Pesquisa de sequéncias em
bases de dados



* Problema: encontrar sequéncias huma base
de dados que apresentem uma semelhanga
significativa com uma determinada sequéncia

Factores a ter em consideragdo:

- Tamanho da base de dados

* Rapidez do algoritmo de alinhamento

- Sensibilidade do algoritmo de alinhamento
* DNA ou proteina ?



As buscas com proteinas sdo mais sensiveis

-Sempre que possivel, usar uma sequéncia de proteina
(ou sequéncia de DNA traduzida) nas buscas

» Enquanto se podem detectar semelhangas entre
sequéncias de proteina que divergiram ha mais de 2
bilioes de anos, as comparagoes de DNA ndo permitem
ir além dos 200-500 milhdes de anos



Exemplo de busca de DNA vs. proteina

Table 5: DNA vs. protein sequence comparison

The best scores are: DNA tfastx3  prot,
E(188.018) E(187.524) E(331,956)
DMGEST D.melanogaster GST1-1 .3e-164 4. 1e-109 1.0e-109
MDGSTL M.domestica GST-1 gene 2e-77 3.0e-95 1.9e-76
LOCGLTR Lucilia cuprina GST 1.5e-72 5.2e-91 3.3e-73
MDGSTZA M.domesticus GST-2 mRNA 9.3e-33 1.4e-77 1.6e-62
MDNF1 M.domestica nfl gene. 10 4 6e-51 2.8e-77 2.2e-62
MDNE M.domestica nitt gene. 10 2.8e-51 4.2e-77 3.le-62
MDNT M.domestica nf7 gene. 10 6.1e-47 0.2e-77 6.7e-62
AGGSTILS A gambiae GST mRNA 3.1e-58 42e-76 4 3e-61
CVUBT7358 Culicoides GST |.8e-41 4.0e-73 3.6e-38
AGG3GST1L A gambiae GSTI-I mRNA 1.5e-46 2.8e-55 l.1e-43
BMOG6502 Bombyx mort GST mRNA l.1e-23 8.8e-30 5.7e-40
AGSUGSTLZ A gambiae GSTI-I gene 2.3e-16 4. 5e-46
MOTGLUSTRR  Manduca sexta GST 3.7e-07 2.5e-30
FLGSTARGH R legominosarum gszd and gsiR 0.0029 3 2e-13
Itz H. sapiens GSTT2 0.32 3.3e-10 2.0e-09
g H.sapiens GSTT!I mRNA 7.2 3.6e-10
0031 E. coli hypothet. prot. — l.1e-09
) MA Methylophilus dichlorometh. DH — 6.9e-07
Organismos BCUL9BE Burkholderia maleylacetate red. =~ — l.1e-08
mais distantes { wFua3izs  Naegleria fowleri GST - 32e-07  0.0056
da Drosophila SP5035GST Sphingomonas paucim — > 1 .8e-06 0.0002
Eilese H. sapiens maleylacetoacetate 1s0. — 2.1e-06 5.9e-06
HSUEE323 Human GSTZ1 — 3.0e-06 8.0e-06
SYCCPNC Svnechocystis GST — 1.2e-05 9.5e-06
HSEFLGMR H sapiens EF lg mRNA — 9.0e-05 0.00065

Nesta zona a pesquisa
com a sequéncia de de
DNA ndo detecta
similaridade

A pesquisa com proteina ou DNA traduzido permite identificar
sequéncias da proteina GST em organismos mais distantes da

Drosophila (mosca da fruta)



Base de dados de sequéncias:
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* Em geral a maioria das sequéncias na base de dados ndo apresenta
semelhanga detectdvel com a nossa sequéncia de pesquisa, produzindo
alinhamentos aleatdrios

- O pequeno grupo de sequéncias aparentadas com a sequéncia de
busca ird produzir um score muito mais elevado

* Valores de K e A podem ser estimados a partir da distribui¢do de
scores
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Algoritmos de busca

* A grande dimensdo das bases de dados de sequéncias e o elevado
ndmero de buscas suportado pelos servidores actuais torna
impraticdvel o uso dos algoritmos de Needleman-Wunsch ou Smith-
Waterman para a geragdo dos alinhamentos durante o processo de
busca

* Recorre-se normalmente a uma classe de métodos, chamados
métodos heuristicos de alinhamento, que sacrificam alguma
sensibilidade na busca a troco de uma muito maior rapidez

* Os dois métodos heuristicos de busca mais usado sdo de longe os
seguintes:

* FASTA - https://www.ebi.ac.uk/Tools/sss/fasta
* BLAST - http://ncbi.nlm.nih.gov/BLAST




FASTA

- O primeiro programa a ser amplamente usado para pesquisa de bases
de dados de sequéncias, desenvolvida por Pearson e Lipman em 1985,

* Em vez de calcular sistematicamente alinhamentos dptimos, comega
por analisar regioes de similaridade mais alta usando comparagoes
entre grupos de residuos, em vez de residuos isolados. Em sequida
produz um alinhamento éptimo dentro de uma zona restrita do dot
plot. As sequéncias que neste alinhamento retornam score mais alto
sdo alinhadas rigorosamente com o método de Smith-Waterman.

https://www.ebi.ac.uk/Tools/sss/fasta Tabela de “Hashing":
Sequéncia A A B
L2 . AA 1 5
AAVHVVRTVHAKLVGGARKHHIVT VH 2 2
H// Hma‘rch
GAVHVTSKAAKLIVVGARLHTIRG GA O ¢

Sequéncia B

ktup=2



Estratégia do programa FASTA
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(A) Identificagdo de regioes de
similaridade por comparagdo de
“k-tuplas” entre a sequéncia-
alvo e cada sequéncia da base de

dados

(B) Cdlculo de score para cada
regido de similaridade utilizando
uma matriz de score e selecg¢do
das regioes de score mais alto

(C) Jungdo das regides de score
alto utilizando uma " junction
penalty”

(D) Pesquisa do alinhamento optimo
numa banda (entre as linhas
tracejadas) envolvendo a regido
definida no passo anterior
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FASTA - Protein Similarity Search

Provides sequence similarity searching against nucleotide and protein databases using the FASTA
programs. FASTA can be very specific when identifying long regions of low similarity especially for highly
diverged sequences. You can also conduct sequence similarity searching against complete protecme or
genome databases using the FASTA programs.

| @ | Download Software

PROGRAM DATABASES RESULTS SEARCHTITLE YOUR EMAIL
IFASTA3 ;I |F-‘r0tein ﬂ |interactivej |Sequence
UniProt Knowledgebase
UniProtkB/Swiss-Prot
UniProt Clusters 100% =
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|BLOSUMS =] |-10 =l |2 =l |2 =] [100 =] |defaut x|
MOLECULE
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Inone j |no j |F‘r0tein j
SEQUENCE DATABASE STATISTICAL
SCORES ALIGMMENTS RANGE RANGE FILTER ESTIMATES
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Help |
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Upload aﬂle:l

_Browse.. | Fun FASTAS | fieset |

Please Note: The way that the email submission results are sent back has changed. instead of
returning the actual FASTA result, there is now a hyperlink to your result pages.



FASTA no EBI

FAS

Nucleotide ‘ Genomes ‘ Proteomes ‘ Whole Genome Shotgun Web services Help & Documentation Also in this section ~

® Feedback | <iShare
Tools > Sequence Similarity Searching > FASTA

Protein Similarity Search

This tool provides sequence similarity searching against protein databases using the FASTA suite of programs. FASTA provides a heuristic search with a protein query.
FASTX and FASTY translate a DNA query. Optimal searches are available with SSEARCH (local), GGSEARCH (global) and GLSEARCH (global query, local database).

STEP 1 - Select your databases

PROTEIN DATABASES

1 Database Selected X Clear Selection

* [ UniProt Knowledgebase (The UniProt Knowledgebase includes UniProtkKB/Swiss-Prot and UniProtKB/TrEMBL)

* (v UniProtkB/Swiss-Prot (The manually annotated section of UniProtkB)

© [ UniProtkB/Swiss-Prot isoforms (The manually annotated isoforms of UniProtkB/Swiss-Prot)
© [ UniProtkKB/TrEMBL (The automatically annotated section of UniProtkB)

© [ UniProtkB Reference Proteomes plus Swiss-Prot

» UniProtKB Taxonomic Subsets

» UniProt Clusters

» Patents

» Structures

» Other Protein Databases

STEP 2 - Enter your input sequence

Enter or paste a| PROTEIN ~ |sequence in any supported format:

A

or Upload a file: | Choose File | No file chosen Use a example sequence | Clear sequence | See more example inputs

STEP 3 - Set your parameters

PROGRAM

‘ FASTA v

MATRIX  GAPOPEN GAP EXTEND KTUP EXPECTATION UPPER VALUEEXPECTATION

‘ BLOSUM50 v || -10 v -2 |2 v | 10 ~ || O (default) v
DNA STRAND HISTOGRAM FILTER STATISTICAL ESTIMATES

‘ N/A - H nn v H nAno v H Ranrace

https://www.ebi.ac.uk/Tools/sss/fasta/




FASTA no EBI - pardmetros

or Upload a file: ‘ Choose File ‘No file chosen Use a example sequence | Clear sequence | See more example inputs

STEP 3 - Set your parameters

PROGRAM

FASTA v
MATRIX GAP OPEN GAP EXTEND KTUP EXPECTATION UPPER VALUEEXPECTATION

BLOSUMS0 v | -10 v -2 vi2 v | 10 v || 0 (default) v

DNA STRAND HISTOGRAM FILTER STATISTICAL ESTIMATES

N/A v || no v || none v || Regress v

SCORES ALIGNMENTS SEQUENCE RANGE DATABASE RANGE MULT! HSPs

50 v || 90 v || START-END START-END no v
SCORE FORMAT ANNOTATION FEATURES

Default ¥ || no v

STEP 4 - Submit your job

() Be notified by email (Tick this box if you want to be notified by email when the results are available)

https://www.ebi.ac.uk/Tools/sss/fasta/



FASTA no ERI

FASTX and FASTY translate a DNA query. Optimal searches are available with SSEARCH (local), GGSEARCH (global) and GLSEARCH (global query, local database).

STEP 1 - Select your databases

PROTEIN DATABASES

1 Database Selected X Clear Selection

® (v UniProt Knowledgebase (The UniProt Knowledgebase includes UniProtKB/Swiss-Prot and UniProtKB/TrEMBL)
¢ [ | UniProtKB/Swiss-Prot (The manually annotated section of UniProtkB)

® [ UniProtKB/Swiss-Prot isoforms (The manually annotated isoforms of UniProtKB/Swiss-Prot)

e (| UniProtKB/TrEMBL (The automatically annotated section of UniProtkB)

e [ UniProtkB Reference Proteomes plus Swiss-Prot

» UniProtKB Taxonomic Subsets

» UniProt Clusters

» Patents

» Structures

» Other Protein Databases

STEP 2 - Enter your input sequence

Enter or paste a| PROTEIN v |sequence in any supported format:

>sp|P49789|FHIT_HUMAN Bis(5'-adenosyl)-triphosphatase OS=Homo sapiens OX=9606 GN=FHIT PE=1 SV=3
MSFRFGQHLIKPSVVFLKTELSFALVNRKPVVPGHVLYCPLRPVERFHDLRPDEVADLFQ
TTQRVGTVVEKHFHGTSLTFSMQDGPEAGQTVKHVHVHVLPRKAGDFHRNDSIYEELQKH
DKEDFPASWRSEEEMAAEAAALRVYFQ

or Upload a file: ‘ Choose File ‘No file chosen Use a example sequence | Clear sequence | See more example inputs

STEP 3 - Set your parameters

PRNOGRAM

https://www.ebi.ac.uk/Tools/sss/fasta/




FASTA no EBI

FASTA

Nucleotide ‘ Genomes ‘ Proteomes ‘ Whole Genome Shotgun Web services Also in this section « ® Feedback <LShare

Tools > Sequence Similarity Searching > FASTA

Results for job fasta-120191021-112509-0711-52636113-p1m

SlpglnEAERES  Tool Output | Visual Output | Functional Predictions | Submission Details

Selection: Align. ~ DB:ID o | Sotice o |Langth e (SBc:sr;e s :;ientltles . ;osﬂlves s E) ¢
Select All | Invert  Clear ° ’
1 TR:A0A024R366_HUMAN  Fragile histidine triad gene, isoform CRA_a 147 252.0 100.0 100.0 5.5E-64
Apply to selection: OS=Homo sapiens OX=9606 GN=FHIT PE=4 SV=1
. Cross-references and related information in:
Annotations:

P Gene expression P Nucleotide sequences
Show  Hide » Genomes & metagenomes b Literature
P Samples & ontologies B Protein families

AlignmentS' P Protein expression data P Protein sequences

Show | Hide 2 SP:FHIT_HUMAN Bis(5'-adenosyl)-triphosphatase OS=Homo sapiens 147 2520 100.0 100.0 | 5.5E-64
OX=9606 GN=FHIT PE=1 SV=3

Entries: Cross-references and related information in:
P Gene expression P Bioactive molecules
» Nucleotide sequences B Genomes & metagenomes

Download ' in

fasta . » Enzymes b Literature B Samples & ontologies
P Molecular interactiol
! ar structures B expression
format » Reactions & pathways P Protein sequences
#3 TR:AOA2J8P7H3_PANTR  FHIT isoform 1 OS=Pan troglodytes OX=9598 147 248.0 98.6 993 8.4E-63
Tools: GN=FHIT PE=4 SV=1
Launch Cross-references and related information in:
P Nucleotide sequences B Genomes & metagenomes
Clustal Omega v P Literature B Samples & ontologies B Protein families
P Protei

s TR:AOA2I12YJR3_GORGO  Fragile histidine triad OS=Gorilla gorilla gorilla 147 2458 97.3 99.3 | 3.9E-62
0OX=9595 GN=FHIT PE=4 SV=1

Cross-references and related information in:
» Genomes & metagenomes P Literature

b Protein seq

https://www.ebi.ac.uk/Tools/sss/fasta/




FASTA no ERI
FASTA

Nucle ‘ Genomes ‘ Proteomes ‘ Whole Genome Shotgun Web services Also in this section « ®; Feedba

Tools > Sequence Similarity Searching > FASTA

Results for job fasta-120191021-112509-0711-52636113-p1m
Summary Table Visual Output | Functional Predictions | Submission Details

Download | Download in XML format

FASTA searches a protein or DNA sequence data bank
version 36.3.8g Dec, 2017

Please cite:

W.R. Pearson & D.J. Lipman PNAS (1988) 85:2444-2448

Query: @

1>>>sp|P49789 | FHIT_HUMAN Bis(5'-adenosyl)-triphosphatase 0S=Homo sapiens 0X=9606 GN=FHIT PE=1 SV=3 - 147 aa
Library: UniProt Knowledgebase

60572120266 residues in 180781033 sequences

Statistics: Expectation_n fit: rho(ln(x))= 6.8884+/-8.600171; mu= 5.5199+/- ©.009
mean_var=57.0663+/-11.317, ©'s: 203 Z-trim(117.5): 3@6 B-trim: 5238 in 2/62
Lambda= ©.169779
statistics sampled from 60000 (122918) to 30932256 sequences

Algorithm: FASTA (3.8 Nov 2011) [optimized]

Parameters: BL5@ matrix (15:-5), open/ext: -18/-2
ktup: 2, E-join: 1 (@.536), E-opt: ©.2 (0.172), width: 16
Scan time: 2417.080

The best scores are: opt bits E(180781833)

F N AQA024R366 Fragile histidine t ( 147) 996 252.0 5.5e-64
SP:FHIT_HUMAN P49789 Bis(5'-adenosyl)-triphosphata ( 147) 996 252.0 5.5e-64
1ABA2J8P7H3 PANTR A@A2J8P7H3 FHIT isoform 1 0S=P ( 147) 980 248.9 8.4e-63
AQA2I2YJR3 GORGO AGA2I2YIR3 Fragile histidine t ( 147) 971 245.8 3.9e-62
ﬁZPADS PONAE H2PAD8 Fragile histidine triad 0S= ( 147) 966 244.6 9e-62
ABAZJSTELQ PONAE A@A2]8TELY FHIT isoform 1 0S=P ( 147) 961 243.4 2.le-61
A@GA2KS5SOM6_CEBCA A@A2K5S@M6 HIT domain-containi ( 149) 954 241.7 7e-61
AGA2K6TUV1 Fragile histidine t ( 149) 952 241.2 9.9e-61

AGA2KSDD36 HIT domain-containi ( 149) 949 2408.4 1.6e-60

1AGA2KEN9G1_RHIRO ABA2KEN9@1 HIT domain-containi ( 149) 945 239.5 3.2e-68
1 ABA2KBK2R6_RHIBE AGA2KEK2R6 HIT domain-containi ( 149) 945 239.5 3.2e-66
F6TCB7 _MACMU F6TCB7 Bis(5'-adenosyl)-triphospha ( 149) 940 238.2 7.6e-6@
AGA2KSMIU2 CERAT AGA2KSMIU2 HIT domain-containi ( 149) 940 238.2 7.6e-60
ABA2KEDGY6_MACNE AGA2KEDGY6 HIT domain-containi ( 149) 940 238.2 7.6e-66
AGAG96MQ24 _PAPAN A@AR9EMQ24 HIT domain-containi ( 149) 940 238.2 7.6e-6@
'Lﬁﬂ?k:TﬂFﬁ MAr:X AGAPKETOFA HTT domain-containi ( 149) 940 23R.7 7.6e-60

https://www.ebi.ac.uk/Tools/sss/fasta/




FASTA no EBI

( 148) 905 229.7 2.9e-57

( 149) 905 229.7 2.9e-57

( 149) 903 229.2 4e-57

7MKZ1 MACMU G7MKZ1 HIT domain-containing prote ( 141) 9@@ 228.5 6.3e-57
7NZB@_MACFA G7NZB@ HIT domain-containing prote ( 141) 908 228.5 6.3e-57
OAGNSESW3_HETGA AGAONSESW3 Bis(5'-adenosyl)-tr ( 149) 899 228.2 8e-57
Q1lKZG4 Bis(5'-adenosyl)-triphosphata ( 149) 898 228.8 9.5e-57

0X A@A4W2H904 HIT domain-containi ( 149) 898 228.9 9.5e-57
TR:ABA384AYQ4_BALAS APA384AYQ4 bis(5'-adenosyl)-tr ( 149) 898 228.8 9.5e-57
TR:ABAAX1VGP@ PIG AOA4X1VGPO Fragile histidine tri ( 149) 898 228.0 9.5e-57
OA384AZES_BALAS ABA384AZES bis(5'-adenosyl)-tr ( 171) 898 227.9 1.1e-56

>>TR:AGAB24R366_HUMAN ADA@24R366 Fragile histidine triad gene,

isoform CRA_a 0S=Homo sapiens 0X=9606 GN=FHIT PE=4 SV=1 (147 aa)

initn: 996 initl: 996 opt: 996 Z-score: 1329.4 bits: 252.0 E(18@781033): 5.5e-64
Smith-Waterman score: 996; 100.0% identity (1@0.0% similar) in 147 aa overlap (1-147:1-147)

10 20 30 40 50 6@
sp|P49 MSFRFGQHLIKPSVVFLKTELSFALVNRKPVVPGHYLVCPLRPVERFHDLRPDEVADLFQ
TR:ABA MSFRFGQHLIKPSVVFLKTELSFALVNRKPVVPGHVLVCPLRPVERFHDLRPDEVADLFQ

10 20 30 40 50 60

70 80 %0 100 11e 120
sp|P49 TTQRVGTVVEKHFHGTSLTFSMQDGPEAGQTVKHVHVHVLPRKAGDFHRNDSIYEELQKH
TR:ABA TTQRVGTVVEKHFHGTSLTFSMQDGPEAGQTVKHVHVHVLPRKAGDFHRNDSIYEELQKH

70 80 EL] 1ee 11e 120

130 140

sp|P49 DKEDFPASWRSEEEMAAEAAALRVYFQ

DKEDFPASWRSEEEMAAEAAALRVYFQ
130 140

TR:AGA

>>SP:FHIT HUMAN P49789 Bis(5'-adenosyl)-triphosphatase 0S=Homo

sapiens 0X=9606 GN=FHIT PE=1 SV=3 (147 aa)

initn: 996 initl: 996 opt: 996 Z-score: 1329.4 bits: 252.0 E(18@781033): 5.5e-64
Smith-Waterman score: 996; 100.0% identity (100.0% similar) in 147 aa overlap (1-147:1-147)

sp|P4o

SP:FHI

sp| P49

SP:FHI

sp| P49

<D EUT

10 20 30 40 50 6@
MSFRFGQHLIKPSVVFLKTELSFALVNRKPVVPGHVLVCPLRPVERFHDLRPDEVADLFQ

MSFRFGQHLIKPSVVFLKTELSFALVNRKPVVPGHVLVCPLRPVERFHDLRPDEVADLFQ

10 20 30 48 50 60
70 80 % 1e@ 118 120
TTQRVGTVVEKHFHGTSLTFSMQDGPEAGQTVKHVHVHVLPRKAGDFHRNDSIYEELQKH
TTQRVGTVVEKHFHGTSLTFSMQDGPEAGQTVKHVHVHVLPRKAGDFHRNDSIYEELQKH
70 80 EL] 1ee 11e 120
130 140

DKEDFPASWRSEEEMAAEAAALRVYFQ

NKENEDACLRSEEEMAAEAAATI R\IVEN

https://www.ebi.ac.uk/Tools/sss/fasta/




Exemplo de pesquisa com o programa FASTA

The best scores are: initn initl opt sC E(BQE&BJ
gi|17067%94 |sp|P49789 |FHIT_HUMAN FRAGILE HISTIDINE 8996 956 996 1?50 0]
gi|1703339|sp|P49776|APH1_SCHPO BIS(5'-NUCLEOSYL) 431 395 385 530.2 2.8e-23
gi|1723425|sp|P49775|YD15_YEAST HYPOTHETICAIL 24.8 250 171 316 428.1 2.8%e-17
gi|1724021|sp|Q11066 |YHIT MYCTU HYPOTHETICAL 20.0 178 178 184 250.7 2.2e-07
gi|417124 |sp| Q04344 |HIT YEAST HIT1 PROTEIN (ORF U 159 104 157 216.2 1.8e-05
gl |418447 |sp|P32084 |YHIT_SYNP7 HYPOTHETICAIL 12.4 13% 13¢ 140 1%5.0 0.00028
gi|1351828|s8p|P47378 | YHIT_MYCGE HYPOTHETICAIL 15.6 132 132 133 183.9%9 0.0012
» gi|1169826|sp|P43424 |GALT_RAT GAQACTOSE—I—PHOSPHA S7 97 128 169.7 0.0072
gi é184é6|5p|P32083 YHIT MYCHE HYPOTHETICAL 13.1 102 102 119 166.8 0.01
gi|1708543 |sp|P49773 | IPK1_HUMAN PROTEIN KINASE C 7 87 118 164.5 0.014
gi|1724020|s8p |P49774 |YHIT MYCLE HYPOTHETICAL 17.0 131 82 117 161.6 0.02
gi|1724019 |sp|P53795|YHIT CAEEL HYPOTHETICAL HIT- 98 S8 116 161.5 (.02
gi|117058]1 |sp|P16436|IPK1_BOVIN PROTEIN KINASE C B6 B6 115 160.4 0.023
gi|1730188|sp|Q03248|GALT7_MOUSE GALACTOSE-1-PHOSP 87 87 120 15%.3 0.027
gi|1177047 |sp|P42856 |ZB14_MATIZE 14 KD ZINC-BINDIN 132 789 112 156.3 (.04
gi 1;0908|Sp|PD 902|uA 7_HUMAN GALACTOSE-1-PHOSPH T8 T8 117 154.8 0.048
gz |17 O£o|sp|Pd¢835|ZBlé_BRAJU 14 XKD ZINC-BINDIN 115 78 110 154.5 0.05
gi 140775|sp|P2672é|YHIT_AZOBR HYPOTHETICAL 13.2 s 65 109 152Z2.6 0.084
gi 1169825|Sp|P3176é|GALT_HAEIN GALACTOSE-1-PHOSP 62 62 104 137.9 0.42
gi 113999|Sp|P16550|APA1_YEAST 5',5'""'-p-1,P-4-TE 108 66 103 137.1 0.47

>>gil|1169826 |sp|P43424 |GALT_RAT GALACTOSE-1-PHOSPHATE UR (379 aa)
g P

initn: 9_ inigi: 97 opt: 128 z-score: 168%.7 E{(): 0.0072
Smith-Waterman score: 128; 30.8% identity in 107 aa overlap
10 20 30
HIT MSFRFG- QHAIKPSVV“LKTEJS"AAVRRKPV
. X.: s
GalT VWASNFLPDIAQRE QQQQTYHNQHGKPLLL:YGHQ:LLRKZQJ LTSEYWIV:VPFWAV
190 200 210 220 230 240
40 50 a0 70 80
HIT vPGHUAVCPARPU ERFHD RPD“UADJ QTTQQVﬁTV‘ KHHHGTSAT”SV——QD”P———
X -
GalT WP“QTLLLPRRHVQQ P TPAERDD;ASTM&&LLTKYDNL?E—TS”PYSKGUHGAPV”L
250 260 270 280 2590 300
S0 100 110 120 130 140
HIT ”ﬁGQTVKH——VHVHVLPHKAGD“H?NDSIY::LQKHDKEDFPASWRSEEE (RAFARATRV

GalT KT”QTCDHWQJHhHfYDPLL?QﬁTUQKTlvGY MLAQAQRDLTPEQAAERTL.RVLPEVHYC
310 320 330 340 350 260



Estatistica de pesquisa com FASTA

» E-value: nimero de sequéncias aleatdrias que é esperado possuirem
um score superior ao observado. Este ndmero aumenta com a dimensdo
da base de dados. Deve ser pelo menos < 0.01 para podermos confiar
no resultado do alinhamento.

» Zz-score: nimero de desvios padroes do score relativamente a média
da distribui¢do. No programa FASTA os z-scores sdo hormalizados
para valores z', dados por:

Zz' = 50+10*z

- Score optimizado: o score produzido pelo passo final do programa.

* ktup: dimensdo do conjunto de posigoes que € indexado por hashing,
é também a dimensdo do minimo pormenor que o algoritmo € capaz de
detectar na sequéncia. Para proteinas usa-se geralmente ktup=2, mas
ktup=1 produz buscas mais sensiveis e capazes de identificar
similaridades mais distantes.



BLAST

* O programa BLAST (Altschul et al, 1990) é actualmente o mais
usado, devido a sua maior rapidez, conseguida a troco de uma
sensibilidade um pouco inferior a de FASTA. O fundamento estatistico
do método é bastante rigoroso e na sua versdo iterativa PSI-BLAST
(Position-Specific Iterated BLAST) é extremamente sensivel, gragas
ao uso de uma matriz de score cujos valores dependem da localizagdo
dos aminodcidos e que é refinada em iteragoes successivas.

+ O método baseia-se na localizagdo de pequenas regides de elevada
similaridade que sdo prolongadas nas duas direcgoes de forma a
maximizar o score

- O tratamento estatistico é baseada no modelo de distribuicdo de
valor extremo de Karlin-Altschul, sendo rigoroso para alinhamentos
locais sem gaps, e aproximado nas outras situagoes.



NCBI BLAST

Sign in to NCBI

m) U.S. National Library of Medicine > NCBI
®
BLAST

Home Recent Results Saved Strategies Help

Basic Local Alighment Search Tool

End of updates for BLAST+ version 4 databases (dbVv4)

BLAST finds regions of similarity between biological Start moving to the new version 5 databases!
sequences. The program compares nucleotide or protein

seql..leT]ces ’Fo s.e.quence databases and calculates the Fri, 27 Sep 2019 16:00:00 EST B iora ST ree
statistical significance. Learn more

Web BLAST

A

BLAST Genomes

Enter organism common name, scientific name, or tax id ‘m

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi




NCBI BLAST

m) U.S. National Library of Medicine > NCBI National Center for Biotechnology Information Sign in to NCBI

BLAST © » blastp suite Home Recent Results ~ Saved Strategies Help

Standard Protein BLAST

blastn | blastp | blastx | tblastn | tblastx |

Enter Query Sequence BLASTP programs search protein databases using a protein query. more... Reset page  Bookmark
Enter accession number(s), gi(s), or FASTA sequence(s) & Clear Query subrange &
Eram BLAST results will be displayed
p To in a new format by default

You can always switch back to the
Traditional Results page.

Or, upload file Choose File No file chosen o)

Job Title

Enter a descriptive title for your BLAST search &

L Align two or more sequences &

Choose Search Set

Database Non-redundant protein sequences (nr) vV e
Organism - - - - : -
Optional Enter organism name or id--completions will be sug : | exclude
Enter organism common name, binomial, or tax id. Only 20 top taxa will be shown. &)
Exclude L Models (XM/XP) ) Non-redundant RefSeq proteins (WP) L) Uncultured/environmental sample sequences
Optional

Program Selection

Algorithm Quick BLASTP (Accelerated protein-protein BLAST)
¢ blastp (protein-protein BLAST)
PSI-BLAST (Position-Specific Iterated BLAST)
PHI-BLAST (Pattern Hit Initiated BLAST)
DELTA-BLAST (Domain Enhanced Lookup Time Accelerated BLAST)
Choose a BLAST algorithm &)

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

] Show results in a new window

Algorithm parameters

4

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi




NCBI BLAST

Search database nr using Blastp (protein-protein BLAST)

Show results in a new window

(©Algorithm parameters Restore default search parameters

General Parameters

Max target 100 ¥
sequences Select the maximum number of aligned sequences to display &)
Short queries ¥| Automatically adjust parameters for short input sequences &
Expect threshold 10 ')
Word size 6 v o
Max matchesina | Q@
query range -
Scoring Parameters
Matrix BLOSUME2 v &
Gap Costs | Existence: 11 Extension: 1 ¥ 9
Compositional ‘Conditional compositional score matrix adjustment ¥ | &
adjustments
Filters and Masking
Filter L Low complexity regions &
Mask | Mask for lookup table only &

I Mask lower case letters &

Search database nr using Blastp (protein-protein BLAST)

—) Show results in a new window

https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi




Versoes de BLAST

- BLASTP

pesquisa uma sequéncia de aminodcidos em um banco de sequéncias de
proteina.

+ BLASTN
pesquisa uma sequéncia de nucledtidos em um banco de sequéncias de
nucleotidos (DNA ou RNA)

- BLASTX

pesquisa uma sequéncia nucleotidica traduzida em todos os 6 quadros de
leitura em um banco de sequéncias de proteina. Permite encontrar
potenciais produtos da tradugdo de uma sequéncia nucleotidica
desconhecida.

- TBLASTN
pesquisa uma sequéncia de proteina em um banco de sequéncias
nucleotidicas, dinamicamente traduzidas nos 6 quadros de leitura

* TBLASTX

pesquisa os 6 possiveis quadros de leitura de uma sequéncia nucleotidica
hum banco de sequéncias nucleotidicas, dinamicamente traduzidas nos seus
6 quadros de leitura. Extremamente lento e pesado computacionalmente.



BLASTX

1A

reading
frames

DA

reading
frames

reading direction for sequaence of top DNA strand —

-=— rpading direction for sequence of bottom DNA strand

DNA

6 possiveis tradugdes
em proteina

Comparar com a base
dados de proteinas

3 N- fle leu pha arg wval ile arg pro [ thr arg asn phe  the [l ara -C
2 M- tyr phe ile ser ser asn ser thr leu asn 8la lys lew his leu thr -C
(1 N- leu phe tyr phe gio I phe asp leu lys arg (glu thr ser leuw asn -C
5 TTATTTTATTTCGAGTAATTCGACCTTAAACGCGAAACTTCACTTAAC 3]
3 AATAAAATAAAGCTCATTAAGCTGGAATTTGCGCTTTGAAGTGAATTG 5]
-1 C-Jl lys ile glu leu leu glu val lys phe ala phe ser [l lys val -N
-2 C- ile lys asn arg thr ile arg gy [ va! arg phe lys val Il era N
| -3 C- asn Bl lys ser thr asn ser arg leu arg ser wval glu ser leu ser -M




Exemplo de pesquisa com o programa BLAST

Distance tree of results MY Related Structures
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Sensibilidade vs Selectividade: a escolha do “"E-value'

- Em geral a maioria das sequéncias numa base de dados ndo sdo
aparentadas com a nossa sequéncia de busca e produzem uma
distribui¢do de scores semelhante a de um conjunto de alinhamentos

aleatorios

- As sequéncias aparentadas deverdo produzir scores bem superiores
a distribui¢cdo. No entanto existe quase sempre uma zona de
sobreposicdo das duas regides

Sequéncias ndo-aparentadas Sequéncias aparentadas
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Sensibilidade vs. Selectividade: pesquisa muito selectiva
mas pouco sensivel
- Se impusermos um valor de E mdximo muito pequeno para a apresentagdo dos

resultados, iremos garantir que TODAS as sequéncias apresentadas estdo
relacionadas com a nossa sequéncia de busca (alta selectivdade)

+ Sequéncias aparentadas com a nossa sequéncia de busca e possuindo um E
value superior ao critério ndo serdo apresentadas (baixa sensibilidade)

Sequéncias ndo-aparentadas Sequéncias aparentadas
A A A

~ — - -~
7
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S \_\\ Sequéncias E <10-¢
U' B ] * - -
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o) ™ :} apresentadas
©
:
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T L T 5

Score (E-value)



Sensibilidade vs. Selectividade: pesquisa muito sensivel
mas pouco selectiva

-"Relaxando” o critério de busca, ou seja permitindo a exibigdo de sequéncias com
um E value mais alto iremos consequir identificar a quase totalidade das
sequéncias aparentadas com a nossa sequéncia de busca (alta sensibilidade)

- Como consequéncia da relaxagdo do critério, irdo ser exibidas muitas sequéncias
ndo-aparentadas com a nossa sequéncia de busca (baixa selectividade)

Sequéncias ndo-aparentadas Sequéncias aparentadas
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Pesquisas mais sensiveis

O uso de métodos heuristicos acelera as pesquisas mas sacrifica
sensibilidade e pode impedir a identificagdo de relagoes distantes entre
sequéncias. Para as situagdes em que € necessdria sensibilidade adicional,
dispomos de algumas aplicacgoes que realizam alinhamentos de Smith-
Waterman contra toda a base de sequéncias, sem filtragem prévia por
métodos heuristicos:

- Ssearch (parte do conjunto de aplicagoes de FASTA):

*_https://www.ebi.ac.uk/Tools/sss/fasta/
*_http://molsim.sci.univr.it/bicinfo/tools/OlfactionDB/ssearch.html

*_https://fasta.bioch.virginia.edu/fasta www2/fasta_www.cgi?rm=select&pgm=sw

Note-se que esta abordagem é muito mais pesada computacionalmente, pelo
que a reposta é mais demorada e o uso intensivo dos servidores € geralmente
desencorajado pelos seus responsadveis. Este tipo de servigos deve pois ser
usado de forma moderada.



Regras gerais para pesquisa

» Usar uma sequéncia de proteina, ou converter DNA para proteina
sempre que possivel

» Utilizar a base de dados mais pequena que possa conter as
sequéncias que pretendemos encontrar, no caso de hdo termos
resultados entdo passar para uma base de dados maiores

» Escolha do esquema da gap penalty compativel com o modelo
estatistico usado, homeadamente com a matriz de score usada.

» Sempre que possivel verificar a qualidade do ajuste da distribuigcdo
de scores aleatédrios a distribui¢do de valor extrema produzida pelo
software de alinhamento

* Procura valores de E < 0.01, para valores superiores o nimero de
falsos positivos torna-se importante

* No caso de realizar um grande ndmero de buscas devemos usar
valore de E mais pequenos, pois o ndmero de falsos positivos cresce
linearmente com o ndmero de pesquisas



