
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 è più alta per le 
sequenze nucleotidiche che per quelle proteiche

Inoltre, quando confrontiamo sequenze proteiche
possiamo tener conto della similarita’ tra i 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 è più alta per le 
sequenze nucleotidiche che per quelle proteiche

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

Quando è possibile, è 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 (106 sequenze di m=200 aa)

Numero di passi computazionali = 106 x 200 x 200 = ~1010

103 passi al sec = 107 secs = 120 giorni = 4 mesi!

Necessità 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.

Nel cercare in un database di sequenze-
- Nel caso la sequenza query A sia lunga n=200

nucleotidi
- Cerchiamo sequenze omologhe nel database EST 

che contiene, e.g., 23*106 sequenze, Bi, ciascuna
di lunghezza m=500. 

- Numero di passi computazionali: 
23*106 * 500 * 200 ~ 1011 passi totali !

Come scartiamo gli allineamenti irrilevanti ?

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:

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



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

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

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



FASTA: esempio
query

ACDDEFGSATRMASTRK

Banca dati (DB)
Seq 1: LKDCDDAFSGSTLTLMRASRK
Seq 2: ACKRAEFSGSVTRMLSTRK
Seq 3: ACDDEFGLLLTRYTMASTRK

Parole possibili:
AC, CD, DD, DE, EF, FG, GS, SA, AT, TR, RM, 
MA,  AS, ST, RK

Step 1 = Divisione della sequenza in parole di 2 caratteri.    



Step 2 = Tabella delle frequenze delle parole
Query: ACDDEFGSATRMASTRK DB: Seq 1  LKDCDDAFSGSTLTLMRASRK

Seq 2  ACKRAEFSGSVTRMLSTRK
Seq 3  ACDDEFGLLLTRYTMASTRK

Parola Query Seq 1 Seq 2 Seq 3 Off1 Off2 Off3
AC 1 - 1 1 - 0 0
CD 2 4 - 2 2 - 0
DD 3 5 - 3 2 - 0
DE 4 - - 4 - - 0
EF 5 - 6 5 - 1 0
FG 6 - - 6 - - 0
GS 7 10 9 - 3 2 -
SA 8 - - - - - -
AT 9 - - - - - -
TR 10 - 12, 17 11 - 2, 7 1
RM 11 - 13 - - 2 -
MA 12 - - 15 - - 3
AS 13 18 - 16 5 - 3
ST 14 11 16 17 -3 2 3
RK 16 20 18 19 4 2 3



Step 3 = Calcolo dello score di similarita’ Init1 (basato
sulla tabella dello step 2)

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

Query A C D D E F G S A T R M A S T R K

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

Seq2 A C K R A E F S G S V T R M L S T R K T

Pos 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

Off 2 2 2     2 2

Init1(seq2) basato su questo allineamento approssimato
usando una matrice tipo PAM250



Step 3 = Calcolo dello score di similarita’ Init1 (basato
sulla tabella dello step 2)

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

Off

EDCASeq2

XXXXX

Pos

Query

000000

A C D D E F G S A T R M A S T R K

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17

X

D F G L L L T R Y T M A S T R K

Pos 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

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



Step 3 = Calcolo dello score di similarita’ Init1 (basato
sulla tabella dello step 2)

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

A C D D E F G S A T R M A S T R K

Pos

Query

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17

Off

2019181716151413121110987654321Pos

KRTSAM

XXXXXX

Seq2 A C D D E F G L L L T R Y T

3 3333 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’ Init1 selezionare un 
sottoinsieme (grande) di sequenze per l’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’ Init1 selezionare un 
sottoinsieme (grande) di sequenze per l’analisi successiva

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

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

Introduzione dello score di similarità InitN.



Query: ACDDEFGSATRMASTRK

Tabella delle frequenze delle parole

Parola Query Seq 1 Seq 2 Seq 3 Off1 Off2 Off3
AC 1 - 1 1 - 0 0
CD 2 4 - 2 2 - 0
DD 3 5 - 3 2 - 0
DE 4 - - 4 - - 0
EF 5 - 6 5 - 1 0
FG 6 - - 6 - - 0
GS 7 10 9 - 3 2 -
SA 8 - - - - - -
AT 9 - - - - - -
TR 10 - 12, 17 11 - 2, 7 1
RM 11 - 13 - - 2 -
MA 12 - - 15 - - 3
AS 13 18 - 16 5 - 3
ST 14 11 16 17 -3 2 3
RK 16 20 18 19 4 2 3



Step 4 = Calcolo dello score di similarita’ InitN (basato
sull’allineamento dello step 3 e sulla tabella
dello step 2)

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

222210Off

2019181716151413121110987654321Pos

TKRTSLMRTVSGSFEARKCASeq2

XXXXXXXXXXXX

1716151413121110987654321Pos

KRTSAMRTASG-FEDD-CAQuery

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



Sulla base degli score di similarita’ InitN selezionare un 
sottoinsieme ridotto di sequenze per l’analisi successiva

Query: ACDDEFGSATRMASTRK DB: Seq 1  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 opt (punteggio per il nuovo
allineamento, completo)

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



Algoritmo di FASTA
1. Suddivide le sequenze in parole (2 aa)

2. Trova le parole nelle sequenze del DB e calcola l’offset

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

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

5. 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 complessità



bassa complessità
MMSFVQKGSW LLLALLHPTI ILAQQEAVEG GCSHLGQSYA DRDVWKPEPC QICVCDSGSV LCDDIICDDQ 
ELDCPNPEIP FGECCAVCPQ PPTAPTRPPN GQGPQGPKGD PGPPGIPGRN GDPGIPGQPG SPGSPGPPGI 
CESCPTGPQN YSPQYDSYDV KSGVAVGGLA GYPGPAGPPG PPGPPGTSGH PGSPGSPGYQ GPPGEPGQAG 
PSGPPGPPGA IGPSGPAGKD GESGRPGRPG ERGLPGPPGI KGPAGIPGFP GMKGHRGFDG RNGEKGETGA 
PGLKGENGLP GENGAPGPMG PRGAPGERGR PGLPGAAGAR GNDGARGSDG QPGPPGPPGT AGFPGSPGAK 
GEVGPAGSPG SNGAPGQRGE PGPQGHAGAQ GPPGPPGING SPGGKGEMGP AGIPGAPGLM GARGPPGPAG 
ANGAPGLRGG AGEPGKNGAK GEPGPRGERG EAGIPGVPGA KGEDGKDGSP GEPGANGLPG AAGERGAPGF 
RGPAGPNGIP GEKGPAGERG APGPAGPRGA AGEPGRDGVP GGPGMRGMPG SPGGPGSDGK PGPPGSQGES 
GRPGPPGPSG PRGQPGVMGF PGPKGNDGAP GKNGERGGPG GPGPQGPPGK NGETGPQGPP GPTGPGGDKG 
DTGPPGPQGL QGLPGTGGPP GENGKPGEPG PKGDAGAPGA PGGKGDAGAP GERGPPGLAG APGLRGGAGP 
PGPEGGKGAA GPPGPPGAAG TPGLQGMPGE RGGLGSPGPK GDKGEPGGPG ADGVPGKDGP RGPTGPIGPP 
GPAGQPGDKG EGGAPGLPGI AGPRGSPGER GETGPPGPAG FPGAPGQNGE PGGKGERGAP GEKGEGGPPG 
VAGPPGGSGP AGPPGPQGVK GERGSPGGPG AAGFPGARGL PGPPGSNGNP GPPGPSGSPG KDGPPGPAGN 
TGAPGSPGVS GPKGDAGQPG EKGSPGAQGP PGAPGPLGIA GITGARGLAG PPGMPGPRGS PGPQGVKGES 
GKPGANGLSG ERGPPGPQGL PGLAGTAGEP GRDGNPGSDG LPGRDGSPGG KGDRGENGSP GAPGAPGHPG 
PPGPVGPAGK SGDRGESGPA GPAGAPGPAG SRGAPGPQGP RGDKGETGER GAAGIKGHRG FPGNPGAPGS 
PGPAGQQGAI GSPGPAGPRG PVGPSGPPGK DGTSGHPGPI GPPGPRGNRG ERGSEGSPGH PGQPGPPGPP 
GAPGPCCGGV GAAAIAGIGG EKAGGFAPYY GDEPMDFKIN TDEIMTSLKS VNGQIESLIS PDGSRKNPAR 
NCRDLKFCHP ELKSGEYWVD PNQGCKLDAI KVFCNMETGE TCISANPLNV PRKHWWTDSS AEKKHVWFGE 
SMDGGFQFSY GNPELPEDVL DVQLAFLRLL SSRASQNITY HCKNSIAYMD QASGNVKKAL KLMGSNEGEF 
KAEGNSKFTY TVLEDGCTKH TGEWSKTVFE YRTRKAVRLP IVDIAPYDIG GPDQEFGVDV GPVCFL
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Si tratta di sequenze omologhe?   
Valutazione della significatività 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
Mcasuale e della corrispondente deviazione standard σcasuale

Distribuzione dei 
punteggi casuali 



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

Score significativo

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



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

Score di sequenze casuali: distribuzione di Poisson

Κ, λ dipendono da matrice e DB

m, n lunghezza sequenze comparate

n

Σ (opti - Mcasuale)iσcasuale =

Mcasuale = n
Σ (opti)i

P = 1-exp(-Κmn exp(-λS))



Si tratta di sequenze omologhe?              
Valutazione della significatività 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) / σcasuale

Score significativo
Z-score ≥ 4

optquery fuori dalla
distribuzione casuale.



Si tratta di sequenze omologhe?              
Valutazione della significatività 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 Mcasuale

E-value = Κmn exp(-λS) = mn 2-S’

Bit score   :  S’ = (λS – lnΚ) / ln 2
(Ricordarsi che 21/ln2 = e)

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



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

Opt grande

Z-score > 4

E-value > 0.01

Bit-score grande









BLAST
(Basic Local Alignment Search Tool)

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

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

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

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



il punteggio rimane maggiore

Score > T
?
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Identifica lasequenza
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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. BLOSUM62):

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

P D G  13

Sequenza query L N K C K T P Q G Q R L V N Q
P Q G 18
P E G  15
P R G  14
P K G  14
P N G  13

Parole simili

Parola della query

P M G  13

P Q A 12
P Q N 12
etc.

Sotto
Soglia
(T=13)



BLAST Step 2
• Identifica tutte le posizioni nel database

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

P D G 13

P Q G 18
P E G  15
P R G 14
P K G 14
P N G 13

P M G 13 PMG Database



BLAST Step 3

• Il programma prova a estendere
l’allineamento in entrambe le direzioni
aggiungendo coppie di residui. I residui sono 
aggiunti fino a che lo score non è più 
migliorabile. Considera solo gli allineamenti 
con score sopra il valore di soglia (S).

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 (similarità/identità).



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

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 = Κmn exp(-λS)

“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 (similarità/identità).

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 
insiemi di sequenze casuali di composizione standard

per questo BLAST “maschera” le regioni di
sequenza della query a bassa complessita’



BLAST



BLAST



BLAST



BLAST

I tratti di sequenza
“mascherati” perche’ a 

bassa complessita’ sono
riportati in lettere minuscole

colorate in grigio



BLAST



BLAST
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FASTA

BLAST


