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Εικόνα 6.1 Στοίχιση πέντε εξελικτικά απομακρυσμένων σφαιρινών με το ClustalW.
Οι αλληλουχίες είναι στη μορφή FASTA.



Εικόνα 6.2 Η μέθοδος προοδευτικής στοίχισης των Feng και Doolittle (1987) που χρησιμοποιείται από πολλά
προγράμματα στοιχίσεων, π.χ. από το ClustalW. Στο πρώτο στάδιο γίνονται όλες οι πιθανές κατά ζεύγη στοιχίσεις των
πέντε σφαιρινών που εξετάζουμε σε αυτό το παράδειγμα (Εικόνα 6.1). Σημειώστε ότι η καλύτερη βαθμολογία
αντιστοιχεί στη στοίχιση δύο φυτικών σφαιρινών (βαθμολογία = 43, βέλος 1). Στο δεύτερο στάδιο, και με βάση τις
βαθμολογίες από το προηγούμενο βήμα, υπολογίζεται ένα δενδρόγραμμα-οδηγός το οποίο περιγράφει τις σχέσεις
μεταξύ των πέντε αλληλουχιών. Μπορείτε να δείτε μια γραφική παράσταση του δενδρογράμματος μέσω του
προγράμματος JalView από την ιστοσελίδα του ClustalW. Τα μήκη των κλάδων αντανακλούν τις αποστάσεις μεταξύ των
αλληλουχιών και υποδεικνύονται στο δέντρο. Συγκρίνετε αυτή τη γραφική παράσταση με την Εικόνα 6.4.



Εικόνα 6.3 Στοίχιση πέντε εξελικτικά απομακρυσμένων σφαιρινών με το πρόγραμμα ClustalW χρησιμοποιώντας τον
αλγόριθμο προοδευτικής στοίχισης των Feng και Doolittle. Στο τρίτο στάδιο (βλ. Εικόνα 6.2 για τα πρώτα δύο στάδια)
δημιουργείται αυτή καθαυτή η στοίχιση όλων των αλληλουχιών. Οι δύο πιο συγγενικές αλληλουχίες στοιχίζονται
πρώτες (σε αυτό το παράδειγμα οι σφαιρίνες από τη σόγια και το ρύζι) και στη συνέχεια προστίθενται σταδιακά και οι
υπόλοιπες. Η σειρά με την οποία προστίθενται βασίζεται στη θέση τους στο δενδρόγραμμα-οδηγό. Στη στοίχιση που
βλέπετε εδώ, τα απόλυτα συντηρημένα κατάλοιπα υποδεικνύονται με αστερίσκο, οι συντηρητικές αντικαταστάσεις με
άνω και κάτω τελεία και οι λιγότερο συντηρητικές αντικαταστάσεις με τελεία. Οι πρωτεΐνες είναι η ανθρώπινη β-
σφαιρίνη (καταχώριση NP_000509, αναγνωριστικό 2hhb στην Protein Data Bank), η ανθρώπινη μυοσφαιρίνη
(NP_005359, 3RGK), η ανθρώπινη νευροσφαιρίνη (NP_067080, 1OJ6A), η λεγκαιμοσφαιρίνη της σόγιας (1FSL) και η μη
συμβιωτική αιμοσφαιρίνη του ρυζιού (1D8U). Με κόκκινα γράμματα επισημαίνονται οι περιοχές των α-ελίκων (που
ορίζονται στο Κεφάλαιο 13) όπως ταυτοποιήθηκαν με κρυσταλλογραφία ακτίνων Χ. Τρία εξαιρετικά συντηρημένα
κατάλοιπα υποδεικνύονται με κεφαλές βέλους και έντονα μπλε γράμματα (είναι τα αμινοξέα Phe44, His65 και His94
σύμφωνα με την αρίθμηση της μυοσφαιρίνης). Αυτές οι δύο ιστιδίνες είναι σημαντικές για την πρόσδεση της ομάδας
της αίμης. Το τμήμα της στοίχισης που περιβάλλεται από το πράσινο πλαίσιο θα το ξαναδούμε όταν θα συγκρίνουμε τη
στοίχιση από το ClustalW με τις στοιχίσεις από άλλα προγράμματα στοίχισης (Εικόνα 6.7)



Εικόνα 6.4. Παράδειγμα στοίχισης πέντε σφαιρινών με υψηλή εξελικτική συγγένεια χρησιμοποιώντας τη
μέθοδο προοδευτικής στοίχισης των Feng και Doolittle όπως εφαρμόζεται από το πρόγραμμα ClustalW.
Συγκρίνετε αυτές τις βαθμολογίες με εκείνες των εξελικτικά απομακρυσμένων σφαιρινών (Εικόνα 6.2).
Παρατηρήστε ότι οι βαθμολογίες των κατά ζεύγη στοιχίσεων είναι σταθερά υψηλότερες και οι μεταξύ
τους αποστάσεις (που αντανακλώνται στα μήκη των κλάδων του δέντρου) είναι πολύ μικρότερες.



Εικόνα 6.5. Στοίχιση των πέντε στενά συγγενικών β-σφαιρινών (βλ. Εικόνα 6.4). Η εικόνα που
βλέπετε προέρχεται απευθείας από το πρόγραμμα ClustalW. Τα βέλη αντιστοιχούν στα
κατάλοιπα Phe44, His72 και His104 (με την αρίθμηση της ανθρώπινης β-σφαιρίνης) και το
πράσινο πλαίσιο δείχνει την ίδια περιοχή με την Εικόνα 6.3. Ο χρωματικός κώδικας είναι
επιλογή του προγράμματος και δείχνει ιδιότητες καταλοίπων, όπως όξινα αμινοξέα (μπλε),
βασικά αμινοξέα (μοβ) και υδρόφοβα κατάλοιπα (κόκκινο). Οι αστερίσκοι δείχνουν τις
θέσεις της στοίχισης που είναι απόλυτα συντηρημένες.



Εικόνα 6.6 Η μέθοδος επαναληπτικής βελτιστοποίησης που χρησιμοποιείται από το
πρόγραμμα MAFFT. Η μέθοδος βασίζεται στην επαναληπτική επαναστοίχιση ομάδων
αλληλουχιών, με τις ομάδες να προκύπτουν από τη διαίρεση του δενδρογράμματος-οδηγού.
Αν μετά από έναν κύκλο επαναστοίχισης η βαθμολογία της νέας στοίχισης είναι καλύτερη
από την αρχική, τότε αυτή η νέα στοίχιση αντικαθιστά την αρχική και η διαδικασία
επαναλαμβάνεται μέχρι συγκλίσεως.



Εικόνα 6.7 Στοίχιση των αλληλουχιών εννέα σφαιρινών χρησιμοποιώντας τα προγράμματα: (α) MAFFT,
(β) MUSCLE, (γ) ProbCons και (δ) Τ-COFFEE. Ο χρωματικός κώδικας αντιστοιχεί στα στοιχεία
δευτεροταγούς δομής των αντίστοιχων δομών σύμφωνα με το πρόγραμμα DSSP (Kabsch and Sander,
1983) και τις καταχωρίσεις της Protein Data Bank (Κεφάλαιο 13) ως εξής: α-έλικες (κόκκινο), 310-έλικα
(καφέ), στροφές και βρόχοι (κυανό και πράσινο αντίστοιχα), χωρίς απόδοση δευτεροταγούς δομής
(μαύρο). Η τρισδιάστατη δομή που αντιστοιχεί στη δεύτερη αλληλουχία (hbb_chimp) δεν είναι γνωστή,
γεγονός που ερμηνεύει την απουσία χρωμάτων. Τα βέλη αντιστοιχούν στα κατάλοιπα Phe44, His72 και
His104 (με την αρίθμηση της ανθρώπινης β-σφαιρίνης όπως και στην Εικόνα 6.5).



Εικόνα 6.7 Προσέξτε τις σημαντικές διαφορές τόσο στην ικανότητα των προγραμμάτων να στοιχίσουν τα
στοιχεία δευτεροταγούς δομής όσο και στη στοίχιση των λειτουργικά σημαντικών καταλοίπων
(σκιασμένες στήλες) και στον αριθμό και στη θέση των κενών (βλ. περιοχές με πλαίσιο). Οι πρωτεΐνες
που χρησιμοποιήθηκαν σε αυτές τις στοιχίσεις (διαθέσιμες μέσω του Web Document 6.3) μαζί με τους
κωδικούς τους RefSeq και PDB είναι οι ακόλουθες: (1) hbb_human (human ΝΡ_000509.1, 1HBB), (2)
hbb_chimp (Pan_troglodytes XP_508242.1, χωρίς δομή), (3) hbb_dog (Canis lupus familiaris
ΝΡ_001257813,1, 2QLS), (4) hbb_mouse (Mus_musculus ΝΡ_058652.1, 3HRW), (5) hbb_chicken
(Gallus_gallus ΝΡ_990820.1, 1HBR), (6) μυοσφαιρίνη (myoglobin, human ΝΡ_005359.1, 3RGK), (7)
νευροσφαιρίνη (neuroglobin, human ΝΡ_067080.1, 10J6), (8) σφαιρίνη της σόγιας (soybean, Glycine max
leghemoglobin Α, ΝΡ_001235928,1, 1FSL) και (9) σφαιρίνη του ρυζιού (rice, Oryza sativa NonSymbiotic
Plant Hemoglobin NP_001049476.1, ΝΡ_001049476.1, 1D8U). Στην εικόνα εμφανίζονται μόνο τα πρώτα
δύο τρίτα κάθε στοίχισης.







Εικόνα 6.8 Η βάση δεδομένων Pfam είναι μια πλήρης και έγκυρη πηγή για τη μελέτη των οικογενειών
πρωτεϊνών. (α) Μια τυπική καταχώριση από την Pfam, στο συγκεκριμένο παράδειγμα για τις σφαιρίνες.
Στην κορυφή της σελίδας υπάρχουν σύνδεσμοι για την αρχιτεκτονική της οικογένειας (δηλαδή την
οργάνωση επικρατειών), τις αλληλουχίες, τις αλληλεπιδράσεις, τα είδη και τις δομές. Αριστερά
υπάρχουν σύνδεσμοι για τις στοιχίσεις και άλλες πληροφορίες. Αυτές οι στοιχίσεις μπορεί να είναι οι
στοιχίσεις εκκίνησης (seed alignments, αποτελούμενες σε αυτή την περίπτωση από 73
αντιπροσωπευτικές σφαιρίνες), οι πλήρεις στοιχίσεις ή αντιπροσωπευτικά σύνολα πρωτεϊνών. Κάνοντας
κλικ στα διάφορα κελιά αυτού του πίνακα, μπορούμε να εξετάσουμε τις αντίστοιχες στοιχίσεις.



Εικόνα 6.8 Η βάση δεδομένων Pfam είναι μια πλήρης και έγκυρη πηγή για τη μελέτη
των οικογενειών πρωτεϊνών. (β) Τμήμα της στοίχισης εκκίνησης με τη μορφοποίηση
HTML. Προσέξτε ότι για τις πρωτεΐνες γνωστής δομής υπάρχουν διπλές καταχωρίσεις:
μία γραμμή περιέχει την αλληλουχία αυτή καθαυτή και μία γραμμή [κάτω από την
αλληλουχία, με το διακριτικό «SS» (Secondary Structure)] δείχνει την αντίστοιχη
δευτεροταγή δομή. Οι κωδικοί για τη δευτεροταγή δομή είναι: έλικα (H), στροφή (T),
βρόχοι (S), 310-έλικα (G), β-κλώνοι (E).



Εικόνα 6.9 Μπορούμε να εξετάσουμε τις στοιχίσεις της Pfam και μέσω του προγράμματος JalView. Το JalView μπορεί
όχι μόνο να προβάλει τη στοίχιση, αλλά και να πραγματοποιήσει μια σειρά πολύπλοκων αναλύσεων. (α) Τα
αποτελέσματα από την ανάλυση μιας στοίχισης σε κύριες συνιστώσες (PCA, Principal Component Analysis). Κάθε
αλληλουχία αντιστοιχεί σε ένα σημείο και οι σχέσεις μεταξύ των αλληλουχιών (π.χ. ομοιότητα) αντιστοιχούν στις
αποστάσεις των σημείων. Η γραφική παράσταση που βλέπετε στην εικόνα αυτή είναι στην πραγματικότητα
τρισδιάστατη και μπορούμε ελεύθερα να την περιστρέψουμε γύρω από τους τρεις άξονες (που αντιστοιχούν στις τρεις
πρώτες κύριες συνιστώσες). Το συγκεκριμένο παράδειγμα είναι από μια στοίχιση σφαιρινών και η PCA δείχνει ότι οι
πέντε αλληλουχίες μιας ομάδας (είναι εκείνα τα σημεία στο επάνω τμήμα του διαγράμματος που περιλαμβάνουν και
την αλληλουχία GLB2_NIPBR) είναι παρόμοιες μεταξύ τους, αλλά διαφέρουν σημαντικά από τις υπόλοιπες σφαιρίνες.
Θα συζητήσουμε αναλυτικά την PCA στο Κεφάλαιο 11. (β) Τμήμα ενός φυλογενετικού δέντρου που υπολογίστηκε από
το JalView με τη μέθοδο Neighbor-Joining (βλ. Κεφάλαιο 7). Η κόκκινη γραμμή που φαίνεται στο διάγραμμα επιτρέπει
στον χρήστη του προγράμματος να περιορίσει την ανάλυση σε ένα υποσύνολο των αλληλουχιών της στοίχισης. Το
JalView περιγράφηκε από τουςWaterhouse et al. (2009).



Εικόνα 5.12 (α) Η δια-δικτυακή
εκδοχή του προ-γράμματος
HMMER. Στο παράδειγμα
αυτό χρησι-μοποιήθηκε ως
πρωτεΐνη αναζήτησης η
ανθρώπινη β-σφαιρίνη
(NP_000509). (β) Στα
αποτελέσματα αναφέ-ρονται
οι πρωτεΐνες της βά-σης
δεδομένων που εντοπί-στηκαν
και παρουσιάζεται η
φυλογενετική κατανομή τους.



Εικόνα 6.10 Στοίχιση του γονιδίου της ανθρώπινης β-σφαιρίνης (HBB) και ορθόλογων γονιδίων άλλων
σπονδυλωτών. (α) Προβολή στο πρόγραμμα περιήγησης γονιδιωμάτων του UCSC της β-σφαιρίνης
(σμίκρυνση 1,5×). Τα εξόνια παρουσιάζονται ως συμπαγή παραλληλόγραμμα στο τμήμα της γραφικής
παράστασης με τίτλο «RefSeq Genes» και τείνουν να είναι εξαιρετικά συντηρημένα μεταξύ μιας ομάδας
γονιδιωμάτων σπονδυλωτών. Φαίνονται επίσης τρεις γραφικές παραστάσεις που δείχνουν το πόσο
συντηρημένες είναι οι αλληλουχίες (Placental Mammal Conservation από το πρόγραμμα PhastCons,
Placental Mammal Conserved Elements και βαθμολογίες GERP). Είναι προφανές ότι οι περιοχές των
εξονίων είναι πολύ καλά συντηρημένες. Οι συντηρημένες περιοχές που δεν αντιστοιχούν σε εξόνια
(όπως αυτές που δείχνει το βέλος 1) μπορεί να αντιπροσωπεύουν ρυθμιστικά στοιχεία.



Εικόνα 6.10 (β) Εστιάζοντας σε 100 ζεύγη βάσεων, εμφανίζονται οι ίδιες γραφικές παραστάσεις, καθώς
και η στοίχισηMultiz των 46 σπονδυλωτών (στην εικόνα φαίνονται εννέα). Τα στοιχισμένα νουκλεοτίδια
εμφανίζονται στο δεξί μισό, ενώ τα αμινοξέα ξεκινούν με τη μεθειονίνη έναρξης (βέλος 2) και
εκτείνονται προς τα αριστερά, ταιριάζοντας με την αρχή της πρωτεΐνης NP_000509.1, αλληλουχία
MVHLTPEEKS. Κάνοντας κλικ στα γραφήματα (π.χ. σε μια κορυφή από το τμήμα PhastCons), μπορείτε να
κατεβάσετε δεδομένα από τις αντίστοιχες στοιχίσεις.



Εικόνα 6.11 Ανάλυση πολλα-
πλών στοιχίσεων αλληλουχιών
μέσω του Ensembl. (α) Μετά από
μια αναζήτηση για την
ανθρώπινη β-σφαιρίνη (HBB),
επιλέγουμε πρώτα το «Genomic
alignments» (βέλος 1) και στη
συνέχεια μια ομάδα που
θέλουμε, π.χ. 6 πρωτευόντων ή
36 θηλαστικών (βέλος 2). Οι
στοιχισμένες αλληλουχίες εμφα-
νίζονται με τα εξόνια σημειω-
μένα με κόκκινο χρώμα (βέλος
3). (β) Παρουσιάζεται ένα τμή-μα
των αποτελεσμάτων από τη
διαδικασία EPO
(Enredo/Pecan/Ortheus).



Εικόνα 6.12 Το πρόγραμμα Ortheus, που είναι τμήμα της
ανάλυσης EPO του Ensembl, παρέχει στοιχίσεις
αλληλουχιών προσανατολισμένες στη φυλογένεση και
περιλαμβάνει τη δυνατότητα της ανασύνθεσης
προγονικών αλληλουχιών. (α) Στη στοίχιση μεταξύ DNA
ανθρώπου και ποντικού από την περιοχή της β-
σφαιρίνης, δεν είναι σαφές αν οι στοιχισμένες βάσεις Τ
και G στη στήλη 1 προέρχονται από ένα προγονικό Τ, G
ή κάποιο άλλο νουκλεοτίδιο. Είναι επίσης αδύνατο να
αποφανθούμε για το αν τα κενά αντιστοιχούν σε
γεγονότα προσθήκης στο ένα είδος ή απαλοιφής στο
άλλο (βλ. στήλες 2, 3 και 4). (β) Συνάγοντας μια
προγονική αλληλουχία ανθρώπου/ποντικού μπορούμε
να συμπεράνουμε τα προγονικά αλληλόμορφα και να
προσδιορίσουμε αν οι θέσεις με κενά αντιστοιχούν σε
προσθήκες ή απαλοιφές και σε ποιο είδος. (γ) Μια
πολλαπλή στοίχιση αλληλουχιών προσφέρει περαιτέρω
στοιχεία και ενισχύει τα συμπεράσματα από την
προηγούμενη ανάλυση. (δ) Εισαγωγή των προγονικών
αλληλουχιών στην πολλαπλή στοίχιση αλληλουχιών μάς
δίνει πληροφορίες για κάθε κόμβο του φυλογενετικού
δέντρου που συνδέει αυτές τις αλληλουχίες και επιλύει
ερωτήματα σχετικά με την προέλευση προσθηκών,
απαλοιφών και σύνθετων συμβάντων, όπως αυτά που
περιλαμβάνονται στο πορτοκαλί πλαίσιο. Δεξιά από
κάθε αλληλουχία είναι σημειωμένα το χρωμόσωμα και
η θέση για τις σημερινές αλληλουχίες ή ένα
αναγνωριστικό για τις προγονικές.Μπορείτε να δείτε τις
αλληλουχίες που εμφανίζονται σε αυτή την εικόνα
ακολουθώντας τη διαδικασία που περιγράφει η Εικόνα
6.11 και επιλέγοντας «13 eutherian mammals EPO». Στη
συνέχεια, κάντε κλικ στο «Configure this page» για να
προσθέσετε ή να αφαιρέσετε είδη καθώς και
προγονικές αλληλουχίες.
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