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1 Einleitung

Diese Diplomarbeit beschéftigt sich mit dem Thema des multiplen Sequenz-Struktur-
Alignments von RNA!, anhand eines neu entwickelten Algorithmus genannt , Tree-
Coffee“. Sequenz-Struktur-Alignment bedeutet, dass zur Bestimmung des Alignments
nicht nur die Nukleotidebene betrachtet wird, sondern auch die Ahnlichkeit der gege-
benen Strukturen in diese Berechnung eingearbeitet wird. Ziel dieses Verfahrens ist es
einen neuen Ansatz in diesem Bereich der algorithmischen Losungen zur gegebenen Pro-
blemstellung zu verwirklichen.

Die daraus resultierenden Ergebnisse werden mit Hilfe eines Benchmarks analysiert,
wodurch ein erster Eindruck gewonnen werden kann, wie gut dieser Ansatz in der Praxis
funktioniert. Insbesondere werden sich im Laufe dieser Arbeit auch einige Schwachstellen
offenbaren, die sich negativ auf die Ergebnisse auswirken.

1.1 Motivation

,Seit Jahrzehnten wurden RNA Molekiile nur als Befehlsempfinger der DNA?
angesehen, die genetische Informationen in Proteine umwandeln. Entdeckun-
gen der letzten Zeit zeigen auf, dass eine Unterklasse der RNA viele Funktio-
nen der Zelle kontrollieren. [...] Es gibt sogar Hinweise darauf, dass bestimmte
RNA Molekiile dabei helfen eine Zelle ihrer Bestimmung zuzuweisen, indem
sie wahrend der Entwicklung Gene aktivieren oder deaktivieren.

Diese Erkenntnis wurde im Jahre 2002 als Durchbruch des Jahres gefeiert. [Cou02]

Seit diesem Zeitpunkt wurde der Erforschung der RNA und ihrer Bedeutung ein im-
mer groferer Stellenwert zugesprochen. Ein Ergebnis aus der verstiarkten Forschung auf
diesem Gebiet besteht darin, dass die Funktion eines RNA Molekiils zu groflen Teilen
von seiner Struktur abhéingig ist. Als Annahme aus dieser Tatsache resultiert die Ver-
mutung iiber eine stiarkere Konserviertheit der Struktur eines Molekiils gegeniiber ihrer
Sequenzbasen. Um dieser Mdéglichkeit Rechnung zu tragen, ist es notwendig, in einem
Alignment nicht nur die reinen Mutationswahrscheinlichkeiten der Basen zu betrachten,
sondern auch die strukturellen Gegebenheiten in dieses Alignment einflieen zu lassen.

Als Konsequenz daraus ergeben sich die Bemiithungen schnelle und effiziente Algorith-
men zu entwickeln, die sich mit dieser Problematik auseinandersetzen. ,, Tree-Coffee ist
einer davon und hat es sich zum Ziel gesetzt, diese Aufgabenstellung mit Hilfe fester
Eingabestrukturen und einer Konsistenzerweiterung zu losen.

Lengl. RiboNucleic Acid
2engl. DeoxyriboNucleic Acid
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1.2 Ziele und Vorteile des Algorithmus

Das Ziel von ,, Tree-Coffee besteht also darin, ein multiples Sequenz-Struktur-Alignment
fiir eine beliebige Anzahl von Sequenz- und Strukturpaaren zu berechnen. Dabei soll
der Einfluss der Strukturen wéhrend der ganzen Bearbeitung des Alignments erhalten
bleiben. Auf diese Weise lésst sich sicherstellen, dass die wichtigen Faktoren fiir die
Funktionalitit und die Konservierung der Sequenzen wihrend des gesamten Prozesses
Einfluss auf das Ergebnis nehmen.

Dies alleine ist jedoch nicht der Grund wieso ein Sequenz-Struktur-Alignment gewihlt
wurde. Im Vergleich zu einem reinen Algorithmus, der nur auf Sequenzebene arbeitet,
bringt die Verwendung einer Sequenz-Struktur-Paarung mehr niitzliche Informationen
mit sich. Bei der Verwendung von multiplen Sequenzalignment-Algorithmen zeigt sich
eine Verschlechterung der Ergebnisse, sobald die paarweise Sequenzidentitit (APSI?),
der zu alignierenden Sequenzen, abnimmt. Erfahrungswerte zeigen, dass ein Sequenz-
Struktur-Alignment fiir APSI-Werte < 60% bessere Ergebnisse liefert als ein Sequenza-
lignment. Eine Herausforderung ist es nun die Mehrkosten beziiglich Laufzeit und Spei-
cherplatzbedarf, die fiir die Durchfithrung eines Sequenz-Struktur-Alignments benotigt
werden, in einem vertretbaren Rahmen zur Verbesserung der Ergebnisse zu halten. ,, Tree-
Coffee” wird versuchen einen guten Kompromiss zwischen Laufzeit und Speicher einzu-
gehen, ohne dabei spiirbare Einbuflen beziiglich der Qualitat der Alignments zu erhalten.

1.3 Einordnung von Tree-Coffee

In diesem Abschnitt wird kurz auf andere Algorithmen eingegangen, die sich mit dem
Thema des multiplen Alignments beschéftigen. Insbesondere wird es von Interesse sein
Unterschiede aufzuzeigen, um einen Uberblick zu erhalten, in welchem Bereich , Tree-
Coffee® eine andere Strategie verfolgt, als die hier aufgezdhlten Verfahren.

Es wird dabei nicht darum gehen diese Algorithmen in ihrer ganzen Komplexitét
vorzustellen, sondern eher einen kurzen Einblick in den Ablauf zu erhalten ohne auf die
genaue Realisierung einzugehen.

Zusatzlich zu Sequenz-Struktur-Alignment Ansédtzen wird hierbei auch ein Sequen-
zalignment Algorithmus betrachtet, um im spéiteren Verlauf dieser Arbeit bei der Be-
trachtung der Testergebnisse einen schematischen Einblick zu besitzen und somit die
Vergleichsmoglichkeit zwischen diesen beiden Arten des Alignments zu haben.

3engl. average pairwise sequence identity
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1.3.1 ClustalW

Bei ClustalW handelt es sich um einen Algorithmus zur Berechnung eines multiplen
Sequenzalignments, der mit Hilfe von Sequenzgewichtung, positionsspezifischen Gap-
kosten und der Auswahl einer den Sequenzen angepassten Gewichtsmatrix, die Qualitét
des progressiven Alignments verbessern will [THG94]. Der Ansatz eines progressiven
Alignments besteht im wesentlichen darin, die Sequenzen paarweise zu analysieren, um
Informationen zu diesen zu erhalten. Daraufhin wird mit diesen Informationen eine Ord-
nung erstellt, die angibt in welcher Reihenfolge die Bildung des Alignments am effizien-
testen wiére, bevor letztlich das multiple Alignment erstellt wird.
Aus diesem Grund lésst sich ClustalW in 3 Verarbeitungsschritte aufteilen:

e Paarweises Alignment aller Sequenzpaare zur Erstellung einer Distanzmatrix.
e Aufbauen eines phylogenetischen Baumes aus dieser Distanzmatrix.
e Alignment entlang des erstellten Baumes.

Nach der Berechnung aller Distanzen, welche entweder mit Hilfe einer schnellen annéh-
ernden Methode oder eines genaueren dynamischen Programmieransatzes durchgefiihrt
werden kénnen, wird der phylogenetische Baum mittels eines ,, Neighbour-Joining“-Ver-
fahrens [SN87] aufgestellt. Anhand des Guide-Trees! wird nun zusitzlich noch jeder
Sequenz ein Gewicht zugeordnet, das sich in Abhéngigkeit der Distanz zur Wurzel des
Baumes berechnet. Nun beginnt die Berechnung des multiplen Alignments. Um die Qua-
litdt dabei zu verbessern flieflen einige Verbesserungen in dieses ein. Fiir die erste Opti-
mierung werden die berechneten Sequenzgewichte verwendet, indem man sie als einfache
Multiplikationsfaktoren bei der Bewertung von Positionen einwirken lésst. Eine weitere
Idee besteht darin, die initialen Gapkosten wahrend des Alignments zu manipulieren.
Dies geschieht anhand von verschiedenen Informationen wie der Ahnlichkeit, der aktu-
ell zu alignierenden Sequenzen, die Lénge, respektive der Langenunterschied zwischen
ihnen und positionsspezifischen Gapkosten. Dies ist nur ein kleiner Uberblick iiber die
Kriterien anhand derer die Kosten modifiziert werden. Fiir jeden weiteren Schritt des
progressiven Alignments wird anhand der Distanz zwischen den betrachteten Sequen-
zen (Sequenzgruppen) eine Wahl iiber die zu verwendende Bewertungsmatrix getroffen.
Desweiteren ist es moglich, divergente Sequenzen unterhalb einer bestimmten Sequen-
zidentitdt zu allen anderen, auszusetzen und erst im spéteren Verlauf zu betrachten,
um Fehler die dadurch entstehen konnten zu vermeiden. Durch alle diese eingefiihrten
Verfahren zur Verbesserung des progressiven Alignments erreicht ClustalW gute bis sehr
gute Ergebnisse fiir die berechneten Alignments.

4hier: synonym fiir phylogenetischen Baum
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1.3.2 Der Sankoff-Algorithmus

Das parallele Alignieren und Falten von Sequenzen behandelte Sankoff in einer seiner
Verdffentlichungen [San85]. Sankoff versuchte dabei mit der Kombination eines Align-
ment- und eines Faltungsalgorithmus noch wéhrend des Alignments eine gemeinsame
Struktur der Sequenzen vorherzusagen. Der Teil des Alignments versucht dabei die Di-
stanz zwischen den alignierten Sequenzen zu minimieren, wiahrend versucht wird die
stabilste Struktur zu finden, also diejenige Struktur mit der geringsten freien Energie.
Dieses Verfahren benotigt jedoch schon fiir das paarweise Alignment sehr viel Zeit und
das obwohl bereits bei der Strukturberechnung Einbuflen in der Genauigkeit zu Gunsten
der Geschwindigkeit getroffen wurden. Der Algorithmus von Sankoff hat in der Theorie
gute Ansétze gezeigt, aber ist in der Praxis nur schwer in dieser Form umsetzbar. Statt-
dessen wurde sein Algorithmus mit Modifikationen weiterentwickelt und ist noch heute
von Bedeutung. Dazu zdhlen zum Beispiel die Algorithmen FOLDALIGN [HLSGO5]
oder PMmulti [HBS04]

1.3.3 RNA-forester

Einen anderen Ansatz zur Berechnung eines multiplen Alignments verfolgt RNA-forester
[HTGKO03]. Ahnlich des Verfahrens von Jiang et al. zur Alignierung von geordneten
Baumen [JWZ95] werden bei RNA-forester die Sequenz-Struktur-Paare als Wilder von
Baumen interpretiert. Durch die unterschiedliche Darstellung von Knoten fiir gebundene
Basen und freie Basen ist es dabei moglich in einem Baum die komplette Information
iiber die Sequenz und ihre Struktur zu erhalten. Ziel des Algorithmus ist es nun die
gegebenen Baume zu alignieren, und dabei einen ,Superbaum® zu erstellen, der das
vollstandige multiple Alignment darstellt. Dabei wird damit begonnen zwei Bdume zu
betrachten und das beste Alignment zu erstellen.

Nach der Berechnung aller paarweisen Alignments wird mittels eines progressiven
Ansatzes das multiple Alignment erstellt.

1.3.4 MARNA

Ein von Sven Siebert und Rolf Backofen entwickeltes Verfahren zur Berechnung eines
multiplen Alignments wurde in der Publikation: , MARNA: multiple alignment and con-
sensus structure prediction of RNAs based on sequence structure comparisons® [SBO5]
vorgestellt.

In einem ersten Schritt erstellt MARNA fiir alle Paare von Sequenzen und Struk-
turen anhand einer geringfiigig modifizierten Bewertungsfunktion, welche von Jiang et
al. im Jahr 2002 entwickelt wurde [JLMZ02], eine Bewertung. Zur Durchfithrung die-
ser paarweisen Bewertung aller Paare steht es dem Benutzer frei, neben den Sequenzen
Strukturen anzugeben, oder diese von MARNA berechnen zu lassen. Dabei besteht die
Moglichkeit, zwischen einer Struktur mit minimaler freier Energie, oder der Verwendung
von sub-optimalen Strukturen, zu wahlen. Die sub-optimalen Strukturen werden mit Hil-
fe von RNAsubopt aus dem Vienna RNA package [uPS98| beziehungsweise RNAshapes,
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einem von Giegerich et al. entwickelten Algorithmus [GVRO04] berechnet. Wihlt der An-
wender diese zweite Moglichkeit wird nicht nur eine Struktur pro Sequenz verwendet,
sondern ein so genanntes Ensemble von sub-optimalen Strukturen. Auf diesem Wege ist
es MARNA moglich, mehrere Sequenz-Struktur-Alignments in Abhéngigkeit der Anzahl
vorhandener Strukturen fiir jede Sequenzpaarung durchzufiithren. Mit Hilfe dieser paar-
weisen Alignments werden Bibliotheken erstellt, in denen alle realisierten Kanten des
Alignments und ein dazugehoriges Kantengewicht gespeichert werden.

Zur Berechnung eines einzelnen multiplen Alignments werden diese paarweisen Bewer-
tungsergebnisse an ,, T-Coffee” iibergeben, das sich um die weitere Berechnung kiimmert.
Da in den erstellten Bibliotheken auch Informationen iiber die verwendeten Struktu-
ren eingeflossen sind lasst sich aus diesem multiplen Alignment auf einfache Weise eine
Konsensusstruktur ableiten, indem eine Struktur erstellt wird, die die Anzahl der kon-
servierten Basen maximiert. Das Ergebnis liefert also ein multiples Alignment und die
dazugehorige Konsensusstruktur fiir die alignierten Sequenzen. Eine Implementation des
MARNA Algorithmus kann auf der Bioinformatikwebseite der Universitit Freiburg un-
ter http://biwww2.informatik.uni-freiburg.de/Software/MARNA /index.html gefunden
werden [SBO03].

1.3.5 Schlussfolgerung

Durch die hier gezeigten Beispiele ist zu erkennen, dass es viele Moglichkeiten gibt, sich
dem Thema Alignment zu néhern. Es ist moglich Alignments nur aufgrund der vorhan-
denen Sequenzen zu erstellen, oder auch ihre Strukturen hinzu zu ziehen. Wahrend sich
Sankoff durch die Idee der simultanen Strukturberechnung deutlich von Tree-Coffee, das
feste Eingabestrukturen erwartet, unterscheidet verfolgt RN A-forester durch die Metho-
de des Alignierens von Béumen eine vollig andere Strategie zur Berechnung des Ali-
gnments.

Der hier vorgestellte Algorithmus lésst sich am ehesten noch mit MARNA verglei-
chen. Ein wichtiger Unterschied liegt darin, dass Tree-Coffee die Transformation der
Kantengewichte nicht nur auf den sequentiellen, sondern auch auf den strukturellen
Kanten durchfiihrt. Zusétzlich bildet MARNA das multiple Alignment nicht linger auf
Sequenz-Struktur-Ebene, wohingegen Tree-Coffee auch bei dieser Berechnung weiterhin
die gegebenen Strukturen mit aligniert. MARNA verwendet also die Strukturinforma-
tionen nur fiir die Gewichtung der Kanten und nicht zusétzlich noch zur Bildung des
multiplen Alignments. Dies stellt einen Vorteil von Tree-Coffee dar, da die Strukturin-
formationen bis zum Ende des Algorithmus verwendet werden, um das beste Ergebnis
zu erzielen. Zu diesem Zweck erstellt Tree-Coffee wahrend des multiplen Alignments
Konsensusstrukturen fiir die Alignments, um diese in spéateren Schritten wieder zu ver-
wenden.

Aufgrund der Gemeinsamkeiten zwischen MARNA und Tree-Coffee wird dieser Ver-
gleich bei den Testergebnissen von groflem Interesse sein und zeigen ob der Ansatz von
Tree-Coffee gegeniiber MARNA im Vorteil ist.
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1.4 Aufbau der Arbeit

Nachdem nun einige Motive dargelegt wurden, aus welchem Grund man sich mit dem
Thema Alignment von Sequenzen, oder hier im speziellen Sequenz-Struktur-Alignment,
beschéftigt, wird ein kurzer Ausblick darauf gegeben was in den néchsten Kapiteln folgen
wird.

Zuerst werden einige grundlegende Informationen rund um den biologischen Hinter-
grund der RNA aufgefithrt. Dabei werden die verschiedenen Arten der RNA und ih-
re Funktionen etwas ausfiihrlicher behandelt, um einen tieferen Einblick zu gewéhren,
aus welchen Griinden die Erforschung der RNA von grofler Wichtigkeit ist. Bei Tree-
Coffee handelt es sich, wie bereits erwahnt, um einen Algorithmus zur Realisierung
eines Sequenz-Struktur-Alignments, weshalb auch grundlegende Kenntnisse iiber Struk-
turen von Sequenzen notig sind. Hierzu werden die verschiedenen Abstraktionsebenen
einer Struktur vorgestellt und erlautert. Nach Betrachtung biologischer Grundlagen wird
erlautert worin genau die Bedeutung von Alignments liegt und weswegen diesen in dem
Bereich der Bioinformatik eine so hohe Relevanz zugesprochen wird.

Im Anschluss an die Vermittlung der biologischen Grundlagen gilt es die formalen
Grundlagen und Definitionen darzulegen, die im weiteren Verlauf der Arbeit vermehrt
verwendet werden. Hinzukommend wird der , T-Coffee* [NHHO00] Algorithmus vorge-
stellt, in Anlehnung dessen die Idee zu Tree-Coffee entstand, der im darauf folgenden
Kapitel ausfiihrlich erldutert wird.

Die Betrachtung der Testergebnisse des entwickelten Algorithmus im Vergleich zu eini-
gen anderen Verfahren, die das selbe Ziel verfolgen, wird als néchster Punkt betrachtet.
Neben der Prasentation der Ergebnisse steht dabei auch die Analyse derer und ein erster
Kommentar {iber die Erfiilllung der Erwartungen beziiglich des Programms im Mittel-
punkt. Etwaige Beanstandungen an den Resultaten werden im letzten Abschnitt dieser
Diplomarbeit diskutiert.



2 Biologische Grundlagen rund um die
RNA

In diesem Kapitel werden die biologischen Fakten zum Thema RNA vorgestellt. Von
Interesse ist es hier einen Einblick zu gewédhren, weshalb die RNA in der Forschung seit
einigen Jahren eine grofle Aufmerksamkeit zugesprochen bekommt.

Diese kleine Einfithrung in die Thematik wird in zwei Teilen erfolgen. Zuerst wird die
Beschaffenheit der RNA, ihre Entstehung und ihr Aufbau erldutert werden, worauthin
eine kurze Ubersicht der verschiedenen Arten und den ihnen zugesprochenen Funktionen
folgen wird. In einem zweiten Teil wird sich alles um den Bereich der Strukturen von
RNA Molekiilen drehen. Zu diesem Zweck werden die unterschiedlichen Abstraktions-
ebenen erldutert und ein Bezug zwischen der Struktur und ihrer biologischen Bedeutung
hergestellt.

2.1 Bestandteile und Aufbau

Die Ribonukleinsédure, kurz RNA, entsteht aus der chemischen Zusammensetzung vieler
Nukleotiden. Diese Verbindung wird als Polymer bezeichnet, ein aus vielen Bauteilen
zusammengesetztes Molekiil, oder im Falle von RNA und DNA speziell als Oligonukleo-
tid, einem Polymer aus einer Vielzahl von Nukleotiden. Ein einzelnes Nukleotid besteht
dabei aus folgenden Teilen: (Abbildung 2.1)

e Base
e Ribose (Zucker)
e Phosphatgruppe

Die Verbindung der einzelnen Nukleotide zu einem Polymer erfolgt mit Hilfe einer
phosphodiester-Bindung zwischen dem Phosphat des ersten Molekiils und der Hydroxyl-
Gruppe an Position 3’ des Zuckers. Auf diese Weise entwickelt sich ein so genannter
,Backbone® entlang dessen die einzelnen Basen der Nukleotide aufgereiht sind. An-
schaulich lasst sich dies am besten beschreiben durch eine lange Linie an deren einzel-
nen Positionen eine Base steht. Von essentieller Bedeutung fiir die Funktionalitit des
Molekiils sind hierbei seine Grofle und die Anordnung der Basen entlang des Backbones.
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(o8
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Abbildung 2.1: Allgemeine Darstellung eines Nukleotids
Quelle: [CB00]

2.1.1 Vorkommende Basen innerhalb eines RNA Molekiils

Ein RNA Molekiil kann die vier Basen Adenin, Cytosin, Guanin und Uracil in beliebiger
Anzahl und Anordnung enthalten. Im weiteren Verlauf dieser Arbeit werden diese Basen
zur Vereinfachung durch A, C, G und U représentiert.

Durch einfach Aufzidhlung der vorkommenden Basen vom Start bis zum Ende des Mo-
lekiils lasst sich die genaue Zusammensetzung des Polymers beschreiben. Diese Aufzihl-
ung nennt man Sequenz der RNA. Ein Beispiel: ,,AGUCGUA® stiinde dabei fiir eine
RNA bestehend aus sieben Basen in der gezeigten Reihenfolge.

Der chemische Aufbau der einzelnen Basen, und des gesamten RNA Molekiils, ermoglicht
die Bindungen zwischen einzelnen Basen durch Wasserstoftbriicken oder andere schwéche-
re Mechanismen wie der van-der-Waals-Kréfte, wodurch sich eine Struktur entwickelt.

Pyrimidines H N S H
Uracil 1? |
L Cytosina
H c H c
\C o "/ b -
i [ ]
S, o
H/ T R o l_t.--"" T ‘\\D
H H
Nitrogenous Bases of RNA
H H
A Hf o]
Adenine | Guanine || H
N c N %
c N c N
H—C H—C H
c [ c c
! : . !
Purines H

Abbildung 2.2: Die vier Basen der RNA
Quelle: http://student.ccbemd.edu/ " gkaiser /biotutorials/dna/images/RNAbases.jpg
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2.2 Untergruppen und ihre Funktion

RNAs lassen sich durch ihre Funktionen in Gruppen aufteilen, von denen hier exempla-
risch einige aufgelistet und erldutert werden (Aus [CB00] und [Edd01]).

e mRNA - Bezeichnet die Gruppe der ,,messenger* RNAs, die aus der DNA umge-
setzt, und fiir die Synthese der Proteine bendtigt wird.

e tRNA - Die ,transfer RNA dient dem Zweck, eine Aminoséure der Proteinsynthese
zuzufithren wahrend die Informationen der mRNA iibersetzt werden.

e rRNA - Ein Bestandteil der Ribosome ist die ,,ribosomale“ RNA, welche die Fahig-
keit besitzt Informationen der mRNA in Aminosiauren umzuwandeln und diese an
die tRNA weiterzugeben.

e snoRNA - Diese Gruppe der RNAs ist dazu bestimmt, ortsspezifische Modifikatio-
nen an anderen RNA-Typen vorzunehmen.

e MmiRNA - Zur Familie der nicht-kodierenden RNAs zéhlend, sind die ,,micro“ RNA
Regulatoren fiir kodierende RNAs.

Aufgrund der entdeckten Vielfalt in der Familie der RNAs, insbesondere in dem Bereich
der nicht-kodierenden Molekiile, wurden die Forschungsbemiihungen stark erweitert und
damit begonnen die wahren Ausmafle der RNA fiir einen lebenden Organismus zu er-
kennen.

2.3 Ebenen der Darstellung einer RNA

In der Biologie stehen einige Abstraktionsebenen zur Darstellung der Struktur eines
RNA Molekiils zur Verfiigung, welche durch die Bindungsmoglichkeiten einzelner Basen
untereinander ausgebildet werden. Im Folgenden werden nun drei Arten dieser Darstel-
lungen anhand von kleinen Beispielen erldautert werden.

2.3.1 Primarstruktur

Eine der einfachsten Moglichkeiten ein RNA Molekiil zu beschreiben, ist mit der Primér-
struktur gegeben. Dabei handelt es sich im eigentlichen Sinne nicht um die Beschreibung
einer Struktur, sondern vielmehr um die Aufzéhlung der vorkommenden Basen der be-
treffenden RNA entlang des Backbones.

Beispiel 2.1. GUAGAUAUAGUUUACAAAAAACAUUAGACUGUGAAUCUAA

Wie zu erkennen ist, beinhaltet diese Darstellung keinerlei Strukturinformationen iiber
vorhandene Bindungen zwischen den Basen, sondern dient lediglich dazu die Bestandteile
der RNA zu beschreiben.
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Abbildung 2.3: Darstellung einer Sekundarstruktur
Erstellt mit RNAplot aus dem Vienna Package [uPS98§]

2.3.2 Sekundarstruktur

Der Sinn der Sekundarstruktur besteht darin Informationen iiber die realisierten Bindun-
gen der Basen aufzuzeigen. In Abbildung 2.3 ist eine grafische Darstellung der Struktur
einer RNA gezeigt. Um nicht immer mit dieser grafischen Beschreibung zu arbeiten,
stehen einige andere Notationsmoglichkeiten fiir diese Strukturebene zur Verfiigung.

1. Dot-Bracket-Notation
2. Kantenlisten
3. Baumdarstellung

In dieser Arbeit wird die Dot-Bracket-Notation verwendet werden, mit deren Hilfe sich
anhand einer einfachen Zeichenfolge aus ’(’, )’ und ’.” entlang der einzelnen Basen die Be-
schreibung der Sekundéarstruktur erméglichen lésst. In Verbindung mit der Primérstruk-
tur léasst sich so die Beschaffenheit der RNA und der entwickelten Bindungen zwischen
den Basen effizient darstellen.

Beispiel 2.2. . (CCCCCCCCCCCC ottt 2)))))))..0)))).

Das Beispiel zeigt die Sekundéarstruktur der in der Primérstruktur vorgestellten RNA.
Die Anforderungen an die Struktur liegen darin, dass die Anzahl der Symbole, der An-
zahl der Basen der RNA entspricht. . stellt hierbei eine freie Base dar wohingegen ein
Paar aus ’(" und ")’ die Bindung zweier Basen symbolisiert. Daraus ergibt sich auch die
Tatsache, dass die Anzahl 6ffnender und schliefender Klammern gleich sein muss. In
der Bioinformatik werden die meisten strukturbezogenen Berechnungen mit Hilfe der
Sekundéarstruktur durchgefiihrt, da sie oftmals fiir die benotigten Zwecke ausreicht und
effiziente Berechnungen darauf moglich sind. Zusétzlich gibt es zur Erstellung von Se-
kundéarstrukturen, auf Basis der Primérstruktur einfache Algorithmen wie beispielsweise
die Vorhersage anhand der Minimierung der freien Energie nach Zuker [ZS81].
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Abbildung 2.4: Tertidrstruktur einer tRNA

Quelle:
http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/thumb/f/f1/3d tRNA.png/602px-3d_tRNA.png

2.3.3 Tertiarstruktur

Mit der Tertidrstruktur konnen nicht nur die Bindungen zwischen Basen ausgedriickt
werden, sondern auch die rdumliche Anordnung des gesamten RNA Strangs aufgrund der
geformten Bindungen gezeigt werden. Die Berechnung oder experimentelle Feststellung
einer solchen Struktur ist schwierig und nur mit viel Zeitaufwand zu bewerkstelligen.
Fiir Algorithmen in der Bioinformatik wie Alignments sind die Tertidrstrukturen also
von einer praktikablen Verwendung weit entfernt.

2.4 Bedeutung der Struktur

Die gebildete Struktur einer RNA ist von grofler Bedeutung fiir ihre Funktion. So sorgt
zum Beispiel die L-formige Tertidrstruktur einer tRNA (Abbildung 2.4) fiir die Voraus-
setzungen einer erfolgreichen Interaktion mit den Ribosomen. Durch diesen entscheiden-
den Einfluss der Struktur resultiert auch die Annahme iiber eine stiarkere Konserviertheit
dieser, im Vergleich zur Basenkomposition einer RNA, wihrend des Evolutionsprozes-
ses. Aufgrund dieser Theorie ist es moglich durch Sequenz-Struktur-Alignments auch
Sequenzen mit geringer Sequenzidentitit zu vergleichen, um Gemeinsamkeiten festzu-
stellen.

11
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Angenommen, es wird eine Anzahl von Zeichenketten betrachtet und Ziel ist es, dabei
herauszufinden wie grof8 die Ahnlichkeit dieser ist, oder wie viele Manipulationen an einer
Kette vorzunehmen sind, um sie in eine andere zu iiberfithren, dann hilft ein Alignment
bei der Losung dieser Aufgabe.

3.1 Was versteht man unter Alignment

Aufgabe eines Alignments ist es also, die Ahnlichkeit oder Distanz von Zeichenketten, in
Zusammenhang dieser Arbeit speziell RNA Sequenzen, zu berechnen. Zur Erstellung ei-
nes Alignments stehen im wesentlichen drei Edit-Operationen zur Verfiigung: Einfiigen,
Loschen und die Substitution. Mit Hilfe dieser moglichen Operationen wird eine einzelne
Position der Sequenz auf eine Position der anderen aligniert, wobei nur die Substituti-
on direkt zwei Zeichen aus den Sequenzen aligniert. Um ein Alignment korrekt durch-
zufithren wird ein Symbol benotigt, mit dessen Hilfe sich die Einfiige- und Léschoperatio-
nen darstellen lassen. Zu diesem Zweck existiert das so genannte ,, Gap-Symbol“, welches
durch ein — an der entsprechenden Stelle ausgedriickt wird. Das Einfiigen lasst sich nun
durch das Hinzufiigen eines Gap-Symbols in die eine Sequenz, und das Loschen durch
Einfiigen des Symbols in die andere Sequenz beschreiben. Das Ergebnis eines Alignments
sind am Ende also exakt gleich lange Sequenzen, in denen sich neben den urspriinglichen
Zeichen noch eine beliebig grofie Anzahl an Gap-Symbolen befinden. Ein Beispiel eines
solchen Alignments ist in Abbildung 3.1 dargestellt.

Seql AGUGGUCUAAGGCGCCAGACUCAAGUUCUGGUCUUCGAGAGA

Seqg?2 AA-U-GGUAGAACGAGAGCUUCCCAAGCUC-U-A----U-AC
Seq3 AA-U-GGUAGACUACUUAGCUACCACCUAA-G-A----U-GU
Seqg4 AA-UGGAUAGGACAUAGGUCUUCUAAACCU-U-U----G-GU
Segb AGCUCGGUAGAGCGCUCGGCUCAUAACCGA-G-U----G-GU

Abbildung 3.1: Ein multiples Alignment bestehend aus 5 Sequenzen

Einfache Algorithmen zur Berechnung eines Alignments von zwei Sequenzen sind un-
ter anderem der Needleman-Wunsch- und der Smith-Waterman-Algorithmus [NW70,
SW81].

In Zusammenhang mit Alignments werden oft Schliisselworter wie Ahnlichkeit, Di-
stanz, paarweises oder multiples Alignment erwahnt. Aus diesem Grund werden die
Unterschiede und Bedeutungen dieser Begriffe nun kurz erlautert.

13
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3.1.1 Ahnlichkeit und Distanz

Fiir die Bewertung eines Alignments stehen zwei mogliche Kriterien zur Verfiigung, auf
deren Basis die Bildung aufgebaut werden kann. Dabei handelt es sich zum Einen um
die Distanz und zum Anderen um die Ahnlichkeit zwischen den Sequenzen.

Zur Bildung eines Alignments aufgrund der Distanz werden den einzelnen Operatio-
nen Kosten zugewiesen, die sie bei ihrer Anwendung verursachen. So kann man sich
vorstellen, dass das Einfiigen eines Gaps teurer ist als ein A auf ein C zu alignieren, oder
gar ein A auf ein A. Bei der Berechnung wird also versucht die Gesamtkosten, welche
sich durch die Summierung der Kosten aller nétigen Operationen ergeben, minimal zu
halten.

Auf andere Weise lisst sich ein Alignment mittels Ahnlichkeiten bestimmen. Hierbei
erhalten Paare von Zeichen einen Score, der die Ahnlichkeit (oder auch Mutationswahr-
scheinlichkeit) der beiden Zeichen zueinander ausdriicken soll. Das Paar ,AA“ bekommt
beispielsweise einen hohen Wert zugesprochen wohingegen ,,A-* einen sehr niedrigen
Wert erhilt. Ziel eines Alignments auf Ahnlichkeitsbasis liegt demnach zufolge darin die
maximale Ahnlichkeit fiir das gesamte Alignment zu erreichen.

3.1.2 Lokales und Globales Alignment

Algorithmen zur Bestimmung eines Alignments lassen sich aufteilen in die Bereiche des
lokalen und globalen Alignments. Wihrend das globale Alignment die Sequenzen von
Anfang bis zum Ende hin aligniert, berechnen die lokalen Algorithmen ein Alignment,
das innerhalb der Sequenzen Abschnitte findet, die sich besonders gut alignieren las-
sen. Wéhrend das lokale Alignment versucht weitere Abschnitte mit moglichst guten
Alignments innerhalb der Sequenzen zu finden, sobald sich ein solcher Abschnitt nicht
weiter vergroflern ldsst, aligniert ein globaler Algorithmus weiter und nimmt damit eine
Reduzierung des bisher erreichten Scores in Kauf.

Eine Beobachtung, die sich durch den Vergleich von lokalen und globalen Alignments
ergibt zeigt, dass bei ausreichend hoher Sequenzidentitét kein Unterschied zwischen den
erreichten Alignments durch beide Verfahren mehr besteht, da das lokale Alignment den
Gesamtscore durch Verldngerung der Teilsequenzen immer weiter erhohen kann, bis das
Ende beider Sequenzen erreicht ist.

3.1.3 Paarweise und multiple Alignments

Eine weitere Unterscheidung zwischen Alignments kann in der Anzahl der alignierten Se-
quenzen erfolgen. Fiir den Fall von nur zwei zu alignierenden Sequenzen spricht man von
paarweisem Alignment. Sobald ein Alignment {iber mehrere Sequenzen erstellt wird, han-
delt es sich um ein multiples Alignment. Ein multiples Alignment hat dabei den Vorteil
auf mehr niitzliche Informationen zuriickgreifen zu konnen aufgrund der gréfleren Anzahl
zu betrachtender Sequenzen. Deshalb erreichen Algorithmen mit multiplen Alignments
oft bessere Ergebnisse, als diejenigen die nur zwei Sequenzen bearbeiten. Ein Nachteil
den multiple Alignments mit sich bringen liegt in dem Mehraufwand der benétigt wird
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um ein solches Alignment zu erstellen. Die Komplexitéit des Problems steigt natiirlich
mit jeder weiteren Sequenz die aligniert werden muss, weshalb die Suche nach effizien-
ten Algorithmen fiir das multiple Alignment grofie Aufmerksamkeit geniet. Von grofler
Bedeutung fiir die Qualitéit des Ergebnisses eines multiplen Alignments ist auch die Me-
thode mit der die Zusammenfiihrung der Sequenzen erfolgt. Hier stehen mehrere Metho-
den zur Verfiigung, wie der bereits erwéhnte progressive Ansatz. Andere Ansétze wiren
beispielsweise die Verwendung eines iterativen Algorithmus [HTHI95, Got96], der nach
einzelnen Alignmentschritten das bisherige Ergebnis erneut betrachtet und verbessert,
oder die Bildung des Alignments mit Hidden-Markov-Models [Edd95]. Tree-Coffee wird
sich dabei auf einen progressiven Ansatz festlegen, weshalb die anderen Moglichkeiten
hier keine groflere Beachtung erhalten werden.

3.2 Welchen Nutzen haben Alignments

Anhand eines Alignments lésst sich also die Ahnlichkeit oder Distanz zwischen Sequenzen
ermitteln. Mit den gefunden Homologien lassen sich so Riickschliisse auf die Evolution
der analysierten Sequenzen ziehen. Es liegt nahe, dass sehr dhnliche Sequenzen einen
gemeinsamen Vorfahren besitzen, was wiederum ein Indiz fiir die Funktion einer neu
entdeckten RNA sein kann. Alignments konnen also dazu verwendet werden fiir neu
entdeckte RNAs moglichst nahe Verwandte zu finden, die bereits erforscht wurden, um
einen ersten Anhaltspunkt fiir die Funktion dieser neuen RNA zu bekommen. Alignments
sind daher von grofler Bedeutung fiir die biologische Forschung speziell im Bereich der
Gen- und Zellforschung.
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4 Algorithmische und formale
Grundlagen

Bevor nun eine genaue Beschreibung des Tree-Coffee Verfahrens erfolgt, ist es notwendig
einige grundlegende formale Definitionen zu treffen, welche im Verlauf des Algorithmus
eine Rolle spielen werden. Aus diesem Grund wird in diesem Kapitel das Fundament fiir
die erfolgreiche formale Beschreibung von Tree-Coffee gelegt werden. Zusétzlich wird ein
Modell vorgestellt, das dazu dient, die Ahnlichkeit zwischen Sequenz-Struktur-Paaren
zu bestimmen, gefolgt von einem Einblick in den T-Coffee Algorithmus, aus dem die
Ableitung von Tree-Coffee erfolgte.

4.1 Aligemeine Definitionen

Im Verlauf der letzten Kapitel wurden bereits einige Begriffe verwendet, welche nun
eine formale Definition erhalten werden, die im weiteren Verlauf dieser Arbeit fiir diese
Begriffe gelten. Zuerst wird konkretisiert was gemeint ist wenn im folgenden von einer
Sequenz gesprochen wird.

Definition 4.1. Eine Sequenz S ist ein Wort iiber ¥*, wobei gilt ¥ = {A,C,G,U}.
Dabei bezeichnet S[i] das Zeichen an Position i der Sequenz.

Nachdem nun genau feststeht was unter einer Sequenz zu verstehen ist, kann die formale
Beschreibung eines Alignments erfolgen.

Definition 4.2. Seien a und b € ¥* dann bezeichnet das Paar a”,0° € (X U {—})* das
Alignment von a,b wenn gilt:

L [a°] = [b°]
2. pic{l,..,|a}:a =) = —

3. a” beschrinkt auf ¥ ergibt genau a, gilt analog fiir b° und b

Nach der Definition des paarweisen Alignments, wird noch das multiple Alignment
benotigt.
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Definition 4.3. Ein multiples Alignment der Sequenzen a', ..., a" € ¥* kann durch eine
Matrix (4;;) : 1 <i < N,1 < j < K dargestellt werden, fiir die folgende Eigenschaften
erfiillt sein miissen:

1. Aje (Xu{-})
2. A;j -+ - Ajx beschrinkt auf ¥ = o’
3. i ViA,; = —

Die Definition eines multiplen Alignments zeigt, dass ein paarweises Alignment im for-
malen Sinne nur ein Spezialfall davon ist.

Definition 4.4. Betrachtet man die alignierten Sequenzen a’,b° des Alignments A,
dann gilt (7,7) € A (i und j realisieren eine Kante im Alignment) falls gilt

(a°[7'] # — A B°[j'] # —), wobei i und j die urspriinglichen Positionen in den Eingabe-
sequenzen darstellen.

Da es sich bei Tree-Coffee um einen Sequenz-Struktur-Alignment Ansatz handelt miissen
noch einige Definitionen zur Struktur erfolgen.

Definition 4.5. Ein Arc a ist ein Paar (i,7) € N x N fiir das gilt: ¢ < j. ¢ und j werden
dabei als Enden eines Arcs bezeichnet, welche auch durch a' und a” symbolisiert werden
kénnen. Ein Arc stellt dabei die Verbindung zweier Basen einer Sequenz dar.

Mit dem Wissen iiber die Arcs kann nun die Sekundérstruktur P einer Sequenz S defi-
niert werden.

Definition 4.6. Die Struktur P ist eine Menge von Arcs mit der Eigenschaft, dass keine
der Positionen, die einen Arc bilden, in mehr als einem Arc vorkommen. Weiter wird
vorausgesetzt, dass fiir 2 beliebig gewéahlte Arcs (i1,i2) € P und (j;,72) € P eine der
folgenden Bedingungen gilt:

1. i3 < 71 oder j5 < i; (unabhéngige Basenpaare)
2. i1 < j1 < jo < ig oder j; < iy < iy < ja (geschachtelte Basenpaare)
Aufgrund dieser Definition einer Struktur ist sichergestellt, dass es sich dabei um eine

so genannte , Nested® Struktur handelt, in der keine Uberschneidung von Arc-Kanten
vorkommen diirfen (Abbildung 4.1).

Definition 4.7. S[i] wird als freie Base bezeichnet, wenn gilt: (¢,4") ¢ P und (¢',) ¢ P.

Die Verbindung zwischen einer Sequenz und ihrer Struktur ist dadurch wie folgt dar-
stellbar:

Definition 4.8. Ein Tupel S = (5, P) bezeichnet ein Sequenz-Struktur-Paar

Nachdem nun diese grundlegenden Definitionen getroffen wurden ist es moglich einige
spezifischere Dinge zu betrachten, die als Grundlage fiir Tree-Coffee dienen.
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4.2 Die Edit Distanz

Zur erfolgreichen Berechnung eines Sequenz-Struktur-Alignments ist ein Ansatz notwen-
dig, der die Ahnlichkeit zwischen zwei Strukturen messen kann. Ein solcher Ansatz, der
dabei, sowohl auf den Basen der Sequenzen, als auch auf deren Strukturen arbeitet, wur-
de von Jiang et al. in dem Artikel: ,A General Edit Distance between RNA Structures*
[JLMZ02], welcher im ,,Journal of computational Biology* erschienen ist, vorgestellt. Um
das genaue Verfahren fiir eines der dort vorgestellten Probleme geht es nun in diesem
Teil.

Zur Darstellung einer Struktur stehen verschiedene Moglichkeiten zur Verfiigung und
die entsprechenden Methoden, um auf dieser Basis die Ahnlichkeit zu bestimmen. Da
mehrere Algorithmen existieren, um die Distanz zwischen zwei Badumen zu berechnen,
zum Beispiel ein Ansatz von Shapiro und Zhang Anfang der 90er Jahre [SZ90], liegt
es nahe, Strukturen mit Hilfe von Badumen zu représentieren, was durch die nested Ei-
genschaft von Strukturen ermdoglicht wird. Eine weitere Moglichkeit ist die Verwendung
von stochastischen kontext-freien Grammatiken (Sakakibara et al. [SBHT94]). Anders
als bei diesen beiden Verfahren wird in dem Ansatz von Jiang die Distanz nicht nur
aufgrund der Strukturen berechnet, sondern auch die Nukleotidebene in die Bewertung
mit aufgenommen.

4.2.1 Unterteilung der Strukturen

Benotigt werden drei Unterscheidungen zwischen den moglichen Strukturen: plain, nes-
ted und crossing. Beispiele fiir nested und crossing Strukturen sind bereits in Abbildung
4.1 zu sehen. Bei plain Strukturen handelt es sich um Strukturen, in denen keine Arcs
existieren, also alle Basen der Sequenz frei sind.

Die Schwierigkeit Sequenz-Struktur-Paare zu vergleichen, nimmt mit der Komplexitét
der Struktur zu, wodurch sich sechs differenzierbare Problemstellungen der Tabelle 4.1
definieren lassen.

Der Fall plain < plain ist dabei am einfachsten zu 16sen und entspricht durch das Feh-
len jeglicher Arcs einem einfachen Sequenzalignment. Bei Tree-Coffee werden aufgrund
der Strukturdefinition maximal nested < nested Féille betrachtet werden, weshalb dies
auch der einzige Fall ist, der zum Thema Edit Distanz behandelt wird.

4.2.2 Die moglichen Edit Operationen

Betrachtet werden miissen die méglichen Operationen, die dabei helfen sollen, die Di-
stanz zweier Sequenz-Struktur-Paare zu bestimmen. Dabei muss darauf geachtet werden,

7~ N\ 7NN 7~ X N\
ACGUGUGAAUC ACGUGUGAAUC

Abbildung 4.1: Vergleich Nested - Crossing Struktur
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crossing < crossing
crossing < nested
crossing < plain
nested < nested
nested < plain
plain & plain

Tabelle 4.1: Komplexitétsklassen der Berechnung von Sequenz-Struktur-Paaren

sowohl die Operationen auf freien Basen, als auch die Operationen auf Basen, welche
Teil eines Arcs sind, genau zu formulieren.

Fiir Basen die Teil einer Struktur sind, existieren folgende Operationen: arc-match,
arc-mismatch, arc-breaking, arc-altering und arc-removing. Anschaulich konnen diese
Operationen in Abbildung 4.2 betrachtet werden. Formal ergeben sich daraus die kom-
menden Definitionen.

arc-altering

arc—mlsmatch
arc-match arc-removing

{ \ g,
AAAGAAUAAU-UUACGGGACCCUAUAAA
CGAGA-UAA Alt GG -CCC~ AUAA?

base- delemon N base-match
base-mismatch arc-breaking

Abbildung 4.2: Mégliche Edit Operationen auf Sequenz-Struktur-Paaren
Quelle: [JLMZ02]

Definition 4.9. Gegeben sind die Arcs (i1,42) € Py und (j1, j2) € P> und bei den Kanten
(71,41) und (iz, j2) handelt es sich um realisierte Kanten, dann wird dies als arc-match
bezeichnet, falls Si[i1] = Sa[j1] A Si[ia] = Sa[j2] gilt. Einen arc-mismatch erhélt man,
wenn mindestens eine der beiden Anforderungen nicht zutrifft.

Definition 4.10. Betrachtet man die realisierten Kanten (i1, j;) und (is, jo) dann be-
zeichnet man dies als arc-breaking falls gilt:

((i1,42) € Pr A (J1,J2) & P2) V ((i1,42) € Pr A (G1, J2) € o)
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Biologisch kann die arc-breaking Operation dadurch erkléirt werden, dass die Mutationen
von Basen die Kréfte innerhalb der Struktur beeinflussen und deshalb die Kraft nicht
mehr ausreicht, um die Bindung aufrecht zu erhalten.

Definition 4.11. Betrachtet man einen Arc (iy, i) € Py, und wird S;[i;] mit einer Base
aus Sy zum Beispiel Ss[j1], und Si[is] mit einem Gap aligniert, dann bezeichnet das eine
arc-altering Operation, die die Base S)[iz] 16scht und dadurch den Arc (iy,1i3) bricht.
Die Folge daraus ist, dass die Base S;[i;] ab sofort als freie Base betrachtet wird.

In der Evolution spiegelt diese Operation das Verschwinden einer Base, die Teil einer
Bindung war, wider. Natiirlich muss nicht zwangsweise nur eine der gebunden Basen ver-
schwinden, was dazu fiihrt, dass auch diese Option einer der moglichen Edit Operationen
darstellt.

Definition 4.12. Falls beide Positionen eines Arcs (iy,i2) € P; mit Gaps aligniert
werden spricht man also von arc-removing.

Nachdem nun alle Operationen mit Arc-Involvierung definiert wurden, miissen noch die
betrachtet werden, die auf Basen stattfinden konnen. Dabei gibt es vier mogliche Fille die
beobachtet werden konnen base-match, base-mismatch, base-deletion und base-insertion.
In Abbildung 4.2 sind auch diese Operationen anschaulich dargestellt.

Definition 4.13. Aligniert man die freien Basen S [i] mit Sy[j] und es gilt S;[i] = Sa[j]
spricht man von einem base-match. Sollte diese Bedingung nicht erfiillt sein handelt es
sich um einen base-mismatch.

Definition 4.14. Wird eine freie Base S;[i] mit einem Gap aligniert ist dies eine base-
deletion. Analog bezeichnet man die Alignierung von S;[j] mit einem Gap als base-
msertion.

4.2.3 Kosten der Edit Operationen

Fiir die vorangegangenen Operationen werden natiirlich noch Kosten benétigt, um mit
ihrer Hilfe rechnen zu kénnen. Da hier von Distanzen ausgegangen wird, lasst sich direkt
festlegen, dass ein base- respektive arc-match keine Kosten verursacht. Anders verhalt
es sich bei den verbliebenen Operationen welche die folgenden Kosten erhalten:

o base-mismatch: w,,
e base-deletion/insertion: wy

e arc-mismatch: 4= oder w,,, in Abhéingigkeit der beiden beteiligten Arcs. Gilt
entweder Syli1] # Sa[j1] oder Sifis] # Sa[j2] betragen die Kosten *2=. Gelten
beide Bedingungen sind die Kosten 2 * 42 = 1,

e arc-breaking: wy

e arc-altering: w,
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® arc-removing: W,

Zuséatzlich wird angenommen, dass w, > wy. Durch Kenntnis iiber die entstehenden
Kosten und moglichen Edit Operationen kann jetzt also der Ansatz zur Berechnung
erstellt werden.

4.2.4 Distanzberechnung fiir den Fall Nested < Nested

Bevor ein effizienter Algorithmus fiir diese Berechnung aufgestellt werden kann, bedarf
es einer kleinen Anderung an der Anzahl der moglichen Kosten, welche durch folgende
Annahme erreicht werden kann:

2w, = wp + w,

Dadurch wird es ermoglicht, die Falle arc-altering und arc-removing nur mit Hilfe
von arc-breaking und base-deletion auszudriicken, wodurch diese beiden Félle , ver-
nachléassigt® werden konnen.

e Eine arc-altering Operation ist dquivalent zu einer arc-breaking Operation in Ad-
dition mit einer base-deletion. Dies liefert die Kosten: “==*t

e Jede arc-removing Operation besteht aus einer arc-breaking und zwei base-deletion
Operationen, was auch wieder zu den Kosten von == fiihrt.

Wird nun eine Base geloscht, welche Teil eines Arcs ist, und nur in diesem Fall, konnen
anstelle der eigentlichen base-deletion Kosten, die soeben eingefithrten Kosten verwendet
werden. Aufgrund dieser Mafinahme, miissen in der Rekursion nur noch die Félle arc-
match, arc-mismatch und arc-breaking in Zusammenhang mit Arcs betrachtet werden.
Um nun eine effiziente Berechnung zu erméglichen, muss fiir Basen unterschieden werden,
ob es sich dabei um eine freie Base, oder das Ende eines Arcs, handelt. Zu diesem Zweck
wird der Begriff der Inzidenz definiert.

Definition 4.15. Die Base S[i] ist inzident genau dann wenn i = a' Vi = a” erfiillt ist.

Damit ldsst sich eine Funktion 1 (7) wie folgt definieren (und analog 5(j)):

Definition 4.16. vy (i) = {1 falls ¢ inzident zu einem Arc € P,
0 sonst

Hinzukommend wird eine Funktion bendétigt, welche unterscheidet ob zwei Basen iden-
tisch sind oder nicht.

1 falls Sy[i] # Salj] (mismatch)

Definition 4.17. x(i,7) =
x6-9) {O sonst (match)
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Dies schafft die Moglichkeit, die arc-breaking Kosten zu gleichen Teilen unter den
beiden inzidenten Basen eines Arcs aufzuteilen, welche sich auf alle vorhandenen Ope-
rationen anwenden lasst, und damit diese Kosten fiir die einzelnen Félle verursachen:

o base-deletion von S[i]: wq + 11 (1) (% — wy)
e base-match oder base-mismatch: X (i, j)wy + (¥1(3) + 2(5)) 5

Es ist durch diese Kostendefinitionen nicht weiter notig die Félle arc-altering, arc-
removing und arc-breaking explizit zu betrachten, da ihre Kosten in die Basenopera-
tionen integriert wurden. Daraus lésst sich nun die Rekursionsgleichung aufstellen:

Fir alle 1 <7 <4 <|Si]und 1 < j < 5/ < |9y,

(DP(i, i — 15,5') + wa + 1 (i') (% — wa),

DP(i, i j,j' = 1) + wa + ¥2(5') (%5 — wa),

DP(i,i" = 1: 7,7 = 1) + x(@', j )wn + (1() + ©2(5'))
DP(i,iy — 17,51 — 1)+ DP(iy+ 1,9 — 1;5: + 1,7/ — 1)

+(x (i1, g1) + x (@', ) 5=,
falls i <iy,7 < 71, (i1,7) € Py und (j1,5') € Py

DP(i,i';7,5") = min

\

Durch diese Rekursion kann die Berechnung der Distanz fiir zwei Sequenz-Struktur-
Paare S;, 8, in einer Laufzeit von O(n?*m?), wobei n = |S;| und m = |S,|, absolviert
werden.

Die genaue Initialisierung der Berechnungsmatrix wird hier vorerst ausser Acht ge-

lassen, da diese in Zusammenhang mit dem Tree-Coffee Algorithmus noch ausfiihrlich
behandelt werden wird.
Jiang et al. haben hier ein effizientes Verfahren zur Distanzberechnung vorgestellt, das
mit einer leichten Modifikation problemlos von der Minimierung der Distanz zur Maxi-
mierung der Ahnlichkeit adaptiert werden kann. Dieser Aspekt wird bei Tree-Coffee zur
Anwendung kommen, da dort mit Ahnlichkeiten gearbeitet wird.
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4.3 T-Coffee

Einen groflen Einfluss auf die Beschaffenheit von Tree-Coffee hatte der von Cedric Not-
redame, Desmond G. Higgins und Jaap Heringa entwickelte Algorithmus, genannt ,,T-
Coffee®, um ein multiples Sequenzalignment zu erstellen [NHHO00]. Angestrebt wurde
bei T-Coffee die Verbesserung der Ergebnisse durch Vermeidung von frithen Fehlern
wihrend der Bildung des multiplen Alignments, unter der Préamisse, dies nicht mittels
eines erheblichen Mehraufwandes beziiglich der Laufzeit zu erreichen. Um Tree-Coffee
zu verstehen, ist es also notig, die Mechanismen von T-Coffee zu kennen, weshalb eine
Betrachtung des T-Coffee Algorithmus in dieser Arbeit nicht fehlen darf.

Sieht man den T-Coffee Algorithmus, so lasst sich dieser in zwei grofiere Bearbeitungs-
schritte unterteilen. Zuerst findet eine Informationssammlung und Weiterverarbeitung
dieser Informationen statt, um die Eigenschaften aller paarweisen Alignments zu erfas-
sen. Diese Daten werden dann in mehreren Schritten erweitert und zusammengefiihrt,
um anhand derer letztendlich ein progressives Alignment durchzufiihren.

4.3.1 Sammlung und Weiterverarbeitung der paarweisen Daten

Um die benétigten Daten zu erhalten, werden fiir alle M (M — 1)/2 moglichen Sequenz-
paare Alignments berechnet:

e Ein globales Alignment mit Hilfe des ClustalW Programmes [THG94].

e Die zehn besten lokalen Alignments, die sich nicht iiberschneiden. Diese Berech-
nung wird durch ,,Lalign“ iibernommen, welches Teil des FASTA Softwarepaketes
ist [PL88].

Das liefert fiir jedes Alignment eine Liste mit realisierten Kanten, die in einer priméren
Bibliothek gesammelt werden, von denen jedoch einige wichtiger sind als andere. Indem
nun fiir alle Kanten der Bibliothek ein Gewicht berechnet wird, das sich in Verbindung
mit ihrem Einfluss auf das Alignment ausdriickt, kann diese Information in die Bewer-
tung der realisierten Kanten eingearbeitet werden. Um ein Gewicht fiir die Kanten des
Alignments zu erhalten wird eine durchschnittliche Identitét, der alignierten Positionen
des gesamten Alignments berechnet. Der Vorteil besteht in der Einfachheit dieser Me-
thode bei dennoch ausreichender Effektivitdt. Jede Kante des Alignments erhélt also ein
Gewicht entsprechend dieser berechneten Identitédt nach dieser Methode:
V:1<i<J|A,1<j5<|B]:

Gewicht(, j) = {Identitéit(A) falls (i,7) € A
Es stehen nun also die gewichteten Datensitze fiir jede Sequenzpaarung zur Verfiigung,

bestehend aus den Daten fiir das globale und denjenigen fiir das lokale Alignment, welche
es zunéchst gilt zusammen zu fiithren.

24



4 Algorithmische und formale Grundlagen

Die Kombinierung der Daten erfolgt dabei durch einfache Addition der Gewichte.
V:1<i<|A,1<j5<|B|:

p

. . . . falls (4,7) € Aiokar
Gewichtiora (7, j) + Gewichtgiopa (7, 7) .

I und (Zaj) € Aglobal

falls (7, § oka

Gewichtia (i, /) alls (i.) € Ak

und (4, 7) ¢ Agiobal

GeWiChtKombiniert =
falls (Z,]) S Aglobal

Gewicht giopar (7, J) und (4,7) ¢ Aiokal

0 sonst

\

Mit diesen paarweisen Bibliotheken liefle sich jetzt theoretisch schon das multiple Ali-
gnment erstellen, jedoch kann mit Hilfe einer Erweiterung der Bibliotheken die Qualitéat
dieser Daten noch weiter verbessert werden.

Um diese Erweiterung durchzufithren werden nun Triplets von Sequenzen analysiert.
Angenommen es soll eine Transformation der Gewichte fiir die Kanten des Alignments
von Sequenz A und Sequenz B iiber die Sequenz C' durchgefithrt werden. Hierzu werden
die Kanten

(i,j):1<i<|AIAL<j<|B|
(i,k):1<i<|A|A1<k<|C|
(k.j): 1<k <|CIA1 <)< B

betrachtet. Fiir die Kante (7, j) betrigt das Gewicht W) und die Kanten (i, k) und (k, j)
sind gewichtet mit Wy und Ws. Zu Wi wird nun der Wert min(Ws, W3) addiert wo-
mit die Kante (7, 7) tiber die Sequenz C transformiert wurde. Siehe auch Abbildung 4.3
zur Veranschaulichung dieses Triplet-Ansatzes. Um die Transformation abzuschlieflen,
miissen nun alle Kanten in A,B iiber alle verbleibenden Sequenzen transformiert wer-
den, und dieser Vorgang fiir alle weiteren moglichen Sequenzkombinationen wiederholt
werden.

Auf diese Weise spiegeln die Gewichte der Kanten nicht nur die Informationen der
beiden alignierten Sequenzen wieder, sondern beinhalten auch die Kombinationen zu den
verbleibenden Sequenzen des multiplen Alignments. Mit diesen transformierten Werten,
in der erweiterten Bibliothek, kann dann begonnen werden das multiple Alignment zu
erstellen.

4.3.2 Erstellung des multiplen Alignments

Progressives Alignieren bedeutet, dass, entsprechend einer gegebenen Reihenfolge, die
Sequenzen oder bereits berechnete Alignments sukzessive miteinander aligniert werden,
bis ein multiples Alignment produziert wurde, in dem alle Sequenzen vertreten sind. Um
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Seq A | ]

Seq C | \ ]

Seq B | ]

Abbildung 4.3: Transformation einer Kante aus Sequenzen A und B iiber Sequenz C

diese Reihenfolge der Alignierungen festzulegen, wird anhand der Distanzen zwischen al-
len Sequenzen ein phylogenetischer Baum berechnet, in dem die Sequenzen entsprechend
dieser Distanzen aufsteigend angeordnet sind. Die Ableitung eines solchen Baumes an-
hand der Distanzen wird von einem , Neighbour-Joining* Algorithmus [SN87] iibernom-
men und liefert einen Baum (Abbildung 4.4), welcher besagt, dass zuerst die Sequenzen
A und B aligniert werden, bevor zu diesem Alignment dann Sequenz C hinzualigniert
wird. Im Verlauf eines progressiven Alignments kénnen einmal eingefithrte Gaps in den

Seq B
Seq A
Seq C

Abbildung 4.4: phylogenetischer Baum fiir 3 Sequenzen

Sequenzen nicht mehr bewegt oder entfernt werden, weshalb die Analyse der paarweisen
Alignments und die Konsistenztransformation essentiell wichtig sind, um dadurch verur-
sachte Fehler, welche sich durch den ganzen Prozess hindurchziehen wiirden, schon in den
ersten Schritten zu vermeiden. Ein weiterer Vorteil der Vorverarbeitung besteht darin,
dass fiir die Bildung des multiplen Alignments keine weiteren Parameter wie Gapkosten
mehr notig sind, da diese bereits in die Kantengewichte eingearbeitet wurden.
Wiéhrend der einzelnen Teilschritte muss darauf geachtet werden, ob es sich in dem
aktuellen Schritt um ein Alignment zweier einzelner Sequenzen handelt, oder bereits ein
schon berechnetes Alignment mit mehreren Sequenzen involviert ist, da in den Bibliothe-
ken nur die Gewichte der paarweisen Alignments gespeichert sind. Damit Alignments,
welche bereits mehrere Sequenzen enthalten, aligniert werden kénnen, miissen die durch-
schnittlichen Gewichte der einzelnen Alignmentspalten verwendet werden, womit der
endgiiltigen Erstellung des multiplen Alignments nichts weiter im Wege steht.
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Durch die Betrachtung der vorangegangenen Grundlagen, zu denen einige biologische
Grundkenntnisse, ein Verstdndnis, {iber die Eigenschaften von Alignments, und elemen-
tare formale Dinge gehoren, erfolgt nun die detaillierte Einfithrung in das von Tree-Coffee
verwendete Verfahren zur Berechnung eines multiplen Sequenz-Struktur-Alignments. Es
sei anzumerken, dass es sich hier um eine erste voll funktionale Version dieses Algorith-
mus handelt, welcher sich aktuell noch in der Entwicklung befindet. Ziel ist es anhand
dieser Arbeit die generelle Funktionalitét dieses Ansatzes zu validieren und gegebenen-
falls einige erste Schwiichen aufzuzeigen, die bis zu einer Finalitdt des Programms noch
auszubessern sind. In diesem Kapitel wird nun diese erste Version eingefiihrt werden.

Bei Tree-Coffee handelt es sich um einen konsistenzbasierten Algorithmus, welcher
sich fester Strukturen, die vom Benutzer bereitgestellt werden miissen, bedient und auf
Basis dieser bereitgestellten Sequenz-Struktur-Paare ein multiples Alignment erstellt.
Zu diesem Zweck wird ein dhnlicher Programmablauf verwendet, wie es bei T-Coffee
eingefithrt wurde. Es wird eine paarweise Analyse aller moglichen Kombinationen der
Eingabedaten durchgefiihrt werden und zum Zwecke der konsistenzbasierten Idee, eine
Gewichtung der Kanten erfolgen. Nach diesem Prozess wird durch einen verwandten
Triplet-Ansatz, wie ihn auch T-Coffee verwendet, eine Transformation der bis dahin
gesammelten Daten stattfinden, bevor diese Informationen dann dazu verwendet werden
ein progressives Alignment durchzufiihren. Eine einfache schematische Darstellung dieses
Ablaufs kann der Abbildung 5.1 entnommen werden. Dieser Plan spiegelt auch in groben
Ziigen den Aufbau dieses Kapitels wieder, in dem entlang dieses Pfades die einzelnen
Schritte ausfiihrlich préasentiert werden.

| SR )+ >, IH ) (B %))
2( "SHB" $BH ) * ") + | N4 %8 1(§ ' #

Abbildung 5.1: Vereinfachter Prozessablaufplan von Tree-Coffee
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Abbildung 5.2: Beispiel der Arcindizierung

5.1 Eine effiziente Indizierung der Arcs

Fiir den weiteren Verlauf wird es benétigt, den vorhandenen Arcs einer Struktur P auf
geschickte Weise einen Index zuzuordnen, mit dem die weitere Arbeit erleichtert wird.
Zur Erinnerung - Es handelt sich um nested Strukturen, aufgrund deren diese Art der
Indizierung iiberhaupt erst ermoglicht wird. Gewiinscht ist eine Indizierung die abhéngig
von dem rechten Ende eines Arcs ist. Hierfiir wird der Ausdruck a} definiert, der den
Arc mit dem Index h aus der Struktur P; symbolisiert.

Definition 5.1. a; bezeichnet den h-ten Arc (i1,15) € P; fiir h € N. Fiir alle Paare von
Arcs a}, = (i1,19) € P, und a}] = (j1,J2) € P, muss eine, und nur eine, der folgenden
Bedingungen zutreffen:

1.h>gli2>j2
2.h<gii2<j2

3. h:inQIjQAilzjl

Da es sich hier um nested Strukturen handelt, miissen die linken Enden der Arcs in dieser
Definition nicht explizit betrachtet werden, da per Definition von nested die notwendigen
Anforderungen an die 6ffnende Position eines Arcs, in Abhédngigkeit der Schlieenden,
abgedeckt sind. Aufgrund der Tatsache, dass zu einem Zeitpunkt maximal die beiden
Strukturen P; und P, betrachtet werden, ist es moglich die Darstellung eines Arcs zu ver-
einfachen: a;, = a; € P, und by, = b% € P,. So lassen sich die 6ffnenden und schlieenden
Positionen eines Arcs h mit (a!, a}), respektive (bl b7 ), umschreiben.

Definition 5.2. |P;| driickt die Anzahl der Arcs € P, aus. Fiir den Index h eines Arcs
gilt demzufolge: 1 < h < |Py|.

Zur Veranschaulichung, dieses Verfahrens der Indizierung, kann in Abbildung 5.2 ein
Beispiel dazu eingesehen werden.

Die Erstellung dieser Strukturinformationen bedarf nur linearer Laufzeit und ist somit
fiir die Gesamtlaufzeit des Algorithmus unbedeutend, liefert aber eine einfache Moglich-
keit im weiteren Verlauf, Bezug auf einen bestimmten Arc der Struktur P zu nehmen,
ohne zwangsldufig die Enden des Arcs mitzufiihren.
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5.2 Paarweise Sequenzalighments

Zu Beginn des Algorithmus steht die Sammlung aller benétigter Informationen, der
paarweisen Alignments, im Vordergrund. Es werden fiir alle w moglichen Paarun-
gen aus S = {5y, ..., Sy} Alignments erstellt. Zu diesem Zweck werden zwei Algorith-
men eingefiihrt, mit denen sich globale Alignments von Teilsequenzen (bis hin zu den
vollstandigen Sequenzen), der aktuell betrachteten Paarung, berechnen lassen. Dabei
wird das Ziel sein, eine maximale Ahnlichkeit dieser Segmente zu realisieren, weshalb
eine leicht verdnderte Fassung der von Jiang et al. vorgestellten Rekursion verwendet
wird [JLMZ02]. Die Beiden, im folgenden vorgestellten, Algorithmen werden fiir diesen

Schritt verwendet:
e Der Insidealgorithmus
e Der Outsidealgorithmus

Als Basis dieser Berechnungen werden die von Klein und Eddy eingefiihrten ,, RIBOSUM*
Scores [KEO03] verwendet. Dabei handelt es sich um Substitutionsmatrizen, die sowohl
fiir die Substitution zweier Basen i, j, als auch zweier Basenpaare i1, i und j;, jo, Werte
bereit stellt, mit denen in diesem Fall gearbeitet werden kann.

Auf diese Weise kann eine abstrakte Definition, der Ahnlichkeit eines Alignments A
erfolgen:

Definition 5.3. SI Mgf(A) beschreibt die Ahnlichkeit des Alignments A, die sich aus

der Summe, der Ahnlichkeiten der méglichen Edit Operationen, welche zur Bildung des
Alignments verwendet wurden, zusammen setzt.

Ziel der Beiden hier vorgestellten Algorithmen wird es sein, die notigen Verfahren zu
definieren, die bendtigt werden, um die maximale Ahnlichkeit eines Sequenz-Struktur-
Alignments zu berechnen. Die Funktion dieser beiden Algorithmen, wird dazu dienen
Bereiche innerhalb und ausserhalb von Arcs zu alignieren. Diese Alignments werden dazu
benétigt die Gewichtung der Kanten durchzufiihren, und somit die konsistenzbasierte
Idee umzusetzen.

Mit diesem Wissen kann nun der Erste, dieser beiden Algorithmen, behandelt werden.

5.2.1 Der Insidealgorithmus

Betrachtet werden die Tupel §; = (S1, P1) und Sy = (S,, P,), unter der Pramisse eine
Menge von |P;| x | Py| Teilalignments zu berechnen. Ziel ist es dabei, fiir jedes Arcpaar
(an,by) : 1 < h < |PjJund 1 < g < |Py|, die maximale Ahnlichkeit zu bestimmen, mit
der Bedingung, dass (aj, b)) und (aj,b;) als Kanten realisiert werden. Anders ausge-
driickt, die beiden Arcs bilden strukturelle Kanten im Alignment. Aus diesem Umstand
lasst sich erkennen, dass zwischen zwei Arten von realisierten Kanten im Alignment
unterschieden werden kann.

e strukturelle Kante: {(,4', 5, 7') (4,7, 7,7") ist ein arc-(mis)match }
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Abbildung 5.3: Segment eines Alignmentschrittes begrenzt durch zwei Arcs

e sequentielle Kante: {(4,7) |i und j beteiligen sich an keiner strukturellen Kante }

Aus der Eigenschaft mit diesem Algorithmus die Bereiche, welche sich innerhalb einer
Struktur befinden, zu alignieren resultiert, auch der Name: Insidealgorithmus.

Formale Beschreibung aller notigen Teilalignments

Betrachtet werden die Strukturen P;,P, und die Anzahl der jeweils darin enthaltenen
Arcs, so werden |Py| x |P| Alignments benotigt, um jede mogliche Paarung von (ay, by)
zu erreichen. Ein Teilalignment, welches von zwei Arcs begrenzt ist, lasst sich wie folgt
definieren:

Definition 5.4. Ein Teilalignment A;.; begrenzt durch die Arcs a; € P, und b, € P,
vereinfacht durch Ay (an, by) ausgedriickt, ist ein Alignment der Teilsequenzen [a},..a}]

und [blg..bg], wobei die beiden Arcs strukturelle Kanten realisieren.

Wichtig fiir diese partiellen Alignments ist die Reihenfolge, in der sie berechnet werden.
Die verwendete Rekursion zur Erstellung eines Alignments benétigt die Werte solcher
Teilalignments, falls innerhalb des betrachteten Intervalls Strukturen enthalten sind. Um
dies verstandlich zu machen betrachten wir ein Beispiel.

Beispiel 5.1. Gegeben sind die Arcs: {1,..,3} € P, und {1,2} € P,. Fiir die Berech-
nung des Alignments begrenzt durch as und by, muss der Wert fiir das Alignment von

[a}..a7], [b}..b]] bereits bekannt sein.

Definition 5.5. A;(ap, by) kann aligniert werden, genau dann wenn gilt:

DA (al, b)) : (1<K <hA1<g <g), das nicht bereits berechnet wurde.

Nach Festlegung der Reihenfolge, in der die einzelnen Teilalignments berechnet werden,
konnen nun die notwendigen Datenstrukturen, zur Speicherung der berechneten Daten,
betrachtet werden, gefolgt von einigen, fiir die Rekursion wichtigen, Parameterdefinitio-
nen, bevor dann endgiiltig die Rekursion aufgestellt werden kann.

30



5 Der Tree-Coffee Algorithmus

Bendétigte Speicherstrukturen

Zur Speicherung der Ergebnisse werden zwei Matrizen benotigt. Eine dieser Matrizen
wird fiir die Berechnung der Teilalignments, und die Andere fiir die maximalen Ahnlich-
keiten dieser, verwendet werden. Aus der Anzahl der Arcs beider Strukturen und der
Léangen ny = |S1|, ng = 92| der Sequenzen ergeben sich fiir die benttigten Matrizen die
GroBen |Py| X | P und ny + 1 X ng + 1 (kann unabhéngig der Grofle der Teilalignments
verwendet werden).

Definition 5.6. Zur Speicherung der Ahnlichkeiten der Teilalignments wird folgende
Matrix L : |P| X |P,| definiert:
Ly, = mazx {SI,M;2 (Ageir(an, bg))}

Definition 5.7. Die fiir die Berechnung der Teilalignments benotigte n; + 1 X ng + 1
Matrix M ist definiert durch:

anby Sy A ist Teilalignment von[al + 1..1]
M = maz {S]Msl (4) ' und [0} +1..5] : i < aj, und j < b}

Da maximal die Ahnlichkeiten gesamter Teilalignments wihrend der Rekursion verwen-
det werden, ist nur eine konsistente Speicherung der L-Matrix notig. Somit wird fiir die
Berechnung von Alignments nur quadratischer Speicherplatz benétigt, was in Anbetracht
der moglichen Sequenzlédngen einen grofien Vorteil darstellt.

Neue Kostendefinitionen und Matchscores

In dem von Jiang et al. vorgestellten Verfahren wurden bereits alle nétigen Kosten der
Edit Operationen aufgelistet, da hier jedoch dieser Ansatz auf ein dhnlichkeitsbasiertes
Modell umgestellt wird, wird die Gelegenheit genutzt einige dieser Kosten, zur verein-
fachten Darstellung neu festzulegen. Konkret wird es sich hierbei um die Kosten fiir
arc-removing, arc-breaking und base-deletion handeln. Die Anderungen belaufen sich
also wie folgt:

1. = (,. B, entspricht also den halben arc-removing Kosten.

ol

2. % = By B entspricht den halben arc-breaking Kosten.
3. wgq = 7. vy entspricht den Kosten fiir eine base-deletion/insertion.

Die Kosten sind hier nicht im Sinne von positiven Werten zu verstehen, sondern stellen
negative Ahnlichkeiten dar.

Da nun Ahnlichkeiten berechnet werden, ist es nétig die Kosten fiir arc-match/mismatch
und base-match/mismatch anders zu definieren. Zu diesem Zweck werden die Funktionen
o(i,7) und 7(7,4'j, j') eingefiihrt.

Definition 5.8. Die Funktion o(i, j) liefert einen Wert fiir die Ahnlichkeit der Basen
S1[i] und Ss[j], welcher dem entsprechenden Eintrag dieser Basenkombination in der
,RIBOSUM¢® Matrix entspricht.
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Definition 5.9. 7(i,7, j,j') liefert den Wert fiir die Ahnlichkeit der Basenpaare
S1[i)S1[i'] x Sa[j]S2[7], entsprechend dem Wert aus der ,RIBOSUM*“ Matrix.

Mit diesen abschlieBenden Definitionen ist es nun moglich die Rekursion zur Berech-
nung eines Alignments, basierend auf der Idee des Insidealgorithmus, zu formulieren.

Initialisierung der Berechnungsmatrix

Berechnet werden soll Ay.;i(asn,b,), demzufolge sind gegeben: Die Positionen (al,a})

und (bfq, by), als Grenzen des Teilalignments, die Segmente der beiden Sequenzen Sy [al +
1.aj — 1] und So[b}, 4 1.0} — 1], die Parameter 3, und ~ und letztlich die Matrix M,
welche zur Berechnung benotigt wird. (fiir die Definition von v (7) siehe Definition 4.16
auf Seite 22.)

Durchgefiihrt werden soll nun die Initialisierung der Matrix M, fiir das aktuelle Teila-
lignment, als Voraussetzung der Berechnung durch die Rekursionsgleichung. Fiir die
ersten Eintriage in M ergeben sich folgende Werte:

Malh,!bfq - O
Vi:a, <i<ap= My = M; 1 + 7+ ¢1(0)5;
Vil < < b= My ;=M oy +7+1a(5)5
Nach dieser Initialisierung kann damit begonnen werden, die maximale Ahnlichkeit fiir
dieses Teilalignment zu berechnen, anhand der folgenden Rekursionsgleichung.
Die Rekursion

Betrachtet wird weiterhin Ay (as, by), mit den dazugehorigen Grenzen und Parametern.
Zusétzlich werden fiir die Rekursion der Parameter /3, und die Funktionen (i, 7) und
7(i,7,7,j') bendtigt, welche bereits definiert wurden. Die rekursive Berechnung folgt
dieser Rekursionsgleichung:

Vi, g ag < i <ap AbL < g <D

(Mi’—l,j’ +v+ (i) 5,
My 1+ v+ 2(5") 5,

(r(7') + 1o(5")) B, falls min. eine der Basen inzident
!

_ My 1+
My jo = maz rob {a(i’,j) sonst

falls (’il,i/) € P, (jl,j/> S

M 14,1+ Ly und fiir i, j; gilt:
; l ; l
L wo a = (i1,%') und b = (j1,5’) 1 > ah/\jl > bg

Aus dieser Rekursion wird auch ersichtlich, weshalb die Reihenfolge der betrachteten
Teilalignments von Bedeutung ist. Fiir den 4. Fall werden die Ahnlichkeiten von mogli-
cherweise im aktuellen Teilalignment eingeschlossenen Strukturen benotigt.
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Abbildung 5.4: Ursprung der Scores der 4 Rekursionsfille

Nachdem mit dieser Rekursion die Ahnlichkeit fiir die Teilsegmente [a!, + L.aj, — 1] ali-
gniert mit [blg—kl..bg—l] berechnet wurde, ergibt sich fiir A;.;i(as, b,) folgende Ahnlichkeit,
welche in L, 3, gespeichert wird:

Lah,bg = Ma;—l,bg—l + T(aép a;m bi;a bg)
In Abbildung 5.4 sind die Zugriffe auf bereits berechnete Werte der Matrix M anschaulich
dargestellt, um ein besseres Verstédndnis der Rekursionsgleichung zu gewéhrleisten.

Ahnlichkeit der gesamten Sequenzen

Der Insidealgorithmus erméglicht auch die Berechnung der maximalen Ahnlichkeit, der
uneingeschrénkten Tupel &7 und S,. Da bereits alle moglichen Teilalignments berechnet
wurden, kann die Rekursion nun auf die volle Lénge der Sequenzen angewendet werden.
Diese Ahnlichkeiten werden fiir alle Sequenzpaarungen gespeichert, da auf deren Basis
im spateren Verlauf der phylogenetische Baum, welcher fiir das progressive Alignment
bendtigt wird, berechnet werden kann.

Komplexitaten des Insidealgorithmus

Fiir die komplette Berechnung des Algorithmus werden |Py| * |Ps| + 1 Alignments be-
rechnet, welche sich aus der Anzahl aller moglichen Teilalignments und eines Gesamta-
lignments zusammensetzen. Gegeben die Sequenzldngen ny = |S;| und ny = |Sz| kann
fiir die Laufzeit eines Teilalignments (respektive eines Gesamtalignments) die folgende
Laufzeit angenommen werden:

e Es miissen pro Alignment O(n; * ny) Eintrdge mit Hilfe der Rekursion berechnet
werden. Werden die Léngen der Sequenzen auf N = "1;”2 vereinfacht, um ein
durchschnittliches Maf} dafiir zu erhalten, ergibt sich somit eine Laufzeit von O(N?)

pro partiellem Alignment.

Insgesamt werden von diesen Teilalignments | P x| P,|, und ein Gesamtalignment, benétigt.
Die Anzahl der Arcs einer Struktur lassen sich mit |P;| < % und |P,| < %2 nach oben hin
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begrenzen, da pro Arc zwei Positionen einer Sequenz benotigt werden, und per Definition
keine Position Teil mehrerer Arcs sein kann. Hieraus ergibt sich:

e Die Gesamtlaufzeit des Insidealgorithmus ergibt sich aus maximal: (%5 * %) *
O(N?) + O(N?). Wird wieder ein allgemeiner Wert fiir die Anzahl der Arcs ei-
ner durchschnittlichen Sequenzlinge verwendet, lédsst sich dies vereinfachen zu:
NZ % O(N?) + O(N?), woraus eine Gesamtkomplexitit von O(N*) entsteht.

Die Speicherkomplexitiat des Insidealgorithmus verhélt sich, wie bereits bei der Vor-
stellung, der bendtigten Berechnungsmatrizen erwidhnt, quadratisch im Verhéltnis zur
Liange der Eingabedaten. Dies wird im Speziellen durch die Berechnungen der unter-
schiedlichen Teilalignments erméglicht, da aufgrund der damit bereits errechneten und
gespeicherten Werte fiir die Berechnung weiterer Alignments nur quadratischer Speicher
benotigt wird. Somit kann der Insidealgorithmus ein Sequenz-Struktur-Alignment mit
einem Speicherplatzbedarf in O(N?) bewerkstelligen.

5.2.2 Der Outsidealgorithmus

Nachdem der Insidealgorithmus die Bereiche unterhalb von Strukturen aligniert hat, liegt
nahe, was mit Hilfe des Outsidealgorithmus erreicht werden soll. Diese beiden Verfahren
werden im spéteren Verlauf in Kombination zur Kantengewichtung verwendet werden.

In Abbildung 5.5 kénnen innerhalb der blauen Markierung, die Teile der Sequenzen
erkannt werden, welche mit Hilfe des Outsidealgorithmus berechnet werden sollen. Es
wird sich diesmal, anders als beim Insidealgorithmus, um zwei Teilalignments pro in
Frage kommender Arcpaarung (as, b,) handeln. Dies wird dazu fithren, dass unterschie-
den werden muss, ob das zu alignierende Segment sich vor oder hinter den Arcgrenzen
befindet. Aufgrund dieser Eigenschaft werden zwei Rekursionen notig sein, Eine fiir das
vordere, und die Andere fiir das hintere Segment. Zuerst muss jedoch formal betrach-
tet werden, wie genau diese Teilalignments, in Abhéngigkeit der beteiligten Strukturen,
begrenzt werden.

“\\\\I|l||||l llll""llll””
aww um
! 'y,

e @ | [—
<« | —

Abbildung 5.5: Zu alignierende Bereiche des Outsidealgorithmus
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Bendétigte Teilsegmente

Exemplarisch werden wieder die Paarungen der Arcs (a, b,) und deren Grenzen (a}, a}),

(b}, 07) betrachtet, um die bendtigten Teilalignments auf dieser Basis zu definieren. Be-

rechnet werden miissen aufgrund dessen die Teilalignments A! , ... (an, b,) und

AL sige(@n, by), welche Alignments der folgenden Teilsequenzen symbolisieren:

Definition 5.10. A’ ,...(as,b,) ist das Alignment der Segmente [1..a}, — 1] € S; und
[1.0) —1] € S,.

Definition 5.11. A} ,....(an,b,) ist das Alignment der Segmente [a} +1..]51|] € S; und
07 + 1..[Ss] € S,.

Nachdem nun diese beiden Arten definiert wurden, kann schon ein kleiner Einblick er-
folgen, auf welche Art und Weise diese Alignments berechnet werden.

Prafix- und Suffixalignment

Der Outsidealgorithmus unterscheidet zwischen diesen beiden Arten des Alignments,
was aufgrund der spéteren Zusammenfiihrung, der beiden partiellen Alignments, zu einer
maximalen Gesamtéhnlichkeit, der Bereiche ausserhalb der betrachteten Arcs, notwendig
ist. Die Rekursionen fiir diese beiden Typen werden sich nur geringfiigig unterscheiden,
da Prifix- und Suffixalignment lediglich besagen, ob von einer Position ausgehend in
Richtung des Endes oder des Anfangs der Sequenzen aligniert wird. In diesem Fall wird
wie in Abbildung 5.5 dargestellt ein Suffixalignment, von den linken Enden der Arcs
ausgehend bis zum Beginn der Sequenzen, und ein Préfixalignment ausgehend von den
rechten Ende der Arcs bis zum Sequenzende erstellt werden.

Notige Matrizen fiir den Outsidealgorithmus

Fiir diesen Algorithmus werden drei Matrizen benétigt, um die Berechnung der Ali-
gnments durchzufithren und die summierten Ahnlichkeiten aller Paarungen zu speichern.
(In einer praktischen Implementation werden nur zwei benétigt, da es in den Berech-
nungsmatrizen zu keinen Uberschneidungen kommt.) Auch hier werden die Matrizen
unabhéngig der Lédnge der Segmente, welche aligniert werden, definiert und erhalten
die Grofle, die notwendig wére, um ein Alignment iiber beide kompletten Sequenzen
durchzufiihren.

Definition 5.12. Die ny + 1 X ny + 1-Matrix D;”;:?g ist wie folgt beschrieben:
D‘;’Z?" ~ maz {SIM;Q (A) A ist Teilalignment von[a}) + 1..] }

und [by + 1..5] 14 < [S1] und j < [ Sy

Definition 5.13. Die ny + 1 X ny + 1-Matrix D;’;?" ist wie folgt beschrieben:
A ist Teilalignment vonl[i..a} — 1]
und [j..0) —1]:7>1und j > 1

21,J

DY = max {SIMgf (A)
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Diese beiden Matrizen dienen den Berechnungen der Teilalignments. Fehlt also noch die
Matrix fiir die Speicherung der Gesamtidhnlichkeiten.

Definition 5.14. Fiir die |Py| x |P| Matrix U, 5, gilt:
A sind die Teilalignments von[1..a} — 1], [1..0! — 1]
— Sa g h ’ g
Uan by mm{S]MSl W‘ und [af, + 1..|Sy], [0} + 1..|S,]]

Identisch zum Insidealgorithmus, miissen die beiden Hilfsmatrizen zur Berechnung der
Alignments nicht dauerhaft gespeichert werden. Sie werden nach der Berechnung fiir den
Bereich ausserhalb eines Arcpaares, geloscht. Dies impliziert wiederum einen benotigten
Speicherplatz in O(n?), durch die konsistente Speicherung der U-Matrix.

Initialisierung der beiden Berechnungsmatrizen
Zur Berechnung der Teilalignments A” , .. (az,b,) und A’ , .. (ap,b,) miissen die Ma-
trizen D<g,|s,| und D>y auf folgende Weisen initialisiert werden:

Fiir D<s, s, berechnet sich die Initialisierung durch:
Daz,bg =0

Vi:ap <t <|Si| = Dy = Di—1p; +7+¢1(i)5,
Vj by < J < |S2| = Dayj = Day j-1+7+%2(7)5:

Dies war die Initialisierung zur Berechnung eines Prifixalignments, ausgehend von den

rechten Strukturenden. Diese ist dquivalent zur entsprechenden Initialisierung der M-

Matrix des Insidealgorithmus, mit Ausnahme der Start- und der Endpunkte.
Betrachtet wird nun die Initialisierung der Matrix zur Berechnung des Suffixalignments

von [1..aj, — 1] und [1..b}, — 1].

D+, ; wird mit Hilfe dieser Gleichungen initialisiert:

Dalh,blg =0

Viid, >i>1= Diyy = Diap, + 7 +¢1(i)5;

Vjiby>j 21 Dy ;= Dy jia+7+ ¢a(5)8,

Berechnung der beiden Teilalignments

Zuerst soll A7 , ... (an,by) berechnet werden. Das bedeutet es wird die Matrix D<g, | |s|
fiir die folgenden Berechnungen verwendet. In Bezug zu den Positionen aj, und by wird

die folgende Rekursionsgleichung verwendet.
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Vi, j'ag, < i < |Si| AL < j' < Sy

(Dgi’—l,j’ + v+ (V) 5,
Dyt ji—1 + 7 +2(5') 5,

(1(7) + 2(j")) 0, falls min. eine der Basen inzident

Deir1 1+
P p— <#-1,57'—1 .
D<ypyy = max a(i',7") sonst

falls (il,i/> € Pl, (jl,j,) c Pg
Do 15,1+ Loy und fiir 74, 7; gilt:
)

. wo a = (i1,

und b = (j1,5') i1 > ap A j1 > by

Hier gilt, dhnlich der Initialisierung, dass es sich bei dieser Rekursion um die beina-
he Identische, wie sie fiir den Insidealgorithmus verwendet wird, handelt. Neben den
veranderten Wertebereichen fiir i’ und j’, haben sich die Anforderungen an die Positionen
71 und j; im 4. Fall der Rekursion geédndert. Es werden nur diejenigen Arcs betrachtet,
welche komplett innerhalb von A} ... liegen. Arcs die innerhalb von diesem Intervall
enden, aber bereits davor gedffnet wurden, werden in dieser Rekursion ausgeschlossen
und spéter noch bei der Kombination der beiden Teilalignments betrachtet. Weiterhin
lasst sich am 4. Fall der Rekursion noch feststellen, dass auf die Werte L, zuriickge-
griffen wird. Diese Tatsache impliziert, dass eine Berechnung des Outsidealgorithmus in
der Regel erst dann durchgefiithrt werden kann, wenn bereits die Teilalignments aller
Arcpaarungen mit Hilfe des Insidealgorithmus erstellt wurden.

Bis jetzt wurde nur die maximale Ahnlichkeit der Sequenzteile, welche sich rechts von
aj, und b} befinden, berechnet. Fehlt also noch der Bereich links von al, und blg. Zur
Bestimmung von AL , ... wird die néichste gezeigte Rekursion in Verbindung mit der

Hilfsmatrix D>, verwendet:
Vi, g cag > > 1AL, > > 1

( .
Dxi 1+~ +1(7') B,
Dxir jiy1 + v+ 1255

(1(7) + 2(j")) 0, falls min. eine der Basen inzident

Dsjyqq 41+
P >i'+1,5'+1 o
D>y y = max a(?, 5" sonst

falls (¢/,41) € Py, (§', 1) € P

D>iyy1j41 + Layp und fiir 74, 71 gilt:
M : N !
. wo a = (i',41) und b = (5/, 1) 11 < ay, N < bg

Dies ist nun die Rekursion fiir das Suffixalignment der Segmente [1..aj, —1] und [1..0}, —1].
Dementsprechend dieser umgekehrten Rekursion bezeichnen die Positionen ¢; und j,
nicht wie bisher bei den Préfix-basierten Rekursionen, die Enden eines Arcs, sondern
in diesem Fall die 6ffnenden Positionen. Auch hier werden nur diejenigen Strukturen
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betrachtet, welche sich komplett innerhalb der Segmente befinden, wie bereits bei der
vorherigen Préfixrekursion des Outsidealgorithmus.

Aufgrund der Ausnahme von Strukturen, welche nicht komplett innerhalb dieser zwei-
er Segmente liegen, miissen nun bei der Kombination der beiden Teilalignments A7 , .. .
Al g 70 einer maximalen Gesamtéhnlichkeit der Bereiche ausserhalb von ay,b,, die-
se Arcs noch beriicksichtigt werden. Diese Kombination der Teilalignments soll nun

erlautert werden.

Bestimmung der Gesamtahnlichkeit und Maximierung iiber Arcs

Nach der Berechnung der beiden Teilalignments muss noch der Wert fiir U, 5, bestimmt
werden, welcher die maximale Ahnlichkeit der Bereiche ausserhalb dieser beiden Arcs
darstellt. Aufgrund der fehlenden Betrachtung von Strukturen, die nicht vollsténdig in
einem der Teilbereiche enthalten sind, muss auf diese nun Riicksicht genommen werden,
um einen korrekten Wert zu bestimmen. Zu diesem Zweck wird der Vergleichsoperator
< eingefiihrt, mit dem sich eine partielle Ordnung der Arcs einer Struktur darstellen
lasst.

Definition 5.15. Fiir zwei Arcs € P gilt (a),a}) < (al,, a},) falls, und nur falls
al, < al, < ay < aj, erfiillt ist.

Mit diesem Operator lésst sich fiir U, 5, folgende Gleichung aufstellen:

naz {Uahubgl +7(an, by) + Dot 114,41+ Dga;,—l,b;,—l}
U(lh,bg = max (lh<llh/,bg<bg/
D114 D<jsy,ss|

Das Maximum fiir den Outsidescore von ay, b, ergibt sich also anhand dieser Gleichung,
entweder durch die beiden Teilalignments bis zum Anfang, respektive Ende, der Sequen-
zen, oder aus der Summe von Segmenten dieser Teilalignments in Verbindung mit dem
Outsidescore, von oberhalb verlaufenden Strukturen, und dem Beitrag die Arcs ay, by zu
alignieren. Eine genaue Aufteilung dieser Summe kann in Abbildung 5.6 verfolgt werden.

Durch diese Berechnung, des finalen Outsidescores einer Paarung as, by, erfolgt auch
die verpflichtende Reihenfolge, in der die Paarungen betrachtet werden miissen. Durch
den benotigten Zugriff auf die Werte von oberhalb verlaufenden Arcs, welche per Defini-
tion einen grofleren Index besitzen, als die unter ihnen Verlaufenden, lasst sich festlegen,
dass mit der Paarung a|p,|, bp, begonnen werden muss. Gefolgt von der Betrachtung
aller Paare mit niedrigerem Index bis hin zu aq, b;.

Komplexitatsanalyse

Auch fiir den Outsidealgorithmus gilt, dass insgesamt O(N?) mogliche Kombinationen
von Arcpaarungen betrachtet werden miissen. Dabei werden fiir jedes Paar folgende
Berechnungen notig:

e Ein Prifixalignment, das O(N?) Zeit benotigt.
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Abbildung 5.6: Betrachtete Bereiche wihrend der Arc-Maximierung

e Ein Suffixalignment, ebenso in O(N?).

e Die Maximierung iiber oberhalb verlaufende Strukturen. Das sind wiederum O(N?)
Arckombinationen.

Diese Schritte fiir ein Arcpaar summieren sich zu einer Gesamtlaufzeit von O(3 * N?).
Insgesamt ergibt sich also fiir die Laufzeit O(N? * 3N?) = O(N*).

Auch der Outsidealgorithmus kann, aufgrund der verwendeten Aufteilung in Teilali-
gnments, sehr platzeffizient arbeiten. Durch Berechnung der Teilalignments und der
Speicherung des Gesamtwerts fiir eine Arckombination wird fiir einen Berechnungsschritt
wieder nur quadratischer Speicher benéotigt. Das bedeutet der Speicherbedarf des Outs-
idealgorithmus bewegt sich, wie der des Insidealgorithmus, nur in O(N?).

5.3 Gewichtung der Kanten

Die vorgestellten Algorithmen, zur Berechnung von paarweisen Alignments, sollen nun
dazu verwendet werden, fiir alle Sequenzkombinationen Kantengewichte aller realisierba-
ren Kanten zu bestimmen. Die Haupteigenschaft eines solchen Kantengewichts besteht
darin, einer Kante ein Mafl der Qualitdt zuzuordnen, welche sie in einem vollstdndigen
Alignment besitzt. Diese Gewichtung ist Hauptbestandteil eines Konsistenz-basierten
Alignments und hat demzufolge grofien Einfluss auf die Ergebnisse eines Algorithmus.
Bei T-Coffee bedeutete dies, jeder realisierten Kante des Alignments ein Gewicht entspre-
chend der Sequenzidentitét der alignierten Sequenzen zuzuweisen. Jede nicht realisierte
Kante erhielt demnach kein Gewicht.

Dieser Ansatz wird von Tree-Coffee, in dieser Form, nicht verfolgt werden. Der Grund
dafiir liegt in der Eigenschaft des Sequenz-Struktur-Alignments. Fiir eine Sequenz sind
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mehrere Strukturen wichtig, weshalb es bei der Gewichtung von Nachteil wére nur den-
jenigen Strukturkanten ein Gewicht zuzuweisen, die im bestmoglichen paarweisen Ali-
gnment realisiert wurden. Daraus resultierend wird hier die Idee verfolgt jeder moglichen
Kante ein Gewicht, entsprechend der maximalen Ahnlichkeit des Alignments, in dem sie
realisiert wird, zu geben.

Ziel dieser Kantengewichtung wird sein fiir alle Sequenzpaare &7, S5 eine Bibliothek
von Gewichten zu erstellen, die sowohl sequentielle, als auch strukturelle Kanten, um-
fassen. Zu diesem Zweck werden die folgenden Notationen eingefiihrt:

Definition 5.16. W Lg"g ist die Bibliothek sequentieller Kantengewichte fiir die Se-
quenzen (S1, Sa), wobei WL eine Funktion von N x N — R darstellt.

Definition 5.17. W L%/ p, ist die Bibliothek struktureller Kantengewichte fiir die Struk-
turen (P, Py), wobei WL3 5 eine Funktion von N* — R darstellt.

Definition 5.18. WiLs, s, ist ein Paar bestehend aus: WLg"y, und WL p,

Anhand dieser Definitionen ldsst sich erkennen, dass es ein Verfahren zum Gewichten
von strukturellen, und eines fiir das Gewichten der sequentiellen Kanten, geben muss.
Im folgenden wird die Berechnung der strukturellen Kantengewichte fiir ein Tupel S;, Ss
vorgestellt.

Berechnung struktureller Kantengewichte

Es sollen also Gewichte fiir alle méglichen strukturellen Kanten vergeben werden. Zur
Erinnerung: Eine strukturelle Kante bezeichnet ein Quadrupel (i,7, j,j") fir das gilt
S1[i] wird aligniert mit Ss[j] und entsprechend S;[i'] mit S3[j’]. Zusétzlich muss die
Bedingung erfiillt sein (i,7') € Py A (j,j') € P2. Demnach werden die Gewichte der
strukturellen Kanten wihrend des progressiven Alignments als Wert der Ahnlichkeit fiir
einen arc-match/mismatch verwendet.

Bei WL/ p, wird es sich deshalb um eine Matrix mit |Pi| x |P,| Eintrdgen handeln,
um fiir jedes Arcpaar (ay,by) das bendtigte Gewicht zu beinhalten. Die Berechnung der
Werte fiir diese Eintrédge gestaltet sich aufgrund der gesammelten Informationen durch
den Inside- und Outsidealgorithmus sehr einfach.

e Der Insidescore fiir das Arcpaar (ay, b,) beschreibt die maximale Ahnlichkeit fiir
den Bereich innerhalb dieser beiden Strukturen in Addition mit dem Wert um
diese Strukturen zu alignieren.

e Der Outsidescore fiir das entsprechende Paar beschreibt den bestmoglichen Wert
fir das Alignment der Bereiche, die sich links und rechts ausserhalb der Arcs
befinden.

Da es sich bei Tree-Coffee um ein Sequenz-Struktur-Alignment handelt, mochte man
noch die Moglichkeit haben, Einfluss auf die Bevorzugung von strukturellen Kanten zu
nehmen. In der Theorie ist es moglich, dass die Summe zweier sequentieller Kanten das
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Alignment minimal verbessert, als wenn diese Beiden als strukturelle Kanten realisiert
werden, obwohl ein Alignment mit diesen strukturellen Kanten biologisch gerechtfertigter
wire. Zu diesem Zweck wird der Parameter w eingefiihrt:

Definition 5.19. w bezeichnet ein Mafl zur Verstarkung struktureller Kanten, um Ein-
fluss auf die Konserviertheit der Eingabestrukturen zu nehmen.

Um nun das Gewicht fiir (ay, by) zu erhalten, den Wert des besten Alignments, in dem die-
se Kante realisiert wird, unter Beriicksichtigung des Wertes w zur Starkung/Schwéchung
struktureller Kanten, miissen nun die beiden Werte addiert und mit dem Faktor w mul-
tipliziert werden, woraus sich fiir (aj,, a;, b}, b7) folgendes Gewicht ergibt:

wa(aﬁl, ay, b;, b;) = w* (Uay b, + Lay b,)

Laufzeit

Die aufgebrachte Zeit fiir die Berechnung der strukturellen Kantengewichte ist vergleichs-
weise, zur Erstellung eines Alignments, gering. Es miissen hierbei maximal % * % Ein-
trige fir WL$ p, betrachtet werden. Jeder dieser Eintrége kann in konstanter Zeit
berechnet werden, da alle notigen Werte bereits vorliegen. Aufgrund dessen wird hier
nur eine quadratische Laufzeit von O(N?) benotigt.

Berechnung sequentieller Kantengewichte

Die benétigte Gewichtung sequentieller Kanten gestaltet sich ungleich schwerer, als die
der strukturellen Kanten. Prinzipiell miissen fiir ny = [Si] X na = |S;| Kanten, die
bestmdoglichen Alignments bestimmt werden, in denen diese realisiert werden. Wiirde
man hierfiir nur die Alignments bis zur Position (i—1, j—1) und ab Position (i+1, j+1) in
Addition mit dem base-match/mismatch der Kante (i, j) heranziehen, liefle sich sich die
gesamte Berechnung in quadratischer Zeit durchfiihren. Jedoch wiirde hierbei die mogli-
che Alignierung von Strukturen, die oberhalb dieser Positionen verlaufen vernachlassigt
werden. Aus diesem Grund muss, dhnlich des Outsidealgorithmus, noch eine Maximie-
rung iiber diese Strukturen erfolgen, um das beste Alignment zu bewerten. Diese Tat-
sache wird die Berechnung weiterer Teilalignments mit sich ziehen, welche die Laufzeit
der Kantengewichtung verdandern wird.

Zur Reduzierung dieses Aufwandes wird die Anzahl, der zu betrachtenden Kanten,
mit Hilfe einer biologisch gerechtfertigten Einschrénkung reduziert, die im folgenden
erlautert wird.

Die maximale Kantenschragheit

Es wird der Begriff der Kantenschriagheit eingefiihrt. Diese Kantenschréigheit bezeichnet
die Distanz zwischen Si[i] und Sy[j]. Der Wert A(4, j) dafiir ergibt sich durch:

Definition 5.20. A(i,j) = |i — j|
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[~

Abbildung 5.7: Illustration der maximalen Kantenschrigheit

Mit Hilfe dieser Definition kann der Parameter 0,,,, festgelegt werden, womit sich die
Funktion 6(i, j) definieren l4sst:

1 falls A(4,7) < dmaa

Definition 5.21. 6(i,j) = {
0 sonst

Diese Funktion wird spéter anzeigen, ob eine Kante gewichtet wird, oder den Wert —oo
erhiilt. (Aufgrund der benétigten Zeit fiir die Gewichtung.) Abbildung 5.7 verdeutlicht
diese Entscheidung und illustriert den Begriff der Kantenschrigheit.

Wird der Parameter d,,,,, in ausreichender Grofle, welche von den Langen der Sequen-
zen abhéngt, festgelegt ergeben sich daraus keine negativen Einfliisse auf die Korrektheit
des Alignments. Angenommen es werden zwei Sequenzen der Linge 100 betrachtet, so
ist es biologisch sehr unwahrscheinlich, dass S;[10] mit S2[80] eine Kante im Alignment
bildet. Dieser Fall konnte nur dann eintreten, wenn sehr viele Positionen eingefiigt oder
geloscht werden wiirden, was auf einen sehr groffen Evolutionszeitraum verweisen wiirde,
aber dem Sinn des Vergleichs von verwandten Sequenzen widerspricht. Aus diesem Grund
werden fiir die Bildung des Alignments nicht alle moglichen Kanten notig sein, und die
Berechnung eines Kantengewichts kann fiir diese Kanten ausgesetzt werden.

Berechnung des Kantengewichts ohne oberhalb verlaufende Strukturen

Um die Gewichte fiir alle nétigen Kanten zu erhalten, ohne dabei Riicksicht auf Struktu-
ren zu nehmen in denen sich die Kante befindet, werden nur zwei Alignments benotigt.

e Ein Prifixalignment der Segmente [1..|Sy]], [1..]S2]].

e cin Suffixalignment der Segmente [1..|S:]], [1..|S2]].

Fiir diesen Zweck konnen die im Outsidealgorithmus vorgestellten Rekursionen und Be-
rechnungsmatrizen (hier DG genannt) verwendet werden. Das Gewicht fiir die Kante
(1,7) ergibt sich dann aus folgender Summe:

way(i,j) = DG<i—1 -1+ 0(1,7) + DG>ig1,j41

Aufgrund der Verwendung dieser beiden Alignments miissen die Matrizen nur einmal
berechnet werden, um fiir alle Kanten ein Gewicht zu erhalten, welches die moglicher-
weise vorhandenen Arcs oberhalb der Positionen ignoriert. Durch die Vernachliassigung
dieser Strukturen ist jedoch nicht sichergestellt, dass es sich dabei um das bestmdogliche
Sequenz-Struktur-Alignment handelt, weshalb fiir jede Kante noch weitere Berechnun-
gen unternommen werden miissen.
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Berechnung eines Gewichts mit oberhalb verlaufenden Strukturen

Zur Berechnung eines Gewichts, das auch die Strukturen widerspiegelt, die sich nicht in
den Intervallen [1..i — 1], [1..5 — 1] und [z 4 1..]54]], [ + 1..|S2|] befinden, werden fiir jede
Kante (7, 7) noch zwei weitere Alignments bendtigt, falls solche Strukturen existieren.
Hier verhélt es sich wie beim Outsidealgorithmus, wo ein Alignment des Bereichs links
der Positionen und eines rechts der Positionen bendttigt wird.

Die notigen Bereiche, die hierfiir aligniert werden miissen sind ein Suffixalignment der
Intervalle [1..i—1], [1..7—1] und ein Prifixalignment der Intervalle [i+1..|S1|], [j+1..]S2]].
Entsprechend der gleichen Beschaffenheit, der Anforderungen an die Teilalignments,
konnen auch hier die beiden Rekursionen des Outsidealgorithmus verwendet werden. Das
Verfahren der Maximierung der Ahnlichkeit, iiber die maglichen Strukturkombinationen
verhélt sich, bis auf eine Ausnahme, dhnlich. Auf dieser Basis kann fiir das Gewicht
was(i, j) folgende Formel verwendet werden
Vay € Py1,by € P, fiir die gilt: aj, < i < aj Ab, <j <0

wa?(ia j) = mazx {Uah,bg + T(aha bg) + DZaﬁl—f—l,blg—i-l + Dﬁaz—l,bg—l + U(i, j)}

Anders als die DG-Matrizen kénnen diese Hilfsmatrizen hier nach der Betrachtung der
Kante (7, j) geloscht werden, da sie fiir jede weitere Kante neu berechnet werden miissen.

Nun miissen die beiden berechneten Gewichte wa; und was fiir eine Kante noch ver-
glichen werden, um das endgiiltige Gewicht zu erhalten.

Das Gewicht der Kante (i, j)

Fiir einen Eintrag in die Bibliothek W Lg?s ergibt sich unter Voraussetzung der Ge-
wichte way, was und der Funktion 0(7, j) das maximale Kantengewicht durch:

wai gy = { falls 6(i, j) = 0
P\ maz(way, way)  falls 03, §) = 1

Laufzeit

Betrachtet werden muss eine Anzahl von Kanten, die sich in O(N?) bewegt. Ahnlich
des Outsidealgorithmus miissen fiir jede Kante zwei Alignments gebildet werden, die je
O(N?) Zeit benétigen. Hinzu kommt noch die Maximierung iiber oberhalb verlaufende
Strukturen, die von der Anzahl der moglichen Arckombinationen abhéngen. Diese bewegt
sich auch hier wieder in O(N?), wie bereits beim Outsidealgorithmus. Demzufolge ergibt
sich fiir die Gewichtung sequentieller Kanten eine Gesamtlaufzeit von O(N? x 3N?) =
O(N%).

Zieht man die eingefithrte Heuristik, der maximalen Kantenschréigheit, hinzu verrin-
gert sich die Laufzeit, da nicht weiterhin O(N?) Kanten betrachtet werden, sondern nur
noch O(N * 0,4,). Dies dndert zwar nichts an der Komplexitét, jedoch kann damit die
tatsdchliche Berechnungsdauer stark reduziert werden.
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5.4 Konsistenztransformation

Die Verbesserung der gesammelten paarweisen Gewichte ldsst sich mit dem Ansatz ei-
ner Konsistenztransformation erreichen. Ahnlich zu T-Coffee, wird hierzu ein Triplet-
Verfahren genutzt (Abbildung 4.3, Seite 26), um in den berechneten Gewichten nicht
nur Informationen der zwei beteiligten Sequenzen zu verarbeiten, sondern diese auch in
Relation zu allen anderen vorhandenen Sequenzen, der Eingabe, zu setzen.

Diese Transformation muss hier jedoch auf eine etwas andere Weise erfolgen, als dies
bei T-Coffee der Fall war. Dort existierte pro Position einer Sequenz maximal ein Kan-
tengewicht fiir die Kombination mit einer weiteren Sequenz, dies ist hier nicht der Fall.
Das bedeutet um eine Kante (i,7) € Si,Sy iiber die Sequenz S3 zu transformieren,
miissen die Kanten (i, k), (k, 7) fiir alle £ = 1 < k < |S3| betrachtet werden.

Durch die Trennung sequentieller und struktureller Kanten werden fiir dieses Verfahren
folgende Bibliotheken mit transformierten Gewichten benétigt:

Definition 5.22. ELE‘I’ s, (1, j) fiir die Speicherung der sequentiellen Gewichte von Sy, S5
transformiert iiber Sj.

Definition 5.23. EL?I” p, (1,7, 7, ') fiir die Speicherung der strukturellen Gewichte von
Py, P, transformiert iiber Ps.

Fiir die folgenden Transformationen wird noch festgelegt, dass WiLs, s, = Wils,s,-

Transformation struktureller Gewichte

Die Durchfithrung der Transformation um EL?;’, p, zu erhalten, bedarf der Betrachtung
aller moglichen Strukturkombinationen zwischen Py, P3 und Pj, P». Daraus ergeben sich
die transformierten Werte durch:
V(i,i') € P, (4,7) € Py :
ELR p,(i,7,5.5') = wag {min(WLE p, (i, 'k, K), WLy p, (k. K, 5.5) }
V(k,k')EP3

Nachdem alle strukturellen Kanten transformiert wurden folgt die Transformation der
sequentiellen Kanten.

Transformation sequentieller Kanten

Gesucht werden die transformierten Kantengewichte fiir ELE‘I’ s,- Diese lassen sich &hn-
lich einfach wie die strukturellen Gewichte berechnen.
Vi:l<i<|[S1],5:1<7 <9 :
S. .o . se . se .
ELS?’SQ(’L,j) = Qag {mm(WLSlq’Sg(z, /{;),WLS;SQ(I{;,]))}
1<k<|Ss]
Diese Formel ist allgemeingiiltig fiir die Kanten (7, j), jedoch miissen in der praktischen

Anwendung nur diejenigen Kanten transformiert werden, fiir die bei der urspriinglichen
Berechnung der Kantengewichte, (i, j) = 1 erfiillt war.
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Nachdem nun die Transformation von Sy, Sy iiber Ss, fiir beide Sorten von Kanten,
erstellt werden kann, lassen sich diese auf alle moglichen Sequenzen S3 anwenden und
somit die, iiber alle Sequenzen transformierten, Gewichte erstellen.

Zusammenfiihrung der Transformationen

Die Transformationen iiber alle moglichen Sequenzen kénnen nun zusammengefasst wer-
den, um die neuen Gewichte fiir ein Paar S;,Ss zu erhalten. Daraus ergeben sich die
folgenden zwei Bibliotheken fiir diese Paarung;:

Definition 5.24. EFLg, , fiir die finalen sequentiellen Kantengewichte. Hierbei handelt
es sich um eine Funktion N x N — R

Definition 5.25. EL3] p,, fiir die finalen strukturellen Kantengewichte, unter Abbil-
dung von N* — R

Die Berechnung der Gewichte erfolgt durch diese beiden Gleichungen:

ELY, (i, 5) ZELSI s, (1,9)

ELSJ’;fPQZZ 3.3 ZELHPQZZ 3,3

In diesen Gleichungen ist S3 nicht emgeschrankt, was bedeutet das auch die Transforma-
tion von S, Sy liber S7 oder Sy erlaubt ist. Dieser Schritt sorgt dafiir, dass den direkten
Kanten zwischen beiden Sequenzen eine hohere Qualitéit zugesprochen wird, als den iiber
dritte Sequenzen Transformierten.

Werden diese beiden Bibliotheken zu ELgs, s, zusammengefasst, erhdlt man wieder
eine Sammlung von Gewichten fiir &7, Ss, die sowohl sequentielle als auch strukturelle
Kanten beinhaltet. Mit diesen gesammelten und weiterverarbeiteten Informationen zu
allen Sequenzpaarungen kann spéter das multiple Alignment gebildet werden. Zuvor
jedoch noch eine kurze Betrachtung der Laufzeit dieser Konsistenztransformation.

Laufzeit

Die Laufzeit der Transformation hingt von der Anzahl der Eingabesequenzen ab. M
bezeichnet die Anzahl der Sequenzen. Somit wird eine Komplexitit von O(M?) benétigt
alle Sequenzpaare zu betrachten. Fiir alle dieser Paare miissen O(N?) Kanten zwischen
beiden Sequenzen betrachtet werden. Zur Transformation dieser Kanten miissen Linear
viele , dritte“ Sequenzen herangezogen werden, demnach O(M), und fiir diese dritte Se-
quenz jede Position einmal betrachtet werden. Dies benotigt O(N) Zeit. Dadurch ergibt
sich eine Gesamtlaufzeit von O(M3N?3) fiir die Transformation einer Kantensorte. Die
Komplexitat von strukturellen und sequentiellen Kanten sind dabei identisch, weshalb
die Gesamtkomplexitéit dadurch nicht beeinflusst wird.
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5.5 Bildung des multiplen Alighments

Mit der Berechnung des multiplen Alignments ist der letzte Schritt des Tree-Coffee Al-
gorithmus erreicht. Die Informationen der Eingabesequenzen und Strukturen wurden
gesammelt und in ihrer Qualitiat, mittels der beschriebenen Verfahren, verbessert. An-
hand dieser Vorverarbeitung kann nun damit begonnen werden das gewiinschte multiple
Sequenz-Struktur-Alignment zu bilden. Dies wird mit Hilfe eines progressiven Ansatzes
realisiert werden, dhnlich des von Feng und Doolittle eingefiithrten Verfahrens [FD87],
wie er auch in T-Coffee Verwendung fand. Dieser Abschnitt der Arbeit wird sich damit
auseinandersetzen und alle Schritte, die wihrend der Berechnung nétig sind, erlautern.
Bevor jedoch mit der Berechnung von Alignments begonnen werden kann muss der
Guide-Tree, der durch den gesamten progressiven Prozess fithrt erstellt werden, um eine
moglichst geschickte Reihenfolge der zu bildenden Alignments zu erhalten.

5.5.1 Berechnung des phylogenetischen Baums

Um den benétigten Baum zu erhalten, implementiert Tree-Coffee das ,, WPGMA!“ Ver-
fahren (unter anderem beschrieben in [CBO00]). Dieses berechnet anhand von paarweisen
Distanzen, die mittels eines Clustering-Verfahrens zusammengefiihrt werden, einen phy-
logenetischen Baum. Eine wichtige Bedingung fiir diesen Algorithmus besteht darin, dass
die berechneten Distanzen dist(z,y) die Eigenschaft einer Metrik aufweisen miissen, um
einen korrekten Guide-Tree zu erstellen.

Definition 5.26. Die Abbildung dist : x x y — R* ist eine Metrik falls gilt:

dist(z,z) =0 (5.1)

dist(z,y) =0=>x =y (5.2)
dist(z,y) = dist(y, x) (5.3)
dist(z,y) < dist(z, z) + dist(z,y) (5.4)

Bisher jedoch waren alle Berechnungen beziiglich der gegebenen Sequenzpaare auf die
Bestimmung der Ahnlichkeit ausgelegt, weshalb ein kleiner Trick angewandt werden
muss, um ein Mafl der Distanz zu erhalten. Wahrend der paarweisen Sequenzanalyse
durch den Insidealgorithmus, wurden die maximalen Ahnlichkeiten aller Sequenzkombi-
nationen mitberechnet und gespeichert. Anhand dieser Werte kann eine Ordnung erstellt
werden, die im weitesten Sinne die Distanzen widerspiegelt. Zu diesem Zweck wird aus
der Menge dieser Ahnlichkeiten das Maximum als

lengl. weighted pair grouping with arithmetic mean
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ermittelt. Mit diesem Wert lisst sich die Distanz zwischen den Ahnlichkeiten, und somit
eine ausreichende Distanzmatrix fiir den Algorithmus, bestimmen:
VS1, So : dist(Sy, So) = ST My — SIMS?(A)
Betrachtet man diese Bearbeitung nun genauer, kann man feststellen, dass die zweite Be-
dingung einer Metrik verletzt wird, da die Distanz zwischen einem Paar 5,,,.5,, = 0 er-
halten wird. Wird die zweite Bedingung einer Metrik vernachléssigt, bezeichnet man dies
als Pseudometrik. Auswirkungen auf die Erstellung des Baums hat diese Einschrankung
jedoch nicht, da dies nur bedeuten wird, dass im ersten Schritt des progressiven Ali-
gnments die beiden Sequenzen mit der hochsten Ahnlichkeit zuerst aligniert werden,
was auch der Fall wére falls dieses Paar die niedrigste Distanz # 0 hétte.

Mit dieser erstellten Distanzmatrix kann nun der Baum fiir die Menge Sequences =
{S1, ..., Su} in M — 1 Rekursionsschritten erstellt werden. Fiirs weitere gilt ein Cluster
Cy beinhaltet eine Menge von Sequenzen > 1.

1. Suche Paar von Clustern fiir das gilt: dist(Cy, Cy) = dpmin
2. Bestimme neuen Cluster C. = C, U (.

3. Erstelle neuen Knoten C, mit den Sohnen C,, C, und der Distanz zu Bléttern

— dmin

2

4. Berechne dist(C.,Cy) : VCy # C. : dist(C,, C’d)diSt(C“’Od);diSt(Cb’Cd)

Entlang des Baumes, der hierbei erstellt wurde, konnen nun die Schritte des multiplen
Alignments durchgefiihrt werden.

5.5.2 Bildung eines Alignments

Im folgenden Alignmentprozess miissen zwei Fille unterschieden werden:
1. Alignierung von zwei Sequenzen.

2. Alignierung von einer Sequenz mit einem bereits berechneten Alignment, oder
zweier Alignments miteinander.

Die Unterscheidung betrifft im speziellen die verwendeten Ahnlichkeitsmatrizen, auf die
die Rekursion wiahrend der Berechnung zuriickgreift.

Nach jedem berechneten Alignment muss ein Traceback erstellt werden, der die Ergeb-
nisse der Rekursion auf die alignierten Sequenzen iibertragt, und so die neuen Sequenzen
erstellt. Weiter wird anhand dieses Tracebacks eine Konsensusstruktur fiir das gebildete
Alignment aus den beteiligten Strukturen errechnet.

Definition 5.27. Eine Konsensusstruktur Pk eines Alignments A, enthélt die Elemente
der alignierten Strukturen, die strukturelle Kanten realisieren. Demzufolge gilt fiir eine
Konsensusstruktur: |Px| < max(|P|,|P.|), da maximal so viele strukturelle Kanten
gebildet werden kénnen wie Arcs in den beiden alignierten Strukturen vorhanden sind.
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Dies impliziert, dass sich jedes gebildete Alignment A, aus folgenden Teilen zusammen
setzt:

Definition 5.28. Ein Alignment A, beinhaltet 7" : T" > 1 Worter € ¥*, wobei X =
{A,C,G,U,—}, und eine Konsensusstruktur PX. A,[t] bezeichnet dabei das Wort an der
Stelle t. Aufgrund der gleichen Lange aller Worter innerhalb eines Alignments, kann die
Lange der in A, enthaltenen Worter, dhnlich zu Sequenzen durch n = |A,| ausgedriickt
werden. Zusétzlich bezeichnet die Funktion I'(A,) die Anzahl der enthaltenen Worter:
['A,)=T.

Diese Informationen zu einem Alignment, werden spéter benttigt werden wenn zwei
Alignments oder ein Alignment und eine Sequenz aligniert werden sollen.

Mit diesem Wissen iiber die Anforderungen an die einzelnen Schritte des progressiven
Alignments kann nun die verwendete Rekursion betrachtet werden.

Die Alignmentrekursion

Vorgestellt wird hier eine Rekursion, die fiir beide benétigten Félle die Berechnung
durchfithren kann, und sich nur in den verwendeten Ahnlichkeitsmatrizen unterscheiden
wird. Diese Rekursion wird sich dhnlich darstellen, wie die im Insidealgorithmus verwen-
dete, jedoch einen Unterschied beinhalten, der spéter erlautert wird. Um auch in diesen
Schritten den Speicherplatzbedarf auf ein quadratisches Niveau zu reduzieren, werden
zuerst wieder alle moglichen Teilalignments, die durch die vorhandenen Strukturen be-
grenzt sind, betrachtet, bevor die kompletten Sequenzen aligniert werden. Dies fiihrt
zur Verwendung der identischen Speichermatrizen, wie sie schon bei der Einfiihrung des
Insidealgorithmus vorgestellt wurden. Zur Erinnerung:

e Eine Matrix Ly, ,, der GroBe |Pi| x |P2| zur Speicherung der Ahnlichkeiten des
Teilalignments A (ap, by).

e Eine Matrix Mt der GroBe ny + 1 X ng + 1, zur Berechnung eines Teil- oder des
Gesamtalignments. M%° bezeichnet dabei die Matrix fiir das Gesamtalignment.

Diese Aufteilung impliziert auch, dass die Betrachtungsreihenfolge der Teilalignments
entsprechend der Definition 5.5 (Seite 30) folgen muss. Nach der Berechnung aller Teila-
lignments kann dann das Gesamtalignment berechnet werden.

Die Initialisierung der Berechnungsmatrix fiir fiir ein Teilalignment von Ay (ap, by)
wird folgendermaflen durchgefiihrt:

ah7b9 _
Mal y =0
h'’g

: : b
Vz:alh<z<a2:>M§Zlg’]:O

-7l . T apbg
Vg.bg<j<bg:Mal}17j9—O
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Zur Berechnung des Teilalignments wird die folgende Rekursion verwendet:
Vi g al, < i <ap ANB, << b
/ ap,b
Mi”ilfjl
M
aganbs _ oo J MG+ LIB(, )

/) i'—1,5

i3
falls (il,i,) € Pl, (jl,j/) ep
Mgﬁlifjl_l + Loy und fiir 41, 7; gilt:
k wo a = (i1,%') und b = (j1,5') 1 >a2/\j1 >b§]

Fiir die maximale Ahnlichkeit von A (ay, by) ergibt sich dann:

Lig = My, + LIB(a, aj, b, b))
Um mit dieser Rekursion das Gesamtalignment zu berechnen werden als Grenzen einfach
die Positionen (0,11 + 1) und (0, ny + 1) verwendet, wobei n; und ny der Lénge einer
Sequenz oder eines Alignments entsprechen.

Auffallend an Initialisierung und Rekursion, sind das Fehlen jeglicher Kosten fiir die
Operationen base-deletion/insertion, arc-breaking und arc-removing. Dies resultiert dar-
aus, dass diese Kosten bereits in die Kantengewichte eingearbeitet wurden und nicht
weiter notig sind.

Die Funktionen LIB(i,j) : Nx N — R und LIB(i,7,j,j') : N* — R realisieren die
Ahnlichkeiten. Die Definition dieser Funktionen ist abhéngig davon, ob nur zwei Sequen-
zen oder eine andere Kombination aligniert wird. Die Beschaffenheit dieser Bibliotheken
werden im Folgenden erldautert.

Die Ahnlichkeitsfunktionen fiir das alignieren zweier Sequenzen

Sollen nun zwei Sequenzen Si,S; und ihre dazugehorigen Strukturen P, P, aligniert
werden, so lassen sich die Funktionen sehr leicht bereitstellen.

e LIB(i,j) = ELg s, fiir die sequentiellen Kanten.
e LIB(i,i',j,j') = EL} p, fiir die strukturellen Kanten.

Diese paarweisen Bibliotheken wurden bereits berechnet und koénnen in ihrer einfachen
Form verwendet werden, um das Alignment dieser beiden Sequenzen zu bestimmen.

Komplizierter wird es fiir den zweiten Fall, wo diese Bibliotheken in der benétigten
Form noch nicht existieren und erst berechnet werden miissen.

Die Ahnlichkeitsfunktionen fiir das alignieren zweier Alignments

Im folgenden wird die Berechnung der Ahnlichkeitsfunktionen fiir das alignieren von zwei
Alignments betrachtet werden. Der Fall ein Alignment mit einer Sequenz, oder anders
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herum, ist Teil dieser Menge, da ein Tupel &; = (S, P;) als Sonderfall eines Alignments
Ay mit der Eigenschaft I'(4;) = 1 angesehen werden kann, und somit eine getrennte
Betrachtung dieses Falls nicht notwendig ist. Ziel wird es nun sein durchschnittliche
Ahnlichkeitswerte fiir das Alignieren von Spalten des einen Alignments mit Spalten des
anderen zu berechnen. Im folgenden werden die Alignments A; und A,, mit den Langen
ni,ng, und den Strukturen PlK und PQK betrachtet.

Zuerst werden die Werte fiir LI B(i,4', j, ') erstellt, die | PX| x | P£| Eintriige umfassen
wird.
Um dies formal ausdriicken zu kénnen wird eine Funktion A, (t) bendtigt, die fiir ein
Element ¢ : 1 <t <T'(A,) aus A, den urspriinglichen Index [ : 1 <1 < M des Tupels S,
liefert, fiir das gilt A[t] = S;U{—}.
Weiter wird eine Funktion €;(ay,) bendtigt, die fiir einen Arc a;, € Pf (respektive b, €
PJ) die urspriinglichen Positionen (al,,a},) € P, (analog fiir b, € P,) berechnet.
Mit diesen Funktionen lasst sich nun eine Formel aufstellen, mit der die Eintrédge in
LIB(i,7,j,7") berechnet werden kénnen:
Vh:1<h<|PElg:1<g<|PK|:

En 2t Sul BLE g, (@), 1(b))  wobed 1y = 4y(1)
T+ T(4;) und fy = At

LIB(ay, a;, b, b0) =
Informal ausgedriickt werden fiir alle Sequenzpaarungen, der beiden Alignments, be-
rechnet welches Arcs der urspriinglichen Strukturen, den aktuell betrachteten der Kon-
sensusstrukturen entspricht. Die Ahnlichkeitswerte fiir diese urspriinglichen Arcs aller
Sequenzkombinationen werden aufsummiert und durch die Anzahl der Sequenzkombi-
nationen normalisiert.

Als néchstes muss die Bibliothek fiir sequentielle Kanten erstellt werden. Hierfiir wird
eine Funktion ey(i) bendtigt, die fiir A;[t[i]] den urspriinglichen Index dieser Position ¢
in S;, (analog fiir j und S,) liefert. Dies ergibt fiir einen Eintrag in die Bibliothek die
Formel:

Vi:l<i<|A],7:1<7<|Ay:

zt Zt seq i, ( (z), €2<j))7 falls EL2737512 (Eg(i), 62(])) 7£ —00

L[B(Z,]) — tl[] t2[f]¢—

1

(A1)
Ztl ZtQ —1!

t1[l]¢* t2[j]¢f

l1, 1, verhalten sich dabei analog zur Berechnung der strukturellen Ahnlichkeiten.
Nachdem nun die Eintrége fiir beide Ahnlichkeitsfunktionen erstellt wurden, kann auch
das Alignment zweier Alignments anhand der gegebenen Rekursion erfolgen. Mit den
berechneten Teil- und dem Gesamtalignment, kann das Traceback durchgefiihrt werden,
um die alignierten Sequenzen und die Konsensusstruktur zu erstellen. Dieses Traceback
wird nun erklért.
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5 Der Tree-Coffee Algorithmus

5.5.3 Erstellen des Tracebacks

Sinn eines Tracebacks ist herauszufinden, durch welche Reihenfolge und Art der Opera-
tionen die maximale Ahnlichkeit eines Alignments erreicht wurde. Dieses Traceback wird
dazu benoétigt die alignierten Sequenzen zu erstellen und somit das fertige Alignment dar-
zustellen. Die Erstellung eines Tracebacks kann entweder parallel zur Berechnung des
Alignments, oder im Anschluss, anhand einer Rekursion welche vom finalen Eintrag der
Berechnungsmatrizen bis zur ersten Position diese Matrizen riickwérts durchlauft, erfol-
gen. Hier wird die letzte Methode zu sehen sein. Wahrend dieses Tracebacks wird ein
Tracebackstring erstellt, der definiert ist durch:

Definition 5.29. Der Tracebackstring 7'B's ist ein Wort iiber X*, wobei ¥ das Alphabet
{—,T,\, \w} bezeichnet.

Mit dieser Definition kann die verwendete Rekursion fiir die Bestimmung des Trace-
backstrings aufgestellt werden.

A

Abbildung 5.8: Beispiel eines Tracebackpfades durch eine Matrix

Die Tracebackrekursion

Mit Hilfe dieser Rekursion soll der Pfad durch die Matrix M®° berechnet werden, der
die verwendeten Operationen zur Maximierung der Ahnlichkeit enthélt. Aufgrund der
Aufteilung, der gesamten Alignmentberechnung in die moglichen Teilalignments, wird
eine rekursive Betrachtung notig sein, um den korrekten Pfad zu erhalten. Damit ergibt
sich folgende Rekursion mit dem Aufruf T'B(i;, i, ji, jr), wobei der erste Aufruf durch
TB(0,|S1] +1,0,|S2| + 1) (oder |A;| 4+ 1,|Aa| 4+ 1) gegeben ist, die fiir die iibergebenen
Segmente [i;..0,], [ji..jr] den Tracebackstring liefert.
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5 Der Tree-Coffee Algorithmus

Vi <id <idp g i<y <

(T +TBS fir Mi/,j/ = Milfl,j/
«— +TBs fir Mi/,j’ = Mi’,j’—l
\ +TBS falls Mi’,j’ = M’i’—l,j’—l + L]B(@/,]/)
TBS - faHS Mi/,j’ = Malh_Lblg_l
+LIB(aj,, aj,, b, b)),
w +TB(d,ay, bfq, b;)+ s +TBs  dann berechne TBs fiir dieses
Teilalignment und setze
¢ =ap—1und j =0, -1

\

Die verwendete Matrix M ist immer abhéngig davon, welches Teilalignment (bzw. Ge-
samtalignment) betrachtet wird.

Diese Rekursion liefert, vollstdndig berechnet, den kompletten Tracebackstring fiir das
Alignment. Anhand dieses Strings kénnen die {iberarbeiteten Sequenzen erstellt, und die
Konsensusstruktur berechnet werden.

Das Traceback auf die Sequenzen (Alighments) anwenden

Um einen Tracebackstring auf die Sequenzen S7, 5, anzuwenden wird auf diese Weise
vorgegangen:

o Fiir SY ersetze das i-te Vorkommen von {4, \, 1} durch S;[i], und {«} durch

e Fiir SY ersetze das j-te Vorkommen von {N\,,\, <} durch Ss[j], und {1} durch

Wendet man den Tracebackstring auf die Alignments Ay, A; an miissen alle vorhandenen
Sequenzen aus A; mit der ersten Regel, und alle aus A; mit der zweiten bearbeitet
werden.

Berechnung der Konsensusstruktur

Um die Konsensusstruktur zu erhalten, diirfen nur die Arcs beibehalten werden, die
im Alignment eine strukturelle Kante realisiert haben. Alle anderen Positionen der Se-
quenzen werden zu freien Positionen. Zur Erinnerung Strukturen kénnen in Dot-Bracket
Notation angegeben werden, wodurch sich eine Position der Struktur durch P[i] anspre-
chen lasst.

e Fiir PX ersetze das i-te Vorkommen von {N;} durch P[i], die i-ten Vorkommen
von {7, «} durch e und jedes Vorkommen von {\ } durch e
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5 Der Tree-Coffee Algorithmus

Das so berechnete und erstellte Alignment, liefert eine Menge von Sequenzen und ei-
ne Konsensusstruktur und kann dazu verwendet werden es durch weitere Alignments
entlang des Guide-Trees zu vergrofern.

5.5.4 Die Schritte entlang des phylogenetischen Baumes

Nachdem erldutert wurde, wie ein einzelner Alignmentschritt funktioniert, kann fiir je-
den Knoten des Guide-Trees das Alignment der Blatter berechnet werden. Sobald das
letzte Alignment an der Wurzel des Baumes erstellt wurde erhélt man ein multiples Ali-
gnment, dass alle Eingabesequenzen und eine Konsensusstruktur fiir dieses Alignment
beinhaltet. Dieses Alignment ist das gesuchte multiple Sequenz-Struktur-Alignment der
Eingabedaten.

Laufzeit des progressiven Alignments

Nach der Erstellung des Guide-Trees miissen M — 1 Alignments gebildet werden, die
jeweils in einer Komplexitit von O(N*) bearbeitet werden kénnen. Demzufolge ergibt
sich fiir die Laufzeit des multiplen Alignments eine Komplexitit von O(MN?).

5.6 Gesamtlaufzeit und Speicher

Abschlielend zur Beschreibung des Tree-Coffee Algorithmus, wird noch einmal die Ge-
samtlaufzeit, anhand der einzelnen Schritte, betrachtet. Zudem wird noch einmal die
Speicherkomplexitit erwahnt, die fiir ein Sequenz-Struktur-Alignment auch von grofler
Wichtigkeit ist.

Laufzeit

Die beiden verwendeten Algorithmen, zur Analyse aller paarweisen Sequenzpaarungen
bendtigen jeweils ein Laufzeit in O(N*) zur Berechnung der maximalen Ahnlichkeit, fiir
die Bereiche die damit berechnet werden sollen. Aus diesen Daten werden in O(N*) fiir
jedes Paar die gewichteten Kanten (sequentiell, strukturell) erstellt, um die Hauptanfor-
derung fiir einen konsistenzbasierten Ansatz zu erfiillen. Am Ende dieser Prozesse fiir
die paarweisen Alignments, konnen die berechneten Gewichte transformiert werden, um

Prozess Komplexitit
Insidealgorithmus O(M?*N*%)
Outsidealgorithmus O(M2N*)
Kantengewichtung O(M2N*)
Konsistenztransformation ~ O(M3N3)
Progressives Alignment O(MN*)

Tabelle 5.1: Laufzeitkomplexitéiten der einzelnen Teilschritte
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5 Der Tree-Coffee Algorithmus

frithe Fehler wiahrend des progressiven Alignments zu vermeiden, indem Informationen
aller anderen vorhandenen Sequenzen in die paarweisen Gewichte eingearbeitet werden.
Dieser Vorgang benétigt eine maximale Laufzeit O(M3N3). Zuletzt muss das progressive
Alignment mitsamt Erstellung des phylogenetischen Baums und teilweise einer Neube-
rechnung der Ahnlichkeitsfunktionen, und den dazugehérigen Alignments durchgefiihrt
werden. Wihrend des progressiven Prozesses benotigt die Bildung des Alignments die
meiste Zeit, die sich entsprechend des gleichen Aufbaus, in Vergleich zum Insidealgorith-
mus, in O(N?) befindet. Die Anzahl der bendtigten Alignments steigt dabei nur linear
in Abhiingigkeit der Anzahl aller Sequenzen und liegt am Ende in O(M N*).

Zu sehen ist hierbei, dass alle verwendeten Prozesse und Unterprozesse mit einer
maximalen Komplexitit von O(N?) zu Buche schlagen, und sich dadurch die Gesamt-
komplexitit des Algorithmus auch in O(N?) befindet.

Speicherplatz

Fast wichtiger als die Laufzeit eines Algorithmus ist der ben6tigte Speicherplatz, wahrend
der Berechnung. Wihrend eine hohe Komplexitit der Laufzeit zwar ein Argernis ist,
aber im Grunde die Berechnung nicht verhindern kann, wenn nur ausreichend Zeit auf-
gebracht wird, so kann eine zu hohe Speicherkomplexitét jedoch eine Berechnung véllig
unméglich machen (immer in Anbetracht der verfiigbaren technischen Moglichkeiten).
Berechnungen konnen nur solange durchgefiihrt werden, wie auch die Méglichkeit besteht
die Ergebnisse davon zu speichern.

Im Grunde genommen miissten alle Sequenz-Struktur-Alignments die von Tree-Coffee
erstellt werden eine Speicherkomplexitit von O(N*) besitzen. Dies wird jedoch durch
die Aufteilung der Alignments in verschiedene Subalignments verhindert. Durch die Be-
trachtung abgeschlossener Strukturen als Einheit, kann im spéteren Verlauf auf solch
eine abgeschlossene Struktur zuriickgegriffen werden, in diesem Fall die maximale Ahn-
lichkeit eines gesamten Teilalignments. Da nun jedoch nur noch ein Wert fiir eine solche
Teilstruktur gespeichert werden muss, kann die Berechnung eines Alignments mit einem
Speicherbedarf von O(N?) realisiert werden.

Bei allen weiteren gespeicherten Daten handelt es sich auch maximal um eine Speicher-
struktur, die mit einer quadratischen Matrix beschrieben werden kann. Daraus ergibt
sich eine Gesamtkomplexitit des bendtigten Speicherplatzes von O(N?) wihrend des
gesamten Algorithmus.
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6 Testergebnisse von Tree-Coffee

In diesem Kapitel werden die praktischen Tests des Tree-Coffee Programms vorgestellt.
Im speziellen wird die Qualitdt der erreichten Ergebnisse iiberpriift werden. Dies ge-
schieht anhand eines Benchmarks, der speziell dafiir entwickelt wurde diese Qualitat zu
berechnen. In diesem Zusammenhang wird ein Vergleich zwischen Tree-Coffee, MARNA
und dem ClustalW Algorithmus betrachtet.

Weiter werden einige Laufzeitanalysen durchgefithrt werden, die zeigen sollen, wel-
che Schritte des Algorithmus wie viel Zeit beanspruchen. Hierfiir werden unter an-
derem paarweise Alignments berechnet, um zu zeigen wie sich die benétigten Zeiten
von Insidealgorithmus, Outsidealgorithmus und Kantengewichtung im Verhéltnis zur
Sequenzldnge entwickeln. Danach wird ein Test durchgefiithrt werden, der Gesamtlauf-
zeiten von paarweisen bis multiplen Alignments mit bis zu 15 Sequenzen betrachtet.
Zuletzt wird mit Hilfe eines paarweisen Alignments, mit ldngeren Sequenzen gezeigt
wie effizient die gewédhlte Heuristik, zur Einschrénkung der Anzahl gewichteter Kanten,
arbeitet.

Zuerst jedoch soll ein kleiner Uberblick iiber die Implementation des Programms er-
folgen und erlautert werden, welche Daten bereitgestellt werden miissen, um eine erfolg-
reiche Durchfithrung des Algorithmus zu gewéhrleisten.

6.1 Einige Details zur Implementation

Fiir die Implementation von Tree-Coffee wurde die Programmiersprache C++ gewéhlt,
da eine Objekt-Orientierte Sprache fiir die benttigten Zwecke alle Anforderungen erfiillt.
Es ist lauffahig unter UNIX und Windows Systemen, die auch dazu verwendet wurden
die praktischen Tests durchzufiithren. Neben einer Datei im ,FASTA* Format, die alle
Sequenz-Struktur-Paare beinhaltet, und einer ,RIBOSUM® Datei, welche fiir die paar-
weisen Alignments die Scores bereitstellt, werden die Parameter aus Tabelle 6.1 benétigt.

Mit diesen Daten beginnt das Programm die Berechnungen und stellt am Ende eine Aus-
gabe des multiplen Alignments in Form einer Datei zur Verfiigung, die alle Sequenzen
und die gebildete Konsensusstruktur beinhaltet (Abbildung 6.1). Zusétzlich wird eine
Log-Datei angelegt, die den Verlauf des Programms mitprotokolliert und die benétigten
Zeiten einzelner Abschnitte angibt.
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6 Testergebnisse von Tree-Coffee

Parameter ‘ Format

Gapkosten Bsp: —0.75

Arc-Removing Kosten (3, Bsp: —1.00

Arc-Breaking Kosten [, Bsp: —0.66

Faktor w fiir die strukturellen Kanten- | Bsp: 2.00

gewichte

Maximale Kantenschrégheit 6,4, Bsp: 0 (um keine Einschrinkung zu
treffen)

Tabelle 6.1: Benttigte Parameter von Tree-Coffee

Seqql AGqqUC2-334U500000qUNg g 0quile e quIDIIN5 gl

Ligll2uvvuvuvuuuvuuull Do01100 oooo
T {NL0 1161616116111 o I A
B ((18191919191919191 9161 5[ 0 I R I I
Liglllutuvuvuvuvuuull) 11100 10
Uguuuuuuuuuyuuu-CCC—————— 44-4-

Abbildung 6.1: Beispiel der Ausgabe eines multiplen Alignments

6.2 Benchmark auf der BraliBase

Zunéchst wird die Qualitét der erzielten Ergebnisse von Tree-Coffee betrachtet. Zu die-
sem Zweck wurde ein Benchmark anhand der BraliBase (v2.1) [WMSO06], bei der es sich
um eine Weiterentwicklung des ein Jahr zuvor vorgestellten Benchmarks [GWWO05] han-
delt, erstellt und mit den Ergebnissen von MARNA und ClustalW verglichen. Bevor die
Ergebnisse betrachtet werden aber noch einige Informationen zur BraliBase.

6.2.1 BraliBase

Die BraliBase ist eine Datenbank von RNA Sequenzen, mit deren Hilfe die Qualitidt von
Alignmentalgorithmen getestet werden koénnen. Die dabei betrachteten Sequenzen stam-
men aus 32 unterschiedlichen RNA-Familien, um zu gewéhrleisten, dass die Ergebnisse
nicht durch eine eingeschrankte Anzahl von betrachteten Familien verfialscht werden.

Fiir jede Familie existieren mehrere Datensétze, von paarweisen bis hin zu multiplen
Alignments mit 15 Sequenzen. Diese Datensétze konnen in die Anzahl der zu alignie-
renden Sequenzen unterteilt werden. Es stehen 6 unterschiedliche Sets mit folgenden
GroBen k € {2,3,5,7,10,15} zur Verfiigung. Jedes dieser Sets beinhaltet eine Menge
von zu bildenden Alignments, die sich in der paarweisen Sequenzidentitiat (APSI) und
dem strukturellen Konservationsindex (SCI) unterscheiden.

Der APSI rangiert dabei in Bereichen von 20% bis hin zu 95%. Mit diesen Werte kann
untersucht werden, wie die Qualitét der erreichten Ergebnisse von der Sequenzidentitét
abhéngt, da ein grofles Interesse darin besteht effiziente Algorithmen zu finden, die auch
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6 Testergebnisse von Tree-Coffee

auf niedrigen Sequenzidentitiaten gute Ergebnisse liefern.

Fiir jeden Satz von Daten der BraliBase existieren Referenzalignments, deren Anzahl
und Familien der Tabelle A.1 entnommen werden kénnen, die von Hand bearbeitet wur-
den, um die bestmoglichen Alignments zu erreichen. Anhand dieser Referenzalignments
und den Ergebnissen eines Algorithmus kann die Qualitdt der Ergebnisse berechnet wer-
den. Hier wird als Maf§ der Qualitdt der , Sum-of-Pairs* Score (im weiteren Verlauf
SPS genannt) betrachtet werden, der die Ahnlichkeit zwischen Referenzalignment und
Testalignment angibt.

Dieser SPS wird im folgenden verwendet, um Aussagen iiber die Qualitdt des Tree-
Coffee Algorithmus treffen zu kénnen.

6.2.2 Ergebnisse

Bei diesem Benchmark wurden nicht alle moglichen Alignments der BraliBase berechnet,
da das Hauptinteresse bei Sequenz-Struktur-Alignments darin besteht gute Ergebnisse
fiir niedrige Identitdten zu liefern. Aus diesem Grund wurden nur die Alignments be-
trachtet, deren APSI maximal 50% betrigt.

Da die BraliBase keine Sekundérstrukturen fiir die Sequenzen beinhaltet, mussten
diese fiir jede Sequenz berechnet werden. Dies wurde mit Hilfe von ,RNAFold* aus dem
Vienna RNA Package gelost [uPS98], das die mfe-Struktur! einer Sequenz, anhand eines
thermodynamischen Modells, berechnet.

Die notigen Parameter fiir Tree-Coffee wurden wie folgt gewahlt:

Parameter \ Wert
Scoringwerte fiir paarweise Alignments | RIBOSUMS85_60.txt
8 —0.75
o —1.00
B —0.66
w 2.00
Omaz 40

Tabelle 6.2: Gewahlte Parameter fiir den BraliBase Benchmark

Aus den erreichten Ergebnissen wurden fiir die verschiedenen Sets Diagramme an-
gefertigt, die die Ergebnisse von Tree-Coffee, MARNA und ClustalW darstellen. Diese
Diagramme konnen auf den folgenden drei Seiten betrachtet werden.

lengl. minimal free energy structure
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Bralibase 2.1 — k2
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Abbildung 6.2: Benchmarkergebnisse fiir die Sets k2 und k3
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Abbildung 6.3: Benchmarkergebnisse fiir die Sets k5 und k7
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Bralibase 2.1 — k5
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Bralibase 2.1 — k10
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Abbildung 6.4: Benchmarkergebnisse fiir die Sets £10 und k15
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6.3 Laufzeitvergleiche

In diesen Bereich werden die Testergebnisse zu verschiedenen Laufzeitmessungen von
Tree-Coffee angegeben. Zuerst werden die Laufzeiten der paarweisen Sequenzanalyse ge-
zeigt, bevor Gesamtlaufzeiten des Algorithmus fiir eine variierende Sequenzanzahl des
multiplen Alignments erstellt werden. Daraufhin wird an einem paarweisen Alignment
mit ldngeren Sequenzen gezeigt, wie sich die Laufzeit der Kantengewichtung bei unter-
schiedlichen maximalen Kantenschragheiten verédndert.

Sofern nicht anderweitig angegeben wurden fiir die Messungen folgende Parameter
gewdhlt:

Parameter \ Wert
Scoringwerte fiir paarweise Alignments RIBOSUMS5_60.txt
¥ —0.75
3. —1.00
B —0.66
w 2.00
Omaz 0 (keine Einschrankung)

Tabelle 6.3: Gewahlte Parameter fiir die Laufzeiten

Verwendetes Testsystem

Als Testsystem, fiir die Laufzeitmessungen, wurde ein System mit folgenden Spezifika-
tionen verwendet:

e CPU: Intel Core2Duo E6750 mit 2 % 2, 66GGHz
e RAM: 2 GB
e HDD: 500 GB

e Betriebssystem: Windows XP mit ServicePack 2

6.3.1 Laufzeiten der paarweisen Sequenzanalyse

Die Testdaten fiir diese Messungen konnen der Tabelle B.1 in Anhang B entnommen
werden. Diese Daten wurden aus der BraliBase entnommen und beinhalten eine kleine
Auswahl an Sequenzen unterschiedlicher Léngen. Die Groflenordnung bewegt sich dabei
zwischen 70 und 200 Nukleotiden, da in der BraliBase maximal Sequenzen mit einer
Lange von ca. 300 Nukleotiden vorkommen. Die interessanten Laufzeiten der Kanten-
gewichtung fiir eine Sequenz dieser Linge werden spéter noch detaillierter betrachtet
werden und wurden aus diesem Grund hier ausgenommen. Die gewéhlten Sequenzen
stammen hier aus dem k2-Set der BraliBase. Es wurden aus fiinf Familien jeweils die
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zwei Alignments herausgesucht, die den niedrigsten beziehungsweise hoéchsten APSI-

6 Testergebnisse von Tree-Coffee

Wert besitzen. Dabei wurden die folgenden Zeiten in Tabelle 6.4 gemessen.

’ Nr. \ Insidealgorithmus \ Outsidealgorithmus \ Kantengewichtung ‘

1 2 sek 3 sek 56 sek
2 2 sek 3 sek 50 sek
3 13 sek 24 sek 453 sek
4 10 sek 18 sek 301 sek
5 2 sek 4 sek 65 sek
6 1 sek 1 sek 6 sek

7 1 sek 1 sek 6 sek

8 1 sek 1 sek 7 sek

9 4 sek 4 sek 107 sek
10 2 sek 3 sek 49 sek

Tabelle 6.4: Gemessene Laufzeiten der paarweisen Sequenzanalyse

Im dargestellten Diagramm 6.5 ldsst sich erkennen, wie sich die bendtigte Zeit der
einzelnen Analyseschritte in Abhéngigkeit der durchschnittlichen Léngen, der zu ali-
gnierenden Sequenzen, verhélt.

1" #S&
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$' %
ﬁ $%%
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& 1'%
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Abbildung 6.5: Verhéltnis der benétigten Zeit zur Sequenzlénge
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6.3.2 Laufzeiten multipler Alignments

Um die Laufzeiten des Algorithmus in Abhéngigkeit der Sequenzanzahl zu bestimmen,
wurde eine RNA-Familie aus der BraliBase ausgewahlt, und aus jedem Set ein Datensatz
mit einem APSI-Wert von ca. 50% gewiéhlt. Die genaue Auswahl und durchschnittliche
Lange der enthaltenen Sequenzen ist in Tabelle B.2 in Anhang B aufgelistet.

Zur Darstellung der benotigten Laufzeiten wurden diese in 5 Abschnitte unterteilt:
Fiir alle paarweisen Sequenzalignments wurden die Zeiten, die fiir den Insidealgorithmus,
den Outsidealgorithmus und die Kantengewichtung benotigt wurden aufsummiert, um
darzulegen, wie hoch die Anwendungen dieser Schritte ausfallen. Weiter wurde die Zeit
gemessen, die fiir die Konsistenztransformation noétig war. Zuletzt wurde festgestellt, wie
lange der Algorithmus benétigt hat, um das finale multiple Alignment zu erstellen.

Mit diesen Zeiten wurde die Gesamtdauer errechnet, die fiir die Erstellung des multi-
plen Alignments fiir die gegebenen Sequenzen notigt war.

Diese Ergebnisse wurden zu einem Diagramm verarbeitet, welches in Abbildung 6.6
zu sehen ist.
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Abbildung 6.6: Laufzeiten multipler Alignments
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6.3.3 Laufzeit bei Reduzierung der gewichteten Kanten

Die Effektivitéit der eingefithrten Heuristik, um die Anzahl der zu gewichtenden sequenti-
ellen Kanten zu reduzieren, wurde in einem separaten Test festgestellt. Zu diesem Zweck
wurde aus der BraliBase Datenbank eine RNA-Familie ausgewéhlt, die von Natur aus
vergleichsweise lange Sequenzen beinhaltet. Die Wahl der Familie fiel aus diesem Grund
auf SRP_euk_arch, da ihre Sequenzen mit Léngen jenseits der 300 Nukleotide an der
oberen Grenze, der in der BraliBase vorhandenen Sequenzen, liegen. Fiir die Analyse
wurde ein Datensatz aus dem k2-Set dieser Familie entnommen, da ein paarweises Ali-
gnment ausreichend ist, um die Heuristik zu testen. Die vollstdndigen Sequenzen und
dazugehorigen Strukturen konnen der Tabelle B.3 in Anhang B entnommen werden.
Insgesamt wurden 9 Messungen durchgefiithrt, mit Werten von

Smae = {20,40, 60,80, 100, 150, 200, 250}

und schliefllich mit d,,,, = 0, um die benétigte Zeit fiir die Kantengewichtung ohne
jegliche Einschrankung zu erhalten.

Aufgrund dieser Messungen ergab sich die in Abbildung 6.7 grafisch dargestellte Lauf-
zeitentwicklung, in Abhéangigkeit der gegebenen Parameter.

"HER&( SR H* F, %&)

3#%4 B5

| " # #$ $
$ MO+ ), #%

Abbildung 6.7: Gemessene Laufzeiten bei Reduzierung der gewichteten Kanten
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7 Diskussion

Zuletzt wurden die Ergebnisse der praktischen Tests, des Tree-Coffee Programms, vor-
gestellt. Im néchsten Schritt werden diese Tests analysiert, um einen Eindruck iiber Effi-
zienz und Qualitéit des Algorithmus zu gewinnen. Es wird erldutert welche Riickschliisse
sich aus diesen Tests ziehen lassen und diskutiert, welche Moglichkeiten bestehen, um
Tree-Coffee noch weiter zu verbessern.

7.1 Diskussion der Benchmarkergebnisse

Bevor die Ergebnisse der einzelnen Sets betrachtet werden muss noch eine kurze Infor-
mation beziiglich der gewéhlten Parameter erfolgen. Bei diesen verwendeten Parametern
handelt es sich um das zweite von zwei getesteten Parametersets und sind demzufolge
noch vergleichsweise ad hoc gewéhlt. Diese Parameter reichen aus, um einen Trend des
Benchmarks zu erhalten, sind aber noch weit entfernt von optimalen Parametern, wie sie
von ClustalW oder MARNA verwendet werden. Mit weiterem Parametertuning diirfte
noch eine messbare Verbesserung der Ergebnisse zu erreichen sein. Um dies zu erreichen,
sind jedoch noch eine Vielzahl von Testlaufen auf der BraliBase notwendig.

Die Ergebnisse der Sets k2 und k3 (Abbildung 6.2, Seite 58) liefern bereits einen guten
Eindruck iiber die Leistungsfahigkeit des Tree-Coffee Algorithmus. Es ist zu erkennen,
dass trotz der gewihlten Parameter der Vergleich mit MARNA sehr positiv ausfallt.
Die Qualitéit der erreichten Ergebnisse ist durchweg besser als die, der durch MARNA
gebildeten Alignments. Bis zu einer Sequenzidentitat von ca 37% fiir das k2-Set und
sogar bis zu 43% auf dem k3-Set liefert Tree-Coffee bessere Ergebnisse als ClustalW.
Damit ldsst sich schon einmal feststellen, dass Tree-Coffee auf diesen beiden Sets die
Erwartungen, die an diesen Algorithmus speziell im Bereich niedriger Sequenzidentitéiten
gestellt wurden, erfiillen kann.

Auf den Sets k5 und k7 (Abbildung 6.3, Seite 59) nimmt der Abstand zwischen Tree-
Coffee und MARNA bereits ab, jedoch noch immer behélt der Ansatz von Tree-Coffee
insgesamt einen leichten Vorsprung. Der Unterschied zu ClustalW verhélt sich im £5-Set
ghnlich zu den beiden vorherigen Sets, aber bei den multiplen Alignments mit sieben
Sequenzen wird speziell der Vorsprung im niedrigen Bereich der Sequenzidentitiaten deut-
lich geringer. Der Einfluss der gewéhlten Methode zur Bildung des multiplen Alignments
beginnt sich negativ auf die Ergebnisse auszuwirken. Noch deutlicher lasst sich dies bei
der weiteren Erhohung der Sequenzanzahl eines Alignments zeigen.

Die letzten beiden Sets (Abbildung 6.4, Seite 60) des Benchmarks bestétigen die Ent-
wicklung, welche sich bei der Betrachtung der vorherigen Sets angedeutet hatte. Die
Ergebnisse brechen soweit ein, dass sie nur noch in seltenen Féllen, die von MARNA er-
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7 Diskussion

reichten Werte iibertreffen, oder im Fall von 15 Sequenzen sogar iiberhaupt nicht mehr.
Es kann jedoch nicht behauptet werden, dass Tree-Coffee auf diesen Sets nicht funktio-
niert, denn die Ergebnisse bewegen sich zwar inzwischen unterhalb von MARNA und
auch ClustalW in einem grofien Bereich, liefern jedoch insgesamt weiterhin akzeptable
Resultate. Betrachtet man nun die Ursache dieser Entwicklung zeigt sich auch, dass es
eine Losung fiir dieses Problem gibt.

Ursache der Entwicklung

Die Erklarung fiir diese Entwicklung liegt speziell im Verfahren, dass verwendet wird um
das multiple Alignment zu bilden. Aktuell wird nach jedem Alignmentschritt entlang des
Guide-Trees eine Konsensusstruktur fiir das erstellte Alignment gebildet. Daraus resul-
tiert eine fortschreitende Reduzierung der Anzahl der Arcs, die in diesen Strukturen
existieren. Das bedeutet fiir jeden Alignmentschritt stehen sukzessive weniger Struktu-
rinformationen zur Verfiigung, da die Informationen iiber nicht alignierte Strukturen
komplett entfernt werden. Dieser Nachteil wirkt sich vor allem bei Alignments mit nied-
riger Sequenzidentitit negativ aus, denn sobald die Strukturen komplett entfernt wurden
handelt es sich eigentlich nur noch um ein Sequenzalignment, das in diesen Identitéts-
bereichen nicht sonderlich gut funktioniert.

Hier zeigt sich eine erste deutliche Schwachstelle des Tree-Coffee Ansatzes, die es gilt
zu beseitigen.

Behebung dieses Problems

Es muss erreicht werden, dass wihrend des gesamten Alignmentprozesses alle Struktu-
rinformationen erhalten bleiben. Aus diesem Grund muss eine andere Methode, als die
Bildung einer Konsensusstruktur gewéhlt werden. Dies ist allerdings nicht so einfach wie
es auf den ersten Blick vielleicht erscheinen mag. Jede realisierte Strukturelle Kante eines
Alignments hat Auswirkungen auf die Moglichkeiten, die fiir die folgenden Alignments
zur Verfiigung stehen. Das hat zur Folge, dass bei der Bildung eines Alignments nicht
nur die Ahnlichkeit maximiert werden muss, sondern auch Riicksicht auf die vorherigen
Alignments genommen werden muss.

Um hierfiir eine effektive und praktikable Losung zu finden miissen noch einige Uber-
legungen fiir diesen Schritt des Algorithmus angestellt werden.

Eine weitere Beobachtung

Bei der Betrachtung der Benchmarkresultate konnte beobachtet werden, wie sehr die
gewihlten Strukturen Einfluss auf das Ergebnis nehmen konnen. So war es moglich
aufgrund der Strukturen selbst fiir Sequenzidentititen < 30% teilweise eine mehr als
80%ige Ubereinstimmung zum Referenzalignment zu erreichen. Leider war auch das
Gegenteil zu beobachten, wo aufgrund der verwendeten Strukturen selbst sehr d&hnliche
Sequenzen nur sehr schlecht aligniert werden konnten. Damit diese Félle verhindert
werden konnen wire ein Eingriff in die gewéhlten Strukturen notigt, was allerdings
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7 Diskussion

dem Ansatz, mit festen Eingabestrukturen zu arbeiten, widersprechen wiirde. Dennoch
kann dariiber nachgedacht werden, wie ein solcher Eingriff aussehen konnte, sollte die
Entscheidung getroffen werden in diesen Fillen die festen Strukturen zu vernachléssigen.

Ein moglicher Eingriff in die Eingabestrukturen

Die Entwicklung eines Verfahrens zur Analyse der gegeben Strukturen und Sequenzen,
wiirde die Moglichkeit bereitstellen, zu erkennen, ob der Einsatz der Strukturen in dieser
Kombination vorteilhaft wire. Sofern dies erfiillt ist wire keine Anderung an den Struk-
turen notig. In allen anderen Féllen jedoch kénnte dariiber nachgedacht werden weitere
Strukturen vorherzusagen, die einen weniger negativen Einfluss auf das Alignment haben
werden. Es miisste dabei allerdings eine Moglichkeit eingearbeitet werden, dieses Ver-
fahren zu untersagen und unter allen Umstédnden die Eingabestrukturen zu verwenden.
Mit diesem Kompromiss konnte an der Idee der festen Eingabestrukturen weiterhin fest-
gehalten und zusétzlich eine gewisse Flexibilitat, in der Wahl der Strukturen, gegeben
werden.

Speziell bei multiplen Alignments mit einer geringen Sequenzanzahl wére dieses Vor-
gehen von Vorteil, da der Einfluss eines paarweisen Alignments, das aufgrund schlechter
Strukturen fehlerhaft ist, deutlich grofler ausfillt als bei umfangreicheren multiplen Ali-
gnments.

Schlussfolgerung

Diese erste Implementation des Tree-Coffee Ansatzes konnte zeigen, dass die Idee, welche
in diesem Algorithmus angewandt wird, funktioniert. Die Qualitidt der erreichten Ergeb-
nisse waren fiir die erste Version des Programms zufriedenstellend und haben gezeigt
wo Schwachstellen vorhanden sind, die einen negativen Einfluss auf die Ergebnisqua-
litdt haben. Dies liefert auch die notigen Erkenntnisse, um diesen Ansatz noch weiter zu
verbessern und eine Steigerung der Effektivitédt zu erreichen. Nach Bearbeitung dieser
Punkte diirfte mit Tree-Coffee ein guter Algorithmus fiir multiples Sequenz-Struktur-
Alignment zur Verfiigung stehen, der fiir eine grofle Bandbreite von Sequenzidentitéiten
gute Ergebnisse liefert.
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7 Diskussion

7.2 Diskussion der gemessenen Laufzeiten

Nach den Tests, beziiglich der Qualitdt der Ergebnisse, wurde die Effizienz des Algo-
rithmus iiberpriift. Von grofler Bedeutung fiir den Tree-Coffee Ansatz ist die Laufzeit,
welche fiir die paarweise Sequenzanalyse aufgewendet wird. Dieser Schritt allein ist not-
wendig fiir das Erzielen guter Ergebnisse des multiplen Alignments und sollte daher auch
moglichst effizient durchgefithrt werden kénnen.

Effizienz der paarweisen Analysen

Die Testlaufe haben gezeigt, dass die Anwendung des Inside- beziehungsweise Outside-
algorithmus duBerst effizient gelingt. Auch bei stetig steigender Sequenzldange und der
damit verbundenen steigenden Anzahl von Arcs in den Strukturen, ist die Steigerung der
Laufzeit beinahe unwesentlich, speziell im Vergleich zur Laufzeit der Kantengewichtung
(Abbildung 6.5, Seite 62). Die Gewichtung der strukturellen Kanten benotigt nur eine
sehr geringe Laufzeit nach einmaliger Berechnung der Alignments, mit Hilfe der beiden
verwendeten Rekursionen. Der gréfite Kostenfaktor der Kantengewichtung ist also in
der Gewichtung der sequentiellen Kanten zu suchen. Die Ursache hierfiir ist mit dem
zweiten Arbeitsschritt, der notig ist, um eine sequentielle Kante zu gewichten, schnell
gefunden. Die zusétzlichen Alignments, die gebildet werden miissen, um das beste Ali-
gnment zu finden in dem diese Kante realisiert, und mit deren Hilfe auch die Strukturen
in die Bewertung einbezogen werden koénnen, die oberhalb dieser Kante verlaufen, sind
die Ursache fiir diese dramatisch steigende Laufzeit. In dieser Form ist die Gewichtung
der Kanten nur wenig praktikabel einsetzbar, da alleine die Zeit dafiir um ein vielfaches
grofler ausfillt, als die eigentliche Bildung des Alignments.

Verbesserung der Laufzeit fiir die Kantengewichtung

Eine erste Idee, um den Aufwand der Kantengewichtung zu reduzieren, wurde bereits
in dieser Version des Algorithmus eingefiihrt. Erreicht wurde dies durch eine Reduktion
der Anzahl gewichteter Kanten. Zu diesem Zweck wurde die maximale Kantenschragheit
definiert, die besagt ob fiir eine Kante die Berechnung eines Gewichts notwendig ist, oder
vernachléssigt werden kann. Die erreichte Laufzeitreduzierung wurde anhand zwei langer
Sequenzen, fiir unterschiedliche Werte dieser Kantenschriagheit gemessen und in Abbil-
dung 6.7, auf Seite 64, zusammengefasst. Es stellte sich dabei heraus, dass diese Ein-
schriankung besonders dann deutliche Auswirkungen zeigt, falls die Differenz zwischen
der durchschnittlichen Léange der Sequenzen und dem gewéhlten Wert nicht zu gering
ausfillt. Besonders bei hohen Sequenzidentitéiten kann dieser Wert sehr gering gewéhlt
werden, ohne dabei Einfluss auf das Ergebnis zu nehmen, da bei Ahnlichen Sequenzen
nur sehr wenige Gaps eingefiigt werden. Aber auch bei niedrigen Identitéiten kann diese
Einschréankung, sofern passend gewéhlt, einen deutlichen Geschwindigkeitsvorteil errei-
chen, ohne dabei das Ergebnis zu verschlechtern. Obwohl mit dieser Kantenschragheit
bereits eine Verbesserung der Laufzeiten erreicht werden kann, wére es notig diese Zeit
noch weiter zu verkiirzen.
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Spontan wiirden sich zwei weitere Verdnderungen der Kantengewichtung anbieten, die
die Laufzeit noch weiter verbessern kénnen. Eine davon bezieht sich auf die sequentiellen
Kanten, die Teil des besten Alignments sind.

Zur Erinnerung, bei der ersten Anwendung des Insidealgorithmus, werden bereits alle
Teilalignments und das komplette Alignment berechnet, um die maximale Ahnlichkeit
zu erhalten. Es wire sehr effizient moglich, durch diese berechneten Werte, bereits ein
Traceback durchzufiihren. Mit diesem Traceback konnten die sequentiellen Kanten des
besten Alignments erkannt werden. Das Gewicht fiir diese Kanten wire dann die ma-
ximale Ahnlichkeit des kompletten Alignments. Die Durchfithrung des Tracebacks kann
sehr effizient erfolgen und wiirde damit sofort ein Gewicht fiir mehrere Kanten liefern, die
dann im spéateren Verlauf der Kantengewichtung nicht extra betrachtet werden miissten.
Bei wie vielen Kanten es sich im besten Alignment um sequentielle Kanten handelt ist
variabel. Es hiangt von den Strukturen der Sequenzen ab und wie viele davon aligniert
werden. Dieses Verfahren wiirde im besten Falle, die Anzahl von Kanten gewichten
konnen, die der Léange der kiirzeren Sequenz entspricht, was nur einen Bruchteil aller
moglichen Kanten darstellt. Dennoch wiirde sich die Verwendung anbieten, da so zu-
mindest ein Teil der Kanten korrekt gewichtet werden kann, ohne fiir jede Kante neue
Alignments zu berechnen.

Eine weitere Moglichkeit bestiinde durch die Einfiihrung einer weiteren Heuristik, die
wéahrend der Gewichtung einer Kante abschétzt, ob noch eine Verbesserung des Scores
zu erwarten ist oder nicht. Aktuell werden fiir jede Kante, die gewichtet werden muss
ein vollstdndiges Préfix- und Suffixalignment, bis zum Ende oder Anfang der Sequen-
zen, berechnet, um die Maximierung durch die Outsidescores der oberhalb verlaufenden
Arcs zu ermoglichen. Es wére moglich diese beiden Alignments immer nur so weit zu be-
rechnen, bis der nichste Maximierungsschritt moglich ist. Damit kénnte dann ein Wert
fiir diese Kante berechnet werden, der dazu verwendet werden kann zu entscheiden, wie
wahrscheinlich eine Verbesserung des Wertes zu erwarten ist. Dies kann beispielsweise
durch einen Vergleich, des erreichten Wertes mit dem maximalen Wert des Alignments,
erreicht werden. Sollte bis dahin ein gesetzter Wert nicht {iberschritten sein, kénnen die
Alignments fortgefithrt werden bis der néchste Maximierungsschritt ermoglicht wird,
und erneut der Vergleich durchgefithrt werden. Auf diese Weise wiirde sich fiir einen
GroBteil der Kanten die benétigte Zeit fiir die Berechnungen der Alignments verkiirzen
und somit die Gesamtdauer der Kantengewichtung reduziert werden.

Diese beiden Methoden kénnen zusétzlich zur bereits eingefiithrten Kantenschrigheit
verwendet werden. Mit der Kombination dieser Moglichkeiten sollte sich die Dauer, der
Kantengewichtung, auf ein akzeptables Niveau senken lassen, ohne dabei die Qualitét
der Kantengewichte zu sehr zu beeinflussen.

Effizienz der Bildung des multiplen Alignments

Der Test, um die Entwicklung der Gesamtlaufzeit des multiplen Alignments zu testen,
hat gezeigt, dass die verbleibenden Schritte nach der paarweisen Analyse sehr effizient
arbeiten (Abbildung 6.6, Seite 63). Die Dauer der Konsistenzerweiterung bewegt sich
selbst bei einer Sequenzanzahl von 15 Sequenzen in einem sehr akzeptablen Rahmen
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und hat bei der aktuell benttigten Laufzeit nur einen sehr geringen Einfluss auf die
Gesamtdauer des Algorithmus. Auch die Bildung des multiplen Alignments ist durch die
Verwendung des Insidealgorithmus &duflerst effizient, und bedarf in dieser Form keiner
weiteren Verbesserungen. Der iiberproportional grofite Bedarf an Laufzeit besteht also
fiir den Algorithmus in der Gewichtung der Kanten. Dies war nicht anders zu erwarten,
da genau diese Gewichtung der wichtigste Punkt eines konsistenzbasierten Ansatzes
darstellt. Zum aktuellen Zeitpunkt jedoch ist das Zeitverhéltnis zwischen den einzelnen
Schritten von Tree-Coffee noch nicht ausreichend.

Schlussfolgerung

Tree-Coffee stellt einen, in grofiten Teilen, sehr effizienten Ansatz fiir das multiple
Sequenz-Struktur-Alignment zur Verfiigung. Die Tests haben gezeigt, dass einzig die
Kantengewichtung noch weiterer Verbesserungen bedarf, um Tree-Coffee eine gute Po-
sition zwischen den Algorithmen fiir dieses Problem einnehmen zu lassen.

Fiir eine erste funktionsfahige Version von Tree-Coffee, waren sowohl die Qualitat der
Ergebnisse, als auch die Effizienz, mit der diese erreicht wurden, zufriedenstellend. Es
ist abzusehen, dass mit der weiteren Entwicklung dieses Algorithmus ein sehr gutes Pro-
gramm entstehen kann, das den Vergleich mit diversen Konkurrenten auf diesem Gebiet
nicht zu scheuen brauch.
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8 Zusammenfassung und Ausblick

In dieser Diplomarbeit wurde ein von Rolf Backofen und Sebastian Will entwickeltes Ver-
fahren, genannt Tree-Coffee, fiir multiples Sequenz-Struktur-Alignment vorgestellt und
implementiert. Die Arbeit sollte in erster Linie einen Anhaltspunkt fiir die Qualitéit, des
von Tree-Coffee verwendeten Verfahrens ermitteln, und aufzeigen, welche Punkte des
Algorithmus noch weiterer Aufmerksamkeit benotigen.

Aufgrund des frithen Stadiums der Entwicklung, mussten einige Aspekte des Algorithmus
noch ausfiihrlicher betrachtet und definiert werden. Es ist dabei gelungen diesen Ansatz
soweit zu konkretisieren, um einen Punkt zu erreichen, an dem erste Untersuchungen
durchgefiihrt werden konnten, die zeigen sollten, wie gut das entwickelte Verfahren funk-
tioniert.

Diese Evaluation hat gezeigt, welches Potential Tree-Coffee fiir das vorhandene Pro-
blem bietet. Die Qualitdt der Ergebnisse geben Aufschliisse, aus denen sich ableiten
lassen, dass die Ideen, auf deren Basis Tree-Coffee entwickelt wurde, die gewiinschten
Effekte entwickeln und somit eine gute Basis darstellen, die fiir die weitere Entwicklung
notwendig ist.

Bei den unternommenen Tests kristallisierten sich Schwachstellen heraus, die es noch
zu beseitigen gilt. Diese aufgezeigten Probleme erstreckten sich jedoch nur auf explizite
Designentscheidungen und nicht auf generell falsche Annahme des Verfahrens. Das Fazit
dieser Arbeit lasst sich demnach in folgender Weise ausdriicken.

Mit Tree-Coffee entsteht ein sehr gutes Verfahren fiir das Problem der multiplen Sequenz-
Struktur-Alignments, das bereits jetzt viele Erwartungen erfiillen konnte. Die festgestell-
ten Ansitze, zur Verbesserung des Algorithmus, werden in der weiteren Entwicklung
dafiir sorgen, dass der Algorithmus an den richtigen Stellen {iberarbeitet wird und sich
somit zu einem sehr effektiven Werkzeug weiterentwickeln kann. Diese Effektivitit wird
dabei nicht durch grofie Opfer, im Bereich der Laufzeiten, erreicht werden, sondern durch
geschickte Kombination diverser etablierter Verfahren, im Bereich der Bioinformatik.
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A BraliBase Referenzalignments
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Tabelle A.1: Anzahl und Familien der Referenzalignments [WMS06]



B Testdaten fur Laufzeiten

’ Nr. \ Familie \ Sequenzen \ Lange \ APSI ‘

M19950.1_1-120 120

1 59 TRNA X52300.1.5-122 118 37%

9 - K03160.1_1-118 118 95%
X00073.1-1-117 117

3 M34485.1_360-150 211 367
Cobalamin AP003013.2.206912-207118 | 207

A AE017037.1.59439-59627 189 05%
AE017277.1.42695-42883 189

5 X04465.1-117436-117320 117 98%
Intron_gpll AF143425.1_760-901 142

6 B AJ277126.1.2879-2953 75 84%
AF029891.1.4522-4594 73

7 774797.1.2502-2432 71 16%
RNA L07095.1.4950-5016 67

3 X04465.1-90332-90261 72 92%
D13107.1-530-459 72

9 AE004877.1.3967-4112 146 97%
yybP-ykoY AE008848.1.13783-13922 140

10 AP005044.1.134132-134252 | 121 90%
AL939112.1.94442-94322 121

Tabelle B.1: Verwendete Daten fiir Laufzeitmessungen der paarweisen Sequenzanalyse

’ Familie: yybP-ykoY ‘
Nr. | Set Dateiname OLinge
k2 | yybP-ykoY.apsi-50.sci-95.no-1.raw.fa 114
k3 | yybP-ykoY.apsi-50.sci-87.no-1.raw.fa 118
k5 | yybP-ykoY.apsi-52.sci-81.no-1.raw.fa 133
k7 | yybP-ykoY .apsi-44.sci-104.no-1.raw.fa 124
k10 | yybP-ykoY.apsi-45.sci-69.no-1.raw.fa 127
k15 | yybP-ykoY.apsi-45.sci-69.no-2.raw.fa 127

OO | W N+~

Tabelle B.2: Verwendete Testdateien zur Laufzeitmessung multipler Alignments
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B Testdaten fiir Laufzeiten
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Glossar

Algorithmus

Alignment

Benchmark

Bioinformatik

DNA

dynamisches Programmieren

Homologie

Konsensusstruktur

Nukleotid

Ein Algorithmus bezeichnet eine genaue Vorschrift,
mit deren Hilfe sich ein bestimmtes Problem l6sen
lésst.

Ein Alignment wird in der Bioinformatik dazu ver-
wendet die Homologie zwischen Nukleotid- oder Pro-
teinsequenzen zu berechnen.

Ein Benchmark dient dem Vergleich der Leistung
von unterschiedlichen Programmen. Zu diesem Zweck
werden vorgegebene Datensitze berechnet und die
Ergebnisse der verschiedenen Programme dann ver-
glichen.

Die Bioinformatik verbindet die Bereiche Informatik
und Biologie, um mit den Moglichkeiten der Informa-
tik Verfahren zu entwickeln, die bei der Losung von
biologischen Problemen helfen sollen.

Speichert die Erbinformationen eines Organismus in
einer Kette bestehend aus Nukleotiden.

Kann man ein Problem in mehrere kleinere Teilpro-
bleme zerlegen, so ist es moglich die Losungen der
Teilprobleme zu berechnen, um mit ihrer Hilfe das
Gesamtproblem zu 16sen. Diesen Vorgang bezeichnet
man in der Informatik als dynamische Programmie-
rung.

In der Biologie beschreibt die Homologie evolutionére
Ahnlichkeiten z.B. zwischen zwei RNA Molekiilen.

Die Konsensusstruktur von zwei oder mehr Sequen-
zen beschreibt die Bindungen, die in allen Sequenzen

vorhanden sind.

Ein einzelnes Nukleotid ist ein Baustein der
DNA/RNA.
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Polymer

Rekursion

RNA

Sequenz

Struktur

Strukturvorhersage

Traceback

Glossar

Ein Polymer bezeichnet ein grofies Molekiil, beste-
hend aus einer langen Kette von einzelnen Molekiilen.

Mit Rekursion ist eine Funktion gemeint, die sich im-
mer wieder selbst aufruft und auf diese Weise durch
Verkleinerung des Problem eine Losung findet.

Eine RNA ist eine Kette von Nukleotiden, die an-
ders als DNA keine Erbinformationen speichert, son-
dern Funktionen in Zellen reguliert, oder die Transla-
tion der genetischen Informationen in Proteine iiber-
nimmt.

Mit einer Sequenz ist im Kontext dieser Arbeit die
Primérstruktur eines RNA Molekiils gemeint.
Struktur (hier im speziellen Sekundérstruktur) be-
schreibt die Bindungen die innerhalb eines RNA Mo-
lekiils gebildet werden.

Nimmt man eine RNA Sequenz, so kann eine Struk-
turvorhersage dazu verwendet werden, die Menge von
Bindungen zwischen den einzelnen Nukleotiden vor-
herzusagen. Dies muss jedoch nicht zwangslaufig die
biologisch korrekte Struktur sein.

Ein Traceback liefert fiir eine gefundene Losung den
Weg, wie diese Losung erreicht wurde.
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