Quarta lezione

1. Ricerca di omologhe in banche dati.

2. Programmi per la ricerca:
FASTA
BLAST



Ricerca di omologhe in banche dati

* Proteina vs. proteine
* Gene (traduzione in aa) vs. proteine
« Gene vs. geni

* Proteina vs. traduzione in aa di sequenze nucleotidiche
(tutti i moduli)

Query: DNA Protein
Database: DNA Protein




Quando confrontiamo sequenze proteiche cerchiamo la
migliore corrispondenza per 20 diversi amminoacidi

Quando confrontiamo sequenze nucleotidiche cerchiamo
la migliore corrispondenza per sole 4 basi nucleotidiche



Quando confrontiamo sequenze proteiche cerchiamo la
migliore corrispondenza per 20 diversi amminoacidi

Quando confrontiamo sequenze nucleotidiche cerchiamo
la migliore corrispondenza per sole 4 basi nucleotidiche

:

La probabilita’ di trovare una buona corrispondenza
(allineamento con punteggio alto) per caso e piu alta per le
sequenze nucleotidiche che per quelle proteiche

Inoltre, quando confrontiamo sequenze proteiche
possiamo tener conto della similarita’ tra 1 diversi
amminoacidi



Quando confrontiamo sequenze proteiche cerchiamo la
migliore corrispondenza per 20 diversi amminoacidi

Quando confrontiamo sequenze nucleotidiche cerchiamo
la migliore corrispondenza per sole 4 basi nucleotidiche

La probabilita’ di trovare una buona corrispondenza
(allineamento con punteggio alto) per caso e piu alta per le
seqguenze nucleotidiche che per quelle proteiche

Inoltre, quando confrontiamo sequenze proteiche
possiamo tener conto della similarita’ tra 1 diversi

amminoacidi

Quando ¢é possibile, & preferibile
confrontare sequenze proteiche !



Quante sequenze di proteine nelle banche dati
?
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Come possiamo “pescare” dai databases di
sequenze potenziali omologhe?




Algoritmi esatti (Smith-Waterman)
Lezione precedente

Esatto, garantisce di trovare il/i miglior allineamento/i per una
coppia di sequenze.

Per 2 sequenze: A di lunghezza n and B di lunghezza m,
Smith-Waterman inpiega n*m passi computazionali.

" Cerchiamo omologhe della sequenza query A (n=200 aa)
Cerchiamo nel DB (10° sequenze di m=200 aa)

Numero di passi computazionali = 10° x 200 x 200 = ~1070
103 passi al sec = 107 secs = 120 giorni = 4 mesi!

Necessita di algoritmi approssimati



Algoritmi esatti (Smith-Waterman)
Lezione precedente

Esatto, garantisce di trovare il/i miglior allineamento/i per
una coppia di sequenze.

Per 2 sequenze: A di lunghezza n and B di lunghezza m,
Smith-Waterman inpiega n*m passi computazionali.

Come scartiamo gli allineamenti irrilevanti ?
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Gli algoritmi euristici (BLAST, FASTA) servono a scartare
la gran parte degli allineamenti irrilevanti.



Programmi quali FASTA e BLAST partendo
da una sequenza query:




Programmi quali FASTA e BLAST partendo
da una sequenza query:
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prima “pescano” dalle banche dati un
softoinsieme di sequenze che sono potenziali

omologhe




Programmi quali FASTA e BLAST, partendo
da una sequenza query:

-

D e
N

prima “pescano” dalle banche dati un
softoinsieme di sequenze che sono potenziali
omologhe

poi allineano al meglio ciascuna sequenza di
guesto sottoinsieme alla sequenza query




FASTA: esempio

query
ACDDEFGSATRMASTRK

l

Banca dati (DB)
Seq 1: LKDCDDAFSGSTLTLMRASRK

Seq 2: ACKRAEFSGSVTRMLSTRK
Seq 3: ACDDEFGLLLTRYTMASTRK

Step 1 = Divisione della sequenza in parole di 2 caratteri.
Parole possibili:
AC, CD, DD, DE, EF, FG, GS, SA, AT, TR, RM,
MA, AS, ST, RK



Step 2 = Tabella delle frequenze delle parole

Query: ACDDEFGSATRMASTRK DB: Seq1 LKDCDDAFSGSTLTLMRASRK
Seq 2 ACKRAEFSGSVTRMLSTRK
Seq 3 ACDDEFGLLLTRYTMASTRK

uery Seq 1 Seq 2 Seq 3 Off1 Off2 Off3
- 0

Parola
AC

CD

DD

DE

EF

FG

GS

SA

AT

TR 10 - 12, 17 11 - 2,7
RM 11 - 13 - - 2
MA 12 - - 15 - -
AS 13 18 - 16 5 -
ST 14 11 16 17 -3 2
RK 16 20 18 19 4 2

2
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Step 3 = Calcolo dello score di similarita’ /nit1 (basato

Query: ACDDEFGSATRMASTRK

sulla tabella dello step 2)

DB: Seq1 LKDCDDAFSGSTLTLMRASRK
Seq 2 ACKRAEFSGSVTRMLSTRK

Seq 3 ACDDEFGLLLTRYTMASTRK

Query A CDD GS A T R MAGSTRK
Pos 1.2 3 4 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17

X X X X X X X X
Seg2 A CKR A E GS Vv T R ML STRKT
Pos 12 3 4 5 6 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
Off 2

Init1(seq2) basato su questo allineamento approssimato

usando una matrice tipo PAM250




Step 3 = Calcolo dello score di similarita’ /nit1 (basato
sulla tabella dello step 2)

Query: ACDDEFGSATRMASTRK

DB: Seq1 LKDCDDAFSGSTLTLMRASRK
Seq 2 ACKRAEFSGSVTRMLSTRK
Seq 3 ACDDEFGLLLTRYTMASTRK

Query A CDD EF G

S A T R M A S T R K

Pos 123 4 56 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17

XXX XX X
Sez A CDDE F G L L L T R Y T MAGS T RK
Pos 123 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
Off 000 0O O

Init1(seq3) basato su questo allineamento approssimato
usando una matrice tipo PAM250




Step 3 = Calcolo dello score di similarita’ /nit1 (basato
sulla tabella dello step 2)

Query: ACDDEFGSATRMASTRK

DB: Seq1 LKDCDDAFSGSTLTLMRASRK
Seq 2 ACKRAEFSGSVTRMLSTRK
Seq 3 ACDDEFGLLLTRYTMASTRK

Query ACDDEF GS A T R MA S T R K
Pos 123 4 56 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17
XXX XX X
Sez A CDDE F G L L L T R Y T MAGS T RK
Pos 123 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
Off 333 33 3

Init1(seq3) basato su allineamento sia con off 0 che off 1
(nel caso di proteine lunghe si prendono i migliori 10 offs)




Sulla base degli score di similarita’ /nit1 selezionare un
sottoinsieme (grande) di sequenze per I’analisi successiva

Query: ACDDEFGSATRMASTRK DB: Seq 1 LKDCDDAFSGSTLTLMRASRK
Seq 2 ACKRAEFSGSVTRMLSTRK
Seq 3 ACDDEFGLLLTRYTMASTRK

Per calcolare Init1 si scelgono solo le 10 regioni con
Il maggiore allineamento




Sulla base degli score di similarita’ /nit1 selezionare un
sottoinsieme (grande) di sequenze per I'analisi successiva

Query: ACDDEFGSATRMASTRK DB: Seq1 LKDCDDAFSGSTLTLMRASRK
Seq 2 ACKRAEFSGSVTRMLSTRK
Seq 3 ACDDEFGLLLTRYTMASTRK

In questo modo abbiamo selezionato omologhe
senza permettere inserzioni o delezioni.

Introduzione dello score di similarita InitN.



Query: ACDDEFGSATRMASTRK

Tabella delle frequenze delle parole

Parola
AC

CD

DD

DE

EF

FG

GS

SA

AT -
TR 10 - 12, 17 11 - 2,7
RM 11 - 13 - - 2
MA 12 - - 15 - -
AS 13 18 - 16 5 -
ST 14 11 16 17 -3 2
RK 16 20 18 19 4 2

Seq 1 Seq 2
- 1

eq3  Off Off2
- 0
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1 0
4 - 2 2 0
S - 3 2 - 0
- 4 - 0
- S 0
6 0
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Step 4 = Calcolo dello score di similarita’ /nitN (basato
sull’allineamento dello step 3 e sulla tabella

dello step 2)
Query: ACDDEFGSATRMASTRK DB: Seq1 LKDCDDAFSGSTLTLMRASRK
Seq 2 ACKRAEFSGSVTRMLSTRK
Seq 3 ACDDEFGLLLTRYTMASTRK
Quey AC-DDEF - GS A T R MASTRK
Pos 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17
X X X X X X X X X X X X
Seq2 T R ML STRKT
Pos 12 13 14 15 16 17 18 19 20
Off 2 2 2

InitN(seq2) = Init1(seq2) + score(nuovi matchs) — K(gap)




Sulla base degli score di similarita’ /nitN selezionare un
sottoinsieme ridotto di sequenze per I’analisi successiva

Query: ACDDEFGSATRMASTRK DB: Seq1 LKDCDDAFSGSTLTLMRASRK
Seq 2 ACKRAEFSGSVTRMLSTRK
Seq 3 ACDDEFGLLLTRYTMASTRK

Step 5 = Allineamento vero e proprio delle sequenze
con il miglior InitN alla query e calcolo del
coefficiente finale opf (punteggio per il nuovo
allineamento, completo)

NOTA. La scelta del sottoinsieme di sequenze nel DB
con cui si effettua I'allineamento ottimale e basata sui
punteggi approssimati Init1 e InitN




Algoritmo di FASTA

. Suddivide le sequenze in parole (2 aa)
. Trova le parole nelle sequenze del DB e calcola l'offset

. Calcola la similarita’ delle dieci regioni con maggiori parole
identiche per ciascuna sequenza del DB (init1).
Prima esclusione di sequenze

. Calcola la similarita’ delle dieci regioni con maggiori parole
identiche includendo gaps (initN)
Seconda esclusione di sequenze

. Allinea accuratamente le sequenze rimaste (opt)
Init1 — initN — opt



Quanto e’ buono un allineamento?



Quanto e’ buono un allineamento?

Quanto e’ migliore di uno casuale?

* Sequenze che danno un allineamento
casuale:

— Sequenze non omologhe

— Sequenze rimescolate (“shuffled”)
— Sequenze generate casualmente
— Sequenze a bassa complessita



MMSFVQKGSW
ELDCPNPEIP
CESCPTGPQN
PSGPPGPPGA
PGLKGENGLP
GEVGPAGSPG
ANGAPGLRGG
RGPAGPNGIP
GRPGPPGPSG
DTGPPGPQGL
PGPEGGKGAA
GPAGQPGDKG
VAGPPGGSGP
TGAPGSPGVS
GKPGANGLSG
PPGPVGPAGK
PGPAGQQGAI
GAPGPCCGGV
NCRDLKFCHP
SMDGGFQFSY
KAEGNSKFTY

LLLALLHPTI
FGECCAVCPQ
YSPQYDSYDV
IGPSGPAGKD
GENGAPGPMG
SNGAPGQRGE
AGEPGKNGAK
GEKGPAGERG
PRGQPGVMGF
QGLPGTGGPP
GPPGPPGAAG
EGGAPGLPGI
AGPPGPQGVK
GPKGDAGQPG
ERGPPGPQGL
SGDRGESGPA
GSPGPAGPRG
GAAAIAGIGG
ELKSGEYWVD
GNPELPEDVL
TVLEDGCTKH

bassa complessita

ILAQQEAVEG
PPTAPTRPPN
KSGVAVGGLA
GESGRPGRPG
PRGAPGERGR
PGPQGHAGAQ
GEPGPRGERG
APGPAGPRGA
PGPKGNDGAP
GENGKPGEPG

GCSHLGQSYA
GQGPQGPKGD
GYPGPAGPPG
ERGLPGPPGI
PGLPGAAGAR
GPPGPPGING
EAGIPGVPGA
AGEPGRDGVP
GKNGERGGPG
PKGDAGAPGA

DRDVWKPEPC
PGPPGIPGRN
PPGPPGTSGH
KGPAGIPGFP
GNDGARGSDG
SPGGKGEMGP
KGEDGKDGSP
GGPGMRGMPG
GPGPQGPPGK
PGGKGDAGAP

QICVCDSGSV
GDPGIPGQPG
PGSPGSPGYQ
GMKGHRGFDG
QPGPPGPPGT
AGIPGAPGLM
GEPGANGLPG
SPGGPGSDGK
NGETGPQGPP
GERGPPGLAG

LCDDIICDDQ
SPGSPGPPGI
GPPGEPGQAG
RNGEKGETGA
AGFPGSPGAK
GARGPPGPAG
AAGERGAPGF
PGPPGSQGES
GPTGPGGDKG
APGLRGGAGP

0.3
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Si tratta di sequenze omologhe?
Valutazione della significativita dell’allineamento

a) Generazione di un ampio numero di sequenze casuali con la
stessa composizione della seq query (sequenze “shuffled”)

b) Ripetizione della ricerca di similarita’ su sottoinsiemi casuali
dei DB utilizzando come query ciascuna delle seq. casuali

c) Calcolo degli opt corrispondenti, del loro valore medio

M.....ic € della corrispondente deviazione standard o,

1000

800

600

Counts
400

Distribuzione dei =

punteggi casuali  °L=

30 40 S0 60 70

Tiatimial laral alinnmant ecare



Si tratta di sequenze omologhe?
Valutazione della significativita dell’allineamento

Due sequenze possono essere considerate omologhe se |l
punteggio per il loro allineamento ottimale (opt) cade fuori
dalla distribuzione dei punteggi ottenuti per caso

800 - t
600 -
Counts
400 - |
Score significativo
200
E] s geratsat s te

30 40 =20 60 [
Optimal local alignment score



Si tratta di sequenze omologhe?
Valutazione della significativita dell’allineamento

Score di sequenze casuali: distribuzione di Poisson
P = 1-exp(-Kmn exp(-LS))

1000 . :
. K, A dipendono da matrice e DB
800 - t
| m, n lunghezza sequenze comparate
600 - | 2’ (opt)
Counts X Mcasuale = n
400 - . \
f-__ _\I %(Opti- Mcasuale)
| Ocasuale —
200 n
ﬂ st ...."""l'--l-«r-:------
30 40 20 60 70

Optimal local alignment score



Si tratta di sequenze omologhe?
Valutazione della significativita dell’allineamento

Calcolo dello Z-score e dell’ E-value per l'allineamento
della sequenza query con le sue possibili omologhe

Z-score = numero di deviazioni standard che separano lo
punteggio (opt) della query della media dei
punteggi casuali

Z-score = (Optquery _ Mcasuale) / Ocasuale
e Z-score >4
o Score significativo = optquery fuori dalla
l distribuzione casuale.

30 40 50 60 70
Optimal local alignment score



Si tratta di sequenze omologhe?
Valutazione della significativita dell’allineamento

E-value = expectation value: numero atteso di sequenze
che danno per caso il punteggio S (o opt)
Indica quanto e’ probabile che si trovi il punteggio
S per caso in una distribuzione di Poisson con
valore medio M

casuale
E-value = Kmn exp(-AS) = mn 2-5

Bitscore : 8 =(AS-1InK)/In 2

(Ricordarsi che 2'In2 = g)

E’ possibile confrontare direttamente i bit score per ricerche
con diverse matrici e diverse banche dati



Si tratta di sequenze omologhe?
Valutazione della significativita dell’allineamento

Opt grande
Z-score >4

E-value >0.01

Bit-score grande
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* Help Index

* General Help
* Formats

* Gaps

= Matrix

* References
* Fasta Help

* hiview Help

* WisualFasta Help

= Wiew all Fasta's at EBI

* Fasta
FProgrammatic Access

* Database Information

¥ LIniProt
¥ LniParc

el Protein Database Query

Frovides sequence similarity searching against nucleotide and protein databases using the
Fasta programs. Fasta can be very specific when identifying long regions of low similarity
especially for highly diverged sequences. ¥ou can also conduct sequence similarity searching

against complete proteorne or genome databases using the Fasta programs.

gj Download Software
YOUR EMAIL SEARCH TITLE RESULTS PROGRAM DATABASES
| Sequence interactive v | |F'r|:|tein -l
fast3
fasty3 | | [UniReft 00
UniRef0 hd
GAP PENALTIES SCORES & KTUPS DA STRAND MATRI
ALIGNMENTS | HISTOGRAM
OPEM  |-10 =] | SCORES|E0 | | KTUR|2 vI Inune vI BLOSLIMS0
RESIDUE]-2 *I ALIGM |50 =] | HIST |no =
EXPECTATION | EXPECTATION | SEQUENCE | DATABASE MOLECULE
UPPER WALUE | LOWER WALUE RANGE RANGE TYPE
[100 =] |default x| | [START-END |[START-END | Pratein =]

Enter or Paste a IF"HC'TEIN 'I Sequence in any format:

>gi| 4504111 | ref|NF_002077. 1|
receptor-hound protein 2 izoform 1 [Homo
sapiensz]
MEATAEYDFEATADDELEFERGD ILEVLNEECDONWVEAELNGEDGEF
IPENYIEMEPHPWFFGEIPRLAKL
EEMLSEQRHDGAFLIRESESAPGDFSLAVEFGNDVOHF EVLEDGAGE
RIS EFNST.NETL YD VHRS TS

growth factor
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Table Sequence - Microsoft Internet Explorer
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* Help Summary Table B
* General Help
* Formats SUBMISSION PARAMETERS
= Gaps Title Sequence Database uniprot
= Matri Sequence length 217 Sequence type n
* References Program fasta Version 3.4t25 Sept 2, 2005
* Fasta Help Expectation upper value 10.0 Matrix BLS0
- ST AT Sequence range 1- Number of scores 50
" VisualFasta Help Humber of alignments ad Word size 2 |

Open gap penalty -10 Gap extension penalty -2
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» Uniprat Histogram false
" Hnipare Show Annatation FastaResult | Mview | ‘VisualFasta | xML|  SUBMIT ANOTHER JOB
show Alignments | Clear all Check all | Inwert selectian | Feset |
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Alignrent DB:ID Source Lenfh Identit‘v%bﬂimilar% Overlfn EQ
1M |UNIPROT:QIPG25 MACEA |Hypothetical protein. 217 Yeaoeer 100000 217 Yedeo?”
2 UNIPROT.QARKAT RAT Growth factor receptor bound 217 |100.000 (100.000 |217 2.1e-897
v UMIPEOT.GEEZ HUIMAN Growth factor receptar-bound 217 100,000 (100000 (297 2.1e-97
4V UNIPROT:Q3TOFY BOWIN  |Hypothetical protein MGC12 217 |100.000 {100.000 |217 2.1e97
A UNIPROT:GRBZ POMPY Growth factor receptor-bound 217 |100.000 [100.000 (217 2.1e-57
BV UNIPROT.GRBZ RAT Growth factor receptor-bound p 217 |100.000 (100.000 |217 2.1e-897
7V UMIPEOT.GEEZ MOLISE Growth factor receptar-bound 217 |99.4539  |100.000 (217 4e-97 |
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»>UNIPROT :DEE DROME Q08017 FProtein E(sev)?B (Protein enh (211 aa)
initn: 923 inatl: 364 opt: 942 Z-score: 1173.2 bit=s: 224.1 E{): 4 Ge-L57
SM1LI-WaLeErman =core. F42. bo.obbhe 10ENLlLy Loo.J7 4 =imllary in 2le¢ a= overlap (1-212:1-208)

10 20 30 40 50 60
Sequen HEAIAKYDFKATADDELSFKRGDILKHLHEECDQHHTK&ELHGKDGFIPKHYIEHKPHPH

UNIPRO MEAIAKHDFSATADDELSFREKTQILEILNMEDDSHNUYRAELDGKEGLIPSHYIEMKNHDY
10 20 a0 40 50 60

70 a0 90 100 110 120
Sequen FFGKIPRAKAEEHLSKQRHDGAFLIRESESAPGDFSLS?KFGHD?QHFK?LRDG&GKYFL

UNIPRO YYGRITRADAEKILSH-KHEGAFLIRISESSPGDFSLSVECEDGYOHFKVLRDAQSKFFL
70 a0 a0 100 110

130 140 150 1e0 170 130
Sequen H??KFHSLHEL?D?HRSTS?SRNQQIFLRDIEQ?PQQPT??QALFDFDPQEDGELGFRRG

UNIPRO WYVEFNSLWELVEYHRTASVSRSQDVELRDM——IPEE-MLVQALYDFVPQESGELDFRRG
120 120 140 1:50 1e0 170

190 200 210

Sequen DFTHVMDNSDPNWWEGACHGOTGHEFPRNYVTEVHRNY

UNIFRO DVITVTDRSDENVHGEIGHRKGIFPATYVTETHS
120 190 200 210

»>UNIPROT :Q7PVEed AHOGA Q7PVed4 ENSAHGPOOQOOOO20137. (211 aa)
initn: 915 initl: 367 opt: 935 F-=core: 1164 .5 bits: 222.5 E({): 1. 4e-56
Smith-Waterman score: 935; 64.623% identity (85 .377% =imilar) in 212 aa overlap (1-212:1-208)

10 20 30 40 50 60
Sequen HEAIAK?DFKATADDELSFKRGDILK?LHEECDQHWYK&ELHGKDGFIPKH?IEHKPHPW

UNIPRO MEAVAKHDFNATADDELSFRESQVLEILNMEDDMNUYRAELDGKEGLIPSHYIEMENHDY
10 20 30 40 50 60

70 a0 a0 100 110 120
Sequen FFGKIPRAKAEEHLSKQRHDGAFLIRESESAPGDFSLS?KFGHD?QHFK?LRDG&GK?FL

UNIPRO YYGRITRADAEKLLSHN-KHEGAFLIRISESSPGDFSLSVECSDGYOHFEVLRDAQGKFFL
70 g0 a0 100 110

e T L



BLAST
(Basic Local Alignment Search Tool)

1. Suddivide la sequenza query in parole (default, 3 aa)

2. Seleziona parole molto simili mediante matrici di similarita e
quindi per ogni tripletta della query genera una famiglia di
triplette

3. Mediante matrici di similarita confronta ogni parola con
regioni di uguali dimensioni delle entries del DB e ne
calcola lo score

4. Se lo score €' > di un valore soglia T al di sotto del quale la
similarita’ e’ considerata troppo bassa, estende la regione
allineata cercando regioni di alta similarita (score sopra un
secondo valore di soglia S), fermandosi quando lo score
non puo piu essere migliorato



Sequenza query

o DB
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BLAST Step 1

Data una parola di lunghezza w (di solito 3 per le
proteine) e una matrice di scoring (es. BLOSUMG62):

Crea una lista di tutte le parole (w-lettere) cha danno
uno score >T se confrontate con le parole di
lunghezza w- della query.

Sequenza query LNKCKTPQGQRLVNAQ

PQG 18 Parola della query
PEG 15

PRG 14 Parole simili
PKG 14

PNG 13

PDG 13

PMG 13

Sotto PQA12
Soglia PQN12
(T=13) etc.




BLAST Step 2

 |dentifica tutte le posizioni nel database

dove si trova una parola sufficientemente
simile (hit list).
PQG 18

PEG 15
PRG14

PKG14
PNG13
PDG13

PMG13 — PMG\

x‘ Database




BLAST Step 3

* |l programma prova a estendere
I'allineamento in entrambe le direzioni
aggiungendo coppie di residui. | residui sono
aggiunti fino a che lo score non € piu
migliorabile. Considera solo gli allineamenti
con score sopra il valore di soglia (S).

o — L
Cusry: 325 SLAMLMECETPOGORLVHNOWIEOPLMLODENRIEERIAILVUE L 365
+LA++L+ TF & PB++ +W+ P+ D + ER + &

Shjce: 250 TLASVLECTVTRMESRMLERWLHNPVEDTRVLLEROGOTIGA 330

High Scoring Segment Pairs
(Tratto di allineamento ad alto punteggio)



BLAST e FASTA differiscono per il modo in cui “pescano” le
potenziali omologhe nel DB (similarita/identita).



BLAST e FASTA differiscono per il modo in cui “pescano” le
potenziali omologhe nel DB (similarita/identita).

Altra differenza fondamentale tra BLAST e FASTA sta nelle
modalita’ di calcolo della distribuzione dei punteggi casuali:

FASTA la calcola ogni volta che gli viene sottomessa una
nuova query per la ricerca su un certo DB

BLAST usa distribuzioni precalcolate su ciascun DB per
Insiemi di sequenze casuali di composizione standard

E-value = Kmn exp(-AS)
/
“‘n” in FASTA = lunghezza della sequenza allineata

‘n” in BLAST = lunghezza totale delle sequenze nel DB
usato =» a prescindere dalla query



BLAST e FASTA differiscono per il modo in cui “pescano” le
potenziali omologhe nel DB (similarita/identita).

Inoltre una differenza fondamentale tra BLAST e FASTA sta
nelle modalita’ di calcolo della distribuzione dei punteggi
casuali:

FASTA la calcola ogni volta che gli viene sottomessa una
nuova query per la ricerca su un certo DB

BLAST usa distribuzioni precalcolate su ciascun DB per
iInsiemi di sequenze casuali di composizione standard

per questo BLAST "maschera’ le regioni di
sequenza della query a bassa complessita’
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= - @ ﬁ'| @Search [Ge] Favarites @Media @ | %v =%

| Rtk f e mcki. e, mib govefblast

The Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) finds regions of local similarity between sequences. The
program compares nucleotide or protein sequences to sequence databases and calculates the statistical
significance of matches. BLAST can be used to infer functional and evolutionary relationships between
sequences aswell as help identify members of gene families.

Nucleotide

e Clickly search far highly similar segquences
(medgablast

o Cllickly search for divergent sequences
rdiscontiguous megahlash

o PMucleotide-nucleotide BLAST (hlastn)

Protein

» Protein-protein BLAST (blastp

¢ Position-specific iterated and pattern-hit
initiated BLAST (PSI- and PHI-BLAST)

& Search for short, nearly exact matches
& Searchthe conserved domain database

« Translated guern vs. protein database

« Search for short, nearly exact matches (rpshlast)
« Searchtrace archives with megablast or » Protein homolagy by domain architecture
discontiguous megahlast (cdart)
Translated Gehomes

® Human, mouse, rat, chimp, cow, pig, doog,

« Search for gene expression data (GEQ
BLAST)

* Align two segquences (bl2sed)

« Screen forvector contamination &YecScreen)
& |mmunoglobin BLAST (lgBlast

e SHP BLAST

(blastd sheep, cat
& Protein query vs. translated database « Chicken, puffer fish, zebrafish
ithlastn) & Fly honey bee, otherinsects
& Translated gueryvs. translated database s Microbes, environmental samples
sl * Plants, nematodes
s Fungi, protozoa, other eukaniotes
Special Meta

» Retrieve results
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%ﬁi SEARCH=7| @G

Seard *
Gne o BLAST
— NLBI _ protein—-protein b
Search Mucleotide Protein Translations Fetrieve results for an RID
The
Wweh
: r
Find
=]
Weh >gi| 4504111 |ref|NP_002077.1| growth factor receptor-bound &
page protein Z isoform 1 [Homo sapiens]
lielil Search |MEATIAKYDFEATADDELSFERGD ILEVLNEECDONWYEAELNGEDGF IFKNYIEMEFHEW
I FFGEIFERLEL
EEMLSEQRHDGAFLIREIEIAPGDFILAVEFGNDVOHF EVLEDGAGEYF LIV WEFNS LI‘-IE;I
Search
Braught
to g Set subzequence me:l Tao
(U=
b
M5M Choose database |nr -
Search r
Do CD-Search |refseq
swissprot
Search pat H
cber Naw: |pdb o i) i)
iterns: - eny_nr
Files o manth
Faolders
Computer r
Feople
- Options for advanced blasting
2006
ticrozg Lirdt by entrez I Tal araanisms j
MSH query ot select from q
Privacy
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1 0 M e e me b e F
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Weh
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Back ~ = - () -ﬁ-| Qicearch [ElFavorites (PMedia o4 | 2 S -

Ess :@j http: / fease, nchi.nlm. nib.gov/blast/Blast. cqi j @J}GD
rel X || Query = g4504 11 ref|INP_002077 1| growth facter receptor-bound protem 2 1zoform 1 [Homo sapiens] (217 letters)

MNe >

arch

e Putative conserved domains have heen detected, click on the image helow for detailed results.

eb 1 25 0 = 100 12% 150 17% 20n 217
[ SH3 ]

rd

feb

Age

oritairiy

The request I 13 |1 142860123-17210-152380642238. BLAS TG4

earch Formatl
roLight o

The results are estitated to be ready in @ seconds but may be done sooner.

earch | pleage press "FORMATI" when you wish to check your results. Vou may change the formatting options for our result wia the form below and press "FORMATI" again.
— | Youmay also request results of a different search by entering any other wvalid request ID to see other recent jobs.

arch '

g Format

in/alFi=) Show [ Crraphdcal Crretvieny M Linkout W Aequence Fetriewval v NCEII-,c_';iI Alignment j it I HTrL jfu:nrmat

I CDS feature | tratti di sequenza

W asking Characted Lower Case 7] Masting Cotod Grey 7] ‘mascherati” perChe, a
bassa complessita’ sono

riportati in lettere minuscole

I 1 cneomeniviow MWL colorate in grigio

Mumber of: DescﬁEtiDnsl a00 j H]imentsleD ;I
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| X

Distribution of 985 Blast Hits on the Query Sequence

|Mnuse-wer to show defline and scores, click to show alignments

Color key for alignment scores
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Back ~ = - () -ﬁ-| Qicearch [ElFavorites (PMedia o4 | B S =

gt :@jhttp:,l',l'www.nu:l:ui.nlm.nih.gu:uv,l'l:ulast,l'EIast.u:gi Eﬁﬁ j 'f}G':'

rcl 3 Pelated 3tructures
Ne * Score E -
Sequences producing significant alignments: [BEit=) |WValue
arch
:I:h gi| 605520587 | gh| AAHS1144.1] Growth factor receptor bound prote... _43%9 qe-128 (5
gi| 54696415 | gh| AAVISSS51.1] growth factor receptor-hound prote... _43%9 qe-128
d gi| 55154544 | gb| AAHS525d. 1] Growth factor receptor hound prote... 457 le-127
gi| 47496673 |enb | CAG29359.1| GREZ [Homo sapiens] _ 458 Je-127
;ZIE gi| 74214845 | dlbj | BAEZ3439.,1] unnawed protein product [Mus musculu 456 4e-127
ohtainil | i 45383339 | ref |NP 289742.1] growth factor receptor-hound pro... 443 2e—123
o gi| 37500325 g | AAHSEO450., 1] Growth factor receptor-hound prote... _ 441 le-122 (3
gi| 6103277 | endk | CABSOZ270., 1] GrhZ protein [Xenopus laevisa] _438 be—-122
iearch gi| 55716050 gh| AAHS5549.1] Hypothetical protein LOC49360% [Da... _437 le-121 €
raught i 1890112 |ogkh| AAB49699 . 1] SHZ/3H3 adaptor Grhi [Eenopus laevwisz] _437 le-121 5
J‘;.u gi| 51703766 | gh| AAHS1338.1] GrhZ-prov protein [Zenopus tropica... 436 ze—-121 3
SN gi|[49119572 | gh|AAH731158.1) MGCE3624 protein [Eenopus laevis] . 435 Te-121 5
earch | Gil49256058 | gh| AAHY4118.1]| Unknown (protein for MGC:851797) [X... _431 l=-119
gi| 914957 | db] | BALDSed45. 1] Azh-m [Rattus norvegicus] _ 415 Je-11¢g
gi| 73964902 |[ref|¥P 5583999.1| PREDICTEDL: similar to growth fac... 357 2e-97
=) il 1375041 dbi|BAALIZE62.1] Grhi-3 [Mus musculus] 358 ge-97 | K&
1ef gi|28876|emb | CALLdAES. 1) ash protein [Homwo sapiens] _ 341 le-92 G5
:';ijr gi| SO07E5627 | ref|XP 414527.1| PREDICTED: similar to GREZ-relat... _285 Te-76 <)
ders gi|5325894106|ref|¥P 920414.1| PREDICTEDL: similar to Growth fac... 285 7e-76 G5
Eter gi| 5259453587 | ref | XP §91337.1| PREDICTED: similar to Growth fac... _283 2e=-75
1] 54636129 | gh| EALZS5532.1| zh13310-F4 [Drosophila pseudoohscura] 281 Qe-75
gi|358649193 | gb| AAHAS30535. 1] GREZ-related adaptor protein [Homo... 281 le-74
gi|24653406|ref|NP 7ES5506.1] downstream of receptor kKinase CG... 2851 le-74
gi| 546965158 | gh| AAVISTE1. 1] GREZ-related adaptor protein [synt... _&281 le-74
gi| 76644159 | ref|¥P 872367.1]| PREDICTED: similar to GREZ-relat... 251 le-74 5
gi| 30174165 | gh | EAAOO404.2| ENSANGPOOOOOOZ0137 [Anopheles ganb... _278 Se-74
gi| 73956178 |ref|¥P 548653.2| PREDICTED: similar to GREZ-relat... _278 1e-73 5
gi| 76644165 | ref|XP 885099.1| PREDICTED: similar to GREZ-relat... 275 Qe-73

|
|
|
?
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Indirizzo @j hittp: f fenanay, nchi. nlm. nib, gos BLAS T /Blast. coi

B

w a'u'ai Colleaament * B¢ web Accelerator -

Affine Phospho Peptide

gilZDlSDElDlpdhllJYQlﬂ.Ea Chain L, Xray 3tructure Of Grhi 3hd Domain
Affine Phospho Peptide

Complexed With 4L Highly

Length=96

Jcore

159 hits (451), Expect = S5e-47

Identities = 92/92 (100%), Positiwves = 92/92 (100%), Gaps = 0/92 (0%)

cuery a0 WFFGEIPRAKAEEMLIKQRHDGAFLIRESESAPGDFILIVEFGNDVOHFEVLEDGAGEYF 119
WFFGEIPRAKAEEMLIKQRHDGAFLIREIESAPGDFILIVEF GNDVOHFEVLREDGAGEYF
Shjct 5 WFFGEIPRAKAEEMLIKQRHDGAFLIRESEIAPGDFILIVEFGNDVOHF EVLEDGAGEYF 64
cuery 120 LIWWVEFNSLWNELVDYHR3ITIVIENQOQIFLEDI 151
LI EFNILNELVDYHRITEVIFNQOIFLED I
3bjct A5 LINAEFNSLNELVDYHRITSVIENQOQIFLEDI 96

>[]gi|?2081594|ref|XP YE5430.1] Eﬂ PREDICTED: similar to CGE033-PA, isoform A [Strongylocentrotus

purpuratuz]
Length=177

SJocore

175 hits (451), Expect = le-43

Identities = 103/214 (48%), Positives = 1258/214 (59%), Gaps = 43/214 (20%)

Query & EATAEYDFEATADDELSFERGD ILEVLNEECDQNWYEAELNGEDGF IPENYIEMEPHPTUF 61
Eh AE+DF + EL3FE+ ILEV +DG
Shjoct 3 EATAKHDFNGOQEESEL3FEEN3SILEVT-————--—-——————— RDG-—--———————————— 3
cuery 62 FGEIPRARAEENLSEQRHDGAFLIRESESAPGDFSL3VEF GHNDVOHFEVLEDGAGEYFLT 121
AEE+L E DGAFLIRE3IE PGD+3L3IVEF + VOHFEVLRDGAGEYFLI
3hjct 33 —--—————-— AEELL-FNDGDGAFLIRESEGTPGDYSLAVEFVDGVOHFEVLRDGAGEYFLW 53
Query 1laz VVEFNSLNELVDVHRITIVIRNQOIFLREDIEQVPOQOPTYVOQALFDFDPQEDGELGFRREGD 151
VVEFNSLN+LV+YHRE++3VIR+02 I+L+D +  + WV AL+DF E+GEL F++GD
3hjct  S4 VVEFNSLNOLVEYHRTSSVERIQTIYLED--RESESIHLVLALYDFTAGEEGELSFEEGD 141
cuery 132 FIHVHDNSDPNWWEG--ACHGOTGHMFPENYWVTEV 213

iéj Operazione completata

ﬂ Internet



Quarta lezione

1. Ricerca di omologhe in banche dati.

2. Programmi per la ricerca:
FASTA
BLAST



