
Πίνακες αντικατάστασης 
•  Στο παράδειγµα του Δυναµικού Προγραµµατισµού, όλες οι 
συµφωνίες/ασυµφωνίες είχαν το ίδιο σκορ. 

•  Στην πράξη, πιο περίπλοκα συστήµατα βαθµολόγισης. Μια 
ασυµφωνία µεταξύ δύο πουρινών δεν είναι το ίδιο µε µια 
ασυµφωνία µεταξύ πουρίνης-πυριµιδίνης. Διαφορετικές 
συχνότητες µεταλλάξεων. 

•  Το ίδιο και για τις πρωτεΐνες. 

•  Χρειαζόµαστε πίνακες που βασίζονται σε συγκεκριµµένα 
εξελικτικά µοντέλα και λαµβάνουν υπόψην την συχνότητα του 
κάθε χαρακτήρα 
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Πίνακες αντικατάστασης 
•  Για πρωτεΐνες: 

–  Πίνακες PAM  

–  Πίνακες BLOSUM 

Μεγαλύτερη πιθανότητα αντικατάστασης µεταξύ αµινοξέων µε 
παρόµοιες φυσικοχηµικές ιδιότητες, (συντηρητικές 
αντικαταστάσεις). 
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Λογαριθµικές πιθανότητες 
•  Πρώτη χρήση από Dayhoff για πίνακες αντικατάστασης που 
χρησιµοποιούνται στη βαθµολόγιση στοιχίσεων. 

•  Βαθµολογία αντικατάστασης ~ log(συχνότητα στόχων / συχνότητα 
υποβάθρου) 

•  Συχνότητα στόχων: παρατηρηθείσες συχνότητες αντικατάστασης σε 
στοιχίσεις υπαρκτών και οµόλογων πρωτεΐνών. Χρησιµοποιούµε 
στοιχίσεις που έγιναν µε το ‘µάτι’ και είµαστε σίγουροι ότι είναι σωστές. 

•  Συχνότητα υποβάθρου: προκύπτει από τις συνολικές συχνότητες των 
αµινοξέων στις πρωτεΐνες. Υποθέτουµε ότι δεν υπάρχει εξελικτική 
πίεση στις αντικαταστάσεις. 
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Συχνότητα αµινοξέων 
από Swissprot 
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Πίνακες PAM 
•  Dayhoff et al., 1978 

•  PAM -> Percent Accepted Mutations 

•  Βασίστηκε σε 1572 αποδεκτές 
αντικαταστάσεις από 71 groups 
εξελικτικά ‘κοντινών’ οµόλογων 
ακολουθιών. 

•  1 PAM -> µονάδα εξελικτικής 
απόκλισης, όπου 1% των αµινοξέων 
έχει αλλάξει. 

Ανοµοιογενής ρυθµός εξέλιξης για τις οικογένειες πρωτεϊνών. Άρα, 1 
PAM σηµαίνει διαφορετικό χρόνο εξέλιξης για την κάθε οικογένεια.   
 
Για 250 µονάδες PAM, θα υπάρχει απόκλιση 100% µεταξύ δύο 
οµόλογων ακολουθιών; 
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Πίνακες PAM (ii) 
 
•  Όχι. Απόκλιση ~80%. 

•  Μερικές θέσεις µπορεί να έχουν υποστεί περισσότερες από µία 
αντικαταστάσεις, ή ακόµα και να έχουν επανέλθει στο αρχικό αµινοξύ! 

•  Το κάθε αµινοξύ θα έχει αποκλίνει σε διαφορετικό βαθµό. Π.χ. 
αµετάβλητες θα παραµείνουν 55% Trp, 6% Asn.    
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Πίνακες PAM (iii) 
 
•  Θετική τιµή στον πίνακα, 

µεταξύ δύο αµινοξέων -> 
πιο πιθανό να 
συναντήσουµε αυτό το 
ζεύγος σε µια στοίχιση 
µεταξύ οµόλογων 
ακολουθιών 

•  Αρνητική τιµή στον 
πίνακα, µεταξύ δύο 
αµινοξέων -> πιο απίθανο 
να συναντήσουµε αυτό το 
ζεύγος σε µια στοίχιση 
µεταξύ οµόλογων 
ακολουθιών 

•  Ζεύγη αµινοξέων µε 
παρόµοιες ιδιότητες έχουν 
θετικές τιµές log-odds 
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Πίνακες PAM (iv) 
•  Στις στοιχίσεις χρησιµοποιήθηκαν ακολουθίες που είχαν αποκλείνει 
πολύ λίγο µεταξύ τους (απόσταση 1 PAM). 

•  Αναγωγή σε απόσταση 250 PAM (Πίνακας PAM250). 
Πολλαπλασιάστηκε ο PAM1 Χ 250 φορές µε τον εαυτό του 

•  Σειρά πινάκων. Εµπειρικά προτάθηκε για γενική χρήση ο  PAM250  

•  Όσο µεγαλώνει το νούµερο, µεγαλώνει και η εξελικτική απόσταση.  

•  Για στοίχιση ακολουθιών µε µικρή εξελικτική απόσταση, 
χρησιµοποιούµε πίνακες PAM µε µικρά νούµερα. 

•  Οι πίνακες PAM δηµιουργήθηκαν από ακολουθίες µε µικρή εξελικτική 
απόσταση και εποµένως είναι προτιµότερο να χρησιµοποιούνται για 
στοίχιση ‘κοντινών’ ακολουθιών 
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Πίνακες PAM (iv) 
•  Εγγενείς ατέλειες: 

–  Δεν λαµβάνεται υπόψην ο διαφορετικός βαθµός συντήρησης 
των περιοχών µιας πρωτεΐνης. 

–  Κάθε αντικατάσταση θεωρείται: 
•  ανεξάρτητη από προηγούµενες αντικαταστάσεις στην 
ίδια θέση. 

•  Ανεξάρτητη από τα γειτονικά αµινοξέα 
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Πίνακες BLOSUM 
•  BLOcks SUbstitution Matrix  

•  Henikoff & Henikoff, 1992. 

•  Χρησιµοποίησαν τοπικές πολλαπλές στοιχίσεις από συντηρηµένες 
περιοχές εξελικτικά αποµακρυσµένων ακολουθιών (Β.Δ BLOCKS). 

•  Και εδώ σειρά πινάκων µε διαφορετικά νούµερα. 

•  BLOSUM62 : Ακολουθίες µε οµοιότητα 62% και παραπάνω 
οµαδοποιούνται. 

•  Δεν κάνουν αναγωγές στην εξελικτική απόσταση σε αντίθεση µε τις 
PAM. 
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Βασικές διαφορές µεταξύ  
PAM-BLOSUM 

•  Ο κάθε πίνακας BLOSUM δηµιουργείται από πραγµατικά δεδοµένα και 
όχι από αναγωγή ενός αρχικού πίνακα. 

•  Οι PAM δηµιουργήθηκαν από ολική στοίχιση, ενώ οι BLOSUM από 
τοπική στοίχιση καλά συντηρηµένων περιοχών. 

Στοίχιση κατά ζεύγη 



Πίνακες αντικατάστασης 
νουκλεοτιδίων 

•  Μοντέλο Jukes-Cantor: Ενιαίοι ρυθµοί µετάλλαξης 

•  Μοντέλο Kimura: µεταπτώσεις (transitions) ποιό πιθανές από 
µεταστροφές (transversions) 
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Βαθµολόγιση Κενών 
•  Γραµµική ποινή για τα κενά (affine gap penalty) 

–  Μια πολύ υψηλή τιµή για την εισαγωγή ενός κενού και 
χαµηλότερη τιµή για την επέκταση του κενού 

•  Επιλογή παραµέτρων εµπειρική! 
•  Θεωρείται σπάνιο γεγονός η εισαγωγή κενού, όταν όµως 
συµβαίνει, η επεκτασή του δεν είναι τόσο σπάνια 
–  Π.χ. Για BLOSUM62: εισαγωγή κενού -> Ποινή 10-15. 
Επέκταση κενού -> ποινή 1-2  
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Βαθµολόγιση µιας στοίχισης 
µε πίνακα αντικατάστασης και 

affine gap penalty 
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Οδηγίες χρήσης πινάκων 
•  Για οδηγίες χρήσης: 

–  http://www.ebi.ac.uk/help/matrix.html 
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Στατιστική σηµαντικότητα µιας 
στοίχισης κατά ζεύγη 

•  Περισσότερες πληροφορίες στο: 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/tutorial/Altschul-1.html 
 
•  Στατιστική σηµαντικότητα µιας στοίχισης πρακτικά σηµαίνει ότι 
οι δύο ακολουθίες είναι οµόλογες (κοινή εξελικτική προέλευση) 
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Στατιστική σηµαντικότητα 
ολικής στοίχισης (i) 

•  Δεν µπορούµε να γνωρίζουµε την κατανοµή τυχαίων 
τιµών µιας ολικής στοίχισης τυχαία επιλεγµένων (µη 
οµόλογων) ακολουθιών. 

•  Για κάθε στοίχιση, µπορούµε να πάρουµε την µια 
ακολουθία και να την ανακατέψουµε πολλές φορές 
(προσοµοίωση). Έτσι διατηρείται η συχνότητα των 
αµινοξέων στην ακολουθία. 

•  Για το κάθε ανακάτεµα, υπολογίζουµε τη βαθµολογία 
της στοίχισης του τυχαίου ζεύγους. 

•  Θα ήταν λάθος να υποθέσουµε ότι η υπολογισµένη µε 
προσοµοιώσεις κατανοµή τυχαίων τιµών είναι 
κανονική.  Ζ-score δεν µπορεί να µετατραπεί σε P-
value 
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Στατιστική σηµαντικότητα 
ολικής στοίχισης (ii) 

•  Αν πραγµατοποιηθεί το ανακάτεµα 100 φορές και η µέγιστη 
βαθµολογία στοίχισης δεν υπερβαίνει την βαθµολογία που 
παρατηρήσαµε για την στοίχιση των 2 πραγµατικών 
ακολουθιών, τότε η στοίχιση είναι στατιστικά σηµαντική σε 
επίπεδο P-value < 0.01 

•  Μεγάλο υπολογιστικό κόστος 

•  Χρησιµοποιείται για ολικές στοιχίσεις,εντούτοις δεν ενδείκνυται η 
ολική στοίχιση για να αποφασίσουµε αν δύο ακολουθίες είναι 
οµόλογες   
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Στατιστική σηµαντικότητα 
τοπικής στοίχισης (i) 

•  Για τοπικές στοιχίσεις χωρίς κενά: 
–  αναλυτική µαθηµατική θεωρία 
κατανοµής τυχαίων βαθµολογιών. 

–  Κατανοµή ακραίων τιµών (Extreme 
value distribution - Gumbel). 

•  Γιατί όχι κανονική κατανοµή; 
–  Γιατί σε µια οµοπαράθεση δύο 
ακολουθιών χρησιµοποιούµε µόνο την 
βέλτιστη από όλες τις δυνατές 
στοιχίσεις  
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Στατιστική σηµαντικότητα 
τοπικής στοίχισης (ii) 

Κατανοµή ακραίων τιµών Gumbel 
–  Οι παράµετροι της κατανοµής πρέπει να προσαρµοστούν: 

•  στο σύστηµα βαθµολόγισης 
•  Στα µήκη των δύο ακολουθιών 
•  στις συχνότητες υποβάθρου των νουκλεοτιδίων/
αµινοξέων 

Για τοπικές στοιχίσεις µε κενά, δεν υπάρχει αναλυτική 
µαθηµατική θεωρία, έχουν όµως αναπτυχθεί µέθοδοι 
υπολογισµού. 
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Στατιστική σηµαντικότητα 
τοπικής στοίχισης (iii) 

•  Για µια δεδοµένη τοπική στοίχιση (χωρίς κενά) δύο ακολουθιών  µε 
score S, πόσες τυχαίες στοιχίσεις θα µπορούσαν να δώσουν το ίδιο 
score ή καλύτερο; 

•  E = Kmne-λS            (E-value) 

•  m,n µήκη των ακολουθιών 
•  S score στοίχισης 
•  Κ, λ εξαρτώνται από τη συχνότητα νουκλεοτιδίων/αµινοξέων και το 
σύστηµα βαθµολόγισης. 

•  Τι σηµαίνει για µια στοίχιση, E-value = 1; 

•  Συνήθως η σηµαντικότητα ορίζεται: E-value < 10e-4 
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Στατιστική σηµαντικότητα 
τοπικής στοίχισης (iv) 

•  Το  raw score µιας τοπικής στοίχισης εξαρτάται από το 
βαθµολογικό σύστηµα που χρησιµοποιήθηκε. 

•  Χρειάζεται να κανονικοποιηθεί (normalization). Είναι σαν 
να µιλάµε για απόσταση χωρίς να διευκρινίζουµε αν είναι 
σε µέτρα ή πόδια. 

•  Bit score S΄ είναι το κανονικοποιηµένο raw score. 

•  To E-value για το κανονικοποιηµένο score (bit score) 
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Αναζήτηση οµόλογων ακολουθιών σε 
βάσεις δεδοµένων (i) 

•  Οµόλογες ακολουθίες πιθανόν να έχουν παρόµοιες λειτουργίες. 

•  Ακολουθία επερώτησης (query sequence) 
•  Υποκείµενες ακολουθίες στην βάση δεδοµένων (subject sequences). 

•  1 ακολουθία Χ Β.Δ 
•  Ν ακολουθίες Χ Β.Δ 

•  Αναζήτηση µε δυναµικό προγραµµατισµό: Smith-Waterman, SSearch 

•  Ευρετικοί αλγόριθµοι για ανίχνευση οµόλογων ακολουθιών. 
–  FASTA 
–  BLAST 

•  50 φορές γρηγορότεροι από δυναµικό προγραµµατισµό, αλλά ενδέχεται: 
–  να µην εντοπίσουν κάποιες ‘αποµακρυσµένες’ οµόλογες ακολουθίες. 
–  να µη γίνει η βέλτιστη στοίχιση 
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Αναζήτηση οµόλογων ακολουθιών σε 
βάσεις δεδοµένων (ii) 

•  Για κάθε στοίχιση µιας ακολουθίας Α µε ακολουθίες από την Β.Δ., 
υπολογίζεται µια βαθµολογία S και κανονικοποιείται (bit score). 

•  Για µια αναζήτηση σε Β.Δ. γίνονται πολλές στοιχίσεις. Αυτό πρέπει 
να ληφθεί υπόψην στον υπολογισµό της στατιστικής 
σηµαντικότητας (multiple testing correction). 

•  Διορθωµένο E-value = E-value X N 
•  (N=αριθµός ακολουθιών στην Β.Δ.)  

•  Υπάρχουν παραλλαγές του τρόπου υπολογισµού της στατιστικής 
σηµαντικότητας, για το κάθε πρόγραµµα. 

•  Διαφορετικός υπολογισµός µεταξύ FASTA - BLAST.  
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Αλγόριθµος FASTA 
•  Ktuples: λέξεις µήκους κ που ταιριάζουν απόλυτα µεταξύ των 
ακολουθιών. 

•  Για πρωτεΐνες: 
–  Ktup 1-2. (20 αµινοξέα) 

•  Για DNA: 
–  Ktup 4-6. (µόνο 4 νουκλεοτίδια) 
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Αλγόριθµος FASTA: εν 
συντοµία 

 
•  Ο αλγόριθµος ψάχνει γρήγορα για µικρές περιοχές µε µεγάλη 
οµοιότητα. 

•  Αν εντοπίσει τέτοιες περιοχές, προσπαθεί να βελτιώσει την 
στοίχιση τοπικά. 

•  Αν η γρήγορη τοπική στοίχιση ξεπεράσει κάποια οριακή τιµή, 
τότε γίνεται κανονική τοπική στοίχιση Smith-Waterman   
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Αλγόριθµος FASTA 
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Αλγόριθµος FASTA 
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Αλγόριθµος BLAST 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/bookshelf/br.fcgi?book=comgen&part=blast 

•  words: λέξεις µήκους W που 
–  δεν απαιτείται να ταιριάζουν απόλυτα µεταξύ των πρωτεϊνικών 
ακολουθιών 

–  πρέπει να ταιριάζουν απόλυτα µεταξύ των νουκλεοτιδικών 
ακολουθιών. 

•  Πρωτεΐνες: w=3 

•  Νουκλεϊκά οξέα: w=11 

•  E-value 
–  Default: 10 (για να µη χαθούν οµόλογες ακολουθίες) 
–  Συνήθως E-value < 1e-3 (για να αποµείνουν οµόλογες ακολουθίες 
υψηλής εµπιστοσύνης) 
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Αλγόριθµος BLAST 

•  PQG 
•  20 X 20 X 20 = 8.000 words 
•  PQG X 8.000 words 
•  PQG X PEG = 7 + 2 + 6=15 
•  Όριο τιµής Τ 
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Αλγόριθµος BLAST 
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Περιοχές χαµηλής πολυπλοκότητας 
(i) 

•  Low complexity regions 

•  Επαναλήψεις: 
–  poly-A tails 
–  Poly-proline tracts 

•  Tandem repeats: 
KTPKTPKTPKTPKTP 

•  Interspersed repeats: 
KTPAKTPKTPKTP 

•  Προκύπτουν από λάθη: 
–  Στην µιτωτική αντιγραφή (mitotic 

replication slippage) 
–  Στον µειωτικό ανασυνδυασµό 
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Περιοχές χαµηλής πολυπλοκότητας 
(ii) 

•  2 µη οµόλογες ακολουθίες. 

•  Μεταλλάξεις στην ακολουθία 1. 

•  Μεταλλάξεις στην ακολουθία 2. 

•  Αν δεν φιλτραριστούν οι περιοχές 
χαµηλής πολυπλοκότητας: 

–  Η στοίχιση θα δείξει οµολογία 
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Φιλτράρισµα περιοχών χαµηλής 
πολυπλοκότητας 

•  Φιλτράρισµα (masking) 

•  Και για BLAST και για FASTA. 

•  Φιλτράρεται η ακολουθία 
επερώτησης µόνο. 

•  Χ για πρωτεΐνες και Ν για 
νουκλεϊκά οξέα (ή µικρά 
γράµµατα) 

 •  Φίλτρα του Blast: 
–  Dust: νουκλεοτίδια 
–  Seg: πρωτεΐνες 

•  Άλλες ακολουθίες που µπορεί να φιλτράρονται: 
–  Επαναλήψεις Alu 
–  Φορείς κλωνοποίησης 
–  Διαµεµβρανικές περιοχές 
–  Coiled-coils 
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Blastn / MegaBlast 
•  Blastn 

–  Νουκλεοτίδια 
Χ νουκλεοτίδια 

–  Για στοίχιση 
tRNA, rRNA, 
mRNA, 
γενωµικό DNA 
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MegaBlast 
•  MegaBlast 

–  10Χ ταχύτερο από Blastn 
–  Για στοίχιση ακολουθιών που διαφέρουν πολύ λίγο µεταξύ τους 
–  Κυρίως για στοίχιση mRNA µε ολόκληρο το γενωµικό DNA 
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Blastn 
Παράδειγµα: Έλεγχος εξειδίκευσης ζεύγους εκκινητών (primers) 

Blast 



Blastn 
Παράδειγµα: Eντοπισµός SNPs σε ακολουθίες του ιού HIV-1 για 
ανθεκτικότητα σε φάρµακα 
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Blastp 
•  Πρωτεΐνη Χ πρωτεΐνες 

•  Παράδειγµα: 
–  Πρόβλεψη λειτουργίας µιας άγνωστης πρωτεΐνης. 
–  Εντοπισµός ορθόλογης πρωτεΐνης σε άλλα είδη. 
–  Εντοπισµός όλων των µελών της πρωτεϊνικής οικογένειας 
στο ίδιο ή σε άλλα είδη 
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Translated Blast 
•  Η νουκλεοτιδική ακολουθία ενός γονιδίου εµφανίζεται λιγότερο  
συντηρηµένη από την αµινοξική ακολουθία της πρωτεΐνης του. 

•  Πιο ευαίσθητες µέθοδοι από Blastn για ανίχνευση οµόλογων 
περιοχών (για περιοχές που κωδικοποιούν πρωτεΐνες). 

•  Μετάφραση µε συγκεκριµµένο γενετικό κώδικα 
–  ακολουθίας επερώτησης (query sequence) 
–  ακολουθιών στην Β.Δ. 
–  και των δύο ταυτόχρονα 

Blast 



tblastn 

Πρωτεΐνη (query) X Β.Δ. 
νουκλεοτιδικών ακολουθιών 
µεταφρασµένων και στα 6 
αναγνωστικά πλαίσια. 

 

Blast 



tblastn 
•  Χρήση 

–  Η Β.Δ. περιέχει νουκλεοτιδικές ακολουθίες µε άγνωστη λειτουργία 
(συλλογή ESTs ή αµορφοποίητα δεδοµένα από την αλληλούχιση 
ενός γενώµατος) ενός οργανισµού Α και θέλουµε να εντοπίσουµε 
µια πρωτεΐνη µε συγκεκριµµένη λειτουργία στον οργανισµό Α. Ως 
ακολουθία επερώτησης χρησιµοποιούµε την πρωτεΐνη που είναι 
γνωστή στον οργανισµό Β. 

 
•  Αντιµετωπίζει το πρόβληµα λαθών στην αλληλούχιση, που θα 

µπορούσε να καταστρέψει το αναγνωστικό πλαίσιο. 

Blast 



Blastx 
•  Νουκλεοτιδική ακολουθία επερώτησης (query) που µεταφράζεται στα 6 
αναγνωστικά πλαίσια και συγκρίνεται µε Β.Δ. πρωτεϊνικών ακολουθιών. 

Blast 



 Blastx 
 
•  Παράδειγµα: εντοπισµός µετάλλαξης που αλλάζει το αναγνωστικό πλαίσιο. 

–  Στο παράδειγµα, υπάρχει αλλαγή αναγνωστικού πλαισίου (frame +2 -> frame 
+1) στη θέση 268 της πρωτεΐνης επερώτησης 

Blast 



tblastx 

•  Νουκλεοτιδική ακολουθία 
επερώτησης (query) που 
µεταφράζεται στα 6 
αναγνωστικά πλαίσια και 
συγκρίνεται µε Β.Δ. 
νουκλεοτιδικών ακολουθιών 
µεταφρασµένων και στα 6 
αναγνωστικά πλαίσια. 

•  6X6 blastp 

Blast 



tblastx 
•  Αναζήτηση (διαειδική) για άγνωστα µέχρι σήµερα γονίδια. 

Blast 



Blast και φυλογένεση 

Blast 



Επαλήθευση οµολογίας µέσω 
ενδιάµεσων ακολουθιών 

•  Έστω 2 ακολουθίες Α και Β είναι οµόλογες και στοιχίζονται σε όλο 
το µήκος τους. 

•  Αν µια ακολουθία Γ είναι οµόλογη µε τη Β, τότε θα είναι οµόλογη 
και µε την Α, έστω και εάν δεν παρατηρούµε στατιστικά σηµαντική 
στοίχιση µεταξύ της Α και της Γ 

Blast 



Επαλήθευση οµολογίας µέσω 
ενδιάµεσων ακολουθιών 

2 ακολουθίες Α και Β είναι οµόλογες αλλά ΔΕΝ στοιχίζονται σε όλο το 
µήκος τους.  
Η Β είναι επίσης οµόλογη µε την Γ. 
Η Α είναι οµόλογη µε την Γ; 

Α 

Β 

Γ 


