Aufgabe 5 - BLAST

Silke Trif3l
Wissensmanagement in der Bioinformatik

" JEE
Heuristische Alignierung

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

= Datenmenge wachst exponentiell — selbst lineare
Algorithmen sind zu langsam EMBL Database Growih

™ Gesucht Sind Verfahren total nucleotides (gigabases)
Sublinearer Laufzeit

Mdoglichst geringer Verlust

an Ergebnissen
I|
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= JEE
Suche in Datenbanken

= Gedankenkette
Gegeben Sequenz S und Datenbank mit Sequenzen
S.....5,
Gesucht: Welche Sequenzen in DB sind homolog zu S?
= Kann nicht beantwortet werden
Annaherungen
= Welche Sequenzen in DB sind sehr ahnlich zu S?
Operationalisierung fehlt
= Welche Sequenzen haben einen hohen Alignment-Score zu S?
Berechnung Alignmentscore dauert zu lange

= Welche Sequenzen haben wahrscheinlich einen hohen
Alignmentscore zu S?
BLAST

Wie viele Hits verlieren wir dabei?
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Sensitivitat und Spezifitat

Reality
+ -
Prediction + TruePositive FalsePositive
(TP) (FP)
- | FalseNegative | TrueNegative
{EN) (TN)
n Spezifitat = TP/(TP+FP) (Precision)
Wie viele der Treffen des Verfahrens sind wirklich welche?
= Sensitivitdt = TP/(TP+FN) (Recall)

Wie viele der echten Treffer findet das Verfahren?
= Immer eine Balance

Ergebnismenge klein: SP=hoch, SE=Kklein

Ergebnismenge grof3: SP=niedrig, SE=hoch
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BLAST

= Altschul, Gish, Miller, Myers, Lipman: ,,Basic Local
Alignment Search Tool“, K Mol Bio, 1990.
= Heuristische Suche
Sehr schnell, findet aber nicht alle optimalen Alignments
Berechnet statistische Signifikanz der Treffer
s **Die** Erfolgsgeschichte der Bioinformatik
Fur Biologen tw. aquivalent zu ,,Bioinformatik*
Eingesetzt auf NCBI/EBI Server — von der ganzen Welt benutzt
Software frei erhaltlich — auch lokale Installation mdglich
= Weiter- / Parallelentwicklung von FASTA
FASTA kaum noch in Benutzung
= Diverse Weiterentwicklungen
Gapped-BLAST und PSI-BLAST (1997)
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= JEE
BLAST Parameter

s Zunachst
Suche in DNA Sequenzen
Keine Beachtung von Gaps

= Gegeben
Suchsequenz P, Datenbank DB={S,,...,S.}
Minimale Lange w der ,,.Seeds*
Substitutionsmatrix M
Minimaler initialer Schwellwert t
Minimaler Gesamtschwellwert c

= Wird berechnet in Abhéngigkeit von t, M, |DB], |P|

Erwlnschte Anzahl Treffer v
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Prinzip

= Schritt 1
Bestimme alle Teilworter Py,...,P  der Lange w in P
= Schritt 2

Suche nach Volltreffern von P,,...,P_ in DB mit Score Uber t
= Diese heiRen ,Hits" oder ,Seeds"
= Manche P; sind von vorneherein statistisch so wenig signifikant,
dass sie von der Suche ausgeschlossen werden

= Schritt 3
Gegeben ein Hit zwischen DB-Sequenz S; und Wort P,
Verlangere Bereich um Hit P; in P und in S;
= Alignment erst nach links, dann nach rechts wachsen lassen
= Solange, bis
Sequenz P oder S; ist zu Ende
Alignmentwert fallt unter Threshold ¢
Alignmentwert fallt ,signifikant* unter bisherige beste Treffer
= Signifikant* heuristisch bestimmt, abhangig von c und v
= Ergibt ,Maximal Segment Pairs“ — die besten v sind das Ergebnis
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Beispiel
Schritt 1
W5, t=5 Teilworter &:ég?g;
P=ACGTGATA ‘ P2=GTGAT
S=GATTGACGTGACTGCAAGTGATACTATAT PS—TGAT A
=
GATTGACGT GACTGCAAGTGATACTATAT )
GATTGACGT GACTGCAAGTGATACTATAT Schritt 2
GATTGACGTGACTGCAAGTGATACTATAT Hitsuche
Schritt 3 1
Verlangerung
GATTGACGT GACTGCAAGTGATACTATAT
ACGTGATA 5
ACGTGATA 5+1=6
ACGTGATA 6- 3=3
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Veranschaulichung

< -=oc.O
Ck
N\
N\

e "\

Database Sequence

Original BLAST — kein Zusammenfugen mehrerer Maximal
Segment Pairs zu einem (kompletten) Alignment

» Gapped - Blast
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Bemerkungen

» BLAST ist eine Exklusionsmethode
Bestimme und suche nach Seeds = minimale Alignments,
die im Kern jedes optimalen Alignments stecken mussen
Erweitere (nur) diese zu vollen Alignments

Weitere Algorithmen nach diesem Muster bekannt:
Myer ‘s sublineares Alignment, Baeza-Yates&Perleberger

= Heuristik
BLAST kann nicht alle optimalen Alignments finden
Keine Inserts/Gaps, Schwellwerte w und t
Kleinere w/t Werte — héhere Sensitivitat, aber auch
geringere Performance
Parameterwerte und Algorithmen sind tUber 10 Jahre
getuned worden
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Defaulteinstellungen

= Typische Einstellungen, oft tbernommen

= Proteine
BLOSUM62 Matrix
wW=4, t=14
= DNA
Einheitsmatrix (Match +1, Mismatch —3)
w=12, t= 12
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BLAST 2

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

s Drei Verbesserungen
Performance verbessern durch andere Extensionsstrategie
= Sequenzdatenbanken wachsen schneller als CPU Geschwindigkeit
= Extensionen fressen >90% der gesamten Laufzeit
= Folge: Mehr verlangen als ein Wort, bevor man die Extension
beginnt
= BLAST2: Extension erfolgt nur, wenn zwei nicht-Uberlappende Hits
auf einer Diagonale mit Abstand héchstens a gefunden wurden
Gaps beachten durch Verknipfung von MSPs mit dyn. Prog.

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

= Durch Verlangen von zwei Hits kann w reduziert werden
Motivsuche verbessern durch Iteration mit Anpassung der
Substitutionsmatrix (PSI-BLAST)

= Denn: Wahrend der Suche kristallisiert sich das konservierte Motiv
oft erst heraus
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www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST
% NCBI BLAST

Pubhed Entrez BLAST QMM Taxonomy Structure:
HEW 10 February 2004 BLAST 2.2.8 has been released. Read more...

Nucleotide Protein

. F'rmem prmem ELAST (hlastp)

. Search Tor shon nearly exact matches
« Sgarch the conserved domain database

. Dlscum\guuus megablast

. Nuc\eotlue nu:leauue ELP\ST (b\asln)

Education « Search trace archlves "wilh megat:last or (rpshlast)
dizcontiguous megablast » Search by domain architecture (cdart)
+ Program
selection
Bk Translated Genomes
+ Tutarial
© UL AP st Translaled query vs. protein datahase (blasts) « Human, mouse, rat
Bsrnilsn] tein query vs. translated database (thlasf » Fugu rubripes, zebrafish
BILEE » TransTareTte » Insects, nematodes, plants, fungi, malaria
ithlast<) » Microbial genomes, other eukaryotic genomes
Special Meta
e Align two sequences (hiZseq) » Retrieve results by RID
» 3creen for vector contamination (VecScreen) » Getthis page with javascript-free links

o Immunoglobin BLAST (IgBlasf)

Disclsimer
Privacy ststement

Accessibilty
Vaiia XHTh 1.0, C5S
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BLAST Varianten

= BLAST gibt es in verschiedenen Varianten
Blastn : DNA-Anfrage/DNA-Datensammlung
= DNA -> DNA

= Protein -> Protein
— Blastx : translatierte DNA-Anfrage/Protein-
Datensammlung
= DNA -> Protein

— Tblastn : Protein-Anfrage/translatierte DNA-Daten

= Protein -> Protein

— Tblastx: translatierte DNA-Anfrage/translatierte DNA-

Daten
= DNA -> Protein

Blastp : Protein-Anfrage/Protein-Datensammlung

= Bei DNA/Proteinsuche immer Ubersetzung in alle

—seehs-Reading Frames
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blastp - Standardeingabe
' wroein-roton BLAST

[ E

NCBI

Protein

Nucleotide

e Sequenzen in
* Fasta-Format >Sequenzname

SEQUENZ
* nur Sequenz
Searsh » Accession P24021
Set snbsequence From: I Ta: I
Choose datsbase | nr j
Do CD-Search [«
S S Rl
.
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Sequenzen

s Nucleotide — Nucleotide: blastn
= Protein — Protein: blastp
s Translated Nucleotide — Protein: blastx

s Protein — translated NucleotideDB: tblastn

= Aufgabe:

Finden Sie heraus, um welche Proteine / Gene es sich
handeln konnte
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Verfugbare Datenbanken

s Proteine
nr

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

swissprot

= major release of SwissProt (manually annotated Protein-
DB)

pat
= Proteins from patients
pdb

= Sequences derived from the 3-dimensional structure DB
(PDB)

month
=_same as nr, but just sequences from the last 30 days
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Verfugbare Datenbanken

= DNA

nr

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

EST

= Sequences from EST division of GenBank, EMBL, DDBJ
gss

= Genome Survey Sequence
Chromosome

= completely sequenced chromosomes and genomes
month

= same as nr, but just sequences from the last 30 days

oo see pfastDokumentation
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blastp - Optionen

—

Options for advanced blasting

Limit by entrez
ey |

Compositinbased [ Expected E-value
s E-values < Wert
Choosefiter [~ Ly complexity [~ M werden ausgegeben

Expect |1 0
Word Size I 3=l

—
Word size
Magix | BLOSUMEZ x| Gap Costa | Existence: 11 Extension: 1 |

or select frorn:l All organists |

oS

Cther advanced I

PHI pattern I

\ \ Erweiterte Optionen
-W wordsize[Integer]
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blastp - Warteschlange

_(.
<> NCBI

Nucleaticde

formatting B LJ&S T

Retrieve results for an
RID

Protein Tra tians

Yourrequest has been successfully submitted and put into the Blast Queue.

Query = uniprotlQ7 RIWOIQ7RIWO Similar to 8. cerevisiag BDFL, (280 letters)

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

H 50 100 150 200

BROHO
The request ID is [1076459665-10454-1 34267037774 BLASTQ3
@w Zeigt Motive von
The results e estimated to be ready in 21 seconds but may be done saoner Pfam
Smart
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blastp - Output

. : results of BLAST

BLASTP 2.2.8 [Jan-03-2004]

Reference:

Altschul, Stephen F., Thomas L. Madden, aAlejandro & Schaffer

Jinghui Zhang, Zheng Zhang, Webb Miller, and Dawid J. Lipman (1007},
"Gapped BLAST and PSI-ELAST: a new generation of protein database search
programs", MNucleic Acids Res. 25:3380-340%2

RID: 1076489660-10464-134267037774. BLASTOA

fuery= uniprot|QTRIWO|OTRIWO Similar to 5. cerevisiae BDF1.
(260 letters)

Database: All non-redundant GenBank CDS
translations+PDE+SwissProt+PIR+PRF
1,642,191 sequences; 538,623, 868 total letters

If you have any problems or questions with the results of this search

please refer to the BLAST FAQs

/ Ergebnisse
Taxonomy reports

[ aufgeschlisselt nach
Organismen / Species
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=
Distribution of 101 Blast Hits on the Query Sequence
|Muuse—uver to show defline and scores. Click to show alignments
Color Key for Alignnent Scores
<40 0-50
1-104B4| T U 1 T T T T I U T T T [ T T T T I U T T T [
0 50 100 150 200 250
—
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blastp — Output — 3

— Sgate E
Sequences producing significant aligrments: bits) Walue

gi| 23401055 | gh |EA822686 1| similar to §. cerevisias EDF1
gl 23508131 ref NP Tooond 4 1= 1 1 o Il

gi|19114532 | ref | NP -
gl | 40744729 ) gh |EAAE E-Value

milT83das picr| |40l je kleiner, desto besser;

loos

gi| 33146487 dby|BAC] - K
gilz1204491 reF 1@ | hANQL von )

i) 27804346 | gh |AA02 m _i2

itoiTaes et e | Querylange 1

1133879612 gb 123l DatenbankgroRe 69
Gl316MB8TIEf B | Alignmentscore 69
gi| 2184408 gh | AAC2T _&B9
gi| 7657218 | ref |NP_055114.1| bromodomain-containing protein ... _83  le-10
gil3486236] |ref |¥P_343176.1 similar to bromodomain-contain. . . _69 le-10
gi| 15242727 | ref |HP_2011232. 1| DNA-binding protein family [Ar. .. _&9 1le-10
gi|38014413 ) gh |AAHG0452. 1| LOC3I9E8944 protein [Xenopus laevis] _B68  le-10
gi| 21206311 |ref |¥P_312107.1| ENSANCPOOOOO016848 [Anopheles . .. _68  le-1D0
gi| 9931486 | gh |AAG02191. 1] cell proliferation related protei. .. _68  le-10
gi|31560788 | ref [NP_065254. 2| bromodomain containing 4 isofo. .. _B83  le-10
gi|11358472 | pir] |T48600 kinases-like protein - Arabidopsis t. .. _68  le-10
gil1871873]1 |ref |HP_490597. 1| hbromodomain-containing protein. .. _68  Ze-10
i 1417390 refIMP_CAATOT 11 TMa-hinding nrntein famils & £0 De_diil
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blastp — Output — 4

[ +gi 119114532 | ref [HP_593620 1] protein with 2 bromodomains, putative inwolwvement with sporulation
[Schizosaccharomyces po
i 34098718 |sp | QUHGP4 | YEB2 SCHPO — Hypothetical bromodomain protein c631.02
1 |9955810) emb | CACOS484. 1 SPAC631. 02 [Schizosaccharomyces pombe]
Length = 727

Score = 77.0 bits (188), Expect = 3e-13
Identities = 44/121 (36%), Positives = 657121 (53%), Gaps = 1/121 {0%)

Query: 70 PENGDVIENEN-SNLNDPFHEQWYSLANQIINSLSKYEGGHIFERLVDTEKQNCPIYYDV 125
P+ VEEN + P E+ + + 4+++ L o+ F WD EON PDY +
shjct: 212 PHDETVEREENDEDQYPPMTKE(HEYIHAMLROLRRGRDSIPFRAPVIPYKONIPIYPTL 271

Query: 129 IKNPMSFSCIKAKLEKGOYSSPOEFINDVOLVEYNCSVYNTPGTIVAITGENIEAYENNG 188
IENP+ ++ K G Y85 0 FI+D+ L+F HC +VN + V + GEN++A F

Shijct: 272 IKNPIDLGTMOKEFSSGVYSSAQOHF IDDMWLME SNCFLYNGTESPVGVMGENLOATFERD 331

Query: 189 L 189

L
shjct: 332 L 332

Score = 503 bits (142), Expect = Te-08
Identities = 289/75 (38%), Positives = 45/75 (60%)

fQuery: 111 FERLVDTRKONCPOYYDVIKNPMSFSCIKAKLERGOYSSPOEF INDVOLYFYNCSVYNTE 170
F + ¥+ CPOV+ WIK+PM ++ KL +¥+5 + F D+ L+F NC +H+
shjct: 416 FYRPVNPTACGCPOYFEYIKHPMDLGTMONKLNHNEYASMEAFEADMVLMFENCYEFNSA 475

iy

GTIVAITGENIEAYF 185
GT ¥ + CK +E+ F
shjct: 476 GTPVHLMGERLESIF 490

Query: 17
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Aufgabe 5

= Verwendet BLAST, um fur die gegebenen
Sequenzen herauszufinden, um welche Proteine
bzw. Gene es sich handeln kénnte.

= Variiert dabei die Parameter
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