L
Humbeldt
Universitat

Bioinformatik

Exklusionsmethoden
BLAST

UIf Leser

Wissensmanagement in der
Bioinformatik




Unterschiedliche Aminosauren

Small Nucleophilic
OH OH SH
1% b L X L
HaM XCOOH HzN COCH HzM COCOH HzMN COOH HaoMN COOH
Glycine (Gly, G) Alanine (Ala, A) Serine (Ser, S) Threonine (Thr, T) Cysteine {Cys, C)
MW: 57.05 MW: 71.09 MW: 87.08, pK4 ~16  MW:101.11, pKa ~ 16 MW: 103.15, pK g = 8.35
Hydrophobic S/
HsN~ “COOH Hy,N~ TCOCH H,N~ "COCH H,N~ “COOH H COOH
Valine (Val, V) Leucine (Leu, L) Iscleucine (lle, I Methionine (Met, M) Proline (Pro, P)
MW: 99.14 MW: 113.16 MW: 113.16 MW: 131.19 MW: 97.12
Aromatic H Acidic
Q CH
OH N 0
\
OH
HoN" ~COOH H,N~ ~COOH HsN~" ~COOH HgN™ "COCH HzN" "COOH
Phenylalanine (Phe, F) Tyrosine (Tyr, ¥) Tryptophan (Trp, W) Aspartic Acid (Asp, D) Glutamic Acid (Glu, E)
MW: 147.18 MW: 163.18 MW: 186.21 MW: 115.08, pK 5= 3.9 MW: 129.12, pK 5 = 4.07
HsN NH;*
NH* 2 2
Amide Basic 3 Y
0 0 MNH 2z MNH
HN
NH*
C
HoMN COCH HoN COOH HaN COOH HoMN COOH HzN COOH
Asparagine (Asn, N)  Glutamine (Gln, Q) Histidine (His, H) Lysine (Lys, K) Arginine (Arg, B)
MW: 114.11 MW: 128.14 MW: 137.14, pKg= 6.04 MW: 128.17,pK 5= 1079  MW: 156.19, pK o= 12.48
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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, zwei Proteinsequenzen. S, und S, heifsen x
PAM entfernt, wenn S, in S, dberfihrt wurde mit x
Punktmutationen pro 100 Aminosauren

e Eigenschaften
— PAM beachtet keine Inserts und Deletions

— X schatzt man aus den a-posteriori Unterschieden von S; und S,

e Kann man analytisch rechnen: Gegeben Mutationswahrscheinlichkeit p;
mit welcher Wahrscheinlichkeit entstehen dadurch die beobachteten
Unterschiede?

e Qder durch Simulation bestimmen

— 50 PAM Abstand heif3t also nicht 50 Veranderungen pro 100
Aminosauren

L]
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PAM Abstand und Sequenzidentitat
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e Jenseits von PAM 250: Rauschen
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2. PAM Matrizen

e Seien (Sy 4, S54), -.., (S1ny 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, in allen
Sequenzen
— Aligniere alle Paare entsprechend der evolutiondren Wahrheit
* 5, sel 5 mit den durch das Alignment eingefligten Leerzeichen
— Messe Ubergangshaufigkeit f(i,j) zwischen allen Paaren (A, A)
normiert auf Gesamtzahl aller Paare

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

e Paare (A,, _) werden ignoriert
» Ubergang ist ,richtungslos®; f(i,j) = f(j,i)

— Berechne Matrixelemente (i, i)
Mx(i,j)=log( ] j
F()*1())




BLOSUM Matrizen

e Hauptkritikpunkte am PAM Ansatz

— Nur Verwendung sehr ahnlicher Sequenzen
e Realistische Zahlen fur evolutionar weiter entfernte Sequenzen?

— Einbeziehung kompletter Proteinsequenzen
e Unterliegen die alle der selben Mutationsrate?

— PAM-x vervielfaltigen Fehler in PAM-1

e Anderer (neuerer) Ansatz: BLOSUM
— BLOcks SUbstitution Matrix

— Multiplen Alignments evolutionar entfernter, aber homologer
Proteinsequenzen

— Benutzung nur der konservierten Blocke
— Populéarer als PAM Matrizen

L]
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BLOSUM Vorarbeiten

e PROSITE

— Beschreibung funktionaler (=konservierter) Bereiche in homologen
Proteinsequenzen durch regulare Ausdrlicke

— Expertenwissen - manuelle Pflege der Datenbank am EBI

e BLOCKS

— Alignierung von durch PROSITE Ausdriicke gematchten Sequenzen
In Multiple Alignments (MSA)
e Multiple Sequence Alignment —spater mehr
e Heute: Verwendung weiterer Domanen aus PRINTS, PFAM, ...

— Ein BLOCK ist zusammenhangendes Stlick in einem MSA

[ ]
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Unterschiede PAM - BLOSUM

e BLOSUM verwendet nur hochkonservierte Bereiche,
PAM komplette Alignments

e PAM rechnet grolie evolutionare Abstande nur hoch,
BLOSUM verwendet gezielt entfernte Sequenzen

e BLOSUM basiert auf deutlich mehr Sequenzen

e Heutige BLOSUM-Matrizen sind heuristisch verbessert

— ,Feedback-Schleife”: Mit initialer BLOSUM 62 Matrix erneute
Alignierung

— Bestimmung der BLOCKS verwendet BLOSUM Matrix

e BLOSUM-62 heute meist der Default in
Alignmentprogrammen

[ ]
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Inhalt dieser Vorlesung

e Exklusionsmethoden
— Auf dem Weg zur Datenbanksuche

e BLAST: Basic Local Alignment Search Tool
— Man kann Googled und Blasten

L]
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Exklusionsmethode BYP

e Alignment zweler Strings A,B dauert O(n*m)
e K-Band Algorithmus bendtigt O(sn?-vn) fur |A|=|B|
— Gutes Verfahren, wenn nur sehr ahnliche Sequenzen interessant
sind
e Anderes Vorgehen: Wir lassen nur eine feste Zahl k
Unterschiede (Mismatch oder Leerzeichen) zu
e Definition
— Ein k-Difference Vorkommen von P in T ist ein Substring T von T,
der ein Alignment mit P mit Abstand hochstens k hat
e Gesucht: Algorithmen, die alle k-Difference Vorkommen
von P in T fur geeignete k in O(m) Laufzeit im Average
Case finden

[ ]
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Exklusionsmethoden

e Es gibt eine ganze Reihe Algorithmen, die das erreichen

e Wir sehen uns naher an
— BYP: Baeza-Yates, Perleberg: ,,Fast and practical approximative string
matching®, LNCS 664, 1992
e Grundaufbau
— Wir suchen k-Difference Vorkommen von P in T
— 1. Partition: Partitioniere P geschickt

— 2. Search: Suche Partitionen in T mit einem exakten Algorithmus

e Partitionierung ist so gewahlt, dass jedes potentielle k-Difference Vorkommen
von P in T um die Fundstelle einer Partition liegen muss

e Aber: Nicht jede Fundstelle ist Kern eines k-Difference Vorkommens
— 3. Check: Uberprufe alle Vorkommen von Partitionen von P in T

e Warum sparen wir?

— Im Average Case mussen nur wenige Bereiche von T mit (teurer)
dynamischer Programmierung untersuchet werden

— Die anderen Bereiche Uberspringt man bei der (linearen) Search-Phase

[ ]
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1. BYP - Partition

e Voraussetzung: hochstens k Differences

e Partition

— Zerlege P gleichmalig in Teilstrings der Lange
r = floor( n/(k+1) )

— Damit haben wir k+1 Substrings von P der Lange r und
einen klrzeren
e Das sei der letzte

o [AGGTAG TACCTA‘CTCATA‘CT
Pl I32 P3 P4

= X 35
T
NN

[ ]
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Beobachtung

e Lemma
Ser T" ein k-Difference Vorkommen von P in T. Sel P partitioniert wie
oben beschrieben. Dann muss T* mindestens eine Partition von P der
Ldnge r exakt enthalten
e Beweis
— Nehmen wir an, dass T* existiert und das P und T‘ optimal aligniert sind
— Jede der k+1 Partition P, von P der Lange r aligniert mit einem Substring
T/ vonT
— Wenn in jedem dieser k+1 Teilalignments mindestens ein Unterschied
ware, dann waren im Alignment P mit T* mindestens k+1 Unterschiede
— Dann ware T* kein k-Difference Vorkommen
— Also muss mindestens eines der Teilalignments fehlerfrei sein
— Qed.
e Bemerkungen
— Die letzte Partition ignorieren wir
— r ist genau so gewahlt, dass mindestens ein Teilstlck fehlerfrei sein muss

[ ]
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2. BYP - Search

e Wir suchen alle exakten Vorkommen von den k+1 ersten
Partitionenvon PIn T

— Wenn wir eine finden, kann dort ein k-Difference Vorkommen von P
In T liegen, muss aber nicht

e Wie machen wir das geschickt?

e Moglichkeit 1: Suffixbaume
— Baue einen Suffixbaum fir T in O(m)
— Durchsuche den Baum mit allen Partitionen
— Zusammen: O(m+n) (Eigentlich: O(m+n+k*), k* Anzahl Vorkommen)
— Aber — daflr brauchen wir viel Platz
e Maoglichkeit 2: Aho-Corasick Algorithmus
— Baue einen Keyword Tree fur die k+1 Partitionen
— Durchsuche damit T in O(m)
— Zusammen: O(n+m)
e In jedem Fall in O(n+m) maoglich

[ ]
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3. BYP - Check

e Sel | die Startposition einer Partition von P In T

e Wir mussen testen, ob in T um i1 herum ein
k-Difference Vorkommen von P liegt

e Ein solches Vorkommen kann im schlimmsten Fall
n+k Zeichen lang sein

— Und muss | enthalten
e Also alignieren wir T[i-n-k .. 1+n+k] mit P
e Komplexitat: O(n?)

[ ]
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Alles zusammen

e Kosten
— Partition ist umsonst
— Search ist O(n+m)
— Check ist O(n?) fir jedes Vorkommen einer Partition

e Welche Average Case Komplexitat ergibt sich daraus?

— Dazu betrachten wir nur den letzten Schritt — die anderen halten ja
ungefahr unsere Zielkomplexitat O(m)

e Annahmen
— Sei T eine zufallige Sequenz tber einem Alphabet der Grol3e s
e Alle Zeichen tauchen mit der selben Wahrscheinlichkeit auf
e Folgerung

— Die Wahrscheinlichkeit, dass ein konkreter String der Lange r an
einer Position i in T beginnt ist 1/s'

[ ]
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BYP — Komplexitat

e Theorem
FUr Strings P und T mit [P[=n und [T]/=m und k—n/log (n)
findet der BYP Algorithmus im Average Ccase alle k-
Difference Vorkommen von P in T in O(m)

e Bewels

— Sei p eine der k+1 Partitionen von p der Lange r
e T enthalt O(m) potentielle Startpositionen von p
e Damit ist p im Schnitt m/s" Mal in T enthalten
— Uber alle k+1 Partitionen erwarten wir damit (k+1)*m/s’
Vorkommen einer Partition in T

— FUr jede brauchen wir O(n?); die Gesamtlaufzeit wollen wir aber in
O(cm) halten (c: beliebige Konstante). Also

2
mn (Ir< +1) —em
S

[ ]
Mm UIf Leser: Algorithmische Bioinformatik, Wintersemester 2005/2006 18



BYP — Komplexitat Fortsetzung

e Beweis Fortsetzung
— kist immer Kleiner als n; damit suchen wir den Punkt mit
mn®
N
— Es folgt s'=n3/c und damit r=log,(n3)-log,(c)
— Da r=floor(n/(k+1)) gewahlt wurde, kbnnen wir einsetzen

=Cn

n
——=log, n’
K+l
— Auflésen nach k ergibt
. n _n
log. n® 3log, n

— g.e.d.

L]
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Zusammenfassung

e Durch zusatzliche Annahmen konnen wir
schnellere Algorithmen bauen

— Sehr ahnliche Sequenzen: K-Band Algorithmus
— k-Differences: BYP Algorithmus

e BYP implementiert ein Datenbanksuchproblem:
T viel grol3er (oder viel mehr) als P

e Grundidee der Exklusionsmethoden wird in den
heuristischen DB-Suchverfahren verallgemeinert
— Keine Fehlergrenze vorgeben
— Daflr auch nicht unbedingt alle Matches finden
— Dafur noch schneller laufen

[ ]
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Inhalt dieser Vorlesung

e Heuristische Algorithmen zum lokalen Alignment
— BLAST
— FASTA (spater)

[ ]
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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 schnelle Verfahren
— Auch wenn wir dabei ein paar (schlechte?) Ergebnisse verlieren
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Suche in Datenbanken

e Gedankenkette
— Gegeben Sequenz S und Datenbank mit Sequenzen S, ..., S,

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

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

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

— BLAST
e Was helldt hier ,wahrscheinlich“?

[ ]
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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
— Hoher Score — Positiv; 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 S und Datenbank mit 10.000 Sequenzen

e Algorithmus findet
— 15 Sequenzen homolog zu S

e |In Wahrheit

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

Real: Positive Real: Negative

Alg: Positive TP =10 FP =5

Alg: Negative FN = 10 TN=9.975

e Spezifitat = TP/(TP+FP) = 10/15 = 66%
. Sen5|t|V|tat = TP/(TP+FN) = 10/20 = 50%

momm  UIf Leser Algorithmische Bioinformatik, Wintersemester 2005/2006
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BLAST

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

e Heuristische Suche
— Datenbanksuche mit lokalem Alignment
— Sehr schnell, findet aber nicht alle optimalen Alignments

o **Dje** Erfolgsgeschichte der Bioinformatik
— Fur Biologen teilweise aquivalent zu ,,Bioinformatik*
— Eingesetzt auf NCBI/EBI Server
— Software frei erhaltlich

e Diverse Welterentwicklungen
— Gapped-BLAST und PSI-BLAST (spater), MegaBlast, ...

[ ]
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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 Prinzip immer identisch

e Suche in Proteinen lauft etwas anders als in DNA
— Spater

[ ]
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BLAST Parameter

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

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

Mm UIf Leser: Algorithmische Bioinformatik, 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 Hits missen nicht exakt sein
» Vergleiche alle P, mit allen Teilwortern der Lange win T
e Score wird ohne Leerzeichen mit Werten aus M berechnet

e Durch t
— werden auch Hits gefunden, die keine perfekten Matches sind

— werden statistisch insignifikante Hits von vorneherein
ausgeschlossen

[ ]
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BLAST Schritt 3

e Schritt 3

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

— Verlangere Bereich um H sowohl in P als auch in S

e Alignment (gapfree) erst nach links, dann nach rechts wachsen
lassen

e Solange, bis

— Sequenz P oder S; ist zu Ende, oder

— Alignmentscore fallt unter geschatzten Schwellwert c, oder

— Alignmentscore fallt ,,signifikant* unter bisherige beste Treffer

» , Signifikant” heuristisch bestimmt, abhangig von ¢ und v

e Ergibt ,Maximal Segment Pairs (MSP)*

e Die besten v 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
Un
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Veranschaulichung

< =0 c.0O
.\
™
\

Database Sequence

e Original BLAST — kein Zusammenftigen mehrerer MSP
e Keine Beachtung von Gaps

|||||||||||||||
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BLAST flr Proteinseguenzen

e Proteinsequenzen haben komplexere Statistik
— Da grolieres Alphabet
— Schon viel kleinere Scores und klrzere Matches sind signifikant

e Suche nach allen ,t-guten® Teilwortern nicht sensitiv genug
— Beispiel: MASGTLVWG und MTSDTSVRP
— 50% identisch, kein w=2 Seed mit Score >0

e Stattdessen
— Gegeben P,,...,P,, der Lange w in P
— Berechne Teilworter Q={Q,,...,Q,} der Lange w

e FUr jedes P, permutiere alle Positionen mit allen Aminosauren

» Wenn Permutation einen Alignmentscore zu P, groRer als t hat, nimm
diese in Menge Q auf

l’\/]m UIf Leser: Algorithmische Bioinformatik, Wintersemester 2005/2006 33
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Beispiel

Nachbarliste — Permutationen mit Score grofer t

wW=2, t=8, M=PAM120
P=gInfsagw
S=. ..
Teilworter
ql: gl, gm, hi, zl
In: in, Ib
nf: nf, af, ny, df, qgf,
fs: fs, fa, fn, fd, fg,
sa: no words score 8 or
ag: ag
gw: gw, aw, rw, nw, dw,

Humboldt

—)

P,=ql
P,=In
P;=nT
P,=Fs
P.=sa
Ps=ag
P.=gw

ef, gf, hf, kf, sf, tf, bf, zf

fp, ft, fb,

more, including “sa”

qw, ew, hw,

1

yS

iw, ..

Al 3

R|{-3 6

Pl 1 -1 -5 6

S| 1 -1 -3 1 3

T 1 -2 -4 -1 2 4
A R F P S T
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Bemerkungen

e Proteinsuche
— Expansion der Suchstrings — starkeres Kriterium als w=1, aber
schwéacher als w=2
e BLAST ist eine Exklusionsmethode

— Bestimme und suche nach Seeds = minimale Alignments, die
(hochstwahrscheinlich) im Kern jedes optimalen Alignments
stecken

— Erweitere nur diese zu vollen Alignments

— Praktisch alle Alignmentheuristiken arbeiten nach diesem Muster
e Quasar, Biohunter, BLAT, FASTA, ...

e Heuristik
— BLAST kann nicht alle optimalen Alignments finden
— Keine Inserts/Gaps, Schwellwerte w und t

[ ]
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Defaulteinstellungen

e Proteine
— BLOSUMG62 Matrix
— w=4, t=14
e DNA
— Einheitsmatrix (Match +1, Mismatch —3)
—w=12, t= 12

— Also Extension nur um exakte Matches von TellwoOrtern
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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Laufzeit?

e Keine exakten Komplexitaten bekannt
e In der Regel sublinear

e Wie sucht man viele p; in vielen T?
— Hashing
— FUr festes w
e Berechne alle mdglichen Strings der Lange w (Hashkey)

e Sortiere alle Teilworter von T der Lange w in Hashbuckets

e Sehr viele Buckets, Speicherung der Startpositionen auf Platte
— Fur ein P,

» Berechne alle Teilworter der Lange w mit Score Uber t fur P,

e Startpositionen findet man in den Hashbuckets

e FUr ,normal-seltene” Teilworter (keine Repeats etc.) ist das
extrem schnell

[ ]
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BLAST 2

e 7 Jahre nach der Originalverdoffentlichung

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

e /Zwel Verbesserungen

— Performance verbessern
e Denn: Sequenzdatenbanken wachsen schneller als
Geschwindigkeit der Computer
— Gaps beachten

e Denn: Mehrere kurze Alignments mit Gaps werden vom alten
BLAST Ubersehen, wenn keines davon signifikant bzgl. t ist

e Zusammen konnen diese Alignments aber hochsignifikant sein

[ ]
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Zwel-Hit-Strategie

e Original: Alle Hits mit Score>t werden zu MSPs verlangert
— Beobachtung: Extensionen fressen >90% der gesamten Laufzeit
— Aber: Interessante Alignments sind immer wesentlich langer

— Sprich: Man sollte mehr verlangen als nur ein (kurzes) Seed, bevor
man die Extension beginnt

— Aber lange Seeds verringern die Sensitivitat

 Neue Strategie

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

— Dadurch werden weniger Extensionen ausgeftihrt — grolRer
Performancegewinn

— Andererseits sinkt Sensitivitat — deswegen mit kleineren t arbeiten
e Ergebnis

— Performance verdoppelt bei gleichbleibender Sensitivitat

[ ]
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lllustration

Blast 1 Gapped Blast
ad , 7/ 2?/ ’
/ ad ,
A7y A
/ / R ;7

e \Woher wissen wir, ob zwel Hits auf der selben
Diagonale liegen?
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Berechnung der Diagonalen

Diagonale eines Hits: Subtraktion l? K
der Startkoordinaten in P und in S A ny
d(hy) = xs; - s, s
d(hy) = xs, - ys, h } .
d(hy) = xs, — ys, = XS, ,hy
= (xs+k)—(ys; k) /-
= dChp) XS,

YS, YS,=YS;3

e Datenbank nach Hits durchsuchen (sequentiell oder Hashing)
e Pro Hit merkt man sich die Diagonale

e Pro Diagonale merken wir uns das Ende des letzten Hits

e Wenn ein neuer Hit folgt, testen wir auf Abstand a

e Paarbildung dadurch wéahrend (linearer) Hitsuche mdglich

Mm UIf Leser: Algorithmische Bioinformatik, Wintersemester 2005/2006
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Gaps Iin Gapped BLAST

e Original: Hits werden verlangert ohne Gaps
— Nahe beieinander liegende MSP missen manuell kombiniert werden
— Mehrere schwache Hits in Folge werden Ubersehen

e Gapped Alignment

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

— Dazu sucht man das Sequenzstuck zwischen H; und H, (incl.) der
LAnge w mit dem hdchsten Score (ohne Gaps)

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

— Da SW sensitiver ist als Extensionen ohne Gaps, kann man t wieder
erhdhen (musste man wegen der zwei-Hits Strategie verringern)
e \Weitere Performanceverbesserung trotz besserer
Sensitivitat
— 500x langsamere Extension durch SW, aber 4000x weniger
A Extensionen durch Erhéhung von t von 11 auf 13



Lokales Smith-Waterman

140 1
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leghemogiobin |

60

40 -

20 -

O J

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

e Variante des Banded Alignment
e SW ausgehend vom Seed-Point in beide Richtungen

e Abbruch bei Unterschreiten bestimmter Schranken
— abhangig von bisherigen besten Treffern

L]
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Zusammenfassung

e Datenbanksuche nach ahnlichen Sequenzen
braucht sehr schnelle Algorithmen

e BLAST ist Standard

— Exklusionsmethode

— Im Allgemeinen sublinear, aber bendétigt sehr grol3en
Hashindex

— Schwerpunkt auf hoher Sensitivitat — Falsch positive
kann man immer rausfiltern

— Trade-Off zwischen hohen t/w Werten, Geschwindigkeit
und Sensitivitat

[ ]
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