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Przeglad pakietow

programow komputerowych stosowanych
w anaUzie kwasow nukleinowych 1 hiatek

Mariusz POPENDA, Jerzy CIESIOLKA, Wiodzimierz J. KRZYZOSIAK

WPROWADZENIE

w ostatnich Kkilku latach, wraz z gwaltownym rozwojem
techniki komputerowej, nastgpi! intensywny wzrost zastosowan
komputeréw w naukach biologicznych. Wyrazem tych tendencji
Jest przeznaczenie trzech zeszytéw czasopisma Nucleic Acids
Research (1-3) na prezentacje programéw komputerowych
napisanych dla potrzeb biologii molekularnej oraz powstanie w
1985 r. czasopisma CABIOS (Computer Applications in the
Biosciences), ktérego zadaniem jest upowszechnianie nowych
programéw dotyczacych probleméw szeroko rozumianych nauk

biologicznych (4).

Jednoczes$nie na rynku pojawito sie wiele pakietow

programéw analitycznych w wersjach przeznaczonych gtéwnie do
wsp>6tpracy z mikrokomputerami. Programy te stosowa¢ mozna .do
szerokiej gamy teoretycznych i praktycznych  probleméw
biologii molekularnej. Sa one zazwyczaj proste w obstudze,
gdyz przeznaczone sa dla uzytkownikéw nie posiadajgcych
jakichkolwiek weczeéniejszych doswiadczen w pracy z
komputerami.

W artykule tym przedstawiony zostanie przeglad wybranych,
podstawowych funkcji petnionych przez wigkszos¢ pakietow i
omoéwione zostang skrétowo niektére ogdélne kryteria jakosci
Ponadto przedstawione bedg trzy

oprogramowan. blizej

popularne systemy programéw analitycznych: Intel liGenetics,

DNASTAR i IBI/PUSTELL, a takze =zalgczona zostanie lista

aktualnie dostepnych pakietéw programéw, zawierajgca ich

krotka charakterystyke funkcjonalna.

1. Niektore podstawowe funkcje programéw analitycznych

1.1. Edycja sekwencji

Stosujac komputer w pracach z zakresu genetyki

molekularnej czesto zachodzi potrzeba wprowadzania nowej

sekwencji do pliku lub edycji plikéw utworzonych wczeséniej,

np. wybranych  sekwencji z bankéw  danych. Funkcje te

petni  edytor sekwencji czyli program, ktéry odczytuje
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sekwencje, modyfikuje je zgodnie z instrukcjami uzytkownika
oraz wpisuje zmodyfikowane sekwencje. Istniejace edytory

réznia sie znacznie sposobem operowania i tatwoscia

uzytkowania. Wazng funkcja jaka moze peini¢ edytor sekwencji
jest symulacja niektérych eksperymentéw z zakresu genetyki
konstruowanie nowych plazmidéw poprzez

molekularnej, np.

dzielenie jednej lub kilku sekwencji wyjsciowych na czesci i

odpowiednie  skladanie fragmentéw zgodnie z  zyczeniami
uzytkownika.

1.2. Manipulowanie sekwencjami

Jednym z przyktadow jest tworzenie sekwencji

komplementarnych. Mimo ze czasteczki DNA skladaja sie z

dwoéch  komplementarnych nici o przeciwnej polarnosci, w
bankach sekwencji przyjeto sie zachowywa¢ tylko sekwencje
jednej nici (nici + ) w kierunku od 5 do 37, ktéry jest
zgodny z kierunkiem transkrypcji i translacji. Tworzenie nici
komplementarnej jest funkcjg, w jaka zaopatrzone sa dobre
edytory sekwencji, ktoérej ni¢ musi by¢ brana pod uwage w
takich funkcjach analitycznych jak poszukiwanie sekwencji
homologicznych lub wyszukiwanie otwartych ramek odczytu.
Bardzo typowa funkcja jest translacja. Polega ona na
tworzeniu sekwencji biatka poprzez zamiane kazdego trypletu
kodonowego na odpowiedni aminokwas. W programach translacji
istnieje zazwyczaj szereg opcji, gdyz kazda ni¢ sekwencji DNA
moze by¢ thumaczona w trzech fazach i wyrazana jedno- Ilub
Wigkszo$¢ sekwencji DNA

tréjliterowym kodem aminokwasow.

wymaga uzycia standardowego kodu genetycznego. Wyjatek

stanowig jednak sekwencje mitochondrialne oraz mutanty
supresorowe. Niektére programy translacji dostosowane sg do
uzywania alternatywnych kodéw genetycznych, inne takich

mozliwoséci nie posiadaja.

1.3. Okresdlanie skiadu sekwencji
Funkcja ta jest do$¢ prosta i polega na obliczaniu
czestosci wystepowania poszczegdlnych zasad w sekwencji. Na

tej podstawie mozliwe jest wyznaczanie skiadu nukleotydowego
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réowniez dla nici komplementarnej, ciezaru czasteczkowego
kazdej i obydwu nici. Znajomo$¢ skladu sekwencji pozwala na

okreslenie temperatury topnienia DNA w oparciu o stosunek par

G-C i A-T. Bardziej zaawansowanym przykiadem zastosowania
analizy sktadu nukleotydowego  Jest badanie asymetrii
sekwencji, tj. regionéw bogatych w pary G-C lub AT i

przedstawianie rezultatéow w formie graficznej.

Ponadto stosowane Jest obliczanie czestosci wystepowania
kazdego z 16 dwunukleotydéw oraz kazdego z 64 kodonéw w
sekwencji. Analiza kodonéw posiada gtebszy sens, gdy dotyczy
regionéw kodujacych biatka i wtedy oznacza ona czestotliwosé

wystepowania poszczegdlnych aminokwaséw.

1.4. Mapowanie sekwencji

1.4.1. Analiza restrykcyjna
Jest to Jedna =z podstawowych funkcji analitycznych,
znajdowana w ogromnej wigkszosci pakietéw. Programy analizy
restrykcyjnej zaopatrzone sa zazwyczaj w bazy enzyméw
restrykcyjnych obejmujace przynajmniej ich nazwe, sekwencje
rozpoznawang i miejsce hydrolizy. Niektére programy pracuja w
oparciu o bazy zawierajace

wszystkie zZnane enzymy

restrykcyjne inne natomiast zawieraja wylgcznie enzymy
dostepne w handlu. W tym ostatnim przypadku wazng sprawag Jest
uaktualnianie ich bazy przez dystrybutora programu lub

uzytkownika. Obecnie  znanych  Jest ponad 700 enzyméw
restrykcyjnych (5), podczas gdy okoto 25% tej liczby stanowia
enzymy dostepne w handlu (ustalenia autoréw artykutu).
Analize restrykcyjna mozna prowadzi¢ z uzyciem jednego
enzymu, spos$rod wszystkich znajdujacych sie w bazie lub tez
dowolnie wybranej grupy enzyméw. Rezultaty analizy moga by¢
przedstawione bad® w trybie tekstowym (lista), badz
graficznym (mapa). Niektére pakiety posiadaja tez programy
zdolne do tworzenia kolistych map restrykcyjnych genoméw na

podstawie rezultatow trawien.

1.4.2. Mapowanie innych cech sekwencji

Praktycznie kazda cecha sekwencji, ktéra zostanie
odpowiednio Scisle zdefiniowana, moze by¢ mapowana w podobny
spos6b Jak miejsca restrykcyjne czy podsekwencje. Niestety,
nie zawsze sprawg prosta Jest sprecyzowanie regyt opisujacych
wiasciwosci takich regionéw sekwencji, ktére pomimo petnienia
tej samej funkcji wykazujg do$¢ duzg zmienno$¢. Dotyczy to w
szczegolnosci regionéw

sekwencji promotorowych,

oddzielajacych czesci kodujace genéw od intronéw oraz miejsc
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wigzania mRNA do prokariotycznych i eukariotycznych

rybosomoéw.

1.5. Poréwnywanie sekwencji

Poznanie nowej sekwencji DNA rodzi zazwyczaj wiele pytali,
a Jednym z nich Jest to, czy sekwencja ta Jest ldentyczna lub
podobna do Juz znanych. Przedmiotem poréwnywania mogat. by¢
réwniez sekwencje RNA i biatek. Ponadto Istotng sprawag Jest
czy sekwencja zawiera regiony wewnetrznie paruje”ce sie,
regiony pallndromowe Ilub wewnetrzne powtdérzenia. Programy
poréwnywania sekwencji opieraja sie na dwoéch rodzajach
algorytmoéw. Pierwszy, opracowany przez Wilburga 1 Lipmana (6)
wykorzystywany Jest do szybkiego poszukiwania zadanych
sekwencji w duzych bazach danych sekwencyjnych np. GenBank,
EMBL czy PIR. Wyszukiwane sekwencje nie muszg by¢ Identyczne
z zadana, a niewielkie roéznice mogg dotyczy¢ réznego, lecz
zdefiniowanego poziomu punktowych modyfikacji, Insercji czy
delecji. Poziom tolerancji okreslany Jest przez uzytkownika,
a efektem dziatania programu Jest wydruk wszystkich pozycji z
przeszukiwanej bazy danych, ktére mieszcza sie w zalozonym
zakresie podobienstwa.

Programy opierajace sige na algorytmie Needlemana ! Wuncha
(7) pracuja wolniej. Jednakze dostarczaja precyzyjniejszych
informacji. Dotychczasowa praktyka wykaizuje, ze 2/3 czasu
pracy duzych komputeréw pracujacych dla potrzeb genetyki
molekularnej w USA wykorzystywane Jest na poréwnywanie

nowych sekwencji z tymi, ktére zawarte sa Juz w bazach

danych.

1.6. Konwersja sekwencji

W ramach kazdego pakietu programéw stosowany Jest ten Saun
format =zapisu sekwencji tak, ze przechodzac 2z Jednego
programu w drugi zbedna Jest konieczno$¢ zamiany formatéw.
Wystepuje to woéwczas, gdy zamiennie stosowane sg programy
pochodzace z réznych pakietbw. Problem ten pojawia sie
takze, gdy analizie ma by¢ poddana sekwencja wypisana z
innego bamku  sekwencji niz ten z ktérym program
wsfxStpracuje. W niektérych pakietach powyzsze zagadnienia
nie stEinowig kwestii, gdyz zaopatrzone sa one w specjalne
programy konwersji formatéw. W innych funkcje te moze peinic
edytor sekwencji.
1.7. Przeglad funkcji realizowanych przez znane pakiety

programéw

Manual najnowszego wydania GenBank (Release 48.0) zawiera
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ponad 50 znanych aktualnie pakietéw oprogramowan.
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otgczong krotka charakterystyke, techniczng ! funkcjonalna,

W tabeli 1

przytoczona Jest cze$¢ tej informacji, ktéra dotyczy
funkcji pelnionych przez poszczegélne pakiety.
TABELA 1
Funkcje petnione przez programy
liczba porzadkowa 7 - measurments
2 - nazwa pakietu 8 - molecular structure
3 - edit 9 - plotdisplay print out
4 - compare 10 - seq.det. toots
5 - search 11 - exp.design toots
6 - translate
8 9 10 11
1 DNA SEQUENCE ANALY-
S1S/Mount X X X X X
2 Cornell DNA Sequen- .
ce Analusis Package X X X X X
3 Cold Spring arbor/
Roberts o>XXIK S
4 STADEN XXX
5 IBI/Pustell Sequ-
ence Analysis Prog-
rams X X X X X
6 MicroGenie Sequ
ence Software X X X X
7 CompuGene DNALY-
SIS
8 MOLGEN Sequence
Software Handling
Program
9 Sequence Analysis
Program/Larson emd
Messing X X X X X <X
10 IDEAS > X
1 DNASTAR SOOI I ]I T I
12 SPAC X X X X X X
13 S. AS. I.P. (Sequ-
ence Analysis
System of Institut
Pasteur) SOOI I
4 SEQ X X X X >
.5 PROPHET X X X X X X X
i6 DNATOOLS X X X X X X
[7 The DNA Inspector Il X X X X X X X
18 EMBLSCAN X
19 GENAS X X X X X X X
JO Protein Compari-
son (FASTP) X X
21 IBM/ICMS Sequence
Analysis Program > X X
12 MATILDA X X X
ALIGN X X X
|4 DNACE-The L.illy DNA

Computing Environ

ment X >

25

26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

36

37

38

39

40

41

42

43

44

45

46

a7

48

49

50

51

52

53

54

55

56

57

58

UWGCG - Sequence
Analysis Software
Package

Protein Identifi
cation Resource(PIR)

Recombinant Tootkit

Apple Sequence Ana-
lysis Program (ASAP)

BIONET: National Com-
puter Resource for

Molecular Biology
GENEPRO

DNASIS

Nucleotide and Pro-

tein Sequence Analy-
sis Software (NPSAS)

Intel 1liGeneties
Engineering Software
Package

MTX

MBIS

Analyseq

SEQAID 11 (TM)
Sequence Analysis

Programs for the
IBM-PC

PCS

Restriction Fragment

Sizing and Sequence
Entry Programs

Restriction Mapping

and Analysis Utili-

ties

Evolutionary Trees

ZPEP and ZSEQ

LDNA

SSEDIT

VTUTIN/NBATIN

Computer Pragrams by
Fitch

ACNUC
SEQALIGN

Leing and Burger's
Sequence Software

PROBIND PAS
GENEUS
GENEXPERT
SEQEXT/PEPTTR

SEQANAL and SEQTALK

General DNA analysis
program for IIP Model
86/87

COMPSEQ

MacGene

21

10
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X >3
X
> X X X X
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X X X X X

SOOI ]I

X > X
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X
> X X X
X X
X X X X X X X
>S>XIK >
X X
X X X X
X X X X X X

> o o o O O O 4

SOOI SIS



22

2. Niektdére kryteria Jakosci oprogramowan

Istnieje caly szereg kryteriow Jakosci oprogramowan. W
réznym stopniu spetniajg Je poszczeg6lne pakiety programéw.
Jednym z podstawowych miernikéw stuzgacych za podstawe oceny
Jest tatwos¢ w opanowaniu uzytkowania programu, czyli w Jak
“przyjazny dla uzytkownika' (user  friendly) sposéb
opracowany zostat program. Jest rzecza naturalng, ze
poczatkujacy uzytkownik ma prawo popeinia¢ biedy pracujac z
programem i komputerem. Istotng sprawg Jest woéwczas to, czy
program posiada system informowania o bledach (error
message), a takze w Jakim stopniu pomaga uzytkownikowi w
wyborze witasciwej odpowiedzi poprzez podawanie przykiadéw.

Innym kryterium Jest niezawodno$¢ programu; oznacza to
czestotliwosc zablokowania dziatan w konsekwencji
natrafienia na zbidér nietypowych danych. Przykiadem moze by¢
napotkanie dtuzszej sekwencji niz mozliwa do analizy przez
dany program. Istotne Jest wtedy, czy program pracuje
dostarczajac btednych danych, czy tez ostrzega i informuje
uzytkownika o znalezieniu zbyt diugiej sekwencji, ktéra nie
moze by¢ w tej formie analizowana. Niezawodno$¢ programu
zalezna Jest w duzym stopniu od tego czy byt on testowany na
obszernej grupie réznych sekwencji. Jezeli ten warunek
zostat spelniony istnieje duze prawdopodobienstwo, ze
program nie zawiedzie przy analizie kolejnych sekwencji.
Wiele oprogramowarn posiada gérnag granice diugosci sekwencji,
ktére moga analizowaé. Granica ta moze zmienia¢ sie w
szerokim zakresie i =zalezy przede wszystkim od wielkosci
pamigci mikrokomputera. Ograniczenie diugosci anaiizowanej
sekwencji nie  stanowi zbyt wielkiego problemu, gdyz

wigkszos$¢ pakietéw posiada mozliwo$¢ analizowania fragmentéw

bardzo dtugich sekwencji.

Pisemna dokumentacja (opis mozliwosci i zasad
funkcjonowania  programoéw) powinna  towarzyszy¢ kazdemu
pakietowi bez wzgledu na to, w Jak ‘‘przyjazny dla

uzytkownika' sposéb napisany zostat program. DokOmentacJa
taka stanowi¢ powinna nie tylko przewodnik dla uzytkownika,
lecz takze powinna tlumaczy¢ niektére trudniejsze aspekty
algorytméw stosowanych przez rézne programy oraz wyjasniac
mniej oczywiste komendy programéw i dostarcza¢ peinej
specyfikacji zawartosci pakietu. Opis taki nie powinien by¢
Jednak zbyt obszerny, gdyz wiele informacji progreim moze

posiadac on line”™ w formie informacji HELP wywolywanej

bezposrednio na ekran monitora.
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3. Charakterystyka wybranych pakietéw prograiméw analitycznych

W czesci tej blizej przedstawione zostana trzy bardzo
popularne na rynku amerykanskim systemy analizy sekwencji DNA

i biatek: IntelliGenetics, DNASTAR i IBI/PUSTELL.

3.1. IntelliGenetics (8)
Intel 1liGenetics Jest amerykanska firma, ktdrej

oprogramowanie z zakresu biologii molekularnej i
biotechnologii byto pierwszym. Jakie ukazalo sie na rynku.
Intel liGenetics

Pakiet programéw uwazany Jest za

najpetniejszy i najwszechstronniejszy ze wszystkich

dostepnych. Skiada sie on z ponad piecdziesieciu
indywidualnych programéw, zgrupowanych w dziewieciu blokach
wg podobienstwa petnionych funkcji.

Obecnie oprogramowanie Intel liGenetics stuzy ponad 2,5
tys. naukowcom i ponad 350 instytucjom naukowym na catym
Swiecie. Zaden z konkurencyjnych systeméw nie posiada
wigkszego grona uzytkownikéw.

W 1985 r. NIH (National Institutes of Health, USA)
przyznat firmie fundusze na prowadzenie progreunu BIONET -
National Computer Resource for Molecular Biology (9).
Aktualnie oprogramowanie Intel 1liGenetics stanowi trzon
biblioteki prowadzonej przez BIONET. Wraz z oprogrzunowanlem
dostarczane sa trzy gtéwne bazy sekwencji kwasow
nukleinowych i bialek: GenBank, EMBL i NBRF-PIR, bazy
wektoréw oraz enzyméw restrykcyjnych. Oprograunowanie i bazy
uaktualniane sa cztery razy w roku.

Programy Intel liGenetics moga by¢ uzywane na pieciu
rodzajach komputeréw: VMS VAX, Microvax 11, DEC 2060 1
BION-Sun Microsystems.

Srodowiska akademickie USA i reszty $wiata mogg uzywaé
oprogramowanie przylaczajac sie do programu BIONET. Od strony
technicznej wymagane Jest wtedy Jedynie posiadanie terminalu
w postaci mikrokomputera zaopatrzonego w przystawke (modem) i
telefon. taczno$¢ z komputerami DEC 2060 zlokalizowanymi w

Mountain View w Kalifornii odbywa sie za pomoca lokalnej lub

miedzynarodowej sieci telekomunikacyjnej.

3.2. DNASTAR (10)
DNASTAR Jest niewielka amerykanska firma, ktoérej zadaniem
Jest dostarczanie kompletnego i satysfakcjonujacego zaplecza
laboratoriom pracujacym w dziedzinie

mikrokomputerowego

biologii i genetyki molekularnej. Ponad 40 programéw
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wchodzacych w skiad pakietu Jest rezultatem Kilkuletniej
pracy zespotu szesciu programistéw i genetykéw.

Kompletny systemm mikrokomputerowy oferowany przez firme
obejmuje:

- mikrokomputer IBM AT z pamiecia 640 Kb,

- monitor monochromatyczny,

- stacje dyskéw elastycznych 360 Kb,

- stacje dyskéw elastycznych 1.2 Mb,

- wysokiej Jakosci drukarke ‘‘dot-matrix’,

- SEQ - EASY digityzer z syntezatorem gtosu, podswlettaczem 1
klawiatura,

- twardy dysk 60 Mb,

- stacje tasm typu Tallgrass 60 Mb,

- kompletne oprogramowanie skitadajace sie z 43 indywidualnych
programoéw.

Pakiet DNASTAR zawiera dwa kompletne bauiki sekwencji
GenBank i PIR, ktére podobnie Jak programy sa okresowo
uaktualnizme i za niewielka stosunkowo optata przesytane na
tasmie uzytkownikom'.

Powazng =zaletg prograunéw Jest brak ograniczen co do
dtugosci analizowEuiych  sekwencji. Moga one pracowaé z
najdiuzsza opublikowana sekwencja wirusa EBV zawierajaca
172.282 nukleotydy, bez koniecznosci dzielenia JeJ na
fragmenty.

Istotng "wadg"” kompletnego systemu Jest dla potencjalnego

nabywcy Jego wysoka cena, okoto 30 tys USD, z czego potowa

przypada na samo oprogramowanie.

3.3. IBI/PUSTELL (11)
IBI, International Biotechnologies Inc., Jest miodg i
prezna amerykanska firma biotechnologiczng, w ktérej ofercie
handlowej - obok biochemikaltéw i drobnego sprzetu
labolatoryjnego - znajduje sie pakiet analizy sekwencji kwaséw
nukleinowych i biatek IBI/PUSTELL. Caly pakiet skiada sie z
F>onad trzydziestu programoéw. Do oprograimowania
dotaczona Jest baza sekwencji biatek PIR(NBRF), a wszystkie
programy moga wspotpracowaé¢ z bazg GenBank w wersji tasmowej
lub dyskietkowej. Dtugos$¢ analizowanych sekwencji ograniczona
Jest Jedynie pzunigcig stosowanego komputera. Oprogramowanie
Jest przewidziane do wspétpracy z mikrokomputerami IBM PC i
Innymi w petni zgodnymi z pracujacymi w systemie operacyjnym
MS-DOS 2.0 lub wyzszym, posiadajacymi pamige¢ 256 Kb lub
wiecej. W handlu znajduje sie réwniez wersja oprogramowania

dla komputeréw Apple. Wszystkie programy analityczne mieszcza
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sie na dyskach elastycznych i ich cena Jest

pieciu

konkurencyjna, gdyz wynosi 800 USD.
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