
Erkennung von Protein-kodierenden 
Genen/Genstruktur 

• Prokaryonten: Konsekutiv (keine Introns-
Exons), Suche nach langen ORFs, Operons, 
Codon-Präferenzen 

• Eurkaryonten: Intron-Exon Struktur 

Using slides and figures by Rodger Staden, Ron Shamir, Jones & Pevzner, and Haixu Tang. Thanks! 



 
aatgcatgcggctatgctaatgcatgcggctatgctaagctgggatccgatgacaatgcatgcggctatgc
taatgcatgcggctatgcaagctgggatccgatgactatgctaagctgggatccgatgacaatgcatgcg
gctatgctaatgaatggtcttgggatttaccttggaatgctaagctgggatccgatgacaatgcatgcggct
atgctaatgaatggtcttgggatttaccttggaatatgctaatgcatgcggctatgctaagctgggatccga
tgacaatgcatgcggctatgctaatgcatgcggctatgcaagctgggatccgatgactatgctaagctgcg
gctatgctaatgcatgcggctatgctaagctgggatccgatgacaatgcatgcggctatgctaatgcatgc
ggctatgcaagctgggatcctgcggctatgctaatgaatggtcttgggatttaccttggaatgctaagctg
ggatccgatgacaatgcatgcggctatgctaatgaatggtcttgggatttaccttggaatatgctaatgcat
gcggctatgctaagctgggaatgcatgcggctatgctaagctgggatccgatgacaatgcatgcggctat
gctaatgcatgcggctatgcaagctgggatccgatgactatgctaagctgcggctatgctaatgcatgcgg
ctatgctaagctcatgcggctatgctaagctgggaatgcatgcggctatgctaagctgggatccgatgaca
atgcatgcggctatgctaatgcatgcggctatgcaagctgggatccgatgactatgctaagctgcggctat
gctaatgcatgcggctatgctaagctcggctatgctaatgaatggtcttgggatttaccttggaatgctaag
ctgggatccgatgacaatgcatgcggctatgctaatgaatggtcttgggatttaccttggaatatgctaatg
catgcggctatgctaagctgggaatgcatgcggctatgctaagctgggatccgatgacaatgcatgcggc
tatgctaatgcatgcggctatgcaagctgggatccgatgactatgctaagctgcggctatgctaatgcatg
cggctatgctaagctcatgcgg 

 



 
aatgcatgcggctatgctaatgcatgcggctatgctaagctgggatccgatgacaatgcatgcggctatgc
taatgcatgcggctatgcaagctgggatccgatgactatgctaagctgggatccgatgacaatgcatgcg
gctatgctaatgaatggtcttgggatttaccttggaatgctaagctgggatccgatgacaatgcatgcggct
atgctaatgaatggtcttgggatttaccttggaatatgctaatgcatgcggctatgctaagctgggatccga
tgacaatgcatgcggctatgctaatgcatgcggctatgcaagctgggatccgatgactatgctaagctgcg
gctatgctaatgcatgcggctatgctaagctgggatccgatgacaatgcatgcggctatgctaatgcatgc
ggctatgcaagctgggatcctgcggctatgctaatgaatggtcttgggatttaccttggaatgctaagctg
ggatccgatgacaatgcatgcggctatgctaatgaatggtcttgggatttaccttggaatatgctaatgcat
gcggctatgctaagctgggaatgcatgcggctatgctaagctgggatccgatgacaatgcatgcggctat
gctaatgcatgcggctatgcaagctgggatccgatgactatgctaagctgcggctatgctaatgcatgcgg
ctatgctaagctcatgcggctatgctaagctgggaatgcatgcggctatgctaagctgggatccgatgaca
atgcatgcggctatgctaatgcatgcggctatgcaagctgggatccgatgactatgctaagctgcggctat
gctaatgcatgcggctatgctaagctcggctatgctaatgaatggtcttgggatttaccttggaatgctaag
ctgggatccgatgacaatgcatgcggctatgctaatgaatggtcttgggatttaccttggaatatgctaatg
catgcggctatgctaagctgggaatgcatgcggctatgctaagctgggatccgatgacaatgcatgcggc
tatgctaatgcatgcggctatgcaagctgggatccgatgactatgctaagctgcggctatgctaatgcatg
cggctatgctaagctcatgcgg 

 





Six Frames in a DNA Sequence 

• stop codons – TAA, TAG, TGA 
• start codons - ATG 

GACGTCTGCTTTGGAGAACTACATCAACCGGACTGTGGCTGTTATTACTTCTGATGGCAGAATGATTGTG 

CTGCAGACGAAACCTCTTGATGTAGTTGGCCTGACACCGACAATAATGAAGACTACCGTCTTACTAACAC 

GACGTCTGCTTTGGAGAACTACATCAACCGGACTGTGGCTGTTATTACTTCTGATGGCAGAATGATTGTG 
GACGTCTGCTTTGGAGAACTACATCAACCGGACTGTGGCTGTTATTACTTCTGATGGCAGAATGATTGTG 
GACGTCTGCTTTGGAGAACTACATCAACCGGACTGTGGCTGTTATTACTTCTGATGGCAGAATGATTGTG 

CTGCAGACGAAACCTCTTGATGTAGTTGGCCTGACACCGACAATAATGAAGACTACCGTCTTACTAACAC 
CTGCAGACGAAACCTCTTGATGTAGTTGGCCTGACACCGACAATAATGAAGACTACCGTCTTACTAACAC 
CTGCAGACGAAACCTCTTGATGTAGTTGGCCTGACACCGACAATAATGAAGACTACCGTCTTACTAACAC 



Gene Prediction and Motifs  
• Upstream regions of genes often contain 

motifs that can be used for gene prediction 
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Ribosomal binding site 

Transcription start site 



















(http://www-lmmb.ncifcrf.gov/~toms/sequencelogo.html) 

Donor: 7.9 bits 
Acceptor: 9.4 bits 
(Stephens & Schneider, 1996) 

Donor and Acceptor Sites: Motif Logos 



Codon Usage in Human Genome 
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Coding Profile of ß-globin gene 



Gene finding using codon frequency 

Consider sequence x1 x2 x3 x4 x5 x6 x7 x8 x9…. 
 where xi is a nucleotide 
 
 let p1 = p x1 x2 x3 p x4 x5 x6…. 
      p2 = p x2 x3 x4 p x5 x6 x7…. 
          p3 = p x3 x4 x5 p x6 x7 x8…. 
 
 then probability that ith reading frame is the coding frame is: 
 
       pi 
 p1 + p2 + p3 
 

 
slide a window along the sequence and 
 compute Pi  

Pi = 



Inhomogeneous Markov chain: learning 

X1 X2 X3 X4 X5 X6 X7 

a a b b c c 



Inhomogeneous Markov chain: prediction 

X1 X2 X3 X4 X5 X6 X7 

a a b b c c 
Reading 
frame 1 

a a b b c c 
Reading 
frame 2 

a a b b c c 
Reading 
frame 3 



Gene finding using inhomogeneous Markov 
chain 

Consider sequence x1 x2 x3 x4 x5 x6 x7 x8 x9…. 
 where xi is a nucleotide 
 
 let p1 = ax1x2bx2x3cx3x4ax4x5bx5x6cx6x7…. 
      p2 = bx1x2cx2x3ax3x4bx4x5cx5x6ax6x7…. 
      p3 = cx1x2ax2x3bx3x4cx4x5ax5x6bx6x7…. 
 
then probability that ith reading frame is the coding frame is: 
 
       pi 
 p1 + p2 + p3 
 

 
M. Bodorovsky, Genemark (commonly used 
gene finder for bacterial genomes) 

Pi = 









Eukaryontische Genvorhersage 

See: 
Gene finding: putting the parts together 
Anders Krogh 

















Sequenzierung 



Sanger sequencing 

• DNA is fragmented 
• Cloned to a plasmid 

vector 
• Cyclic sequencing 

reaction 
• Separation by 

electrophoresis 
• Readout with 

fluorescent tags 



Kurze Geschichte 

• Sequenzierung (klonierter) genomischer 
Abschnitte 

• Sequenzierung von cDNA 
• Sequenzierung kompletter Genome 

– Hefe (S. cervisiae), Wurm (C. elegans), Fliege 
(Drosophila melanogaster), Maus, Mensch, … 

• EST Sequenzierung: EST = expressed sequence 
tag, Sequenzierung von Bruchstücken der 
mRNAs 

 



Shotgun sequencing & Assembly 

• Sequence reads ca 500-800 Basen lang 
• Große DNA Stücke, z.B. BACs, Bacterial artifical 

chromosome. Länge 100-300 kb. 
• Zerlegen und klonieren: Clone. Insert einige 1000 

bp. Von einer oder von beiden Seiten 
ansequenzieren. 
 
 

• Wikipedia: „Shotgun sequencing“, „DNA 
sequencing theory“ 
 



Read quality 

• Fehler am Ende eines reads (-> „clipping“) 
• Schlechte Auflösung von Homopolymer-runs 

http://seqcore.brcf.med.umich.edu/doc/dnaseq/interpret.html 



GeneNest visualization 
(http://GeneNest.molgen.mpg.de) 

related tissue 

mRNA 

consensus sequence related contigs 

ESTs 

protein 
homologies 
(SYSTERS) 



SpliceNest 
(http://SpliceNest.molgen.mpg.de) 

putative exons 

genomic sequence 

aligned GeneNest 
consensus 

alternative exon 





Next Generation Sequencing 

• Illumina, ABI 454, Solid (Roche) 
• Read length: ~100nt, possibly paired end 
• 100 million reads in one experiment 
 

 



Cyclic-array methods 

• DNA is fragmented 
• Adaptors ligated to 

fragments 
• Several possible protocols 

yield array of PCR colonies. 
• Enyzmatic extension with 

fluorescently tagged 
nucleotides. 

• Cyclic readout by imaging 
the array. 
 



Bridge PCR 

• DNA fragments are flanked with adaptors. 
• A flat surface coated with two types of primers, corresponding 

to the adaptors. 
• Amplification proceeds in cycles, with one end of each bridge 

tethered to the surface. 
• Used by Solexa/Illumina. 



Emulsion PCR 

• Fragments, with adaptors, are PCR amplified within a 
water drop in oil. 

• One primer is attached to the surface of a bead.  
• Used by 454, Polonator and SOLiD. 



Resultierende Daten 
2008-heute 

• Anfangs ca 30bp lange reads 
• 30bp paired-end reads 
• Dann 70-100bp 
• Heute: 100bp, paired end, 70+Mio reads in 

einem Experiment (=1 flow cell, Illumina), 
Dauer mehrere Tage 

• Mehr Fehler als bei Sanger Sequenzierung – 
kompensiert durch höhere Abdeckung 



Resultierende Verarbeitungsprobleme 
2008-heute 

• Ca 30bp ---- Assembly fast unmöglich, stattdessen 
mapping auf bekanntes Genom 

• 30bp paired end reads --- Assembly immer noch 
schwierig, paired ends machen mapping besser 

• 70-100bp 
• Heute: 100bp, paired end, 70Mio reads in einem 

Experiment (=1 flow cell, Illumina), mehrere Tage 
---- Assembly schwer, aber möglich. Mapping mit 
mismatches, Repeats zum Teil auflösbar. 



Read length and pairing 

• Short reads are problematic, because short 
sequences do not map uniquely to the genome. 

• Solution #1: Get longer reads. 
• Solution #2: Get paired reads. 

ACTTAAGGCTGACTAGC TCGTACCGATATGCTG 



Mapping Software 

• BLAST zu langsam (Vorverarbeitung der query) 
• Hashing: k-mer index for seeds. 
• Suffix trees, suffix arrays: Vorverarbeitung des 

Textes. Speicherbedarf ist ein Mehrfaches des 
Genoms. 
– Suffix tree: 10-20fach; suffix array: 8fach  
– Beispiel: Humangenom 3 GB, Suffix tree mehr als 

30GB, suffix array 24GB. 
– Wieviel RAM hat Ihr Computer?  



Reminder: Secondary Storage Data 
Structures 

• Data structure resides on disk 
• B-trees (1972), string B-tree (1996) 
• Suffix arrays were designed to reside on disk 

(not any more) 
 

• Secondary Storage Data Structures sind nicht 
schnell genug für read mapping! 
Datenstruktur muss in RAM passen. 



Software 
• Erste Generation: eland (hashing), vmatch, … 
• SOAP, MAQ (hashing) 
• Bowtie, SOAP2, BWA … Burrows-Wheeler transform 

 
• Bowtie uses as little as 1.3GB of RAM for the index of 

the human genome (according to the authors, see 
Table 5) 

• See: “Ultrafast and memory-efficient alignment of 
short DNA sequences to the human genome, by Ben 
Langmead, Cole Trapnell, Mihai Pop and Steven L 
Salzberg. Genome Biology 2009 



Burrows-Wheeler transform & FM index 

• BW Transform is a string (of equal length to the 
text).  
– BWT can be transformed back into the text 
– BWT can be compressed efficiently 

• FM Index: Allows counting and searching of 
strings in the BWT. By Ferragina and Manzini 
(2000), but FM stands for „Full text index in 
Minute space“ 

• See Intro be Ben Langmead: „Introduction to the 
Burrows-Wheeler Transform and FM Index”, 
bwt_fm.pdf 



TopHat: discovering splice junctions with RNA-Seq. 
Trapnell C1, Pachter L, Salzberg SL. 
 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Trapnell%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19289445
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Pachter%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19289445
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Salzberg%20SL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19289445




Splice junctions 

( ~ 2,8 x 106 artificial junctions) 

Align unmatched 
reads to artificial 
junctions 

Sultan et al. (2008) A Global View of Gene Activity and Alternative Splicing by Deep Sequencing of the Human Transcriptome. Science, 321(5891):956-960 



Quantifizierung und Sampling 

• Angenommen, es sind ca 1/3 aller Gene in 
einer Zelle exprimiert. Manche häufig (viele 
mRNA Moleküle), andere gering (wenige 
mRNA Moleküle) 

• ESTs: ca 100K reads aus einer cDNA Bibliothek 
• RNA-seq: 100 Mio reads 



Detecting alternative splicing events 



FMR1 
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