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Einleitung

Verschiedene Forschungsbereiche in der Biologie widmen sich der Untersuchung
von DNA-Sequenzen. Diese stellen Bauplan von Lebewesen dar und enthalten
die eine Codierung der Abfolgen der Aminosiuren in Proteinen.

Da die meisten Abliufe in Organismen von Proteinen gesteuert werden,
sind sie die wichtigsten Makromolekiile in den Lebewesen. Die Informationen
iiber den Aufbau der Proteine werden als DNA von Generation zu Generation
weitervererbt, wobei Mutationen geschehen kénnen. Mutationen in den fiir die
Funktion wichtigen Bereichen der DNA fiihren oft dazu, dass Lebewesen mit
dieser Mutation nicht mehr iiberlebensfahig sind und aussterben. Durch diese
natiirliche Selektion kommt es zu einer Erhaltung von Eigenschaften bei grofe-
ren Populationen, die sich als Konservierung von Bereichen der DNA auswirkt.
Je nach Spezies enthalten nur wenige Bereiche der DNA wirklich verwendete
Informationen, die sogenannten Exons, wihrend der Rest (die Introns) keine
solche Information iiber Proteine besitzen und deshalb Mutationen in diesen
Bereichen meistens keine Auswirkungen haben und dementsprechend hiufig zu
beobachten sind.

Um Aussagen iiber die Verwandtschaft von Spezies anhand ihrer DNA- oder
Proteinsequenzen treffen zu konnen, wird ein Verfahren benotigt um diese zu
vergleichen. Dabei kann man keine Stringvergleiche einsetzen, da Mutationen
zu unterschiedlich langen Sequenzen und auch verdnderten Sequenzbereichen
filhren, ohne notwendigerweise die Funktion zu beeintrichtigen. Also wird das
sogenannte paarweise Alignment eingesetzt, das Aussagen iiber die Ahnlichkeit
von zwei Sequenzen liefert. Eine natiirliche Erweiterung dieses Verfahren ist das
Multiple Sequence Alignment, bei dem mehr als zwei Sequenzen gleichzeitig ver-
glichen werden und damit Aussagen iiber Gemeinsamkeiten der Sequenzen und
Verwandtschaften von mehreren Spezies erlaubt. Diese Verallgemeinerung fiihrt
jedoch zu einer hohen Komplexitit des Verfahrens, so dass es im allgemeinen
zu aufwendig ist, ein optimales Alignment zu bestimmen.

Ein verwandtes Problem ist das Tree-Alignment, bei dem es darum geht, zu
einer Sequenzmenge einen phylogenetischen Baum zu finden, also einen Baum,
der die Verwandtschaftsverhéltnisse beschreibt. Da es sich dabei auch um ein
Problem hoher Komplexitit handelt, werden auch komplexitétstheoretische
Aussagen dazu angegeben, ohne allerdings genau auf die Aspekte des Problems
einzugehen.
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Abbildung 1: Beispiel fiir ein Multiple Sequence Alignment, gesetzt mit
TrXshade aus [Bei00]

Nun zu Gliederung dieser Arbeit: Zunichst werden die benttigten Begrif-
fe aus Bio-Informatik und Komplexitéiitstheorie eingefiihrt. Im Kapitel 2 folgt
dann eine Komplexitéits-Analyse des Problems. Kapitel 3 umfasst einen em-
pirischen Vergleich von Multiple-Sequence-Alignment-Verfahren, der mit einer
kurzen Betrachtung zum Teil noch offener Fragen aus der Biologie in Kapitel 4
abgeschlossen wird.

Um die Lesbarkeit zu verbessern, sind die Literaturangaben jeweils am Ende
des Kapitels in einem mit ,, Anmerkungen“ bezeichneten Abschnitt zu finden. Im
Anhang befinden sich Informationen iiber Programme und die beigelegte CD.
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Kapitel 1

Definitionen

1.1 Multiple Alignment

1.1.1 Alignment von zwei Sequenzen

Das paarweise Alignment von zwei DNA- oder Aminosiuresequenzen dient zum
Herausfinden von Ahnlichkeiten oder Unterschieden der Sequenzen. Damit las-
sen sich Verwandtschaftsbeziehungen der beiden Sequenzen oder das Vorkom-
men von Sequenzbruchstiicken in ldngeren Sequenzen finden. Dazu werden die
Sequenzen aneinander angeordnet und eventuell noch Liicken, sogenannte Gaps
eingefiigt. Formal 1:8t sich das wie folgt darstellen:

Definition 1.1 Paarweises Alignment

Sei ¥ ein endliches Alphabet. Sei A ¢ ¥ das Zeichen fiir einen Gap und
S:=3u{A}

Sei s € L* eine Sequenz. Dann bezeichne s[i] das i-te Zeichen von s und
s[i..j] := s[i] ... s[j] die Teilsequenz der Zeichen s[i] bis s[j].

Fiir zwei Sequenzen s1,s2 € ¥.* ist ein paarweises Alignment eine Abbil-
dung

a:{1,2} - %

mit folgenden FEigenschaften:
. fa(1)] = [a(2)|
2. a(i)|s = s; firie{1,2}
3. Fir alle j € {1,...,|a(1)|} gilt: o(1)[j] # A oder a(2)[j] # A

Ein paarweises Alignment ist also das Erweitern von zwei Sequenzen um
Gaps und dann die zeichenweise Zuordnung der erweiterten Sequenzen, als
2 x |a(1)|-Matrix (vergleiche z.B. Abbildung 1.1). Als Alphabet ¥ werden mei-
stens die Nukleobasen ¥ = {A,C, G, T} oder die Aminosiuren verwendet. Unun-
terbrochene Folgen von A werden ebenfalls als Gap bezeichnet. Im folgenden

1



2 KAPITEL 1. DEFINITIONEN

werden wir als Alignment das Bild der Abbildung a bezeichnen und folgende
Abkiirzung verwenden:

o, == afi) (1.1)

i

Ein Alignment von zwei Sequenzen soll eine Aussage iiber die Ahnlichkeit
der Sequenzen ermoglichen. Dazu bendtigt man das nach bestimmten Kriterien
bestpassende Alignment, um damit eine Aussage iiber die Ahnlichkeit der Se-
quenzen zu erhalten. Zun#ichst werden wir uns mit einem einfachen Kriterium
beschiftigen, das aber leicht auf kompliziertere erweiterbar ist. Nach der Vorstel-
lung des dynamischen Programmierens als Algorithmus zur Bestimmung eines
optimalen Alignments werden dann einige dieser Erweiterungen angesprochen.

Definition 1.2 Match, Mismatch und Gap Penalty
Gegeben sei ein paarweises Alignment o der Sequenzen s; und so. Dann wird
Spalte (a, [1], as,[i]) bezeichnet als

e Match, falls o, [i] € T und o, [i] = o, [i],
e Mismatch, falls o, [i], as,[i] € T und oy, [{] # as,[i],

e Insertion oder Deletion, falls a, [i] = A und as,[i] € T oder a,,[i] € T
und as,[i] = A.

Um die Qualitdt eines Alignments anhand dieser Begriffe zu beurteilen, wird
jeder dieser drei Fille mit einem Score versehen. Der (Gesamt-) Score des Align-
ments ist dann die Summe der Scores fiir alle Spalten und gibt ein Ma$ fiir den
Abstand der beiden Sequenzen an. Mit sc(oy,02) wird der Score fiir den Ver-
gleich der beiden Zeichen o1, 05 € 3 angegeben. Mit M := sc(o,0) als Score
fiir Match, m := sc(o1,02) als Score fiir Mismatch (o1 # 02, 01,02 € X) und
g := sc(o,-) = sc(-,0), o € ¥ als Score fiir einen Gap ergibt sich dann bei-
spielsweise ':

M :=0,m:=1,g:=2, s = GACGGATTAG, ¢ = GATCGGAATAG
Alignment: G A C G G A T T A G -
G A T C G G A A T A G Gesamt:
Scores: 0 011 0 1 1 1 1 1 2 =9

Abbildung 1.1: Beispiel eines suboptimalen paarweisen Alignments

Das Alignment in Abb. 1.1 enthilt viele Mismatches und ist offensicht-
lich nicht geeignet, die Verwandtschaftsbeziehungen zwischen den Sequenzen
zu kldren. Ein optimales Alignment fiir diese beiden Sequenzen und das ange-
gebene Scoring-System ist in Abbildung 1.2 zu finden und zeigt deutlich die
Ahnlichkeit der beiden Sequenzen.

1{Jblicherweise wird bei der Darstellung von Alignments wegen der besseren Lesbarkeit ein
- fiir einen Gap verwendet
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Alignment: G A -
G A T Gesamt:
0 0 2

=4
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Scores:

Abbildung 1.2: Beispiel eines optimalen paarweisen Alignments

Zum Bestimmen eines (im allgemeinen nicht eindeutig bestimmten) optima-
len Alignments 148t sich die bekannte Methode des dynamischen Programmie-
rens einsetzen. Dabei werden Teilergebnisse fiir Anfangsstiicke berechnet und
fiir die weitere Berechnung wiederverwendet. Im Fall des paarweisen Alignments
werden die Scores der Teilsequenzen s1[l..i] und ss[1..5] sukzessive berechnet.
Der Score eines optimalen Alignments von s; = si[l..n] und sy = s3[1..m] ist
dann der gesuchte Score eines optimalen Alignments der Sequenzen s; und ss,
wobei n := |s1| und m := |sg| ist.

Fiir den Algorithmus zur Bestimmung eines optimalen paarweisen Align-
ments bendtigt man eine Matrix zum Speichern der Teilergebnisse:

Definition 1.3 Scorematrix a fiir das paarweise Alignment

Seien s1 und so Sequenzen iber X mit Linge n bzw m wie oben, 1 < i <n
und 1 < j < m. Dann bezeichne a[i,j] := sc(sy[1..9], s3[1..5]) den eindeutig
bestimmten Score fiir ein optimales Alignment der Teilsequenzen sp[1..i] und
SQ[lj]

Damit ist der Score fiir ein optimales Alignment von s; und sz in a[n,m|
zu finden. Wie schon erwdhnt, kann diese Matrix unter Verwendung bereits
berechneter Wert bestimmt werden:

al0,0]:= 0 (1.2)
ali,0]:== i-g
al0,j]:= j-g
afi,j]:== min{ afi—1,j]+g, afi,j—1]+g,
ali — 1,5 — 1] +sc(s1[il, s2[j])  } (1.5)

Vie{l,...,n}, je{l,...,m}

Dabei ergibt sich Gleichung (1.5) aus folgender Uberlegung: Fiir ein Align-
ment von sq[l..i] und sz[l..j] kann man um ein Zeichen kiirzere Alignments
berechnen und dann die Zeichen s1[i] bzw. s3[j] hinzufiigen. Dabei gibt es drei
Fille, von denen einer mit dem optimalen Score verwendet wird: Im ersten
werden die Préfixe s1[1..i — 1] und s3[1..j] verwendet, weshalb dann s1[i] beim
Hinzunehmen mit einem A zugeordnet werden muss. Analog funktioniert der
Fall fiir s5[j]. Im dritten Fall werden s;[i] und s2[j] zugeordnet und entsprechend
an ein optimales Alignment von si[1..4 — 1] und s2[1..5 — 1] angehingt.
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Dann ergibt sich fiir die Scores a[i, j]:

ali, j] = sc(s1[1..4], s2[1..5])
=min{ sc(s1[l..i — 1], s2[1..5]) + sc(s1[i], A),
sc(s1[1..4], s2[1..5 — 1]) + sc(4, s2[4]),
sc(si[1..i — 1], s2[1..5 — 1]) + sc(s1[d], s2[j]) }
=min{ afi—1,j]+g9, afi,j—1]+g, ali —1,j — 1] + sc(s1[i], s2[4]) }

Die Berechnung der Matrix erfolgt zeilenweise von a0, 0] bis a[n,m], wo-
bei alle bei der Berechnung von afi, j] verwendeten Zellen schon in vorherigen
Schritten bestimmt wurden. Mit der Scorematrix a 188t sich natiirlich nicht nur
der Score eines optimalen Alignments bestimmen, sondern auch ein optimales
Alignment selbst. Dazu werden einfach die Schritte der Berechnung von a[n, m]
zuriick zum Anfang a0, 0] verfolgt und entsprechend das Alignment von hinten
nach vorne aufgebaut. Dabei gibt es manchmal mehrere Moglichkeiten, die bei-
de zum gleichen Score fithren. Um ein eindeutiges Alignment zu erhalten, wird
eine Priferenz festgelegt, die dann bei gleichem Score die Fille von (1.5) z.B. in
der dort festgelegten Reihenfolge wéhlt.

Ein Beispiel fiir das Verfahren ist in Abb. 1.3 zu sehen.

A G C
Q 1 2 3 A G .
Entsprechendes Alginment (zu )
0001246 1 2

Ai1[{2|0]2]|4 A A A C
A2(4]12]1]3 A 2 A G - C
As3[6|4|3]2 A 3

C4/8|6|5]|3

Abbildung 1.3: Beispiel fiir paarweises Alignment von AAAC und AGC

Manchmal wird die Score-Matrix mit den Pfeilen eines optimalen Alignments
(wie in Abb. 1.3) auch als Edit- Graph bezeichnet. Damit 148t sich das Problem
eines optimalen Alignments als graphentheoretisches Problem formulieren: Ein
Edit-Graph ist ein gewichteter Graph G = (V, E), dessen Knoten den Zellen der
Scorematrix a entsprechen und dessen Kanten den Operationen: Anfiigen von
Match, Mismatch oder Gap zum bestehenden Teilalignment.

Es gibt also zu einem Knoten v,[; ;; genau die drei abgehenden Kanten (mit
den dazugehdrenden Gewichten w(+)):

Kante e: w(e)

(Ua[i,j] ; Ua[z'+1,j]) g ) ]

(Va[i,j]» Yafi+1,+1])  Sc(sili + 1], s2[j +1])
Vali,j]> Yali.j+1]) 9
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Ein kiirzester Weg von v,[g ] bis v4[n,m) entspricht dann gerade einem optimalen
Alignment.

Aus biologischer Sicht interessant sind auch andere Scoring-Systeme und
Alignment-Algorithmen. Manche bestrafen Gaps am Anfang oder Ende von Se-
quenzen nicht, wieder andere haben einen festen Score fiir Gaps beliebiger Lange
(fized Gap Penalty) oder einen festen Score fiir Gaps mit einer Linge oberhalb
einer vorgegebenen Schranke. Mit einer leicht abgewandelten Version des vor-
gestellten Verfahren lassen sich auch noch beliebige affin-lineare Gap-Penalties
realisieren:

Definition 1.4 Affin-lineare Gap-Penalty-Funktionen

Fiir h,b > 0 wird g(w) := h+bw als affin-lineare Gap-Penalty-Funktion
in Abhdingigkeit von der Gap-Linge w bezeichnet.

Ist b = 0, so liegt eine fixed Gap Penalty-Funktion vor.

Statt der Distanz kann man auch den Grad der Ubereinstimmung von zwei
Sequenzen als Score benutzen und diesen dann maximieren. Auflerdem kann zwi-
schen verschiedenen Matches und Mismatches unterschieden werden, um biolo-
gisches Wissen tiber Mutationen in die Bewertung aufzunehmen. Diese Scoring-
Systeme lassen sich als Matrix formulieren, bei denen die Eintrige die Scores
fiir das Aufeinandertreffen von zwei Zeichen im Alignment angeben.

Beispielsweise kann man die Nukleobasen (4, C, G und T) aufgrund ihrer
chemischen Struktur in zwei Gruppen einteilen: Purine (Adenin A und Guanin
G) und Pyrimidine (Cytosin C und Thymin T). Dann wird eine Mutation in-
nerhalb einer solchen Gruppe als Transition bezeichnet und eine zwischen den
Gruppen als Transversion. Da die Nukleobasen einer Gruppe eine dhnliche che-
mische Struktur haben, ist z.B. eine Transition A — G wahrscheinlicher als eine
Transversion A — C. In Abbildung 1.4 ist ein Beispiel fiir ein fiktives Scoring-
system zu sehen, bei dem das beriicksichtigt wurde: Transitionen haben eine
geringe Distanz, Transversionen eine héhere zur Folge.

AlA|G|T|C
Al -13[3]|3|3
A3 ]0(1|2]2
G|3|1|0]2]2
T|3(]2(2|0]|1
c|3(2|2]|]1]0

Abbildung 1.4: Beispiel eines Scoring-Systems fiir Nukleobasen

Definition 1.5 Scoring-System } ~
Fiir ein endliches Alphabet ¥ ist ein Scoring-System eine (|X| x |X|)-Matriz,
die die Werte der Funktion

sc(,):Ex T - IN

angibt, mit der die Distanz zwischen zwei Zeichen aus ¥ beschrieben wird.
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Im folgenden nehmen wir sc(-,-) immer als Distanzfunktion an, solange es
nicht explizit anders erwahnt wird.

Von den Scoring-Systeme, die in der Praxis oft eingesetzt werden, werden in
Abschnitt 3.3.2 in Kapitel 3 zwei Beispiele vorgestellt. Ein hiufig anzutreffen-
der Begriff in diesem Zusammenhang ist die Identitit von zwei Sequenzen, die
meistens als Anteil der Matches in einem optimalen Alignment definiert ist.

Die folgende Bedingung erscheint durchaus biologisch sinnvoll:

Definition 1.6 Dreiecks-Ungleichung fiir Scoringsysteme
Fiir ein Scoring-System sc(-,-) gilt die Dreiecks-Ungleichung, falls fiir alle
z,y,2 € X gilt:

sc(z, 2) < sc(x,y) + sc(y, 2) (1.6)

Die Dreiecks-Ungleichung (1.6) bedeutet einfach ausgedriickt, dass eine Mu-
tation iiber einen Umweg (hier y) nicht einfacher oder schneller gehen kann als
auf direktem Wege.

Eine weitere Variante des paarweisen Alignments ist das lokale Alignment,
bei dem die Teilstrings der beiden Sequenzen gesucht werden, deren Alignment
unter allen Alignments von Teilstrings den hochsten Score hat.

Fiir alle bisher angesprochenen Scoring-Systeme ist es mittels dynamischen
Programmierens moglich, ein optimales Alignment von zwei Sequenzen in Lauf-
zeit O(n?) zu bestimmen, wobei n wie iiblich die Eingabeléinge ist. Es gibt auch
beschleunigte Varianten des Verfahrens fiir das Alignment von sehr &hnlichen
Sequenzen und solche, die statt O(n?) nur O(n) Platz bendtigen, aber dafiir
eine wesentlich ldngere Laufzeit haben.

1.1.2 Multiple Alignment mit SPScore

Oft kann es sinnvoller sein, mehrere Sequenzen gleichzeitig zu alignen. Das ist
eine einfache Erweiterung des paarweisen Sequenzvergleichs, doch komplexitéts-
theoretisch um einiges schwieriger als dieses.

Definition 1.7 Multiple Alignment
Seien s1,...,s, Sequenzen iiber ¥.. Fin Multiple Alignment « ist eine Ab-
bildung
a:{l,...,k} - *

die folgende Eigenschaften erfillt:
L. |a(Q)| = |la(d)| Vie{l1,...,k}
2. a(i)lg =S; ViE{l,...,k‘}

3. Fir jedes j € {1,...,|a(1)|} gibt es eini € {1,...,k} mit: a(i)[j] # A

2Fiir die meisten Problemstellungen ist n die Linge der lingeren Sequenz.
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Auch hier bietet sich wieder die Matrix-Schreibweise an. Dabei sichert die
Bedingung 8 zu, dass es keine Spalten im Alignment gibt, die nur aus dem
Gap-Zeichen - bestehen. Auch im Fall des Multiple Alignment wird die aus
Gleichung (1.1) bekannte Kurzschreibweise verwendet:

as;, :=afi) Yie{l,...,k}

i

In Abbildung 1.5 ist eine k X |as, |-Matrix zur Darstellung eines Multiple Align-
ment mit £k = 4 abgebildet.

=ER==
R H D
0o @
< H 1 H
Eoe e
H e
o

Abbildung 1.5: Beispiel eines Multiple Alignments der Sequenzen MQPILLL,
MLRLL, MKILLL und MPPVLIL

Das Bewertungsschema ist ebenfalls eine Erweiterung des Scores beim paar-
weisen Alignment und wird Sum-of-Pairs-Score (SPScore) genannt. Der SPScore
eines Alignments a wird wie beim paarweisen Alignment spaltenweise berechnet
und dann zum Gesamtscore addiert. Dabei bezeichne ofj] die j-te Spalte von

a, sc(+, ) sei eines der Scoring-Systeme fiir paarweises Alignment und zusétzlich
gelte: sc(A,A) :=0.

SPScore(al]) = Y sclas ] as, i) (1.7)
1<i,i' <k
los, |

SPScore(a) := ZSPScore(a[j]) (1.8)
j=1

Die Bezeichnung SPScore kommt von der Berechnung des Scores fiir eine
Spalte des Alignments als Summe iiber alle paarweisen Scores. Fiir Spalte 3 des
Beispiels in Abb. 1.5 ergibt sich z.B.:

o o

SPScore = s¢(P,R) + sc(P, —) + sc(P,P) + sc(R, —) + sc(R,P) + sc(—,P)

P

Vertauscht man in (1.7) und (1.8) die Summation iiber Zeilen und Spalten
von a, so erhilt man eine Aussage von Qualitit des Alignments im Zusammen-
hang mit dem Score der Projektionen (o, , s, ):

SPScore(a) = Z sc(a;, s, ) (1.9)

1<i<i <k
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Zum Berechnen eines optimalen Multiple Alignments mit SPScore kann ein-
fach die Erweiterung des dynamischen Programmierens fiir zwei Sequenzen ver-
wendet werden. Dann ist die Matrix a k-dimensional und jede Dimension steht
fiir eine der k Sequenzen.

>
>

Abbildung 1.6: Matrix a fiir Sequenzen AAC und ATC, sowie diese beiden und
zusétzlich ACC

Fiir k Sequenzen 148t sich die Verwendung schon berechneter Werte beim
dynamischen Programmieren wie folgt darstellen:

Definition 1.8 Dynamisches Programmieren fiir k& Sequenzen s1, ..., Sk
Mit i := (i1,...,4) sei ein Multiindex bezeichnet und a[i] = afi1,...,ix] sei
der Score eines optimalen Alignments der Prifize s1[1..i1],. .., sg[Ll..ix].
Column(i, b) := (¢1,...,cx) bezeichne die Spalte der bei dynamischen Pro-
grammieren in einem Schritt zum Alignment hinzugefiigten Zeichen, wobei

. Sj[ij] falls ijl
GTEL A falls b;=0

und b € {0,1}F.

Hier gibt b also die Herkunft der hinzugefiigten Zeichen an: Bei b; = 1 wird
von Sequenz s; ein Zeichen hinzugenommen, bei b; = 0 stattdessen ein Gap.
Damit ergibt sich fiir die iterative Berechnung der Scorematrix:

ali] = max {a[i — b] + SPScore(Column(i, b))} (1.10)
be{0,1}*
b#(0,...,0)
Die eigentliche Berechnung wird auch hier wieder zeilenweise von a[0, ..., 0]
bis a[|s1],---,|sk|] durchgefiihrt. Da der Aufwand fiir die Berechnung eines

SPScore O(k + (k—1) +---+ 2+ 1) = O(k?) ist und die Berechnung je-
der Zelle auf 2 — 1 = O(2*) Vorgiingerzellen zuriickgreift, ergibt sich fiir die
O(n*) Zellen ein Gesamtaufwand von: O(k22FnF).

Dieser Aufwand ist schon fiir kleine k grofl und fiihrt in der Praxis dazu,
dass die exakte Losung fiir mehr als 3 Sequenzen nicht mehr in annehmbarer
Zeit bestimmt werden kann.

Im Abschnitt 3.4 von [SM97] wird eine beschleunigte Version des Verfahrens
vorgestellt, die von Carillo und Lipman entwickelt wurde. Die dort zugrundelie-
gende Uberlegung ist, dass bei der Berechnung eines optimalen Alignments nur
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Zellen in einem Band um ,die Hauptdiagonale“ 3 verwendet werden, was fiir

das Alignment bedeutet, dass bei einem optimalen Alignment die Anzahl der
Gaps nicht sehr grof ist.

Um nicht zur Berechnung eines optimalen Alignments benétigte Zellen aus-
zuschliefen, wird ein effizienter ( O(n?k?) ) Relevanztest erstellt, der die Be-
rechnung auf die relevanten Zellen beschriinkt. Diese befinden sich in der Nihe
der zu einem optimalen Alignment beitragenden Zellen. Dazu wird der Score
einer Niherungslosung fiir ein optimales Alignment benétigt, wie sie z.B. mit
dem Center Star Alignment (Definition 2.22) bestimmt werden kann. Je nach
Giite dieser Ndherung kann jedoch der Relevanztest versagen, so dass wieder al-
le Zellen verwendet werden. Dann ist mit O(k*2*n*) der Aufwand sogar groier
als ohne Relevanztest. Das ist auch nicht weiter verwunderlich, da Multiple
Alignment mit SPScore ein NP-vollstindiges Problem ist, wie in Abschnitt
2.1.1 gezeigt wird. Das dynamische Programmieren mit Relevanztest wird in ei-
ner modifizierten Version im Programm MSA eingesetzt, das in Abschnitt 3.2.1
vorgestellt wird, wo auch eine genauere Beschreibung zu finden ist.

1.1.3 Tree Alignment

Fiir die Analyse genetischer Evolution kann man phylogenetische Biume ver-
wenden, welche wie folgt definiert sind:

Gegeben sei eine Menge S von k Sequenzen iiber dem Alphabet 3. Sei S’ eine
weitere Menge von k' Sequenzen iiber dem gleichen Alphabet X. Weiter sei ein
Scoringsystem sc(-,-) fiir paarweise Alignments gegeben. Mit T(s 5y = (E,V)
wird dann ein ungerichteter, gewichteter Graph mit folgenden Eigenschaften
bezeichnet:

1. T(s,s) ist ein Baum (nicht notwendigerweise mit Wurzel)

2. T(s,sy hat genau k Blétter vs, wobei vs; mit jeweils einer verschiedenen
Sequenz s € S markiert ist.

3. Falls T(g /) eine Wurzel hat, so ist diese kein Blatt.

4. Die k' inneren Knoten von T(g g1y sind mit den verschiedenen Sequenzen
aus S’ markiert.

5. Fir jede Kante {v,,,v5,} € E (s; € SUS’') sind die Kosten der Kan-
te durch den Score des paarweisen Alignments von s; und s2 definiert:

c({vs,, Vs, }) 1= sc(s1, S2)

T(s,sr) ist dann ein Tree Alignment der Sequenzen S und die Kosten des
Tree Alignments sind als Summe der Kantengewichte definiert:

SC(T(S’S/)) = Z C({Ul, ’1)2}) = Z SC(Sl, 82) (111)

{vi,v2}€E {vs1,vs, }EE

3Bei |s1| = ... = |sgx| = n ist das die Diagonale {a[é,...,4] | i=1,...,n}
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Definition 1.9 Tree Alignment-Problem
Gegeben: Menge S = {s1,...,sk} von Sequenzen iber einem
endlichen Alphabet ¥ und ein Scoringsystem sc(-,-)

Losungen: Menge S' von Sequenzen iiber ¥ und Baum T, g
Bewertung: sc(7(s,g))
Optimum: Minimum

Die Sequenzen S entsprechen dabei lebenden Spezies, deren Verwandtschaft
man untersuchen will und die Sequenzen in S’ entsprechen potentiellen Vorfah-
ren. Der Baum gibt dann die Verwandtschaftsverhéltnisse an. Deshalb wird ein
optimales Tree Alignment auch als phylogenetischer Baum bezeichnet.

Aber es gibt auch eine andere Variante des Tree Alignment-Problems,
bei der biologisches Wissen iiber Verwandtschaft Verwendung findet. In diesem
Fall ist der phylogenetische Baum schon vorgegeben und es werden nur noch die
Sequenzen von Vorfahren-Spezies, also die Menge S’ gesucht.

Zu einer gegebenen Sequenzmenge S sei mit T(g,.) die Menge aller Baume
T(s,s'y bezeichnet, die sich nur durch die Menge S’ und die Markierung der
inneren Knoten unterscheiden.

Definition 1.10 Tree Alignment-Problem mit vorgegebener Phyloge-
nie
Gegeben: Sequenzmenge S iiber einem endlichen Alphabet ¥, ein
Scoring-System sc(-,-) und eine Phylogenie T(g, .

Losungen: Sequenzmenge S' und T(s g1y € T(s,.)
Bewertung: sc(7{g,g))

Optimum: Minimum

<D G
(2) @)
D) ()

Abbildung 1.7: Beispiel fiir ein Tree-Alignment mit vorgegebener Phylogenie.
S = {CAT,CTG,GT,CG} und S’ = {z,y}

Definition 1.11 Stern
Ein Baum T mit Wurzel und Tiefe 1 wird als Stern bezeichnet.

Bei diesem Graphen sind also alle Blatter direkt mit der Wurzel verbunden.
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1.2 Komplexititstheorie

Im folgenden Abschnitt werden die in dieser Arbeit verwendeten Komplexitéts-
klassen kurz definiert. Dabei werden jedoch bekannte Begriffe der Komplexitits-
theorie wie Turing-Maschinen oder Sprachen als bekannt vorausgesetzt. Die Be-
zeichnungen von Entscheidungs- und Optimierungsproblemen sind in diesem
und dem folgenden Kapitel stets in Fettdruck dargestellt, um sie von den zu
Grunde liegenden biologischen Begriffen abzugrenzen.

1.2.1 P und NP

Die (Zeit-) Komplexititsklasse P umfafit alle Probleme die sich effizient 16sen
lassen, genauer: L bezeichne eine Sprache, M eine deterministische Turing-
Maschine und Ly die Sprache, die von M entschieden wird. Dann ist P definiert
als die Menge der Sprachen L fiir die eine polynomiell zeitbeschrénkte Turing-
maschine M existiert, derart dass L = Ljy.

Die Anzahl der Berechnungsschritte ist also durch ein geeignetes Polynom
in Abhingigkeit von der Eingabelinge n beschriinkt und innerhalb dieser Zeit
berechnet M zu jeder Eingabe-Instanz, ob es eine Losung gibt oder nicht. Ein
bekanntes Problem aus der Klasse P ist 2-SAT, bei dem zu einer gegebenen
booleschen Formel in konjunktiver Normalform mit 2 Literalen pro Klausel die
Existenz einer erfiillenden Belegung gefragt wird. Dieses Problem ist eine ein-
fache Variante des spater betrachteten Problems 3-SAT, das schwieriger ist.
Algorithmen fiir Probleme in P kénnen durch Polynome mit sehr hohem Grad
oder sehr grofien Koeffizienten beschrinkt sein und deshalb nicht fiir die Berech-
nung mit groflen Instanzen geeignet sein. Zwar liefert das ,,Speedup Theorem*“
dann die Existenz eines schnelleren Algorithmus fiir die meisten Fille, doch wird
dann eine gednderte Codierung der Eingabe nétig.

Neben dieser Klasse der effizient 1osbaren Probleme gibt es auch noch die
Klasse NP, von der vermutet wird:

P # NP (1.12)

Definition 1.12 Die Klasse NP
Eine Sprache L ist in NP, falls es eine Turing-Maschine M gibt, so dass
gilt:

e we L<= Ty, so dass (w,y) € Ly
o Die Laufzeit von M ist beschrinkt durch ein Polynom in |w|

Dabei wird mit Ljs die Sprache bezeichnet, die von M akzeptiert wird und
y als Zusatzeingabe. Diese Zusatzeingabe kann man auf zwei Arten deuten:

1. y ist ein Losungskandidat der Instanz w und die deterministische Turing-
maschine {iberpriift, ob diese Losung giiltig ist. Auf diese Weise kommt
man ohne nichtdeterministische Turingmaschinen aus.
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2. y bezeichnet einen akzeptierenden Berechnungsweg einer nichtdetermini-
stischen Turingmaschine. In y ist also eine Entscheidung fiir alle nichtde-
terministischen Stellen in der Berechnung der Turingmaschine codiert.

Offensichtlich sind alle Probleme in P auch in NP (P C NP) da man dann
einfach die Zusatzeingabe ignorieren oder das leere Wort wihlen kann: y = e.
Unter der Voraussetzung (1.12) gibt es aber auch schwierige Probleme, die nicht
in P liegen. Um Probleme nach Schwierigkeit ordnen zu kénnen, bietet sich der
Begriff der Reduktion an, mit der man Instanzen eines Problems mit einem
Losungsalgorithmus fiir ein anderes Problem 1sen kann. Man kann also zeigen,
dass ein Problem ,mindestens so schwierig® wie ein anderes Problem ist.

Definition 1.13 polynomielle Reduktion <,

Fine Sprache L ist auf eine Sprache L' polynomiell reduzierbar (L <,
L'), falls es eine in polynomieller Zeit berechenbare Funktion f gibt, so dass fiir
alle w gilt:

we L+ f(w)e L.

Diese Reduktion hat die wichtige Eigenschaft, dass die Klasse P abgeschlos-
sen bzgl. <, ist, d.h. L e P, L' <, L = L' € P. Damit ist man in der Lage,
die potentiell schwierigen Probleme in NP zu identifizieren:

Definition 1.14 NP-hard und NP-vollstindig

FEine Sprache L heifst NP-hard, wenn fir jede Sprache L' € NP gilt: L' <,
L.

Eine Sprache L heifit NP-vollstindig (L € NPC), wenn L NP-hard ist
und L € NP.

Um nachzuweisen, dass ein Problem L NP-hard ist, geniigt es aufgrund der
Transitivitdt von <, ein bereits bekanntes Problem L' € NPC auf dieses zu
reduzieren: L' <, L. Denn dann konnen iiber L' alle anderen Probleme in NP
auf L reduziert werden. Einer der bekanntesten Vertreter in NPC ist 3-SAT,
bei dem die Losbarkeit eines booleschen Terms in konjunktiver Normalform
mit drei Literalen je Klausel untersucht wird. Dass dieses Problem in NP ist,
wird klar, indem man als Zusatzeingabe eine erfiillende Belegung des booleschen
Terms als Losungskandidat nimmt und dann diese fiir die Literale einsetzt und
ausgewertet.

Falls fiir ein Problem in NPC gezeigt werden kann, dass es in P liegt, so
folgt ein Kollaps der Klasse NP und es gilt P = NP und damit nicht (1.12).

Da alle Laufzeitbetrachtungen asymptotische Untersuchungen sind, geniigt
es fiir den Nachweis, dass eine Sprache einer Klasse angehort, dies fiir alle Einga-
ben mit Lange n > ng zu betrachten, wobei ng eine geeignet gewihlte Konstante
ist. Das wird auch dadurch klar, dass man kleine Instanzen mit einer Linge bis
zZu ng zusammen mit ihrer Losung in einer Tabelle ablegen kann, da es nur end-
lich viele sind. Fiir alle dort abgelegten Probleminstanzen kann in dieser Tabelle
in polynomieller Zeit die Losung ausgelesen und damit bestimmt werden.
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1.2.2 Approximation

Neben den Entscheidungsproblemen gibt es auch noch Optimierungsprobleme,
bei denen fiir jede Instanz eine moglichst gute Losung gesucht ist. Die Qualitét
der Losung 188t sich mittels einer in der Problemstellung gegebenen Kosten-
funktion bestimmen und gesucht ist eine Losung mit den minimalen Kosten im
Falle eines Minimierungsproblems bzw. dem maximalen Gewinn im Falle eines
Maximierungsproblems.

Definition 1.15 Optimierungsprobleme
Ein Problem A ist ein Optimierungsproblem, falls es zu jeder Instanz x eine
Menge von Ldsungen F(x) gibt und eine Kostenfunktion ¢ : F(x) — IN, die
jeder Losung s € F(x) die Kosten c(s) zuordnet.
Die optimalen Kosten OPT(z) sind dann definiert als
OPT(x) = mingep(s) c(s), falls A Minimierungsproblem ist bzw.
OPT(x) = max,cr(y) c(s), falls A Maximierungsproblem ist.

Da die Berechnung einer Lésung mit optimalen Kosten, also eines Optimums,
im allgemeinen zu aufwindig ist, versucht man mit Hilfe eines Approximati-
onsverfahrens eine Niherungslosung zu bestimmen. Zur Charakterisierung der
Qualitét eines Verfahrens gibt es den Begriff des e- Approximations-Algorithmus,
der eine Aussage iiber den maximalen relativen Fehler erlaubt.

Definition 1.16 =-Approximations-Algorithmus und relativer Fehler

Sei A ein Optimierungsproblem und M ein Algorithmus, der in polynomieller
Zeit zu jeder Instanz x von A eine Lisung M (x) € F(x) bestimmd.

M heifit dann e- Approximations-Algorithmus, falls ein € > 0 existiert,
so dass fir alle Instanzen x von A der relative Fehler R(x,M) kleiner oder
gleich € 1ist:

|c(M(2)) — OPT(z)| __
max{OPT(z),c(M(z))} ~

R(z, M) := (1.13)

In anderen Definitionen steht im Nenner OPT(z), was auf den ersten Blick
offensichtlicher erscheint, doch die obige Definition ist fiir Maximierungs- und
Minimierungsprobleme symmetrisch. € nimmt n#mlich fiir beide Arten von Pro-
blemen immer Werte zwischen 0 und 1 an. Mit einer einfachen Rechnung erhilt
man sogar eine Aussage iiber den Zusammenhang zwischen £ und den relativen

Kosten ¢(M (z))/OPT(z):
Korollar 1.17 (Zusammenhang von £ mit den Ergebniskosten c)

1. Ist A ein Mazimierungsproblem, so gilt: %%(% >1-¢

2. Ist A ein Minimierungsproblem, so gilt: gg&((@)) < 1£5
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Da der Wert £ vom Algorithmus abhéingt, mit dem ein Problem gelost wer-
den soll, eignet er sich nicht fiir Nichtapproximierbarkeitsaussagen iiber Opti-
mierungsprobleme. Dafiir gibt es dhnlich wie bei der Definition von P und NP
einen vom konkreten Algorithmus unabhingigen Begriff:

Definition 1.18 Approximations-Schranke

Als Approximations-Schranke zu einem Optimierungsproblem A wird die
grofite untere Schranke aller € > 0 bezeichnet, fir die ein polynomiell zeit-
beschrankter - Approximierungs-Algorithmus fir A existiert.

Falls die Ungleichung (1.12) gilt, konnen verschiedene NP-vollsténdige Pro-
bleme unterschiedlich grofie Approximationsschranken haben. Falls andererseits
P = NP ist, haben offensichtlich alle Optimierungsprobleme in NP die
Approximations-Schranke 0.

Neben dieser negativen Aussage gibt es auch einen Begriff, der beliebig ge-
naue Approximierbarkeit in polynomieller Zeit zusichert:

Definition 1.19 Polynomial-Zeit-Approximations-Schema (PTAS)

Sei A ein Optimierungsproblem. Ein PTAS ist dann ein laufzeitbeschrink-
ter Algorithmus M, der zu jedem € > 0 und jeder Instanz x von A eine Ldisung
M_(x) liefert, so dass fiir den relativen Fehler gilt:

R(z,M.) <e (1.14)
Dabei ist die Laufzeit fiir jedes € durch ein Polynom in |z| beschrinkt.

Dieser Begriff hiingt eng mit dem Begriff der Approximations-Schranke zu-
sammen. So gibt es offensichtlich genau dann ein PTAS fiir ein Optimierungs-
Problem, wenn dessen Approximations-Schranke 0 ist. Es gibt auch Probleme,
deren Approximations-Schranke entweder 0 oder 1 ist. Findet man also einen
e-Approximations-Algorithmus fiir ein solches Problem mit £ < 1, so gibt es ein
PTAS fiir dieses. Ein bekannter Vertreter dieser Klasse ist:

Definition 1.20 INDEPENDENT SET
Gegeben: Ungerichteter, einfacher Graph G = (V, E)

Lésungen: Unabhdngige Menge I C 'V, also:
Fiir alle v1,v2 € I gilt (v1,v2) ¢ E.

Bewertung: c¢(I) := |I|
Optimum: Maximum
Falls P# NP, so hat dieses Problem Approximations-Schranke 1. Um dies

nachzuweisen, benotigt man eine Klasse der schwer approximierbaren Probleme,
der INDEPENDENT SET angehort und die im folgenden definiert wird.
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1.2.3 L-Reduktionen und MAXSNP

Analog zum Begriff der NP-Vollstindigkeit und der Polynomialzeit-Reduktion
<, fiir die Entscheidungsprobleme gibt es auch fiir Optimierungsprobleme einen
Reduktionsbegriff und eine Klasse von schwierigen Problemen. Im Gegensatz zur
Reduktion <, muss aber hier die Erhaltung der Approximierbarkeit sicherge-
stellt werden.

Definition 1.21 L-Reduktion

Seien A und B zwei Optimierungsprobleme. Mit I(A) und I(B) seien alle
Instanzen von A bzw. B bezeichnet, mit F(x) die Lisungen einer Instanz x und
mit ca(-) und cg(-) die Bewertungsfunktionen der beiden Probleme.

Zwei Funktionen R und S heiflen dann eine L-Reduktion von A nach B,
kurz A <p, B, falls Konstanten 8 und vy existieren, so dass gilt:

1. R:I(A) - I(B),z — R(z)
ist in logarithmischem Platz berechenbar
2. S:F(R(I(A))) —» F(I(A)),s— S(s)
ist in polynomieller Zeit berechenbar und S liefert zu jeder Instanz x €

I(A) und jeder Lisung s € F(R(z)) eine Lisung von x:

S: F(R(z)) = F(z)

3. Fiir jede Instanz x € I(A) gilt:

OPT(R(z)) < BOPT(z) (1.15)

4. Fiir jede Instanz x € I(A) und jede Lésung s € F(R(x)) gilt:

OPT(z) — ea(S(s))] < 7IOPT(R(x)) — cn(s)| (1.16)

Mit L-Reduktionen li3t sich ein Zusammenhang zwischen der Approximier-
barkeit verschiedener Probleme herstellen, da L-Reduktionen die Approximier-
barkeit erhalten:

Satz 1.22 (L-Reduktionen sind approximierbarkeitserhaltend)

Seien A und B zwei Optimierungsprobleme und (R, S) eine L-Reduktion von
A nach B mit den Parametern 8 und . Fiir B existiere ein e-Approximations-
Algorithmus. Dann existiert ein f%z—Appro:vimations—Algorithmus fiir A.
Korollar 1.23 (L-Reduktionen und PTAS)

Falls es eine L-Reduktion A <p B gibt und ein PTAS fir B, so gibt es
auch ein PTAS fir A.
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Um mit L-Reduktionen Komplexititsklassen und vollstéindige Probleme de-
finieren zu kénnen, bendtigt man noch folgende von anderen Reduktionen be-
kannte Eigenschaft:

Satz 1.24 (Hintereinanderausfiihrung von L-Reduktionen)

Seien A, B und C Optimierungsprobleme, (R, S) eine L-Reduktion von A
nach B mit den Parametern B und v und (R',S") eine L-Reduktion von B nach
C mit den Parametern ' und «'. Dann ist (Ro R',S o S’") eine L-Reduktion
von A nach C mit den Parametern 8* := B8 und v* := ', kurz:

A<y;Bund B<,C = A<,C (117)

Diese Eigenschaft werden wir bei der Definition der Klasse MAXSNP ver-
wenden. Die folgende Definition der Klasse MAXSNP, verwendet Begriffe aus
der mathematischen Logik erster und zweiter Stufe, auf deren Definition hier
verzichtet wird. Die auf MAXSNP, aufbauende Definition von MAXSNP ist
aber auch ohne Vorwissen aus diesem Bereich moglich.

Als Ausgangspunkt verwenden wir eine logische Charakterisierung von NP:

Satz 1.25 (Satz von Fagin)
Die Klasse aller in existenzieller Logik zweiter Stufe ausdriickbaren graphen-
theoretischen FEigenschaften ist genau die Klasse NP

Eine Teilmenge von NP ist die sogenannte Klasse strict NP bzw. SNP,
die genau aus allen Eigenschaften besteht, die durch Aussagen der Form

HSV.’L&VJIQ...V.’L’k¢(S,G,IB1,...,.’Ek) (118)

beschreibbar sind, wobei ¢ eine quantorenfreie Formel der Logik erster Stufe
ist, in der die Relation S, die Eingabe G und als freie Variablen {z1,...,z:}
vorkommen. In (1.18) wird also beschrieben, dass fiir jede Eingabe G € SNP
eine Relation S existiert, so dass fiir alle Tupel (x1,...,z;) die Formel ¢ erfiillt
ist. Um von dieser Klasse von Entscheidungsproblemen zu einer Klasse von
Optimierungsproblemen zu kommen, betrachten wir eine Abwandlung dieser
Fragestellung, bei der eine Relation S gesucht ist, so dass die Menge der ¢
erfiillenden Tupel am groften wird.

Definition 1.26 MAXSNP,
Ein graphentheoretisches Maximierungsgsroblem A ist in MAXSNPy, falls
es sich wie folgt beschreiben lift:

msax|{(x1,...,xk) eV* | ¢(G1,...,Gm,S,x1,...,zk)}| (1.19)

Dabei besteht die Eingabe zum Problem A aus den Relationen Gi,...,Gp,
iber einem endlichen Universum V.
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Ein Problem in MAXSNP, ist MAX-CUT:

Definition 1.27 MAX-CUT
Gegeben: Ungerichteter Graph G = (V, E)

Lésungen: Partition ViUV =V, ViNVy =0
Bewertung: c¢(V1) := |[{(v1,v2) € E | v1 € V] Avs € Va}|

Optimum: Mazimum
Lemma 1.28 MAX-CUT st in MAXSNP,

Als Beweis geniigt folgende Darstellung von MAX-CUT:
ma [{(2.9) | ((G(z,9) V G(y,2)) A S@) A~SW))]

Dabei gibt die Eingabe G C V x V die Kantenrelation des Graphen an und S
entspricht V; aus Definition 1.27. a

In der Klasse MAXSNP, sind nur graphentheoretische Optimierungspro-
bleme und auch nur Maximierungsprobleme zu finden. Aus diesem Grund be-
trachten wir folgende Erweiterung:

Definition 1.29 MAXSNP
Ein Optimierungsproblem A ist in MAXSNP, falls es ein B € MAXSNP,
gibt mit A <p B

Damit haben wir jetzt eine Klasse von Optimierungsproblemen, die auch
Minimierungsprobleme und Probleme aus anderen Bereichen als der Graphen-
theorie enthilt.

Mit dem Begriff der L-Reduktion lassen sich die schwierigen Probleme dieser
Klasse bzw. beziiglich dieser Klasse identifizieren:

Definition 1.30 MAXSNP-hard und MAXSNP-vollsténdig

Ein Optimierungsproblem A heifft MAXSNP-hard, falls fiir alle Probleme
B € MAXSNP gilt: B <y, A.

Ist ein Problem sowohl in MAXSNP als auch MAXSNP-hard, so wird
es als MAXSNP-vollstindig bezeichnet, kurz:

MAXSNPC := MAXSNP N MAXSNP-hard
Ein bekannter Vertreter dieser Klasse ist MAX-CUT:
Lemma 1.31 MAX-CUT ist MAXSNP-vollstindig
Wegen der Konstruktion mit L-Reduktionen fiihrt das Finden eines PTAS

fiir ein Problem in MAXSNPC zu einem Kollaps von MAXSNP: Dann gibt
es ndmlich ein PTAS fiir alle Probleme in MAXSNP.
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Als abschlieflende Bemerkung dieses Abschnitts ist ein Zusammenhang der
Klasse MAXSNP, und dem vorher betrachteten Begriffs des e- Approximations-
Algorithmus zu erwihnen:

Satz 1.32 Zusammenhang: e-Approximations-Algorithmus und MAXSNP,

Sei A ein Problem in MAXSNPy wund habe (0.B.d.A.) die Gestalt
maxg [{(z1,...,2k) | #}|. ky bezeichne die Anzahl der atomaren Ausdriicke
von @, in denen S vorkommt. Dann hat A einen (1 — 27%¢)-Approzimations-
Algorithmus.

1.3 Anmerkungen

Die kurze Einfithrung in die Begriffe, die aus der Bio-Informatik stammen, ist an
das Kapitel 3 von [SM97] angelehnt, wobei die Bezeichnungen fiir Alignments,
SPScore und die Problemdefinitionen dem theoretischen Charakter dieser Ar-
beit angepaft wurden. Das dynamische Programmieren zur Bestimmung eines
optimalen Alignments von zwei Sequenzen ist auch als ,Needleman-Wunsch-
Algorithmus* bekannt und wurde in [NW70] vorgestellt. Der Begriff des Edit-
Graphen ist bei [Gus97] genauer definiert, wihrend Transition, Transversion und
deren Wahrscheinlichkeiten im Kapitel 3 von [LG00] genauer betrachtet werden.
Die angesprochenen Varianten des paarweisen Alignments etwa mit geringerem
Speicherbedarf sind in [SM97] genau erklért.

Der Abschnitt 1.1.3 iiber Tree Alignment ist an [JL94] angelehnt.

Die Einfiihrung in die verwendeten Begriffe der Komplexitétstheorie ist an
zwel Biichern orientiert, die sich sehr gut als Einfiihrung in dieses Gebiet eignen:
[GJT9] und [Pap94]. Fiir eine Definition des dort verwendeten ,,Speedup Theo-
rems” vergleiche 7.4.13 in [Pap94]. Die Definition des Begriffs NP ist angelehnt
an Definition 9.5 von [Sch99].

Die Abschnitte iiber Approximation und Optimierungsprobleme, 1.2.2 und
1.2.3, sind eng an das Kapitel 13 von [Pap94] angelehnt. Dort sind auch die
Beweise der hier nicht bewiesenen Sitze, Lemmata und Aussagen zu finden.
Satz 1.25 ist in [Pap94] als Theorem 8.3 aufgefiihrt und bewiesen.



Kapitel 2

Komplexitidtstheoretische
Betrachtung

2.1 NP-Vollstindigkeit

Obwohl es sich bei den verschiedenen Varianten des Multiple Alignment um
Optimierungsprobleme handelt, sind auch die Entscheidungsproblem-Versionen
unter komplexititstheoretischen Gesichtspunkten interessant.

2.1.1 Multiple Alignment ist NP-vollstindig

Um die NP-Vollstandigkeit eines Entscheidungsproblems nachzuweisen, geht
man von einem als NP-vollstindig bekanntem Problem aus und konstruiert
eine Polynomialzeitreduktion von diesem auf das zu untersuchende Problem.
(Vergleiche dazu auch Definition 1.14)

Fiir den Beweis, dass verschiedene Versionen von Multiple Alignment mit
SPScore NP-vollstindig sind, verwenden wir als Ausgangspunkt fiir die Reduk-
tion folgendes Problem:

Definition 2.1 SIMPLE MAX-CUT-B!
Gegeben: Finfacher, ungerichteter Graph G = (V, E)
mit1 < deg(v) < B YveV,K >0
Frage: Gibt es eine Partition ViUVo =V, Vi N Vo = 0 mit
c(Vi) = [{(v1,v2) €E | v1 EVi Avy €Va}| > K ¢

Dieses Problem ist ein Spezialfall von MAX-CUT und fiir B > 3 NP-
vollsténdig.

!Hier gibt es eine zusdtzliche Annahme, die in den meisten Definitionen von SIMPLE
MAX-CUT-B nicht vorkommt: 1 < deg(v). Diese #ndert jedoch nichts an der NP-
Vollsténdigkeit von SIMPLE MAX-CUT-B, da die Reduktionen zum Nachweis davon ohne
isolierte Knoten auskommen.

19
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Fiir die Reduktion geniigt es, Scoring-Systeme zu betrachten, die bestimmte
Bedingungen erfiillen. Dabei gibt das Scoring-System hier Bestrafungen fiir Mis-
matches und Gaps an, d.h. groflere Scores deuten auf ein schlechteres Alignment
hin. Fiir die Reduktion wird zunichst ein Scoring-System fiir Alignments iiber
dem Alphabet ¥ = {A, T} betrachtet, das wie in Kapitel 1 als Matrix dargestellt
wird, wobei A wieder das Zeichen fiir einen Gap sein soll:

A|A|T
A0 ]|y | =
A Yy |w | u
T|z | u|ovr

Abbildung 2.1: Eine generische Score-Matrix

Definition 2.2 Eine 3 x 3-Matriz mit den Bezeichnungen wie in Abb. 2.1 wird
generisch genannt, falls y,z > 0 und u > max{0,vy,vr} gilt.

Eine (w + 1) x (w + 1) Scoringmatriz N enthilt eine generische Un-
termatrix, falls die Zeilen und Spalten zu A und zwei Zeichen eine generische
Matriz darstellen.

Die Menge aller Scoringmatrizen, die eine generische Untermatriz enthalten,
wird mit Mo bezeichnet, My C My bezeichnet die Scoringmatrizen, bei denen
zusdtzlich noch z > vy gilt und M C M diejenigen mit y > wu.

Die Zeichen, die zu der generischen Teilmatrix gehtren werden o. B. d. A.
mit A und T bezeichnet. Wegen y > u und v > v, gilt fiir Scoring-Systeme in
M nicht nur z > vr, sondern auch y > v,. Also werden alle Gaps stiirker als die
Matches der dazugehorigen Zeichen bestraft.

M umfafit also die Scoring-Systeme, bei denen es ein Zeichen (in diesem
Fall A) gibt, bei dem Mismatch (mit einem anderen Zeichen, hier T) gegeniiber
einem Match bestraft wird. M; enthélt noch eine Forderung an die Gap-Penalty,
mit der das Einfiigen eines Gaps A bestraft wird und in M soll eine Art Gap
sogar stirker bestraft werden als ein Mismatch. Diese Einschrinkungen sind
fiir in der Anwendung benutzten Scoring-Systeme keine starken Einschrinkun-
gen und sogar die am meisten einschrinkende Menge M enthélt die meisten
verwendeten Scoring-Systeme. Nicht beriicksichtigt sind hier allerdings Scoring-
Systeme mit fester Gap-Penalty oder konstanter Gap-Penalty fiir Gaps iiber
einer bestimmten Lange.

Bei der folgenden Definition der Probleme ist das Scoring-System jeweils Teil
der Eingabe. Der Beweis der NP-Vollstindigkeit funktioniert aber genauso,
wenn das Scoring-System nicht Teil der Eingabe ist, sich aber in der jeweils
angegebenen Klasse M, M; bzw. M5 befindet. Um eine einheitliche Definition
von Entscheidungsproblemen zu gewihrleisten, wird hier ohne Einschrinkung
das Scoring-System als Teil der Eingabe angesehen.
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Definition 2.3 MSA-SP
Gegeben: Sequenzen {si,...,sy} iber einem endlichen Alphabet X
und ein Scoring-System aus der Klasse M, K >0

Frage: Gibt es ein Multiple Alignment o der Sequenzen
{s1,...,8k} mit SPScore(a) < K

Definition 2.4 gap-0-MSA-SP
Gegeben: Sequenzen {s1,...,s,} iber einem endlichen Alphabet T
und ein Scoring-System aus der Klasse My, K >0

Frage: Gibt es ein Multiple Alignment o der Sequenzen
{s1,--.,8,} mit SPScore(a) < K, wobei a keine internen
Gaps enthdlt

Definition 2.5 gap-0-1-MSA-SP
Gegeben: Sequenzen {s1,...,si} der gleichen Linge |s1| dber ei-
nem endlichen Alphabet ¥ und ein Scoring-System aus der
Klasse M5, K >0

Frage: Gibt es ein Multiple Alignment der Sequenzen {si,...,sr}
mit SPScore(a) < K, wobei fiir alle 1 < i < k gilt:

o |as|=n:=|s1] +1

o Entweder ag,[1] = A oder as,[n] = A.

Eine gap-0-1-MSA-SP-Instanz enthilt also insbesondere keine internen
Gaps und in jeder Sequenz ist entweder ein Gap vor dem Anfang eingefiigt
oder am Ende angehingt. Die urspriinglichen Sequenzen {si, ..., s} sind also
einfach um hochstens ein Zeichen gegeneinander verschoben. Darauf baut auch
die einfachste Version des INP-Vollstindigkeits-Nachweises auf, mit dem der
Beweis des folgenden Satzes anfingt:

Satz 2.6 (Multiple Alignmentist NP—hard)
Folgende oben definierte Varianten des Multiple Alignment sind NP-hard:

1. MSA-SP
2. gap-0-MSA-SP

3. gap-0-1-MSA-SP

In dieser Form schliefit Satz 2.6 zwar keine Scoring-Systeme ein, die Gaps
am Anfang oder Ende der Sequenzen nicht bestrafen, aber im Beweis kann man
leicht sehen, dass dies keine Einschrinkung darstellt und der Satz auch fiir solche
Alignments gilt.

Nun zu einem Uberblick iiber den Beweis von 2.6:

Fiir den Beweis sei ein Wert fiir B gegeben, so dass SIMPLE MAX-CUT-
B NP-vollstandig ist. Im folgenden geben wir eine Reduktion von SIMPLE
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MAX-CUT-B auf alle drei Varianten MSA-SP, gap-0-MSA-SP und gap-
0-1-MSA-SP an.

Gegeben ist ein einfacher, ungerichteter Graph G = (V, E) als SIMPLE
MAX-CUT-B-Instanz. Seien k := |V| die Anzahl der Knoten und [ := |E|
die Anzahl der Kanten von G und seien die Elemente von G beliebig numeriert:
V= {’U(),. .. ,’I}k_l}, E = {60,.. .,el_l}.

G wird wie folgt in k2 Sequenzen t¢ = {to,...,t;2_;} der Linge k2l co-
diert: Jedem Punkt v; entspricht die Sequenz ¢;, wihrend die restlichen Sequen-
zen {tg,...,ty2_1} zusitzliche Zeilen sind, um die Score-Unterschiede zwischen
Match und Mismatch zu vergréflern. Die Sequenzen bestehen tiberwiegend aus
dem Zeichen T, das Zeichen A wird nur zur Codierung der Kanten verwendet:
Fiir eine beliebige Kante e, = (vp,v;) € E,vp,v; € V,h < i setze fiir alle
n < kd:

thkTinek"m+2 = LikTintkTm4+1 = i kTintkTmy3 = A

Ein Beispiel ist in Abbildung 2.2 zu finden.

tg,k:7ln+k7m tg,k7ln+k7m’ tg,k7ln’+k7m

!
tg: -+ TTTTT TTATT TTTTT
tp: -+ TTATT TATAT TTATT
tiz -+ TATAT TTTTT TATAT
tp: -+ TTTTT TTTTT TTTTT

Abbildung 2.2: Codierung von zwei Kanten e,,, = (vp,v;) und epy = (vg,vp) des
Graphen im Beweis von Satz 2.6. Fiir die Codierung der Kante e,, sind zwei
Bereiche dargestellt, mit n,n’' < k°; fiir die Codierung der Kante e, nur einer.

Diese Codierung wird fiir die Reduktion im Beweis von allen drei Aussagen
von Satz 2.6 verwendet, doch um sie anschaulich zu erkliren, betrachten wir
hier den Fall des gap-0-1-MSA-SP. Bei einem gap-0-1-MSA-SP « von t¢
kann entweder ay,[1] = A oder ay,[k*2]] = A gelten. Durch Setzen von

Vo ={vi eV :ay[l] #A} und V2 :=V\IY

erhilt man eine Partition von V. Die gap-0-1-MSA-SP-Instanz (also das
Alignment mit minimalem Score) erzeugt gerade einen MAX-CUT (V§, V®)
von G:

Seien a;, und oy; Sequenzen im gap-0-1-MSA-SP in denen eine Kante
em = (vn,v;) codiert ist. Dann gibt es zwei Fille:

¢ Gy =y
Das bedeutet, dass vy und v; in derselben Menge des MAX-CUT vorkom-
men, also der Schnitt nicht durch die Kante e, geht. In diesem Fall trégt
diese Kante fiir den SPScore je 3 A-T-Mismatches an k5 Stellen bei, da die
beiden Sequenzen t; und ¢; im gap-0-1-MSA-SP nicht gegeneinander
verschoben sind.
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® ay, # oy

Das bedeutet, dass vy und v; in verschiedenen Mengen des MAX-CUT
vorkommen, also der Schnitt durch die Kante e,, geht. In diesem Fall
tragt die Kante fiir den SPScore je ein A-A-Match, ein T-T-Match und ein
A-T-Mismatch an %% Stellen bei, da die beiden Sequenzen t; und t; im
gap-0-1-MSA-SP um ein Zeichen gegeneinander verschoben sind:

ay, -TT --- TTATAT -.-- TTT
oy, TTT ... TTATTT --- TT-

7

Die Gaps am Anfang und Ende der Sequenzen tragen insgesamt 2O(k?) =
O(k*) zum Gesamtscore bei. Da bei Polynomialzeit-Reduktionen nur grofie In-
stanzen von Interesse sind, sei im folgenden sei stets k > ky, wobei ky geeignet
gewihlt sei.

Sei a eine gap-0-1-MSA-SP-Instanz der Sequenzen ¢ und ¢, die Anzahl
der Kanten des durch das Alignment o gegebenen Schnittes (Vi*,V)®) durch
G. In einem gap-0-1-MSA-SP o* der Sequenzen %, das keine Gaps enthiilt
also einfach nur aus dem Ubereinanderschreiben der Sequenzen besteht, gibt es
insgesamt 3k51(k% — 1) Mismatches. Also gilt

SPScore(a*) = (k'21k*(k* — 1)/2 = 3k°1(k* — 1)) vr + 3K 1(k* = Du  (2.1)

~
alleZeichen Mismatches Mismatches

~~
Matches

Durch Einfiigen der Gaps erhiilt man daraus dann das Alignment o und

durch die entsprechende Scoreverinderung durch das Einfiigen der Gaps den
SPScore(a).

SPScore(ar) =  SPScore(a*) — Scoredifferenz
= SPScore(a*) — k°(2u — vy — vr)cq + O(K*)
~ ~ P SR
Kanten im Schnitt Gaps

@D k22 (R - 1)/2 - KPR — 1))ur +
3k51(k? — Du — k°(2u — vy — vr)cq + O(K*)  (2.2)

Wegen u > max{0,vy,vr} wird fiir grofie k dieser Score also genau dann
minimal, wenn ¢, maximal wird. O

Beweis von Aussage 2: Fiir den Nachweis der NP-Vollstédndigkeit von
gap-0-MSA-SP und MSA-SP benétigen wir folgendes Lemma, auf dessen
Beweis wir hier verzichten:

Lemma 2.7 Seiz > max{0,vr} und o eine gap-0-MSA-SP- oder MSA-SP-
Instanz mit den Sequenzen t¢. Dann enthalten hichstens O(k®) Spalten Gaps.
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Dieses Lemma stellt sicher, dass auch bei diesen Alignment-Arten nur die
Codierungen einer Kante aligned werden, da die Codierungen von verschiedenen
Kanten weit genug voneinander entfernt sind (k" — 3 Zeichen). In diesem Fall
sind die Mengen des Schnitts V* und V|* wie folgt definiert:

Vo¢ = {v; €V a hatgerade Anzahl von Gaps am Anfang}
Ve = VAT

Dann folgt die Behauptung fiir den zweiten Fall sogar mit dem gleichen
SPScore wie beim gap-0-1-MSA-SP (siehe (2.2)). O

Beweis von Aussage 3: Beim Beweis der NP-Vollstindigkeit des MISA-
SP treten zwar wegen Lemma 2.7 nicht zu viele Gaps auf, die dann die Strafen
fiir Mismatches ausgleichen kénnten, jedoch kénnen sich diese auch innerhalb
der Sequenzen befinden. Dazu wird das Alignment « von ¢ in k® Blocke

B,, := Spalten [k"In] bis [k7I(n + 1) — 1] von a

eingeteilt. Wegen Lemma 2.7 befinden sich die Codierungen von Kanten im
MSA-SP im jeweils gleichen Block wie in den nicht angeordneten Sequenzen £%.
Fiir diese Blocke gibt es nun zwei Moglichkeiten, nidmlich dass sie Gaps enthalten
oder nicht. Beim optimalen Alignment kommen auf jeden Fall Blocke B,, ohne
Gaps vor (zum Beweis siehe [Jus99], S. 9, Fallunterscheidung). In diesen Blscken
sind dann alle Kanten des Graphen codiert und ein optimales Alignment aller
solchen Blscke mit dem minimalen Score liefert den MAX-CUT des Graphen:

Sei U die Menge der Blocke B, ohne Gaps und zu jedem Block B, mit
n € U bezeichne c,,, die Grole des induzierten Schnitts durch den Graphen.
Dabei wandelt man die Definition der Mengen Vi* und Vi* derart ab, dass
man die Gesamtzahl der links von Block B,, eingefiigten Gaps betrachtet und
ob diese gerade oder ungerade ist. Zum Beweis der Aussage 3 von Satz 2.6
erhilt man dann fiir den SPScore SPScore() einer MSA-SP-Instanz folgende
Abschitzungen fiir alle n € U:

SPScore(a) > (k™2IE*(k* —1)/2 = 3K°1(k* — 1))vr + 3E°1(K* — 1)u
+Scoreverbesserung von B,, + O(k*)

(K212 (k* —1)/2 — 3k°1(K* — 1))vr + 3k°1(k* — 1)u
—Cank®(2u — vy — vr) + O(K*) (2.3)

v

Fine MSA-SP-Instanz kann keinen schlechteren SPScore haben als eine
gap-0-1-MSA-SP-Instanz zu den gleichen Sequenzen. Mit cg als Grofle des
von einer gap-0-1-MSA-SP-Instanz 3 induzierten MAX-CUT gilt also:

SPScore(a) < (k21E*(k* —1)/2 — 3K°1(k* — 1))vr + 3k°1(k* — 1)u
—cgk® (2u — vy — vr) + O(K*) (2.4)
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Daraus und Ungleichung (2.3) folgt ¢g < ¢q,n und mit der Maximalitéit von
cg dann cg = cq,p, fr alle n € U. Zur Entscheidung, ob ein induzierter Schnitt
entsprechender Grofle existiert, muss man cg bestimmen. Da dieses denselben
Wert wie die co,, mit n € U hat und diese wiederum den maximalen Wert unter
allen {cq,} haben, wihlt man ein maximales ¢, 5, und erhilt damit cgs. O

2.1.2 Tree Alignment ist NP-vollstindig

Nicht nur das Multiple Alignment mit SPScore ist NP-vollstéindig, sondern auch
die andere hier betrachtete Variante, das Tree Alignment (vgl. Abschnitt 1.1.3).

Satz 2.8 Das Tree Alignment-Problem ohne weitere Vorgaben ist NP-
vollstindig.

Satz 2.9 Das Tree Alignment-Problem, bei dem die vorgegebene Phy-
logenie ein bindrer Baum ist, ist NP-vollstindig.

2.2 Nichtapproximierbarkeit

2.2.1 Multiple Alignment ist MAXSNP-hard

Um nachzuweisen, dass Multiple Alignment mit SPScore MAXSNP-hard ist,
wird dieses als Optimierungsproblem definiert:

Definition 2.10 MSA-SP-S
Gegeben: Ein endliches Alphabet ¥, k > 0, Sequenzen

{s1,--.,8} Gber ¥ und ein Scoring-System
(als (|Z] + 1) x (|X| + 1)-Matriz)
Loésungen: Alignment o der Sequenzen {sq,..., sk}

Bewertung: SPScore(a)

Optimum: Minimum

In dieser Definition wird also das Scoring-System als Teil der Eingabe ange-
sehen, deshalb die Bezeichnung MSA-SP-S . Fiir den Nachweis von MSA-SP-
Se MAXSNP-hard betrachten wir eine eingeschrinkte Version des Problems
mit festem Scoring-System. Zu einem vorgegebenen B betrachten wir das in
Abbildung 2.3 angegebene Scoring-System:

Definition 2.11 MSA-SP-B
Gegeben: k > 0, Sequenzen {s1,...,si} iber ¥p = {C,D,E,F}
Loésungen: Alignment o der Sequenzen {sq,..., sk}

Bewertung: SPScore(a), wobei das Scoring-System in Abbildung
2.3 verwendet wird, das von B abhdngt

Optimum: Minimum
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C D E F A
c| 0 1 0 | 4B | 4B
D |1 0 0 | 4B | 4B
E| O 0 0 0 | 4B
F|4B | 4B | O 0 0
A |4B | 4B | 4B | 0 0

Abbildung 2.3: Scoring-System von MSA-SP-B. Es gehort zum festen Alpha-
bet ¥ p := {C,D,E,F} und hingt vom Parameter B ab.

Im Folgenden zeigen wir durch Angabe einer L-Reduktion die Existenz eines
B, derart dass MSA-SP-B in MAXSNP-hard liegt. Dabei reduzieren wir
das definierte Problem SIMPLE MAX-CUT-B mit einer L-Reduktion auf
MSA-SP-B, wobei B als Konstante so gew&hlt ist, dass SIMPLE MAX-
CUT-Be MAXSNP-hard ist.

Definition 2.12 SIMPLE MAX-CUT-B (Optimierungsversion) 2
Gegeben: Einfacher, ungerichteter Graph G = (V, E)
mit 1 < deg(v) < B fiir allev €V

Losungen: Partition ViUVo =V, ViNVa =0
Bewertung: c¢(V1):=|{ {vi,v2} € E | vi € Vi Avs € Va}|

Optimum;: Mazximum

¢(V1) gibt die Grofe eines Schnitts durch den Graphen an, durch den die
Knotenmenge und damit der ganze Graph in zwei Teile zerlegt wird; daher die
Bezeichnung SIMPLE MAX-CUT-B.

Im folgenden wird eine Reduktion angegeben, die zu jedem einfachen Gra-
phen mit durch B beschrinktem Knotengrad eine Menge von Sequenzen iiber
dem Alphabet Y p festlegt. Aus dem entsprechenden Multiple Alignment der
Sequenzen 148t sich dann ein Schnitt durch den Graphen konstruieren. Danach
werden wir nachweisen, dass es sich dabei um eine L-Reduktion handelt und
erhalten dadurch die Aussage MSA-SP-B€ MAXSNP-hard.

Nach diesem allgemeinen Teil der Reduktion werden nun zu einer STM-
PLE MAX-CUT-B-Instanz, also einem einfachen, ungerichteten Graphen
G = (V,E), k Sequenzen konstruiert, wobei k := |V|. Setze n := |E| und
numeriere die Knoten und Kanten von G geeignet: V. = {vy,...,v}, E =
{e1,...,en}. Daraus konstruiere k Sequenzen si,..., s, der Linge |s;| = 6n +
5 (1 <i<k) wie folgt:

1. Setze s;[1] := F und s;[6n + 5] :=F.

2Auch hier #ndert die zus#tzlich getroffene Annahme 1 < deg(v) nicht die Schwierigkeit
des Verfahrens, da die Reduktionen zum Nachweis der Schwierigkeit von SIMPLE MAX-
CUT-B ohne isolierte Knoten auskommen.
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2. Fiir jede Kante e, = {v;,v;} € E (ohne Einschrinkung sei dabei ¢ < j)
setze

si[6m —2]:=C, s;6m —1]:=D, s;6m]:=C und
sj[6m —2]:=D, s;[6m—1]:=C, s;[6m]:=D

3. In allen anderen Féllen setze s;[j] := E.

Falls also beispielsweise die Kante e, = v;,v; in G vorkommt, so tritt fol-
gende Codierung in den Sequenzen s; und s; auf:

s; FE .-- EECDCEE --- EF
s; FE --- EEDCDEE --- EF
T
6m —1

Werden diese beiden Sequenzen um ein Zeichen gegeneinander verschoben, so
entfallen die drei C —D-Mismatches und werden durch Matches bzw. Mismatches
mit dem Zeichen E ersetzt, die alle den Score 0 haben. Also verbessert sich der
Score, fiir eine Kante e,,, wie oben:

as;, -FE --- EECDCE --- EEF

i

as. FEE --- EDCDEE --- EF-

J

Auf dieser Beobachtung baut nun die Bestimmung des Schnitts (V7,V2) im
Graphen auf. Das folgende Lemma 2.13 gewihrleistet, dass in einem optimalen
Alignment keine Gaps vorkommen, die mit 4B bestraft werden. Im wesentlichen
konnen wir also aus einem optimalen Alignment &hnlich im Falle des gap-0-1-
MSA-SP im Beweis von Satz 2.6 die beiden Mengen V7 und Va2 des Schnitts
rekonstruieren, indem wir gegeneinander verschobene Sequenzen als zu unter-
schiedlichen Punktmengen gehorend definieren. Leider gibt es aber noch Gaps,
die nicht bestraft werden und gerade diese machen eine etwas andere Defini-
tion notwendig. Beispielsweise kann ein optimales Alignment am Anfang der
Sequenzen folgendes Aussehen aufweisen:

a5, F--EE------
s, -F-EE------
Qg; —-FEE------
as, =--FE-----.
s, F--EE-----.

Diese Gaps dndern nichts an der Bewertung des Alignments und auch nichts
daran, wie die Sequenzen um ein Zeichen gegeneinander verschoben sind. Des-
halb wird einfach die erste Spalte des Alignments verwendet, in der das Zeichen
E auftritt, um den Schnitt durch den Graphen zu definieren. Hat diese Spalte
den Index j, so setze:

Vi = {vi | ay[j]=E}
Va = V\W
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Das folgende Lemma liefert nun die Tatsache, dass es sich in einem optimalen
Alignment bei den Sequenzteilen, die kein F enthalten, wirklich um eine gap-0-
1-MSA-SP-Instanz handelt, nur dass in diesem Fall die Gaps als F dargestellt
werden.

Lemma 2.13 Kommen in einem Alignment « der oben konstruierten Sequen-
zen {s1,...,58;} Gaps vor, die mit 4B bestraft werden, so gilt:

SPScore(a) > 3n

Jedes Alignment mit einem niedrigen SPScore enthiilt also keine Gaps, die
mit 4B zum Score beitragen, insbesondere keine internen Gaps. Zum Beweis
gehen wir vom trivialen Alignment o* aus, das gar keine Gaps enthilt, also
einfach dem Ubereinanderschreiben der gleich langen Sequenzen {si,...,s;}
entspricht. Jede Kantencodierung erzeugt in diesem Alignment 3 Mismatches,
also gilt:

SPScore(a*) = 3n

Liegt nun ein Alignment « vor, das Gaps enthilt, so kann man dieses aus
a* durch sukzessives Einfiigen von Gaps gewinnen. Wird nun ein in « vorhan-
dender Gap der Bewertung 4B in o* eingefiigt, so erhoht dies den Score des
Gesamtalignments um 4B. Andererseits fallen in der Sequenz, in der der Gap
eingefiigt wird, bis zu 3B Mismatches des Gesamtalignments weg, was einer
Scoreverbesserung von bis zu 3B entspricht.

Dies folgt aus den Tatsachen, dass jeder Knoten im Graphen G héchstens
den Grad B hat und dass Mismatches mit dem Zeichen E nicht bestraft werden.
Durch die gewidhlte Codierung von Kanten kann die zu einem Knoten gehorige
Sequenz also hichstens 3B Mismatches zum Gesamtscore beitragen.

Das Einfiigen eines Gaps mit Bestrafung 4B aus a in o* wirkt sich also wie
folgt auf den Score aus:

SPScore(a) > SPScore(a*) + 4B — 3B = SPScore(a*) + B=3n+ B > 3n

O

Mit dieser Aussage ist es nun moglich, die Reduktion anzugeben: R und
S sind ein Paar von Abbildungen, wobei R zu jedem Graphen die Sequenzen
{s1,-..,8r} und S zu jedem Alignment solcher Sequenzen den Schnitt (V7,V3)
bestimmt. Da dies mit den in Definition 1.21 zugelassenen Ressourcen mdoglich
ist, miissen nur noch die Auswirkungen der Funktionen R und S auf die Be-
wertungsfunktionen der beiden Probleme betrachtet werden, um nachzuweisen,
dass (R, S) eine L-Reduktion von SIMPLE MAX-CUT-B auf MSA-SP-S
ist.

Sei mit ¢(V;) die Bewertungsfunktion des SIMPLE MAX-CUT-B be-
zeichnet (vergleiche Definition 2.12). Diese gibt also die Anzahl der Kanten im
Schnitt (V1, V) an. Mit ¢*(a) := SPScore(a) sei die Kostenfunktion von MSA-
SP-S bezeichnet. Dann gilt fiir ein optimales Alignment « der zu den Knoten
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von G gehorenden Sequenzen und den daraus berechneten Schnitt der Grofe
Ca:
¢*(a) = SPScore(a) = 3(n — ¢cq)
Weiter gilt in jedem beliebigen, ungerichteten, einfachen Graphen G = (V, E)
mit 1 < deg(v) < B fiir alle v € V, fiir die Gréle OPT(G) eines maximalen
Schnittes:

12|

OPT(G) > — (2.5)

Dies folgt aus der Tatsache, dass bei einem maximalen Schnitt fiir jeden
Knoten v mit deg(v) > 1 mindestens eine adjazente Kante im Schnitt liegen
muss. Ansonsten kénnte man einen Knoten, fiir den das nicht gilt, in die andere
der Mengen V; und V., verschieben, was eine Vergréflerung des Schnitts zur
Folge hitte. Damit folgt OPT(G) > Y und mit der Abschiitzung |V| > 2|
die Ungleichung (2.5).

Satz 2.14 MSA — SP — S € MAXSNP—hard

Dazu reicht es aus, folgende Aussage zu zeigen:

(R, S) ist eine L-Reduktion mit den Parametern 8 := 3B und 7y := 3.

Aus SIMPLEMAX — CUT — B € MAXSNP—hard und obigen Uber-
legungen folgt dann die Aussage.

Nach Definition 1.21 miissen diese beiden Ungleichungen erfiillt sein:

1. Fiir jeden einfachen, ungerichteten Graphen G gilt:
OPT(R(G)) < BOPT(G)
2. Fiir jeden einfachen, ungerichteten Graphen G und jedes Alignment a der
Sequenzen R(G) gilt:
|OPT(G) — ¢(S(a))| < 7v|OPT(R(G)) — ¢*(a)]

Beweis von 1. und 2.:
1.

n (2.5)

OPT(R(G)) = 3(n—0OPT(G)) < 3n =3B§ < 3BOPT(G) =B0PT(G)
2. Fiir den Nachweis der Giiltigkeit der zweiten Ungleichung sind zwei Fille

zu betrachten:

e 1. Fall: ¢*(a) = SPScore(a) < 3n
Nach Lemma 2.13 wird hier ein Schnitt der Grofle ¢, induziert und
es gilt: ¢*(a) = 3(n — cq).

|OPT(G) — ¢(S())| = |OPT(G) — ca| = §| 3¢q — 30PT(G))|

= 31300 — OPT(G)) ~ 3(n — ca)| = 5|OPT(R(G)) — ¢*(a)
= 1IOPT(R(G)) - ¢ (a)|
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e 2. Fall: 3n+c¢:=c*(a) > 3n
Die Grofle des durch das Alignment induzierten Schnitts sei mit z
bezeichnet und offensichtlich gilt: 0 < x < OPT(G). Dann ist auch
die zweite Ungleichung erfiillt:

|OPT(G) — ¢(S(a))| = OPT(G) — z < OPT(G) < %|3OPT(G) +cf

_ %|3n +¢— 30+ 30PT(Q)| = %|(3n +¢) = 3(n — OPT(Q))|
= %|C*(Oé) — OPT(R(z)))| = 7|OPT(R(z))) — c* (o)

Korollar 2.15 MSA-SP-S ist MAXSNP-hard

Hier wird bei der Reduktion von MSA-SP-B auf MSA-SP-S zusitzlich
das fest vorgegebene Alphabet und Scoringsystem von MSA-SP-B in die Ein-
gabe von MSA-SP-S aufgenommen. O

2.2.2 Tree Alignment ist MAXSNP-hard
Satz 2.16 Tree Alignment ist MAXSNP-hard

Zum Beweis dieser Aussage wird das Problem VERTEX-COVER-B als
Ausgangspunkt einer L-Reduktion auf das unten definierte Eingeschrinkte
Tree Alignment-Problem verwendet. Fiir VERTEX-COVER-B gibt es
ein B, so dass es MAXSNP-hard ist und es ist folgendermassen definiert:

Definition 2.17 VERTEX-COVER-B?
Gegeben: Ungerichteter Graph G = (V, E) mit deg(v) < B Yv €
V,K>0
Losungen: V' CV derart, dass fir alle {u,v} € E gilt: u € V'
oder ve V'
Bewertung: c¢(V') = |V’

Optimum: Minimum

Definition 2.18 Eingeschriinktes Tree Alignment-Problem
Gegeben: Mengen X und Y fiber einem endlichen Alphabet ¥

Loésungen: Y' CY und ein phylogenetischer Baum Tx y, bei dem
die Blitter genau mit den Sequenzen aus X wund die
anderen Knoten mit den Sequenzen aus Y' markiert
sind.

Bewertung: Score von T'x y

Optimum: Mintmum

3Das Problem VERTEX-COVER-B wird in der Literatur auch oft als NODE-
COVER-B bezeichnet
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Da dieses Problem mit einer L-Reduktion auf Tree Alignment reduziert wer-
den kann, folgt dann die Aussage.

Satz 2.19 Die Konstruktion eines Tree Alignment bei dem der vorgegebene
phylogenetische Baum ein Stern* ist, ist MAXSNP—hard.

Zum Beweis wird hier MAX-CUT-B auf diesen Spezialfall des Tree Align-
ment reduziert. M AX-CUT-B ist die Version des in Definition 2.1 vorgestell-
ten SIMPLE M AX-CUT-B fiir nicht notwendigerweise einfache Graphen mit
beschrinktem Knotengrad. Ein Beispiel fiir ein Tree Alignment mit Stern
als Phylogenie ist in Abbildung 2.4 zu finden.

Abbildung 2.4: Tree Alignment mit Stern-Phylogenie fiir 5 Sequenzen sq, ..., ss;
§ ist der String, der den Gesamtscore des Tree Alignment minimiert.

2.3 Approximierbarkeit

2.3.1 1/2-Approximations-Algorithmus fiir Multiple
Alignment

Im Folgenden werden wir einen Algorithmus vorstellen, der in polynomieller
Zeit fiir k Sequenzen eine Niherungslosung eines optimalen Multiple Alignment
bestimmt, die nur um den Faktor 2 — % schlechter ist als der optimale Score.

Daraus ergibt sich fiir den relativen Fehler dann eine obere Schranke von 1— 2_1 =,
k
1

- bZW
2 -
22

die durch % nach oben abgeschitzt werden kann und damit einen 1 —

%—Approximations—Algorithmus liefert.

Dabei wird eine Sequenz ausgewiihlt, die zu allen anderen Sequenzen die
kleinste paarweise Distanz hat, und an dieser durch sukzessives Hinzufiigen
der anderen Sequenzen ein Multiple Alignment aufgebaut. Die Wahl einer Se-
quenz und die Berechnung der Distanzen zu den anderen Sequenzen 138t sich als
sternformiger Graph darstellen, bei dem die Ausgewidhlte Sequenz dem Knoten
in der Mitte zugeordnet ist und die anderen Sequenzen den anderen Knoten.
Ein Beispiel ist in 2.6 angegeben. Daher kommt auch die Bezeichnung ,,Center
Star Alignment*.

4Dieses Tree Alignment gehért zu der in Definition 1.10 beschriebenen Klasse und ist in
Abschnitt 2.3.2 genauer definiert, wihrend in Definition 1.11 der Begriff ,,Stern“ festgelegt ist.
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Definition 2.20 Sei S = {s1,...,s} eine Menge von Sequenzen. Wie in De-
finition 1.3 wird mit sc(s;,s;) die paarweise Distanz von zwei Sequenzen s; und
s; bezeichnet, also der Score eines optimalen paarweisen Alignments von s; und
Sj.

Weiter erfiille sc(-,-) die Dreiecksungleichung (1.6), sei positiv definit (also
sc(o1,03) > 0 Voi,00 € X) sowie sc(A,A) = 0, wobei A wieder fiir ein Gap
steht und das Scoring-System sei symmetrisch:

\7’01,02 ex SC(0'1,0'2) = SC(O’Q,O’l).

Sei a = (as,,-..,as,) ein optimales SPScore-Multiple Alignment der Se-
quenzen Si, ..., Sk, wobei fir alle i die Sequenz a5, wie in Definition 1.7 aus s;
entsteht.

Dann bezeichne d(as;,as;) die induzierte Distanz der Projektion (o, ,as,)
des Alignments o auf die Sequenzen o, und as, :

|as1‘

d(as,;, ;) == Z sc(as, [1], as, [1]) (2.6)

=1

Weiter sei mit sc() 1= 2, _; d(as,, as;) = SPScore(a) der SPScore von «
bezeichnet.

Da a zusitzliche Gaps und damit auch Mismatches enthalten kann, die im
optimalen paarweisen Alignment zweier Sequenzen s; und s; nicht vorkommen,
gilt:

SC(SZ',SJ') < d(asnas]')' (27)

Definition 2.21 Induziertes Multiple Alignment

Sei S = {s1,...,5} eine Menge von Sequenzen und T = (V, E) ein Baum,
bei dem jeder Knoten v mit einer Sequenz s, € S wersehen ist. Ein Multiple
Alignment « von S heifit dann induziert von T, falls Vv,v' € V gilt:

(v,v') € E = d(as,,as,) =sc(sy, Syr)

Mit der in Definition 2.20 aufgefiihrten Bedingung sc(A,A) = 0, die fiir
Multiple Alignment mit SPScore notwendig ist, kann man aus beliebigen Tree
Alignments ein induziertes Alignment gewinnen.

In Abb. 2.5 ist ein Beispiel fiir ein induziertes Multiple Alignment aufgefiihrt.
Setzt man dort etwa sc(o,0) = 0, sc(o1,02) = 2, sc(o,A) = sc(A,0) = 3 und
sc(A,A) =0 Vo,01,090 € X mit o1 # 02, so ergibt sich fiir alle i:

d(as, , as;) = sc(s1, 85),
wie gefordert.

Definition 2.22 Center Star
Sei S = {s1,...,5,} Menge von Sequenzen, M; := Zle sc(sj, 83).
c€l,...,k bezeichne dann den Wert, der M; minimiert:

M, =min{M; | 1<i<k}
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Chery

as, = A C G T
CreeD—GeD =2 4 T4 g
ag, = A - T T
as, = A - G T

Abbildung 2.5: Beispiel fiir Tree Alignment und ein induziertes Multiple Align-
ment

Der Center Star ist dann ein Tree Alignment mit Stern T als Baum, bei
dem die Wurzel mit s, markiert ist und die k Bldtter mit den Sequenzen aus S.

Das induzierte Multiple Alignment wird dann mit o = (« ag, ) be-
zeichnet.

Der Gesamtscore sc(a®) von af ist wie folgt definiert:

C
ITERRER

sc(a®) := SPScore(a’) = Z d(eg,, o))

i<j

In Abbildung 2.6 ist ein Beispiel mit 5 Sequenzen abgebildet.

Abbildung 2.6: Center Star Alignment mit 5 Sequenzen und s. = s5. Die gestri-
chelte Kante hat das Gewicht (bzw. die Linge) 0

Wie im folgenden Satz 2.24 noch gezeigt werden wird, ist das Center-Star-
Alignment eine N#herungslosung fiir ein optimales Alignment mit relativem
Fehler 1— 1. Mit dem Algorithmus 2.1 158t es sich effizient berechnen, weshalb

.
2—%

dann dieser Algorithmus ein 1 —

2_1% -Approximations-Algorithmus fiir Multiple
Alignment ist.

Dabei wird nach der Bestimmung von ¢ die Sequenz s, zum Aufbau des
Multiple Alignment «af verwendet, indem zu jeder neuen Sequenz s; ein Align-

ment mit dieser Sequenz s. berechnet wird. Dazu dient die Prozedur pwalign,
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Algorithmus 2.1 Center Star Multiple Alignment

Eingabe: Sequenzen S = {s1,...,8,}

Ausgabe: Center-Star induziertes Multiple Alignment o = (a5, ,...,a§,)
{bestimme c}
1:c:=1 {Startwert fiir min-Berechnung}
2 M =37 sc(s),81) {sc(sj,s1) wie in Kap. 1.1.1 berechnet}
3: for i :=2to k do
4: M' = Zj SC(SJ', Si)
5. if M' < M then {neues min gefunden?}
6: M: =M c:=i
{bestimme a¢, induziert aus Center Star mit oben berechnetem c}
g = S {Initialisierung; an o wird a° aufgebaut}
8: for i :=1to k do
9: if i # c then {a$, nur einmal in o}
10: (af,,as,) = pwalign(ag_,af,) {pwalign(s, t) = (as, ;) paarw.}

{Alignment wie in 1.1.1 }

Cc

G- 0G)

11: return (« o

die ein optimales paarweises Alignment berechnet. In die Sequenz o kommen
im Schritt 10 neue Gaps und damit in alle bisher schon angeordneten Sequenzen
ag,,...,a5 . Einmal in of_ eingefiigte Gaps bleiben in allen weiteren Schritten
erhalten, kurz: Einmal Gap - immer Gap. Ein Beispiel ist in Abb. 2.7 zu finden.

= e
QO
= o e

= 1
Q QO

Abbildung 2.7: Beispiel, wie aus einem Center Star ein induziertes Multiple
Alignment konstruiert wird. Dargestellt ist auch das Hinzunehmen der Sequenz
s3 zum schon konstruierten Alignment der Sequenzen s; und s

Laufzeitbetrachtung des Algorithmus 2.1: Nach 1.1.1 benétigt die Be-
rechnung von sc(s;, s;) und pwalign(s;, s;) O(n?) Schritte, wobei n = max; |s;|
ist. Dies wird in Zeile 2 einmal und in Zeile 4 (k—2)-mal ausgefiihrt, sowie in Zei-
le 10 (k—1)-mal. Insgesamt bendtigt man also O(2(k—1)n?) = O(n2k) Schritte,
was auch gegeniiber den O(k22*n*) Schritten des dynamischen Programmierens
in Definition 1.8 eine grofle Beschleunigung darstellt.
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Abschlieflend erfolgt noch die Betrachtung des relativen Approximationsfeh-

lers:
Fiir s, gilt nach Konstruktion:

d(ag,;, a5,) = sc(si, sc)
c c Dreiecksungl. c c . c
=> d(asiJaSj) S d(asi7asc) + d(asCJaSj)
= sc(sq, Se) + sc(se, s5) (2.8)
Lemma 2.23 Es gilt: sc(a®)/sc(a) <2 -2 <2
Zum Beweis betrachten wir v(a®) = > d(ag,af) = 2sc(a) und
v(a) := 32, 5 dlas;, as;) = 2sc(a). Dann gilt:
v(e) = > d(ag,;a5)
(4.9
(2.8)
< Z[Sc(siasc) + SC(307SJ)]
(i,9)
Symmetrie von sc(-,-
ymmetric von se(:,-) D se(siyse) + D sc(sg, se)
(i.9) (i,9)
RS B SECESED ) PECRN
i g Joi#d

= (k—1) Zsc(si,sc) +(k-1) ZSC(SJ',SC
i J

= 20k — 1)) sc(si,se) = 2(k — 1) M,

und:
U(a) = Z d(O‘Si > aSj)
(4,5)
(2.7)
Z Z SC(Sz', Sj)
(4,9)
‘Wahl von ¢
> k Z sc(s¢,85) = kM,
J

Mit diesen Ungleichungen folgt:

sc(a)  w(a®) _2(k—-1)M. 2
sc(a)  v(a) = kM. =2- k
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Dieses Lemma gibt einen direkten Einblick in die Gréflenverhiltnisse der Sco-
res der beiden Losungen. Um jedoch die Ergebnisse dieses Abschnittes in einem
Satz zusammenzufassen, verwenden wir folgende Umformung der Aussage:

sc(a®)
9 _

sc(a) > (2.9)

SN

Satz 2.24 Center-Star-Alignment ist ein 1 — 271_7—Approa:imations—Algom’thmus
k
fiir Multiple Alignment

Dazu betrachten wir den relativen Fehler R({si,...,sk},a®) aus Defini-
tion 1.16. Dabei sei a ein optimales Alignment der vorgegebenen Sequenzen
{51,.--, 8k} und a° ein dazu konstruiertes Center-Star-Alignment.

R({s1,....50}0°) = [sc(a®) — sc(a)| _ sc(a®) —sc(a)
max{sc(a), sc(ac)} sc(ac)
g sca) — 5% !
- sc(ac) T2 2

Korollar 2.25 Center-Star-Alignment ist ein %—Approximations—Algorithmus

fiir Multiple Alignment

Dies folgt aus Satz 2.24 und folgender Abschitzung:

250 = —
k— 2—

1

= 1-
2 —

<

N =
DN | =

>

BN
BN

2.3.2 1/2-Approximations-Algorithmus fiir Tree
Alignment mit Stern-Phylogenie

Die im vorherigen Abschnitt vorgestellte Heuristik eignet sich auch als Ap-
proximation des in Satz 2.19 vorgestellten Tree Alignments mit Stern-
Phylogenie. Mit den im vorherigen Abschnitt durchgefiihrten Laufzeitbetrach-
tungen ist mit Algorithmus 2.1 ein polynomiell zeitbeschrinkter Approximati-
onsalgorithmus fiir Tree Alignment mit Stern-Phylogenie angegeben. Da-
bei kann auf die Bestimmung eines optimalen Multiple Alignment verzichtet
werden, da nur der in die Mitte gestellte String s. bzw. dessen Index ¢ von
Interesse ist. Den erreichbaren Approximationsfaktor ¢ = % liefern das folgende
Lemma 2.26 und der Satz 2.27.

Seien wieder alle Voraussetzungen von Definition 2.20 erfiillt. Sei T' = (V, E)
ein Tree Alignment mit Stern-Phylogenie, also ein Baum mit Wurzel vy und
Blittern v;, i = 1,...,k und die Kanten des Baums E = {(v,,v;) |1 = 1,...,k}.
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Die Blitter seien mit si,...,s; markiert und fiir jeden beliebigen String
s € ¥*, ¥ = ¥ U{A}, als Markierung der Wurzel, sei M, wie folgt definiert:

M, = Z sc(s;,8)
J

Dann bezeichnet § € £* diejenige Markierung der Wurzel, fiir die gilt:
M; = min{M, | s € £*}

sc(a(T)) := Mj; ist dann der Score des Tree Alignments a(7") und offensicht-
lich gilt Mz < M., wobei M, wie in Definition 2.22 definiert ist.

Lemma 2.26 Es gilt: M./M; <2

Seii € {1,...,k} so gewihlt, dass sc(s;, §) < sc(s;, §) fiir alle j € {1,...,k}.
Dann gilt:

Def. 2.22
M, < M; P22 Z sc(sj, s3)
J
Dreiecksungl. » 5 5 5
< Z(SC(S]', 3) +sc(8,s;)) = Z(SC(S]',S) + sc(s;, 8))

J

J
‘Wahl von ¢
< 22SC(8j,§)=2M§=> MC/M§SQ
J

O
Satz 2.27 Tree Alignment mit Stern-Phylogenie ist %—approximierbar

Zum Beweis betrachten wir den relativen Fehler:

|M, — M;| M, — M;

Rfenvoha) = iy = et
83 c c
< M,—3M, M, 1
= M. M, 2

O

Der in 2.27 bewiesene Approximationsfaktor % ist der beste, der sich mit die-

sem Verfahren erreichen 148t. Der folgende Satz 2.29 sichert zu, dass der relative

Fehler des Center Star-Algorithmus beliebig nahe an diesen Faktor herankommt.

Das Scoring-System muss dazu wieder die Eigenschaften in Definition 2.20 und
auflerdem folgende Bedingungen erfiillen:

1. sc(o,0) =0 VoeX

2. VYo1,02 € X 2sc(o1,02) < sc(og,A)
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A|A|B
A0 ]|2]2
A2 ]01
B|2]|1]0

Abbildung 2.8: Scoring-System fiir den Beweis von Satz 2.29

Diese Bedingungen werden von fast jedem in der Praxis verwendeten Scoring-
System erfiillt und stellen keine grofie Einschrinkung dar. Zum Beweis des fol-
genden Satzes wird o. B. d. A. ¥ = {A,B} und ein Scoringsystem wie in Abbil-
dung 2.8 angenommen.

Lemma 2.28 Sei e > 0. Dann ezistiert eine Sequenzmenge S mit:

Mc/Mg >2—¢
Setze k:=n:= 2] + 1.
Konstruiere nun die Menge S = {s1, ..., sx} mit |s;| = n fiir alle ¢ wie folgt:
. [ A fallsi=j
silj] = { B, sonst
Also: s;= A -+ A B A A
1 1 1
1 ¢ n

Dann gilt fiir die paarweisen Alignments und einen String § aus einem opti-
malen Tree Alignment mit Stern-Phylogenie:

1. Kein Alignment (as,,as;) enthélt Gaps und fiir jedes 4 ist

Mi = 2(7’L— 1)

2. §=A". (as,,0;5) enthilt fiir kein ¢ Gaps und

MgITL

Beweis von 1:

Fiir ¢ # j sei mit g die Anzahl der Zuordnungen (A,o) bzw. (o,A) im
Alignment « := (a,, ;) bezeichnet. Nun betrachten wir die Auswirkungen auf
die Scores, falls Gaps auftreten und erhalten damit eine Aussage iiber die Anzahl
g von Gaps in einem optimalen Alignment. Es sind vier Fille zu unterscheiden:

1. In a werden die beiden Zeichen B von s; und s; in einer Spalte angeordnet,

also
Qs; [k] = Qs; [k] =B
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fiir ein k. Dann enthilt das Alignment mindestens 2 - | — j| Gaps, da die
Sequenzen um |i — j| Zeichen gegeneinander verschoben werden miissen.
Also in diesem Fall:

=0 =sc(A,4)=2
— ——
d(as;,as;) = min{sc(B,B)+g- sc(A,A) | g>2-|i—j|}
= min{2-g | g>2-]i—jl} >4 (2.10)

2. In « trifft ein B auf ein A und das andere auf ein A, also etwa
a5 [k] =B, a[k] =A, a[k']=A und o, k] =B
fir k # k' (oder umgekehrt, mit s; und s; vertauscht). Dann gilt:

d(as;,as;) = min{sc(B,A) +sc(B,A)+(g—1)-sc(4,A) | g > 1}
min{3+2-(g—1) | g>1}>3 (2.11)

3. In « treffen beide Bs auf Gaps, also
as [k] =B, ay[k]=A, ay;k]=A und a4k =B
fiir £ # k'. Dann gilt:

d(as;,0,;) = min{2-sc(B,A) + (g —2) -sc(4,A) | g>2}
min{d+(g—2)-2 | ¢g>2}>4 (2.12)

4. In « treffen beide Bs auf As, also
o5 [k] =B, as[k] =4, o[k’ =A und o[k =B
fiir £ # k'. Dann gilt:
d(as;,as;) = min{2-sc(B,A)+ g-sc(A,A) | g >0}
= min{2+g-2 | g>0}>2 (2.13)
Damit wird offenbar das Minimum fiir ¢ = 0 und den Fall 4 erreicht:

SC(Sz', Sj) = d(asz' ) asjv) (223) 2

Wegen sc(s;, s;) = 0 gilt dann:

Mi = ZSC(Sj,S,’) = 2(7’L — 1)

J

Und damit ist 1 bewiesen.
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Beweis von 2:

Setzt man § := A™, so gilt d(as,,a5) =1 fiir alle q.

Wihlt man §, derart dass fiir ein 4 gilt d(as;,a3) = 0, so gilt § = s; und
nach 1 fiir alle anderen Sequenzen s;: d(as,,as) = 2. Das Andern der Linge
von § oder das Einfiigen von weiteren Bs in § ergibt auch wieder eine groflere
Distanz. Analog zum Beweis von 1 folgt, dass (as,,as) keine Gaps enthélt.

Damit folgt Mz = Z]. d(as;,a3) =n und mit 1:

M. 2(n-1)
e _2APT ) S9
M —>2-¢

O

Satz 2.29 Fiir die Approximation von Tree Alignment mit Stern-Phylogenie
durch Center-Star-Alignment lafst sich kein besserer Approximationsfaktor als
1

5 erreichen

Sei § > 0 beliebig vorgegeben. Dann werden wir unter Verwendung von
Lemma 2.28 die Existenz einer Sequenzmenge zu einem Tree Alignment mit
Stern-Phylogenie zeigen, so dass der relative Fehler grofler als % — 4 ist.

Offensichtlich gibt es zum gewihlten § > 0 ein £ > 0 mit:

1 1

2_6<§+(5 (214)

Zu diesem e konstruieren wir mit Lemma, 2.28 die entsprechenden Sequen-
zen, so dass gilt: M./M;s > 2 — e. Dann gilt fiir den relativen Fehler mit den
Bezeichnungen aus Definition 1.16:

|e(M(z)) — OPT(z)| _ M, — Ms| M, — M;
max{OPT(z),c(M(x))} max{Ms; M.} M.
M, — M= L
> M. = 2—¢
(2.14) 1 1
l—=—6==—
> 5 ) 5 )

2.4 Anmerkungen

Die NP-Vollstéindigkeit von SIMPLE MAX-CUT-B fiir B > 3 st in [Yan7§]
nachgewiesen.

Der Abschnitt 2.1.1 ist eine Darstellung des Beweises in [Jus99]. Dabei wur-
den genaue Definitionen der verwendeten Probleme erginzt, und der Beweis
gestrafft, um die Ubersichtlichkeit zu verbessern. Beim Begriff der generischen
Score-Matrix (vergleiche Definition 2.2) wird bei [Jus99] z := sc(A, A) gesetzt
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und es muss nur z > 0 erfiillt sein. Um Konsistenz mit der Definition von
SPScore in Abschnitt 1.1.2 zu wahren, wird hier diese leicht abgewandelte Ver-
sion mit z = 0 verwendet. Auch nur bei [Jus99] zu finden ist der Beweis von
Lemma 2.7.

Im Abschnitt 2.1.2 sind einige Ergebnisse zur NP-Vollstindigkeit verschiede-
ner Tree Alignment-Varianten aufgelistet. Weitere Ergebnisse sind im Abschnitt
2.2.2 zu finden, da alle MAXSNP-vollstdndigen Probleme auch NP-vollstindig
sind. Zum Beweis der hier angegebenen Resultate: Die NP-Vollstéandigkeit von
Tree Alignment (ohne weitere Vorgaben) ist bei [SW92] zu finden, die von
Tree Alignment mit vorgegebenem biniren Baum als Phylogenie in
[WJ94].

Fiir den Abschnitt 2.2.1 lieferte der Beweis von Theorem 2 in [Jus99] als
Ideen die Codierung von Kanten in Sequenzen und damit verbundene Teile des
Scoring-Systems. Darauf aufbauend wurde hier ein neuer, einfacherer Beweis
entwickelt. Dabei wurde das Scoring-System derart modifiziert, dass auf eine
Wiederholung der Kantencodierung in den Sequenzen verzichtet werden konn-
te. Das ermoglicht ein Wegfallen der bei [Jus99] verwendeten Skalierung mit
der Funktion k% und damit die Verwendung einer L-Reduktion. Dadurch ist
es moglich, ohne den Begriff der gap-preserving reduction auszukommen, deren
Verhaltnis zur L-Reduktion noch nicht endgiiltig geklért ist und die zu einer
anderen Definition von MAXSNP fiihrt.

In [PY91] ist nachgewiesen, dass es Werte fiir B gibt, so dass das im Satz
2.16 verwendete Problem VERTEX-COVER-B in MAXSNP-hard liegt.
Die Beweise von Satz 2.16 und 2.19 sind in [WJ94] vorgestellt.

Der in Abschnitt 2.3.1 vorgestellte Beweis ist eine Ausarbeitung des Ab-
schnittes 14.6.2 ,A bounded-error approximation method for SP alignment*
von [Gus97]. Hinzugefiigt wurden Satz 2.24 und 2.25 um eine Verbindung mit
der Notation von Kapitel 1.2.2 herzustellen. Damit liegen die Approximations-
faktoren in den beiden h#ufig verwendeten Versionen vor: Als relative Fehler
und als Quotient von Naherungslosung und Optimum. Dies gew&hrleistet einen
direkten Vergleich mit anderen in der Literatur angegebenen Werten.

Weiter bleibt zu erwihnen, dass es inzwischen schon Verfahren gibt, die statt
dem Quotienten 2 — % fiir beliebiges, positives I, den Quotienten 2 — % liefern
([BLP94)).

Mit der Darstellung des Algorithmus 2.1 und der Laufzeitbetrachtung wurde
hier auch eine genauere Dokumentation des Approximationsverfahrens durch-
gefiihrt als bei [Gus97].

Dem Abschnitt 2.3.2 liegt als Idee die offensichtliche Ahnlichkeit zwischen
dem Tree Alignment mit Stern-Phylogenie und dem Center-Star-Alignment zu-
grunde, die hier erstmals diskutiert wird.

Fiir Tree Alignment mit einem binidren Baum als Phylogenie wur-
den in [WG96] und [WJGO00] Polynomialzeit-Algorithmen vorgestellt, deren Ap-
proximationsfehler und Laufzeiten von der Sequenzanzahl und -lange sowie der
Tiefe des Baumes abhingen, und zusétzlich noch von einem Parameter der die
Grofle der in der Berechnung betrachteter Bereiche im Baum angibt. Im allge-
meinen ergeben sich hier fiir die Praxis unbrauchbare Laufzeiten und Fehler.
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Kapitel 3

Empirischer Vergleich von
Alignment-Verfahren

Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein empirischer Vergleich von Multiple-
Sequence-Alignment-Verfahren unter beispielhafter Auswahl von Verfahren aus
verschiedenen Gruppen durchgefiihrt. Als Quelle fiir die Testdatensitze diente
eine Datenbank von Alignments, die zum Test von Alignmentverfahren erstellt
wurde. Zur Bewertung wurden verschiedene Funktionen verwendet, um die Ver-
fahren mit unterschiedlichen Kriterien zu untersuchen.

Im Folgenden werden erst die Testdaten, dann die Verfahren und danach die
Bewertungsfunktionen vorgestellt. Am Ende des Kapitels erfolgt eine Auswer-
tung der Ergebnisse.

3.1 Testdaten: BAIIBASE

BAIiBASE ist eine Datenbank mit Alignments, die speziell zum Vergleich von
Multiple-Alignment-Verfahren erstellt wurde, und enthilt verschiedene Katego-
rien, die die Untersuchung des Verhaltens der Verfahren bei bestimmten Eigen-
schaften von Alignments ermdglicht.

3.1.1 Herkunft und Erstellung der Referenzalignments

Da die Verfahren auf Eigenschaften von realen Alignments und Sequenzen be-
ruhen ist es interessant, zu untersuchen, ob die Verfahren ohne die Eingabe von
Zusatzinformationen wie etwa die Sekund&rstruktur der Sequenzen zu biologisch
sinnvollen Ergebnissen kommen. Dazu bietet es sich an, Testdaten zu verwen-
den, die realitdtsnah sind und bei denen auch die biologischen Eigenschaften
bekannt sind.

Deshalb wurde BAIIBASE aus Sequenzen zusammengestellt, deren Ver-
wandtschaft und (auch gemeinsame) Sekundirstrukturen bekannt sind. Als

43
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Quelle fiir die Alignments dienten die Strukturdatenbanken FSSP und HOM-
STRAD. Dariiber hinaus wurden falls vorhanden weitere Strukturinformatio-
nen aus der HSSP Datenbank und dem VAST Webserver verwendet. Mit der
PDBsum Datenbank erfolgte eine Identifizierung funktionaler Bereiche der Se-
quenzen und darauf aufbauend eine manuelle Verbesserung der Alignments
von den Autoren von BAIIBASE. Des weiteren wurde das Proteinstruktur-
Vergleichsprogramm SAP verwendet, um die Alignments zu iiberpriifen.

Die vorliegende Beschreibung der Autoren von BAIIBASE bezieht sich auf
Version 1 in BAIIBASE, in der es 5 verschiedene Referenz-Gruppen von Test-
daten gibt. In der Gruppe 1 befinden sich die wie oben beschrieben erstellten
Alignments, die sich in modifizierter Form in den Gruppen 2 bis 5 wiederfinden.
Damit ist es mdglich, die Auswirkungen der Anderungen und damit Hinzunah-
me weiterer Eigenschaften von Alignments auf Ergebnisse der Programme zu
untersuchen. In diesen Gruppen befinden sich 142 Referenz-Alignments mit ins-
gesamt mehr als 1000 Sequenzen. 58% der Zeichen in den Sequenzen befinden
sich in den sogenannten ,,Core Blocks“, den konservierten Bereichen in den Se-
quenzen, fiir die ein gutes Alignment existiert. Die restlichen 42% befinden sich
in Regionen der Sequenzen, fiir die kein gutes Alignment bestimmt werden kann.

Zu jedem Referenzalignment gibt es eine Ubersichtsseite, auf der das Align-
ment mit den Sekundérstrukturdaten dargestellt ist und sich Informationen {iber
die Zugehorigkeit der Sequenzen zu bekannten Proteinfamilien befinden. Dies
ist vor allem fiir die Untersuchung der Frage interessant, ob sich diese auch
im zu bewertenden Multiple Alignment widerspiegeln. Die Sekundirstruktur-
informationen sind auch als , Feature-Table-Files“ in Programm-lesbarer Form
vorhanden.

In BAIiBASE 2 gibt es die zusitzlichen Gruppen 6 bis 8, die weitere Probleme
behandeln, allerdings ohne Proteinfamilien- oder Sekundirstrukturinformatio-
nen in der oben angegebenen Form.

3.1.2 Referenz-Gruppen von BAIiBASE

Die Eigenschaften der Alignments in den Gruppen sind folgende:

1. Diese Gruppe enthilt Alignments weniger Sequenzen dhnlicher Lange, die
alle evolutioniir gleich weit voneinander entfernt sind. Die Gruppe ist noch-
mals unterteilt in drei verschiedene Lingenklassen: Kurz (bis ca. 150 Zei-
chen), mittel (bis ca. 300) und lang. Jede dieser Klassen ist nach aufstei-
gender Ahnlichkeit der Sequenzen gruppiert.

2. Bei dieser Gruppe werden Gruppen eng verwandten Sequenzen (mit mehr
als 25% Identitéit) um bis zu drei Waisensequenzen erweitert, die zwar
entfernt verwandt mit den anderen Sequenzen sind und auch gemeinsame
Bereiche haben, aber insgesamt weniger als 20% Identitét mit den anderen
aufweisen. Diese Gruppe liefert Hinweise darauf, wie sich die Anwesenheit
von weit entfernt verwandten Sequenzen auf die Qualitit des Gesamtali-
gnments und auf die Qualitét des Alignments der anderen mit den Wai-
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sensequenzen auswirkt. Diese Gruppe ist wie innerhalb der Klassen von
Gruppe 1 nach aufsteigender Linge der Sequenzen gruppiert.

. In dieser Gruppe bestehen die Alignments aus bis zu vier Proteinfami-

lien, zwischen denen die Sequenzen eine Identitit von weniger als 25%
haben, wihrend innerhalb der Familien die Identitét tiber diesem Wert
liegt. Damit soll untersucht werden, wie ein Verfahren derart unterschied-
liche Sequenzen in ein Alignment zusammenfiigen kann und wie dabei die
Struktur in den Familien beriicksichtigt wird. Auch hier sind die Align-
ments nach aufsteigender Sequenzlénge gruppiert.

. In dieser Gruppe erfolgen bei einer bzw. wenigen Sequenzen Erweiterungen

an den Enden, es kommen also auch einzelne Sequenzen mit wesentlich
groflerer Linge vor.

. Diese Gruppe ist dhnlich wie Gruppe 4, nur dass diesmal die Erweite-

rungen in den verdnderten Sequenzen als Insertionen iiber die Sequenzen
verteilt sind und nicht nur am Rand auftreten.

. Gruppe 6 umfasst Alignments mit vielen Wiederholungen in den Sequen-

zen und soll Antworten auf die Frage liefern, inwieweit Alignmentverfah-
ren die wiederholten Bereiche den richtigen, d.h. biologisch mit der glei-
chen Funktion versehenen Bereichen (den Doménen) zuordnen. Neben den
Alignments, die alle Sequenzen enthalten, wurden auch noch Teile von die-
sen als Testdaten zusammengestellt und in verschiedene Klassen eingeteilt:

e 1(a) Gleiche Anzahl Wiederholungen einer Art
e 1(b) Unterschiedliche Anzahl Wiederholungen einer Art

o 2(a) Gleiche Anzahl von Wiederholungen verschiedener Arten in der
gleichen Reihenfolge

e 2(b) Gleiche Anzahl von Wiederholungen verschiedener Arten in un-
terschiedlicher Reihenfolge

e 2(c) Unterschiedliche Anzahl von Wiederholungen verschiedener Ar-
ten

e 3 Eine weitere, nicht wiederholte Doméne befindet sich in den Se-
quenzen

e 4 Verschiedene Wiederholungsarten befinden sich in den Sequenzen

. Gruppe 7 enthilt Alignments transmembraner Proteine. Diese Proteine

enthalten Helices, die durch die Membran von Zellen hindurchreichen und
deshalb besonders wichtig fiir die Funktion sind.

. Diese Gruppe enthilt Sequenzen mit Inversionen, also Abschnitte deren

Zeichenfolge umgedreht wurde und Permutationen der Domainabfolge, al-
so eine Umstellung von konservierten Bereichen.
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3.2 Betrachtete Verfahren

Aus den verfiigbaren Verfahren wurden verschiedene beispielhaft ausgewihlt,
wobei darauf geachtet wurde, dass der zugrundeliegende Algorithmus gut und
nachvollziehbar dokumentiert war und die Programme frei verfiigbar sind. In
den Vergleich wurden die hiufig benutzten Standard-Verfahren CLUSTAL-W
und DIALIGN einbezogen, genauso wie MSA als Implementierung des opti-
malen Verfahren mit SPScore. T-Coffee wurde als vielversprechende Weiter-
entwicklung von CLUSTAL-W mit in den Vergleich aufgenommen und HM-
MER, um die Qualitéit eines in anderen Bereichen der Bioinformatik etablier-
ten Verfahrens zu untersuchen. Diese kleine Auswahl erhebt keinen Anspruch
auf Vollstandigkeit. Die verwendeten Verfahren sind in dieser Arbeit jedoch so
genau dokumentiert, dass die Funktionsweise deutlich wird und damit eine bes-
sere Begriindung der Resultate ermoglicht. Trotz der kleinen Auswahl werden
verschiedene Herangehensweisen an das Multiple Alignment behandelt: Opti-
males Verfahren fiir SP-Score (MSA), iteratives bzw. progressives Alignment
(CLUSTAL-W, T-Coffee), lokales Alignment (DIALIGN) und ein stochastisches
auf Hidden-Markov-Models basierendes Verfahren (HMMER).

3.2.1 MSA

Das Programm MSA berechnet ein beziiglich SPScore und PAM250-Scoring-
system (vergleiche Abschnitt 3.3.2) optimales Alignment. Dabei wird das von
Carillo und Lipman vorgeschlagene dynamische Programmieren mit Relevanz-
test verwendet (Vergleiche dazu Seite 8 im Abschnitt 1.1.2.) Da dabei nicht alle
Zellen der k-dimensionalen Berechnungsmatrix, sondern im Idealfall nur wenige
fiir die Berechnung eines optimalen Alignments verwendet werden, wird diese
als Edit-Graph des Alignments représentiert und gespeichert (vergleiche Kap.
1.1.1, Seite 4). Ein optimales Alignment entspricht hier wieder einem Weg durch
den Graphen mit minimalem Score. Dabei wird ein ein gewichteter SPScore
verwendet wird, dessen Gewichte aus einer durch Neighbor Joining erzeugten
Naherungslosung fiir den phylogenetischen Baum der Sequenzen kommen, wie
in [ACL89] erklirt ist. Damit soll vermieden werden, dass viele Sequenzen mit
hoher Identitit das Gesamtalignment dominieren und sich damit negativ auf das
Alignment mit den anderen Sequenzen auswirken. Endstéindige Gaps werden bei
MSA nicht bestraft und es wird eine affin-lineare Gap-Penalty verwendet.

Doch nun zu einer groben Darstellung des Algorithmus, wie er MSA zu-
grundeliegt. Auf die Erweiterung fiir affin-lineare Gap-Penalty wird jedoch nicht
eingegangen.

Wie im Kapitel 1 schon angedeutet, wird fiir den Relevanztest eine untere
Schranke ben6tigt, ndmlich der Score, den ein Alignment h6chstens haben darf,
damit es in der Berechnung beriicksichtigt wird. Zunichst wird dazu eine un-
tere Schranke bestimmt, in die die Bewertung der paarweisen Alignments aller
Sequenzen eingehen.

Seien s1, ..., s die zu alignenden Sequenzen und sei mit g(s;, s;) die paarwei-
se Gewichtung des Sequenzpaares (s;, s;j) bezeichnet. sc(s;, s;) bezeichne wieder
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den Score eines optimalen paarweisen Alignments von s; und s;. Dann setze:

L:= Zsc(si,sj)g(si,sj) (3.1)

i<J

Damit wird eine grobe untere Schranke fiir die betrachteten Alignments ab-
geschétzt. Mit dem Center-Star-Verfahren (vergleiche Abschnitt 2.3.1) wird ein
Alignment af bestimmt, nun aber nicht direkt dessen Score als Schranke ver-
wendet, sondern die Schranke wie folgt geschiitzt:

U= L+ (min(e,]d(as,,a2,) — sc(si, 5;))g(sir 5,)) (3.2)
i<j

Die Bezeichnung d(aj,, af) hat dabei die in schon Abschnitt 2.3.1 definierte
Bedeutung und gibt den Abstand zwischen den Sequenzen of, und of; an,
wihrend e eine vorgegebene Konstante ist. Durch diese Abschitzung kann eine
zu niedrige Schranke fiir den Relevanztest entstehen, die dann dazu fiihrt, dass
MSA gar kein Alignment bestimmt.

Mit dieser Schranke wird nun direkt fiir jeden betrachteten Knoten im Edit
Graph bestimmt, ob er zu einem Weg eines Alignment o mit Score < U gehort.
Dazu werden alle Projektionen auf zwei Sequenzen an diesem Knoten betrachtet
und folgende Ungleichung gibt dann an, ob der Knoten auf einem entsprechen-
den Weg liegen kann:

U-L Z Zg(siasj)(d(asnasJ-) —SC(Si,Sj))
i<j
> g(sp,5q)(d(as,, as,) — sc(sp, 8q))
= g(s’ia Sj)d(asl' ) as_,-) S g(sla Sj)SC(Sz', Sj) +U-L (33)

Neben dem Relevanztest wird nun noch eine Methode benétigt, um einen
optimalen Weg im Edit-Graphen zu finden, also den Weg eines optimalen Align-
ments. Dazu wird der Dijkstra-Algorithmus verwendet, der im Edit-Graphen die
im Algorithmus 3.1 beschriebenen Operation ausfiihrt, wobei das Gewicht w(v)
jedem Knoten v den Score eines optimalen Alignments mit Weg vom Startkno-
ten bis zu v zuordnet.

Fiir jeden Nachbarn v' wird also {iberpriift, ob v zu einem giinstigeren Weg
zu v fiihrt. Wenn ja, wird dieser giinstigere Weg v' zugewiesen. In der Prio-
ritdtswarteschlange werden demnach alle Knoten gehalten, die schon als mogli-
che Fortfithrung eines Teilalignments betrachtet wurden. Die Kantengewichte
w((v,v')) hingen hier von den beim Ubergang von Knoten v zu v' alignten
Zeichen ab, also von den Matches, Mismatches und Gaps an dieser Stelle. Prin-
zipiell entspricht diese Vorgehensweise immer noch dem Needleman-Wunsch-
Algorithmus.

Um diesen Algorithmus mit dem Referenztest zu kombinieren, wird einfach
bei jedem Knoten, der aus der Prioritdtswarteschlange genommen wird tiber-
priift, ob dieser relevant ist. Die dafiir bendtigten Werte sc(as,, as;) kénnen
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Algorithmus 3.1 Dijkstra-Schritt

Nehme den Knoten v mit der hchsten Prioritdt aus der Prioritdtswarteschlange
und {iberpriife fiir jeden Nachbarn v', der von v aus erreicht werden kann, ob
w(v') schon ein Wert zugewiesen wurde (also sich dieser in der Prioritdtswarte-
schlange befindet).

e Falls nicht, setze: w(v') := w(v) + w((v,v"))

e sonst priife, ob w(v') > w(v) + w((v,v"))
Wenn dies der Fall ist, setze: w(v') := w(v) + w((v,v"))

Dann nehme v’ in die Prioritéitswarteschlange auf.

mit paarweisen Alignments effizient vorher berechnet werden. Ein zu einem ge-
fundenen Weg passendes Alignment kann am Ende ausgegeben werden, indem
der Weg bis zum Startpunkt zuriickverfolgt wird. Dazu ist es allerdings notig,
wéhrend der Berechnung des optimalen Weges zu speichern, welche Kanten im
Algorithmus 3.1 ausgewihlt wurden.

Der grofite Vorteil von MSA, néimlich dass es ein optimales Alignment be-
stimmt, fithrt aber auch gleich zum gréften Nachteil, der zu hohen Laufzeit.
Je nach Grofle der Schranke U koénnen auch sehr viele oder zu wenige Kno-
ten betrachtet werden. So fiihrt bei grofieren Eingabedatenmengen eine hohe
Schranke zu sehr groflem Speicherplatzbedarf und Zeitaufwand oder es wird bei
zu niedriger Schranke gar kein Alignment bestimmt. Fiir den Vergleich wurden
verschiedene Konstanten von MSA vergréflert, um mehr Alignments betrachten
zu konnen, als urspriinglich vorgesehen. Im Einzelnen sind dies die maximale
Anzahl der Sequenzen und die maximale Linge. Im Vergleich in dieser Arbeit
kam Version 2.0 von MSA zum Einsatz.

3.2.2 CLUSTAL W

CLUSTAL W gehort zu den progressiven Alignment-Verfahren, was bedeu-
tet, dass verschiedene Heuristiken kombiniert werden. Nachdem als eine N#he-
rungslosung fiir den phylogenetischen Baum der sogenannte ,,Guide Tree“ be-
stimmt wurde, wird an diesem durch paarweise Alignments das Alignment auf-
gebaut, wobei Parameter wie Scoring-System oder Gap-Penalty angepasst wer-
den.

Zunichst werden die Scores aller paarweisen Alignments bestimmt, wobei
entweder dynamisches Programmieren zum Einsatz kommt, oder die Scores ap-
proximiert werden. Diese werden als Gewichte in der folgenden Form gespei-
chert:

9(si,s5) = 1 — [Identitét von s; und s;] (3.4)

Dann wird mit dem Neighbor-Joining-Verfahren basierend auf diesen paar-
weisen Abstinden ein Guide Tree bestimmt, der eine Ndherungslosung fiir den
tatsdchlichen phylogenetischen Baum der Sequenzen darstellt. Dazu wird das
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Sequenzpaar mit dem geringsten Abstand zu einem Knoten zusammengefasst,
eine entsprechend modifizierte Distanzmatrix bestimmt und mit dieser dann ge-
nauso verfahren, und dies solange wiederholt, bis man alle Sequenzen in einem
Baum angeordnet hat. Erst am Ende wird noch von diesem Baum ein bestimm-
ter Knoten als Wurzel ausgezeichnet. Ein Beispiel fiir einen solchen Baum ist
der erste Baum in Abbildung 3.1, wobei natiirlich der Guide-Tree selten wie
dort ein vollstéandiger Baum ist.

An diesem Baum wird nun sukzessive das Alignment aufgebaut, und zwar
ausgehend von den Bléttern zur Wurzel, wie auch in Abbildung 3.1 zu verfol-
gen ist. Die zwei durch einen inneren Knoten u verbundene Blitter v; und vg
mit dem geringsten Abstand werden ausgewihlt und ein optimales paarweises
Alignment « der Sequenzen an diesen beiden Knoten bestimmt. Dann wird der
Teilbaum aus den Knoten v, vo und u durch einen neuen Knoten ersetzt, der
als Markierung das Alignment « erhilt. Mit dem neuen Baum wird die diese
Operation solange wiederholt, bis zum Schlufl nur noch die Wurzel und damit
das Gesamtalignment {ibrig ist. Sind in einem Schritt Teil-Alignments betei-
ligt, die zu einem Alignment zusammengefasst werden sollen, so werden diese
Teil-Alignments a,, und a,, jeweils wie eine Sequenz behandelt und bei der
Scoreberechnung in jeder Spalte der Mittelwert der Scores zwischen allen Se-
quenzen in dieser Spalte genommen. Bei 4 Sequenzen in «a,, und 2 Sequenzen in
o, wiirde so in jeder Spalte der Mittelwert der 2-4 = 8 Vergleiche als Spaltens-
core verwendet. Da die Teilalignments in spiiteren Schritten wie eine Sequenz
behandelt werden, bleiben Gaps, die einmal eingefiigt wurden, bis zum Schluf}
erhalten - was natiirlich zu Fehlern fiihrt. Zusitzlich werden die Gewichtungs-
faktoren aus (3.4) verwendet, um einen gewichteten Score zu erhalten.

TC TC- TC- T-C-
|:TCF TCF TCF T-CF
— — — —

TGCF TGCF { TGCF
I:GGCF [GGCF GGCF GGCF

Abbildung 3.1: Beispiel: Progressives Alignment

Die paarweisen Distanzen werden aber nicht nur zur Berechnung des Guide-
Trees und zur Gewichtung verwendet, sondern auch um die Bewertung an die je-
weils betrachteten Sequenzen anzupassen. Da CLUSTAL-W mit den PAM oder
BLOSUM Scoringsystemen arbeitet (vergleiche dazu Abschnitt 3.3.2), steht je-
weils eine ganze Reihe von Systemen zur Verfiigung, die immer eine bestimmte
evolutiondre Distanz beschreiben. Unter diesen wird eine passende ausgewihlt,
wobei eine groBere Ahnlichkeit der Sequenzen dann zur Wahl eines Systems fiir
kurze evolutiondre Zeitrdume fiihrt.

Neben der Wahl des Scoringsystems wird auch die Gap-Penalty angepasst.
Die Anfangswerte fiir die Aufstellung der Distanzmatrix und der ersten Align-
ments ergeben sich wie folgt: Die vorgegebene Gap-Open-Penalty wird fiir zwei
Sequenzen mit den Lingen mq und ns an die Sequenzléingen angepasst und
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mit dem durchschnittlichen Mismatch-Wert m des verwendeten Scoring-Systems
und der Ahnlichkeit der Sequenzen id skaliert:

GOP := (GOP + log(min{ni,nz2})) -m - id

Die Gap-Extension-Penalty wird abhingig vom Unterschied zwischen den
Sequenzlingen n; und ny verdndert:

GEP := GEP(1 + |log(ni/n2))|)

Im Zuge des progressiven Alignments erhilt dann jede Position in den Se-
quenzen eine individuelle Gap-Open-Penalty, die von

e der Anzahl der Sequenzen ohne Gaps in den Teilalignments
e der Entfernung zu bestehenden Gaps
e den chemischen Eigenschaften der Aminosiurereste

abhingt, was etwa zur Vermeidung vieler kleiner Gaps nebeneinander fiihren
soll. In dieser Arbeit wurde Version 1.8 von CLUSTAL-W verwendet, das Teil
von CLUSTAL-X ist, einer Erweiterung von CLUSTAL-W um eine graphische
Oberflache.

3.2.3 T-Coffee

Eine Erweiterung von CLUSTAL-W ist das T-Coffee-Verfahren. Der Grobablauf
ist dem vom CLUSTAL-W sehr #hnlich, nur dass zunéchst eine Bibliothek von
paarweisen Alignments aufgebaut wird und unter Verwendung dieser Zusatzin-
formationen jedes Alignment wihrend des progressiven Verfahrens mit einem
individuellen Scoringsystem erstellt wird.

Zunichst werden zwei Alignment-Bibliotheken aufgebaut: Die eine enthélt
alle paarweisen Alignments, erstellt mit CLUSTAL-W. Die andere enthélt lo-
kale Alignments zwischen je zwei Sequenzen. Dazu werden mit dem Programm
Lalign aus dem FASTA-Paket alle lokalen Alignments bestimmt und die zehn
besten sich nicht iiberlappenden ausgew#hlt. In diesen beiden Bibliotheken ste-
hen dann die Zuordnungen der einzelnen Zeichen durch die Alignments und
als Gewichtungen davon die Scores der Alignments. In dieser Bibliothek stehen
demnach Eintrage der Form:

3. Zeichen, Sequenz 23 (A) + 17. Zeichen, Sequenz 4 (A) - Gewicht 88

Diese beiden Bibliotheken werden nun zu einer zusammengefasst, wobei bei
in beiden vorhandenen Zuordnungen die Summe der Einzelgewichte als Gewicht
genommen wird. Diese Bibliothek wird jetzt noch erweitert, indem fiir jedes Paar
von Sequenzen und jede weitere Sequenz Alignments iiber diese dritte Sequenz
erstellt werden. Ein Beispiel ist in Abbildung 3.2 zu sehen. Dort werden fiir
die Sequenzen s; und s, zusitzlich zu deren Alignment (oberste Zeile) noch
die Alignments betrachtet, die entstehen, wenn man die anderen Sequenzen,
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hier s3 und s4, hinzunimmt. Nun werden die Gewichte der Zeichenzuordnungen
von (s1,s2) mit den Gewichten der Zuordnungen (s1,s3) und (ss3, s2) erweitert,
indem neue hinzugenommen werden und bei bereits vorhandenen doppelte ad-
diert werden. Gleiches geschieht mit Sequenz s4. Damit dndert sich das in der
Bibliothek enthaltene Alignment (s1, s2) auf die in der letzten Zeile angegebene
Form. In Abbildung 3.2 sind die betrachteten Zuordnungen als vertikale Balken
gekennzeichnet.

GARFIELD THE LAST FAT CAT

LELETEEE T T
GARFIELD THE FAST CAT

GARFIELD THE LAST FAT CAT

ORI T T TN NN
GARFIELD THE VERY FAST CAT

I NI
GARFIELD THE ~ FAST CAT

GARFIELD THE LAST FAT CAT

1 IR
THE  FAT CAT

|11 IR
GARFIELD THE  FAST CAT

HY N WD

)

N

GARFIELD THE LAST FA-T CAT
S, GARFIELD THE ——-- FAST CAT

Abbildung 3.2: Beispiel: Erweiterung der T-Coffee Bibliothek. Vertikale Balken
kennzeichnen die Zuordnungen von Zeichen in den Alignments, wobei sowohl
Matches als auch Mismatches vorkommen.

Mit den Gewichtungen der Zeichenzuordnungen in den Alignments als
Scoring-System und ohne Gap-Penalty werden nun die Schritte ausgefiihrt, die
auch CLUSTAL-W ausfiihrt:

1. Bestimmung aller paarweisen Distanzen
2. Bestimmung des Guide-Tree mittels Neighbor Joining
3. Progressives Alignment entlang des Guide-Trees

Ein Nachteil dieser Methode liegt auf der Hand: Durch die Speicherung aller
Alignments benotigt T-Coffee sehr viel Speicherplatz, weshalb auch im Rahmen
des Verfahrensvergleichs manche Testdatensétze zu grofl waren und das Pro-
gramm mangels Speicherplatz vom Betriebssystem beendet wurde. T-Coffee ist
das einzige Programm, das direkt nach der Entwicklung mit BAIiBASE getestet
wurde. Dazu wurde BAIIBASE Version 1 verwendet, bei der die groflen Da-
tensédtze noch nicht enthalten waren und somit die genannten Probleme nicht
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auftraten. Verglichen wurde T-Coffee dort mit CLUSTAL-W, DIALIGN und
Prrp, einem Programm, das hier nicht untersucht wird. Interessant sind auch
die Untersuchungen der Verbesserungen, die aus der Verwendung zweier Bi-
bliotheken am Anfang und der oben beschriebenen Erweiterung der Bibliothek
entstehen. Fiir den in dieser Arbeit vorgenommenen Vergleich wurde die Version
1.37 verwendet.

3.2.4 DIALIGN

DIALIGN ist ein Programm, das mit stark konservierten Bereichen arbeitet.
Um ein Alignment zu erstellen werden bei DIALIGN nicht einzelne Zeichen,
sondern ganze Segmente miteinander verglichen und aligned.

Die Alignmenterstellung bei DIALIGN bestimmt in paarweisen Alignments
Bereiche, die ohne Gaps aligned werden. Diese treten im Edit-Graphen als Dia-
gonalen auf, weshalb sie auch hier als ,, Diagonalen“ bezeichnet werden. Zunéchst
werden alle Diagonalen in allen Sequenzpaaren bestimmt, gewichtet und dann
mit einem Greedy Algorithmus zu einem Multiple Alignment zusammengesetzt.

Dabei kann es vorkommen, dass verschiedene Diagonalen fiir die gleichen
Zeichen in einer Sequenz verschiedene Zuordnungen zu Zeichen in der anderen
Sequenz liefern. Um daraus die widerspriichlichen Fille herausfiltern zu kénnen,
wird ein Konsistenzbegriff definiert: Zwei Diagonalen D; und Dy zwischen den-
selben Sequenzen s; und s; heiflen konsistent, wenn sich die Positionen der
durch die Diagonalen zugeordneten Zeichen in beiden Sequenzen in der gleichen
Reihenfolge befinden, ansonsten inkonsistent (siehe auch Abbildung 3.3).

konsi stent: inkonsistent:
GGGTQ GGGTQ
| 2 XX\\\
GGGGTQ GGGGTQ
— Diagonale 1 — Diagonale 1
""" Diagonale 2 ~ Diagonale 2

Abbildung 3.3: Beispiel: Konsistente und inkonsistente Diagonalen

Zur Bewertung wird jeder Diagonalen ein Gewicht bzw. eine Score zugeord-
net. Betrachtet man eine Diagonale D der Lange | mit m Matches und nimmt
man an, dass jede Aminosiure an jeder Stelle einer Sequenz mit der gleichen
Wahrscheinlichkeit p = % vorkommt!, so ergibt sich fiir die Wahrscheinlichkeit

IDies ist ein sehr stark vereinfachtes Modell, das keine Erkenntnisse iiber die Eigenschaften
der 20 Aminosduren beriicksichtigt.
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P(l,m) = P(Es gibt Diagonale der Linge [ mit mindestens m Matches):

rim =y (Jpa-p

=m
Mit E(l,m) := —In(P(l,m)) wird dann die Diagonale D gewichtet durch:

| E(,m), falls E(I,m)>T
w(D) := { 0, sonst (3:5)

Dabei ist T ein fest vorgegebener Parameter des Verfahrens und [ und m
sind die Eigenschaften der Diagonalen D, wie oben. So ist w(D) hoch, wenn
es unwahrscheinlich ist, dass die beobachtete Diagonale D rein zufillig auftritt.
Dies fithrt zum Score den DIALIGN fiir die paarweise Alignments verwendet,
der aber genauso fiir Multiple Alignments benutzt werden kann: Der Score ei-
ner konsistenten Menge von Diagonalen {D1,..., Dy} ist gerade Zle w(D;).
Der Score eines optimalen Alignment ist der maximale Score von konsistenten
Diagonalenmengen des Alignments.

Eine Menge von konsistenten Diagonalen mit maximalem Score fiir zwei
Sequenzen wird bei DIALIGN mittels mit dynamischem Programmieren be-
stimmt. Die Diagonalen aus allen paarweisen Berechnungen werden danach nach
absteigender Gewichtung sortiert in eine Liste aufgenommen und mit einem
Greedy-Algorithmus zu einem Multiple Alignment zusammengestellt: Von den
verbleibenden wird jeweils diejenige zu den bereits ausgewihlten Diagonalen
konsistente hinzugenommen, die das hochste Gewicht hat. Zuvor werden noch
die Gewichte von Diagonalen, die sich mit anderen iiberlappen, verindert, damit
etwa Bereiche, die in allen Sequenzen vorkommen bevorzugt behandelt werden.

Ein Beispiel fiir den bisher vorgestellten Algorithmus ist als ,,1. Iterations-
schritt“ in Abbildung 3.4 zu sehen. Werden keine konsistenten Diagonalen mehr
gefunden, werden unter Beriicksichtigung aller schon in das Multiple Alignment
eingebauten Diagonalen weitere Diagonalen bestimmt, wie in der Abbildung
unter ,,2. Iterationsschritt“ gezeigt. Diese Iteration wird solange fortgefiihrt, bis
sich keine neuen konsistenten Diagonalen mehr ergeben.

DIALIGN wurde als Methode entwickelt, die gute lokale Alignments inner-
halb der Multiple Alignments liefert und die Schwéichen des Needleman-Wunsch-
Algorithmus umgehen soll. Fraglich ist, ob ein totaler Verzicht auf ein Gap-
Konzept immer zu sinnvollen Alignments fiihren kann. Die vorliegende Version
des Programms ist 2.1.

3.2.5 HMMER

Hidden Markov Modelle (HMMs) sind stochastische Modelle, die in diesem Fall
die Struktur von Sequenzklassen wiedergeben. Beim Programmpaket HMMER
wird mit dem Programm hmmt zu den gegebenen Sequenzen ein Profile-HMM
erstellt und dann mit dem Programm hmma ein dazu passendes Alignment be-
stimmt und ausgegeben.
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1. Iterationsschritt

YIAFLFAWDD D - IA b - FLF
S e 1 LA 2" FIF
LACF | F-G:S"
e TESON b -WDD 5 _FIF
SWEDFMFAED 3~ WED 4~ FMF

Diagonalengewichte | D, Dy D3 Dy |
ohne I_.Jberlappung 02 26 47 22
mit Uberlappung | 0.2 5.3 4.7 4.9

2. Iterationsschritt

YIAFLFAWDD

LﬁéF ItFIGé D, = Crant
Ee¥on e 5 FMFAEL

SWEDFMFAED

Abbildung 3.4: Beispiel: Iterationsschritte in DTALIGN

Mit Profile-HMMSs wird versucht, den stochastischen Prozess hinter der Bil-
dung von Protein-Sequenzen zu modellieren. Ein Profile HMM besteht aus

e einer Menge von Zusténden {b,e,m1,ma,...,Mp,%0,.-.,in,d1,...,dn},

e zu jedem in Abbildung 3.5 mit Pfeilen gekennzeichneten Zustands-Uber-
gang (g1, ¢2) einer Ubergangswahrscheinlichkeit ag, 4, und

o fiir alle Zustinde ¢ € {my,ma,...,mp,dg,-..,i,} und alle Zeichen o fiir
Proteinsduren der Ausgabewahrscheinlichkeit b .

Abbildung 3.5: Ein Profile-HMM
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Damit wird folgender Prozef simuliert: Zu jedem Zeitpunkt ¢ befindet sich
das Modell in einem der Zustinde; bezeichnen wir diesen mit ¢;. Ist dies ein
Insertions-Zustand i; oder ein Main-Zustand m, so wird zuféllig ein Zeichen o,
ausgegeben, und zwar mit der Wahrscheinlichkeit bg, .. Falls sich das System
noch nicht im Endzustand ¢; = e befindet, geht es in einen Zustand ¢4 iiber,
wobei einer der zulassigen Zustidnde ausgewihlt wird und die Wahrscheinlich-
keit fiir den Ubergang in einen bestimmten Zustand dann gerade durch ag, g,
angegeben ist. Ausserdem gilt stets: go = b.

Eine Aminosiuresequenz entspricht den bei einem Random-Walk durch das
Modell erzeugten Ausgaben. Im in Abbildung 3.5 angegebenen HMM wiren
also fiir folgende Sequenzen diese Wege moglich, wobei auch andere Wege zur
gleichen Ausgabe fithren kénnen:

| Sequenz | Ein Weg, bei dem die Sequenz ausgegeben wird |

GGCT b, my, My, M3, My, €
ACCGAT b,io,ml,dg,mg,i3,i3,m4,6
CT b7m17d27d37m476

Bei gegebenem Profile-HMM M ist die Wahrscheinlichkeit fiir einen Weg
(q1,--.,¢) mit der Ausgabe z; ...z, P(z1...2:,(q1,..-,¢~)|M) gerade das
Produkt aller Wahrscheinlichkeiten der verwendeten Ubergiinge und Ausgaben.
Die Wahrscheinlichkeiten fiir eine Ausgabe 1 . ..z, bei einem HMM M ist dann
die Summe aller Wege, die diese Ausgabe erzeugt haben kénnen:

P(zy ...z, M) =Y P(zy...zp (q1,--.,q0)|M) (3.6)
q1=b

Um ein Modell zu finden, dass die Eigenschaften einer vorgegebenen Se-
quenzmenge {s1, ..., si} am besten beschreibt, sucht man ein Profile HMM M,
fiir das folgende Wahrscheinlichkeit maximal ist:

k
P({s1,...,sx}| M) = H P(s;|M) (3.7)

Dabei konnen jedoch nicht alle moglichen Modelle betrachtet werden, da
hierfiir verschiedene Modell-Léngen (hier n) und zu jedem Zustand alle Méglich-
keiten fiir Ausgabewahrscheinlichkeiten und fiir Ubergangswahrscheinlichkeiten
betrachtet werden miissten. Also kommen hier Heuristiken zum Einsatz, bei-
spielsweise der Baum-Welch-Algorithmus 3.2.

Laut [KBM193] ist die Konvergenz des Verfahrens sehr gut und endet mei-
stens innerhalb von 10 Iterationen. Das einzige Problem beziiglich Laufzeit ist
Schritt 2, in dem alle zuléssigen Wege betrachtet werden miissen. Da systema-
tisches Durchprobieren zu exponentiellem Aufwand fiihren wiirde, werden hier
das sogenannte Forward-Backward-Verfahren oder der Viterbi-Algorithmus in
einer mit dynamischem Programmieren implementierten Variante verwendet,
die dann polynomiellen Zeitaufwand haben.
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Algorithmus 3.2 Baum-Welch-Algorithmus

1. Es wird ein Anfangs-Modell erstellt, in das eventuell schon bekannte Struk-
turinformationen aufgenommen werden kénnen.

2. Fir jede Sequenz werden alle moglichen Wege bestimmt. Fiir jede
Ubergangs- und Ausgabewah_r.scheinlichkeit p werden entsprechend der
Anzahl der Wege mit diesen Ubergiingen und Ausgaben Schitzer p’ be-
stimmt.

3. Das Modell wird modifiziert, indem alle Wahrscheinlichkeiten durch die
Schiitzer aus Schritt 2 ersetzt werden.

4. Schritte 2 und 3 werden solange mit den jeweils gednderten Modellen
durchgefiihrt, bis nur noch vernachléssigbar kleine Anderungen auftreten.

Im HMMER-Paket ist Algorithmus 3.2 noch derart erweitert, dass die Linge
des Modells wihrend der Iteration angepasst wird. Ein sinnvoller Anfangswert
fiir diese Grofle ist etwa die durchschnittliche Linge der Sequenzen, die durch
das Modell reprasentiert werden sollen.

Hat man nun ein Profile-HMM zu einer Menge von Sequenzen bestimmt, ist
es moglich, ein dazu passendes Multiple Alignment zu berechnen. Dazu wird fiir
jede Sequenz beispielsweise mit dem Viterbi-Algorithmus ein zulissiger Weg ma-
ximaler Wahrscheinlichkeit bestimmt und entsprechend diesem die Sequenz aus-
gegeben: In jedem Insertions- oder Main-Zustand wird ein Zeichen der Sequenz
ausgegeben, in jedem Deletions-Zustand ein Gap. Zusétzlich fithren Insertions-
Zustinde zu Gaps in den anderen Sequenzen. Die Spalten, die aus den Main-
bzw. Deletions-Zusténden entstehen dienen also zur Ausrichtung der Sequenzen
beim Alignment, wihrend die Insertionen dazwischengeschoben werden. Fiir die
oben betrachteten Sequenzen und Wege ergibt sich dann folgendes Alignment
(Abbildung 3.6):

AC-CGAT
.GGC . . T
.C--..T

Abbildung 3.6: Alignment der Beispielsequenzen

Dabei werden Gaps durch zwei Zeichen reprisentiert: - kennzeichnet einen
Deletions-Zustand in der jeweiligen Sequenz, das Zeichen . einen Insertions-
Zustand in einer anderen Sequenz. Dadurch werden im Alignment sehr viele
Gaps eingefiigt, die zu biologisch fragwiirdigen Alignments fiihren.

Das HMMER Verfahren ist als stochastisches Verfahren auf eine grofle Menge
homogener Trainingsdaten angewiesen, was beim Trainieren eines Modells nur
mit den zu alignenden Sequenzen nicht der Fall ist: Dort sind zu wenige Sequen-
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zen vorhanden und ausserdem unterscheiden sie sich meistens so stark, dass das
Trainieren nicht zum gewiinschten Erkennen von Eigenschaften durch das Mo-
dell fithrt. Die Funktionen von Proteinen kénnen oft nicht durch Profile-HMMs
erkannt werden, da es sich meistens um tertifir-struktur-abhingige? Eigenschaf-
ten handelt. 3D-Strukturen stellen Abh&ngigkeiten zwischen nicht benachbarten
Aminosiuren eines Proteins dar, die also in HMMs durch Abhingigkeiten zwi-
schen nicht benachbarten Zustidnden modelliert werden miifiten.

In der Bioinformatik gibt es noch andere Anwendungsgebiete fiir HMMs,
wozu etwa die Strukturanalyse oder HMM-Datenbanken zdhlen, bei denen Se-
quenzen anhand ihrer Struktur klassifiziert werden und es mit Abfragen solcher
Datenbanken moglich ist, neue Sequenzen bestimmten bekannten Gruppen zu-
zuordnen und damit Aussagen iiber die Funktion oder Struktur zu finden. An-
dere Ansitze verwenden HMMs auf DNA-Sequenzen, um Gene zu finden, also
auch Exons und Introns zu unterscheiden.

In der aktuellen Version von HMMER besteht nicht die Moglichkeit, mit
unalignten Sequenzen ein Profile-HMM zu trainieren. Deshalb wurde hier die
éltere Version 1.84 eingesetzt.

3.3 Bewertungsfunktionen

Eine wichtige Frage beim Vergleich der Verfahren ist die nach der Bewertungs-
funktion. Statt die Bewertungsfunktionen der einzelnen Verfahren fiir einen Ver-
gleich heranzuziehen, werden verschiedene Bewertungsfunktionen verwendet,
die keinem der Verfahren exakt entsprechen. In der BAliBASE-Untersuchung
[TPP99b] wurde ein Differenz-Score eingesetzt, der einen direkten Vergleich
mit den Referenz-Alignments gestattet. Weiter wurde hier eine traditionelle
Scoring-System-Variante gew#hlt, da dies eine tibliche Formalisierung der Qua-
litdt von Alignments ist und nicht die Referenz-Alignments als einzige optima-
le Losung betrachtet. Aus dieser Klasse von Bewertungsfunktionen wurde das
BLOSUMS62-Scoring-System verwendet. Zusatzlich wurden diese beiden Scores
noch um die Beriicksichtigung von Sekundarstruktur und Proteinfamilien erwei-
tert. In diesem Abschnitt werden sie alle kurz vorgestellt.

3.3.1 Differenz-Score

Um einen direkten Vergleich mit den Referenz-Alignments in der BAIiBASE-
Datenbank zu ermdglichen, kann man einen Differenz-Score verwenden, der die
Unterschiede des untersuchten Alignments zum Referenzalignment beschreibt.
Dieser Score ordnet natiirlich den Referenzalignments eine sehr grofle Bedeu-
tung zu, da sie als das einzige Optimum betrachtet werden. Abweichungen sind
durch Gewichtungen moglich, wie sie etwa in den Abschnitten 3.3.3 und 3.3.4
vorgestellt werden. Beim Verfahrensvergleich im Rahmen der Veroffentlichung
von BAIiBASE wurde dieser Score normiert. Darauf wird hier verzichtet, da-

2Zu den verschiedenen 3D-Strukturen vergleiche Abschnitt 3.3.3.
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mit eine einfachere Anwendung der spéter vorgestellten Gewichtungen und der
damit verbundenen Auswertungen moglich ist.

Der Differenz-Score vergleicht die Positionen von Zeichen im Referenzalign-
ment mit denen im zu bewertenden. Daher bietet es sich an, eine Funktion zu
definieren, die jeder Position eines Zeichens in einer Sequenz s die Position im
Alignment o, zuordnet. Sei s eine Sequenz und a;, die dazugehorige Sequenz im
Alignment «. Dann sei fiir fiir jedes Zeichen s[i] die Position dieses Zeichens in
as mit mo(s[i]) bezeichnet. Sofern es sich nicht um einen Gap handelt, liefert
dann die Umkehrfunktion 7 !(as,[j]) die Position des Zeichens as,[j] in der
Sequenz s;.

Zu den Sequenzen si,. .., s sei im folgenden mit a® das Referenzalignment
und mit a das zu bewertende bezeichnet. Dann ist der Scorebeitrag
sc(a, (4], s, [J']) der zwei Zeichen in den Sequenzen a,;, bzw. a;, definiert
als:

sc<as,.[j],asi,[,-q)={g falls 7o (@ J]) = Ton(n 05, D) (3.

Die beiden Zeichen fiihren also zu einem Scorebeitrag von 0, wenn sie im
Referenzalignment in der gleichen Spalte stehen, also aligned werden, ansonsten
zu 1. Der Gesamtscore ergibt sich wieder als SPScore dieser paarweisen Scores:

lasy |

sc(a) = D D se(as[i], s, ) (3.9)

j=1 i<i’

Dadurch kann genauso wie bei den anderen SPScores eine gewichtete Ver-
sion durch Hinzunahme von Gewichtungsfaktoren vor den paarweisen Scores
erzeugt werden. Im ungewichteten Fall (3.9) erhilt man so die Anzahl der im zu
bewertenden Alignment anders als im Referenzalignment alignten Zeichenpaare.

3.3.2 Scores mit Austauschmatrizen

In Kapitel 1 wurde der Begriff des Scoring-Systems allgemein eingefiihrt (vgl.
Definition 1.5). Diese koénnen sowohl fiir paarweise als auch Multiple Align-
ments eingesetzt werden, um diese zu bewerten und damit die Ahnlichkeit von
Sequenzen zu bestimmen. Da jedem Austausch von zwei Aminosduren ein Score
zugeordnet wird, ist es moéglich, unterschiedlich wahrscheinliche Substitutionen
unterschiedlich zu bewerten. So wird ein Austausch zwischen chemisch vollig
verschiedenen Aminosiuren zu einem sehr niedrigen Score fithren, wihrend eine
nicht verénderte Aminosdure (also keine Substitution) zu einem hohen Score
fiihrt.

Die beiden bekanntesten Vertreter von Scoring-Matrizen, die auf empiri-
schen Auswertungen von biologischen Eigenschaften beruhen, sind die PAM
und BLOSUM-Substitutionsmatrizen. Beide stellen jeweils eine ganze Reihe von
Substitutionsmatrizen dar, die jeweils die Mutationen in einer Zeitspanne bei
einer festen Mutationsrate beschreiben.
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Dayhoff- oder PAM-Substitutionsmatrizen

Die PAM-Matrizen, die auch als Dayhoff-Matrizen bekannt sind, spiegeln Punkt-
Mutationen wider (daher auch der Name: PAM - Accepted Point Mutations),
also Mutationen einer einzigen Aminosiure. Dazu wurden Sequenzen von 71
Gruppen eng verwandter Proteine betrachtet und dort die Hiufigkeiten der Mu-
tationen von Aminosiuren im phylogenetischen Baum jeder Gruppe bestimmt.
Diese Héufigkeit der Mutation von Aminosdure o; zu o; wird dann mit n;;
bezeichnet. Weiter wurde n;; = nj; angenommen und noch bestimmt, wie oft
eine Aminosiure sich in einem Zeitschritt insgesamt verindert, bezeichnet mit
m; (der ,Mutability“). Mit einem Skalierungsfaktor A ergibt sich dann fiir die
Wabhrscheinlichkeit, dass in einer Zeiteinheit Aminosdure o; zu o; mutiert, als:

)\minij
i TN L.
22 Mij

Und fiir die Wahrscheinlichkeit, dass keine Mutation der Aminosiure o;
stattfindet:

M; (3.10)

ij =1- )\mj (311)

Betrachtet man einen grofleren Zeitraum von t Zeiteinheiten, so ergibt sich
als Ubergangsmatrix dafiir als die wiederholte Anwendung der Matrix M:

Mt=M---M
——

t-mal

Zur Bewertung wird allerdings nicht eine dieser Matrizen M verwendet, was zu
einer Multiplikation der Einzelscores zum Berechnen des Gesamtscores fiihren
wiirde, sondern eine logarithmierte Form, was wieder Addition der zeichenwei-
sen Scores moglich macht: Sei mit f; die Wahrscheinlichkeit davon bezeichnet,
dass Aminosiure o; auftritt. Dann setzt sich zur entsprechenden Matrix M? die
Matrix PAMt zusammen aus:

Mt
(PAMt)ij = log Y (312)

K3

BLOSUM-Substitutionsmatrizen

Ein anderer Ansatz beruht nicht auf vorgegebenen phylogenetischen Biumen,
sondern auf Blocken vorgegebener Multiple Alignments. Zur Berechnung wird
in diesen gemeinsamen Sequenzabschnitten jede Spalte einzeln untersucht und
alle Paare von Aminosduren und deren Haufigkeiten in der Spalte bestimmt.
Sei die Haufigkeit des Paares aus o; und o; mit f;; bezeichnet, dann ist die
beobachtete Wahrscheinlichkeit g;; fiir das Auftreten des Paares (o;,0;):

fij

—— (3.13)
Zu:l ilf:l fl“’

qgij =
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Die Wahrscheinlichkeit fiir das Vorkommen von ¢; in einem beliebigen Paar
ist dann:

pi=a; (3.14)

J

Die erwartete Wahrscheinlichkeit e;; fiir das Auftreten eines Paares aus o;
und o; ist dann e;; = p;p; + p;pi = 2pip; fiir i # j bzw. e; = p?. Diese Wer-
te werden nun noch logarithmiert, mit einem Skalierungsfaktor versehen, auf
ganze Zahlen gerundet und ergeben so die Werte der BLOSUM-Matrix. Mit ei-
ner Zusammenfassung &hnlicher Sequenzen wird dann der starke Einfluf} vieler
dhnlicher Sequenzen auf das Ergebnis reduziert. Die Zahl in der Bezeichnung
der BLOSUM-Matrix gibt an, ab welcher Identitéit die Sequenzen als gleich be-
trachtet werden und zusammengefasst werden. So wurden bei der Bestimmung
der BLOSUMG62-Matrix alle Sequenzen zusammengefasst, die im betrachteten
Block eine Ubereinstimmung von mehr als 62% der Aminosiuren aufweisen.

Die Daten zur Berechnung der BLOSUM-Matrizen stammten aus der Swiss-
Prot Proteindatenbank und wurden ausgehend von einem sehr einfachen Sco-
ringsystem durch iteratives Alignment bei gleichzeitiger Berechnung und Ver-
wendung der entsprechenden BLOSUM-Matrix erstellt.

Mit der Vorstellung von BLOSUM wurde auch gleich ein Vergleich zu an-
deren Scoringsystemen, unter anderem auch den PAM-Matrizen durchgefiihrt
- mit dem Resultat, dass die BLOSUMG62-Matrix eine deutliche Verbesserung
gegeniiber den bis dahin verwendeten Systemen darstellt.

Da im Programm MSA die PAM250-Matrix verwendet wird, wurden im Ver-
gleich in dieser Arbeit zunichst sowohl die PAM250- als auch die BLOSUMG62-
Matrix verwendet. Dabei war festzustellen, dass sich die beiden Systeme in
der Grofle des Scores und den Groflen der Scoreunterschiede zwischen Verfah-
ren und Datensétzen unterscheiden, aber sonst kein unterschiedliches Ranking
liefern. Wegen der besseren Erkennbarkeit von Unterschieden bei den mit BLO-
SUMG62 berechneten Scores wurde diese gewéhlt und die PAM250-Matrix nicht
fiir die Auswertung verwendet. Diese Abstufung der Aussagekraft der beiden
Scoring-Systeme wurde schon bei einem Alignmentvergleich in [Got96] festge-
stellt, wo auch eine Betrachtung der Leistung der Scoringsysteme durchgefiihrt
wurde. Da die PAM-Matrizen durch die Untersuchung von Globinen aufgestellt
wurden, sind sie fiir diese Klasse von Proteinen gut geeignet. Fiir andere Pro-
teine werden deshalb BLOSUMG62 oder weitere, spezialisierte Scoring-Systeme
eingesetzt.

Zur Bewertung der Alignments wird wieder die Summierung zum SPScore
gewihlt, um von dieser paarweisen Sequenzbewertung zur Bewertung des Mul-
tiple Alignment zu kommen. Der Parameter mit dem gréfiten Einfluss ist hier
die Gap-Penalty. Um ein einfaches Modell zu erhalten, wird hier eine linea-
re Gap-Penalty gew&hlt, also mit demselben Wert fiir Gap-Open-Penalty und
Gap-Extension-Penalty. Bei der Wahl dieses Wertes ist leider nicht offensichtlich,
welche Grofle sinnvoll ist und welche zu falschen Bewertungen der Alignments
fithren. Da alle Verfahren ein unterschiedliches Modell der Gap-Penalty haben,
gibt es von dieser Seite auch wenig Hinweise. Fiir den praktischen Test wur-
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de als Gap-Penalty fiir das Scoring-System der Durchschnitt aller Mismatch-
Bewertungen verwendet. Dies ist beispielsweise bei BLOSUM62 g = —1 und
liefert auch brauchbare und gut interpretierbare Ergebnisse.

3.3.3 Gewichtung mit Sekundirstrukturinformationen

Die Abfolge der Aminosduren in Proteinen wird als Primirstruktur bezeich-
net und gerade diese wird in Multiple Alignments betrachtet. Wichtiger fiir die
Funktion ist dagegen die Sekundirstruktur, von denen die bekanntesten Vertre-
ter die a-Helix und das -Faltblatt sind. Diese sind fiir Teile der dreidimensio-
nalen Gestalt, der Faltung, und damit der Funktion des Proteins verantwortlich.
Beide bilden sich durch die Seitenketten der Aminosiduren aus. Die a-Helix ist
ein starres, spiralférmiges Gebilde und dient der festen Struktur in Proteinbe-
reichen. Das g-Faltblatt bildet dagegen Bindungen zu anderen [-Faltblittern
im Protein aus.

Die Bestimmung der Strukturen kann auf mehrere Arten erfolgen: Die tradi-
tionelle Rontgenstrukturanalyse ist sehr aufwindig und besteht aus einer direk-
ten physikalischen Untersuchung des Proteins. Eine andere Moglichkeit bieten
Sekundéarstruktur-Vorhersage-Verfahren, die anhand bestimmter Kombinatio-
nen von Aminosduren eine Vorhersage der Struktur durchfiihren. Diese sind
aber noch vergleichsweise unsicher.

Weitere 3D-Strukturen in Proteinen sind die Tertidrstruktur, die die An-
ordnung der Sekundéirstrukturen beschreibt und die Quartirstruktur, die den
Gesamtaufbau des Proteins darstellt. Diese anhand der Sequenzen zu erkennen
ist Gegenstand aktueller Forschung.

Beim Verfahrensvergleich wurden die in BAIiBASE teilweise vorhandenen
Informationen tiber die Sekundérstruktur eingesetzt, um die Bewertung zu ver-
feinern. So ist eine Mutation, die eine Sekundarstruktur und damit auch die
Funktion des Proteins verdndert, eher unwahrscheinlich. Da sich aber nicht alle
Mutationen auf die Sekundarstruktur auswirken, briuchte man in diesen Berei-
chen andere Scoring-Systeme. Da diese nicht vorliegen, wurde eine andere Alter-
native gewahlt: In Bereichen der Sekundarstruktur werden einfach alle Scores
(d-h. sowohl die Distanz als auch die durch Substitutionsmatrizen berechne-
ten) stirker gewichtet, um dort Mutationen stirker zu bestrafen und richtiges
Alignment besser zu bewerten. Da sich an allen Positionen innerhalb der Se-
kundirstruktur Anderungen negativ auswirken kénnen, wurde eine sehr einfa-
che Gewichtungsfunktion gewihlt: Fiir jeden Vergleich von zwei Aminosiduren
o1 und o9 wird deren Sekundirstruktur betrachtet und der Score dieser beiden
Zeichen fiir jedes Zeichen o; mit dem Faktor s multipliziert, dass sich innerhalb
einer bekannten Sekundirstrukturregion befindet. Befinden sich also beide Zei-
chen innerhalb von Sekundérstrukturen, lautet der Gewichtungsfaktor: s?. Im
Vergleich wurde s = 2 gew#hlt, da dieser Faktor schon deutliche Unterschiede
zur ungewichteten Version liefert.
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3.3.4 Gruppenweise Bewertung

Da manche der Referenzgruppen von BAliBASE verschiedene Familien von Pro-
teinen oder weit entfernte Sequenzen enthalten, soll nicht nur untersucht werden,
wie gut das Alignment von allen Sequenzen ist und wie sich die Hinzunahme
von Sequenzen aus anderen Familien auf die Qualitit des Gesamtalignments
auswirkt, sondern auch wie gut das Alignment innerhalb der Gruppen bzw.
Proteinfamilien ist. Um zu kldren, ob Verfahren diese Gruppen erkennen und
innerhalb dieser dann ein gutes Alignment erreichen, bietet es sich an, die Be-
wertung auf die Gruppen einzuschrinken. In dieser Arbeit wurden bei einer
Bewertung mit Berticksichtigung der Proteinfamilien, zeichenweise Vergleiche
tiber Familiengrenzen hinweg ignoriert werden und die zeichenweisen Verglei-
che innerhalb der Familien wie iiblich gez&hlt und addiert werden, was dann zu
einem modifizierten SPScore fiihrt.

3.3.5 Programm MScore

Alle oben beschriebenen Bewertungsfunktionen wurden in einem Programm mit
dem Namen ,,MScore“ implementiert. Es wurde ein objektorientierter Ansatz
gewahlt, da damit eine einfache Verbindung der verschiedenen Gewichtungen
mit dem Differenzscore oder unterschiedlichen Scoring-Systemen moglich ist.
Als wichtigste Scoring-Systeme werden unter anderem eine Reihe von PAM-
Matrizen und BLOSUM-Matrizen unterstiitzt, welche dem CLUSTAL-W-Paket
entnommen wurden. Neben den einfachen Gewichtungen aus den Abschnitten
3.3.3 und 3.3.4 werden weitere Gewichtungen unterstiitzt, die in das Programm
eingebaut wurden, aufgrund mangelnder Aussagekraft jedoch nicht in den Test
einbezogen wurden.

Sekundirstrukturen kénnen je nach Art unterschiedlich gewichtet werden
und es kann eine einfache stiickweise lineare anstelle von einer konstanten Ge-
wichtung verwendet werden, die dann etwa den Anfang und das Ende der Struk-
tur gar nicht oder geringer gewichtet.

Proteinfamilien lassen sich auch mit Gewichtungsfaktoren versehen, bei-
spielsweise kénnten Scores zwischen Gruppen mit 0.5 und in Gruppen mit 2
gewichtet werden. Der im Test verwendete Fall entspricht dann den Gewich-
tungsfaktoren 0 und 1. Ein erfolgloser Ansatz war die Erkennung von Gruppen
durch die Scores der paarweisen Alignments und dann die Gewichtung mit Hilfe
dieser Scores. Dabei gab es ndmlich Gruppen mit niedrigeren paarweisen Scores
innerhalb der Gruppen als zwischen den Gruppen.

MScore bietet ein kommandozeilen-orientiertes Benutzer-Interface, das die
Einbindung in Skripte zur automatischen Ausfithrung gestattet. Dabei sind ne-
ben dem zu bewertenden Alignment im GCG/MSF-Format auch falls gewiinscht
eine FTB-Sekundérstruktur-Informations-Datei und ein Referenzalignment an-
zugeben. Nihere Informationen zum Programm und dessen Aufruf sind im An-
hang gegeben.
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3.4 Beschreibung der Testdurchfiihrung

Der Grobablauf des Tests 1488t sich kurz darstellen: Zuniichst wurde BAliBASE
anhand der Ubersicht im HTML-Format bereinigt. Es wurden alle in dieser nicht
erwihnten Alignments sowie doppelt vorhandene Verzeichnisse entfernt. Dann
wird fiir jedes zu untersuchende Verfahren

1. das Referenzalignment in Sequenzen umgewandelt, indem samtliche Gaps
entfernt werden,

2. dann die Sequenzen in das Eingabeformat des zu untersuchenden Pro-
gramms gebracht,

3. das Programm mit dem Datensatz gestartet und
4. das Ergebnis wieder in ein GCG/MSF-Alignment umgewandelt

Dabei wird in Schritt 3 das Programm mit dem ,time“-Kommando von
UNIX gestartet, was eine Bestimmung der Laufzeit ohne Beeinflussung durch
andere Prozesse erlaubt. Alle Verfahren wurden auf diese Art auf einem Linux-
Rechner mit AMD 1,4GHz-Prozessor und 512MByte Hauptspeicher getestet,
was eine direkte Vergleichbarkeit gewihrleistet. Die Hauptspeichergrofie von
512MByte war die Grenze fiir die Programme, die mangels Speicherplatz ab-
gebrochen wurden.

Im néchsten Schritt wurden zu allen Alignments die Scores mit dem Pro-
gramm MScore berechnet und zwar in jedem Verzeichnis die folgenden:

1. Distanz vom Referenzalignment,
2. Distanz vom Referenzalignment mit Sekundarstrukturgewichtung,

3. Distanz vom Referenzalignment mit Sekundirstrukturgewichtung und
gruppenweiser Bewertung,

4. BLOSUMS62,
5. BLOSUM62 mit Sekundérstrukturgewichtung und

6. BLOSUMG62 mit Sekundarstrukturgewichtung und gruppenweiser Bewer-
tung

Die Scores mit Gewichtung wurden nur in den Referenz-Gruppen berech-
net, bei denen entsprechende Informationen vorliegen, nicht in den Gruppen
6 bis 8. Zusitzlich wurden alle BLOSUMG62-Scores zu den Referenzalignments
bestimmt.

Aus diesen Daten wurden mit Gnuplot Graphen erzeugt, die die Ergebnisse
eines Verzeichnisses, also einer Referenzgruppe, und die Alignment-Parameter
sowie die Laufzeiten der Verfahren enthalten. Die interessanten Félle sind im
nichsten Abschnitt zu sehen.
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3.5 Auswertung nach BAlIiBASE-Datengruppen

Im folgenden Abschnitt werden die mit den in Abschnitt 3.3 vorgestellten Bewer-
tungsfunktionen berechneten Scores und Laufzeitstatistiken nach den
BAIiBASE-Referenzgruppen ausgewertet. Dabei sind zu jeder Gruppe die Ali-
gnmentparameter, die Anzahl der Sequenzen und die Lingen der léingsten und
kiirzesten Sequenz in einem Graphen angegeben, da sich diese direkt auf die
Scores und Laufzeiten auswirken. Neben den Laufzeiten der verschiedenen Pro-
gramme sind auch die Scores fiir die Testdatensiitze angegeben. Sind die Darstel-
lungen von ungewichteten und gewichteten Scores nahezu identisch, so wurde
die Darstellung einer Version weggelassen. Dies ist auch etwa bei den Referenz-
gruppen 5 bis 8 der Fall, bei denen keine Gruppen- und Sekundérstrukturinfor-
mationen im verwendeten Format vorliegen.

Bei der Darstellung der Graphen sind die Testdatensdtze immer mit ihren
Bezeichnungen auf der x-Achse aufgetragen. Bei alp sind in den drei Kurven die
Anzahl der Sequenzen der einzelnen Datensétze (Skala rechte y-Achse) sowie die
Linge der jeweils lingsten und kiirzesten Sequenz (,,lang“ bzw. ,kurz“, Skala
linke y-Achse) aufgetragen. In den Distanz- bzw. Scoregraphen sind die Bewer-
tungen zu den verschiedenen Verfahren angegeben, wobei bei den BLOSUMG62-
Scores noch der Score des Referenzalignments dargestellt ist (Bezeichnung ,, BA-
liBASE“).

Bei den Scorebetrachtung muss beriicksichtigt werden, dass sowohl Differenz-
Scores als auch BLOSUMG62-Scores mit dem Produkt aus Sequenzanzahl und
-langen anwachsen. In der folgenden Beschreibungen werden solche allgemeinen
Beobachtungen nur bei der ersten Gruppe erwihnt, bei der sie auftreten.

Abkiirzung | Bedeutung |

dis Distance Score

Differenz-Score (Abschnitt 3.3.1)
sdis Secstr. Distance Score

dis mit Sekundirstruktur-Gewichtung (Abschnitt 3.3.3)
csdis Cut Secstr. Dist. Score

sdis mit gruppenweiser Bewertung (Abschnitt 3.3.4)
blosum BLOSUM62 (Abschnitt 3.3.2)

sblosum Secstr. BLOSUM62

csblosum | Cut Secstr. BLOSUMG62

alp Alignment Parameter
ts Time Stats - Laufzeitstatistiken

Tabelle 3.1: Abkiirzungen der verschiedenen betrachteten Scores

In den nichsten Abschnitten gibt es zu jeder besprochenen Gruppe eine Ab-
bildung mit den Graphen der Ergebnisse, die aus Platzgriinden unter Umstéinden
auf der nachfolgenden Seite zu finden ist. Dabei werden fiir die Scores und
den ihnen zugeordneten Graphen die in Tabelle 3.1 angegebenen Abkiirzungen
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verwendet, welche auch mit den Dateinamen der zugehtrigen Dateien auf der
beigefiigten CD-ROM iibereinstimmen.

3.5.1 Referenz 1

alp - Alignment Parameters dis
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80 |
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60
50 &
40

1000 |
800

Anz. Basenpaare
Anz. Sequenzen
Score

kurz Anz. Sequenzen CLUSTAL-W —— DIALIGN2 MSA &
lang - T-Coffee - HMMER
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L e e e e A o e o e e e L e 3000

1200 | : 1 2500 |-
1000 |/ : 1 2000 |
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500 |
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Score

-500

CLUSTAL-W —— DIALIGN2 MSA & CLUSTAL-W —— DIALIGN2 MSA
T-Coffee - HMMER T-Coffee -~ HMMER BAIBASE

Abbildung 3.7: Ergebnisse Referenz 1, kurze Sequenzen

In allen drei Gruppen in dieser Referenz ist auffillig, dass bei den undhnli-
chen, also in den Graphen im linken Drittel dargestellten Alignments, der sdis-
Score etwa doppelt so grofl wie der dis-Score ist, was nicht weiter verwunderlich
ist, da in diesen Fillen die Information in den Sequenzen nicht ausreicht, um
ein gutes Alignment zu erhalten. Ein #hnlicher Effekt ist bei blosum und sblo-
sum zu beobachten: Bei den langen und #hnlichen Sequenzen (rechtes Drittel
der Graphen in Abbildung 3.9) werden Bereiche mit Sekundirstruktur von allen
Programmen gut aligned und der Score dort ist etwa 40% héher, wihrend er
in den anderen Fillen gleich ist. Dies tritt erst bei den lingeren Sequenzen auf,
da dort auch mehr Aminosiuren mit Sekundarstruktur-Information vorhanden
sind.

Nun zu den Ergebnissen einzelner Verfahren:

Bei MSA versagt der Relevanztest des Verfahrens bei Sequenzen mittlerer
Linge, die weit entfernt verwandt sind: Hier funktioniert die Abschitzung der
unteren Schranke offenbar nicht, so dass eine zu kleine Schranke gew#hlt wird. In
den anderen Fillen ist MSA - wie erwartet - das Verfahren, dass am dichtesten
am Referenzalignment liegt (dis und sdis) und auflerdem immer den optimalen
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alp - Alignment Parameters dis
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Abbildung 3.8: Ergebnisse Referenz 1, mittellange Sequenzen

Score des Referenzalignment liefert.

DIALIGN liefert Alignments, die etwas weiter entfernt vom Referenzalign-
ment sind als die von CLUSTAL-W oder T-Coffee, aber bis auf den Datensatz
»,1havA“ der mittel langen Sequenzen nicht sehr viel schlechter sind. Die nied-
rigen blosum- und sblosum-Scores bei diesem Alignment lassen sich dadurch
erkliren, dass DIALIGN lokale, stark konservierte Bereiche aligned und dabei
viele Gaps entstehen, die im Referenzalignment an anderen Stellen entstehen.
Ausserdem entstehen dabei sehr viele kurze Blécke, die jeweils durch wenige
Gaps getrennt sind. Dies ist das typische Problem von DIALIGN und tritt im-
mer wieder auf.

Fiir diese Klasse von Alignments sind insgesamt MSA am besten und danach
CLUSTAL-W und T-Coffee geeignet.

3.5.2 Referenz 2 - zuséitzliche entfernt verwandte Sequen-
zen

In dieser Referenz-Gruppe fiihrt die Einbeziehung der Sekundérstrukturinforma-
tionen zu keinen neuen Erkenntnissen, dafiir liefert aber die Information {iber
die Familienzugehorigkeit der Sequenzen deutliche Ergebnisse.

Wie in sblosum und csblosum in Abbildung 3.10 deutlich zu sehen ist, fal-
len bei einer Betrachtung der Familien die Scores nicht mehr so unterschiedlich
aus wie bei der Betrachtung des Gesamtalignments. Die meisten Verfahren wer-
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Abbildung 3.10: Ergebnisse Referenz 2

den also durch die Anwesenheit der weit entfernt verwandten Waisensequenzen
negativ beeinflufit, wobei T-Coffee noch am besten abschneidet: Dieses Verfah-
ren liefert immer einen gleich hohen Score wie das Referenzalignment.

Dass T-Coffee und CLUSTAL-W von der Hinzunahme der Waisensequenz
relativ unbeeinflusst bleiben, wird bei einer Betrachtung der Verfahren klar:
Diese Sequenzen werden erst vom Alignmentprozef3 ausgeschlossen und ganz
am Ende zum Alignment hinzugenommen.

HMMER erreicht hier auch mit wenigen Trainingsdaten ein gutes Ergebnis,
da die Sequenzen bis auf die Waisensequenzen alle groBe Ahnlichkeit aufweisen.

Bei MSA versagt hier in den meisten Féllen der Relevanztest und in den
anderen Fillen wird ein Alignment bestimmt, dass zwar einen optimalen Score
hat, aber deutlich weiter als in Referenz 1 vom Referenzalignment entfernt ist.

Fiir diese Art von Alignments sind also deutlich T-Coffee und mit Ein-
schrinkungen CLUSTAL-W geeignet.

3.5.3 Referenz 3 - mehrere entfernt verwandte Familien

Im Fall mehrerer entfernt verwandter Familien von Proteine wird bei den mei-
sten Verfahren wieder ein deutlich besseres Alignment in den Familien als zwi-
schen diesen erkennbar (Abbildung 3.11, dis und ecsdis). Dieser Effekt tritt nur
bei CLUSTAL-W ist er verstirkt auf.

Der sblosum-Score von T-Coffee ist sogar noch grofier als der des Referenz-
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Abbildung 3.11: Ergebnisse Referenz 3
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alignments, da dieses die konservierten Bereiche mit bekannter Sekundérstruk-
tur besser aligned.

HMMER zeigt Probleme beim Alignment zwischen den Gruppen und da-
durch auch ein schlechtes Alignment in den Gruppen (sblosum und csblo-
sum), was darauf zuriickzufiihren ist, dass ein HMM verschiedene Gruppenei-
genschaften gleichzeitig modellieren soll.

Bei MSA schligt in den meisten Fillen der Relevanztest fehl, wihrend in den
anderen der Speicherplatzbedarf zu hoch ist, um die Berechnung durchzufiihren.

3.5.4 Referenz 4 - endstindige Erweiterungen
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Abbildung 3.12: Ergebnisse Referenz 4
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In Referenz 4 ist kaum unterschiedliches Verhalten der Verfahren feststellbar
mit den Ausnahmen:

Fiir MSA sind die meisten Alignments zu grof3, also ist keine Berechnung
moglich.

HMMER wird offenbar durch die stark unterschiedliche Linge der erweiter-
ten Sequenz beeinflut und berechnet deshalb meistens kein gutes Alignment,
welches sowohl im Gesamtalignment als auch ohne Beriicksichtigung der erwei-
terten, entfernt verwandten Sequenz der Fall ist.

T-Coffee liefert teilweise auch schlechte Alignments, was auf nicht zum opti-
malen Alignment passende paarweise, lokale Alignments in der Bibliothek hin-
deuten konnte.

CLUSTAL-W liefert durchgehend gute Alignments, da die erweiterte Se-
quenz erst am Ende zum Alignment hinzugenommen wird.

3.5.5 Referenz 5 - Insertionen
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Abbildung 3.13: Ergebnisse Referenz 5

Obwohl es sich bei Insertionen in Sequenzen um eine génzlich andere Pro-
blemstellung als bei der Erweiterung handelt, treten hier dhnliche Ergebnisse
wie in Referenz 4 auf. Nur bei DIALIGN und vor allem T-Coffee ist eine Ver-
besserung festzustellen, die auf die gréflere Bedeutung von lokalen Alignments
hindeutet, wenn es darum geht, mehrere Insertionen zu beriicksichtigen. Mogli-
cherweise wiirde eine lokale Scoringfunktion, die lokale Ahnlichkeiten bewertet,
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bessere Resultate liefern.

Diese Resultate widersprechen nicht den in [TPP99b] vorgestellten, wobei
dort noch zusétzliche Scores verwendet wurden, die mehr auf Besonderheiten
der Referenzen 4 und 5 eingehen.

3.5.6 Referenz 6 - Wiederholungen
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Abbildung 3.14: Ergebnisse Referenz 6

Diese Referenz-Gruppe besteht aus Alignments mit Wiederholungen unter-
schiedlicher Art, die leider nicht genau dokumentiert sind. Dabei sind die Align-
ments der Sequenzen unter ,Referenz 6“ und die Alignments der wiederholten
Sequenzbereiche in den Untergruppen von Referenz 6 zu finden. Bei manchen
dieser Gruppen treten mit den verwendeten Scoring-Funktion keine deutlichen
Ergebnisse hervor, so dass diese weggelassen wurden. Hier wére eine Scoring-
Funktion nétig, die keinen lokalen, zeichenweisen Ansatz verfolgt und somit auch
Wiederholungen entsprechend bewerten kann.

Da die Alignments in dieser Gruppe umfangreicher sind, also mehr und
lingere Sequenzen enthalten, ist der Speicherplatzbedarf von T-Coffee zu hoch
und fithrt in manchen Fallen dazu, dass kein Alignment berechnet werden kann.
Fiir andere Alignments muss mit sehr hohem Zeitaufwand gerechnet werden.

DIALIGN hat mit den verschiedenen Wiederholungen in dieser Referenz-
Gruppe viele Probleme und falsche Zuordnungen in lokalen Alignments fiihren
dabei zu schlechten Alignments.
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Dem HMMER-Verfahren kommt hier die groflie Datenmenge zu gute, was
ein genaues Trainieren des Modells ermdglicht und damit zu guten Alignments
fiihrt.
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Abbildung 3.15: Ergebnisse Referenz 6, Gruppe 1b

Gruppe 1b

Das Auffilligste in der Gruppe 1b ist das Alignment ,zf“, das sowohl einen
niedrigen Score, als auch eine niedrige Distanz zum Referenzalignment hat. Die-
ser Sachverhalt ensteht aus den sehr kurzen wiederholten Bereichen im Align-
ment, zu denen noch viele eher zufillige Zeichen kommen. Dadurch finden alle
Programme die kurzen wiederholten Bereiche, konnen aber kein gutes Align-
ment der anderen bestimmen. In dieser Gruppe der Alignments mit mehrfach
wiederholten Bereiche kommt es ausserdem zu einer uneindeutigen Zuordnung
der Wiederholungen, wie blosum zeigt: Es gibt bessere Alignments als das Re-
ferenzalignment, die trotzdem noch von diesem weit entfernt sind. Interessant
ist auch die gute Bewertung von Alignments, die mit DIALIGN erstellt wurden.
Dieser Effekt tritt deshalb auf, weil es sich um Alignments handelt, in denen
nur die wiederholten Bereiche enthalten sind, also eigentlich lokale Alignments
der Sequenzen aus Referenz 6.

Gruppe 2a

Hier kommt es beim Datensatz ,myb“ zu einem Versagen von DIALIGN
und HMMER: Durch das falsche Alignen der Wiederholungen berechnen diese
Programme ein schlechtes Alignment auch fiir die {ibrigen Bereiche.

Gruppe 2b



Anz. Basenpaare

Anz. Basenpaare

KAPITEL 3. EMPIRISCHER VERGLEICH

alp - Alignment Parameters dis
1000 T T T T T T 180 1.8e+06 T T T T T T
4 160 1.6e+06 - 1
4 140 H 1.4e+06 4
1120 N 1.2e+06 - 1
] o g
1100 > 2 1e+06 - / 1
T g
.18 & & 800000 - 9
. 9 60 E 600000 9
~. {40 < 400000 -
4 20 200000 | E
0 \ : 0 0 . h
2 8 2 8 3 2 8 ¢ 2 2 2 28 % 8 § ¢
7] @ & 5 2 3 3 2 @ © © © E 13 3 2
@ S @ =
kurz Anz. Sequenzen CLUSTAL-W —— DIALIGN2 MSA &
T-Coffee - - HMMER
blosum
200000 T T T T T T
0
-200000
@ -400000 /
3 G
@ -600000 - L i 1
-800000 3 9
-1le+06 -
-1.2e+06 : : : : : :
2 2 8 8 % 3 3 <2
@ © © © 2 3 3 2
¢ E
CLUSTAL-W —— DIALIGN2 MSA &
T-Coffee - HMMER BAIBASE &
Abbildung 3.16: Ergebnisse Referenz 6, Gruppe 2a
alp - Alignment Parameters dis
250000 —+———+——————+— 77—
- 200000 | —
I
5
I} o 150000 - 1
T g
o 0o
@ 9 100000 1
N
c
< 50000 f
0 n P :
29NN Z888 % EEEEL
) T & © £ € §€ & & ~ 2
£
kurz Anz. Sequenzen CLUSTAL-W —— DIALIGN2
T-Coffee - HMMER
blosum
100000 — — — T
50000
0
-50000
o -100000
S -150000
@ -200000
-250000
-300000 9
-350000 v 9
400000 P S S S
22RN R8RS ELEEEL
@ G T 8 @ £ &« ¢« g ~ 2
£
CLUSTAL-W —— DIALIGN2 BAIBASE
T-Coffee - HMMER

Abbildung 3.17: Ergebnisse Referenz 6, Gruppe 2b
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Durch das bessere Alignen der langen Wiederholungen durch T-Coffee
kommt es hier zu einem Alignment, das nicht weit vom Referenzalignment ent-
fernt ist und einen besseren Score als dieses hat.
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Abbildung 3.18: Ergebnisse Referenz 6, Gruppe 4
Gruppe 4

In Gruppe 4 gibt es keine Besonderheiten bis auf das Alignment ,zf“: Wie in
blosum zu erkennen ist, gibt es hier nicht nur viele Zeichen, sondern auch im
Referenzalignment viele Gaps, was natiirlich zur Folge hat, dass die Alignments
der Programme auch weit von diesem entfernt sind.

3.5.7 Referenz 7 - transmembrane Proteine

Bei den transmembranen Proteinen haben lokale Alignmentverfahren wie DIA-
LIGN Probleme, da die transmembranen Strukturen relativ kurze, konservierte
Bereiche sind. Diese werden dann aufgrund besserer und dem Referenzalignment
widersprechender lokaler Alignments in anderen Bereichen auseinandergescho-
ben und treffen so im Alignment nicht mehr aufeinander.

HMMER wird auch von den nichtcodierenden Bereichen beeinflufit, liefert
aber dennoch Alignments mit &hnlichen Scores wie die anderen Verfahren.

CLUSTAL-W und T-Coffee sind hier am besten geeignet, obwohl auch hier
grofle Distanzen zum Referenzalignment auftreten. Eine besser an die Situation
angepasste Scoring-Funktion mit Bezugnahme auf die Proteinbereiche diirfte
wieder bessere Resultate liefern.
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Abbildung 3.19: Ergebnisse Referenz 7

3.5.8 Referenz 8 - Inversionen

Bei diesem Test sind zwei Dinge auffillig: Die ersten beiden Alignments umfas-
sen viele lange Sequenzen. Dementsprechend hoch sind ihre Scores und Diffe-
renzscores. Dabei erreichen fast alle Verfahren einen deutlich héheren blosum-
Score als das Referenzalignment, was jedoch auf einen Fehler in den Daten
zuriickzufiihren ist: Teile der Sequenz ,FYN _XIPHE® treten um ein Zeichen
verschoben auf, was zu vielen Mismatches im Referenzalignment fiihrt.

Die zweite Beobachtung ist das schlechte Abschneiden von HMMER, trotz
hoher Sequenzanzahl und -léinge. Der Grund dafiir ist darin zu suchen, dass die
invertierten und zufilligen Bereiche zu einem falschen HMM fiihren.

DIALIGN hat auch Probleme mit den bei HMMER, problematischen Berei-
chen.

Eine entsprechende Scoringfunktion wiirde hier vielleicht zu besseren Re-
sultaten fiihren, doch bleibt fraglich, was mit Inversionen und Permutationen
in der Reihenfolge von Bereichen innerhalb eines Multiple Sequence Alignment
geschehen soll.
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Abbildung 3.20: Ergebnisse Referenz 8

3.6 Zusammenfassung der Vergleichsergebnisse

Bevor genauer auf die Abweichungen von dieser Abschitzung bei den anderen
Verfahren eingegangen wird, folgt eine Aufstellung der Gesamtlaufzeit fiir die
betrachteten Verfahren und Datensitze:

| Programm | Laufzeit |
MSA 24 h, 23 min
CLUSTAL-W | 50 min
T-Coffee 33 h, 7 min
DIALIGN 16 h, 54 min
HMMER 55 h, 59 min

Die Laufzeit von CLUSTAL-W wiichst ungefihr mit dem Produkt der Se-
quenzanzahl und der Lingen der lingsten und kiirzesten Sequenz an.

Die kiirzere Laufzeit von MSA gegeniiber anderen Verfahren erklirt sich da-
durch, dass bei grofien Datensiitzen entweder der Speicherbedarf relativ schnell
so grofl wurde, dass der Prozess vom Betriebsystem abgebrochen wurde, oder
dass bei noch grofleren Datensitzen die Anzahl oder Linge der Sequenzen zu
hoch war und deshalb das Programm abgebrochen wurde. Hier diirfte der Zeit-
aufwand in etwa dem in Abschnitt 1.1.2 angegebenen O(k*2*n*) entsprechen.

Bei T-Coffee wirkt sich die Erstellung der Bibliothek aus paarweisen Align-
ments bestimmend auf die Laufzeit und den Speicherbedarf aus. In Referenz 6
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befinden sich viele groe Datensitze, die zum Teil auch zu einem Programmab-
bruch wegen Speicherknappheit fiihren, was am Fehlen des T-Coffee-Graphen in
Abbildung 3.14, ts bei den ersten Datensétzen zu erkennen ist. Fiir die anderen
Alignments erkennt man dort den teilweise hohen Zeitaufwand.

Bei DIALIGN ist Abbildung 3.14, ts gut die Abhingigkeit von den Se-
quenzanzahlen und -lingen zu beobachten, wobei diese Abbildung die Vermu-
tung nahe legt, dass die Laufzeit nicht exponentiell von der Sequenzanzahl
abhéngt.

Bei HMMER wichst der Zeitaufwand stark mit der Linge der Sequenzen
an, was auf die Bestimmung von zu den Sequenzen gehtrenden Wegen durch
das Modell zuriickzufiihren sein diirfte. Wie in Abbildung 3.14 deutlich wird,
ist dadurch die Abhiingigkeit von den Sequenzléingen noch stirker als von der
Sequenzanzahl.

Allgemein ist eine Abhingigkeit der Scores und der Laufzeit von allen Se-
quenzlangen naheliegend, da lingere Sequenzen mehr Zeichen beinhalten, fiir
die Matches, Mismatches und Gaps betrachtet werden. Deshalb ist auch immer
die Linge der kiirzesten Sequenz angegeben.

Bei unéhnlichen Sequenzen (Referenz 1, jeweils erste Datensiitze pro Grup-
pe) sind wegen der wenigen konservierten Bereiche viele Alignments méglich,
die zu optimalem Score fiihren, aber doch weit vom Referenzalignment entfernt
sind. Dies ist ein Hinweis darauf, dass die Betrachtung solcher Sequenzen selten
zu brauchbaren Ergebnissen fiihrt.

Besonders betroffen davon ist DIALIGN als lokales Verfahren, aber auch
wenn sich nur einige nicht konservierte, also stark unterschiedliche Bereiche in
den Sequenzen befinden. Das fiihrt zumeist zu einem Alignment mit sehr kurzen
iibereinstimmenden Blécken und vielen, langen Gaps zwischen den Blocken, die
zum Teil nicht zusammengehorende Bereiche zuordnen.

Geringere Probleme mit solchen Bereichen hat HMMER, das dann viele
einzelne Zeichen aligned und dazwischen sehr viele Gaps einfiigt.

Schlechte Alignments liefern diese beiden Verfahren auch bei Wiederholun-
gen in Sequenzen, die in Referenz 6 betrachtet werden. So kommt bei DIALIGN
oft eine falsche Zuordnung zwischen den verschiedenen konservierten, wieder-
holten Bereichen vor, die dann ein gutes Gesamtalignment verhindert. Gut sind
in diesem Bereich die globalen Verfahren wie CLUSTAL-W und T-Coffee. Uber
MSA kann wegen der Grofle der Daten hier keine Aussage getroffen werden. Um
jedoch das richtige Alignment von Wiederholungen genau beurteilen zu kénnen,
wird eine andere Scoring-Funktion benétigt, die nicht nur lokale Sequenzihn-
lichkeiten berticksichtigt.

Bis auf MSA liefern alle Verfahren bei der Hinzunahme von wenigen weit
entfernt verwandten Waisensequenzen noch gute Alignments, wobei die Align-
ments der anderen Sequenzen wenig von den Waisensequenzen beeinflufit wer-
den. Hier liefert HMMER trotz der geringen Anzahl Trainingsdaten ein relativ
gutes Alignment, da fast alle Sequenzen grofie Ahnlichkeit aufweisen.

Dieser Effekt verstirkt sich beim Alignment von mehreren Proteinfamili-
en, die innerhalb der Gruppe grofie Ahnlichkeit aufweisen und zwischen den
Gruppen geringe. HMMER kann davon kein gutes HMM mehr bestimmen, da
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darin gleichzeitig mehrere Gruppeneigenschaften simuliert werden miifiten und
erzeugt deshalb keine guten Alignments.

Ein dhnliches Problem besteht, wenn eine oder mehrere Sequenzen eine stark
unterschiedliche Lange besitzen. Durch Zuordnungen der anderen Sequenzen zu
falschen Bereichen der lingeren Sequenzen versagen hier vor allem DIALIGN
und HMMER. T-Coffee ist bei Insertionen zwar am besten geeignet, hat aber bei
Erweiterungen von Sequenzen an den Enden Probleme, ein optimales Alignment
zu finden. In beiden Fallen ist CLUSTAL-W als globales Verfahren gut geeignet.
Bis auf wenige oben beschriebene Fille liefert T-Coffee als Weiterentwicklung
von CLUSTAL-W &#hnlich gute oder sogar bessere Ergebnisse als dieses.

Zum Abschlufl des Kapitels sind die Ergebnisse nochmals in einer Tabelle
zusammengefasst, in der die besonders gute oder schlechte Eignung von Verfah-
ren beziiglich der behandelten Kriterien dargestellt ist, wobei CLUSTAL-W mit
CLW, T-Coffee mit T-C, Dialign mit Dia und HMMER mit HMM abgekiirzt ist.
Dabei kommt die geringe Eignung von MSA fiir die meisten Gruppen dadurch
zustande, dass MSA wegen der Speicherplatzanforderungen nicht in der Lage
ist, so grofle Alignments zu verarbeiten, wie sie in den Gruppen in BAliBASE
vorkommen. Ahnlich ist fiir HMMER ein Nachteil, dass die meisten Referenz-
alignments aus vergleichsweise wenigen Sequenzen bestehen. Die Bewertungen in
der Tabelle geben also nicht unbedingt eine prinzipielle Eignung fiir die entspre-
chenden Félle wieder, sondern nur die Eignung fiir die betrachteten Alignments
des empirischen Vergleichs.

| [ MSA [ CLW [ T-C | Dia | HMM |

Ref. 1 | unshnliche Sequenzen o o o - -
dhnliche Sequenzen + ) o o -
Ref. 2 | eine zusiitzliche Seq. - + + - o
Ref. 3 | Proteinfamilien - + o -
Ref. 4 | Endst. Erweiterungen - + o -
Ref. 5 | Insertionen - o + -
Ref. 6 | Wiederholungen - o o -
Ref. 7 | Transmembrane Proteine - + + - o
Ref. 8 | Inversionen - o o - -

| + gut geeignet, o nur bedingt geeignet, - schlecht geeignet

3.7 Anmerkungen

BALBASE wurde in [TPP99a] als eine Datenbank von Alignments zum Ver-
gleich von Programmen vorgestellt. Eine erste Untersuchung mehrerer Program-
me wurde dann in [TPP99b] durchgefiihrt, woran auch Teile des in dieser Arbeit
durchgefiihrten Vergleichs orientiert sind - unter anderem auch der Differenzsco-
re. Die Gruppeneinteilung von BAIiBASE 2.0 ist [BTTP] entnommen, wobei fiir
den Vergleich die leicht aktualisierte Version 2.01 eingesetzt wurde. FSSP ist in
[HS96], HOMESTRAD in [MDBO98] und HSSP in [SdDS97] beschrieben. Der
VAST-Server geht auf [MGB95] zuriick, die PDBsum Datenbank auf [LHM97].
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Die zum Proteinstruktur-Vergleichsprogramm SAP gehorende Versffentlichung
ist [Tay99).

Das Programm MSA liegt inzwischen in der zweiten Version vor. Wihrend in
[LAK89] die erste Version nur kurz vorgestellt wurde, liefert [GKS95] eine detail-
lierte Beschreibung des Verfahrens, wobei neben einer ausfiihrlichen Darstellung
des Grundalgorithmus auch die Version fiir die affin-lineare Gap-Penalty bespro-
chen wird. Die grofite Weiterentwicklung zur ersten Version besteht jedoch in
einer Betrachtung der Frage, welche Knoten zusétzlich noch aus dem Speicher
geloscht werden konnen, da sie keinen Beitrag zu einem optimalen Alignment
liefern und einer dahingehenden Speicherplatzbedarf-Reduktion des Programms
MSA. Der Relevanztest wird auch in Kapitel 3.4 von [SM97] kurz und anschau-
lich besprochen und wurde von Carillo und Lipman [CL88] entwickelt.

Das Programm CLUSTAL-W ist eines der weitverbreitesten Multiple-
Sequence-Alignment-Programme was wohl auch an der einfachen Verstindlich-
keit und nachvollziehbaren Einbindung von biologischem Zusatzwissen in das
Verfahren liegen diirfte. Als Vorlage fiir die kurze Beschreibung diente [THG94]
von den Autoren des Programms. Details iiber die erwihnten Heuristiken sind in
[SN87] (Neighbor Joining) und [BCL87] (Approximierung des Scores paarweiser
Alignments) zu finden.

T-Coffee ist das neueste Programme in diesem Vergleich und wurde in
[NHHOO0] vorgestellt. Dort sind auch Details iiber die angesprochenen weiteren
Untersuchungen aufgefiihrt.

DIALIGN wurde erstmals 1996 in [MDW96] beschrieben und ab diesem Zeit-
punkt kontinuierlich weiterentwickelt. Die vorliegende Betrachtung ist zusétzlich
noch an [Mor99] orientiert, das die Version 2.0 von DIALIGN beschreibt. Zum
Verfahrensvergleich wurde die inzwischen erhéltliche Version 2.1 eingesetzt. In
[SKMO01] wird eine weitergehende Betrachtung von DIALIGN vorgenommen.

Da HMMs in der Bioinformatik eine grofle Rolle spielen, ist auch viel Lite-
ratur zu diesem Themenkomplex vorhanden und daher kommt es, dass die Vor-
stellung von HMMER sich weniger an der zugehorigen Veroffentlichung [Edd98]
von Sean Eddy orientiert, als an der umfassenden Einfiihrung [KBM193]. Die
Beispiele sind [CB00] entnommen. Details zu den Algorithmen sind in [CB00]
oder - in etwas anderem Kontext - in [Rab89] zu finden.

Die PAM-Matrizen gehen auf [DSO79] zuriick, wiahrend die BLOSUM-
Matrizen in [HH92] eingefiihrt wurden.

Die beiden betrachteten Sekundérstrukturen gehen auf Linus Pauling und
[PCB51] zuriick. Eine Einfiihrung in Sekundérstrukturen und deren Vorhersage
ist im Internet zu finden: [CWM]. Die Unwahrscheinlichkeit von Insertionen oder
Deletionen in Regionen mit besonderer Sekundirstruktur wurde auch schon im
Kapitel 3 von [KG99] beschrieben.



Kapitel 4

Biologische Beurteilung

In diesem Kapitel werden die Aspekte des Multiple Alignment diskutiert, die
mehr im Zusammenhang mit der Anwendung in der biologischen Praxis stehen.
Neben Ergebnissen vorangehender Kapitel liegen diesem auch Gespriche mit
Mitarbeitern von Arbeitsgruppen aus der Molekulargenetik sowie Zoologie und
Biophysik zu Grunde.

4.1 Anwendungen des Multiple Alignment

Fiir ein besseres Verstindnis der Probleme beim Multiple Alignment werden
hier kurz die bekannten Anwendungen aufgezihlt:

1. Erstellung von Phylogenien

Phylogenien werden beispielsweise mit dem Neighbor-Joining-Verfahren
aus den paarweisen Sequenzabstinden konstruiert und dann mit einer
Maximum-Likelyhood-Heuristik verfeinert. Dafiir werden die Zuordnun-
gen der Zeichen durch das Multiple Sequence Alignment als Grundlage
fiir die Bewertung der phylogenetischen Baume verwendet.

2. Bestimmung von Proteinfamilien

Hier liefert das Alignment eine Aussage iiber die Ahnlichkeit der gesamten
Sequenzen oder von Teilen, mit der dann eine Zuordnung von Sequenzen
zu Familien durchgefiihrt wird.

3. Aufklirung der 3D-Struktur und Funktion von Proteinen

Dazu wird ein Alignment der zu untersuchenden Sequenz mit Sequenzen
schon bekannter Proteine durchgefiihrt, zu denen man einen Zusammen-
hang beziiglich Struktur und Funktion vermutet. Das Multiple Alignment
liefert dann eine Zuordnung von Bereichen, wobei auch Bereiche der zu
untersuchenden Sequenz zu Bereichen mit bekannter Struktur und Funk-
tion in anderen Sequenzen zugeordnet werden. Daraus versucht man dann
auf die Funktion dieser Bereiche in der neuen Sequenz zu schlieflen.
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4.2 Probleme des Multiple Alignment

Ein grofies Problem des Multiple Alignment ist das Modell, das hier zum Ein-
satz kommt: Durch direkte Ahnlichkeitsbetrachtungen der Zeichenfolgen ge-
langt man zu Aussagen iiber Ahnlichkeit oder Unihnlichkeit von Proteinen,
DNA-Sequenzen, oder auch nur Teilstiicken. Da dieses Modell von der gleichen
Reihenfolge der Aminosiuren in den Sequenzen ausgeht, versagt es, wenn die
Reihenfolge von ganzen Bereichen bzw. Domains oder in Bereichen versindert
wird, wie etwa bei Inversionen. Auflerdem gibt es Proteine verschiedener eng
verwandter Spezies, die eine ginzlich andere Sequenz aufweisen, obwohl die
Funktion dieselbe ist. Hier ist als prominentestes Beispiel der rote Blutfarbstoff
Hamoglobin zu nennen, der sich von Spezies zu Spezies sehr stark in seiner
Proteinsequenz unterscheidet. In diesen Fillen versagt das Multiple Alignment,
wenn es etwa um Phylogeniebestimmungen geht, da Ahnlichkeiten in den Se-
quenzen verwandter Spezies fehlen.

4.3 Mogliche Verbesserungen

Zwar funktioniert das Multiple Alignment sowohl bei DNA-Sequenzen als auch
bei Proteinsequenzen, doch zeichnen sich letztere durch eine reichhaltigere
Struktur aus. So kann man schon deutliche Unterschiede in H#ufigkeit und
chemischen Eigenschaften der Aminosiuren feststellen, was dazu fithrt, dass
DNA-Sequenzen meistens erst in Proteinsequenzen umgewandelt werden, um
dann diese in ein Multiple Alignment zu bringen. Da jede Aminosiure durch
ein Codon von drei Nukleobasen in der DNA codiert wird, benttigt man eine
Aussage iiber den sogenannten Leserahmen, der festlegt, wo die Ubersetzung be-
ginnt. Die Bestimmung des ,richtigen“ Leserahmen funktioniert meistens noch
relativ gut, da bei den anderen Leserahmen ungewdhnliche Proteinsequenzen
entschliisselt werden, doch Insertionen oder Deletionen einzelner Nukleobasen
fithren zu Fehlern, die nicht so einfach zu erkennen und zu beseitigen sind.

Ahnlich wie man auf diese Art zu den DNA-Sequenzen noch mehr Informa-
tionen erhalten kann, kann man auch fiir Proteinsequenzen mehr Informationen
erhalten und diese in einem Alignment beriicksichtigen. Diese Informationen
werden teilweise schon eingesetzt, wie etwa die Sekundéarstruktur von Proteinen.
Diese kann entweder aus Datenbanken fiir bereits bekannte Sequenzen oder Be-
reiche entnommen werden und gibt dann Versuchsergebnisse wieder, oder wird
von Heuristiken vorhergesagt. Bei solchen vorhergesagten Sekundarstrukturen
treten allerdings noch sehr grofie Unsicherheiten auf, die bei der Verwendung
dieser Informationen beriicksichtigt werden miissen. Ahnlich konnte man bei
der Bestimmung eines Alignments auf Datenbanken zuriickgreifen, in denen
bekannte Sequenzteile gespeichert sind, die nach Beobachtungen bei anderen
Alignments hiufig in Sequenzen eingefiigt oder entfernt werden und so zu typi-
schen Deletionen oder Insertionen fiithren.

Ein Problem aller Alignmentverfahren sind nicht konservierte Bereiche, fiir
die kein gutes Alignment existiert. Verfahren sollten dann in den anderen Berei-
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chen trotzdem ein gutes Alignment liefern, um die vorhandenen Informationen
moglichst gut auszuwerten.

4.4 Probleme bei SPScore und Gap-Penalty

Neben den grundsitzlicheren Problemen der vorangehenden Abschnitte gibt es
Probleme in den h#ufig verwendeten Bewertungssystemen. So liefert der SPScore
mit einem geeigneten Scoring-System ein relativ gutes Gesamtbild von der Qua-
litdt des Multiple Alignment, liefert aber bei kleinen lokalen Fehlern schon grofle
Bestrafungen. In Abbildung 4.1 ist ein Beispiel von 5 Sequenzen dargestellt, bei
denen eine Spalte ohne Matches bei entsprechendem Scoring-System niedriger
bestraft wird, als drei Mismatches, die verteilt auftreten.

...... A A T |
...... G A A -eveeeeee E
...... A E A ceveeeene G
...... A A E +eeveeevr R
...... A A A veeeeeees
Anzahl Mismatches: 4 + 4 + 4 =12 10

Abbildung 4.1: Beispiel: SPScore von 5 Sequenzen

Dieser Effekt kann auf mehrere Arten abgeschwicht werden: Beispielswei-
se wire eine Gewichtung mit Hilfe von bekannten Verwandtschaftsverhiltnis-
sen denkbar, so dass eine weit entfernt verwandte Sequenz keinen so grofien
Mismatch-Beitrag zum Score mehr liefert. Dabei kdnnten wie im Kapitel 3 die-
ser Arbeit bereits bekannte Proteinfamilieninformationen beriicksichtigt werden.
Eine andere Herangehensweise an dieses Problem stellt etwa [GKBO0O] dar, bei
denen nicht alle paarweisen Scores zwischen den Sequenzen addiert werden. Dort
wird mit einem vorher bestimmten phylogenetischen Baum eine Reihenfolge der
Sequenzen berechnet und nur die paarweisen Scores der in dieser Reihenfolge
aufeinander folgenden Sequenzen addiert. Dadurch ist jede Sequenz nur zweifach
am Score beteiligt und nicht (k — 1)-fach wie beim SPScore.

Ein Problem, das bei paarweisen Alignments und damit auch in vielen Ver-
fahren auftritt, ist die geeignete Gap-Penalty. Aus biologischer Sicht steht ein
Gap beliebiger Grofle fiir eine Insertion oder Deletion und damit genau ein evolu-
tiondres Ereignis. Dadurch wird eine Bevorzugung eines groflen Gaps vor vielen
kleinen Gaps der gleichen Gesamtliange klar, da diese fiir mehrere Ereignisse ste-
hen, bei der die gleiche Sequenz entsteht wie bei dem einen Ereignis, fiir das der
lange Gap steht. Daher ist es angebracht, iiber Methoden zur Zusammenfassung
von Gaps nachzudenken, wie etwa in [KG99).
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4.5 Formalisierung

Einen besseren Ansatz fiir die Beschreibung evolutionirer Ereignisse diirfte der
Ubergang zu Phylogenien und die Bewertung von Alignments anhand von Phy-
logenien, beispielsweise mit der Maximum-Likelyhood-Methode, bieten. Diese
schon in Abschnitt 4.1 beschriebene Vorgehensweise wird auch schon in der Pra-
xis angewendet, wobei jedoch noch eine genaue Betrachtung der Bewertung mit
allen Auswirkungen fehlt. Interessant ist an dieser Stelle, dass trotzdem noch das
Multiple Alignment als Zwischenschritt zur Bestimmung der Tree Alignments
verwendet wird. Offenbar eignet sich Multiple Alignment wegen der Zuordnung
von Bereichen in Sequenzen besser zur Identifikation von Gemeinsamkeiten.

Zur Zeit werden Multiple Alignment etwa durch die in Kapitel 3 beschrie-
benen Verfahren bestimmt, dann aber noch einer Nachbearbeitung unterzo-
gen. Diese kann durch eine Verbesserung durch die oben erwihnte Maximum-
Likelyhood-Bewertung erfolgen, oder durch Expertenwissen. Ein wichtiger
Schritt zur automatischen Erstellung biologisch guter Alignments, die direkt
Aussagen iiber Funktionen oder Phylogenien bei Proteinen bieten konnen, ist,
dass eine Formalisierung der Kriterien der Nachbearbeitung erfolgt. Dazu muss
also ein Modell gebildet werden, das auch das derzeit angewendete Experten-
wissen moglichst gut einbezieht.



Anhang A

Beschreibung des
Programms MScore

MScore ist nach einem objektorientierten Ansatz aufgebaut, der es ermoglicht,
die verschiedenen Bewertungsfunktionen fiir Alignments zu kombinieren. Mit
dem folgenden Uberblick iiber die Klassen im Programm ist es vielleicht méglich,
die danach beschriebenen Kommandozeilenparameter besser zu verstehen und
eventuell eigene Erweiterungen des Programms vorzunehmen.

A.1 Klassen in MScore

Die Klasse Alignment dient zur Speicherung eines Alignments und der Se-
kundarstruktur, falls diese bekannt ist. Die Sequenzen des Alignments werden im
Feld sequences abgelegt, das Eintrage vom Typ Alchar enthilt. Alchar enthélt
jeweils ein Zeichen und eine dazugehérende Sekundirstruktur-Information
secstr, in der die Art der Struktur sowie deren Anfangs- und Endpositionen ab-
gelegt sind. Die Klasse Alignment kann mit einem GCG/MSF-File initialisiert
werden. zusétzlich konnen noch ein Feature-Table-File und ein dazu gehoren-
des Referenzalignment in Form eines GCG/MSF-Files angegeben werden. Damit
werden die im Feature-Table-File enthaltenen Positionsdaten des Referenzalign-
ments auf das aktuelle Alignment umgerechnet und eingetragen.

Zur Bewertung steht die abstrakte Score-Klasse zur Verfiigung, in deren
Subklassen verschiedene Arten von Scores implementiert werden. Bis jetzt gibt
es zwei Subklassen: DiffScore und SPScore. In DiffScore sind die Differenz-
Scores implementiert, weshalb bei der Initialisierung ein zu bewertendes Align-
ment und ein Referenzalignment angegeben werden miissen. Die Klasse SPScore
bietet eine Bewertung nach Scorematrizen, weshalb als Parameter ein
Alignment und eine ScoreMatrix angegeben werden miissen. Bei beiden be-
schriebenen Klassen konnen zusidtzlich noch eine Sekundirstrukturgewichtung
SecWeight und eine Familiengewichtung PwDistWeight angegeben werden, die
weiter unten beschrieben sind.

85



86 ANHANG A. BESCHREIBUNG DES PROGRAMMS MSCORE

Die Klasse ScoreMatrix ist eine abstrakte Klasse, deren Subklassen belie-
bige Scoring-Systeme darstellen, wie etwa PredefScore, die die Verwendung
bestimmter vordefinierter Systeme, wie BLOSUM oder PAM, ermoglicht.

Die Subklasse IndepSecW von SecWeight bietet die Moglichkeit, fiir beide
behandelten Sekundarstrukturarten zwei unabhingige Funktionen zu verwen-
den, wie sie in den Subklassen von SecWeightFunc oder Subklassen implemen-
tiert sind. Diese lassen sich in zwei Arten unterteilen: BlockScaleFixed und
BlockScaleProp liefern iiber den gesamten betrachteten Bereich den angege-
benen Skalierungsfaktor, wobei dieser dem Sekundarstrukturbereich entspricht,
bei dem eventuell an den Enden eine feste (BlockScaleFixed) oder von der
Linge des Bereichs abhiingige (BlockScaleProp) Anzahl Zeichen der Struktur
ignoriert werden. Bei LinearFixed und LinearProp werden hingegen die Berei-
che am Ende nicht einfach ignoriert, sondern eine stiickweise lineare Funktion
verwendet,.

Als Proteinfamiliengewichtung PwDistWeight gibt es die Subklassen
PwDistDynPrg und GroupPwCut. Die erste erlaubt eine Gewichtung mit den
paarweisen Sequenz-Ahnlichkeiten, die mit einem angegebenen Scoring-System
mit dem Needleman-Wunsch-Algorithmus bestimmt werden. Diese kénnen zu-
sétzlich noch skaliert werden oder in paarweise Distanzen umgerechnet wer-
den. GroupPwCut erlaubt die Gewichtung nach bekannten Proteinfamilien bzw.
-gruppen, die aus einem BAliBASE-File eingelesen werden kénnen. Neben der
Vorgabe-Einstellung, die zwischen den Gruppen mit 0 gewichtet und innerhalb
der Gruppen mit 1, kdnnen beliebige andere Werte angegeben werden.

Bei SecWeight und PwDistWeight gibt es jeweils noch eine Default-Klasse,
die keine Gewichtung vornimmt und fiir die ungewichteten Fille Verwendung
findet.

A.2 Kommandozeilenparameter

In der Tabelle A.1 sind die Kommandozeilenparameter des Programms MScore
zu finden. Die Aufrufsyntax des Programms lautet:

mscore [Options] alignmentfile.msf

Als Beispiele sind hier die Optionen angegeben, wie sie fiir den Vergleich in
Kapitel 3 eingesetzt wurden. Dabei werden fiir Variablen, gekennzeichnet durch
das Zeichen $ bestimmte Filenamen eingesetzt, deren Bedeutung in Tabelle A.2
erklért ist.

e dis (Distanz-Score):

mscore -d -r $reffile $file

e sdis (Distanz-Score mit Sekundérstrukturgewichtung):

mscore -d —-f $ftbfile -r $reffile -s 2 -t 2 $file
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| Option | Beschreibung
-h Anzeige einer Ubersicht der Optionen
-a Ausgabe der Alignment-Parameter
-f secfile.ftb | Angabe des Feature-Table-Files (Sekundirstrukturen)
-r reffile.msf | Referenzalignment fiir Distanzscore und Option -f
-d Distanz-Score berechnen
-s secscale Skalierung fiir a-Helix
-S secoffs Offset fiir a-Helix-Gewichtung.
secoffs < 1 fiir anteiligen und
secoffs > 1 fiir absoluten Offset
-1 stiickweise lineare Gewichtung fiir a-Helix verwenden
-t secscale Skalierung fiir S-Faltblatt
-T secoffs Offset fiir S-Faltblatt.
secoffs < 1 fiir anteiligen und
secoffs > 1 fiir absoluten Offset
-L stiickweise lineare Gewichtung fiir S-Faltblatt verwenden
-m matrname Berechne Score mit Scoring-System matrname
-M Anzeige aller giiltigen Scoring-Systeme
-g gappenalty | Setzen einer Gap-Penalty
(ansonsten Durchschnitt der Mismatches)
-p Gewichtung mit paarweisen Sequenzihnlichkeiten
-P scale Wie -p, aber skaliert auf Intervall [0...scale]
Bei negativem Wert von scale erfolgt eine Skalierung auf
[0...—scale] und es werden paarweise Distanzen verwendet.
-q matrname Scoringsystem fiir -p,
falls von durch -m angegebenen verschieden
-Q gappenalty | Gap-Penalty zu -q
-G familyfile | Gewichtung mit Proteinfamilien, aus Datei familyfile
-o scale Gewicht fiir Scores innerhalb der Proteinfamilie
-0 scale Gewicht fiir Scores zwischen Proteinfamilien

Tabelle A.1: Kommandozeilenoptionen von MScore

| Name

| Bedeutung |

$file

Zu bewertendes Alignment

$ftbfile Sekundirstruktur-Info (BAliBASE)

$reffile Referenzalignment (BAIiBASE)

$groupfile | Proteinfamilien-Info (BAliBASE)

Tabelle A.2: Filename-Variablen in den Programmaufrufen
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e csdis (sdis-Score nur innerhalb von Proteinfamilien):

mscore -d -f $ftbfile -r $reffile -s 2 -t 2 -G $groupfile
$file

e blosum (BLOSUMS62-Score):
mscore -m blosum62 $file
e sblosum (BLOSUMG62-Score mit Sekundirstrukturgewichtung):
mscore -m blosum62 -f $ftbfile -r $reffile -s 2 -t 2 $file
e csblosum (sblosum-Score nur innerhalb von Proteinfamilien):

mscore -m blosum62 -f $ftbfile -r $reffile -s 2 -t 2
-G $groupfile $file



Anhang B

Inhalt der CD

| Pfad / Verzeichnisname | Beschreibung
LaTeX LaTeX-Quellen dieser Arbeit
LaTeX-ext Benotigte Erginzungen zu TEX
paper Literatur (Auswahl)
mscore-1_7-src Quellcode des Programms MScore
multal/ Alle Dateien des Vergleichs

refresh_data

Skript: Kopieren der Testdatensitze

mscore Verzeichnis mit Bin#drdatei von MScore
filter Diverse Konvertierungsskripte
alcompar/ Untersuchte Programme und Daten

BA1iBASE

Verzeichnisse mit den Testalignments

alignments

Verzeichnisse mit den Testergebnissen

gnuplots

Testergebnisse als Gnuplot-Graphiken

msa

Quelltext des Programms MSA

Quelltexte der anderen Programme

Tabelle B.1: Inhalt der CD
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