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Einleitung 

● Datenformate:  

● Sequenzen: FASTA, FASTQ 

● Alignment: SAM/BAM 

 

● Metadaten eines Sequenzierungsexperimentes 

am Beispiel Sequence Read Archive (SRA) 



Nukleotidsequenzen 

FASTA Format 

 

A  Adenine 

C  Cytosine 

G  Guanine 

T (or U) Thymine (or Uracil) 

 

R  A or G 

Y  C or T 

S  G or C 

W  A or T 

K  G or T 

M  A or C 

B  C or G or T 

D  A or G or T 

H  A or C or T 

V  A or C or G 

N  any base 

. or -  gap 

>sequence_name_1 

ACGTACGT 

ACGTACGT 

>sequence_name_2 

ACGTACGT 

ACGTACGT 

 

IUPAC 
nucleotide  

code 
Base 



Readformat: 

  

 @EAS54_6_R1_2_1_413_324 

 CCCTTCTTGTCTTCAGCGTTTCTCC 

 + 

 ;;3;;;;;;;;;;;;7;;;;;;;8! 

 

Qualitätswerte:  

 

0-40 Stufen:     −10 log10( Pr{Die Base ist falsch} )  

 

 

 

 

FASTQ 

26 0 



Alignmentformat SAM 

Positionen 12345678901234  5678901234567890123456789012345 

Referenz AGCATGTTAGATAA--GATAGCTGTGCTAGTAGGCAGTCAGCGCCAT 

Reads: 
+r001/1       TTAGATAAAGGATA-CTG 

+r002                        ATAGCT..............TCAGC 

-r001/2                                       CAGCGCCAT 

 

SAM format: 
 

@HD VN:1.3 SO:coordinate 

@SQ SN:ref LN:45 

r001 163 ref  7 30 8M2I4M1D3M = 37 39  TTAGATAAAGGATACTG * 

r002   0 ref 16 30 6M14N5M * 0  0 ATAGCTTCAGC       * 

r001  83 ref 37 30 9M  = 7 -39 CAGCGCCAT         * 
 



BAM: SAM Komprimierung 

● BGZF Kompression Format 

● Kleine Blöcke mit gzip komprimiert 

● Zufallszugriff durch Index 

● Schneller Positionszugriff bei vorsortierten SAM File  

● Entpacken (BAM → SAM) mit gunzip möglich 

 

 



Variant Call Format (VCF) 

Sequenzvariationen  

● Header mit Metadaten 

● Jede Zeile - eine Position in Genome 

#CHR POS     ID        REF ALT QUAL FILTER INFO 

20   14370   rs6054257 G   A   29   PASS   AF=0.5 

20   17330   .         T   A    3   q10    AF=0.017 

20   1110696 rs6040355 A   G,T 67   PASS   AF=0.333,0.667 

 

 

    … FORMAT      NA00001         

    … GT:GQ:DP:HQ 0|0:48:1:51,51 

    … GT:GQ:DP:HQ 0|0:49:3:58,50 

    … GT:GQ:DP:HQ 1|2:21:6:23,27 

 



Sicht der Anwender 

● Sicherung der Sequenzen: 

– FASTQ 

– Proprietäre Formate der Gerätehersteller 

● Aufbewahrung 

 10 Jahre / 30 Jahre ? 

Gerätedaten 
(Bilder) 
 

Sequenzen 
Format: 
FASTQ 

Alignment 
Format: 
SAM 

Gerätehersteller 
Software 

Archivierung durch Anwender 

Archivierung durch Sequenzierzentren 

Sekundäre 
Analysen 



European Nucleotide Archive 

Interne 

Sequenzierzentren 

Datenaustausch 

NCBI, DDBJ 

Externe Submission 

Direktzugriff 

Sequenzsuche  
Stichwortsuche 
Download 
Browse 
APIs 

Service 

Ensembl  
- genebuild 
- variation 
- regulatory build 
UniProt 
1k Genomes DCC 
ArrayExpress 
Gene Expression 



EBI SRA 

● Primäre Archive für Next-Generation 

Sequenzierungsdaten und Alignments (BAM) 

● Veröffentlichung der Daten mit Publikation 

● Sperrfrist möglich 

● Freier Zugriff auf die Daten 

● Neue Algorithmen für Speicherung  

 

  



SRA: Wachstum 

EMBL-Bank → Index  

200M Sequenzen mit 600G Basen  

SRA → Kein Sequenzindex 

1.3 Billion Sequenzen mit 133 Billion Basen  
Rasko Leinonen, EMBL-EBI  



SRA Submission 

http://www.ebi.ac.uk/ena/about/sra_submissions 

● Datenformats 

● Metadaten Objekte  

● Submission Account 

● Übertragung 

● Anpassen 

● Dokumentation 

Run 

Submission 

Data 

Analysis 

Experiment 

Sample 

Study 



Submission Datenformat 

● Bevorzugte Format BAM 

● Andere: 

 SRF, Fastq, SFF, SOLiD_native, 

llumina_native, PacBio_HDF5, 

CompleteGenomics_native 

● Minimum Information: Basen und deren Qualität 

● Sequenzierungen mit Barcode demultiplexen 

● Technische Sequenzen eliminieren 



Metadaten Objekte 

● Submission 

● Study 

● Sample 

● Experiment 

● Run 

● Analysis 

 

● Für EGA andere: 

● DAC, Policy, Dataset 



Metadaten Objekte (1) 

● Submission 

● Neu oder Änderungen  

● Veröffentlichungstermin 

● Study 

● Projektziel mit Beschreibung 

● Sample 

● Probenbeschreibung 

● Organismus 



Metadaten Objekte (2) 

● Experiment 

● Library Information 

● Platform Information 

● Verbindet Study mit Sample und Run 

● Run 

● Datenfiles mit primären Sequenzdaten 

● md5sum 

● Analysis 

● BAM files mit Referenzsequenzen 



Metadaten Objekte (3) 

● Existierenden Study und Sample Objekte 

● Eindeutiger Name für jeden Objekt 

● Jeder Objekt bekommt Zugriffnummer 

● Submission: ERANNNNNN 

● Study: ERPNNNNNN 

● Sample: ERSNNNNNN 

● Experiment: ERXNNNNNN 

● Run: ERRNNNNNN 

● Analysis: ERZNNNNNN 



SRA Webin: metadaten submission 



SRA FileUploader 

FASTQ gezippt 



ENA Browser 



SRA FileDownloader 



Zusammenfassung 

● SRA – öffentliche Archivierungsstelle  

für Next-Generation Sequenzierungsdaten 

● Sequenzarchivierung mit Metadaten 

● Sequenzdateisuche über Metadatenindex 

● Verdoppelung der SRA Datenmenge pro Jahr 

● Wichtige Sequenzierungsformate:  

FASTQ, BAM 


