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8. vaja: Iskanje podobnih zaporedij

Na vaji bomo spoznali dva programa za iskanje podobnih zaporedij:

FASTA — FAST-AIl (FAST-P & FAST-N)

FASTA je prvi hiter algoritem za iskanje podobnih zaporedij oz. primerjavo danega
zaporedja z zaporedji v bazi.

Po tem programu se imenuje format FASTA, saj ga ta program uporablja za zaporedja
v bazi.

BLAST — Basic Local Alignment Search Technique (Tool)

Izboljsan algoritem v smislu hitrosti, enostavnosti in statisticne obravnave rezultatov
iskanja.

Osnovna ideja (velja za FASTA in BLAST): dobro prileganje vsebuje odseke z veliko stopnjo

podobnosti/identi¢nosti.

1. Identifikacija kratkih odsekov identi¢nosti.

2. Razsiritev/podaljSanje odsekov iz prejsnje stopnje, tako da dobimo daljSe odseke z
dolo¢eno mero podobnosti.

3. Optimizacija najboljsih zadetkov.
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FASTA - algoritem (1/2)

* temelji na tockovnem diagramu (dot plot) — izracun najboljsSih diagonal na osnovi
vseh okvirov prileganja
* najprej iskanje tocnih ponovitev med nasim zaporedjem (A) in zaporedji v bazi (B)
* zant zaporedja: tipicno besede dolZine 6 nt (ktup = 6)
* za ak zaporedja: tipicno besede dolzZine 2 ak (ktup = 2)
* te kratke ponovitve se nato tockujejo z uporabo matrike zamenjav
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FASTA - algoritem (2/2)

* zdinamicni programiranjem se nato optimizira prileganje, ki zajema segmente z
najvisjo vrednostjo
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FASTA

Vec izvedb:

* FASTA — osnoven algoritem

* FASTX in FASTY — primerjava nt zaporedja z bazo ak zaporedij (nt zaporedje se
prevede v ak v vseh 6 bralnih okvirih); pri FATSY so lahko premiki bralnega okvira
znotraj kodonov (pocasneje, a boljsa prileganja)

* TFASTX in TFASTY — primerjava ak zaporedja z bazo nt zaporedij (vsako nt zaporedje
v bazi se prevede v vseh 6 bralnih okvirih); pri TFATSY so lahko premiki bralnega
okvira znotraj kodonov (pocasneje, a boljsa prileganja)

Na strani EBI so na voljo tudi:
* SSEARCH - iskanje lokalnega prileganja z algoritmom Smith-Waterman
* GGSEARCH - iskanje globalnega prileganja z algoritmom Needleman-Wunsch
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BLAST - algoritem (1/2)

1. Generate words from sequence above threshold (e.g. T=11)

Query Sequence:

>gi]116329320 (residues 412 to 594)
SGANFARQLRTHKRQRIARQATTETQADRTQQAVGRIIGSIGVVTTQTTG
RHQGILTISWVSQASFTPPGIMLAI PGEFDAYGLAGQNKAFVLNLLQEGRS
VRRHFDHQPLPKDGDNPFSRLEHYSTQNGCLILAEALAYLECLVQSWSNI
GDHVLVYATVQAGQVLQPNGITAIRHRKSGGQY

Fragmentation into words:
SWVSQASFTPPGIM SWV WVS VSQ SQA QAS ASF SFT
|

Selection of words scoring above threshold (for word _SWV):

Substitution Matrix* SWV (4+11+4 =19)
RIG|[I [K[F [S [T [W]|V -
R|5[0[-1[-1[2[1 [0 [3]0 SWIL (4+11+3 =18)
G 6 |4 230 [-2]2]3 TWV (1+11+4=16) | Synonyms above
I 4 |-310 |-2 |-1]-3]3 GWV (0+11+4 =15) | threshold 11...
K 5 [-3 [0 [-1]-3]-2
£ R > KWV (0+11+4 = 15) (others not shown)
S 4 [1 |-3]-2 SWS (4+11-2=13)
T 5 [-2 |0 3
W 1113 SFV (4+1+4=9) Synonyms below
- _ threshold 11...
v 4 SRV (4-3+4 =39) - (others not shown)

*A portion of the BLOSUM 62 matrix

Vir: 10.1371/journal.pbio.1001014.g001
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BLAST - algoritem (2/2)

2. Search the database for words matching those generated
3. Extend matching hits in both directions

RHQGILQASFTPPGIMLAIPGEFDAYGLAGQNK

-l LEEEE Tds =0 1 1 11
. .TAML SQASFNPPGLTIALAKE . RAEGLDHSGD
S — -

Word match ~ Extension until score droprs
from Step 1

4. Generate alignment and calculate statistics
>ref|YP 002482587.1| flavin reductase domain protein FMN-binding [Cyanothece sp.

PCC 7425]

gb|ACL44226.1| flavin reductase domain protein FMN-binding [Cyanothece sp. PCC
7425]
Length=585

Score = 176 bits (446), Expect = le-42, Method: Compositional matrix adjust.

Identities = 95/196 (48%), Positives = 125/196 (63%), Gaps = 16/196 (8%)

Query 1 SGANFARQLRTHKRQRIARQATTETQADRTQQAVGRIIGSIGVVTTQTTGRH-——-——-—— 52
+G++FA+ L+ K+QR RQ+ E Q+DRT+QAVGRIIGS+ V+T + H
Sbjct 393 AGSDFAQVLKKAKKQRSPRQSILEVQSDRTEQAVGRIIGSLCVLTAKQQQTHPHPEVEEP 452

Query 53 ----- QGILTSWVSQASFTPPGIMLAIPGEFDAYGLAGONKAFVLNLLQEGRSVRRHFDH 107
+L SWVSQASF PPG+ +A+ E A GL AFVLN+L+EG ++RRHF
Sbjct 453 QLEVPTAMLVSWVSQASFNPPGLTIALAKE-RAEGLDHSGDAFVLNVLKEGMNLRRHFSK 511

Query 108 QPLPKDGDNPFSRLEHYSTQONGCLILAEALAYLECLVQSWSNIGDHVLVYATVQAGQVLQ 167
P G++ F+ L +NGC +L + LAYLEC VQS GDH L+YATV G+VLQ
Sbjct 512 SFAP--GEDRFAGLNIQWAENGCPVLQDCLAYLECTVQSRMECGDHWLIYATVNNGKVLQ 569

Query 168 PNGITAIRHRKSGGQY 183

P G TA++HRKSG QY
Sbjct 570 PTGTTAVQHRKSGNQY 585

Vir: 10.1371/journal.pbio.1001014.g001
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BLAST - variante (http://blast.ncbi.nim.nih.gov)

program iskalno zaporedje baza (database)
(query sequence)
BLASTN nt nt
iskalno zaporedje se prevede v vseh
BLASTP ak ak 4"’? 6 bralnih okvirih
BLASTX nt (=ak) - ak vsa zaporedja v bazi so prevedena v
TBLASTN ak nt (éak) — veh 6 bralnih okvirih
iskalno zaporedje in vsa zaporedja v
TBLASTX nt (=>ak) nt (=>ak) bazi so prevedena v vseh 6 bralnih
okvirih
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 sequence (cds)

Find sequences with similar conserved domain architecture (cdart)
Search sequences that have gene expression profiles (GEO)
Search immunoglobulins and T cell receptor sequences (IgBLAST)
Screen sequence for vector contamination (vecscreen)

Align two (or more) sequences using BLAST (bl2seq)

Search protein or nucleotide targets in PubChem BioAssay

Search SRA by experiment

Constraint Based Protein Multiple Alignment Tool
Needleman-Wunsch Global Sequence Alignment Tool

Search RefSeqGene
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BLAST — primeri uporabe
blastp
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* Zelimo izvedeti funkcijo proteina, za katerega poznamo ak zaporedje
 iskanje podobnih regij v proteinih = funkcijska identifikacija, filogenetske analize

tblastn

* iskanje novig protein-kodirajocih genov
* mapiranje gena za protein na genomsko DNA

blastn

* zazelo podobna nt zaporedja

* mapiranje oligonukleotidov in PCR produktov v genomu
* iskanje ponavljajocih zaporedij

* medvrstna primerjava zaporedij

tblastx

* odkrivanje genov/proteinov in EST

blastx

* analiza iskalnega nt zaporedja

* iskanje genov, ki kodirajo za protein, v genomskih bazah
* iskanje, ¢e cDNA nosi zapis za znan protein

BLAST — primer iskanja za BLASTP (1/5): zacetek

» NCBI/ BLAST/ blastp suite Standard Protein BLAST

blastn | blastp | blastx | tblastn | tblastx |

Enter Query Sequence BLASTP programs search protein, ases using a protein un
Enter accession number(s), gi(s), or FASTA sequence(s) & Clear Query subrange ©
/ From
To
——
Or, upload file Choose File | no file selected —
Job Title >
>
Enter a descriptive title for your BLAST search &)
(] Align two or more sequences &
Choose Search Set
Datab Ny protein sequences (nr) -’ :
Organism e rnlerata— >
Optional >
Enter organism common name, binomial, or tax id. Only 20 top taxa will be shown. &
Exclude ] Models (XM/XP) (] Uncultured/environmental sample sequences
Optional
Entrez Query Youllll} Create custom database
Optional .
Enter an Entrez query to limit search &
Program Selection
Algorithm (=) blastp (protein-protein BLAST) >
() PSI-BLAST (Position-Specific Iterated BLAST)
(OPHI-BLAST (Pattern Hit Initiated BLAST)
(_)DELTA-BLAST (Domain Enhanced Lookup Time Accelerated BLAST)
Choose a BLAST algorithm &
j_/ BLAST A Search database Non-redundant protein sequences (nr) using Blastp (protein-protein BLAST)
; i @ Show results in a new window
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okno za vnos iskalnega zaporedja
(query sequence)

za iskanje lahko uporabimo le
dolocen odsek iskalnega zaporedja

iskalno zaporedje lahko podamo kot
datoteko

ime/naslov iskanja

baza
organizem

algoritem

Podrobneje: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/blastcgihelp.shtml
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BLAST — primer iskanja za BLASTP (2/5): zacetek

Dodatni parametri: najvedje $tevilo zaporedij, prikazanih
(=) Algorithm parameters kot rezultat iskanja
General Parameters
Max target 100 s )
SO e Select the maximum number of aligned sequences to display & avtomatska prilagotitev parametrov
Short queries @ Automatically adjust parameters for short input sequences 9}_> za kratvka ZaporEdJa (.npr. pri }Skanlu
N-koncnega zaporedja proteinov)
Expect threshold 10 P
najvecja vrednost E zadetkov, ki ji Se
Word size 3 :| © Ly .
4 prikaze med rezultati
Max matches in a 0 . PR . .
query range velikost besede za iniciacijo prileganja

(vpliva na obcutljivost in hitrost)
Scoring Parameters

Matrix BLOSUM62 ¢ | &7 > matrika zamenjav za toc¢kovanje
Gap Costs Existence: 11 Extension: 1 + | & > “kazni” za vrzeli
Compositional Conditional compositional score matrix adjustment * | &)
adjustments

Filters and Masking prilagoditve za npr. regije z nizko
Filter () Low complexity regions & > kompleksnostjo (primer je zaporedije
Mask [_) Mask for lookup table only & GGGSSSSGGGG)

() Mask lower case letters &)

Podrobneje: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/blastcgihelp.shtml
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BLAST — primer iskanja za BLASTP (3/5): rezultati

H H H ", ”n
iskalno zaporedje prikazano kot “trak” (QUERY) identificirane ohranjene domene
©Graphic Summary
(5)Show Conserved Domains
Putative conserved domains have been detected, click e image below for detailed results.
% " a0 P s o

T

specific hits I 4
TY superfamily

Superfanilies

Distribution of 148 Blast Hits on the Query Sequence &

Mouse over to see the defline, click to show alignments ]

<40 oo ahgnmem“ >=200 zadetki, pri katerih je

Q""v|1 60 150 150 240 300 / prikazan(o):
e kateri del nasega

iskalnega zaporedja
— pokrivajo
= * stopnja podobnosti
(rdece — najbolj
podobno, ¢rno —
najmanj podobno)

\ identifikacija ohranjenih domen
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BLAST — primer iskanja za BLASTP (4/5): rezultati

Tabelaricen prikaz zadetkov TOTAL SCORE —vsebuje | i xan del iskalnega
tocke/vredn(?stl s zaporedja pokriva
MAX SCORE — posameznih prileganje s tem
pove nam, kak.o nepovezanih odsekov zaporedjem
podobni sta si zaporedij A

zapored;ji E-vrednost

opis posameznega % identicnosti
zadetka (prilegan del)
koda v bazi za
Sequences producing signifi alignments: zadetek
Select: All None Selected:0
~ \

1 Alignments l l 7 o

Max Total Query E
score score cover value

Description Ident Accession

epithelial cell adhesion molecule precursor [Homo sapiens] >sp|P16422.2JEPCAM_HUMAN RecName: Full=Epithelial cell adhesion 652 652 100% 0.0 100% NP_002345.2

) TACSTD1 [Homo sapiens] 652 652 100% 0.0 99% CAG47055.1
carcinoma-associated antigen GA733-2 [Homo sapiens] >gb|AAB00775.1| carcinoma-associated antigen GA733-2 [Homo sapiens]: 650 650 100% 0.0 99% AAA35861.1

) unnamed protein product [Homo sapiens] >gblAAA36151.1] adenocarcinoma-associated antigen precursor (KSA) [Homo sapiens] > 649 649 100% 0.0 99% CAA32870.1

tumor-associated calcium signal transducer 1, isoform CRA_b [Homo sapiens] 561 561 95% 0.0 97% EAX00219.1

tumor-associated calcium signal transducer 2 precursor [Homo sapiens] >sp|P09758.3[TACD2 HUMAN RecName: Full=Tumor-assc 265 265 92% 2e-85 51% NP_002344.2

TACSTD2 [Homo sapiens| 264 264 92% 6e-85 51% CAG47056.1
ap50/Trop-2 [Homo sapiens] >gb|EAX06630.1] tumor-associated calcium signal transducer 2 [Homo sapiens] >gblACR78188.1| tum 263 263 92% 1e-84 50% CAA54799.1
GA733-1 protein precursor [Homo sapiens] 262 262 92% 4e-84 50% AAA52505.1
] tumor-associated calcium signal transducer 2 [Homo sapiens] 782 782 16% 2e-17 67% ACZ01960.1

C215 antigen, GA733-2 protein=non-mucin type integral membrane glycoprotein {N-terminal} [numan, colon adenocarcinoma COLO 43.9 439 6% 5e-05 95% AAB28754.1

_J testican [Homo sapiens] 40.8 408 15% 0.004 38% AAC24945.1

MAX SCORE = TOTAL SCORE
(ko sta zaporedji podobni v eni regiji — v skladu s parametri (lahko pokriva celotno zaporedje))
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BLAST — primer iskanja za BLASTP (5/5): rezultati

Prileganja . ,
1. prileganje (1. zadetek)

[B)Download v GenPept Graphics

7
epithelial cell adhesion molecule precursor [Homo sapiens]

Sequence ID: ref[NP_002345.2| Length: 314 Number of Matches: 1 . . . v

» See 5 more title(s) / identi¢nost, identi¢nost+podobnost,

vrzeli

Range 1: 1 to 314 GenPept Graphics
Score Expect Method Identities Positives Gaps
652 bits(1682) 0.0 Compositional matrix adjust. 314/314(100%) 314/314(100%) 0/314(0%

Query 1 MAPPQVLAFGLLLAAATATFAAAQEECVCENYKLAVNCFVNNNRQCQCTSVGAQNTVICS 60

MAPPQVLAFGLLLAAATATFAAAQEECVCENYKLAVNCFVNNNRQCQCTSVGAQNTVICS p ri | e ga nj e
Sbjct 1 MAPPQVLAFGLLLAAATATFAAAQEECVCENYKLAVNCFVNNNRQCQCTSVGAQNTVICS 60
Query 61 KLAAKCLVMKAEMNGSKLGRRAKPEGALQONNDGLYDPDCDESGLFKAKQCNGTSMCWCVN 120
KLAAKCLVMKAEMNGSKLGRRAKPEGALONNDGLYDPDCDESGLFKAKQCNGTSMCWCVN
Sbjct 61 KLAAKCLVMKAEMNGSKLGRRAKPEGALQNNDGLYDPDCDESGLFKAKQCNGTSMCWCVN 120
Query 121 TAGVRRTDKDTEITCSERVRTYWIIIELKHKAREKPYDSKSLRTALQKEITTRYQLDPKF 180
Query 181 ITSILYENNVITIDLVQNSSQKTQNDVDIADVAYYFEKDVKGESLFESKKMDLTVNGEQL 240

TAGVRRTDKDTEITCSERVRTYWIIIELKHKAREKPYDSKSLRTALQKEITTRYQLDPKF
Sbjct 121 TAG DTEITC WIIIELKHKAREKPYDSKSLRTALQKEITTRYQLDPKF 180
ITSILYENNVITIDLVONSSQKTONDVDIADVAYYFEKDVKGESLFESKKMDLTVNGEQL
Sbjct 181 ITSILYENNVITIDLVQONSSQKTQNDVDIADVAYYFEKDVKGESLFESKKMDLTVNGEQL 240
Query 241 DLDPGQTLIYYVDEKAPEFSMOGLKAGVIAVIVVVVIAVVAGIVVLVISRKKRMAKYEKA 300

DLDPGQTLIYYVDEKAPEFSMOGLKAGVIAVIVVVVIAVVAGIVVLVISRKKRMAKYEKA
Sbjct 241 DLDPGQTLIYYVDEKAPEFSMQGLKAGVIAVIVVVVIAVVAGIVVLVISRKKRMAKYEKA 300

Query 301 EIKEMGEMHRELNA 314
EIKEMGEMHRELNA
Sbjct 301 EIKEMGEMHRELNA 314

2. prileganje (2. zadetek)

[B)Download v GenPept Graphics

TACSTD1 [Homo sapiens]
Sequence ID: emb|CAG47055.1] Length: 314 Number of Matches: 1

Range 1: 1 to 314 GenPept Graphics
Score Expect Method Identities Positives Gaps
652 bits(1681) 0.0 Compositional matrix adjust. 313/314(99%) 314/314(100%) 0/314(0%)

...itd.

Query 1 MAPPQVLAFGLLLAAATATFAAAQEECVCENYKLAVNCFVNNNRQCQCTSVGAQNTVICS 60
MAPPQVLAFGLLLAAATATFAAAQEECVCENYKLAVNCFVNNNRQCQCTSVGAQNTVICS
Sbjct 1 MAPPQVLAFGLLLAAATATFAAAQEECVCENYKLAVNCFVNNNRQCQCTSVGAQNTVICS 60

Query 61 KLAAKCLVMKAEMNGSKLGRRAKPEGALQONNDGLYDPDCDESGLFKAKQCNGTSMCWCVN 120

T AATAT UMY ATMNACYT ADDAYDEAAT ANNAAT ~




BLAST — vrednost E (Expect)

8. vaja: Iskanje podobnih zaporedij

Vrednost E nam pove, koliko NAKLJUCNIH zadetkov lahko pri¢akujemo pri iskanju po bazi

dolocene velikosti.

vrednost prileganja: S = (2 MU) -cO0-dG

korigirana vrednost S'= AS-InK
(bit score): - n?2

to nam poda BLAST

vrednost E
(Expect value):

M;; — vrednost za zamenjavo med
ostankoma i in j na osnovi substitucijske
matrike

¢ — Stevilo vrzelo

O — vredost za odprtje vrzeli

d — dolZina vseh vrzeli

G — vrednost za vrzel

A in K— parametra, odvisna od
uporabljene substitucijske matrike

m — dolZina iskalnega zaporedja (query
sequence)

n — celotna dolZina baze (St. vseh nt oz. ak
ostankov v bazi)

BLAST - vrednost E (Expect)

8. vaja: Iskanje podobnih zaporedij

Primer: e je vrednost E za nek zadetek v bazi enaka 1 to pomeni, da lahko pri¢akujemo, da
v bazi z enako velikostjo najdemo po NAKLJUCJU to¢no 1 zadetek z enako vrednostjo S'.

4 E  vedja signifikatnost (pomen) zadetka

Identi¢éna zaporedja: E=0

Kratka prileganja z visoko identi¢nostjo imajo relativno visoke vrednosti E, saj izracun vrednosti E uposteva dolzino
iskalnega zaporedja, za kratka zaporedja pa je verjetnost, da najdemo zadetek nakljucno, vecja.

Na splosno re¢emo, da sta zaporedji homologni, ¢e je E < 10>.

Meja za homologijo je odvisna od primera do primera:
* niZja E za lo¢evanje med ortologi in paralogi
* viSja E za evolucijsko bolj oddaljena zaporedja
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Homologi, ortologi, paralogi

HOMOLOGNA gena- gena, ki imata skupnega prednika, nastala pa sta bodisi z:
* loditvijo vrst (speciacijo) 2 ORTOLOGI (ponavadi se funkcija ohrani)
* duplikacijo znotraj genoma > PARALOGI (ponavadi se funkcija ne ohrani (popolnoma))

(a) (b)
- Ancestral gene

- Ancestral gene

Species 1 Species 2 Species 1 Species 2
* AinB - paraloga
* AlinB1 - paraloga * A2in B2 sta ortologa Al
e AlinB2 - paraloga * A2in B2 - paraloga

* A2inB1 - paraloga
* A2in B2 - paraloga
* Alin A2 - ortologa
* BlinB2 -ortologa
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Homologi, ortologi, paralogi

Hsapl

m Duplication node Mmusl

®m Speciation node between species paralog
Mmusl:Hsap2

~ Within_species_paralog

ontoglires

Schematic gene tree
containing 2 species
Hsap and Mmus (numbers
point to different genes)

// thin species paralog
Mmus2':Mmus3'
MmusB'/ Euarchontoglires

Ve¢: http://www.ensembl.org/info/genome/compara/homology_method.html




