
1

Aufgabe 5 - BLAST

Silke Trißl
Wissensmanagement in der Bioinformatik
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Heuristische Alignierung

n Annotation neuer Sequenzen basiert auf Suche 
nach homologen Sequenzen in 
Sequenzdatenbanken

n Datenmenge wächst exponentiell – selbst lineare 
Algorithmen sind zu langsam

n Gesucht sind Verfahren 
– Sublinearer Laufzeit
– Möglichst geringer Verlust 

an Ergebnissen
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Suche in Datenbanken

n Gedankenkette
– Gegeben Sequenz S und Datenbank mit Sequenzen 

S1,...Sn

– Gesucht: Welche Sequenzen in DB sind homolog zu S?
n Kann nicht beantwortet werden

– Annäherungen
n Welche Sequenzen in DB sind sehr ähnlich zu S?

– Operationalisierung fehlt

n Welche Sequenzen haben einen hohen Alignment-Score zu S?
– Berechnung Alignmentscore dauert zu lange

n Welche Sequenzen haben wahrscheinlich einen hohen 
Alignmentscore zu S?

– BLAST

n Wie viele Hits verlieren wir dabei?

Silke Trißl: Bioinformatik für Biophysiker, WS 2006/07 4

Sensitivität und Spezifität

n Spezifität = TP/(TP+FP) (Precision)
– Wie viele der Treffen des Verfahrens sind wirklich welche?

n Sensitivität = TP/(TP+FN) (Recall)
– Wie viele der echten Treffer findet das Verfahren?

n Immer eine Balance
– Ergebnismenge klein: SP=hoch,  SE=klein
– Ergebnismenge groß: SP=niedrig, SE=hoch
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BLAST

n Altschul, Gish, Miller, Myers, Lipman: „Basic Local
Alignment Search Tool“, K Mol Bio, 1990.

n Heuristische Suche
– Sehr schnell, findet aber nicht alle optimalen Alignments
– Berechnet statistische Signifikanz der Treffer

n **Die** Erfolgsgeschichte der Bioinformatik
– Für Biologen tw. äquivalent zu „Bioinformatik“
– Eingesetzt auf NCBI/EBI Server – von der ganzen Welt benutzt
– Software frei erhältlich – auch lokale Installation möglich

n Weiter- / Parallelentwicklung von FASTA
– FASTA kaum noch in Benutzung

n Diverse Weiterentwicklungen
– Gapped-BLAST und PSI-BLAST (1997)
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BLAST Parameter

n Zunächst
– Suche in DNA Sequenzen
– Keine Beachtung von Gaps

n Gegeben
– Suchsequenz P, Datenbank DB={S1,...,Sn}
– Minimale Länge w der „Seeds“
– Substitutionsmatrix M
– Minimaler initialer Schwellwert t
– Minimaler Gesamtschwellwert c

n Wird berechnet in Abhängigkeit von t, M, |DB|, |P|

– Erwünschte Anzahl Treffer v
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Prinzip

n Schritt 1
– Bestimme alle Teilwörter P1,...,Pm der Länge w in P

n Schritt 2
– Suche nach Volltreffern von P1,...,Pm in DB mit Score über t

n Diese heißen „Hits“ oder „Seeds“
n Manche Pi sind von vorneherein statistisch so wenig signifikant, 

dass sie von der Suche ausgeschlossen werden
n Schritt 3

– Gegeben ein Hit zwischen DB-Sequenz Sj und Wort Pi
– Verlängere Bereich um Hit Pi in P und in Sj

n Alignment erst nach links, dann nach rechts wachsen lassen
n Solange, bis

– Sequenz P oder Sj ist zu Ende
– Alignmentwert fällt unter Threshold c
– Alignmentwert fällt „signifikant“ unter bisherige beste Treffer

§ „Signifikant“ heuristisch bestimmt, abhängig von c und v
n Ergibt „Maximal Segment Pairs“ – die besten v sind das Ergebnis
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Beispiel

W=5, t=5
P=ACGTGATA
S=GATTGACGTGACTGCAAGTGATACTATAT

P1=ACGTG
P2=CGTGA
P3=GTGAT
P4=TGATA

GATTGACGTGACTGCAAGTGATACTATAT
GATTGACGTGACTGCAAGTGATACTATAT
GATTGACGTGACTGCAAGTGATACTATAT

GATTGACGTGACTGCAAGTGATACTATAT
ACGTGATA                  5
ACGTGATA                  5+1=6
ACGTGATA                  6-3=3
... ...

Schritt 1
Teilwörter

Schritt 2
Hitsuche

Schritt 3
Verlängerung
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Database Sequence

Q
u
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Veranschaulichung

n Original BLAST – kein Zusammenfügen mehrerer Maximal 
Segment Pairs zu einem (kompletten) Alignment

n Gapped - Blast
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Bemerkungen

n BLAST ist eine Exklusionsmethode
– Bestimme und suche nach Seeds = minimale Alignments, 

die im Kern jedes optimalen Alignments stecken müssen
– Erweitere (nur) diese zu vollen Alignments
– Weitere Algorithmen nach diesem Muster bekannt: 

Myer ‘s sublineares Alignment, Baeza-Yates&Perleberger

n Heuristik
– BLAST kann nicht alle optimalen Alignments finden
– Keine Inserts/Gaps, Schwellwerte w und t
– Kleinere w/t Werte – höhere Sensitivität, aber auch 

geringere Performance
– Parameterwerte und Algorithmen sind über 10 Jahre 

getuned worden
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Defaulteinstellungen

n Typische Einstellungen, oft übernommen
n Proteine

– BLOSUM62 Matrix
– W=4, t=14

n DNA
– Einheitsmatrix (Match +1, Mismatch –3)
– w=12, t= 12
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BLAST 2

n Altschul, Madden, Schaffer, Zhang, Zhang, Miller, Lipman: „Gapped BLAST and PSI-
BLAST: a new generation of protein database search programs“, NAR, 1997

n Drei Verbesserungen
– Performance verbessern durch andere Extensionsstrategie

n Sequenzdatenbanken wachsen schneller als CPU Geschwindigkeit
n Extensionen fressen >90% der gesamten Laufzeit
n Folge: Mehr verlangen als ein Wort, bevor man die Extension 

beginnt
n BLAST2: Extension erfolgt nur, wenn zwei nicht-überlappende Hits 

auf einer Diagonale mit Abstand höchstens a gefunden wurden
– Gaps beachten durch Verknüpfung von MSPs mit dyn. Prog.

n Denn: Mehrere kurze Alignments mit Gaps werden vom alten 
BLAST übersehen, wenn keines der Kurzen signifikant ist

n Durch Verlangen von zwei Hits kann w reduziert werden
– Motivsuche verbessern durch Iteration mit Anpassung der 

Substitutionsmatrix (PSI-BLAST)
n Denn: Während der Suche kristallisiert sich das konservierte Motiv 

oft erst heraus
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www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST
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BLAST Varianten

n BLAST gibt es in verschiedenen Varianten
– Blastn : DNA-Anfrage/DNA-Datensammlung

n DNA -> DNA
– Blastp : Protein-Anfrage/Protein-Datensammlung

n Protein -> Protein
– Blastx : translatierte DNA-Anfrage/Protein-

Datensammlung
n DNA -> Protein

– Tblastn : Protein-Anfrage/translatierte DNA-Daten
n Protein -> Protein

– Tblastx: translatierte DNA-Anfrage/translatierte DNA-
Daten
n DNA -> Protein

n Bei DNA/Proteinsuche immer Übersetzung in alle 
sechs Reading Frames
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blastp - Standardeingabe

• Sequenzen in 
• Fasta-Format

• nur Sequenz
• Accession

>Sequenzname
SEQUENZ

P24021
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Sequenzen

n Nucleotide – Nucleotide: blastn
– AQ008298.fasta

n Protein – Protein: blastp
– Q7RNI7.fasta

n Translated Nucleotide – Protein: blastx
– BI670787.fasta

n Protein – translated NucleotideDB: tblastn
– Q9DGL7.fasta

n Aufgabe:
– Finden Sie heraus, um welche Proteine / Gene es sich 

handeln könnte
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Verfügbare Datenbanken

n Proteine
– nr

n all non-redundant GenBank CDS translations+RefSeq
Proteins+SwissProt+PIR+PRF

– swissprot
n major release of SwissProt (manually annotated Protein-

DB)

– pat
n Proteins from patients

– pdb
n Sequences derived from the 3-dimensional structure DB 

(PDB)

– month
n same as nr, but just sequences from the last 30 days
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Verfügbare Datenbanken

n DNA
– nr

n All GenBank+RefSeq Nucleotides+EMBL+DDBJ+PDB
sequences

– EST
n Sequences from EST division of GenBank, EMBL, DDBJ

– gss
n Genome Survey Sequence

– Chromosome
n completely sequenced chromosomes and genomes

– month
n same as nr, but just sequences from the last 30 days

n ... see blast Dokumentation
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blastp - Optionen

Erweiterte Optionen
-W wordsize[Integer]

Word size

Expected E-value
E-values < Wert 
werden ausgegeben
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blastp - Warteschlange

Zeigt Motive von
Pfam
Smart
...
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blastp - Output

Ergebnisse 
aufgeschlüsselt nach 
Organismen / Species

Silke Trißl: Bioinformatik für Biophysiker, WS 2006/07 22

blastp – Output – 2 
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blastp – Output – 3 

E-Value
je kleiner, desto besser;

hängt von 
Querylänge
Datenbankgröße
Alignmentscore
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blastp – Output – 4 
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Aufgabe 5

n Verwendet BLAST, um für die gegebenen 
Sequenzen herauszufinden, um welche Proteine 
bzw. Gene es sich handeln könnte.

n Variiert dabei die Parameter


