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Heute, in der 2. Vorlesung beschäftigen wir uns mit dem Alignment von 2 
Proteinsequenzen.
Als ein “Alignment” bezeichnet man die relative Position der zweiten Sequenz
bzgl. der ersten Sequenz.
Evtl. ist die erste Sequenz nach vorne etwas verlängert (z.B. um 10 Positionen) 
und das beste Alignment für die zweite Sequenz beginnt erst bei der Position 11.
Die beiden Sequenzen müssen ausserdem nicht über die gesamte Länge parallel 
zueinander laufen. Eine kann zwischendurch Insertionen haben, was z.B. einem
verlängerten Loop auf der Proteinoberfläche entsprechen könnte.
Wir erwarten daher von einem Alignment-Algorithmus, dass wir mit damit ein
optimales oder ein sehr gutes Alignment erzeugen können.
Wir stellen heute 2 verschiedene Algorithmen vor, zum einen die sogenannte
dynamische Programmierung, zum anderen den BLAST-Algorithmus.
Ausserdem benötigen wir eine Kostenfunktion bzw. Bewertungsfunktion, mit der 
wir die Güte verschiedener Alignments bewerten können. 
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Wenn man eine (neue) Proteinsequenz oder Nukleotidsequenz vorliegen hat, ist
einer der ersten Schritte die Suche nach ähnlichen Sequenzen in einer der 
grossen Datenbank mit bekannten Sequenzen.
Es könnte sogar sein, dass man die identische Sequenz in der Datenbank findet, 
da schon früher einmal jemand dasselbe Protein sequenziert hat.
Andernfalls kann man ähnliche Sequenzen finden, die vermutlich auch
funktionelle oder andere Annotationen besitzen. Man kann so auch die 
Zugehörigkeit zu Proteinfamilien ableiten.
Falls die neue Sequenz Ähnlichkeiten zu Sequenzen in anderen Spezies aufweist, 
können dies homologe Sequenzen zur Eingabesequenz sein, d.h. von einem
gemeinsamen Vorläufer abstammen.
Wenn die Funktion der ähnlichen bzw. homologen Sequenzen bekannt ist, kann
man diese vermutlich (in einem gewissen Rahmen) auf die Eingabesequenz
übertragen.

Es ist übrigens stets vorteilhaft, Proteinsequenzen miteinander zu vergleichen
anstelle von Nukleotidsequenzen, da das Aminosäurealphabet 20 Buchstaben
enthält und der DNA-Code nur 4 Buchstaben. Deshalb sind Vergleiche von 
Proteinsequenzen viel sensitiver.



3

Wir behandeln zuerst die Bewertungsfunktion für Alignments.
Dazu verwendet man sogenannte Austauschmatrizen für Aminosäuren. So eine 
Matrix enthält die „Kosten“, die für den Austausch einer bestimmten 
Aminosäure gegen eine andere Aminosäure anfallen. Wir nehmen zunächst 
einmal eine Situation an, bei der wir zwei homologe Sequenzen miteinander 
alignieren möchten, die von einem gemeinsamen Vorläufer abstammen. Die 
beiden Sequenzen unterscheiden sich mittlerweile in mehreren Positionen, an 
denen während der Evolution Mutationen auftraten.
Um die Kosten für einen dieser Austausche X-> Y abzuschätzen, betrachtet man 
die Häufigkeit, mit der solche Mutationen von Aminosäure X nach Aminosäure 
Y in allen Paaren von verwandten Sequenzen auftreten. 
Eine der ersten, die solche Statistiken aufstellte, war Margaret Dayhoff (1925-
1983). Sie erwarb einen Doktortitel in Quantenchemie und wurde später 
Professorin an der Georgetown University. Auf Wikipedia steht „Seit 1955 
konnte sie mit einem Computersystem arbeiten und entwickelte Programme, 
welche die Aminosäuresequenzen homologer Proteine verschiedener Spezies 
verglichen und damit die Grundlage der Sequenzalignierung schufen. Seit 1965 
erschien der „Atlas of Protein Sequence and Structure“, ein Sammelwerk aller 
bis dahin bekannten Proteinsequenzen. Die Daten wurden ab 1984 in die Protein 
Information Resource (PIR)-Datenbank übernommen, die 2002 in die UniProt-
Datenbank mündete. Ab 1966 entwickelte Margaret Dayhoff das PAM-Modell, 
das die Wahrscheinlichkeit einer Veränderung einer Proteinsequenz zu 
bestimmen versucht.“
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Hier betrachten wir zwei Beispiele, um die auf der vorigen Folie vorgestellte 
Formel zu verstehen. Dort setzte man die Anzahl an beobachteten Austauschen 
ins Verhältnis zur Häufigkeit beider Aminosäuren. Bei einer gleichmäßigen 
Verteilung aller 20 Aminosäuren, hätte jede Aminosäure eine Häufigkeit von 
1/20-tel. Wenn eine Aminosäure stattdessen eine Häufigkeit von 1/10-tel hat, 
also jede 10. Position diese Aminosäure enthält, dann ist sie zweifach 
angereichert.
Im ersten Beispiel ist dies z.B. für Leucin der Fall (dies ist nur ein Beispiel, die 
tatsächliche Häufigkeit von Leucin ist ein anderer Wert). Im Gegensatz dazu 
nehmen wir an, dass Methionin sehr selten ist und nur eine Häufigkeit von 1/100 
hat. Wenn wir nun eine große Anzahl an zufälligen paarweisen 
Sequenzalignments betrachten, sollten an jeder 1000-ten Position Leucin und 
Methionin als Paarung auftreten (also mit einer Häufigkeit von 1/1000-tel). Dies 
ist die erwartete Häufigkeit. Falls man in den natürlich auftretenden Sequenzen 
nun an jeder 500-ten Position ein Leu/Met-Paar findet (also mit einer Häufigkeit 
von 1/500), dann ist die Paarung Leu/Met 2-fach angereichert. Zur Basis 2 ist das 
dann eine Bewertung von +1. Dies wäre vermutlich der Fall, wenn Leu und Met 
physikochemisch ähnlich zueinander wären, also häufig ineinander ausgetauscht 
würden (was nicht unbedingt der Fall ist). Wir wissen normalerweise nicht, in 
welche Richtung die Mutation aufgetreten ist, also von Leu nach Met, oder von 
Met nach Leu. Daher bewerten wir beide Austauschrichtungen mit derselben 
Häufigkeit.
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Diese Statistik stellt man für alle möglichen 400 Paare zwischen den 20 natürlich 
auftretenden Aminosäuren auf.
Also auch für den Austausch einer Aminosäure gegen sich selbst. Dies ist die 
Häufigkeit, dass Aminosäuren in paarweisen Alignments konserviert sind. Diese
Zahlen liegen dann auf der Diagonalen der Matrix.
Da wir im Allgemeinen nicht bewerten können, in welche Richtung der 
Austausch erfolgte (siehe vorige Folie), werden die Matrizen als symmetrisch
angenommen.
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Die Häufigkeit von AS-Austauschen wird durch 2 Prinzipien bestimmt.
Zum einen ist wichtig, wie kompliziert der Austausch ist. Die Änderung findet ja 
tatsächlich auf Ebene der genomischen Sequenz statt (DNA).
Jede AS wird durch ein Basentriplett (Codon) kodiert. Manche AS unterscheiden
sich nur durch eine Base, üblicherweise die letzte, z.B. Phe und Leu. 
Andere AS unterscheiden sich in allen 3 Positionen voneinander. Natürlich kann
eine Zufallsmutation den ersten Austausch leichter erzeugen als den zweiten.

Auf der anderen Seite ist wichtig, welche Austausche durch die Selektion in der 
Natur toleriert werden, d.h. ob der Austausch die Proteinfunktion beeinträchtigt
(dann hätte diese Spezies mit dieser Mutante eine geringere Fitness) oder nicht.
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Dies ist die sogenannte PAM250 Matrix für AS-Austausche, die auf Margaret 
Dayhoff zurückgeht. Mit der Bedeutung des Kürzels 250 beschäftigen wir uns
später.
- Auf der x-Achse und der y-Achse sind jeweils die 20 AS im 1-Buchstaben-
Code aufgelistet. Die AS sind in Blöcke mit ähnlichen Eigenschaften
zusammengefasst. F, Y und W sind die 3 aromatischen AS, M, I, L und V 
hydrophobe AS und so weiter.
- Da die Matrix als symmetrisch angenommen wird, ist nur eine Hälfte gezeigt
(Dreiecksmatrix)
- Die Diagonale enthält die Häufigkeiten dafür, dass eine AS in Alignments 
konserviert ist. Die höchsten Werte haben Trp(W) und Cys(C) mit 17 und 12. 
Alanin (A) hat mit 2 eine sehr niedrige Bewertung. 
- Die Diagonale gehört zum Block der Austausche gegen ähnliche AS. Diese
Werte sind fast alle nicht-negativ (außer für Gly -> Pro), treten also häufiger auf, 
als zufällig erwartet.   
Werte in den anderen Blöcken sind zumeist nicht-positiv, so dass diese
Austausche weniger oft auftauchen als zufällig erwartet. Zum Beispiel ist
Trp(W) die größte AS. Man kann sie kaum gegen eine andere AS austauschen, 
ohne entweder ein “Loch” im Protein zu erzeugen (wenn Trp im Proteininneren
liegt) oder die Oberflächeneigenschaften deutlich zu verändern (wenn Trp an der 
Oberfläche liegt). Interessanterweise sind Austausche von negativen gegen
positive AS nicht streng “verboten”. Geladene AS liegen oft entweder im aktiven
Zentrum von Proteinen oder an der Proteinoberfläche. Im aktiven Zentrum wäre



solch ein Austausch vermutlich fatal. Das Enzym wäre dann defect. An der Oberfläche
werden solche Austausche aber oft toleriert, da die AS dort einfach die Löslichkeit des 
Proteins in Wasser bestimmt. Fatal wäre der Austausch wiederum, falls die Position an 
einer Bindungsschnittstelle für DNA oder andere Proteine liegt.
Wichtig: dies ist lediglich eine gemittelte Statistik, die die jeweilige Position einer
Aminosäure im Protein nicht berücksichtigen kann.
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Proteine unterscheiden sich natürlich im Allgemeinen nicht nur an einer Position. 
Wir müssen daher auch die Häufigkeit berechnen können, mit der an mehreren 
Positionen bestimmte Mutationen (Austausche) stattfinden.
Hierbei können wir davon profitieren, dass die Werte in der Austauschmatrix im 
Allgemeinen logarithmierte Häufigkeiten sind.
Die UND-Verknüpfung für das gemeinsame Auftreten mehrerer Positionen löst 
sich dann in eine Addition der einzelnen Bewertungen auf.
Dabei nehmen wir an, dass aufeinanderfolgende Positionen unabhängig 
voneinander sind (in der Praxis hängen sie natürlich etwas voneinander ab).
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Die von Margaret Dayhoff entwickelten Dayhoff-Matrizen bzw. PAM-Matrizen
sind vermutlich das am weitesten verbreitete Bewertungsschema. 
Hier ist ein Link auf ein PDF, das die Original-Publikation von 1978 enthält:
https://chagall.med.cornell.edu/BioinfoCourse/PDFs/Lecture2/Dayhoff1978.pdf
Es gibt 400 / 2 = 200 Paare von Aminosäuren. Der Datensatz, den Dayhoff
damals zur Verfügung hatte, enthielt 1572 Mutationen, also etwa 8 Datenpunkte
pro Aminosäurepaar. Daraus eine vernünftige Statistik zu erhalten, ist wirklich
bemerkenswert. Die PAM250-Matrix auf Folie 7 entspricht der Version in der 
damaligen Publikation. Neuere Versionen weichen nur geringfügig davon ab.

Dayhoff et al. untersuchten Alignments eng verwandter Sequenzen, so dass es
unwahrscheinlich ist, dass sich die Häufigkeit einer bestimmten Mutation (z.B. A 
-> D) als Resultat einer Reihe von aufeinanderfolgenden Mutationen (z.B. A -> x 
-> y -> D) ergibt. Da nur wenige Proteinfamilien betrachtet wurden (72), enthält
die Matrix der “accepted point mutations” viele Einträge mit 0 oder 1. 
Ein evolutionärer Abstand von 1 PAM bedeutet, dass im Mittel 1 von 100 
Positionen in einer Sequenz mutiert ist. Als Faustregel kann man verwenden, 
PAM 1 = 1 Millionen Jahre.
Allerdings gibt es keinen allgemeinen Zusammenhang zwischen PAM-Abstand 
und Evolutionszeit, da verschiedene Proteinfamilien mit unterschiedlichen Raten 
mutieren.
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Diese Folie erklärt, wie die Einträge in der PAM-Matrix aus der Anzahl der 
beobachteten Mutationsereignisse A -> B berechnet werden.
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Für den Vergleich zweier Sequenzen sollte man eine Bewertungsmatrix 
verwenden, deren tatsächlicher evolutionärer Abstand (Grad an 
Sequenzähnlichkeit) dem zwischen den beiden Sequenzen entspricht.
z.B. bedeutet PAM250 etwa 250 Mutationen pro 100 Positionen bzw. 2,5 
Mutationen pro Residue. Effektiv sind jedoch noch etwa 20% der beiden 
Sequenzen identisch. Wie kann das sein?
PAM2 erhält man als Matrixprodukt von PAM1 mit sich selbst. In analoger 
Weise erhält man weiter entfernte PAM-Versionen. Der Hintergrund ist, dass 
man die Matrix als Übergangswahrscheinlichkeiten in einem Markov-Prozess 
interpretieren kann. 250 Mutationen pro 100 Positionen enthält man dann eben 
durch 250-fache Ausführung von einzelnen Mutationen, deren Häufigkeit durch 
die PAM1-Matrix beschrieben werden.
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Die Dayhoffschen PAM-Matrizen stammen gewissermassen aus der Vorzeit der 
Sequenzanalyse.
1992, als von Jorja und Steven Henikoff die BLOSUM-Matrizen entwickelt 
wurden, existierten etwa 2000 Blöcke von Proteinfamilien (siehe folgende 
Folien).
Dies ist die Originalpublikation:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC50453/pdf/pnas01096-0363.pdf
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Keine Kommentare.
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Bei einem Level von 2000 PAM sind laut Schwartz und Dayhoff alle
Unterschiede zwischen verschiedenen Aminosäurepaaren “glatt gebügelt”. 
Lediglich das Matrixelement für Cys/Cys ist 10% größer als zufällig erwartet. 
Bei einem Abstand von 250 PAM bleiben im Mittel 20% der Aminosäuren
unverändert. Allerdings ist die Mutabilität der Aminosäuren sehr unterschiedlich. 
48% der Tryptophane, 41% der Cysteine und 20% der Histidin-Residuen wären
noch unverändert, jedoch nur etwa 7% der Serine.

Bei den Blosum-Matrizen gelten hohe Werte für Sequenzen, die sich wenig
voneinander entscheiden, bei den PAM-Matrizen gelten niedrige Werte für sehr
ähnliche Sequenzen.
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Sequenzalignments enthalten oft auch Lücken (Gaps), die man ebenfalls 
bewerten muss. Generell sind Lücken ungünstig. Es ist evolutionär einfacher, 
eine Aminosäure gegen eine andere austauschen, als eine einzufügen bzw. zu 
entfernen.
Ein kurioser Fall wäre jedoch, wenn in einer Region mehrfach sehr kurze Gaps 
(z.B. 1-2 AS) auftreten würden, die jedoch nicht direkt hintereinander liegen. 
Intuitiv würde man annehmen, dass alle kurzen Lücken in einer benachbarten 
Region am besten direkt hintereinander liegen sollten. Im Innern von Proteinen 
sind Gaps nämlich eher selten. Am ehesten treten Insertionen/Deletionen in 
Regionen (Loops) auf der Proteinoberfläche auf. Man bewertet daher im “affinen 
Modell” den Einbau von Gaps mit einem relativ hohen Kostenterm. Diesen Gap 
dann aber zu verlängern, “kostet” deutlich weniger als der Einbau eines weiteren 
Gaps (das Unterbrechen des Alignments).
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Hier vergleichen wir das Alignment von zwei kurzen Sequenzen mit einem 
linearen Gap-Bestrafungsterm (oben) und mit einem affinen Bestrafungsmodell. 
Im unteren Modell erhalten wir nur 2 Gaps, im oberen 4 Gaps (drei in der 
unteren Sequenzen, einen in der oberen Sequenz).
Das affine Modell scheint daher sinnvoller.

Diese Folie markiert das Ende des ersten Teils von Vorlesung #2. Im zweiten Teil 
beschäftigen wir uns mit 2 Algorithmen, mit denen man tatsächliche Alignments 
konstruieren kann.
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Zunächst besprechen wir einen Algorithmus, der dynamische Programmierung
verwendet.
Dynamische Programmierung bezeichnet eine bestimmte Herangehensweise 
an ein Optimierungsproblem. DP-Algorithmen bestimmen die Lösung eines 
Problems durch Aufteilung des Problems in Teilprobleme und systematische 
Speicherung von Zwischenresultaten. Dieser spezielle Algorithmus ist nach den 
beiden Entwicklern, Saul B. Needleman und Christian D. Wunsch, benannt und 
wurde 1970 publiziert.
Das Ziel ist, eine (mathematisch) optimale Abbildung zweier Sequenzen 
aufeinander zu finden.
Optimal bezieht sich auf eine bestimmte Bewertungsfunktion (Austauschmatrix 
für Aminosäuren plus Gap-Modell), die wir verwenden.
Wir tragen die beiden Sequenzen auf den Spalten und Reihen einer 
zweidimensionalen Matrix auf.
Links oben ist der Beginn beider Sequenzen, rechts unten deren Ende.
Eine Abbildung (alignment) beider Sequenzen aufeinander entspricht nun einem 
mehr oder weniger direkten Pfad von links oben nach rechts unten.
Wenn wir den Pfad entlang der Diagonalen verlängern, bilden wir die nächst 
folgenden Aminosäuren aufeinander ab.
Wenn der Pfad nach unten bzw. waagerecht zeigt, bauen wir in eine der beiden 
Sequenzen einen Gap ein.
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In unserem Modellproblem möchten wir die beiden Worte COELACANTH und 
PELICAN miteinander alignieren.
Wir verwenden eine einfache Bewertungsfunktion, nach der eine 
Übereinstimmung (match) mit +1, eine Abweichung (mismatch) mit -1 und ein 
Gap mit -1 bewertet wird.
Im ersten Schritt des Algorithmus füllen wir die erste Zeile der Matrix und die 
erste Spalte mit von Null absteigenden ganzzahligen Werten auf. Diese 
„Randbedingungen“ erzeugen die Bewertung eventueller Gaps im Alignment.
Bei der Einfügung eines Gaps in dem Wort PELICAN nimmt das Alignment
einen waagrechten Pfad. Wenn man z.B. unten rechts beginnt, würde H auf N 
abgebildet. Das passt nicht.
Stattdessen könnten wir in der senkrechten Sequenz am Schluss zwei Gaps 
einfügen, bis dann CAN auf CAN abgebildet wird.



19

Im zweiten Schritt des Needleman-Wunsch-Algorithmus füllen wir die restlichen 
Werte der Matrix auf.
Nach dem DP-Prinzip ist die Konstruktion jedes innenliegenden Matrixelements 
ein Teilproblem, dessen Lösung nur von seinen unmittelbaren Nachbarn, und 
zwar nur den 3 Nachbarzellen oben, links und diagonal links-oben abhängt.
Falls der beste Alignmentpfad nach links zeigen würde, wäre die Einfügung 
eines Gaps in der senkrechten Sequenz die beste Lösung.
Falls der beste Alignmentpfad nach oben zeigen würde, wäre die Einfügung 
eines Gaps in der waagrechten Sequenz die beste Lösung.
Ansonsten zeigt der beste Alignmentpfad nach schräg links oben – das 
Alignment wird also ohne Gap fortgesetzt.
Was ist nun die beste Lösung?
Dazu berechnen wir die drei rot, grün und blau gefärbten Kostenterme. Diese 
entsprechen den Werten der drei Nachbarzellen, wobei entweder Gapkosten
(links und oben) hinzukommen, bzw. die Bewertung von match/mismatch der 
beiden Buchstaben, die aufeinander abgebildet werden.
In jedem Kästchen/Matrixelement wird ein Pointer gesetzt, der in Richtung der 
besten Lösung zeigt. 
Alle Felder der Matrix werden nun reihenweise von links nach rechts und von 
oben nach unten aufgefüllt. Die Komplexität des Algorithmus ist daher n (Länge 
Sequenz 1) mal m (Länge Sequenz 2).
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Der dritte Schritt des Algorithmus, das Traceback, ist ganz einfach. Damit wird 
nun das beste Alignment aus den Matrixfelder konstruiert.
Man beginnt rechts unten und folgt den Pfeilen, bis der Algorithmus oben links 
ankommt. 
Dadurch dass alle theoretisch möglichen Alignments betrachtet werden (jeder 
mögliche Pfad entspricht einem anderen Alignment), erhält man garantiert die 
optimale Lösung.
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Der Smith-Waterman-Algorithmus (Temple Smith und Michael S. Waterman 
1981) ist eine Variante des Needleman-Wunsch-Algorithmus, die lokale 
Alignments erzeugt.
Um die Studierenden nicht zu verwirren, werden wir uns in dieser Vorlesung auf 
den Needleman-Wunsch-Algorithmus konzentrieren und die feinen Unterschiede 
nicht behandeln (-> Smith-Waterman ist nicht klausurrelevant).
In unserem Beispiel ist die Ausgabe dann das Alignment ELCAN/ELICAN.
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Der zweite Algorithmus, den wir zur Berechnung von paarweise Alignments
diskutieren, trägt den Namen BLAST. Die Originalpublikation ist:
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/2231712/
Diese Publikation von 1990 wurde in der Zwischenzeit über 96000 mal zitiert 
und zählt damit zu den 10-15 am häufigsten zitierten wissenschaftlichen 
Publikationen überhaupt. 
Das Hauptmerkmal von BLAST ist seine überlegene Geschwindigkeit. Das 
Problem von dynamischer Programmierung ist nämlich die quadratische 
Komplexität m x n.
Das ist kein Problem, wenn man nur 2 Sequenzen alignieren möchte. Es wird 
jedoch ein sehr großes Problem, wenn man überprüfen möchte, welche 
Sequenzen in einer großen Sequenzdatenbank (am besten: alle bekannten 
Sequenzen) am ähnlichsten zu einer Eingabesequenz sind. Genau dies ist ja die 
Hauptanwendung von Sequenzalignments.



Bei der DP hatte sich bewährt, das Problem in kleine Teilprobleme zu zerlegen.
BLAST verwendet zunächst dieselbe Idee. Es zerschnipselt die Eingabesequenz 
in kurze Worte (z.B. der Länge 3).
Der nächste Schritt unterscheidet sich von DP. Bereits jetzt berücksichtigt 
BLAST nämlich „ähnliche“ Worte derselben Länge.
Was ähnlich ist, wird mit einer Austauschmatrix bestimmt. 
Für die Abbildung von PQG auf die identische Sequenz PQG ergibt die 
BLOSUM-Matrix: 7 (P/P) + 5 (Q/Q) + 6 (G/G) = 18
Das ähnlichste 3-Wort ist PEG: 7 (P/P) + 2 (E/Q) + 6 (G/G) = 15 usw.
BLAST berücksichtigt alle ähnlichen 3-Worte bis zu einer gewissen unteren 
Schranke. 
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Wo findet man nun die 3-Worte in den Sequenzen der großen Datenbank? Im 
Prinzip könnte man alle Sequenzen nun danach durchsuchen. Das würde jedoch 
lange dauern.
Der entscheidende Trick von BLAST, was ihm den Geschwindigkeitsvorteil 
bringt, ist eine Vor-Indizierung der Positionen aller 3-Worte in der Datenbank.
Sonst müssten diese ja bei jedem Alignment immer wieder neu berechnet 
werden. Stattdessen wird einmal ein großer Gesamtindex angelegt. Danach ist 
das Auffinden der Treffer quasi schon erledigt.
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Man kann sich das Alignment nun wieder genauso wie beim Needleman-
Wunsch-Algorithmus als einen Pfad in der Matrix vorstellen, die von beiden 
Sequenzen aufgespannt wird.
Im Endeffekt erwartet man für das Alignment einen ununterbrochenen Pfad von 
rechts unten nach links oben.
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Als Ergebnis der 3-Wort-Suche von BLAST erhalten wir alle gezeigten
“Treffer”. Jeder Punkt steht für ähnliche 3-Worte in den beiden Sequenzen.
Wenn wir dieses Bild mit dem auf der vorigen Folie vergleichen, können wir
bereits erahnen, wo der optimale Alignment-Pfad liegen mag.
Er wird mehrere aufeinanderfolgende Treffer miteinander verbinden. Etliche
Treffer rechts oben oder links unten werden nicht auf dem Pfad liegen. Treffer
zwischen 3-Worten sind nämlich recht häufig und können auch zufällig
auftreten.
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Im nächsten Schritt verbindet BLAST benachbarte Treffer zu Wort-Clustern. 
Isolierte Wort-Treffer werden später nicht mehr betrachtet.



Im letzten Schritt versucht der BLAST-Algorithmus nun, diese Wort-Cluster 
maximal in beide Richtungen zu verlängern. Dabei können auch Gaps eingefügt 
werden. 
Man erhält als Ergebnis entweder ein Alignment über die gesamte Länge der 
beiden Sequenzen oder ein lokales Alignment der Abschnitte, die am besten 
passen.
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Hier ist gezeigt, dass durch Auswahl einer unterschiedlichen Bewertungsmatrix 
leicht unterschiedliche 3-Worte berücksichtigt werden.
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BLAST kann nun bequem in einen Webbrowser verwendet werden, z.B. über
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?ALIGNMENTS=50&ALIGNMENT_VI
EW=Pairwise&AUTO_FORMAT=Semiauto&CLIENT=web&DATABASE=nr
&DESCRIPTIONS=100&ENTREZ_QUERY=(none)&EXPECT=20000&FOR
MAT_BLOCK_ON_RESPAGE=None&FORMAT_ENTREZ_QUERY=(none)&
FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_TYPE=HTML&GAPCOSTS=9+1
&I_THRESH=0.005&LAYOUT=TwoWindows&MATRIX_NAME=PAM30&N
CBI_GI=on&PAGE=Proteins&PROGRAM=blastp&QUERY=LSMDNNRNLD
LDSII&SERVICE=plain&SET_DEFAULTS.x=14&SET_DEFAULTS.y=5&SH
OW_LINKOUT=on&SHOW_OVERVIEW=on&WORD_SIZE=2&END_OF_H
TTPGET=Yes
Sie werden BLAST in der Übung selbst ausprobieren. Die Frage, die wir
beantworten möchten, lautet: welche Sequenzen in der Datenbank (oder
Fragmente davon) sind am ähnlichsten zu meiner Eingabesequenz? Die Suche
sollte schnell beendet sein und möglichst empfindlich sein. Leider sind dies 
jedoch gegensätzliche Anforderungen.
Etwa 25-30% aller Proteine enthalten Regionen “geringer Komplexität”, in 
denen entweder eine einzige oder ein paar Aminosäuren häufig wiederholt
werden. Die Funktion dieser Regionen ist meist nicht verstanden. Manche dieser
Sequenzmotive, z.B. GGGGG, PPPPP, TTTPTT, GGGGSGG und KKKKK 
werden mittlerweile mit der Tendenz zur Entfaltung bzw. Unordnung in 
Verbindung gebracht. Solche Regionen aufeinander abzubilden wäre für uns 
wenig hilfreich. Man verwendet daher Filter um solche Regionen im Alignment-



Schritt auszublenden. BLAST ersetzt solche Buchstaben durch X und ignoriert sie im 
Anschluss.
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Dies ist die erste Seite der üblichen Ausgabe. Heutzutage ist die nr-Datenbank 
natürlich viel größer als hier gezeigt.
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Dies sind die besten Treffer der Ausgabe. Meist ist die erste Sequenz sogar 
identisch mit der Eingabesequenz, sofern diese (als bekannte Sequenz) bereits in 
der Datenbank enthalten war.
Der letzte Wert gibt den E-value für die Wahrscheinlichkeit, dass ein Treffer 
dieser Bewertung (score in der vorletzten Spalte) oder mit einer besseren 
Bewertung in einer Datenbank dieser Größe zufällig zustande kommen kann.
Man sieht, dass alle dieser Treffer sehr signifikant sind und ähnlich gute 
Bewertungen haben. Die Proteinnamen aller Treffer sind eng verwandt. EC steht 
für die Enzyme Classification Number.
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Das ist das Ende der Ergebnisliste. Die Namen der Treffer sind (zumeist) sehr 
verschieden von „Chymotrypsinogen Precursor“.
Es gibt ein „Chymotrypsin“, das ist aber als Fragment gekennzeichnet, also 
vermutlich sehr kurz.
Die Bewertungen sind nun viel niedriger als vorher und der E-Value in der 
letzten Spalte nähert sich Eins.
Wir schauen uns auf der nächsten Folie an, wie der E-Value definiert ist.
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Der E-Value spielt bei BLAST-Alignments eine ähnliche Rolle wie der bekannte 
statistische p-Wert. In der Tat ergibt sich der E-Value aus dem p-Wert 
multipliziert mit der Anzahl der Sequenzen in der Datenbank.
Der p-Wert ist die Wahrscheinlichkeit, dass man zwischen dem HSP in der 
Eingabesequenz und einer zufällig ausgewählten Sequenz ein Alignment mit 
mindestens genauso guter Bewertung erhält, wie den mit BLAST gefundenen 
Treffer. Wenn man aber eine Datenbank mit einer hohen Anzahl an Sequenzen 
hat, steigt die W‘keit für einen Zufallstreffer proportional (linear) mit der Größe 
der Datenbank an. Ebenso hängt der E-Value linear von der Länge der 
Eingabesequenz ab. Wenn diese doppelt so lange ist, ist die Chance auf einen 
Zufallstreffer doppelt so hoch wie zuvor.
Der Term exp(- lambda x Bewertung durch Austauschmatrix) bildet den Kern 
der Karlin-Altschul-Statistik. Dahinter steckt die Annahme einer Poisson-
Verteilung. Mehr Details dazu bei:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/tutorial/Altschul-1.html
und in
https://www.pnas.org/content/pnas/87/6/2264.full.pdf
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Der E-Wert (E) gibt – wie erwähnt – die Anzahl an zufälligen Treffern an, die in 
einer Datenbank dieser Größe mit mindestens genauso guter Bewertung
“erwartet” werden. Der E-Wert sinkt exponentiell mit der Bewertung (S) für das 
Alignment der beiden Sequenzen ab. Gewissermaßen bezeichnet der E-Wert das 
zufällige Hintergrundrauschen für Treffer zwischen Sequenzen.
Ein E-Wert von 1 bedeutet, dass man in einer Datenbank dieser Größe einen
genauso guten Zufallstreffer erwarten kann. Solch ein Ergebnis ist dann natürlich
nicht bedeutsam. Das ist, als ob man ein Experiment durchführt, und hinterher
die Korrektheit der Ausgangshypothese nur mit 50:50 bewerten kann.
BLAST verwendet für den E-Wert 10 als Default! Diesen Wert sollte man in 
den meisten Anwendungen deutlich tiefer setzen.
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Als oberste Schranke für den E-Wert verwenden wir normalerweise 10-4. Treffer 
oberhalb dieser Grenze schauen wir uns nicht an. In diesem Bereich gibt es 
andere, besser geeignete Tools wie z.B. PSI-BLAST, das wir auf Folie 44 kurz 
behandeln werden.
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Es gibt verschiedene Varianten des BLAST-Programms für unterschiedliche 
Zwecke. Es ist immer vorteilhaft, Proteinsequenzen miteinander zu vergleichen.



Dieser beste Treffer von Folie 32 ist ein Beispiel für einen sehr guten Treffer. 
„Query“ ist die Eingabesequenz. „Subject“ ist der Treffer. Zwischen beiden 
Sequenzen sind die Buchstaben aufgelistet, wenn beide Sequenzen an dieser 
Stelle denselben Buchstaben enthalten. Ein „+“ bedeutet, dass die beiden 
Aminosäuren ähnlichen Charakter haben, also z.B. die Paarung von Isoleucin
und Leucin an Position 4.
Translatierte Proteinsequenzen starten normalerweise mit „M“ = Methionin. 
In diesem Fall stimmen die beiden Sequenzen in 83% aller Positionen überein. 
Inklusive der ähnlichen Positionen sind es sogar 95%. In 263 Positionen gibt es 
nur 2 Lücken (gaps). Die beiden Sequenzen sind vermutlich ortholog.
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Dieser Treffer hat einen E-Wert von 10-22, ist also immer noch ein sehr 
signifikanter Treffer.
Nur 31% der Positionen sind identisch, 46% positiv und es gibt 10 Gaps.
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Dies sind zwei Beispiele vom Ende der Treffer-Liste. Da die Sequenzen sehr 
kurz sind, ist die Chance klein, eine sehr hohe Bewertung zu erzielen. Beachten 
Sie, dass der Anteil an identischen und positiven Positionen höher ist als bei dem 
signifikanten Treffer auf der vorherigen Folie! Allerdings sind diese Sequenzen 
einfach zu kurz. Diese Treffer haben keine biologische Bedeutung.
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Dies sind ein paar praktische Tips für den Einsatz von BLAST. Der Begriff 
„twilight zone“ wird in der nächsten Vorlesung V3 erklärt.
Komplexitätsfilter unterdrücken Regionen geringer Komplexität, siehe 
Kommentarfeld auf Folie 30.
Repeatregionen sind häufig in genomischer DNA und kommen zum Teil 
Millionen-fach im Genom vor. Solche „Treffer“ sind nicht hilfreich. Wir 
behandeln das Thema Repeats kurz in Vorlesung V4.
Bei langen Sequenzen kann es vorteilhaft sein, die Sequenzen zu unterteilen um 
die Laufzeit einzugrenzen.
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Dies ist ein Überblick, wie man die Funktion einer unbekannten Eingabesequenz 
durch Bioinformatik-Tools entschlüsseln kann.
Bemerkenswerterweise steht gleich am Anfang eine BLAST-Suche. Dies ist also 
der wichtigste Schritt. Deshalb ist BLAST auch so erfolgreich.
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In diesem Beispiel untersuchten dieselben Autoren wie auf der vorherigen Folie, 
welchen Grad an Sequenzidentität Enzyme aufweisen, die zu derselben 
Hierarchieebene der Enzyme Classification gehörten.
EC steht für Enzyme Classification, siehe https://www.qmul.ac.uk/sbcs/iubmb/
2 Enzyme mit denselben 4 EC-Ziffern haben im Allgemeinen mehr als 60% 
Sequenzidentität. 
Mit diesem Beispiel bekommt man etwas ein Gefühl dafür, wieviel Maß man an 
Übereinstimmung man gewöhnlich erwarten kann.
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Entfernt verwandte Sequenzen entdeckt man am besten durch Motivsuchen oder 
Profilsuchen.
Auf Folie 7 (PAM250-Matrix) haben wir das Problem erwähnt, dass die Statistik 
über die Austausche zwischen Aminosäuren üblicherweise nicht berücksichtigt, 
wo im Protein die entsprechenden Aminosäuren liegen. Natürlich würde es aber 
eine große Rolle spielen, ob die Positionen auf der Oberfläche, im Inneren des 
Proteins, oder in seinem aktiven Zentrum liegen. Dieses Problem führte zur 
Entwicklung von PSI-BLAST. Die Idee ist hier, dass für jede Position der 
Eingabesequenz eine eigene Austauschmatrix konstruiert wird. Man benötigt 
dazu keine Kenntnisse über die Proteinstruktur, sondern erzeugt die Matrix „aus 
den Daten“, d.h. aus der Statistik nah verwandter Sequenzen. Die in der Natur 
auftretenden Mutationen berücksichtigen natürlich die Eigenheiten der 
Positionen. Mutationen, die eine kritische Funktion des Proteins beschädigen, 
führen meist zum Aussterben des mutierten Organismus, und werden daher nicht 
beobachtet. 
Aus den mit BLAST identifizierten Treffern wird ein Sequenzprofil erstellt 
(eine Matrix mit der Dimension Länge der Sequenz x 20 Aminosäuren + Gaps). 
Dieses Sequenzprofil enthält für jede Position die beobachtete Häufigkeit aller 
20 Aminosäuren an dieser Position. In weiteren Iterationen wird nun jeweils das 
Sequenzprofil aus der früheren Iteration verwendet um weitere Treffer zu finden.
PSI-BLAST ist insbesondere geeignet um entfernt verwandte Sequenzen zu 
finden. Der Grund dafür ist, dass die positionsspezifische Bewertung sensitiver 
ist als eine über alle Positionen gemittelte Bewertung. 



In dieser Vorlesung haben wir zunächst das Bewertungsschema (PAM / Blosum-
Matrizen) für Sequenzvergleiche kennengelernt. 
Im Anschluss wurden 2 Sorten von Alignment-Algorithmen vorgestellt. Das 
Verständnis dieser Methoden ist eine wichtige Voraussetzungen dafür, dass man 
die Qualität der mit diesen Tools erzielten Ergebnisse zuverlässig einschätzen 
kann.
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