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Concetti chiave dell'algoritmo BLAST (Basic Local Alignment Search Tool)

1. Database e Sequenza di Interrogazione:
BLAST confronta una sequenza (query) con un database di sequenze. La query e tipicamente una sequenza di interesse

che un ricercatore desidera confrontare con sequenze note per trovare somiglianze.

2. ldentificazione di Parole:
BLAST inizia identificando brevi parole di lunghezza fissa (k-mers) nella sequenza query. Queste parole hanno lunghezza

'k’ (solitamente 3 per le proteine e 11 per i nucleotidi).

2. Creazione del dizionario:

Dopo l'identificazione delle brevi parole (k-mer) nella sequenza query, BLAST procede con la creazione di un dizionario di
parole affini. Questo passaggio coinvolge I'uso di una matrice di punteggio, come BLOSUM®62 per le proteine, per
identificare e includere nella ricerca quelle parole del database che hanno un grado di somiglianza al di sopra di un

punteggio soglia, con i k-mer trovati nella sequenza query.

Questo processo aiuta a identificare possibili corrispondenze significative che non sono esatte, ma sufficientemente

simili da meritare ulteriori indagini.



| passaggi 2 e 3 sono importanti per I'efficienza di BLAST, poiché evita di confrontare l'intera sequenza di

interrogazione con tutte le sequenze nel database.

4. Estensione:
Una volta identificato un seed, BLAST tenta di estendere questa corrispondenza in entrambe le direzioni per creare un
allineamento, fermandosi quando il punteggio dell'allineamento scende sotto una certa soglia. Questo passaggio

cruciale poiché aiuta a identificare somiglianze biologiche significative oltre la corrispondenza iniziale del seed.

5. Punteggio e Valutazione:

Ogni allineamento viene valutato in base al numero di corrispondenze, disallineamenti e spaziature (gaps). Il punteggio
viene calcolato usando una matrice di sostituzione che assegna punteggi per la sostituzione degli amminoacidi (nelle
sequenze proteiche) o delle sostituzioni dei nucleotidi (nelle sequenze di DNA/RNA).

L'algoritmo calcola anche parametri statistici come il valore E, che aiuta a stimare il numero di corrispondenze che ci si

puo aspettare di trovare per caso quando si cerca in un database di una determinata dimensione.

6. Filtraggio e Rapporto:

Infine, BLAST filtra i risultati, mantenendo solo quegli allineamenti che soddisfano criteri specifici come punteggio minimo

Cors@ Biapformatica 33 cHseiessa ditdan miartidgpaymy) amakefiziaitsast e @ MNItES . spesso classificate per



L'E-value esprime il numero di volte che ci si aspetta di trovare un allineamento con un determinato punteggio (o

superiore) per puro caso, quando si effettua una ricerca contro un database di dimensioni specifiche.

Un E-value basso indica che l'allineamento trovato & altamente significativo, cioe & improbabile che sia avvenuto per

caso.

Al contrario, un E-value alto suggerisce che l'allineamento potrebbe non essere significativo e potrebbe essere risultato

dal caso.

Ad esempio un E-value di 1 indica che ci si aspetta di trovare una corrispondenza con un punteggio simile per caso una
volta in un database delle dimensioni date. Un E-value di 0,01 indica che ci si aspetta una corrispondenza casuale con

quel punteggio o superiore solo una volta su 100 ricerche.

6. Filtraggio e Rapporto:

nel filtraggio e nel report dei risultati di BLAST, si mantengono gli allineamenti che hanno un E-value basso, il che indica
che sono meno probabili essere il risultato di casualita e quindi piu probabili essere biologicamente significativi. Gli
allineamenti con un E-value alto, al contrario, sono piu probabili essere coincidenze casuali e quindi meno probabili
rappresentare una corrispondenza biologicamente rilevante.
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6. Filtraggio e Rapporto:

nel filtraggio e nel report dei risultati di BLAST, si mantengono gli allineamenti che hanno un E-value basso, il che indica
che sono meno probabili essere il risultato di casualita e quindi piu probabili essere biologicamente significativi. Gli
allineamenti con un E-value alto, al contrario, sono piu probabili essere coincidenze casuali e quindi meno probabili

rappresentare una corrispondenza biologicamente rilevante.
I BLAST e quindi progettato per bilanciare velocita e sensibilita. Cio viene realizzato concentrandosi sui

segmenti piccoli piu promettenti (seeds) e estendendoli per trovare allineamenti significativi, piuttosto che

eseguire ricerche esaustive, che sarebbero computazionalmente intensive.
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ALGORITMI DI ALLINEAMENTO

e Suite di programmi blast

BLASTN programs search nucleotide databases using a nucleotide query. |

BLASTP programs search protein databases using a protein query.

BLASTX search protein databases using a translated nucleotide query. |

TBLASTN search translated nucleotide databases using a protein query. |
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ALGORITMI DI ALLINEAMENTO

Gli algoritmi seed-and-extend sono tra le euristiche pit comuni utilizzate nei programmi di
allineamento di sequenze, tra cui anche Blast.

L'idea alla base dell'algoritmo seed-and-extend e di trovare queste sottosequenze
conservate, chiamate "semi-omologhe" o "semi-corrispondenze”, e utilizzarle per guidare
la ricerca degli allineamenti completi.

In particolare, I'algoritmo ricerca le semi-corrispondenze tra la query e il database di
riferimento, utilizzando una funzione di scoring per assegnare un punteggio a ciascuna
semi-corrispondenza in base alla sua somiglianza con la sequenza di query.

Una volta identificata una semi-corrispondenza, l'algoritmo utilizza la tecnica
dell'estensione, ovvero cerca di estendere |la semi-corrispondenza per ottenere un
allineamento completo. In genere, |'estensione viene eseguita utilizzando un'altra funzione
di scoring che tiene conto anche delle lacune (gap) presenti nelle sequenze.
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ALGORITMI DI ALLINEAMENTO A COPPIE DI SEQUENZE

e  Algoritmi seed-and-extend

Seed-and-Extend

T@T GCGATATGTA Seed
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ALGORITMI DI ALLINEAMENTO

e Esempio di applicazione del BLAST

Le quattro fasi di una ricerca BLAST

1. Scegli la sequenza (query)

2. Selezionare il tipo di programma BLAST
3. Selezionare il database per la ricerca

4. Scegliere i parametri opzionali Quindi fare clic su "BLAST"
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ALGORITMI DI ALLINEAMENTO

e Esempio di applicazione del BLAST ot

EFDEAKRS)

seroffiexrs|
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Enter Query Sequence ssruslkus

EEFDEGKRS)

Enter accession number, gi, or FASTA sequence ¢ Clear

» P_000509 Fro

Or, upload file | Browse... | (%)

Job Title |NP_000503:beta globin [Homo sapiens]

Erter a descriptive title for your BLAST search &)

Choose Search Set

» Datahase |Non-xedundant protein sequences [nr) :] (%)

2. Selezionare il tipo di programma BLAST Organism G Ay [ Buman' A thafisna C Mause O Gustom

Optional

1. Scegli la sequenza (query)

Search only sequences from selected organism &)

Entrez Query I

ptional

3. Selezionare il database per la ricerca

Enter an Entrez query to limit search &)

- Program Selection
Algorithm

@ plastp (protein-protein BLAST)
C PSI-BLAST (Position-Specific lterated BLAST)
C PHI-BLAST (Pattern Hit Initiated BLAST)

Choose a BLAST algorithm &

4. Scegliere i parametri opzionali

C BLAST ) Search database nr using Blastp (protein-protein BLAST)

Sheniat—
[ Show results in 3 new window

- P Algorithm parameters
[N EET— 10
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ALGORITMI DI ALLINEAMENTO
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e Esempio di applicazione del BLAST Rk
:§:§§li:§ DEHNRRRRK

Passo 1: Scelta della sequenza La sequenza pud essere inserita in formato
FASTA o come accession number (RefSeq)

Esempio di formato FASTA per una
query BLAST

:j NCBI Resources () HowTo (&) My NCBI Sigr
Pro‘tein Search: |Protein j Limits Advanced search Help
Translations of Life II m al
ear
Display Sefting enda Change region shown

hemaoglobin subunit beta [Homo sapiens]

o - S Analyze this sequence
’ S e )
eference Sequence: NP_OD

GenPept  Graphics
. . . Identify Conserved Domains
>gi| 4504349 | ref| NP_EIEIEISEIQ.lI hemoglobin subunit beta [Homo sapiens]

MVHLTPEEKS AVTALWGEVNVDEVGGEALGRLLVVYPWTQRFFESFGDLSTPD AVEGNPEVEAHGEEVLG Find in this Sequence
AFSDGLAHLDNLEGTFATLSELHCDELHVDPENF RLLGNVLVCVL AHHFGEEF TPPVQALAYQEVVAGV AN
ALAHKYH
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ALGORITMI DI ALLINEAMENTO
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e Esempio di applicazione del BLAST i

SEFDEKKRS)
EFDEBKRS

Passo 2: Scegli il programma™

BLAST Assembled Genomes

Passo 2:

Choose a species genome to search, or list all genomic BLAST databases.

Human
Mouse

Oryza sativa o Galius galius

Scegliil programma BLAST : e
blastn (nucleotide BLAST) i R i S -
blastp (protein BLAST) Basic BLAST

Choose a BLAST program to run.

blastx (BLAST tradotto n> P) - N _
tb | a Stn ( B LAST tra d Otto p> N ".) nuclestide blast Algorithems: blastn, megablast, discontiguous megablast

Bearch protein database using a protein query

tblastx (BLAST tradotto n » P... P N) ettt [ LS

blastx | Fearch protein database using a translated nucleotide query

thlastn J [Eearch translated nucleotide database using a protein query

thlastx “eqh translated nucleotide database using a translated nucleotide guery

\ J/
Specialized BLAST

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

J

o Search trace archives

o Find conserved domains in your sequence (cds)

o Find sequences with similar conserved domain architecture (cdart)

o Search sequences that have gene expression profiles (GEO)

o Search immunoglobulins (IgBLAST)

o Search for SHPs (snp)

o Screen sequence for vector contamination (vecscreen)

o Align two sequences using BLAST (bl2seq) 12
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ALGORITMI DI ALLINEAMENTO

e Esempio di applicazione del BLAST

Passo 3: scegliere il database

Standard Nucleotide BLAST

‘blasm | blastp | blastx | tblastn | tblastx

BLASTN prog h
Enter Query Sequence = =RNE
Enter accession number(s), gi(s), or FASTA sequence(s) & Clear Query subrange &
NM_002049
From 76
P To[1317
Or, upload file Scegli file | Nessun file selezionato )
Job Title NIM_002049-Homo sapiens GATA binding protein...
Enter a descriptive title for your BLAST search &
Align two or more sequences &
Choose Search Set
Database ® Standard databases (nr etc.): rRNA/ITS databases '’ Genomic + transcript databases
| Nucleotide collection (nr/nt) v | 2]
Organism Nucleotide collection (nr/nt)
Optional Reference RNA sequences (refseq_rna) tlude -+
RefSeq Representative genomes (refseq_representative_genomes) n &
RefSeq Genome Database (refseq_genomes)
Exclude 2
Optional Whole-genome shotgun contigs (wgs)
Linitt Expressed sequence tags (est)
g Sequence Read Archive (SRA)
Optional
Entrez Query Transcriptome Shotgun Assembly (TSA) leate custom database
Optional High throughput genomic sequences (HTGS) [
Patent sequences(pat)
_ | PDB nucleotide database (pdb)
Program Selectio Hyman RefSeqGene sequences(RefSeq_Gene)
Optimize for Genomic survey sequences (gss)
Sequence tagged sites (dbsts)

VIOIe QISSITial sequernces (QIsConuguous imegaoiast )
Somewhat similar sequences (blastn)
Chanse a Rl AST alaorithm

SeroeBx REPRAREoB-NrRRRRxTH
seroeAKRSMRRR HNERRRKST
eroflExRSERRR HNERRR «BE
eroeBkrRsHRRR] HNKRRRK TN
E EFDEAKRSHERRR] NERRRKES
serofiexrsflrrg HNERRRK
cerocBxRSMRRR HNKRRRKAN

DFDEGKRSIMRRKBMERHNNRRKRK
seroexkRSERRRMS o HNARRR <N
EEFOESKRSERXREBOGHNRRRRK
EEFOEGKRSPEPRKRPOGHNRRRR K|

- nr = non ridondante (database piu
generale, ritorna una sequenza e
diversi riferimenti in database in cui la
stessa & presente)

- refseq = solo sequenze validate
-refseq dbest = database di EST
-dbsts = database di sequenze
localizzate gss = genome sequence
surveys (BAC, Yac, ecc)

~Altri... pdb, genomi completi, solo
sequenze oggetto di brevetti (pat) ecc.
ecc.
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ALGORITMI DI ALLINEAMENTO

e Esempio di applicazione del BLAST
Fase 4: parametri opzionali

Si puo ...

- scegliere 'organismo di
ricerca

. attivare filtri

- modificare la matrice di
punteggio

- cambiare il valore minimo di
affidabilita dei risultati

- modificare la dimensione della
parola W

BLAST
~ | Home  RecentResults = Saved Strategies | Help
» NCBI/ BLAST/ blastp suite
biastn | blastp | biastx | tblastn | tblastx |

BLASTP programs search protein databases using a protein query. more...

Enter Query Sequence

Enter accession number(s), gi(s), or FASTA sequence(s) & Clear Query subrange &
E_000505. 1
- From
To
Or, upload file I Browse. | &
Job Title |
Enter a descriptive fitle for your BLAST search &
I Align two or more sequences &
Choose Search Set
Database | Non-redundant protein sequences () x| @
- 0 -
organismo ‘ | C excute @
Enter arganism cormmaon name, binomial, or tax id. Onby 20 top taxa will be shown. &

Exclude ™ Models p0XP) I Uncultured/environmental sample sequences

Optional
Entrez Que
Entrez! v |
Enter an Entrez queryto limit search &
Frogram Selection
=
algorltmo ‘ Algorithm @ blastp (protein-protein BLAST)
C PSI-BLAST (Position-Specific terated BLAST)

© PHI-BLAST (Pattern Hit Initiated BLAST)

Choose a BLAST algorithm &8

E’ possibile limitare la
ricerca con sintassi
Entrez, come per
esempio Smith[auth]

C BLAS]' \p Search database Non-redundant protein sequences (nr) using Blastp (protein-protein BLAST] 4

r Show results in a new window

P Algorithm parameters

14
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ALGORITMI DI ALLINEAMENTO

e Esempio di applicazione del BLAST
Fase 4a: parametri opzionali di blastp

¥ Algorithm g

arameters

General Parameters

Max target
sequences

Short queries
Expect threshold
Word size

Max matchesin a
query range

|1DD 'I

Selectthe maximum number of aligned sequences to display &

¥ Automatically adjust parameters for short input-sequences @

Scoring Parameters

Matrix
Gap Costs

Compositional
adjustments

|EILCISUM52 | &

| Existence: 11 Extension: 1 x| &

ICondiliDnaI compositional score matrix adjustment :] [¥]

Filters and Masking

Filter

Mask

™ Low complexity regions-<a

™ Mask for lookup table only @
™ Mask lower case letters (Y]

Search database Non-redundant protein sequences (nr) using Blastp

I Show results in a new window

Soglia attesa

Valore massimo di
incertezza richiesto ai
risultati

W

Dimensione della parola
usata dall’algoritmo di
BLAST

Matrice di
punteggio

Filtri & Maschere
Esclude parti della query
perché non informative
(i.e. ripetute) o non
P
significative

SEFDE
SEFDE

KRS
KR S|
KRS

EFOEBKRS)

E;nli

EFDEAKRS)

KRS

EEFOEBKRS)
DFDEGKRS

ssrnli

SEFDEK KRS

EEFDE
EEFDE

KR S|
KRS|

WNRRRRxTH
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ALGORITMI DI ALLINEAMENTO

e Esempio di applicazione del BLAST
Fase 4a: parametri opzionali di blastn

General Parameters

Max target
sequences

Short queries
Expect threshold
Word size

Max matches in a
query range

|1IJIJ hd

Selectthe maximum number of aligned sequences to display &

¥ Automatically adjust parameters for shatisputrséfuences &)

Scoring Parameters

Match/Mismatch
Scores

Gap Costs

1-2 =|l&

| Linear Ll (*)]

Filters and Masking

Filter

Mask

| BLAST

™ Low complexity Pemipins-4&

" Species-specific repeats for. m:.mnn oo

¥ Mask for lookup table only @
" Mask lower case letters @

Search database Human G+T using Megablast (Optimize for highly similar sequences)

r_ Show results in a new window

Soglia attesa

Valore massimo di
incertezza richiesto ai
risultati

W

Dimensione della parola
usata dall’algoritmo di
BLAST

Punteggio
Determina il punteggio
per match o mismatch

Filtri & Maschere
Esclude parti della query
perché non informative
(Le. ripetutc} Qo non
significative

SEFDE
SEFDE

KRS
KR S|
KRS

EFOEBKRS)

Eruli

EFDEAKRS)

ssrn.i

KRS

EEFOEBKRS)
DFDEGKRS

SEFDEK KRS

EEFDE
EEFDE

KR S|
KRS|
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ALGORITMI DI ALLINEAMENTO |

e Esempio di applicazione del BLAST BE

seroflEx RS
EEFOEBKRS
DFDE KR_S

SEFDEKKRS|

BLAST output: parte superiore HE

< BLAST

Home  Recent Results Saved Strategies  Help

» NCBIf BLAST! blastp suite/ Formatting Results - GS1F74BKD11

Edit and Resubmit Save Search Strategies P Formatting options P Download

NP_000509:beta globin [Homo sapiens] ldatabase
Query ID gi|4504349|ref|NP_000502.1] _q uery Database Name nr
Description beta globin [Homo sapiens] Description All non-redundant GenBank CDS
>0i|55635219|ref|XP_508242.1| PREDICTED: translations+PDB+SwissProt+PIR+PRF excluding
hypothetical protein [Pan troglodytes] environmental samples from WGS projects
>Qi|S6749856|sp|P62271.2|HEB_HUMAN RecName: Program BLASTP 2.2.22+ PCitation

Full=Hemoglobin subunit beta; AlthName:
Full=Hemoglobin beta chain; AltName: Full=Beta-

programma
hemoglobin, beta [synthetic construct]
>Qi|189053145|dbj|BAG34767.1| unnamed protein
product [Homo sapiens] .

Molecule type amino acid tassonomla

Query Length 147
Other reports: »Search Surmmary [Taxonomy reports] [Distance tree of results] [Relsted Structures] [Multiple alignment] New

¥ Graphic Summary

¥ Show Conserved Domains

Putative conserved domains have been detected, click on the image below for detailed results.
1 25 S0 s 100 125 147

Query seq,
hame-binding site § bk - e A A 'y

Specific hits
Superfanilies globin_like superfamily 17




ALGORITMI DI ALLINEAMENTO

e Esempio di applicazione del BLAST

BLAST output: output grafico

Distribution of 17 Blast Hits on the Query Sequence

|NF'_USBES2 hemaoglobin, beta adult minor chain [Mus musculus] 5=244 E=1.7e-b5

Color key for alignment scores

<40 40-50 50-80 80-200
Query

| | | |
0 20 40 a0 100 120 140
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ALGORITMI DI ALLINEAMENTO

e Esempio di applicazione del BLAST

»

EF0EAKRSHRRR] HNERRR KIS
HNERRRK

HNKRRRKAN

seroflE x RSPRRR]
ceroc@xrslrrrBA
oFoe@xRSMRRcBERHNNRR KR K
seroexkRSHMRRAMS o NARRR <N
EEFDEiKRS R KR B!NNKRIRK

eeroeGkRSPR K RBOBHNRRRR K

seroc@xrsfrerlo@ rrnrcT@

SEFOEAKRSHRRABMAGHNERRRKS T

eroflexnslrRRBAGHNERRR <G

EF0EGKRSIMRRRBAGHNKRRRK T
A

»

| risultati del Blast conterranno una classifica delle sequenze del database ordinate secondo
valori crescenti di E-value rispetto alla sequenza query. Il numero di sequenze riportate sara
uguale al numero massimo N impostato nella pagina di input del programma se ci sono
almeno N sequenze nella banca dati il cui allenamento con la sequenza query a E-value
minore di 1.

Per ognuna delle sequenze della banca dati inclusi nella classifica vengono riportate le
seguenti informazioni:

1. descrizione della sequenza é relativo numero di accesso della banca dati

2. punteggio dell'allenamento con la query

3. query coverage, ovvero, trattandosi di allineamenti locali, quale percentuale di residui
della query é stata inclusa nell” allineamento locale con la sequenza della banca dati

4. E-value associato al punteggio dell'allineamento

5. percentuale di identita tra la sequenza e la query

19
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ALGORITMI DI ALLINEAMENTO

e Esempio di applicazione del BLAST

Lt 9 nigs

Accession | Description I 1 Maxigeos | Usin

N2.000184. 1 S0nic hedgehog Protoin preproprotein (Homo sapiens) »gi1609428315p|Q15465 241 941 100% X 100%

N ool Indian bedgehog protein precursor [Momo saplens) &9 59 AR 9% m

NLO6EN2.1 dosort hodgehog protein Proproprotein [Homo sapiens) 42 @2 LTTN (YO U G M|

2049412 mitofusin-1 [Homo saplens] u2 n2 7% Foow 1 9 UG M|

o022 pappalysin-1 preproprotein [Homo sapions) n2 n2 "™ | oo 1 FYTN

NP OUI09386I1 RNA-DInding Raly-like peotein isoform 1 [Momo sapiens) 224 296 ™ 0.056 % U G M|

N OUIDIMELL ANA-binding Raly-like protein isoform 2 (Homo sapiens] >rof|NP_001093863.11 294 96 ™ 1 oo | %

N0 2 RNA-binding protein Raly isoform 2 {Momo sapiens) 294 2956 % I 011 i % U G M|

NZ.032951) RANA-Dinding protein Raly isoform 1 [Homo sapiens) 2.4 %4 ™ 0.11 STTN

NE 0010138231 heterogencous nuciear ribonucicoprotein C-like 1 [Momo sapiens) 22 27 ™ I o l I

MEO0LIMESLL heterogoneous nuciear rdonucieoprotein C-like [MHomo sapiens] 2 2.2 ™ 043 5% iU G M|

NE.0002780 peraxisome blogenesis factor 6 [Momo sapiens) 22 72 2% | owr 1 %

NEOOIMONIZ  hetorogeneous nucledr ridonucieoprotein CHlike [Homo sapiens) 22 23 ™ i 0.55 1 3%

NEOOZEO2 protocadherin-7 isoform a precursor [Homo saplens) Wl 266 5% 1.2 % U G M

NEALISANA protocadherin-7 iscform b procursor [Homo sapiens) 2.6 2.6 15% ] » 1 n |G M) v

W00 protocadherin-7 isoform d peecursor (Homo sapiens) .8 %6 15% 14 9% UG M| Figura 5.6

NE_13AN2 protocadherin:7 isoform ¢ precursor {HOmo sapiens) 862 2 1% j '} v U G M Nel cerchio con linea

¥ 0021782 Interieuiin-12 subunit beta precursor [Homo sapiens) 5.8 58 0% 1 15 | 2% continua gli allineamenti

NP 037235.2 GC-rich sequenco DNA-binding factor 1 isoform 3 [Momo sapiens) %2 6.2 o LS 0% U G M > 7

L atase's . » g che possiamo considerare

®. QX7441.2 GC-rich sequence DNA-binding factor 1 isaform 2 [Homo sapiens) 258 78 o | T UG M) e o

N2IM9) immunogiobulin superfamily member 22 [Homo sapiens] 258 258 1% 19 o significativi perché hanno

NPT, zine finger and BTB domain-containing protein 3 {Homo sapiens) 4 254 % TR | “n un E-value sufficientemente

w,;gm-:f/.; protein FAM718 [Homo sapions) &ﬁ :f: :: 1 :: I :: U G M| basso, nel rettangolo con

NEQQRR1Z AT-rich interactive domain-containing protein 3A (HMomo sapiens) a8, U G M| . . .

NEGSSIL  uncharacterized protein Clorfl?7 isoform 1 (Momo sapiens) | ne Dy 1% 1o % Bucmig "_nea, Frat'te.gglata quelli non
significativi.
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e Esempio di applicazione del BLAST
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BLAST output: valori in dettaglio SRR

Punteggi piu alti

E-value piu bass
Sequences producing significant alignments:
Select: All None Selected:0 / J
T Alignments { o
Max Total Query E Max

Description Accession

score score cover value ident

hemoglobin subunit beta-2 [Mus musculus] >gi|122526|sp|P02089.2|HBB2_MOUSE RecName: Full=Hemoglobin subunit beta-2;, 303 303 100% 3e-103 100% NP_058652.1

O beta-globin [Mus musculus castaneus] >gblADD52624.1| beta-globin [Mus musculus castaneus] 302 302 100% 5e-103 99% ADD52623.1
) beta-globin [Mus macedonicus] >gblACY03396.1| beta-globin [Mus spicilegus] 301 301 100% 1e-102 99% ACY033874
! beta-globin [Mus musculus] >gb|ABUS3284.1| beta-globin [Mus musculus] 301 301 100% 1e-102 99% ABUE3263.1
ta-globin [Mus muscul 300 300 100% 2e-102 99% ABUE3273.1

| beta-globin [Mus musculus castaneus) 300 300 100% 2e-102 99% A 16.1
' Hbb-b2 protein [Mus musculus] >gblACY03382.1] beta-globin [Mus musculus castaneus] >gbJACY03391.1] beta-globin [Mus mus 300 300 100% 3e-102 99% AAH32264.1
O beta-2-globin [Mus musculus] 300 300 99% d4e-102 100% BAAT7T3ST.1
O beta-globin [Mus musculus castaneus 298 298 100% 2e-101 98% ADD52606.1
O beta-2-globin [Mus musculus] >dbj|BAAT77356.1| beta-2-globin [Mus musculus 297 297 99% 3e-101 99% BAATV354.1
' haemoglobin beta-2 chain [Mus musculus] 297 297 100% 4e-101 97% CAA322251
] beta-globin [Mus caroli] 290 290 100% 3e-98 95% ACY03381.1
lobin [Mus muscul n 289 289 100% 7e-98 95% ADDS2678.1

hemoglobin beta 2 [Mus caroli 287 287 100% 3e97 94% BAG31393.1 21
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e Esempio di applicazione del BLAST n HRAE HH HER

| R o oA

Il valore atteso E: € il numero di allineamenti (high scoring segment pairs o HSP) con Bk i

punteggio maggiore o uguale a un punteggio S che dovrebbero verificarsi per caso in quella
ricerca sul database.

Esso rappresenta la stima di probabilita che l'allineamento osservato non sia dovuto al caso.
In altre parole si ha una stima del fatto che I'allineamento osservato sia frutto di una storia
evolutiva comune tra le sequenze o se sia semplicemente dovuto al caso.

Si puo pensarlo come un indice di incertezza.
Un valore E & correlato a un valore di probabilita p.

L'equazione fondamentale che descrive un valore E &:
E=KMNe™?

Con: M: lunghezza della query

N: lunghezza della sequenza nel database

S: score 22
A\ K: parametri che dipendono dallo scoring system (A) e dal database usato (K)
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e Esempio di applicazione del BLAST

- Il valore di E decresce esponenzialmente con I'aumentare S. Valori piu elevati di
S corrispondono a migliori allineamenti e infatti hanno E values piu bassi.

- Ottenere un allineamento con E = 1 significa che esiste un altro allineamento con
lo stesso score S che é risultato per caso.

- La stessa ricerca, su un database piu piccolo o piu grande, anche se restituisce
lo stesso allineamento deve avere un valore di E diverso (cio dipende da K)
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e Esempio di applicazione del BLAST

Quindi...
L'E-value & un valore che va da O al numero totale di sequenze nel database, ed &
ancora una volta tanto piu piccolo di 1 quanto migliore & l'allineamento.

L’E-value associato a un allineamento locale di punteggio S ottenuto da ricerca per
similarita in banca dati deve essere letto come “il numero atteso di sequenze della
banca dati che - per caso- producono un allineamento con la query con punteggio
maggiore uguale a S”.

L’E-value & inversamente proporzionale al punteggio dell'allineamento: maggiore & il
punteggio, piu piccolo & 'E-value
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e Esempio di applicazione del BLAST

Se ritroviamo nell'output una sequenza per cui I'E-value associato al suo allineamento
con la query & »=1, significa che il risultato che stiamo osservando & quello che ci
aspetteremmo per caso.

Quindi, possiamo ipotizzare che l'allineamento che osserviamo non sia indicativo di
una storia evolutiva comune ma viceversa sia effetto proprio del caso.

Esaminando i risultati di un allineamento blast possiamo quindi fermarci quando nella
classifica incontriamo la prima sequenza il cui E-value € > 1 (E-value>e-5) in quanto le
relative sequenze, almeno dal punto di vista statistico, difficilmente avranno un
legame evolutivo o funzionale con la query nonostante Blast abbia

determinato degli HSP nel loro allineamento con la query.
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SEFDE
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izsnzlns AEHNERRRKST

seroffiEx R S| Al NERRRK
EEFOE@KRS) 16 HN K RRR K
DFDEGKRS) u%xum
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SEFDEKKRS S 0 N

RRR«EN

EEFOE@KRS) o HNRRRRK

BLAST output: confrontiamo gli e
allineamenti: seconda hit

[BDownload v GenPept Graphics

beta-globin [Mus musculus castaneus]
Sequence ID: gb|ADD52623.1] Length: 147 Number of Matches: 1
> See 1 more title(s)

Range 1: 1 to 147 GenPept Graphics

Method Identities Positives Gaps
: 302 bits(773) 5e-103 ?:ompositional matrix adjust 146/147(99%) 1'7/147(100%) 0/147(0%)

Query 1 MVHLTDAEKSAVSCLWAKVNPDEVGGEALGRLLVVYPWTQRYFDSFGDLSSASAIMGNPK 60
MVHLTDAEKSAVSCLWAKVNPDEVGGEALGRLLVVYPWTQRYFDSFGDLSSASAIMGNPK
Sbjct 1 MVHLTDAEKSAVSCLWAKVNPDEVGGEALGRLLVVYPWTQRYFDSFGDLSSASAIMGNPK 60

Query 61 VKAHGKKVITAFNEGLKNLDNLKGTFASLSELHCDKLHVDPENFRLLGNAIVIVLGHHLG 120
VKAHGKKVITAFNEGL+NLDNLKGTFASLSELHCDKLHVDPENFRLLGNAIVIVLGHHLG
Sbjct 61 VKAHGKKVITAFNEGLRNLDNLKGTFASLSELHCDKLHVDPENFRLLGNAIVIVLGHHLG 120

Query 121 KDFTPAAQAAFQKVVAGVATALAHKYH 147
KDFTPAAQAAFQKVVAGVATALAHKYH
Shiet 121 KDFTPAAOAAFOKVVAGVATATAHKYH 147 26
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e Esempio di applicazione del BLAST

BLAST output: confrontiamo gli
allineamenti: ultima hit (su 100)

[BIDownload v GenPept Graphics

RecName: Full=Hemoglobin subunit beta
Sequence ID: sp|BSEWD2.1|HBB_SCICA Length: 146 Number of Matches: 1

Range 1: 1 to 146 GenPept Graphics

. > Method Identities Positives Gaps
53 bits(647) 7e-84 Ldmpositional matrix adjurc. 119/146(82%) 135/146(92%) 0/146(0%)

Query 2 VHLTDAEKSAVSCLWAKVNPDEVGGEALGRLLVVYPWTQRYFDSFGDLSSASAIMGNPKV 61
VHL+ EK+A++ LW KVNPDE+GGEALGRLLVVYPWTQR+FDSFGDLSSA+A+MGNPKV
Sbject 1 VHLSADEKNALATLWGKVNPDELGGEALGRLLVVYPWTQRFFDSFGDLSSATAVMGNPKV 60

Query 62 KAHGKKVITAFNEGLKNLDNLKGTFASLSELHCDKLHVDPENFRLLGNAIVIVLGHHLGK 121
KAHGKKV+ +F++GLK+LDNLKGTF+SLSELHCDKLHVDPENFRLLGN +V+VL HLGK
Sbjct 61 KAHGKKVLDSFSDGLKHLDNLKGTFSSLSELHCDKLHVDPENFRLLGNELVLVLALHLGK 120

Query 122 DFTPAAQAAFQKVVAGVATALAHKYH 147
DFTP QAAFQKVVAGVA ALAHKYH
Sbjct 121 DFTPQVQAAFQKVVAGVANALAHKYH 146
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‘:::ii::: B R
e Esempio di applicazione del BLAST E :EEEEiEEE o EREE

1 Andate al sito nel'NCBI:
http://www.ncbi.nlm.nih.g
ov/

1 Selezionate |la banca dati
dei nucleotidi

e cercate la entry
NM_000546

Allineiamo la sequenza
NM_000546,contro il database
Reference Proteins
(refseq_protein), escludendo

le sequenze proteiche predette
(Models XM/XP) ed i campioni
ambientali (Uncultured
environmental sequences).

oFoe@xRsMrRRrcBERHNNRRKRK
seroexxkrslrRrRal@sonNARRRcHEN
EEFODESKRSERXRIBOGHNRRRR K
eeroc@xRslrRxRBo @ NRRRR )

Translated BLAST. blastx

biastn | blastp | blastx | tblastn | tbiastx |
BLASTX search protein databases using a translated nucleotide query. more...

Enter Query Sequence ” " —
Enter accession number(s), gi(s), or FASTA sequence(s) & Clear Query subrange &
Mi_eoes4s

From
To
Or, upload file Scegli file | Nessun file selezionato )
Genetic code Standard (1) ¥
Job Title NM_000546:Homo sapiens tumor protein p53 (TP53)....
Enter a descriptive title for your BLAST search &

Align two or more sequences &

Choose Search Set
Deinbe e 4 | Reference proteins (refseq_protein) v |©
Organism
Optional exclude - *

Enter organism common name, binomial, or tax id. Only 20 top taxa will be shown. &
Exclude ¢/ Models (XM/XP) |/ Non-redundant RefSeq proteins (WP) ¥ Uncultured/environmental sample sequences
Optional
BLAST ] Search database refseq_protein using Blastx (search protein databases using a translated nucleotide query)

Show results in a new window

28
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e Esempio di applicazione del BLAST

Graphic Summary Alignments Taxonomy ! { RRRRK

Sequences producing significant alignments Download Manage Columns >  Show 2]
select all 100 sequences selected GenPept  Graphics
Descrpton e e e
cellular tumor antigen p53 [Macaca mulatta] 725 725 46% 00 9567% NP_001040616.1
cellular tumor antigen p53 [Tupaia chinensis] 695 695 46% 0.0 93.13% NP_001274298 1
cellular tumor antigen p53 isoform g [Homo sapiens] 674 674 42% 0.0 100.00% NP_001119590.1
cellular tumor antigen p53 [Nannospalax galili] 649 649 46% 0.0 84.52% NP_001306217.1
cellular tumor antigen p53 [Oryctolagus cuniculus] 645 645 46% 0.0 86.04% NP_001075873.1
cellular tumor antigen p53 isoform b [Homo sapiens] 625 625 39% 0.0 100.00% NP_001119586.1
cellular tumor antigen p53 isoform ¢ [Homo sapiens] 625 625 40% 0.0 97.65% NP_001119585.1
cellular tumor antigen p53 [Heterocephalus glaber] 625 625 46% 0.0 83.21% NP_001297199.1
cellular tumor antigen p53 [Equus caballus] 608 608 46% 00 82.74% NP_001189334.1
cellular tumor antigen p53 [Sus scrofa] 606 606 46% 00 81.01% NP_998989 3
cellular tumor antigen p53 [Mesocricetus auratus] 597 597 46% 0.0 78.14% NP_001 90.1
cellular tumor antigen p53 [Cavia porcellus) 506 596 46% 00 78.12% NP_001166211.1
cellular tumor antigen p53 [Cricetulus griseus) 594 594 46% 00 77.16% NP_001 1
cellular tumor antigen p53 [Ovis aries] 581 581 46% 0.0 77.66% NP_001009403.1
cellular tumor antigen p53 [Felis catus] 581 581 46% 00 79.70% NP_001009294.1
cellular tumor antigen p53 [Bos taurus] 580 580 46% 0.0 78.93% NP_776626.1
cellular tumor antigen p53 isoform a [Mus musculus] 579 579 47% 0.0 77.27% NP_0357702
cellular tumor antigen p53 [Rattus norvegicus] 577 577 46% 0.0 75.51% NP_112251.2 29
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seroffiexrs|
EEFOEBKRS)

DFDEGKR S| NR
. . . SEFDEK KRS
Descriptions Graphic Summary Alignments Taxonomy :::ZEI::: T

§ hover to see the title R elick to show alignments Show Censerved Domains Alignment Scores  [J<40 40-50 [I50-80 [E80-200 [E>=200 @
100 sequences selected @ Putative conserved domains have been detected, click on the image below for detailed results.
1 ; s00 1000 15|M 2000 ; 2512
RF +2 —————n EEEsesses——— ' ¢ EE—

DNA binding site 4 04
zinc binding site [} "\
dimerization sits )

Specific hits ’ H
Superfanilies 'moz P53 superfamily PE3_t|

Distribution of the top 102 Blast Hits on 100 subject sequences

Query | 1
1 500 1000 1500 2000 2500
—

-
—
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cellular tumor antigen p53 [Macaca mulatta]
Sequence ID: NP_001040616.1 Length: 393 Number of Matches: 1

See 3 more title(s) v

Range 1: 1 to 393 GenPept Graphics

Score Expect Method Identities Positives Gaps Frame
725 bits(1872) 0.0 Compositional matrix adjust. 376/393(96%) 382/393(97%) 0/393(0%) +2

Query 143  MEEPQSDPSVEPPLSQETFSDLWKLLPENNVLSPLPSQAMDDLMLSPDDIEQWFTEDPGP 322
MEEPQSDPS+EPPLSQETFSDLWKLLPENNVLSPLPSQA+DDLMLSPDD+ QW TEDPGP
Sbjek! & MEEPQSDPSIEPPLSQETFSDLWKLLPENNVLSPLPSQAVDDLMLSPDDLAQWLTEDPGP 60

Query 323 DEaprmpeaappvapapaaptpaapapapSWPLSSSVPSQKTYQGSYGFRLGFLHSGTAK 502
DEAPRM EAAPP+AP PAAPTPAAPAPAPSWPLSSSVPSQKTY GSYGFRLGFLHSGTAK
Sbjct 61 DEAPRMSEAAPPMAPTPAAPTPAAPAPAPSWPLSSSVPSQKTYHGSYGFRLGFLHSGTAK 120

Query 503  SVTCTYSPALNKMFCQLAKTCPVQLWVDSTPPPGTRVRAMAIYKQSQHMTEVVRRCPHHE 682
SVTCTYSP LNKMFCQLAKTCPVQLWVDSTPPPG+RVRAMATYKQSQHMTEVVRRCPHHE
Sbjct 121  SVTCTYSPDLNKMFCQLAKTCPVQLWVDSTPPPGSRVRAMAIYKQSQHMTEVVRRCPHHE 180

Query 683 RCSDSDGLAPPQHLIRVEGNLRVEYLDDRNTFRHSVVVPYEPPEVGSDCTTIHYNYMCNS 862
RCSDSDGLAPPQHLIRVEGNLRVEY DDRNTFRHSVVVPYEPPEVGSDCTTIHYNYMCNS
Sbjct 181 RCSDSDGLAPPQHLIRVEGNLRVEYSDDRNTFRHSVVVPYEPPEVGSDCTTIHYNYMCNS 240

Query 863 SCMGGMNRRPILTITITLEDSSGNLLGRNSFEVRVCACPGRDRRTEEENLRKKGEPHHELP 1042
SCMGGMNRRPILTIITLEDSSGNLLGRNSFEVRVCACPGRDRRTEEEN RKKGEP H+LP
Sbjct 241 SCMGGMNRRPILTIITLEDSSGNLLGRNSFEVRVCACPGRDRRTEEENFRKKGEPCHQLP 300

Query 1043 PGSTKRALPNNTSSSPQPKKKPLDGEYFTLQIRGRERFEMFRELNEALELKDAQAGKEPG 1222
PGSTKRALPNNTSSSPQPKKKPLDGEYFTLQIRGRERFEMFRELNEALELKDAQAGKEP
Sbjct 301 PGSTKRALPNNTSSSPQPKKKPLDGEYFTLQIRGRERFEMFRELNEALELKDAQAGKEPA 360

Query 1223 GSRAHSSHLKSKKGQSTSRHKKLMFKTEGPDSD 1321
GSRAHSSHLKSKKGQSTSRHKK MFKTEGPDSD
Sbjct 361  GSRAHSSHLKSKKGQSTSRHKKFMFKTEGPDSD 393 31
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Esempio di applicazione del BLAST

Reports Organism Taxonomy
100 sequences selected @
Organism Blast Name
Bilateria animals
. Deuterostomia animals
. . Chordata chordates
. . Gnathostomata vertebrates
. . Euteleostomi vertebrates
..... Tetrapoda vertebrates
. . « «Amniota vertebrates
« « » « « . . Boreoeutheria placentals
+ « « « « « « . Euarchontoglires placentals
W e ow o w sdoetAITRING primates
W .« « « » « Macaca primates
R E L Macaca mulatta primates
........... Macaca fascicularis primates
.......... Homo sapiens primates
.......... Pan paniscus primates
.......... Gorilla gorilla gorilla primates
.......... Pan troglodytes primates
......... Tupaia chinensis placentals
......... Nannospalax galili rodents

......... Oryctolagus cuniculus

rabbits & hares

......... Heterocephalus glaber

......... Mesaocricetus auratus

Cavia noreslhiic

rodents
rodents

rodents

Score

725
725
674
270
269
268
695
649
645
625
597
596

Number of Hits
148
4

g
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s
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Description

Macaca mulatta hits
Macaca fascicularis hits
Homo sapiens hits

Pan paniscus hits

Gorilla gorilla gorilla hits
Pan troglodytes hits
Tupaia chinensis hits
Nannospalax galili hits
Oryctolagus cuniculus hits
Heterocephalus glaber hits
Mesocricetus auratus hits 32

Cavia narralliie hite
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2 YouTube "

https://www.youtube.com/watch?v=hTTvq8KJthA

https://www.youtube.com/watch?v=HXEpBnUbAMo

https://www.youtube.com/watch?v=RzC-V67z5L A&t=64s

https://www.youtube.com/watch?v=JKD5laNtwSc&t=76s

E per finire la lista dei tutorial di nchbi:
https://www.youtube.com/playlist?list=PLH-T|WpFfWrtjizMClvUe-YbrlleFQIKMg
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Rispondete alle seguenti domande relative alla entry NM_000546 :
-Di che tipo di molecola si tratta e quanto & lunga?

—Quando é stata aggiornata I'ultima volta la entry?

—Cosa dice la sua definizione?

—Da che organismo proviene?

—Quale gene produce questa molecola? Questo gene ha nomi
alternativi?

— E’ un trascritto codificante? Se si, dove inizia la 5" UTR? E la 3" UTR?
Quanto sono lunghe? E |a

CDS invece quanto & lunga? E la proteina codificata?

— Riesci a trovare un modo per recuperare la sequenza di
NM_000546 in formato FASTA?

— Su che cromosoma si trova il gene che produce questo trascritto?
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—Cerca di capire se esistono malattie umane note associate a mutazioni
di questo gene.

—Procedi alla entry della proteina prodotta da questo trascritto.

-Qual & identificativo (Accession, o ID) della proteina? La sua
definizione?

—Esistono dei siti noti di fosforilazione annotati su questa proteina? In che
posizione?

—Ottieni la sequenza in formato FASTA della proteina.

—Vai alla entry del gene che codifica questa proteina.

-Su che filamento & annotato? Ci sono altri geni nelle vicinanze?
—Cerca di capire se il gene produce altri trascritti oltre a quello che
codifica per questa proteina.
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e Limiti e sfide di Blast: mg-u i

Pur essendo uno degli strumenti di allineamento di sequenze piu utilizzati in
bioinformatica ci sono alcune limitazioni e sfide nell'uso di Blast che possono
influenzare i risultati dell'allineamento.

1. Sequenze altamente simili: BLAST puo avere difficolta a distinguere tra sequenze
altamente simili, poiché le sequenze condividono molte regioni identiche. In tali casi,
BLAST potrebbe non essere in grado di distinguere tra le due sequenze o di
identificare le regioni di divergenza.

2. Lunghezza della sequenza: la lunghezza della sequenza puo influenzare la precisione di
BLAST. Sequenze troppo corte possono non fornire informazioni sufficienti per
I'allineamento corretto, mentre sequenze troppo lunghe possono richiedere troppo
tempo per l'allineamento.
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3. Sovrapposizione di domini proteici: BLAST puo avere difficolta a rilevare le
sovrapposizioni tra i domini proteici all'interno di una singola sequenza. In tali
casi, BLAST pu0 non essere in grado di identificare la corretta struttura proteica o
di riconoscere le relazioni di omologia tra sequenze.

4. Bias di composizione: la composizione nucleotidica pud influenzare la
precisione di BLAST. Sequenze con una forte composizione di un particolare
nucleotide possono produrre falsi positivi o falsi negativi nell'allineamento.
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ALLINEAMENTI TRA SEQUENZE —

ABseroEAKRSEMRRRBAGHNERRRKS T

Eso.ixxs RRRMAGHNERRR BT

eF0EGKRSIMRRRBAGHNKRRRK TN
E EFDEAKRSHERR AGHNERRRK S

. oy . . 4
e Limiti e sfide di Blast: Y [N A
. VBeeroeGXxRSERRRIBAGHNKRRRKAN
o;nzixns RRKMERHNNRRKRK
seroeExkRSMRRRMS o HNARRR <IN
serpsixns RKR nlunnnnnn
ecroeGx RSPRkREOGHNRRRR K

5. Selezione del database di riferimento: la scelta del database di riferimento pud
influenzare la capacita di BLAST di identificare relazioni di omologia tra le sequenze.
Un database di riferimento troppo ampio o troppo piccolo pud compromettere la
precisione dell'allineamento.

6. Scalabilita: BLAST pud essere limitato nella sua capacita di gestire grandi quantita
di sequenze, soprattutto quando si tratta di sequenze di dimensioni diverse.

Tuttavia, nonostante queste sfide, BLAST rimane uno strumento utile per I'analisi di
sequenze e l'identificazione di relazioni di omologia tra le sequenze.

38
Corso Bioinformatica 2023 Prof.ssa Tiziana Castrignand email: tiziana.castrignano@unitus.it



	Diapositiva 1
	Diapositiva 2
	Diapositiva 3
	Diapositiva 4
	Diapositiva 5
	Diapositiva 6
	Diapositiva 7
	Diapositiva 8
	Diapositiva 9
	Diapositiva 10
	Diapositiva 11
	Diapositiva 12
	Diapositiva 13
	Diapositiva 14
	Diapositiva 15
	Diapositiva 16
	Diapositiva 17
	Diapositiva 18
	Diapositiva 19
	Diapositiva 20
	Diapositiva 21
	Diapositiva 22
	Diapositiva 23
	Diapositiva 24
	Diapositiva 25
	Diapositiva 26
	Diapositiva 27
	Diapositiva 28
	Diapositiva 29
	Diapositiva 30
	Diapositiva 31
	Diapositiva 32
	Diapositiva 33
	Diapositiva 34
	Diapositiva 35
	Diapositiva 36
	Diapositiva 37
	Diapositiva 38

