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ΕΦΑΡΜΟΓΕΣ ΒΙΟΠΛΗΡΟΦΟΡΙΚΗΣ
Εισαγωγικά
Η τεράστια αύξηση, εν είδη χιονοστιβάδας, των δεδομένων που προκύπτουν από την έρευνα στις βιολογικές επιστήμες και ιδιαίτερα της μοριακής βιολογίας και γενετικής  κατά τις τελευταίες δεκαετίες και η ανάγκη οργάνωσης και συστηματοποίησής τους, οδήγησαν στην χρήση εργαλείων από τον έντονα εξελισσόμενο τομέα της πληροφορικής και των εφαρμοσμένων μαθηματικών. ΄Έτσι αναδύθηκε ο τομέας της βιοπληροφορικής και της υπολογιστικής βιολογίας που αφορά τη μελέτη και τη χρήση τεχνικών και εργαλείων από τα εφαρμοσμένα μαθηματικά και τη πληροφορική για την επεξεργασία βιολογικών δεδομένων. Σκοπός της Βιοπληροφορικής ως επιστήμη είναι η αντιμετώπιση ερωτημάτων που αφορούν τη διαχείριση και την ανάλυση βιολογικών δεδομένων in silico.

Κομβικά ιστορικά σημεία εξέλιξης της βιοπληροφορικής θεωρούνται, η εμφάνιση του κλάδου της Μοριακής Βιολογίας στα μέσα του 20ου αιώνα, η πρώτη δημοσίευση πολυπεπτιδικής ακολουθίας 51 αμινοξέων της ινσουλίνης από τον Frederick Sanger (1955), η πρώτη έκδοση του βιβλίου «Atlas of Protein Sequence and Structure» από την Margaret Dayhoff (1965), η πρώτη δημοσίευση νουκλεοτιδικής αλληλουχίας 77 νουκλεοτιδίων για το tRNA της αλανίνης του σακχαρομύκητα (μαγιά ζύμης) το 1965, και τέλος η δημιουργία των πρώτων βάσεων δεδομένων  Protein Databank (1972) και SWISSPROT (1986). Ταυτόχρονα με τη δημιουργία των βάσεων δεδομένων, αναπτύχθηκαν τα πρώτα εργαλεία για αναζήτηση, στοίχιση και σύγκριση αλληλουχιών νουκλεοτιδίων ή αμινοξέων, όπως είναι οι αλγόριθμοι  Needleman-Wunsch (1970), Smith-Waterman (1981), FASTA (1988) και BLAST (1990).
Το διεθνές πρόγραμμα ανάλυσης του γονιδιώματος του ανθρώπου, (Human Genome Project, 1990-2003) έδωσε επιπλέον ώθηση στην εξέλιξη των εργαλείων της βιοπληροφορικής προκειμένου να ανταποκριθεί στις ανάγκες διαχείρισης και ανάλυσης ενός όλο και μεγαλύτερου όγκου βιολογικών δεδομένων.
Το ερώτημα
Κλινική-Ερευνητική  Περίπτωση

Στην Παιδιατρική μονάδα του ΠΠΓΝΠ  όπου εργάζεστε ως ειδικευόμενοι, προσέρχεται αγόρι 10 ετών που παρουσιάζει συμπτώματα μυϊκής δυστροφίας και ταυτόχρονα συμπτώματα προγηρίας. 
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Γνωρίζοντας ότι μεταλλάξεις στο γονίδιο της λαμίνης Α (Lamin A) έχουν συνδεθεί και με τις δύο αυτές παθολογικές καταστάσεις, αποφασίζετε να προχωρήσετε σε αλληλούχιση του cDNA του γονιδίου της λαμίνης Α από κύτταρα του ασθενούς. Η αλληλουχία που προσδιορίσατε δίδεται παρακάτω.
cDNA Lamin A
GCCGCACCTACACCAGCCAACCCAGATCCCGAGGTCCGACAGCGCCCGGCCCAGATCCCCACGCCTGCCA

GGAGCAAGCCGAGAGCCAGCCGGCCGGCGCACTCCGACTCCGAGCAGTCTCTGTCCTTCGACCCGAGCCC

CGCGCCCTTTCCGGGACCCCTGCCCCGCGGGCAGCGCTGCCAACCTGCCGGCCATGGAGACCCCGTCCCA

GCGGCGCGCCACCCGCAGCGGGGCGCAGGCCAGCTCCACTCCGCTGTCGCCCACCCGCATCACCCGGCTG

CAGGAGAAGGAGGACCTGCAGGAGCTCAATGATCGCTTGGCGGTCTACATCGACCGTGTGCGCTCGCTGG

AAACGGAGAACGCAGGGCTGCGCCTTCGCATCACCGAGTCTGAAGAGGTGGTCAGCCGCGAGGTGTCCGG

CATCAAGGCCGCCTACGAGGCCGAGCTCGGGGATGCCCGCAAGACCCTTGACTCAGTAGCCAAGGAGCGC

GCCCGCCTGCAGCTGGAGCTGAGCAAAGTGCGTGAGGAGTTTAAGGAGCTGAAAGCGTGCAATACCAAGA

AGGAGGGTGACCTGATAGCTGCTCAGGCTCGGCTGAAGGACCTGGAGGCTCTGCTGAACTCCAAGGAGGC

CGCACTGAGCACTGCTCTCAGTGAGAAGCGCACGCTGGAGGGCGAGCTGCATGATCTGCGGGGCCAGGTG

GCCAAGCTTGAGGCAGCCCTAGGTGAGGCCAAGAAGCAACTTCAGGATGAGATGCTGCGGCGGGTGGATG

CTGAGAACAGGCTGCAGACCATGAAGGAGGAACTGGACTTCCAGAAGAACATCTACAGTGAGGAGCTGCG

TGAGACCAAGCGCCGTCATGAGACCCGACCGGTGGAGATTGACAATGGGAAGCAGCGTGAGTTTGAGAGC

CGGCTGGCGGATGCGCTGCAGGAACTGCGGGCCCAGCATGAGGACCAGGTGGAGCAGTATAAGAAGGAGC

TGGAGAAGACTTATTCTGCCAAGCTGGACAATGCCAGGCAGTCTGCTGAGAGGAACAGCAACCTGGTGGG

GGCCGCCCACGAGGAGCTGCAGCAGTCGCGCATCCGCATCGACAGCCTCTCTGCCCAGCTCAGCCAGCTC

CAGAAGCAGCTGGCAGCCAAGGAGGCGAAGCTTCGAGACCTGGAGGACTCACTGGCCCGTGAGCGGGACA

CCAGCCGGCGGCTGCTGGCGGAAAAGGAGCGGGAGATGGCCGAGATGCGGGCAAGGATGCAGCAGCAGCT

GGACGAGTACCAGGAGCTTCTGGACATCAAGCTGGCCCTGGACATGGAGATCCACGCCTACCGCAAGCTC

TTGGAGGGCGAGGAGGAGAGGCTACGCCTGTCCCCCAGCCCTACCTCGCAGCGCAGCCGTGGCCGTGCTT

CCTCTCACTCATCCCAGACACAGGGTGGGGGCAGCGTCACCAAAAAGCGCAAACTGGAGTCCACTGAGAG

CCGCAGCAGCTTCTCACAGCACGCACGCACTAGCGGGCGCGTGGCCGTGGAGGAGGTGGACGAGGATGAG

GATGGAGATGACCTGCTCCATCACCACCACGTGAGTGGTAGCCGCCGCTGAGGCCGAGCCTGCACTGGGG

CCACCCAGCCAGGCCTGGGGGCAGCCTCTCCCCAGCCTCCCCGTGCCAAAAATCTTTTCATTAAAGAATG
TTTTGGAACTTTAAAAAAAAAAAAAAAAAA

Απαντήστε στις παρακάτω ερωτήσεις
Χρησιμοποιείστε υλικό που θα συλλέξετε από Τράπεζες Βιολογικών Δεδομένων και από την χρήση προγραμμάτων Βιοπληροφορικής.

1.
Τι γνωρίζετε για το γονίδιο και την πρωτείνη Λαμίνη Α και με ποιά γενετικά νοσήματα έχει συνδεθεί ;

2.
Διαφέρει η πρωτεΐνη Λαμίνη Α του ασθενούς από τη φυσιολογική και εάν ναι,  σε ποιά αμινοξική θέση και ποιά είναι η συγκεκριμένη αλλαγή;
3.
Σε ποιά περιοχή (domain) της πρωτεΐνης βρίσκεται η αλλαγή αυτή; 

4.
Είναι η περιοχή αυτή συντηρημένη κατά την εξέλιξη; 

5.
Ποιά θεωρείτε ότι θα είναι η επίπτωση της συγκεκριμένης αμινοξικής αλλαγής που εντοπίσατε στην δομή και στην λειτουργία της πρωτείνης Λαμίνη Α;

6.
Συμπερασματικά, μπορεί να οφείλεται ο παθολογικός φαινότυπος του ατόμου στην συγκεκριμένη αλλαγή πού εντοπίσατε στο γενετικό υλικό;
Ερώτημα 1. 

Τι γνωρίζετε για το γονίδιο και την πρωτεΐνη  Λαμίνη Α και με ποιά γενετικά νοσήματα έχει συνδεθεί ;
(Εύρεση πληροφοριών από επιστημονικά άρθρα από PubMed, από τράπεζες αλληλουχιών από Entrez gene, και γενετικών νοσημάτων από ΟΜΙΜ).

ΒΙΟΛΟΓΙΚΕΣ ΒΑΣΕΙΣ ΔΕΔΟΜΕΝΩΝ
Το πρόβλημα της εύρεσης ενός συνόλου πληροφοριών που αφορούν μια βιολογική οντότητα, έχει αντιμετωπιστεί με τη δημιουργία ολοκληρωμένων συστημάτων αναζήτησης πληροφοριών οι οποίες εδράζονται σε διάφορες τράπεζες δεδομένων. Ένα τέτοιο ολοκληρωμένο σύστημα αναζήτησης αποτελεί ο διαδικτυακός τόπος Entrez, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Entrez/ που παρέχει εργαλεία αναζήτησης πληροφοριών μοριακής βιολογίας και γενετικής και στεγάζεται  στη διεύθυνση NCBI (National Center of Biotechnological Information), http://www.ncbi.nlm.nih.gov/. 
ΤΡΟΠΟΙ ΑΝΑΖΗΤΗΣΗΣ ΒΑΣΕΩΝ ΔΕΔΟΜΕΝΩΝ

Η πορεία που ακολουθεί ο χρήστης για την αναζήτηση συγκεκριμένης πληροφορίας η οποία είναι καταχωρημένη σε βάσεις δεδομένων είναι ιδιαίτερης σημασίας καθώς ο όγκος των πληροφοριών αυξάνεται εκθετικά και οι μηχανές αναζήτησης εξελίσσονται για πιο γρήγορη και εξειδικευμένη πρόσβαση.

Ο χρήστης έχει να επιλέξει τρεις τρόπους πρόσβασης στη πληροφορία: είτε χρησιμοποιώντας λέξεις κλειδιά, είτε τον ειδικό αριθμό πρόσβασης με τον οποίο καταχωρήθηκε η πληροφορία, είτε τέλος, σε ορισμένες περιπτώσεις, χρησιμοποιώντας το όνομα του συγγραφέα-ερευνητή που εισήγαγε την πληροφορία στις τράπεζες δεδομένων. Υπάρχει βέβαια και η δυνατότητα ανάκτησης μιας αλληλουχίας (νουκλεοτιδική-αμινοξική) χρησιμοποιώντας την ίδια ή μέρος της και προγράμματα στοίχισης αλληλουχιών.
ΒΙΒΛΙΟΓΡΑΦΙΚΕΣ ΒΑΣΕΙΣ ΔΕΔΟΜΕΝΩΝ
Η σημαντικότερη βάση βιβλιογραφικών δεδομένων βιο-ιατρικού ενδιαφέροντος είναι η MEDLINE (US National Library of Medicine) η οποία περιλαμβάνει βιβλιογραφικά δεδομένα επιστημονικών άρθρων (τίτλος, ονόματα συγγραφέων και περιλήψεις) που δημοσιεύονται σε πάνω από 5.000 διεθνή επιστημονικά περιοδικά. Η MEDLINE είναι μια δημόσια, ελεύθερη σε πρόσβαση και εύκολη στην αναζήτηση βάση δεδομένων. Είναι διαθέσιμη μέσω της διεύθυνσης PubMed,   http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed, και αποτελεί μέρος του πιο ολοκληρωμένου συστήματος αναζήτησης, Entrez.
Online Mendelian Inheritance in Man (OMIM)

Η ΟΜΙΜ είναι μια πολύ βασική πηγή πληροφοριών βιο-ιατρικού ενδιαφέροντος (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Entrez/OMIM).  Περιέχει εκτεταμένη πληροφόρηση για όλα τα γενετικά νοσήματα  του ανθρώπου και τα αντίστοιχα υπεύθυνα γονίδια και συνδέεται με διάφορες άλλες δημόσιες βάσεις δεδομένων.
ΒΙΟΛΟΓΙΚΕΣ ΒΑΣΕΙΣ ΔΕΔΟΜΕΝΩΝ ΑΛΛΗΛΟΥΧΙΩΝ
Η Βιολογική Βάση Δεδομένων Αλληλουχιών (ΒΒΔΑ) αποτελεί μια οργανωμένη συλλογή από βιολογικά δεδομένα που εισάγονται σε υπολογιστή και παρέχει τη δυνατότητα της αποθήκευσης, ανάκτησης, επεξεργασίας και χειρισμού των δεδομένων αυτών. Ανάλογα με το είδος της βιολογικής πληροφορίας που προέρχεται από επιστημονικά πειράματα, οι ΒΒΔΑ διακρίνονται στις  Γενικευμένες-Αρχειακές και στις Δευτερεύουσες-Εξειδικευμένες ΒΒΔΑ. 
Ι. Οι Γενικευμένες-Αρχειακές ΒΒΔΑ  περιλαμβάνουν είτε πρωτογενείς νουκλεοτιδικές και αμινοξικές αλληλουχίες (primary sequence databases) από γονιδιώματα οργανισμών, είτε δομές νουκλεϊκών οξέων και πρωτεϊνών (secondary and tertiary sequences).
Α. Πρωτογενείς βάσεις δεδομένων DNA αλληλουχιών
Υπάρχουν τρεις μεγάλες πρωτογενείς βάσεις δεδομένων DNA, προϊόν διεθνούς συνεργασίας, οι οποίες συλλέγουν όλες τις αλληλουχίες DNA και  RNA που κατατίθενται από ερευνητές και βρίσκονται μεταξύ τους σε σύνδεση on-line.
* GenBank (ΗΠΑ), http://www.ncbi.nlm.nih.gov/GenBank/
* EMBL (ΕΕ), http://www.ebi.ac.uk/embl/index.html/   
* DDBJ (Ιαπωνία), http://www.ddbj.nig.ac.jp/ 
 Β. Πρωτογενείς βάσεις δεδομένων αμινοξικών αλληλουχιών
Υπάρχουν  τρεις πρωτογενείς βάσεις δεδομένων αμινοξικών αλληλουχιών, οι οποίες από το 2002 ενοποιήθηκαν και δημιούργησαν μια κοινή παγκόσμια τράπεζα την UniProt, http://www.uniprot.org/.

· Swiss-Prot, http://web.expasy.org/docs/swiss-prot_guideline.html
· TrEMBL, http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bfind?trembl
· PIR-PSD, http://pir.georgetown.edu/pirwww/dbinfo/pir_psd.shtml
Γ.Δομικές βάσεις δεδομένων
Υπάρχει μία βάση δεδομένων, η Protein Data Bank (PDB), http://www.rcsb.org/pdb/home/ , η οποία περιλαμβάνει δομές πρωτεϊνών και νουκλεϊκών οξέων. 
ΙΙ. Οι Δευτερεύουσες-Εξειδικευμένες ΒΒΔΑ, περιλαμβάνουν μερικά υποσύνολα των πρωτογενών δεδομένων που υπάρχουν στις Αρχειακές ΒΒΔΑ και ανάλυση των δεδομένων αυτών. Τα παρακάτω παραδείγματα εξειδικευμένων ΒΒΔΑ, βρίσκονται στον ιστότοπο NCBI  http://www.ncbi.nlm.nih.gov/.
*EST παρέχει πληροφορίες για γονιδιωματικές αλληλουχίες που μεταγράφονται.
*SNP παρέχει πληροφορίες για μονονουκλεοτιδικούς πολυμορφισμούς (single nucleotide polymorphisms).
*Unigene παρέχει πληροφορίες για τα μετάγραφα ενός γονιδιακού τόπου σε σχέση με τον ιστό που εκφράζονται, την ηλικία και την υγεία του ατόμου. 
*Genomes παρέχει πληροφορίες για γονιδιώματα συγκεκριμένων οργανισμών.
Ερώτημα 2.

Διαφέρει η λαμίνη Α του ασθενούς από τη φυσιολογική και εάν ναι σε ποιά αμινοξική θέση και ποιά είναι η συγκεκριμένη αλλαγή; 

(Εύρεση mRNA του γονιδίου A, μετάφραση, εύρεση ανοιχτού πλαισίου ανάγνωσης, εύρεση φυσιολογικής αλληλουχίας Λαμίνης Α από το entrez-protein, σύγκριση με τη φυσιολογική αλληλουχία με blast two sequences)
ΠΡΟΓΡΑΜΜΑΤΑ ΑΝΑΛΥΣΗΣ ΝΟΥΚΛΕΟΤΙΔΙΚΩΝ ΚΑΙ ΑΜΙΝΟΞΙΚΩΝ ΑΛΛΗΛΟΥΧΙΩΝ
I. Προγράμματα ανάλυσης νουκλεοτιδικών/αμινοξικών αλληλουχιών
Ο χρήστης είναι δυνατόν να αναλύσει in silico, οποιαδήποτε νουκλεοτιδική αλληλουχία ανακαλέσει από τις τράπεζες δεδομένων, χρησιμοποιώντας κατάλληλα προγράμματα βιοπληροφορικής. Μερικά χαρακτηριστικά προγράμματα αναφέρονται παρακάτω.
· Εύρεση της νουκλεοτιδικής αλληλουχίας, http://www.ncbi.nlm.nih. gov/ nuccore/?term=human+Lamin+A
· Εύρεση της αμινοξικής αλληλουχίας,   http://www.ncbi.nlm.nih. gov/protein/?term=human+Lamin+A
· Μετάφραση μιας νουκλεοτιδικής αλληλουχίας και εύρεση ανοιχτού πλαισίου ανάγνωσης (http://web.expasy.org/translate/). 
· Σύγκριση δύο ή περισσοτέρων νουκλεοτιδικών αλληλουχιών (Blastn, http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/. 
· Σύγκριση δύο ή περισσοτέρων αμινοξικών  αλληλουχιών (Blastp, http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/.
Ερώτημα 3.

Σε ποιά περιοχή (domain) της πρωτεΐνης βρίσκεται η αλλαγή αυτή;
(Εύρεση της αρχιτεκτονικής δομής της πρωτεΐνης Λαμίνη Α από SMART, και εντοπισμός της αμινοξικής αλλαγής )
Προγράμματα ανάλυσης αμινοξικών αλληλουχιών
Ο χρήστης είναι δυνατόν να αναλύσει in silico, οποιαδήποτε αμινοξική αλληλουχία ανακαλέσει από τις τράπεζες δεδομένων, χρησιμοποιώντας κατάλληλα προγράμματα βιοπληροφορικής. 
· Ανάλυση της αρχιτεκτονικής δομής των λειτουργικών περιοχών μιας πρωτεΐνης (http://smart.embl-heidelberg.de/, http://prosite. expasy.org/scanprosite/). 
· Ανάλυση χαρακτηριστικών μοτίβων μιας πρωτεΐνης (http://myhits.isb-sib.ch/cgi-bin/motif_scan).

· Ανάλυση για παρουσία πεπτιδίου έκκρισης  μιας αμινοξικής αλληλουχίας (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/). 

· Ανάλυση των φυσικοχημικών παραμέτρων μιας πρωτεΐνης (http://web.expasy.org/protparam/). 
· Ανάλυση των μετα-μεταφραστικών τροποποιήσεων μια πρωτεΐνης (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/).

Ερώτημα 4.

Είναι η περιοχή αυτή συντηρημένη κατά την εξέλιξη;
(Σύγκριση των ορθόλογων πρωτεϊνών της πρωτεΐνης Λαμίνη Α με Clustal Omega, και εντοπισμός της αμινοξικής αλλαγής)

Προγράμματα σύγκρισης αμινοξικών αλληλουχιών

Ο χρήστης είναι δυνατόν να συγκρίνει με μία η περισσότερες άλλες, οποιαδήποτε αμινοξική αλληλουχία ανακαλέσει από τις τράπεζες δεδομένων, χρησιμοποιώντας κατάλληλα προγράμματα βιοπληροφορικής.
· Σύγκριση δύο ή περισσοτέρων αμινοξικών αλληλουχιών και δημιουργία αντίστοιχου φυλλογενετικού δένδρου (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi, http://blast.ncbi.nlm.nih. gov/, http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/ clustalw2/). 
Ερώτημα 5.

Ποιά θεωρείτε ότι θα είναι η επίπτωση της συγκεκριμένης αμινοξικής αλλαγής που εντοπίσατε στην δομή και στην λειτουργία της πρωτείνης Λαμίνη Α; 
Προγράμματα σύγκρισης αμινοξικών αλληλουχιών

Ο χρήστης είναι δυνατόν να έχει πληροφορίες για την δευτεροταγή δομή μια πρωτεΐνης καθώς επίσης και για την τριτοταγή της δομή με την προϋπόθεση ότι έχει «λυθεί» η δομή «συγγενική» της πρωτείνης, χρησιμοποιώντας κατάλληλα προγράμματα βιοπληροφορικής.
· Ανάλυση δευτεροταγούς δομής μιας πρωτεΐνης (http://imtech.res.in/raghava/apssp/). 
· Ανάλυση τριτοταγούς δομής μιας πρωτεΐνης με βάση τη σύγκριση με άλλες πρωτεΐνες γνωστών δομών (http://www. fundp.ac.be/sciences/biologie/urbm/bioinfo/esypred/).

Ερώτημα 6.

Συμπερασματικά, μπορεί να οφείλεται ο παθολογικός φαινότυπος του ατόμου στην συγκεκριμένη αλλαγή πού εντοπίσατε στο γενετικό υλικό;
Είναι η νουκλεοτιδική αυτή αλλαγή ένας πολυμορφισμός, μια αλλαγή που απαντάται κατά την εξέλιξη του συγκεκριμένου γονιδίου, ή είναι μια μετάλλαξη που οδηγεί στον παθολογικό φαινότυπο;
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