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Praktikum

e Anmeldung bis 10.02.2004 bei Silke Trif3l
- ( )
— Name, Vorname
— Matrikelnummer
— Semester, Studiengang

— Account-Name In der Informatik bzw. ,kein Account
vorhanden’

e wenn kein Account vorhanden / Passwort abgelaufen um
Zugang zu Rechnern der Informatik bemuhen
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Hintergrund

e Schon ofters angesprochen ...
— Ahnlichkeitsmatrizen, Substitutionsmatrizen, Scorefunktionen, ...

e Ersetzung einer Base/Aminosaure durch eine andere hat
unterschiedliche Bedeutung

— Basen: Auswirkungen auf kodiertes Protein nicht gleichverteilt Gber
die drei Codon-Positionen

— Aminosauren sehr klein

e Ersetzung mit ,sehr &hnlichen” /
” — P\
Aminosauren andert Proteinstruktur a"phat'SCh/{:/:G
/

A
kaum @ N polar
» /
F

e Ersetzung mit ,wenig ahnlichen* vm

Aminosauren kann Struktur v
vollkommen andern HycropiTon / \h\ geladen
aromatisch positiv
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nur Parameter andern sich

Das Ergebnis kann sich aber vollkommen andern

Substitutionsmatrizen

Bewertung individueller Substitutionen
Alignmentalgorithmus ist davon unberthrt
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Woher nehmen?

e Wie kann man sinnvolle Werte fur die Matrix bestimmen?
— Wir wollen Ahnlichkeit der biologischen Bedeutung messen

e Maoglichkeit 1: Chemische Eigenschaften
— Ladung, GroRe, Polaritat, ...
— Viele Faktoren mit unklaren Gewichten
— Wie soll man das durch ein Bewertungsschema ausdricken?
— Keine Verwendung in der Praxis

e Maglichkelt 2: Beobachtung
— Beobachtung der Evolution statt analytischer Vorhersage

— Lernen aus Beispielen, also ,tatsachlich” vorgekommener
Mutationen

— Bendtigt groRe Menge homologe Sequenzen
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1. PAM als Sequenzabstand

e Definition
Seien S, und S, zweri Proteinsequenzen. S, und S, heilsen x PAM
entfernt, wenn gilt
— S, wurde in S, dberfihrt mit x Punktmutationen pro 100 Aminosauren
e Eigenschaften
— PAM beachtet keine Inserts und Deletions
e GroRRes Manko des PAM Ansatzes
— Der echten PAM Abstand zweier Sequenzen ist nicht bestimmbar
e Dazu hatte man ein paar Millionen Jahre zusehen mussen
— Stattdessen: Schatzen des PAM Abstandes
e Grundlage: durchschnittliche Veradnderung nach X Mutationen
e Ermittelbar z.B. durch Simulation

— Vorsicht: 50 PAM heil3t nicht 50 veranderte pro 100 Aminosauren
e Doppelmutationen, Riickmutationen, etc.
e Eigentlich besser
— S,, S, sind x PAM entfernt, wenn: S, wurde am wahrscheinlichsten in S,
(iberfihrt mit x Punktmutationen pro 100 Aminoséuren
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2. PAM Matrizen - Grundidee

e Vorgehen
Selen (Sy 4, Sy4), ..., (S11v S, ) Paare von Sequenzen die
jewells x PAM entfernt sind. Dann berechnet sich die PAM-
X Matrix M, wie folgt

— Messe absolute Haufigkeit f(A;) fur alle Aminosauren A; Uber alle
Sequenzen, normiert auf Gesamtlange aller Sequenzen

— Aligniere alle Paare entsprechend der evolutiondren Wahrheit

e S, sel die Sequenz S, | mit den durch das Alignment eingefigten
Leerzeichen

— Messe Ubergangshaufigkeiten f(i,j) zwischen allen Paaren von
Aminosauren (A;, A), normiert auf Gesamtzahl aller Paare

 Anzahl von Positionen k mit S, ,'[kK]=A; und S, ,'[K]=A, Uber alle
Positionen k in allen Paaren

e Paare (A,, _) werden ignoriert
e Ubergang ist ,richtungslos®; f(i,j) = f(j,i)
— Berechne Matrixelemente f(l,1J) j

4 Mx(i’j):mg(fm*f(i)




Reale PAM Matrizen

e Vorgehen von Dayhoff et al.
— Paare eng verwandter Sequenzen auswahlen
 >85% ldentitat, 34 Proteinfamilien
— Manuell alignieren
— PAM-1 Matrix M, aus Haufigkeiten berechnen
— PAM-x Matrizen wie folgt berechnen: M_=(M,)"

e Dem liegen viele Annahmen zugrunde

— Evolutionary Clock Theory: Evolution verlauft gleichmalig
e in der Zeit und in den Sequenzpositionen
e Proportionalitat von Veranderungen
e Hochrechnung langer Distanzen aus kurzen

— Keine Insertions oder Deletions

— Unabhangigkeit der Mutationswahrscheinlichkeit von
der Position in der Sequenz (und der Nachbarschaft)
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Verwendung

e Welche PAM Matrix soll man nun zur Alignierung zweler
Sequenzen verwenden?
— Die, die dem PAM-Abstand der Sequenzen entspricht
— Den kennt man aber nicht — schatzen

— Schatzung bendtigt Alignments
e Zur Berechnung der Sequenzidentitat

— Alignments basieren auf Substitutionsmatrizen
— Henne — Ei Problem

e Also
— Verschiedene Matrizen testen

— Alignments prifen
— Externes Wissen (Chemie, Strukturen, etc.) hinzuziehen
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BLOSUM Matrizen

e Hauptkritikpunkte am PAM Ansatz
— Nur Verwendung sehr ahnlicher Sequenzen
e Realistische Zahlen fur evolutionar weiter entfernte Sequenzen?

— Manuelles Alignment
e Stimmt das”?

— PAM-x fUr hohe x vervielfaltigen eventuelle Fehler in PAM-1
— Schwierigkeit, das korrekt ,.x“ fr konkrete Alignmentaufgaben
auszuwahlen
e Anderer (neuerer) Ansatz: BLOSUM Matrizen

— BLOcks SUbstitution Matrix

— Basiert auf multiplen Alignments evolutionar entfernter, aber
homologer Proteinsequenzen

— Popularer als PAM Matrizen

L]
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Inhalt diese Vorlesung

e Heuristische Algorithmen zum lokalen Alignment
— BLAST / BLAST-2
— (PSI-BLAST, BLAT, PatternHunter, Quasar, OASIS, ...)
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Heuristische Alignierung

EMBL Database Growth

total nucleotides (gigabases)
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e Annotation neuer Sequenzen basiert auf Suche nach
homologen Sequenzen in Sequenzdatenbanken

e Datenmenge wachst exponentiell — selbst lineare
Algorithmen sind zu langsam
e Gesucht sind Verfahren

— Sublinearer Laufzeit
IA — Mdglichst geringer Verlust an Ergebnissen



Suche In Datenbanken

» Gedankenkette
— Gegeben Sequenz P und Datenbank mit Sequenzen Sg,...S,

— Gesucht: Welche Sequenzen in DB sind homolog zu P?
e Kann nicht beantwortet werden

— Annaherungen
e Welche Sequenzen in DB sind sehr ahnlich zu P?
— Was heildt ahnlich?
e Welche Sequenzen haben einen hohen Alignment-Score zu P?
— Berechnung Alignmentscore dauert zu lange

e Naherung: Welche Sequenzen haben wahrscheinlich einen hohen
Alignmentscore zu P?

— BLAST
e \Wie viele Hits verlieren wir dabel?

L]
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Sensitivitat und Spezifitat

Reality
+
Prediction + TruePositive FalsePositive
(TP) (FP)
FalseNegative | TrueNegative
(FN) (TN)
e Spezifitat = TP/(TP+FP) (Precision)
— Wie viele der Treffen des Verfahrens sind wirklich welche?
e Sensitivitat = TP/(TP+FN) (Recall)

— Wie viele der echten Treffer findet das Verfahren?

e Oftmals eine Balance
— Algorithmen berechnen einen Score pro Sequenz
— Hohe Score — Positive; Niedriger Score — Negativ

— Wenn Score mit Wahrscheinlichkeit fur korrekte Klassifikation
korreliert, folgt daraus
e Ergebnismenge klein:  SP=hoch, SE=klein
e Ergebnismenge grol3:  SP=niedrig, SE=hoch



Beispiel

e Gegeben
— Sequenz P und Datenbank mit 10.000 Sequenzen

e Algorithmus findet
— 15 Sequenzen homolog zu P

e |n Wahrheit

— 20 Sequenzen homolog zu P
— 10 davon hat der Algorithmus gefunden

Real: Positive Real: Negative

Alg: Positive TP =10 FP =5

Alg: Negative FN =10 TN=9.975

. Spezifitit = TP/(TP+FP) = 10/15 = 66%
- Sensitivitat = TP/(TP+FN) = 10/20 = 50%
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BLAST

e Altschul, Gish, Miller, Myers, Lipman: ,,Basic Local
Alignment Search Tool“, J Mol Bio, 1990.

e Heuristische Suche
— Sehr schnell, findet aber nicht alle optimalen Alignments
— Berechnet statistische Signifikanz der Treffer
e **Dje** Erfolgsgeschichte der Bioinformatik
— In manchen Darstellungen aquivalent zu ,,Bioinformatik*
— Eingesetzt auf NCBI/EBI Server — von der ganzen Welt benutzt
— Software frei erhaltlich
e Diverse Weiterentwicklungen
— Gapped-BLAST und PSI-BLAST (1997) - spater

L]
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BLAST Varianten

e BLAST gibt es in verschiedenen Auspragungen
— Blastn : DNA-Anfrage/DNA-Datensammliung
— Blastp : Protein-Anfrage/Protein-Datensammliung
— Blastx : translatierte DNA-Anfrage/Protein-Daten
— Tblastn : Protein-Anfrage/translatierte DNA-Daten
— Tblastx: translatierte DNA-Anfrage/DNA-Daten

e Bel DNA/Proteinsuche immer Suche mit allen
sechs Reading Frames

e Suche in Proteinen lauft etwas anders als in DNA
— Wegen Unterschied in Grol3e des Alphabets
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BLAST Parameter

e Zunachst
— Suche in DNA Sequenzen
— BLAST berechnet lokale Alignments

e Gegeben
— Suchsequenz P, Datenbank DB={S,,...,S.}
— Parameter w: Lange der ,Seeds"
— Substitutionsmatrix M
— Parameter t: initialer Schwellwert

— Parameter c: Gesamtschwellwert
e Wird berechnet in Abhangigkeit von t, M, |DB|, |P|

— Parameter v: Erwlnschte Anzahl Treffer
e Blast berechnet die v ahnlichsten Subsequenzen

l/\/]m’ UIf Leser: Bioinformatik, Vorlesung, Wintersemester 2005/2006
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BLAST Schritt 1 und 2

e Schritt 1

— Bestimme alle Teilworter P,,...,P,, der Lange w in P
« Mit Uberlappung — keine Partitionierung

e Schritt 2

— Suche nach Hits von P,,...,P,, in DB mit Score Uber t

e Idee: Ausreichend gute Alignments besitzen mit hoher
Wahrscheinlichkeit einen guten ,,Seed*

e Wir suchen nach diesem Seed; Sequenzen ohne guten Seed
werden von weiterer Bearbeitung ausgeschlossen

e Score wird ohne Leerzeichen berechnet
— Blast (1) kann keine Gaps verarbeiten

e Suche lauft linear in |DB| und simultan fur alle P,
— Dank ,,Keyword Trees*
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BLAST Schritt 3

e Schritt 3

— Fur jeden Hit H zwischen DB-Sequenz S; und Wort P,

— Verlangere Bereich um H sowohl in P als auch in S
e Extension
e Alignment erst nach links, dann nach rechts wachsen lassen
— Wiederum ohne Gaps
e Solange, bis
— Sequenz P oder S; ist zu Ende
— Alignmentscore fallt unter geschatzten Schwellwert c
— Alignmentscore fallt signifikant unter bisherige beste Treffer
» , Signifikant” heuristisch bestimmt, abhangig von ¢ und v
e Ergibt ,Maximal Segment Pairs*”
e Die v besten MSP sind das Ergebnis
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Beispiel

Schritt 1
W=5, t=5, Kosten: M=+1, R=-3 Teiworter ﬁlzég%i
P=ACGTGATA ‘ D GTGAT
S=GATTGACGTGACTGCAAGTGATACTATAT D TGATA
=
GATTGACGTGACTGCAAGTGATACTATAT _
GATTGACGTGACTGCAAGTGATACTATAT schritt 2
GATTGACGTGACTGCAAGTGATACTATAT Hitsuche
Schritt 3 1
Verlangerung
GATTGACGTGACTGCAAGTGATACTATAT
ACGTGATA 5
ACGTGATA 5+1=6
ACGTGATA 6-3=3

Humboldt
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Veranschaulichung

< =0 c.0O
.\
™
\

Database Sequence

e Kein Zusammenfugen mehrerer MSP zu einem Alignment
e Keine Beachtung von Gaps

|||||||||||||||
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Eigenschaften

e W oder t vergroldern
— Anforderungen an Seeds wachsen
— Es werden weniger Seeds gefunden

— Es werden weniger Hits verlangert
e Performanz steigt

— Gefundene Matches sind mit hoherer Wahrscheinlichkeit
gute lokale Alignments
e Spezifitat steigt
— Aber mehr gute Alignments werden Ubersehen
e Sensitivitat sinkt
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Defaulteinstellungen

e Default Einstellungen

— Proteine
e BLOSUMG2 Matrix
e w=4, t=14
— DNA
e Einheitsmatrix (Match +1, Mismatch —3)
e W=12, t= 12

e Also Extension nur um exakte Matches von Teilwortern der
Lange 12
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BLAST Screenshot

results of %% E_J ¢*§Srﬁ1 ﬂ

BLASTP22.1 [Apr-13-2001]

Reference:

Altschul, Stephen F., Thomss L. Madden, Alejandro &. 3chaffer,

Jinghui Zhang, Zheng Zhang, Webb Miller, and David J. Lipman (1997),
"Gapped BELAST and PII-ELAST: & new generation of protein database search
programs"™, HNucleic Acids Res. 25:3359-3402.

RID: 1011021848-13603-5392
Query= gi|2501594|sp|Q57997| ¥S77_METJL PROTEIN MJOS77

(162 letters)

Database: All non-redundant GenBank CDS
translations+PDE+SwissProt+PIR+FPRF
846,869 sequences: 266,554,569 total letters

Score E _I
Seguences producing significant alignments: (bits) Value
gi| 15668757 | ref|NP 247556.1) (NC_000209) conserved hypothet... 248 Z2e-65
gi| 14590620 | ref |HNP 142755.1] (MC_000961) hypothetical prote... _83 1e-17
gi| 15679011 |ref|NP 2761258.1] (HC_000916) conserved protein ... _76  le-13
gi| 15668711 |ref| P 247510.1] (MC_000209) conserved hypothet... _76  1e-13
gi| 15790518 | ref|NF 250342.1] (NC_002507) Vngl53ée [Halobact... 72 le-12
gi| 15673151 | ref|HF 2752596.1] (MC_000916) conserved protein ... _7z  Ze-12
gi| 15678918 | ref|NP 276035.1] (HNC_000916) conserved protein ... _71 Fe-12
gi| 15679076 ref| P 2761593.1] (MC_000916) conserved protein _68 Ze-11
gi| 15790787 | ref|NF 280611.1| (NC_002807) VnylS9sc [Halohact. 69 2e-11
gi| 15687543 |[ref |NP 3535284.1] (MC_003062) AGR_C §75p [Agroba... _68 4e-11
gi| 16120145 | ref |NP 395733.1| (NC_00Z608) VngsZOSc [Halohact... 87 7e-11
gi|16050376|ref |NF 3591604.1| (NC_D00964) similar to hypothe... 66 1e-10
gi| 17934409 | ref| NP 531159.1| (NC_003304) conserved hypothet... _B6 1e-10
gi|15790505 | ref |NF 280329.1| (NC_D0Z607) ¥ngl518h [Halchact... 65 2e-10
gi|15791176|ref|NP 281000.1| (NC_00Z607) Vng23S6e [Halobact. .. _ 64 7e-10
gi| 17544898 | ref|NP 518300.1] (NC_003295) CONSERVED HYPOTHET... _62 2e-09
gi| 15790676 ref |NP 280500.1| (NC_00Z607) Vngl75Zc [Halobact. _6z  2e-09
gi|16330107 |ref|NP 440835.1| (NC_0D00911) unknown protein [S. ~60 8e-09
gi| 17546225 | ref|NP S51962Z5.1] (NC_003295) CONSERVED HYPOTHET. .. _58 Ze-08
gi| 15794596 | ref |NP 2844158.1] (NC_003116) conserved hypothet... _ 59 z2e-08
gi| 15677355 | ref|NF 274505.1]| (NC_00311Z2) conserved hypothet... _58 Ze-08
gi|15921817 |ref|NP 377486.1| (NC 0D03106) 157aa long conserv... 59 2e-08
il 11498515 |ref|NF O70759.1] (MC_000217) conserved hypothet... _58 Ze-08
gi|15221345|ref|NF 176997.1| (NC 003070) unknown protein [A... 58 3e-08
gi| 17544903 |[ref|NP 518305.1] (MNC_003295) CONSERVED HYPOTHET... _57 4e-08
i 11499349 | ref|NP 0705858.1] (NC_000917) conserved hypothet. _5%7 5Se-08
gi| 15790605 | ref |HNP 250432.1] (MC_002607) VnglaSSc [Halobact. _56  1e-07
gi|7262999 | gh| AAF44047. 1| AF206717 1 (AF206717) hypothetical... 56 2e-07
gi| 15595495 |[ref |NP 344055.1] (MC_002754) Conserved hypothet... _56 Z2e-07
o gi| 15675620 | ref|NP 269794.1] (HC_002737) conserved hypothet... _55 Ze-0O7

Humboldt gi| 17546075 | ref|NP 519480.1] (NC_003295) CONSERVED HYPOTHET... 55 ze-07

! itat |Document: Done

= == |
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BLAST 2

e Altschul, et al.

— ,,Gapped BLAST and PSI-BLAST: a new generation of protein
database search programs®, NAR, 1997

e Verbesserungen

— Performance verbessern durch andere Extensionsstrategie
e Extensionen fressen >90% der gesamten Laufzeit

e Die allermeisten davon werden am Ende trotzdem ignoriert
— Man will nur die besten v Sequenzen

e 1. Idee: w/t vergroliern — dann sinkt aber sie Sensitivitat
e 2. ldee: ,Mehr* verlangen als ein Wort, bevor man Extension beginnt

— Gaps beachten

 Mehrere kurze (unterhalb t liegende) Alignments mit Gaps werden vom
alten BLAST Ubersehen

— Alle zusammen betrachtet kbnnen aber gut genug sein
e ldee: Auch Ansammlungen klrzerer Hits als Seed benutzen

L]
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Zwel-Hit-Strategie

e Neue Strategie

— Extension erfolgt nur, wenn zwei nicht-tberlappende
Hits auf einer Diagonale mit Abstand hochstens a
gefunden wurden

— Dadurch werden weniger Extensionen ausgefuhrt
e Performance steigt
e Sensitivitat sinkt

— Abhilfe: w/t verkleinern
e Ergebnis
— Performance verdoppelt bei gleichbleibender Sensitivitat

L]
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lllustration

Blast 1 Gapped Blast
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Gaps in Gapped BLAST

e Original: Hits werden verlangert ohne Gaps

Verschiedene, nahe beieinander liegende Hits missen manuell zu einem
Alignment kombiniert werden

Da das Alignment zweier benachbarter schwacher Hits statistisch
signifikant sein kann, mussen (relativ) kleine t-Werte benutzt werden

e Gapped Alignment

Wenn zwei Hits H;, H, in Abstand a gefunden werden, wird in dieser
Diagonale ein Smith-Waterman Alignment berechnet

Dazu sucht man das Sequenzsttick zwischen H, und H, (incl.) der Lange w
mit dem hochsten Score (ohne Gaps)

Von diesem ,,Seedpoint* aus wird SW berechnet; Abbruch immer, wenn
bestimmte Schranken im Score unterschritten werden

Da SW-Alignment sensitiver ist als Extensionen ohne Gaps, kann man t
wieder erhéhen (musste man wegen der zwei-Hits Strategie verringern)

 Weitere Performanceverbesserung trotz besserer Sensitivitat

500x langsamere Extension durch SW, aber 4000x weniger Extensions
durch Erhéhung von t von 11 auf 13

L]
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Lokale Smith-Waterman Erweiterung

140 1
120 +
100

80 -
Broad bean
leghemogiobin |

60

40 -

20 -

O J

0 20 40 60 80 100 120 140
Human adenovirus E1B protein

SW wird ausgehend von Seed-Point in beide Richtungen berechnet

Abbruch bei Unterschreiten bestimmter Schranken (abhangig von
bisherigen besten Treffern)

~Leere” Zellen werden bei der Tabellenberechnung ignoriert
Variante des Banded Alignment
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Zusammenfassung

e BLAST ist eine Heuristik zur Losung des Alignierungs-
problem bei der Suche in Datenbanken
— Wesentlich schneller als Smith-Waterman (sublinear?)
— Trotzdem gute Sensitivitat
— Signifikanz von Treffern durch e-Werte gemessen
— De-Facto Standard zur Suche in Datenbanken (EMBL, SwissProt)
— Weiterentwicklungen: PSI-BLAST, MEGA-Blast

e Es gibt viele weitere Heuristiken
— FASTA: kaum noch in Gebrauch

— BLAT: 500*schneller als BLAST bei gleicher Sensitivitat; speziell fur
sehr ahnliche Sequenzen (EST Suche)

— BioHunter: Kommerzielles Produkt
— Quasar, Oasis, ...

— Tricks: Nicht zusammenhangende Seeds, Seedpaare, spezielle
Indexstrukturen zur Seedsuche, ...
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