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Kurzzusammenfassung

Ein wichtiges Molekiil in der Bioinformatik ist das Biopolymer RNA (ribonucleic acid).
RNA ist viel mehr als ein Transkript der DNA, das in Proteine translatiert wird. Nicht-
kodierende RNA (ncRNA) iibernimmt verschiedene regulatorische Aufgaben in Zellen. Ein
RNA Molekiil kann mehrere funktionelle Strukturen annehmen, indem sich unterschiedliche
Wasserstoffbriicken bilden.

Es gibt Verfahren, mit denen die rdumliche Struktur experimentell ermittelt werden
kann. Dazu gehdren Rontgenkristallographie und Kernspinresonanzspektroskopie (NMR-
Spektroskopie). Diese Verfahren sind jedoch teuer und zeitaufwindig. Als Alternative haben
sich Algorithmen bewéhrt, welche die rdumliche Struktur mit der kleinsten freien Energie
bestimmen.

Um die Wirkungsweise von RNAs besser zu verstehen, ist es jedoch wichtig, den gesamten
Faltungsprozess zu betrachten. Ein Grund dafiir ist, dass RNA ein kurzlebiges Molekiil ist
und nach einiger Zeit wieder abgebaut wird. Daher ist es moglich, dass die RNA abgebaut
wird, bevor sie die Struktur mit der kleinsten freien Energie angenommen hat und somit in
einer anderen funktionellen Struktur vorliegt.

Ein Beispiel fiir RNAs mit mehreren funktionellen Strukturen sind RNA-switches. Um
die Fluktuationen zwischen diesen Strukturen besser untersuchen zu kénnen, verwendet man
einen Ansatz mit Energielandschaften. Dadurch werden alle méglichen Faltungstrajektorien
betrachtet. Somit lassen sich wichtige alternative Strukturen bestimmen.

Weil die Menge der moglichen Strukturen exponentiell mit der Lange der RNA wéchst, ist
es erforderlich, die Energielandschaft auf einem groben Level zu betrachten. Ein verbreitetes
Verfahren ist das Unterteilen der Landschaft in Bassins.

In dieser Arbeit wird ein Programm entwickelt, mit dem Energielandschaften auf einem
groben Level betrachtet werden. Zusétzlich unterstiitzt es lokale Filterstrategien und nutzt
paralleles Fluten der Bassins. Dadurch kénnen auch langere RNA-Sequenzen in kurzer Zeit
berechnet werden. Um die Nutzung des Programms komfortabel zu gestalten, kann durch ein
Skript eine komplette ,Verarbeitungspipeline“ angestofen werden. Dabei wird eine Kinetik
berechnet und grafisch aufbereitet, sodass der Faltungsverlauf von der offenen Kette bis zum
Einstellen des Gleichgewichts sichtbar ist. Zusétzlich werden die Strukturen in einer Legende
angezeigt. Bei den Eingabeparametern ist es neben verschiedenen Filterfunktionen auch
moglich, die Temperatur anzugeben. Somit kann man Kinetiken fiir verschiedene Lebewesen
berechnen.
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1 Einleitung

Mit der Entdeckung der Nukleinsduren im Jahr 1869 durch Friedrich Miescher wurde auch
der Grundstein fiir die Forschung mit Ribonukleinsidure (RNA) gelegt. Zunéchst wurde die
RNA nur als Bote angesehen, der die Information der DNA aus dem Zellkern ins Zytoplasma
befordert, wo diese in Proteine translatiert wird. Allerdings ist dies nur die Funktion einer
Klasse von RNAs, die man als messenger RNA (mRNA) bezeichnet. Die Erforschung weiterer
RNAs (wie transfer RNA, ribosomale RNA und Ribozyme) und deren Eigenschaften fithrte
Walter Gilbert 1986 zu seiner RNA-Welt-Hypothese. Laut dieser sind RNAs die Vorlaufer
der Organismen mit DNA, weil RNAs sowohl Informationen speichern als auch chemische
Reaktionen katalysieren konnen [12].

Seit den 80er Jahren hat sich die Erforschung der Funktionen von nicht-proteinkodieren-
den RNAs (ncRNAs) als wichtiges Thema herausgestellt. Diese kodieren keine Proteine wie
mRNA; sondern erfiillen katalytische und regulatorische Funktionen. Eine besondere Gruppe
von ncRNA sind Ribozyme. Diese RNAs wirken aufgrund ihrer réumlichen Struktur u.a. als
Katalysatoren bei der Translation von mRNA in Proteine. Fiir diese Entdeckung erhielten
Sidney Altman und Thomas R. Cech 1989 den Nobelpreis fiir Chemie. Seitdem wurden
Tausende ncRNAs entdeckt, die aufgrund ihrer rdumlichen Struktur spezielle Aufgaben in
der Zelle iibernehmen.

Bioinformatische Methoden spielen eine entscheidende Rolle bei der Analyse von ncRNAs.
Durch verschiedene Algorithmen kann man die raumliche Struktur ermitteln, die eine RNA
am wahrscheinlichsten annimmt [27,28,38]. Es ist aber nicht nur wichtig, die wahrscheinlichs-
te Struktur, sondern den gesamten Faltungsprozess zu betrachten, denn die RNA-switches
konnen zum Beispiel zwischen verschiedenen Strukturen wechseln. Zudem sind viele Zwi-
schenstrukturen schon so stabil, dass neue Formierungen mit Uberwindung hoher Ener-
giebarrieren verbunden sind. Somit ist es wahrscheinlich, dass die RNA im Faltungsverlauf
zwischen metastabilen Zusténden fluktuiert und nicht lange genug existiert, um die Struk-
tur mit der kleinsten freien Energie anzunehmen [15] S.81f. Deshalb ist es interessant, den
gesamten Faltungsprozess zu betrachten, um wichtige Zwischenzustéinde oder alternative
Strukturen zu untersuchen.

Um den Faltungsverlauf einer RNA zu modellieren eignen sich eher Methoden, die co-
transkriptionelle Faltung betrachten, weil sich die rdumliche Struktur schon bildet, wihrend
die RNA transkribiert wird.

In dieser Arbeit geht es u.a. darum, eine Software zu entwickeln die dabei hilft, RNA-
switches und deren wahrscheinlichste Zustéinde zu detektieren. RNA-switches kdnnen zwi-
schen zwei funktionellen Strukturen wechseln, z.B. dadurch, dass sich Metabolite in Zwi-
schenrdume der RNA-Struktur einlagern. Der Software liegt ein Ansatz mit Energieland-
schaften zu Grunde. Energielandschaften sind primér dazu geeignet, wichtige Konformatio-
nen zu erkennen [3]. Dadurch kann man die Software als Ergénzung zu einem Programm
sehen, das eher auf die Modellierung des Faltungsverlaufs abzielt. So ein Programm ist i.d.R.
nicht in der Lage die alternative Struktur eines RNA-switches zu ermitteln, weil es nur einen
kleinen Teil der mdoglichen Strukturen betrachtet. Deshalb bendtigt man zusétzlich ein Pro-
gramm, das wahrscheinlichste alternative Strukturen aus allen moéglichen Strukturen sucht,
die eine RNA annehmen kann.



1.1 Verwandte Arbeiten

Fiir Faltungsprozesse gibt es verschiedene stochastische Algorithmen. Es gibt Monte-Carlo-
Simulationen wie ,rejection-based folding* und ,rejection-free folding* (letztere auch als Gil-
lespie oder BKL (Bortz-Kalos-Lebowitz-Algorithmus) bekannt). Diese Methoden simulie-
ren jeweils einen mdglichen Faltungsprozess eines einzelnen Molekiils. Ein Programm, das
,rejection-free folding” implementiert, ist Kinfold [7]. Die ersten beiden Methoden betrachten
die einzelnen Strukturen in einer sehr detaillierten Ansicht. Dabei werden schrittweise viele
kleine strukturelle Anderungen betrachtet. Dadurch sind Berechnungen fiir groke RN As sehr
zeitaufwandig. Deshalb verwenden manche Algorithmen eine grobere Simulationsebene, bei
der ganze Teilstrukturen auf einmal verindert werden.

Eine Implementierung findet man im Programm KineFold [37]. KineFold verwendet mit
den helixbasierten Moves auch Pseudoknoten. Diese Strukturen werden von vielen Algo-
rithmen ignoriert, weil effizientere Methoden eingesetzt werden kénnen. Algorithmen mit
Pseudoknoten sind ndher an der Realitét, sind aber i.d.R. rechenintensiver. Deshalb sind
sie nur fiir kurze Sequenzen geeignet. Eine aktuelle Quelle zum Thema Kinetiken mit Pseu-
doknoten ist [32]. In dieser Arbeit werden u.a. Faltungspfade von KineFold mit Kinetiken
verglichen, die Strukturen mit Pseudoknoten enthalten.

Ein Algorithmus, der den Faltungsprozess co-transkriptionell betrachtet, ist im Pro-
gramm Kinwalker implementiert. Co-transkriptionell bedeutet, dass die Faltung wihrend
der Transkription von DNA zu RNA erfolgt. Der Algorithmus von Kinwalker verwendet
keine Pseudoknoten und basiert auf Heuristiken. Abhéingig von der Transkriptionsgeschwin-
digkeit werden thermodynamisch optimale Teilstrukturen berechnet. Diese konnen mit dy-
namischer Programmierung effizient berechnet werden. Strukturen mit einer Lénge von ca.
1500 Nukleotiden kénnen damit berechnet werden [11]. Das ist mit allen anderen hier er-
wéhnten Programmen nur schwer mdoglich, weil sie schon fiir kurze Sequenzen (bis zu ca.
100 Nukleotiden) Stunden bis mehrere Tage zur Berechnung benétigen. Dadurch, dass Kin-
walker nur einen kleinen Teil der mdglichen Strukturen betrachtet, verbraucht es weniger
Arbeitsspeicher und Rechenzeit.

CoFold [29] ist ein Programm, das die wahrscheinlichste RNA-Struktur bestimmt und
dazu die Effekte der co-transkriptionellen Faltung nutzt. Dabei geht es allerdings nur um
die Bestimmung der wahrscheinlichsten Struktur und nicht um die Simulation des Faltungs-
prozesses. Sequenzen mit ca. 2000 Nukleotiden kénnen verwendet werden.

Das Programm RNAFEAPath [22] simuliert den Faltungsprozess von RNA. Es verwen-
det einen evolutiondren Algorithmus und berechnet Energiebarrieren, wobei es aber ohne
thermodynamische Berechnungen auskommt. Die Faltungsschritte werden auf einem groben
Level betrachtet. Dadurch wird der Suchraum eingeschrankt und die Wahrscheinlichkeit in
lokalen Optima zu enden, wird minimiert.

RNATabuPath [6] simuliert den Faltungsprozess und basiert auf Heuristiken. Diese ver-
hindern, dass die Faltung in lokalen Minima endet.

Das Programm Barriers [9] verwendet einen Algorithmus, bei dem die einzelnen Struk-
turen in Cluster zusammengefasst werden. Diese werden auch Macrostates genannt. Sie sind
durch ihre Struktur mit der kleinsten freien Energie identifizierbar. Das Programm berech-
net Raten zwischen den Macrostates. Die Ausgabe kann mit dem Programm Treekin [36]
verwendet werden, um die Faltungsdynamik der Macrostates zu berechnen.

HiKinetics [16] ist ein Programm, das sich fiir lingere Sequenzen mit mehreren hundert
Nukleotiden eignet. Es verwendet keine lokalen Minima zur Definition von Macrostates,
sondern eine Abstraktion, die mehrere Strukturen mit dhnlichen Formen zu sogenannten
Helix-Index-Shapes zusammenfasst. Dabei gibt es mehrere Abstraktionslevel die benutzt
werden, um eine bestimmte Anzahl von stark variierenden Macrostates zu erzeugen. Die-
se Macrostates sind durch eine bestimmte Struktur namens HIShRep (Helix-Index-Shape-
Representative) gekennzeichnet. Um die Transitionsraten fiir die HIShReps zu berechnen,
wird fiir die NxN Strukturpaare der kleinste Pfad (Dijkstra-Algorithmus) ermittelt, iiber
den eine Struktur in die andere iiberfithrt werden kann. Es ist hier der Pfad mit dem
niedrigsten maximalen Gewicht. Die Struktur mit dem groften Gewicht auf diesem Pfad
wird als Barriere bezeichnet und als Gewicht fiir die Transition verwendet. Diese Art der



Transitionsratenberechnung und das Erzeugen der Macrostates ist (im Vergleich zu anderen
Programmen mit Flutalgorithmen) sehr effizient. Deswegen eignet es sich auch fiir lingere
Sequenzen, die von genaueren Algorithmen nicht mehr betrachtet werden koénnen.

1.2 Motivation

Eine Standardmethode fiir die Untersuchung von RNA-Energielandschaften ohne Pseudo-
knoten, ist die Lid-Methode von Sibani et al. [33] oder das Programm Barriers [9]. Die dort
verwendeten globalen Flutalgorithmen sind hauptséchlich durch den verfiigbaren Speicher
limitiert, weil alle moglichen RNA-Strukturen im Speicher gehalten werden. Die Anzahl der
Strukturen steigt jedoch exponentiell [4]. Somit sind diese Algorithmen auf kurze Sequenzen
beschrankt.

Das Problem kann durch exploratives globales Fluten gelost werden (siehe [26]). In dieser
Masterarbeit wird diese Methode detailliert vorgestellt. Dabei werden die Transitionen fiir
jeden Macrostate separat berechnet. Dieser Algorithmus bendtigt mehr Rechenzeit, aber
weniger Speicher. Zudem ldsst er sich leichter parallelisieren und ist offen fiir verschiedene
lokale Filterstrategien, mit denen sich die Berechnung beschleunigen lasst. Da es fiir diesen
Ansatz noch keine verdffentlichte Implementierung gibt, soll im Rahmen dieser Arbeit eine
entwickelt werden. Zudem wird die Ausfithrungsgeschwindigkeit des Programms mit Barriers
verglichen. Der Vorteil der Parallelisierung wird gemessen und der Effekt von verschiedenen
Filtern wird dargestellt.



2 Grundlagen

2.1 RNA-Molekiile

RNAs sind Biopolymere (kettenformige Molekiile) bestehend aus Nukleotid-Bausteinen, die
sich in ihren Basen unterscheiden. Diese sind: Adenin, Cytosin, Guanin und Uracil. Die Ba-
sen sind an den Zucker Ribose gebunden. Mit einer weiteren Bindung an einen Phosphatrest
entsteht ein Nukleotid. Ein solches markiert der rote Kreis in Abbildung 1. Vereinfacht wer-
den RNA-Sequenzen aus einer Folge der Anfangsbuchstaben der Basen geschrieben, welche
in Syntheserichtung (5~ zu 3’-Ende) angegeben wird. Die Bezeichnungen 5’- und 3’-Ende
ergeben sich aus der Nummerierung der C-Atome der Ribose. Diese Sequenz wird auch als
Primdarstruktur p bezeichnet.

OH OH

Abbildung 1: Verkniipfung der Basen Cytosin, Guanin, Adenin und Uracil (C,G,A und U)
mit Ribose (grau) und dem Phosphatrest (tiirkis).!

Die Sekundéarstruktur ist die zweidimensionale Darstellung, die durch Wasserstoffbriicken
zwischen komplementéiren Basen entsteht. Geméf Watson-Crick-Paarungen sind A-U und G-
C komplementér. Es gibt jedoch noch mehr Méglichkeiten, um Wasserstoftbriicken zwischen
den Basen zu bilden. In [20] sind 12 verschiedene Basenpaarungen erldutert. Fiir sogenannte
Wobble-Paarungen sind auch G-U komplementir. Im Folgenden werden nur Watson-Crick-
und Wobble-Paarungen beriicksichtigt, die in Abbildung 2 dargestellt sind. Das sind die
meist benutzten Paarungen fiir viele Algorithmen.

! http://de.wikipedia.org/wiki/Ribonukleinsiure letzter Besuch: 22.10.2014
2 http://en.wikipedia.org/wiki/Base_pair letzter Besuch: 22.10.2014
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Abbildung 2: Bildung von Wasserstoffbriickenbindungen (gestrichelt) zwischen den verschie-
denen Basen. Die Bindung zum Zucker-Phosphat-Rest ist durch eine Schlangenlinie darge-
stellt.?

Definition 1 (Sekundérstruktur s)
Sei p eine gegebene Primdrstruktur und Q) die Menge aller erlaubten Basenpaarungen,

Q= {(A’ U)v (U» A)a (Gv C)a (C, G)v (G’ U)a (U’ G)}
dann ist eine Sekunddrstruktur s kompatibel zu p, wenn

s={(4,5) |1 <i<j<|pl, (pirps) €}

und
V(i,5), (", j") €s: (i=i") & (=7

d.h., dass eine Base genau eine Paarung eingehen kann.
(vgl. Kochnifs 2008 [19])

Damit eine Struktur auch physikalisch geformt werden kann, wird eine minimale Distanz
zwischen den Basenpaaren vorausgesetzt. Meistens verwendet man eine Schleifengrofe (engl.
loop size) von mindestens 3 Nukleotiden.

V(i,j)€s:|j—1i >3

Es gibt auch eine Struktur ohne Basenpaare. Diese wird als offene Kette oder open
chain bezeichnet.

Definition 2 (Crossing)
Eine crossing- oder auch Pseudoknotenstruktur entsteht, wenn fiir mindestens zwei Basen-
paarungen (i,7), (', 5") € s gilt:

i<i' <j<jloderi <i<j <j.

Ansonsten wird s als ,non-crossing”, ,nested” oder ,,pseudoknotenfrei® bezeichnet.
(vgl. Kochnifs 2008 [19])

Definition 3 (Dot-Bracket-Notation)

Pseudoknotenfreie Sekundarstrukturen kénnen auf verschiedene Arten dargestellt werden.
Die gingigsten sind in Abbildung 3 zu sehen. Die Dot-bracket-Notation ist die gingige tex-
tuelle Darstellung und wird von vielen Programmen verwendet. Ein ,.“ reprdisentiert eine
ungepaarte Base an dieser Position, ,,(“ reprasentiert das ,Eriffnen” eines Basenpaars und
)¢ reprasentiert das ,,Schliefien eines Basenpaars.
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Abbildung 3: Verschiedene Darstellungen der Sekundéarstruktur. a) lineares Feynman Dia-
gramm, b) Dot-bracket-Notation, ¢) Strukturplot mit Strukturelementen, d) Kreisdiagramm.
[32]

Definition 4 (Konformationsraum x,)
Sei p ein Primdrstruktur, so ist der Konformationsraum x, die Menge aller Sekunddrstruk-
turen, die mit p kompatibel sind.

Xp = {5 : s ist eine Sekundérstruktur und gemaf Def. 1 mit p kompatibel. }

Alle weiteren Erwéhnungen von Sekundérstrukturen in dieser Arbeit beziehen sich auf
pseudoknotenfreie Strukturen. Algorithmen mit diesen Strukturen lassen sich schneller be-
rechnen als Algorithmen mit Pseudoknoten, die meistens NP-vollstindig sind [24].

2.2 Energiemodell

Die freie (ungebundene) Energie einer RNA-Struktur wird durch eine Energiefunktion E
bestimmt.

Definition 5 (Energiefunktion F)
Gegeben ein Konformationsraum x,, set E die Energiefunktion fir die gilt

E:x,—R

Die freie Energie der Struktur s ist F(s). Fin niedriger Energiewert steht fir eine hohe
strukturelle Stabilitdt und umgekehrt.

Die freie Energie von Sekundirstrukturen wird meistens mit dem ,Nearest-Neighbor-
Model“ berechnet. Dabei wird die RNA-Struktur in kleinere Einheiten zerlegt, fiir welche
die freie Energie berechnet wird. Zu diesen RNA-Strukturelementen gehtren unter anderem:
Hairpin, Stack, Bulge, Interior loop und Multi loop (sieche Abbildung 4).

Definition 6 (Sekundirstrukturelemente)
Die Sekunddirstrukturelemente der RNA-Struktur p werden mit einem Basenpaar (i,j) defi-
niert:



e Hairpin: (i,7) € s, wobei A(i',j') €s:i<i <j <j
o Stack: (i,j) € sund (i+1,j—1) € s

e Interior loop: (i,7) € s und (h,l) € s miti+ 1< h <l <j—1 und die Teilsequenzen
[i +1,h— 1] und [l + 1,5 — 1] enthalten keine Basenpaare (A(i',j') € s:i < i < h
und | < i’ < j)

o Spezialfall Bulge: fallsh=1i4+1 oderl=7—1

o k-Multi loop: hat ein schliefendes Basenpaar (ig, jx+1) € s und k weitere Basenpaare
(i1,41)s- -+, (ik, jk) € s, wobei noch folgende Eigenschaften gelten:

— iy <t < J1<...<ip <Jk <Jk+1

- YO0 < LI < k) gilt A@G,7) € s miti € [ji,i+1] wnd j° € [ji,41+1] (keine
Basenpaare zwischen den einzelnen loops)

Die Basenpaare (i1,71),- .-, (ik, jr) werden auch als Helices der k-Multi loop bezeich-
net.

In der praktischen Anwendung wird fiir Hairpin Strukturen (i, j) die Bedingung i < j—3
hinzugefiigt. Die Loop-Sequenz benétigt mindestens 3 ungepaarte Basen, um physikalisch
(auf Grund der Bindungswinkel) zu entstehen.

i Vi
1 1

1 1

(a) Hairpin (b) Stack

(d) Multiloop

Abbildung 4: Darstellung der Sekundirstrukturelemente: Hairpin, Stack, Interiorloop und
Multiloop. [31]

Um die freie Energie der Gesamtstruktur zu erhalten, wird die Summe iiber die Energien
der Strukturelemente gebildet. In [5] wurde schon im Jahr 1962 gezeigt, dass vertikale Stapel
von Basenpaaren den grofiten Beitrag zur Stabilitdt einer RNA-Helixstruktur liefern. Des-
halb ist auch die direkt benachbarte Umgebung eines Basenpaars wichtig, um die Stabilit&t
zu bestimmen [2]. Das , Nearest-Neighbor-Model* [35] betrachtet, wie der Name vermuten
lasst, auch die Energien der unmittelbar benachbarten Basen und Basenpaare. Ein Beispiel
ist in Abbildung 5 dargestellt.



AG3; =AG3,;(Watson-Crick-Paare) + AG3, (Hairpin Loop)

AG5; =AG3,(Watson-Crick-Paare) + AGS, (terminal mismatch)
+ AG5,Hairpin Initiation(6 Nukleotide)

AG3, =AG3,(CG vor AU) + AG5; (AU vor CG) + AGS,(CG vor AU)
+ AG35;AU end penalty + AG3, (AU vor AA)
+ AGS,Hairpin Initiation(6 Nukleotide)

AGg; = — 2.11kcal /mol — 2.24kcal /mol — 2.11kcal /mol + 0.45kcal /mol
— 0.8kcal/mol + 5.4kcal /mol

AGg; = — 1.4kcal /mol

Abbildung 5: Beispiel fiir die Nearest-Neighbor-Energieberechnung einer Hairpin Struktur
mit 6 ungepaarten Nukleotiden bei 37°C (die Energien sind temperaturabhéngig). Dabei
sieht man, wie die Energieberechnung des Stacks von den benachbarten Basenpaaren ab-
hingt. AG® ist die Anderung der Gibbsschen freien Energie (auch als freie Enthalpie be-
kannt). Es wurden die Nearest-Neighbor-Database (NNDB)-Parameter von 2004 verwen-
det [35].

In dieser Arbeit wird das ViennaRNA-Paket 2.1.7 zur Berechnung der Energien ver-
wendet. Dieses verwendet den ,Zuker-Algorithmus® (siehe [39]), der mit dynamischer Pro-
grammierung arbeitet und auf dem ,Nearest-Neighbor-Model“ basiert. Seit ViennaRNA-
Version 2.0 werden die Turner Parameter von 2004 als Standardparameter verwendet [23].
Deshalb werden sie in dieser Arbeit (sofern nicht anders angegeben) verwendet.

2.3 Energielandschaften

Mit Hilfe des Energielandschaftsmodells kann man Kinetiken studieren, ohne Einzelfaltungs-
simulationen zu machen [26]. Damit sind stochastische Ansétze gemeint, welche die Mas-
tergleichung direkt auf jede einzelne Struktur anwenden. Diese sind auf kurze Sequenzen
beschrankt ([1], [8]). Um Kinetiken fiir grofe RNA-Sequenzen berechnen zu koénnen, kann
man die komplette Energielandschaft auf einem groben Abstraktionslevel betrachten, indem
man sie in Macrostates aufteilt. Als Beschreibung fiir die Macrostates werden oft lokale Mi-
nima der Landschaft verwendet. In der berechneten Kinetik kann man die Fluktuationen
zwischen den Macrostates betrachten.

Energielandschaften fiir RNA-Molekiile sind durch das Tripel Konformationsraum (siehe
Def. 4), Nachbarschaftsrelation zwischen Zustdnden, Energiefunktion fiir Zusténde (siehe
Def. 5) definiert.

Die Nachbarschaft von Struktur s ist M(s). Das ,Move-Set“ beschreibt wie M (s) aus s
erzeugt werden kann. In dieser Arbeit wird das ,,Single-Move-Set“ verwendet, bei dem Nach-
barn durch Hinzufiigen oder Entfernen von Basenpaaren in s erzeugt werden. Ein ,Single-
Move ist das Entfernen oder Einfiigen eines Basenpaars. Es gibt auch andere Move-Sets,
z.B. Shift-Move-Sets, die das Verschieben von Basenpaaren mit einbeziehen [8]. Ein Move-
Set, das die Bildung und Losung von mehreren Basenpaaren in einem Schritt betrachtet, ist
das Helix-Move-Set [17]. Es wird z.B. im Programm Kinefold verwendet [37].



Definition 7 (Nachbarschaft fiir Single-Moves)
Die Nachbarschaft M ist die Menge aller Nachbarstrukturen einer gegebenen Struktur s. In
diesem Fall generiert durch das Entfernen oder Hinzufiigen eines einzelnen Basenpaars:

M(s) = {s' € xp | |5/ \ sl = 1V [s \ 8| = 1}

Beispiel 1 (Nachbarschaft)

Sequenz: p = GGGGGCCCCC
Struktur: s = ((...... ))
M(s)={CCC...0)), Cevvvnnn ), Covinn ).}

Im Beispiel 1 wurde im ersten Move (rechts) das dukere Basenpaar und im zweiten
Move (Mitte) das innere Basenpaar entfernt. Im dritten Move (links) wurde ein Basenpaar
hinzugefiigt. Weitere Einfligungen sind nicht mdoglich, weil die innere Schleife der Hairpin
weniger als drei freie Basen hitte. Weitere Entfernungen sind auch nicht moglich, weil s nur
zwei Basenpaare hat und Single-Moves betrachtet werden.

Eine Energielandschaft umfasst die Menge aller Strukturen, welche durch rekursives An-
wenden des Move-Sets erreichbar sind. Jeder Struktur wird durch eine Energiefunktion
(siehe Def. 5) eine freie Energie zugewiesen. Wenn verschiedene Strukturen den gleichen
Energiewert zugewiesen bekommen, wird die Energiefunktion bzw. die resultierende Energie-
landschaft als degeneriert bezeichnet. Da die Energiefunktion basierend auf dem ,Nearest-
Neighbor-Model“ degeneriert ist, benotigen wir eine strenge Ordnung fiir die Strukturen,
damit die Algorithmen, die darauf aufbauen, eindeutig und vergleichbar sind. Bei unserer
strengen Ordnung wird:

1. aufsteigend nach Energien geordnet.

2. bei gleichen Energien wird lexikographisch aufsteigend auf Basis der Dot-Bracket-
Strukturkodierung 3 geordnet: ,,(“ < )¢ < ;.

2.4 Kinetik

Eine Kinetik beschreibt das Faltungsverhalten eines RNA-Molekiils. Sie gibt zu jedem Zeit-
punkt die Wahrscheinlichkeit fiir jede Struktur des Molekiils an. Die Berechnung wird durch
einen zeitkontinuierlichen Markov-Prozess realisiert [13] S.405ff. Der Algorithmus verwendet
einen Vektor mit Anfangswahrscheinlichkeiten und eine Ratenmatrix, die Ubergangsraten
fiir alle Zustidnde enthilt. Der Markov-Prozess und die Anfangswahrscheinlichkeiten werden
oft als definiert vorausgesetzt, weil das Prinzip bei allen Kinetiken gleich ist. Es gibt jedoch
Unterschiede bei der Berechnung der Ratenmatrix. Deshalb reduziert sich der Begriff oft nur
auf die Matrix.

Die Matrix muss bestimmte Anforderungen erfiillen, damit der Markov-Prozess gegen
eine stationdre Verteilung konvergiert. Eine wichtige Anforderung ist Irreduzibilitidt (oder
auch als Ergodizitidt bezeichnet). Irreduzibilitdt bedeutet, dass alle Zusténde direkt oder
indirekt miteinander verbunden sein miissen. Diese Anforderung ist in Kap. 6 wichtig, wenn
es um Filter geht.



2.4.1 Microstate-Kinetik

Eine Microstate-Kinetik betrachtet alle Strukturen (Microstates) einer RNA. Deren Anzahl
steigt exponentiell mit der Lange der RNA [4]. Deshalb wird sie nur fiir kurze Sequenzen
verwendet. Sie ist aber die genaueste Kinetik. Die Rate fiir zwei benachbarte Strukturen
z,y € Xp (Xxp ist die Menge aller Strukturen) ist r,_,,. Sie wird mittels der Boltzmann-
Statistik berechnet.

AG,, = E(y) — E(z) (1)

T wenn AGygy, >0
wenn AGg, <0

e
Ty = F]V[ {1 (2)

Das Boltzmann-Gewicht ist

’lU(l‘) — e—E(x)/RT (3)
somit ist
e Ag;y —e E(y>I;TE(z) —=e %71{) eb;%(;) = w(y)/w(x) (4)

Damit ldsst sich das Metropoliskriterium (Formel 2) schreiben als

. _ AGzy
Tz—y = Iy min{l,e” 77 } (5)
und weiter vereinfachen zu

Tp—y = 'y min{l, w(y)/w(z)} (6)

AG,, ist die Differenz der freien Energien von x und y. R ist die Gaskonstante und T’
die Temperatur in Kelvin. I'j; ist ein Zeitfaktor, der die Zeit eines einzelnen Struktur-
iibergangs widerspiegelt. Dieser Parameter wird jedoch meistens vernachldssigt und auf 1
gesetzt, weil es an experimentellen Daten mangelt. Im Rahmen dieser Arbeit verwenden wir
'y = 1/(maxgey, |[M(z)]), um eine Normierung der Raten zu Pseudowahrscheinlichkeiten
zu erhalten [25]. Die Fallunterscheidung in Formel 2 stellt das Metropoliskriterium dar.
Es ist das Standardverfahren, um einen Markov-Prozess umkehrbar zu machen, bzw. ein
detailliertes Gleichgewicht zu erreichen. Ein umkehrbarer Markov-Prozess wird bend-
tigt, weil er die Konvergenz garantiert. Das bedeutet, dass immer eine stationére Verteilung
erreicht wird.

2.4.2 Macrostate-Kinetik

Bei langeren Sequenzen wird eine Macrostate-Kinetik verwendet, weil der Speicher fiir eine
Kinetikberechnung mit allen Strukturen extrem schnell anwichst. Das liegt daran, dass die
Anzahl der Sekundarstrukturen exponentiell mit der Lange der RNA-Sequenz zunimmt. Ma-
crostates sind nichtiiberlappende Cluster von Microstates. Meistens werden lokale Minima,
als Clusteranker (ClusterID) verwendet. Ein Cluster wird hier auch als Bassin b bezeich-
net. Ein Bassin ist die Menge der Microstates, fiir die ein Gradient-Walk in einem lokalen
Minimum endet.

Definition 8 (Gradient-Walk)

Ein Gradient-Walk g,, startet bei einem Zustand wg und ,besucht” den kleinsten Nachbarn
entsprechend der definierten strengen Ordnung (Def. 2.3). Dieser ,Besuch® wird fir den
Nachbarn und alle folgenden Nachbarn rekursiv ausgefihrt, bis ein lokales Minimum wy
gefunden wurde. Dabei ist N die Linge des Walks. Aus der Definition ist ersichtlich, dass
der Zustand wy am Ende eines Walks ein lokales Minimum ist.

Vews w1 €9 2 A5 € M(w;) 1 8 < Wity (7)
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Fazit: Es gibt keine Struktur s in der Nachbarschaft M (w;), die eine kleinere Energie besitzt
als wi41.

Da fiir jeden Zustand des Gradient-Walks alle Nachbarn samt Energien aufgezihlt werden
miissen, ist dieser Algorithmus eine zeitlich aufwindige Methode.

Eine Funktion, die alle Microstates allen Bassins zuordnet ist F' : X — B. Die inverse
Funktion F~! ist die Menge aller Zustéinde, die zu einem Bassin b € B zugeordnet ist. Die
Raten fiir Macrostates werden auf Basis der Microstate Raten berechnet:

Fiir jedes Bassin b wird eine kanonische Zustandssumme gebildet.

Zy = Z w(x) (8)

Die Wahrscheinlichkeit im Microstate = zu sein, wiahrend man im Bassin b ist, sei

—1 -1
Pyx) = { E)u(sc)Zb :(z)e;lsrg x e F~1(b) (10)

Die Ubergangsrate q;_,. fiir zwei Bassins b, c € B ist dann:

Qb—c = Z Pb(x) Z Te—y

zEF~1(b) yeEM(z)NF~1(c)

Z Py(x) 5oy

(z,y)

(z,y)

=27z, Z 'y min{w(y), w(x)}

(z,y)

Zib,c
= FM% und dadurch (11)

Ge—sb = FAIZ{%? . (12)

Die Zustandssumme Zy,, ) fiir die Transitionen zwischen den Bassins b und c ist also fiir

beide Richtungen gleich (siehe Formel 12). Zu beachten ist, dass der oben fiir 'y, definierte

Wert fiir Microstateraten zu sehr kleinen Werten und numerischen Problemen fiihren kann.

Somit wird hier fiir lange Sequenzen die maximale Anzahl benachbarter Bassins zur Nor-

mierung verwendet. Die Berechnung der Zustandssummen ist zum besseren Verstindnis in
Abbildung 6 dargestellt.
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Abbildung 6: Berechnung der Zustandssummen. Die Bassins sind b und c. Die Zustandssum-
men Z;, und Z, sind jeweils die Summe iiber die Boltzmanngewichte der Microstates (Kreise
in der roten und blauen Ellipse). Die Zustandssumme fiir die Transition Z; . ist die Summe
iiber die Boltzmanngewichte der héher liegenden Microstates aller Microstate Transitionen.

Die Berechnung der Ratenmatrix fiir eine Macrostate-Kinetik erfolgt iiber die Zustands-
summen der Bassins und Transitionen. Diese kénnen durch verschiedene lokale oder globale
Flutstrategien berechnet werden. Sie bestimmen die Art und Weise, in der die einzelnen
Zustidnde ermittelt werden und beeinflussen den Speicherverbrauch und die Laufzeit.
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3 Globales Fluten

Das globale Fluten der Energielandschaft ist eine Moglichkeit, die Macrostate Transitions-
raten relativ effizient zu berechnen.

Ein naiver Ansatz um die Transitionsraten zu berechnen besteht darin, alle Konformatio-
nen s € x, aufzuzidhlen. Dabei werden fiir jedes s die Zuordnung F'(s) zu einem Macrostate
ermittelt und die Zustandssummen aktualisiert. Weil hauptséchlich die Zuordnungen F(s)
rechenintensiv sind, wurden effizientere Algorithmen entwickelt.

Ein Standardalgorithmus ist die Lid Methode [33]. Das Lid L ist ein Parameter, der eine
obere Energieschranke darstellt. Es werden nur Microstates unterhalb dieser Schranke fiir
die Berechnung der Zustandssummen verwendet. Der Algorithmus startet in einem lokalen
Minimum und zdhlt von dort aus alle weiteren Microstates auf. Es gibt eine Liste D mit
bearbeiteten Zustianden und ihrer Zuordnung F'(s). Eine weitere Liste T enthéilt benachbarte
Zusténde, zu denen auf D, die noch nicht bearbeitet wurden. Die Liste 7" wird mit dem
lokalen Minimum initialisiert. Anschliefsend wird fiir jeden aktuellen Zustand = € T folgende
Prozedur ausgefiihrt:

Algorithm 1 LID Methode

1: procedure BERECHNEZUSTANDSSUMMEN

2 b« F(x)

3 Zy + w(x)

4 for all m € M(z) mit E(m) < L do

5: if m € D then m wurde schon bearbeitet

6 end if

7 if m € T then setze m auf T

8 end if

9 if F(x) # F(m) then aktualisiere Z;p(y) p(m)} mit 6~ min{w(m), w(z)}

10: end if
11: end for
12: end procedure

Durch das Lid L werden weniger F'(xz) Operationen durchgefiihrt. Dieser Algorithmus
endet immer in einer zusammenhingenden Energielandschaft. Allerdings wird nur der Teil
unterhalb L betrachtet. Wenn der verfiigbare Speicher unterhalb L nicht ausreicht um alle
Microstates aufzuzihlen, entsteht eine unvollstindige Energielandschaft, die nicht zusam-
menhingend sein kann. Damit die Ratenmatrix irreduzibel ist und den Anforderungen des
Markovprozesses geniigt, miissen die Zustinde im Nachhinein verbunden werden.

Ein ahnlicher globaler Flutalgorithmus ist im Programm Barriers [9] implementiert. Der
Barriers Algorithmus beginnt mit einer sortierten Liste aller Strukturen in x,. Die Struk-
turen sind nach einer strengen Ordnung (geméif Def. 2.3) sortiert. Die Liste wird der Reihe
nach abgearbeitet. Dadurch startet der Algorithmus immer mit dem globalen Minimum. Fiir
die aktuelle Struktur s werden alle Nachbarn M(s) generiert und auf einem Stapel gespei-
chert. Anschliefend wird fiir jeden Nachbarn gepriift, ob er schon einmal betrachtet wurde.
Das ist der Fall, wenn der Nachbar n (geméf der Ordnung) kleiner als s ist. Weil er schon
betrachtet wurde, kann seine Macrostate Zuordnung F'(n) abgerufen werden. Nachdem alle
Nachbarn prozessiert wurden, gibt es drei Moglichkeiten fiir die aktuelle Struktur:

e Wenn kein kleinerer Nachbar bekannt ist, ist sie ein lokales Minimum und initialisiert
ein neues Bassin b. Dabei wird auch die Zustandssumme des Bassins 7, initialisiert.

e Wenn ein benachbartes Bassin gefunden wurde, gehort die Struktur zu diesem und
wird ebenfalls gespeichert (inklusive BassinID). Die Zustandssumme des Bassins Z;,
wird aktualisiert.
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e Wenn zwei oder mehr lokale Minima Nachbarn der aktuellen Struktur enthalten, wer-
den die Zustandssummen der Transitionen Zj . aktualisiert.

Nun wurde die aktuelle Struktur bearbeitet und die gleiche Prozedur wird fiir die néchste
Struktur der Liste durchgefiihrt, bis die ganze Liste abgearbeitet ist.

Der Nachteil beider Algorithmen ist der Speicherverbrauch, weil alle Microstates der
Energielandschaft auf einmal in D und T gespeichert werden. Deshalb sind sie nur fiir kurze
Sequenzen geeignet.

Das Problem kann teilweise durch lokales Fluten der Energielandschaft behoben werden.
Dieser Losungsansatz wird im néchsten Kapitel diskutiert.

Bestehende Implementierungen des globalen Flutalgorithmus wurden auf Geschwindig-
keit getestet. Das verschafft einen kleinen Einblick in die Leistung der bisherigen Software.
Eine Implementierung des globalen Flutalgorithmus ist in der ELL (Energy Landscape Li-
brary)? enthalten. Diese basiert auf der Bibliothek BIU (Bioinformatik Utilities)* und auf
der ViennaRNA-Bibliothek®. Fiir das globale Fluten haben Geschwindigkeitstests mit einem
ELL-basierten Programm (RNA_ barriers) und einem rein ViennaRNA-basierten Programm
(Barriers) gezeigt, dass dieselbe Implementierung auf der ELL ca. viermal langsamer ist
(siehe Grafik 36 im Appendix). Der Grund dafiir ist vermutlich, dass die ELL eine hohere
Abstraktion verwendet, als die ViennaRNA (Vererbung und zusétzliche Methodenaufrufe
konnten fiir den Zeitunterschied verantwortlich sein).

Shttp://www.bioinf.uni-freiburg.de/Software/Libraries/ letzter Besuch: 31.10.2014
4nttp://www.bioinf.uni-freiburg.de/Software/Libraries/ letzter Besuch: 31.10.2014
Shttp://www.tbi.univie.ac.at/RNA/ letzter Besuch: 31.10.2014
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4 Lokales Fluten

Wie im letzten Kapitel erwdhnt wurde, kann der Speicherverbrauch beim Berechnen der
Macrostate-Transitionsraten durch lokales Fluten reduziert werden. Der lokale Flutalgo-
rithmus ist auch der Kern der partiellen Energielandschaftexploration die im Artikel [26]
beschrieben ist. Da dieser Algorithmus zentral fiir diese Arbeit ist, wird er an dieser Stelle
detailliert dargestellt.

4.1 Algorithmus

Beim lokalen Fluten wird zunichst nur das Bassin eines einzelnen Minimums z,, geflutet.
Das Ziel ist es, die Zustandssumme des Bassins Z;, und die Zustandssummen fiir die Kon-
taktflichen Z, . zu anderen Bassins ¢ zu bestimmen. Dazu wird zunéchst Z, mit w(z,,)
initialisiert und x,, wird zur Liste bearbeiteter Zustinde D hinzugefiigt. Danach werden die
Nachbarn M (z,,) generiert und auf eine To-do-Liste T gesetzt. Nun wird folgende Prozedur
ausgefiihrt, bis T leer ist:

Algorithm 2 Lokales Fluten

1: procedure FLUTEBASSIN

2 x <+ kleinster Microstate(T) > Vprzger : @ < &' (siehe Def. strenge Ordnung 2.3)
3 g < gradientWalk(x)

4: > wg. speichern von Zwischenergebnissen reicht: g € M (x) mit V,,24em(z) 1 9 <m
5: if g € D then > ..., dann folgt F(x) = b (siehe Def. 8)
6 D.add(z)

7 Zy <+ Zp +w(x)

8 for all m € M(z) mit m > z do

9 T.add(m) > alle Nachbarn werden zu T hinzugefiigt
10: end for

11: > Transitionen, die b von = ausgehend verlassen, werden behandelt:
12: for all m € M(z) mit m < z und m ¢ D do

13: Zy, p(m) < Z,p(m) + %w(az) > aktualisiere Transitionszustandssumme
14: end for

15: else > sonst ist F'(x) # b:
16: > Transitionen, die von x ausgehend in b enden, werden behandelt:
17: for all m € M(z) mit m < z und m € D do

18: ZE(m)b & ZF(m)b + %w(w) > aktualisiere Transitionszustandssumme
19: end for
20: end if

21: end procedure

Fiir die meisten Zusténde kann die Zuordnung F(x), aufbauend auf den zuvor berechne-
ten Zustinden, effizient ermittelt werden. Im Gegensatz zum globalen Fluten mit Barriers
(sieche Kap. 3) muss beim lokalen Fluten ein kompletter Gradient-Walk berechnet werden,
um F(z) zu bestimmen. Das gilt fiir alle Nachbarn, die ¢ b sind und fiir z ¢ b. Daraus
resultiert ein Mehraufwand gegeniiber dem globalen Fluten, der bei einem Laufzeitvergleich
spater in Kap. 5.3 untersucht wird.

4.2 Implementierung

Aufgrund der vorherigen Tests von Softwarebibliotheken mit Flutalgorithmen (siehe Kapi-
tel 3) wurde fiir diese Arbeit eine ViennaRNA-basierte Implementierung vorgezogen.

Die neue Implementierung des Flutalgorithmus basiert nur auf den Funktionen der
ViennaRNA-Bibliothek und ist in C++ geschrieben.

Der Aufbau der Klassen orientiert sich am Aufbau des lokalen ,Flooders® in der ELL in
der Hauptklasse Basin. Hier ist die zentrale Klasse ein Flooder. Der Flooder nimmt im Kon-
struktor die RNA-Sequenz entgegen. Er hat eine Funktion floodBasin, welche den minimalen
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Zustand fiir das zu flutende Bassin, einen StatePairCollector und einen StateCollector ent-
gegen nimmt. Das Berechnen der Zustandssummen fiir die Kontaktfldchen (Z; ) tibernimmt
indirekt der StatePairCollector und das Berechnen der Zustandssumme fiir das Bassin (Z;)
ibernimmt indirekt der StateCollector.

Die Klasse SC _ PartitionFunktion ist vom StateCollector abgeleitet und hat eine Funk-
tion add(), die einen State entgegen nimmt. Daraus wird dann die Energie ermittelt und zur
Zustandssumme addiert. Der StatePairCollector hat eine Referenz auf eine ganze Liste mit
Instanzen der SC'_ PartitionFunktion. Darin werden Zustandssummen fiir alle Transitions-
raten verwaltet. Immer wenn ein benachbarter Microstate x gefunden wird, so wird auch
der betreffende Eintrag in der Liste mit den Zustandssummen aktualisiert (bzw. initialisiert,
wenn das Bassin F'(z) neu ist).

Der WalkGradientHashed wird verwendet, um die Zugehorigkeit der Microstates F'(z)
festzustellen. Das geschieht innerhalb des StatePairCollector, bevor die Zustandssumme
fiir eine Transition erhéht wird. Denn bevor das geschieht, muss das benachbarte Bassin
(F(x ¢ b)) identifiziert werden und eine ID bekommen, falls es noch keine hat.

Schritt 1 im Algorithmus wird durch die PriorityQueue vereinfacht, welche die To-do-
Liste T" implementiert. Das ist eine Datenstruktur, die schon beim Einfiigen eine Sortie-
rung der Zustdnde vornimmt. Die Nachbargenerierung im Schritt 2 wird durch die Funkti-
on browse_ Neighbors() aus der ViennaRNA-Bibliothek realisiert. Diese gibt die Nachbarn
inklusive Energieberechnung zuriick. Die Interaktionen zwischen den Klassen sind im Se-
quenzdiagramm 7 dargestellt.

: Main |: F looderl |: StatePairCollector | |: StateCollector

construct() ‘5

il construct()
L construct()
»

( floodBasin(startState : State, N
scp_Zbc : StatePairCollector, sc_Zb : StateCollector)

| startFlooderLpop

addStatePair()

updatePartitionFunction()

i updatePartitionFunction()
\ endFlooderLoop i

lokales Fluten
P

L addState()

calculateRateMatrix()

destruct()
»

destruct() !
"

destruct() |
]

Abbildung 7: Die Implementierung des lokalen Flutalgorithmus ist in diesem Sequenzdia-
gramm grob skizziert.
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4.3 Probleme und L6ésungen

Probleme

1. In der ViennaRNA-Bibliothek gibt es eine Funktion move_ gradient, die einen Gradient-
Walk (siehe Def. 8) durchfiihrt. Allerdings verwendet dieser keine lexikographische
Ordnung, wenn verschiedene Strukturen gleiche Energien haben. Das fiihrt zu Ergeb-
nissen, die nicht der Definition 2.3 entsprechen.

2. Ein weiteres Problem ist die Neuberechnung schon bekannter Minima und kleinster
Nachbarn entlang von Gradient-Walks. Da das lokale Fluten nur einen kleinen Teil der
Energielandschaft abdeckt, verlaufen viele Gradient-Walks iiber die gleichen Zustén-
de. Man koénnte deshalb immer, wenn man auf einen schon bekannten Zustand trifft,
dessen bekanntes Gradient-Walk Ende nutzen, ohne den Walk abzuschliefen. Diese
Information wird aber in einer standardmaéfigen Implementierung nicht gespeichert.
Dadurch wird ein grofer Teil der Walks immer wieder neu besucht, woraus ldngere
Laufzeiten resultieren.

Loésungen

1. Der Gradient-Walk wurde neu geschrieben (Klasse WalkGradientHashed, siehe Kap. 4.2)
und verwendet die lexikographische Ordnung bei gleichen Energiewerten.

2. Eine mogliche Losung fiir das Speichern der lokalen Minima fiir schon besuchte Zu-
stdnde ist eine HashMap. Als Hashfunktion kann man den Ternircode verwenden,
der die Zusténde in Dot-Bracket-Notation eindeutig darstellt. Allerdings miisste man
schon fiir kurze Sequenzen grofere Datentypen erstellen, weil die Integer-Datentypen
(32 und 64 Bit) der Standardbibliothek nicht mehr ausreichen wiirden. Um in dieser
Hinsicht flexibel zu bleiben, geniigt in diesem Fall eine schnelle Hashfunktion fiir belie-
bige Arrays. Diese Implementierung verwendet den SpookyHash® von Bob Jenkins, der
Hashwerte zwischen 32 und 128 Bit anbietet. Als HashMap wird eine unordered _map
aus dem c+-+11 Standard verwendet.

4.4 Optimierungen

Um die Implementierung des lokalen ,,Flooders” noch mehr zu beschleunigen, wurde zunéchst
ein Profiling mit dem Programm gprof durchgefiithrt. Dabei wurde fiir alle Funktionen
die Ausfithrungszeit, die Anzahl der Aufrufe und der Zeitverbrauch insgesamt in Prozent
untersucht.

Flat profile:

Each sample counts as 0.01 seconds.

%o

time name bibliothek

95.90 get scaled parameters ViennaRNA
1.15 _mcount_ private gprof

Abbildung 8: Ausgabe des Profilings mit gprof. Der ,Flooder” wurde mit der Sequenz ,,boris1
verwendet.

Shttp://burtleburtle.net/bob/hash/spooky.html letzter Zugriff: 18.11.2014

17


http://burtleburtle.net/bob/hash/spooky.html

In der Profilerausgabe (Abbildung 8) sieht man, dass mit 95,9% die meiste Zeit von der
Funktion get scaled parameters() verbraucht wird. Diese Funktion gehort zur ViennaRNA
Bibliothek und wird innerhalb der Funktion browse neighbors() aufgerufen, welche die Nach-
barschaft einer Struktur generiert. Mit get scaled_ parameters() werden neue Parameter fiir
die Energieberechnung geschrieben. Da fiir die Energieberechnung immer dieselben Energie-
parameter verwendet werden, wurde eine neue browse_ neighbors() Funktion erstellt. Diese
nimmt Energieparameter direkt entgegen, anstatt sie jedes Mal neu zu generieren.

Inkrementelle Energieberechnung: Die ViennaRNA-Bibliothek verwendet eine inkre-
mentelle Energieberechnung. Dadurch werden beim Hinzufiigen oder Entfernen von Basen-
paaren nur die Energien fiir diese Basenpaare zur Gesamtenergie addiert oder subtrahiert.
Das kann man auch bei der Berechnung benachbarter Strukturen nutzen. Deshalb wurde die
Funktion browse_ neighbors() so gedndert, dass man zur Startstruktur zusétzlich die Energie
angibt, um den Vorteil der inkrementellen Berechnung zu nutzen.

4.5 Evaluation

In Kapitel 4.2 wurde erwihnt, dass der ELL-basierte globale Flutalgorithmus langsamer ist,
als der ViennaRNA-basierte globale Flutalgorithmus. Deshalb wurde fiir die Implementie-
rung des lokalen Flutalgorithmus auch die ViennaRNA Bibliothek verwendet.

Zu Testzwecken wurde die neue Implementierung mit einer ELL-basierten Implementie-
rung verglichen. Ein Vergleich mit den RNA-Sequenzen ,,d33“ und ,ire* (siche Appendix A.1)
hat gezeigt, dass die neue Implementierung des lokalen Flutalgorithmus schneller ist, als die
ELL-basierte Implementierung des lokalen Flutalgorithmus. Die neue Implementierung be-
notigte zum Fluten der offenen Kette jeweils ca. 3 Stunden. Der Test mit der ELL-basierten
Version wurde fiir beide Sequenzen nach 2 Tagen abgebrochen.
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5 Exploratives globales Fluten

5.1 Genereller Ansatz

Man kann mit Hilfe des lokalen Flutalgorithmus die globale Ratenmatrix wie folgt erstel-
len: Das erste lokale Minimum mit entsprechendem Bassin b wird zunéchst auf die Liste
behandelter Minima D gesetzt. Dann wird der lokale Flutalgorithmus auf b angewendet.
Dieser berechnet die Zustandssummen fiir die Kontaktflichen und das Bassin. Zudem gibt
er eine Liste mit benachbarten Minima zuriick, zu welchen Transitionen gefunden wurden
(Zp.). Diese werden dann auf die To-do-Liste T gesetzt, sofern sie noch nicht in D oder T
vorhanden sind. Das lokale Fluten der Bassins wird so oft wiederholt, bis T leer ist.

Die Transitionsraten werden anschliefend auf Basis der Zustandssummen berechnet (sie-
he Macrostate Kinetik Formel 2.4.2).

Der explorative Flutalgorithmus wurde im Programm ParKin_ Ezplore umgesetzt. Es
berechnet die Transitionsraten und gibt sie auf dem Kommandozeileninterpreter aus.

5.2 Parallelisierung

Der explorative Flutalgorithmus ist parallelisierbar, da das lokale Fluten der Bassins unab-
héngig von allen anderen geschieht. Deshalb kénnen Bassins in separaten Threads geflutet
werden, ohne dass zusétzlicher Kommunikationsaufwand zwischen den Threads betrieben
werden muss. Die einfachste Moglichkeit fiir ein paralleles Fluten ist also die Parallelisie-
rung der Schleife iiber die To-do-Liste, weil diese immer die aktuellsten, noch nicht gefluteten
lokalen Minima, enthélt.

Diese Parallelisierung ist auch im Programm ParKin_ Explore umgesetzt. Dazu wurden
zwel verschiedene Ansétze getestet. Eine Implementierung verwendet die c+-+11 Standard-
bibliothek std::thread, die andere verwendet OpenMP. Die Klasse std::thread ermdglicht
die Parallelisierung dadurch, dass dem Thread beim Anlegen eine Methode mit ihren Para-
metern gegeben wird. Mit OpenMP kann man gezielt Schleifen parallelisieren, indem man
compilerspezifische Direktiven angibt. Diese beginnen mit dem Schliisselwort ,,#pragma“.
Die Anweisung fiir die Schleife der To-do-Liste des explorativen Algorithmus ist einfach
»#pragma omp parallel for num _threads(numThreads)®. Die Variable ,numThreads* gibt
dabei die maximale Anzahl der Threads an, die verwendet werden sollen. Zur Kompilierung
wird noch das Flag ,-fopenmp* angegeben. Der Code innerhalb der Schleife wird somit par-
allel ausgefiihrt. Ein Vorteil der Version mit OpenMP ist, dass der Code besser lesbar ist.
Zudem wurde auch kein Laufzeitunterschied zur std::thread Implementierung festgestellt.
Deshalb wird nur die OpenMP-Version weiter entwickelt.

5.2.1 Probleme

1. Die browse_ neighbors() Funktion der ViennaRNA Bibliothek (2.1.7) ruft fiir jede ein-
zelne benachbarte Struktur eine benachrichtigende Funktion auf. Diese Funktion muss
statisch sein, weil nur solche hierfiir zuldssig sind. Diese Eigenschaft erschwert die
Parallelisierung, weil die Liste der Nachbarn an eine bestimmte Klasse bzw. einen
bestimmten Thread gebunden sein sollte.

2. Bei beiden Ansitzen wurde die Laufzeit nicht kiirzer, sondern eher langer. Das Be-
triebssystem fiir die Entwicklung war ein Windows 8.1. Es wurde mit dem GNU-
Compiler (g++ (GCC) 4.8.37) in cygwin (version 1.7.31%) kompiliert. Vermutlich wer-
den die parallelen Zugriffe zur Laufzeit vom Speichermanagement des Betriebssystems
serialisiert. Dieses Problem wird auch als Heap Contention bezeichnet.

Thttps://gee.gnu.org/ (letzter Zugriff: 20.10.2014)
8https://cygwin.com/ (letzter Zugriff: 20.10.2014)
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5.2.2 Losungen

ViennaRNA Bibliothek Anderungen Ein Losungsversuch des ersten Problems be-
steht darin, fiir jeden Thread eine separate statische Liste der Nachbarn zu verwenden und
eine statische HashMap. Die HashMap ordnet jeder ThreadID die entsprechende statische
Liste zu. Die benachrichtigende Funktion muss fiir das Einfiigen einer Struktur die Thread-
ID ermitteln und nach der richtigen Liste in der HashMap suchen. Bei der Verwaltung der
HashMap muss auch bedacht werden, dass Threads hinzugefiigt und geléscht werden kon-
nen, wihrend die benachrichtigende Funktion Suchanfragen startet. Das fithrt innerhalb der
HashMap zu Konflikten. Diese konnen durch das Einfiigen von kritischen Regionen um die
jeweiligen Zugriffe gelost werden. Kritische Regionen markieren Abschnitte im Code, die im-
mer nur von genau einem Thread ausgefiihrt werden kénnen. Die anderen Threads miissen
solange warten, bis dieser Thread mit der Region fertig ist. Die praktische Durchfiihrung
hat jedoch gezeigt, dass dies die Ausfiihrungsgeschwindigkeit stark verlangsamt.

Ein anderer Losungsansatz ist das Andern der browse Neighbors() Funktion in der
ViennaRNA Bibliothek. Dieser Ansatz wurde so auch fiir ParKin FExplore verwendet. Die
neue Funktion gibt eine komplette Liste mit allen benachbarten Strukturen auf einmal zu-
riick, anstatt die Nachbarn an eine benachrichtigende Funktion weiterzureichen.

Heap Contention Das Problem entsteht, wenn mehrere Threads gleichzeitig auf einen
Bereich im Speicher zugreifen mdchten. Die Bibliothek OpenMP benutzt einen Heap Speicher
fiir alle Threads. Je nach OpenMP Implementierung von Compilerseite und Zusammenspiel
mit der HeapAPI des Betriebssystems werden die Zugriffe auf den Heap parallel oder seriell
ausgefiihrt. Dieses Problem gibt es nicht nur mit dem GNU-Compiler unter Windows, son-
dern auch mit dem Intelcompiler. Eine Losung fiir den Intelcompiler sind separate Befehle
fiir die Speicherallokation mit OpenMP fiir Windows®. Die Losung, einen anderen Compiler
zu verwenden kommt aber nicht in Frage, weil der GNU-Compiler weit verbreitet ist und un-
ter Linux ohne Weiteres funktioniert. Andere Befehle zur Speicherallokation sind auch keine
gute Losung, wenn zusétzliche Bibliotheken verwendet werden, die dann ebenfalls angepasst
werden miissten.

Das Programm ParKin_ Ezplore wurde daher unveréndert auf dem Betriebssystem Ubun-
tu 14.0.4 mit gcc 4.8.2 compiliert. Unter diesen Bedingungen hat sich ein Geschwindigkeits-
vorteil der Parallelisierung bemerkbar gemacht. Deswegen wurde diese Entwicklungsumge-
bung im Folgenden verwendet.

Eine Alternative fiir die Entwicklung unter Windows wire die Verwendung von einem
anderen Compiler oder einem Heap-Manager (z.B. HOARD).

9https://software.intel.com/en-us/articles/avoiding-heap-contention-among-threads
(letzter Zugriff: 20.10.2014)
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5.3 Evaluation

In Abbildung 9 sieht man, dass die Ausfiihrungszeit reduziert wird, wenn mehrere Threads
parallel ausgefiihrt werden. Die Zeit wird bei zwei Threads ca. um 1/3 reduziert. Wenn noch
mehr Threads verwendet werden, verdndert sich die Ausfithrungszeit nur noch schwach.
Dieser Effekt basiert auf der Art der Parallelisierung. Die benachbarten Bassins werden erst
geflutet, wenn das aktuelle Bassin abgearbeitet wurde. Das fiihrt dazu, dass die zwei i.d.R.
grofsten Bassins (das der offenen Kette (OC) und der Struktur mit der kleinsten freien Ener-
gie (MFE)) nacheinander geflutet werden, wenn von der offenen Kette ausgehend geflutet
wird. Mit einer asynchronen Parallelisierung (wie in Kap. 5.4 diskutiert) konnte man u.a. die-
se beiden Bassins parallel fluten. Dadurch wiirde sich die Ausfithrungszeit schitzungsweise
halbieren.

6

5

4
= m ParKin_Explore (10.11.2014)
=3 = RNAsubopt (ViennaRNA 2.1.7) +
‘© RNA_Barriers (RNAKkinetics 16.09.2014)
N, RNAsubopt (ViennaRNA 2.1.7) +

barriers (v1.5.2)
1
0
1 2 3 4 5 6 7 8

Threads

Abbildung 9: Sequenz: ,ire“. Die Abbildung zeigt die Ausfiihrungszeit fiir jedes Programm.
Dabei ist zu beachten, dass beide Barriers Implementierungen keine eigene Energieberech-
nung durchfiihren. Diese wird von RNAsubopt erledigt.

Abbildung 10 zeigt die Ausfithrungszeit und Groke der To-do-Liste in jeder Iteration.
Man koénnte denken, dass die Ausfithrung der dritten Iteration am meisten Zeit benotigt,
weil die To-do-Liste dort am gréfsten ist. Wenn man aber die kumulativen Bassingrdfsen pro
Iteration in Abbildung 11 mit der Anzahl der Bassins in Abbildung 10 rechts vergleicht, ist
es offensichtlich, dass die Anzahl der Bassins nicht verantwortlich fiir den Zeitverbrauch ist,
sondern die Grofse der Bassins bzw. die prozessierten Zustande.

2
16000 Threads 500
14000 .l
12000 =2 2000
3 (]
@ 1000 «4 2 1500
= 8000 =5 £
N 6000 _f75 < 1000
4000 8 500
2000 I
bwmse - _
1 2 3 4 5 1 2 3 4 5
Iteration Iteration

Abbildung 10: Sequenz: ,ire“. Die linke Abbildung zeigt den Zeitverbrauch fiir die To-do-
Liste in jeder Iteration von ParKin_FEzplore. Die rechte Abbildung zeigt die Anzahl der
Minima in der To-do-Liste in jeder Iteration.
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Abbildung 11: Sequenz: jire“. Die gelben Balken zeigen die kumulativen Bassingréfien in je-
der Iteration. Die roten Balken zeigen die Menge der Microstates des grofiten Bassins in jeder
Iteration. Dies représentiert die untere Schranke fiir den Zeitverbrauch von ParKin_ Ezplore
im parallelen Betrieb. Die blauen Balken zeigen die Gesamtsumme der prozessierten Zustin-
de, die in ParKin_ Ezplore betrachtet werden.

Eine untere Grenze fiir den Zeitverbrauch ist das Bassin mit der maximalen Grofie in
der To-do-Liste bei jeder Iteration. Die gesamte Laufzeit kann nicht schneller sein als die
Summe der Laufzeiten fiir jedes maximale Bassin in der To-do-Liste.

5.4 Diskussion

In Abbildung 9 féllt auf, dass ParKin_FExplore im Vergleich zu Barriers achtmal soviel
Zeit benotigt, um die komplette Energielandschaft zu fluten. Im parallelen Betrieb mit Par-
Kin_ Explore dauert es viermal so lange. Der entscheidende Grund dafiir ist, dass Barriers
keine Energieberechnungen durchfiihrt. Die Energien aller Strukturen werden von RNAsub-
opt berechnet und vollsténdig im Speicher gehalten. ParKin_ Fxplore berechnet dagegen, um
Speicher zu sparen, die Energien immer wieder neu, weil dies durch die browse_neighbors()
Funktion des ViennaRNA-Pakets automatisch geschieht. Dieser Nachteil wird auch durch
das Profiling mit gprof deutlich (siehe Abbildung 12). Darin sieht man, dass die Energiebe-
rechnung 50% der gesamten Laufzeit einnimmt.

Flat profile:

Each sample counts as 0.01 seconds.

%
time name bibliothek
17.69 loop energy ViennaRNA
9.49 get list.6314 ViennaRNA
9.09 StructureUtils:: IsEqual (short, shortx) ParKin Explore
6.53 move _set ViennaRNA
4.92 update deepest ViennaRNA
4.90 energy of extLoop pt ViennaRNA
4.66 energy of move_pt ViennaRNA
3.78 StructureUtils :: IsSmaller (short*, shortx) ParKin Explore
2.47 energy of ml pt ViennaRNA

Abbildung 12: Ausgabe des Profiling mit gprof. ParKin_ Explore vom 07.11.2014 wurde mit
der Sequenz ,,d33“ verwendet.
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Ein weiterer Vorteil von Barriers ist, dass Zustinde der Kontaktflichen nicht mehrfach
aufgezihlt werden. Das lésst sich bei ParKin_ Ezplore nicht vermeiden, ohne den Algorith-
mus zu verandern. Allerdings wird dieser Nachteil durch die Parallelisierung kompensiert.
Durch die zusédtzlichen Energieberechnungen ist das in dieser Version jedoch nicht wesentlich
bemerkbar. Die Abbildung 13 zeigt den Mehraufwand durch zusétzlich prozessierte Zustin-
de.

90000000
70000000

B Prozessierte Zustande
50000000

m Alle Zustande
30000000
10000000

d33 ire

Abbildung 13: Sequenzen: ,,d33%, .ire“. Die Abbildung zeigt die prozessierten Zustinde, die in
ParKin_ Ezplore betrachtet werden, im Vergleich zu den gesamten Zusténden aller Bassins
zusammen.

Durch den Mehraufwand von doppelt so vielen Zustéinden sowie der nétigen Energie-
neuberechnung kann die Laufzeit von Barriers mit ParKin_Explore nicht erreicht werden,
sondern dient nur als untere Schranke.

Die Laufzeit von ParKin_Ezplore wird durch die grofsten Bassins dominiert. Die zwei
grofsten Bassins sind in der Regel das der offenen Kette (OC) und das der Struktur mit
der kleinsten freien Energie (MFE). Fiir die Sequenz d33 sind das 8.502.796 Zusténde fiir
die OC und 4.304.156 Zustinde fiir die MFE bei insgesamt 29.759.371 Zusténden. Somit
beanspruchen diese beiden Bassins zusammen 43% der Energielandschaft. Daher wird ab
zwei Threads die Laufzeit durch die Strukturen OC und MFE dominiert, da sie nacheinan-
der prozessiert werden (vgl. Abbildung 10). Die restlichen Strukturen verteilen sich auf die
Threads. Der Nachteil der aktuellen iterativen Parallelisierung besteht darin, dass gerade
die grofsten Bassins nicht gleichzeitig geflutet werden.

Ein alternativer asynchroner Ansatz fiir die Parallelisierung kénnte fiir eine zukiinftige
Implementierung interessant sein. Dabei wiirde es einen verteilenden Masterthread geben,
der die To-do-Liste verwaltet und die Anzahl der Threads. Er teilt den Threads, die nur fiir
das lokale Fluten zustidndig sind, die lokalen Minima mit. Die flutenden Threads wiirden
beim Entdecken eines neuen lokalen Minimums sofort eine Nachricht an den Masterthread
schicken. Dieser kann dann entscheiden, ob ein neuer flutender Thread gestartet werden soll
oder nicht. Weil der Schwerpunkt dieser Arbeit nicht auf der Laufzeitoptimierung liegt, wird
der Ansatz in dieser Arbeit nicht weiter verfolgt.
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6 Eingeschrianktes globales Fluten

Beim eingeschrinkten globalen Fluten wird nur ein Teil der Energielandschaft zur Berech-
nung der Ratenmatrix verwendet. Energielandschaften wachsen exponentiell mit der Se-
quenzlénge (siehe Kap. 2.4.1). Da die Energielandschaft von der Sequenzlinge direkt abhin-
gig ist, steigt auch der Ressourcenverbrauch der Ratenmatrixberechnung mittels globalem
oder explorativem Fluten. Um dies zu kompensieren, kann man den explorativen Flutalgo-
rithmus zur Berechnung der Ratenmatrix mit Filtern verwenden, um fiir lange Sequenzen
in kurzer Zeit einen groben Einblick in die Kinetik zu bekommen. Hierbei kann in Micro-
und Macrostate-Filter unterschieden werden. Microstate-Filter bewirken, dass wihrend des
lokalen Flutens Microstates mit geringer Bedeutung nicht in die Berechnung miteinbezogen
werden. Macrostate-Filter hingegen ermdglichen das Auslassen von ganzen Bassins fiir die
Ratenberechnung. Durch geschickte Wahl der Filterparameter kann man eine relativ aussa-
gekriftige Kinetik in kurzer Zeit berechnen. Verschiedene lokale Macrostate-Filter wurden
in [14] untersucht. Im Folgenden werden die wichtigsten Micro- und Macrostate-Filter vor-
gestellt.

6.1 Microstate-Filter

Die Microstate-Filter arbeiten auf einem sehr detaillierten Level der Energielandschaft. In
der Implementierung findet man diese Filter in der Klasse Flooder (sieche Kap. 4.2), welche
den lokalen Flutalgorithmus implementiert (siehe Kap. 4.1). Dort wird fiir jeden Microstate
entschieden, ob er in die Berechnung eingehen soll oder nicht. In den hier untersuchten
Féllen wird dabei gepriift, ob die Energie unterhalb des aktuellen Flutlevels ist. Das Flutlevel
ist hierbei die derzeitig erlaubte obere Energieschranke. Beim (im Folgenden dargestellten)
Delta-Energie-Filter wird das Flutlevel fiir jedes lokale Minimum angepasst, beim Maximale-
Energie-Filter ist es fiir die gesamte Exploration ein fester Wert. Ein kurzer Eindruck iiber
die Funktionsweise soll durch Abbildung 14 vermittelt werden.

Abbildung 14: Funktion des Delta-Energie und Max. Energie Filters.

Fiir die Berechnung einer Macrostate-Kinetik gilt es bei den Zustandssummen fiir Tran-
sitionen zu beachten, dass die Summe fiir beide Richtungen verschieden sein kann, wenn
Microstates entfernt werden (d.h. Z. # Z., entgegen der Theorie in Formel 12). Deshalb
sollte man fiir die Ratenberechnung immer die grofsere Zustandssumme verwenden, um ein
genaueres Ergebnis zu erhalten. Zudem sind auch die Zustandssummen nur untere Schran-
ken, wenn Microstates weggelassen wurden, was auch Einfluss auf die Kinetik haben kann.

Beim Anwenden der Filter werden u.U. weniger Transitionen und weniger Macrostates
gefunden. Es sind jedoch auf jeden Fall alle Macrostates miteinander verbunden (&hnlich
zur Lid-Methode (siehe Kap. 3)).
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6.1.1 Maximale-Energie-Filter

Der Maximale-Energie-Filter ist ein Mikrozustandsfilter, bei dem ein globaler maximaler
Energiewert als Flutlevel definiert wird. Fiir die Berechnung werden somit nur Zusténde mit
einer Energie verwendet, die unterhalb dieser globalen Schranke liegen.

Dieser Filter ist in der Literatur allgemein bekannt. Er wird sowohl in der Lid-Methode [33]
als auch von Barriers [9] angeboten.

In Abbildung 15 sieht man, dass dieser Filter eine Kinetik erzeugt, die der ungefilterten
Kinetik dhnelt.

1 1 —
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8 8 =
= = =
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S 0,6 3 0,61~ -
172} 172}
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= =
= 04r =04 -
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1 le+05 le+10 1 le+05 le+10
Zeit (undef. Einheit) Zeit (undef. Einheit)

Abbildung 15: Vergleich von zwei Kinetiken der Sequenz d33 mit Maximale-Energie-Filter.
Links ungefiltert und rechts mit 10 kcal/mol als Schwellenwert.

Der Maximale-Energie-Filter erzeugt in Verbindung mit dem explorativen Ansatz, wie
die Lid-Methode, den zusammenhingenden Teil der Energielandschaft bzgl. maximalem
Energieniveau und Startpunkt. Das Programm Barriers dagegen zdhlt, je nach maximalem
Energieniveau, unzusammenhéngende Teile der Energielandschaft auf, die anschliefend noch
verbunden werden miissen.

6.1.2 Delta-Energie-Filter

Der Delta-Energie-Filter betrachtet nur Zustdnde in einem bestimmten Energiebereich in
Relation zu der Energie des aktuellen Minimums, das geflutet wird. Kleinere Bassins werden
dadurch etwas bedeutender in der Kinetik, da die Zustandssummen der groften Bassins klei-
ner werden, aber die groben Verhéltnisse sollten immer noch bestehen. In Abbildung 16 sind
die Kinetiken fiir die Sequenz ,,d33“ mit dem Delta-Energie-Filter dargestellt. Die Kurven
der wahrscheinlichsten Zustidnde verlaufen in beiden Kinetiken dhnlich, wobei die Endwahr-
scheinlichkeiten leicht abweichen.
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Abbildung 16: Vergleich von zwei Kinetiken der Sequenz d33 mit Delta-Energie-Filter. Links
ungefiltert und rechts mit 10 kcal/mol Energiedifferenz.
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6.1.3 Vergleich Delta-Energie und Maximale-Energie-Filter

Die beiden Microstate-Filter reduzieren die Ausfithrungszeit fiir die Berechnung der Kinetik
und erzeugen in kurzer Zeit vergleichbare Kinetiken. In Abbildung 17 sieht man die zeit-
liche Auswirkung des Delta-Energie-Filters und Maximale-Energie-Filters. Bemerkenswert
ist, dass man fiir die gegebenen Filterparameter in weniger als 5 Minuten eine Kinetik erhilt,
die mit einer Kinetik vergleichbar ist, die in mehr als 3 Stunden berechnet wurde.

Die Laufzeitreduktion auf ca. 3% korreliert direkt mit der Reduktion der betrachteten
Zusténde. Durch geeignete Parameter sinkt die Anzahl der Zusténde sehr schnell. Dies liegt
an der Verteilung der Strukturen im Energiebereich, der Zustandsdichte. Fiir RNA liegen
die meisten Strukturen im hochenergetischen Bereich (> 0).

70 16000000
60 14000000
50 12000000
= 40 § 10000000
£ g
% 30 % 8000000
K3 20 N 6000000 M deltaE
10 4000000 B maxE
2000000
0 e — 0 M
20 10 5 2 20 10 5 >
Energie [kcal/mol] Energie [kcal/mol]

Abbildung 17: Die Abbildung links zeigt die Zeiten fiir verschiedene Parameter des Delta-
Energie Filters und Maximale-Energie-Filters mit 8 Threads und der Sequenz ,,d33“. Die
Abbildung rechts zeigt die Anzahl der Microstates, die fiir eine bestimmte Delta-Energie
noch in der Kinetik betrachtet wurden. Der Maximale-Energie-Filter ist restriktiver, was
die Anzahl der Zustéinde betrifft.

In Abbildung 18 ist die Zustandsdichte innerhalb des Energiebereiches der Energie-
landschaft fiir die Sequenz ,d33“ dargestellt. Die gestrichelten vertikalen Linien markieren
den Schwellenwert des Maximalen-Energie Filters. Dieser Wert entspricht der Differenz des
Delta-Energie-Filters. Man sieht in der Grafik, dass der Delta-Energie-Filter mehr Zustén-
de betrachtet, als der Maximale-Energie-Filter. Das ldsst sich dadurch erkldren, dass das
maximale Flutlevel fiir jedes lokale Minimum separat angepasst wird. Somit arbeitet sich
der Delta-Energie-Filter treppensteigend durch die Energielandschaft. Allerdings z&hlt der
Delta-Energie-Filter weniger Zusténde fiir £ < 0 auf, was durch das beschrinkte Aufz&hlen
tiefer Bassins (wie der MFE) zu erkldren ist.
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Abbildung 18: Vergleich der Zustandsdichte der Sequenz d33 mit Delta-Energie-Filter und
Maximale-Energie-Filter. Die ungefilterte Zustandsdichte ist rot dargestellt, die gefilterte
Zustandsdichte mit 10 kcal/mol ist griin und die gefilterte Zustandsdichte mit 5 kcal/mol
ist blau. Der prozentuale Anteil an Zustidnden ist links jeweils: 100%, 3,49%, 0,31% und
rechts: 100%, 2,59%, 0,31%. Zu beachten ist, dass die Anzahl der Zustéinde (Zustandsdichte)
logarithmisch angegeben ist.

6.2 Macrostate-Filter

Nachdem die Microstate-Filter primér die Fluth6he und damit die Prazision der Raten re-
duziert haben, kann die Anzahl der fiir die Ratenmatrix betrachteten Macrostates mittels
Macrostate-Filtern reduziert werden. Die Ratenmatrixreduktion beschleunigt die Populati-
onsdichtenberechnung der Kinetik.

Macrostate-Filter konnen eingesetzt werden, um komplette Bassins aus den energetisch
hoheren Bereichen der Energielandschaft auszuschlieffen. Die Kinetik wird somit nur fiir die
wichtigsten Macrostates mit den kleinsten Energien berechnet.

Zwei wichtige Macrostate-Filter sind der K-Best-Filter und der DeltaMinE-Filter. Diese
beiden Filter wurden auch in ParKin_ Explore implementiert. Sie werden in diesem Kapitel
zunéchst genau erldutert. Anschliefend wird die Zeiteinsparung bei der Ratenmatrixberech-
nung unter Verwendung dieser Filter analysiert.
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6.2.1 K-Best-Filter

Der K-Best-Filter betrachtet fiir jedes Bassin nur die K-benachbarten Bassins mit den grof-
ten Transitionsraten. Alle anderen Bassins werden zunéchst nicht geflutet.

Der K-Best-Filter setzt, wie alle Macrostate-Filter, beim explorativen globalen Fluten
an (siehe Kap. 5). Bevor die To-do-Liste aktualisiert wird, werden die im aktuellen Schritt
neu gefundenen Minima gefiltert. Es werden nur die gefilterten Minima auf die To-do-Liste
gesetzt (wenn sie nicht schon auf dieser Liste sind). Das Filtern geschieht also immer in
Relation zum aktuellen Macrostate. Das bedeutet, dass immer die benachbarten Macrostates
des aktuellen Macrostates gefiltert werden.

In [14] wurde gezeigt, dass fiir ein sehr kleines K immer noch die wichtigsten Zustinde
(states of interest, kurz SOI) in der Kinetik enthalten sind. SOI sind Macrostates mit einer
Populationsdichte, die oberhalb einer gegebenen Schranke liegt (z.B. 10%). Diese Schranke
kann willkiirlich definiert werden.

Die Wirkungsweise des K-Best-Filters ist in Abbildung 19 dargestellt.

°
= 32 =)
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3

5x5 matrix

[ )
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Abbildung 19: Wirkungsweise des K-Best-Filters: Oben links ist ein bidirektionaler Graph
mit fiinf Knoten dargestellt. Jeder Knoten entspricht einem Macrostate. Der Graph repri-
sentiert die Verbindungen der Energielandschaft und ldsst sich in einer 5x5 Matrix darstellen.
In diesem Beispiel ist K=1. Im zweiten Bild wird also nur die rote Kante mit der besten
Rate verfolgt. Das Bassin, in dem die rote Kante endet, wird auf die To-do-Liste gesetzt. Die
schwarzen Kanten werden ignoriert. Im dritten Bild wird die rote Kante griin dargestellt,
weil die Transitionsrate berechnet wurde. Das Bassin am Ende der Transition wird jetzt ge-
flutet. Die beste Transition des aktuellen Zustands (mit Rate 3) ist wieder rot markiert. Im
Bild links unten wird auch das Bassin am Ende dieser Transition geflutet, die Rate zuriick
eingefiigt und die beste Transition hinzugefiigt. Im letzten Bild sieht man alle erreichbaren
Zusténde. Dieser zusammenhingende Graph kann in einer 3x3 Matrix gespeichert werden.
Durch die Anwendung des Filters mussten also zwei Bassins weniger geflutet werden.
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6.2.2 DeltaMinE-Filter

Der DeltaMinE-Filter filtert benachbarte Bassins auf Basis der minimalen Energie im Bas-
sin, das aktuell geflutet wird. In [14] wird dieser Filter ,,Up-Rate Filter genannt. Hier wird
er treffender als ,DeltaMinE-Filter bezeichnet, weil die maximal erlaubte Hohe des Nach-
barbassinminimums auch kleiner als die Energie des aktuell betrachteten lokalen Minimums
sein kann. In der Implementierung des explorativen lokalen Flutalgorithmus werden nur be-
nachbarte Macrostates zur To-do-Liste hinzugefiigt, welche die formale Definition erfiillen:

Definition 9 (DeltaMinE-Filter)

Sei b das aktuelle Bassin und ¢ das benachbarte Bassin und die minimale Energie im Bassin
b sei

Erin(y) = mingep E(2),

dann gilt:

Das Beispiel in Abbildung 20 verdeutlicht die Wirkungsweise des DeltaMinE-Filters.

+ a

Abbildung 20: Wirkungsweise des DeltaMinE Filters: Die grofen Ellipsen symbolisieren die
Bassins, die kleinen Kreise sind die Microstates. Die oberen Microstates haben eine gréfsere
freie Energie, die unteren Microstates haben eine niedrigere freie Energie. Die minimale
Struktur des aktuellen Bassins b ist miny. Die horizontale Linie markiert das Energieniveau
dieser Struktur. Fiir Ag = 0 markiert die durchgezogene Linie die obere Schranke. Es wird
nur noch das Bassin ¢ geflutet. Fiir die gestrichelte Linie mit Ar < 0 wiirde das Bassin
¢ nicht mehr geflutet werden. Das Bassin a wird fiir die eingezeichneten Schranken nicht
geflutet.
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6.3 Filterkombination

Die Auswirkung verschiedener Macrostate-Filter auf die Kinetik wurde schon in der Master-
arbeit [14] analysiert. Dort wurde festgestellt, wie stark die Auswirkungen des K-Best-Filters
und des DeltaMinE-Filters sind. Fiir einen Wert von DeltaMinE=1 sind zum Beispiel fiir
die Sequenz ,,d33“ nur noch 39% der Bassins erreichbar (siehe [14] S.56). In Kombination
mit dem K-Best-Filter mit K=3 ldsst sich die Anzahl der Bassins auf ca. 2% reduzieren. Fiir
diese Filterkombination sind noch alle Zustinde aus der ungefilterten Kinetik enthalten, die
eine Populationsdichte grofer oder gleich 0,2 aufweisen.

Im Folgenden werden die Auswirkungen der Filter auf die Kinetik, die Laufzeit und
die Zustandsdichte untersucht. Dafiir wurden verschiedene Kombinationen getestet. Um die
Laufzeit fiir Sequenzen mit grofen Bassins stérker zu reduzieren, wurde der Delta-Energie-
Filter mit 10 kcal/mol bei diesen Tests hinzugefiigt.

Beim Vergleich der Laufzeiten mit DeltaMinE- und K-Best-Filter in Abbildung 21 sieht
man, dass die Filter zunichst nur eine kleine Geschwindigkeitszunahme erméglichen. Durch
die Kombination der beiden Filter wird die Ausfiihrungszeit jedoch erheblich kiirzer. Fiir
dieses Beispiel wird die Ausfiithrungszeit von 3,5 Minuten auf unter 5 Sekunden reduziert.

Die kurze Ausfiihrungszeit mit der Kombination beider Filter ergibt sich dadurch, dass
der DeltaMinE-Filter die Eingabe fiir den K-Best-Filter reduziert. Der K-Best-Filter fiihrt
fiir jede Transition zwischen Macrostates eine Sortierung aus. Nachdem der DeltaMinE-Filter
angewendet wurde, ist die zu sortierende Liste viel kleiner.

5 3500
. £ 3000
T . g ;ggg B DeltaE=10
= 5 m DeltaE=10, K=4
N2 < 1500 DeltaE=10, DeltaMinE=1
1 = 1000 m DeltaE=10, K=4, DeltaMinE=1
500
0 Konfiguration Konfiguration

Abbildung 21: Links: Ausfiihrungszeiten fiir die Filterkombinationen mit der Sequenz ,,d33*
und & Threads. Rechts: Anzahl der Macrostates in der Ratenmatrix.
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Die Zustandsdichte fiir den DeltaMinE-Filter und den K-Best-Filter ist in Abbildung 22
dargestellt. Man erkennt, dass die Filter unterschiedlich wirken. Es sind aber in beiden Féllen
noch relativ viele Zustdnde im Bereich von -10 kcal/mol bis +10 kcal/mol.
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- =20 0 10 20 30 40 50 ™ -20 0 10 20 30 40 50
Energiewerte Energiewerte

Abbildung 22: Zustandsdichte fiir die Sequenz ,,d33“. Links mit DeltaMinE-Filter=1, rechts
mit K-Best-Filter=4.

In Abbildung 23 sieht man die Zustandsdichte fiir die Filterkombination im Vergleich
zur ungefilterten Version (rot) und zum Delta-Energie-Filter (griin). Die Filterkombination
hat weniger Zusténde im Bereich von -10 kcal/mol bis +10 kcal/mol und reicht nicht mehr
so weit in den Bereich mit hoheren Energien, sondern nur noch bis ca. 11 kcal/mol.

Q| — Ale
+ 1 —— Delta-E=10kcal/mol
2| — Delta-E=10kcal/mol, K=4, DeltaMinE=1
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— =20 0 10 20 30 40 50

Energiewerte

Abbildung 23: Zustandsdichte fiir die Sequenz ,d33“ ohne Filter (rot), mit Delta-Energie-
Filter (blau), mit Delta-Energie, DeltaMinE und K-Best-Filter (griin).
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Abbildung 24 zeigt die Kinetiken fiir die vier Filterkombinationen. Diese sehen sich sehr
ahnlich, obwohl die vierte Kinetik nur 35 Macrostates enthélt und in weniger als einer halben
Minute berechnet wurde.
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& ]
= =
Q Q
S 0,6 S 0,6+
g 2
2 Macrostates: 2912 2 Macrostates: 1102
= 04 = 041
=T = Y
2 2
] ]
~ ~
0,2~ 0,2~
0 = ‘ | 0 |
1 1e+05 ~ 1e+10 1 1e+05 ~ 1e+10
Zeit (undef. Einheit) Zeit (undef. Einheit)
1 e e | e —rrm v
0,81~ 0,8+
8 ]
= =
Q Q
35 0,6 5 0,61
2 2
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< <
=04 = 04}
2 2
o ]
~ ~
0,2 0,2~
0 l 0 L L
le+05 ~ letl0 1 le+05 . letl0 let15
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1
—
—
- ... ...
—
—

Abbildung 24: Kinetiken der Sequenz ,d33* mit verschiedenen Filterkombinationen, die dhn-
lich aussehen. Bei allen Kinetiken wurde der Delta-Energie-Filter mit 10 kcal /mol verwendet.
Anschliefsend von links oben nach rechts unten: kein weiterer Filter, DeltaMinE-Filter=1,
K-Best-Filter=4, K-Best-Filter=4 mit DeltaMinE-Filter=1.

Bei der Anwendung des K-Best-Filters ist es nicht unwahrscheinlich, dass auch wichtige
Zusténde, wie z.B die MFE (die Struktur mit der kleinsten freien Energie), entfernt werden.
Wenn man zum Beispiel die Sequenz ,,d33“ mit K=2 filtert, verschlechtert sich die Kinetik
stark (sieche Abbildung 25).
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Abbildung 25: Vergleich von zwei Kinetiken der Sequenz ,d33“ mit K-Best-Filter. Links
ungefiltert und rechts mit K=2. Die MFE (griin) ist nur links enthalten.

Das Programm ParKin_ Ezplore soll deshalb um einen Test erweitert werden, um zu be-
stimmen ob die MFE in der Kinetik enthalten ist. Der K-Best-Filter wird daraufhin automa-
tisch iterativ erhoht, bis die gewiinschte Struktur in der Kinetik erscheint. Der Losungsweg
wird im nichsten Kapitel detailliert dargestellt.

6.4 Dynamischer K-Best-Filter

Der dynamische K-Best-Filter erhoht das K automatisch, wenn die MFE nicht in der Ki-
netik enthalten ist. Das geschieht iterativ so lange, bis die MFE gefunden wurde oder alle
erreichbaren Bassins geflutet wurden (wenn andere Filter das Finden der MFE verhindern).

Die IDs der Macrostates werden in einer globalen Liste mit den IDs ihrer zugehorigen
Nachbarn verwaltet. Die benachbarten IDs der Macrostates sind nach ihren Energien sortiert.
Bevor der explorative Flutalgorithmus mit dem erhdhten K ausgefiihrt wird, wird fiir alle
Macrostates der Nachbar an Position K+1 ermittelt und auf die To-Do-Liste gesetzt. In
der Tteration mit K+1 wird somit die Nachbarschaft der bisher gefundenen Macrostates mit
jeweils einem Bassin mehr geflutet. Die Nachbarn der durch das Fluten gefundenen Bassins
werden mit dem K-Best-Filter mit K=K+1 gefiltert.

Dadurch erhilt man die gleiche Ratenmatrix, die man auch durch direktes Verwenden
des K+1 Filters erreicht hitte. Durch den dynamischen Filter kann man sich jedoch sicher
sein, dass die MFE gefunden wurde. Die Laufzeit des dynamischen K-Best-Filters ist durch
die weitere Liste nur unwesentlich langsamer, als die des K-Best-Filters. Der dynamische
K-Best-Filter ist aber wesentlich schneller, als das iterative Ausfiihren von mehreren K-
Best-Filtern bis man die MFE gefunden hat.

In Abbildung 26 ist eine Kinetik mit dem dynamischen K-Best-Filter dargestellt. Die Be-
rechnung mit dynamischem K-Best-Filter benotigte 2,6 Minuten mit 8 Threads. Die gleiche
Kinetik mit vorher bekanntem K=4 bendtigte 2,4 Minuten. Dieses Beispiel zeigt, dass man
mit minimalem Mehraufwand das K automatisch ermitteln kann, anstatt es durch mehrere
Versuche mit dem einfachen K-Best-Filter zu erraten.
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Abbildung 26: Vergleich von zwei Kinetiken der Sequenz ,d33* mit dynamischem K-Best-
Filter. Links ungefiltert und rechts mit dynamischem K-Best (gestartet bei K=1) und del-
taE=10. Die MFE (griin) wurde links bei K=4 erreicht.

In der Implementierung wird die MFE mit Hilfe des ViennaRNA Pakets ermittelt, wenn
das Flag fiir den dynamischen K-Best-Filter gesetzt ist. Die Schleife, in der die zu flutenden
Minima auf der To-do-Liste abgearbeitet werden, ist nun von einer weiteren Schleife um-
schlossen. In dieser dufleren Schleife wird das K nach jedem Durchlauf erh6ht, wenn die MFE
noch nicht in den Minima der Done-Liste gefunden wurde oder wenn die To-do-Liste leer
ist. Die globale Liste mit den Bassin-IDs und ihren Nachbarn wird nur im ersten Durchlauf
erstellt. In den weiteren Durchldufen werden nur die Nachbarn an Position K abgerufen und
auf die To-do-Liste gesetzt.
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6.5 Vergleichbarkeit von Kinetiken

Es gibt verschiedene Moglichkeiten, ungefilterte Kinetiken mit gefilterten Kinetiken zu ver-
gleichen, jedoch keine Standardmethode. Eine Mdoglichkeit besteht darin, die Populations-
dichten der wichtigsten Macrostates iiber die Zeit optisch zu vergleichen. Dies wurde hier
durch die Abbildungen der Kinetiken veranschaulicht.

Ein festes Maf zum Vergleich ist die Zustandssumme Z der gesamten Energielandschaft.
Das Programm RNAfold des ViennaRNA-Pakets gibt die freie Energie des Ensembles aus.
Diese wird mit Formel 13 berechnet:

E(Ensemble) = —RT x In(Z) (13)

Die Zustandssumme ergibt sich durch
7 — e—E(Ensemble)/RT (14)
Eine andere Moglichkeit zum Vergleich gefilterter Kinetiken sind die Basenpaarwahr-

scheinlichkeiten fiir alle Basenpaare in der Energielandschaft. Die Wahrscheinlichkeit fiir ein
Basenpaar (i, ) ist:

) ¢—E(z)/RT
X
Pr(i,j) = S5 ——— (15)

Diese Wahrscheinlichkeiten kénnen mit dem McCaskill-Algorithmus [28] effizient berech-
net werden. Eine {ibersichtliche Darstellung fiir die Basenpaarwahrscheinlichkeiten sind Dot-
Plots. Die Wahrscheinlichkeiten und DotPlots konnen ebenfalls mit dem Programm RNA-
fold berechnet werden.

Diese Methoden wurden fiir die Sequenzen ,d33“ und ,Leptomonas* angewendet, um
die Aussagekraft der (mit ParKin Explore) gefilterten Kinetiken in Abbildung 24 (rechts
unten) und Abbildung 33 (unten) zu tiberpriifen.

Bei den gefilterten Kinetiken werden weniger Strukturen betrachtet. Deshalb gilt fiir die
Basenpaare in den gefilterten Kinetiken Pr/(4,j) < Pr(i,j) (Pr(i,j) ist die Wahrscheinlich-
keit fiir ein Basenpaar in der ungefilterten Kinetik. Fiir die Zustandssummen Zg,pro5 aus
der gefilterten und Z aus der ungefilterten Kinetik gilt Z,ppror < Z.

Die Tabelle 1 zeigt den Vergleich der Zustandssummen fiir die oben genannten Kine-
tiken. Die Zustandssummen fiir die Kinetiken mit ,d33“ unterscheiden sich (wie auch die
Kinetiken) nur gering. Fiir die Zustandssummen der Kinetiken mit ,Leptomonas“ ist ein
groferer Unterschied feststellbar. Aber auch dieser ldsst nur einen eher kleineren optischen
Unterschied zwischen gefilterter und ungefilterter Kinetik vermuten. Dies miisste man durch
eine ausfiihrliche Berechnung der ungefilterten Kinetik zeigen.

Tabelle 1: Zustandssummenvergleich gefilterter Kinetiken!®.

Sequenz ungefiltert gefiltert
d33 2,36e+10 2,34e+10
Leptomonas 1,21e+08 1,05+08

Die Abbildungen 27 und 28 zeigen den Vergleich der DotPlots fiir die fiir die oben ge-
nannten Kinetiken. Fiir die Wahrscheinlichkeiten der Basenpaare der MFE ist in beiden
DotPlots kein grofser Unterschied feststellbar. Der Filtereffekt ist geringfiigig bei den Ba-
senpaaren alternativer Strukturen bemerkbar. Das 1dsst vermuten, dass die Filter nur die
weniger relevanten Bereiche der Energielandschaft entfernen.

0Parameter: T = 37°C = 310.15 K und R = 0.0019871588 kcal/K * mol
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ige Kinetik ist in Abbildung 24

rechts unten dargestellt. Das obere Dreieck enthilt die Basenpaarwahrscheinlichkeiten des
36

der MFE im unteren Dreieck. (Diese ist fiir die gefilterte Kinetik gleich und wurde nicht

extra angegeben.)

»d33“. Die Abbildung zeigt oben das DotPlot fiir die Kinetik ohne
Ensembles. Die ungefilterte Kinetik enthélt zusétzlich die Basenpaarwahrscheinlichkeiten

Sequenz

Filter und unten fiir die Kinetik mit Filter. Die zugehor

Abbildung 27
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Abbildung 28: Sequenz: ,,Leptomonas®. Die Abbildung zeigt oben die DotPlots fiir die Kinetik
ohne Filter (in dieser Arbeit nicht berechnet) und unten fiir die Kinetik mit Filter. Die
zugehorige Kinetik ist in Abbildung 33 unten dargestellt. Das obere Dreieck enthilt die
Basenpaarwahrscheinlichkeiten des Ensembles. Die ungefilterte Kinetik enthilt zusétzlich
die Basenpaarwahrscheinlichkeiten der MFE im unteren Dreieck. (Diese ist fiir die gefilterte
Kinetik gleich und wurde nicht extra angegeben.)
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7 Anwendung

In den vorherigen Kapiteln wurden die Grundlagen fiir das entwickelte Kommandozeilenpro-
gramm ParKin_ Ezplore erlautert und der Aufbau des Programms dargestellt. Dabei wurde
auch die Wirkungsweise der implementierten Filter gezeigt.

In diesem Kapitel wird die praktische Anwendung des Programms ParKin_ Explore aus-
fithrlich beschrieben. Um die Anwendung des Programms zu erleichtern, wurde zunéchst
eine Pipeline erstellt. Diese nimmt die Eingabeparameter fiir ParKin_FExplore entgegen
und generiert eine Kinetik, die am Ende als skalierbare Grafik ausgegeben wird. Weitere
Eigenschaften werden in Kapitel 7.1 erlautert.

Mit, Hilfe der Pipeline kénnen die Kinetikplots einfacher erstellt werden. Deshalb wird
sie verwendet, um weitere Funktionen von ParKin_ Ezplore vorzustellen. Entscheidend fiir
die Faltung von RNA sind die Bindungsstérken, die durch die Energiemodellparameter de-
finiert werden (siehe Kap. 2.2). Die Unterschiede zwischen Kinetiken mit den Turner-1999-
Parametern, den Turner-2004-Parametern und den Andronescu-2007-Parametern werden in
Kap. 7.2 behandelt. Die Bindungsstérken sind auch temperaturabhingig.

In Kap. 7.3 wird ein RNA-switch untersucht, der in einem thermophilen Bakterium
vorkommt. Dieses kann in einem grofen Temperaturbereich iiberleben. Mittels des Tem-
peraturparameters kann untersucht werden, wie sich die Fluktuationen bei verschiedenen
Temperaturen dndern. Von biologischer Seite kénnte man testen, ob es einen Zusammen-
hang zwischen dem Switchverhalten bei verschiedenen Temperaturen und den berechneten
Strukturdnderungen gibt.

Um die Grenzen des Programms ParKin_ Ezplore zu zeigen, wurden Tests mit langen
RNA-Sequenzen durchgefiihrt. Diese Sequenzen sind nur mit gréberen Gruppierungsmodel-
len schnell berechenbar. Die Untersuchung ist in Kap. 7.4 erlautert.

7.1 Pipeline

Das Programm ParKin Explore ist bisher nur iiber die Kommandozeile ausfiihrbar. Es
nimmt eine RNA-Sequenz entgegen und weitere optionale Parameter. Die Ausgabe ist eine
Datei mit Ubergangsraten fiir alle Macrostates.

Das Ziel der Verarbeitungspipeline ist es, die Ausgabe in eine grafische Kinetik zu trans-
formieren. Dazu werden zusétzliche Programme in einer bestimmten Reihenfolge nachein-
ander ausgefiihrt. Die Ausgabe des vorher ausgefithrten Programms ist im Idealfall direkt
die Eingabe des nachfolgenden Programms. Sollte das néchste Programm die Ausgabe nicht
direkt verwenden koénnen, wird ein Skript dazwischen geschaltet, das die Ausgabe in das
gewiinschte Format transformiert.

Schritte der Pipeline:

Schritt 1 : Berechnung der Ratenmatrix Zuerst werden die Ubergangsraten mit Par-
Kin_ Explore berechnet. Dabei konnen verschiedene Parameter eingestellt werden. Die wich-
tigsten sind in der Tabelle 2 dargestellt:
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Tabelle 2: Beschreibung der Parameter von ParKin Explore.

Parameter
RNA-Sequenz

Startbassin
K-Best-Filter
Dynamische K-Best-Filter

DeltaMinE-Filter
MaxToStore

Beschreibung

Die RNA-Sequenz als Zeichenkette. Die erlaubten
Buchstaben sind a,c,g,u (klein oder grok).

Die Struktur eines Bassins in dot-bracket Notation. Der
Flutalgorithmus beginnt im Bassin dieser Struktur.

K ist die Anzahl der besten Transitionen, die von jedem
Zustand ausgehen.

Mit diesem Filter wird K erhoht, bis die MFE im Ergebnis
enthalten ist.

Siehe Kap. 6.2.2.

Die maximale Anzahl der Zustinde, die im Gradient Walk

gespeichert werden. Ein héherer Wert beschleunigt die
Bassinzuordnung.

Hier kann ein Wert in kcal/mol angegeben werden. Die
Bassins werden maximal bis zu dieser Grenze geflutet.
Hier kann ein Wert deltaE in kcal/mol angegeben werden.
Die Bassins werden maximal bis zur Grenze
Minimumenergie + deltaE’ geflutet.

Die Temperatur fiir die Energieberechnung der Strukturen.
Die Populationsdichten hiingen von den
Boltzmanngewichten ab und diese von den Energien der
einzelnen Strukturen (sieche Kap. 2.2). Mit diesem
Parameter kann die Temperatur fiir die Energieberechnung
der Strukturen und der Boltzmanngewichte angegeben
werden.

Es konnen folgende Energiemodelle gewiihlt werden: Turner
2004, Turner 1999 und Andronescu 2007. Das
Energiemodell beeinflusst die Energieberechnung der
einzelnen Strukturen (siehe Kap. 2.2).

Die Anzahl bestimmt wie viele Bassins gleichzeitig geflutet
werden. Die Berechnung wird dadurch beschleunigt,
bendtigt jedoch mehr Speicher.

Mit diesem Parameter wird eine Datei angegeben, in
welche die Zustandssummen geschrieben werden. Diese
kénnen z.B. fiir eine weitere Zusammenfassung von
Zusténden verwendet werden.

Maximale-Energie-Filter

Delta-Energie-Filter

Temperatur

Energiemodell

Anzahl der Threads

Zustandssummen

Selbstverstandlich reicht die RNA-Sequenz als Eingabe, da fiir die restlichen Parameter
Standardwerte eingestellt sind. Die Ausgabe ist eine Datei mit den Ubergangsraten, dem
Bassin der Startstruktur, dem Bassin der MFE und den Equilibriumswahrscheinlichkeiten
aller Macrostates.

Schritt 2 : Berechnung der Populationsdichten Im 2. Schritt werden die Popula-
tionsdichten berechnet. Dazu miissen die Ubergangsraten aus Schritt 1 in eine komplette
Ratenmatrix (mit Null-Eintrdgen) iiberfiihrt werden. Eine Datei mit den IDs und Struk-
turen der Matrixeintrige wird ebenfalls erstellt. Die ID der offenen Kette (OC) wird als
Startzustand fiir die Berechnung verwendet. Diese drei Parameter, die mindestens benotigt
werden, werden im Programm Treekin angegeben, um die Populationsdichten zu bestimmen.

Als néchstes wird die Zeit bis zum Erreichen des Equilibriums benétigt. Die Equilibrium-
wahrscheinlichkeiten aus Schritt 1 werden verwendet, um diesen Zeitpunkt zu ermitteln. Um
den Zeitpunkt des Equilibriums zu ermitteln, wird das Programm Treekin fiir einen Zeit-
punkt aufgerufen. Dadurch erh&lt man einen Vektor mit der Populationsdichte zu diesem
Zeitpunkt. Der erhaltene Vektor wird mit den Equilibriumswahrscheinlichkeiten bis auf die
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dritte Nachkommastelle verglichen. Treekin wird solange mit Zeitparameter*10 aufgerufen,
bis die Vektoren iibereinstimmen. Dieser Zeitpunkt wird gespeichert.

Anschlieflend wird die komplette Kinetik mit Treekin berechnet. Diese startet bei Zeit-
punkt 0 und endet beim Zeitpunkt, in dem das Equilibrium sicher erreicht ist.

Die Ausgabe ist eine Textdatei mit den Zeitpunkten und dazugehorigen Populationsdich-
ten. Diese Datei wird am Ende noch von einem weiteren Skript soweit gekiirzt, bis am Ende
keine Zeile mit gleichen Werten zweimal vorkommt. Somit wird sichergestellt, dass wirklich
nur Populationsdichten bis zum Equilibrium vorhanden sind.

Schritt 3 : Visualisierung der Populationsdichten Die Textdatei mit den Populati-
onsdichten wird mit dem Programm grace visualisiert. Die 10 wahrscheinlichsten Zustinde
werden von einem Skript ermittelt und (in Dot-Bracket-Notation) in der Legende angezeigt.
Die Kurven dieser Zustinde werden in verschiedenen Farben ausgegeben. Die anderen Kur-
ven werden in Graustufen ausgegeben. Dadurch kann man die wichtigen Zustidnde besser
von den unwichtigen Zustédnden unterscheiden. Die Visualisierung wird als skalierbare PDF
Datei ausgegeben.

Anschlieftend kann noch ein Histogramm iiber die Zustandsdiche der Energien aller Zu-
stdnde mit dem Programm R berechnet und als PDF ausgegeben werden. Das ist allerdings
nur moglich, wenn der entsprechende Parameter bei ParKin_ Ezplore (in Schritt 1) angege-
ben wurde. Er wird per default nicht gesetzt, weil das Speichern der einzelnen Energien fiir
alle Zustédnde mehr Rechenzeit und vor allem Speicher benétigt.

7.2 Energiemodell

In Kap. 2.2 wurde das Nearest Neighbor Model erldutert. Mit diesem Modell wird die freie
Energie einer gesamten RNA-Struktur mit der Summe {iber die Strukturelemente berechnet,
aus denen die Struktur aufgebaut ist. Dabei werden die unmittelbar benachbarten Basen-
paare in die Berechnung einzelner Strukturelemente mit einbezogen.

Es gibt verschiedene Messungen iiber die physikalischen Bindungsenergien zwischen den
Basenpaaren. Die bekanntesten sind die Turnerparameter von 1999, die Turnerparameter
von 2004 und die Andronescuparameter von 2007.

Um zu zeigen, wie wichtig genaue Energieparameter fiir die Qualitit einer Kinetik sind,
wurden drei Kinetiken mit der gleichen Sequenz und verschiedenen Energieparametern be-
rechnet. Die Kinetiken sind in Abbildung 29 dargestellt.

Die Sekundérstrukturen sind, sofern moglich, iiber die entsprechenden Kurven gezeich-
net und farbig markiert. Die Markierungen stimmen mit denen in den anderen Kinetiken
iiberein. Es ist auffillig, dass die MFE (hellblau) bei den Turner-1999-Parametern und den
Andronescu-2007-Parametern gleich ist. Mit den Turner-2004-Parametern hat die hellblau
gekennzeichnete Struktur einen grofseren Wert fiir die freie Energie. Da sich mit unter-
schiedlichen Energieparametern sogar die MFE &ndert, ist es erforderlich, exakt ermittelte
Energieparameter zu finden. In ParKin_ Ezplore kann, unter Anwendung der ViennaRNA-
Bibliothek, eine beliebige Datei mit Energieparametern verwendet werden.

Die Kinetik mit den Turner2004 Parametern ist vermutlich nicht reprisentativ, da fiir
diese Parameter ein Bug in der (hier noch aktuellen) ViennaRNA Version 2.1.7 vorlag. Dieser
sollte in der 2.1.9 Version behoben sein.
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Abbildung 29: Sequenz: ,Leptomonas“-Energiemodell-Tests mit den Parametern: Delta-

Energie Filter = 5, K-Best-Filter = 3, Threads = 8, Temperatur = 37°C, Dangles = 2,
DeltaMinE-Filter = 0,5.

Energiemodell: 1. Turner 1999, 2. Turner 2004, 3. Andronescu 2007
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7.3 Temperaturparameter

Es wurden verschiedene Sequenzen mit unterschiedlichen Temperaturen getestet, weil die
Bindungsstarke der Wasserstoffbriicken temperaturabhéngig ist. Die RNAs kommen in ver-
schiedenen Lebewesen, bei verschiedenen Temperaturen, vor. Um die Fluktuationen in der
Kinetik moglichst realistisch zu berechnen, sollte man diesen Parameter nicht vernachléssi-
gen.

Eine Beispielsequenz ist der ,,Fluoride Riboswitch® [30] (RCSB PDB ID: 4ENA) mit 52
Nukleotiden und kommt im Bakterium Thermotoga petrophila vor. Dieses wurde im Kubiki-
Olreservoir in Niigata, Japan, entdeckt. Es lebt bei 80°C' und kann bei Temperaturen von
48°C bis 86°C {iiberleben [34].

Die Sequenz ,4ENA* ist allerdings nur ein Teil des Riboswitches. Die komplette Sequenz
ist 75 Nukleotide lang (sieche Anhang von [30]).

In der Abbildung 30 sind die Kinetiken des ,,Fluoride Riboswitch* bei verschiedenen Tem-
peraturen dargestellt. Man kann erkennen, dass die Kinetiken bei 48°C und 60°C' dhnliche
Zustande im Gleichgewicht haben. Bei der optimalen Temperatur von 80°C &ndert sich die
Kinetik sehr stark und auch die MFE.

Bei einer Temperaturzunahme kann man erwarten, dass sich die dufseren Basenpaare
zuerst 16sen. Diese haben weniger benachbarte Paare, die fiir eine bessere Gesamtstabilitét
sorgen. Beim Vergleich der MFEs aus den Kinetiken bei 60°C und 80°C' sieht man, dass die
obere Hairpinstruktur und die InteriorLoop noch vorhanden sind. Die linke Hairpinstruk-
tur hat sich ,aufgelést und dadurch wurde die Helixstruktur unterhalb der InteriorLoop
erweitert.
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Abbildung 30: Sequenz
und Delta-Energie-Filter mit AE = 10 und 8 Threads.
1. Bei 48°C, 2. Bei 60°C, 3. Bei 80°C'

le+06

. ,AENA“ mit K-Best Filter mit K=3, DeltaMinE Filter mit E=0.5

Die Kinetiken wurden in 40 Sekunden, 55 Sekunden und 7 Minuten berechnet.
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Es ist auffillig, dass in den Kinetiken unterschiedliche MFE Strukturen vorkommen. Die-
se haben eine Haarnadelstruktur gemeinsam, sind aber sonst unterschiedlich. Um einen Ein-
druck zu bekommen, inwieweit die Kinetiken mit anderen Methoden iibereinstimmen, wurde
zum Vergleich eine 3D Struktur des RNA-switches analysiert, die mit Rontgenkristallo-
graphie ermittelt wurde. Diese ist in Abbildung 31 dargestellt.

GGGCGAUGAGGCCCGCCCAAACUGCCCUGAAAAGGGCUGAUGGCCUCUACUG
LLOCL. . Q01111

Abbildung 31: Sequenz: , AENA“ mit Primir-, Sekundér- und Tertifrstruktur. Die Tertiér-
struktur entstammt der Datei 4ENA.pdb'! und wurde mittels Jmol-14.2.12'2% erstellt und
mit Povray-3.7'% gerendert. Durch den Webservice RNApdbee '* wurde aus der 3D Struktur
die wahrscheinlichste 2D Struktur mit Pseudoknoten (,,[1“) ermittelt.

Wenn man die Pseudoknotenstruktur mit dem Webservice K2N (Knotted to Nested) 1°
in eine pseudoknotenfreie Struktur umwandelt, werden mit allen Methoden (aufser IL und
IR) nur die eckigen Klammern entfernt. Diese Struktur entspricht auch der MFE aus der
Kinetik, die in Abbildung 30 mit 80°C berechnet wurde. Die Tertidrstruktur wurde durch
Rontgenkristallographie von einer echten RNA ermittelt. Weil die daraus extrahierte Se-
kundérstruktur identisch mit der MFE aus der berechneten Kinetik ist, kann man davon
ausgehen, dass diese Kinetik nahe an der Realitét ist.

Allerdings ist die 52 Nukleotide lange Sequenz ,4AENA“ nur der fluoridbindende Teil des
74 Nukleotide langen Riboswitches. Die komplette Sequenz ist im Anhang von [30] zu finden.
Laut dieser Quelle bildet sich zur MFE noch eine weitere lange Haarnadelstruktur aus, wenn
kein Fluorid gebunden ist.

Das Beispiel sollte aber primir dazu dienen, die Wichtigkeit des Temperaturparameters
zu demonstrieren. Denn die berechnete Struktur, die am néchsten der durch Réntgenkristal-
lographie ermittelten Struktur entspricht, kommt nur in der 80°C Kinetik als MFE vor. Diese
Temperatur entspricht auch der optimalen Temperatur, bei der das Bakterium Thermotoga
petrophila lebt und in welchem der Riboswitch vorkommt.

http:/ /www.ibi.vu.nl/programs/k2nwww,/
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7.4 Lange Sequenzen

In diesem Kapitel wird das Programm ParKin_Ezplore mit langen Sequenzen getestet und
mit anderen Programmen verglichen. Die Energielandschaft wird bei Sequenzen von ca. 100
Nukleotiden so grofs, dass eine Zusammenfassung zu lokalen Minima (trotz Filter) nicht mehr
ausreicht, um die Ratenmatrix auf eine berechenbare Grofe zu reduzieren. Daher werden
teilweise grobere Arten von Macrostates bendtigt. Ansitze dafiir werden im folgenden Teil
vorgestellt. Anschliefend werden Kinetiken fiir lange Sequenzen miteinander verglichen.

7.4.1 Macrostate Alternativen

Bei Macrostate Kinetiken mit langen Sequenzen wird die Ratenmatrix i.d.R. sehr grofs. Bei
einer RNA Linge von ca. 52 Nukleotiden werden viel mehr als 3000 lokale Minima gefunden.
Eine Kinetikberechnung wére zu rechenintensiv.

Eine Losung bietet der helixbasierte Ansatz in [16]. Dabei werden die Microstates zu
Helix-Index-Shapes (kurz: HI-Shapes) zusammengefasst. Helix-Index-Shapes beschreiben die
RNA-Struktur durch die Helix-Indices ihrer Strukturelemente. Fiir Hairpins berechnet man
den Helix-Index, indem man die Summe der Indices des innersten Basenpaars der Hairpin
durch zwei teilt. In Abbildung 32 ist das Zusammenfassen einzelner Strukturen zu ihren HI-
Shapes dargestellt. Das HI-Shape [6.5] berechnet sich durch (4 4 9)/2. Das sind die Indices
des inneren Basenpaars C-G der Hairpin, der linken Struktur in der Abbildung.

[6.5]

Abbildung 32: Cluster mit HI-Shapes.

Das Programm HiKinetics, welches auf Helix-Index-Shapes basiert (siehe Kap. 1.1), ver-
wendet einen barrierenbasierten Ansatz um die einzelnen HI-Shapes zu verbinden. Das ist
notig, weil die HI-Shapes aufgrund der Basenpaare nicht direkt benachbart sein miissen. Die
Barriere ist die Energie des energetisch hochst-liegenden Zustands, der auf einem Pfad mit
Single-Moves liegt, der zwei HI-Shapes (oder Macrostates) miteinander verbindet. Dieser
,Barrier-Tree-Ansatz* wurde schon vorher im Programm Barriers [9] verwendet.

Eigentlich sind , Barrier-Tree-Kinetiken* mit den hier verwendeten Kinetiken nur schwer
vergleichbar, weil unterschiedliche Teile der Energielandschaft betrachtet und die Raten
unterschiedlich berechnet werden. In Kap. 7.4.2 wird dieser Vergleich primir dazu durch-
gefiihrt, um zu zeigen, dass man mit dem explorativen Flutalgorithmus mit Filtern noch
schneller approximative Kinetiken fiir mittellange Sequenzen berechnen kann.
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Eine alternative Losung zum weiteren Zusammenfassen von Macrostates basiert auf der
Fluthohe der einzelnen Bassins. Dabei wird eine , Aktivierungsenergie“ verwendet. Das ist
die Energie, die auf die Energie eines lokalen Minimums addiert werden muss, um eine Sat-
telenergie zu iiberwinden und damit in ein anderes Minimum zu gelangen. Diese Losung
hat den Vorteil, dass die zusammengefassten Macrostates nebeneinander liegen (was beim
Ansatz mit HI-Shapes nicht garantiert ist). Ein &hnliche Methode, die benachbarte Ma-
crostates mit niedriger Energiebarriere weiter zusammenfasst, ist auch schon in Barriers
implementiert [9]. Der Ansatz wurde in dieser Arbeit jedoch nicht weiter verfolgt.

7.4.2 Kinetikvergleiche mit langen Sequenzen

Um die Grenzen des Programms ParKin_FEzplore auszuloten, wurden Tests mit langen
Sequenzen durchgefiihrt. In Abbildung 33 sieht man, dass durch den Ansatz mit Helix-Index-
Shapes von HiKinetics dhnliche Sekundérstrukturen hohe Populationsdichten haben, wie
beim Ansatz mit lokalen Minima von ParKin_ Explore. Beide Kinetiken zeigen das typische
Verhalten von RNA-switches. Dieses ist in der Kinetik dadurch erkennbar, dass iiber ein
langes Zeitintervall eine andere Struktur als die MFE, ebenfalls eine hohe Populationsdichte
hat. Die Populationsdichte weicht in diesem Intervall nicht stark von ihrem Wert ab, sondern
erst kurz bevor sich das Gleichgewicht einstellt und die MFE die hochste Populationsdichte
erreicht.

Die untere Kinetik in Abbildung 33 unterscheidet sich auf den ersten Blick stark von
der oberen Kinetik. In der unteren Kinetik sind sich jedoch die rote und orange Kurve sehr
dhnlich. Das Gleiche gilt fiir die blaue und hellblaue Kurve. Die Strukturen der roten und
blauen Kurve (MFE) sind in beiden Kinetiken identisch. Durch die detaillierte Betrachtung
der Energielandschaft mit ParKin_ Ezplore erhdlt man viel mehr Macrostates, als in der
groben Betrachtung mit HiKinetics. Das liegt daran, dass mit HiKinetics Strukturen mit
dhnlichen Helixstrukturen zusammengefasst werden.

Durch das Verwenden von Filtern und explorativem globalen Fluten konnte die untere
Kinetik mit 1,6 Sekunden in kurzer Zeit berechnet werden, obwohl sie eigentlich viel mehr
Macrostates, als die obere Kinetik enthilt. Mit HiKinetics wurde durch Filtern in [16] (hier
nicht gezeigt) eine Kinetik mit dhnlicher Aussagekraft in 14 Minuten erzeugt. Das Programm
ParKin_ Ezplore kann also bei mittellangen Sequenzen (hier 57 Nukleotide) noch schneller
aussagekriftige Ergebnisse liefern.
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Abbildung 33: Sequenz: ,Leptomonas®. Die obere Kinetik wurde mit HiKinetics (mit Helix-
Index-Shapes, sieche Kap. 1.1) berechnet; das Bild ist aus [16] entnommen. Die Sekun-
dérstrukturen wurden vergrofert. Die Simulation bendtigte 253 Minuten mit: 64 Ker-
nen einer 4 x AMD Opteron 6282 SE Maschine, 512 GB RAM und dem Betriebssys-
tem openSuSE12.2. Der Programmaufruf war: ,,/HiKinetics.rb-i Input/spliced leader.seq-
oOutput /spliced leader -k100-t4“.

Die untere Kinetik wurde mit ParKin_ Ezplore in 1,6 Sekunden berechnet und enthélt 93
Macrostates (Parameter: Delta-Energie-Filter = 5 kcal/mol, Best-K Filter = 3, Threads
= 8, Temperatur = 37°C, Dangles = 1, DeltaMinE-Filter = 0.5, Energiemodel = Turner
1999). Die verwendete Hardware ist ein Intel(R) Core(TM) i7-2630QM CPU @ 2.00GHz mit
4 Kernen und Hyperthreading und 14 GB RAM.
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Fiir lange RNA-Sequenzen steigt die Anzahl der lokalen Minima trotz Filterung sehr
schnell. Fiir die 125 Nukleotide lange Sequenz des C-Di-GMP Riboswitch [16] konnte in
3,3 Stunden eine Macrostate-Ratenmatrix berechnet werden!® (im Vergleich zu 24 Stun-
den mit HiKinetics). Diese enthélt jedoch ca. 14981 Macrostates. Eine Kinetikberechnung
wiirde lange dauern und viel Speicher in Anspruch nehmen. Um dennoch eine Kinetik zu
bekommen, kann man die erhaltenen Macrostates zu groberen helixbasierten Macrostates
zusammenfassen. Die HI-Shape-Ratenmatrix der helixbasierten Macrostates wird iiber die
Zustandssummen gemeinsamer Transitionen und Macrostates neu berechnet. Diese Berech-
nung ist in Formel 16 dargestellt:

ZAesl,Besz ZaB

.74

Die Macrostates in dieser Formel sind A und B, die HI-Shapes sind S; und Ss.

Fiir die Sequenz ,,Leptomonas® konnte mit dem HI-Shape Ansatz eine Kinetik berechnet
werden (siehe Abbildung 42 im Appendix).

Bei der Berechnung der Sequenz ,C-Di-GMP*“ wurde die Macrostate-Ratenmatrix von
14981 Macrostates auf 395 HI-Shapes reduziert. Mit 395 Zustéinden konnte eine Kinetik
berechnet werden. Die Berechnung wurde allerdings vom Programm Treekin nach einiger
Zeit abgebrochen, weil der Rundungsfehler zu grofs wurde. Die Kinetik ist in Abbildung 34
dargestellt. Zum Vergleich wird zunichst eine Kinetik gezeigt (Abbildung 35), die aus [16]
S.15 entnommen ist. Diese wurde mit HiKinetics in 24 Stunden erzeugt und enthilt 26
HI-Shapes.

Die erste Kinetik in Abbildung 34 wurde mit ParKin_ Explore in 3,3 Stunden erzeugt.
Die Macrostate-Ratenmatrix wurde auf HI-Shapes reduziert. Die zweite Kinetik resultiert
aus der ersten. Die HI-Shape-Ratenmatrix wurde mit dem Best-K-Filter mit K = 4 gefiltert.
Fiir diesen Filter wurde ein separates Shellscript erzeugt. Man sieht, dass sich die Kinetiken
sehr dhnlich sehen. Man kann also durchaus die vorgestellten Macrostate Filter auch mit
anderen Zusammenfassungen der Energielandschaft verwenden.

Beim Vergleich von Abbildung 35 und Abbildung 34 fillt auf, dass die Sekundérstruk-
turen fiir die farbig markierten Kurven sehr unterschiedlich sind. Die Strukturen aus der
ersten Abbildung sind nicht unbedingt lokale Minima. Die Raten wurden nicht aus der Kon-
taktflache ermittelt, sondern nur aus der Energie des grofiten Zustands auf dem Pfad, der je
zwei Zustinde verbindet. Die Kinetik in der zweiten Abbildung verwendet im Bezug darauf
ein genaueres Modell und wurde schneller berechnet.

Ein Vergleich der wichtigsten Strukturen aus beiden Kinetiken in einem Benchmark, mit
anderen Programmen, ist im Appendix in 4 dargestellt. Bei diesem Vergleich werden die
JON“ und ,,OFF*“ Strukturen des RNA-switches dargestellt, die von verschiedenen Program-
men ermittelt wurden. Die zugehdrigen HI-Shapes wurden hinzugefiigt. Man erkennt, dass
beide Kinetiken wichtige Zustinde erzeugen, die allerdings nur mit dem ,OFF“ Zustand aus
anderen Programmen iibereinstimmen. Um weitere Schliisse aus diesem Vergleich zu zie-
hen, miisste man jedoch zusédtzliche Einstellungen der Programme iiberpriifen, da z.B. die
Energieparameter eine grofse Auswirkung auf die Kinetik haben.

(16)

16Parameter: siche Abbildung 34.
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Abbildung 34: Sequenz: ,,C-Di-GMP*. Die erste Kinetik wurde mit ParKin_ Ezplore in 3
Stunden und 20 Minuten berechnet und enthilt nach Zusammenfassen der Macrostates 395
HI-Shapes. (Parameter: Delta-Energie-Filter = 10 kcal/mol, Maximale-Energie-Filter = 0
kcal/mol, Best-K Filter = 3, Threads = 8, Temperatur = 37°C, Dangles = 2, DeltaMinE-
Filter = 0, Energiemodel = Turner 1999). Die verwendete Hardware ist ein Intel(R) Co-
re(TM) i7-2630QM CPU @ 2.00GHz mit 4 Kernen und Hyperthreading und 14 GB RAM.
Die zweite Kinetik resultiert aus der gefilterten, auf HI-Shapes iibertragenen mittleren Ki-
netik. Die Ratenmatrix mit HI-Shape wurde mit Best-K = 3 gefiltert und enthélt 324 HI-
Shapes.
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Abbildung 35: Sequenz: ,,C-Di-GMP“. Die Kinetik wurde mit HiKinetics (mit Helix-Index-
Shapes, siche Kap. 1.1) berechnet, das Bild ist aus [16] S.15 entnommen. Die Sekundér-
strukturen wurden vergrofert. Die Simulation benétigte 24 Stunden mit: 64 Kernen ei-
ner 4 x AMD Opteron 6282 SE Maschine, 512 GB RAM und dem Betriebssystem open-
SuSE12.2. Der Programmaufruf war: ,,/HiKinetics.rb-i Input/c_di GMP _riboswitch.seq-o
Output/c_di_ GMP _riboswitch SN -k100 -t4 -s -p [25.5]“
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8 Zusammenfassung und Ausblick

Das Ziel dieser Arbeit war, zunichst den explorativen Flutalgorithmus fiir Energieland-
schaften mit RNA-Sequenzen zu implementieren und zu parallelisieren. Dieser erdffnet neue
Maoglichkeiten fiir effiziente Filterstratiegien, die den Konformationsraum verkleinern. Somit
lassen sich die Ratenmatrizen auch fiir mittellange RNA-Sequenzen in kurzer Zeit approxi-
mativ berechnen.

Es wurde gezeigt, dass fiir geeignete Filterparameter nur sehr geringe Unterschiede zwi-
schen den approximativen Kinetiken und den Kinetiken mit komplettem Konformationsraum
feststellbar sind. Der Aufwand fiir die Berechnung der Ratenmatrizen kann also von meh-
reren Stunden auf einige Sekunden reduziert werden, ohne dass in den Kinetiken optische
Unterschiede erkannt werden kdnnen.

Da die Filter unterschiedlich wirken, kénnen unterschiedliche hochenergetische und nied-
rigenergetische Bereiche entfernt werden. Es ist daher schwer zu sagen, wie gut die Fluktua-
tionen zwischen verschiedenen Strukturen erhalten bleiben und die gefilterten Kinetiken eine
volle Kinetik widerspiegeln. In Kapitel 6.5 wurden ein paar Anséitze zum detaillierteren Ver-
gleich gezeigt. Das Erforschen aussagekriftiger gefilterter Kinetiken wird jedoch weiterhin
Bestandteil tiefergehender Untersuchungen bleiben.

Das entwickelte Programm ParKin_ Ezplore erdffnet, durch viele optionale Ausgaben von
Merkmalen der Energielandschaft, alternative Moglichkeiten zur Berechnung und grafischen
Aufbereitung der Kinetiken. Ein Beispiel dafiir sind die Equilibriumswahrscheinlichkeiten,
die zum rechtzeitigen Terminieren der Kinetikberechnung verwendet werden konnen. Ein
weiteres Merkmal ist die Ausgabe der Zustandssummen, welche fiir die Berechnung diverser
Definitionen von Macrostates (u.A. helixindexbasierte Muster) verwendet werden kénnen.

Der hier verwendete Ansatz beschleunigt das Erforschen von RNA-Sequenzen mit Macro-
states, die auf lokalen Minima basieren. Es ist jedoch theoretisch mdoglich, die Filterstrategien
auch auf andere Ansétze zu iibertragen.

Eine denkbare Erweiterung des Programms besteht darin, alternative Berechnungen fiir
die Ratenmatrix zu verwenden. Kirkpatrick [18] stellt verschiedene Ratenberechnungen vor.
Diese ermoglichen zum Teil auch bessere Vergleiche zwischen kompletten und approximati-
ven Kinetiken, weil sie die Proportionalitit des Equilibriums erhalten.

Weitere Entwicklungsmoglichkeiten liegen in der Optimierung der Parallelisierung und
in der Erstellung eines Webinterfaces, welches die hier erstellte Pipeline zur Berechnung der
Kinetiken verwendet. Dadurch kann die Bedienbarkeit des Programms noch komfortabler
gestaltet werden.

Diese Arbeit hat gezeigt, dass die Erforschung von RNA-Kinetiken zum besseren Verste-
hen von Fluktuationen in Faltungsablaufen von RNA-Molekiilen ein noch nicht abgeschlos-
senes Thema ist, weil die exponentiell wachsende Anzahl der RNA-Strukturen entweder nur
teilweise oder nur fiir kurze Sequenzen bei Kinetikberechnungen verwendet werden kann.
Deshalb ist es erforderlich, fiir verschiedene Sequenzléngen individuelle Programme zu ent-
wickeln, welche die Kinetiken so genau und schnell wie moglich berechnen kdnnen.
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A  Appendix

Im Appendix werden die durchgefiihrten Tests mit Kinetiken auch fiir andere Sequenzen ge-
zeigt. Um die Versuche jederzeit wiederholen zu kénnen, werden die verwendeten Sequenzen
dargestellt und auch die Programmeinstellungen.

A.1 Verwendete Sequenzen

In der Tabelle A.1 sind alle RNA-Sequenzen dargestellt, die in dieser Arbeit verwendet wur-
den. Diese sind zum Teil kiinstlich erzeugt oder kommen in Zellen verschiedener Lebewesen
vor.

Tabelle 3: Verwendete RNA-Sequenzen.

Name Sequenz Linge Quelle

borisl GACCGGAAGGUCCGCCUUCC 20 [10]

d33 GGGAAUUAUUGUUCCCUGAGAGCGGUAGUU- 33 [25]
CuUC

ire CUGUCUCUUGCUUCAACAGUGUUUGGACGGAA- 35 [25]
CAG

4ENA GGGCGAUGAGGCCCGCCCAAACUGCCCUGAAA- 52 [30]
AGGGCUGAUGGCCUCUACUG

Leptomonas AACUAAAACAAUUUUUGAAGAACAGUUUCUGU- 56 [16]

ACUUCAUUGGUAUGUAGAGACUUC

A.2 Verwendete Programme und Einstellungen

In diesem Abschnitt werden die Einstellungen verschiedener Programme gezeigt, wie sie in
dieser Arbeit verwendet wurden. Die Kommandozeilenaufrufe sind sowohl fiir die Compilie-
rung als auch fiir die Ausfithrung der Programme wichtig. Hierbei werden nur die Einstel-
lungen gezeigt, die von den Standardparametern abweichen.

Alle Tests wurden auf dem Linux Betriebssystem Fedora release 20 (Heisenbug) durch-
gefiihrt. CPU: Intel(R) Core(TM) i3-2100 CPU @ 3.10GHz (2 Kerne mit Hyperthreading
(mit 4 Threads). Arbeitsspeicher: 8 GigaByte Geschiitzte Rechenleistung: 6184.36 bogomips
(million instructions per second)

e Barriers v1.5.2 7 configure: ~with-hash-bits=27 (24 funktioniert nicht mit den Se-
quenzen ire und d33)

o ViennaRNA v2.1.7 18
e BIU Version vom 16.09.201/4
e FELL Version vom 16.09.2014

Kommandozeilenaufrufe:
Zeitmessungen mit ‘date +%s¢

Test mit RNA barriers: cat sequence.txt | RNAsubopt -e 1000 -d2 -s |
RNA_barriers -useInE -in=STDIN -transProb=transitions.txt

Test mit Barriers: cat Sequences/ire/seq.txt | RNAsubopt -e 1000 -d2 -s |
barriers -G RNA -M noShift -max=5000 -minh=0 -rates > transitions.txt

Test mit ParKin FExplore: ParKin_Explore -seq=‘cat sequence.txt®
-maxThreads=8 -maxToStore=21474836470 -maxToHash=21474836470 >
transitions.txt

Thttp://www.thi.univie.ac.at/RNA/Barriers/ letzter Besuch: 22.10.2014
8http:/ /www.tbi.univie.ac.at/RNA /index.html letzter Besuch: 22.10.2014
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A.3 ParKin Explore-Tests

Die verwendeten Programme wurden mit verschiedenen Einstellungen und Sequenzen getes-
tet. Einige Tests werden in diesem Abschnitt mit anderen Sequenzen gezeigt. Die folgenden
Abbildungen verdeutlichen nochmal, dass die vorher durchgefithrten Tests keine , Ausrei-
Rer“ sind. Die Wirkungsweise der Filter und die Effekte der Parallelisierung sind auch mit
anderen Sequenzen bemerkbar.

4.5
4
3.5
3

25 B ParKin_Explore (10.11.2014)
® RNAsubopt (ViennaRNA
2.1.7) + RNA_Barriers (R-
1 NAKkinetics 16.09.2014)
' RNAsubopt (ViennaRNA
2.1.7) + barriers (v1.5.2)
0.5
0
1 2 3 4 5 6 7 8

Threads

Zeit [h]
[ [6;] N

Abbildung 36: Sequenz: ,,d33“. Die Abbildung zeigt die Ausfiihrungszeit fiir jedes Programm.
Dabei ist zu beachten, dass beide Implementierungen von Barriers keine eigene Energiebe-
rechnung durchfiihren. Diese wird von RNAsubopt erledigt.
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Abbildung 37: Sequenz: ,d33“. Die linke Abbildung zeigt den Zeitverbrauch fiir die To-do-
Liste in jeder Iteration von ParKin_ Ezplore. Die rechte Abbildung zeigt die Anzahl der
Minima in der To-do-Liste in jeder Iteration.
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Abbildung 38: Sequenz: ,d33“. Die linke Abbildung zeigt die kumulativen Bassingrofien in
jeder Tteration. Sie stellt eine obere Schranke fiir die Ausfithrungszeit im parallelen Betrieb
von ParKin_ Ezplore dar. Die rechte Abbildung zeigt die Menge der Microstates des groften
Bassins in jeder Iteration. Dies reprisentiert die untere Schranke fiir den Zeitverbrauch von
ParKin_ Explore im parallelen Betrieb.
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Abbildung 39: Sequenz: ,ire*. Die Abbildung zeigt die Ausfithrungszeit fiir jedes Programm.
Dabei ist zu beachten, dass beide Implementierungen von Barriers keine eigene Energiebe-
rechnung durchfiithren. Diese wird von RNAsubopt erledigt.
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Abbildung 40: Sequenz: ,jre“. Die linke Abbildung zeigt den Zeitverbrauch fiir die To-do-
Liste in jeder Iteration von ParKin_FEzplore. Die rechte Abbildung zeigt die Anzahl der
Minima in der To-do-Liste in jeder Iteration.
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Abbildung 41: Sequenz: ,jre*. Die linke Abbildung zeigt die kumulativen Bassingrdfen in
jeder Tteration. Sie stellt eine obere Schranke fiir die Ausfithrungszeit im parallelen Betrieb
von ParKin_ Ezplore dar. Die rechte Abbildung zeigt die Menge der Microstates des groften
Bassins in jeder Iteration. Dies reprisentiert die untere Schranke fiir den Zeitverbrauch von
ParKin_ FEzxplore im parallelen Betrieb.

55



A.4 ParKin Explore HI-Shape Tests

Da die Ratenmatrix auch fiir mittellange Sequenzen, trotz Verwendung von Filtern, zu grof$
fiir eine Kinetikberechnung werden kann, wurde eine Losung mit HI-Shapes entwickelt. Diese
wurde in Kap. 7.4 diskutiert. In Abbildung 42 ist die Kinetik fiir die Sequenz ,Leptomonas®
dargestellt. Dabei wurden 93 Macrostates auf 10 HI-Shapes reduziert. Im Vergleich mit
der reinen HI-Shape Kinetik aus Abbildung 33 fillt auf, dass fiir die HI-Shapes [27] und
[38] andere Sekundarstrukturen gefunden wurden. Die Sekundérstrukturen in Abbildung 42
haben jedoch eine kleinere freie Energie. Das typische RNA-switch Verhalten ist in dieser
Kinetik nicht so stark ausgeprégt. Die Ursache konnte sein, dass zu viele wichtige Minima
durch das Filtern noch nicht erfasst wurden. Eine andere Vermutung ist, dass durch die
HI-Shape Abstraktion Minima zusammengefasst wurden, die in der Energielandschaft nicht
benachbart sind.
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Abbildung 42: HI-Shape Kinetik mit ,Leptomonas® und gefilterter Berechnung mit Par-
Kin Explore. Die Kinetik wurde mit ParKin_ FExplore in 1,6 Sekunden berechnet und ent-
hilt 10 Macrostates (Parameter: Delta-Energie-Filter = 5 kcal/mol, Best-K Filter = 3,
Threads = 8, Temperatur = 37°C, Dangles = 1, DeltaMinE-Filter = 0.5, Energiemodel
= Turner 1999). Die verwendete Hardware ist ein Intel(R) Core(TM) i7-2630QM CPU @
2.00GHz mit 4 Kernen und Hyperthreading und 14 GB RAM. Die Macrostates wurden zu
HI-Shapes zusammengefasst.
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