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Bioinformatyka to dziedzina nauki tgczagca w sobie wiedze z dziedziny biologii
z wykorzystaniem narzedzi informatycznych. Do gtdwnych zadan bioinformatyki nalezy
przechowywanie w bazach danych informacji o sekwencjach DNA, RNA i biatek oraz strukturach
makroczasteczek, a takze tworzenie narzedzi stuzacych do analizy tych informacji. Warto zwrécic
uwage na to, ze skala uzyskiwanych obecnie informacji daleko przekracza mozliwosci recznego
przetwarzania. Na przyktad, genom bakterii Escherichia coli liczy ponad 4,6 milionéw par zasad.
Poréwnywanie tego genomu z genomami innych bakterii jest wiec zadaniem dla programow

komputerowych.
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Zanim przeprowadzi sie procedure klonowania w laboratorium trzeba jg dobrze zaplanowac.
W tym celu wykonuje sie klonowanie in silico (czyli w komputerze). Korzystajgc z narzedzi
do edytowania sekwencji DNA, wybiera sie najlepszy do danego celu wektor, projektuje sie startery

do PCR i przygotowuje sie sekwencje ostatecznego konstruktu.

1. Wektoryiich mapy
Wektory plazmidowe powstaty przez wprowadzenie modyfikacji do plazmidéw — naturalnie
wystepujgcych u bakterii kolistych czasteczek DNA. Wektory plazmidowe zawierajg zwykle

nastepujace elementy:

- miejsce utatwiajace klonowanie, tzw. polilinker — odcinek w wektorze zaprojektowany z myslg
0 umieszczeniu w nim wstawki. Zawiera on miejsca rozpoznawane przez wiele réznych enzyméw
restrykcyjnych. W wektorach ekspresyjnych (stuzgcych do wyrazania biatka w komdrce
gospodarza) polilinker jest poprzedzony przez promotor (do ktérego przytacza sie polimeraza
RNA) i operator (umozliwiajacy regulacje transkrypcji), a za polilinkerem wystepuje terminator
(odcinek, na ktérym koriczy sie transkrypcja). W polilinkerze mogg znajdowad sie takze sekwencje
umozliwiajgce dodanie znacznikdw (ang. tags) — fancuchéw peptydowych utatwiajgcych
oczyszczanie iidentyfikacje rekombinowanego biatka. Funkcje znacznika moga petni¢ duze
polipeptydy, np. GFP (biatko zielonej fluorescencji) czy GST (S-transferaza glutationowa), albo

mniejsze, np. His-tag, czyli ciag szesciu reszt histydynowych.

- marker selekcyjny — fragment DNA umozliwiajacy odrdznienie komdrek gospodarza, ktére
pobraty plazmid, od tych, ktdre tego nie zrobity. Najczesciej jest to gen warunkujgcy opornosé

bakterii na antybiotyk.
- miejsce poczatku replikacji — umozliwia powielanie wektora w komérce gospodarza.

- moga tez zawiera¢ dodatkowe elementy, jak np. represor operonu laktozowego, ktéry zapobiega

produkgc;ji biatka przed indukcja.
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pET-28a-c(+) Vectors TBO74 12/08

Cat. No. The pET-28a-c(+) vectors carry an N-terminal His»Tag®/thrombin/T7+Tag® configuration plus
pET-28a DNA 69864-3 an optional C-terminal His*Tag sequence. Unique sites are shown on the circle map. Note that the
pET-28b DNA 69865-3 sequence is numbered by the pBR322 convention, so the T7 expression region is reversed on the
pET-28c DNA 69866-3 circular map. The cloning/expression region of the coding strand transcribed by T7 RNA poly-

merase is shown below. The f1 origin is oriented so that infection with helper phage will produce
virions containing single-stranded DNA that corresponds to the coding strand. Therefore, single-
stranded sequencing should be performed using the T7 terminator primer (Cat. No. 69337-3).

Najwazniejsze elementy wektora
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] His-Tag Znacznik histydynowy Ndel Nhel T7-Tag
Sekwencje TATAECATGGHCAGCAGCCATCATCATCATCATCACAGCAGCGGCCTEE TGCCGE GCGECAGCCATATEEE TAGCATGACT GG TGGACAGL AA
rozpoznawane przez S0l ySerSerH isHisH isHisHisHisSerSerC lyLeuVal ProArgGlySerHisMetAloSerMetThrGlyG IyGInG In
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Trzy wersje
...GGTCGGGATCCGAATTCGAGCTCCGTCGACAAGC TTEGCGGCCGCAC TCGAGCACCACCACCACCACCACTGAGATCCGEC TGCTAACAAAGCCC pET-28b (+ }|«= Wektora rézniace
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021 T7 terminator Terminator
GAAAGGAAGCTGAGTTGGC TGCTGCCACCGL TGAGCAATAACTAGCATAACCCCTTGEEGCCTCTAAACGEGTCTTGAGGERTTTTTTE
-——
T7 terminator primer #69337-3

PET-28a-c(+) cloning/expression region

Novagen - orperiNG 800-526-7319 - TEcHNICAL supPorT 800-207-0144

Rys. 2. Mapa komercyjnie dostepnego wektora z serii pET28 (oferowanego przez firme Novagen).



Schematycznie przedstawienie powyzszych miejsc w wektorze nazywa sie mapg wektora (Rys. 2).
W dokumentacji czesto przedstawia sie tez w sposéb szczegétowy sekwencje polilinkera, zeby
ufatwié zaplanowanie klonowania. W wektorze z serii pET28 wystepuje np. fragment kodujgcy
miejsce ciecia przez trombine — wysoce specyficzng proteaze. Jest ono wprowadzone po to, aby
w razie potrzeby z otrzymanego rekombinowanego biatka mozna byto w sposoéb specyficzny odcigé
His-tag znajdujacy sie na konicu N rekombinowanego biatka.

Warto zwrdci¢ uwage na to, ze wektor pET28 wystepuje w trzech wersjach: pET28a, pET28b
i pET28c. ROznig sie one liczbg dodatkowych nukleotydéw znajdujacych sie miedzy fragmentem
kodujagcym T7-tag a sekwencjg rozpoznawang przez enzym restrykcyjny BamHI. pET28c jest
podstawowg wersjg, za$ w pET28b i pET28a sg dodane, odpowiednio, jeden i dwa nukleotydy.
Powoduje to przesuniecie ramki odczytu, dlatego dysponujac kolekcjg trzech wektoréw z serii
pET28, zawsze mozna wybraé witasciwy, ktéry pozwoli na utworzenie konstruktu wyrazajgcego

rekombinowane biatko kodowane przez wstawke w fuzji z His-tag czy T7-tag.

2. Sekwencje kodujace biatka

Geny kodujace biatka przechowuje sie w bazach danych w postaci sekwencji mRNA.
W bioinformatyce jednak zamiast znaku ,U” oznaczajacego uracyl uzywa sie , T” oznaczajgcego
tymine, niezaleznie od tego czy zapis dotyczy sekwencji DNA czy RNA. Aby w sekwencji mRNA
odnalez¢ odcinek kodujacy biatko, trzeba odszukac¢ otwartg ramke odczytu, a wiec taki fragment
sekwencji, ktory zaczyna sie od kodonu START (ATG) i koriczy jednym z kodonéw STOP (TAA, TAG,
TGA).

Jednym z formatéw stuzagcym do przechowywania sekwencji nukleotydowych
i aminokwasowych jest format FASTA. W tym formacie nagtéwki zawierajgce opis sekwencji
zaczynajg sie od znaku wiekszosci ,,>”, a nastepnie zawierajag dowolne znaki do konca linii.
W kolejnych liniach znajduje sie sekwencja zapisana w kierunku od konca 5’ do korica 3’ w przypadku
sekwenc;ji nukleotydowych oraz od korica N do konca C dla sekwencji aminokwasowych (w obydwu
przypadkach odpowiada to naturalnemu kierunkowi syntezy w komodrce). Nukleotydy oznacza sie
literami A, T, C oraz G, a reszty aminokwasowe za pomocy jednoliterowych skrétéw nazw
aminokwaséw. W jednym pliku moze znajdowad sie wiecej niz jedna sekwencja, ale kazda musi mie¢
osobny nagtéwek znajdujgcy sie w nowej linii. Warto zwrdcié uwage, ze w przypadku DNA,
podawana jest sekwencja tylko jednej z nici. Pliki mozna redagowaé za pomocg dowolnego edytora
tekstu, np. Notatnika Windows. Najbezpieczniej jest unika¢ polskich znakéw w nagtéwkach

sekwencji i korzystac¢ tylko ze znakdéw ASCIl — nie wszystkie programy sg w stanie poprawnie



zinterpretowad pliki zapisane w coraz popularniejszym kodowaniu UTF-8, umozliwiajgcym zapis

znakdéw diakrytycznych.

Przyktadowa sekwencja nukleotydéw w formacie FASTA wyglada nastepujgco:
>Fragment DNA kodujacy His-tag|Wektor pET28a
CATCATCATCATCATCAC

Przyktadowy sekwencja aminokwasowa w formacie FASTA wyglagda nastepujaco:
>His-tag|Wektor pET28a
HHHHHH

3. Dopasowanie starteréw

Do przeprowadzenia reakcji PCR potrzebna jest para starteréw, ktére wyznaczajg poczatek
i koniec powielanego fragmentu. Starter wyznaczajgcy lewy kraniec sekwencji (od konca 5') nazywa
sie przednim (ang. forward) i odpowiada poczatkowi sekwencji, starter po prawej stronie
(od konica 3’) nazywa sie wstecznym (ang. reverse) i jest komplementarny do kornca sekwencji, ktéra
chcemy powieli¢ (Rys. 3). Do pewnych zastosowan projektuje sie startery z tzw. over-hangami, ktére
sg dodatkowq czescig startera, niehybrydyzujgcg z matrycowym DNA. Nizej umieszczona instrukcja

odnosi sie do podstawowej czesci startera, tej hybrydyzujgcej z matryca.

starter przedni
D>

ATGGTAGCTGGGATGTTAGGGCTCAGGGAAGAAAAGTCAGAAGACCAGGACCTCCAGGGCCTCAAG

GACAAACCCCTCAAGTTTAAAAAGGTGAAGAAAGATAAGAAAGAAGAGAAAGAGGGCAAGCATGAG
CCCGTGCAGCCATCAGCCCACCACTCTGCTGAGCCCGCAGAGGCAGGCAAAGCAGAGACATCAGAA
GGGTCAGGCTCCGCCCCGGCTGTGCCGGAAGCTTCT

CGACACGGCCTTCGAAGA

<
starter wsteczny

Rys. 3. Startery do reakcji PCR. Strzatki wskazujg kierunek 5'>3'.



Woybierajac startery do klonowania, nalezy kierowac sie nastepujacymi zasadami:

1. Dtugos¢ czesci podstawowej (hybrydyzujacej z matrycg) powinna wynosi¢ od 18 do 25
nukleotydow.

2. Zawartos¢ par GC w czesci podstawowej powinna wynosi¢ 50-60%.

3. Temperatura przytaczania sie starteréw powinna zawierac sie w przedziale od 50 do 65°C.

4. Roznica miedzy temperaturami przyfaczenia starteréw do matrycy nie powinna by¢ wieksza
niz 5°C.

5. Na koncu 3’ startera powinna znalez¢ sie guanina lub cytozyna. Zapewnia to stabilniejsze
wigzanie z matrycowym DNA.

6. Sekwencje starteréw podaje sie od korca 5 do korica 3’ (zaréwno startera przedniego,

jak i wstecznego!)

4. Wybor enzymow restrykcyjnych

Do klonowania wykorzystuje sie enzymy restrykcyjne, ktérych miejsca ciecia wystepuja
w czgsteczce wektora tylko raz i sg obecne w polilinkerze. Chociaz klonowanie mozna przeprowadzi¢
wykorzystujac tylko jeden enzym, lepiej jest uzy¢ pary enzymow. Zapobiega to autoligacji wektora
lub wstawki (zamkniecie sie w kolistg czasteczke bez udziatu innej), a takze wstawieniu wstawki
do wektora w niewtasciwej orientacji. Wybierajac enzymy, trzeba uwzgledni¢ ich potozenie
w polilinkerze. Niektére miejsca dla enzymow sg potozone tak, zeby postuzy¢ do przygotowania
konstruktu ze znacznikiem na koncu N biatka, inne sg lepsze, jesli chcemy dotaczy¢ znacznik
na koncu C. Ponadto nalezy sprawdzi¢ czy miejsca ciecia enzymoéw, ktére planuje sie wykorzystac
nie wystepujg w sekwencji wstawki. Powinno sie takze wzigé pod uwage warunki przeprowadzania
trawienia. Najwygodniej jest uzywac enzymow, ktdre wykazujg maksimum aktywnosci w podobnych
warunkach (najlepiej w tym samym buforze reakcyjnym i w tej samej temperaturze).

Miejsca rozpoznawane przez enzymy restrykcyjne mozna doda¢ na koncu 5’ startera.
Ta czesc¢ nie bedzie hybrydyzowac z matrycg i nazywa sie over-hangiem. Trzeba tez pamieta¢ o tym,
ze wiele enzymow restrykcyjnych nie potrafi przecinaé DNA blisko kranca czgsteczki. Dlatego oprdcz
miejsca restrykcyjnego na 5’ koncu nalezy dodac kilka dodatkowych reszt nukleotydowych
(doktadna liczba zalezy od rodzaju enzymu, sekwencja moze by¢ dowolna, poniewaz i tak zostanie

odcieta w wyniku dziatania enzymu restrykcyjnego).



5. Przygotowanie sekwencji gotowego konstruktu

Aby przygotowac sekwencje gotowego konstruktu, nalezy odnalezé w sekwencji wektora
miejsca rozpoznawane przez wybrane wczesniej enzymy restrykcyjne, wycig¢ fragment sekwencji
znajdujacy sie pomiedzy nimi, a nastepnie wklei¢ fragment DNA, ktéry planujemy sklonowad

w odpowiedniej orientacji.

Przebieg klonowania in silico mozesz obejrze¢ w poradniku filmowym dostepnym na kanale YouTube

Komitetu Gtéwnego Olimpiady Biologiczne;.

6. Przyréwnywanie sekwencji

Wystepowanie w DNA, RNA lub biatkach bardzo podobnych do siebie rejonéw moze by¢
konsekwencjg wspdlnego pochodzenia lub petnienia podobnej funkcji (konwergencja).
Odnajdywanie takich miejsc opiera sie na przyréwnywaniu (ang. alignment) ze sobg sekwenciji.
Przyrownanie polega na wprowadzeniu do sekwencji przerw (ang. gaps), aby po ustawieniu
sekwencji jedna pod drugg takie same lub podobne reszty nukleotydowe lub aminokwasowe
znajdowaty sie w tych samych pozycjach. Pozwala to na fatwg identyfikacje podobnych do siebie
miejsc w sekwencjach.

Oczywiscie wiekszos¢ sekwencji daje sie do siebie przyrownaé, jesli wprowadzi¢ do nich
odpowiednio duzg liczbe przerw. Dlatego, aby ocenié¢ stopien podobienstwa dwu sekwencji
algorytmy do przyréwnywania przyznaja punkty za dopasowane reszty i odejmuja je
za wprowadzone przerwy. Istnieje wiele algorytmow stuzgcych do przyréwnywania sekwencji,
ale mozna wsrdd nich wyrdzni¢ dwie gtdwne metody: globalne i lokalne. Przyréwnanie lokalne stuzy
do odnajdowania identycznych lub bardzo podobnych fragmentéw w obrebie wiekszych sekwenciji.
Z kolei przyrownanie globalne polega na jak najlepszym dopasowaniu sekwencji na catej dtugosci

(Rys. 4).



Przyréwnanie globalne

—-—T--CC-C-AGT--TATGT-CAGGGGACACG--A-GCATGCAGA-GAC

e L e
AATTGCCGCC-GTCGT-T-TTCAG----CA-GTTATG--T-CAGAT--C

Przyréwnanie lokalne

tccCAGTTATGTCAGgggacacgagcatgcagagac

LR
aattgccgcecgtegttttcagCAGTTATGTCAGatc

Rys. 4. Poréwnanie przyrownania globalnego i lokalnego na przyktadzie pary tych samych sekwencji.

Algorytmy do przyrownywania sekwencji mozna wykorzystaé, przeszukujac baze danych
interesujgca nas sekwencjg, aby odnalez¢ najbardziej podobne sekwencje przechowywane w bazie
danych. Moze to pomdc w identyfikacji funkcji i pochodzenia ewolucyjnego badanego fragmentu
DNA lub biatka.
Jednym z programéw, ktory stuzy do porownywania sekwencji nukleotydowych
i aminokwasowych z sekwencjami przechowywanymi w bazie danych jest BLAST. Sg rézne wersje
tego programu:
= Nucleotide BLAST — poréwnuje sekwencje nukleotydowga z sekwencjami nukleotydowymi z bazy
danych;

= Protein BLAST — poréwnuje sekwencje aminokwasowg z sekwencjami aminokwasowymi z bazy
danych;

- blastx —ttumaczy sekwencje nukleotydowg na aminokwasowa w trzech réznych ramkach odczytu

i pordwnuje z sekwencjami aminokwasowymi z bazy danych;

- tblastn — ttumaczy sekwencje aminokwasowga na nukleotydowg w réznych wariantach, ktére
moga kodowac podang przez uzytkownika sekwencje aminokwasowg i poréwnuje z sekwencjami

nukleotydowymi z bazy danych

Wiecej o programie BLAST dowiesz sie z poradnika filmowego dostepnego na kanale YouTube

Komitetu Gtéwnego Olimpiady Biologiczne;.



7. Przyréwnania wielu sekwencji

Przyrownanie wielu sekwencji pozwala wykry¢ pokrewienstwo ewolucyjne sekwencji oraz
na identyfikacje motywow lub pojedynczych reszt zachowanych w ewolucji. Takie fragmenty czesto
petnig istotne funkcje, w przeciwieistwie do reszt, ktére zmieniajg sie w szybszym tempie.

Do przyréwnywania wielu sekwencji stuzy np. program Clustal (Rys. 5).

Wiecej o programie Clustal dowiesz sie z poradnika filmowego dostepnego na kanale YouTube

Komitetu Gtéwnego Olimpiady Biologiczne;.

sp|Q6NVMO |[H10_ XENTR MTENSAAAPAGKPKRSKASKKATDHPKYSDMILAAVQAEKSRSGSSRQSIQKYIKNHYKV 60
sp|P10922 |H10_MOUSE MTENSTSAPAAKPKRAKASKKSTDHPKYSDMIVAAIQAEKNRAGSSRQSIQKYIKSHYKV 60
sp|P43278|H10_RAT MTENSTSTPAAKPKRAKAAKKSTDHPKYSDMIVAAIQAEKNRAGSSRQSIQKYIKSHYKV 60
sp|P07305|H10_HUMAN MTENSTSAPAAKPKRAKASKKSTDHPKYSDMIVAAIQAEKNRAGSSRQSIQKYIKSHYKV 60
sp|Q5NVN9 |H10_PONAB MTENSTSAPAAKPKRAKASKKSTDHPKYSDMVVAAIQAEKNRAGSSRQSIQKYIKSHYKV 60
khkhkkhgookk dhhkhkhohkhohhohdhhdhhhhdhhgohhohhdh F*ohddhhhhhdhhdhd *kx%k
sp|Q6NVMO |[H10_ XENTR GENADSQIKLSIKRLVTSGTLKQTKGVGASGSFRLAKADEGKKPA--KKPKKEIKKAASP 118
sp|P10922 |H10_MOUSE GENADSQIKLSIKRLVTTGVLKQTKGVGASGSFRLAKGDEPKRSVAFKKTKKEVKKVATP 120
sp|P43278|H10_RAT GENADSQIKLSIKRLVTTGVLKQTKGVGASGSFRLAKGDEPKRSVAFKKTKKEVKKVATP 120
sp|P07305|H10_HUMAN GENADSQIKLSIKRLVTTGVLKQTKGVGASGSFRLAKSDEPKKSVAFKKTKKEIKKVATP 120
sp|Q5NVN9 |H10_PONAB GENADSQIKLSIKRLVTTGVLKQTKGVGASGSFRLAKSDEPKKSVAFKKTKKEIKKVATP 120
Fhhkdkhkhhhkhhddhhhhdhk gk dhhdrhddhdhhhhhhddx **x %3 . *k kkkgkk kg%
sp|Q6NVMO |H10_XENTR KKAAKPKKAAKSPAKAKKPKVAEKKVKKPAKKKPAPSPKKAKKTKTVKAKPVRASRVKKA 178
sp|P10922 |H10_MOUSE KKAAKPKKAASKAPS-KKPKA---TPVKKAKKKPAATPKKAKKPKVVKVKPVKASKPKKA 176
sp|P43278|H10_RAT KKAAKPKKAASKAPS-KKPKA---TPVKKAKKKPAATPKKAKKPKIVKVKPVKASKPKKA 176
sp|P07305|H10_HUMAN KKASKPKKAASKAPT-KKPKA---TPVKKAKKKLAATPKKAKKPKTVKAKPVKASKPKKA 176
sp|Q5NVN9 |H10_PONAB KKASKPKKAASKAPT-KKPKA---TPVKKAKKKLAATPKKAKKPKTVKAKPVKASKPKKA 176
*hkkghkhkkkk | *kkk . * kkk%k * skkkdkkk k kk kkkohkkg kkk
sp|Q6NVMO |[H10_ XENTR KPSKPKAKASPKKSGRKK 196
sp|P10922 |H10_MOUSE KTVKPKAKSSAKRASKKK 194
sp|P43278|H10_RAT KPVKPKAKSSAKRASKKK 194
sp|P07305|H10_ HUMAN KPVKPKAKSSAKRAGKKK 194
sp|Q5NVN9 |[H10_PONAB KPVKPKAKSSAKRAGKKK 194
* khkkkk ok kg k%

Rys. 5. Przyrdwnanie wielu sekwencji aminokwasowych. Gwiazdkg ,*” zaznaczono miejsca, w ktérych wszystkie
reszty sg identyczne. Dwukropkiem ,,:”, w ktérych jedna reszta jest bardzo podobna do pozostatych, a kropka
»-", W ktdrych jedna reszta jest podobna w niewielkim stopniu do pozostatych. Symbol ,—" oznacza przerwe
wprowadzong przez program w celu uzyskania najlepszego przyréwnania.

8. Drzewa filogenetyczne
Zaktadajac, ze obserwowanie réznice miedzy dwoma sekwencjami sg proporcjonalne
do czasu jaki uptynat od rozdzielenia sie linii ewolucyjnych, a wiec do czasu wystepowania

ostatniego wspodlnego przodka dwéch organizméw, analiza poréwnywanych sekwencji moze



postuzy¢ do konstruowania drzew filogenetycznych metodg UPGMA. Wiecej o szacowaniu

filogenezy mozesz dowiedziec sie z czesci statystyczno-filogenetycznej poradnika.

9. Bazy danych zawierajace informacje o biatkach

UNIPROTKB

UniProtKB to baza danych sekwencji biatkowych. Sktada sie z dwdch czesci: UniProtKB/Swiss-Prot
i UniProtKB/TrEMBL. UniProtKB/Swiss-Prot to baza danych nadzorowana, co oznacza, ze informacje,
ktdre sie w niej znajdujg zostaty sprawdzone przez ekspertdw z dziedziny biologii molekularnej
i medycyny. Mozna w niej znalez¢ sekwencje aminokwasowe znanych biatek, krétki opis funkcji
i budowy domenowe;j biatka, miejsc oddziatywania i modyfikacji posttranslacyjnych oraz lokalizacji
w komoérce i tkankach wraz z odniesieniami do literatury. UniProtKB/TrEMBL to baza danych,
w ktérej znajdujg sie sekwencje jeszcze niesprawdzone przez specjalistow i nie tak dokfadnie
opisane.

Adres bazy danych: www.uniprot.org

PDB Protein Data Bank

PDB to baza danych zawierajgca informacje o tréjwymiarowych strukturach duzych czasteczek
o znaczeniu biologicznym, gtéwnie biatek, kwaséw nukleinowych oraz ich komplekséw. Informacje
o strukturze makroczgsteczek zdobywane sg za pomoca krystalografii rentgenowskiej, spektroskopii
NMR lub kriomikroskopii elektronowej. Obecnie w PDB zdeponowanych jest ponad 150 000
struktur.

Waznga czescig PDB jest portal edukacyjny przyblizajacy zagadnienia zwigzane z biologig strukturalng
uczniom liceum i wszystkim zainteresowanym.

Adres bazy danych: www.rcsb.org

Adres portalu edukacyjnego: pdb101.rcsb.org

Pfam
Pfam to baza danych rodzin biatkowych, czyli grup tworzonych przez spokrewnione ze sobg biatka.
Rodziny biatkowe sg identyfikowane przez przyréwnanie i analize wielu sekwencji.

Adres bazy danych: pfam.xfam.org



