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Εικόνα 4.1 Η αρχική σελίδα αναζήτησης
BLASTP στο NCBI. Η αλληλουχία
αναζήτησης μπορεί να εισαχθεί ως κω-
δικός καταχώρισης, αναγνωριστικό GI ή
αλληλουχία σε μορφή FASTA όπως
φαίνεται εδώ (βέλος 1). Η βάση δεδο-
μένων πρέπει να επιλεγεί (βέλος 2),
εφόσον δεν έχει επιλεγεί η προεπιλεγ-
μένη βάση δεδομένων (όπως εδώ, όπου
έχει επιλεγεί η βάση δεδομένων πρω-
τεϊνών RefSeq). Η επιλογή επισημαί-νεται
με κίτρινο χρώμα. Η αναζήτηση μπορεί να
περιοριστεί σε έναν συγκεκρι-μένο
οργανισμό ή ταξινομική ομάδα και μπορεί
να περιοριστεί περαιτέρω με βά-ση
συγκεκριμένες καταχωρίσεις Entrez (βέλος
3). Εδώ περιορίζουμε την αναζή-τηση σε
καταχωρίσεις που περιλαμ-βάνουν τον
συγγραφέα Max Perutz. Σε αυτό το
κεφάλαιο αναλύουμε τον αλγόριθμο
BLASTP (βέλος 4), ενώ οι αλγόριθμοι PSI-
BLAST, PHI-BLAST και DELTA-BLAST
περιγράφονται στο Κεφάλαιο 5. Πολλές
από τις παραμέ-τρους αναζήτησης είναι
δυνατόν να τροποποιηθούν (βέλος 5).



Εικόνα 4.2 Επισκόπηση των πέντε βασικών αλγορίθμων του BLAST. Σημειώστε ότι η κατάληξη
P αναφέρεται σε πρωτεΐνες (όπως στο BLASTP), η κατάληξη Ν σε νουκλεοτίδια και η
κατάληξη Χ σε DNA που μεταφράζεται δυνητικά σε έξι πρωτεϊνικές αλληλουχίες. Η κατάληξη
Τ αναφέρεται στη μετάφραση (Translation), κατά την οποία όλες οι νουκλεοτιδικές
αλληλουχίες σε μια βάση δεδομένων DNA μεταφράζονται δυνητικά σε πρωτεΐνες σε έξι
αναγνωστικά πλαίσια.



Εικόνα 4.3 Το DNA είναι δυνατόν να κωδικοποιεί πρωτεΐνες σε έξι διαφορετικά αναγνωστικά πλαίσια. Για να το
κατανοήσουμε αυτό καλύτερα, εξετάζουμε τη νουκλεοτιδική καταχώριση του HBB (του γονιδίου της ανθρώπινης β-
σφαιρίνης) στο NCBI και επιλέγουμε την προβολή «graphics» (γραφικά). Στην προβολή αυτή απεικονίζονται οι δύο
συμπληρωματικές αλυσίδες (αλληλουχίες) του DNA (βέλος 1). Σε αυτή την προβολή σε μεγέθυνση, απεικονίζεται μόνο
ένα τμήμα της αλληλουχίας του HBB. Από τον πάνω κλώνο κωδικοποιούνται τρεις πιθανές αμινοξικές αλληλουχίες
(αναγνωστικά πλαίσια +1, +2, +3) οι οποίες παρατίθενται με γκρι χρώμα με βάση την ονοματολογία ενός γράμματος. Σε
αυτή την περίπτωση, το πλαίσιο +3 αντιστοιχεί στο πλαίσιο που χρησιμοποιείται πραγματικά για τη μετάφραση στα
κύτταρα (βέλος 2). Σημειώστε ότι τα πλαίσια +1 και +2, καθώς και το πλαίσιο –3 περιλαμβάνουν κωδικόνια
τερματισμού (συμβολίζονται με αστερίσκους κόκκινου χρώματος). Στο κατώτερο τμήμα της εικόνας παρουσιάζεται η
αλληλουχία αμινοξέων της αντίστοιχης πρωτεΐνης (βέλος 3) και τα αντίστοιχα νουκλεοτίδια (αντίστοιχο πλαίσιο +3). Οι
περιοχές με μαύρη σκίαση αντιστοιχούν σε θέσεις μετα-μεταφραστικών τροποποιήσεων (π.χ. γλυκοζυλίωση), καθώς
και στη χαρακτηριστική επικράτεια της σφαιρίνης.







Εικόνα 4.4 Προαιρετικές παράμετροι του BLASTP. Τα αριθμημένα βέλη αναφέρονται στη συζήτηση στο
κείμενο.



Εικόνα 4.5 Επίδραση των
αλλαγών των πινάκων βαθμο-
λόγησης και των παραμέτρων
αναζήτησης στις κατά ζεύγη
στοιχίσεις σε αναζητήσεις
BLASTP. Εδώ χρησιμοποιήθηκε
ως όρος αναζήτησης η ανθρώ-
πινη ινσουλίνη (ΝΡ_000198.1)
για αναζήτηση με το BLASTP στη
βάση δεδομένων πρωτεϊνών
RefSeq με περιορισμό οργα-
νισμού στην Drosophila. (α) Από
την αναζήτηση με τις προε-
πιλεγμένες ρυθμίσεις προκύπτει
στοίχιση με μια πρωτεΐνη
ινσουλίνης της Drosophila με
σκορ ίσο με 31,6 bits και τιμή Ε
ίση με 0,05. Τα αποτελέσματα
παρουσιάζονται (β) χωρίς προ-
σαρμογή για τη σύσταση και (γ)
μετά από προσαρμογή χρησιμο-
ποιώντας στατιστική ανάλυση με
βάση τη σύσταση. Οι αναμε-
νόμενες τιμές γι’ αυτές τις τρεις
αναζητήσεις σημειώνονται σε
πλαίσια με κόκκινο περίγραμμα.



Εικόνα 4.6 Στο άνω μέρος της αναφοράς αποτελεσμάτων του BLAST περιγράφεται η αναζήτηση που
πραγματοποιήθηκε και αναφέρονται ο όρος αναζήτησης (βέλος 1), το μήκος του όρου αναζήτησης
(βέλος 2), η βάση δεδομένων (βέλος 3) και το πρόγραμμα που χρησιμοποιήθηκε (BLASTP 2.2. 28 σε αυτή
την περίπτωση, βέλος 4). Στο κάτω μέρος, πρόσθετοι σύνδεσμοι παρέχουν μια σύνοψη της αναζήτησης
με λεπτομέρειες των στατιστικών της στοιχείων (βέλος 5) και ταξινομικές αναφορές των αποτελεσμάτων
(βέλος 6).



Εικόνα 4.7 Σύνοψη μιας ανα-
ζήτησης BLAST. Στο άνω μέρος
εμφανίζονται οι παράμετροι
αναζήτησης [π.χ. το πρόγραμμα
που χρησιμοποιήθηκε, η αναμε-
νόμενη τιμή (βέλος 1), ο πίνακας
βαθμολόγησης (βέλος 2), τα φίλ-
τρα που εφαρμόστηκαν και το
κατώφλι (βέλος 3)]. Στο μέσο του
πίνακα περιγράφεται η βάση δε-
δομένων. Σε αυτό το παράδειγμα η
βάση δεδομένων περιέχει περίπου
επτά δισεκατομμύρια αμινοξικά
κατάλοιπα (βέλος 4) και τα
αποτελέσματα έχουν πε-ριοριστεί
στο txid10090 (δηλαδή στον
ποντικό). Στο κάτω μέρος
παρατίθενται οι τιμές των στα-
τιστικών παραμέτρων των Karlin-
Altschul (λ, Κ και Η).



Εικόνα 4.8 Στη γραφική αναφορά των αποτελεσμάτων του BLAST περιλαμβάνονται η απεικόνιση των
συντηρημένων επικρατειών (εδώ φαίνεται μια στοίχιση με μια πρωτεΐνη της οικογένειας των
σφαιρινών) και μια παρουσίαση της έκτασης των στοιχίσεων που προέκυψαν από την αναζήτηση
χρησιμοποιώντας έναν χρωματικό κώδικα. Ο οριζόντιος άξονας αντιστοιχεί στο μήκος της αλληλουχίας
αναζήτησης (147 αμινοξέων της β-σφαιρίνης). Κάθε στοίχιση στη βάση δεδομένων έχει χρώμα που
εκφράζει το σκορ της (π.χ. οι πέντε στοιχίσεις με πράσινο χρώμα έχουν σκορ 50-80) και μήκος ανάλογο
με την έκταση της συντηρημένης αλληλουχίας (μία από τις πέντε στοιχίσεις πράσινου χρώματος στη
βάση δεδομένων περιλαμβάνει μια περιοχή που εκτείνεται πλήρως μέχρι και το καρβοξυτελικό άκρο της
HBB, ενώ οι άλλες τέσσερις έχουν μερική κάλυψη της έκτασης της β-σφαιρίνης). Αυτό το είδος γραφικής
παρουσίασης των αποτελεσμάτων είναι χρήσιμο επειδή εμφανίζει συνοπτικά τις περιοχές των
αλληλουχιών από τη βάση δεδομένων που στοιχίζονται με τον όρο αναζήτησης.



Εικόνα 4.9 Σε μια τυπική αναφορά αποτελεσμάτων του BLASTP περιλαμβάνεται μια λίστα
αλληλουχιών της βάσης δεδομένων που στοιχίζονται με τον όρο αναζήτησης. Επίσης, παρέχονται
σύνδεσμοι γι’ αυτές τις αλληλουχίες (δηλαδή προς τις αντίστοιχες καταχωρίσεις στη βάση NCBI
Protein) και για τις κατά ζεύγη στοιχίσεις τους με την αλληλουχία αναζήτησης. Τέλος, στην
αναφορά αποτελεσμάτων παρατίθεται το bit σκορ και η τιμή E για κάθε στοίχιση. Σημειώστε ότι οι
καλύτερες στοιχίσεις, που βρίσκονται στην κορυφή της λίστας, έχουν υψηλά bit σκορ και μικρές
τιμές E.



Εικόνα 4.10 Στο κάτω μέρος της αναφοράς αποτελεσμάτων μιας αναζήτησης BLASTP (ή άλλης
αναζήτησης BLAST) περιλαμβάνεται μια σειρά κατά ζεύγη στοιχίσεων όπως αυτές στην
Εικόνα 4.5. Χρησιμοποιώντας την επιλογή για αλλαγή μορφοποίησης, τα αποτελέσματα
μπορούν να εμφανιστούν ως πολλαπλή στοίχιση, όπως στη συγκεκριμένη περίπτωση μιας
ομάδας αλληλουχιών σφαιρινών. Υπάρχουν και άλλες επιλογές μορφοποίησης των
αποτελεσμάτων που επιτρέπουν στον χρήστη να επιθεωρήσει περιοχές ομοιότητας και
απόκλισης σε μια οικογένεια πρωτεϊνών.



Εικόνα 4.11 Στην περίπτωση
αναζητήσεων BLASTN, η επιλογή
κωδικής αλληλουχίας (CDS) στη
σελίδα αλλαγής μορφοποίησης
επιτρέπει την εμφάνιση των
αμινοξικών αλληλουχιών που
αντιστοιχούν στις κωδικές
περιοχές του όρου αναζήτησης
και των αλλη-λουχιών από τη
βάση δεδομένων με τις οποίες
στοιχίζεται η αλληλουχία
αναζήτησης. Στη συγκεκριμένη
περίπτωση χρη-σιμοποιήθηκε ως
όρος το DNA της β-σφαιρίνης του
ανθρώπου (ΝΜ_000518) και
παρουσιά-ζεται μια στοίχιση με
τη στενά σχετιζόμενη ε1-
σφαιρίνη. Παρα-τίθενται επίσης
οι αντίστοιχες αμινοξικές
αλληλουχίες. Οι θέσεις που δεν
είναι συντη-ρημένες
(mismatches) εμφανίζο-νται με
μοβ γραμματοσειρά.



Εικόνα 4.12 Παρουσίαση της λειτουργίας του αλγορίθμου BLAST. Στην αρχική φάση, μια αλληλουχία
αναζήτησης (όπως η ανθρώπινη β-σφαιρίνη) αναλύεται σε λέξεις καθορισμένου μεγέθους (π.χ. w = 3)
και καταρτίζεται ένας κατάλογος λέξεων με σκορ κατωφλιού (π.χ. Τ = 11). Ένας κατάλογος με αρκετές
πιθανές λέξεις από την αλληλουχία αναζήτησης παρατίθεται στην εικόνα (από LWG έως IWC). Σε μια
αναζήτηση BLAST υπάρχουν 8.000 λέξεις για w = 3. Για μια δεδομένη λέξη, όπως για παράδειγμα η
αλληλουχία LWG, καταρτίζεται ένας κατάλογος λέξεων με σκορ μεγαλύτερο ή ίσο με κάποιο κατώφλι Τ
(π.χ. 12). Σε αυτό το παράδειγμα εμφανίζονται 15 λέξεις μαζί με τις βαθμολογίες τους από τον πίνακα
BLOSUM62. Δέκα από αυτές είναι πάνω από το κατώφλι και πέντε κάτω από αυτό.



Εικόνα 4.12 Στη φάση 2 γίνεται σάρωση μιας βάσης δεδομένων για να βρεθούν καταχωρίσεις που
ταιριάζουν με τη λίστα των λέξεων. Οι στοιχίσεις που προκύπτουν επεκτείνονται και προς τις δύο
κατευθύνσεις με ή χωρίς εισαγωγή κενών, αλλά οι θέσεις στοίχισης δεν αποθηκεύονται (για να μη
μειώνεται η απόδοση). Οι επιτυχείς στοιχίσεις στη βάση δεδομένων επεκτείνονται και προς τις δύο
κατευθύνσεις για να ανιχνευθούν ζεύγη τμημάτων υψηλού σκορ (HSP). Αν το σκορ ενός HSP
υπερβαίνει ένα συγκεκριμένο κατώφλι S, τότε αυτό περιλαμβάνεται στα αποτελέσματα του BLAST. Στη
φάση 3 πραγματοποιείται αναδρομικός έλεγχος και καταγράφονται οι θέσεις των προσθηκών, των
απαλοιφών και των αναντιστοιχιών. Παρατηρήστε ότι στο συγκεκριμένο παράδειγμα το ζεύγος λέξεων
που εκκινεί το στάδιο επέκτασης δεν περιέχει μια ακριβή ταύτιση (δηλαδή μόνο δύο κατάλοιπα στο
πλαίσιο LWG στοιχίζονται με την αλληλουχία AWG). Η βασική αρχή της χρήσης ενός κατωφλιού T για
τις αναζητήσεις πρωτεϊνών είναι ότι επιτρέπεται η εκκίνηση της επέκτασης τόσο από ακριβείς
ταυτίσεις όσο και από σχετικές ομοιότητες. Για τις αναζητήσεις νουκλεοτιδίων BLASTN απαιτούνται
απόλυτες ταυτίσεις και όχι λέξεις που έχουν σκορ πάνω από ένα όριο.



Εικόνα 4.13 Η επίδραση της μεταβολής της τιμής του κατωφλιού (άξονας x) στον αριθμό των
αποτελεσμάτων από την αναζήτηση στη βάση δεδομένων (μαύρη γραμμή) και του πλήθους
των επεκτάσεων (κόκκινη γραμμή). Οι αναζητήσεις BLASTP εκτελέστηκαν χρησιμοποιώντας
ως αλληλουχία αναζήτησης την ανθρώπινη β-σφαιρίνη.



Εικόνα 4.14 Σύγκριση της κανονικής κατανομής (συνεχής γραμμή) με την κατανομή ακραίων τιμών
(διακεκομμένη γραμμή). Από τη σύγκριση μιας αλληλουχίας αναζήτησης με ένα σύνολο τυχαίων
αλληλουχιών ίδιου μήκους προκύπτουν σκορ που ακολουθούν την κατανομή ακραίων τιμών (και όχι την
κανονική κατανομή). Το εμβαδόν κάτω από την καμπύλη ισούται με 1. Για την κανονική κατανομή, η
μέση τιμή (μ) εντοπίζεται στο μηδέν, ακριβώς στο κέντρο της καμπύλης, και η πιθανότητα Ζ να
επιτευχθεί ένα σκορ x δίνεται σε μονάδες τυπικής απόκλισης (σ) του x από τη μέση τιμή: Z = (x − μ)/σ. Σε
αντίθεση με την κανονική κατανομή, η κατανομή ακραίων τιμών είναι μη συμμετρική και κλίνει προς τα
δεξιά (θετική λοξότητα). Η κατανομή ακραίων τιμών ακολουθεί τη συνάρτηση f(x) = exp(−exp(−x)). Το
σχήμα της κατανομής ακραίων τιμών καθορίζεται από τη χαρακτηριστική τιμή u και τη σταθερά
απομείωσης λ (u = 0 και λ = 1)





Εικόνα 4.15 Επισκό-πηση
των στρατηγικών
αναζήτησης BLAST. Πάρα
πολλά είδη προ-
βλημάτων μπορούν να
απαντηθούν με τα διά-
φορα είδη αναζητήσεων
BLAST, από τον χαρα-
κτηρισμό του γονιδιώ-
ματος ενός οργανισμού
έως την αξιολόγηση των
παραλλαγών αλληλου-
χίας ενός γονιδίου.



Εικόνα 4.16 Αποτελέσματα αναζήτησης
BLASTP χρησιμοποιώντας ως όρο
αναζήτησης την ανθρώπινη πρωτεΐνη RBP
στη βάση δεδομένων nr και με
περιορισμό στις πρωτεΐνες RefSeq του
ανθρώπου. (α) Στη γραφική παρουσίαση
των αποτελεσμάτων περιλαμβάνονται 6
επιτυχίες, αλλά μόνο η μία (η ίδια η RBP4)
έχει υψηλό σκορ (κόκκινη ράβδος) και
εκτείνεται σε όλο το μήκος της
αλληλουχίας αναζήτησης. (β) Στα
αποτελέσματα του BLASTP περιλαμ-
βάνεται μια λίστα στοιχίσεων. Από την
εξέταση των τιμών E προκύπτει πε-
ραιτέρω ότι, εκτός από την ίδια την RBP,
μπορεί να έχουν εντοπιστεί αρκετά
αυθεντικά παράλογα πρωτεϊνικά μόρια.
Σε αυτά περιλαμβάνεται ο παράγοντας
συμπληρώματος 8γ (C8G), με τιμή E ίση με
0,18. Είναι άραγε η πρωτεΐνη C8G
ομόλογη με την RBP4; (γ) Από τη στοίχιση
κατά ζεύγη των RBP4 και C8G, που
περιλαμβάνεται στα αποτελέσματα του
BLASTP, προκύπτει 25% ταύτιση
αμινοξέων και στοίχιση ενός μοτίβου
GXW (κόκκινο ορθογώνιο) που είναι
σταθερά συντηρημένο σε όλες τις
λιποκαλίνες (π.χ. στην RBP4).



Εικόνα 4.17 Αποτελέσματα αναζήτησης BLASTP στη βάση μη επαναλαμβανόμενων πρωτεϊνικών αλληλουχιών
με περιορισμό στις ανθρώπινες πρωτεΐνες και με αλληλουχία αναζήτησης τον ανθρώπινο παράγοντα
συμπληρώματος 8γ (C8G). (α) Στη γραφική απεικόνιση των αποτελεσμάτων περιλαμβάνονται 8 στοιχίσεις. Μία
από αυτές αφορά την ίδια την πρωτεΐνη C8G (κόκκινη ράβδος, υψηλό σκορ), ενώ υπάρχουν αρκετές στοιχίσεις
με χαμηλό σκορ (μαύρες ράβδοι) που εκτείνονται σε μικρές περιοχές της αμινοξικής αλληλουχίας. (β) Στη λίστα
των στοιχίσεων περιλαμβάνεται η RBP4 και άλλα μέλη της οικογένειας των λιποκαλινών. Αυτή η «αντίστροφη»
αναζήτηση υποστηρίζει την υπόθεση ότι ο παράγοντας C8G, που ταυτοποιήθηκε ως ομόλογη πρωτεΐνη με την
RBP4 σε προηγούμενη αναζήτηση στην οποία ο όρος αναζήτησης ήταν η RBP4, είναι αυθεντικό ομόλογό της.
Στην παρούσα αναζήτηση, τρεις στοιχίσεις δεν αντιστοιχούν σε ομόλογες αλληλουχίες (βέλη). Οι τιμές Ε γι’
αυτές τις στοιχίσεις είναι πολύ υψηλές και οι πρωτεΐνες αυτές ανήκουν σε άλλες πρωτεϊνικές οικογένειες και όχι
στις λιποκαλίνες (όπως μπορεί να επιβεβαιωθεί από ξεχωριστές αναζητήσεις BLAST).



Εικόνα 4.17 (γ) Από την επισκόπηση των στοιχίσεων κατά ζεύγη μεταξύ του C8G και δύο υποθετικών μη ομόλογων
πρωτεϊνών προκύπτει ότι αυτές οι πρωτεΐνες είναι πολύ μεγαλύτερες από τις τυπικές λιποκαλίνες (4.242 και 2.371
κατάλοιπα αμινοξέων). Η ισομορφή 1 της τενασκίνης Χ (tenascin X isoform 1) δε στοιχίζεται με το εξαιρετικά
συντηρημένο μοτίβο GXW. Η ενισχυόμενη στο νευροβλάστωμα αλληλουχία (neuroblastoma-amplified sequence) επίσης
δε στοιχίζεται με το μοτίβο GXW και η περιοχή στοίχισης εκτείνεται σε μόνο 41 κατάλοιπα αμινοξέων. Τα παραπάνω
αποτελέσματα υπογραμμίζουν την ανάγκη να εξετάζονται οι κατά ζεύγη στοιχίσεις μετά από μια αναζήτηση BLAST. Η
τιμή Ε παρέχει ένα στατιστικό επιχείρημα για την αξιολόγηση της πιθανής ομολογίας, αλλά θα πρέπει να
συμπληρώνεται από την εξέταση των βιολογικών ιδιοτήτων των πρωτεϊνών. Σε αυτό το παράδειγμα, η RBP4, ο
παράγοντας C8G και οι άλλες λιποκαλίνες είναι υδατοδιαλυτές, υδρόφιλες πρωτεΐνες που συναντώνται σε υψηλές
συγκεντρώσεις και πιθανώς επιτελούν παρόμοιες λειτουργίες ως πρωτεΐνες-μεταφορείς. Οι πρωτεΐνες αυτές
εμφανίζουν επίσης παρόμοιες τρισδιάστατες δομές (βλ. Κεφάλαιο 13).



Εικόνα 4.18 Επισκόπηση αναζητήσεων BLAST με κοινό όρο αναζήτησης την πρωτεΐνη Pol του
ιού HIV-1. Συχνά διεξάγουμε μια σειρά αναζητήσεων BLAST για να απαντήσουμε σε
ζητήματα που αφορούν ένα συγκεκριμένο γονίδιο, μια πρωτεΐνη ή έναν οργανισμό. Ο
αριθμός των στοιχίσεων με αλληλουχίες της βάσης δεδομένων από μια αναζήτηση BLAST
ποικίλλει ευρέως, από καμία έως χιλιάδες στοιχίσεις, και εξαρτάται από τη φύση του όρου
αναζήτησης, τη βάση δεδομένων και τις παραμέτρους αναζήτησης.



Εικόνα 4.19 Αναζήτηση BLASTP για την πρωτεΐνη Pol του HIV-1 (NP_057849). (α) Στη γραφική
απεικόνιση των αποτελεσμάτων διακρίνονται οι συντηρημένες επικράτειες της πρωτεΐνης. Οι
ράβδοι των συντηρημένων επικρατειών παρέχουν συνδέσμους παραπομπής στη βάση Conserved
Domain Database του NCBI (Κεφάλαια 5 και 6). Οι σύνδεσμοι αντιστοιχούν στις πρωτεϊνικές
επικράτειες (Gag_p17, Gag_p24) και οι συντομογραφίες περιλαμβάνουν την rvp (ρετροϊική
ασπαρτική πρωτεάση), την rvt (αντίστροφη μεταγραφάση ή RNA εξαρτώμενη DNA πολυμεράση),
την RNAseH (ριβονουκλεάση Η) και την rve (κεντρική επικράτεια ιντεγκράσης). Οι κόκκινες
οριζόντιες ράβδοι αντιστοιχούν σε περιοχές στενών στοιχίσεων με ιικές πρωτεΐνες.



Εικόνα 4.19 (β) Οι επιλογές του BLAST επιτρέπουν διάφορες μορφές παρουσίασης της στοίχισης, όπως
είναι η αγκυρωμένη στον όρο αναζήτησης διαμόρφωση, στην οποία οι κουκκίδες αντιστοιχούν σε
συντηρημένες αμινοξικές θέσεις που στοιχίζονται με την αλληλουχία αναζήτησης. Σε αυτή τη μορφή
παρουσίασης τονίζονται οι διαφορές των αλληλουχιών των πρωτεϊνών. Τα βέλη δείχνουν κατάλοιπα
αργινίνης (R) στην αναζήτηση που είναι απολύτως συντηρημένα ή που αντικαθίστανται από λυσίνη
(K) ή από γλουταμίνη (Q).



Εικόνα 4.20 Η σελίδα ταξινομικής
αναφοράς για μια αναζήτηση BLASTP
μας παρέχει πληροφορίες για τα
διάφορα είδη οργανισμών που
φέρουν ομόλογες πρωτεΐνες με την
πρωτεΐνη αναζήτησης από τον HIV-1.
Οι περισσότερες στοιχίσεις αφορούν
άλλες ιικές πρωτεΐνες, αλλά κάποιες
αφορούν πρωτεΐνες άλλων ειδών,
όπως του κουνελιού, των μυκήτων,
του χοίρου και των εντό-μων. Τα
σύμβολα /// υποδηλώνουν ότι υπάρ-
χει μια σειρά από άλλες στοιχίσεις
που δεν απεικονίζονται.



Εικόνα 4.21 Αποτέλεσμα αναζήτησης BLASTP με όρο αναζήτησης την Pol του HIV-1 και με
περιορισμό των αποτελεσμάτων στα βακτήρια. Η γραφική απεικόνιση των αποτελεσμάτων
επιτρέπει την ταυτοποίηση των επικρατειών του HIV-1 που έχουν ομόλογες βακτηριακές
αλληλουχίες. Φαίνονται επίσης τα μήκη της έκτασης των στοιχίσεων και το πλήθος των
στοιχισμένων βακτηριακών αλληλουχιών.



Εικόνα 4.22 (α) Γραφική απεικόνιση των αποτελεσμάτων της αναζήτησης BLASTP με όρο
την πρωτεΐνη Pol. Η αναζήτηση στοιχίσεων περιορίστηκε σε ανθρώπινες πρωτεΐνες.
Ορισμένες επιτυχίες έχουν πολύ υψηλό σκορ.



Εικόνα 4.22 (β) Εκφράζονται άραγε στον άνθρωπο μετάγραφα που κωδικοποιούν πρωτεΐνες
ομόλογες με την πρωτεΐνη Pol του HIV-1; Παρουσιάζονται τα αποτελέσματα αναζήτησης
TBLASTN για την ιική πρωτεΐνη Pol με περιορισμό της αναζήτησης σε EST του ανθρώπου.
Πολλά ανθρώπινα γονίδια μεταγράφονται ενεργά και από τα μετάγραφά τους προκύπτουν
πρωτεΐνες που είναι δυνητικά ομόλογες με την Pol του HIV-1.



Εικόνα 4.23 Πώς να ανακαλύψετε ένα νέο γονίδιο χρησιμοποιώντας αναζητήσεις BLAST. Αρχίστε με την αλληλουχία
μιας γνωστής πρωτεΐνης όπως η ανθρώπινη β-σφαιρίνη. Πραγματοποιήστε μια αναζήτηση TBLASTN σε μια βάση
δεδομένων DNA. Είναι απίθανο να υπάρχουν πολλά «νέα» γονίδια στα καλά χαρακτηρισμένα γονιδιώματα οργανισμών
όπως του ανθρώπου, του σακχαρομύκητα και της Ε. coli. Μπορεί επομένως να είναι χρήσιμο να κάνετε αναζητήσεις σε
βάσεις δεδομένων για οργανισμούς των οποίων τα γονιδιώματα δεν είναι καλά χαρακτηρισμένα, ούτε πλήρως
υπομνηματισμένα.Με τις αναζητήσεις TBLASTN μπορεί να απαντηθούν τρία σημαντικά ζητήματα: (1) Αντιστοιχεί άραγε
η αλληλουχία αναζήτησης σε γνωστές πρωτεΐνες που έχουν ήδη υπομνηματιστεί; (2) Αντιστοιχεί ο όρος αναζήτησης σε
ομόλογες πρωτεΐνες που δεν έχουν ακόμη υπομνηματιστεί (δηλαδή σε «νέα» γονίδια); (3) Με ποιον τρόπο η
αλληλουχία DNA που αντιστοιχεί στο υποτιθέμενο νέο γονίδιο μπορεί να διερευνηθεί χρησιμοποιώντας τον αλγόριθμο
BLASTX στη βάση μη επαναλαμβανόμενων αλληλουχιών DNA; Με τα αποτελέσματα της αναζήτησης αυτής είναι
δυνατόν να επιβεβαιωθεί ότι το DNA κωδικοποιεί πράγματι μια πρωτεΐνη που δεν ταυτίζεται απόλυτα με οποιαδήποτε
άλλη γνωστή, χαρακτηρισμένη πρωτεΐνη.



Εικόνα 4.24 Η διαδικασία αναζήτησης ενός νέου γονιδίου παρουσιάστηκε χρησιμοποιώντας ως όρο αναζήτησης την
ανθρώπινη β-σφαιρίνη (NP_000509) και διεξάγοντας μια αναζήτηση στη βάση δεδομένων ετικετών εκφραζόμενης
αλληλουχίας (EST) με περιορισμό των αποτελεσμάτων στους νηματώδεις. (α) Στις στοιχίσεις περιλαμβάνεται μία EST
από τον μύκητα Anguillicola crassus (κωδικός καταχώρισης GenBank JK511422.1). (β) Από την αναζήτηση BLASTX στη
βάση μη επαναλαμβανόμενων αλληλουχιών DNA με όρο αυτόν τον κωδικό καταχώρισης προέκυψαν στοιχίσεις με
γνωστές β-σφαιρίνες. Η καλύτερη στοίχιση ήταν με μια σφαιρίνη σπονδυλωτών. Εφόσον από την αναζήτηση αυτή δεν
προέκυψε στοίχιση με κάποια σφαιρίνη του Α. crassus, συμπεραίνουμε ότι από την εργασία μας προέκυψε μια
αλληλουχία DNA που κωδικοποιεί μια σφαιρίνη νηματωδών η οποία δεν είχε περιγραφεί προηγουμένως. Αυτή η νέα
σφαιρίνη μπορεί στη συνέχεια να χαρακτηριστεί με ταυτοποίηση της πλήρους αλληλουχίας της, των ομολόγων της, της
εξέλιξής της, της δομής και της λειτουργίας της.
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