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,Genomforschung und Sequenzanalyse
- EinfUhrung in Methoden der Bioinformatik- “

Thomas Hankeln

rroeeeel - Alignment von DNA-
tctacggagctgtg

und Proteinsequenzen

...das vielleicht wichtigste Werkzeug der Bioinformatik!



Wozu Alighment?

* sind zwei Gene/Proteine miteinander verwandt?
> Phylogenie & Evolution

 Finde ich ahnliche/verwandte Sequenzen (z. B. aus einem
anderen Organismus) in den Datenbanken?
> ,.gene discovery*

* besitzt mein Protein funktionelle Abschnitte (Domanen),
die man bereits von anderen Proteinen her kennt?
> Funktion, Annotation



Biologie ist eine komparative
Wissenschaft!

...nicht jedes Sprichwort stimmt!



...Bioinformatik & Genomforschung
sind es auch!

Query: 1 tctacggagecgtagtgcaggecatgagt cgaggctgggatggcgagtaagag 53
LECEEEE et e teerrere Jrrereer e e rerrrrr

shjct: 616 tctacggagctgtggtgcaagcecatgagosgagactgggacggggagtaagag 668

Nt-Substitution

As-Austauscr{‘/ replacement Gap bzw. InDel
/

Ouery: 5  EPELIROSWRAVSRSPLEHGTVLFARLFALEPDLLPLEFQY—--NCROFGSSPEDCLSSPEFL 62
+ ELIR &5W ++ ++ + HG +LF+RLF L+P+LL LF ¥ NC % +DCLSSPEFL
shbjct: 8  DEKELIRGEWDSLGENKYPHGYILFSRLFELDPELLNLFHYTTNC-—-GSTODCLSSPEFL €4

ahnliche As identische As 4



Welche Vergleiche mache Sinn?

Schmelz

Dentin (Zahnschmelz)

® 30~ X

Pulpa
Zahnfleisch

-Zement

Pulpahéhle

Knochen

Blutgefa \
Nerv /

Haifischschuppe

—oN=-Cc S




Homologie Homoplasie

* Merkmal ,Schwarz’ * Merkmal ,Schwarz’
von gemeinsamem konvergent aus ,weilden’
Vorlaufer geerbt Vorlaufern entstanden



Welche Vergleiche mache Sinn?

INJH HWHWH IEM=--—-—- NVN VNBNRVEKLE
AN \H HW HWH PAM----- GFD LGPKMEKLD
BN H H W HIWH FDAADRA-IVN NNEBSRVRRYN
NSJHHWHWH TTGPTE--VVN NIJKKVMQPLN
BN H H W HWH FEASDRS-IVA N LPFN

NI|H W HWH IEAPDRS-IVD HMARVIQPFN
STYDPAFFGKV GMNRMIPFH ‘7
AFYDADIFGKI GMORMIPFQ
PTWDASVMSKV TGWRRMIPFH °
STWNPKYFGKK GMHRMLPEN

FWWNDAYG-HH
FWWEDSSG-RH
FWWEDSYG-YH

YLDP.GELQ
HLDP.EELS
WLDP.DELH

P1ePPO MJIEM----- NV N RBEKEHNREEI00] v D 1 SV NMNRVEKLE 61
PmoPPO HHWHWHISHY Py NUEEEE GF DR DISK(EANAAGUIZIO O] T IN04D I WC LGMPKVEKLD 61
BmoPPO1  MAENSSHN]T €T L N:AUBsAT{L VA4S DAADRA - I VNKIBINR S @ali:i0(0] T T EN:94N VNNV CNNIJSRVRRYN 65
DmePPOAL FENIT €V IS RAMIAEILVQEIT TGP TE - - VVNKINIR ENNIN@@UN:|H (0] T L EVAqN VINNF CNNIKKVOPLN 64
DmePPO2  FANNIIT €T L AT V@R A SDR S - IVAKNIAR E)ANNGaUE06] T IN04N A BN FNNMARVLPFN 65
DmePPO3  FANNIIL €V INL BNV T EAPDRS - IVDKNIAR E)ANNGEUEI00] T T V04N A RN H MARVIOPFN 65
EcaHcA ENEBsATNE|V V4SS T Y DPAF F GKV KIINK(EIHN@aUN:I0 0] C EN34D|C IHNMSINGIINRM I PFH 66
EcaHcD SRRV 4EA F Y DA D I FGK I KBISIK(E)amah@@tiz10 o] C EN4D C 188V GIIORMIPFQ 66
EcaHcF NN T VN@EP TV DA S VM S KV KRIIK(E @ aliziO 6] C EN34D C DIEWRSIT GIJRRMIPFH 66

LpoHc?2 HHWHWHIRYY PRERN S NI {DRISGE LF Y YMHOQWMMAR Y pI8E R 1. S GMH.MLPFN 66
PvaHc TIshslV T[IREIME FIJFWWNDAY G- HHL BINK €N IBE W T 5(H O]L T VINEF YLDP.GELQ 65
PirHcC TIERENV LISIME FIJFWWE DS S G- RH L |NNK{EIN S il W VIs|H )L T V394 HLDP.EELS 65
PirHcA INH H TWHMDFPFWWEDSYG—YHLDRgGELFFWVHHQLTARFlFERLS WLDP.DELH 65




twilight zone’

Sequence Name
- N+
[ Consensus MYLSARDKGAY TARWGKYGGKAREYGGEALGRLLYYFPT TOTFFESFGOLSTGSAYMNNPOYKGHGAKYARALSNG Hb b
1 1 1 1 1 1 1
2 Sequences 18 28 38 44 S8 68 70
hbbbow M-LTREEKARY TAFWGKY——KYDEYGGEALGRLLYYYPUTORFFESFGOLSTADAYMNNPKYKAHGKKYLDSFSNG Hb a
HEAbow MYLSARDKGNYKARWGKYGGHAREYGREALERMFLSFPT TKTYFPHF -DLSHGSA-———— OYKGHGAKYARALTKA
Sequence Name l <Pos=1
T H BE =8 EEE s I I EE I s = Hb b
9 Consensus M=—=XLX=——ARAXKAXYXAXKGKY XXX DEYGGEAL GRLXYFPX TXXF XXF XDLSXXD-—AXX00VKXHGX
1 1 1 1 1 1 1
3 Sequences 16 20 30 48 58 6@ 70 Hb a
hbbbow M--—-LT---AREEKARYTAFWGKY--KYDEVGGEALGRLLYYYPUTORFFESFGOLSTAD--AYMNNPKYKAHGK . )
HEAbow M-—--YLS---AADKGNYKARWGKYGGHAREYGAEALERMFLSFPT TKTYFPHF —DLSHGS ——A---—- avkcHGRKE Mucken-Globin
chirohb3 MKFL | LALCFARASALSADO | STYORSFDKYKGDPYG | LYAYFKADPS | MAKF TOFAGKDLES | KGTAPFE | HAN
Sequence Name <Pos=1 .
— B Glutathion-
9 Consensus ML SRASKGNYK GAWGEYGG0RRRY GGERL EDNRL SKEEFPAYKPSTYFGOLOLLEGSGOVLGOGRAYARALAKAYE S _Transferase
2 Sequences 18 28 348 44 oa 68 78
FI1G11-1.2 MYHYKYSYFP | RGA-GE | ARQ | LAYAGODFEDNR | PKEEWPAYKPSTPFGOLPLLEYDGKYLAQSHA | ARYLAROF
HEAbowv—-1 . MYLSARDKGNYKARWGKYGGHAREYGREALERMFLS---FPTTK--TYFPHFDLSHGSAOYKGHGAKYARAL TKAY Hb 3

Die interessantesten Erkenntnisse sind oft dort zu finden,
wo die Alignments schwierig und zweideutig sind



Sequenzen vs. Proteinstruktur

Myoglobin

Trotz grol3er Veranderungen der
Aminosauresequenz kann die 3D-
Struktur konserviert sein!

Glutathion-S-Transferase



Nothing in Biology Makes Sense
Except in the Light of Evolution!

Theodosius Dobzhansky (1900-1975)

10



Alignments reflektieren die

Evolution !!!!
Vorldufersequenz
Sind die zu
/ \\ Mio. Jahre alignierenden
Sequenzen aus einer
gemeinsamen
<85qu A) (spsefi?g) Vorlaufersequenz
. hervorgegangen?

Divergenz

11



Bei Genen: Paralog vs. Ortholog

homologs
A
o e
HHIOIOS paralogs ortholog:
S — \
s N
7~ _ ~N ~
frog 0 chick® mouse(x mouse[3 chick}  frog3
(-chain gene 3-chain gene
\:Agene duplication /
carly globin gene




Homologie, Identitit, Ahnlichkeit

Beim Vergleich zwischen DNA-Sequenzen oder
Proteinsequenzen sprechen wir zunachst immer von

»Sequenzubereinstimmung (identity) oder

»Sequenzahnlichkeit (similarity)

Erst aus diesem Vergleich heraus konnen wir uberlegen,
ob die gefundenen Ubereinstimmungen wirklich homolog
sind!

13



Protein-Sequenzen:
ldentitit & Ahnlichkeit

Scor
Iden

e = 91.3 bits (223), Expect = 4e-18
tities = 59/156 (37%), Positives = 88/156 (55%), Gaps = 14/156 (8%)

Query: 4 MYKKILYPTDFSETAEIALKHVKAFKTLKAEEVILLHVIDEREIKKRDIFSLLLGVAGLN 63

Sbjct:
Query:
Sbjct:
Query:

Sbjct:

+YKKI+ PTD S+ + A KH EV ++V+D S +G+
25 LYKKIVIPTDGSDVSLEAAKHAINIAKEFDAEVYAIYVVD-—-——————— VSPFVGLPA-- 73

64 KSVEEFENELKNKLTEEAKNKMENIKKELEDVGFKVKDIIVVGIPHEEIVKIAEDEGVDI 123
+ E +EL L EE + ++ +KK E+ G K+ ++ G+P EIV+ AE + D+
74 EGSWELISEL---LKEEGQEALKKVKKMAEEWGVKIHTEMLEGVPANEIVEFAEKKKADL 130

124 ITMGSHGKTNLKEILLGSVTENVIKKSNKPVLVVKR 159
I+MG+ GKT L+ ILLGSV E VIK ++ PVLVVK+
131 IVMGTTGKTGLERILLGSVAERVIKNAHCPVLVVKK 166

Bei Proteinsequenz-Alignments unterscheidet man
Sequenzidentitat und Sequenzahnlichkeit
(= Identitat plus iso-funktionelle As)

14



Hydrophobic |

y,

1.29 Dieses Diagramm ist eine recht anschau-
liche Weise, den unterschiedlichen Grad von
Ahnlichkeit zwischen Aminosauren zu verdeutli-
chen. Die 20 natiirlichen Aminosiuren werden
durch ein Set von 10 physiko-chemischen Ei-
genschaften beschrieben und den uberlappen-
den Sektoren zugeordnet. So ist z. B. Lysin (K)
positiv, geladen, polar und hydrophob. Zur Be-
wertung des Konservierungsgrades einer Posi-
tion in einem Alignment wird deren Konservie-
rungsnummer C, berechnet: C, =10 — P, mit P
als der Anzahl der Sektorengrenzen, die tiber-

schritten werden miissen, um alle Aminosauren
dieser Alignmentposition zu erreichen und 10
der Gesamtzahl von Eigenschaften. Ist z. B. eine
Alignmentposition (Sdule) nur von L und R be-
setzt, so mussen fir eine solche Substitution fiinf
Sektorengrenzen uberschritten werden: C, = 10

P =5 (aus Livingstone, Barton, in: Methods
in Enzymology, Vol. 266: Computer Methods for
Macromolecular Sequence Analysis, R. F. Doolittle,
ed., pp. 497-512. Abdruck mit Genehmigung von
Academic Press).

Funktionelle

Ahnlichkeit

von Amino-
sauren

15



Vergleiche ich auf DNA- oder auf
Protein-Ebene?

GCT GAC TCT/
Ala Asp Ser

Evolutionszeit . N

GCG GAT AGC
Ala Asp Ser —

////

DNA mutiert schnell:
Jstille” Mutationen sind ,selektiv
neutral“ und haufen sich an

Aminosauren bleiben lange Zeit
gleich (,konserviert®):
Selektion auf Funktion!



Vergleiche ich auf DNA- oder auf

Protein-Ebene?

GCT GAC TCT
Ala Asp Ser

Evolutionszeit

GCG GAT AGC
Ala Asp Ser

Konsequenz:

* Suche auf DNA-Ebene funktioniert
gut zwischen nahe verwandten Taxa

oder Genen

e Suche auf Aminosaureebene kann
auch noch Ahnlichkeiten von entfernt
verwandten Sequenzen detektieren




Alignment:

Wann DNA? Wann Protein?

Eng verwandte SARS-Varianten Corona-Virus-Gruppen
in der Population aus verschiedenen Spezies

18



Warum ist es nicht einfach, das
,2obeste” Alighment zu konstruieren?

« 2 Sequenzen a 300 Bp
= 1088 mdgliche Alignments!!!

« Computer-Algorithmen erforderlich, die
ohne Ausprobieren aller Moglichkeiten auskommen.

* ,Regelwerk® notwendig, um bestmogliches
Alignment zu erkennen




Warum ist es nicht einfach, das
,oeste” Alighment zu konstruieren?

seqA
seqB

I.

TCAGACGATTG (11)
TCGGAGCTG (9)

TCAG-ACG-ATTG
TC-GGA-GC-T-G

CGATTG
GCTG--

II. m
-

Annahmen uber den Ablauf
der Sequenz-Evolution:

|. Keine mismatches

1. Keine internen Lucken

lll. ,\Von beidem Etwas"

Aber was ist richtig?



(manchmal)

...etwas einfacher geht‘s mit dem

20 As-Alphabet von Proteinen

Finde das

optimale Alignment:

THIS
THIS

THIS
[T
THIS
or
THIS

[T
THIS

IS A
IS A

IS A

[
IS A

IS A

I
IS A

RATHER

LONGER SENTENCE THAN THE NEXT

SHORT SENTENCE

RATHER

I | _—

__SH__

RATHER

LONGER - SENTENCE THAN THE NEXT

=[===[ = [HIH[N][] ==== === ====
-0---R T SENTENCE ---- —---= —-—--

LONGER SENTENCE THAN THE NEXT

—————— LN ==== === ====
—————— SENTENCE ---- ——— ———-

21



Warum ist ein ,richtiges“ Alignment
so problematisch?

 Zwei beliebige Sequenzen lassen sich prinzipiell immer
alignen!

e Es gibt viele mogliche Alignments

 Sequenz-Alignments mussen also in ihrer ,Gute’
bewertet werden, um das ,optimale Alignment’ zu finden

 Haufig wird es mehrere gleich gute Losungen geben

ACGTACGTACGTACGTACGTACGTACGT

| | | | | | |
GATCGATCGATCGATCGATCGATCGATC
ACGTACGTACGTACGTACGTACGTACGT

| | | | | |
GATCGATCGATCGATCGATCGATCGATC  ,,



Wie erstellt man ein moglichst
»,richtiges* Alignment ?

Wir brauchen ,,evolutionare Modelle‘, um die beobachteten
Sequenzveranderungen richtig zu bewerten:

« wie haufig mutiert ein Anach G bzw. nach Cod. T
(Transitionen : Transversionen)?

» wie haufig entstehen In/Dels relativ zu Substitutionen?

« wie haufig wird wahrend der Proteinevolution eine Amino-
saure durch irgendeine andere Aminosaure ersetzt?

23



Was bedeutet es, ein

,Evolutionsmodell* zu haben?

Bov Co-V
SARS
Mur HepV

IS EEE IS S . EETEEE EEEEEE N
W IKXLNESY | NLKEXGTYEXYYKHUPUYYILL | GXAGYAXXYLLFF | COCTGCGXSCFK-——XCoXCCDXYXG-HXEXY | KTSXXHXD
1340 1350 1360 1370 1380 1300 1400 1410 1420

ATKYLNOSY INLKD I GTYEYYVKWPUYYHLL | GFAGVYAMLYLLFF I CCCTGCGTSCFK---KCGGCCDDYTG-HOELY IKTS--HDD
YAKNLNESL | DLOELGKYEQY | KWPWYYHLGF 1AGL 1A TYMYT ILLCCMTSC-CSCLKGACSCGSCCKFDED-DSEPYLKGYKLHYT
YIKKLNESY INLKEYGTYEMYVKWPHYYHLL | GLAGVYAYCYLLFF I CCCTGCGSSCFK——-TCGNCCDEYGGHHDS | VY IHTSSSHED

mrror

Ein ,Evolutionsmodell’ basiert auf empirischen Daten! Zum Beispiel:

Ich weil, die Aminosaure Cystein ist fur die Proteinstruktur auerst wichtig!

» Cysteine kdnnen daher beim Alignment zweier Proteinsequenzen als Ankerpunkte dienen

» Cysteine sind also konserviert wahrend der Evolution von Proteinen!

> ein Alignment mit Ubereinanderstehenden Cysteinen wurde danach mit Pluspunkten

,belohnt’




Ein Alignment ist ......
Es gibt kein ,richtiges™ Alignment, sondern nur.....
Um die Qualitat eines Alignments zu bewerten, brauche ich ....

Um zu verhindern, dass ein unsinniges Alignment gemacht
wird, muss ich verhindern, dass ......

25



...zunachst zur Behandlung
von Lucken!

26



Ein einfacher Score-Wert zur
Bewertung eines Alignments...

S=Y - YW,

S = Similarity-Score
Y = Anzahl an Matches

W, = gap penalty fur gaps der Lange k

Das Setzen einer Lucke wird durch einen negativen Score
(gap penalty) bestraft!

27



Gap-Penalty

Mit Setzen der gap penalty trifit man Annahmen uber die
relative Haufigkeit von indel-Mutationen wahrend der Evolution!

e gap opening penalty

...Kosten fur das Setzen einer Lucke

* gap extension penalty

...Kosten fur die Verlangerung einer Lucke

28



Gap-Penalty

- ,lineare‘ gap penalty:
W = (dg) mitg = gap-Lange
und d = gap opening penalty

> nimmt an, dass gaps umso unwahrscheinlicher sind, je langer sie
erscheinen (macht lange gaps unnoétig ,teuer®)

- ,affine‘ gap penalty:
W

(d+ge) mit e = gap extension
penalty (e <d)

> lange Indels werden weniger bestraft als bei linearer Gap penalty.
Man nimmt dann an, dass z. B. gaps von der Lange 1 oder der Lange
10 nicht drastisch unterschiedlich haufig wahrend der Evol. entstehen

29



Auswirkungen der gap penalty

(a) ALLLQPLLGAQGAPLEPVYPGDNATP-EQMAQ-YAAD-LRRY INMLTRPRYGKRHKEDTLAF

| | IR U | Pena|ty=0

-——-GPS---Q--P---TYPGDDA-PVED L I RFY- -DNLQQYLNVVT-——---— RHRY-—----

(b) ALLLQPLLGAQGAPLE PVYPGDNAT PEQMAQYAADLRRY INMLTRPRYGKRHKEDTLAF

L] B Penalty

———————————— GPSQPTYPGDDA PVEDL I RFYDNLQQYLNVVTRHRY - =~ - - - - - -~ -
w,=1+0.1k

(c) ALLLQPLLGAQGAPLE PVYPGDNAT PEQMAQYAADLRRY INMLTRPRYGKRHKEDTLAF
T I I I O O B IO N R RN
———————————— GPSQPTYPGDDA PVED L I RFYDNLQQYLNVVTRHRY — - — - == — — = ——

Anzeigen der
FIGURE 3.12 The effect of gap penalties on an amino acid alignment. The align- ) ge i de
ment of the human pancreatic hormone precursor and the chicken pancreatic hor- biochemisch ver-

mone are shown. Perfect matches (identities) are indicated by vertical straight
lines. (a) The penalty for gaps is 0. (b) The gap penalty for a gap of size k wandten As macht

nucleotides was set at wk = 1 + 0.1k. (c) The same alignment as in (b), but the simi- deuﬂich, da[s das
larity between the two sequences is enhanced by showing pairs of biochemically : .
similar amino acids (dots). A“gnment (b) Sinn

macht
30



...und jetzt zu den Austauschen!

* in s0g. ,Substitutionsmatrizen” wird die
relative Haufigkeit erfasst, mit der Nukleotide
oder Aminosauren wahrend der Evolution
ausgetauscht werden.

31



Eine einfache ldentitatsmatrix bei
Nukleotidsequenzen...

— QO »

ACGT
1
0 1
0 0 1
0O 0 0 1

» alle Richtungen von
Nt-Austauschen sind
gleich wahrscheinlich

* bei jedem ,match”
beider Sequenzen

gibt es 1 Punkt fur den
Ubereinstimmungs-Score

32



DNA-Alignment-Bewertung

segA TCAGACGATTG (11)
seqB  TCGGAGCTG (9)

I. TCAG-ACG-ATTG . i
TC-GGA-GC-T-G D=7-6(3+1x0.1) =- 11.6

II. TCAGACGATTG D =4—(3+2x0.1) = + 0.8

TCGGAGCTG--
ITTI. TCAG-ACGATTG D=6-2(3+1x0.1) — (3+2x0.1)
TC-GGA--GCTG =-34

Match = +1
Gap-Parameter: _ _
d = 3 (gapopening) Bei hoher gap opening penalty!

. 33
e =0.1 (gap extension)



DNA-Alignment-Bewertung

segA TCAGACGATTG (11)
seqB  TCGGAGCTG (9)

I. TCAG-ACG-ATTG

TC-GGA-GC-T-G ?

II. TCAGACGATTG u
TCGGAGCTG--

ITTI. TCAG-ACGATTG
TC-GGA--GCTG

Match = +1
Gap-Parameter: o _ _
d = 1 (gapopening) Bei niedriger gap opening penalty!

e =0.1 (gap extension)



Substitutions-Matrizen
fur Proteine

« chemisch-funktionelle Ahnlichkeit der As bestimmt
Wahrscheinlichkeit eines Austauschs wahrend der Evolution.
Daher...

« ...sind die ,Kosten” bzw. die ,Belohnung” fur bestimmte
Austausche unterschiedlich hoch!

* Definition der Kosten erfolgt uber Matrizen:

> PAM-Matrizen (Dayhoff 1978)
> BLOSUM-Matrizen (Henikoff & Henikoff 1992)
u. einige mehr



Margaret O. Dayhoff e
1 925_1 983 PRTEIN SEQUENC

36




PAM-Matrizen

o

€

Z

g [c[n].

2 [s] 0] 2

£ T2/ 3

o PI-3[ 106

TIA201 112

 6310-11°5

LN 4 101002

5T D50 0-10 1 2 4"

555-500-100134\\
Q-5-1-100-1 122 4"

o H3-1-10-1-2 21136

2 R-4/0-10-2-30-1-1126 "

@ K-500-1-1-210010 35"

s M52-1-2-1-3-2-3-2-1-2000 6

£8 121 0213222222225

PEL 6323243432233 426

Tovl21 010122222222 4 2 4"

v F4-33-5-4-54-6-5-5-2-4-5012-19"
W Y 0-3-3-5-3-5-2-4-4-4 0-4-4-2-1-1-2710"
g;W—8—2—5—6—6—7—4—7—7—5—32—3—4—5—2—60017J

Y cSTPAGNDEQHRKMI LV FYW

Fig. 5.7 The PAM 250 matrix. For each pair of amino acids (see Table 3.1, p. 41, for key to
the one-letter codes for amino acids) the matrix gives the ratio of the frequency at which
the pair is observed in pairwise comparisons of proteins to that are expected due to chance

alone, expressed as a ‘log odd’. Amino acids that regularly replace each other have a

positive score, amino acids that rarely replace each other have negative scores. Note that
replacements more often occur among chemically related amino acids (indicated on the

left). From Dayhotff (1978: Fig. 84).

« ,Percent Accepted Mutation®

(,accepted during evolution®)

* 1 PAM entspricht 1% As-Aus-
tausch

* positiver Wert = Aminosauren,
die sich haufig in Alignments
gegenuberstehen und somit
funktionell konserviert’ sind

z.B. WW 17
cC-C 12
P-P 6

aber W-V -6 37



Bewertung eines As-Alignments

PTHPLASKTQILPEDLASEDLTI

Sequenz 1

PTHPLAGERAIGLARLAEEDEGM

Sequenz 2

o0
o
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.
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/ T
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el e >
N
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VUnkFaoaduZaoawIaxsS— J>uw>=

Verindert nach Folie von Stefan Wiemann, DKFZ



Erstellung einer PAM -Matrix

. Vergleiche problemlos zu alignierende, nahe verwandte
Proteinseq uenzZen (>1572 Austausche in 71 Sequenzgruppen mit > 85% Sim.)

. Kalkuliere die Austauschwahrscheinlichkeit jeder As
relativ zu ihrer Haufigkeit in den Sequenzen und zur
allgemeinen Mutabilitat der Sequenzen

. Berechne Score-Wert fur As als ,log odds“-Wert, d.h. als
Logarithmus der Wahrscheinlichkeiten:

Pab joint probab.

S(a,b) = log

qaqb Background frequency

. ,L0g odds“-Scores konnen bei der Bewertung des Alignments
anhand der Matrix einfach addiert werden




Erstellung einer PAM -Matrix

* Achtung: PAM 60/80/120/250 -Matrizen wurden durch
Multiplikation der PAM 1 mit sich selbst extrapoliert!

 PAM 250 bedeutet, dass man durch multiple Austausche an
derselben Position durchaus 250% As-Austausche erwarten kann.

Dennoch haben diese entfernt verwandten Sequenzen noch bis
20% As-Ahnlichkeit:

100 |
80
60

40

Prozentuale Identitit

20

0

0 100 200 300 400
40

Evolutionire Distanz



PAM - Matrizen in der Kritik

1. zu kleiner Proteindatensatz bei Dayhofft:
die Original-PAMs basieren auf wenigen Proteinfamilien!
> pbesser: JT T-Matrizen nehmen 1991er-Datenbank

2. Extrapolationsverfahren:
die gebrauchlichen PAM100 oder PAM250 Matrizen sind
bedingt durch die Extrapolation nur Vorhersagen

3. Weitere unzulassige Annahmen:

,#Alle As-Positionen evolvieren unabhangig®; ,Alle

Positionen mutieren mit gleicher Wahrscheinlichkeit®
41



Henikoff & Henikoff 1992

BLOSUM - Matrizen

 Blocks Substitution Matrix

« Scores errechnet nach beobachteten Austauschfrequenzen
in ,Blocken® aus lokalen Alignments auch z.T. entfernt
sequenzverwandter, jedoch klar biochemisch verwandter
Proteine (> 500 versch. Familien!)

- z. B. BLOSUM 62 : Scores abgeleitet von Sequenzen mit
hochstens 62% As-ldentitat

« BLOSUM-Matrizen-Werte sind nicht extrapoliert u. nicht
abhangig von einem evolutionaren Modell.

* besonders geeignet fur Alignment entfernt verwandter
Proteinsequenzen




BLOSUM vs. PAM

BLOSUM 80 BLOSUM 62 BLOSUM 45
PAM 1 PAM 120 PAM 250

Less divergent =

> More divergent

PAM 60 fiir 60% ahnliche Proteine
80 50%
120 40%

Achtung: die meisten Matrizen in Vergleichsprogrammen
haben assoziierte (und oft auch optimierte) Gap penalty-Scores!

Vorsicht bei drastischen Anderungen der gap penalty-Werte

relativ zu den Substitutions-Scores. .



Wir haben also Kriterien (Substitutionsmatrizen,
gap penalties), um Alignments zu bewerten.

Aber wie werden Alignments
uberhaupt erstelit?



Bisher nur ,Regeln” fur Alignment besprochen. Nun endlich...

Alignment-Methoden

* Dot-Matrix-Vergleich (Grafik)

» algorithmischer Vergleich

,dynamic programming”
,word/k-tuple“-Methoden
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Vergleich von DNA per Dot-Plot

Gibbs, Mclintyre 1970

(a) Sequence 1 (b) Sequence 1
ATGOCGTCGTT ATCG)CGTCGTT

>

Sequence 2
A0 0= 0004 »
[ ]
[ ]
Sequence 2

.
4> N =00
)

() (d)

AT G CG C GT T AT GO CG TCG T T
A A
T . o | e T ° o | e
N G [ ] o C [ L]
§ C ° é C .
56 . . 5 G N .
8 C o & C AN
G . . G .
T ° ° ° T ° °
T ) . . J C ° |
Path 1 alignment: DOt p|0t Programm
AT ——GCGT CGTT
ATCCGCGTC— —— i
seganal/interfaces/
Path 2 alignment:
JR dottup.html

*

A TCCG—CGTZC 46



(@)

Sequence
OHP P AA00AA" 9 000»0» 00N0AHA
° ol e oo |efe L4

Dot-Plot mit ,sliding window"

Problem:
Diagonale ist versteckt

Sequence 1

TCAACTGAGTTCTGTITTTAATG
(] o oo L]

LOosung:
,sliding window“als Filter
3 nt window size, 2/3 mussen passen

(b) Sequence 1
TCAACTGAGTTCTGTTTAATG

Seq
O4>» >S4 40034999000>0>00N0H
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Dot-Plot mit ,sliding window"

Je kleiner das Fenster, desto grof3er die Auswirkung
zufalliger Matches.

Grolde Fenster sind nicht gut geeignet fur Entdeckung
kurzer Matches.

Stringenz bestimmt sichtbares Ergebnis in hohem
Malde.

48



» Wi

100 = $E

200

s

300 A g
2

400

500

600

800

. Windo

ndow: lu

EEA

123

AN
X

b O L

e

Dot-Plot zeigt
Repetitionen

* LDL-Rezeptorgen mit sich selbst
verglichen

» kurze Diagonalen abseits
der Hauptdiagonalen zeigen
repetitive Sequenzregionen an!

 bei Erhohung der Stringenz auf
15/23 verschwinden die
zusatzlichenDiagonalen:

> die Repetitionen sind nur bis zu
einem gewissen Grad ahnlich 4



Dot-Plot zeigt Protein-Domanen

PLAT _ Katalyse

.

F12 e Katalyse — }

1.37 Die menschlichen Proteine PLAT (T-Plas- F1-Domine bis N-Terminus) mussen die zusdtz-
minogen Activator) und F12 (Coagulationsfaktor lichen lokalen Alignments 2 (verdoppelte K-Do-

X11) benutzen die gleichen ‘Bausteine’ in unter- mdne in PLAT) und 3 (verdoppelte E-Domadne in
schiedlicher Anzahl und Reihenfolge. Neben F12) erkannt werden, um die Domanenstruktur
dem optimalen lokalen Alignment (Bereich beider Proteine zu verstehen (s.a. Abb. 1.36).

Coagulation Factor XII (F12)
200 300

8

ol
I
F1

[
8
slaag

Dot-Plots ermoglichen
Entdeckung repetitiver
Domanen in Proteinen

Tissue Plasminogen Activator (PLAT)
g
wlaag

]
wod R

4.~ . X

a «

o
w4




Dotplot zeigt syntane Genombereiche

—TMXO3. .- NMIO3
",

| ]
T TS

M N "
o 1= 7
0 ] ¢

S _

e

l
I
LL=TOOmMOT

ohb i b A Mensch-Maus-
e Gl s e A b iber ca. 150 kb
1 ) ~ CEGR1. . .- .. C11-ORF1, . ESTc11-ORF2.

CRAE RN 1 I I UL — ) N EmE
I — T T

50 100 150 kb
Human 51



Warum ist ein ,,richtiges”
Alignment so problematisch?

« 2 x 300 Bp = 1088 mdgliche Alignments!!!

» Computer-Algorithmen erforderlich, die
ohne ausfuhrliche Suche auskommen.
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Alignment-Algorithmen:
Globales vs. Lokales Alignment

* globales Alignment: z. B. Needleman-Wunsch
Nachteil: sehr aufwendig und langsam, aber komplettes
alignment bis zu den Enden

ATTGTCCATGCAGCCTGAA
TATCGGGATGC--CTTATT

* lokales Alignment: z. B. Smith-Waterman
schnell, aber nur die lokal passenden Teile werden alignt,
Lucken v. a. an den Enden sind nicht dargestellt
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Needleman-Wunsch (N-W) 1970

* GLOBALES ALIGNMENT!

* Bei Erstellung des Alignments werden zunachst kleine
Problem-Schritte gelost. Dann wird aus den Teillosungen
das Gesamtalignment rekonstruiert

» Algorithmus: ,dynamic programming*

R

» Speicherbedart: m X n

Bsp: Seq 1 (1kb) x Seq 2 (10kb) > 10 Mb Speicher

54



Vorgehensweise von NW

A B C D A B C D
A \{ 0 0 0 ABCD A ‘t 0 0 0
5 ABCD S -
B 0 Q\ 0 0 . B 0 K 0 0
addiert auf dem
¢ 0 0 & 0_ Weg durch c 0 0 V 0
D 0 0 0 Nl die Matrix D 0 o 0\\1
(2)
A C D E A C D E
A 30| 0o A cpg A o ol o
B BT TR ABCD B I
0 \? 0|0 . 0 0|0
C i\ addiert auf dem c 5\
0 0 0 0
¢ \ g Weg durch A
Blad e \-—o die Matrix B 4| & k—e

Einfachster Fall:

Zwei identische Sequenzen
gegeneinander...

Etwas schwieriger...



Vorgehensweise von NW

» wie beim Dotplot wird zunachst eine zweidimensionale Matrix
mit den beiden zu vergleichenden Sequenzen erstellt

* in alle Zellen der Matrix wird der Alignment-Score fur die jeweils
verglichenen Sequenzpositionen hineingeschrieben. Die Berechnung
des Score-Werts erfolgt naturlich anhand einer Substitutionsmatrize.

 das Alignment ergibt sich als Pfad durch die Matrix (,Traceback” vom
End-Feld hin zum Start-Feld).

* Der Pfad mit der hochsten Endsumme reprasentiert das Alignment...

(1)

A B C D A B C D
A 0 [ 0 [ 0 ABCD A 0 0 0

‘{\ —T—T1 7 &BCD L4 e}
B 0 1| 0 0 . B 0\ 0 0

addiert auf dem | T
¢ ° 0 ! : ’ L Weg durch c 0 0 %_0 [ 56
D 0 0 ‘ 0 1 die Matrix D 0
‘ ‘ LO I 0 N1




Needleman-Wunsch

« auch die Moglichkeit eines gaps muss bei Weg durch die Matrix

berucksichtigt werden: > Verlassen der Diagonalen
Seq 1

Gap in

Match Seq 1

\ !
Seq 2
Gapin _
Seq 2
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Needleman-Wunsch

Substitutions- H E A G W Gap penalty -8
Matrix: P -2 -1 -1 -2 -4
vl mhiz B Up=ad sequenz X ~HEAGAWGHEE
W -3 -3 -3 -3 15
H10 0 -2 -2 -3 Sequenz ¥ PAWHEAE
E 0 6 -1 -3 -3

H E A G A W G H E E
@4—-8 = =16 & -24 & -32 ¢ 40 ¢ =48 & -56 &~ -6§ ¢« -72 ¢« -BO
T

?

m » W X = >»
-
N

Aus:
Rauhut, Bioinformatik



3 Moglichkeiten!
Welche hat hochsten Score?

H
p S=0+(=-2

H -
Y p S=-8+d=-16

— H §=_84+d=-16
P_ 59



Und so geht's
weiter....

Aus:
Rauhut, Bioinformatik

i->

H E A

-8 -16 - -24
; Y X %

P -8 -2 -9 &« -170
v LA UK R\ ¥
A -16 =10\ -3
4
W -24
-8-d=-16
-8-d=-16

0+s (P, H)=0-2=§2

eingetragenes F(1,1) also -2
und traceback zu F(0,0)

~2-a-gm %,

- s -=~H
16-d=-24 |--B

-8+s (H,A) =-8-2=510 -HI

PA

eindgelragenes F(1,2) also -10
und traceback zu F(1,1) und F(0,1)

~24-d=-32 | TEA
-9-a=gij |HEA

-16+s (A, P)=-16-1=ll [HE»

eingetragenes F(3,1) also -17
und traceback zu F(2,1) und F(2,0)

-16-d=-24

HE-
e 3
-2-@=-10 |HE
p_
-8+s (E,P)=-8-1=8] He

eingetragenes F(2,1) also -9
und traceback zu F(1,0)

s HE-
-9-a=-17 |ME: )
2 -] H-E ~HE
10-d=-18 PA- ‘bzw, PA-

-2+s(E,A)=-2-1=88 |HE

eingetragenes F(2,2) also -3
und traceback zu F(1,1)

134 Entwicklung der Matrixfelder F(i=1,j=1) bis F(3,1) und F(1,2) bis F(2,2). Grau unterlegt
sind die optimalen Matrixwerte. Der nachfolgende Kasten zeigt das jeweils zugehérige Alignment.
* |n diesem Falle zwei Moglichkeiten, da das Feld F(1,2) zwei optimale Alignments besitzt.




Needle

man-Wunsch

H E A G A W G H E E
@4 Sp-16+ -24+ -32+ -40 =+ 48+ -56+ -64= -72 < -80
®w % ) ~ ~
s 2o .3 ™ ~17p-25% -33 < -4le -49+ -57 < -65= -73
L B N 3 w
Al-16 -10 -3 -dqu-124p-20< -28< -36+ -44+ -52 < -60
4 $ } o~ w %
Wwl-24 -18 -11 -6 -7+ -15 -5qp-13< -21< -29<-37
[ N S N tow
H|-32 -14 -18 -13 -8 =9 =13 =7 =3 -11+-19
4 t o~ w ¢~ w b~ w »
E | -40 -22 -8« -16 -16 -9 -12 -15 -7 3e -5
¢ 4 t ~ L ) ¢ b~
& | 48 =30 =16  afesll 11 =12 =13 =18 8 2
Y | U ) ~ . %
E|-56 -38 -24 -11 -6 -12 -14 -15 -12 -9 (:)

HEAGAWGHE-E
--P-AW-HEAE

1.33 Die fettgedruckten traceback-Pfeile der

vervollstandigten Matrix zeigen zwei Wege, um  malen globalen Alignments, die beide ein gleich-

vom Endfeld mit dem score +1 zum Anfangsfeld
mit dem score 0 zuruckzufinden. Diese beiden

Aus:
Rauhut, Bioinformatik

HEAGAWGHE-E
-PA--W-HEAE

Wege entsprechen den beiden gezeigten opti-

wertiges Gesamt-score von +1 besitzen.

Trace-Back
der Pfeile
zeigt den
Weg des
optimalen
Alignments
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Aber...

 das globale N-W Alignment funktioniert nur gut
bei relativ nahe verwandten Sequenzen!!!

* das globale Alignment findet nicht...

...homologe Domanen, wenn diese an unter-
schiedlichen Stellen in den Sequenzen liegen

...kleinere konservierte Bereiche in ansonsten
divergenten Sequenzen
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Global vs. Lokal

Globales Alignment

Seql——

Seq 2 —

homologe Doméinen

Seq 1
Seq 2

Lokales Alignment

Seq 1
Seq 2

S
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Global vs. Lokal

1 AGGATTGGAATGCTCAGAAGCAGCTAAAGCGTGTATGCAGGATTGGAATTAAAGAGGAGGTAGACCG. ... 67

FEErrrrrrrrret | L1 1 Lol
1 AGGATTGGAATGCTAGGCTTGATTGCCTACCTGTAGCCACATCAGAAGCACTAAAGCGTCAGCGAGACCG 70

14 TCAGAAGCAGCTAAAGCGT

FEEEEEEEE rrrrrrrnd
42 TCAGAAGCA.CTAAAGCGT

1 AGGATTGGAATGCT

FEEEEEErrrrnd
1 AGGATTGGAATGCT

39 AGGATTGGAAT

FEEEEErrrr
1 AGGATTGGAAT

62 AGACCG

FEEET
66 AGACCG
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Smith-Waterman (S -W) 1981

» finde den langsten gemeinsamen Bereich zweier Sequenzen
mit der grof3ten Ahnlichkeit

* liefert nur EIN lokales Alignment (das mit hochstem Score)!!!

* Berechnung ahnlich wie bei N-W, aber...

....wenn alle 3 Alignmentmoglichkeiten an einer
Position negative Scores haben, wird Score-Wert
auf 0 gesetzt

> Pfade starten und enden innerhalb der Matrix
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Smith-Waterman

H E A G A W G H E E

0o 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

P 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

w
A 0 0 0 5 o‘ 5‘ 0 0 0 0 0
%
W 0 0 0 0 2 0 20412 = 4 0 0
. tw W

H 0 10 = 2 0 0 0 12 1’8 22+ 14 =+ 6
t ¢ % N

E 0 2 16 -« 8 0 0 4 10 18 ‘ 20
- ~ “ t AN

A 0 0 8 2le 13 - 5 0 & 10 . 20 27
~ t ~ LU N N

E 0 0 6 13 18 12 - 4 0 4 16 26

Somit ergibt sich das folgende optimale lokale Alignment

AWGHE
AW-HE

1.35 Die Berechnung der Matrix erfolgt ge-

nauso wie in Abb. 1.33 und 1.34. Sind aber die
drei Méglichkeiten kleiner als Null, so wird der
Matrixwert 0 eingetragen. Das lokale Alignment

Aus:
Rauhut, Bioinformatik

mit einem score von 28

beginnt nun an der Matrixposition mit dem
héchsten score (hier —28) und endet wenn ein
Nullfeld erreicht wird. Die traceback-Pfeile dieses
Alignments sind fettgedruckt.
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Zusammenfassung

* N-W maximiert matches und minimiert gap-Anzahl
> optimales Alignment mit hochstem Score

* N-W nur tauglich fur relative ahnliche Sequenzen ohne
Anderungen in ihrer Domanen-Architektur

* N-W- Programme:

GAP iIn GCG-Programmpaket

N ee d I e http://mobyle pasteur.fr/cgi-bin/portal .py 7#forms::needle
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Zusammenfassung

* S-W maximiert matches durch EinfUhrung von gaps
> ein optimales lokales Alignment

« S-W sehr sensitiv fur Domanensuche
« S-W liefert immmer Ergebnis! Anwender muss beurteilen!
« S-W- Programme:

BESTFIT in GCG-Programmpaket

WATER http://mobyle.pasteur.fr/cgi-bin/portal .py
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A. GAP (Needleman-Wunsch algorithm) G C G
|
Percent Smilanty: 44.651 Percent Identity: 36.279
1 MSTKKKPL TQEQL EDARRL KAlYEKKKNELGLSOESVADKMGMGQSGVGA 50 P
o N I B gL rogramme
0 R QUMGER . . . .| RARRKK . LK | RQAALGKMVGVSNVA | SQ 37

51 LF NGINALNAYNAALII.ATI ILKVISVEEFSPSIAREIYEMlYEAvsmPSLFS 100

38 WERSE TEPNGENLLALSKA LQCSPDYLLKGDLSQTNVAYHS . . . RHEPRG 84 GAP ( Iobal)
101 EYEYPVFSHVQAGMFSPEL RTFTKGDAERWVST TKKASDSAFWLEVEGNS 150 g

85 . SYPL | SWVSAGOWMEAY EPYHKRA | ENWHDTTVDCSEDSFWLDVQGDS 132

151 MTAPTGSKPSFPDGML

IL
R - I || | |
L

133 MTAPAG. .LSIP

\I/ DPEQAVEPGDFCIARLGGD . EFTFKKL | no's 199

I | oocl:] e | 1]
S V DPEVEPRNGKLVVAKLEGENEAT FKKLVMDA 180
200 (I;QVI IQIITT(I)ITIII pcrlqe s|csvvlc;s<|v | ASQWPEETFG 237
LNPQYPMI E INGNCK | | GVVVDAKLAN. . LP 216

181 GRKFLKP QY

B. BESTFIT (Smnth-Waterman algonthm)
Percent Similarity: 58.871 Percent Identity: 48.387

104 YPVFSHVQAGMFSPELRTFTTGDAER\?NS'{IKKASDSAFWLEVEGNSMTA 153 BESTFIT
asvpL|IWVSA(;QMAEAVEPVHKRA|Iuwnorrvocseost ovoGDIMIA 135 (|Oka|)

154 TI?SKPSFTDGTL I *Y?TEOAVEP?DFC | l'\RII_G?D : ?F KL I RII)S?OV 202

FK
I 1]
TFKKLVMDAGRK 183

136 PAG. .LSIPEGMI I LVDPEVEPRNGKLVVAKLEGENEA

oM | PCNESCSVVGKV I AS 229

MIE INGNCKI IGVVVDA 210

203 FLQPLNPQ
SRRNS
184 FLKPLNPQ

<—=
1::—1:
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* Proteine enthalten oft wiederholte Domanen!

Die Programme LALIGN (fasta.bioch.virginia.edu/fasta_www/lalign.htm )
und SIM y konnen mehrere lokale
Alignments in absteigender Qualitat anzeigen!

* Die Programme FASTA und BLASTZ2 (eigentlich fur Datenbank-
Suchen gemacht; kein dyn. Program.-Algorithmus) konnen
auch lokale Alignments machen.

http://www.ncbi.nIm.nih.gov/blast/bl2seq/bl2.html
http://fasta.bioch.virginia.edu/
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GLOBAL

1 AGGATTGGAATGCTCAGAAGCAGCTAAAGCGTGTATGCAGGATTGGAATTAAAGAGGAGGTAGACCG. ..

1 AGGATTGGAATGCTAGGCTTGATTGCCTACCTGTAGCCACATCAGAAGCACTAAAGCGTCAGCGAGACCG

Algorithm: Bestfit (Smith & Waterman)

identifiziert Region mit bester lokaler

Ahnlichkeit

14 TCAGAAGCAGCTAAAGCGT

FEEEEEErE rrrrrrrnd
42 TCAGAAGCA.CTAAAGCGT

LOKAL -

39

62

66

TCAGAAGCAGCTAAAGCGT

FEEEEEErE rrrrrrrnd
TCAGAAGCA.CTAAAGCGT

AGGATTGGAATGCT

NERRREN R R RN
AGGATTGGAATGCT

AGGATTGGAAT
FEETEEEEET

AGGATTGGAAT

AGACCG
NERRN

AGACCG

identifiert alle Regionen mit lokaler
Ahnlichkeit

Algorithmus: SIM (Huang & Miller)
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