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Databasesggning med BLAST

Denne vejledning giver en introduktion til databasesegning med forskellige programmer i
BLAST-familien. Vejledningen indeholder forst en grundig introduktion og gennemgang af de
forskellige BLAST-programmer og dernaest en grundig kogebogsgennemgang af en af BLAST-
programmernes mange facetter. Til sidst felger ovelser og opgaver som kan leses ved hjeelp af
BLAST. Vejledningen er skrevet til brug i MEGA, men kan uden problemer generaliseres til
brug i en almindelig internet-browser. Se link 3 i tema 12 i Bioteknologi 6 for en introduktion til
MEGA.

Introduktion

BLAST er en forkortelse for Basic Local Alignment Search Tool. Navnet angiver meget preecist
hvad det er BLAST kan, nemlig at finde sma stykker sekvens i en database der svarer til en
sogesekvens man allerede har. Helt grundleeggende har man en segesekvens (query sequence)
og en database denne sggesekvens skal sammenlignes med. Valg af database skal overvejes noje
da forskellige valg har forskellige fordele og ulemper.

Der findes forskellige BLAST-metoder, men feelles for dem alle er at de kun seger efter lokale
alignments. En lokal alignment er en alignment mellem en mindre del af en sggesekvens og en
mindre del af en databasesekvens der er meget lig hinanden. De mange forskellige BLAST-
metoder kan overordnet inddeles i to hovedtyper, de proteinbaserede metoder og de
nucleotidbaserede metoder. Herunder fglger en grundig introduktion til de forskellige BLAST-

typer.

Protein BLAST

Protein BLAST-metoderne kan ofte finde relevante sekvenser fra meget fjernt besleegtede
organismer idet proteinsekvenser udvikler sig meget langsommere end DNA-sekvenser. Der
findes i gjeblikket flere forskellige protein BLAST-algoritmer. BLASTP er den letteste at starte
med. For de serligt interesserede er der herunder ogséa en gennemgang af flere af
alternativerne. Nye brugere af BLAST kan med fordel nejes med at leese om BLASTP.

BLASTP

Segesekvensen er protein og databasen man sammenligner med, indeholder kun
proteinsekvenser. Bemeerk at sogesekvensen skal angives i et-bogstavs-aminosyrekoderne, se
Bioteknologi 6, side 10. Princippet i metoden er at ens segesekvens sammenlignes med en
database med andre proteinsekvenser.

Analyserer man den genetiske kode, ses det at ikke alle aminosyresubstitutioner er lige
sandsynlige, og mange aminosyresendringer kraever mere end en mutation i det samme codon.
Derfor forventer vi at der er forskel pa, hvor ofte vi ser forskellige aminosyresubstitutioner.
Denne information udnyttes ved at man bruger sédkaldte substitutionsmatricer i segningen. En
substitutionsmatrice er en empirisk bestemt matrice der viser, hvor ofte bestemte aminosyrer
endres til andre aminosyrer nar man sammenligner homologe sekvenser. Denne information
benyttes nar man skal finde homologe sekvenser i en database. Benytter man forskellige
substitutionsmatricer kan det give forskellige sogeresultater, men med mindre man er ekspert
eller af anden &rsag har information der gor det relevant at skifte substitutionsmatrice, kan det
anbefales blot at benytte standardmatricen (BLOSUMS62) der i langt de fleste tilfeelde fungerer
fornuftigt.
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Alternative protein-BLAST metoder

BLASTX

Segesekvensen er en nucleotidsekvens, men denne translateres til en proteinsekvens inden
segningen. Databasen indeholder kun proteinsekvenser. BLASTP-algoritmen bruges med den
translaterede sogesekvens. BLASTX bruges ofte nar en nucleotidbaseret BLAST-metode som
BLASTN ikke har fundet relevante resultater i nucleotiddatabaserne. Metoden kan selvfelgelig
kun bruges nér ens nucleotidsekvens koder for et protein. Dette kunne eksempelvis veere en
mRNA-sekvens.

TBLASTN

TBLASTN er en seerlig udgave af BLASTP hvor segesekvensen er en proteinsekvens, og
databasen man benytter, er en nucleotiddatabase der overseettes til protein ved hjeelp af den
genetiske kode. Oversattelsen af nucleotidsekvenserne til proteinsekvenser sker i alle tre
mulige leeserammer. Bortset fra det er det en helt normal BLASTP-algoritme der keres. Denne
metode benyttes primeert nar BLASTP ikke har fundet relevante resultater. Manglen pa
resultater med BLASTP kan skyldes at der ikke findes sd mange proteinsekvenser i
proteindatabaserne som nucleotidsekvenser i nucleotiddatabaserne. Forklaringen pa dette er at
det i dag er lettere, hurtigere og billigere at lave nucleotidsekventering end proteinsekventering.

TBLASTX

I TBLASTX er sogesekvensen en nucleotidsekvens, men denne translateres til protein inden
segningen, og databasen indeholder translaterede nucleotidsekvenser som i TBLASTN-
metoden. Denne metode er meget lig TBLASTN, den eneste forskel er at sogesekvensen er en
nucleotidsekvens. TBLASTX bruges primeert til at lede efter sekvenser fra fjernt besleegtede
organismer nar BLASTN ikke kan finde relevante resultater i nucleotiddatabaserne, og man ved
at ens nucleotidsekvens er proteinkodende.

PSI-BLAST

PSI-BLAST er i dag nok den mest benyttede protein BLAST-metode. Metoden tager
udgangspunkt i en standardkersel med BLASTP og laver sa en sekvensprofil baseret pa
ligheder i BLASTP-resultaterne. Derefter soges databasen igennem igen baseret pa denne
sekvensprofil. P4 denne made findes mere fjernt besleegtede sekvenser der ikke dukker op med
en normal BLASTP-segning. Denne proces gentages sa en reekke gange hvor de nye resultater
hver gang bruges til at opdatere sekvensprofilen. Efter et antal segninger skulle resultaterne
gerne pege pa det samme saet proteiner hver gang, og dermed er metoden feerdig. PSI-BLAST er
en meget folsom algoritme og finder derfor i nogle tilfeelde sekvenser der ikke er homologe,
men ensartede ved et tilfeelde. Derfor er det altid vigtigt at brugeren har en kritisk tilgang til
resultaterne af en PSI-BLAST-sogning.

PHI-BLAST og DELTA-BLAST

PHI-BLAST er en udvidelse af PSI-BLAST hvor man kan definere, at man leder efter seerlige
proteinmotiver. Et motiv er i denne sammenheaeng blot et kort stykke af proteinsekvensen man
ved er meget bevaret i mange arter. Det kan eksempelvis veere et bestemt motiv der findesien
reekke membranreceptorproteiner. Et eksempel kunne veere et ni aminosyrer langt motiv hvor
de fem centrale aminosyrer varierer, men de to yderste er bevarede i alle undersogte

motivet man leder efter, bruges et simpelt programmeringssprog. Ovenstiende motiv skrives
eksempelvis sddan: M-W-x(5)-N-G. Med lidt treening kan man hurtigt leere at bruge dette
simple programmeringssprog. DELTA-BLAST er en nyudviklet metode meget lig PHI-BLAST.
Metoden skulle ifolge udviklerne veere markant hurtigere og lidt bedre end PHI-BLAST.
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Nucleotid BLAST

BLASTN

I BLASTN er sogesekvensen en nucleotidsekvens, enten RNA eller DNA, og databasen man
sammenligner med, indeholder kun nucleotidsekvenser. Nucleotid BLAST-metoderne har den
store fordel i forhold til de proteinbaserede metoder, at de kan bruges til at undersege de store
dele af genomet, der ikke koder for proteiner. I menneskets tilfeelde drejer det sig om ca. 99 % af
genomet. Den mest almindeligt benyttede nucleotid BLAST kaldes BLASTN. Derudover findes
der et veeld af alternative metoder hvor der her kun naevnes MegaBLAST, og i langt de fleste
tilfeelde kan man nejes med at bruge BLASTN.

I modseetning til BLASTP baserer BLASTN sig ikke pa en empirisk bestemt
substitutionsmatrice, men blot pa en simpel lokal alignment algoritme. BLASTN kan bruges til
at sammenligne og finde homologe sekvenser i alle kombinationer af RNA- og DNA-sekvenser,
ligegyldigt om de er proteinkodende eller ej.

MegaBLAST

MegaBLAST er en markant hurtigere nucleotidbaseret algoritme end BLASTN. Metoden kan
dog kun benyttes til at finde meget ensartede sekvenser. Hvis forskellen mellem sogesekvensen
og databasesekvenserne overskrider et par procent, er MegaBLAST ikke folsom nok til at finde
de homologe sekvenser, og man ber i stedet benytte den mere generelle, men ogsd markant
langsommere BLASTN.
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BLAST i praksis

I denne del af vejledningen gennemgds en BLASTP-sggning. Desuden praesenteres forskellige
funktioner og muligheder for at tilpasse segealgoritmen. Der findes en lang reekke forskellige
databaser online som man kan sammenligne sin segesekvens med. En af de mest benyttede
databaser er Genbank der kan findes pa adressen:

http:/ /blast.ncbi.nlm.nih.gov /Blast.cgi

Nar man abner ovenstaende link, kommer man til et skeermbillede som vist herunder, hvor
man kan veelge hvilken type BLAST, man ensker at udfere.

[TFERe =[] %

8 BLAST: Basic Local Alignment Search Tool | +

< BLAST® My NCBI
- Home  Recent Results Saved Strategies  Help Sign In] [Register]
FHNCEV BLAST Home
News
BLAST finds regions of similarity between biological sequences. more...

BLAST 2.2.27+ released
|m DELTA-BLAST, a more sensitive protein-protein search  8a)

A new version of the stand-alone

BLAST applicstions has been
BLAST Assembled RefSeq Genomes

relessed.
Choose a species genome to search, or list all genomic BLAST d. o, T E=p e RN BT
E) More BLAST news
o Human o Oryza sativa 0 Gallus galius
o Mouse o Bos taurus O Pan troglodytes
o Rat o Danio rerie o Microbes
o Arabidopsis thaliana o Drosophila melanogaster o Apis mellifera Tip of the Day
Basic BLAST How to save custom search

pages
Choose a BLAST program to run
So you have made a few

Search a using a query BLAST searches and after
Algorithms: blastn blast, disconti blast adjusting the database,

nucleotide blast

n

organism limits and maybe s
Search protein database using a protein guery

protein blast ) . .
roein oas Algorithms: blastp, psi-blast, phi-blast, detta-blast

few Algorithm Parameters you

arive st what you think is a

blastx | Search protein using a tr: query good sesrch strategy.
thlastn | Search translated nucleotide database using a protein query i More tips....
iblastx | Search tr; using a tr: ide query

Specialized BLAST

Choose a type of specialized search (or database name in parentheses.)

Make specific primers with Primer-BLAST
Search trace archives
Find conserved domains in your seguence (cds)
Find sequences with similar conserved domain architecture (cdart)
Search sequences that have gene expression profiles (GEQ)
Search immunoglobuling (lgBLAST)
Search using SNP flanks
Screen sequence for vector contamination (vecscreen)
Align two (or more) seguences using BLAST (bl2seq)
Search protein or nucleotide targets in PubChem BioAssay
Search SRA transcript and genomic libraries
Constraint Based Protein Multiple Alignment Tool

W h Global Sequence Alignment Tool
Search RefSeqGene

OoDoooo@o@oooOoOaoao

BLAST kan kores direkte fra alignment explorer delen af MEGA. BLAST-funktionen findes
under fanebladet ‘Web’ og funktionen ‘Do BLAST search’. Hvis man markerer en sekvens i
alignment explorer og veelger ‘Do BLAST search’, ébnes Genbanks BLAST-side i et specielt
MEGA-browser-vindue. Dette har den fordel at sekvenser man matte finde og enske at tilfore
sin alignment, let kan tilfgjes ved at trykke pa knappen med det rede plus og teksten ‘Add to
alignment’. Hvorvidt man ensker at benytte MEGA eller blot en almindelig browser er
principielt ligegyldigt. MEGA giver dog en let og hurtig made at tilfgje nye sekvenser til en
alignment pa, sa i den resterende del af denne vejledning vil denne metode blive benyttet.
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Min fgrste protein-BLAST i MEGA

I denne gvelse bruges BLASTP til at lede efter homologe sekvenser til menneskets
preeproinsulin-protein og danne en multipel alignment ud fra resultaterne. Denne ovelse er
lavet som en grundig kogebogsgennemgang af BLASTP-programmets mange facetter.

1. Abn MEGA og opret en ny protein-alignment, dette gores ved at veelge knappen ‘Align’ og
herefter funktionen ‘Edit/Build Alignment’. Veelg herefter protein, og sa skulle der gerne
veere en blank alignment explorer klar til brug.

2. Download sggesekvensen fra linket:
www.bioteknologibogen.dk/bioteknologi-6/data/Insulin-preproprotein-menneske.txt

3. Indlees sekvensen ved hjeelp af fanebladet ‘Edit” og herefter funktionen ‘Insert Sequence
From File’. Dit skeermbillede skulle nu gerne se nogenlunde ud som vist herunder:

r M
M M5: Alignment Explorer L‘:' El g
Data Edit Search Alignment Web Sequencer Display Help
D% =@ w0 IBEEY- R IR Y
Protein Sequences I
Species/Abb)
1. Insulin-pALEMELCELLazLaL aaarvE@EL LvE2LELY| FF 2B @vERvEL B | FENA i v ha| 49 A
Site # |110 3: @ with © wio Gaps

4. Markér sekvensen ved at trykke pa navnet og veelg “Web” og funktionen ‘Do BLAST
Search’. Nu dbnes et MEGA browser-vindue hvor den gverste del ser ud som vist herunder:

r A
M M5: Web Browser (Protein BLAST: search protein databases using a protein query) @M
Data Edit Yiew Links Go Help

®

o E
G BLAST

Home RecentResults Saved Strategies Help [Sign In] [Register]

¥ NCBI BLAST! blastp suite Standard Protein BLAST

blastn blastp blastx iblastn iblastx | =

BLASTP programs search protein databases using a protein query. more... Reset page
Bookmark
Enter Query Sequence
Enter accession number(s), gi(s), or FASTA sequence(s) & Clear Query subrange &
MALWMRLLPLLALLALWGPDPARAFVHNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFFYTPETRREAEDLOVGOVE = E l—
LGGGPGAGSLQPLALEGSLQERGIVEQCCTSICSLYQLENYCH IONE

o

Or, upload file I Gennemse... | @

Job Title I

Enter a descriptive title for your BLAST search &

[ Align two or more sequences &

1 10 | +

.

Leeg maerke til at sggesekvensfeltet ‘Enter Query Sequence’ allerede er udfyldt med den gnskede sekvens.
Under feltet ‘Job Title’ kan man give sggningen et navn. Hvis ikke man navngiver sggningen, far den et
standardnavn. Laeg ogsa maerke til at man let kan skifte mellem de forskellige BLAST-programmer.
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5. Brug nu scroll-knappen til at ga leengere ned pé siden og find de to underafsnit der hedder
‘Choose Search Set’ og ‘Program Selection’. Skeermbilledet herunder viser dette.

m M5: Web Browser (Protein BLAST: search protein databases using a protein query) = & RS

Data Edit View Links Go Help

Choose Search Set

Database |Reference proteins (refseq_protein) j 7]

Organism |

= ™ Exclude ' *
Optional

Enter organism common name, binomial, or tax id. Only 20 top taxa will be shown. &
Exclude
Optional

Entrez Query |
Optional

™ Models (XM/XP) [ Uncultured/environmental sample sequences

m

Enter an Entrez query to limit search &

Program Selection

Algorithm ™ blastp (protein-protein BLAST)

PSI-BLAST (Position-Specific lterated BLAST)
PHI-BLAST (Pattern Hit Initiated BLAST)

DELTA-BLAST (Domain Enhanced Lookup Time Accelerated BLAST)
Choose a BLAST algorithm &)

Her skal kan man treaeffe en reekke valg som for eksempel hvilken database man vil sammenligne med
spgesekvensen. | feltet ‘Organism’ kan man tilveelge eller fravalge arter i databasen. Dette er seerligt nyttigt
hvis man har prgvet at kgre en sggning og féet hundreduvis af resultater fra eksempelvis mennesket, og man
ikke er interesseret i disse. Ved at skrive human og trykke pa exclude-knappen undgér man sekvenser fra
mennesket i naste sggning. Sidst, men ikke mindst skal man valge hvilken algoritme man gnsker at benytte
blandt BLASTP, PSI-BLAST, PHI-BLAST eller DELTA-BLAST.

De forskellige databaser opdateres lobende, og der vil derfor forekomme eendringer med tiden,
men da denne vejledning blev skrevet, var der folgende database-muligheder:

¢ Non-redundant protein sequences (nr) — Standarddatabasen med alle sekvenser i Genbank

e Reference proteins (refseq_protein) — Kun sekvenser hvis funktion kendes

e UniprotKB/Swissprot (swissprot) — Kun sekvenser hvis funktion er eksperimentelt bestemt

e Patented protein sequences (pat) — En database over sekvenser der er segt patent pa

e Protein Data Bank proteins (pdb) — En database over sekvenser med kendte
proteinstrukturer

e Metagenomic proteins (env_nr) — Sekvenser fundet i gkologiske undersogelser, art ofte
ukendt

6. Velg databasen ‘Reference proteins (refseq_protein)’ og algoritmen BLASTP til at lave
segningen i databasen. Hvis du har valgt dette, bor det se ud som vist pa skeermbilledet
ovenfor. Det er veerd at afpreve hvad der sker, hvis du seger i forskellige databaser eller
bruger forskellige algoritmer.

7. Brug nu scroll-knappen til at ga leengere ned pa siden og find de tre underafsnit der hedder

‘General parameters’, ‘Scoring parameters’ og ‘Filters and Masking’. Skeermbilledet pé
neeste side viser dette.
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M3: Web Browser (Protein BLAST: search protein databases using a protein query) o P S

Data Edit View Links Go Help

General Parameters

Max target 100 -

sequences ; ; :
q Select the maximum number of aligned sequences to display &

Short queries ¥ Automatically adjust parameters for short input sequences &

Expect threshold 10 )
Word size ivl@
Max matchesina [, )

query range

Scoring Parameters

Matrix BLOSUME2 = | &

Gap Costs |Existence: 11 Extension: 1ﬂ @

Compositional No adiustment >l @
adjustments N | 0 adustmen J ¢

Filters and Masking
Filter

m

+ [v Low complexity regions &

Mask I~ Mask for lookup table only &
™ Mask lower case letters &

BLAST ;) Search database Reference proteins (refseq_protein) using Blastp (protein-protein BLAST)
NI 4

[~ Show results in a new window

< [ | +

General Parameters

Her anbefaler jeg at man i langt de fleste tilfeelde beholder standardveerdierne, men hvis man
vil 2endre dem er her en kort beskrivelse af nogle af de veesentligste af funktionerne.

‘Max target sequences’ — Hvis man ensker flere eller feerre resultater end de 100, som er
standard, kan det aendres her.

“Word size’ — Hvis man ensker en mere folsom seggning péd mindre dele af ens segesekvens, kan
man eendre denne fra 3 til 2, dette resulterer i leengere sogetid og hejere sensitivitet, men maske
ogsa i et mindre overskueligt resultat.

‘Expect threshold” — Denne funktion definerer segningens specificitet ved at seette en greense for
hvor statistisk signifikant et resultat skal veere, for det medtages i resultaterne. Her betyder
veerdien 10 at vi kan forvente, at der i gennemsnit vil dukke 10 ikke-homologe sekvenser op der
ved et rent tilfeelde er ens nok med sogesekvenser, til at de kommer frem. Hvis man ensker
storre sikkerhed for, at de fundne sekvenser er homologe med ens segesekvens, skal veerdien
seettes ned.
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Scoring parameters

Ogsa her foreslar jeg at standardveerdierne benyttes, men bemaerk at MEGA desveerre ikke
benytter BLAST-standardverdierne. Andringer fra standardverdierne er markeret med gult.

1. Ifeltet ‘Compositional adjustments’ veelges standardveerdien som er ‘Composition-based
statistics’

2. Ifeltet 'Matrix’ kan man velge mellem flere forskellige empirisk baserede
substitutionsmatricer, BLOSUMS62 er standardvalget og ber bibeholdes med mindre man
har god grund til andet.

3. Den sidste funktion ‘Gap Costs” kontrollerer hvor mange og lange gaps -’ der kan
indseettes i sekvensalignments, for en alignment i stedet deles i to. Heller ikke her ber den
uevede bruger eendre pa standardveerdien.

Filters and Masking

De tre funktioner herunder har alle at gore med repetitive elementer i sogesekvensen.
Repetitive elementer er dele af en sekvens der findes mange forskellige steder i genomet, og
bliver de ikke ignoreret (maskeret) i sogningen, vil resultatet blive en lang raekke ofte ikke
homologe sekvenser. Se siderne 54-60 i bioteknologi 6 for en grundigere gennemgang af
forskellige typer af repetitive elementer.

Hvis man ved at en del af ens sogesekvens er repetitiv, kan man markere dette ved at skrive
denne del af sogesekvensen i sogesekvensfeltet med sma bogtaver og herefter markere ‘Mask
lower case letters’.

Man kan ogsa lade segeprogrammet definere dele af sekvensen der ser repetitiv ud ved at
markere ‘Low complexity regions’.

Hvis man veelger at lade programmet lede efter repetitive regioner, anbefaler jeg at man ogsa
veelger ‘Mask for lookup table only’.

4. Marker alle tre oveneevnte muligheder.

5. Seet kryds i feltet ‘Show results in a new window’.

6. Start BLASTP-segningen ved at trykke pa den bla BLAST-knap. Nu dukker felgende
vindue op, vinduet er et sakaldt ventevindue der opdateres lobende, mens sogningen er i

gang:

Y M5 Wb Browser [NCEI Blast Frotein S [R1D etters]) =
Sequénce

Dota Eda T

»+NCRU BL e Formatting Results . TWPZEMOU014  [Formatting ogtions]

Job Tite: Protein Sequence (110 letters)

Putative conserved domains have been detected, click on the image below lor detailed results.
1 2 o o ” " mop

hery wra, i g

= wrlor dinding - o
Gpmcific hits T1GF _insulin_like
Superfanilies | TIGF_1like suporfamily |
Request IO TWPISIKI0NA
Status Searching
Submitied at Wed D¢t 17 031901 2017
Currertt tima Wed Oct 17 03 19.08 2012
Tume since submession 00:00.07
Thas page wall be automabcally updsted m 5 saconds
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BLAST-Resultater
Efter forhabentlig kort tid eendres vinduet til at vise resultaterne af din segning. Overste del af
resultatvinduet er vist herunder:

p
M5: Web Browser (NCBI Blast:Protein Sequence (110 letters))

Data Edit View Links Go Help

= BLasT®
Home RecentResults Saved Strategies Help

» NCBI BLASTI blastp suite/ Formatting Results - TWPZ53KJ014

Edit and Resubmit  Save Search Strategies P Formatting options  » Download
Protein Sequence (110 letters)

Query ID Icl[81746 Database Name refseq_protein
Description None Description NCBI Protein Reference Sequences
Molecule type amino acid Program BLASTP 2.2.27+ P Citation

Query Length 110

Other reports: P Search Summary [Taxonomy reports] [Distance tree of results] [Multiple alignment’
alr i

L

Det vigtige her er at du kan fa forskellige analyser af dine resultater, og du kan andre péd hvordan dine
resultater bliver vist. Z£ndringer til resultatopsatningen ggres i ‘Formatting options’. Du kan desuden
downloade resultaterne til en fil med ‘Download’-funktionen. Pa linjen i bunden af billedet der starter med

‘Other reports’, kan du fa en reekke interessante oversigter over dine resultater.

1. Scroll ned til skeermbilledet ser ud som vist (i mErmerm T )
her til hgjre. Hver linje repraesenterer et Oits Edt Vew Lnks Go Hep
resultat, og jo hejere oppe pa listen, jo sterre Dl fon of 100 Bt i i e Ch vy Sacpincs i

NP_OUNB& insulin preproprotein (Homo sapiens) S=231 E=1.6e-76

lighed har resultatet med ens sggesekvens.
Color key for alignment scores
2. Placer musen henover den gverste rede e

linje. Nu vises information omkring denne ! 0 “© B 5 100
sekvens i det gverste hvide felt. Her ses at —

sekvensen har Genbanknavnet NP_000198, —

er et insulin-preeproprotein fra mennesket,
alignment scoren er 231 og E-veerdien er 1,6
x 107, E-veerdien siger groft sagt hvor
mange ikke-homologe sekvenser i
databasen vi forventer, vil veere lige sa godt
et match med sogesekvensen ved et tilfeelde.
Eller sagt pa en anden made, det er et mal
for hvor sandsynligt det er, at den fundne
sekvens ikke er homolog med
sogesekvensen, og denne veerdi er ekstrem
lav hvilket indikerer, at der er meget steerkt
statistisk beleeg for at den fundne sekvens er
homolog med sggesekvensen.

Jo lavere E-veerdi, jo mere sandsynligt er det at sogesekvensen og resultatsekvensen er
homologe sekvenser.
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3. Scroll lidt leengere ned pa resultatsiden til underafsnittet ‘Descriptions’. Se billedet
herunder. Laeg meerke til at jeg her har valgt — overst pa siden under ‘Formatting options” —
kun at vise 10 resultater.

MS: Web Browser (NCEI Blast:Protein Sequence (110 letters)) ol
Data Edit View Links Go Help

(=) Descriptions

Legend for links to other resources: M uricene 3 ceo [ Gene B structure [ Map Viewer B4 PubChem BioAssay

Sequences producing significant alignments:

Accession Description s%e _;r::fé coﬂ‘ﬁ‘e A iEue is':m Links |E
0il4557671|NP_000198.1 insulin preproprotein [Homo sapiens] »qi| 297374821 |ref|NP_0011720 231 231 100% 2e-76 | 100% m
0il57113677|NP 001008956.1  insulin preproprotein [Pan troglodytes] 228 228 100% 2675 | 98% EIEII
0il332264753|XP 003281396.1 PREDICTED: insulin-like isoform 1 [Nomascus leucogenys] =qi|33226¢ 226 226 100% 1e-74 98% |G M|
0i|402892446]XP_003909425.1 PREDICTED: insulin isoform 1 [Papio anubis] >qi|402892448|ref|XP_0 222 222 100% 7e-73 96% G|

i|395742280|XP 003777725.1 PREDICTED: insulin [Pongo abeliil 205 205 100% 2e-66 92% G|

01|184272230|NP 001123565.1 insulin precursor [Canis lupus familiaris]
0il194218592|XP 001496855.2 PREDICTED: insulin-like isoform 1 [Equus caballus]
i|338712270|XP 003362686.1 PREDICTED: insulin-like [Equus caballus]
01|354491675|XP 003508128.1 PREDICTED: insulin-like isoform 1 [Cricetulus griseus]
4i1336712268|XP 003362685.1 PREDICTED: insulin-like [Equus caballus]

M
s}
;
M
=1
?

100% Se-85 5%
100% 9e-66 saes  [OE
100% Ge-64 86%
100% 9e-54 5%

e
o o [
e ke IR
[
L oL B
v o5 R

@
2
%
g

100% 48-53 85%

o m | v

Her er de 10 bedste resultater opsummeret. | forhold til fgr er der tre kolonner mere. Den ene hedder ‘Query
coverage’ og viser hvor stor en procentdel af sggesekvensen der er alignet til denne resultatsekvens. E-
veerdien (E-value) er ekstremt lille for alle 10 resultater. Kolonnen ‘Max ident’ viser i hvor mange procent
sggesekvensen og resultatsekvensen er ens i den dannede parvise alignment. Nederste match pa listen har
beskrivelsen ‘PREDICTED: insulin-like’ og er fra en hest Equus caballus. At en sekvens kaldes predicted
betyder at den ikke er eksperimentelt undersggt, men at bioinformatiske undersggelser tyder pa at dette er et
insulinlignende protein. Generelt er sekvens-ID-navne der starter med NP eksperimentelt undersggte, mens

ID-navne der starter med XP, kun er undersggt ved hjeelp af bioinformatik.

4. Undersog hvilke arter de 10 sekvenser kommer fra og hvilken funktion de enkelte proteiner
har.

5. Der er flere sekvenser fra heste pa listen, hvad kan &rsagen til dette veere?

6. Scroll lzengere ned pa siden til underafsnittet ‘Alignments’. Nu ses felgende som en del af
skeermbilledet:

M5: Web Browser (NCBI BlastProtein Sequence (110 letters)) =B =

Data Edit View Links Go Help

(=) Alignments

Select All Get selected sequences Distance tree of results Multiple alignment

1) (X84 insulin preproprotein [Homo sapiens]
.11 insulin preproprotein [Homo sapiens]
.11 insulin preproprotein [Homo sapiens]

J_ lgi | 4557671 |xef |NE O

11297374823 |xef |NE_O
Lengeh=110

[

GENE ID: 3630 INS | insulin [Homo sapiens] (Over 100 PubMed links)

Score = 231 bits (589), Espect = Ze-7
Identities = 110/110 (100%), Fr:slt.lles = 113/113 (100%), Gaps = 0/110 (0%)

Query 1 7N -l:m:s-l VEALYLVCGERGFFYTPKTRREAED 60
HL L VCGERGFFYTPKTRREAED
Sbjct 1 _HCPDPmﬂ"lQ1_CC51 \"EA YLVCGERGFFYTPKTRRERED &0

Query 61 LQVEQVELGGGPGAGSLQPLALEGSLQERGIVEQCCTSICSLYQLENYCN 110
LOVGQVELGGGPGAGS LQPLALEGSLOQERGIVEQCCTSICSLYQLENYCN
Sbjct 61 LOVGQVELGGGPGAGSLQPLALEGSLQERGIVEQCCTSICSLYQLENYCN 110

4 . |+

Nederst ser vi den dannede parvise alignment mellem sggesekvensen og resultatsekvensen. Scroller man
endnu lengere ned pa siden, vises resten af resultatsekvenserne ogsd. Ser man naermere pé den parvise
alignment, ser man at sggesekvensen (query) er gverst og resultatsekvensen (Sbjct) er nederst, mens der
mellem dem er en sakaldt konsensussekvens. | dette tilfaelde hvor de to sekvenser er ens, er
konsensussekvensen blot den samme sekvens.
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[Z M5: Web Browser (NCBI BlastProtein Sequence (110 letters)) [o]®] =
Data Edit View Links Go Help
(® Alignments

Select All Get selected sequences Distance tree of results  Multiple alignment

o\ lai 14557671 | ret up ¢.1| [IIBH insulin preproprotein [Homo sapiens]

91297374821 |ref|NP 172026.1] insulin preproprotein [Homo sapiens]

(|

gil297374623|ref|NP_001172027.1] insulin preproprotein [Homo sapiens]
Length=110

GENE ID: 3630 INS | insulin [Homo sapiens] (Over 100 PubMed links)

Score = 231 bits (589), Expect = 2e-76

Idsntitiss = 110/110 (100%), Positives = 110/110 (100%), Gaps = 0/110 (0%)

Query 1 Malwmrllpllall 22aFVNQHLCGSELVEALYLVCGERGFEYTPKTRREAED 60
MALWMRLLPLLAL] ARAFVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFFYTPKTRREAED

Sbjct 1 MALWMRLLELLALLALWGEDEAARFVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFFYTEKTRREAED 60

Query 61 LQVGQVELGGGPGAGSLQPLALEGSLQKRGIVEQCCTSICSLYQLENYCN 110
LQVGQVELGGGPGAGSLQPLALEGSLQKRGIVEQCCTSICSLYQLENYCN
Sbjct 61  LOVGQVELGGGPGAGSLQPLALEGSLQKRGIVEQCCTSICSLYQLENYCN 110

< i ] |»

En anden ting der er vaerd at bemarke, er at forste del af spgesekvensen, bortset fra den fgrste methionin-
aminosyre, er skrevet med sma bogstaver i en gra farve. Dette betyder at BLASTP har behandlet denne del af
sekvensen som et repetitivt omrade, og derfor har denne del af sggesekvensen ikke vaeret brugt til at finde de
resulterende sekvenser, men som jeg naevnte tidligere kan man stadig fa programmet til at udvide den parvise
alignment til at deekke hele sggesekvensen, hvis det giver mening. Det er praecis det der er sket i dette
tilfeelde.

7. Hvor mange aminosyrer er henholdsvis ens og forskellige i de to viste sekvenser?

8. Tryk pa det bld 'GENE ID: 3630 INS’ link. Du kommer nu til PubMed-artikeldatabasen hvor
du kan finde og leese videnskabelige artikler om denne sekvens.

9. Vend tilbage til BLAST-resultaterne og scroll ned til alignment nummer 6.
Databasesekvensen er fra en hund (Canis lupus familiaris). Den del ser ud som vist pa
nedenstaende skaermbillede:

@ "
MS: Web Browser (NCBI Blast:Protein Sequence (110 letters)) E=SE™)
Data Edit View Links Go Help

>“_':: 1194272230 | ref |[NP 001123565.1] Em insulin precursor [Canis lupus familiaris]
Length=110

GENE ID: 483665 INS | insulin [Canis lupus familiaris]
(10 or fewer PubMed links)

Score = 204 bits (520), Expect = S5e-66
Identities = 97/110 (88%), Positives = 98/110 (89%), Gaps = 0/110 (0%)

Query 1 Mal aFVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFFYTPKTRREAED 60
I-L-mLWHR LPLLALLAL R"‘\.“TQ CGSHLVEALYLVCGERGFFYTPK RRE ED
Sbjcc 1 MALWMRLLPLLALLALWAPAPTRAFVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFFYTPKARREVED 60

m

Query 61 LQVGQVELGGGPGAGSLQPLALEGSLQKRGIVEQCCTSICSLYQLENYCN 110
LQV VEL G PG G LQPLALEG+LQKRGIVEQCCTSICSLYQLENYCN
Sbjct 61 LQVRDVELAGAPGEGGLQPLALEGALQKRGIVEQCCTSICSLYQLENYCN 110

« r m '

———————————

Vi ser med det samme at der i dette tilfaelde kun er 97 ud af de 110 aminosyrer, der er i sggesekvensen som er

ens i resultatsekvensen, hvilket giver en identitet pé ca. 88 %. Hvis vi ser pa den viste alignment, kan vi nu se
at konsensussekvensen har 12 felter, hvor der ikke star noget bogstav, det skyldes at sggesekvensen og
resultatsekvensen i denne alignmentposition er forskellige. Et enkelt sted ser vi et ‘+' i konsensussekvensen,
pa billedet har jeg valgt at fremhave dette med gult. Aminosyrerne i de to sekvenser er henholdsvis S (serin)
og Alalanin). Et sddan '+ betegnes som en ‘positiv’. Positive er summen af identiske aminosyrer og nogle
serlige forskelle i enkelte positioner i alignmenten, disse forklares naermere i boksen gverst pa nzeste side.
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Positive

En positiv i en BLAST-alignment indikerer at denne aminosyre har udviklet sig specielt
interessant. Forklaringen findes ved at sammenligne den substitionsmatrice der bruges i
segningen (BLOSUMS62), og den fulde liste af resultater. Hvis en bestemt sendring oftere
forekommer mellem sggesekvensen og forskellige sekvenser i databasen end hvad man
statistisk ville forvente ud fra substitutionsmatricen, kalder vi den for en positiv. En positiv
er en indikation af at netop denne aminosyre tilsyneladende er s& funktionel vigtig, at den
samme endring er sket flere gange igennem evolutionen i flere forskellige arter end vi vil
forvente sker ved et tilfeelde.

10. Undersgg hvorvidt den samme aminosyresendring S/A i samme position i proteinet kan
findes i andre sekvensalignments. Hvis du finder nogle, s& forklar hvorvidt der er tale om
parallel evolution.

11. Tryk nu pa linket ud for hundens sekvens ‘gi | 194272230 | NP_001123565.1". Nu kommer
du ind pa Genbanksiden for denne sekvens. Der er mange informationer i disse databaser,
her vil vi kun fokusere pa to ting. Skeermbilledet ber nu se ud som vist herunder:

. N
m M5: Web Browser (insulin precursor [Canis lupus familiaris] - Protein - NCBI) L.::J__E_IE
Deta Edit View Links Go Help ]
E - v 6 D o 4dd to Algnment "l'l"
Addvess [Fip: /vesow.ncbi. rim. i gov./p 194272230 genbanktlogi=prottoptblast_rank=64RID=7XCGICSOTR =
Links YRYNCBI
= NCBI Resources & How To & 2
Protein [Proten =
Limits Advanced Help E ‘
Display Settings: (] GenPe Send to; [+
" Change region shown > [
insulin precursor [Canis lupus familiaris]
Customize view = |
NCBI Reference Sequence: NP_001123565 1
f Graphics
-~ Analyze this sequence = ‘
Goto: ¥
Run BLAST
LOCUS NP_001123565 110 aa linear MAM 21-JUL-2012 Identify Conserved Domains
DEFINITION insulin precursor [Canis lupus familiaris]. E
ACCESSION NP_001123565 XP_540786 Highlight Sequence Features
VERSION NP_001123565.1 GI1:194272230 Find in this Sequence
DBSOURCE REFSEQ: accession HM 003130093.1
KEYWORDS )
SQURCE us £ 1 di
S TaplLianis (ton) Articles about the INS gene o

CRGANIZM s familiaris
Eukaryota:; Metazoa; Chordata; Crani ebrata; Euteleostomi: Effects of insulin on the metabolic
Mammalia; Eutheria; Laurasiacheria; Carnivora; Caniformia; Canidae; control of hepatic gluco [Diabetes. 2009]
Canis.
REFERENCE 1 (residues 1 to 110)
AUTHORS Edgerton,D.5., Ramnanan,C.J., Grueter,C.h., Johnson,K.M., Laucz, M.,

Cloning and nucleotide sequence
analysis of the dog i [J Biol Chem. 1983]

Neal,D.W., Williams,P.E. and Cherrington,A.D. Species variation in the amino acid
TITLE Effects of insulin cn the metabolic contzol of hepatic sequence of insulin.  [Am J Med 1366]
vl';conecqenes;s in wvave See all
JOURMAL  Diaberes 58 (12), 2766-2775 (2009)
PUBMED 18
REMARK GeneRIF: Gluconeogenic flux can be rapidly inhibited by high
insulin levels in canines. Identical proteins for =4

‘ m » |

\

Hvis vi starter med det med rgdt markerede link, sa er det et link til mMRNA for dette protein. Hvis man skulle
gnske at arbejde med mRNA'et i stedet for proteinsekvensen, kan den findes ved at trykke pé dette link. Den
anden vigtige ting er ‘FASTA'-linket der er markeret med gult pa skarmbilledet. FASTA er et sekvensformat
og trykker man pa linket, far man proteinsekvensen frem i et let tilgeengeligt format der nemt kan tilfgjes til
ens alignment.
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12. Tryk pa ‘FASTA’ linket, nu bor skeermbilledet se ud som vist herunder:

r M5: Web Browser (insulin precursor [Canis lupus familiaris] - Protein - NCBI) Elﬂu‘
Data Edit View Links Go Help
= I ) 6 | + Add to Alighment m
J Lddress Ihltu..r‘fwww ncbi.nlm. nih.gow/proteind 19427 2230 7report=fasta ﬁ
| Links - NCBI
& NCBI Resources ¥ How To (¥ Sign in to NCBI ‘j
Protein [Protein = ‘
Limits ~ Advanced Help
Display Settings: (] FASTA Send to: §
Change region shown o

insulin precursor [Canis lupus familiaris]

NCBI Reference Sequence: NP_001123565.1 Analyze this sequence

GenPept  Graphics Run BLAST
>gi]194272230 |xef |NP 001123565.1| insulin precursor [Canis lupus familiaris] Identify Conserved Domains
MALWMRLLPLLALLALWAPAPTRAFVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFFYTPKARREVEDLQVRDVELAG Highlight Sequence Features
APGEGGLQPLALEGALQRRGIVEQCCTSICSLYQLENYCN

Find in this Sequence %

4 1 2

\

Nu ser du den 110 aminosyrer lange sekvens.

13. Tryk péd knappen overst med det rede plus og titlen “‘Add to alignment’. Nu kommer
alignment explorer-vinduet frem samt et vindue hvor du kan indtaste information om den
tilfajede sekvens.

e b
M5: Input Sequence Label M
First word
Second word
M5: Alignment Explorer j
Data Edit Search Alignment W@y — .
— P ird wori
EETEIEEY S =
EEEE Y
E— | Fourth word
rotein Sequences j

1. Insulin-piATMMELLELLAL | I Use Initial far Genus Mame |

Full Information

0i|194272230|reflNP_001123565.1] insulin
precursor [Canis lupus familiaris]

Sequence Label (manually editable)
(insulm precursor [Canis lupus familiaris]
ok |

»

14. Det eneste der skal eendres, er den nederste tekstboks hvor der stér ‘Sequence Label’. Erstat
det skrevne med ‘Insulin-preproprotein-hund’ og tryk pa OK-knappen. Dit alignment
explorer-vindue skulle nu gerne have to sekvenser, den oprindelige fra mennesket og den
nye fra hunden. Skeermbilledet bor se ud i stil med det viste gverst pa neeste side.
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@ M5: Alignment Explorer

Data Edit Search Alignment Web Sequencer Display Help

NN AT

(v B g X ¥ BB o | 64 80 83 &,

Protein Sequences |

Species/ibbrwv
l. Imsulin-preproprotein-menneske

1 [

arlulcc azz2rvillEL
Z. Insulin-preproprotein—hund Marlvloclozercac Bz l2080=vEBE-EEEE

Site # |1 3: % with  wio Gaps

L

Da de to sekvenser var pracis lige lange, er de allerede alignet ganske fornuftigt. Laeg maerke til at der flere

steder er en forskellig aminosyre i de to proteinsekvenser. | alt kan vi talle 13 forskelle ud af de 110

aminosyrer, altsd ca. 88 % identitet. Dette passer meget godt med det vi ser med andre gener fra mennesket

og hunden, og er resultatet af to udviklingslinjer der sidst havde en falles forfar for ca. 100 mio. ar siden.

15. Vend tilbage til BLASTP-resultatsiden. Vinduet ser ud som vist herunder. Hvis ikke det kan

genfindes, kan det altid genskabes ved at kere en ny BLASTP med den oprindelige

sogesekvens, resultatet skulle meget gerne blive det samme som for! Vi vil nu se neermere

pa resten af resultatinformationerne.

-
M M5: Web Browser (NCBI Blast:Protein Sequence (110 letters))

Data Edit View Links Go Help

G ®
- BLAST

Home RecentResults Saved Strategies Help

» NCBI/ BLASTI blastp suite/ Formatting Results - TWPZ53KJ014

Edit and Resubmit Save Search Strategies P Formatting options > Download

Protein Sequence (110 letters)

Database Name refseq_protein
Description NCBI Protein Reference Sequences
Program BLASTP 2.2.27+ P Citation

Query ID Icl|81746
Description None
Molecule type amino acid
Query Length 110

Other reports: P Search Summary [Taxonomy reports] [Distance tree of results] [Multiple alignment]
n
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Yderligere resultatsider
1.

nucleus

www.nucleus.dk

Veelg det link der hedder ‘Taxonomy reports’. Et nyt vindue abner med en oversigt over

hvilke arter resultatsekvenserne kommer fra og disse arters taksonomiske placering i livets

tree. Hvis man kun veelger at se pa 10 sekvenser, ser det ud som vist herunder.

[

:3 NCEI Blast:Protein Sequence (110 letters)

FHNCBI BLAST! blastp suite/ Formatting Results - TXEGTTRE0M4 [Sign in above to save your search strategy]

Job Title: Protein Sequence (110 letters)

Tax BLAST Report
Index

Lineage Report
Crganism Report
Taxonomy Report
Help

Lineage Report

Show Conserved Domains

mlﬁlg

My NCE

2]
Sign In] [Reqister]

Organism Report

omo sapiens

(man) [primates] tawid BE0E
preproprotein [Emn[;l
rovein [(Hoo..
in prepropzotein [He...

oglodytes [primates] tawid
7E Toe.1] 4

Bomascus leucogerys
T E4TEI|

[primazes] taxid 8601

imsulin [Pongo. .. 05 Ze-E
Caris lupus familiacis | e=] taxid 3ELE
i F[HE_Q0L 04 Se-£E
204 Ge-6E
TEE  Ge-£d
TE7  ge-£3
Cricetulus grisens
G401CT5 | e XL LEE  Be-£4

4 1 l

L

Eutheria [placentals]
- Euarcﬁcntcg ires [placentals]
. T Catarrhinm [primace=] =
T Homimoidea Trimates]
ST Tprimates]
Homininae Tpzima
. T Homo zapiens [(man] - [primate=] ins preproprotein [Homo sapiens] »gi|287374821z=£|NE 0
. . Fam troglodgytes ... [primates] Toprotein [Fan troglodyoes)
?CT%"—TB_“F =1if |Orang-utan [primase=] e Hﬁrg"-]_x__cngc CNEES
. W i [White [primat==] =ulin-1ike izcform 1 [Nomascus leucogenys=] >gi
. Eapic_anubiz (baboom] —————- [primates] n=nlin isoform 1 [Fapio anubis] g1 402652946 1%
. ricetulus grizsus (Chinese hamsters) ®  [zodent! noalin-1 Tizcus
_ Canis Tupus familiari= (dogs) ———- - 208 T hic [carmivores]
| B obaTTes Temaiae) 204 T hits [odd-tosd tngulases]

3

Denne rapport viser at der er fundet sekvenser fra otte forskellige organismer. Man kan ogsa se i den gverste
hierarkiske opbygning at alle otte organismer er placentale pattedyr. Derudover kan man se at det bedste
match er mennesket, efterfulgt af chimpanse, gibbon, bavian, orangutang, hund, hest og kinesisk hamster.
Har man flere end 10 sekvenser med, vil der ogsa vere ikke-pattedyr pa listen.
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2. Ga tilbage til resultatsiden og tryk pa linket ‘Distance tree of results’. Nedenstdende
skeermbillede viser resultatet:

[ M5: Web Browser (Blast Tree View Widget) Lo (5 [
Dota Edit View Links Go Help
- -0 [ % siesonen A
PPN 7/ ncbi i o Qo bt svien TiesVew o Neaus-pageLblss AID = E G 7TRE {LouenlD il 1652 dtinode-onienied i hetia= 1 00iscresnWidhe] 600Lscreenti5ghi-30 e
Links {NCEI
Tree method Max Seq Difference Distance —_—
FastMinmum Evolution =] ¢ |02 = Grishin (protein) = _Reset | _Download | in |Newick Format -]
rectangle slanted radial force & # show distance Mouse over an internal node for a subtree or alignment Hide Color Map Show removed sequences
B T —
Sequence Label [Seauence Tt # avalobie) _~] &
Collapse Mode | Blast Name - | 44
e precersor [Canis bpas fedlierid] Blast names color map

radents
can

ngul
1688 Yoed ngulutes | 3 leswes oed ungulates

primates
unkagwn

insein precwrsor (515 scrofd
orimates | 3 s
primates| 2 hawns
¥ 5 PREDICTED: sl B isoorn 1 lomasces Wecogenns]
rinas | 2 haves
p— brotin prodsct

insaln prepropmtein Fon sapind

e

Det er muligt du fér et noget mere rodet resultat frem pa skaermen med mange flere sekvenser. Dette kan
endres under menuen ‘Max. Seq Difference’, markeret med rgdt pa billedet, hvor jeg har valgt 0.2 svarende
til at jeg kun vil se resultater fra de sekvenser, der er mindre end 20 % forskellige fra min sggesekvens.
Sogesekvensen er markeret med gult. Hvordan skal dette fylogenetiske tree sé analyseres? Umiddelbart er det
let at se at sggesekvensen er identisk med en fra mennesket. Vandrette afstande i traeet viser genetisk afstand
mellem sekvenserne. Grgnne trekanter betyder at der er flere end en sekvens, og dem kan man f3 at se ved at
trykke pa en gran trekant og veelge ‘Expand/Collapse’. Man kan ogsé manipulere pd traeets form og udseende
pa andre mader, men ikke dets biologiske indhold! Indholdet er bestemt af den biologiske information gemt i
sekvenslighederne. For mere information omkring fylogenetiske traeer, se Bioteknologi 6, link 5-7 i tema 12,
eller siderne 27-41.

3. Hyvilke to sekvenser, udover menneskesekvensen, er mest ens med sggesekvensen?

4. Fra hvilken art stammer den sekvens der er mindst ens med segesekvensen?
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Opgaver til databasesggning
Herunder er der tre opgaver der alle kan loses ved hjeelp af databasesggninger med BLASTP.

Opgave 1 — Fusk med fiskesalget

Et supermarked seelger en fisk der ifolge reklamen er frit fanget atlanterhavslaks (Salmo salar),
men er den nu ogsa det? Du er udsendt af Fodevarestyrelsen for at undersoge et rygte om at
dette supermarked nogle gange snyder og szlger billigere dambrugsopdreettede fisk under
pastanden at det er frit fanget laks. Ud fra en veevsprove fra en af fiskene i keledisken har du
udvundet og sekventeret folgende korte proteinsekvens pa 40 aminosyrer:

Proteinsekvens fra fisk i keledisken:
LEMYCAPVKSGKAARSVRAQRHTDMPRTPKVSTAVQSVDR

1. Har supermarkedet rent mel i posen? — Og hvis ikke kadet er fra Atlanterhavslaksen,
hvilken art er det s& fra?

Opgave 2 — Undersggelse af resistente bakterier

I en gymnasieklasse har man dyrket to stammer af E. coli-bakterier pa petriskale hvoraf den ene
viste resistens overfor penicillin, mens den anden ikke gjorde. Ved hjeelp af protein-
gelelektroforese undersegte man hvilke proteiner de to bakteriestammer hver i seer
producerede. Eleverne identificerede og oprensede et unikt proteinband der kun var til stede
hos den resistente bakteriestamme. Eleverne indsendte det oprensede protein til sekventering
pa Arhus Universitet og fik felgende proteinsekvens tilbage:

MFKTTLCALLITASCSTFAAPQKINDIVHRTITPLIEQQKIPGMAVAVIYQGKPYYFTWGYADI
AKKQPV

1. Hyvilket protein er der tale om, og kan det have noget at gore med den resistente E. coli
stammes evne til at overleve i et miljo hvor der er tilsat penicillin?

Opgave 3 — Er odderen derude?

En forsker arbejder med at undersege odderens (Lutra lutra) udbredelse i Danmark. Ifglge
lokale naturinteresserede har de set oddere i to mindre seer pa Fyn. Disse folk har fundet
ekskrementer ved begge sebredder der maske er fra oddere. Fra ekskrementerne er det
lykkedes forskeren at udvinde folgende proteinsekvenser:

So-1 sekvens:
MVLSPADKTNIKSTWDKIGGHAGDYGGEALDRTFQSFPTTKTYFPHFDLSPGSAQVKAHGK
KVADALTTA

So-2 sekvens:
MVLSPADKTNIKTAWEKIGSHGGEYGAEAVERMFLGFPTTKTYFPHFDFTHGSEQIKAHGKK
VSEALTKA

1. Hyvilket protein er sekvenserne fra, og er det bevis pa at der er oddere i de to sger som de
lokale pastar?
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