I. PENGENALAN NATIONAL CENTRE FOR BIOTECHNOLOGY INFORMATION (NCBI)

A. PENDAHULUAN

NCBI (National Centre for Biotechnology Information) merupakan suatu institusi yang
menyediakan sumber informasi terkait perkembangan biologi molekuler. NCBI membuat
database yang dapat diakses oleh publik dan mengembangkan software penganalisis data

genom. Situs NCBI dapat di akses pada : www.ncbi.nlm.nih.gov.

Databases and Software

1. Entrez
Entrez merupakan sistem pencarian informasi dalam NCBI yang menyediakan akses
terintegrasi untuk melakukan sekuensing, pemetaan (mapping) , taksonomi dan data
struktural. Entrez juga menyediakan gambaran grafis untuk mapping sekuen dan
kromosom. Ciri khas dan keunggulan Entrez adalah kemampuan untuk pencarian
informasi terkait sekuen, struktur dan referensi. Literatur jurnal yang tersedia dapat
diakses melalui PubMed. PubMed merupakan alat penghubung pencarian di web yang
menyediakan akses ke lebih dari 11 juta sitasi jurnal di MEDLINE. Entrez Gene adapat

diakses pada www.ncbi.nlm.nih.gov/gene.

2. Nucleotide Database
Database nukleotida merupakan suatu koleksi sekuen dari beberapa sumber, termasuk
diantaranya GenBank, Reference Sequence (RefSeq), Third Party Annotation (TPA) dan
Protein Data Bank (PDB).

a. GenBank
GenBank merupakan database sekuen genetik dari NIH (National Institutes of
Health), berupa koleksi sekuen DNA yang dapat diketahui oleh publik. Database
GenBank dibiayai dan didistribusikan oleh NCBI. Data sekuen dikirim ke GenBank

oleh peneliti dari seluruh dunia.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

GenBank Overview
Entrez BLAST bl [ Books
V|fnr| |[ Go ]

Taxonomsy Structure

» What is GenBank?

GenBank® is the MIH genetic sequence database, an annotated collection of all publicly available
DhlA sequences (Mucieic Acids Research, 2008 Jan,36(Database issue.D25-30). There are
approximately 106,5633,156,756 bases in 108,431,692 sequence records in the traditional
senBank divisions and 148,165,117,763 bases in 48,443 067 sequence records in the WG5S
division as of August 2009,

The complete release notes for the current version of GenBank are available on the NCEI ftp
gite. A new release is made every two months. GenBank is part of the International Mucleotide
sequence Database Collaboration, which comprises the DA DataBank of Japan (DDEJ), the
European Molecular Biology Laboratory (EMBL), and GenBank at NCBI. These three
organizations exchange data on a daily basis.

Format GenBank disajikan pada gambar dibawah ini :

Display Settings: [v] GenBank

Pyrococcus woesei beta-galactosidase gene, complete cds
GenBank: AF043283.1

FASTA  Graphics

Features Sequence

LOCTS AFO43253 1533 bp DML linear BCT 25-MAY-2001
DEFINITICWN Pyrococcus woesel beta-galactosidase gene, complete cds.
ALCCESSION AFO43283

VERSICH AFO43283.1 GI:28112585
KEYWORDS
SCOURCE Pyrococcus woesel

ORGANISM Pyrocococus woesel
hrchaea; Euryarchaeota; Thermococci; Thermococcales;
Thermocococaceae; Pyrococcus.
REFERENCE 1 (bases 1 to 1533)
AUTHORS Dasbrowski, 3., S3obiewska,&., Maciunska,J., Synowiecki,J. and Eur,J.
TITLE Cloning, expression, and purification of the His(6)-tagged
thermostable beta-galactosidase from Pyrococcus woeseil in
Ezcherichia coli and some properties of the isolated enzyme
JOURMAL FProtein Expr. Purif. 19 (1), 107-112 (zZ000)
PUEMED 105833397
REFERENCE 2 (bases 1 to 1533)
ALUTHORS Dabrowski,3., Maciunska,Jd. and Synowviecki,J.
TITLE Direct Submission
JOUTRMAL Submitted (16-JAN-1998) Food Preserwvation, Technical University of
Gdansk, Narutowicza 11/12, Gdansk 80-952Z, Poland




FEATIORES Location/Qualifiers
Source 1..1533
Jorganism="Pyrococcus woesei'
fmol type="genomwic DNL"
JEtrain="D3IM3ITTI"
f=Fraxon:2262"
cDs
Start=1

ftransI_table=El

fproduct="heta-galactosidase"™

/protein id="AAR97S6Z.1"

fdb xref="GI:z511z256"
( Jtranslation="MFPEKFLUGVAQIGFOFEMGDELRERNID TN TDWITHIWREDETHIE
EGLVSGDLPEEGINNYELVEKDHE IARKLGLNAYRIGIEWSRIFPUPTTF IDVD TS VI
ESYNLIEDVEITEDTLEELDE IANKREVAVYRSVINSLRSEGFEVIVINLNHF TLPYWL
HDPIEARERAL THERNGUVHPRTVIEF AEVAAVIAYEFGD IVDMWSTFNEPMVVVELG

TLAPYEGFPPGVLNPEAAKLATILHMINAHALAVROIEKFDTEKADEDSEEPAEVGIIT

< NN IGVAYPEDPNDSEDVEAAENDNFFHEGLFFEATHEGELNIEFDGETF IDAPYLEGN
D IGVHY Y TREVYTYOEFMFPSIPLITFEGVQGYGTACRPGTLEEDDREFVSDIGWELY
PEGMYDS IVEAHEYVGVPVYVTENGIADSEDILRP VY IASHIKEMNTEEAFEDGYEVEGYF
HWALTDNFEWALGFRMRFGLYEVNLITEERIPREESVSIFREIVANNGVTEKIEEELL

Coding Sequence

Amino acid sequence

ORIGIN

i

Start codon

1 tccctg

61
121
151
Z41
301
3el
421
451
541
601
6al
TE21
7E1
g41
S01
96l

1021
10581
1141
1z01
126l
1321
1331
1441
1501

gataaactca
acaaatatag
gagotttaty
gyoatagagt
tataatgaat
ttagatgags
aggagcaagy
catgatccooa
coaagaacay
atagtggata
goooootact
cttoacatga
agagotgata
gthtgottate
ttottocact
gacggtgasas
tactacacas
acotttaagy
JRacagaccog
grtgaagots
aaggacatos
gaggat gyt
gototogogt
attocoagyy
agaaagatty

=Teld

amaagttoct
goaggaatat
agaaaggoct
agaaggacca
ggagocagasat
catataacct
togooaacas
gytttaaggt
ttgaggotag
ttatagagtt
tgtggagoac
ctggottoos
taaatgoacs
aggattotas
coaaggatcs
cagggotgtt
cgtttataga
gugasgtagt
gagttoaagy
toagogacat
acaagtacyy
taagacctta
atgaagttas
ttagaatgog
agaagagogt
aagaggaatt

tLggggtoty
tgacactaac
cgttagtoga
tgagattoca
attocoocatgy
tatagaagat
gaOyyagot g
tatagttaat
gyagaygycy
tygoaaagtat
gtttaatgay
toocaggogtt
tgottbaget
agagootgea
gaacgattoo
cttogaggos
tgoocoootat
tacgtatcay
atatggotat
agyatgggas
cgttocagtt
ctacatagog
gogotacttco
ctttggooto
gtogatatto

gctgaggggaltga

goacaatcgy
actgattggt
gatocttooog
agaaagotgg
cogacgacat
ghaaagatca
gootactata
ctaaatcact
ttaactaata
googottaca
cotatggtgg
ctaaatccag
tataggoaga
gaagttggta
aaggatgtta
atacacaaag
ctaaaggooa
gaaccaatgo
gootgoagac
ctotatocoay
tacgtgacyy
agooacatas
cactgggoat
tacgaagtoa
agagagatay

gthtttoagtt
yUoactgggt
aggagyygat
grottaatgo
ttattgatgt
coaaggacac
ggtcagtoat
toacoocttoo
agagyaacyy
tagocotatas
ttgttgagot
aggoogoans
taaagaagtt
taatttacas
aggocagoags
gaaaacttaa
atgactogat
ttoottoaat
cLgggactot
aggggatgta
agaacgoaat
agatgacagsa
taactgacas
acotasattac
tagococaatas

tgaastggyy
aagogatasag
taacaattac
ttacagaata
tgattatago
tttggaggay
amacagocty
atattggttg
ctgggttasas
ghttggagat
tggotaccta
gotoggogata
tgacactgay
caacattgga
amacgacaac
tatagagttt
aggogttasat
cocgotgatos
groaaaggat
cgattocaata
agoggattoa
gaaggocttt
cttogagtgy
asaggagaga
tggtgttacy

Stop codon

3. Blast
BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) merupakan suatu program untuk pencarian
kemiripan sekuen (sequence similarity) dan merupakan alat dalam identifikasi gen dan

karakter genetik. Blast dapat melakukan pencarian sekuen melalui perbandingan



dengan database DNA dalam waktu singkat (kurang dari 15 detik). Keterangan lengkap
mengenai program BLAST dapat dilihat pada

http://www.nchi.nlm.nih.gov/blast/producttable.shtml#

Ada 5 program utama dalam BLAST, yaitu :

a. nucleotide blast (blastn) : membandingkan suatu sekuen nukleotida meragukan
(query sequence) yang kita miliki dengan database sekuen nukleotida.

b. protein blast (blastp) : membandingkan suatu sekuen asam amino yang kita miliki
dengan database sekuen protein.

c. blastx : membandingkan produk translasi konsep 6-frame sebuah sekuen

nukleotida (translated nucleotide) yang kita miliki dengan database sekuen

protein.

d. tblastn : membandingkan suatu sekuen protein yang kita miliki dengan database

sekuen nukleotida yang secara dinamis ditranslasi pada semua pembacaan 6

frame.

e. tblastx : membandingkan suatu translasi 6 frame dari nukleotida.

Gambaran mengenai program Blast dapat dilihat pada gambar berikut ini :

QUERY DATABASE
SEQUENCE .
Nucleic Acids
_Nucleic Acid blastn - —
conceptual E ’

protein
|

wons E concgptual
 ——— I R
-— transiations

Proteins/Peptides

Peptide/Protein



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/producttable.shtml

HOMOLOGI PROTEIN

Protein merupakan polipeptida yang tersusun atas asam amino. Sekuens asam amino dari masing-
masing protein ditentukan oleh gen yang meng-kodenya. Gen ditranskripsi menjadi mRNA dan
selanjutnya mRNA ditranslasikan menjadi protein oleh ribosom. Urutan basa yang berbeda pada mRNA
akan menghasilkan asam amino yang berbeda. Beberapa organisme dapat memiliki jenis protein yang
sama. Sebagai contoh, hormon insulin terdapat pada manusia, babi, sapi dan beberapa hewan mamalia
lainnya. Fungsi insulin pada masing-masing organisme tersebut adalah sama, yaitu mengubah glukosa
menjadi glikogen sehingga kadar gula darah dapat terkontrol. Namun demikian, ternyata insulin pada
masing-masing organisme memiliki struktur primer yang berbeda karena adanya perbedaan beberapa
sekuen asam amino.

Oleh sebab itu diperlukan penelitian mengenai homologi protein antar-organisme sehinga dapat
dibandingkan kemiripan asam amino yang menyusun protein. Melalui program blastp pada situs NCBI
dapat dilakukan pencarian protein homolog dari berbagai macam organisme. Homologi bukan berarti
sama persis, namun terdapat kemiripan antara satu dengan yang lainnya dengan persentase kemiripan
tertentu. Untuk tujuan terapi, misalnya diinginkan suatu protein pengganti dari hewan tertentu, tentu
akan dipilih protein yang memiliki persen kemiripan yang paling tinggi dengan protein yang kita miliki,
sehingga diharapkan reaksi alergi tidak terjadi. Dalam bidang enzimologi, homologi protein diperlukan
untuk mengetahui kemiripan sekuen asam amino suatu enzym yang dihasilkan oleh suatu organisme

dibandingkan dengan organisme lain.



ACARA 1. ANALISIS HOMOLOGI SEKUEN NUKLEOTIDA DAN PROTEIN

TUJUAN
1. Mahasiswa mampu memahami dan menggunakan program Blastn untuk identifikasi
sekuen nukleotida melalui database Genbank
2. Mahasiswa dapat melakukan analisis homologi suatu protein dari organisme tertentu

dengan organisme lain menggunakan database Genbank menggunakan Blastp.

LANGKAH KERJA

a. Blastn
Blastn dapat digunakan untuk mengidentifikasi suatu sekuen nukleotida meragukan (query
sequence) yang kita miliki dengan database nukleotida, sehingga output yang didapat berupa
identitas nukleotida tersebut, antara lain nama gen dan spesies penghasil dari sekuen
lengkapnya.

1. Buka situs www.ncbi.nlm.nih.gov

% NCBI Search | Al Databases v
|

Mational Center far
Biotechnology Information

s IO

Resources
T T— Welcome to NCBI Popular Resources
AllResources (A2 The Mational Center for Biotechnaology Informatian advances science and | BLAST :
Chemicals & Binassays health by providing access to biomedical and genomic infarmatian. d
Data & Software Mare about the MCBI | Mission | Organization | Research | RES gs?sme
DIMA & RMNA Mucleotide
Damaing & Structures OMIM_
Genes & Exprassion PubMed Central 'IZLot]t(e:l:em
CIEEES A NS B Free Full Text. Over 1.500.000 articles Eﬁgng contal
Genhomes & Maps from over 450 journals. Linked to PubMed

and fully searchable. SHP
Harmalogy
Literature n 1 2 3 4 NCBI News
Proteing

WyHCEl supports OpenlD and
InCommaons IDs
Taxanormy 22 Sep 2010

How To... Alist of supported organizations
can he found on the MyNCEI

Sequence Analysis

Training & Tutorials

Variation Determine conserved synteny between the genomes of twao arganisms
Find & hormolog for a gene in another organisem Persanalized seffings in My HCEI
Obtain the full text of an article 20 Aug 2010
Design PCR primers and check them far specificity Personalized preferences such as

record farmat and resulis display
Seeall .
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2. Pilih tool "BLAST”, akan muncul tampilan pilihan program BLAST.
Untuk mencari gen suatu sekuen nukleotida dari database nukleotida pilih "nucleotide

blast” (blastn).

»NCEI BLAST Home

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

m Aligning Multiple Protein Sequences? Try the COBALT Multiple Alignment Tool. Go)

BLAST Assembled RefSeq Genomes

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

o Human o (Oryza sativa o Gallus gallus
o Mouse o0 Bos taurus o Pan troglodytes
o Rat o Danio rerio o Microbes

o Arabidopsis thaliana o Drosophila melanogaster o Apis mellifera
Basic BLAST

Choose a BLAST program to run.

nucleotide blast Search a |_1uc|eot|tle database using a ||llgleotltle guery
_/ Algorthrms: blastn, megablast, discontiguous megablast

Search protein database using a protein query

protein blast
P Algorithins: blastp, psi-blast, phi-blast

blastx | Search protein database using a translated nucleotide query

thlastn | Search translated nucleotide database using 2 protein guery

thlastx | Search translated nucleotide database using a translated nucleotide guery

3. Setelah tampilan muncul, entri sekuen nukleotida (query) yang akan dicari; pilih setting
pencarian dari database “others” (jika belum diketahui spesiesnya); pilih program
"megablast”; klik "BLAST” untuk memulai proses searching.

Pada latihan/contoh digunakan sekuen nukleotida DNA berikut ini :

ATGTTCCCTGAAAAGTTCCTTTGGGGTGTGGCACAATCGGGTTTTCAGTTTGAAATGGGGGATAAACTCA
GGAGGAATATTGACACTAACACTGATTGGTGGCACTGGGTAAGGGATAAGACAAATATAGAGAAAGGCCT
CGTTAGTGGAGATCTTCCCGAGGAGGGGATTAACAATTACGAGCTTTATGAGAAGGACCATGAGATTGCA
AGAAAGCTGGGTCTTAATGCTTACAGAATAGGCATAGAGTGGAGCAGAATATTCCCATGGCCAACGACAT
TTATTGATGTTGATTATAGCTATAATGAATCATATAACCTTATAGAAGATGTAAAGATCACCAAGGACAC
TTTGGAGGAGTTAGATGAGATCGCCAACAAGAGGGAGGTGGCCTACTATAGGTCAGTCATAAACAGCCTG
AGGAGCAAGGGGTTTAAGGTTATAGTTAATCTAAATCACTTCACCCTTCCATATTGGTTGCATGATCCCA
TTGAGGCTAGGGAGAGGGCGTTAACTAATAAGAGGAACGGCTGGGTTAAC



_‘ blastn | blastp blastx iblastn thlastx

Enter accession number, gi. or FASTA sequence & Clear Crery subrange 44

From | |

O —

| |[ Browse.. | &

Job Title |AFD43283:P\,rrococcus woesei beta-galactosidasze. ..

Entar a dezcriptivee title for your BLAST search &

D Align two or more sequences &

Choose Search Set 7

Database OHuman genomic + transcript OMouse genomic + transcript l@O‘thers (nr ete):
I | Mucleatide callaction [nr/nt) I v| @
Organism T
Dptiansl | | Exclude
Enter arganism common name, binamial, or tax id. Only 20 top taxa will be shown, &

E’;"'(lf-‘ [hadels [HMIHP) uncuturedienviranmertal zample sequences

1onal
Entrez Query | |
Optional

Enter an Entrez querny to limit search &8

Frogram Selection /

2L = ~
Kphimi=sior I ® Highly similar seguences (megablast) I

C? More dizsimilar sequences (discortiguous megablast)

O Somewvhat similar sequences (blastn)
Choose a BLAST algorithm &

Search database Hucleotide collection (nrint) using Megablast (Optimize for highly similar sequences)

Show results s new window

EBLASTN prograrms search nuclectide databases using a nucleatide query, more.
Enter Query Sequence

4. Hasil searching / pencarian akan didapat tampilan seperti berikut :

Nucleotide Sequence (440 letters)

Query ID |cl|64235
Description HMone
Molecule type nucleic acid
Query Length 440

Database Mame nr

samples or phase 0, 1 or 2 HTGS sequances)
Program BLASTH 2.2.24+ B Citation

Cther reports: PSearch Summary [Taxonomy reports] [Distance tree of results]

¥ Graphic Summary

Distrilusion of 4 Blast Hits onthe Query Sequience &

|Mouse-over to show defling and scores, click to show slignments |

Color key for alignment scores
40 40-50 B80-200

Query !

¥Descriptions

Legend for links to other resources: m Unieng E GEOQ E Gene E Stucture m hap Viewelﬁ PubChem BioAssay

Sequences producing significant alignments:

Description All GenBank+EMBL+DDEI4+PDE sequences (but no EST, 5TS, 955, environmental

Accession | Description Mas score Total score Query coverage | Euvalue Maxident | Links |
AEODIIS0.1 Pyrococcus furiosus BSM 3638, complete genome 813 813 100% 0.0 100%
AFD43283 Pyrococcus woesel beta-galactosidase gene, complete cds 213 213 1009 0.0 100%
usnzid. Pyracoccus furiosus beta-mannosidase (brnd] gens, complets cds 813 312 100% 0o 100% G]
EU234509.1 Uncultured bacterium clone pWTSA beta-galactosidase gene, complate cds 272 272 35% 1e-69 76%




DngI&FﬂflEZBE.lIA.FDfLEZBQ Pyrococcus wmoeseil beta-galactosida=e gene, complete cd=

Lengch=153%

Score = 99§ bits [(540), Expect = 0.0
Identitia=s = 540/ 540 [(1l00%), GFaps = 04530 [(0%)
Ztrand=Flu=;/Flu=
Query 1 ATFTTECCT Fa2AAFTTCCTTT T T GECAC RAT CeFFTTTTCAGTTT FAAAT G-
PEEETTEERE et e e e et e e e e e e e ettt
byt 1 ATETTCCCT FALALGTTCCTTTREEET T GEC A AAT CEGETTTTCAGTTT FAALT FEGF
Qusry 61 FAT 2AACT CAFGFAFCAAT ATT FACACT AACACT FATT FET FEC ACT #-GT ARFEFAT AAF
PEEETTEE e e e e e et e v e e e et et et
Sbyct 61 FAT 2AACT CAGGAGGALT ATT FACACT AACACT ZATT T FECACT =-GT AAGEEAT BAF
Query 131 ACARATATAGAGAAAGFCCTCGTTAGTEFAGAT CTTCCCFAGGAGGFEATT ARCAATTAC
FEEETTEEE ettt e et et et e e e et e e e el
kgt 121 AL
Query 151 GAGCTTTAT GAGAAGFACCAT GAFATTECAAGAAAGCT GFGT CTT AAT ZCTT ACAFAAT &
PEEETTEER et e e e et e e et e e e et et et
Sbyct 151 FAFCTTTATFAFRALGEFACCATFAFATT L AAFAARFCT =T CTT AT >CTT ACAFALT &
Query £41 GECATAFAGT GGAFCAGRATATTCCCAT GECCAACGACATTT ATT GAT ¢TT ZATT AT &FC
PEEETTEEEr e e et et et e e e e e e e e et ettt
Sbyct £41 GFLATAGAGT FFAFCAFAATATTCCCAT FECCAACFACATTT ATT AT ZTT #ATT AT &AFC
Quary 201 TATAATGAATCATATAACCTTATAGAAGATGT AAAGATCACCAAGGACACTTT FRAGEAR
TEEETTE R et e e e e et e e et e e e e e e e e el
Sbyct 201 TATRATGAATCATATAACCTTATAFAAFATGT 2AAFATCACCAAFFACACTTT FraGzalk
Quary 261 TTARATGARATCGCCAACAAFAGEGAGGT FFCCTACT AT AFGTCAGTCAT AAACARCCT -
Frererereererrreererrererererrerrrerrerrrrrr e et rrerrrrnl
Sbjct 261 TTAFATGAGATCGFCCAACAAFAGEFAGGT FFCCTACTATAFGTCAGTCAT AAACAFCCT -
Quary 321 AGFAGCAAGGGFETTTAAGGTTATAGTT AATCT 2AATCACTTCACCCTTCCATATT GTT
Frrerrreerreerreerreerrerrre et rrerrrer e et rr e e
Sbyct 221 AFFAFCAAGFFETTTAAFGFTTATAGTTAATCTAAATCACTTCACCCTTCCATATTCTT
Quary 351 CATEATCCCATTGAGGCT AGGFFAGAGEZCGTT AACT BAT 2AFAFFAAC ZECT FEETT AALC
Frrerrreerreerreerreerrerrre et rrerrrer e et rr e e
Sbict 451 CATFATCCCATTGAGGCT AGFGAFAGEFCETTAACT BAT AAFAFGAACFFCT GEGTT AAC

4]

]

1z0

1z0

10

1s0

a0

£40

200

2E0

260

220

20

350

TG0

540

530

5. Hasil blast umumnya akan menghasilkan lebih dari satu sekuen yang bersesuaian. Pilih hasil

dengan skor paling tinggi dan query coverage mendekati 100%.

Descripton Max score Total scorel Duery coverage

Pyrococcus furiosus DSM 3638, complete genome
Pyrococcus woesei beta-galactosidasze gene, complete cds

Pyrococcus furiosus beta-mannesidase (branA) gene, complete cds

992
992
992

Uncultured bacteriurn clone plWTSA beta-galactosidase gene, complete cds a2 292

|_ E value Max ident
100% 0.0 100%
100% 0.0
100% 0.0 o009
9% le-73 T




6. Klik “Accession” gen terpilih (hasil blastn) untuk keterangan lebih lanjut, (nucleotide origin

dan CDS-nya).

Pyrococcus woesei beta-galactosidase gene, complete cds

GenBank: AF043283.1
FASTA  Graphics

Features Seguence

LoCcTs AFO43283 1533 kp LML linear BCT 25-MAY-Z001
DEFIMITICH FPyrococcus woesel beta-galactosidase gene, complete cds.
ACCESSIION AFO43283

7. Klik “Distance tree of results” Apabila ingin mengetahui phylogenetic tree antar sekuen
yang didapatkan. Sebelum melakukan analisis ini, harus dipilih database sekuen yang akan

dibandingkan.

Tree view for RID: BRR7E1JP01S, query ID: Icl|22877, d:

Tree method Max Seq Difference
Meighhbor Jaining v @ 0.75 v|@ Reset Diownload | in | Mewick Format « &)
rectangle slanted | radial force & Show distance Mouse over an internal node for a subtree or alignment

uncultured bacterium clone p...

Pwracoccus futiosus befe mannosidase (bmna) aene, complete cds

9
Ul
Pracoccus woesei bete galactosidase gene, complete cds

) (o


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

b. Blastp
Blastp dapat digunakan untuk mencari protein homolog dari protein yang kita miliki.

1. Buka situs www.nchi.nlm.nih.gov

2. Pilih tool ”"BLAST”. Untuk mencari protein homolog dari query asam amino gunakan
"protein blast” (blastp)

3. Setelah tampilan muncul, entri sekuen protein (query) yang akan dicari; pilih seting
pencarian dari database (jika membatasi hanya ingin mencari pada spesies tertentu, ketik
nama organisme); pilih program “blastp”; klik "BLAST” untuk memulai proses searching.

Pada latihan / contoh digunakan query sekuen protein berikut ini :

mfpekflwgv aqsgfqfemg dklrrnidtn tdwwhwvrdk tniekglvsg dlpeeginny
elyekdheia rklglnayri giewsrifpw pttfidvdys ynesynlied vkitkdtlee
Ideiankrev ayyrsvinsl rskgfkvivn Inhftlpywl hdpiearera ltnkrngwvn
prtviefaky aayiaykfgd ivdmwstfne pmvvvelgyl apysgfppgv Inpeaaklai

» MCEI ELASTS blastp suite

blastn blastp blastx thlasztn thlastx

ELASTP programs search protein databases )
Enter Query Sequence o .

Enter accession number, gi, or FASTA sequence & Clear Ouery subrange &
mipekileoge agsgfgfemg dhlrrmidtn tdmbererdk tnichglwsg dlpeeginry
rlyekdheia rhlglnayri giewsrifpw prttfidvdys ymesymlied vhithdtler From
ldzianhrew ayyrsvinsl rshgfhvivn lrhitlpywl hdpicareza lonkangem
_/ prtwiniaor aayiayhigd iwdwestine poreevelayl apysgippgv lnpraaklai To

Or, upload file
U Browse.. | &

Job Title
Enter a descriptive title forwour BLAST search &4

D Align two or more sequences &

Choose Search Set /

Database INDn-redundant protein sequences [n vl 7

Organism
Opticnal CErclude  +

Enter arganism common name, binomial, ortax id. Onky 20 top taxa will be shown, &

Exclude
Optional

Entrez Query
Opti onal

[ tvodels [HMPY [ Uncutturediervironmental sample zequences

Entar an Entrez queny to limit zearch &

Program Selection

HEE [® bisstn (protein-protein BLAST) | |
O PSI-BLAST (Position-Specific IteratedlElLASTj
O PHI-BLAST (Pattern Hit Initistec BLAST)
Choose 3 BLAST algorithm &4
.......... BLHST Search database Hon-redundant protein sequences (nr) using Blastp (protein-protein BLAST)

| / Show results ino= new window


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

4. Hasil searching akan didapat tampilan seperti berikut:

Query seq.

Putstive conserved domains hawve been detected, click on the image below for detailed results.

5 k1 T L j1d s

ZET

Superfanilies [

Glyco_hydro_1 superfamily

Distribution of 1040 Bla st Hits on the Query Sequence &

|Mouse-over to zhovy defline and scores, click to show slignments

Color key for alignment scores
<40 40-50 50-80 B0-200 >=200
e vy |
| 1 1 1 | 1
1 40 a0 120 160 200
Sequences producing significant alignments:

Accession Description | Max score Total score Query coverage . Evalue
O52629.1 RecMame: Full=Beta-galactosidase; Short=Lactase »qb|AABIT7E62.1| beta-galactosidase 494 494 100% Ze-138
MR 572937.1 beta-mannosidase [Pyrococcus furiosus DSM 36358] =qb|AAC44337.1 | beta-mannosidase 494 494 100% 4e-138
MP 1266171 Beta-mannosidase [Pyrococcus abyssi GES] =emb|CAB49545,1| bgal-1 beta-galactosidz 426 426 100% le-117
¥P _O02993739.1 Beta-galactozidaze [Thermococcus sibiricus MM 739] =qb|ACS29390,1| Beta-galactosid. 337 337 T3 1e-90
ABY49715.1 beta-galactoszidaze [uncultured bacterium] peded=] 328 100% Ze-28
¥P 9210731 glycoside hydrolase family protein [Thermofilum pendens Hrk 5] =gb|ABLT2070.1] glycosi 315 315 100% Ze-54
¥P 154174, beta-galactosidasze [Thermococcus kodakarensis KOD1] »dbj|BADS5950.1| beta-glycosic 1z 31z T3 Ze-83
¥P ODZEEEE16.1 glycoside hydrolase family 1 [Staphylothermus hellenicus DSM 12710] =qb|ADIZ1917.1] 208 208 9% 4e-82
BAATETIZ beta-glycosidase [Thermococcus kodakaraensis] 08 306 T3 le-51
MP 1424731 beta-mannosidase [Pyrocaccus horikoshii ©T3] =dbj|BAAZ9589.1| 453aa long hypothetic 303 303 T3 1e-20
MP 1272171 beta-galactosidasze [Pyrococcus abyssi GES] =emb|CABS0447.1| bgal-2 beta-galactosid 299 299 T3 2e-79
MP S7S085.1 beta-galactosidasze [Pyrococcus furiosus DSM 3635] =qb|AALS0420,1| beta-galactosidas 233 299 T3 Ze-79
ZP 04878911.1 beta-galactosidasze [Thermococcus sp, AM4] =gb|EERT74957.1| beta-galactosidase [Therr 237 297 AT TFe-79

5. Hasil blast akan menghasilkan lebih dari satu sekuen yang bersesuaian. Pilih hasil dengan

skor paling tinggi. Dengan meng-klik referensi akan didapat keterangan lebih lanjut tentang

protein tersebut.



beta-galactosidase [Pyrococcus woesei]

GenBank: AABITEEZ.1
FASTA  Graphics

Zo to:
LocTs LAESTVEGZ 510 a= linear BCT 25-MA¥-2001
// DEFINITION bheta-galactosidase [Pyrococcus woesei] .
ACCESSICH AAESTEGZ
VERSTION AAEST7ERZ.1 GI:2511286
DESOURCE accession AFO43233.1
EEYWORDS .
SOURCE Pyrococcus woesel
ORGANISM Pyrococous woesel
Archaea; Euryarchaeota; Thermococci; Thermocoocales:
Thermococoaceas: Pyrococcus.
REFERENCE 1 (residues 1 to 510)
LUTHORS Daabrowski, 5., Sohiewska,&., Maciunska,J., 3ynhowiecki,J. and Kur,J.
TITLE Cloning, expression, and purification of the His(6)-tagged
thermostalble bheta-galactosidase from Pyrococcus woesel in
Escherichia coli and sowe properties of the isolated enzyme
JOURMNAL Protein Expr. Purif. 19 (1), 107-112 (2000)
PUEMED 10533397
REFERENCE 2 [residues 1 to 510)
LUTHORS Dabrowski,3., Maciunska,J. and Svyvnowiecki,J.
TITLE Direct Submission
JOURNAL Submitted (16-JAN-1993) Food Preserwvation, Technical University of
Gdansk, Narutowicza 11712, Gdansk 80-952Z, Foland
COMMENT Method: conceptual translation.
FEATURES Location/Qualifiers
_/ Source 1..510
forganism="Pyrococcus woesei™
Jetrain="D3M3T7I"
Jdb xref="taxon:ZZea"
Frotein 1..510
fproduct="heta-galactosidaze™
Fegion 1..504
fregion_name="Glyco_hydro_l"
fnote="Glycosyl hydrolase family 1; cl0104a"
fdb_xref="CDD:174504"
CDS 1..510
T feoded by="AF043283.1:1..1533"
/transl table=11
ORIGIN
1 wfpekflwogwy agsgfgfermng dklrrniden tdwwhwwrdk tniekglvsg dlpeeginny
61 elyekdheia rklglnavri giewsrifpw pttfidwvdys vnesvnlied vkitkdtlee
121 ldeiankrewv ayyrsvinsl rskgfkvivn lnhftlpywl hdpiearera ltnkrangivn
1531 prtviefaky aaviaykfgd ivdwwstfine pmwwvelgyl apysgfppgv lnpeaaklail
————// 241 lhminahala yrgikkfdte kadkdskepa evgiivnnig wvayvpkdpnds kdvkaaendn
301 ffhsglffea ihkgklnief dgetfidapy lkgndwigwvn yyrrevveyd epmfpsipli
361 tfkogvogovgy acrpgtlskd drpwsdigwe lypegrnydsi weahkyogvwpwy ywtengiads
421 kdilrpyvia shikmtekaf edgyevkgyf hwaltdnfew algfrmrfgl yevnlitker
431 ipreksvsif reivannogvwt kkieeellrg



8. Klik “Distance tree of results” pada bagian akhir apabila ingin mengetahui phylogenetic tree
antar protein yang didapatkan. Sebelum melakukan analisis ini, harus dipilih database

protein yang akan dibandingkan.

bt galactosidase [Picrophilus toridus DS 9790
bt glucosidase [Ferroplasma acidarmanus fer1]
= high GC Gram+] 2 leaes
crenarchaeotes | 2 leaves
eupnvrchaeotes | 7 leaves
a Bete mannosidase [Pococcus abissi GES]
. @unnamed protein product «
& RecMame: Full=Eete galactosidase; Short=Lactase
* "L betee mannosidase [Prrococcus furiosus DS 36 38]
L bt gelactosidase uncultred bacterium
1 beter galac fosidase [Sulfolobus tokodadi st 71
@ glywcoside hudrolase family profein Thermofilum pendens Hrk 51
= thermotogales | 2 leares
i eupmichaeotes | 3 leaves
.  Bete galactosidase [Acidilobus saccharovorens 34515
@ @ '-"J Bete galactosidese Thermoplasmea valcanium 5551]
+ <] crenarchaeotes | 12 leaves
@ | cremarchaeotes | 2 leaes
9 & A crenarchaeotes | 2 leaves
:‘,) +glwcoside hudrolase family 1 Danisphaers aaaregans DSH 172300
eupeichaeotes | 2 leaves
< thermatogales | 3 leaues
oomietes | 2 leaes

<A crenarchaectes | 2 leaes
@

& iy Bete glucosidase [Dichoglom.
@ 1 glwoside hdrolase family p..
& PREDICTED: hypothetical protein [Uitis vinifers]
@ @ glwosd hudrolase, family 1 [Enssipelotrichaceae ba
al lancelets | 4 leaves
& i iy < g proteobacteria| 5 leaves

- high GC Gram+| 2 leaes
i & phosphi- bete glucosidase (Clostidiom hathewai DS .
@ & phospho- bete alucosidese glwcoside hwdrolase fami..
@ bete: glucosidase & [Lephofrichia goodfellowii FO2E4]
o firmicutes | 3 leaves
{] firmicutes | 27 leaves

&
Q@


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

