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——_—
Prehled prednasky |||||

BLAST
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B —
Databéze biologickych dat |||||

m MnozZstvi genomickych dat se kazdych 15 mésicti zdvojnasobi.
m Rostouci polet dotazii na databaze.

m Potreba efektivnich vyhledavacich metod pro genomicka data.
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B —
Databéze biologickych dat |||||
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B —
Databaze biologickych dat - pouziti |||||

m Laboratof odsekvenovala sekvenci nukleotidd nebo aminokyselin
néjakého proteinu.

m Hledate sekvenci kterda ma podobnou funkci jako jina sekvence =>
hledate podobnou sekvenci.

m Zjisténi podobnosti umozniuje odvodit strukturu, funkce a evoluéni
vztahy hledané sekvence.
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Databaze biologickych dat - komponenty |||||

T¥i hlavni komponenty

m Ohodnocovaci funkce - uréeni podobnosti
m Vyhledéavaci algoritmus - nalezeni zdznamu v databazi

m Statisticky model - pfifazeni vyznamnosti k nalezenému zadznamu

m Komponenty berou v potaz pfedeviim rychlost vykonani dotazu.

Michal Vasinek (VSB-TUO) Algoritmy pro Bioinformatiku



Alignment - lokalni vs. globalni |||||

Alignment sekvenci nukleotidii ¢i aminokyselin je vzajemné pfifazeni dvou

sekvenci.

Global FTFTALILLAVAV

F__TAL_LLA_AV

Local FTFTALILLAVAV
__FTAL_LLAAV__
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BLAST !

m BLAST je nastroj pouzivany pro porovnavani sekvenci s knihovnou &i
databazi sekvenci.

m Vyuziva lokalni alignment.
m Pouziva heuristického pfistupu zalozeného na statistickych metodach.

m Hlavni cil je umoznit rychlé vyhledavani v databazich.
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——
BLAST Rozhrani !

Graphic Summary Alignments Taxonomy

Sequences producing significant alignments Download Manage Columns ~  Show
selectall 100 sequences selected GenPept  Graphics  Distance tree of results Multiple alignment
T acore Sone| oo v oo | o0

PREDICTED: sodium- and chloride-dependent GABA transporter 3-like [Ictalurus punctatus] 295 295 69% 88 88.89% XP_017347515.1
protein HETIRDRAFT 315135 | lion irrequlare TC 32-1] 291 291 100% 124 73.33% XP_009545357.1
nucleic acid binding protein. putative [f ovale] 286 286 T76% 176 80.00% SCP04405.1
llin-binding protein | subsp. defensor] 286 286 84% 176 81.82% OAB25459.1
PBP1A fami) ilin-binding protein i i 286 286 84% 176  81.82% WP 0685857111
sodium- and chloride-d dent GABA transporter 3-like || 286 286 61% 176  100.00% XP_026794205.1
sodium- and chioride-dependent GABA transporter 3-lke isoform X1 [ fulvidraco] 286 286 61% 176 100.00% XP_026989900.1
sodium- and chloride-dependent GABA transporter 3-lke isoform X2 [ fulvidracol 286 286 61% 176 100.00% XP_026989903.1
RING finger protein nhi-1 isoform X1 [Aphis gossypii] 282 282 92% 249 68.75% XP_027836194.1
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I ——
BLAST Rozhrani - pojmy |||||

m Max Score - skére alignmentu jednoho z aseki nalezené sekvence,
ktery se povedlo namapovat na sekvenci z databaze. V pfipadg, Ze je
nalezend sekvence je namapovana sekvenci z databaze v celé délce,
hodnota maximalniho skére bude totozna celkovému skére(viz. nize).

m Total Score - soucet skére viech nekontinualnich casti lokalnich
namapovani mezi hledanou a nalezenou sekvenci z databaze.

m Query Cover - jaka Cast hledané sekvence je porovnédna s nalezenou
sekvenci.

Descriptions Graphic Summary Alignments Taxonomy

Sequences producing significant alignments

Download - Manage Columns ' Show (2]

select all 100 sequences selected GenPept  Graphics  Distance tree of results  Multiple alignment

Max | Total Query E Per.
Score Score  Cover value Ident

Description Accession
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I ——
BLAST Rozhrani - pojmy |||||

m E value - kolik krat je mozné v prohledavané databazi ocekavat
sekvenci se stejnym skére jako ma nalezena sekvence viici hledanéé.
nahodou. E-hodnota by méla byt co nejmensi, idedlné blizko nuly.

m Per. Ident. - kolik procent stejnych nukleotidovych bazi/aminokyselin
se nachazi v nalezené sekvenci.

m Acc. Len - délka sekvence se kterou jsme nalezli shodu.

m Accession - identifikator sekvence, obvykle odkaz na organismus na
stranky NCBI.

Graphic Summary Alignments Taxonomy

Sequences producing significant alignments Download ¥ Manage Columns ' Show (2]
selectall 100 sequences selected GenPept  Graphics Distance lree of results Multiple alignment

Description Accession

Max | Total Query E Per.
Score Score  Cover value Ident
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BLAST Rozhrani

Descriptions Graphic Summary Alignments Taxonomy

Qhovertosee thetitle W click to show alignments Show Conserved Domains  Alignment Scores  [ll<40 [40-50 [J50-80 [H80-200

100 sequences selected @ No conserved ins have been

Distribution of the top 117 Blast Hits on 100 subject sequences

Que I
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W>=200

Michal Vasinek (VSB-TUO Algoritmy pro



BLAST Rozhrani !

Descriptions Graphic Summary Taxonomy

view | Pairwise v]| © Download

100 sequences selected @

& Download v GenPept Graphics ¥ Next <“Descriptions
PREDICTED: sodi and chloride-dependent GABA porter 3-like [Ictalurus punctatus]
Sequence ID: XP_017347515.1 Length:227 Number of Matches: 1

Range 1: 76 to 84 GenPept Graphics Related Information

Score Expect Identities Positives Gaps Gene - associated gene details
29.5 bits(62) 88 8/9(89%) 9/9(100%) 0/9(0%) Genome Data Viewer - aligned
genomic context

Query 2 GQYTKQSPV 10
GQYTKQSP+
Sbjct 76 GQYTKQSPI 84
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——
BLAST Rozhrani il

Descriptions Graphic Summary

100 sequences selected @

Organism Blast Name Score Number of Hits Description

root 130
« cellular organisms 128
. . Eukaryota eukaryotes 88
. . . Qpisthokonta eukaryotes 67

. . Bilateria animals 57
..... Euteleostomi vertebrates u
.+ . . . .Osteoglossocephalai bony fishes 12
....... Siluroidei bony fishes 6
........ Ictalurus punctatus bony fishes 295 1 Ictalurus punctatus hits
e bony fishes 286 1 Pangasianodon hypophthalmus hits
........ Tachysurus fulvidraco bony fishes 286 4 Tachysurus fulvidraco hits




B —
Historie BLAST algoritmdi |||||

m 1990: algoritmus BLAST1

m Velmi rychly algoritmus k nalezeni podobnych sekvenci, neumi
pracovat s insercemi a delecemi.
m Altschul et al, Basic local alignment search tool. Jeden z nejvice
citovanych védeckych ¢lankd v bioinformatice.
® 1996/1997 névrh algoritmu BLAST2
m BLAST2 umoznuje zpracovani indeld.
= Vyvinuty nezavisle dvé verze:

m 1996: WU-BLAST2 (Washington University)
m 1997: NCBI-BLAST2 (National Center for Biotechnology Information)
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BLAST1 - hlavni myslenka

Princip

Hlavni myslenkou v algoritmu BLAST je, ze homologni(podobné)
sekvence budou s velkou pravdépodobnosti obsahovat kratké, velmi
podobné oblasti. Kazda takova oblast se pak stane pocatkem od kterého
zaCneme rozsifovat shodu na obé strany(tzv. Seed and Extend pristup).
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e
BLAST1 !

m Heuristickd metoda, ktera vyhledava lokalni podobnosti bez indeld.
m V zakladu ctyfi kroky:

Predzpracovani hledané sekvence.

Vyhledani sekvence v databazi.

Rozsireni nalezenych vysledki.

Ohodnoceni nalezenych sekvenci.
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e
BLAST1 - predzpracovani hledané sekvence |||||

Pro kazdou pozici p v hledané sekvenci naleznéte sekvenci o délce w,
takovou, ze jeji ohodnoceni podobnosti je vy3si nebo rovna mezni
hodnoté T.

Témto podobnym sekvencim se Fika neighbors, sousedé sekvence.

Podobnost sekvenci uréujeme pomoci matice BLOSUM nebo PAN.

Pro DNA stanovujeme w = 11.

Pro proteiny stanovujeme w =3 a T = 13.
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——
BLOSUM62 !

BLOSUM62 Some amino acid substitutions have a smaller impact on
structure & function than others.

Ala 4

Arg -1 5

Asn -2 0 6

Asp -2 -2 1 6

Cys 0o -3 -3 -3 9 Rare; larger effecton  Common; modest effect
Gln -1 1 0 0 -3 5 structure/function on structure/function
Glu -1 o 0o 2 -4 2 5 < * >
Gy o -2 0o -1 -3 -2 -2 &6 negative positive
His -2 0 1 -1 -3 0 0 -2 8

Ile -1 -3 -3 -3 -1 -3 -3 -4 -3 4

leu -1 -2 -3 -4 -1 -2 -3 -4 -3 2 4 - .
s 1 2 0 4 -3 1 1 -2 1-3 2 & Matrix is symmetric
Met -1 -1 -2 -3 1 o -2 -3 -2 1 2 -1 5

Phe -2 -3 -3 -3 -2 -3 -3 -3 1 0 0 -3 0 6

Pro -1 -2 -2 -1 -3 -1 -1 -2 -2 -3 -3 -1 -2 -4 7

Ser 11 1 0 -1 o o 0 -1-2 -2 0 -1 -2 -1 4

Thr 0 -1 [ I I B A A B B B 2 -1 1 5

Tp -3 -3 -4 -4 -2 -2 -3 -2 -2 -3 -2 -3 -1 1 -4 -3 -2 11

Tyr 2 -2 -2 -3 -2 -1 -2 -3 2 1 -1 -2 -1 3 -3 -2 -2 2 7
Val o -3 -3 -3 -1 -2 -2 -3 -3 3 1 -2 1 -1 -2 -2 o -3 -1 4

Ala Arg Asn Asp Cys GIn Glu Gly His lle Leu Lys Met Phe Pro Ser Thr Trp Tyr Val
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B —
Ohodnoceni nukleotidy - BLAST1 |||||

BLAST Nucleotide Matrix (“Ungapped Alignment”)

A T C G
A 5
T -4 5
C -4 -4 5
G -4 -4 -4 5
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B —
Ohodnoceni nukleotidy - BLAST?2 ”Hl

BLAST Nucleotide Matrix (“Gapped Alignment”)

A T C G
A 1
T -3 1
C -3 -3 1
G -3 -3 -3 1
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e
Rozdéleni proteinové sekvence na seed words |||||

m Hledana sekvence ma délku 11.

m Pro w = 3 vygenerujeme 9 slov.

YANCLEHKMGS
YAN
ANC
NCL
CLE
LEH
EHK
HKM
KMG
MGS
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B —
BLASTL - setfizeni |||||

For each word from a window = 3, generate neighborhood words using
BLOSUM®62 matrix with score threshold = n

3AminoAcids
LEH — 20X20X20 —— 203 alignments

e B
B3«—| LKH
T De—|-CEH
threshold =™ n <—| QE H All aligned with
(cut off here) . LEH using
r_ BLOSUMG62
SRS Bt e (then sorted by
9+—|LER c0ees)
5 DEH
—  Sorted by scores
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T
Nalezeni presné shody s databazi |||||

m Sekvence v databazi si obvykle predzpracovavame.
m Lze ulozit do hashovaci tabulky nebo vyhledavaciho stromu.

LEH

1

Word List e

Database sequences

LKH

EEEEE ;ff——alkil

LKH LEH CEH

LEH CEH

B L]
QEH

QE H — DAPCQEHKRGWPNDC —

Michal Vasinek (VSB-TUO) Algoritmy pro Bioinformatiku




Nalezeni presné shody s databazi |||||

m Pro kaZzdou sousedni sekvenci hledané sekvence, kterd ma ohodnoceni
vétsi nez T nalezneme vsechny vyskyty v databazi.

L f’. H Database sequences

Word List =
LKH

LEH L

L K H LEH CEH

CEH '

QEH
QE H
———DAPCQEHKRGWPNDC —
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Rozsireni alignmentu |||||

m Pro kazdou shodu se pokusime o oboustranné rozsifeni viici sekvenci
z databaze. X je uzivatelem volena hodnota, urcuje situaci, kdy
zastavujeme rozsirovani.

Query=YANCLEHKMGS
Extended in the right direction Max drop off score X= 2

QEHKMGS

—DAPCQEHKRGWPNDC—
5758516 -3
5 10 18 2322 28 25

. /\%]&mdmpq)x
S Score drop=1 <= X N
930
.E. 15 / <— Trim to max
-
E 10 /
g —
&5t
o] T T T T T 1
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Rozsireni alignmentu |||||

m Pro kazdou shodu se pokusime o oboustranné rozsifeni viici sekvenci
z databaze. X je uZivatelem volenad hodnota, ur€uje situaci, kdy
zastavujeme rozsirovani.

Query=YANCLEHKMGS
Extended in the left direction Maxdrop off score X=2

YANCQEHKMG

—DAPCQEHKRGWPNDC —
2420558
26 2925 2718 13 8

W
V]

o
[=]

=3
v

Smdmp:;<y/\+/\] Scare drop = 3> X

Accumulated Score
G 8

\

c w
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Maximal segment pairs |||||

m Rozsifena sekvence, jejiz skdre je vyssi nez hodnota S je vracena jako
vysledek.

m Tyto sekvence oznaCujeme anglickym terminem High Scoring
Segment Pair (HSP), dvojice sekvenci s vysokym skére.

m HSP s nejvyssim skére je potom oznacen jako maximalni dvojice
segmenti - Maximal segment pair (MSP).
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Maximal segment pairs |||||

Maximal Segment Pair (MSP)

-

ANCQEHKMG
APCQEHKRG

4732 98 s 85 54 O

Pair Score = 4-2+9+5+5+8+5-1+6 = 39
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Urcenf statistické vyznamnosti |||||

Zakladni otazky

m Je skore dostatecné vysoké abychom mohli usuzovat o homologii
sekvenci?

m Jsou skére ziskané namapovanim s nahodnou sekvenci vyssi, nez nase
nalezené skére?

m Jaky je ocekavavany pocet nahodnych sekvenci z databéze se skére
vySSim nez nasSe skére?
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Intuitivni pristup

Otazka

Méjme nukleotidovou sekvenci s; o délce n. Méjme databazi sekvenci s
celkovou délkou m. Pokud budeme predpokladat, ze kazdy nukleotid se v
databazi vyskytuje nezavisle a stejnou pravdépodobnosti, kolikrat bychom
ocekavali, ze danou sekvenci najdeme.
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Intuitivni pristup |||||

Méjme nukleotidovou sekvenci s; o délce n. Méme databazi sekvenci s
celkovou délkou m. Pokud budeme predpokladat, Ze kazdy nukleotid se v
databazi vyskytuje nezavisle a stejnou pravdépodobnosti, kolikrat bychom
ocekavali, ze danou sekvenci najdeme.
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Intuitivni pristup

Otazka
Méjme nukleotidovou sekvenci s; o délce n. Pokud budeme predpokladat,
Ze kazdy nukleotid se v databazi vyskytuje nezavisle a stejnou
pravdépodobnosti, jak velkou databazi potfebujeme abychom méli
ocekavany pocet sekvenci roven 17
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Intuitivni pristup

Otazka
Méjme nukleotidovou sekvenci s; o délce n. Pokud budeme predpokladat,
Ze kazdy nukleotid se v databazi vyskytuje nezavisle a stejnou
pravdépodobnosti, jak velkou databazi potfebujeme abychom méli
ocekavany pocet sekvenci roven 17
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E-Value

E-Value

Pocet MSP s podobnym nebo vyssim skére, ktery bychom ocekavali, ze
nalezeneme na zakladé pravdépodobnosti, kdyZz prochazime databazi
urcité velikosti.

Napfiklad: pokud je E-Value rovna 1 pro uréitou MSP se skére S, mizeme
fici, Ze v databazi o urcité velikosti bychom ocekavali, Ze nalezneme 1
shodu s podobnym skére.
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B —
Zakladni vlastnosti |||||

m Pokud zname statistické rozdéleni hodnot skére vzajemné
nesouvisejicich sekvenci, pak budeme schopni vyhodnotit statickou
vyznamnost.

Predpoklady

m Ohodnocovaci tabulka musi byt zkostruovana tak, aby nahodné
namapované sekvence mély zaporné skére.

m Délky mapovanych sekvenci jsou dostatecné veliké
m Rozdéleni nukleotidii/aminokyselin v sekvenci a databazi je shodné

m Musi byt mozné obdrzet kladné skére. Alespon jeden prvek v
ohodnocovaci tabulce musi byt kladny.
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B —
E-Value vypocet - bit score |||||

, AS —log (K)
o log(2)

m S - skére z alignmentu.

m A, K - hodnoty zavislé na ochodnocovacim schématu a konkrétnich
sekvenci v databazi.

m log (2) ve jmenovateli rovnice prevadi vyslednou hodnotu na
logaritmus o zakladu 2. Tedy veli¢ina se méfi v bitech.

Lze interpretovat, jako potfebnou velikost databaze, ve které jsme schopni
najit shodu s hledanou sekvenci na zakladé nahody. Pokud je databaze
dosti velka, pak danou sekvenci s vysokou pravdépodobnosti najdeme. S
kazdym nariistem velikosti bitového skére se potfebna velikost databaze
zdvojnasobi. Bit skére je porovnatelné mezi riznymi dotazy i nad jinymi
databazemi.
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B —
E-Value vypocet |||||

o -5 _ oy
EV ~ mn2 = mQS,
m S’ - bit score.

m m - délka vstupni sekvence.

m n - soucet délek vech sekvenci v databazi.
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B —
E-Value interpretace |||||

m Hodnoty E-Value mensi nez 10™* znaéf vyznamnou podobnost.

m Hodnoty E-Value vétsi nez 10~* by mély byt ruéné prekontrolovany.
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