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Warunki zaliczenia

Wykład 

Zaliczenie wystawiane jest studentom, którzy uzyskali min. 50% z puli wszystkich możliwych punktów z pisemnego zaliczenia. 

Projekt/Laboratoria/Ćwiczenia 

Zaliczenie wystawiane jest studentom, którzy uczestniczyli we wszystkich zajęciach oraz zebrali min. 50% z puli wszystkich możliwych punktów z pisemnych zaliczeń 
i/lub złożyli w terminie pisemne raporty z wykonanych zadań. 

Ocena końcowa 

Ocena końcowa z modułu jest pochodną liczby punktów z zajęć modułu: 

K=SUMA(an*w*Sn) 

an -współczynnik wagowy dla składnika modułu Sn, 

w-współczynnik uwzględniający termin zaliczenia, odpowiednio 1,0, 0,9, 0,8 dla I, II, III terminu. 

Uwagi: 

Średnia może być wyciągnięta tylko jeżeli wszystkie kryteria zaliczenia dla poszczególnych składowych modułu są spełnione. 

Wartości współczynników podane są do wiadomości studentów na pierwszych zajęciach. 
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Bioinformatyka

Kombinacja informacji biologicznych i technik 
informacyjnych.
Analiza bioinformatyczna opiera się na analizie 
informacji zebranych w bazach danych w celu 
wyjaśnienia obserwowanych faktów 
doświadczalnych
 Rezultatem analizy są:

−Określenie wzajemnych zależności,

−Pokrewieństwa sekwencji kodujących,

−Podobieństwa struktur,

−Profile ekspresji,

−Profile szlaków metabolicznych.
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Rola komputerów

Źródłem danych są organizmy żywe.

 Każdy gatunek stanowi niepowtarzalny i 
unikalny zbiór danych, którego wielkość 
jest różna w zależności.

 Każda naturalna wariacja w ramach 
gatunku stanowi nowy zbiór danych.

 Komputery są niezbędne do gromadzenia, 
zarządzania i przetwarzania danych w 
akceptowalnym zakresie czasowym.
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Podstawowe zasoby internetowe

 Bazy danych bioinformatycznych dostępne są online.
 Większość kluczowych zasobów ma charakter otwarty – są one dostępne bezpłatnie dla 
badaczy z całego świata.
 Bazy danych można podzielić ze względu na charakter zgromadzonych danych na:
− Ogólne,
− Szczegółowe.

 
 Wiele projektów badawczych generuje wysoce specjalistyczne bazy danych, których 
wykorzystanie wymaga fachowej wiedzy i wykorzystania szczegółowych narzędzi

 Bazy danych globalnych są zarządzana przez konsorcja i ich poprawność weryfikowana w 
miarę napływających danych.
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National Center for 
Biotechnology Information
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EMBL 
European Bioinformatics Institute
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UniProt
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KEGG
Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes
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ExPASy
Swiss Institute of Bioinformatics
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RCSB PDB | PDBe
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Źródła danych...

 DNA

−Sekwencjonowanie DNA

−Sekwencjonowanie RNA

−Sekwencjonowanie mRNA
 Proteom

−Mikromacierze

−Ekeltroforeza wielowymiarowa ze spektrometria masową
 Dane strukturalne

−Krystalografia

−NMR

−Mikroskopia elektronowa
 Metabolom

−Spektrometria MS/MS
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Komputery w naukach biologicznych...
Wykorzystanie danych biologicznych:

−W medycynie

●Informatyka medyczna

−Wykorzystanie technik informatycznych w systemie służby zdrowia

−Efektywne wykorzystanie danych biologicznych w medycynie

−Aplikacja danych medycznych w celu rozwiązywania problemów medycznych

−W naukach przyrodniczych

●Przetwarzanie danych z eksperymentów biologicznych

−Faktycznych danych eksperymentalnych

−Danych obrazowych

−Danych omicznych
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Biologia in silico

Biologia to nauka bazująca na obserwacjach.
Gwałtowny wzrost ilości danych o sprawił iż 
obserwacje biologiczne stały się przeliczalne.

− 1953 model struktury DNA (Watson-Crick)
− 1981 sekwencjonowanie mitochodrialnego 

DNA człowieka: 16 568 bp
− 1990 rozpoczęcie International Human 

Genome Project (15 lat trwania)
− 1996 mapa genetyczna genomu człowieka  

wysokiej rozdzielczości (markery co 600 
000 bp)

− 2000 udostępnienie schematu sekwencji 
genomu człowieka
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Dla kogo?

Problem:
diagnostyka pacjentów we 
wczesnym etapie choroby 
nowotworowej
Wymagane dane:
-proteom i metabolom pacjenta 
zdrowego
-proteom i metabolom pacjenta 
chorego

Problem:
zrozumieć czynniki 
powodujące zmianę bakterii 
probiotycznej w patogenną 
u osób ze zdiagnozowanym 
nowotworem.
Wymagane dane:
-genom bakterii
-chory i zdrowy proteom
-chory i zdrowy metabolom

Problem:
identyfikacja nowego zboża 
odpornego na suszę, zasolenie i 
choroby.
Wymagane dane:
-proteom i genom
-identyfikacja markerów 
poszukiwanych cech
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Omica

Dane omiczne to dane ze specyficznych 
eksperymentów naukowych padające 
poszczególne aspekty aktywności 
biologicznej na różnych jej poziomach 
molekularnych:
− Genomika: DNA
− Proteomika: białka
− Metabolomika: małocząsteczkowe 

związki chemiczne (np. pochodzące 
ze szlaków metabolicznych)
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Genomika
Klasyczne metody sekwencjonowanie DNA 
wykorzystuje reakcję PCR w celu powielenia 
matrycowego DNA.

− Denaturacja:
Intensywne podgrzanie reakcji, aby 
rozdzielić, czyli zdenaturować nici DNA. W 
efekcie otrzymujemy jednoniciowy 
szablon dla następnego kroku.

− Przyłączanie: 
Ochłodzenie reakcji, aby startery mogły 
związać się z komplementarnymi 
sekwencjami na jednoniciowym 
matrycowym DNA.

− Wydłużanie: 
Podniesienie temperatury reakcji, aby 
polimeraza Taq wydłużała startery, 
syntezując nowe nici DNA.
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PCR
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PCR

Jak z reakcji, która generuje jeden specyficzny 
produkt otrzymać wiele produktów a z ich wielkości 
odczytać sekwencję badanego łańcuch DNA?

Sekwencjonowania Sangera
− to proces określania sekwencji (kolejności) 

nukleotydów (A, T, C i G) we fragmencie DNA.
− docelowy DNA jest kopiowany wiele razy, w 

wyniku czego powstają fragmenty o różnej 
długości.

− Fluorescencyjne nukleotydy „terminujące” 
(kończące wzrost łańcucha) wyznakowują 
końce fragmentów i umożliwiają określenie 
sekwencji.
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Sekwencjonowanie Sangera

Reakcja PCR
− Enzym polimeraza DNA
− Primer, który jest krótkim 

fragmentem pojedynczego DNA 
wiążącego się z DNA matrycowym i 
działającym jako „starter” 
polimerazy

− Cztery nukleotydy DNA (dATP, dTTP, 
dCTP, dGTP)

− DNA matrycowe do 
sekwencjonowania

Sekwencjonowania Sangera:
− Dideoksy, inaczej terminujące 

wersje wszystkich czterech 
nukleotydów (ddATP, ddTTP, ddCTP, 
ddGTP)
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Sekwencjonowanie Sangera
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Sekwencjonowanie Sangera
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Sekwencjonowanie nowej generacji

−  Sekwencjonowanie Sangera zapewnia sekwencjonowanie wysokiej jakości dla stosunkowo 
długich odcinków DNA (do około 900 par zasad). Zazwyczaj stosuje się je do sekwencjonowania 
poszczególnych fragmentów DNA, takich jak plazmidy bakteryjne lub DNA skopiowane w PCR.

−  Jednak sekwencjonowanie Sangera jest kosztowne i nieefektywne w przypadku projektów na 
większą skalę, takich jak sekwencjonowanie całego genomu lub metagenomu („genomu 
zbiorowego” populacji drobnoustrojów). W przypadku takich zadań nowe techniki 
sekwencjonowania na dużą skalę są szybsze i tańsze.

−  Wysoce równoległe: wiele reakcji sekwencyjnych ma miejsce w tym samym czasie
−  Mikroskala: reakcje są prowadzone w małych objętościach i można ich prowadzić wiele 

jednocześnie na chipie.
−  Szybkie: ponieważ reakcje są wykonywane równolegle, wyniki są gotowe o wiele szybciej
−  Niski koszt: sekwencjonowanie genomu jest tańsze niż sekwencjonowanie Sangera
−  Krótsze długości: odczytują typowy zakres 50 -700 nukleotydów
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Rodzaje sekwencji genetycznych

− Genomowe DNA
pobrane bezpośrednio z genomu żywego organizmu i zawiera geny w ich 
naturalnym stanie.

− Kopiowane DNA (cDNA)
materiał przygotowany w procesie odwrotnej transkrypcji informacyjnego RNA 
(ang. messanger RNA, mRNA).

− Rekombinowane DNA
np. z plamidów, modyfikowanych wirusów i innych wykorzystywanych w biologii 
molekularnej sekwencji genetycznych.

Jakie wady i zalety z punktu widzenia analizy ma każdy z rodzajów sekwencji genetycznych?
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Dla kogo?

Problem:
diagnostyka pacjentów we 
wczesnym etapie choroby 
nowotworowej
Wymagane dane:
-proteom i metabolom pacjenta 
zdrowego
-proteom i metabolom pacjenta 
chorego

Problem:
zrozumieć czynniki 
powodujące zmianę bakterii 
probiotycznej w patogeną u 
osób ze zdiagnozowanym 
nowotworem.
Wymagane dane:
-genom bakterii
-chory i zdrowy proteom
-chory i zdrowy metabolom

Problem:
identyfikacja nowego zboża 
odpornego na suszę, zasolenie i 
choroby.
Wymagane dane:
-proteom i genom
-identyfikacja markerów 
poszukiwanych cech

gDNA, cDNA, rDNA
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Strategie sekwencjonowania genomów

− Shotgun sequencing
Duże cząsteczki DNA dzielone są na mniejsze części i każda z nich 
sekwencjonowana jest indywidualnie.

● Relatywnie krótkie i losowe sekwencje genomu muszą zostać złożone.
− Contig cloning

Fragmenty DNA poddawanego analizie są klonowane i dopiero te fragmenty są 
sekwencjonowane.

● Całe DNA genomowe musi być sklonowane co znacznie wydłuża proces 
sekwencjonowania.
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Kontrola jakości

Garbage In, Garbage Out, GIGO (pol. śmieci na wejściu – śmieci na wyjściu) – w 
obszarze technologii informacyjnych angielski zwrot mówiący o tym, że nawet gdy 
program lub procedura przetwarzania były poprawne, wyniki przetwarzanie błędnych 
danych będą błędne.

Sekwencjonowanie genomów:
− Pre-assembly processing czyli analiza wstępna
− Base calling czyli identyfikacja właściwej ścieżki odczytu sekwencji
− Genome assembly składanie genomu
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Sekwencjonowanie białek

Nie ma metody powielania białka analogicznej do PCR!
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Degradacja Edmana

Procedura wyznaczania sekwencji białka od jego końca N (N-terminal) do końca C 
(C-terminal).
− Wymaga odpowiednich ilości materiału wyjściowego – białka.
− Materiał ulega zniszczeniu i nie może być ponownie wykorzystany – metoda 

destrukcyjna.



Proteom

Proteom
component białkowy komórek kodowany 
przez genom.
Stężenie białek w komórce…
-nie jest prostą funkcją ekspresji genów
-podlega licznym modyfikacjom, które 
decydują o końcowych właściwościach.
W połączeniu z genomem pozwala:
-identyfikować szlaki metaboliczne 
zaangażowane w badane procesy
-monitorować procesy patologiczne na 
poziomie komórkowym

Profil białkowy

Analiza proteomiczna 
musi uwzględniać jego dynamiczny charakter.

-zmiany na poziomie komórkowym, np.: fazy rozwoju komórki;

-zmiany w funkcji czasu;

-zmiany w otoczeniu zewnątrzkomórkowym;

-zmiany w środowisku zewnątrzkomórkowym;

Analiza musi uwzględniać:

-jednoczesne porównanie dwóch lub więcej próbek;

-przygotowanych w podobny sposób;

Marker proteomiczny (lub profil proteomiczny) to jedna lub 
więcej cząsteczek charakterystycznych dla badanego procesu. 



Biologia systemów

…to całościowe, holistyczne, spojrzenie na 
funkcjonowanie komórek czy organizmów 
opierające się na analizie wycinkowych prac 
badawczych umożliwiające modelowanie 
układów biologicznych.

Biologia systemów wykorzystuje w równym 
stopniu informacje genetyczne, 
proteomiczne i metabolomiczne poprzez 
analizę funkcjonalną (analizę funkcji 
cząsteczek).

Strategie badań proteomicznych



Strategia identyfikacji białek

Metody proteomiczne…
-oczyszczanie i separacja (materiału 
biologicznego)
-identyfikacja (komponentów)
-analiza i interpretacja wyników

-weryfikacja zebranych danych…
…w oparciu o unikalny, selektywny test (np.: 
ELISA, reakcja enzymatyczna, badania 
receptorowe, itp.)

Wiarygodność analizy proteomicznej

Etapy analizy są potencjalnym źródłem 
błędów…
-przygotowanie powtarzalnych próbek 
(wielu) do analizy;

Skrócenie czasu separacji mieszaniny 
wpływa na selektywność oznaczeń.



Wybór strategii

Materiał biologiczny i cel 
analizy determinuje strategię 
badawczą.

Typowe materiały do badań:
-surowica/plazma krwi
12 białek (albumina, 
immunolobuliny, itp.) stanowią 
96% wszystkich białek!
-mocz
-ślina
-płyn mózgowo-rdzeniowy

-…inne roztwory biologiczne.



Strategie badawcze

Bottom-up…
analizie poddawane są sekwencje 
peptydowe uzyskane w wyniku 
enzymatycznego trawienia biała. 
Wykorzystuje tandemową spektometrię 
mas (MS/MS), lub mapy peptydowe (PMF, 
ang. peptide mass fingrprinting).
Shotgun…
analizowana próbka poddawana jest 
trawieniu za pomocą wybranych enzymów 
proteolitycznych.

Top-down…
natywne białka poddaje się analizie bez ich 
uprzedniej fragmentacji.

Przygotowanie materiału do badań proteomicznych

Zadania:
• Redukcja objętości
• Eliminacja zanieczyszczeń i 

niepożądanych składników

Cele:
• Jednorodny
• Homogeniczny
• Stabilny

…materiał do analizy

Materiał pobrany należy przechowywać w 
temperaturach kriogenicznych!



Źródła próbek biologicznych

Tkanki zwierzęce – minimalizacja heterogenności poprzez usunięcie różnicowych 
elementów tkankowych. Homogenizacja mechaniczna i wirowanie różnicowe pozwala 
na usunięcie organelli komórkowych.

Tkanki roślinne – wielokrotna liza z wykorzystaniem zamrażania i ultradźwięków. 
Strącanie komponentów białkowych w acetonie lub 10% TCA.

Hodowle komórkowe – usunięcie pożywki.

Płyny ustrojowe – redukcja objętości, usunięcie zanieczyszczeń za pomocą 
chromatografii.

Bakterie – mechaniczna degradacja w celu usunięcia ściany komórkowej, bufory do lizy.

Wirusy – wirowanie różnicowe, rozpuszczenie i homogenizacja.



Rozpuszczanie białek

Czynniki  chaotropowe – przeciwdziałają tworzeniu się agregatów (redukcja wiązań wodorowych i oddziaływań 
hydrofilowych).
Mocznik, tiomocznik…

Detergenty – niwelują oddziaływania hydrofobowe.
-jonowe, np.: SDS

-niejonowe, np.: Triton X-100, NP-40

-amfoteryczne, np.: CHAPS, CHAPSO, ASB-14

Odczynniki redukujące – redukcja grup sulfhydyloych.
-DDT (ditiotreitol), DTE (1,4-ditioerytritol), 2-merkaptoetanol, tributylofosfina (TBP), tris(2-karboksyetylo)fosfina (TECEP)

Inhibitory proteaz – niekontrolowana aktywność proteaz endogennych komplikuje profil białkowy.
-fluorek fenylometylosulfonowy (PMSF), fluorek aminoetylobenzylosulfonowy (AEBSF), keton chlorometylowy 
N-tosylo-L-fenyloalaniny (TLCK), benzamidyna, EDTA, amastatyna

Elektroforeza dwuwymiarowa (2-DE)

Rozdzielanie mieszanin białkowych wymach 
zastosowania specjalistycznych metod 
elektroforetycznych i chromatograficznych.

Celem jest identyfikacja _pojedynczego_ 
biała pochodzącego z mieszaniny.



Analiza porównawcza żeli



Identyfikacja białek w mieszaninach

Całościowa analiza proteomu wiąże się z koniecznością _jednoczesnego_ 
-rozdziału, 
-identyfikacji,
-oznaczenia wszystkich białek badanego układu biologicznego.

Metody analizy:

-wysokorozdzielcze w aspekcie separacji,

-wydajne i skuteczne w zakresie identyfikowanych składników białkowych.

‚Odcisk palca’ mapy peptydowej

Metoda odcisku palca mapy peptydowej
(PMF, ang. peptide mass figerprinting)

Każde białko ma unikatową sekwencję 
aminokwasową.
Wykorzystanie unikalnych, 
charakterystycznych cech danej sekwencji 
pozwala na jej identyfikację.





Metabolomika

Zbiór danych obejmujących wszechstronną 
(całościową) analizę jakościową i ilościową, 
charakterystykę i identyfikację 
endogennych, drobnocząsteczkowych 
związków chemicznych.

Human Metabolome Database 
(https://hmdb.ca/)

• 114,215 metabolite entries including both 
water-soluble and lipid soluble metabolites 
as well as metabolites that would be 
regarded as either abundant (> 1 uM) or 
relatively rare (< 1 nM). 

HMDB

1) Dane chemiczne - chemical data, 
2) Dane kliniczne - clinical data,
3) Dane biochemiczne/biologii 

molekularnej - molecular 
biology/biochemistry data

Każda zindeksowana cząsteczka posiada 
przypisane właściwości:
• Chemiczne,
• Strukturalne,
• Biologiczne. 

Dla każdej cząsteczki przypisany jest jeden 
lub więcej enzymów i białek 
transportowych.



HMDB

Metabolit
Naturalnie występująca cząsteczka 
chemiczna o masie poniżej 1000/1500 Da.

Enzym
Białko katalizujące reakcję chemiczną, w 
której powstaje metabolit.

Transporter
Białko, również błonowe, zdolne do 
selektywnego transportu metabolitów oraz 
innych związków małocząsteczkowych.

Analiza metabolomu

Umożliwia wszechstronne spojrzenie na 
różnorakie procesy biologiczne 
przebiegające w organizmie pozwalające na 
uzyskanie kompleksowej wiedzy o systemie 
(organizmie ludzkim, tkance czy linii 
komórkowej).

Wymaga zgromadzenia wiarygodnego 
zestawu danych z zastosowaniem 
adekwatnych technik analitycznych.



Metabolom jest dynamiczny

Skład metabolomu jest zmienny i zależy:
• Od stanu komórki,

Odmiennie od genomu, podobnie do 
proteomu.
 

• Specyficznej aktywności enzymów,
• Różnorodności metabolicznej organizmów,

Trehaloza – organiczny związek chemiczny z 
grupy cukrów, disacharyd złożony z dwóch 
cząsteczek glukozy połączonych wiązaniem 
O-glikozydowym (α,D-glukopiranozylo-(1→1)-
α,D-glukopiranozyd). Jest głównym cukrem 
hemolimfy owadów, znajduje się także w 
grzybach i drożdżach.
 

• Aktualnego stanu metabolocznego komórki.

Metabolom ma charakter…

…hierarchiczny
Metablom komórki jest fragmentem 
metabolomu organizmu.

…sekwencyjny
W badaniach szlaku metabolicznego 
wystarczy określenie jednego bądź kilu 
metabolitów kluczowych odpowiedzialnych 
za daną rekcję. 



Strategie analityczne

1. Analiza wybranego metabolitu lub grupy metabolitów (ang. targeted analysis).
Wysoka czułość i selektywność.

2. Analiza ilościowa grupy metabolitów (ang. metabolite profiling).
Wysoka czułość, niska selektywność.

3. Metabolomika – kompleksowa ilościowa analiza organizmu lub jego wycinka.
Niska czułość, niska selektywność.

4. Analiza ‚odcisku palca’ (ang. metbolite profiling).
Niska czułość, niska selektywność. Umożliwia klasyfikację całego profilu a nie pojedynczych 
związków.

Techniki analityczne

Rodzaj próbki determinuje strategię identyfikacyjną i przygotowawczą.
Przygotowanie próbki może wymagać np.:
• Precypitacji białek
• Ultrafiltracji
• Ekstrakcji
• Frakcjonowania
• …innych.

• Spektometria mass wspomagana technikami separacji 

• NMR

• Detekcja elektrochemicza

• Spektroskopia IR

• Spektroskopia UV

• Spektroskopia fluorescencyjna

• …inne metody analityczne



Spektometria mass



Spektometria mass



Zastosowanie danych metabolicznych

• Rolnictwo
Identyfikacja nowych, wydajnych odmian roślin uprawnych. 

• Medycyna
Małoinwazyjna kompleksowa ocena stanu pacjenta i ukierunkowane leczenie
• Diagnostyka
• Medycyna spersonalizowana

Zasoby internetowe



Zasoby internetowe

Zasoby internetowe



Z praktycznego punktu widzenia (łatwości, 
szybkości przetwarzania danych), który 
rodzaj informacji genetycznej będzie 
najlepszy?

ⓘ
Click Present with Slido or install our Chrome extension to activate this 
poll while presenting.
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