp. model) reprezentujacych rodziny
2012) bialek badZ domeny.
InterPro http://www.ebi.ac.uk/interpro/ (Hunter, Baza danych biatek pogrupowanych
Jones w rodziny, z informacjg o domenach
i wsp. i miejscach aktywnych.
2012)
PDB http://www.pdb.org (Rose, Baza danych struktur przestrzennych
Beran (ang. Protein Data Bank), w ktorej
i wsp. gromadzone sg
2011) wspotrzedne przestrzenne struktur
bialek, kwasow  nukleinowych,
a takze ich kompleksow.
(Scheer,
BRENDA | http://www.brenda-enzymes.org _Grote Najobszerniejsza kolekcja informaciji
I wsp. 0 enzymach.
2011)
KEGG http://www.genome.jp/keqq/ (Kanghlsa, Encyklopedia genéw i genomow
Araki ;
i wsp. (Kyoto Encyclopedia of Genes and
2008) Genomes)
(Matthews,
Reactome | http://www.reactome.org/ _Gopinath Baza qanyCh SZl,akéw i re akeji
i wsp. metabolicznych, gtoéwnie ludzkich.
2009)
CATH http://www.cathdb.info/ (Cuff, Potautomatyczna, hierarchiczna
Sillitoe klasyfikacja domen biatkowych.
i wsp.
2011)
SCOP http://scop.mrc- (Andreeva, | Strukturalna klasyfikacja domen
Imb.cam.ac.uk/scop/ Howorth biatkowych (ang. Structural
i wsp. Classification of Proteins) bazujaca
2008) na podobienstwie  strukturalnym
i sekwencyjnym.
(Burge,
RFAM http://rfam.sanger.ac.uk/ Daub i wsp. | Baza danych rodzin RNA.
2013)
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4.3  Wtyczki wykorzystane w bazach danych

Tabela 6 Wtyczki wykorzystane w bazach danych.

Wtyczka Adres WWW Zrédlo Opis
JmolAppl | http://jmol.sourceforge.net/ (Herraez | Jmol to przegladarka struktur
et 2006) przestrzennych napisana w jezyku
Java, oparta na licencji wolnego
oprogramowania. JmolApplet to
wtyczka Jmola wykorzystywana
w przegladarkach internetowych
do wizualizacji struktur
przestrzennych.  Wykorzystana
zostala np. do wizualizacji
struktur tréjwymiarowych
uszkodzen w DNA.
VARNA | http://varna.lri.fr/ (Darty, VARNA to wtyczka napisana
Denise Wjezyku  Java  dedykowana
I wsp. rysowaniu struktur
2009) drugorzedowych RNA. Wtyczka
ta shluzy rowniez wizualizacji
struktury drugorzedowej RNA na
stronach internetowych.
MarvinSk | http://www.chemaxon.com/prod | (ChemA | MarvinSketch to zaawansowany
etch ucts/marvin/ xon edytor chemiczny do rysowania
2013) struktur chemicznych czy reakcji.

Zostat wykorzystany do
narysowania struktur uszkodzen
wystepujacych w DNA.
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5 Wyniki

5.1 Ogolna charakterystyka stworzonych baz danych.
Bazy danych REPAIRtoire i RNApathwaysDB opierajg si¢ na wspolnym schemacie

architektury, ktory zostal zaprojektowany przez autorke niniejszej rozprawy i opisany
w Rodziale 4.1.4 (patrz Podrodziaty: 4.1.4.2, 4.1.4.3, 4144, 4145, 4.1.4.6). Pierwsza
warstwe catego projektu stanowig recznie przygotowane dane, ktore zostaly zebrane
z dostgpnych publikacji 1 internetowych zrodet danych, a nastgpnie opracowane:
uporzadkowane 1 usystematyzowane. Wszystkie informacje zostaly przygotowane w sposdb
pozwalajacy na ich pozniejsze umieszczenie w bazach danych. Proces katalogowania danych
byt nakierowany na jak najpetniejsze zebranie dostgpnych wiadomosci i odtworzenie szlakow
dojrzewania i degradacji RNA oraz naprawy DNA zgodnie z najnowsza wiedzg. W miejscach
spornych, ktore pojawily si¢ w trakcie odtwarzania szlakow, jak np. w szlaku degradacji
MRNA zawierajacych przedwczesny kodon STOP (PTC, ang. premature termination codon)
— NMD (ang. Nonsense-mediated decay), w ktorym nieznany jest w pelni mechanizm
dziatania biatka SMG6 i rézne publikacje podaja sprzeczne informacje, wszystkie mozliwe
wersje zostaly zebrane, przeanalizowane, mozliwie ze sobg uzgodnione i nastgpnie
przedstawione w postaci najbardziej prawdopodobnego scenariusza.

Druga warstwe stanowi w obu projektach baza danych, ktora zostata uzupelniona
zebranymi danymi. Proces uzupeiliania baz danymi w wigkszo$ci przeprowadzany byt
recznie, jednakze czg$¢ danych zostata w bazach umieszczona automatycznie, ale wciaz na
podstawie opracowanych wczesniej manualnie informacji.

Trzecig warstwe stanowi serwer napisany w jezyku Python, ktory stanowi polaczenie
pomiedzy danymi umieszczonymi w bazach a uzytkownikiem. Dzigki serwerowi wszystkie
dane wyswietlane sg w czwartej warstwie, czyli na stronach WWW, ktore rozpowszechniaja
oba projekty i opracowane w nich informacje szerokiemu gronu naukowemu na calym
swiecie.

Rycina 5 przedstawia model opisanych powyzej czterech warstw, na ktérym opierajg
si¢ obie bazy danych: REPAIRtoire oraz RNApathwaysDB.
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Strona

Serwer
(Python)

Baza danych MySQL

Recznie przygotowane dane

Rycina 5 Model czterowarstwowego uporzadkowania danych w bazach danych REPAIRtoire
i RNApathwaysDB umozliwiajacy tatwa aktualizacje baz, ze wzgledu na ich ustrukturyzowany system.

5.2 REPAIRtoire - baza danych szlakéw naprawy DNA

5.2.1 Ogoélna charakterystyka bazy danych REPAIRtoire

Baza danych REPAIRtoire jest internetowym zrodtem informacji o szlakach naprawy
DNA, w obecnej wersji dane zgromadzono dla cztowieka i dwoch organizméw modelowych:
drozdzy piekarniczych i pateczki okreznicy. Baza ta zawiera nie tylko informacje dotyczace
samych szlakow naprawy, bialek i kompleksow enzymatycznych bioragcych w nich udzial,
publikacji 1 zewnetrznych referencji, ale takze informacje te systematyzuje, organizuje
i przedstawia w przystepny sposob. Zrodto to udostepnia takze dane o powigzaniu ludzkich
chorob z mutacjami w genach odpowiedzialnych za stabilno$¢ i integralnos¢ DNA, jak
I informacje o toksycznych i mutagennych czynnikach wywotujacych uszkodzenia w kwasie

deoksyrybonukleinowym.
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5.2.2 Zawarto$¢ bazy

Bazujac na wyczerpujacym przeszukiwaniu literatury zebrane zostaly nast¢pujace

zestawy danych:

lista uszkodzen DNA powigzana ze Srodowiskowymi czynnikami
cytotoksycznymi i mutagennymi;

szlaki naprawy, obej$cia uszkodzenia, tolerancji uszkodzenia i systemy
sygnalizacji uszkodzen DNA, zawierajace struktury uszkodzonego DNA
i produktow posrednich procesdw naprawczych powigzanych z reakcjami
katalizowanymi przez enzymy;

biatka zaangazowane w wyzej wymienione procesy;

informacje o chorobach zwigzanych z defektami biatek naprawczych.

Wszystkie wymienione zestawy danych zostaly przygotowane re¢cznie i potgczone

z odpowiednimi referencjami do opublikowanych raportéw doswiadczalnych badz

zewnetrznych baz danych. Tabela 7 przedstawia spis typéw danych oraz ich liczby w bazie.

Tabela 7 REPAIRtoire w liczbach

Aplikacja Typ danych Liczba rekordow w bazie

Uszkodzenia 87
Zrédta uszkodzen 55
Uszkodzenia Efekty uszkodzen 21
Biatka 301

Geny 301
Biatka Choroby 41
Kompleksy Kompleksy enzymatyczne 12
Szlaki 24

Stany DNA 255

Szlaki Aktywno$ci naprawy 284

Publikacje Publikacje 3819
Stowa kluczowe Stowa kluczowe 23
Struktury Struktury 79
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5.2.3 Struktura bazy danych i dostep

REPAIRtoire to relacyjna baza danych, ktora lgczy wczesniej wymienione zestawy
danych. Dostepne sga one poprzez pi¢¢ pozycji menu: “DNA DAMAGE” (uszkodzenia DNA),
“PATHWAYS”  (szlaki), = “PROTEINS”  (bialka), = “DISEASES”  (choroby)
I “PUBLICATIONS” (publikacje) (Rycina 6). Kazde pozycja menu daje dostep do osobnych
podstron zawierajacych odpowiednie zestawy danych (patrz: Podrozdziaty 5.2.3.1, 5.2.3.2,
5.2.3.3,5.2.3.4,5.2.3.5,5.2.3.6)

ﬁ Proteins Add protein family(s)
Add gene(s)

 Show extended view
oply

Qick on @ wlumn name to sort.

ALKBH2

doxyge\aﬂe alks h’:]ndng 2 [Homo Homo sapiens 48717226 Q6NS38

bha-kmte-dcelﬂent
ALKBH3 dioxygenase alkB homolog 3 [Homo Homo sapiens 21040275 Q96Q83

sakeny  proteins

Pathways

Keywords Publications

® DNA N-glywsylase
® DNA N-glyasylase/AP-lyasq
® DNA damp
® DNA damage tolerance patt]
® DNA ligase
® DNA polymerase
* MMR-CS

* V(D)
® base exasion repair (BER) =
® cell oyde checkpoint antrol Diseases
 direct reversal repair (DRR)!
® double-strand break (DSB)
® global genome repair NER (§

© homologous recombination
® long path BER (LP-BER)
® mismal

© mismatch repair (MMR)

TITTITITII
PITTTTTTITT
* :
i Add disease(s)
Diseases = DNA Damage Add dam
Click on 3 awlumn name to sort. e sonroa(s)
- - __ Show extended view
ATAXIA-OCULOMOTOR APRAXIA 1 208920 APTX (Homo sapiens)
ATAXIA-TELANGIECTASIA 208900 ATM (Homo sapiens)
ATAXIA-TELANGIECTASIA-LIKE DISORDER;  ¢4301 MRELL e R
ATLD
A’:E(gom° #aplens) 1,N2-etheno-2'-deoxy guanosine-5-monophosphate 1,N2-ethenoG
BALLER-GEROLD SYNDROME; BGS 218600 g‘;‘é"s‘“ 1,N6-etheno-2'-deoxyadenosine-5'-monophosphate 1,N6-ethenoA
BLOOM SYNDROME; BLM 210900 BLM (Homo sapiens) . “*‘"Y"z"":?"“"m’i‘&? "":"“9""”"“ leA
CHEK2 (CHK2) (Homo sty ek
Sapi i 2 5’ 1hpaA
BREAST CANCER 114480 H00031 BRCA1 (Homo sapiens) x-memyl-z:-deoxyadems@e—s'-monnohosphaa 1mA

Rycina 6 Schematyczne przedstawienie struktury bazy danych REPAIRtoire.

Rysunek przygotowano na podstawie publikacji (Milanowska, Krwawicz i wsp. 2011) - oryginat rysunku
autorstwa dr Joanny Krwawicz.

5.2.3.1  Uszkodzenia
Zebrano 87 roéznych typow uszkodzen DNA. Wiele z nich nie reprezentuje
konkretnych struktur chemicznych, lecz szerzej rozumiane rodzaje struktur powodujacych

uszkodzenia, takie jak: pojedynczoniciowe pgkniecia czy niezalezna od sekwencji utrata
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zasady. 60 zwigzkow chemicznych wywotujacych uszkodzenia DNA zostalo potaczonych
Z odpowiednimi typami uszkodzen. Wsrod wszystkich typoéw uszkodzen, 36 zostato
potaczonych z pojedynczg strukturg molekularng, przyktadem tu mogg by¢ mutacje punktowe
czy modyfikacje reszt nukleotydow takie jak 1-hydroksypropylo-adenina. Kazdy typ
uszkodzenia jest opisany na osobnej podstronie, zawierajacej informacje o potencjalnym
zrodle uszkodzenia, (Np. tworzenie si¢ spontaniczne lub wystgpowanie jako stan posredni
w procesie naprawy), biatkach rozpoznajacych jego obecno$é, stowach kluczowych
opisujacych dany typ, ktore w przysztosci beda mogly postuzy¢ do stworzenia systemu
ontologii, a takze odno$niki do oryginalnych publikacji. Dla 36 typéw uszkodzen, ktore maja
unikalne struktury chemiczne, REPAIRtoire udostepnia struktury pierwszorzedowe W postaci
kodow SMILES, struktury drugorzedowe i trzeciorzgdowe z uzyciem aplikacji JMol

I umozliwia $ciaggni¢cie koordynatow przestrzennych atoméw w formacie .mol.

5.2.3.2  Szlaki naprawy DNA

W bazie zaprezentowanych zostalo 8 opisanych powyzej szlakow naprawy DNA:
DDS, DDR, BER, NER, MMR, HHR, NHEJ, TLS z trzech organizméw modelowych:
Escherichia coli, Saccharomyces cerevisiae i Homo sapiens (patrz: Rycina 7). Szlaki
te prezentowane sa jako grafy stworzone z uzyciem wczesnie] opisanego narzedzia
PyGraphviz. Graf przedstawia szlaki jako uktady stanow potaczonych ze sobg za pomoca
przejs¢  (reakcji) (stany definiowane sg jako struktura czasteczki  kwasu
deoksyrybonukleinowego na danym etapie naprawy wraz ze wszystkimi czynnikami
bioragcymi udzial w reakcjach prowadzacych z i do danego stanu). Wezly sg reprezentacja
stanOw, natomiast krawedzie, ktore sa ukierunkowane (pokazuja kierunki zachodzenia
reakcji) to przejscia pomiedzy stanami. Wszystkie krawedzie (pod)grafow, czyli strzatki
faczace rysunki, sa powigzane ze statycznymi stronami zawierajacymi szczegdtowe
informacje dotyczace danego etapu naprawy DNA. Wsrdd tyvh informacji uwzglednione sg
wszystkie zaangazowane w proces biatka i kompleksy enzymatyczne, ktore rowniez

polaczone sg z odpowiednimi podstronami.
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Pathway name
DDS DRR BER NER MMR HRR NHEJ TLS

Species
Homo sapiens 9 9 O Vv Vv v v
Saccharomyces cerevisiae ¢ Q@ & @ G v V v
Escherichia coli 9 9 6 Vv % na G

@ annotated by REPAIRtoire.
@ not yet annotated by REPAIRtoire.
n.a. - not available in a given organism

Rycina 7 Spis szlakow dostgpnych w bazie danych REPAIRtoire.

MMR jako przvklad szlaku naprawy DNA:

Rycina 8 przedstawia przyktad szlaku naprawy uwzglednionego w Dbazie
REPAIRtoire. Jest to szlak MMR (naprawa niesparowanych zasad, ang. mismatch repair)
u cztowieka, ktory zostat opracowany w Uproszczonej wersji.

Szlak ten jest odpowiedzialny za naprawg¢ bledow rekombinacji i replikacji
(niesparowania, mate insercje 1 delecje), ktére zostaly pominiete podczas sprawdzania
poprawnosci reakcji przez aktywno$¢ korekcyjna polimerazy DNA (lyer, Pluciennik i wsp.
2006, Kunz, Saito i wsp. 2009). U cztowicka proces ten rozpoczynajg biatka MutSa. i MutLa.
MutSa najpierw rozpoznaje btad w DNA, nastepnie fizycznie oddzialuje z MutLa, ktore
aktywuje biatka odpowiedzialne za usunigcie fragmentu nici DNA z btedem (usunigciu ulec
moze od kilku do kilku tysiecy reszt) i syntetyzowanie nowej (Modrich 2006). Mutacje
w genach kodujacych ludzkie biatka MutSo i MutLa zostaly powigzane z syndromem
Lyncha, ktory charakteryzuje si¢ podwyzszonym ryzykiem wystgpienia nowotworu
(Plotz, Zeuzem i wsp. 2006).

Naprawa niesparowanych zasad jest niciowo specyficzna — rozréznia nowo
syntetyzowang ni¢ od nici, ktora jest szablonem. Jednakze mechanizm tego rozrdzniania
u Eukaryota jest nieznany. Podejrzewa si¢, ze nowo syntetyzowana ni¢ opozniona
przejsciowo zawiera przerwy (przed polaczeniem przez ligazg DNA) i na tej podstawie jest
rozpoznawana przez mechanizm sprawdzania niesparowan (Heller i Marians 2006). Wedtug
pracy z 2010 roku opublikowanej w PNAS (Pluciennik, Dzantiev i wsp. 2010) przerwy te sa
miejscem przytaczania zaleznego od RFC biatka PCNA (zwanego biatkiem typu ,,$lizgowy

zacisk pierscieniowy”, ang. sliding clamp) w sposob okreslajacy jego orientacje na nici.
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W ten sposob zorientowane biatko PCNA kieruje biatko MutLa do jednej tylko nici, w ktorej
znajduje si¢ niesparowanie.

W pracy rozroéznione zostaly dwa mechanizmy naprawy niesparowan: A) mechanizm
wybierany gdy przerwa znajduje si¢ na koncu 5’ od niesparowania, B) mechanizm wybierany
gdy przerwa znajduje si¢ na koncu 3’ od niesparowania. Pierwsze cztery etapy dla obu tych
mechanizmow sa takie same (patrz: Rycina 8, etapy Al, A2, A3, A4, B1, B2, B3, B4).
Najpierw, jak opisano powyzej, przylacza si¢ zalezne od RFC biatko PCNA, ktore kieruje
heterodimer MutSa (sktadajacy si¢ z biatek Msh2 i Msh6) w miejsce uszkodzenia.
Przylaczenie MutSa indukuje zgiecie DNA, co wywotuje zmiang konformacyjng biatka,
wymian¢ ADP na ATP i umozliwia przylaczenie kompleksu MutLo, sktadajacego si¢ z biatek
Mlhl i Pms2. Kompleks MutSoa-MutLa wprowadza przerwy po obu stronach uszkodzenia
W nici syntetyzowanej dzigki aktywnosci nukleazowej MutLa. Nast¢pujace pozniej zdarzenia
réznig si¢ od siebie w zaleznosci od tego, po ktoérej stronie uszkodzenia wystgpowata
pierwotna przerwa w powstajacej nici. Egzonukleaza 1 (Exo 1) przylacza si¢ albo
do kompleksu MutSa —MutLa (patrz: Rycina 8, etapy A5’, B5) — tzw. miejsce blizsze
(ang. proximal site), albo do biatka PCNA (patrz: Rycina 8, etap A5) — tzw. miejsce dalsze
(ang. distant site). W pierwszym przypadku Exo | wycina reszty nukleotydowe w poblizu
uszkodzenia, tacznie z uszkodzeniem 1 nukleotydami poza nim. Do powstajacego
jednoniciowego fragmentu przylaczaja si¢ biatka RPA, ktore stabilizuja jednoniciowy
fragment DNA. Po wycigciu odpowiedniego fragmentu kompleks
MutSa-MutLa-EXo | odlagcza si¢, a do kompleksu DNA z biatkami RPA przylacza si¢
polimeraza Delta, ktora resyntetyzuje wycigty fragment (patrz: Rycina 8, etapy A6’, A7’, A8’,
A9’, B6, B7, B8, B9). W drugim przypadku Exo | wycina fragment od pierwotnej przerwy
na koncu 5" do przerwy wprowadzonej przez MutLa w poblizu niesparowania. Réwniez
przyltaczaja si¢ w tym czasie biatka RPA stabilizujgce ni¢ DNA. Exo I wycina niesparowang
reszte i reszty otaczajgce. W tym przypadku usunigciu ulega znacznie dtuzszy fragment niz
w przypadku pierwszym. Po odlaczeniu si¢ kompleksu odpowiedzialnego za wycinanie
polimeraza Delta resyntetyzuje ni¢ DNA (patrz: Rycina 8, etapy A6, A7, A8, A9). Nastepnie
w obu przypadkach dosyntetyzowana ni¢ zostaje potaczona ze starg nicig za pomoca ligazy I,
by odtworzy¢ natywng czgsteczk¢ DNA (patrz: Rycina 8, etapy A10, All, B10).

Opracowana wersja szlaku nie uwzglednia cyklow wymiany i1 hydrolizy ATP/ADP
przez bialka MutSa 1 MutLa oraz pasywnego przesuwania kompleksu MutSa-MutLa
z miejsca niesparowania. Istniejg alternatywne modele wydarzen, ktore nastepuja
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po przytaczeniu MutSa i/lub MutLa do niesparowania, w tym: model przelacznika
molekularnego (ang. molecular switch model) — wedlug ktoérego wystepuje pasywne
przesuwanie kompleksu; model aktywnej translokacji (ang. active-translocation model)
i model wyginania DNA (ang. DNA bending model), w ktorym kompleks MutSa-MutLa
pozostaje przy niesparowaniu. Najbardziej prawdopodobny jest model molekularnego

przetacznika, jednakze jest on ciggle spekulatywny, dlatego nie zostal uwzgledniony.
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Rycina 8 Szlak naprawy niesparowanych zasad (MMR, ang. mismatch repair). A) pierwotna przerwa pozwalajgca rozpozna¢ biatku
PCNA ni¢ z niesparowaniem znajduje si¢ na koncu 5’ od niesparowania, B) przerwa znajduje si¢ na koncu 3’ od niesparowania.
Oznaczenia biatek: RFC — kolor ré6zowy, PCNA — kolor niebieski, MutSa — kolor zotty, MutLa — kolor zielony, Exo | — kolor
granatowy, RPA — kolor czerwony, Polimeraza Delta — kolor szary, Ligl — kolor r6zowy.

Rysunek stworzony na podstawie oryginalnego rysunku z bazy danych REPAIRtoire.
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5.2.3.3  Bialka:

REPAIRtoire przechowuje obecnie informacje odno$nie odpowiednio 69, 78 i 154
biatlek i ich genow z E.coli, S.cerevisiae and H.sapiens. Kazde biatko moze by¢
wyswietlone albo z poziomu menu albo z poziomu szlaku, w ktorym bierze udziat. Podczas
procesu recznego zbierania danych uwzglednione zostaly takie dane jak alternatywne
I skrotowe nazwy genow 1 biatek, sekwencje nukleotydowe i aminokwasowe pobrane z baz
danych NCBI, struktury trzeciorzedowe z PDB. W opisach zamieszczono takze informacje
o funkcji, lokalizacji komoérkowej, specyficznosci tkankowej i enzymatycznej, informacje
odnos$nie oddziatywan, tworzenia kompleksow z innymi czasteczkami czy obecnosci izoform,
a takze powigzania z chorobami. Cato$¢ wzbogacona jest w odnosniki do innych baz danych,
w tym: PFAM, InterPro, UniProt, KEGG i BRENDA (patrz: Rycina 9). Obecnie w bazie
znajdujg si¢ jedynie biatka z E. coli, S. cerevisiae, i H. sapiens, ale w przysztosci zostanie ona
rozszerzona 1 zawiera¢ bedzie takze wszystkie ortologi scharakteryzowanych pod wzgledem

funkcji enzyméw mozliwe do zidentyfikowania w pelni zsekwencjonowanych genomach.
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Edit protein

Protein FULL name:

Replication protein A 70 kDa DNA-binding subunit, Replication factor A protein
1, Single-stranded DNA-binding protein.,

Protein SHORT name:
RP-A p70 RF-A 1

RPA1 (Homo sapiens) is product of expression of RPA1 gene.

RPAL1 is involved in:

NER in Homo sapiens

XPC complex dissotiates in Homo sapiens

XPA recruits XPF/ERCC1 complex in Homo sapiens
RPA binds to undamaged strand in Homo sapiens
XPG joins the complex in Homo sapiens

recruitment of XPF/ERCC1 complex in Homo sapiens
RNAP dissociates in Homo sapiens

ubiquitination of CSB in Homo sapiens

Polymerase Delta fills the gap in Homo sapiens
Polymerase Epsilon fills the gap in Homo sapiens

® o o o 0o 0 0 0

FUNCTION: Plays an essential role in several cellular processes in DNA metabolism including
replication, recombination and DNA repair. Binds and subsequently stabilizes single-stranded DNA
intermediates and thus prevents complementary DNA from reannealing.

SUBUNIT: Heterotrimer composed of RPA1, RPA2 and RPA3. The DNA- binding activity may reside
exclusively on the RPA1 subunit. Interacts with RIP and XPA. Interacts with RPA4. Interacts with the
polymerase alpha subunit POLA1/p180; this interaction stabilizes the replicative complex and reduces
the misincorporation rate of DNA polymerase alpha by acting as a fidelity clamp.

INTERACTION: P54132:BLM; NbExp=1; IntAct=EBI-621389, EBI-621372; P04637:TP53; NbExp=1;
IntAct=EBI-621389, EBI-366083; Q14191:WRN; NbExp=4; IntAct=EBI-621389, EBI-368417;

SUBCELLULAR LOCATION: Nucleus.

PTM: Phosphorylated upon DNA damage, probably by ATM or ATR.
SIMILARITY: Belongs to the replication factor A protein 1 family.
SEQUENCE CAUTION: Sequence=BAD92969.1; Type=Erroneous initiation;

WEB RESOURCE: Name=NIEHS-SNPs; [LINK]

1350579
NCBI GenPept GI number(s): 4506583
Species: Homo sapiens
Links to other databases:
Database ID Link
Uniprot P27694 P27694
PF04057 PF04057
PFAM: PF08646 PF08646
PF01336 PF01336
IPR0O12340 IPRO12340
IPRO16027 IPRO16027
. IPRO04365 IPRO04365
InterPro: | 1ppo07199 IPRO07199
IPR013955 IPRO13955
IPRO04591 IPRO04591
CATH: = =
SCOP: = =
PDB: - =

Rycina 9 Przyktad wyswietlania informacji o biatku w bazie danych REPAIRtoire.
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5.2.3.4  Choroby:
Obecnie w bazie zebranych jest 41 choréb wywolywanych przez mutacje
w 32 genach, ktére powoduja defekty w biatkach naprawczych. Zbidr ten przedstawiony jest
jako tabela z linkami do odpowiednich biatek i do wpiséw w bazie OMIM. Kazda choroba ma
swojg podstron¢ (patrz: Rycina 10) ze zwigzlym opisem i dodatkowymi odnos$nikami,
np. do stéw kluczowych. Dostepne sg takze zwrotne odsylacze do choréb na podstronach

biatek.

Laboratory of Bioinformatics and Protein Engineering

‘Welcome kaja! Click here to edit your profile or here to logont.

Home BREAST CANCER
ProEins (OMIM ID: 114480)

DNA damage
Diseases
KEGG ID: HO0031

Pathways
Keywords
Fublications Breast cancer (referring to mammary carcinoma, not mammary sarcoma) is

histopathologically and almost certainly etiologically and genetically heterogeneous.
Draw a Important genetic factors have been indicated by familial occurrence and bilateral
lctu involvement. Breast cancer remains the most common malignancy in women worldwide
PELE and is the leading cause of cancer-related mortality. More than 1-2 million cases are

diagnosed every year, affecting 10-12% of the female population and accounting for 500
000 deaths per year worldwide. Approximately 5-10% are thought to be inherited. The
hereditary breast cancer syndrome includes genetic alterations in various susceptibility

genes such as p53, PTEN, BRCA1, and BRCAZ2. Sporadic breast cancers result from a serial
I stepwise accumulation of acquired and uncorrected mutations in somatic genes, without
any germline mutation playing a role. Oncogenes that have been reported to play an
early role in sporadic breast cancer are MYC, CCND1 (Cyclin D1) and ERBB2 (HER2/neu).
Search In sporadic breast cancer, mutational inactivation of BRCA1/2 is rare. However, non-
=] mutational functional suppression could result from various mechanisms, such as
hypermethylation of the BRCA1 promoter.

Links
Help DNA repair proteins related with BREAST CANCER (114480 ) disease:
Contact e CHEK2 (CHK2) (Homo sapiens)
+ BRCA1 (Homo sapiens)
+ BRCAZ (Homo sapiens)
Genesilico + RAD51 (Homo sapiens)
+ TP53 (Homo sapiens)
Homepage

Following keywords are related to BREAST CANCER:

+ homologous recombination repair (HRR)

Last modification of this entry: June 19, 2013.
Add your own comment!

There is no comment yet.

Rycina 10 Zrzut ekranu przedstawiajacy podstrone dla choroby w bazie danych REPAIRtoire.
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5235 Stowa kluczowe:

To menu umozliwia szybki dost¢p do stow kluczowych przypisanych do rekordow
bazy. Stowa kluczowe umozliwiajg scharakteryzowanie i zaklasyfikowanie danego wpisu
w bazie danych do odpowiedniej klasy pojeé. Przyktadem tu moze byé uczestnictwo
w okreslonym procesie lub przynalezno$¢ do danej rodziny biatek: odpowiedz na uszkodzenie
DNA (ang. the response to DNA damage), punkt kontrolny cyklu komérkowego (ang. the cell
cycle checkpoint control), N-glikozylaza DNA (ang. the DNA N-glycosylase),
N-glikozylazo-AP-liaza DNA (ang. the DNA_N-glycosylase/AP-lyase) i wiele innych.

5.2.3.6  Publikacje:
Wszystkie rekordy w bazie posiadajg odnosniki literaturowe do oryginalnych
publikacji zwigzanych z danym procesem, czasteczka czy strukturg. Odsylacze prowadza

do bazy danych PubMed. Obecnie w bazie znajduje si¢ 3819 pozycji literaturowych.

5.2.4 Implementacja

Baza REPAIRtoire  zostala  zaimplementowany z  uzyciem  Django
(patrz: Podrozdziat 4.1.4), a relacyjna baza danych przechowujaca wszystkie informacje
oparta jest o jezyk SQlite3 (patrz: Podrozdziat 4.1.3.2). Wsrdd dostepnych w serwisie opcji
administracyjnych znajdujg si¢: profil i logowanie, narzgdzie do rysowania, edytowalne

strony i narzedzie do wyszukiwania.

5.24.1  Profil, logowanie i edytowalne strony

Aby skorzysta¢ z bazy danych rejestracja nie jest wymagana. Jest to opcja
pozwalajagca na dostep do mozliwosci edycji zawartosSci bazy. Stworzenie profilu
uzytkownika i zalogowanie si¢ do bazy danych pozwala na dostanie si¢ zarowno do panelu
administracyjnego jak i edytowalnych stron przedstawionych w postaci stron Wiki
(ang. Wiki-like pages). Opcja ta jest dostepna dla wspotpracownikéw 1 uzytkownikow
z prawami administracyjnymi, ktorzy s3a zainteresowani nie tylko dostgpem do samych
danych, ale takze mozliwos$cia edytowania zawartosci bazy. Poprzez te opcje mozna dodawac
nowe dane (panel administracyjny), usuwa¢ informacje (panel administracyjny)
czy poprawia¢ btedy (panel administracyjny 1 strony edytowalne). Mozliwe jest takze

komentowanie rekordow bazy 1 dodawanie nowych odno$nikow literaturowych.
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5.24.2  Narzedzie do rysowania

Narzedzie od rysowania to dostepny przez osobng pozycje menu jako podstrona
system stuzacy do rysowania stanow w szlakach naprawy DNA, dzigki ktoremu stany
przedstawione sg jako kompleksy DNA-biatka, w ktorych biatka reprezentowane sa w postaci
elipsoidalnych ,,modeli ziemniaczkowych” (ang. potato models) (patrz: Rycina 13). Narzedzie
to postuzylo do narysowania wszystkich ilustracji zawartych w bazie REPAIRtoire, jednakze
moze ono stuzy¢ rowniez jako niezalezne narzgdzie do tworzenia rysunkow kompleksow
biatko-biatko czy biatko-DNA. System ten uzywa formatu grafiki wektorowej SVG
(ang. scalable vector graphics), ktoéry umozliwia zmiany wymiaréw rysunku bez utraty
jakosci, edycje¢ tekstowa rysunku, czy modyfikacje za pomoca zewngtrznych programow

stuzacych do obstugi grafiki wektorowej, np. Inkscape (http://inkscape.org).

Narzedzie do rysowania wykonane zostalo przez mgr Grzegorza Papaja

(Miedzynarodowy Instytut Biologii Molekularnej i Komorkowej w _Warszawie). Opis

programu umieszczono w sekcji Wyniki, gdyz na jego podstawie powstawlo narzedzie

DrawBioPath uzyte w bazie danych RNApathwaysDB (patrz: 5.3.4.1).

5.24.3  Narzedzie do wyszukiwania.

Baza danych REPAIRtoire moze by¢é przeszukiwana przy uzyciu prostego
mechanizmu wyszukiwania tekstowego, ktory dostepny jest z poziomu gtownego menu.
Narzedzie to zwraca wyniki w postaci ustrukturalizowanej listy rekordow bazy, ktore
zawieraja zapytanie (ang. query), np. ,,rak” (ang. “cancer”), “polimeraza RNA” (ang. “RNA
polymerase”), ,,sieciowanie” (ang. “crosslink”), “adenina” (ang. “adenine”), imi¢ i nazwisko
autora publikacji, i tym podobne. W przysztosci do bazy dodane beda opcje filtrowania
i opcje wyszukiwania zaawansowanego, by moc sortowaé wyniki w zaleznosci od stopnia

dopasowania zapytania do wyniku.

5.2.5 Dostepnos¢
Zawarto$¢ bazy danych i narzedzie do tworzenia wiasnych, niestandardowych
rysunkéw  kompleksow ~ DNA-biatko s  dostgpne darmowo pod  adresem

http://repairtoire.genesilico.pl.
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5.3 RNApathwaysDB - baza danych dojrzewania i degradacji
RNA.

5.3.1 Ogélna charakterystyka bazy danych RNApathwaysDB

RNApathwaysDB to internetowe zrddto informacji obejmujgce szlaki dojrzewania
i degradacji RNA. Obecnie w bazie znalez¢é mozna informacje dotyczace: mRNA, tRNA
I rRNA z dla cztowieka i dwoch organizméw modelowych: drozdzy piekarniczych i pateczki
okreznicy. Dane te s3 obecnie (stan na dzien 7.06.2013) uzupelniane przez Adama
Ustaszewskiego o szlaki dojrzewania 1 degradacji niekodujgcych RNA u cztowieka. Baza ta,
tak samo jak REPAIRtoire, nie tylko zbiera informacje dotyczace samych szlakow
dojrzewania i degradacji, bialek i kompleksow enzymatycznych bioracych w nich udziat,
publikacji i zewnetrznych referencji, ale takze informacje te systematyzuje, organizuje

| przedstawia w prosty sposob.

5.3.2 Zawarto$¢ bazy danych.
Na podstawie wyczerpujacego przeszukiwania literatury i innych baz danych w bazie
zostaly zebrane nast¢pujace zestawy danych:

1. Szlaki dojrzewania i degradacji mRNA, tRNA i rRNA sktadajace si¢ ze stanéw
- RNA i produktéw posrednich proceséw polgczonych ze sobg za pomocy
poszczegolnych transformacji, takich jak reakcje katalizowane przez enzymy,
wigzanie badZz uwalnianie poszczegélnych czynnikéw, badz dobrze
zdefiniowane, wazne funkcjonalnie zmiany konformacyjne.

2. Bialka, kompleksy enzymatyczne oraz czasteczki RNA posiadajace
wlasciwosci katalityczne wraz ze znanymi strukturami trzeciorzgdowymi,
ktore s3 zaangazowane w wyzej wymienione procesy.

3. Odnosniki literaturowe do oryginalnych publikacji.

4. Odnosniki do zewnetrznych baz danych takich jak: KEGG lub Reactome
w przypadku szlakow; UniProt, NCBI, BRENDA, PFAM i InterPro
w przypadku biatek; RFAM dla czasteczek RNA oraz PDB dla struktur

makromolekularnych.
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5.3.3 Organizacja i dostep.

Baza danych RNApathwaysDB to relacyjna baza danych, ktora taczy ze sobg zestawy
danych wymienione powyzej, do ktorych dostgp umozliwiaja nastepujace sekcje menu
gtownego: ,,PATHWAYS” (szlaki), , PROTEINS” (biatka), , CATALYTIC RNA
MOLECULES” (czgsteczki RNA o wlasciwosciach katalitycznych), ,,ENZYMATIC
COMPLEXES” (kompleksy enzymatyczne), ,STRUCTURES” (struktury)
I,,PUBLICATIONS” (publikacje) (patrz: Rycina 11). Tabela 8 przedstawia spis typow
danych oraz ich liczby w bazie.

Pathways catalytic RNA molecules it RNA moecul

l clease P RNA component H1, RppH1, RNase P

2\

i RFo0009

se P ribonucleoy an endoribonuclease that
m the matire. spxm tarmini of thelr tRNA

jven complexes:

=
ok W:A Publications

RNApathwaysDB

- baza danych dojrzewania
i degradacji RNA

Eneymatic FIRST [PAGE 10f 59] N

Click on a column name to sort. W4 Query RNApathwaysDB by PROTEIN SEQUENCE
First

author BLAST search for RNApsthwaysDS by database protein sequences
Publications Tonella L ‘98 Escherichial

Drawa Werer [ ZTOEOR sty

Werner M 2-O-ribose methylatiof

205 RNA n:

of tRNA pre}

@ Add complex
eiaka “t Proteins

ckoiion Show extended view
Enzymatic Avply

Structures: Click on a column name to sort.
Publications. Protein name Alternative names Abbreviations
Dawa

DNA strand transfer KEM1, DST2, RARS,

otein

bata, STP-beta, KAR(.)-

hancing mutation protein, SEPL SKit, XRN1,
of

Picture of the
complex

jta  NINI-binding protein, Pre- o5y, voRosec,
A procesig YOR29-07 =)
anconudesse NOBL P
533, 827, o
RPS288, RPS338, w-.—u

YLR264W, LB479.5

Rycina 11 Schematyczne przedstawienie struktury bazy danych RNApathwaysDB.
Rysunek przygotowano na podstawie publikacji (Milanowska, Mikolajczak i wsp. 2013); rysunek powstal

w oparciu o grafik¢ autorstwa dr Joanny Krwawicz zaprezentowang W publikacji opisujacej baz¢ danych
REPAIRtoire (Milanowska, Krwawicz i wsp. 2011).
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Tabela 8 RNApathwaysDB w liczbach

Aplikacja Typ danych Liczba rekordow w bazie
Katalityczne czasteczki RNA 9
Typy RNA 13
Czasteczki RNA Rodziny 7
Bialka 272
Geny (biatka i czasteczki
RNA) 278
Biatka Rodziny 45
Kompleksy Kompleksy enzymatyczne 42
Szlaki 33
Stany RNA 319
Szlaki AktywnoS$ci naprawy 322
Publikacje Publikacje 1635
Stowa kluczowe Stowa kluczowe 8
Struktury Struktury 241
5331  Szlaki:

Dostep do informacji odnosnie szlakéw dojrzewania (od pierwotnego transkryptu
do formy dojrzalej) i degradacji RNA (rozktad zarowno formy dojrzatej jak i form posrednich
posiadajacych btedy) z wcze$niej wymienionych organizméw umozliwia pozycja menu
“PATHWAYS”. Tabela 9 przedstawia 33 (stan na dzien 7.06.2013) opracowane szlaki
ztrzech organizmoéw: czlowieka, drozdzy 1 pateczki okreznicy. Wszystkie szlaki
wizualizowane sg z uzyciem narzg¢dzia PyGraphviz. Stany uktadu (kompleksy czasteczek
RNA z biatkami) reprezentowane sg jako wezty grafu, podczas gdy przejscia pomiedzy nimi
przedstawione sg jako krawedzie grafu, czyli ukierunkowane strzatki taczace poszczegdlne
stany ze sobg. Kazdy wezel i kazda krawedz podlaczone sg do odpowiednich podstron,
zawierajacych podstawowe informacje o kazdym etapie procesowania RNA i reakcjach
pomiedzy poszczegdlnymi etapami. Na podstronach znajduja si¢ rysunki i dane dotyczace
biatek, kompleksow enzymatycznych i czasteczek RNA biorgcych udzial w danym procesie.
Wszystkie informacje wzbogacone sa o odsytacze do oryginalnych publikacji. Z dniem

7.06.2013 w bazie znajduje si¢ 319 stanéw uktadu i 322 reakcje.
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Tabela 9 Szlaki dojrzewania i degradacji RNA zebrane w bazie danych RNApathwaysDB.

Nazwa

Organizm

Szlaki metaboliczne mRNA

degradacja mRNA

Escherichia coli

degradacja mRNA zalezna od deadenylacji

Homo sapiens

degradacja NMD

Homo sapiens

degradacja NSD

Homo sapiens

dojrzewanie konca 3’ histonowego mRNA

Homo sapiens

dodawanie czapeczki MRNA

Homo sapiens

poliadenylacja mRNA

Homo sapiens

wycinanie intronow z mMRNA — gtéwny szlak

Homo sapiens

wycinanie introndw z MRNA — szlak poboczny

Homo sapiens

degradacja mRNA zalezna od deadenylacji

Saccharomyces cerevisiae

degradacja mRNA niezalezna od deadenylacji

Saccharomyces cerevisiae

degradacja mRNA prowadzona przez endonukleazy

Saccharomyces cerevisiae

degradacja NGD Saccharomyces cerevisiae
degradacja NMD Saccharomyces cerevisiae
degradacja NSD Saccharomyces cerevisiae

dodawanie czapeczki mMRNA

Saccharomyces cerevisiae

Szlaki metaboliczne rRNA

degradacja rRNA prowadzona przez RNazg |

Escherichia coli

degradacja rRNA w odpowiedzi na stres

Escherichia coli

dojrzewanie rRNA

Escherichia coli

kontrola jakosci rRNA

Escherichia coli

dojrzewanie rRNA

Homo sapiens

degradacja 18S NRD

Saccharomyces cerevisiae

degradacja 25S NRD

Saccharomyces cerevisiae

dojrzewanie rRNA

Saccharomyces cerevisiae

Szlaki metaboliczne tRNA

dojrzewanie tRNA

Escherichia coli

dojrzewanie tRNA

Homo sapiens

dojrzewanie tRNA

Saccharomyces cerevisiae

degradacja tRNA typu RTD

Saccharomyces cerevisiae

szlak sprawdzania poprawno$ci tRNA

Saccharomyces cerevisiae

Szlaki metaboliczne malych RNA pochodzacych z tRNA

biogeneza tRFs (fragmenty RNA pochodzace z tRNA)

‘ Homo sapiens

Szlaki metaboliczne w odpowiedzi na stres malych RNA pochodzacych z tRNA

biogeneza tiRNA (RNA tworzone z tRNA w odpowiedzi na stres)

Homo sapiens

biogeneza tiRNA (RNA tworzone z tRNA w odpowiedzi na stres)

Saccharomyces cerevisiae
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NMD jako przyklad szlaku degradacji mRNA:

Rycina 12 przedstawia przyktad takiego szlaku. Jest to szlak NMD u cztowieka.
Podczas tego szlaku dochodzi do wykrywania i eliminacji transkryptow, ktore posiadaja
przedwczesne kodony terminacji (PTC, ang. premature termination codon), ktore moga by¢
wynikiem np. mutacji czy btedow inicjacji translacji. U cztowieka transkrypty takie posiadaja
przytaczony kompleks EJC (ang. exon junction complex), ktory jest pozostatoscig po
wycinaniu intronéw, umieszczong 20-24 reszty nukleotydowe powyzej kazdego miejsca
laczenia egzonéw. W warunkach naturalnych kompleksy EJC usuwane sa poprzez
przesuwajacy si¢ rybosom, jednakze w mRNA, ktére posiadaja PTC, kompleks EJC
umieszczony jest nieprawidlowo ponizej PTC, gdzie jest wykrywany przez maszyneri¢
naprawy btedow. Transkrypt posiadajacy PTC wraz z kompleksem EJC transportowany jest
do cytoplazmy, gdzie przylacza si¢ rybosom rozpoczynajacy translacjg. Przed transportem
do cytoplazmy do kompleksu EJC przytacza si¢ biatko UPF3, bedace ,,mostem” pomiedzy
transkryptem a biatkami maszynerii NMD. W normalnej terminacji translacji kodon STOP
rozpoznawany jest przez czynniki uwalniajace eRF1 i eRF3, ktore powoduja odlaczenie
si¢ tRNA. Gdy pojawia si¢ PTC uwolnienie peptydu zostaje opdznione, w zwigzku z czym
rybosom zatrzymuje si¢ zablokowany w poblizu kodonu STOP. W tym czasie zaczynaja si¢
tworzy¢ kompleksy zwigzane z NMD. Wpierw do kompleksu EJC, oddzialujac z UPF3,
przytacza si¢ biatko UPF2, nastepnie formuje si¢ kompleks SMGIC, w skltad ktorego
wchodzi kinaza SMG1, odpowiedzialna za fosforylacje helikazy UPF1, ktéra oddziatujac
z czynnikami uwalniajagcymi tworzy kompleks SURF. Dzigki oddziatywaniu UPF1 z UPF2
tworzy si¢ potaczenie pomigdzy rybosomem a kompleksem EJC, co prowadzi do fosforylacji
biatka UPF1 (gtownie w motywach [S/T]Q) przez kinazg¢ SMG1 i uwolnienia czynnikow
eRF. Ufosforylowane biatko UPF1 stuzy jako platforma rekrutujaca dla biatek SMG5-SMG7
w NMD zaleznym od SMG5-7 (ang. SMG5-SMG7 mediated NMD), badz dla biatka SMG6
w NMD zaleznym od SMG6 (ang. SMG6 mediated NMD). Biatka te sa odpowiedzialne
za uruchomienie maszynerii degradacji mMRNA. Nie do konca jasne jest jak przebiegaja
nastepne etapy degradacji. W szlaku zaleznym od SMG5-SMG7 nastepuje defosforylacja
biatka UPF1, co moze prowadzi¢ albo do usunigcia czapeczki i degradacji w kierunku
5'-3' przez egzorybonukleaz¢ XRN1, badz do deadenylacji i degradacji w kierunku 3'-5' przez
egzosom. Nie jest jasne, ktéry mechanizm jest preferowany i dlaczego. Biatko SMG6
posiadajace domeng PIN, ktora ma aktywno$¢ endonukleazowa, tnie transkrypt pomiedzy
PTC a kompleksem EJC. Fragment posiadajacy czapeczke degradowany jest w Kierunku
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3'-5' przez egzosom, natomiast fragment z ogonem poliA, po wczesniejszej defosforylacji
UPFI1 1 odiagczeniu kompleksow SURF i1 SMGIC, ulega degradacji w kierunku 5'-3' przez
egzorybonukleaze XRNI.
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Rycina 12 Ludzki szlak degradacji mMRNA NMD (ang. Nonsense-Mediated Decay). A) szlak NMD zalezny od SMG5-SMG7 B) szlak NMD zalezny od SMG6.

Rysunek stworzony na podstawie oryginalnego rysunku z bazy danych RNApathwaysDB.
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5.3.3.2  Bialka:

Na dzien 7.06.2013 w RNApathwaysDB znajduje si¢ odpowiednio 17, 85 i 128 biatek
z E. coli, S. cerevisiae i H. sapiens. Zestaw ten nic zawiera wszystkich bialek biorgcych
udziat w metabolizmie RNA. Jest ograniczony do tych bialek, ktorych rola zostata dobrze
scharakteryzowana w procesach dojrzewania i degradacji RNA i ktore mogg by¢ potaczone
Z konkretnymi przejsciami czy stanami. Kazde biatko posiada dedykowana podstrone, ktora
dostarcza informacji o kodujagcym je genie, podaje wszystkie nazwy 1 skréty, sekwencje
z bazy danych NCBI, struktury trzeciorzedowe, jesli sg dostepne oraz tgcza do zewnetrznych
baz danych. Kazda podstrona posiada takze szczegdtowy opis funkcji biatka, aktywnos$ci
enzymatycznej, informuje o obecnosci izoform, komorkowej/tkankowej specyficznosci czy

lokalizacji komorkowej. Wszystko wzbogacone jest o odnosniki literaturowe.

5.3.3.3  Czasteczki RNA posiadajace aktywnos$¢ katalityczng
W tej sekcji zebrane zostaly dane dotyczace czasteczek RNA, ktore posiadaja
udokumentowang aktywno$¢ katalityczng 1 mogg dziata¢ osobno badz jako czgsci sktadowe
wickszych kompleksow. W bazie danych obecnie (7.06.2013) znajduje si¢ 10 takich
czasteczek i dla kazdej z nich dostepne sg dane o nazewnictwie, sekwencji, rodzinie

homologicznej z odnosnikiem do bazy RFAM, a takze o oryginalnych publikacjach.

5.3.3.4  Kompleksy enzymatyczne
W bazie danych RNApathwaysDB zebranych zostalo 39 kompleksow
enzymatycznych: dwa z pateczki okr¢znicy, 25 z czlowieka i 12 z drozdzy (stan na dzien
7.06.2013). Dla kazdego kompleksu poza opisem, budowa podjednostkowa oraz odno$nikami
dostepny jest takze rysunek przedstawiajacy uproszczong reprezentacje dwuwymiarowag

kompleksu w postaci ,,modelu ziemniaczkowego” (patrz: Rycina 13).
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prillarin

O'=

Rycina 13 Ludzki kompleks U3 snoRNP jako przyklad reprezentacji dwuwymiarowej w postaci ,,modelu
ziemniaczkowego”

5335  Struktury
Dla biatek, czasteczek RNA 1 kompleksow enzymatycznych zawartych
w RNApathwaysDB, dla ktorych dostepne sg struktury NMR badz struktury krystaliczne
podane sg koordynaty przestrzenne atomow pobrane z bazy danych PDB. RNApathwaysDB
przechowuje 241 modeli strukturalnych (stan na dzien 7.06.2013).

5.3.3.6  Publikacje
Odnosniki literaturowe do wszystkich rekordow w bazie zostaly zebrane korzystajac

z bazy PubMed. Obecnie w bazie znajduje si¢ 1635 pozycji.

5.3.4 Implementacja
Baza RNApathwaysDB napisana zostala z uzyciem Django i uzywa systemu
zarzadzania relacyjnymi bazami danych MySQL. Serwis, podobnie jak REPAIRtoire,

udostepnia nastepujgce opcje: profil i logowanie, narzedzie do rysowania, edytowalne strony
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I narzgdzie do wyszukiwania. Profil i logowanie, a takze strony edytowalne
sg zaimplementowane identycznie jak w opisanej wczesniej bazie danych. Réznice pojawiaja
si¢ w narzedziu do rysowania oraz narzedziu do wyszukiwania, dlatego tez zostang one

opisane osobno.

5.34.1  Narzedzie do rysowania
DrawBioPath to nowe narzg¢dzie do rysowania schematoéw biologicznych (dostgpne
przez link “draw a picture” w gldbwnym menu bazy, ktory przekierowuje do strony

http://drawbiopath.genesilico.pl/). DrawBioPath, napisany w JavaScript, zostal opracowany

w celu umozliwienia reprezentacji szlakow metabolicznych DNA i RNA w sposob
przejrzysty i zostal uzyty przy tworzeniu wszystkich rysunkow do bazy danych
RNApathwaysDB. Narzedzie to oparte jest na wolno dostgpowym narzedziu do edytowania
rysunkow w formacie SVG — SVG-edit web editor (http://code.google.com/p/svg-edit/).

System ten uzywa, tak samo jak narzedzie do rysowania udostgpnione w bazie danych
REPAIRtoire, formatu grafiki wektorowej SVG. Jednakze DrawBioPath, w odréznieniu od
rozwigzania dostgpnego w REPAIRtoire, jest wygodniejsze 1 tatwiejsze w uzyciu. Ponadto
dostarcza biblioteki ksztaltoéw, ktore moga by¢ uzyte do rysowania struktur czasteczek RNA
czy DNA, biatek czy elementéw nieregularnych. Istnieje takze mozliwos¢ przestania

wlasnego pliku w formacie SVG i modyfikowanie go w edytorze graficznym albo tekstowym.

DrawBioPath wykonany zostal przez mgr Zuzanne Balcer. Pomyst oraz cechy

programu opracowane zostaly przez autorke niniejszej rozprawy doktorskie;j.

5.34.2  Narzedzie do wyszukiwania.
Baza danych RNApathwaysDB dostarcza dwoch mozliwosci  przeszukiwania
zasobow, ktore dostepne sa w osobnej zaktadce menu:
1. uzywajac stow kluczowych;
2. uzywajac sekwencji biatkowe;.
Wyszukiwanie tekstowe z uzyciem stow kluczowych zwraca wyniki w postaci listy
rekordow bazy, ktore zawierajg zapytanie (podkreslone w wynikach na czerwono).
Przeszukiwanie bazy przy uzyciu sekwencji biatkowej wykorzystuje algorytm BLAST
i bazg danych sekwencji biatkowych przygotowana na podstawie zasobéw RNApathwaysDB.

Ponadto z poziomu podstron z informacjami o biatkach mozliwe jest bezposrednie wystanie
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sekwencji danego biatka jako zapytania do programu BLAST dostepnego na serwerach
NCBI.

5.3.5 Dostepnos¢

Zawarto§¢ bazy RNApathwaysDB dostgpna jest darmowo pod adresem

http://iimcb.genesilico.pl/rnapathwaysdb. Narzedzie do generowania niestandardowych

rysunkéw dostepne jest rowniez darmowo pod adresem http://drawbiopath.genesilico.pl.
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6 Dyskusja

Gléwnym celem projektu byto stworzenie nowych biologicznych baz danych
zbierajacych, porzadkujacych 1 opisujacych dane dotyczace metabolizmu kwasow
nukleinowych, ktore wejda w sktad ujednoliconego systemu bazodanowego opisujacego caty
metabolizm kwasoéw nukleinowych. W ramach projektu powstaty dwie bazy danych
- pierwsza baza danych poswiccona jest szlakom naprawy DNA (REPAIRtoire,
opublikowana ~w  Nucleic  Acid Research 1  dostegpna  pod  adresem:

http://repairtoire.genesilico.pl), druga to baza danych szlakow metabolicznych RNA

(RNApathwaysDB, rowniez opublikowana w Nucleic Acid Research i dostepna pod adresem:
http://iimcb.genesilico.pl/rnapathwaysdb).

REPAIRtoire — baza danych szlakéw naprawy DNA
Temat naprawy DNA jest podejmowany przez wiele grup badawczych i udostgpniany
za pomocg Wielu zasobow internetowych, jednakze do tej pory nie istniata specjalistyczna

baza danych dedykowana jedynie szlakom naprawy DNA. Baza repairGENES

(http://www.repairgenes.org/) zbiera informacje dotyczace gendéw kodujacych biatka
zaangazowane w naprawe¢ DNA, ale takze dane uzyskane z zewnetrznych baz danych
sekwencji i ontologii. Repair-FunMap (Wen i Feng 2004) byta bazg dostarczajaca wiedzy
na temat sieci oddziatywan pomiedzy biatkami zaangazowanymi w naprawe DNA, a innymi
biatkami, ale obecnie baza ta jest juz niedostgpna. Informacje odnos$nie szlakow naprawy
DNA oraz ich komponentéow dostepne sg takze w ogoélnych biologicznych bazach danych
takich jak KEGG (Kanehisa, Araki i wsp. 2008) czy Reactome (Matthews, Gopinath
i wsp. 2009). REPAIRtoire jest baza danych dedykowang naprawie DNA i zawiera bardziej
szczegOdlowe 1 wyselekcjonowane informacje niz ogélne bazy danych. Waznym elementem
sktadowym bazy REPAIRtoire, ktory nie jest dostepny w innych zrodtach, jest zestaw
uszkodzen DNA potaczonych z potencjalnymi przyczynami kazdego uszkodzenia
oraz z efektami, ktére pojawiaja si¢, gdy dane uszkodzenie nie jest usuwane. REPAIRtoire
jest takze zrodtem unikalnym ze wzgledu na to, ze udostepnia informacje odnos$nie
wzajemnych potaczen pomiedzy uszkodzeniem (albo bardziej ogdlnie — typem szkodzenia)
a biatkami, ktore takie uszkodzenia wykrywaja i usuwaja. Przeprowadzone w ramach tej

pracy przeszukiwania danych literaturowych pozwolity na zebranie zdecydowanie wigkszej
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liczby potaczen pomigdzy poszczegdlnymi uszkodzeniami DNA i odpowiednimi biatkami,

ktore je rozpoznaja i eliminuja, niz jest to dostepne w ogdlnych bazach danych.

RNApathwaysDB — baza danych szlakéw dojrzewania i degradacji RNA

To samo dotyczy szlakéw dojrzewania i degradacji RNA. Metabolizm kwasow
nukleinowych to temat stary i bardzo szeroki. Sieci wzajemnych powigzan i oddziatywan
pomiedzy szlakami metabolicznymi kwasow rybonukleinowych sg niezwykle ztozone, liczba
danych jest olbrzymia, jednakze informacje te sg rozproszone po réznych zrédtach, zarowno
internetowych, jak i literaturowych. Tak samo jak w przypadku szlakoéw naprawy DNA,
wiedz¢ odnosnie szlakow procesowania RNA znalez¢ mozna w og6élnych bazach danych,

takich jak: KEGG, Reactome, BioCyc (http://biocyc.org) (Caspi, Altman i wsp. 2012)

czy WikiPathways (http://www.wikipathways.org/) (Kelder, van lersel i wsp. 2012). Jednakze

zadna z tych baz nie posiada kompletnego opisu dojrzewania i degradacji RNA. Olbrzymia
ilo$¢ danych i1 brak pojedynczego bioinformatycznego zZrédta dedykowanego procesowaniu
i degradacji RNA byly inspiracjag do stworzenia ogolnodostepnej bazy danych po$wigcone;
tym wtasnie zagadnieniom, ktdra nie tylko zbiera informacje odnos$nie szlakéw obrobki RNA,
ale takze systematyzuje wiedze 1 udostepnia ja szerokiemu gronu naukowemu.
RNApathwaysDB zawiera bardziej szczegdtowe dane dotyczace szlakéw
procesowania RNA niz wymienione powyzej bazy danych, wilaczajac w to informacje
odnosnie réznych aspektow dojrzewania RNA, takich jak np. dodawanie czapeczki mRNA,
wycinanie introndw, proces poliadenylacji, biosynteza tRNA czy dojrzewanie rRNA. Baza
danych opisuje takze szlaki degradacji RNA, takie jak szybka degradacja tRNA (ang rapid
tRNA decay), szlak nadzorowania tRNA w jadrze (ang. tRNA nuclear surveillance), szlaki
degradacji mRNA (ang. mRNA decay) czy szlaki kontroli jakosci rRNA (ang. rRNA quality
control). Wazng czescig sktadowg RNApathwaysDB jest zbior kompleksow enzymatycznych
razem z ich strukturami makromolekularnymi przedstawionymi jako ,,modele
ziemniaczkowe”, ktoére moga by¢ uzyte np. do uproszczonych reprezentacji przebiegu
procesow biologicznych, opisu mechanizmu ich dziatania czy do ilustrowania tych
kompleksow, czy procesow podczas wykladow. Obecnie nie istnieje inne zrodto

dostarczajace tak szerokiej wiedzy odnos$nie metabolizmu RNA.
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Potencjalne wykorzystanie stworzonych baz danych.

Dodatkowg warto$cig projektu jest to, ze stworzone bazy danych moga znalezé
szereg zastosowan w réznych dziedzinach nauk - poczawszy od biologii, przez biologi¢
molekularng, biotechnologi¢e, bioinformatyk¢ po biologi¢ systemoéw, medycyne
| farmakologi¢. Dane zawarte w bazach danych sg opracowane r¢cznie, usystematyzowane
| pokazane w sposob jasny, przejrzysty i czytelny dla uzytkownika. Korzysta¢ z nich moga
nie tylko naukowcy, ale takze farmaceuci czy lekarze — co daje mozliwos¢ szybszego rozwoju
nie tylko w srodowisku $cisle naukowym, ale takze klinicznym. Bardzo waznym elementem
niniejszej pracy bylo opracowanie zestawienia chorob genetycznych i powigzanych z nimi
bledow pojawiajacych si¢ podczas naprawy DNA. Zestawienie to zostato opracowane dla
cztowieka. Dane dotyczace chordb udostepnione sg wraz z literaturg oraz powigzane zostaly
z odpowiednimi biatkami oraz slowami kluczowymi wigzacymi je z odpowiednimi
uszkodzeniami w czasteczkach kwasu deoksyrybonukleinowego czy konkretnymi szlakami
naprawy DNA. Udostgpnienie danych w sposob przejrzysty i usystematyzowany w sieci
Internet umozliwia korzystanie z nich naukowcom w Polsce i na $wiecie. Podczas rozwoju
baz danych stworzone zostaly rowniez dwa programy do wizualizacji poszczegdlnych etapow
ciezek metabolicznych. Moga one postuzy¢ do tworzenia rysunkow Sciezek do publikacji,
prezentacji czy prac naukowych.

Baza danych szlakow dojrzewania i degradacji RNA rowniez moze by¢ wykorzystana
przez s$rodowisko naukowe. Badanie funkcji RNA oraz enzymdéw bioragcych udziat
w metabolizmie RNA jest obecnie jednym z najintensywniej badanych obszaréw biologii
molekularnej. RNA pelni wiele kluczowych dla organizmu funkcji, m.in. przekazuje
informacj¢ genetyczng pomigdzy DNA i biatkiem. RNA ma takze wtasciwosci katalityczne
i requlatorowe. Badania nad zjawiskami takimi jak interferencia RNA oraz dziatanie
rybozymoéw 1 ryboprzetacznikow stwarzaja ogromne perspektywy dla wspoiczesnej
medycyny. Dajg potencjalng mozliwos¢ opracowania lekow wyciszajacych geny kodujace
niekorzystne biatka, czy tez ograniczajacych ekspresje genow wirusoéw takich jak HIV, HBV,
HCV, czy polio. W kazdym z tych przypadkow spetnianie ww. funkcji jest mozliwe dzieki
odpowiednio przygotowanym (poprzez obrobke enzymatyczng) czasteczkom RNA.
Koniecznie trzeba podkresli¢, ze w pordwnaniu z DNA 1 bialkami czasteczki RNA maja
bardzo krotki czas zycia i ich poziom w komorce (warunkujacy odpowiednig funkcj¢) ulega
czesto duzym zmianom; poziom ten regulowany jest przez enzymy biorace udzial w syntezie,

dojrzewaniu 1 degradacji. Dlatego tez dokladne zrozumienie S$ciezek metabolicznych
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poszczegolnych czasteczek RNA, a takze mechanizmow dzialania enzymow bioracych udziat
w dojrzewaniu, degradacji czy modyfikacji RNA jest kluczowe dla wszelkich analiz funkcji
RNA.

Tematyczne bazy danych poza tym, ze systematyzuja wiedz¢, ktéra obecnie
rozproszona jest w wielu miejscach (poczawszy od ogoélnych baz danych po dane
literaturowe), umozliwiajg dotarcie do niezbednych informacji w sposob szybki, oszczedzajac
pracy i pozwalajac na skupienie si¢ na samej analizie, a nie zbieraniu do niej danych. Zebrane
informacje dostepne sag W sieci Internet, co umozliwia naukowcom zajmujacym si¢ danym

zagadnieniem na szybkie dotarcie do potrzebnych im wiadomosci.

Ujednolicony system bazodanowy opisujacego caly metabolizm kwasow
nukleinowych.

Podczas rozwoju baz danych REPAIRtoire i RNApathwaysDB uzyta zostata wiedza
i doswiadczenie z wczesniejszej pracy nad baza danych szlakow modyfikacji RNA
- MODOMICS (Dunin-Horkawicz, Czerwoniec i wsp. 2006, Czerwoniec, Dunin-Horkawicz
i wsp. 2009, Machnicka, Milanowska i wsp. 2013). W przysztosci, wszystkie wymienione
bazy danych postuzg jako elementy sktadowe wickszego systemu bazodanowego opisujacego
caly metabolizm kwaséw nukleinowych. System taki pozwoli na szersze spojrzenie
na biologi¢ systemow DNA i RNA, doglebng analiz¢ poszczegdlnych szlakow,
systematyzacje wiedzy, udostgpnienie istniejagcych danych w sposob jasny, przejrzysty
I czytelny, a takze pozwoli na symulacje szlakow i odkrycie nowych, nieznanych do tej pory
elementow. Bedzie to takze stanowi¢ punkt wyjscia do zaplanowania nowych badan
doswiadczalnych. Rycina 14 przedstawia dotychczasowe pokrycie tematéw zwigzanych
z metabolizmem kwasow nukleinowych. W przysztosci system bazodanowy zostanie
rozszerzony tak, by pokry¢ takze tematy degradacji DNA, replikacji DNA oraz odwrotnej

transkrypcji i stworzy¢ peten obraz catego metabolizmu.
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Rycina 14 Pokrycie tematu metabolizmu kwaséw nukleinowych przez bazy danych stworzone w laboratorium
prof. Janusza Bujnickiego.

Nalezy zwroci¢ uwage, ze tworzone bazy danych oraz wszelkie przeprowadzane
analizy stuza doglebnemu poznaniu i1 zrozumieniu metabolizmu kwaséw nukleinowych.
Wszystkie uzyskane wyniki stanowig pierwszy etap do stworzenia meta-bazy danych
oraz meta-metod, pozwalajacych na prowadzenie badan biologii systeméw, w tym
symulowanie poszczegdlnych szlakow, odkrywanie nowych elementéw biorgcych udziat
w metabolizmie kwasow nukleinowych, a tym samym podjgcie proby opisania w pelni
biologii kwasow nukleinowych i zaprojektowania doswiadczen badajacych wtasciwosci nowo
poznanych molekut. Stworzone w ramach niniejszej pracy, publicznie dost¢pne bazy danych
sa nie tylko narzgdziem informatycznym wspierajacym wykorzystanie wiedzy i technologii
powstajacych w naszym laboratorium, ale promuja osiaggnigcia i wyniki naukowe uzyskane
W naszej pracowni bioinformatycznej na arenie mi¢dzynarodowe;.

Najwigkszym wyzwaniem 1 najtrudniejszym elementem projektu bylo opracowanie

wspolnej struktury danych i ujednoliconej architektury dla wszystkich baz danych, ktoéra
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opisywalaby rozne aspekty metabolizmu kwaséow nukleinowych. Ponadto zebranie,
opracowanie 1 udostepnienie wszystkich danych w sposob jasny i przejrzysty byto réwniez
trudnym zadaniem. Z tymi aspektami rozprawy doktorskiej wigza si¢ perspektywy dalszego
rozwoju catego systemu. Poza cechami, ktore juz zostaty opracowane, czyli:

e mozliwo$¢ wprowadzania nowych danych, korygowania i edytowania juz zawartych
informacji przez ekspertow z poszczegélnych dziedzin (redagowanie typu ,,wiki”,
moderowane przez tworcOw bazy danych, aby nie dopusci¢ do degradacji zawartosci);

e integralno$¢ powstatych baz danych, dzigki wspolnej architekturze przy zachowaniu
autonomicznos$ci poszczegolnych elementdéw tak, by stanowity w peini funkcjonalne
zrédto danych, dostarczajace informacji z poszczegdlnych dzialdéw metabolizmu
kwasow nukleinowych;

do systemu majg by¢ wprowadzone w perspektywie czasu nastepujgce usprawnienia:

e zintegrowanie wszystkich elementéw w taki sposob, by mozliwe bylo w przysztosci
symulowanie skomplikowanych sieci reakcji biochemicznych albo z uzyciem juz
istniejacych symulatorow typu np. COPASI (Hoops, Sahle i wsp. 2006), albo z
uzyciem metodologii sieci Petriego (Peleg, Yeh i wsp. 2002);

e udostepnienie wszystkich zebranych informacji w stworzonych bazach danych w
formatach, ktéore moga by¢ stosowane w istniejacych juz narzedziach do analiz
bioinformatycznych (np. BioPax (Demir, Cary i wsp. 2010) czy SMBL (ang. System
Biology Markup Language) (Hucka, Finney i wsp. 2003)).

Poza rozwojem samej struktury systemu, czy dodawaniem nowych funkcjonalnos$ci
do poszczegdlnych baz danych, olbrzymim wyzwaniem begdzie utrzymanie aktualno$ci
wszystkich danych o stale pojawiajgce si¢ nowe informacje literaturowe. W zwigzku z duzym
zmniejszeniem kosztow badan ilos¢ danych z roku na rok przybywa w coraz wigkszym
tempie, co przyczynia si¢ do zadania pytania czy da si¢ opracowa¢ taka metode aktualizacji,
by w jakims$ stopniu byta ona automatyczna?, a jesli tak, to na ile bgdzie mozna jej zaufac i w
jakim stopniu mozna bedzie zautomatyzowac i tym samym przyspieszy¢ aktualizacje danych?
Ponadto bazy majg zosta¢ uzupelnione o opisy szlakow w nowych organizmach oraz dane
dotyczace nowych typow RNA, co moze wigza¢ si¢ z pojawieniem si¢ konieczno$ci
reorganizacji struktury w taki sposob, by obja¢ dane nowego typu, jesli takie si¢ pojawia.
Wszystkie wyzej wymienione zadania sprawiaja, ze niniejszy projekt jest perspektywiczny i

bedzie mogl by¢ dalej rozwijany.
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7 Whnioski

W wyniku prac, ktére opisane zostaly w niniejszej rozprawie doktorskiej, opracowano:

wspolng architekture baz danych, dostosowang do przechowywania informacji
odnosnie szlakdw metabolicznych kwasoéw nukleinowych;

baze danych szlakéw naprawy DNA REPAIRtoire, ktora zbiera informacje odnos$nie
o$miu typow szlakow naprawy DNA w trzech organizmach modelowych wraz
ze wszystkimi elementami biorgcymi w nich udzial i oryginalnymi publikacjami
opisujacymi wszystkie elementy w bazie;

baz¢ danych szlakow dojrzewania i degradacji RNA, ktora zbiera informacje odnosnie
33 szlakow dojrzewania i degradacji RNA w trzech organizmach modelowych wraz
ze wszystkimi elementami bioragcymi w nich udziatl i oryginalnymi publikacjami

opisujacymi wszystkie elementy w bazie.

Ponadto w wyniku prac zwigzanych z powyzszg rozprawa doktorska powstaly:

narzgdzie do rysowania szlakow naprawy DNA, ktére dostgpne jest w zaktadce
glownego menu bazy danych REPAIRtoire (wykonanie: mgr Grzegorz Papaj);

narzedzie do rysowania rysunkow biologicznych, ktére dostepne jest w zakladce
glownego menu bazy danych RNApathwaysDB oraz na osobnej stronie dedykowanej

narz¢dziu (wykonanie: mgr Zuzanna Balcer);
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8 Wykaz zalacznikow do pracy doktorskiej

Kod bazy danych szlakow naprawy DNA — REPAIRtoire. (CD)
Na ptycie CD zataczony zostat caty kod bazy danych szlakéw naprawy DNA —
REPAIRtoire.

Kod bazy danych dojrzewania i degradacji RNA — RNApathwaysDB. (CD)

Na ptycie CD zalaczony zostat caty kod bazy dojrzewania i1 degradacji RNA —
RNApathwaysDB.
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9 Spis tabel
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