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Wiederholung „Alignments“	

•  Dynamic Programming	
	 	Needleman-Wunsch: globales Alignment	
	 	Smith-Waterman: lokales Alignment	

•  Scoring-Matrizen: PAM & BLOSUM	
•  Gap penalties	

•  Dotplots: Visualisierung von Alignments 	

•  FASTA, BLAST, BLAT	

optimal	

heuristisch	
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Dynamic Programming	

• Wie finde ich das beste alignment?	

	Alle ausprobieren?	
	Zu langsam: 2 x 300 Bp = 1088 Möglichkeiten	

• Dynamic programming: 	löse kleine Sub-Probleme 
	 	 	 	und konstruiere daraus	
	 	 	 	Gesamtlösung	
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Dynamic Programming	

Zwei Sequenzen s und t der Länge Ls und Lt	
	 	s = s1, s2, s3...sLs	
	 	t = t1, t2, t3...tLt	

Wir möchte das optimale Alignment über die volle Länge	
• Konstruiere Sub-Alignments	
• Kombiniere diese Teillösungen rekursiv	

Benutze dabei eine dynamic programming-Matrix M	
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Die DP Matrix	

• Eintrag M (i,j):	
Optimaler Score für	
Alignment von s mit t	

• Startfeld: Alignment von	
Nix mit Nix (= 0)	 s	
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Füllen der Matrix: Schritt1	

• einen Eintrag haben	
wir nun schon...	

• von da aus gibt es	
drei Wege, sich durch 	
die Matrix zu	
bewegen und weitere	
Felder auszufüllen	
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Füllen der Matrix	
• wir habe drei Möglichkeiten in jedem Matrixfeld....	

	1. Aligne Nt in s mit Nt in t	
	2. Aligne Nt in s mit Lücke in t	
	3. Aligne Lücke in s mit Nt in t	
	(4. Aligne Lücke mit Lücke = Quatsch)	

...X...!

...X...!
...X...!
...-...!

...-...!

...X...!

1	 2	 3	
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Füllen der Matrix: gap penalty	

	 	> gap penalty einführen (z. B. -1)	

...X...!

...X...!
...X...!
...-...!

...-...!

...X...!

1	 2	 3	
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Füllen der Matrix: matches	

• Ziel: Maximaler Score	

• Identitäts-Scores: Matches = +1, Mismatches = 0	
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Füllen der Matrix: Schritt 2	

• gap penalty = -1	

• obere Reihe:	
   aligne t mit gaps in s	

• linke Spalte:	
   aligne s mit gaps in t	
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Füllen der Matrix	
• für jedes Matrixfeld die drei Möglichkeiten berechnen:	

	1. Aligne beide Nts und addiere score (+1 oder 0)	
	2. Inseriere gap in s und addiere -1	
	3. Inseriere gap in t und addiere -1	

• Das Ganze rekursiv auf das jeweilige Nachbarfeld 
beziehen:	

	 	           M (i-1, j-1) + score (a,b)	
	M(i,j) = max  M (i-1, j) + (-1)	
	 	           M (i, j-1) + (-1)	
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Füllen der Matrix	
Nur nochmal eine andere Formalisierung des Gesagten....	
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Füllen der Matrix	
	 	           M (i-1, j-1) + score (a,b)	
	M(i,j) = max  M (i-1, j) + (-1)	
	 	           M (i, j-1) + (-1)	
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0	

-1 + 1 = 0	
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Aufgabe: Füllen der Matrix	
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• Bestimme den optimalen	
Pfad des Alignments und 	
Schreibe das Alignment	

Achtung: es kann mehrere	
gleichwertig optimale	
Alignments geben!	
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NW- Globales Alignment	

• Alle möglichen optimalen Alignments werden 	
durch „trace-back“ als Pfad in der Matrix gefunden	

• Sequenzen sind von Anfang bis Ende alignt.	
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Die Lösung…	

Gap in s	

Gap in t	

match	
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NW- Globales Alignment	
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Global vs. Lokal 

1 AGGATTGGAATGCTCAGAAGCAGCTAAAGCGTGTATGCAGGATTGGAATTAAAGAGGAGGTAGACCG.... 67 
  ||||||||||||||  |    |       |  |||  ||     | |     | ||                 
1 AGGATTGGAATGCTAGGCTTGATTGCCTACCTGTAGCCACATCAGAAGCACTAAAGCGTCAGCGAGACCG  70 

 1 AGGATTGGAATGCT 
   |||||||||||||| 
 1 AGGATTGGAATGCT 

39 AGGATTGGAAT 
   ||||||||||| 
 1 AGGATTGGAAT 

62 AGACCG 
   |||||| 
66 AGACCG 

14 TCAGAAGCAGCTAAAGCGT 
   ||||||||| ||||||||| 
42 TCAGAAGCA.CTAAAGCGT 
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Lokales Alignment	
Wenn die Sequenzen divergenter sind als zuvor...	

	• nur kurze konservierte Bereiche 	
	• Abschnitte un-alignierbarer Sequenzen	
	• globales A. unsinnig 	

Verwende Smith-Waterman lokales Alignment:	

...wie Reset-Knopf: starte erneut wenn Score unter Null fällt	
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Lokales Alignment	

• lokales Alignment kann überall, auch innerhalb der	
Matrix starten	

• obere Zeile und linke Spalte, sowie alle negativen Positionen	
 werden mit 0 gefüllt	

• trace-back vom Feld mit höchstem Score zuerst starten	

• bei mehreren Startstellen: mehrere lokal konservierte Abschnitte	
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Lokales Alignment	
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optimale lokale Alignments:	

TCG!
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A-TCGGC!
ATTC-GC!
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AT-CGGC!
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Zur Erinnerung... 

• „Optimales alignment“ heißt: 	
	höchster score, gegeben die Matrix und die gap penalty	

•  dies ist nicht unbedingt das biologisch sinnvollste Alignment	
• Paarweise Alignment-tools produzieren immer etwas, manchmal	
  auch Sinnloses...	
• DNA: Paarweise alignment-tools können nur Nt-matches finden, 	
   wenn der gleiche Strang zweier Sequenzen verglichen wird	



23	

Gap Penalty	
• linear:	

	 	W = - ( Gopen x Länge n )	
	 		

• affin:	
	 	W = - ( Gopen + (G ext x  (n-1))	

lin	

aff	
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Gap Penalty	
• affin:  	W = Gopen + (G ext x  ( n -1))  	

	 	mit Gext <  Gopen  werden weniger aber, grössere  Lücken favorisiert	

• Werte zu gross: keine Lücken; 	
   Werte zu klein: zu viele Lücken	

• gap penalties sind auf scoring-Matrix abgestimmt	

• für overlap alignment: end-gaps nicht bestraft	
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Scoring-Matrizen	

•  4 x 4 für DNA	
• 20 x 20 für Proteine	

• Belohnungsscores für konservierte Positionen	

• PAM (percent accepted mutation)	
• BLOSUM (blocks substitution matrix)	
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PAM-Familie	

•  1 PAM = 1 % Austausch (ca. 10 Mio Jahre)	

	 	Was bedeutet dann PAM 250?	

•  umfasst multiple Austausche A > B > A	

•  PAM (klein) für ähnliche Sequenzen	
   PAM (groß) für divergente Sequenzen	
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PAM 1 etc.	

1.  Finde sehr ähnliche Sequenzen (1% Divergenz)	
2.  Mache globales alignment (per Hand, 71 Gruppen)	
3.  Zähle die Austausche (1572)	
4.  Berechne die Scorewerte für die einzelnen Austausche	

5.  PAM2 = PAM1 x PAM1, PAM3 = PAM1 x PAM2 etc	
      Extrapolation für größere Divergenzen durch Multiplikation	
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PAM	
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BLOSUM	
1.  Suche alignbare Blöcke ohne gaps 	
	(2000 Blöcke, 500 Proteinfamilien)	

2.  Zähle Austausche direkt, kalkuliere log odds-Werte	
Log (a,b) / (a x b)	

3.  Mache dies ohne Extrapolation für Blöcke unterschiedlichen	
	Grades an Ähnlichkeit	

!  BLOSUM-Matrizen für unterschiedliche	
      phylogenetische Abstände	
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BLOSUM vs. PAM 

PAM  60   für 60% ähnliche Proteine 	
           80        50%     	
         120        40%	

Achtung: die meisten Matrizen in Vergleichsprogrammen	
haben assoziierte (und oft auch optimierte) Gap penalty-Scores!	
Vorsicht bei drastischen Änderungen der gap penalty-Werte	
relativ zu den Substitutions-Scores.	
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Matrizen und gap penalties 
bestimmen Signifikanz-Scores 

Wichtig im Grenzbereich...!!!	
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Dot Plot	

• manchmal reicht es, Alignments visuell zu vereinfachen...	

• Sequenz mit sich selbst vergleichen:	

	> Hauptdiagonale	

	> parallele Diagonalen: direct repeats	

	> orthogonale Diagonalen: inverted repeats	

	> Quadrate mit „noise“: simple repeats	



Dot Plot	



34	

Dot Plot	
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Mache einen Dotplot..	

• window =1	
   Stringenz = 1	

• window = 2	
   stringenz = 2	
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Dot Plot	
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Mache einen Dotplot..	

• window = 2	
   stringenz = 2	
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Heuristische Algorithmen: 	
	 	gut & schnell, aber nicht unbedingt optimal	

„seed-and extend“:	
• Suchsequenz in kurze Abschnitte („words“ bzw. „k-tuple“) 	
  aufbrechen (Wilbur und Lipman, 1983).	
• zunächst sehr schnell nach „word hits“ in der DB suchen	
• diese dann erweitern zu längeren Segmenten	

Alignment für DB-Suchen 
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FastA  

Pearson & Lipman 1985	• Fast-All:	

• ist DB-Suchprogramm-Kollektion, aber auch Dateiformat	

• Ktup-Suche: aa = 2, Nt = 6	
	Achtung: je länger das Ktup oder word, desto schneller, 	
	aber auch unsensitiver ist die Suche	

• verbindet Ktuples, die nahe zueinander auf der gleichen	
  Diagonale liegen	
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FastA  

1.  Bereche Index mit	
den Positionen aller Ktups	
in der Query-Sequenz	

2. Berechne Index für Ktup-	
Positionen in der DB (einmal nur	
zu tun)	

Folie: Tal Dagan, D‘dorf	
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FastA  

3. Identifiziere Position	
passender Ktups zwischen	
Query und allen DB-Einträgen	
unter Verwendung der Indices	

4. Identifiziere die 10 besten	
Diagonalen durch scoring:	
Höchster score = „init1“	

Ktup matches zwischen Query	
und EINER DB-Sequenz	

Init1-Region	

Diagonalen	
schlechter als	
Threshhold	
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FastA  

5. Verbinde high-score-	
Diagonalen	
(ergibt initn-score)	

6. Für höchste initn-Matches	
kalkuliere optimales lokales	
Aligment (SW) in Streifen um	
Diagonale (Breite meist 32 As)	
(ergibt opt-score)	
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FastA-Programmfamilie  

Folie: Tal Dagan, D‘dorf	
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FastA-Output 

Folie: Tal Dagan, D‘dorf	
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Bill Pearson says... 
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• zunächst wird nach 
kurzen lokal passenden 
Abschnitten („words“) 
gesucht, 	

• dann versucht 
BLAST2.0, die 
Bereiche neben den 
„matching words“ unter 
Einbeziehung von 
Lücken zu optimieren	

(word size W = 11 bei DNA)	

BLAST 
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zwei lokale Alignments, 	
Verknüpfung über Lücken falls möglich erlaubt	

HSPs	

Datenbanksequenz	

Suchsequenz	Index-	
Einträge	
der Länge w	

erster Hit	

Fensterlänge A	

Gibt es 2.Hit?	

BLAST 
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BLAST Parameter 
• E-value: Wahrscheinlichkeit, dass ein solcher match zufällig 	
  in einer DB derselben Größe gefunden wird	

• Filters: entfernt repetitive (low-complexity) Regionen	

• Matrix: PAM, BLOSUM (machen manchmal den Unterschied!)	

• Datenbanken: noch entscheidender!!! Vielfalt!	

• Limits: z. B. nur in bestimmten Taxa suchen...	

• Alignments und Descriptions: können bis zu Tausend angezeigt 	
  werden	
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• Programmfamilie	

• schneller als FASTA!	

• sucht lokale Alignments in DB	

• ausgefeilte Such-Statistik (Karlin & Altschul 1990)	

• Words können ähnlich sein (ungleich FastA)	

• Low-complexity-Regionen werden entfernt	

BLAST 
Altschul et al. 1990, 1997	
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BLAST :  
Endecke die Möglichkeiten... 

blastn 	 	DNA-Sequenz  ÷ DNA-DB  	
	 	> nur nahe Verwandtschaft; beide Stränge verglichen	

blastp 	 	As-Sequenz  ÷  Protein-DB 	
	 	> entfernte Verwandtschaft (default:BLOSUM62)	

blastx 	 	DNA-Seq > in 6 Leserahmen translatiert	
	 	÷ Protein-DB	
	 	> findet mögliche Proteine in einer nicht-	
	 	   charakterisierten DNA-Sequenz (z.B. EST)!	
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tblastn 	 	As-Seq gegen DNA-DB (6-frame translatiert!)	

	 	> findet nicht-annotierte Genregionen in DNA-DB-	
	 	Sequenzen	

tblastx 	 	6-frame-Translation einer DNA-Seq ÷	
	 	6-frame-Translation einer DNA-DB	

	 	> Analyse von ESTs auf Proteinebene zur Detektion	
	 	   entfernter Verwandtschaft	
	 	> kann nicht mit nr-DB benutzt werden (zu aufwendig)	

BLAST :  
Endecke die Möglichkeiten... 
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MegaBLAST 

• sehr schnelle Nt-Suche (10x schneller als BLASTN)	

• für sehr ähnliche Sequenzen	

• word size : default 28	

• nicht-affine gap penalty: schneller, weniger Memory erforderlich	
	 	 	       > mehr, aber kürzere gaps	

Anwendung: schnelles Alignment zwischen ähnlichen 
Sequenzen, z. B. menschliche cDNA an menschliches Genom 
alignen	
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Discontiguous MegaBLAST 
• schaut nicht -wie BLASTN und MegaBLAST- nach exakten word-matches	
  (wird unproduktiv bei < 80 % id)	

• Suche nach ‚discontiguous words‘ besser (weniger, aber signifikantere hits):	

Anwendung: schnelle Nt- Suche bei entfernt verwandten DNA-Sequenzen	
                       auf EST und Genomebene (z.B. mit Datenbank ‚TRACES‘)	

Ma et al. 2002	
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BLAT  

• DNA-BLAT findet 40 Bp (>95% id) oder länger extrem schnell (500xBLAST)	

• Protein-BLAT findet 20 aa  (>80%id)	

• Index (DNA) enthält alle nicht-überlappenden 11-mere des Genoms 	
  (1 Gb RAM)	

• Index wird gebraucht um passende Regionen im Genom schnell zu iden-	
   tifizieren, die dann für genaueren Vergleich „hochgeladen“ werden	

Anwendung: lokales Alignment zwischen längeren Sequenzen,	
                       z. B. cDNA an menschliches Genom alignen	

„BLAST-like alignment tool“	
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Score-Statistik 

• BLAST berechnet Signifikanz aus Simulationen mit „normalen“,	
  d. h. durchschnittlichen Sequenzen	

• FASTA erstellt Verteilung von similarity scores während der 	
  DB-Suche (selektiert 60000 scores aus DB mit realen Sequenzen)	

• PRSS (aus FASTA-Paket) berechnet Signifikanz durch Erstellen	
  Hunderter von „shuffled (random) sequences“ gleicher Länge	
  und Zusammensetzung	
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Score-Statistik 

• Reale unverwandte Sequenzen haben similarity scores	
  wie zufällige Sequenzen	

• Wenn die Similarität statistisch signifikant nicht 	
   ZUFÄLLIG ist, muss sie daher auf VERWANDSCHAFT 	
   schließen lassen	

• E-Values < 0.001 sind erfahrungsgemäß Treffer	
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DNA vs. Protein 
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Was ist besser? 

ssearch	

Speed	Sensitivität	
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Bill Pearson says... 
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Bill Pearson says... 
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Anhang 



Dotlet	

Score	
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X56335  -  Inverted Repeat (Foldback Transposon)	
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Huntingtin	
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HMG-SRY	



Welches Tool auf der EMBOSS-Seite halten Sie intuitiv für 
geeignet?	



Needleman-Wunsch Alignment	
Standard Einstellungen 	



Erniedrigen Sie einmal drastisch die gap penalty-Werte 
( z.B. von 10 auf 1) 	
Was passiert?	



Probieren Sie den alternativ angebotenen Alignment-
Algorithmus aus: was ändert sich?  →  lokales S-W Alignment	



Hämoglobin-Untereinheiten	

Standard Einstellungen Globales Needleman-Wunsch 
Alignment  	



Alignen Sie die Sequenzen  der beiden Untereinheiten des 
Hämoglobins und erhöhen Sie einmal drastisch die gap penalty-
Werte. Was ändert sich? 	



Probieren Sie ein paarweises Alignment mit den folgenden 
zwei Sequenzen, die eine mRNA und eine zu ihr passende 
microRNA (miRNA) darstellen.	









BLAST für’s Laborleben 	

Die Sequenz ist im kodierenden Bereich fehlerhaft: wo vermuten 
Sie Fehler?	



BLAST für’s Laborleben 	

Die Sequenz ist im kodierenden Bereich fehlerhaft: wo vermuten 
Sie Fehler?	


