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PRZEGLAD PARIETOW PROGRAMOW LOMPUTEROWYCH STOSOWANYCH
W ANALIZIE KWASOW NUKLEINOWYCH T BIALEK

WPROWADZENIE

W ostatnich kilku latach, wraz z gv/at tov/nym rozwojem
techniki komputerowej, nastgpit iIntensywny wzrost zastosowan
komputeréw w naukach biologicznych. Wyrazem tych tendencji
jest przeznaczenie trzech zeszytdw czasopisma Nucleilic Acids
Research (1-3) na prezentacje- programév/ kornputerov/ych
napisanych dla potrzeb biologii molekularnej oraz pov/stanie w
1985 r. czasopisma CABIOS (Computer Applications in the
Biosciences), ktdrego zadaniem jest upov/szechnianie nowych
progranéw dotyczgc™vch problerriéo"w szeroko rozumianych na.uk
biologiesnych (4).

Jednoczesnie na rynku pojawido sie wiele pakietovh
progranéw analitycznych w v/ersjach przeznaczonych g#déwnie do
wspodpracy z mikrokomputerami. Programy te stosowa¢ mozna do
szerokiej garny teoretycznych i praktycznych probleméw
biologii molekularnej. Sg one zazwyczaj proste w ob.studze,
gd>d: przeznaczone sa dla uzytkowTiikév7 nie pos iadajacych
Jakichkolv/iek wczesniejszych doswiadczen w pracy z
komputerami.

W artykule tym przedstawiony zostanie przeglad wybranych,
podstawowych Ffunkcji pednionych przez wiekszos¢ pakietdw i

oiféwione zostang skrotowo niektdére ogdlne Kkryteria  jaktosci
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op rogramowan . Ponadt-o blizej prsedstawione t*?da. trsy

popularne systemy programéw analitycsnych IntelliGenetics,
DNASTAR i IBI/PUSTELL, a takze oaltgcsona zostanie lista
aktualnie dostepnych pakietdw prograrrow, sawieraj”™ca ich

krotka charakterystyl-:¢ funkcjonalna.

1. Niektdre podstav/owe TFfunkcje programédw analitycsnych

1.1. Edycja sekwencji

Stosujac komputer v/ pracach z zakresu genetyki
molekularnej czesto zachodzi potrzeba wprowadzania nowej
sekwencji do pliku lub edycji plikéw utworzonych wczesniej,na
przykdad wl/branivoh sekc”encji z bankdéw danych®. Funkcje te
pedni edytor sekwencji czyli ' program, ktory odczytuje
sekwencje, modyfikuje je zgodnie z instrukcjami uzytkownika
oraz wpisuje zmodyrikowane sekwencjo. LiiieMgce edytory
réznia sie znacznie sposobem operov/ania i latwcoscig
uzytkowania. Wazng funkcjag jJaka mujze pednié¢ edytor sekwencji
jest symulacja niektdéorych eksperymentdw z zakresu genetyki
molekularnej, np. konstruov”™anie nov,-ych plazmidéw poprzez
dzielenie jednej lub kilku sekv/encji wyjsciowi”~ch na czesci i
odpov/iednie skf adanie Ffragmentow zgodnie z zyczeniami

uzytkov7nika.

1.2. ‘Manipulowanie sekwencjami

Jednym z prz~/kt adow jest tv/orzenie sekwencj i

komplementarnych. Fomirno ze czasteczki DNA sk#adajag sie z

dwéch koniplementarnych nici 0 przeciv/nej polarnosci, w
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bankach sekwencji prsyjekt o sie- zachowywa¢ +tylko sekwencje-
jednej nici (nici + ) w kierunku od 5" do 3°7, ktéry jest

zgodny z Kkierunkiem transkrypcji 1 translacji. Tworzenie nici
komplementarnej jest funkcja w "jaka zaopatrzone sg dobre
edytory sekwencji, ktorej ni¢ rnusi hy¢ brana pod uwage w
takich funkcjach analitycznych jak poszukiv/anie sekwencji
homologicznych [lub v/yszukiwanie otwartych ramek odczytu.
Bardzo tiv‘pov;a Ffunkcja Jest translacja. Polega ona na
tworzeniu sekwencji bialtka poprzez zamiane kazdego trypletu
kodonov/ego na odpowiedni aminokwas. W programach translacji
istnieje zazwyczaj szereg opcji, gd*z: kazda ni¢ sekv>?encji DNA
mcze by¢ td umgczonag v; trzech Tfasach i v/yrazana jedno- lub
tré jl iterov/ym kodem aminokwasov/. Wiekszos¢  sekv,?encji  DNA
wymaga uzycia standardowego kodu genetycznego. Wy jatek
stanov7ia jJednak sekwencje mitochondrialne oraz mutanty
supresorowe. Niektdére programy translacji dostosowane sg do
uzywania alternatyvmych koddéw genetycznych, inne takich

mczliwosci nie posiadajg.

1.3. Okres lanie skt adu sekwencji

Funkcja ta jJest dos¢ prosta i1 polega na obliczaniu
czestosci v/yste-powania posscsegolnych zasad W sekwencji. Na
tej podstawie mozliwe jJest wyznaczanie stot adu nukleotydowego
rowniez dla nici komplementarnej, ciezaru csasteczkov,?ego
kazdej 1 obydv/u nici. Znajomos¢ sk#adu sekwencji posv/ala na

okreslenie temperatury topnienia DNA w oparciu o stosunek par

G-C i A-T. Bardziej zaawansowanym przykdadem zastosowania
analizy sk#adu nukleotydowego jest badanie asymetrii
sekwencji, tj- regionéw bogatych pary G-C lub A-T i
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przedstawianie rezultatéw' w Formie grafiesnej.
Ponadto stosowane jest obliczanie cse”"stosci wystE?pov/ania
kazdego z 16 dv;unukleotydév/ oraz kazdego z 64 kodondbw w

sekwencji. Analiza kodondw posiada gltebszy sens, gdy doty~ozy

regionéw kodujgcych biatka i wtedy oznacza ona oze”stotl 1wcdéé
v/yste-pov>?ania poszczegolnych cUTiinokw aséw?
1.4. Mapowanie sekwencji

i.4. 1. Analiza re”strykcyjna

Jest to jJedna z podstavvowych Ffunkcji analitycznych,

znajdowana w ogromnej Vv;iekszosci pakietov;. Programy analizy
restrykcy jne jzaopatrzone sy zazw?yczaj v/ basy enzynow
restrykcyjnych obejmujgce przynajmniej ich nasv.?, sekwencje
rosposnay™ang i iniejsce hydrolizy. Niektdére programy pracujg
oparciu o] bazy zawierajace wszystkie znane enzymy
restrykcy jne inne natomiast zav/ieraja vydacsnie enzymy

dostepne w"handlu. W tyrn ostatnim przypadku wazng spra\".g jest
uaktualnianie ich basy przez dystrybutora ru-ogramu lub
uzytkowTiika. Obecnie znanych jest ponad 7G0O enzymov/
restrykcy jnych (5), podczas, gdy okodo 25% tej Hliczby stanowig
enzymy dostepne w handlu (ustalenia autorow artykudu) .
Analize restrykcyjna mozna prowadzi¢ s uzyciem jednego
enzymu, sposroéd whszystkich znajdujacych sie w basie lub tez
dowolnie wybranej grupy ensyrféw. Rezultaty analizy mogg b\o
przedstawione badz w trybie tekstowym (lista), badz
graficznym (mapa). Niektdre pakiety posiada.jg tez programy
zdolne do tworzenia kolistych map restrykcy jnych genoiréw na
PodstaWie resultatov trawieod.
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1.4.2. Mapowanie innych cech eekw<;?ncji

Praktycznie kazda cechéa sekwencji” ktdéra zostanie
odpov/iednio Scisle zdefiniovtana® moze by¢ mapowana podobny
sposo6b jak miejsca, restrykcyjne podsekwencje. Niestety,

nie zawsze sprawg p-rosta jest sprecyzov/anie regut opisujacych
wiasciwcjsci takich regiondw sekwencji, kté<re pomimo pednienia
tej samej FTunkcji v/ykasuja d-js¢ duzg zrnienncs¢. Dotyczy to w
.szczego Incs ci sekwencji promotorowych, regionow
oddzielajgacych czysci kodujgce genov® od iIntrondw oraz miejsc
vhazania rnRNA do prokar iotycznyeh eukari etycznych

rybcsondéw.

1.5. Forov?nyllanie sekwenc]

Poznanie nowej sekwencji DNA rodzi zazwyczaj wiele pytari,
a jednym z nich jest to czy sekwencja ta jest identyczna |lub
podobna do juz znanych. Przedmiotem porov/nywania moga byt
rowniez sekwencje RNA i biat ek. Pon.adto istotng sprawag jest
czy sekwencja zav/iera regiony Vv~ewTietrznie parujace sie,
regiony palindromov/e lub wewnetrzne pow™tdrzenia. Programy
porév.miywania sekwencji opierajg sie na dv,6ch rodzajach
algorytméwc Pierwszy, opracov/any przez Wilburga i Lipmana (6)
wykorzystywany jJest do szybkiego poszukiwania zadanych
sekwencji w duzych bazach danych sekwencyjnych np. GenBank,
EMBL czy PIR. Wyszukiwane sekwencje nie musza b>" identyczne
z zadang, a niewielkie réznice moga dotycz\o réznego, lecz
zdefiniowanego poziomu punktowych modyfikacji, insercji czy
delecji. Poziom tolerancji okreslany jest przez uzytkownika,
a efektem dziaktania programu jest wydruk wszystkich pozycji =z
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przeszukiwanej basy danych, ktdére mieszcza, sie- w sailozonym
zakresie podobienstv;a

Programy opierajAce siv* na algorytmie Needlernana i1 Wuncha
(7) pracuja wolniej, jednakze dostarczaja precysyjniejssych
informacji. Dotychczasowa prakt”™/ka v/ykasuje, ze 2/3 {’Sayu
pracy duzych komputerdédw pracujacych dla potrzeb genetyki
molekularnej v; USA wYkorzystyv;ane jJest na porév/nywanie
nov;ych sekv;encji z tymi, ktére zav;arte sg jJjus v; Dbasacn

danych.

1.6. Konvversja sekwencji

W ramach kazdego pakietu prograndw stosowany jest ten sam
format zapisu sekwencji tak, ze przechodzgc 1z jJednego
programu w drugi shetdna. Jest konieosnosd zamiany Tforinatk>w.
Wystepuje to woév;czas, gdy zamiennie stosow'ane sg programy
pochodzace z réznych psikietéw. Problem ten pojav/ia si<?
takze, gdy analizie ma by¢ poddana sekwencja Vv/ypisana z
innego banku sekv;encji niz ten z Ktorym i“rogram
v/spéi pracuje. W niektdérych pakietach powjésze zagadnienia
nie stanowig kwestii, gdi-0 zaopatrzone s:g one v; specjalne

programy konwersji formatéw. W innych Ffunkcje te moze; pe#nidc

edytor sekwencji.

1.7. Przeglad TfTunkcji realizowanych przez znane ' pakiety
progranow

Manual najnowszego Vv;ydania GenBank (Release 48.0) zav/iera
dotaczong kroétka charakterystyk™®, techniczng i Ffunkcjonalna,
ponad 50 znanych aktualnie pakietdw oprograniov;an. W tabeli 1
przytoczona Jjest czes¢ tej informacji., ktora dotyczy

funkcji pednionych przez poszczegdélne pakiety.
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2. Niektdére kryteria Jak( 6r-i c>prograrnowan

Istnieje caiy szereg kryteridw jakosci oprogramov/an . W
réznym stopniu speiniajA je poszczegdlne pakiety prograirpw.
Jedny™m z podstav,?owy”ch, miernikéw sduzgcych za podstav,;* oceny
jest 1 atwtss6 w opanowaniu uzy"-tkov/ania programu, czyli Vi jak
przyjaznym dla uzy”~tkov7nika" (user friendly/) sposob
opracov-/any zosta#t program. Jest rzecza, naturalng., ze
poczatkujacy uzytkov/nik ma prawo popednia¢ bledym pracujgc z
programem i komputerem. Istotng spravwa jest Wov,?csas to czy
program posiada system informowania o taedaoh (error-
message), a talize v/ jakim stopniu pomaga uzytkownikowi w
wy/borze w#asciwej odp“ov/iedzi poprzez podavtanie pu-zy/kt adow.

Innym! kryterium jest niezav/odncS¢ programu; oznacza to
czestotliwcse zablokowania dziakan w konsekwencj i
natrafienia na zbidr nietympowych danych. Przyk#adem moze byo
napotkanie dituzszej sekwencji niz mozliwa do analizy/ p*rzez
dany program. Istotne jest wtedy czy" program pracuje
dostarczajac bdtednymch dany-'ch, czy/ tez ostrzega i informuje
uzy/tkowTiika o znalezieniu zby/t dhugiej sekwencji, ktdra nie
mcze by¢ w tej formie analizowana; Niezawodnos¢ programu
zalezna jest w duzy/m stopniu od tego czy byd on testowany na
obszernej “grupie r-¢.znych sekwencji. Jezeli ten warunek
zostat spedniony iIstnieje duze prav/dopodobieri stwo, ze
program nie zav/iedzie przy® analizie kolejnych sekwencji.
Wiele oprogramov/an posiada gorng granic-e ddugosci sekwencji,
ktére moga analizowac. Granica ta moze zmienia¢ sie w
szerokim zakresie 1 zalezy przede v/szystkim od wielk”™osci

pamieci mikrokomputera. Ograniczenie d&ugosci analizowanej
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sekwencji nie stanowi sbyt Vv/ielki ego problemu,
wiekssos¢ pakietéw posiada mozliWcsé analizowania fragmenlo3w

bardzo ddugich sekwencji.

Pisemna dokumentacja (opis mozl iwosci i zasad
funkc jonov/ania prograrrjciw) powinna tov/arsyszyc¢ kazdemu
pakietowi bez V7sgl”du na to W "jak przyjazny dla
uzytkov/nika" spo.s6éb napisany zostat program. Dokumentacja

taka stanowi¢ powinna nie tylko przew™odnik dla uzytkovmika,
lecz takze powinna umacz>¢ niektdére trudniejsze aspekty
algorytméw stosowanych przez rdézne programiy oraz wy jasniac
rnniej oczywiste komendy programéw i dostarczac pednej
specyfikacji zawartosci pakietu. Opis taki nie powinien b>0
jednak sbyt obszerny, gdyz wiele informacji program; mjijze
posiada¢ 7on line"™ w Fformie informacji HELP v/ywot yv;anej

bezposrednio na ekran monitura.

3. Charakterystyka wybranych pakietdw programév/ analitycsnych

W cz*?Sci tej blizej przedstaw'ione sostan™ trzy bardzo

popularne na rynku amerykanskim systemy analizy sekwencji DMA

i biatek; IntelliGenetics, DNASTAR i IBI/PUSTELL.

3.1. IntelliGenetics (8)

IntelliGenetics jest amerykanska firma, ktdérej

oprogramiowanie z zakresu biologii molekularnej i

biotechnolog!i by#o pierwszym, jakie ukaza#o sie na rynku.

Pakiet programow Intel 1 iGenetics uwazany jest za
najpedniejszy i najwszechstronniejszy ze " wszystkich
dostepnych, Sid ada sie on z ponad piecdziesieciu
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indiwidualnycki prograiifdw, sgrupowanyc-h v/ dsiewiyciu blokach
I'g podobienstva peanionych fankcji.

Obecnie oprogramowanie Int-ell i1GeneticG s4uky ponad 2,5
tys. naukowcom i p”~nnad 350 inst™/tucjom naukowym na cakym
Swiacie. aaden z konkurency jny“ch systerfi¢cW nie posiada
wiekszego grona uzytkov/nikdéw.

W 1985 r. NIH (Nabional Instit-utes of Health, USA)
przyznat Ffirmie fundu.sze na prowadzenie programu BIONET -
National Computer Resource for Molecular Biology 9.
Aktualnie oprogramov™anie Intel 1 iGenetics stanowi trzon

biblioteki prowadzonej przez BIONET. Wraz z oprogramowaniem

dostarczane sg trzy gtowne basy | sekv/encji kwasow
nukleinov7ych i biakek: GenBank, EMBL i1 NBRF-PIR, bazy
wektorow®™ oraz enzyuripv® restrykcyjnych. Oprogramow®"anie 1 basy

uaktualniane sg cztery rasy \? roku.

Programy" IntelliGenetict:s 1inogg byd utywane na pieciu
rodzajach komputerow: VMS  VAJ(, MicroVax I, DEC 2060 i
BION-Sun Microsy”~stems.

Srodov; iska akademickie USxA i reszty Sy/iata moga uzywac
oprogramowanie przydaczajac sie do programu BIONET. Od strony
technicznej wymiagane jJest wtedy' jedynie posiadanie terminalu
v/ postaci mikrokomputera zaopatrzonego w prsynstawdce (modem) i
telefon. tacznos¢ s komputerami DEC 2060 slokalisowanynni w
Mountain Viev/ w Kalifornii odbywa sie za pomocg lokalnej lub

miedsynarodowe j sieci telekomunikacy”™jnej.

3.2. DNASTAR (10)

DNASTAR jest niewielkag amery”~kanska firmg, ktorej zadaniem

jest dostarczanie kompletnego i satysfakcjonujacego zaplecza
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mikrokomp-at-erov/ego laboratoriom prac-uja.cyrn v/ dziedzinie
biologii i genetyki molekularnej . Ponad 40 programéw
wchodzgcych w skdad pakietu jJest rezultatem Kkilkuletniej
pracy zespc>t u szesciu programistév/ 1 genetykovr

Kompletny system mikrokornputerovvy oferowany przez firrij®
obejmuje:

- mikrokomputer IBM AT z parnieoiSt 640 Kb,

- monitor monochromatyczny,

- stacje dyskév/ elastycznych 360 Kb,

- stacje dyskéw elastycznych 1.2 Mb,

- v/ysokiej jakosci drukarke 'dot-matrix',

- SEQ - EA.SY digityzer z syntezatorem gdosu, podsv/ietlaczem i
klav/iaturg,

- twardy dysk 60 Mb,

- stacje tasm typu Taligrass 60 Mb,

- kompletne oprogramowanie sk#adajgce sie z 43 i1ndywidualnych
prograrrow.

Pakiet DNASTAR zawiera dv/a kompletne banki sekwencj i
GenBank i FIR, ktére podobnie jak - programy sga okresowo
ualctualniane 1 za niewielka sto.soinkovi/o op'i atA przesy+ ane na
lasmie yzytkov.nikom

Powazng zaleto, prograrméw jest brak ograniczen co do
dkugosci anal 1zov/anych sekwencji. Moga one pracowac S
najdtuzszg opubl 1tko®*wang sekwencja wirusa EBV zawierajs.cag
172.282 nukleotydy, bez koniecznosci dzielenia ;;j na
fragmenty.

Istotng "wadg'” kompletnego systemu jJest dla potencjalnego
nabywcy jego wysoka cena, oktoko oO tys USD, z czego ptot owa

przypada na samo oprogramowanie.
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3.3. IBI/PUSTELL (11)

IBlI, International Biotechnologies Inc., jest 1l od< i
pr-ezng amerykafiska fir-rriag biotechnologicsna., w ktdérej ofercie
handlov/e.j - obok biochemikal 16w i drobnego sprse-tu
laholatoryjnego - z’najduje si"e pakiet analizy sekv,?encji kv7asév/
nukleinowych i biaktek IBI/PUSTELL. Caty pakiet sktada si™ s
ponad trzydziestu prograndjw. Do oprogramowania
dotaczona jJest basa sekwencji biaktek PIF:(N3RF), a v/ssystkie
programy moga Vv/spot pracowa¢ z bazg GenBank w v/ersji  tasmowej
lub dyskietkowej. DHugos¢ analiscwanych sekwencji ograniczona
jest jedynie pamiecig stosowanego komputera. Oprogramowanie
jest przewidziane do wspod#pracy z mikrokornputerarni IBM PC i
innymi w pedni zgodnymi z pracujgcymi w systemie operacyjnym
MS-DOS 2.0 Hlub vv-vdissym, posiada. jacymi pamie¢ 256 Kb lTub
wiecej. W handlu znajduje sie rovmiei: wersja oprogramowania
dla komputerdw AppGe. Wszystkie programy analityczne mieszczg
sie na piec/iu dyskach elastycznych i ich cena jest

iwOnivli "eneyjna, ~uyz wynoi“r uOu uoL.
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