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Sequenzvergleich: Motivation

Hat man bereits

» die DNA-Sequenz eines Gens, oder

« die Aminosauresequenz eines Proteins (Primarstruktur)
bestimmt, weif3 man noch nichts uber seine Struktur oder Funktion.

Evtl. ist aber ein verwandtes Gen in einer Datenbank vorhanden,
und Uber dieses Gen / Protein ist bereits Wissen verfugbar.

Wie findet man das heraus?
Man vergleicht

» die neue, nicht charakterisierte Sequenz
* mit allen bekannten Sequenzen.
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Sequenzvergleich: Fragen

* Wie kann man Sequenzahnlichkeit messen / quantifizieren?

« ,Wieviel“ Ahnlichkeit ist notwendig, um Informationen
Uber ein Gen / Protein auf ein anderes zu Ubertragen?

« Sequenzahnlichkeit und ahnliche Struktur / Funktion
sind zwar miteinander korreliert, aber nicht dasselbe.
Inwieweit ist die Ubertragung von Wissen durch Sequenzvergleich gerechtfertigt?
Fuhrt dieser Ansatz auch zu Irrtumern?

* Wie lésst sich die Ahnlichkeit zwischen einer Sequenz und einer (sehr grof3en)
Datenbank von Sequenzen moglichst effizient (=schnell) berechnen?
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Modellierung von Sequenzéhnlichkeit

Inwiefern und wo sind folgende Sequenzen ahnlich bzw. nicht ahnlich?
(Menschliches Hamoglobin, Alpha- und Beta-Untereinheit)

>P69905 |HBA HUMAN Hemoglobin subunit alpha - Homo sapiens
MVLSPADKTNVKAAWGKVGAHAGEYGAEALERMEFLSEFPTTKTYFPHEDLSHGSAQVKGHG
KKVADALTNAVAHVDDMPNALSALSDLHAHKLRVDPVNFKLLSHCLLVTLAAHLPAEFTP
AVHASLDKFLASVSTVLTSKYR

>P68871 | HBB HUMAN Hemoglobin subunit beta - Homo sapiens
MVHLTPEEKSAVTALWGKVNVDEVGGEALGRLLVVYPWTQRFFESFGDLSTPDAVMGNPK
VKAHGKKVLGAFSDGLAHLDNLKGTFATLSELHCDKLHVDPENFRLLGNVLVCVLAHHEG
KEFTPPVQAAYQKVVAGVANALAHKYH

Man ,sieht” erst einmal nichts!
Um Ahnlichkeiten zwischen Proteinen (Ketten von Aminosauren)
zu quantifizieren, machen wir zunachst Aussagen zu einzelnen Aminosauren.
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Modellierung von Sequenzahnlichkeit:
Ahnlichkeit von Aminosduren

Ahnlichkeit =
gleiche physikalische u. chemische Eigenschaften?

Aromatic

Experte: Messung und Vergleich von wonopios
Eigenschaften (Grof3e, Ladung, Polaritat,...)
[0 numerische Ahnlichkeitswerte (,,Scores“) 77 ILVCAGMFYWHKREODNSTP

AXXXXXXXXXXX ooeeeeee X+ Hydrophob.

"""" KAKXXKXXKXXKXX X Polar

CXXXK e XXXXX Small
Wenn Score(l,L) = 2und Score(V,W) = =3, L X Proline
was sollte dann Score(P,A) sein? T RX X Tiny

XXX ................. Aliphatic

....... XXXX e e e o e o e o o Aromatic
Schwierig, alle Score-Verhaltnisse oot XXX +v e Positive
dieser Art konsistent zu schatzen. XX+ Negative

.......... XXXX .X o e e . Charged

5
Abbildung: Livingstone, C. D. and Barton, G. J. (1993), "Protein Sequence Alignments:

A Strategy for the Hierarchical Analysis of Residue Conservation", Comp. Appl. Bio. Sci., 9, 745-756.
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Modellierung von Sequenzahnlichkeit:
Definition der Ahnlichkeit von Aminosauren

Wahrend der Evolution werden durch Selektionsdruck
ahnliche Aminosauren haufiger durch einander ersetzt als unahnliche,
da ahnliche eher die Struktur und Funktion des Proteins intakt lassen.

Definiere die Haufigkeit,
mit der zwel Aminosauren durch einander ersetzt werden,
als Ahnlichkeit.

(1) Haufigkeitszahlung auf muss auf verwandte Proteine beschrankt werden.
(2) Mutationshaufigkeit abhangig vom betrachteten Zeitraum.
(3) natUrliche Haufigkeit von Aminosauren nicht gleich (5%),

auferdem ggf. nach Spezies verschieden.
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Scorematrizen und Scorematrix-Familien

Fur Aminosauren x,y und evolutionare Zeitspanne t,
definiere die Ahnlichkeit Score(x,y | t) als:

Score(x,y | t) :=log [Mx,y | t) / (f(x)*f(y)) ] .

Hierbei ist:
* M(x,y | t): Relative Haufigkeit, mit der x und y ausgetauscht werden,
wenn man Sequenzpaare mit evolutionarem Abstand t betrachtet.
o f(x): Relative Haufigkeit der Aminosaure x
« f(y): Relative Haufigkeit der Aminosaure y

Die Normalisierung mit f(x)*f(y) rechnet aus M(x,y | t)

die a-priori bekannten Haufigkeiten der Aminosauren heraus.
Das Haufigkeitsverhaltnis wird durch Logarithmieren additiv.
Name: -’
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Der Zeit-Parameter bei Scorematrix-Familien

Es macht Sinn, den evolutionaren Abstand t als Parameter zu berucksichtigen.

Kleine Werte von t (kurze Zeitspanne):

* Score(x,x | t) positiv und grof,

* Score(x,y | t) stark negativ furx #y.
Unplausibel, dass Mutationen auftreten.

Grof3e Werte von t (langere Zeitspannen):
« weniger gravierende Unterschiede.

Daher:

* nicht eine allgemeine Score-Matrix fur Aminoséaure-Ahnlichkeiten,
» sondern eine Score-Matrix fur jeden Zeitparametert >= 0.
(,Familie von Score-Matrizen®.)
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Zeiteinheit bei Scorematrix-Familien: ,,Evolutionsmenge®

In welcher Einheit beschreibt man den Zeit-Parameter t?

Man wurde gerne Realzeit (z.B. Millionen Jahre) nehmen,

aber man weifd nicht genau, wie schnell Proteinsequenzen mutieren,
bzw. dies hangt von vielen Einflussfaktoren ab und ist variabel,

und man kann sich damalige Proteinsequenzen nicht beschaffen.

Also legt man fest:

t =1 entspricht der Zeit,

in der sich im Durchschnitt 1% der Aminosauren einer Proteinsequenz andern.
Name dieser Einheit: PAM (percent accepted mutations).

Sie beschreibt eine ,Menge an Evolution®.

Umrechnung in Realzeit ist moglich, wenn die Evolutionsrate bekannt ist.
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1 PAM und 100 PAM

100 PAM entsprechen der 100-fachen Zeitdauer von 1 PAM.,
Heif3t das, dass sich jede Aminosaure (100%) andert?

Nein!

Einige Aminosauren andern sich mehrfach,

aber man ,sieht”im vorher-nachher-Vergleich nur die letzte Anderung.
Auch moglich: Rucksubstitution; man sieht keine Anderung.

Auch nach unendlich vielen PAM sehen ~5% der Positionen unverandert aus.
Auch in Sequenzen, die nicht verwandt sind,
stimmtim Schnitt jede 20. Aminosaure Uberein.
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Zusammenhang: Zeit t [PAM] gegen Prozent Unterschied
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|
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|
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Die Score-Werte einer Score-Matrix-Familie

Ahnlichkeiten

Score(x,y | t) :=log [Mx,y | t) / (f(x)*f(y)) ] .
hangen davon ab,
» welche Sequenzpaare man betrachtet, um Austauschhaufigkeiten zu zahlen,
* mit welcher Methode man den Zeitparameter t den Sequenzpaaren zuordnet,
« wie man Informationen aus verschiedenen Zeitabstanden t integriert.

Es gibt viele Moglichkeiten und zwei bekannte Familien:
« PAM-Familie von M. Dayhoff (1978) [nicht mit der PAM-Zeiteinheit verwechseln!]
« BLOSUM-Familie von Henikoff & Henikoff (1992)
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Die PAM-Familie

PAM-t:

beruht auf 1572 Austauschen in 71 Familien sehr nah verwandter Proteine.
FUr groBBe t werden die Austauschhaufigkeiten M(x,y | t)

nicht beobachtet, sondern durch Extrapolation geschatzt.

PAM250-Matrix:
fur evolutionar relativ weit entfernte, aber noch eindeutig verwandte Proteine.

Um nur ganze Zahlen zu verwenden,
werden die log-odds scores log [ M(x,y | t) / (f(x)*f(y)) ]
mit 10 multipliziert und gerundet.
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Beispiel: Die PAM-250-Matrix

fmultiplied by 10)
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Die BLOSUM-Familie

BLOSUM-s:

beruht auf zahlreichen Proteinen aus verschiedenen Familien
mit verschiedenem evolutionaren Abstand

(groBere Datenbasis als bei PAM-Matrizen).

Aber: Abstand wird nicht in Zeit t [PAM] gemessen,
sondern ,invers® mit ,Verwandtschaftsmaf3“ s (zwischen 0 und 100).
Sequenzen mit Verwandtschaft grof3er als s werden zusammengefasst.

Kleines s bedeutet, BLOSUM-s enthalt Werte fur entfernt verwandte Sequenzen.
Grofdes s bedeutet, BLOSUM-s enthalt Werte fur nah verwandte Sequenzen,

BLOSUMG?Z ist heute die Standard-Matrix fur Proteinsequenz-Vergleiche.
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Beispiel: Die BLOSUM-62-Matrix
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Von Aminosaure-Ahnlichkeiten zu Peptid-Ahnlichkeiten

Bisher: Ahnlichkeit von zwei Aminosauren quantifizieren.

Jetzt:  Ahnlichkeit zwischen zwei Peptiden (kurze Abfolgen von Aminosauren)
gleicher Lange?

ldee:  Summe der Aminosaure-Ahnlichkeiten

Beispiel: MVLS, MVHL

Mit BLOSUMG2 ist die Summe
Score(M,M) + Score(V,V) + Score(L,H) + Score(S,L) =5+ 4 + (-3) + (-2) = 4,

Daraus ergibt sich eine Visualisierungsmoglichkeit: Dot-Plots.



technische universitat EinfUhrung in die Angewandte Bioinformatik 2009
dortmund Prof. Dr. Sven Rahmann, Informatik 11

Dot Plots: 2D-Visualisierung von Protein-Ahnlichkeiten

Dot-Plot-Achsen:
x-Achse: Positionen der einen Sequenz,
y-Achse: Positionen der anderen Sequenz.

Wahle eine Peptidlange (z.B. 10) als Fenstergrofe,

berechne fur jede Kombination von Startpositionen in beiden Sequenzen
den Peptid-Ahnlichkeitsscore.

Jedes (x,y)-Positionspaar,

fur das der Peptid-Score einen Schwellenwert Uberschreitet,

markiert man mit einem Punkt (,dot").

Alternativ kann der Peptid-Score auch in Graustufen dargestellt werden
(z.B. Schwarz fur sehr hoch, grau fur hoch, weif3 fur niedrig).

Beispiel: Hamoglobin Alpha/Beta, Peptidlange 10, Schwellenwert 23.
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Dot Plots: 2D-Visualisierung von Protein-Ahnlichkeiten

Dotmatcher: HBA-HUMAN vs HBEB-HUMAN

(windowsize = 10, threshold = 23.00 02/08,/02)

Beispiel:

Hamoglobin Alpha/Beta,
Peptidlange 10, Schwellenwert 23. 7

i

100

Zu erkennen:

- Gute globale Ahnlichkeit. <

« In der Alpha-Kette fehlt bei Pos. ~50 T Fd
ein Stuck im Vergleich zur Beta-Kette. E

» Wiederholte Peptide, Repeats & 7

//
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4] 50 100

HEBA-HUMAN
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USEr anonymous

Dotlet 1.5

Documentation aboutneed help? learn by example new features in wersion 1.5

Dot Plots mit Dotlet

print | input | alpha - heta - BlosumB2 = 11 ~ 11 ~ compute

i (S harizontal: alpha

- vertical: beta
matrix; Blosumez2
sliding window: 11
zoarm: 1:1
score range; -44 to 121
gray scale: 39% - 34%

pis

http://myhits.isb-sib.ch/cgi-bin/dotlet

m



http://myhits.isb-sib.ch/cgi-bin/dotlet
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Dot Plots mit Dotlet

Demonstration mit den Hamoglobin-Untereinheiten

>P69905 | HBA HUMAN Hemoglobin subunit alpha - Homo sapiens
MVLSPADKTNVKAAWGKVGAHAGEYGAEALERMELSEFPTTKTYEFPHEDLSHGSAQVKGHG
KKVADALTNAVAHVDDMPNALSALSDLHAHKLRVDPVNFKLLSHCLLVTLAAHLPAEFTP
AVHASLDKFLASVSTVLTSKYR

>P68871|HBB HUMAN Hemoglobin subunit beta - Homo sapiens
MVHLTPEEKSAVTALWGKVNVDEVGGEALGRLLVVYPWTQRFFESFGDLSTPDAVMGNPK
VKAHGKKVLGAFSDGLAHLDNLKGTFATLSELHCDKLHVDPENFRLLGNVLVCVLAHHFEG
KEFTPPVQAAYQKVVAGVANALAHKYH

URL: http://myhits.isb-sib.ch/cgi-bin/dotlet.


http://myhits.isb-sib.ch/cgi-bin/dotlet
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Von Peptid-Ahnlichkeiten zu Sequenz-Ahnlichkeiten:
Paarweise Sequenzalignments

Bisher: Ahnlichkeit von zwei Peptiden gleicher Lange quantifizieren.
Jetzt:  Ahnlichkeit zwischen zwei Protein (verschiedener Lange)?

BerUcksichtigen, dass es nicht nur Mutationen,
sondern auch Einfugungen / Loschungen in einer Sequenz geben kann.

Definition:
» besteht aus zwei Zeilen und mehreren Spalten.
* In jeder Spalte stehen entweder
- zwei Aminosauren (identisch oder verschieden), oder
- ein ,,Gap“ (Auslassung) und eine Aminosaure (Einfligung).

,Gap“: geschrieben als —, auch als indel (insertion/deletion) bezeichnet.
Liest man die erste Zeile ohne Gaps, ergibt sich die erste Proteinsequenz.
Liest man die zweite Zeile ohne Gaps, ergibt sich die zweite Proteinsequenz.
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Paarweise Sequenzalignments

Scores von Sequenzalignments: Summe der Spalten-Scores
Aminosaure + Aminoséaure: nach Score-Matrix (z.B. BLOSUM®62)
Aminosaure + Gap: noch festzulegen (negativer Score, z.B. -8)

Beispiel (BLOSUM62, Gap-Score = -8)

MV-LSPADKTNVKAAWGKVGA-HAGE Die mittlere Zeile dient der Darstellung
T A - S Y I I I B von ldentitat (]), hoher Ahnlichkeit (:),
MVHLTPEEKSAVTALWGKVNVDEVG- und Ahnlichkeit ().
54 41

-8

Erste 5 Spalten: Score von 5+4+(-8)+4+1 = 6.
Zum Rechnen: Welcher Score ergibt sich insgesamt?
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Gapkosten

EinfUgen von Gaps in Alignments erlaubt,

» Sequenzen unterschiedlicher Lange Uberhaupt zu alignieren;

» mehr hoch-scorende ahnliche Aminosauren miteinander zu alignieren,
indem man an geeigneten Stellen die Sequenzen gegeneinander verschiebt.

Gaps modellieren, dass wahrend der Evolution
in einer der Sequenzen Teile geloscht wurden bzw. hinzugekommen sind.

Dies ist bei nah verwandten Sequenzen selten,
so dass ein Gap mit einem stark negativen Score bewertet wird.

Es wird nicht unbedingt nur eine Aminosaure geloscht, sondern evtl. mehrere.
Daher: zusammenhangender Gap der Lange 3 #drei Gaps der Lange 1.
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Lineare und affine Gapkosten

Seien g(k) die Kosten eines zusammenhangenden Gaps der Lange k.

Lineare Gapkosten: g(k) = —ck mit Konstante ¢>0.
c: Gapkosten
Score(Gap der Lange k) = k*Score(Gap der Lange 1)

Affine Gapkosten: g(k) = —o —e(k-1) mit Konstanten 0>0, >0
0: Gap-open-Kosten
e: Gap-extend-Kosten

(Es sind noch kompliziertere Modelle denkbar.)
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Optimale paarweise Sequenzalignments

Viele Moglichkeiten, Alignments zu bilden (mit unterschiedlichen Scores).
Welches ist ,richtig®, um die Sequenzahnlichkeit auszuwerten?

MVLSPADKTNVKAAWGKVGAHAGE - MV-LSP----ADKTNV--KAAWGKVGAHAGE
MVHLTPEEKSAVTALWGKVNVDEVG MVHLTPEEKSAV-TALWGKVNVDEVG—————

f? MV-LSPADKTNVKAAWGKVGA-HAGE
f MVHLTPEEKSAVTALWGKVNVDEVG-

ldee: Alignment mit dem hochsten Score (, “).
Mehr Ahnlichkeit geben die Sequenzen nicht her.
Weniger nur, wenn man ihre Ahnlichkeiten nicht optimal herausarbeitet.

Der zweier Sequenzen ist der maximal mégliche Score
unter allen paarweisen Alignments dieser beiden Sequenzen.
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Globale und lokale Alignments

Alignment der gesamten Sequenzen.

Alignment der am besten passenden Teilstucke der Sequenzen
(hochster Score Uber alle Paare von Start- und Endpositionen).

Wann global, wann lokal?

Global:
wenn beide Sequenzen einander Uber ihre gesamte Lange ahnlich sind
(und damit auch in etwa gleich lang).

Lokal:
wenn die Sequenzen nicht Uber ihre ganze Lange homolog sind
(homolog = evolutionar verwandt), sondern nur in Teilen.
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Berechnung optimaler Alignments

Gegeben: zwei Sequenzen, Score-Matrix, Gapkosten, Alignment-Typ (lokal/global).
Gesucht: Alignment-Score und zugehoriges optimales Alignment

Wie findet man das optimale Alignment?
* Alle moglichen Alignments ausprobieren und Score berechnen
- ineffizient: sehr grof3e Anzahl moglicher Alignments zu bewerten
« Alignment-Algorithmen
- Needleman-Wunsch [Needleman & Wunsch, J. Mol. Biol. 48; 443-453 (1970)]
- Smith-Waterman [Smith & Waterman, J. Mol. Biol 147(1); 195-197 (1981)]
- NW (,needle”) ist fur globale Alignments, SW (,water®) flr lokale Alignments.
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Be reC h n u n g O ptl m a le r All gn m e ntS EMBOSS Pairwise Alignment Algorithms

This tool is used to compare 2 sequences. When you want an alignment that covers the whole length of b
sequUences, use needle. When you are trying to find the best region of similarity between two sequeances,
use water,

European Bioinformatics Institute (EBI) et p—
bietet Zugriff auf EMBOSS EHEOSSinods lobe 10 [

(European Molecular Biology Open Software Suite) GZZE}EU P“::::E Bloiiri; -
per Web_FormU[ar Sequence 1: paste Sequence in any format OR upload a file: T'P
Alignment-Web-Formular:
http://www.ebi.ac.uk/emboss/align/.
EMBOSS enthalt weitere Programme:
http://emboss.sourceforge.net/. o0 1| Uploadatle (Durchsushen.._

Sequence 2: paste Sequence in any format OR upload a file: T'P

Seq. 2 Upload afile; Durchsuchen... -m -m


http://www.ebi.ac.uk/emboss/align/
http://emboss.sourceforge.net/
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Be reC h n u n g O ptl m a le r All gn m e ntS EMBOSS Pairwise Alignment Algorithms

This tool is used to compare 2 sequences. When you want an alignment that covers the whole length of b
sequUences, use needle. When you are trying to find the best region of similarity between two sequeances,

use water.
hethaod Gap Dpen
EMBOSS:needle (global) [+ 100 [+
. " . " Gap Exend wolecule Ml atrix
Method: ,needle” (global); ,water” (lokal) 05 3] erotein [2] Blosums (2]
Sequence 1: paste Sequence in any format OR upload afile: Help

Gap open: Gap-open-Kosten o
Gap extend: Gap-extend-Kosten e
Molecule: Protein oder DNA

Matrix: Scorematrix (z.B. BLOSUM62)
Seq. 1 Upload afile: m

Sequence 1 +2: Seq Uenzen Sequence 2: paste Sequence in any farmat OR upload afile: T'P

Seq. 2 Upload afile; Durchsuchen... -m -m
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Datenbanksuche nach ahnlichen Sequenzen

Haufige Situation:
Man hat ein ,Stlck” neue/unbekannte Sequenz (DNA, RNA, oder Protein),
mochte etwas daruber herausfinden.

|dee:
Suche nach ahnlichen Sequenzen, Uber die etwas bekannt ist (z.B. in GenBank).
Aber: Lastig, jede GenBank-Sequenz z.B. in das EMBOSS-Formular einzugeben.

vergleichen (d.h. berechnen Alignment-Score)

* eine Sequenz (Anfrage, )

* mit jeder Sequenz einer Sequenzdatenbank;

geben Liste der hinreichend ahnlichen Datenbank-Sequenzen aus,
bei Bedarf auch mit Alignments.
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Datenbanksuche nach ahnlichen Sequenzen: BLAST

Programm(sammlung) zur Datenbanksuche nach ahnlichen Sequenzen
URL: http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/

Merkmale:
« findet (mehrere) lokale Alignments zwischen Query und DB-Sequenzen

 schnell (auch auf grof3en Datenbanken)

 berechnet (zunachst) keine exakten optimalen Alignments mit allen Sequenzen,
sondern sucht nach Ubereinstimmenden Regionen mit hohem Score
erweitert diese im Erfolgsfall zu Alignments

« verschiedene Varianten (nach Molekultyp; fur spezielle Anwendungen)


http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/
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BLAST: Programmauswahl [http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/]

Home | Recent Results = Saved Strategies = Help

+NCBI' BLAST Home

BLAST finds regions of similarity between biological sequences. more...

Learn more about how to use the new BLAST design

BLAST Assembled Genomes

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

Human Oryza sativa Gallus gallus P rOte l n - O d e r

] o ]

o Mouse o Bos taurus o Pan troglodytes

g o o Microbes D N A_ Q u e ry
o o o

Rat Danio reric
Apis mellifera
gegen Genome

Arabidopsis thaliana Drosophila melanogaster

Basic BLAST
Choose a BLAST prograrm to run.

Search a nucleotide database using a nucleotide query

nucleotide bhlast . . ;
- Algorithms: blastn, megablast, discontiguous megablast

in bl Search protein database using a protein query u Swa h l n aC h eq u e n Ztyp
protein hlast ) ] } )
Al lastp, perlzet gt der Query und der Datenbank

blastx | Search protein database using a translated nucleotide guery

thlastn | Search translated nucleotide database using a protein guery

thlastx | Search translated nucleotide database using a translated nucleotide query

33
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BLAST-Varianten

Programm

blastn

megablast
disc. megabl.

blastp
psi-blast
phi-blast

blastx
tbalstn
tblastx

Query-Typ

Nukleotid
Nukleotid
Nukleotid

Protein
Protein
Protein

Nukelotid (T)
Protein

DB-Typ

Nukleotid
Nukleotid
Nukleotid

Protein
Protein

Protein

Protein

Nukleotid (T)
Nukleotid (T) Nukleotid (T)

Basic BLAST

Choose a BLAST program to run.

nucleotide blast

protein blast
blastx
thlastn

thlastx

Search a nucleotide database using a nucleotide query
Algorttrns: blastn, megablast, discontiguous megablast

Search protein database using a protein guery
Algorthens: blastp, psi-blast, phi-blast

Search protein database using a translated nucleotide guery
Search translated nucleotide database using a protein query

Search ranslated nucleotide database using a translated nucleotide guery

Standard, auch entfernte Sequenzen
sehr ahnliche Sequenzen, sehr schnell
auch weiter entfernte Sequenzen

Standard
langsamer; entfernte Verwandte
Einschrankung auf Sequenz-Motive

(*)
(%)
(*)

(*): Vergleich auf Protein-Ebene.
(T): Nukleotid-Sequenz wird

mit genetischem Code
In Proteinsequenzen Ubersetzt.
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Protein BLAST (blastp)

El! BLAST/ blastp suite: BLASTP programs search protein databases using a protein query.  more...

Enter Query Sequence

Hier wird die Sequenz eingegeben

Enter accession number, gi, or FASTA sequence &) Clear Cuery subrange &)
o oder hochgeladen, bzw. ein
To Teil davon ausgewahlt (subrange).
Or, upload file )
Job Title

Enter a descriptive title faryour BLAST search @&

Choose Search Set Welche Protein-Datenbank

Database MHon-redundant nrotein sequences (nr x| @

B E pagpe e | soll durchsucht werden?
e Enter organistm comimon harne, binarmial, or tasid. Only 20 top taxa will be shown. g W | e We rd e n d |e E rge b n |Sse
Y eingeschrankt?

Enter an Entrez query to limit search &

Frogram Selection

o _ . Welche Variante des Algorithmus
gorithm @ blastp (protein-protein BLAST)

©) PSIBLAST (Pasition-Specific lterated BLAST) soll verwendet werden?
©) PHLBLAST (Pattern Hit Initiated BLAST)
Choose a BLAST algorithm &)

BLAST Search database nr using Blastp {protein-protein BLAST)

[T] show results in a new window

P Algorithm parameters weitere Parameter (néChSte FO[le)
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Paramter von blastp

¥ Algarithi parmeters - Wie viele Treffer maximal anzeigen”?
Mie':f;iiparamete“ - FUr kurze Queries anpassen?
sequences Gotectthe masim numb o alined ssquances t cislay @ - Erwartungswert-Schwellenwert: (*)
Short queries | (7] Automaically adjust parameters for short input sequences @ - Wortléange: Ubereinstimmung dieser Lange
Expect thrsshold | {10 mit Query ist notwendig (grosser=schneller,

Word size 3 |Z| Q@

aber findet nicht entferntere Sequenzen)

Scoring Parameters

Manix BLOSUMB? [] © - Welche Scorematrix und Gapkosten
Gap Costs Existence: 11 Extension 1 _[+] & sollen verwendet werden?
E;;::;z?g:lc;:ﬂ Conditional compositional score matrix adjustment =] @ - Adjustieru ng: (*)
Filters and Masking
Filtr Low complexity regions @ - Query filtern oder maskieren,
Mask Mask for Iaokup table only & z.B. bekannte Repeats?

Mask lower case letters &)

BLAST Search database nr using Blastp {protein-protein BLAST)

e ——" Zu (*): erfordert Theorie zur BLAST-Statistik
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BLAST-Ausgabe

1. Wahrend der Suche: Conserved Domains (Proteindoméanen) in der Query

Putative consenved domains have been detected, click on the image helow for detailed resuklts.
1 10 20 S 41 S & 7o w7

Query seq. e ———

Hulti-donains PRKOOZ15
Color key for alignment scores
T . 40 40-50 50-80 80-200 =200
2_ Ergebrﬂsuste (grapl’ﬂSCh)
0 10 20 30 40 50 €0 70

beste Treffer in der Datenbank.

Ausdehnung des Balkens zeigt,
wo das ahnlichste Segment

der DB-Sequenz in der Query liegt
(lokales Alignment).

Farbe zeigt Grad der Ahnlichkeit an
(hier gemessen in Prozent Identitat).

37
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Jcore E
Sequences producing significant alignments: [Bitz)] Walue
ref |NF 932775.1] Lexd represzsor [Corynebacterium diphtheriae ... 152 Le-36 IEi
BLAST—AU Sgabe ref |NF 738433.11 LexA repressor [Corynebacterium efficiens ¥S... 80.9  3e-14
sp |QEFPFS | LEXL COFEF Lexd repressor g0.5 Je-l4
ref |[¥F 001138656.1] Lexd repressor [Corynebacterium glutamicw... 7.4 Je-13
ref |NF 601136.1] Lexd repressor [Enrynebacterium glutamicum &... 7T&6.3 ge-13
3. Ergebnlsllste (TeXt) sp | QSNPSE | LEXA CORGL  Lexd repressor >dh:|IBABE|E.|323..l! SI?IS—resp... T6.3 Te-13 E
ref |¥P 2505855.11 Lexd repressor [Corynebacterium jeikeium E4l... 63.5 de-09
emzei[ige Beschrel- ref|¥P 120012.1| Lexh repressor [Nocardia farcinica IFM 10152... 62.85  7e-09
. ref |¥P 001500275.1] Lexd repressor [Corynebacterium urealytic... E&l.6 Z2e-08
k)LJfWg%EBfW FTWIt ES ESF)Ei[tEBrW ref |¥P Q07016.1] Lexd repressor [Mycobacterium ulcerans Agyd9... Ei:é Ze-08
ref |[¥F 001550297.1| repressor Lexd [Mycobacterium marinum M] ... 61.2 Ze-05
ref |[¥F 001703770.1| Probable repressor Lexd [Mycobacterium ab... 55.2 2e-07 IEi
ref |[¥F 706715.1| Lexd repressor [Fhodococcus sp. FHAL] =gblaB... 55.2 2e-07
ref |¥F 001135215.1| Lexd repressor [Mycobacterium gilvam P¥R-... 57.4 e-07
ref |¥F 639332.1| Lexd repressor [Mycobacterium sp. MC3] >ref|... 57.0 e-07
ref |[¥F 001536300.1| transcriptional repressor, Lexd family [3... 56.6 Se-07
ref |[NP §23639.1| Lexd repressor [Streptomyces avermitilisz MA-... 5S6.6 Se-07
enb |[CAL1Z1ED.1| Lexd protein [3treptomyces clavuligerus] S6.6 ce-07

(1) Link + Schlussel der gefundenen DB-Sequenz

(2) Name (+ Kurzbeschreibung) der gefundenen DB-Sequenz

(3) Alignment-Score (in Bits [d.h. Logarithmus zur Basis 2 wurde verwendet])

(4) der E-Wert (5e-36 bedeutet 5*10°° und gibt die Anzahl der Treffer an, die man
rein zufallig mit diesem oder besserem Score erwarten wirde)

(5) Links zu anderen NCBI-Datenbanken (z.B. G: Gene, S: Structures)
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BLAST-Ausgabe

4. Detaillierte Beschreibungen:

iInsbesondere Alignments & deren Qualitat:

* identities, positives, gaps

« Alignment-Score in bits (80.9)

« Alignment-Score in Rohform (198)

« E-Wert (Expect-Wert, 3*107")

* Methode, mit der der E-Wert berechnet wurde

P ref |[NF 735433.11 [Ei Lexd repressor [Corynebacterium efficiens Yi-314]

dbj |BACISE33. 1] putative 203 response repressor Lexd [Corvnebacterium efficiens
Th-314]
Length=269

GEMNE ID: 1034450 CE1S23 | Lexd repressor [Corvhebacterium efficiens ¥5-314]
(10 or fewer PubMed links)

Jocore = 0.9 bhits (198), Expect = 3Je-14, Method: Compositional matrix adjust.
Tdentities = 43/80 (53%), Positiwves = 55/80 (63%), Gaps = &6/80 (7%)

Query 1 FDPNEPEAVDVEALPDPIPREPGREPGPEES ——-3VALSPDPAETIPTIFVPIVGSIALG 57
FDPNEFPEAVDVE. LP+  + E GPE + 3P F 5 TAF+P+VG T4k
Gbjet 103 FDPNEPRAVDVEHLPE---TDNETEAGPEAKARPTAGASPOPELASSTIFIPVVGEIALG 159

Query 53 NPILAEENVDGYFPFP3IEIV 77
+PILAE+RH ¥+ PHIV
sbjct 160 SPILAEQNIEEYYPLFADIV 172
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Fref |NP 738453.11 [33 Lexd repressor [Coryhebacterium efficiens ¥35-314]

dbj |IBACLEESS. 11
Ta-314]

Length=269

BLAST-Statistik

putative 303 response reprezsor Lexd [Corynebacterium efficiens

GENE ID: 1034469 CELSZ5 | Lexd repressor [Corynebacterium efficienz Ya-314]

Jcore = 80,9 bits (198),

(10 or fewer PubMed links)

Expect = 3e-14, Method: Compositional matrix adjust.

Identitiez = 43/80 (53%), Positives = LL/80 (68%), Gaps = 6/80 (7%)

Query
Sbhijct
Query

Shict

Score in Rohform (198):

1

103

58

160

FDPNEFEAVDVEALFDFIPSEF GEEF GPFE S -—-GVALSPDPAETSPTIFVPIVGSTAAG: 57
BDPNEFFAVDVE LP+ + K GPE + 3PP 3 TAF+P+VG IALLG
RDPNEPEAVDVRHLPE - --TDNRTEAGPEARARPTAGASPIPELASSTIFIPVVGEIALG 159

NPILAEENVDGYFPFPEEIV 77
+PILAE+N+ T+F P+HHIV
SPILAEQNIEEYYPLPADIV 179

Summe der Scores Uber Alignment-Spalten

Interpretationsproblem der Roh-Scores:

 Langere Queries haben hohere Chance, gutes lokales(!) Alignment zu bekommen.
- Je langer die Sequenzen, desto langer ,zufallige” lokale Ahnlichkeiten.
« Unklar, auf welcher Skala der Roh-Score angegeben wird.

Bit-Score (80.9):

langennormalisiert, genormt (Log-odds zur Basis 2)

Interpretationsproblem des Bit-Scores:

« Wann ist ein Bit-Score wirklich (sehr) hoch ist?

E-Wert (3*107):
Losung der Interpretationsprobleme
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Blast-Statistik: E-Wert

Definition ( ):

Wie viele Treffer mit diesem oder héherem Score

erwartet man aufgrund zufalliger Sequenzahnlichkeiten?

(mit zufalliger Query gleicher Lange in zufalliger Datenbank gleicher Grofie)

Kleiner E-Wert (z.B. < 107"°) heift:
« unwahrscheinlich, dass beobachtete Ahnlichkeit
auf einem nur zufallig ahnlichen Stick Sequenz beruht.
* plausibel, dass eine evolutionare Verwandtschaft vorliegt.

Hoher E-Wert (nahe bei oder grof3er als 1) heif3t:
» Such-Treffer lasst sich durch Zufall erklaren,
sollte nicht notwendigerweise als biologisch relevant gelten.
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Berechnung des E-Werts

E-Wert (erwartete Anzahl Treffer mit diesem oder besserem Score) hangt ab von:
« Score s

* Querylange m

« Datenbanklange n (Gesamtlange)
« Scorematrix und Gapkosten

E-Wert lasst sich mathematisch berechnen und approximieren durch
E(s)=Kmn e™.

Dabei hangen K>0, A>0 von der Scorematrix und den Gapkosten ab.
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Verbleibende Paramter von blastp

W Algorithm parameters
zeneral Parameters

- Erwartungswert-Schwellenwert:

Max target

sequences Selectthema}umum number of aligned sequences to display &) AU Sga be ﬂ U r VO ﬂ Tre-ﬁ:e rﬂ m |t SCO re S,
Shert queries 7| Automatically adjust parameters for shart input sequences & SO d aSS E (S) < SC h We I_ I_e nwe rt

Expectthreshold | 10 Kleinerer Schwellenwert:

Word size 3 |Z| )

schneller, nur nah verwandte Treffer,

Scoring Parameters

Matix BLOSUMB? [-] @ - Adjustierung:
Gap Costs Existence: 11 Extension 1 [] @ E-Wert Berechnung geht von Zufalligkeit
E;;::;z?g:linl Conditional compasitional score matrix adjustment [+ @ von Que ry u Nnd Datenbank aus.

Filters and Masking Query ist aber bei der Suche fest.
Filtes Low complexity regions © Wenn die Aminosaure-Zusammensetzung
Mask b Bl Dy - der Query von der ,typischen® abweicht,

' sind die E-Werte unpassend.
BLAST Search database nr using Blastp (protein-protein BLAST) Daher: Adj ustiere Parameter K, A

Show results in a new window

im Hinblick auf Query-Zusammensetzung.
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Zusammenfassung

Ahnlichkeit von Aminosauren, Peptiden, (Protein-)Sequenzen
Score-Matrizen und Gapkosten

globale und lokale Sequenz-Alignments

optimale Alignments, Alignment-Score

Datenbanksuche nach ahnlichen Sequenzen mit BLAST
Varianten von BLAST

im Detail: Parameter von blastp (Protein-BLAST); andere ahnlich
Scores und E-Werte
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Anhang: Eund e
E-Wert: E heif3t Erwartung

HE-02 = 5e-02 = 0.05: E=e heif3t Exponent
(3.2e+18 =3.2100", nicht 3.2 [&")

eine™s: e heif3t Eulersche Zahl (ca. 2.71)
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