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Biomolekulle

e DNA, RNA und Proteine lassen sich als Zeichenketten Uber
einem festem Alphabet darstellen

DNA
ACGT
2 g,ﬁ t;,:‘.: : :} R NA
s ACGU
L3
Protein

ACDEFGHIKLMNPQRSTVWY
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Sequenz - Funktion

e DNA
— Vererbung
— Genotyp
— Produktion von Proteinen

e Proteine
— Phanotyp
— Struktur
— Bindungsverhalten
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Drel Anwendungen

e Stringvergleiche in der Bioinformatik

e Seguenzierung
— Assembly von Tellsequenzen

e cDNA Clustering
— All-against-all Sequenzvergleiche

e Funktionale Annotation
— Schnelle Suche in Sequenzdatenbanken
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1. Das menschliche Genom

e Mensch: 23 Chromoso-
menpaare

— ~ 3.000.000.000 Basen 55 %% gg i) %5%
B

e Chromosomen kann

man nicht direkt § QQ 5@ %g
sequenzieren c &8 = BB 1
 Erste Aufgabe: Kurze, ' 80 iR 13 BF
stabile und kopierbare 14 14 15 18 17
Sequenzabschnitte 48 B0 1 4
produzieren e
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Mapping und Sequenzierung

e Zerlegung in Bruchstlcke (Clonierung)

e Berechnung aller Uberlappungen

e Bestimmung der wahrscheinlichsten Gesamtsequenz
e Variante: Bestimmung des Minimum Tiling Paths

|||||||||||||||

e UIf Leser: Algorithmische Bioinformatik, Wintersemest: BAC Map Chr.X 1-3 MB: http://www.sanger.ac.uk




Clonieren

o

Fragment 1 Fragment 3
Fragment 2 Fragment 4

v
OO0

v
©|(Q)/©|/O
Jglel

|||||||||||||||

Insert fragments
into vectors

Introduce vectors
into bacteria

Schneiden des Chromosoms
mit Restriktionsenzymen

— Lange hangt ab von

e Spezifitdt des
Restriktionsenzyms

e Lange der Behandlung
(partieller Verdau)

Bruchstlcke unterschiedlicher
Lange

Auftrennen nach Lange

— Gelelektrophorese

Clonierung in Bakterien
— Vervielfaltigung
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Seguenzierung

e Ergebnis der Clonierung
— Vorher Nachher

\é\

<A

e Gegeben: Clone unbekannter Sequenz
e Gesucht: Sequenz
e Unmoglich: Ansehen, Messen, Mikroskop, etc.

e Verfahren von Sanger, 1972:
Radioactive Dideoxy Sequencing
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Heute (Gestern?)

e Hochdurchsatz
e Sehr bhillig

— <10cent pro Base

IIIIIIIII
|||||||||
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Seguenzierung nach Sanger

e Voraussetzungen

— Sequenz hat einen definierten Anfang
e Teil des Clonierungsvektors
e Dient als Bindungsstelle fr Primer

— Polymerase
e Bindet an doppelstrangigen Abschnitt
e Verlangert einstrangige DNA entlang des Templates

e Deoxy versus Dideoxy Nucleotide
— DNA besteht aus Deoxy Nucleotiden (dNTP)
— Einbau von Dideoxy Nucleotiden (ddNTP) moglich
— ddNTP stoppt Polymerase
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Struktur eines DNA Strangs

o-
I 5
_O_P—O_CHZ (@]

5o

2-Desoxyribose
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dNTP versus ddNTP

HU_E_U_E_“_E_ 0—fH; Adenine _
- —_— - Besxyrbonucleic Ackd (DNA)
=3’ 1 % oo m Cylosine Guanine
= o e
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A frow 3 On
dNTP
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- P ming
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3‘ H 2 : Ohnsphuia.

H H

tll-.- > 0OH
ddNTP

Dideoxy-Base: keine freie OH Gruppe

Dideoxy-Base wird eingebaut

Danach konnen keine weiteren Basen mehr angehangt werden
Polymerase fallt ab



Schritt 1 und 2

> || >

| e dNTP: ACGT
B e Primer + Polymerase

L e Fluoreszierend markierte ddNTP: ACGT

|||||||||||||||
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Schritt 3

Primer Template
CGAGTTAGTTAGACCAGTAGCCA. . .
Polymerase
tGAGTTAGTTAGACCAGTAGCCA---
>
/jyf CGAGTTAGTTAGACCAGTAGCCA. . .
CGAGTTA
A CGAGTTAGTTAGACCAGTAGCCA. . .
-'F G;Q ccAG
GCl' TTBG CGAGTTAGTTAGACCAGTAGCCA. . .
CGAGTTAGT I

CGAGTTAGTTAGACCAGTAGCCA. ..

CGAGTTAGTTAG |

CGAGTTAGTTAGACCAGTAGCCA. ..

cGA

Mm UIf Leser: Algorithmische Bioinformatik, Wintersemester 2007/2008
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Schritt 4

Laser &
Detektoren
CGAGTTA
cGAG
CGAGTTAGT T Gel / Kapillar
coacTTacTTAcT  ElEktrophorese
CGA

CGA

ceAG
CGAG I
CGAGT I
CGAGTTA
CGAGGTTAG

||||||||||||||
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Ergebnis (roh)

e Heutige Gerate
— >36 Laufe parallel

— Kapillarelektrophorese
(statt Gelen)

— Direktes Laden von 96
Quellen

e Sanger
— Radioaktive Markierung
— 4 Mischungen (A,G,T,P)
— 4 Gele (Linien)

Universita
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Ergebnis (Zwischenprodukt)

e Signalverarbeitung (Rauschen, ...)

T,

e Ubersetzung in Traces
— 4 Arrays, jedes fur eine Farbe
— Intensitatswerte in regelmaliigen Zeitabschnitten

e Theoretisch
— Peaks entdecken
— Immer nur eine Farbe
— Sequenz zuordnen

|||||||||||||||
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Vom Tracefile zur Sequenz

e Tracefiles sind Rohdaten der Sequenzierung

e Verschiedene Verfahren / Tools, um aus Trace-
Files Sequenzen zu berechnen

 Komplexe Probleme
— Base Calling

— Assembly
— Finishing

[ ]
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Assembly

e Finden von Uberlappungen von Sequenzen

e Redundanz ist
— Notwendig: Verbindung von Teilstticken nur durch Uberlappungen
— Konflikttrachtig: Widerspriche, Mehrdeutigkeit

e Beachtung von Sequenzierfehlern
e Auswahl der plausibelsten Anordnungen

Fehler ?

tggacaagcaaagatia
jcatttitgaac
gcaadgatfottg
tcaag caaagat
acatttttgaac
gcaaagatfgktg
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Greedy Algorithmus?

(Eigentlich: Gegengleiche Paarung

accgttaaagcaaagatta
JTrasagEaadd A-T, G-C)

aagattattgaaccgtt
aaagcaaagattattg

attattgccagta

accgttaaagcaaagatta

accgttaaagcaaagatta
aagattattgaaccgtt
aaagcaaagattattg
attattgccagta

L]
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Abstrakte Formulierung

e SUPERSTRING

— Geg.: Menge S von Strings

— Ges.: String T so, dass
e () VseS: seT (s Substring von T)
e (b) VT, fur die (a) qilt, gilt: |T| < |T] (T ist minimal)

— NP-vollstandig

e Assembly: Verscharfungen von SUPERSTRING

— Fehler in Sequenzen (s ,ungefahr Substring” von T)
— Zwel Orientierungen von s moglich

[ ]
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http://hgsc.bcm.tmc.edu/

Problemdimension: Whole Genome Shotgun

Whole Genome Shotgun Sequencing Method

-—‘_’: '\,_\:rf:—h = sequence Each Fragment °
e __F,{,!/_{ ;\ with Shotgun Approach

GCATTTCGAGTTACC TG EACAACCAG T GCTTEATTGGCCAATAATAGTATAT
CCAGTHEETACTGAGEACGCAAGAGECTTGA

Allgn Contiguous Sequences

GCATTTCGAGTIACC TG EACAACCAG TG TAC TGAGGACGCARGAGGC TTGATTEE CCARTARTAGTATAT

Zerbrechen von
kompletten Genomen in
Stlicke 1KB-100KB

Alle Stucke (an-)
sequenzieren

Celera:

— Homo sap.: Genom: 3 GB,
28.000.000 Reads

— Drosophila: Genom: 120 MB,
3.200.000 Reads

Generate Finished Sequence » Schnelle Algorithmen

notwendig

[ ]
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Einschub: 454 Sequencing ©

— — Ligation B
% — L

— 50MLE

S — AB
) —_————— fragments :
3 1 an
E A g A
1

) Prepare Adapter Ligated ssDNA Library

3) Load beads and enzymes

in PicoTiter Plate™ . Light + oy Wsiein
4) Sequencing-by-synthesis on the

GS 20 Seauencer

Quelle: 454 Sequencing / Roche Applied Biosystems

L]
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Signalerzeugung

DNA Capture Bead

Primer

Sulfurylase

Luciferase

luciferin

Light + oxy luciferin

Quelle: 454 Sequencing / Roche Applied Biosystems

L]
Humbolde
Universitat
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Vergleich

e \orteile
— Hochparallele Sequenzierung von 200.000 Sequenzen
— Erzeugt 20 Megabasen innerhalb von ca. 5 Stunden
— Insgesamt ca. 100-fache Beschleunigung

— Komplexer und fehleranfalliger Clonierungsschritt entfallt
e Und viele Sequenzen sind nicht clonierbar

e Nachteile
— Bisher kbnnen nur Sequenzen von 100 Basen erzeugt werden

— Probleme bei repetitiven Sequenzen

— Aber: ,The new FLX system does 200-300 base pairs and 454 has
said they expect 500 in '08“

[ ]
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2. Stringvergleiche beim EST Clustering

e Wie kann man Gene
finden?

e Eine Moglichkeit: mRNA
einer Zelle untersuchen
— Genexpression -> mMRNA
— mMRNA extrahieren

57 GCAUCGCAUTAUGCGAgccagacASGECUgcaceggac UUGCATUG Ageaca 37

— MRNA in DNA
ricklbersetzen (cDNA) \
. 5 GpppGCAUCGCAUAUGCGAAGEGCUUUGCAUUGAaaaaaaaaaaaaaaaa 37
— CcDNAs sequenzieren
— Sequenz (Exons? Introns?) M

Im Genom finden o@

[ ]
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cDNA/EST Bibliotheken

e Erstellung von cDNA Bbliotheken aus Zellen
— Inhalt abhangig von Gewebe, Entwicklungsstadium, ...
— Organismusstatus (Krank — Gesund)
e cDNA sequenzieren erzeugt EST
— EXxpressed Sequence Tags
— Ansequenzierte cDNAs

e Wir kdnnen also schnell grol3e Mengen von
Genseguenzabschnitten erzeugen
— Aber welchen Genen entspricht das?

[ ]
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Stringvergleiche beim EST Clustering

e Problem

6.000.000 EST Sequenzen in EMBL Stand 2004
103.000.000 Stand Oktober 2007
Wie viele Gene?

e Nicht 103.000.000, denn

Viele Laboren erzeugen EST Sequenzen

EST Sequenzen haben oft Fehler (nur einmalige Sequenzierung)
Gene werden in Kopien exprimiert — gleiche mRNA
Differentielles Splicing

LAnsequenzierung“ — Links? Rechts? Mitte?

Sehr gering/selten exprimierte Gene

L]
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EST Clustering

e Berechnung der Anzahl Gene durch Clustering
aller EST Sequenzen

e Typisches Verfahren

— Schritt 1: Berechnung der Uberlappung / Ahnlichkeit
aller EST-Paare

— Schritt 2: Berechnung von Sequenzclustern durch
Bildung der transitiven Hulle Gber sehr ahnlichen
Sequenzen

— Schritt 3: Zuordnung isolierter Sequenzen zu Clustern
mit geringerer Ahnlichkeitsanforderung

[ ]
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Problemdimension: UniGene

e Clustern aller cDNA und EST In Genbank

— GrofRRenordnung
e 103.000.000 Sequenzen
e Lange 300-4.000 Basenpaare

— Anzahl Sequenzvergleiche: O(n?)
» Schnelle Stringvergleichalgorithmen notwendig

e \WW0chentliche Aktualisierung

e Ergebnis 11/2005
— 54.576 Cluster (aber nur 20.000 Gene?)

— Sequenzen pro Cluster: Von 2 (viele) bis 10.800
(wenige)

L]
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3. Funktionale Annotation

e Seguenzen bestimmen Funktionen
— Gensequenzen => Proteinsequenz
— Proteinsequenzen => Struktur
— Struktur => Funktion

e Grundannahme der Bioinformatik
— Gleiche Sequenzen — gleiche Funktion
— Sehr ahnliche Sequenzen — sehr ahnliche Funktion
— Etwas ahnliche Sequenzen — verwandte Funktion?
— (Stimmt nicht immer)

e Insbesondere wichtig: Die Sequenzen kdnnen
durchaus aus verschiedenen Organismen stammen

L]
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Standardvorgehen

e Gegeben: Eine frisch sequenzierte DNA Sequenz

e Annotationspipeline
— Suche nach ahnlichen Gensequenzen
— Suche nach ahnlichen Promotersequenzen
— Suche nach &hnlichen Proteinen (Ubersetzung- Ruckiibersetzung)

— Vorhersage neuer Genen durch Programme
(trainiert auf bekannten Gensequenzen)

— Suche nach ahnlichen Proteindomanen durch Programme
(trainiert auf bekannten Proteindomanen)

 Alternative: Experimentelle Uberprifung

— Teuer, auch nicht fehlerfrei
— Ethische / technische Machbarkeit
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Problemdimension

176
168
160
152
144
136
128
120
112
104
96
&8
20
12
B4
56
48
40
32
24
16

Ghaszes

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 | —_

GLEIEHE5 5057590919293 94 95 96 A7 95 99 00 01 02 03 04 05 06 07

Year

Quelle: EMBL, Genome Monitoring Tables, Stand 2007

Humboldt
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e Strings und Matching - Problemklassen

L]
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Zeichenketten

e Definition
Ein String S ISt eine von links nach rechts angeoradnete
Liste von Zeichen eines Alphabets X

[S/] Ist die Lange des Strings

Positionen in S sind 1,...,[S/
e Wir zdhlen ab 1

S[1] ist das Zeichen an der Position i im String S

S/I..j] Ist der Substring, der an Pos. | beginnt und an Pos. J endet
o S/i..J] Ist ein leerer String, falls i >

S/[1..i] heilst Préfix von S bis zur Position |

S/i..] Ist das Suffix von S, welches an Position i beginnt

Echte Préfixe und echte Suffixe umifassen nicht den gesamten
String S und sind nicht leer
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Problemklassen

e Exaktes Matching
— Gegeben: Strings P, T
— Gesucht: Alle Auftretenvon P in T
— Variante: Gegeben P,,...,P,,, T: Vorkommen aller P; in T?

e Approximatives Matchen
— Gegeben: Strings S, T
— Gesucht: Wie ahnlich sind sich S und T?
— Variante: Ist S in T mit hochstens k Fehlern enthalten?
— Variante: Gibt es einen Substring in T, der ahnlich zu S ist?

e Suche In Datenbanken
— Gegeben: Datenbank D von Sequenzen, String P
— Gesucht: Die Top-k zu P ahnlichsten Sequenzen in D

L]
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FUr die nachsten Wochen

Exaktes Matching

L]
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Exaktes Matching

e Gegeben: P (Pattern) und T (Text)
— Trivialerweise verlangen wir |P| < |T]
— In der Regel nehmen wir an |P| << |T]|

e Gesucht: Samtliche Vorkommen von P in T
e Beispiel
— Auffinden der Erkennungssequenzen von Restriktionsenzymen

Eco RV -

tcagcttactaattaaaaattctttctagtaagtgctaagatcaagaaaataaattaaaaataatggaacatggcacattttcctaaactcttcacagattgctaatga

ttattaattaaagaataaatgttataattttttatggtaacggaatttcctaaaatattaattcaagcaccatggaatgcaaataagaaggactctgttaattggtact

attcaactcaatgcaagtggaactaagttggtattaatactcttttttacatatatatgtagttattttaggaagcgaaggacaatttcatctgctaataaagggattac
atatttatttttgtgaatataaaaaatagaaagtatgttatcagattaaacttttgagaaaggtaagtatgaagtaaagctgtatactccagcaataagttcaaataggc
gaaaaactttttaataacaaagttaaataatcattttgggaattgaaatgtcaaagataattacttcacgataagtagttgaagatagtttaaatttttctttttgtatt
acttcaatgaaggtaacgcaacaagattagagtatatatggccaataaggtttgctgtaggaaaattattctaaggagatacgcgagagggcttctcaaatttattcaga
gatggatgtttttagatggtggtttaagaaaagcagtattaaatccagcaaaactagaccttaggtttattaaagcgaggcaataagttaattggaattgtaaaagatat
Ctaattcttcttcatttgttggaggaaaactagttaacttcttaccccatgcagggccatagggtcgaatacgatctgtcactaagcaaaggaaaatgtgagtgtagact
ttaaaccatttttattaatgactttagagaatcatgcatttgatgttactttcttaacaatgtgaacatatttatgcgattaagatgagttatgaaaaaggcgaatatat
tattcagttacatagagattatagctggtctattcttagttataggacttttgacaagatagcttagaaaataagattatagagcttaataaaagagaacttcttggaat
tagctgcctttggtgcagctgtaatggctattggtatggcteccagecttactggttaggttttaatagaaaaattccccatgattgctaattatatctatcctattgagaa
caacgtgcgaagatgagtggcaaattggttcattattaactgctggtgctatagtagttatccttagaaagatatataaatctgataaagcaaaatcctggggaaaatat
tgctaactggtgctggtagggtttggggattggattatttcctctacaagaaatttggtgtttactfatatecttataaataatagagaaaaaattaataaagatgatat

L]
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Notation

e Wir suchen im Folgenden immer P in T
e Annahmen

—|IT|=m=0
—|IPl=n=0
— M >>nN

— Alphabet X endlich
— P, T sind Strings uUber X
— Kosten fur Vergleich zweier Zeichen aus X : 1

e Zur Komplexitatsanalyse zahlen wir daher die
Anzahl an Zeichenvergleichen

L]
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Ubersicht

e Wir werden die folgenden Algorithmen besprechen
— Naliver Algorithmus: O(n*m)
— Z Algorithmus: O(m+n)
e Pre-Processing; wird auch in anderen Verfahren verwendet
— Boyer-Moore: Sublinear im Average Case

e Worst Case O(n*m), aber Average Case sublinear
e Erweiterung zu linearem Worst-Case mdoglich

— Knuth-Morris-Pratt: O(m+n)
e Benutzt Z-Box Preprocessing

e Voraussetzung fur Aho-Corasick zur Suche nach mehreren
Pattern

— Spater: Indexstrukturen, z.B. Suffixbaume
e O(n+k) (nach Preprocessing: O(m))

[ ]
l’\/]m UIf Leser: Algorithmische Bioinformatik, Wintersemester 2007/2008 42



Nalver Ansatz

1. Pund T an Position 1 ausrichten

2. Vergleiche P mit T von links nach rechts
— Zwei ungleiche Zeichen = Gehe zu 3

— Zwel gleiche Zeichen
e P noch nicht durchlaufen = Verschiebe Pointer nach rechts, gehe zu 2
e P volistandig durchlaufen = Merke Vorkommen von P in T

3. Verschiebe P um ein Zeichen nach rechts

4. Solange Startposition <= |T|-|P|, gehe zu 2
T ctgagatcgcgta

P gagatc
gagatc
gagatc
gagatc
gagatc
gatatc
gatatc
gatatc

[ ]
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Naiver Ansatz (cont.)

|||||||||||||||

for 1 =1 to |T] - |P] + 1
match := true;
J = 1;
while ((match) and (g <= |P]))
iT (T + 3 - 1) <> P(g)) then
match := false;
else
] =3 + 1;
end while;
1T (match) then

-> OUTPUT 1
end for;
T dadadaaadaaaaaa
Worst-case P
aaaaat
aaaaat
aaaaat
aaaaat

Vergleiche : n * (m-n+1) => O(m*n)

mmmmm  UIf Leser: Algorithmische Bioinformatik, Wintersemester 2007/2008
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Optimierungsidee 1

e Anzahl der Vergleiche reduzieren
— P um mehr als ein Zeichen verschieben
— Aber nie soweit, dass ein Vorkommen von P in T nicht erkannt wird

e Beobachtung: Zeichen

T xabxyabxyabxz
P abxyabxz

— abxyabxz

abxyabxz

e Vorkommen in T muss mit a beginnen
e Nachstes a in T erst an Position 6 — springe 4 Positionen

e Vorkommen von Buchstaben in T kann wahrend des Vergleichs
von vorherigen Positionen ab gelernt werden

[ ]
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Optimierungsidee 2

Beobachtung: Substrings

T xabxyabxyabxz
P abxyabxz

abxyabxz
abxyabxz

e abx ist doppelt in P - interne Struktur von P erkennen
— P[1..3] = P[5..7]
— Kein Vorkommen dazwischen

e Vergleich findet: P[1..7] = T[2..8]

e Daher

— P[1..3] = T[6..8]; zwischen 2 und 6 kann in T kein Treffer liegen
— 4 Zeichen schieben und erst ab Position 4 in P weiter vergleichen

[ ]
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Fazit

e Stringalgorithmen an vielen Stellen der Bioinformatik
essentiell

e Sowohl exakte als auch approximative Suche notwendig
— Ahnlichkeit* ist ein fundamentales Konzept der Bioinformatik

e \Wegen grofien Datenmengen ist hohe Performance
wichtig

e Naiver Algorithmus fur exaktes Matching braucht
guadratische Laufzeit

— Das ist zu langsam
— Aber es scheint schneller zu gehen
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