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T rtmamaiill;ematik WaS iSt
Computational Life Science?

e Was ist Life Science?

Biologie, Medizin, Gesundheitswissenschaften,
Biochemie, Biophysik, ...
— Biotechnologie, Molekularbiologie, Genetik, ...

— Onkologie, Virologie, Zichtung, Lebensmitteltechnologie,
Okosystemforschung, Umweltforschung, Biodiversitat,
Drug Design / Pharmatechnik, Labortechnik, DNA Analytik, ...

— Anwendung finden: Bioinformatik, Mikrosystemtechnik,
Mikrosensorik, Nanotechnologie, ...

« Computational Life Science setzt Methoden der
Mathematik und Informatik fur wissenschatftliche
Fragestellungen innerhalb der Life Science ein
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Zugang der Mathematik zur
Computational Life Science

COmpUtatlona| L|fe SCIenCG (Universitat zu Lubeck) —
50% Mathematik +
25% Informatik + 25% Chemie, Biologie und Physik

Mathematische Modellierung
Simulation

Bild- und Signalverarbeitung

— Verarbeitung von Messdaten
(z.B. Hybridisierungssignale, LCMS-Daten, Pyrogramme, ...)

Interpretation/Auswertung von Messdaten (Datenanalyse,
Klassifikation, ...)

Experiment-Design und -Optimierung
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Experiment-Design am Beispiel

Technomathematik

der Optimierung von Oligonukleotid-Bibliotheken
fur DNA-Mikroarrays

 Oligonukleotide sind ,kurze“ DNA-Sequenzen
 DNA-Mikroarrays sind eine hochgradig parallelisierte Form der
DNA-Analytik
- Anwendungen sind Genexpression
- ... sowie die Identifikation von Spezies und Krankheitsgenen
 CAG — Centrum fur angewandte Gensensorik
- BMBF Projekt zur Gerateentwicklung flr eine Spezies
|dentifikation
- Ausgrindung der Bioinformatik Firma iSenselt
- EU Projekte ,fish and chips” und ,Nanoparts” bei Prof. Blohm
 Die Fragestellung aus Sicht der Biologie
- Welche Fanger-Oligonukleotide/ DNA-Sonden missen bei einer
vorgegebenen Aufgabenstellung verwendet werden, um eine
optimale Analytik mit DNA-Mikroarrays zu entwickeln?
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I DNA Struktur —
Information steckt in der Basensequenz

DNA-Struktur

&

Thymi Guanin  Cyvtosin
|n l y Nucleotid-
Bausteine

DNA-Helix
“nicht codogener

Aus: Folienserie des Fonds der
chemischen Industrie
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Prinzip einer DNA Sonde
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'DNA-Sonden auf
einem Microarray
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DNA-Mikroarrays

Pro Microarray kdnnen mehrere
Tausend Gensonden nach einem
vorgegebenen Muster auf einem
Trager aufgebracht sein.

www.affymetrix.com
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Zielmolekile au
Umweltprobe (z.B. 1

rRNA) werden mit einem ;

Fluoreszenzfarbstoff
markiert und auf den
Microarray aufgetragen.

DNA-Mikroarrays

www.affymetrix.com
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Nur Zielmolekdle, die zu
einer Sonde auf dem
Microarray komplementéar
sind, werden an den Chip

binden.
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Sofern eine Hybridisierung % _'-

zwischen Zielmolekil und So | f
erfolgt ist, kann ein -

Fluoreszenzsignal detektiert
werden.

www.affymetrix.com
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DNA

5’ATCCGAAGCT &

NENNEREED
3’ TAGGCTTCGA 5’
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Funktionsprinzip der DNA-Mikroarrays
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Optimierung von Oligonukleotid-
Bibliotheken fur DNA-Mikroarrays

Problem: Bei einer manuellen Erstellung von Oligonukleotid-Bibliotheken
— sind grol3e Mengen von Sequenz-Daten zu verarbeiten

— kommt es zu einem langwierigen und fehleranfalligen Entwicklungsprozess
— sind zahlreiche Kriterien zu beriicksichtigen. Die zwei wesentlichen Aspekte:

- maximierte Sensitivitat und Spezifitat der Oligonukleotid-Bibliothek
- optimale Hybridisierungs-Effizienzen der Fanger-Oligonukleotide

Fragestellung und Zielsetzung:

— aus Sicht der Biologie: Welche Sequenzen/ Fanger-Oligonukleotide missen
bel einer vorgegebenen Aufgabenstellung - z.B. Organismen-ldentifikation -
verwendet werden, um eine optimale Analytik zu entwickeln?

— aus Sicht der Bioinformatik: Entwicklung von Algorithmen zum
automatisierten Design von optimierten Oligonukleotid-Bibliotheken

18
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Oligonukleotid-Bibliothek

Technomathematik

¥t— MNetscape !E

Datei Bearbeiten Ansicht Gehe Communicator Hilfe

Oligonukleotid- = 4 = 3 4 . & 4 & &

ek e Meuladen  Anfang Suchen Guide Dmcken  Sicherheit Shop

Bibliothek: o

‘Name Qual_Klass | Oligo tm gc_gehalt | Pos | mfe_oligo | Speaf Score j

Core358 121 p2l
(mf)

Core3ss 121 p20
(=if).
Core358 122 p21
(zif).

Core35 122 pl9
(=)

C“Eejss 122 pl8 | 14 GAUGACGCACAAUCCCACUAUC 5380|5000 |18.00 -0 |02

Core355 122 p34
(=if)

Core358 122 p35

0 CGACGCACAAUCCCACUAUCCU 58.10 | 52.40 21.00 |0.00 01

< | 1< ]

1 UGACGCACAAUCCCACUAUCC 59.40 | 52.40 20.00 | 0.00 01

1<

2 GACGCACAAUCCCACUAUCCUU 59.80 |50.00 21.00 |0.00 01

AUGACGCACAAUCCCACUAUCC 58.90 | 50.00 19.00 |0.00 01

[ 1=

5 ACUAUCCUUCGCAAGACCCUUC 58.20 | 50.00 34.00 |-2.20 01

< | 1< |

6 CUAUCCUUCGCAAGACCCUUCC 60.00 | 54.50 35.00  -2.20 01

2

Core3ss 119 p38
(mf)

Core3sS 120 p37
(=if)

Core355 119 p3g

1<

UCCUUCGCAAGACCCUUCC 58.20 | 57.90 38.00 ) -2.20 01

fi AUCCUUCGCAAGACCCUUCC 58.80 | 55.00 37.00 (-2.20 01

I<d

i CCUUCGCAAGACCCUUCCU 58.20 | 57.90 39.00 |-2.20 01

< |

E

=

Dokument: Ubermittelt : S R 2 N e Y- J 4

Ziel-Sequenzen: Varianten der 5°UTR des Hepatitis C-Virus (HCV)

Nichtziel-Sequenzen: humane DNA

Hybridisierungsprotokoll: 0,9 M NaCl, 50% Formamid, Hybridisierung bei RT,
geeignet fir Oligonukleotid-Langen 25-32bp, u.s.w.

¢
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Eigenschaften der , Objekte”

® Ziel- und Nichtziel-Sequenzen (t € M)
— hohe oder niedrige Konserviertheit

— Zugehdrigkeit zu einer Sequenzklasse
(z.B. Genotyp la bei Hepatitis C-Viren)

— Sekundarstrukturen

®* Fanger-Oligonukleotide (x € K)
— ,Treffer’ rp, fp und ,Nicht-Treffer rn, fn — Sensitivitat und Spezifitat
— Sekundarstrukturen
— Position auf der Sekundarstruktur der Ziel-Sequenz
— Schmelztemperatur, GC-Gehalt, Oligonukleotid-Lange
— Sequenzmerkmale wie ,,GC-Clamp*, Basenwiederholungen

Diese Eigenschaften werden durch Bewertungsfunktionen (Scores)
fr einen algorithmischen Ansatz zuganglich gemacht.

21
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Bewertungsfunktionen fur die
Eigenschaften der Fanger-Oligonukleotide X

— Match(x), sens(x), spez(x): resultieren aus den ,Treffern“ des Oligonukleotids
— AG(X): Sekundarstrukturen der Fanger-Oligonukleotide
— AAG(X, t) und thdist(x, t): Position auf der Sekundarstruktur der Ziel-Sequenz

Schmelztemperatur: Tm= 2#[AT] +4 #GC] Wallace-Regel

Oligonukleotid-Léange: IX| = #[AT] + #[GC] = #[A] + #[T] + #[G] + #[C]
GC-Gehalt: %GC = #[GC]/ |X|

Tm AH® / (AS° + R In C;) mit AH = 2(f; - Hy), AS analog

23
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AAG-Ansatz zur Sekundarstruktur-Bewertung

\; 140
N,
“teq
e \C/T:?t? ﬁ\f:g:c T

Sekundarstruktur mit und ohne Basenpaarungs-Bedingung
AG,

AG,

AAG(X,t) = AG, —AG, >0 qUOtAG(X,t) = >1

25
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Sekundarstruktur-Bewertung mit der
Matrix der Basenpaarwahrscheinlichkeiten

: H i i i AR i i i a
" i 1 < 1 i 1 r | | 1 I
I . : i L] i i i i i . i
i i i i i i i S NI NN SN - S— 3 N R . -
& : - H i 1 3 ] 1
K : i i 1 | | i 1 '
' : E 1 ] ] ! 4 o~ !
o i j | ] | 1 i i
a" - 3 : : H i H :
a . . . . : - SO ORI SR SR N S o S S
. 3
' !
i i
i i
i i

e o e, et
. T |

N | ] i i i
N, 1. e . - . S
o ¥ . ]
N : i i |
e S f— o —— ——
L ! ] ] 'I
ST, s T e
S 1 1 |
.

sek(x, t) hat VVorteile gegenlber AAG(X, t)
bei Ziel-Sequenzen t, dessen Ensemble von
Sekundarstrukturen mehrere stabilste Strukturen,

mit einer geringen AG-Differenz, enthalt.
Dreiecksmatrix und Sekundérstruktur rechts aus

Flamm, C., Hofacker, I. L., Maurer-Stroh, S., Stadler, P. F., and Zehl, M. (2001): Design of Multi-Stable RNA Molecules, RNA, 7: 254-265.

sek(x, t) = 2

26
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Definition von Ziel- und Nichtziel-Sequenzen
unter Berucksichtigung hierarchisch angeordneter Sequenz-Klassen G;

Definition und Vorhersage von , positiven und negativen Signalen®
mit Hilfe der Grenzwerte g, g, und g,, dem Redundanz-Niveau r € N und
dem Toleranz-Niveau s € N

Sensitivitat einer ganzen Oligonukleotid-Bibliothek L: sens, (L)
— moglichst viele der Ziel-Sequenzen treffen

(Maximierung der richtig-positiven)
Spezifitat einer ganzen Oligonukleotid-Bibliothek L: spez (L)

— maglichst wenige der Nichtziel-Sequenzen treffen
(Minimierung der falsch-positiven)

Ziel-Klasse

Nichtziel-Klasse

| 8

Signal positiv

richtig-positive: rp

falsch-positive: fp

Signal negativ

falsch-negative: fn

richtig-negative: rn

CENTRUM FUR
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G ENSENSORIK

Problemanalyse und Aufgabenspezifikation
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Definition von Ziel- und Nichtziel-Sequenzen - |

Aus einer Phylogenie abgeleitete hierarchische Struktur
von Sequenz-Klassen

Tiere

///////////‘\\\\\\\\\\\

Wirbeltiere Wurmer Gliederfulier

AN

Sauger Fische Vogel Spinnentiere Insekten

G ENSENSORIK

GO Gl GO
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Definition von Ziel- und Nichtziel-Sequenzen - |l

Gl G1
G2 G5 G9 G2 G5 G9
/NI /N /\ N /N
G3 G4 G G7 G8 G10 G11 G3 G4 G G7 G8 G10 G111
Ziel-Sequenzen: Die Menge G4 Ziel-Sequenzen: Die Menge G5

Nichtziel-Sequenzen: G3 U G5 U G9 Nichtziel-Sequenzen: G2 U G9

M= G4 M= G5
A=G3uGhuG(GY9 A=G2uUG9

30
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B et Definition und Vorhersage von
,positiven und negativen Signalen®

Bewertungsfunktionen fur die Hybridisierungseffizienz
und damit der Definition von , Treffern®.

H(x, t) angelehnt an die Hamming-Distanz
thdist(x, t) ,<thermodynamische Distanz" zwischen x und t
(Differenz der freien Enthalpien AG)
H(x, 1) Ziel-Klasse | Nichtziel-Klasse |  Treffermenge des Oligonukleotids x:
0 rp0 fpo Match(X) :={te M |H(x,t)<g}
1 rpl fpl ¢ g=1
2 fn2 rn2
>3 fn3 rn3

Ziel-Klasse Nichtziel-Klasse Grenzwerte g, und g :

0 MM =PM rpo fp0 ) - ; H
. <
2 MM fn2 fp2 «— Oy=2 far allet € A: H(x, t) < gy

>3 MM fn3 rn3

32
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B et Definition und Vorhersage von
,positiven und negativen Signalen®
Ziel-Sequenzen M Nichtziel-Sequenzen A
#Oligos #Oligos fur alle t € M gibt es
J eine positives Signal,
9z—> wenn thdist(x, t) < g5 ;
furallet e A
\<_ IN | wenn thdist(x, t) < gy
Ythdist(x, t) 7 thdist(x, t) ¥ thdist(x, t)

m(t, L) := {x € K|signal(x, t) <gz}|, fallst e M
Redundanz- und :
Toleranz-Niveaus m(t, Lj) .= {x € K|signal(x, t) <gn}|,fallst € A
runds: rp:= {teM|m(, L) >r} ; fp:= {t e A|m(t, L) > s}
fn.= {teM|m(t, L) <r} ; m:= [{te Al m(t, L;) <s}

Zu den Mengen der Ziel- und Nichtziel-Sequenzen konnen nun zusammen mit der
Treffermenge Match(x) eines Oligonukleotids x oder der Menge Match(L) einer ganzen
Oligonukleotid-Bibliothek L die Sensitivitat und die Spezifitdt berechnet werden.
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— moglichst viele der Ziel-Sequenzen treffen

(Maximierung der richtig-positiven)
Spezifitat einer ganzen Oligonukleotid-Bibliothek L: spez (L)
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Ziel-Klasse

Nichtziel-Klasse

| 8

Signal positiv

richtig-positive: rp

falsch-positive: fp

Signal negativ

falsch-negative: fn

richtig-negative: rn
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Problemanalyse und Aufgabenspezifikation
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Sensitivitat: Warum kombinatorische Optimierung?

Mit der Menge der Ziel-Sequenzen M und P = Match(K) wird
das Tupel (M, P) als ,Set Cover“-Problem bezeichnet.

ol

- 02
QC_) 1 - GGGCAGGCTCCCAATCCATGAGGTATTTCIICCACATC
E 2 - GGGCAGGCTCCCACTCCATGAGGTATTTCTICCACATC < 1. . T
D 3 : -————v GCTCCCACTCCATGAGGTATTTCTCCACATC Ziel: maximale Sensitivitat
?y 4 1 —--———- GCTCCCACTCCATGAGGTATTTCTICCACATC (Uberdeckung) mit mog“chst
% 5 —-—- GCTCCCACTCCATGAGGTATTTCTICCACATC . . .
26 - GCTCCCACTCCATGAGGTATTTCTCCACATC wenigen O“gonUkleOUden-
.lg_l) 7 > -——— GCTCZCACTCCATGAGGTATTTCACCACATC
03 o4 Beispiel: K={01, 02, 03, 04},
Sortierung der Oligonukleotide nach Sensitivitat: M = {die sieben Zeilen}
Oligo _ Sensitivitat Match(o,) = {die jeweils farbig
— ol Ihervor ehobenen Zeilen}
03 5/7 9
ol 1/7
04 1/7
Oligonukleotid-Bibliothek Strategie Sensitivitat
L1 = {02, 03, 01} S1 = ,,nehme die drei besten Oligonukleotide* 6/7

L2 = {02, 01, 04} S2 =, bericksichtige Kombinationen* 717

35




Zentrum flr
Technomathematik

Definition von Ziel- und Nichtziel-Sequenzen
unter Berucksichtigung hierarchisch angeordneter Sequenz-Klassen G;

Definition und Vorhersage von , positiven und negativen Signalen®
mit Hilfe der Grenzwerte g, g, und g,, dem Redundanz-Niveau r € IN und
dem Toleranz-Niveau s € IN
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— moglichst viele der Ziel-Sequenzen treffen
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Spezifitat einer ganzen Oligonukleotid-Bibliothek L: spez (L)

— madglichst wenige der Nichtziel-Sequenzen treffen
(Minimierung der falsch-positiven)

Ziel-Klasse

Nichtziel-Klasse
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Signal positiv

richtig-positive: rp

falsch-positive: fp

Signal negativ

falsch-negative: fn

richtig-negative: rn
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Mit der Menge der Ziel-Sequenzen M, P = Match(K) und der
Menge der Nichtziel-Sequenzen A wird das Tripel (M, P, A) als
,Set Cover“-Problem mit der Nebenbedingung Spezifitdt bezeichnet.

Beispiel: M ={5'UTR-Sequenzen des Hepatitis C-Virus Genotyp 1 }
K = { alle Teilsequenzen dert € M, die vorgegebene Kriterien erflllen }
Match(o;) und damit P = Match(K) ergibt sich aus der Wahl von g, und g,
A = { menschliche Sequenzen und die HCV-Sequenzen
der Genotypen 2,3 und 4}

| 8 B ANGEWANDTE
G ENSENSORIK

,Set Cover”-Problem mit der
Nebenbedingung Spezifitat

Ziel-Klasse Nichtziel-Klasse

Signal positiv

richtig-positive: rp | falsch-positive: fp

Signal negativ

falsch-negative: fn | richtig-negative: rn

sens(X) =rp/ (rp + fn)
spez(X) =rn/ (rn + fp)
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Aufgabenspezifikation

Aus einer Hierarchie z.B. (HCV, (GT1 (GT1la, GT1b), GT2, GT3))

werden mehrere (M, P, A)-Probleme abgeleitet. HCV
Parameter: (MinTm, maxTm) = (60°C, 64°C) SN
(minLen, maxLen) = (26bp, 32bp) w2 s 4
(MINGC, maxGC) = (45%, 55%) / \
(9z: 9n) = (0,1) (r,s)=(1,0) la  1b

sonstige Parameter: Hybridisierungs-Temperatur, Salzgehalt,
DNA/RNA-Parametersatze der “nearest neighbor interactions”,
“AG correction terms” und der “microarray correction term”

Aufgabe: Treffe mit moglichst wenigen Oligonukleotiden x einer Oligonukleotid-
Bibliothek L moglichst viele Ziel-Sequenzen t € M (Sensitivitat) und moglichst
wenige aus der Menge der Nichtziel-Sequenzen A (Spezifitat) und optimiere
dabei bzgl. der Bewertungsfunktionen AG(Xx) sowie AAG(X, t) oder sek(x, t)
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® Oligonucleotide length:
®* Melting Temperature:
®* GC content:

® Salt concentration:
®* Formamide concentration:
® DNA concentration:

® Position:

® Oligo segquence type:

®* Target sequence type:
®* Reverse complement:
®* Maximal mismatches:
® Delimitation list:

IQserve —

| 8 B ANGEWANDTE
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parameter form

50-63nt
70-85°C
40-60%

100mM
5%
0.1mM

600E..E

DNA

DNA

no

10 (or thermodynamical score: 2500)

default hum_est hum_refchr
hum_refrns hum_refcum
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e EinfUhrung

* Objekte und deren Eigenschaften

e Bewertungsfunktionen

« Formalisierung - Problemanalyse und Aufgabenspezifikation
e Optimierungs-Algorithmen

 Anwendungen
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Heuristische kombinatorische
Optimierungs-Algorithmen
®* Modifiziertes ,Greedy Set Covering*

* Kombination von Gradientenabstieg und Kompetition

® (Genetische Algorithmen

CENTRUM FUR
B ANGEWANDTE

G ENSENSORIK
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e EinfUhrung

* Objekte und deren Eigenschaften

e Bewertungsfunktionen
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e Optimierungs-Algorithmen
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T et Anwendungen — Fish-and-Chips
16 europaische Fischarten

E¥ Mozilla

CENTRUM FUR -

EEiIe Edit  View Go Bookmarks Tools ‘Window  Help

Eﬁ-k - 'é' o R%d :§Ef !5_&File:,I',I'EI'E!l'_nr!l'mn_Unill'Gensensorik,l'F‘rojekteft_rqEIRatteMauinndex.html V| ;ﬁi -

Forward
v “hHome ”ﬂ'itBonlﬂ'narks lUNI Mensa larcher:Wikipedia lLDcaIJavaZAPI lZFN fac lZFN phptyAdrnin ‘hydra FRac lhydra phpryadmin lLOC.ﬁ.L: feu lLOCF\L:phpMyAdmin llnfos zu Kursen »
il
Oligonucleotide Set 3
[Marne |Sequence TM  [%GC MFE Oligo Dimer MFE |
LT 012822 170 p2057 AGCTCCCCTACTACTACCTGTCACCAGACAGATTCCAAACAGTOTAGCCATCTAAGGCTTIGCCGTICCCT (95.29 51% |4.00  ||-10.92
| |
MM-017260 167 pd66 |ACATTAGAACTAT SAGT  [95.24 [52% |-100 |73
MM-053407 165 p1897 |GCACAAACTCA 86.54 [31% -090  [-3.64
iNM-053546 167 p1857 |GCCA’ITGCTACGG bEI|E bEclllz Yigw Go  Bookmarks  Tools  Window  Help T ‘94.89 ‘51% ‘_3.20 |-10.26
INM-012912 165 1551 [GATTCTCCGTTTT Oligonucleotide Ak 95.02 [51% -330  [-0.46
MM-012512 166 pd4 | TCTCTCTGGCCGT NM-012822_170_p2057 hC 95.09 [52% -276  |-9.57
[BCO16624 165 p1741 |TAAAGGAAGACC LC 9483 [51% -1.10  [-7.56 2
b S w2 £ B Division 0N | 1M 210 311 AN SKOM 61 T |SM [ |~ =

gbred 1 Jo 0 Jo o o Jo Jo o
rattus refieal  j0 0 0 o Jo o o o
defalt Lo o o Jo o o fo o

w

H5 % 2 G &3 [ |-

iIQserve:Prasentation der HTML-Dokumentation
file://IC:/mn/mn_Uni/Gensensorik/Projekte/fish-and-chips_2005-07-05/default. Auslieferung/output/index.html

HTML-Dokumentation mit NCBI-Link
file:///C:/mn/mn_Uni/Gensensorik/Projekte/tmp/RatteMaus/index.html
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Hybridisierungssignale des Chip Designs

fur das EU Projekt ,fish and chips®

» 16 probes have been tested with 14
target and one non-target species
so far

* 9 probes are species specific

» Background noise is low

» 4 probes are not species specific

* The probe for Gadus morhua does
not give a signal

Trigla lyra (Piper gurnard]/
Sparus aurata (Gilthead Seabream)
Serranus hepatus (Brown comber)
Serranus cabrilla (Combaer)

" Scophthalmus rhombus (Brill)

& ~ Psetta maxima (Turbot) /
L =Y Pagellus acame (Axillary seabream)
3 | 2 - Mullus surmulatus (Striped rynuuen/,)
2 E Merluccius marluccius (Haka) -
e 8 E 8 o\ o Merlangius merlangus (Whiting)) (nonyrget)
§ 2 @ 5’ o 3 3 Lophius budegassa (Black-belied angler)
@ o
2 B g § 28 =5 £ Helicolanusdactylopherus(Blackbellymseﬂsh)/§
Y28 EERE Gadus morhua (Cod) &
E é £ g n 3 Engraulis encrasicolus (Anchovy) / /.\’?
E] §' § % ES z E 5 ® & Boops boops (Bogue)
Bt EREE RN
£ E As = ¢ 2 % 5§ ©
E o § 8 o § 2
S E = g 2 E =
EEEEEE-
3, 2 w o O I
ot 2 2
or, &
%g £
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eeremaenat - \ortelle und Anwendungsmoglichkeiten

von iQserve

Ermdglicht das automatische Design von kombinatorisch optimierten
Oligonukleotid-Bibliotheken (manuell nicht I6sbar)

Reduzierung des Entwicklungsprozesses auf wenige Tage

Es konnen bertcksichtigt werden:

— grol3e Mengen von Sequenz-Daten

— zahlreiche Parameter und Kriterien

Die fehleranféallige, manuelle Bearbeitung grof3er Datenmengen entfallt

Ohne grol3en Mehraufwand kdnnen Parameter des Experiment-
Designs geandert werden (z.B die Oligonukleotid-Lange)

Elemente des Hybridisierungsprotokolls und die labortechnischen
Maoglichkeiten Hybridisierungssignale zu diskriminieren, kbnnen zur
Parametrisierung des Systems verwendet werden
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