
PRILEGANJE ZAPOREDIJ

Primerjave zaporedij
čemu poravnave
rezultat poravnave, ocenjevalne matrike, teža vrzeli
načini poravnav (globalno, lokalno)

Točkovni grafi (Dotplot)
Praktična naloga 2

Algoritmi za poravnave zaporedij
Needleman‐Wunsch
Smith‐Waterman

Praktično iskanje po podatkovnih zbirkah
BLASTA
FAST
Interpretacija rezultatov



Primer:

------CCTTCAGAATACAGAATAGGGACATAGAGA
ATCCCACCCAGCCCCCTGGACCTGTAT---------

Poravnava “na oko”, ki vnese vrzeli, da zviša število ujemanj. Ampak takšni 
zaporedji se da poravnati tudi na drug način:

CCTTCAGAATACAGAATAGGGACATAGAGA
ATCCCA---CCCAGCCCCCTGGACCTGTAT

Poveča število baz, ki se ujemajo za 133% in zniža število vrzeli za 80%.

Torej:
Potrebujemo takšno poravnavo, ki maksimizira število identičnih 
elementov in hkrati minimizira število vrzeli. 

Potrebujemo neka dobro določena pravila (algoritme) in racunalnik, ki po 
teh pravilih poišče najboljšo poravnavo upoštevajoč vse možnosti.
Algoritmi
NEEDLEMAN‐WUNSCH GLOBALNA poravnava
SMITH‐WATERMAN LOKALNA poravnava



Primer: kako poravnati naslednji zaporedji

KLSCVLREDYWEDKAGVD

KSCILRNDDYEKAVGVD

KLSCVLRED-YWEDKAGV--D
: :: :: : : : :: :  :
K-SCILRNDDY-E-KA-VGVD

KLSCVLRE-DYWEDKA--GVD
: :: :: :: : :: :::
K-SCILRNDDY-E-KA-VGVD

NEEDLEMAN‐WUNSCH‐ev ALGORITEM

Needleman SB and Wunsch CD (1970) A general method applicable to the search for similarities in the 
amino acid sequences of two proteins. Journal of Molecular Biology 48, 443‐453.

GLOBALNO poravna dve zaporedji (primerja celo zaporedje z drugim celim 
zaporedjem). 

Maksimalno ujemanje je definirano kot najvecje število elementov enega 
zaporedja, ki jih lahko poravnamo z elementi drugega zaporedja.
Dopustimo delecije, uvedena je kazen za vrzeli.

Identicnim elementom pripiše vrednost 1, razlicnim 0. Neujemanja in vrzeli so 
enako obteženi (0).



K L S C V L R E D Y W E D K A G V D

K 1 1
S 1
C 1
I
L 1 1
R 1
N
D 1 1 1
D 1 1 1
Y 1
E 1 1
K 1 1
A 1
V 1 1
G 1
V 1 1
D 1 1 1

A

1. KORAK
Pripraviš matriko, poiščeš
vse identične pozicije.
Identično ovrednotiš z 1...



K L S C V L R E D Y W E D K A G V D

K 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0
S 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
C 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
I 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
L 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
R 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
N 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
D 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1
D 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1
Y 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0
E 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0
K 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0
A 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0
V 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0
G 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0
V 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0
D 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1

A

1. KORAK
… različno  z 0

Matriko modificiraš tako, da 
slediš različnim potem skozi 
matriko. Poiščeš samo tisto, 
ki da največji rezultat.

Skozi matriko greš dvakrat:

Začneš spodaj desno in greš 
proti zgornjemu levemu kotu 
po vseh možnih poteh tako, 
da jim določiš neko vrednost.

Ko si določil vse vrednosti za 
vse poti poiščeš tisto, ki je 
najvišje ocenjena (nekje 
zgoraj levo) in ji slediš nazaj 
proti spodnjemu desnemu 
kotu.



K L S C V L R E D Y W E D K A G V D

K 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0
S 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0
C 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0
I 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0
L 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0
R 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0
N 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0
D 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 1 1
D 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 1 1
Y 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0
E 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0
K 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0
A 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0
V 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 0
G 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0
V 1 1 1 1 2 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 2 0
D 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1

A

2. KORAK
ostalim celicah določiš vrednost 
z naslednjo operacijo:

Mi,j=Mi,j+max(Mk,j+1, Mi+1,l)

kjer je k katerokoli celo število 
večje od i in l katerokoli celo 
število večje od j. 

Torej se pomakneš v naslednji 
stolpec in naslednjo vrstico. V 
naslednji vrstici paroma V‐V
dodaš vrednost D‐D. Ostalim 
dodaš vrednost D‐D. Enako 
postopaš v stolpcu, kjer V‐V
dodaš vrednost D‐D, ostalim 
pripišeš samo D‐D.



 K L S C V L R E D Y W E D K A G V D

K 1 0 0 0 0 0 0 0 0 6 6 5 5 1 3 2 1 0
S 0 0 1 0 0 0 0 0 0 6 6 5 5 4 3 2 1 0
C 0 0 0 1 0 0 0 0 0 6 6 5 5 4 3 2 1 0
I 0 0 0 0 0 0 0 0 0 6 6 5 5 4 3 2 1 0

L 0 1 0 0 0 1 0 0 7 6 6 5 5 4 3 2 1 0
R 0 0 0 0 0 0 1 0 0 6 6 5 5 4 3 2 1 0
N 0 0 0 0 0 0 0 0 0 6 6 5 5 4 3 2 1 0
D 0 0 0 0 0 0 0 0 1 6 6 5 6 4 3 2 1 1
D 0 0 0 0 0 0 0 0 1 6 6 5 6 4 3 2 1 1
Y 0 0 0 0 0 0 0 0 0 7 6 5 5 4 3 2 1 0
E 0 0 0 0 0 0 0 1 0 5 5 6 5 4 3 2 1 0
K 5 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 5 3 2 1 0
A 4 4 4 4 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 4 2 1 0
V 3 3 3 3 4 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 2 2 0
G 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 3 1 0
V 1 1 1 1 2 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 2 0
D 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1

A 

NADALJUJEŠ...
Ponavljaš postopek.

Celici prišteješ navišjo 
vrednost vrstice tik zraven in 
pod celico ali stolpca takoj 
desno in spodaj.



K L S C V L R E D Y W E D K A G V D

K 13 12 11 10 10 9 8 8 7 6 6 5 5 1 3 2 1 0
S 11 11 12 10 10 9 8 8 7 6 6 5 5 4 3 2 1 0
C 10 10 10 11 10 9 8 8 7 6 6 5 5 4 3 2 1 0
I 10 10 10 10 10 9 8 8 7 6 6 5 5 4 3 2 1 0
L 9 10 9 9 9 10 8 8 7 6 6 5 5 4 3 2 1 0
R 8 8 8 8 8 8 9 8 7 6 6 5 5 4 3 2 1 0
N 8 8 8 8 8 8 8 8 7 6 6 5 5 4 3 2 1 0
D 8 8 8 8 8 8 8 8 8 6 6 5 6 4 3 2 1 1
D 7 7 7 7 7 7 7 7 8 6 6 5 6 4 3 2 1 1
Y 6 6 6 6 6 6 6 6 6 7 6 5 5 4 3 2 1 0
E 5 5 5 5 5 5 5 6 5 5 5 6 5 4 3 2 1 0
K 5 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 5 3 2 1 0
A 4 4 4 4 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 4 2 1 0
V 3 3 3 3 4 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 2 2 0
G 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 3 1 0
V 1 1 1 1 2 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 2 0
D 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1

A

… DO KONCA

Število v vsaki celici matrike 
je največje število identičnih 
parov, ki jih najdeš na poti 
od spodaj navzgor.



K L S C V L R E D Y W E D K A G V D

K 13 12 11 10 10 9 8 8 7 6 6 5 5 1 3 2 1 0
S 11 11 12 10 10 9 8 8 7 6 6 5 5 4 3 2 1 0
C 10 10 10 11 10 9 8 8 7 6 6 5 5 4 3 2 1 0
I 10 10 10 10 10 9 8 8 7 6 6 5 5 4 3 2 1 0
L 9 10 9 9 9 10 8 8 7 6 6 5 5 4 3 2 1 0
R 8 8 8 8 8 8 9 8 7 6 6 5 5 4 3 2 1 0
N 8 8 8 8 8 8 8 8 7 6 6 5 5 4 3 2 1 0
D 8 8 8 8 8 8 8 8 8 6 6 5 6 4 3 2 1 1
D 7 7 7 7 7 7 7 7 8 6 6 5 6 4 3 2 1 1
Y 6 6 6 6 6 6 6 6 6 7 6 5 5 4 3 2 1 0
E 5 5 5 5 5 5 5 6 5 5 5 6 5 4 3 2 1 0
K 5 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 5 3 2 1 0
A 4 4 4 4 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 4 2 1 0
V 3 3 3 3 4 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 2 2 0
G 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 3 1 0
V 1 1 1 1 2 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 2 0
D 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1

A

POIŠČEŠ NAJBOLJŠO 
PORAVNAVO OD ZAČETKA...

Rad bi najbolj optimalno 
poravnavo. Poiščeš celico z 
najvišjo vrednostjo nekje v 
zgornji vrstici ali levem 
stolpcu. Poravnava se tukaj 
začne, nadaljuješ pa navzdol 
in desno. Vedno se 
pomakneš eno vrstico in en 
stolpec desno in poiščeš 
najvišjo vrednost v tej vrstici 
ali stolpcu. Poravnava mora 
skozi to točko. 



… DO KONCA

Ko tako nadaljuješ prideš do 
spodnje vrstice ali desnega 
stolpca. 

K L S C V L R E D Y W E D K A G V D

K 13 12 11 10 10 9 8 8 7 6 6 5 5 1 3 2 1 0
S 11 11 12 10 10 9 8 8 7 6 6 5 5 4 3 2 1 0
C 10 10 10 11 10 9 8 8 7 6 6 5 5 4 3 2 1 0
I 10 10 10 10 10 9 8 8 7 6 6 5 5 4 3 2 1 0
L 9 10 9 9 9 10 8 8 7 6 6 5 5 4 3 2 1 0
R 8 8 8 8 8 8 9 8 7 6 6 5 5 4 3 2 1 0
N 8 8 8 8 8 8 8 8 7 6 6 5 5 4 3 2 1 0
D 8 8 8 8 8 8 8 8 8 6 6 5 6 4 3 2 1 1
D 7 7 7 7 7 7 7 7 8 6 6 5 6 4 3 2 1 1
Y 6 6 6 6 6 6 6 6 6 7 6 5 5 4 3 2 1 0
E 5 5 5 5 5 5 5 6 5 5 5 6 5 4 3 2 1 0
K 5 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 5 3 2 1 0
A 4 4 4 4 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 4 2 1 0
V 3 3 3 3 4 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 2 2 0
G 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 3 1 0
V 1 1 1 1 2 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 2 0
D 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1

A



K L S C V L R E D Y W E D K A G V D

K 13 12 11 10 10 9 8 8 7 6 6 5 5 1 3 2 1 0
S 11 11 12 10 10 9 8 8 7 6 6 5 5 4 3 2 1 0
C 10 10 10 11 10 9 8 8 7 6 6 5 5 4 3 2 1 0
I 10 10 10 10 10 9 8 8 7 6 6 5 5 4 3 2 1 0
L 9 10 9 9 9 10 8 8 7 6 6 5 5 4 3 2 1 0
R 8 8 8 8 8 8 9 8 7 6 6 5 5 4 3 2 1 0
N 8 8 8 8 8 8 8 8 7 6 6 5 5 4 3 2 1 0
D 8 8 8 8 8 8 8 8 8 6 6 5 6 4 3 2 1 1
D 7 7 7 7 7 7 7 7 8 6 6 5 6 4 3 2 1 1
Y 6 6 6 6 6 6 6 6 6 7 6 5 5 4 3 2 1 0
E 5 5 5 5 5 5 5 6 5 5 5 6 5 4 3 2 1 0
K 5 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 5 3 2 1 0
A 4 4 4 4 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 4 2 1 0
V 3 3 3 3 4 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 2 2 0
G 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 3 1 0
V 1 1 1 1 2 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 2 0
D 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1

A

KLSCVLRED-YWEDKA-GVD
* ** ** * * * ** ***
K-SCILRNDDY-E-KAVGVD

KLSCVLRED-YWEDKAGV--D
* ** ** * * * ** *  *
K-SCILRNDDY-E-KA-VGVD

KLSCVLRE-DYWEDKA-GVD
* ** **  ** * ** ***
K-SCILRNDDY-E-KAVGVD

REZULTAT
Optimalna poravnava, 
kombinacija obeh zacetnih, 
dolocenih “na oko”.

Startna točka poti z največjo 
vrednostjo je vedno na N‐
terminalnem delu proteina. 
Izračunana je s pomočjo procesa 
točkovanja, ki se začne na C‐
terminalnem delu‐ rezultat je 
GLOBALNA poravnava.



SMITH‐WATERMAN‐ov ALGORITEM

Smith TF and  Waterman SM (1981) Identification of common molecular subsequences. Journal of 
Molecular Biology 147, 195‐197.

Poravna dve zaporedji LOKALNO. Kadar so zaporedja podobna samo na  enem delu in 
bi se podobnost izgubila, če bi jih primerjali globalno, npr. pri evolucijsko oddaljenih 
proteinih, kjer so ohranjene samo lokalne homologije.

Spremenjen Needleman‐Wunschev algoritem:
•negativna vrednost (utež) se določi neujemanjem
Vrednost celic bo padla, ko pridemo v območja neujemanja in narasla v podobnih 
delih zaporedij.
•nič mora biti najmanjša vrednost v matriki
Zato, da se vsak kratek del podobnih zaporedij začne z nič. Če je rezultat v celici manjši 
kot nič mu navadno pripiše vrednost 0.
•začetek ali konec najbolj optimalne poti lahko najdemo kjerkoli v matriki in ne 
samo v zadnji vrstici ali stolpcu
Preiskati moramo celo matriko za dele zaporedij z visoko lokalno podobnostjo.



K L S C V L R E D Y W E D K A G V D

K 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0

S 0 0.5 2 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5

C 0 0.5 0.5 3 1.5 1.5 1.5 1.5 1.5 1.5 1.5 1.5 1.5 1.5 1.5 1.5 1.5 1.5

I 0 0.5 0.5 1.5 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5

L 0 2 0.5 1.5 2.5 3.5 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2

R 0 0.5 1.5 1.5 2.5 2.5 4.5 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3

N 0 0.5 1.5 1.5 2.5 2 3 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4

D 0 0.5 1.5 1.5 2.5 2 3 4 5 3.5 3.5 3.5 5 3.5 3.5 3.5 3.5 5

D 0 0.5 1.5 1.5 2.5 2 3 4 5 4.5 4.5 4.5 5 4.5 4.5 4.5 4.5 6

Y 0 0.5 1.5 1.5 2.5 2 3 4 3.5 6 4.5 4.5 4.5 4.5 4.5 4.5 4.5 4.5

E 0 0.5 1.5 1.5 2.5 2 3 5.5 3.5 4.5 5.5 7 5.5 5.5 5.5 5.5 5.5 5.5

K 1 0.5 1.5 1.5 2.5 2 3 4 5 5 5.5 5 6.5 8 6.5 6.5 6.5 6.5

A 0 0.5 1.5 1.5 2.5 2 3 4 5 4.5 5.5 5 6.5 6 9 7.5 7.5 7.5

V 0 0.5 1.5 1.5 4 2 3 4 5 4.5 5.5 5 6.5 6 7.5 8.5 10 8.5

G 0 0.5 1.5 1.5 2.5 3.5 3.5 4 5 4.5 5.5 5 6.5 6 7.5 10 8 9.5

V 0 0.5 1.5 1.5 4 3.5 3 4 5 4.5 5.5 5 6.5 6 7.5 8.5 11 9.5

D 0 0.5 1.5 1.5 2.5 3.5 3.5 4 6.5 4.5 5.5 5 8 6 7.5 8.5 10.5 12
A

Začneš v zgornjem levem kotu. 
Vsakemu elementu matrike 
določiš vrednost po enačbi:

Mi,j=Mi,j+max(Mk,j-1, Mi-1,l)

kjer je k katerokoli celo število 
manjše od i in l katerokoli celo 
število manjše od j. 

Vsako neujemanje smo 
kaznovali z ‐0.5.

Rezultat je ista poravnava kot 
pri Needleman‐Wunsch‐ovem 
algoritmu.

KLSCVLRED-YWEDKA-GVD
* ** ** * * * ** ***
K-SCILRNDDY-E-KAVGVD



PRIMERJAVA OBEH ALGORITMOV

NEEDLEMAN‐WUNSCH

GLOBALNA poravnava‐
optimalno poravna vse 
elemente zaporedij

Ne zahteva dodatne teže za 
vrzel

Rezultat se ne more 
zmanjšati med dvema 
celicama na poti

SMITH‐WATERMAN

LOKALNA poravnava‐
optimalno poravna samo del 
ali dele zaporedij

Zahteva dodatno težo za 
vrzel, da učinkovito deluje

Rezultat se lahko tudi 
zmanjša med dvema 
celicama na poti

TTGACACCCTCC-CAATTGTA
**  **   **  *

ACCCCAGGCTTTACACAT---

---------TTGACACCCTCCCAATTGTA
** ****

ACCCCAGGCTTTACACAT-----------



OCENJEVANJE
SCORING

Kako določiti uteži za neujemanje?
Uporaba ocenjevalnih matrik:
Vseh 20 aminokislin primerjamo z ostalimi 20 aminokislinami in jim določimo uteži.

MATRIKE ZAMENJAV
1. Identična matrika (Identity matrix):
Ujemanje je vredno 1 točko, neujemanje 0
2. Ocenjevanje na podlagi genetskega koda (Genetic code scoring):
Minimalno število zamenjav nukleotidov potrebnih za zamenjavo kodona ene aminokisline s 
kodonom druge aminokisline
3. Ocenjevanje na podlagi kemijske podobnosti (Chemical similarity scoring):
Ocenjevanje na podlagi kemijske podobnosti stranskih ostankov aminokislin (npr. polarni, 
nepolarni, veliki, majhni, nabiti).
4. Določene na podlagi opaženih zamenjav (Observed substitutions):
Na podlagi poravnah homolognih proteinov so določili uteži za zamenjave posameznih 
aminokislin. Več matrik:

PAM  (Percentage of Accepted Mutations)
BLOSUM (BLocks SUbstitution Matrix)
GONNET
Na podlagi 3D struktur



IDENTIČNA MATRIKA
IDENTITY MATRIXC 1      

S 0 1                   
T 0 0 1                  
P 0 0 0 1                 
A 0 0 0 0 1                
G 0 0 0 0 0 1               
N 0 0 0 0 0 0 1              
D 0 0 0 0 0 0 0 1             
E 0 0 0 0 0 0 0 0 1            
Q 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1           
H 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1          
R 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1         
K 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1        
M 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1       
I 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1      
L 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1     
V 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1    
F 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1   
Y 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1  
W 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1

 C S T P A G N D E Q H R K M I L V F Y W
A 

A 1
C 0 1   
G 0 0 1  
T 0 0 0 1

 A C G T
A

Najbolj osnovna ocenjevalna 
matrika. 

Identičnemu elementu pripiše 
vrednost 1, različnemu vrednost 
0. 
Manj efektivna pri zaporedjih, 
kjer so prisotne le šibke 
homologije.

Bolj primerna za primerjavo DNA 
ali RNA zaporedij



C 0      
S 1 0                   
T 2 1 0                  
P 2 2 1 0                 
A 2 1 1 1 0                
G 1 1 2 2 1 0               
N 2 2 1 2 2 2 0              
D 2 2 2 2 1 1 1 0             
E 2 2 2 2 1 1 2 1 0            
Q 2 2 2 1 2 2 2 2 1 0           
H 2 2 2 1 2 2 1 1 2 1 0          
R 1 1 1 1 2 1 2 2 2 1 1 0         
K 2 2 1 2 2 2 1 2 1 1 2 1 0        
M 2 2 1 2 2 2 2 2 2 2 2 1 1 0       
I 2 1 1 2 2 2 1 2 2 2 2 1 1 1 0      
L 2 1 2 1 2 2 2 2 2 1 1 1 2 1 1 0     
V 2 2 2 2 1 1 2 1 1 2 2 2 2 1 1 1 0    
F 1 1 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 1 1 1 0   
Y 1 1 2 2 2 2 1 1 2 2 1 2 2 3 2 2 2 2 0

1
 

W 1 1 2 2 2 1 2 2 2 2 2 1 2 2 2 1 2 2 2 0

 C S T P A G N D E Q H R K M I L V F Y W
A 

Redko uporabljana matrika, za 
konstrukcijo filogenetskih dreves.

Aminokislinam pripiše vrednost, 
ki ustreza številu nukleotidnih 
zamenjav (0, 1, 2 ali 3), 
potrebnih za zamenjavo kodonov 
dveh aminokislin.

OCENJEVANJE NA PODLAGI GENETSKEGA KODA
GENETIC CODE SCORING

Fitch WM (1966) An improved method for testing for evolutionary homology. Journal of Molecular 
Biology 16, 9‐16.



PAM MATRIKA
Percentage of Accepted Mutations or Point Accepted Mutations

Dayhoff MO et al. (1978) A model of evolutionary change in proteins. In Atlas of proteins and sequence 
structure (ed. M. Dayhoff), Vol. 5, Suppl 3, 345‐352. National biomedical research foundation, Silver Spring, 
MD, USA.

Matrika uteži na podlagi pogostosti zamenjav aminokislin z drugimi aminokislinami.
Predlagane na podlagi stotin poravnav zelo sorodnih proteinov. Iz poravnav so izračunali 
frekvence zamenjav aminokislin pri zaporedjih majhne evolucijske razdalje, pod 1% 
divergence (v povprečju 1 zamenjava na 100 aminokislin). Rezultat je matrika zamenjav 
PAM1. 
Evolucijska razdalja PAM1 označuje verjetnost, da se je zamenjala 1 aminokislino na 100 
aminokislin.  Npr. primerjamo proteine, ki so se spremenili za 1%.
Predpostavijo, da proteinska zaporedja divergirajo zaradi kumulativnih nepovezanih 
sprememb. 
S pomočjo PAM1 matrike lahko generiramo PAM‐k matrike s k‐kratno pomnožitvijo 

same sebe. Uporabljamo jih za primerjavo zaporedij, ki so se spremenile za k % ali so k
evolucijskih enot narazen. Npr. PAM250 poda frekvenco mutacij proteinov, ki so se 
spremenili za 250% (250 mutacij na 100 aminokislin). 



A R N D C Q E G H I L K M F P S T W Y V
A 9867 2 9 10 3 8 17 21 2 6 4 2 6 2 22 35 32 0 2 18

R 1 9913 1 0 1 10 0 0 10 3 1 19 4 1 4 6 1 8 0 1

N 4 1 9822 36 0 4 6 6 21 3 1 13 0 1 2 20 9 1 4 1

D 6 0 42 9859 0 6 53 6 4 1 0 3 0 0 1 5 3 0 0 1

C 1 1 0 0 9973 0 0 0 1 1 0 0 0 0 1 5 1 0 3 2

Q 3 9 4 5 0 9876 27 1 23 1 3 6 4 0 6 2 2 0 0 1

E 10 0 7 56 0 35 9865 4 2 3 1 4 1 0 3 4 2 0 1 2

G 21 1 12 11 1 3 7 9935 1 0 1 2 1 1 3 21 3 0 0 5

H 1 8 18 3 1 20 1 0 9912 0 1 1 0 2 3 1 1 1 4 1

I 2 2 3 1 2 1 2 0 0 9872 9 2 12 7 0 1 7 0 1 33

L 3 1 3 0 0 6 1 1 4 22 9947 2 45 13 3 1 3 4 2 15

K 2 37 25 6 0 12 7 2 2 4 1 9926 20 0 3 8 11 0 1 1

M 1 1 0 0 0 2 0 0 0 5 8 4 9874 1 0 1 2 0 0 4

F 1 1 1 0 0 0 0 1 2 8 6 0 4 9946 0 2 1 3 28 0

P 13 5 2 1 1 8 3 2 5 1 2 2 1 1 9926 12 4 0 0 2

S 28 11 34 7 11 4 6 16 2 2 1 7 4 3 17 9840 38 5 2 2

T 22 2 13 4 1 3 2 2 1 11 2 8 6 1 5 32 9871 0 2 9

W 0 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 9976 1 0

Y 1 0 3 0 3 0 1 0 4 1 1 0 0 21 0 1 1 2 9945 1

V 13 2 1 1 3 2 2 3 3 57 11 1 17 1 3 2 10 0 2 9901

 

Evolucijska razdalja 1 PAM

Matrika verjetnosti mutacij za evolucijsko razdaljo 1 PAM (1 mutacija na 100 aminokislin) 
(verjetnosti so pomnožene z 10 000). Element Mij pomeni verjetnost da je aminokislina v 
koloni (j) zamenjana z aminokislino v vrstici (i) pri določenem evolucijskem intervalu (1 PAM). 
Npr. obstaja 0.56 % verjetnosti, da bo Asp zamenjan z Glu (Atlas of Protein Sequence and 
Structure, Suppl 3, 1978, M.O. Dayhoff, ed. National Biomedical Research Foundation, 1979).



Evolucijska razdalja 250 PAM

Matrika verjetnosti mutacij za evolucijsko razdaljo 250 PAM (250 mutacij na 100 aminokislin) 
(verjetnosti so pomnožene s 100).

Npr. obstaja 13 % verjetnosti, da bo Ala v prvem zaporedju ohranjen tudi v drugem. 3 %
verjetnosti je, da bo v drugem zaporedju na tem mestu Arg.

 A R N D C Q E G H I L K M F P S T W Y V 
A 
 

13 6 9 9 5 8 9 12 6 8 6 7 7 4 11 11 11 2 4 9 

R 
 

3 17 4 3 2 5 3 2 6 3 2 9 4 1 4 4 3 7 2 2 

N 
 

4 4 6 7 2 5 6 4 6 3 2 5 3 2 4 5 4 2 3 3 

D 
 

5 4 8 11 1 7 10 5 6 3 2 5 3 1 4 5 5 1 2 3 

C 
 

2 1 1 1 52 1 1 2 2 2 1 1 1 1 2 3 2 1 4 2 

Q 
 

3 5 5 6 1 10 7 3 7 2 3 5 3 1 4 3 3 1 2 3 

E 
 

5 4 7 11 1 9 12 5 6 3 2 5 3 1 4 5 5 1 2 3 

G 
 

12 5 10 10 4 7 9 27 5 5 4 6 5 3 8 11 9 2 3 7 

H 
 

2 5 5 4 2 7 4 2 15 2 2 3 2 2 3 3 2 2 3 2 

I 
 

3 2 2 2 2 2 2 2 2 10 6 2 6 5 2 3 4 1 3 9 

L 
 

6 4 4 3 2 6 4 3 5 15 34 4 20 13 5 4 6 6 7 13 

K 
 

6 18 10 8 2 10 8 5 8 5 4 24 9 2 6 8 8 4 3 5 

M 
 

1 1 1 1 0 1 1 1 1 2 3 2 6 2 1 1 1 1 1 2 

F 
 

2 1 2 1 1 1 1 1 3 5 6 1 4 32 1 2 2 4 20 3 

P 
 

7 5 5 4 3 5 4 5 5 3 3 4 3 2 20 6 5 1 2 4 

S 
 

9 6 8 7 7 6 7 9 6 5 4 7 5 3 9 10 9 4 4 6 

T 
 

8 5 6 6 4 5 5 6 4 6 4 6 5 3 6 8 11 2 3 6 

W 
 

0 2 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 1 0 1 0 55 1 0 

Y 
 

1 1 2 1 3 1 1 1 3 2 2 1 2 15 1 2 2 3 31 2 

V 
 

7 4 4 4 4 4 4 4 5 4 15 10 4 10 5 5 5 72 4 17 

 



Programi za iskanje in primerjavo zaporedij uporabljajo matriko logaritemskih obetov (Log Odds 
Matrix, Dayhoff matrix), ki temelji na matriki verjetnosti mutacij za  evolucijsko razdaljo 
250PAM. Izračunajo jo tako, da izračunajo logaritem razmerja verjetnosti mutacij in relativne 
frekvence, da določena aminokislina mutira naključno:

Sij=log(Mij/fi)
C 12     

S 0 2     

T -2 1 3     

P -3 1 0 6    

A -2 1 1 1 2   

G -3 1 0 -1 1 5  

N -4 1 0 -1 0 0 2  

D -5 0 0 -1 0 1 2 4  

E -5 0 0 -1 0 0 1 3 4  

Q -5 -1 -1 0 0 -1 1 2 2 4  

H -3 -1 -1 0 -1 -2 2 1 1 3 6  

R -4 0 -1 0 -2 -3 0 -1 -1 1 2 8  

K -5 0 0 -1 -1 -2 1 0 0 1 0 3 5  

M -5 -2 -1 -2 -1 -3 -2 -3 -2 -1 -2 0 0 6  

I -2 -1 0 -2 -1 -3 -2 -2 -2 -2 -2 -2 -2 2 5  

L -6 -3 -2 -3 -2 -4 -3 -4 -3 -2 -2 -3 -3 4 2 8  

V -2 -1 0 -1 0 -1 -2 -2 -2 -2 -2 -2 -2 2 4 2 4  

F -4 -3 -3 -5 -4 -5 -4 -6 -5 -5 -2 -4 -5 0 1 2 -1 9 

Y 0 -3 -3 -5 -3 -5 -2 -4 -4 -4 0 -4 -4 -2 -1 -1 -2 7 10

W -8 -2 -5 -6 -6 -7 -4 -7 -7 -5 -3 2 -3 -4 -5 -2 -6 0 0 17

 C S T P A G N D E Q H R K M I L V F Y W
A

Vrednosti večje od 0 označujejo bolj 
verjetne mutacije (se pojavijo bolj 
verjetno med našima dvema zaporedjima 
kot med dvema naključnima)
vrednosti 0 so nevtralne mutacije 
(naključne) vrednosti manjše od 0 
predstavljajo manj verjetne mutacije.

Vrednost –10 pomeni, da 
pričakujemo, da bomo našli 
določen par aminokislin 
desetkrat manj kot če bi ga 
našli naključno.  



Pri iskanju zaporedij po bazah uporabljamo najpogosteje matriko PAM250.
Ali je takšna visoka divergenca (250 mutacij na 100 aminokislin) ustrezna za primerjave? 
Ko evolucijska razdalja narašča, narašča tudi verjetnost, da dobimo po mutaciji nazaj isto 
aminokislino.

Procent različnosti Evolucijska razdalja v PAM
1 1
5 5

10 11
20 23
30 38
40 56
50 80
60 112
70 159
80 246

Pri PAM250 ostane še vedno identičnih 20 % aminokislin. Vendar aminokisline mutirajo 
različno: identičnih ostane 55 % Trp, 52 Cys, 27 % Gly in samo 7 % Ser, 6 % Asn.

Aminokisline so v matriki združene po velikosti, obliki, naboju, sposobnostjo tvorbe 
ionskih, hidrofobnih in vodikovih vezi. Ta združevanja so rezultat naravne selekcije in so 
dosti manj omejena z genetskim kodom (npr. matrika ocen na podlagi genetskega koda).



BLOSUM MATRIKE
BLOcks SUbstitution Matrix

Henikoff S and Henikoff JG (1992) Amino acid substitution matrices from protein blocks. Proceedings of the 
National Academy of Sciences USA 89, 10915‐10919.

PAM matrika je omejena: določena je bila iz omejenega seta podatkov (samo majhni 
globularni proteini), z opazovanjem zelo sorodnih proteinov so bile poudarjene aminokisline, 
ki bolj mutirajo in ob predpostavki, da vsa mesta enako mutirajo.

BLOSUM matrike so bile izračunane iz lokalnih poravnav, blokov (blocks), sorodnih proteinov 
pri različnih stopnjah divergence. Ti bloki so predstavljali seznam dovoljenih zamenjav. 
Matrika logaritemskih obetov je bila izračunana tako, da so izračunali logaritem razmerja 
opaženih frekvenc posameznih parov aminokislin (qab ) in pričakovanih frekvenc istih parov 
določenih iz populacije vseh parov (pab ):

sab=log(qab/eab)

Zato, da so izničili vpliv identičnih parov aminokislin pri zelo sorodnih zaporedjih, so zaporedja 
združili v gruče na podlagi minimalne identičnosti (npr. 6 2%).  Za vsako gručo so izračunali 
povprečni prispevek vsakega položaja, torej so gruče efektivno obravnavali kot eno zaporedje. 
Na tak način so lahko izračunali različne matrike za različno identičnost gruč (30‐100 %). Npr. 
zaporedja, ki so več kot 80 % identična so uporabili za izdelavo BLOSUM80 matrike, tiste, ki so 
več kot 62 % identična za pripravo BLOSUM62 matrike itn.



BLOSUM62 matrika

C 9      

S -1 4      

T -1 1 5      

P -3 -1 -1 7     

A 0 1 0 -1 4    

G -3 0 -2 -2 0 6   

N -3 1 0 -2 -2 0 6   

D -3 0 -1 -1 -2 -1 1 6   

E -4 0 -1 -1 -1 -2 0 2 5   

Q -3 0 -1 -1 -1 -2 0 0 2 5   

H -3 -1 -2 -2 -2 -2 1 -1 0 0 8   

R -3 -1 -1 -2 -1 -2 0 -2 0 1 0 5   

K -3 0 -1 -1 -1 -2 0 -1 1 1 -1 2 5   

M -1 -1 -1 -2 -1 -3 -2 -3 -2 0 -2 -1 -1 5   

I -1 -2 -1 -3 -1 -4 -3 -3 -3 -3 -3 -3 -3 1 4   

L -1 -2 -1 -3 -1 -4 -3 -4 -3 -2 -3 -2 -2 2 2 4   

V -1 -2 0 -2 0 -3 -3 -3 -2 -2 -3 -3 -2 1 3 1 4  

F -2 -2 -2 -4 -2 -3 -3 -3 -3 -3 -1 -3 -3 0 0 0 -1 6 

Y -2 -2 -2 -3 -2 -3 -2 -3 -2 -1 2 -2 -2 -1 -1 -1 -1 3 7

W -2 3 -2 -4 -3 -2 -4 -4 -3 -2 -2 -3 -3 -1 -3 -2 -3 1 2 11

 C S T P A G N D E Q H R K M I L V F Y W
A 

BLOSUM matrike dopuščajo manj 
zamenjav hidrofilnih aminokislin, 
medtem ko dopuščajo več 
hidrofobnih zamenjav in neujemanj 
cisteinov in triptofanov.

Če je opaženo število razlik med 
dvema aminokislinama enako 
pričakovanim potem je sab=0, če je 
manjše od pričakovanega potem je 
sab<0 in če je večje od 

pričakovanega je sab>0 .



Katero matriko uporabimo?

Najbolje je primerjati zaporedji z matriko, ki ustreza njuni evolucijski razdalji:
PAM40, PAM120 za zelo podobna kratka zaporedja
PAM250 dolga zaporedja z nizko podobnostjo
BLOSUM50, BLOSUM62 za detekcijo šibkih homologij

V praksi ne poznaš evolucijske 
razdalje med obema zaporedjima, 
zato moraš uporabiti več različnih 
matrik.



PRIMER
>gi|122615|sp|P02023|HBB_HUMAN HEMOGLOBIN BETA CHAIN
MVHLTPEEKSAVTALWGKVNVDEVGGEALGRLLVVYPWTQRFFESFGDLSTPDAVMGNPVKAHGKKVLGAF
SDGLAHLDNLKGTFATLSELHCDKLHVDPENFRLLGNVLVCVLAHHFGKEFTPPVQAAYQKVVAGVANALA
HKYH

>gi|70497|pir||HBAK hemoglobin beta chain - Nile crocodile
ASFDPHEKQLIGDLWHKVDVAHCGGEALSRMLIVYPWKRRYFENFGDISNAQAIMHNEKVQAHGKKVLASF
GEAVCHLDGIRAHFANLSKLHCEKLHVDPENFKLLGDIIIIVLAAHYPKDFGLECHAAYQKLVRQVAAALA
AEYH

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Education/BLASTinfo



BLOSUM62
Score = 168 bits (425), Expect = 7e-42
Identities = 79/142 (55%), Positives = 105/142 (73%), Gaps = 1/142 (0%)

Query: 6   PEEKSAVTALWGKVNVDEVGGEALGRLLVVYPWTQRFFESFGDLSTPDAVMGNP-VKAHG 64
P EK  +  LW KV+V   GGEAL R+L+VYPW +R+FE+FGD+S   A+M N  V+AHG

Sbjct: 5   PHEKQLIGDLWHKVDVAHCGGEALSRMLIVYPWKRRYFENFGDISNAQAIMHNEKVQAHG 64

Query: 65  KKVLGAFSDGLAHLDNLKGTFATLSELHCDKLHVDPENFRLLGNVLVCVLAHHFGKEFTP 124
KKVL +F + + HLD ++  FA LS+LHC+KLHVDPENF+LLG++++ VLA H+ K+F  

Sbjct: 65  KKVLASFGEAVCHLDGIRAHFANLSKLHCEKLHVDPENFKLLGDIIIIVLAAHYPKDFGL 124

Query: 125 PVQAAYQKVVAGVANALAHKYH 146
AAYQK+V  VA ALA +YH

Sbjct: 125 ECHAAYQKLVRQVAAALAAEYH 146

PAM250
Score = 141 bits (474), Expect = 3e-34
Identities = 78/144 (54%), Positives = 104/144 (72%), Gaps = 1/144 (0%)

Query: 4   LTPEEKSAVTALWGKVNVDEVGGEALGRLLVVYPWTQRFFESFGDLSTPDAVM-GNPVKA 62
+ P+EK  +  LW KV+V + GGEAL+R+L+VYPW +R+FE+FGD+S ++A+M  + V+A

Sbjct: 3   FDPHEKQLIGDLWHKVDVAHCGGEALSRMLIVYPWKRRYFENFGDISNAQAIMHNEKVQA 62

Query: 63  HGKKVLGAFSDGLAHLDNLKGTFATLSELHCDKLHVDPENFRLLGNVLVCVLAHHFGKEF 122
HGKKVL++F++++ HLD +++ FA LS LHC+KLHVDPENF+LLG++++ VLA H+ K+F

Sbjct: 63  HGKKVLASFGEAVCHLDGIRAHFANLSKLHCEKLHVDPENFKLLGDIIIIVLAAHYPKDF 122

Query: 123 TPPVQAAYQKVVAGVANALAHKYH 146
+AAYQK+V  VA ALA  YH

Sbjct: 123 GLECHAAYQKLVRQVAAALAAEYH 146



BLOSUM62
Score = 168 bits (425), Expect = 7e-42
Identities = 79/142 (55%), Positives = 105/142 (73%), Gaps = 1/142 (0%)
Query: 6   PEEKSAVTALWGKVNVDEVGGEALGRLLVVYPWTQRFFESFGDLSTPDAVMGNP-VKAHG 64

P EK  +  LW KV+V   GGEAL R+L+VYPW +R+FE+FGD+S   A+M N  V+AHG
Sbjct: 5   PHEKQLIGDLWHKVDVAHCGGEALSRMLIVYPWKRRYFENFGDISNAQAIMHNEKVQAHG 64

Query: 65  KKVLGAFSDGLAHLDNLKGTFATLSELHCDKLHVDPENFRLLGNVLVCVLAHHFGKEFTP 124
KKVL +F + + HLD ++  FA LS+LHC+KLHVDPENF+LLG++++ VLA H+ K+F  

Sbjct: 65  KKVLASFGEAVCHLDGIRAHFANLSKLHCEKLHVDPENFKLLGDIIIIVLAAHYPKDFGL 124

Query: 125 PVQAAYQKVVAGVANALAHKYH 146
AAYQK+V  VA ALA +YH

Sbjct: 125 ECHAAYQKLVRQVAAALAAEYH 146

BLOSUM50
Score =  157 bits (550), Expect = 4e-39
Identities = 79/142 (55%), Positives = 105/142 (73%), Gaps = 1/142 (0%)
Query: 6   PEEKSAVTALWGKVNVDEVGGEALGRLLVVYPWTQRFFESFGDLSTPDAVMGNP-VKAHG 64

P EK  +  LW KV+V   GGEAL R+L+VYPW +R+FE+FGD+S   A+M N  V+AHG
Sbjct: 5   PHEKQLIGDLWHKVDVAHCGGEALSRMLIVYPWKRRYFENFGDISNAQAIMHNEKVQAHG 64

Query: 65  KKVLGAFSDGLAHLDNLKGTFATLSELHCDKLHVDPENFRLLGNVLVCVLAHHFGKEFTP 124
KKVL +F + + HLD ++  FA LS+LHC+KLHVDPENF+LLG++++ VLA H+ K+F  

Sbjct: 65  KKVLASFGEAVCHLDGIRAHFANLSKLHCEKLHVDPENFKLLGDIIIIVLAAHYPKDFGL 124

Query: 125 PVQAAYQKVVAGVANALAHKYH 146
+AAYQK+V  VA ALA +YH

Sbjct: 125 ECHAAYQKLVRQVAAALAAEYH 146

BLOSUM90
Score =  195 bits (459), Expect = 2e-49
Identities = 79/142 (55%), Positives = 105/142 (73%), Gaps = 1/142 (0%)
Query: 6   PEEKSAVTALWGKVNVDEVGGEALGRLLVVYPWTQRFFESFGDLSTPDAVMGNP-VKAHG 64

P EK  +  LW KV+V   GGEAL R+L+VYPW +R+FE FGD+S   A+M N  V+AHG
Sbjct: 5   PHEKQLIGDLWHKVDVAHCGGEALSRMLIVYPWKRRYFENFGDISNAQAIMHNEKVQAHG 64

Query: 65  KKVLGAFSDGLAHLDNLKGTFATLSELHCDKLHVDPENFRLLGNVLVCVLAHHFGKEFTP 124
KKVL +F +   HLD ++  FA LS LHC+KLHVDPENF+LLG++++ VLA H+ K+F  

Sbjct: 65  KKVLASFGEAVCHLDGIRAHFANLSKLHCEKLHVDPENFKLLGDIIIIVLAAHYPKDFGL 124

Query: 125 PVQAAYQKVVAGVANALAHKYH 146
+AAYQK V  VA ALA  YH

Sbjct: 125 ECHAAYQKLVRQVAAALAAEYH 146



TEŽA VRZELI
GAP PENALTY

Ni matematičnega modela, ki bi opisal razvoj vrzeli.
Splošno sprejeto je teža vrzeli podana s:

t= v + u*k

Kjer je v teža za vstavitev vrzeli, u teža za vsako nadaljno vzrel in k dolžina vrzeli. 

Bolj biološki pomen‐ večja teža za vstavitev vrzeli, manjša za podaljševanje (običajno poteka 
več delecij ali insercij skupaj).



BLAST ALGORITEM
(Basic Local Alignment Search Tools)

Altschul SF, Gish W, Miller W, Myers EW and Lipman DJ (1990) Basic local alignment search tool. Journal of 
Molecular Biology 215, 403‐410.

Hitro iskanje po podatkovnih zbirkah.

BLAST na internetu:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/



BLAST ALGORITEM
BLAST algoritem je hevristična metoda, ki razbije vnešeno zaporedje in zaporedja v bazi na 
krajša zaporedja. Išče zaporedja dolžine W, ki dajo rezultat vsaj T, ko jih primerjamo z 
zaporedji v bazi. Ovrednotimo jih z eno od matrik zamenjav. Zaporedja v bazi, ki imajo 
rezultat vsaj T ali večji, podaljšamo na vsako stran tako, da najdemo lokalno najbolj 
optimalno poravnavo ali par z visokim rezultatom (High Scoring Pair, HSP). Ta ima vrednosti S 
ali E nižje kot določen prag. Poravnave, ki ustrezajo tem pogojem bo BLAST podal kot rezultat.

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Education/BLASTinfo/BLAST_algorithm.html



Program Tarča  Podatkovna 
zbirka 

Primerjava na 
nivoju 

Uporaba

blastn  DNA  DNA DNA Išče identična DNA zaporedja
 

blastp  protein  protein proteinskem Išče homologne proteine
 

blastx  DNA  protein proteinskem Analiziraš novo DNA ko iščeš gene in 
homologne proteine 

tblastn protein  DNA proteinskem Išče gene v DNA zaporedjih, ki še niso 
identificirana 

tblastx DNA  DNA proteinskem Struktura genov
 

 



PRIMER
>gi|122615|sp|P02023|HBB_HUMA
N HEMOGLOBIN BETA CHAIN
MVHLTPEEKSAVTALWGKVNVDEVGGEAL
GRLLVVYPWTQRFFESFGDLSTPDAVMGN
PVKAHGKKVLGAFSDGLAHLDNLKGTFAT
LSELHCDKLHVDPENFRLLGNVLVCVLAH
HFGKEFTPPVQAAYQKVVAGVANALAHKY
H







FILTRIRANJE
Ponavljajoče regije v zaporedjih (npr. poliA v DNA ali ponovitve aminokislin pri proteinih) ne 
upošteva pri analizi, ker bi močno zvišale rezultat.
Pri poravnavah takšne regije označi z X.

SEG program, ki je del BLAST‐a
Wootton JC (1994) Non‐globular domains in protein sequences: automated segmentation using complexity measures. 
Computational Chemistry 18, 269‐285.

>SERA_PLAFG (P13823)
MKSYISLFFILCVIFNKNVIKCTGESQTGNTGGGQAGNTVGDQAGSTGGSPQGSTGASQPGSSEPSNPVSSGHSVSTVSVSQTSTSSEKQDTI
QVKSALLKDYMGLKVTGPCNENFIMFLVPHIYIDVDTEDTNIELRTTLKETNNAISFESNSGSLEKKKYVKLPSNGTTGEQGSSTGTVRGDTE
PISDSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSSESLPANGPDSPTVKPPRNLQNICETGKNFKLVVYIKENTLIIKWKVYGETKDTT
ENNKVDVRKYLINEKETPFTSILIHAYKEHNGTNLIESKNYALGSDIPEKCDTLASNCFLSGNFNIEKCFQCALLVEKENKNDVCYKYLSEDI
VSNFKEIKAETEDDDEDDYTEYKLTESIDNILVKMFKTNENNDKSELIKLEEVDDSLKLELMNYCSLLKDVDTTGTLDNYGMGNEMDIFNNLK

















Rezultat poravnave Identične aminokisline

Podobne aminokisline

Sonda Zaporedje v podatkovni zbirki



FASTA ALGORITEM

Lipman DJ and Pearson WR (1985) Rapid and sensitive protein similarity searches. Science 227, 1435‐1441.

FASTA na internetu:
http://www.ebi.ac.uk/fasta33/

Zaporedja razbije na krajše dele, besede ali k‐tuple (parameter, ki se ga lahko 
poljubno nastavi):
k‐tuple 1 počasno iskanje, bolj občutljivo
k‐tuple 2 hitrejše iskanje, manj občutljivo
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Find runs of identities Re-score using PAM matrix

Apply "joining threshold"

Keep top scoring segments.

to eliminate segments that 
are unlikely to be part of the alignment
that includes highest scoring segment.

Use dynamic programming
to optimise the alignment in a
narrow band that encompasses
the top scoring segments.

(a) (b)

(c) (d)











Kako opišemo poravnavo?
Kako vemo kako kvalitetna je naša poravnava?

Procent identičnosti
Kakšen delež aminokislin ali nukleotidov je v poravnavi identičnih.

Procent podobnosti
Poveš še koliko je aminokislin, ki so si podobne po fizikalno‐kemijskih 
lastnostih.

Rezultat poravnave (Raw scores)
Rezultat poravnave glede na matriko zamenjav in težo vrzeli, ki si jo določil.

Z‐vrednosti (Z‐values)
Število standardnih deviacij od povprečja. Oceni se za vrednost poravnave iz 
poravnav mnogo naključnih zaporedij enake dolžine kot zaporedji, ki ju 
proučujemo.

INTERPRETACIJA REZULTATOV



Human alpha haemoglobin (141 aa) vs. Human myoglobin (153 aa)

VLSPADKTNVKAAWGKVGAHAGEYGAEALERMFLSFPTTKTYFPHF-DLS-----HGSAQ
:: ..   : ..::::.:.  ..:.:.: :.: . :.: . : .: .:.     ..:..

GLSDGEWQLVLNVWGKVEADIPGHGQEVLIRLFKGHPETLEKFDKFKHLKSEDEMKASED

VKGHGKKVADALTNAVAHVDDMPNALSALSDLHAHKLRVDPVNFKLLSHCLLVTLAAHLP
.: :: .: .::.. . . ..  .....:.. :: : ..    ....:.:.. .:... :
LKKHGATVLTALGGILKKKGHHEAEIKPLAQSHATKHKIPVKYLEFISECIIQVLQSKHP

AEFTPAVHASLDKFLASVSTVLTSKYR------
..:.........: :.  .. ..:.:.      
GDFGADAQGAMNKALELFRKDMASNYKELGFQG

Chicken lysozyme (129 aa) vs. Bovine ribonuclease (124 aa)

KVFGRCELAAAMKRHGLDNYRGYSLGNWVCAAKFESNFNTQATNRNTDGSTDYGILQINS
:  .    :: ..:. .:.  . . ..  :.....:.  :..  . ... .. .. ....
KETA----AAKFERQHMDSSTSAASSSNYCNQMMKSRNLTKDRCKPVNTFVHESLADVQA

RWWCNDGRTP--GSRNLCNIPCSALLSSDITASVNCAKKIVSDGDGMNAWVAWRNRCKGT
:.. ...  .... :  ..:..  .:  .. ...:   .. .. .:       :.:.

V--CSQKNVACKNGQTNCYQSYSTMSITDCRET-GSSKYPNCAYKTTQANKHIIVACEGN

DVQAWIRGCRL
.   . ..

PYVPVHFDASV

PRIMER: poravnave dveh homolognih in dveh nehomolognih proteinov



Vzameš eno zaporedje in :
1.Naključno pomešaš aminokisline v enem zaporedju
2.Ga poravnaš z drugim zaporedjem
3.Določiš rezultat
4.Ponavljaš

Na koncu dobiš distribucijo rezultatov zaporedij, ki imajo podobno kemično zgradbo. Če je 
rezultat tvojega proteina veliko večji kot je rezultat večine permutiranih zaporedij potem 
lahko sklepaš, da sta homologa.

Zlato pravilo: če je identičnost višja od 25 % potem sta homologa, če je manj kot 15 % 
potem je homologija zelo dvomljiva. Med 15‐25 % moraš imeti trditev da sta homologa 
podprto s statistično analizo (ki je v splošnem priporočljiva za katerokoli primerjavo 
zaporedij).

Vendar:
Takšna analiza bi bila za vsako iskanje zamudna



STATISTIČNA ANALIZA LOKALNIH PORAVNAV
(INTERPRETACIJA REZULTATOV ISKANJA Z BLAST PROGRAMOM)

Zelo na kratko in na hitro:

E= kmn e -S

S rezultat poravnave

m, n dolžina zaporedij, ki jih primerjamo

k,  parametra odvisna od aminokislinske sestave podatkovne zbirke in ocenjevalne 
matrike (se jih da oceniti)

Bitne vrednosti (Bit scores)

Preračunani rezultati poravnav upoštevajoč statistične lastnosti (parametra k, 
) ocenjevalnih matrik poravnave. Uporabni, ker lahko primerjamo rezultate 
različnih iskanj

Karlin S and Altschul SF (1990) Methods for assessing the statistical significance of molecular sequence 
features by using general scoring schemes. Proc. Natl. Acad. Sci. 87, 2264‐2268.
Dembo A et al. (1994) Limit Distribution of maximal non‐aligned two‐sequence segmental score. Ann. Prob. 
22, 2022‐2039.



P‐vrednosti

Verjetnost, da se pojavi poravnava z rezultatom, ki je enak ali boljši. Izračunan 
iz primerjave rezultata poravnave s pričakovano distribucijo HSP iz preimerjav 
naključnih zaporedij iste dolžine in sestave kot zaporedje s katerim iščemo. 
Najbolj signifikantne vrednosti bodo blizu 0.

E‐vrednosti (E‐values)

Pričakovano število zaporedij z enakim rezultatom poravnave v enako veliki 
bazi, ki bi se pojavile naključno

E=10 10 zadetkov‐ le‐ ta ni signifikanten. Če ni drugega včasih 
pomembno, lahko usmeri v nadaljne eksperimente

E<0.01 naključno pojavljanje je zelo redko. Takšen zadetek je 
signifikanten

E~1E‐50 zelo velika verjetnost, da sta obe zaporedji evolucijsko 
povezani.


