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W pracy opisano Toolbox Bioinformatica wchodzacy w skiad oprogramowania MATLAB oraz jego
zastosowanie do przetwarzania ogromnych zasobow baz danych zawierajqcych informacje na temat roz-
nego rodzaju DNA, enzymow, genow itp. Toolbox ten umozliwia przeszukiwanie baz danych DNA w poszu-
kiwaniu podobnych sekwencji kodu, poszukiwanie roznic poszczegolnych organizmow i okreslenia ich
pochodzenia. Zawiera narzedzia do analizowania wirusow, chorob. Pozwala badal, do tej pory, nieule-
czalne choroby, takie jak choroba Parkinsona, lub choroba raka (roznych organow). W tym celu wykorzy-
stuje sie specjalistyczne jezyki programowania, np: BioPerl, BioJava, BioPython, BioRuby, BioPipe,
BioSQL/OBDA

Stowa kluczowe: systemy informatyczne, MATLAB, bioinformatyka

Application of informatics systems in medicine- bioinformatics

Special This paper discusses Toolbox Bioinformatica included in MATLAB software as well as its ap-
plication for the processing of very big data base resources containing information on various DNA types,
enzymes, genes etc. This Toolbox makes it possible to scan DNA data base for similar code sequences,
scan for differences between particular organisms and defining their origins. It gives tools for analysis of
virii, and diseases, and makes it possible to study incurable since now, diseases, as, Parkinson disease, or
cancer disease (of various organs). For this purpose, specialised programming languages are used e.g.,
BioPerl, BioJava, BioPython, BioRuby, BioPipe, BioSQL/OBDA.
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WPROWADZENIE przetwarza¢. Z pomoca przyszly nowoczesne su-
perkomputery i sie¢ Internetu. Aby uzmystowié
sobie ogrom informacji, z jakim nalezato praco-
wacé przy HGP, przytocze dos¢ obrazowy opis
'rozmiaru' ludzkiego genomu. Autorem jest Irena

Od momentu pojawienia si¢ pierwszych kom-
puteréow, zaczely one sukcesywnie wchodzi¢
w kazda dziedzing zycia. Wraz z bardzo szybkim
wzrostem ich mocy obliczeniowej, zakres ich : ‘ e
zastosowania oraz efektywno$é rosta coraz bar- | Roterman-Konieczna, z Zakfadu Biostatystyki i
dziej. Szczegdlnie przydatne okazato si¢ potacze- Informatyki Medycznej — Collegium Medicum —
nie nauk biologicznych z komputerem. Naj- Uniwersytetu Jagiellonskiego:
bardziej znanym zastosowaniem komputerow, od Podwdjna ni¢ DNA czlowieka zawiera 3 mi-
ktorego zaczeta sie powazna symbioza biologii (a liardy par nukleotydow. Gdyby caly DNA czlowie-
whagciwie genetyki) i maszyn cyfrowych, byt ka wymodelowac za pomocq zamka blyskawiczne-
Human Genom Project (HGP). Byto to przedsie- go, przyjmujac, ze 1 zqbek odpowiadatby jednemu

wziecie majace na celu zsekwencjonowanie ludz- nukleotydowi, a 300 zqbkéw przypadatoby na 1 m
dlugosci zamka, to zamek taki powinien mie¢ dfu-

gos¢ 10 000 km (odlegtos¢ z Warszawy do Nowego
Yorku i z powrotem).

kiego genomu. Wymagalo to olbrzymich ilosci
danych, ktore trzeba bylo gdzie§ przechowywac i
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Naukowcy maja nadziej¢, ze dzicki HGP w
przysztosci bedziemy mogli leczy¢ choroby i pa-
tologie wpltywajace niekorzystnie na nasze zdro-
wie, jeszcze przed ich powstaniem. Wszystkie za$
pojawiajace si¢ choroby bedziemy usuwac¢ na
poziomie molekularnym, mogac doktadnie okre-
sli¢, co lezy u podstaw ich powstania i dziatania.
W niezalezna dyscypling badawcza bioinformaty-
ka przeksztatcita si¢ w chwili, kiedy wy-
korzystujac zmagazynowane informacje, potrafita
przetworzy¢ je tak, aby wykreowa¢ wlasne mode-
le procesu przesylania informacji w organizmie
zywym. Stato si¢ to mozliwe w odniesieniu do
DNA w momencie, kiedy opracowane zostaty
specjalistyczne programy komputerowe przezna-
czone do analizy uzyskanych eksperymentalnie
sekwencji nukleotydow.

O tym, ze metody bioinformatyki juz zaczy-
naja przynosi¢ wymierne efekty, niech §wiadczy
chocéby istnienie enzymu cathepsin K., ktory by¢
moze bedzie moglt walczy¢ z osteoporoza, cho-
roba kosci dotykajaca miliony ludzi. Na poczatku
1990 r. naukowcy z GlaxoSmithKline wyizolowali
materiat genetyczny z komorek ludzi chorych na
raka kosci. Przekazali ten material do testow fir-
mie, ktora brata udziat w HGP, a ta przeprowadzi-
fa szereg testow poszukujacych protein, ktoére
geny z dostarczonych probek kodowaty. Jeden z
takich testow wykazat bliskie podobienstwo po-
migdzy komoérkami raka kosci, a wczesniej wyizo-
lowanymi czasteczkami nazwanymi cathepsins. W
tej chwili trwaja badania nad $rodkiem blokuja-
cym, skierowanym na ten cel.

1. Techniki i modele komputerowe do prze-
twarzania informacji biomedycznej

Bioinformatyka jest nowa dziedzina nauk
biologicznych, ktora stosuje techniki i modele
komputerowe do przetwarzania informacji gro-
madzonej w licznych biologicznych bazach da-
nych. W ostatnim okresie odnotowuje si¢ lawi-
nowy przyrost wynikow i danych eksperymen-
talnych, ktéore deponowane sa w takich bazach.
Przyktadowo, wielkos¢ bazy GenBank (groma-
dzacej sekwencje nukleotyddow) czy SwissProt
(sekwencje aminokwasowe) ulega podwojeniu
srednio, co 15 miesigcy. O bogactwie i r6zno-
rodnosci gromadzonej informacji decyduje
przede wszystkim wielko$¢ i ztozonos¢ projek-
tow badawczych, w ktorych bada si¢ ekspresje
genow, strukture kodowanych przez nie bialek
oraz sie¢ wzajemnych oddziatywan migdzy bio-
czasteczkami. Bogactwo informacji dostgpnej
w biologicznych bazach danych sprowadza wiele
wyzwan wspotczesnej biologii  molekularnej
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1 biotechnologii do wyzwan natury obliczeniowe;.
Stad, podstawowym celem, przed jakim staje bio-
informatyka jest wykorzystanie i rozwijanie tech-
nik i modeli komputerowych, zmierzajace do zro-
zumienia i sklasyfikowania informacji zwiazanej z
bioczasteczkami.

1. PODSTAWOWE ZAGADNIENIA
BIOINFORMATYKI:

Katalogowanie informacji biologicznych (bazy
danych, wyszukiwanie sekwencji, adnotacji,
danych numerycznych w bazach danych)
Analiza sekwencji DNA (sktadanie sekwencji,
adnotacja, wyszukiwanie sekwencji koduja-
cych, regulatorowych i repetytywnych, moty-
wow, markeréw)

Analiza sekwencji genomoéw, porownywanie
genomow

Ustalanie ewolucyjnych relacji pomigdzy zbio-
rami sekwencji / organizméw

Genotypowanie (uzywane mig¢dzy innymi do
wyszukiwania genow odpowiedzialnych za
choroby genetyczne, w ustalaniu ojcostwa,
kryminalistyce)

Analiza ekspresji genéw (glownie ang. micro-
arrays analysis)

Analiza sekwencji bialek (poréwnywanie se-
kwencji, wyszukiwanie domen i motywow,
przewidywanie witasnosci fizyko-chemicznych,
drugo- i trzeciorzgdowej struktury biatka, loka-
lizacji w obrgbie komorki)

Katalogowanie funkcji genow/biatek, analiza
drog metabolicznych (np metabolizm lipidow)
oraz drog sygnatowych (np od receptora na
powierzchni komorki poprzez kaskadg kinaz
do czynnikéw transkrypcyjnych)

Modelowanie uktadéw biologicznych (np.
kinetyka szeregu reakcji enzymatycznych w
komorce)

virtual docking - np. uzywajac tréjwymiarowej
struktury aktywnego centrum enzymu (pocket)
przeszukuje si¢ w komputerze tysiace matych
czasteczek, z ktorych kilka-kilkanascie ('klu-
czy') bedzie miato ksztalt mieszczacy sig
w centrum aktywnym.

Pierwszy krok w kierunku odkrywania no-
wych lekow.

2. MORFOMETRIA - ANALIZA OBRAZU

Lancuch warto$ci innowacji i technologii roz-
poczyna si¢ z odkryciem nowej molekuty. Firmy
biotechnologiczne inwestuja znaczne $rodki, by
poszerza¢ swoja wiedz¢ w dziedzinach takich, jak
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Zrédto: Cancer Engineering w opraciu o nane z firmy Aspan Technology

RYC. 1. W przemysSle biotechnologicznym przeplyw informacji o procesie opracowywania nowego produktu
zazwyczaj postepuje wedlug powyzszego schematu.

rekombinacja DNA i wiedza o wzorcach gene-
tycznych, tzw. genomika.

Aby zwigkszy¢ tempo odkrywania nowych
jednostek chemicznych, kilka firm farmaceutycz-
nych poszerzylo swoje zaplecza badawczo-
rozwojowe przez podjecie wspolpracy z firmami
specjalizujacymi si¢ w wykonywaniu badan na
zlecenie, takimi jak Avantium Technologies.

Aby coraz skuteczniej pomagaly klientom,
oddziaty farmaceutyczne firmy Avantium zostaly
ostatnio wyposazone w urzadzenia do klasyfiko-
wania zwiazkéw chemicznych klasy IV, do bada-
nia powstawania soli i wlasciwosci polimorficz-
nych (zwiazkow). Sa to udogodnienia, na ktérych
samodzielne opracowanie i utrzymywanie moze
sobie pozwoli¢ niewiele firm. Wszystko to ma na
celu pomoc w zredukowaniu stanu przej$ciowego
pomigdzy etapem badawczo--rozwojowym a pro-
dukcja.

Po odkryciu nowej czasteczki decydujacym
elementem wprowadzania produktu na rynek jest
zazwyczaj opracowanie samego produktu i pro-
cesu produkcji. Wiele elementéw procesu jest
realizowanych réwnoczesnie: odkrycie, testowa-
nie biologiczne, przygotowanie do doswiad-
czalnego zastosowania nowego leku; proby kli-
niczne oraz jego zastosowanie wiasciwe. Wszyst-
kie te elementy sktadaja si¢ na proces przygoto-
wania leku, jak to wida¢ na schemacie.

Firmy biotechnologiczne, ktére z powo-
dzeniem ujednolicily i skompresowaly przebieg
procesu, donosza o oszczednosciach produkcyj-
nych rzedu 40% w przypadku proceséw zoptyma-

286

lizowanych w sposob utrzymujacy taka sama
sciezke syntezy. Oszczgdno$ci produkeyjne wzra-
staja az do 65% w przypadku procesow zoptyma-
lizowanych tak, by mozliwe byty zmiany $ciezki
syntezy. Zachgcito to kolejne firmy biotechnolo-
giczne do zwigkszenia srodkow na optymalizacje
procesu wprowadzania produktu na rynek oraz
,mechanike” transferu wiedzy i technologii. Cho-
ciaz migdzy dzialami badawczo-rozwojowymi a
produkcja moga pojawiaé si¢ rozbieznosci termino-
logiczne, najwigksze wyzwania zwiazane z transfe-
rem wiedzy i technologii to:

e Zapewnienie stosowania zgodnych danych,
metod, modeli i narzedzi (takich jak obliczanie
gestosci czy pojemnosci cieplnej;
Zagwarantowanie bezpiecznego zwigkszania
skali danego procesu, szczegdlnie jesli sa w
nim uzywane rozpuszczalniki;
Zidentyfikowanie wptywu ciepla, swiatta i/lub
pobudzenia fizycznego na przechowalnosé
produktu;

Ustalenie wlasciwych dzialan procesowych
(wstrzasanie zamiast mieszania czy tluczenia
lub okreslanie wlasciwych predkosci mielenia
niezbednych do uzyskania czastek o wiasciwej
wielkos$ci);

Okreslenie wptywu wielkosci partii oraz czasu
przygotowania na jakos$¢ produktu (czas pod-
grzewania lub chtodzenia laboratoryjnej, pilo-
towej partii w laboratorium zakladu doswiad-
czalnego w poroéwnaniu z czasem podgrzewa-
nia badz chtodzenia duzej, przemystowej partii



produktu w produkcyjnym zaktadzie przemy-
stowym);

Zapewnienie, ze mozliwosci sprzetowe sa od-
powiednie (wielko$¢ chtodziarek jest odpo-
wiednia do wymogéw lub mozliwosci odzysku
rozpuszczalnikow).

3. OMOWIENIE OPROGRAMOWANIA
GAUSSIAN 03

Oméwienie oprogramowania gaussian 03 —
jest systemem przeznaczonym do obliczen orbitali
molekularnych przy uzyciu metod poélempirycz-
nych i ab initio. Gaussian 03 stuzy do okreslania
wielu wlasnosci molekut i reakeji, wlaczajac w to:
energi¢ i struktur¢ molekularng, energi¢ i strukture
stanéw przejsciowych, czestotliwos¢ drgan, widma
IR i Ramana, wlasnosci termochemiczne, energi¢
wiazan i reakcji, orbitale molekularne, fadunki ato-
mowe, momenty multipolowe, ostanianic NMR
1 wrazliwo$¢ magnetyczng, powinowactwo elektro-
nowe 1 potencjaly jonizacyjne, polaryzowalnos¢
1 hyperpolaryzowalnos¢, potencjaty elektrostatyczne
1 gestos¢ elektronowa.

Obliczenia moga by¢ prowadzone na ukla-
dach w stanie gazowym lub roztworach, w stanie
podstawowym lub stanie wzbudzonym. Gaussian
03 jest poteznym narze¢dziem do analizy wpltywu
podstawnikow, badania mechanizméw reakcji,
obliczen powierzchni energii potecjalnej i energii
wzbudzenia.

4. ANALIZA MATERIALU GENETYCZNEGO,
GENOW I KODOWANIE BIALEK W MATLABIE

Bioinformatics Toolbox — oprogramowanie
umozliwiajace wykorzystanie MATLABa do ana-
lizy materiatu genetycznego, badania obecnos$ci
genow 1 kodowania bialek. Oferuje on obli-
czenia modelowania nowych algorytmoéw i pro-
wadzenia badan nad lekami, badan z zakresu
inzynierii genetycznej oraz innych projektow
genomicznych i proteomicznych. Obecnie naj-
nowsza wersja Toolboxa Bioinformatics jest
w wersji 2.0 i wymaga do swego dziatania do-
datkowo toolboxa Statistics Toolbox.

Ponizej znajduja si¢ podstawowe zastoso-
wania Toolboxa Bioinformatics:

e dostgpnos¢ do internetowych baz danych z in-
formacjami na temat DNA ludzi, oraz innych
baz danych oferujacych dane biologiczne stu-
zace do dalszych analiz

potrafi si¢ odwotlywac i zapisywa¢ do wielu
zrodet i uktadéw danych

okresla statystyczne cechy danych

manipulyje i szereguje kolejno$ci wystgpowa-
nia danych
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modeluje wzory w kolejnosci biologicznej
uzywajac do tego sieci neuronowej opartej o
model Markova (profil HMM)

odczytuje, normalizuje 1 wizualizuje dane
tworzy 1 manipuluje filogenetyczne dane drze-
wa

zawiera wbudowany interfejs do komunikowa-
nia si¢ z innym specjalistycznym oprogramo-
waniem bioinformatic (BioPearl i BioJava)

Przykladowe zastosowania bioinformaics.

Kolejnosé DNA

Analiza kolejnosci jest procesem, ktory jest
uzywany, by znalez¢ informacj¢ o nukleotydach
albo kolejnos$ci aminokwasu uzywajacy réznych
metod obliczeniowych. Zadanie polega na wyzna-
czeniu kolejnosci, analizie i identyfikacji genu,
okresla podobienstwo dwoch genéw. Znajduje
biatka sktonne do taczenia si¢ z roznymi genami.

Funkcja ta pozwala okresli¢ podobienstwa danego

genu z genem w innym danym i badanym organi-

zmie.
Przyktad zastosowany w Toolboxie:

a) Kolejnos¢ Dana:

e rozpoczynajac od kolejnosci DNA, oblicza
dana dla zawarto$ci nukleotydow.

b) Kolejnos¢ Wyrownanie

e rozpoczynajac od kolejnosci DNA dla ludzkie-
go genu, osiedla i weryfikuje odpowiednie ge-
ny w modelowym organizmie.

¢) Szacowanie znaczenia wyrownania

e Ten przyktad przedstawia metodg, ktora moze
zosta¢ uzyta do badania znaczenia kolejnosci
wyrownan. Program Matlab uzyskuje dostgp
do danych NCBI. W tym przyktadzie program
pracuje bezposrednio z danymi biatka, uzywa
getgenpept zamiast getgenbank, by pobraé¢ da-
ne z NCBI. Matlab czyta informacje o ludzkim
biatku.

d) Wizualizacja danych Microarray

Stuzy do pokazania réznych droég anali-
zowania danych zawartych w Microarray. Przyk-
tad uzywa danych microarray do badania wyra-
zenia genu w mozgach myszy. Wykorzystuje me-
tode Multiplex trojwymiarowego wyrazenie genu
mozgu, sporzadzajac mape w modelu choroby

Parkinsona u myszy. Dane sa pobierane z bazy

zawartej w Internecie.

e) Specjalistyczne jezyki programowania:

e Wraz z rosnacym wplywem komputerow na
badania i przetwarzanie informacji, sSrodowiska
naukowe zaczely opracowywac specjalistyczne
narzedzia. Kwestia czasu bylo powstanie spe-
cjalizowanych jezykow programowania, badz



tez dodatkow do jezykow juz istniejacych.
Jedna z organizacji zajmujacych si¢ bioinfor-
matyka jest Open Bioinformatics Foundation,
ktora opiekuje sig¢ m.in. takimi projektami, jak:
BioPerl, BioJava, BioPython, BioRuby, BioPi-
pe, BioSQL/OBDA, MOBY.

Bioperl — podajac odpowiednie argumenty
mozna dane przetworzy¢ i wyszuka¢ za pomo-
ca funkcji BLAST. Perl i moduty Bioperl moz-
na znalez¢ na stronach: http://www.perl.com i
http://bioperl.org/. Moduly pokazuja proces
szukania leku na chroniczng biataczke, oraz le-
ku pomocnego w leczeniu guzow (GIST).
(Gleevec(tm) (STI571 albo mesylate imatinib)
byl najpierw chwalonym lekiem, ktory wyta-
czal gen odpowiedni za powstawanie raka
biatka, a nastgpnie powodowat chroniczng bia-
taczkg myelogenous (CML)).

Wykorzystanie oprogramowania SOAP. Uzy-
wa algorytmu wyréwnania danych pobranych
z GenBank. Oprogramowanie pokazuje mozli-
wos¢ dostgpu do baz NCBI z poziomu MA-
TLABA za pomoca strony http://www.nc-
bi.nlm.nih.gov/

Analiza klastera Microarray. Umozliwia uzycie
danych gendéw zawartych w tablicach Microar-
ray do badania funkcji komorek, poréwnuje
roéznice miedzy zdrowa i chora tkanka i poka-
zuje zmiany spowodowane stosowanie lekow
(podawanie lekow dla organizmu, z ktoérego
pochodza badane tkanki i materiat biologicz-
ny). Przykladem ten shuizy do zaznajomienia
si¢ z mozliwosciami do analizowania i wizu-
alizowania wzoré6w wyrazenia genow.

5. BAZY DANYCH, ANALIZA INFORMACIJI
GENETYCZNYCH

Badanie ewolucji gatunku:

Dzieje ewolucji organizmoOw sa zapisane
w ich genomach. W przesziosci ustalenie pokre-
wienstw ewolucyjnych byto mozliwe tylko dzigki
analizie wpltywu informacji genetycznej obser-
wowanego jako ujawniajace si¢ cechy organiz-
mow. Histori¢ biologiczng odtwarzano wiec poc-
zatkowo na podstawie badan morfologicznych
skamienialosci oraz pordéwnawczej anatomii,
fizjologii 1 embriologii wspotczesnie zyjacych
gatunkéw. W potowie naszego stulecia, kiedy
opracowano metody okreslania sekwencji ami-
nokwasowej biatek, innych wskaznikow pok-
rewienstwa ewolucyjnego poszukiwano w chemii
porownawczej biatek. Niemal natychmiast stalo
si¢ jasne, ze pewne bialka, ktére w roéznych or-
ganizmach pelnia taka sama funkcje, maja
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rowniez bardzo podobne sekwencje aminokwa-
sowe. Odkrycie to dowiodto, ze wiele réznych
rodzajow organizméw mialo wspdlna przesztosé
ewolucyjna, czego nie sposob oceni¢ na podstawie
przypadkowych i rozproszonych danych po-
chodzacych z badan skamieniato$ci.

Nasza obecna wiedza o strukturze DNA oraz
procesach genetycznych jest catkowicie zgodna z
koncepcja wspolnej historii ewolucyjnej zywych
organizmoOw naszej planety. A co wazniejsze,
wiedza ta dostarcza wskazowek, w jaki sposéb
zachodzi ewolucja biologiczna. Porownujac struk-
turg 1 funkcj¢ gendw oraz organizacje genomow
roznych zyjacych obecnie organizméw, mozna
wydedukowaé, co dziato si¢ w przesztosci; po-
dobnie jak detektyw, ktory na podstawie po-
zostawionych na miejscu zbrodni przedmiotow
oraz znajomosci, cho¢by pobieznej, ludzkiego
charakteru moze zrekonstruowacé fakty.

Podczas gdy badania nad dawnymi formami
zycia beda nadal polega¢ na analizie morfologicz-
nej skamieniatosci, coraz wazniejsza metoda usta-
lania pokrewienstw migdzy organizmami wspot-
czesnymi a ich przodkami staje si¢ obecnie
porownywanie sekwencji DNA.

Projektowanie lekarstw:

Dzigki modelowaniu struktury 3D biatek na
podstawie sekwencji aminokwasowych i analizie
oddziatywania czasteczek chemicznych z biatkami
naukowcy sa w stanie projektowaé nowe leki. Spis
najpopularniejszych narzedzi mozna znalez¢:
http://www.expasy.org/ tools/#secondary
Badanie nowych genow:

Jesli naukowiec dokona zsekwencjonowania
jakiego$ genu, pierwsze, co robi, to analiza sek-
wencji — czyli poréwnanie genu z baza. Robi si¢ to
najczesciej za pomoca programu BLAST (Basic
Local Alingment Search Tool). Jesli znajdziemy gen
cho¢ troche podobny do naszego, mamy punkt wyj-
sciowy do badan nad jego wlasciwosciami.

6. PRAKTYCZNE ZASTOSOWANIE NARZEDZI
BIOINFORMATYKI

Tworzenie metody diagnostycznej opartej na
biologii molekularnej, do wykrycia schorzenia
bakteryjnego albo zakazenia pasozytami we-
wnetrznymi. Ponizej przedstawiono algorytm
postgpowania:

e Dlaczego ta metoda? Metoda jest prosta do
zrealizowania, szybka, tania i bardzo doktadna.
Mato przykra dla pacjentéw (nieinwazyjna,
pobieramy tylko krew).
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ORIGIN
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241 ctattatata tttaggactt aaaagtaata tcaaattagt ttgttgatg
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Primer3 Output

Using 1-based sequence positions
OLIGO
LEFT PRIMER
RIGHT PRIMER
SEQUENCE SIZE: 289
INCLUDED REGION SIZE: 289

start len _ tm _ gc% _any _3'seq
37 20 59.14 45.00 3.00 1.00 tggtttggcagtgagtgatt
193 21 58.21 47.62 5.00 2.00 gcagcacatagacttggctta

PRODUCT SIZE: 157, PAIR ANY COMPL: 3.00, PAIR 3' COMPL: 1.00
1 gtattttgtaatattatcttagtttagtaactaaaatggtttggcagtgagtgattcttt
SSSSSSSSSSSSSSSSSSS>
61 ttaggggaaggtgtagtgtaaaggatgttccgectattaatttacttttattatgttggt
121 gtatatctggtttgatattattgttgaatagtataatttgtgtagtgttagttaagccaa
<L

181 gtctatgtgctgcttataaaagtatttatgegttactttgataaagttttagttgtaata

L L L L L L L L L Ll

241 ctattatatatttaggacttaaaagtaatatcaaattagtttgttgatg

RYC. 11

Baza NCB — wyszukujemy sekwencj¢ nukleoty-
dowa dla genu kodujacego dane biatko (12S ribo-
somal RNA Taenia solium) u danego organizmu
(Teania solium — tasiemiec uzbrojony). (Operacje
przeprowadzamy dla wszystkich podejrzanych
gatunkow) (ryc. 2).

Uzyskujemy trzy wyniki, wybieramy pierw-
szy z nich (ryc 3).

Otrzymujemy informacj¢ o sekwencji bialka,
ktora przedstawiono na ryc. 4.

e Program BLAST stuzy do tego, by porownaé

dwa genomy — cztowieka i zarazka oraz zna-

lez¢ taki fragment DNA, ktory bedzie charakte-
rystyczny dla danego pasozyta. Wykonuje si¢
to, aby uzyska¢ 100% pewnosci, ze wybrane

do testu biatko na pewno nie znajduje si¢ w

cztowieku. Nastepnie wkleja si¢ te¢ sekwencje

do BLASTa (opcja Nucleotide)

Quickly search for highly similar sequences

(megablast) (ryc. 5).

Mozemy wybra¢ jeden ze sposobow przedsta-
wienia wynikow naszego przeszukiwania (ryc. 6).

Wynikiem poszukiwania jest sekwencja, ktorej
na pewno nie znajdziemy w organizmie cztowieka.
Jest ona charakterystyczna dla organizmu obcego
(Teania solium).(ryc. 7).

e Pod graficznym przedstawieniem otrzymujemy
nazwy organizmow, u ktorych wystgpuje dana
sekwencja. Mozemy upewni¢ si¢, Ze na pewno
nie jest to sekwencja wystegpujaca u cztowieka,
czyli jest dla nas sekwencja charakterystyczna.
W naszym przypadku otrzymujemy glownie
rozne rodzaje tasiemcow (ryc. 8).

Powyzsze fragment sekwencji wykonujemy
dla grupy pasozytow, ktéra podejrzewamy, ze
moga by¢ przyczyna tej infekcji.

e Nastgpnie projektuje si¢ tzw. startery, ktore
stuza do identyfikacji danego fragmentu w po-
branym materiale genetycznym (stuzy temu np
program Primer 3 (http://frodo.wi.mit.edu/cgi-
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bin/primer3/primer3_www.cgi). Startery mu-
sza pasowa¢ do sekwencji oraz musza miec
charakterystyczne parametry, ktore spowoduja
ze nie beda si¢ taczyly same z soba.
Startery sa to krotkie fragmenty kwasu nukle-
otydowego, do ktorego przyczepia si¢ enzym
(polimeraza), aby moc dotaczy¢ nukleotydy na
zasadzie komplementarno$ci zasad azotowych.
Rozdzielony tancuch DNA sktada si¢ z dwoch
komplementarnych sekwencji, dzigki czemu
wiemy, czego ,,.brakuje” (ryc. 9).
Waznym parametrem jest sposob traktowania
startera: jesli wybierzemy dla wszystkich star-
terOw podobne temperatury, za jednym razem
bedziemy mogli sprawdzi¢ wigcej mozliwosci
oszczedzajac czas. Warto tez wybra¢ optymal-
na dhugos¢ sekwencji (ryc. 10).
Klikamy ,,Pick Primers” i otrzymujemy opis
naszego startera (ryc. 11).
Strzatki pod sekwencja oznaczaja usytuowa-

nie naszego startera w wybranej sekwencji.

e lLaczymy ze soba pobrane DNA, startery i en-
zym, ktory postuzy do dobudowywania cegie-
tek DNA. To wszystko dzieje si¢ w Termocy-
klerze, ktory ustala temperatury i czas trwania
kolejnych faz reakcji, by wszystko zaszto
optymalnie.

Nastegpnie wybieramy mieszaning i wrzucamy
ja na specjalny zel. Zel jest tak zbudowany, ze
czasteczki roéznej wielkosci przemieszczaja sig
w polu elektrycznym z rézna predkoscia. Przy
okazji, zel posiada zwiazek, ktory po zwiaza-
niu si¢ z DNA zaczyna §wieci¢ w $wietle UV.
Jesli trafiliSmy dobrze i dany starter jest starte-
rem naszego pasozyta, to wynikiem naszego
testu jest obecnos¢ swiecacych w $wietle UV
prazkéw w zelu, ktére to prazki odpowiadaja
namnozonemu przez nas w reakcji PCR dane-
mu fragmentowi DNA.



Wiedzac, co byto przyczyna infekcji mozemy
dobra¢ odpowiednie srodki leczace.

7. KRYTERIA OSZACOWANIA PODOBIEN-
STWA SEKWENCJI BIALKOWYCH

Zawartos¢ % pozycji identycznych
Dhugos¢ porownywanych sekwencji
Rozmieszczenie identycznych pozycji wzdtuz
porownywanych sekwencji
Typ reszt w postaci konserwatywnych
Podobienstwo strukturalne/genetyczne amino-
kwasoéw w nieidentycznych pozycjach
Kryterium identycznosci (podobienstwa struk-
turalnego lub genetycznego)
Zasadnicze kryteria oszacowania podobienstwa
porownywanych sekwencji
Procent identyczno$ci (wzgledny udziat odpo-
wiadajacych sobie pozycji obsadzonych tymi
samymi resztami)
Dhugos¢ poréwnywanych sekwencji (liczba
porownywanych pozycji)
Rozmieszczenie identycznych pozycji wzdtuz
porownywanych sekwencji
Typ reszt okupujacych pozycje konserwatywne
(sekwencje biatkowe)
Relacje genetyczne/strukturalne migdzy resz-
tami znajdujacymi si¢ w odpowiadajacych so-
bie nieidentycznych pozycjach (sekwencje
biatkowe)

Procedura oszacowania stopnia podobien-
stwa poréwnywanych sekwencji:

Bardzo czgsto oszacowanie stopnia podobien-
stwa porownywanych sekwencji sprowadzane jest
jedynie do okreslenia wzglednego udziatu pozycji
identycznych. Pozostate kryteria analizy zaz-
wyczaj nie sa w ogole brane pod uwage (np.
bezwzgledna dlugos¢ sekwencji, dystrybucja iden-
tycznych pozycji wzdluz tancucha). Podejscie
takie jest niekompletne i stwarza ryzyko blednej
interpretacji  otrzymanych  wynikow. Przed-
stawiona nizej metoda oparta jest na prawdopodo-
bienstwie przypadkowego pojawienia si¢ zadekla-
rowanego stopnia identyczno$ci. Uwzglednia ona
podstawowe parametry majace znaczenie dla
opisu faktycznego zwiazku miedzy poréwny-
wanymi sekwencjami.

Liczbe wszystkich mozliwych stopni iden-
tycznosci dla danych dwoch sekwencji opisuje
ponizsze rownanie:

I=x¥= 'X(Z}“(xoc -1

a=0
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gdzie:

x — ilo$¢ rodzajoéw jednostek wystepujacych w
sekwencjach (20 dla biatek; 4 dla kwasow nuklei-
nowych)

n — dhugos¢ sekwencji (liczba pordéwny-
wanych par pozycji)

a — ilo$¢ pozycji identycznych

Prawdopodobienstwo przypadkowego wys-
tapienia zadeklarowanego minimalnego stopnia
identyczno$ci (dla zadeklarowanej wartosci a lub
wyzszej) okresla wzor:

>t

_ k=a

P,

an

xZn

Prawdopodobienstwo przypadkowego wystapi-
enia zadeklarowanego stopnia identycznosci (od-
powiadajacemu doktadnie warto$ci a) okresla wzor:

Blad! n
] [] (+(x-1)

a 2n

X

Zalety i wady metody oszacowania stopnia
identycznosci opartej na prawdopodobienstwie
jego przypadkowego wystapienia.

Zalety:

e Metoda uwzglednia istotne parametry iden-
tycznosci, co ma wplyw na wiarygodnos¢
otrzymanych wynikow.
Metoda moze by¢ standardowym narzgdziem
analizy teoretycznej dla wszystkich rodzajow
biatek i kwasow nukleinowych.
Podstawy teoretyczne algorytmu sa proste
1 logicznie spojne.
Czg$¢ obliczeniowa metody mozna w pelni
zautomatyzowac, jak rowniez mozna ja mody-
fikowa¢ w dowolnej czeéci, w zaleznosci od
potrzeb konkretnej analizy.
Prezentowane podejscie pozwala zaréwno na
analizg pokrewienstwa w obrgbie danej rodzi-
ny, jak rowniez umozliwia analiz¢ porownaw-
cza migdzy niespokrewnionymi rodzinami.
Wady:
Wartosci pojawiajace si¢ w trakcie obliczen sa
niezwykle wysokie, co stwarza konieczno$¢
zastosowania odrebnych aplikacji umozliwia-
jacych operacje na takich wartosciach.
Na obecnym etapie rozwoju metody analiza
porownawcza dlugich sekwencji zajmuje bar-
dzo duzo czasu.
Kierunek dalszego rozwoju metody ma na celu
bardziej szczegdotowe uwzglednienie wszyst-
kich istotnych parametrow identyczno$ci, po-
dobienstwa i pokrewienstwa, osiagnigcie uni-



wersalnosci aplikacyjnej i maksimum informa-
cji mozliwej do uzyskania w wyniku komplek-
sowej analizy teoretyczne;j.

Zasadnicze kryteria oszacowania podobienstwa
porownywanych sekwencji

Procent identyczno$ci (wzgledny udziat odpo-
wiadajacych sobie pozycji obsadzonych tymi
samymi resztami)

Dhugos¢ porownywanych sekwencji (liczba
porownywanych pozycji)

Rozmieszczenie identycznych pozycji wzdtuz
porownywanych sekwencji

PODSUMOWANIE

Nowoczesna medycyna, w szczegdlnosci zas
genetyka, nie moze obej$¢ si¢ bez narzedzi bioin-
formatycznych. Ich zastosowanie sprawia, ze po-
stgp w genetyce i naukach pokrewnych stal sig¢
w ostatnich latach tak szybki. W Matlabie zaimple-
mentowane moduly Bioperl stuza do sekwencyj-
nego przeszukiwania funkcja BLAST. Za jego
pomoca mozna analizowaé biatka oraz mozna
przeprowadza¢ rézne badania nad tymi biatkami.
MW_BLAST.pl jest programem Perl opartym na
module Bioperl RemoteBlast. Program rozpo-
czyna dziatanie od utworzenia pliku FASTA dla
kazdej sekwencji. Przeszukiwanie funkcja BLAST
moze zaja¢ duzo czasu, zanim pojawi si¢ wynik.
Przeszukuje on funkcja BLAST trzy sekwencje.
MW_BLAST.pl zapisuje wyniki dziatania pro-
gramu na dysku w trzech plikach ABLI1., Kit.i
PDGFRA. Proces przeszukiwania moze trwac ok.
15 minut a nawet duzo wigcej. Nastgpnie wy-
swietlony zostaje raport oraz szukanie wynikow
>=100. Mozna wtedy zidentyfikowaé znalezione
biatko do dalszego badania, identyfikujac nowe
cele dla terapii lekowej. Za jego pomoca mozna
uzyska¢ sekwencyjny dostgp 1 przeprowadzié
wyroéwnanie metoda Smitha-Waterman na domenie
kinazy ludzkich receptorow insuliny (pdb 1IRK) i
ludzkiej kinazay limfocytu (pdb 3LCK).

Matlab z dodatkowym toolboxem Bioinfor-
matics oferuje dodatkowe narzedzia do badania
nukleotydow i kolejnosci aminokwasow. Na przy-
ktad funkcja pdbdistplot pokazuje odleglosci
migdzy atomami i aminokwasami w strukturze
PDB, a funkcja ramachandran generuje watek kata
torsji PHI 1 kata torsji PSI kolejnosci biatek.
Funkcja Proteinplot dostarcza graficznego inter-
fejsu uzytkownika (GUI) do tatwej sekwencji
i rozne wiasnosci, takie jak hydrophobicity. Istnie-
je w nim mozliwo$¢ poréwnywania sekwencji
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genetycznych réznych organizméw (w tym ludzi
i zwierzat, a co za tym idzie szukaniu zastgpczych
tkanek — mozliwo$¢ wszczepienia ludziom, testo-
wanie lekow na organizmach zwierzat i sprawdza-
niu dziatania na ich organizm, a co za tym idzie
dzigki bazie danych mozliwos¢ symulowania tego
leku na ludzkim organizmie — bez faktycznego
podania go czlowiekowi).
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