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Einleitung

Die Struktur und Funktion von Nukleinsauren ist seit Giber 50 Jahren Gegenstand der Forschung.
Nachdem Crick, Watson & Wilkins fur die Aufklarung der Doppelhelix-Struktur der Desoxy-
ribonukleinsaure (,Deoxyribonucleic Acid“; DNA) den Nobelpreis erhielten, wurde von Crick
(1958) das sogenannte zentrale Dogma der Molekularbiologie aufgestellt (siehe auch Crick,
1970). Dieses besagt, dass die in der DNA gespeicherte genetische Information mit Hilfe von
Ribonukleinsauren (,Ribonucleic Acid“; RNA) weitergeleitet und schlie3lich in Proteine Uber-
setzt wird. In diesem Bild Ubernimmt die DNA die Rolle des reinen Informationsspeichers, die
RNA ist passiver Informationsvermittler und die Proteine sind alleiniger Funktionstrager und
katalysieren die chemischen Reaktionen in der Zelle. Weiterhin erlaubt dieses Dogma nur einen
unidirektionalen Informationsfluss.

Dass dies eine Vereinfachung ist, wurde bereits 1970 deutlich, als die Reverse Transkriptase
(RNA-abhangige DNA Polymerase) entdeckt wurde (Nobelpreis 1975; Baltimore, 1970; Temin,
1970), die es Retroviren — wie beispielsweise HIV — ermdglicht, ihr in Form von RNA vor-
liegendes Genom in das wirtseigene (DNA-)Genom zu integrieren. Schliel3lich wurden durch
Altman & Cech RNAs entdeckt, die intrinsisch katalytische Fahigkeiten besitzen (RNase P und
selbstspleil3ende Introns; Nobelpreis 1989). Diese wurden in Anlehnung an das Wort Enzyme
Ribozyme genannt. Die Tatsache, dass RNA damit nicht nur Informationstrager ist, sondern
auch chemische Reaktionen katalysieren kann, fihrte zu der Idee der RNA-Welt (siehe bei-
spielsweise Gilbert, 1986). Diese versucht mit der RNA, als dem ersten autark replizierenden
Molekul mit katalytischen Fahigkeiten, den Ursprung des Lebens zu erklaren. Schlief3lich konn-
te gezeigt werden, dass auch das Ribosom, also der Komplex aus Proteinen und rRNAs, wel-
cher fUr die Proteinbiosynthese zustandig ist, selbst ein Ribozym ist, da die hier entscheidende
Peptidyltransferase-Aktivitat einer RNA zukommt (Nissdral.,, 2000).

Mittlerweile ist neben den an der Proteinbiosynthese mafgeblich beteiligten (klassischen)
RNAs, der transfer-RNA (tRNA) und der ribosomalen RNA (rRNA), eine grol3e Zahl weiterer
sogenannter nicht-Protein-kodierender RNAs (,non-protein-coding RNA®; ncRNA) gefunden
worden, die autonom eine Vielzahl von Funktionen bernehmen (siehe beispielweise Vogel &
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syt Abbildung 1.1: Bausteine der RNA.RNA hat
é </” | SN A die folgenden vier Nukleotide als Bausteine:
o?,rl:—o g ;. N) Adenin (A), Guanin (), Cytosin ) und Uracil
@e } (U). Jedes der Nukleotide besteht aus einer (na-

mensgebenden) Base, einer Ribose und einem

Phosphat. Die Sequenz ist polar aufgebaut: sie

hat ein 5’-Ende (Phosphat am C5 der Ribose) und

ein 3'-Ende (Phosphat am C3 der Ribose). Die

Sequenz (Primarstruktur) wird immer in 5'-3'-

Richtung angegeben; die hier gezeigte Sequenz
C lautet AGUC. Nach Steger (2003).

Sharma, 2005, fiir einen Uberblick iiber bakterielle ncRNAs). Die Entdeckung des Phanomens
der RNA-Interferenz (RNAI), in dem sehr kleine RNAs posttranskriptional die Genexpressi-
on kontrollieren, wurde von der Zeitschrift Science zum Durchbruch des Jahres 2002 gewahlt
(Couzin, 2002). In den letzten Jahren wurden regelmaf3ig neue ncRNA-Klassen entdeckt, wie
die sogenannten Riboswitches, strukturelle mRNA-Elemente, die Metaboliten binden kénnen
und so die Translation oder Transkription der eigenen mRNA kontrollieren (siehe beispiels-
weise Mandal & Breaker, 2004; Tucker & Breaker, 2005; Winideal,, 2004).

Die Funktion der ncRNAs ist in allen Fallen durch ihre dreidimensionale Struktur bestimmt
(hier: ,Function Follows Form*), welche wiederum in der Sequenz kodiert ist.

1.1 RNA-Struktur

Das Polymer RNA besteht aus einer kovalent-verknipften Kette der Nukleotide Adenin (
Guanin (), Cytosin () und Uracil U) (siehe Abbildung 1.1). Sie unterscheidet sich damit von
der DNA zum einen durch das Nukleotid Uracil anstatt Thyrflinnd zum anderen durch die
Ribose anstatt einer 2’-Desoxyribose. Die Sequenz, also die Abfolge von Nukleotiden in 5’-3'-
Richtung wird auch Priméarstruktur genannt.

Obwohl RNA im Gegensatz zur DNA meist einzelstrangig vorliegt, kann sie héhere Strukturen
bilden (man spricht von Faltung). Die Grundlage hierfir bilden Basenpaare, die durch Was-
serstoffbricken komplementarer Basen und vor allem Stapelwechselwirkungen (,Stacking®;
Dipol-induzierte-Dipol-Wechselwirkung) benachbarter Basen energetisch favorisiert sind. Die
Sekundarstruktur ist eine Liste von Basenpaaren, die durch Paarung von Nukleotiden mit ihrem
jeweiligen Komplement entsteht. Dabei werden die Basenpaafé und G: C (vice versa
Watson-Crick- oder auch kanonische Basenpaare genannG Béibzw. U : G spricht man

vom Wobble-Basenpaar. Die einfachste Sekundéarstruktur entsteht bei komplementaren 5’- und
3’-Enden durch Ruckfaltung der RNA auf sich selbst. Es bildet sich ein sogenannter Hairpin,
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A B

Helix / Base pair stack N

<+— Bulge Loop

Hairpin
Internal Loop Loop
4 !
Dangling end
Bifurcation,
Junction

Abbildung 1.2: Sekundarstrukturelemente einer RNA.In A sind verschiedene Loop-Typen und wei-

tere Sekundarstrukturelemente gezeigt. Normalerweise ist die Loopbildung thermodynamisch unginstig.
Die sogenannten extrastabilen Tetralodpsgind ein Sonderfall. Oben sind drei Typen dieser Loops ge-
zeigt. Unten sind die Besonderheiten der Tetraloops beispielhaft an &ihki:-Tetraloop dargestellt.

Die Basen zeigen nicht nach ,au3en” (ins Medium), sondern kénnen weiterhin Stapelwechselwirkungen
austiben, im Falle vom Uracil (U) sogar mit einer Ribose (hier Z fir Zucker; siehe Allain & Varani, 1995,
fur die exakte Struktur). Nach Steger (2003).

der durch einen gepaarten Bereich (Helix) und einen ungepaarten Bereich (Hairpin Loop) gebil-
det wird. In Abbildung 1.2 sind dieser und weitere Loop-Typen gezeigt. Die Bildung von Loops
ist im allgemeinen thermodynamisch unginsiig{ > 0). Einen energetisch weniger ungins-
tigen Fall stellen die extrastabilen Tetraloops dar, da diese durch ihre besondere Konformation
weiterhin Stapelwechselwirkungen ausbilden kénnen (siehe B in Abbildung 1.2).

Hat sich die Sekundarstruktur einmal ausgebildet, so kdnnen sich tertidre Kontakte bzw. die
Tertiarstruktur bilden. Ein Beispiel istin C und D der Abbildung 1.3 zu sehen. Einfache Tertiér-
strukturelemente sind Loop-Loop-Wechselwirkungen (wie im gezeigten Beispiel), Basentripel,
also die Wechselwirkung zwischen drei Basen, sowie Pseudoknoten. Die Tertiarstruktur be-
schreibt die raumliche Anordnung, sprich die 3D-Struktur des Molekdls.

1.2 Das Alignment-Problem

Das Alignment von zwei oder mehr Sequenzen (oder auch Zeichenketten) ist Gegenstand von
40 Jahren Forschung (Levenshtein, 1966) und so gibt es mittlerweile eine enorme Anzahl von
entsprechenden Publikationen und Programmen, jedoch bleiben die zur Verfiigung stehenden
Ldsungen (aus spéater genannten Gruinden) suboptimal. Aufgrund der Fille der zur Verfiigung
stehenden Ansatze und Techniken werden hier nur beispielhaft einige Uberlegungen dargestellit.
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A
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e
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1
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Abbildung 1.3: Struktur-Ordnungen am Beispiel einer tRNA. Gezeigt sind Primar- A),
Sekundar- B) und Tertidrstruktur € und D) am Beispiel einer tRNA'® Einzelne Domanen sind in

den Darstellungen hervorgehoben: D-Loop (rot), Anticodon (blau), T-Loop (gelb) und der Akzeptor-
Arm (grun).A zeigt die Sequenz der tRNAZ und D sind die durch posttranskriptionelle Modifikation

von Uracil entstandenen Basen, Pseudouridin und Dihydrouridin, welche der Stabilisierung der Struk-
tur dienen. Die Sekundarstruktu) von tRNAs wird auch als Kleeblattstruktur bezeichnet. Basenpaare
sind dort als rote Verbindungslinien dargestellt. In den 3D-Darstellungam( D) sieht man, dass das
Molekil eine L-Form besitzt und dass D- und T-Loop sich raumlich sehr nahe sind. Nach Alberts (1998).

Fur detaillierte Ausfiihrungen sei auf Gotoh (1999) oder Lehrblcher, wie Datlaih(1998);
Gusfield (1999); Steger (2003) verwiesen.

YAlignment* umschreibt eigentlich eine Gruppe von Problemen, deren exakte Definition nur je
nach Fragestellung gegeben werden kann. Grundsatzlich handelt es sich bei einem Alignment
um einen Sequenzvergleich. Im einfachen Fall des paarweisen Alignments werden sich zwei
verwandte Sequenzen gegenibergestellt und durch das Einfligen von sogenannten Gap-Symbo-
len (Ublicherweise ,-“) in die Sequenzen versucht, die in der Evolution aufgetretenen Mutatio-
nen so auszugleichen, dass sich anschlieRend homologe Bereiche gegenliberstehen. Dabei wird
davon ausgegangen, dass die Sequenzen entweder einen gemeinsamen Vorlaufer hatten oder ei-
ne ahnliche Funktion haben. Idee dabei ist, dass fur die biologische Funktion wichtige Regionen

in ihrer Mutationsmdglichkeit zumindest teilweise eingeschrankt sind und damit konservierter
als andere Regionen sind. Die Evolution der Sequenzen lasst sich dabei durch Operationen wie
Substitutionen, Insertionen und Deletionen beschreiben. Bei grol3en Sequenzen kommt es zu-
satzlich beispielsweise zu Duplikationen.

Etwas formaler ausgedrickt ist ein paarweises Alignment eine Transformation einer Sequenz in
eine andere, mit Hilfe einer Serie von Edit-Operationen, namentlich Match (Ubereinstimmung),
Substitution (Ersetzung), Deletion oder Insertion. In Abbildung 1.4 ist ein einfaches Beispiel
gezeigt. Bei Deletion und Insertion spricht man auch oft von Indel, da diese in den wenigsten
Fallen unterschieden werden.
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Sequenzl: ACGCTG -
Sequenz2: - C A -

TGT
Operationen: D M S D M M |
Abbildung 1.4: Alignment-Operationen. Gezeigt ist ein einfaches Beispiel eines paarweisen Align-
ments zweier DNA-Sequenzen. Sind zwei ausgerichtete/alignierte Nukleotide identisch, handelt es sich
um einen Matchi1). Sind zwei ausgerichtete Nukleotide nicht identisch, spricht man von einer Substi-
tution (S). Schliel3lich gibt es Liicken, die durch das Einfiigen von Resten (Insekioder durch das
Entfernen von Resten entstehen (Deletiorign;

Da es offensichtlich sehr viele Méglichkeiten gibt, ein solches Alignment zu erstellen, muss fur
die Operationen ein sogenanntes Kosten-Modell (,Scoring Model*) aufgestellt werden, wel-
ches beispielsweise Ubereinstimmende Reste (,Matches") beglnstigt, Gaps und Substitutio-
nen hingegen bestraft. Das einfachste Modell ist das sogenannte Einheitskostenmodell (auch
Levenshtein-Distanz; Levenshtein, 1966), welches folgende Kosten/Gewictitezwei ali-

gnierte Reste undb definiert:

w(a,b) = 0 Match (a=b)
w(a,b) = 1 Substitution (gb)
w(a,—) = 1 Deletion

w(—,b) = 1 Insertion

Somit ist nach einer optimalen (kostengtinstigen) Anzahl Edit-Operationen gesucht, welche
die Sequenzen aligniert. Auch wenn eine Ldsung des in Abbildung 1.4 gezeigten Problems
trivial erscheint, so ergibt sich eine mit der Sequenz-Lange exponentiell wachsende Anzahl von
Losungen (Durbiret al, 1998). Die exakte Definition und Lésung des Problems hangt von
der genauen Fragestellung ab. Ein formales Beispiel zur Losung eines paarweisen Alignments
wird im folgenden Abschnitt gegeben. Losungsanséatze fir das weitaus komplexere multiple
Alignment werden im Anschluss aufgezeigt.

1.2.1 Paarweises Alignment

Fir das paarweise Alignment, also das Alignment zweier Sequenzen, gibt es effiziente Algorith-
men. Je nach Fragestellung unterscheidet man folgende Varianten: Will man lediglich ein Motiv
(also eine kleine Sequenz oder eine Doméane) an eine gréf3ere Sequenz alignieren, spricht man
von einem lokalen Alignment. Sollen zwei Sequenzen vergleichbarer Lange aligniert werden,
spricht man von einem globalen Alignment. Weiterhin gibt es Varianten wie ,lokale Ahnlich-
keit" oder ,langste gemeinsame Subsequenz”.

Die Losungsansatze bedienen sich alle der sogenannten ,,dynamischen Programmierung* (siehe
beispielsweise Eddy, 2004c, fur eine schone Beschreibung), welche eine Programmiertechnik
ist, die eine Losung flr ein grofRes Problem bestimmt, indem sie zunachst die (gleichartigen)
Teilprobleme |6st. Die Gesamtlésung wird dann aus den tabellierten Teilldsungen zusammenge-
setzt (,Bottom-up*). Das Problem des globalen paarweisen Alignments wurde von Needleman
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Initialisierung: dio = disio + w(i,—)
do; = doj—1 + w(—,7)

dic1jo1 + w(i,j),
Rekursion: d;; =min¢ d;1; + w(i,—),

\ di i1 + w(—,j)

t t t
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T|5 T|5[4]4]3]4|3 T|5]4]4(3)4(3)
G|6 G|6|5|5| 4| 3| 4 G|6|5]5| 4(344)
Fullen der Matrix Vollstandige Matrix Zwei mogliche Backtracks
,High Road" ,Low Road"
Sequenz: -ACGCTG Sequenz: ACGCTG-
Sequenz: CATG-T - Sequenz: -C-ATGT
Operationen: | M S M D M D Operationen:D M D R M M |

Abbildung 1.5: Dynamische Programmierung und Backtrack beim globalen paarweisen Align-
ment. Das globale paarweise Alignment zweier Sequenzandt der Lange; bzw. j ist hier gezeigt.
Oben: Initialisierung und Rekursionsformel fur die dynamische ProgrammienMiite: Mehrere Zu-
stande der Distanz-Matrix. Die Bewertung wurde mit Hilfe des im Text erwdhnten Einheitskostenmodells
durchgefiuhrtUnten: zwei optimale Losungen. Fir Details siehe Text. Nach Steger (2003)

& Wunsch (1970) geldst. Eine entsprechende Lésung fir das lokale Alignment-Problem wurde
durch Smith & Waterman (1981) beschrieben.

Hier sei beispielhaft die dynamische Programmierung fir das globale Alignment zweier Se-
quenzens undt¢ mit Langen: und j unter Verwendung des erwahnten Einheitskostenmodells
(Levenshtein-Distanz) beschrieben (siehe Abbildung 1.5). In diesem Fall stellt die Trivialldsung
der dynamischen Programmierung das Alignment zweier Zeichenketten der Lange O dar. Der
entsprechende Wet o wird in der Distanz-Matrix auf O initialisiert. Weiterhin wird beim glo-

balen Alignment die erste Spalte und erste Reihe so vorbelegt, dass sich der Wert jeder Zelle aus
dem Vorgangerwert zuzuglich der Kosten fir eine Insertion bzw. Deletion ergibt. Wie anhand
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der Rekursionsformel zu sehen, ergeben sich die restlichen Werte immer in Abh&angigkeit von
drei Nachbarn, wobet;_, ;_; + w(i, j) einem Match oder einer Substitution entspricht. Die
beiden anderen Alternativen entsprechen einer Deletion oder Insertion. Nachdem die Distanz-
Matrix gefilltist, steht die optimale/minimale Edit-Distanz rechts unten in der Maiyi}.(Um

hieraus ein Alignment zu erstellen, muss ein entsprechender ,Backtrack” (auch ,Traceback®)
durchgefuhrt werden. Wie im Beispiel gezeigt, ergeben sich mehrere alternative, aber gleich
gute L6sungen, je nachdem welchen Weg der Backtrack wahilt.

Hier bleibt festzuhalten, dass die erwahnten Algorithmen (Smith & Waterman und Needleman
& Wunsch) immer eine (mathematisch bzw. formal) optimale Losung garantieren. Allerdings
kann dies eine von vielen optimalen Losungen sein. Zudem hangt die Losung von den gewahlten
Bedingungen (Kosten-Modell) ab.

1.2.2 Multiples Alignment

Das Alignment mehrerer Sequenzen ist ungleich schwieriger, da sich hier in Abh&angigkeit von
der Sequenzzahl eine exponentielle Laufzeit ergibt. Formal ist das Problem NP-vollstéandig. So
muss die dynamische Programmierung fur das Alignment von drei Sequenzen den optimalen
Weg in einem Kubus, statt einer 2D-Matrix (wie in Abbildung 1.5 gezeigt) finden.kBge-
guenzen handelt es sich dann um eifedimensionalen Hyperkubus. Die Ausfiihrung eines
solchen Algorithmus ist schon bei wenigen Sequenzen nicht mehr praktikabel. Einige Anséat-
ze versuchen durch Beschrankung des Suchraumes noch fast-optimale multiple Alignments
zu berechnen, so beispielsweise DCA (,Divide-and-Conquer Multiple Sequence Alignment *;
Stoye, 1998). Jedoch ist in den meisten Fallen ein Einsatz von vereinfachenderen Heuristiken
zwingend notwendig. Hier ist dann selbst unter Einsatz eines korrekten Kosten-Modells kei-
ne optimale L6ésung mehr garantiert. Die bekannteste Heuristik ist das progressive Alignment,
dessen Idee im folgenden Abschnitt beschrieben wird.

Progressives und iteratives Alignment

Die Idee des progressiven Alignments wurde mehrfach unabhangig entwickelt. Das haufigste
Zitat ist jedoch Feng & Doolittle (1987), weshalb auch von der Feng & Doolittle-Methode ge-
sprochen wird. CUSTALW (siehe Abschnitt 3.1.2) ist das bekannteste Programm, welches die-
se Methodik implementiert. Die Idee beim progressiven Alignment ist, das multiple Alignment
wieder in paarweise Alignments zu zerlegen. Daflr wird nach folgendem Schema vorgegangen.

1. Fur jedes mdogliche Sequenzpaar wird durch paarweises Alignment eine approximative
evolutionare Distanz bestimmt.

2. Mit Hilfe dieser Distanzen wird per per UPGMA, Neighbour-Joining (NJ) oder &hnlichen
Cluster-Analyse-Methoden ein phylogenetischer Baum erstellt. Man erhalt den sogenann-
ten ,Guide Tree" (siehe A in Abbildung 1.6).

3. Die Sequenzen werden nun sukzessiv anhand der im Baum vorgegebenen Ordnung
aligniert, wobei in jedem Schritt ein sogenanntes Profil entsteht (siehe B in Abbil-
dung 1.6).
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(A) Paarweises Alignment

Beispiel: 4 Sequenzen A, B, C, D _:

A ——

B

D

e — 6 paarweise Vergleiche A
gefolgt von _I c

C m—— CIuster—AnaIyse

D m——

Ahnlichkeit

(B) Multiples Alignment entsprechend dem Baum aus (A)

B maassssssssss—— -

Aligniere ahnlichstes Paar
D mm mm #

Lucken um Alignment zu optimieren

Aligniere néchst ahnliches Paar
o W I ]

Neue Liicke zur Optimierung
des Alignments von (BD) mit (AC)

N N Aligniere Alignments
unter Erhalt der Liicken

O>» OB

Abbildung 1.6: Vorgehen beim progressiven Alignment. A:Anhand aller paarweisen Distanzen der
gezeigten vier Sequenzen wird ein Guide Tree erstiltDen Verzweigungsordnungen des Baumes
folgend wird je ein paarweises Alignment von Sequenz-an-Sequenz, Sequenz-an-Profil oder Profil-an-
Profil erstellt, wobei jeweils ein neues Profil entsteht. Dies geschieht unter Beibehaltung der bereits
eingefligten Gaps. Siehe auch Beschreibung im Text. Nach Steger (2003).

Das Alignment wird hier auf gierige (,greedy”) Art und Weise durch paarweise Alignments
von Sequenzen oder praalignierten Gruppen (Profilen) entlang der Verzweigungsordnung des
Guide Trees erstellt. Gaps, die in frihen Phasen eingefihrt wurden, missen in den sukzessive
folgenden Alignment-Schritten beibehalten werden (siehe A in Abbildung 1.6). Das stellt un-
ter Umstanden ein Problem dar, da friihe Misalignments (Gaps, die sich erst spater als falsch
eingefigt herausstellen) sich nicht mehr entfernen lassen (,Once a gap always a gap*“; siehe
Abbildung 1.7).

Iterative Alignment-Methoden (siehe beispielsweise MUSCLE in Abschnitt 3.1.9) kénnen
Fehler korrigieren, indem sie, nachdem auf beliebige Art und Weise ein initiales Alignment
erstellt wurde, dieses Alignment mit Hilfe verschiedener Techniken in zwei Subalignments
(entsprechend zwei Profilen) aufteilen und hiermit ein erneutes Alignment durchfiihren. Sollte
dieses Alignment je nach eingesetzter Bewertungsfunktion besser bewertet werden, so wird es
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SeqgA GARFIELD THE LAST FAT CAT

SegA GARFIELD THE LAST FA-T CAT
SegB GARFIELD THE FAST CAT SeqB GARFIELD THE FAST CA-T ——-—

—— SeqC GARFIELD THE VERY FAST CAT
SegqD —-—-—- THE —-—— FA-T CAT

SeqgC GARFIELD THE VERY FAST CAT

SeqD THE FAT CAT

Abbildung 1.7: Fehler im progressiven Alignment.Gemal dem gezeigten Guide-Tree (links) werden
zunéchst die Sequenzen SegA und SeqB miteinander aligniert. Hier besteht die Mdglichkeit (richtiger-
weise) CAT mit CAT zu alignieren und interne Gaps einzufligen, oder ein Mismatch zwischen C und F
inkl. terminalen Gaps zu bilden. Da terminale Gaps in nahezu allen Bewertungsfunktionen weniger
hart bestraft werden als interne, wird letztgenannte Variante bevorzugt (siehe rechts oben). Im nachs-
ten Schritt wird durch Hinzufligen einer weiteren Sequenz (SeqC) klar, dass das Alignment der beiden
CAT-Zeichenketten im vorherigen Schritt zu einer besseren Bewertung gefuhrt hatte. Der Fehler pflanzt
sich hier fort, da keine Korrektur wie in iterativen Methoden vorgenommen werden kann. Entnommen
aus Notredamet al. (2000).

beibehalten und womadglich weiter verbessert; anderenfalls wird es verworfen. Fir eine Diskus-
sion verschiedener iterativer Techniken sei auf Walkstca. (2005) verwiesen.

1.2.3 Bewertungsfunktionen

Grundsatzlich alignieren alle Programme Sequenzen so, dass die durch die jeweilige interne
Bewertungsfunktion (,Scoring Function“ oder ,Objective Function®) resultierende Bewertung
optimiert wird. Die Wahl dieser Bewertungsfunktion hat entscheidenden Einfluss auf die Qua-
litat des Alignments. Fir das paarweise Alignment ist die ,Score” dabei generell die Summe
aller Edit-Kosten, die zwei Sequenzen ineinander Gberfihren.

Im Falle von multiplen Alignments lassen sich verschiedene Bewertungsfunktionen definieren.
Die am haufigsten eingesetzte Bewertungsfunktion ist die ,Sum-of-Pairs* (SOP; nicht zu ver-
wechseln mit dem spéater vorgestellten Bewertungsmal3 SPS), die alle paarweisen Alignments
pro Spalte (u. U. gewichtet) bewertet. Bei einem Alignment miBequenzen ergeben sich die

KostensS,. der Spalte: zu
N N

i=1 j=i+1
Hier istw.(7, j) das anhand des Kostenmodells definierte Gewicht fir die Reste in den entspre-
chenden Reihehund ;.

Eine alternative Funktion stellt COFFEE daC@nsistency Base@bjective Functionfor Ali-
gnment Evaluation“; Notredamet al,, 1998). Diese Funktion versucht die Ubereinstimmung
mit einem Set paarweiser Alignments (auch Bibliothek genannt; siehe Abschnitt 3.1.18) zu
maximieren. Es wird also versucht ein multiples Alignment zu erstellen, welches moglichst
konsistent mit allen paarweisen Alignments einer vorher erstellten Bibliothek ist. Man spricht
deshalb auch vom Konsistenz-basierten Alignment.
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1.2.4 Gapkosten

Im erwahnten Einheitskostenmodell wurden Gaps einfach bestraft. Es ist jedoch meist sinnvoll
zu unterscheiden, ob ein Gap neu eingefligt wurde oder benachbart zu einem bereits bestehen-
den Gap eingefigt wird. Das einfache Modell der linearen Gapkosten wurde deshalb erweitert
durch sogenannte affine Gapkosten (ein effizienter Algorithmus findet sich in Gotoh, 1982).
Hier wird zwischen Gap-Open (Einfigen eines neuen Gaps) und Gap-Extension-Kosten (Ver-
langerung eines Gaps) unterschieden. Die Kosten fur das Einfugen von Gaps der Lange
ergeben sich dann folgendermal3en:

Y(g)=o+e-(g—1) (1.2)

Hier isto die sogenannte Gap-Open-Penalty urtle Gap-Extension-Penalty, wobei Ublicher-
weiseo > e gewahlt wird, so dass langere Insertionen und Deletionen weniger hart bestraft
werden, als dies bei linearen Gapkosten der Fall ware. Die entsprechenden Standard-Parameter
der meisten Programme sind empirisch gesetzt.

1.2.5 Substitutionsmatrizen

Um zu entscheiden, wie die Substitution zweier Reste zu werten ist, werden sogenannte Substi-
tutionsmatrizen eingesetzt. Die bekanntesten sind neben der Gonnet- die BLOSUM- und PAM-
Matrizen.

Die BLOSUM-Matrizen (,Blocks Substitution Matrix“ Eddy, 2004d; Henikoff & Henikoff,
1992) beruhen auf aus lokalen multiplen Alignments der BLOCKS-Datenbank extrahierten
Werten, wohingegen die PAM-Matrizen (,Percent Accepted Mutation“; Day&oé#l., 1978)

auf globalen Alignments nah verwandter Proteine basieren. In beiden Fallen handelt es sich um
Protein-spezifische Substitutionsmatrizen.

Fur Nukleinsduren werden meist einfache Werte verwendet. So enthélt die sogenannte ,DNA
Identity Matrix (Unitary Matrix)* Werte von 1 flr einen Match und -10000 fur einen Mismatch
bzw. eine Substitution. Eine Alternative stellen die RIBOSUM-Matrizen (Klein & Eddy, 2003)
dar, welche analog zu den BLOSUM-Matrizen anhand ribosomaler RNA-Alignments erstellt
wurden. Diese und eine weitere Nukleinsaure-spezifische Matrix nach Gotoh (1999) werden in
Abschnitt 3.7.7 eingefuhrt und verwendet.

1.2.6 Spezialfall RNA-Alignment

Das ncRNA-Alignment stellt in einiger Hinsicht eine besondere Herausforderung dar. ncRNAs
sind in ihrer Struktur konservierter, als in ihrer Sequenz. So besitzen beispielsweise extrasta-
bile Tetraloops (siehe Abbildung 1.2) keinerlei Sequenz-Ahnlichkeiten, sind aber homologe
Elemente, die es zu alignieren gilt. Weiterhin evolvieren (nicht kodierende) RNA-Sequenzen in
gepaarten Bereichen tber sogenannte Struktur-neutrale Mutationen. Mutiert in einem gepaarten
Bereich ein Nukleotid, so besteht aufgrund des wahrscheinlich drohenden Funktionsverlustes
ein evolutiondrer Druck diese Mutation auszugleichen, sprich die verlorene Basenpaarung zu
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AACCAAAAAGAGAA AACCA-AAAAGAGAA

ss iluc nas ) o) .. ce fla—ameec) ale-:
AACUUAAAAGAGA AA-CUUAAAAGAGAA

O (R B I B Il U b

Abbildung 1.8: Alignment der Punkt-Klammer-Notation als Sekundarstruktur-Darstellung.

Links: Beispiel fur ein Alignment, welches durch die Alignierung der Punkt-Klammer-Notation in-
konsistent geworden ist. Sind zwei gepaarte Nukleotide aligniert, so missen auch die entsprechen-
den Basenpaarungspartner aligniert sein, was hier nicht der Fall ist. Die korrekte Zuordnung der
Klammern/Basenpaare geht bei einem ,Sequenz-Alignment” der Punkt-Klammer-Notation verloren.
Rechtsist eine mdgliche Korrektur gezeigt. Nach Gardner & Giegerich (2004).

kompensieren. Dies kann durch eine Rick-Mutation des betroffenen Nukleotids geschehen,
aber auch durch eine Mutation des Basenpaarungspartners. Diese sogenannten kompensatori-
schen Basenpaaraustausche haben zur Folge, dass basengepaarte Bereiche oft geringe Sequenz-
Homologien aufweisen. Ein Alignment mit Hilfe traditioneller Sequenz-Alignment-Program-

me, die keinerlei Struktur-Informationen berlcksichtigen, ist deshalb oft problematisch. Mit
Sankoff (1985) existiert zwar ein Algorithmus fur die simultane Losung von Strukturvorhersa-

ge und Alignment, jedoch ist dessen Laufzeit und Speicherbedarf exponentiell von der Anzahl

der Sequenzen abhangig.

Eine denkbare Mdglichkeit ware es, zunachst die Struktur jeder Sequenz vorherzusagen (siehe
Abschnitt 1.4) und dann die entstehende Sekundarstruktur-Reprasentationen mit Hilfe von Se-
guenz-Alignment-Programmen zu alignieren. Als Reprasentationen bietet sich beispielsweise
die Punkt-Klammer-Notation an, in der ungepaarte Bereiche mit Punkten und gepaarte Berei-
che mit Klammern beschrieben werden, wobei jeder 6ffnenden Klammer eine korrespondieren-
de schlieBende Klammer zugeordnet ist. Jedoch wird ein entsprechend modifiziertes Sequenz-
Alignment schnell inkonsistent, da die Zuordnung von (alignierten) Klammern zu ihrem Ge-
genstuck auch fur die entsprechend alignierten Basenpaare gelten muss (siehe Abbildung 1.8
fur ein Beispiel und Gardner & Giegerich, 2004, fur eine formale Beschreibung). Diese ,Fern-
beziehung*“ wird aber in einem Sequenz-Alignment nicht berlcksichtigt.

Echte Struktur-Alignment-Programme basieren auf Vereinfachungen das Sankoff-Algorithmus,
S0 beispielsweise INALIGN,, FOLDALIGN und Pmcomp (siehe Abschnitte 3.1.5, 3.1.6 respek-
tive 3.1.11). Einen Mittelweg wahlt1RAL (siehe Abschnitt 3.1.17).

1.3 Nutzen und Anwendung von RNA-Alignments

RNA-Alignments sind Grundlage fir eine Vielzahl von Anwendungen. So werden seit Jahr-
zehnten Phylogenievorhersagen mit Hilfe von rRNA-Alignments durchgefihrt (Olsen & Woese,
1993). Der ribosomalen RNA kommt insofern eine besondere Rolle als phylogenetischer Mar-
ker zu, da sie zentrale Funktionen in jeder Zelle Gbernimmt und in allen bekannten Organis-
men vorhanden ist. RNA-basierte Phylogenievorhersagen sind immer noch Gegenstand aktuel-
ler Forschung (siehe beispielsweise Hudelxl., 2003; Wolfet al,, 2005b).
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Mit der stetig wachsenden Anzahl von sequenzierten Genomen steigt auch das Interesse an ver-
gleichenden Sequenz-Analysen und der Suche nach noch unentdeckten ncRNAs. Fir die Suche
wurde eine Vielzahl von Strategien entwickelt, die zum Teil direkt auf multiplen RNA-Align-
ments basieren, so beispielsweise RANAVashietlet al., 2005) oder NFERNAL (Eddy, 2002).
Gleichzeitig lassen sich anhand multipler RNA-Alignments Muster erstellen, die wiederum in
Homologiesuchen eingesetzt werden kdnnen (siehe beispielsweiset@af005, 2006).

Weiterhin sind RNA-Alignments essentielle Grundlage fir nahezu alle Methoden zur Vorhersa-
ge von RNA-Konsensusstrukturen, wieo@STRUCT, ILM, PFoLD, RNAALIFOLD etc. (hier
in Abschnitt 1.5 besprochen).

Der grof3en Bedeutung von RNA-Alignments wurde mit Erstellung der Rfam (,RNA family
Database”) Rechnung getragen (Griffiths-Joetesl., 2003, 2005), womit eine zentrale Quelle
von RNA-Alignments, entsprechenden Kovarianz-Modellen zur Homologiesuche, sowie Kon-
sensus-Strukturen zur Verfigung steht.

1.4 Einzelstruktur-Vorhersagen flir RNA

Struktur-Vorhersagen fur einzelne RNAs beschréanken sich in nahezu allen Fallen auf die Se-
kundarstruktur. Hierfur sind effiziente Algorithmen nétig, da die Anzahl moglicher Sekundar-
strukturen exponentiell mit der L&nge der Sequenz wachst.

Formal wird eine Sekundarstruktur als eine Liste von Basenpaaren beschrieben, die folgende
Bedingungen erfillen: Eine Base kann maximal eine Basenpaarung eingehen und Basenpaare
durfen sich nicht Uberkreuzen, d.h. zwei Paarg) (und (:, /) durfen keinen Pseudoknoten
bilden:i < k < j <.

Eine Methode der Sekundarstruktur-Vorhersage (neben der graphischen Methode nach Tinoco
et al, 1971) wird im Nussinov-Algorithmus (Basenpaar-Maximierung) beschrieben (Nussinov
etal, 1978). Dieser sagt per dynamischer Programmierung die Sekundarstruktur mit maximaler
Anzahl Basenpaare vorher (siehe Eddy, 2004a, flr eine schone Beschreibung).

Der Nussinov-Algorithmus bedient sich lediglich einfacher Basenpaarregeln. Thermodynami-
sche Methoden (siehe beispielsweise Zuker, 2000) funktionieren grundsatzlich &hnlich, jedoch
nutzen sie verfugbare thermodynamische Parameter (Mateeats 1999) flr Basenpaare,
Loop-Energien etc. und setzen statt der Basenpaar-Maximierung eine Energie-Minimierung ein.
Die zur Verfigung stehenden Parameter werden auch ,Nearest-Neighbour Rules* genannt, da in
Helices die Energien abhangig von benachbarten Basenpaaren sind. Entsprechende Implemen-
tationen sind INALL (Schmitz & Steger, 1992), RN#oLD (Hofacker, 2003) und MoLD

(Zuker, 2003). Diese Programme konnen mit Hilfe des Algorithmus nach Zuker & Stiegler
(1981) eine optimale Sekundéarstruktur mit minimaler freier Energie vorhersagen. Diese Struk-
tur wird entsprechend MFE-Struktur (,Minimum Free Energy*) genannt. Weiterhin ist es mog-
lich suboptimale Strukturen nach Stegerl. (1984); Zuker (1989) zu bestimmen.

Da eine RNA in Losung niemals eine fixe Struktur einnimmt, sondern ein Struktur-Ensemble
vorliegt, ist es u.a. von Interesse die Strukturverteilung — also die Wahrscheinlichkeiten fur
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Abbildung 1.9: Thermodynamische Strukturverteilungen. Im Dotplot ist beispielhaft eine Struktur-
verteilung gezeigt. Die Sequenz ist horizontal (i) in 5’-3" und vertikal (j) in 3'-5’-Richtung aufgetra-

gen. Basenpaare sind als Quadrate eingezeichnet, deren Flache proportional zur entsprechenden Wahr-
scheinlichkeit ist. Man kann hier auch von einer Superposition/Uberlagerung aller moglichen Struktu-
ren/Faltungen sprechen. Beispielhaft sind zwei in dieser Strukturverteilung enthaltenen Strukturen ge-
zeigt. Die entsprechenden Basepaare sind farbig markiert. Nach Steger (2003).

jedes mogliche Basenpaar — mit Hilfe des McCaskill-Algorithmus (McCaskill, 1990) zu be-
rechnen. Dieser erlaubt die optimale Berechnung der Zustandssumme (,Partition Function®),
welche eine statistische Beschreibung des thermodynamischen Gleichgewichts darstellt. Diese
Wahrscheinlichkeiten lassen sich in Form eines Dotplots darstellen, in dem die Sequenz hori-
zontal in 5’-3" und vertikal in 3’-5’-Richtung aufgetragen wird (siehe Abbildung 1.9). Mégliche
Basenpaare werden in diesem spiegelsymmetrischen Plot als Quadrate eingetragen, wobei die
Flache der Quadrate proportional zur entsprechenden thermodynamischen Wahrscheinlichkeit
ist. Helices sind im Plot als Diagonalen zu erkennen, da sie durch konsekutive Abfolgen von
Basenpaaren gebildet werden.

Die Sekundarstruktur lasst sich nur deshalb gut und ohne Berucksichtigung der Tertiarstruk-
tur vorhersagen, da sie sich gro3tenteils unabhangig von der Tertiarstruktur bildet (Tinoco &
Bustamante, 1999). Die Vorhersage ist allerdings nur so gut, wie die eingesetzten Parameter
sind. Zudem werden kinetische Effekte wahrend der Faltung auf3er Acht gelassen. Zur Qualitat
der Vorhersage per Energieminimierungsmethoden gibt es unterschiedliche Untersuchungen:
Von Mathewset al. (1999) werden durchschnittlich 73% korrekt vorhergesagte Basenpaare fur
Sequenzen kleiner 800 Nukleotiden angegeben. Daistii (2004) geben 71% fur die 5S rRNA

und 69% flr tRNAs an, weisen aber auch auf schlechtere Werte flr langere ribosomale Sequen-
zen hin (bis 20%); Dowell & Eddy (2004) bestimmten 56% korrekt vorhergesagte Basenpaare.
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1.5 Konsensusstruktur-Vorhersagen fir RNA

Die Konsensusstruktur-Vorhersage flr RNAs basiert nahezu immer auf einem (multiplen) RNA-
Alignment. Als goldener Standard fur die Konsensusstruktur-Vorhersage gilt die sogenannte
vergleichende Sequenz-Analyse (,Comparative Sequence Analysis“;ePate1999). Hier

werden in einem Alignment paarweise Uber alle Spalten kompensatorische Basenpaaraustau-
sche und Kovarianzen gesucht. Diese gelten als Hinweis darauf, dass die entsprechenden Stellen
unter Erhalt der Basenpaarung/Struktur mutierten (siehe auch Anmerkung in Abschnitt 1.2.6)
und somit ein Konsensus-Basenpaar bilden. Hiermit konnten schon friih sehr gute Modelle der
ribosomalen RNAs vorhergesagt werden (ausfuhrlich untersucht in Gutall 2002). Aller-

dings wird flr diese statistische Methode ein sehr genaues Alignment von sehr vielen Sequen-
zen bendotigt. Beide Bedingungen lassen sich in den wenigsten Fallen gleichzeitig erftllen.

Weitere statistische Ansatze bedienen sich sogenannter stochastischer kontextfreier Grammati-
ken (,Stochastic Context Free Grammars*; SCFG; siehe Dowell & Eddy, 2004). Eine Imple-
mentation ist RoLD (Knudsen & Hein, 2003). Fir eine Einleitung und ausfuhrliche Diskussion

der SCFGs sei auf Durbiet al. (1998) verwiesen.

Grundsatzlich lassen sich auch vereinfachte Implementationen des Sankoff-Algorithmus zur
Konsensusstruktur-Vorhersage nutzen, da hier Konsensusstruktur und Struktur-Alignment si-
multan berechnet werden. Jedoch sind diese Programme aufgrund der hohen Komplexitat nur
fur zwei Sequenzen einsetzbar (siehe Abschnitt 3.1.5, 3.1.6 bzw. 3.1.11).

Sowohl thermodynamische als auch statistische Ansatze haben typische Einschrdnkungen. So
ist in Sequenz-konservierten Bereichen keine Struktur-Vorhersage per Kovarianz moglich, wo-
hingegen thermodynamische Methoden aufgrund fehlender Parameter, beispielsweise fur un-
gewohnliche Basenpaare, scheitern konnen (Beispiel Loop E der 5SrRNA). Deshalb basieren
die meisten Methoden auf einer Kombination aus Thermodynamik und Statistik, so beispiels-
weise RNAALIFOLD (Hofackeret al, 2002) und ILM (Ruaret al, 2004). Hierdurch ist ei-

ne Konsensusstruktur-Vorhersage mit relativ wenigen Sequenzen mdglich und es werden die
Eigenarten der jeweiligen Methode ausgeglichen. In

Zwei in diesem Zusammenhang hervorzuhebende Programme sIRGTRUCT (siehe Ab-

schnitt 3.3 fur eine ausfuhrliche Erlauterung) und X2S (Juan & Wilson, 1999). Beides sind
semi-automatische Programme, die ebenfalls auf einer Kombination von Thermodynamik und
Statistik basieren, und es dem Benutzer erlauben, dem jeweiligen Problem angemessen eine
Gewichtung und Filterung der Daten vorzunehmen. Das Besondere an ihnen ist, dass sie es
dem Benutzer erméglichen das Alignment mit Unterstlitzung einer ausgefeilten graphischen
Benutzeroberflache zu korrigieren, wohingegen andere Methoden auf einem statischen Align-
ment basieren. Dies ist insofern entscheidend, als dass die Qualitat der Konsensusstruktur-\Vor-
hersage immer direkt von der Qualitat des Alignments abhangt und gleichzeitig die Erstel-
lung/Berechnung eines korrekten RNA-Alignments wie beschrieben sehr schwierig ist.

In Gardner & Giegerich (2004) findet sich ein ausfuhrlicher Vergleich der meisten hier genann-
ten Programme.
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1.6 Benchmarks von Alignments

Da das Alignment-Problem immer nur annahernd geldst werden kann und gleichzeitig eine sehr
grol3e Zahl von Programmen existieren, stellt sich die Frage, welcher der verfigbaren Ansatze
unter welchen Bedingungen die besten Ergebnisse liefert. Gleiches gilt flr eingesetzte Heu-
ristiken, Bewertungsfunktionen, Substitutionsmatrizen und so weiter. So wurden im Laufe der
Zeit einige Leistungsvergleichstests (,Benchmarks”) durchgefiihrt, wie beispielsweise durch
Thompsoret al. (1999a) und Lassmann & Sonnhammer (2002). Im Zuge dessen sind mehrere
Benchmark-Datenbanken konstruiert worden, die aus speziell zusammengestellten Referenz-
Alignments bestehen, wie HOMSTRAD (Mizugucadt al., 1998), OXBench (Raghawt al.,

2003), PREFAB (Edgar, 2004b), SABmark (Van Wadtal., 2005) und SMART (Letuniet al,,

2004). Ein Teil der fur die entsprechenden Benchmarks eingesetzten Bewertungsmafie wird in
Abschnitt 3.5 besprochen.

Im Zuge des bigdato ausfuhrlichsten Benchmarks von Thompsatnal. (1999a) wurde die
bekannte BAIIBASE (,Benchmark Alignment Database”) (Thompsoral, 1999b) erstellt,
welche mehrfach erweitert wurde (Badtral., 2001; Thompsowet al., 2005). Wie die anderen
Datenbanken dient sie der systematischen Evaluierung von Protein-Alignment-Methoden, wo-
bei sie anhand aufgeloster 3D-Strukturen verifizierte und manuell geprifte Alignments enthalt.
Weiterhin sind kategorisierte Test-Sets enthalten, die sich hinsichtlich ihrer Sequenz-Ahnlich-
keit, -Anzahl und -Lange, so wie der Anzahl nicht-zugehériger Sequenzen (,Orphans®) un-
terscheiden. Mit Hilfe dieser Test-Sets ist eine Quantifizierung des Einflusses der genannten
Faktoren, sowie von Programm-Optionen auf die Alignment-Methoden mdglich.

Jedoch sind die genannten Benchmarks inkl. der aufgefuhrten Benchmark-Datenbanken Pro-
tein-spezifisch. Erst kirzlich wurde ein, wenn auch sehr spezieller Benchmark fir das paar-
weise, genomische Alignment nicht kodierender DNA durchgefuhrt (Podiaadl, 2004). Ein
Benchmark speziell fir das Problem des Alignments von RNA bzw. ncRNA existierte bis zu
Beginn dieser Arbeit nicht. So wurden die wenigen echten RNA-Alignment-Programme bei-
spielsweise bisher zumeist Uber die Qualitat der (simultan berechneten) Struktur-Vorhersage
getestet.

1.7 Aufgabenstellung und Ziel dieser Arbeit

In der vorliegenden Arbeit sollte eine Benchmark-Datenbank fur RNA-Alignments ent-
wickelt werden, die als Datensdtze mdglichst perfekte Alignments von nicht-kodierenden
RNAs (ncRNASs) enthalt. Diese Datenbank sollte damit ein Pendant zu der Protein-spezifischen
BAIIBASE (Bahret al,, 2001; Thompsoet al,, 1999b, 2005) werden und entsprechend BRAIi-
Base (,Benchmark RNA Alignment Databasé‘genannt werden.

! Der Begriff BRAliBase wurde zwischenzeitlich von Paul Gardner (Department of Evolutionary Biology, Uni-
versity of Copenhagen) adaptiert.
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Fur diese Datenbank werden eine grof3e Anzahl qualitativ hochwertiger Referenz-Alignments
(als richtige Losung) bendétigt, welche idealerweise auf einer 3D-Struktur-Superposition basie-
ren sollten oder deren korrekte Struktur-Homologie auf andere Art sichergestellt sein sollte.
Gleichzeitig sollten die Alignments in ihrer Zusammensetzung bzw. ihren Eigenschaften, wie
Sequenz-Homologie und Sequenz-Zahl, gezielt variieren, um den Einfluss dieser Eigenschaf-
ten auf die verschiedenen Programme/Methoden analysieren zu kénnen. Um dies sicherstellen
zu konnen, mussen spezielle Verfahren zur Kompilation der Referenz-Alignments entwickelt
werden.

Um die Leistung der Alignment-Programme im Vergleich zum Referenz-Alignment quanti-
tativ bestimmen zu kénnen, missen zudem adaquate Gute-Mal3e entwickelt werden, welche
die Besonderheiten des RNA-Alignments abbilden kénnen. Diedais verfigbaren Mal3e

sind speziell fur den Test von Protein-Alignments entwickelt worden und erlauben es nicht, die
strukturelle Konservierung in einem RNA-Alignment zu beschreiben.

Schlie3lich sollen mit Hilfe dieses Benchmarks existierende Alignment-Programme und
-Methoden systematisch auf ihre Eignung fur das RNA-Alignment evaluiert werden. So soll die
Frage untersucht werden, unter welchen Bedingungen der Einsatz echter Struktur-Alignment-
Programme notig ist, bzw. unter welchen Bedingungen die weitaus schnelleren Sequenz-Align-
ment-Programme ahnlich gute Lésungen liefern. Zudem lassen sich mit der Verfigbarkeit einer
solchen Benchmark-Datenbank Programmfehler systematisch untersuchen und Programmpara-
meter optimieren.

Weiterhin soll festgestellt werden, welche der Alignment-Methoden bzw. welches Alignment-
Programm im Allgemeinen am besten fir das RNA-Alignment geeignet ist.
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2.1 Entwicklungsumgebung

Bei dem eingesetzten Betriebssystem handelte es sich um GNU/Linux in Form der'gbitin

meist schief wegen sonderzeichen -Distributionen Version 3.0 und 3.1 mit den Linux-Kerneln
geht meist schief wegen sonderzeichen 2.4 sowie 2.6. Die meisten Rechnungen wurden auf
Pentium llI-Doppelprozessor-Systemen mit je 800 MHz Taktrate und 512 MB RAM bzw. ei-
nem 64Bit-AMD-Opteron Doppelprozessor-System (1800 MHz) mit 4 GB RAM ausgefuhrt.
Einige Struktur-Alignments des Abschnitts 3.6 erfolgten zusatzlich auf einer Sun V20z 244,
ausgestattet mit zwei 64Bit-AMD-Opteron Prozessoren (1800 MHz) und 8 GB RAM, auf der
Red Hat Fedora Linuxgeht meist schief wegen sonderzeichen Core 3 mit Linux-Kernel 2.6
installiert war.

2.2 Alignment-Programme und Optionen

In den folgenden Tabellen sind alle in Abschnitt 3.6 und Abschnitt 3.7 eingesetzten Alignment-
Programme aufgefuhrt. Zusétzlich zu der Version sind die entscheidenden Kommandozeilen-
parameter und ein entsprechendes Optionskirzel angegeben. Variable Parameter sind rekursiv
gedruckt; Zeilenumbrtiche sind durch einen umgekehrten Schragstrich (,Backslash”) gekenn-
zeichnet.

1 http://www.debian.org/
2 http://kernel.org/
3 http://fedora.redhat.com/
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2.2.1 Benchmark| (BRAliBase II)

Tabelle 2.1: Versionen und Kommandozeilenparameter der in Abschnitt 3.6 eingesetzten Alignment-
Programme.

Sequenzalignment-Programme

ALIGN -M Version 2.1 (Van Walleet al,, 2004)

ALIGN-M (1) align_m -m RNA2

ALIGN-M (2) align_m -m RNA2 -p2m_Fmin 0.7 -p2m_nseq_min 5

ALIGN-M (3) align_m -m RNA2 -s2p_go 10 -s2p_ge 1

ALIGN-M (4) align_m -m RNA2 -s2p_go 10 -s2p_ge 1 -p2m_Fmin 0.7 -p2m_nseq_min 5
ALIGN-M (5) align_m -m RNA2 -s2p_w 3

CLUSTALW Version 1.82 (Thompsonet al., 1994)

CLUSTALW clustalw -type=dna -align

CLUSTALW (qt) clustalw -type=dna -align -quicktree

DIALIGN Version 2.2 (Morgenstern, 1999, 2004)

DIALIGN dialign2-2 -n

DIALIGN (it) dialign2-2 -n -it

DIALIGN (o) dialign2-2 -n -o

DIALIGN (it,0) dialign2-2 -n -it -0

HANDEL Version 0.1 (Programmpaket dart) (Holmes, 2003)

HANDEL handalign.pl

MAFFT Version 4.22 (hier Katoh et al, 2002)

MAFFT (fftnsi) fftnsi

MAFFT (fftns) fftns

MAFFT (nwnsi) nwnsi

MAFFT (nwns) nwns

MUSCLE Version 3.51 (Edgar, 2004a,b)

MUSCLE muscle

MUSCLE (nj) muscle -clusterl neighborjoining -cluster2 neighborjoining

MUSCLE (mi32) muscle -maxiters 32

MUSCLE (nj,mi32) muscle -maxiters 32 -clusterl neighborjoining -cluster2 neighborjoining
MUSCLE (m6) muscle -maxtrees 6

MUSCLE (nj,mt6) muscle -maxtrees 6 -clusterl neighborjoining -cluster2 neighborjoining
MUSCLE (mi32,mt6) muscle -maxiters 32 -maxtrees 6

MUSCLE (nj,mi32,mt6) muscle -maxiters 32 -maxtrees 6 -clusterl neighborjoining \

-cluster2 neighborjoining

PCMA Version 2.0 (Peiet al, 2003)

PCMA pcma

PCMA (agi20) pcma -ave_grp_id=20

PCMA (agi60) pcma -ave_grp_id=60

POA Version 2 (Leeet al,, 2002)

POA poa -v blosum80.mat

POA (g) poa -do_global blosum80.mat

POA (p) poa -do_progressive blosum80.mat

POA (g,p) poa -do_global -do_progressive blosum80.mat

(dieblosum80.mat von POA enthélt auch Werte fiir Nukleotid-Substitutionen)

PROALIGN Version 0.5 (L&ytynoja & Milinkovitch, 2003)
PROALIGN (bw400) java -Xmx256m -jar ProAlign_0.5a0.jar -bwidth=400

Fortsetzung auf der néchsten Seite
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Fortsetzung der vorherigen Seite

PRRN Programmpaket scc Version 3.0 (Gotoh, 1996)
PRRN prrm

PRRN (S10) prrn -S10

T-COFFEE Version 1.37 (Notredameet al,, 2000)
T-COFFEE t_coffee

T-COFFEE (€)
T-CoFFEE (f)
T-COFFEE (S)

t_coffee -in=Mlalign_id_pair,Mclustalw_pair
t_coffee -in=Mlalign_id_pair,Mfast_pair
t_coffee -in=Mlalign_id_pair,Mslow_pair

Strukturalignment-Programme

DYNALIGN 2. Edition (Mathews & Turner, 2002; Mathews, 2005)
DYNALIGN dynalign len2-len1+5 0.4 5 20 2 1 0

(lenl bezeichnet die Léange der kiirzeren, len2 der langeren Sequenz)
FOLDALIGN Version 2.0.0 (Havgaardet al., 2005b)
FOLDALIGN foldalign -global -max_diff 25 -score_matrix global.fmat
Pmcowmp Programmpaket Vienna RNA 1.5 alpha (Hofackeret al.,, 2004)
PMcompP pmcomp.pl

Pmcowmp (fast)

STEMLOC

pmcomp.pl -fast

Version 0.19b (Holmes, 2004, 2005)

STEMLOC (slow)
STEMLOC (fast)

stemloc -global -multiple -verbose -nfold 1000 -norndfold
stemloc -global -multiple -verbose -nfold 110 -norndfold

2.2.2 Benchmarkll (BRAIliBase 1V)

Tabelle 2.2: Versionen und Kommandozeilenparameter der in Abschnitt 3.7 eingesetzten Alignment-

Programme.
ALIGN -M Version 2.3 (Van Walleet al,, 2004)
ALIGN-M align_m -m MATRIX

ALIGN-M (s2p)

align_.m -m MATRIX -s2p_w 23 -s2p_go 8 -s2p_ge 0.5

CLUSTALW Version 1.83 (Thompsonret al., 1994)

CLUSTALW clustalw -type=dna -align -dnamatrix= MATRIX -pwdnamatrix= MATRIX

CLUSTALW clustalw -type=dna -align -pwgapopen= GO -gapopen= GO -pwgapext= GE -gapext= GE
DIALIGN Version 2.2.1 (Morgenstern, 1999, 2004)

Siehe Abschnitt 2.2.1

DIALIGN-T Version 0.2.1 (Subramanian et al,, 2005)
DIALIGN-T dialign-t -D
HANDEL Programmpaket dart Version 0.2 (Holmes, 2003)

Siehe Abschnitt 2.2.1

MAFFT

Version 5.667 (hier Katoh et al,, 2005)

MAFFT (einsi)
MAFFT (fftns)
MAFFT (fftnsi)
MAFFT (ginsi)
MAFFT (linsi)
MAFFT (nwns)
MAFFT (nwnsi)
MAFFT (fftns,alt)

einsi
fftns
fftnsi
ginsi
linsi
nwns
nwnsi

fftns -op 0.51 -ep 0.041

Fortsetzung auf der néchsten Seite
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MAFFT (ginsi,alt)
MAFFT (linsi,alt)

Fortsetzung der vorherigen Seite
ginsi -op 0.51 -ep 0.041
linsi -op 0.51 -ep 0.041

MUSCLE Version 3.6 (Edgar, 2004a,b)
MUSCLE -seqgtype rna

MUSCLE -segtype rna -gapopen GO
PCMA Version 2.0 (Peiet al, 2003)

Siehe Abschnitt 2.2.1

POA Version 2 (Leeet al, 2002)

POA poa -do_global MATRIX

POA (p) poa -do_global -do_progressive MATRIX
PRANK Version 270705b — 1508b (Loytynoja & Goldman, 2005)
PRANK prank -gaprate=  GR -gapext= GE

PROALIGN Version 0.5a2 und 0.5a3 (Ldytynoja & Milinkovitch, 2003)

Siehe Abschnitt 2.2.1

PRRN Version 3.0 (Programmpaket scc) (Gotoh, 1996)
PRRN prrn

PRRN (S10) prrn -S10

PRRN (J2) prrn -J2

PRRN (J2,S10) prrn -J2 -S10

STRAL Version 0.4.0 (Dalli, 2006)
STRAL stral
T-COFFEE Version 3.03 (Notredameet al.,, 2000)

T-COFFEE (Ip,sp)
T-CoFFEE (Ip,cp)
T-COFFEE (Ip,cm)

t_coffee -in=Mlalign_id_pair4dna,Mslow_pair4dnalib
t_coffee -in=Mlalign_id_pair4dna,Mclustalw_pair
t_coffee -in=Mlalign_id_pair4dna,Mclustalw_msa

T-CoFFEE (Ip,sp,cp,cm) t_coffee -in=Mlalign_id_pair4dna,Mslow_pair4dnalib,Mclustalw_pair,Mclustalw_msa

2.3 Programme zur Bewertung von Alignments

Zur Bewertung der Alignments kamen — wenn nicht anders vermerkt — folgende nicht selbst
entwickelte Programme zum Einsatz: RRIA/ersion 0.1.1; Washiedt al,, 2005) zur Berech-

nung des SCI, BAliScore (Thompsen al., 1999a) zur Berechnung der SPS und das im Pro-
grammpakesQuiD (Version 1.9g; Eddy, 2005) enthaltenelSTAT um die Sequenz-ldentitéat

als APSI (,Average Pairwise Sequence Identity”; siehe Abschnitt 3.5.3) zu bestimmen.

2.4 Sonstige Programme und Bibliotheken

Als Compiler wurden ausschlieRlich solche der G@€ht meist schief wegen sonderzeichen

in den Versionen 2.95 bis 4.0 verwendet. An verschieden Stellen wurden die Bibliotheken
RNALIB Version 1.5a (Hofackest al, 1994; Hofacker, 2003) unsiQuiD Version 1.9g (Eddy,

2005) genutzt. Zur Erstellung von Diagrammen und zur Berechnung der statistischen Test kam
das Softwarepaket®Ryeht meist schief wegen sonderzeichen ab Version 2 zum Einsatz.

4 http://gcc.gnu.org/
5 http://www.r-project.org/
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2.5 Lowess-Funktion

Die Werte der in Abschnitt 3.6 und Abschnitt 3.7 gezeigten Plots streuen stark. Um trotzdem
einen klaren visuellen Eindruck zu vermitteln, wurden die Werte mit Hilfe der Lowess-Funktion
(Cleveland, 1979, 1981) geglattet. Diese Funktion wird oft zur Normalisierung/Glattung von
Scatter-Plots in der Microarray-Analyse genutzt. Der Name Lowess leitet sichhamally
WeightedScatter PlotSmoothing” ab. Es handelt sich dabei um eine lokal gewichtete Regressi-
onsfunktion, d. h. jeder geglattete Wert ergibt sich aus den Werten der Nachbarn, wobei ndhere
Datenpunkte starker gewichtet werden. Man kann auch von einer lokal linearen Approximation
sprechen.

Ein Vorteil dieser Funktion ist, dass sie keine Annahme Uber die Verteilung der Werte voraus-
setzt. Ein Nachteil stellt die Wahl des Glattungsparameters dar. Dieser gibt die Fensterbreite
fur die zu berlcksichtigenden Datenpunkte an. Grof3e Werte fuihren also zu stark geglatteten
Kurven. Der Parameter muss dem jeweiligen Datensatz angepasst werden, wobei er in dieser
Arbeit immer moéglichst niedrig gewahlt wurde, um eine zu starke Glattung zu vermeiden.

Es sei darauf hingewiesen, dass durch diese Glattung bei einer lokal sehr geringen Anzahl von
Datenpunkten etwas artifizielle Kurvenverlaufe an den Kurvenenden entstehen kénnen. In den
entsprechenden Plots (Abschnitt 3.6 und Abschnitt 3.7) werden deshalb die Kurvenverlaufe erst
ab APSI-Werten grof3er 0,2 bzw. grol3er 0,4 gezeigt.

2.6 Statistische Rangtests

Ahnlich zum Vorgehen in Thompsat al.(1999a) wurden in Abschnitt 3.7 Friedman-Tests und
Wilcoxon-Rangsummentests durchgefuhrt. Beide Test sind nicht-parametrische (verteilungs-
freie, parameterfreie) Test-Verfahren, d. h. sie setzen keine Annahme Uber die Verteilung der
Werte voraus. Fur eine genauere Beschreibung wird in beiden Fallen auf Lehrblcher, wie bei-
spielsweise Precht & Kraft (1993) oder Sachs (2004) verwiesen.

Mit Hilfe des Friedman-Tests wurden Rangfolgen der Programme bestimmt. AnschlieRend wur-
den unabh&ngig davon Wilcoxon-Rangsummentests fur jedes mdgliche Programm-Paar durch-
gefuhrt. Beide Tests wurden von Indra Mainz in Form von R-Skripten implementiert und jeweils
ein Signifikanzniveau von 5% verwendet.

2.6.1 Friedman-Test

Der Friedman-Test wurde eingesetzt, um eine Rangfolge der Programme zu bestimmen. Dabei
wird die Nullhypothese des Tests ,Der Median aller Behandlungen ist gleich* gegen die Alter-
native ,Mindestens ein Median unterscheidet von den anderen” getestet. Die Analyse geschieht
in Blocken, wobei ein Block hier einer Alignment-Bewertung entspricht, und es werden den
Werten innerhalb eines Blockes Range zugeteilt. Anschliel3end erfolgt die Bildung der Rang-
summen fur jede ,Behandlung® (hier jedem Programm). Sollten sich die Rangsummen nicht
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zufallig unterscheiden, so wird die Nullhypothese verworfen. Zur Uberpriifung dient die sog.
Friedman-Prifgrolie.

2.6.2 Wilcoxon-Rangsummentest

In Anschluss an jeden Friedman-Test wurde fiur jedes Werte-Paar der Wilcoxon-
Rangsummentest durchgefuihrt, der hier daruber Aufschluss gibt, ob sich zwei Programme
bzw. deren Leistung signifikant unterscheidet. Der Wilcoxon-Rangsummentest dient dem
Vergleich zweier unabhéngiger Stichproben. Diese werden zunéchst gemeinsam nach ihrer
Grol3e sortiert und jedem Platz in der entstehenden Folge wird eine Rangzahl zugeteilt. An-
schlielBend wird fir jede der Stichproben die Rangsumme gebildet. Diese werden mit einer
PrufgroRel (daher der Alternativname U-Test) verglichen, anhand dessen die Nullhypothese
.Die Verteilungsfunktionen der beiden Grundgesamtheiten sind identisch” entschieden wird.

2.7 Sequenzen und Alignments

Die in Abschnitt 3.7, 3.6 und 3.3 verwendeten Alignments und Sequenzen wurden den dort
angegebenen Datenbanken oder Veréffentlichungen entnommen.

Eine zentrale Rolle nahmen die Alignments der Rfam ein. In Abschnitt 3.6 wurden Alignments
der Version 5 (Griffiths-Jonest al,, 2003), in Abschnitt 3.7 Alignments der Version 7 verwen-

det (Griffiths-Jonegt al,, 2005). Die Alignments der Rfam sind in den meisten Féllen der Li-
teratur entnommen und wurden u. U. manuell korrigiert. Mit Hilfe dieser sogenannten ,Seed*-
Alignments wird eine Datenbank-Suche durchgefiihrt und gefundene homologe Sequenzen dem
Alignment hinzugefugt, wodurch die ,Full“-Alignments entstehen.
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In diesem Kapitel wird zunachst grob die Vorgehensweise der eingesetzten Alignment-
Programme beschrieben (siehe Abschnitt 3.1), um spéater eine Diskussion der beim Benchmark
festgestellten Eigenschaften zu ermdglichen. Fir detaillierte Darstellungen wird auf die jeweils
genannten Publikationen verwiesen. Da bei der Nutzung der Programme zum Teil massive Pro-
bleme auftraten, musste fiir nahezu jedes Programm ein Helfer-Skript entwickelt werden.

Bei der Entwicklung einer Benchmark-Datenbank fliir RNA-Alignments war es unabdingbar
das Werkzeug GNSTRUCT einzusetzen, welches hier u. a. eine Evaluation der unten erwahn-
ten Bewertungsfunktionen und eine Visualisierung und qualitative Begutachtung von RNA-
Alignments erméglichte. Da @ISTRUCT um grundlegende Funktionen erweitert wurde, wer-

den die Funktionsweise und die neuen Eigenschaften dieses Werkzeuges in Abschnitt 3.3 be-
sprochen. Zunachst sollte eine Referenz-Alignment-Datenbank ausschlief3lich mit Hilfe von
CoNSTRucT-verifizierten Alignments aufgebaut werden (siehe Abschnitt 3.4). Dieser Plan
wurde spater allerdings verworfen, da nicht zuletzt zur statistischen Auswertung eine sehr ho-
he Zahl von Referenz-Alignments mit gezielt variierenden Eigenschaften benétigt wurde. Die
Erstellung mit Hilfe von @NSTRUCT hétte betrachtliche Zeit in Anspruch genommen. Statt-
dessen wurden anhand von Alignments aus der Rfam auf zwei verschiedene Arten Referenz-
Alignments gewlnschter Eigenschaften erstellt (siehe Abschnitt 3.6.2 und Abschnitt 3.7.2).

Um die Gute von RNA-Alignments, sowie die Leistung von Alignment-Programmen quantitativ
beschreiben zu kbnnen, bedarf es entsprechender Bewertungsfunktionen, die im Abschnitt 3.5
besprochen und mit Hilfe von@STRUCT und den zuvor erstellten Alignments evaluiert wur-

den (Daten nicht gezeigt).

In Kooperation mit Paul Gardneund Stefan Washiétentstand schlieRlich der erste bis dahin
publizierte Benchmark von Alignment-Programmen angewendet auf RNAs (siehe Abschnitt 3.6
und Gardneet al,, 2005). Diese Arbeit wurde anschlie3end durch neue Referenz-Alignments,
sowie ausfihrliche statistische Auswertungen wesentlich fortgefiihrt. Die Resultate sind in Ab-
schnitt 3.7 vorgestellt.

! Department of Evolutionary Biology, University of Copenhagen
2 Institut fiir Theoretische Chemie und Molekulare Strukturbiologie, Universitat Wien
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3.1 Beschreibung der eingesetzten Alignment-Programme

Aufgrund der grol3en Zahl an vorhandenen Alignment-Programmen konnte in dieser Arbeit nur
eine Auswahl an Programmen verwendet werden. Dabei wurden nur solche Programme ein-
gesetzt, die lokal installierbar und nicht ausschlief3lich als Webservice zur Verfligung stehen
(wie beispielsweise MA-RNA), da nur so sinnvoll eine Erstellung hunderter Alignments im
Batch-Verfahren moglich war. Weiterhin konnten Programme, die keinen IUPAC-Mehrdeutig-
keitscode bzw. keine Eingabe vois (,aNy nucleotide®) als Nukleotid-Zeichen zulassen (bei-
spielsweise RNAORESTER, nicht sinnvoll eingesetzt werden. Zudem musste in allen Fallen
garantiert sein, dass durch die Programme ein komplettes ,globales* Alignment erstellt wird,
d. h. nicht nur alignierte Fragmente ausgegeben werden, die mit den hier eingesetzten Methoden
nicht bewertet werden kénnen. Eine Einteilung des Grol3teils der hier aufgefihrten Programme
in entsprechende Kategorien findet sich in Abbildung 3.13. Die Vorgehensweise der einzelnen
Programme wird im Folgenden grob erkléart. Detaillierte Beschreibungen wiirden den Rahmen
dieser Arbeit sprengen, weshalb auf die jeweils genannten Referenzen verwiesen sei.

3.1.1 ALIGN-M

ALIGN-M (Van Walleet al, 2004) ist ein multiples Alignment-Programm, welches sich vor
allem fur das Alignment von hoch divergenten Sequenzen eignen soll. Das Programm besteht
aus drei separat, sequentiell und auch iterativ nutzbaren Modulen namens S2P, P2P und P2M.
Das Programm berechnet normalerweise in einem dreistufigen Prozess ein multiples Align-
ment. Im ersten Schritt (Modul S2P) wird ein Set aus hoch-bewerteten (,high-scoring®) lokalen
Alignments berechnet. Die Scores der erstellten lokalen Alignments werden Uber einen Be-
reich vorgegebener Lange, der keine Gaps enthalt, gemittelt und mit Hilfe der Sum-of-Pairs
bewertet bzw. Uber den FASTER-Algorithmus approximiert (fir Details siehe Destnadf

2002; Van Walleet al, 2004). Im zweiten Schritt (Modul P2P) werden, &hnlich der Biblio-
thekserweiterung bei T-@FFEE die zuvor erstellten Alignments eingesetzt, um daraus Scores
zu berechnen, die das Vorgehen bei den folgenden Alignments sinnvoll leiten/fihren (,guide*)
sollen. Hierflr werden per dynamischer Programmierung mehrere paarweise Alignments pro
Sequenz-Paar erzeugt. Die im ersten Schritt berechneten Scores fliel3en in diesen Prozess ein,
indem zun&chst die Matrix fur die dynamische Programmierung mit den Werten (,Similarity
Scores®) aus der vorgegebenen Substitutionstabelle gefullt wird. Anschliel3end werden Scores
von Resten, welche sich in den zuvor erzeugten lokalen Alignments finden, durch sogenann-
te Waypoint-Scores ersetzt, die sich aus den zuvor berechneten lokalen paarweisen Align-
ments ergeben. Schliel3lich werden im dritten Schritt (Modul P2M) die noch vorliegenden
paarweisen Alignments auf ihre Konsistenz hin tberprift, was durch Umwandlung in soge-
nannte Konsistenz-Matrizen geschieht (fir Details siehe Van \Wa#é, 2003, 2004). Fir jede
dieser Konsistenz-Matrizen wird ein finales konsistentes paarweises Alignment berechnet. Die
damit beiN Sequenzen entstehend®N — 1)/2 Alignments kbnnen dann letztendlich zu ei-

nem multiplen Alignment kombiniert werdenLAGN-M ist damit eine Art lokales, Konsistenz-
basiertes Alignment-Programm.
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3.1.2 QusTALW

CLUSTALW (Thompsoret al,, 1994) ist das Standard-Beispiel fir ein progressives Alignment-
Programm (siehe auch Chenetaal,, 2003; Thompsoeet al., 1997). QUSTALW bzw. die ent-
sprechende Version inkl. graphischer Benutzeroberflache (GUI) namersrt@ X kann zu-
dem als das Standard-Alignment-Programm bezeichnet werden.

Die Vorgehensweise lasst sich in die folgenden drei Schritte unterteilen: Zunachst wird ein glo-
bales Alignment aller (belV Sequenzen)N(N — 1)/2 mdglichen Paare durchgefuhrt, um an-
hand der hierbei ermittelten Distanzen im anschlieRenden Schritt per Neighbour-Joining einen
,Guide-Tree" zu erstellen. Anhand dessen wird im finalen Schritt ein multiples Alignment er-
stellt, indem die Sequenzen (und spéater Profile) immer den Verzweigungen des Baumes folgend
mit der n&chst ahnlichen Sequenz oder dem nachst ahnlichen Profil aligniert werden.

Im Gegensatz zur Vorganger-Version S TALV wurden in Q. USTALW sehr spezielle Heuris-

tiken eingefthrt, wie eine Sequenz-Gewichtung und positionsspezifische Gapkosten. So wer-
den aus dem Guide-Tree anhand der Sequenz-Ahnlichkeiten — also der Distanz in Abhangigkeit
zum letzten gemeinsamen Verzweigungspunkt — Gewichie $CAL W =Weights) extrahiert,

die in die Parameter des progressiven Alignments einflieen. Ein weiterer Unterschied zum
klassischen progressiven Alignment ist, dass die initial vorgegebenen Gap-Kosten anhand der
Sequenz-Ahnlichkeiten, den Sequenz-Langen und in Abhéngigkeit von bereits (auch entfernt)
vorhandenen Gaps dynamisch variiert werden, womit die Sensitivitat und Effizienz erhoht wer-
den soll. Gleichzeitig werden terminale Gaps nicht bewertet.

Der zeitintensive Teil der Methode ist das Alignment zweier Gruppen von Sequenzen im fi-
nalen progressiven Alignment. Um hier ein Alignment mit gro3en Sequenz-Langen mit einem
sinnvollem Zeitaufwand zu finden, wird eine Version des speichereffizienten Algorithmus nach
Miller & Myers (1988) verwendet, welcher so verandert wurde, dass er eine Variierung der
Gap-Kosten zulasst.

3.1.3 DIALIGN

DIALIGN (Morgenstern, 1999, 2004) aligniert Gap-freie Segmente als ganzes, ohne dass Gaps
eingefligt werden missen, bzw. ohne dass diese explizit bestraft werden. Man spricht auch von
einem Segment-basiertem Ansatz, da ein Vergleich von Fragmenten statt einzelner Reste statt-
findet. DIALIGN vermeidet es dabei, nicht-ahnliche Bereiche zu alignieren, und verwendet
grundsatzlich nur solche Fragmente, die in etwa gleich lang sind und statistisch signifikante
Ahnlichkeit aufweisen. Hierfir werden zunachst homologe Segment-Paare identifiziert. Die-
se sind in einem Dotplot als Diagonalen zu erkennen (daher auch der Name; sielseimuch
Abbildung 3.1). Diese Segmente werden anhand der P-Values, ahnlich BLAST, gewichtet.
Da diese gewichteten Diagonalen-Sets pro paarweisem Vergleich untereinander nicht kompa-
tibel sind, wird hieraus ein konsistentes Subset extrahiert. Hierbei werden die Gewichte der
Diagonalen durch sogenannte ,Overlap Weights" justiert und entsprechend sdrtiartl ¢

in Abbildung 3.1). AnschlieRend werden die so gefundenen Diagonalen mit einem ,greedy”
Algorithmus entsprechend ihrer Gewichte zu einem multiplen Alignment zusammengesetzt.
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Abbildung 3.1: Vorgehensweise von DIALIGN.Eine Beschreibung befindet sich im Text. Entnommen
aus Morgenstern (1999).

3.1.4 DIALIGN-T

DIALIGN-T (Subramanianet al, 2005) ist eine Reimplementation bzw. Erweiterung des
Segment-basierten Ansatzes von DIALIGN (siehe vorheriger Abschnitt). In Subranetaian
(2005) wird gezeigt, dass die Bewertungsfunktion (,Objective Function“) von DIALIGN sys-
tematisch isolierte, hoch-bewertete (,high-scoring“) Fragmente Uberbewertet. Um dies zu um-
gehen, wurden in DIALIGN-T neue Heuristiken im paarweisen und multiplen Alignment im-
plementiert, die dafiir sorgen, dass eine Folge/Kette von schlecht-bewerteten (,low-scoring*)
Fragmenten einem isolierten, lokalen Fragment hoher Ahnlichkeit vorgezogen werden. Weiter-
hin kann das Programm im Gegensatz zu DIALIGN begrenzt mit sogenannten inkonsistenten
Fragmenten umgehen, indem diese Fragmente soweit verkirzt werden, bis sie wieder konsistent
sind. Zudem wurde die Moglichkeit hinzugefugt andere Substitutionsmatrizen als BLOSUM 62
zu verwenden, was in DIALIGN nicht méglich ist (dort hart einkodiert).

3.1.5 DvNALIGN

DYNALIGN (Mathews & Turner, 2002; Mathews, 2005) implementiert eine Vereinfachung des
Sankoff-Algorithmus (Sankoff, 1985) und erstellt somit ein echtes RNA-Struktur-Alignment.
Dabei wird simultan ein Alignment erstellt und die gemeinsame MFE-Struktur der Sequenzen
vorhergesagt, wobei folgende Vereinfachungen eingefuhrt werden missen, um die exponenti-
elle Komplexitat des Sankoff-Algorithmus zu meiden: zum einen ist nur ein paarweises Align-
ment mdglich und zum anderen wird eine maximale Distéhzwischen zwei zu alignierenden
Sequenzen definiert bzw. vom Benutzer vorgegeben. Durch letztere Mal3hahme reduziert sich
die Komplexitat des Algorithmus ad?(M3N3), wobei N die Lange der kiirzeren Sequenz ist.
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Weiterhin kann NALIGN keine Pseudoknoten vorhersagen. Fur die Struktur-Vorhersage wer-
den thermodynamische (,Nearest-Neighbour”) Regeln verwendet, wobei sich die freie Energie
der gemeinsamen Struktur durch folgende Formel ergibt:

AG?otal = AGgequenzl + AGgequenzz + (AGOGap> ’ (# Gap$ . (3-1)

Hier ist AGOGap ein empirischer Faktor, der jedes Gap in dem Alignment bestraft. Vorausge-
setzt, dieser Faktor undl/ sind optimal gewahlt, so ist garantiert, dassNALIGN eine op-

timale Losung findet, da keinerlei Heuristiken eingesetzt werdemADIGN setzt keinerlei
Sequenz-Informationen ein, um so auch ohne jegliche vorhandene Sequenz-Ahnlichkeit ein ge-

naues Struktur-Alignment berechnen zu kénnen.

3.1.6 FOLDALIGN

Version 2 von BLDALIGN (Havgaardet al., 2005a,b) basiert wie ¥NALIGN und Rvcomp

(siehe Abschnitte 3.1.5 und 3.1.11) ebenfalls auf dem Sankoff-Algorithmus (Sankoff, 1985),
wobei hier als Vereinfachung die maximale Lange eines gesuchten Struktur-Motivs, sowie
der maximale Langenunterschied zwischen zwei zu vergleichenden Zeichenketten limitiert
werden. FOLDALIGN bedient sich vereinfachter Regeln aus Energieminimierungsmethoden
(Stacking-Boni etc.) in Verbindung mit RIBOSUM-Matrizen (Klein & Eddy, 2003), womit im
Gegensatz zu DNALIGN auch Sequenz-Informationen genutzt werden. Wie belALIGN

ist lediglich ein Alignment von zwei Sequenzen moglich. In der Standard-Einstellung von
FOLDALIGN wird ein lokales Alignment berechnet. In dieser Arbeit hingegen wurde jeweils
per Kommandozeilen-Parameter ein globales Alignment erzwungen (siehe Abschnitt 2.2.1).

3.1.7 HANDEL

HANDEL (Holmes, 2003; Holmes & Bruno, 2001) implementiert die ldee des ,statistischen
Alignments”. Das zugrundeliegende Modell ist das sogenannte Thorne-Kishino-Felsenstein-
Modell, welches auch TKF91 genannt wirdANDEL nutzt paarweise Hidden-Markov-Mo-

delle (HMM), um hieraus evolutionare HMMs zu generieren. Paarweise HMMs &hneln Stan-
dard-HMMs mit der Ausnahme, dass paarweise statt einfacher Emissionen stattfinden (eine
ausfuhrliche Erklarung findet sich in Durbet al., 1998). Evolutiondre HMMs stellen einen
Sonderfall multipler HMMs dar (Holmes & Bruno, 2001) und entstehen durch Assoziierung
der TKF91 paarweisen HMMs an einen phylogenetischen Guide-Tree (,Branch-HMM*). Die
evolutionaren HMMs werden genutzt, um per dynamischer Programmierung ein ,wahrscheinli-
ches” multiples Alignments zu erstellen. Fir eine formale Beschreibung der neuartigen HMM-
Typen und der komplexen Vorgehensweise sei auf Holmes (2003), sowie die dort genannten
Referenzen verwiesen.
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3.1.8 MAFFT

MAFFT (Katoh et al, 2005, 2002) unterscheidet sich von anderen Sequenz-Alignment-Pro-
grammen insbesondere durch die Anwendung der schnellen Fourier-Transformation (FFT), wo-
mit hier eine sehr schnelle Identifikation homologer Bereiche mdglich ist. Da in der aktuellen
Version 5 insgesamt zehn verschiedene Ansatze implementiert sind, wird fur eine detaillierte
Beschreibung auf die beiden genannten Publikationen und die MAFFT-Honfepetgeneist

schief wegen sonderzeichen verwiesen.

Das Vorgehen ist wie folgt: Zunachst wird fur alle méglichen Sequenzpaare eine approximative
Distanzmatrix bestimmt. Dies geschieht mit Hilfe désmer-Countings“: hier dient die An-

zahl gleicher 6-Tupel als Naherung der Sequenz-Ahnlichkeit (bei den Optionen einsi, ginsi und
linsi werden paarweise Alignments verwendet; s.u.). Anhand dieser Distanzmatrix wird Uber
eine modifizierte UPGMA-Variante ein Guide-Tree erstellt, der als Grundlage fur ein progres-
sives Alignment dient. Hiermit endet das Programm bei Wahl der Option FFT-NS-1. In einem
optional folgenden, zweiten progressiven Schritt wird aus dem berechneten Alignment erneut
ein Guide-Tree erstellt, welcher fir ein Re-Alignment genutzt wird (Option FFT-NS-2; hier
mit Kdrzel fints gefuihrt). Hiermit sollen die durch den zunéchst nur approximativ bestimmten
Guide-Tree induzierten Fehler behoben werden.

Weiterhin sind in MAFFT eine Reihe iterativer Ansatze implementiert (die entsprechenden Op-
tionskirzel enden auf ,i“; hier beispielsweise fftnsi). Hierbei wird ahnlictRR die gewich-

tete Sum-of-Pairs (,Weighted Sum-of-Pairs®, auch WSP) als Bewertungsfunktion eingesetzt.
Bei der iterativen Verbesserung wird, dhnlich zu MUSCLE, der Guide-Tree neu aufgespalten
und die zu den entstehenden Sub-Baumen gehdrigen Profile neu aligniert (,Tree-Dependent
Restricted Partitioning®; siehe auch Abschnitt 3.1.9).

In den progressiven Alignment-Schritten werden die Gruppen mit Hilfe der FFT aligniert. Da-
fur wird im Falle von Proteinen ein Vektor der physikochemischen Eigenschaften (Polaritat und
Volumen) und im Falle von Nukleotiden ein Vektor der Haufigkeiten der einzelnen Nukleotide
verwendet. Die FFT-Analyse ergibt Peaks, welche die Verschiebung zwischen homologen BIl6-
cken reprasentiert. Diese homologen Blécke oder Segmente werden in eine Homologie-Matrix
eingetragen, aus welcher per dynamischer Programmierung eine optimale Anordnung der ho-
mologen Segmente extrahiert wird. Durch die Praprozessierung ist der Suchraum in der Matrix
drastisch reduziert.

Wie bei QLUSTALW wird eine Gewichtung der Sequenzen vorgenommen. Allerdings findet im
Gegensatz zu WUSTALW eine Veranderung der Bewertungsfunktionen bzw. der Substitutions-
matrix (in Katohet al,, 2002, ,Similarity Matrix“ genannt) und der Gap-Kosten statt. So enthalt
die Substitutionsmatrix nicht nur positive Werte, obwohl dies als optimal fir den Needleman-
Wunsch-Algorithmus gilt (Needleman & Wunsch, 1970; Vegtal., 1995) und deshalb bei-
spielsweise in CUSTALW auch so eingesetzt wird. Stattdessen wird eine anhand der Haufig-
keiten der Reste normalisierte Matrix verwendet. In die Formel fur diese Normalisierung (siehe
Katoh et al, 2002) geht ein weiterer Faktor ein, der als eine Art Gap-Extension-Faktor dient
(Kommandozeilen-Parametep). Die Werte dieser Matrix beruhen dabei auf PAM-Matrizen,

3 http://www.biophys.kyoto-u.ac.jp/ katoh/programs/align/mafft/
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Abbildung 3.2: Vorgehensweise von MUSCLEEine Beschreibung befindet sich im Text. Entnommen
aus Edgar (2004b).

wobei diese fur Nukleinsduren anhand des Zwei-Parameter-Modells nach Kimura (1980) be-
rechnet wurden.

Die Gap-Parameter und Substitutionsmatrix wurden in Version 5 des Programms @ atoh

2005) verbessert. Weiterhin kamen Konsistenz-basierte Varianten des Programms hinzu, so bei-
spielsweise G-INS-i (hier mit dem Kirzel ginsi gefuhrt) und L-INS-i (hier linsi). Diese erstellen

die initiale Distanz-Matrix durch ein paarweises Alignment (statt dem oben erwakh#tesr-
Counting), welches auf lokale (linsi) oder globale (ginsi) Art berechnet wird. Wahrend der
Konstruktion des multiplen Alignments und der anschlieRenden Iteration werden die Informa-
tionen des paarweisen Alignments bericksichtigt (AhnlichOF€EE), indem eine Konsistenz-
Wertung in die gewichtete Sum-of-Pairs-Bewertungsfunktion einfliesst.

3.1.9 MUSCLE

MUSCLE (Edgar, 2004a,b) aligniert &hnlich wie MAFFT die Sequenzen im ersten Schritt
Uber einen groben, aber schnellen progressiven Schritt. Hier wird dieses Alignment dann durch
einen erneuten progressiven Schritt und anschlieRende Iteration verfeinert. Die Strategie ist
in Abbildung 3.2 dargestellt und im Folgenden kurz beschrieben: Im ersten Schritt, dem gro-
ben progressiven Alignment (,Draft Progressive Alignment®; Punkte 1.1 — 1.3 in vorgenann-
ter Abbildung) wird mit Hilfe des sogenannteh-gner-Countings”, welche vereinfacht gesagt
identische Substringg:{Tupel) zwischen den Sequenz-Paaren bestimmt, eine Distanz-Matrix
berechnet (&hnlich zu MAFFT). Anhand dieser wird per UPGMA-Clustering (alternativ auch
per Neighbour-Joining) ein Guide-Tree (TREE1) erstellt, der wiederum flr ein progressives
Alignment (MSA1) genutzt wird.
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Im zweiten Schritt (Punkte 2.1 — 2.3 in der Abbildung) findet ein verbessertes progressives

Alignment statt, um die durch den (hochstwahrscheinlich suboptimalen) Baum aus Schritt 1

induzierten Fehler zu beheben. Hierzu wird der Baum Uber die Kimura-Distanz neu berech-

net (TREEZ2), wobei aus Laufzeitgriinden nur solche Sub-Baume neu berechnet werden, die
sich relativ zum ersten Baum geandert haben.

Schliel3lich wird eine iterative Verbesserung durchgefuhrt (Punkte 3.1 — 3.4 in der Abbildung).
Hierflr wird aus dem zuvor erstellten Guide-Tree (TREEZ2) eine Kante ausgesucht und durch
Loschen derselben zwei Sub-Baume erstellt, deren zugehorige Profile re-aligniert werden (Va-
riante des sogenannten ,Tree-Dependent Restricted Partitioning®). Sollte das neue Alignment
eine hohere Bewertung erhalten, wird es beibehalten und nun der daraus generierte Baum in
einer erneuten Iteration wie beschrieben partitioniert. Ansonsten wird das Alignment verwor-
fen und der zuvor verwendete Baum weiter genutzt. Dieser Vorgang wird wiederholt bis ein
vorgegebener Schwellenwert oder Konvergenz erreicht wird, also keine weitere Verbesserung
maglich ist.

Ein weiterer neuer Ansatz von MUSCLE ist die ,Log-Expectation Score®, welche zur Be-
wertung der Profil-Alignments herangezogen wird, bei Nukleotid-Alignments jedoch laut
MUSCLE-Handbuchgeht meist schief wegen sonderzeichen keine Anwendung findet.

3.1.10 PCMA

PCMA (Pei et al, 2003) ist ein Akronym fir Profile ConsistencyMultiple Sequence
Alignment”. Da die Alignment-Qualitat grundsatzlich von der Diversitat der zu alignierenden
Sequenzen abhangt (Thompseinal, 1999a), werden in PCMA wéhrend des progressiven
Alignments je nach Diversitat des gerade zu alignierenden Profils unterschiedliche Strategien
angewendet und so ein multiples Sequenz-Alignment erzeugt.

Dabei werden im ersten Schritt sehr dhnliche Sequenzen analog zur Strategiev®nON

global zu Gruppen/Profilen aligniert. Der Benutzer gibt dabei an, bis zu welchem Schwellen-
wert die pra-alignierten Gruppen mit Hilfe vorLGsTALW aligniert werden sollen (Parameter
ave_grp_id , siehe auch Abschnitt 2.2.1). So entstehen schliel3lich mehr oder weniger diver-
gente (pra-alignierte) Profile.

Diese werden im zweiten Schritt mit Hilfe einer Strategie &hnlich der vonoFREE (siehe
Abschnitt 3.1.18) auf Konsistenz getestet. Zudem wird ebenfalls analog zaQFF&E eine
paarweise globale und lokale Alignment-Bibliothek aufgebaut und wie dort erweitert. Die lo-
kalen Profil-Alignments werden anhand einer neuen Bewertungsfunktion namens COMPASS
bewertet, die ahnlich dem PSI-BLAST-Ansatz funktioniert (siehed®ail, 2003, flr eine
genauere Erklarung).

4 http://www.drive5.com/muscle/muscle.html
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3.1.11 BRucomMP und PMMULTI

Ahnlich DYNALIGN und FOLDALIGN (siehe Abschnitt 3.1.5 bzw. 3.1.6) istleomp (Hofacker

et al, 2004) ein echtes Struktur-Alignment-Programm und basiert auf einer Variante des
Sankoff-Algorithmus (Sankoff, 1985). Um zu vermeiden, dass Alignment und RNA-Struk-
tur simultan berechnet werden mussen, aligniett Bmp stattdessen Basenpaarungsmatrizen,
die zuvor mit Hilfe des McCaskill-Algorithmus (McCaskill, 1990) bzw. RN&LD (Hofacker

et al, 1994; Hofacker, 2003) berechnet werden.

Neben der Einschrankung auf das paarweise Alignment besteht eine weitere Vereinfachung
zum Sankoff-Algorithmus darin, dass statt der dort genannten thermodynamischen Modelle auf
das Pendant des Nussinov-Algorithmus (Nussiabwal,, 1978) zurtickgegriffen wird, wobei
allerdings die thermodynamischen Parameter der Basenpaarungsmatrizen verwendet werden.
Fur die Rekursionsformel der dynamischen Programmierung sei auf Hofatledr(2004)
verwiesen. In die Bewertungsfunktion vomBomp flie3en gewichtete Substitutionswerte fir
ungepaarte Basen, Basenpaare und lineare Gapkosten ein. Bei der in dieser Arbeit verwende-
ten Version wird der Sequenz-Anteil jedoch (noch) ignoriert. Damit tragen ungepaarte Basen
nicht zur Bewertung bei, was u. a. zur Folge hat, dass Gaps innerhalb von ungepaarten Berei-
chen willkiirlich angeordnet sind MCoMP benétigtO (i) Speicher und(I°) Operationen bei
Sequenzen der Lange

Da sich entsprechend dem Profil eines progressiven Alignments eine Konsensus-
Basenpaarungsmatrix definieren lasst, kénnen die Ideen wvaroRP auf ein progressives,
multiples Alignment Gbertragen werden. Hierbei miissen dann zuné&chst allg @eguenzen)

N(N —1)/2 moglichen Paare aligniert werden, um daraus einen Guide-Tree zu erstellen. Dies
ist aufgrund der hohen Komplexitat vomBoMP sehr zeitaufwendig. Stattdessen wurde eine
schnellere Variante entwickelt [hniemoMpP (fast) genannt], welche die Basenpaarungsma-
trizen — ahnlich zu Bonhoeffest al. (1993) und SRAL (siehe Abschnitt 3.1.17) — zu einem
Vektor kondensiert. Dieser Vektor enthalt fur jedes Nukleotid die aufsummierten Wahrschein-
lichkeiten mit einem Nukleotid ,upstream” (Richtung 5’-Ende der Sequenz) zu paarén (

mit einem Nukleotid ,downstream“ (Richtung 3’) zu paaresi), oder ungepaart zu seipj.

Die entstehenden Profile (im folgenden Beisplelnd B genannt) lassen sich mit folgender
Bewertungsfunktion ahnlich zum Ublichen Sequenz-Alignment mit quadratischer Komplexitat
alignieren:

p= \/pipf; + \/pfmé + \/p%p% : 3.2)

Sind alle paarweisen Vergleiche auf diese Weise berechnet, muss die abgewandelte Version
des Sankoff-Algorithmus nur noch auf allé — 1 Profile angewendet werden. Diese Idee des
multiplen Alignments ist in MMULTI implementiert. Das Programm wurde jedoch in dieser
Arbeit nicht getestet.
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Abbildung 3.3: PO-MSA Datentyp verwendet in POA. A: Typische (degenerative) Darstellung eines
(paarweisen) Alignments in Reihen und Spal&rEine einzelne Sequenz im PO-MSA Fornm@tZwei
alignierte Sequenzen im PO-MSA-FormBt. PO-MSA-Darstellung des paarweisen Alignments. Iden-
tisch alignierte Zeichen werden zu einem Knoten zusammengefugt. Enthommen aisal €2002).
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3.1.12 POA

POA (Leeet al, 2002) verwendet im Gegensatz zu den Ublichen progressiven Alignment-Me-
thoden keine Profile. Laut den Autoren stellen diese Profile, welche im progressiven Alignment
fur die dynamische Programmierung nétig sind, ein Problem dar, da die Erstellung derselben
zu einem Informationsverlust fuhrt. So lassen sich mehrere unterschiedliche Alignments (Bei-
spiel gemischte Spalten) in einem Profil zusammenfassen (weshalb sich auch ein Alignment
anhand seines Profils nicht eindeutig rekonstruieren lasst). Zwar sind in einem solchen Profil
die Haufigkeiten aller Reste bekannt, es lasst sich aber beispielsweise nicht mehr feststellen,
von welcher Sequenz ein bestimmter Rest kommt, wodurch wiederum die Bewertung von Gaps
schwierig wird. Die typische, ,degenerative” Darstellung eines Alignments als Buchstaben in
Reihen und Spalten und die damit verbundenen Probleme sollen in POA durch Verwendung
eines neuen Datentyps vermieden werden. Dieser Datentyp wird PO-MSA genannt (,Partial
Order Multiple Sequence Alignment®). Ein einfaches Beispiel ist in Abbildung 3.3 gezeigt. In
diesem Datentyp lasst sich die Information eines Alignments ohne Verlust speichern, es lasst
sich ein eindeutiges Alignment aus ihm extrahiereicg versa und diese Datentypen lassen

sich direkt, ohne Verwendung von Profilen, alignieren. Dazu wurden die Standard-Alignment-
Algorithmen nach Needleman & Wunsch (1970) und Smith & Waterman (1981) iret.ak

(2002) entsprechend erweitert. Eine weitere Besonderheit ist, dass in POA zusatzlich zu den Ub-
lichen Edit-Operationen Insertion, Deletion und Substitution die ,Homologe Rekombination®
implementiert ist.
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Abbildung 3.4: Vermeidung des ,Uber-Alignments* (Insertions-Korrektur) durch P RANK.
A: Guide-Tree fur das progressive Alignment. Das eingerahmte T markiert eine InsBrtiod.C zei-
gen die Schritte der dynamischen Programmierung, welche an x und y fsjiejeschehen. Der graue
Pfeil (C) markiert die Stelle, an der die Insertion bereits bestraft wurde un@aNR im Gegensatz zu
anderen Methoden nicht nochmals gezahlt wird. Entnommen aus Higigathg2005).

3.1.13 HRRANK

PRANK (Loytynoja & Goldman, 2005) ist ein Akronym flirPyobabilistic Alignment Kit".

Es nutzt ein paarweises Hidden-Markov-Modell (HMM; siehe Duréiral, 1998, und An-
merkung in Abschnitt 3.1.7) mit einer probabilistischen/evolutionaren Bewertungsfunktion zur
Erstellung des multiplen Alignments.

Das Besondere arRANK ist, dass es wahrend des progressiven, multiplen Alignment-Schrittes
versucht, zwischen Insertionen und Deletionen zu unterscheiden, was andere progressive
Alignment-Methoden nicht tun (siehe Abbildung 3.4 fir ein Beispiel). Einzelne Insertions-Er-
eignisse, die in frihen Phasen des progressiven Alignments stattfinden, werden von anderen
progressiven Methoden, beispielsweiseUSTALW, zu einem spateren Zeitpunkt erneut be-
straft, da hier die Insertionen in alle (Sub-)Alignments oder Profile eingefligt werden missen,
die wahrend des progressiven Alignments vereint werden. So kommt es zu einer Mehrfachbe-
strafung von Insertionen (siehe auch Higgetsal, 2005). Die Autoren sprechen von einem
,Uber-Alignment* der anderen progressiven Anséitze, was zu kompakten, ansehnlichen — da in
Blocken strukturierten — Alignments fuhrt und zeigen, dass ihr Programm bei Anwendung auf
genomische Regionen mit vielen Insertionen ,bessere” Alignments erzeugt, die phylogenetisch
konsistent, aber weniger ,dicht* sind, heil3t mehr Gaps enthalten.

3.1.14 BRROALIGN

PROALIGN (Loytynoja & Milinkovitch, 2003) ist ein probabilistisches Alignment-Programm,

das ein paarweises Hidden-Markov-Modell (siehe Anmerkung in Abschnitt 3.1.7) mit einem
progressiven Algorithmus und einem evolutionaren Modell verbindet, welches den Substituti-
onsprozess der Reste beschreibt. Dabei wurden die ldeen zum HMM-Alignment aus Durbin
et al. (1998) aufgegriffen. Programme-intern werden Sequenzen als Vektoren von Ubergangs-
zustanden zwischen Resten dargestellt und jedes paarweise Alignment rekonstruiert die Vor-
gangersequenz anhand des gegebenen evolutiondren Modells. Hierdurch kann progressiv ein
multiples Alignment erstellt werden.

Eine Besonderheit anA®ALIGN ist, dass die Parameter des Programms anhand einer hohen
Zahl mit Hilfe von ROSE (Stoyeet al,, 1998) erzeugter Alignments trainiert wurden.
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3.1.15 MRRN

PRRN (Gotoh, 1996, 1999) kann (wie das ehemalige Protein-spezifische Pemdamtas das
Standard-Programm fur iteratives Alignment bezeichnet werden. Das Programm besteht seit
tber zehn Jahren und wurde wie @&STAL mehrfach verbessert (siehe auch Referenzen in den
genannten Publikationen).

Um ein initiales (progressives) Alignment zu verbessern, nukaNPdabei wiederholt paar-

weise Gruppen-Alignments, um die gewichtete Sum-of-Pairs (,Weighted Sum-of-Pairs”, auch
WSP) zu optimieren. Dabei wird eine sogenannte doppelt verschachtelte, randomisierte itera-
tive Methode genutzt (,DNR" nach Gotoh, 1996). Die innere lIteration optimiert die Sum-of-
Pairs (SOP), wahrend die aulRere Iteration die Gewichte optimiert, die aus einem phylogene-
tischen Baum bestimmt werden, der anhand des bereits bestehenden Alignments konstruiert
wurde.

3.1.16 SEMLOC

STEMLOC (Holmes, 2004, 2005) ist ein weiteres echtes RNA-Struktur-Alignment-Programm.
Es basiert auf paarweisen SCFGs (,Stochastic Context-Free Grammars®; siehe beispielsweise
Durbin et al, 1998). Wie andere Struktur-Alignment-Programme vereinfacht es den Sankoff-
Algorithmus (Sankoff, 1985) zum einen durch Reduktion auf das paarweise Alignment und hier
zudem durch Anwendung von Heuristiken, wie den sogenannten ,Envelopes” (auch ,Go-Faster
Stripes*) die im Wesentlichen den Suchraum des Algorithmus einschrénken (siehe angegebe-
ne Publikationen und die1®MLOC-Homepage geht meist schief wegen sonderzeichen fur
Detalils).

3.1.17 3RAL

STRAL (Dalli, 2006) verbindet Struktur- und Sequenz-Alignment und erstellt auf progressive
Art und Weise ein multiples RNA-Alignment. Dabei werden die Ideen aus Bonhaoetffal.
(1993) und Yang & Blanchette (2004) aufgegriffen, in denen (ahnlich zu der ,schnellen® paar-
weisen Alignment-Variante vonNRCOMP/PMMULTI ; siehe Abschnitt 3.1.11) Basenpaarungs-
matrizen zu Vektoren kondensiert werden, die fur jedes Nukleotid die Wahrscheinlichkeit ent-
halten ,downstream“ gepaart vorzuliegen)( ,upstream“ gepaart vorzuliegepj und nicht
gepaart zu seinpf). Diese Information wird zusammen mit einem Sequenz-Anteil in der Be-
wertungsfunktion von RAL verwendet, um das Alignment zweier Baseand k£ aus den
Sequenzeml und B zu bewerten:

Sik = <\/phip}9k + \/piip%k ) +/Pa Py, - d(As, By) (3.3)

5 http://biowiki.org/StemLoc
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Abbildung 3.5: Vorgehensweise von T-©OFFEE. Zundchst werden paarweise Alignments aus unter-
schiedlichen Quellen (hier paarweise globale und lokale Alignments) in einer priméren Bibliothek ver-
eint. Diese wird erweitert (siehe Text), um in dem sich anschliel3enden progressiven Alignment genutzt
zu werden. Entnommen aus Notredame (2002).

Der Faktora bestimmt hierbei die Gewichtung des Struktur-Anteils Uber den Sequenz-Tell,
der durch die Substitutionsmatrikgegeben ist. Als Standard werden die RIBOSUM-Matrizen
verwendet. Das multiple Alignment wird, wie in anderen progressiven Alignment-Methoden,
durch Vergleich aller Paare, Konstruktion eines Guide-Trees anhand der wéhrend des paar-
weisen Vergleichs ermittelten Distanzen und schlief3lich einem Profil-Alignment entlang der
Verzweigungen des Guide-Trees erstellt.

3.1.18 T-COFFEE

T-CoFFEE (, Tree-basedConsistency Objective Function for Alignment Evaluation®;
Notredameet al., 2000) versucht die in Abbildung 1.7 gezeigten typischen Fehler des multiplen
Alignments ohne eine nachtragliche iterative Verfeinerung zu umgehen. Hierzu wird eine paar-
weise Bibliothek aus Alignments erstellt und im spéateren Alignment-Prozess nach maximaler
Konsistenz mit den Alignments in der Bibliothek gesucht (siehe Abbildung 3.5).

Die Bibliothek kann grundsatzlich aus jeder Art von paarweisen Alignments erstellt werden.

In der Standard-Einstellung werden globale Alignments mit Hilfe varw €£ALW und loka-

le Alignments mit Hilfe von LALIGN erzeugt. Diese Bibliothek enthalt damit paarweise Reste-
Ubereinstimmungen, die in einem Folgeschritt per Sequenz-ldentitat gewichtet und vereint wer-
den. Die jetzt entstandene primare Bibliothek wird dann erweitert, indem die Konsistenz eines
jeden Reste-Paares mit denen der anderen Alignments uberpruft und wiederum entsprechend
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gewichtet wird. Die Idee dabei ist, dass das endgultige Gewicht eines Paares auch Informa-
tionen aus der gesamten Bibliothek enthalten soll. Die Alignments basieren damit nicht nur
darauf, wie zwei Sequenzen zueinander alignierbar sind, sondern auch inwiefern dieses Paar
kompatibel mit dem Rest der Bibliothek ist. Die Bewertung der Alignments aus Sequenzen
oder Sequenz-Gruppen im sich anschlielenden progressiven Alignment findet anhand dieser
erweiterten Bibliothek und der sogenannten COFFEE-Bewertungsfunktion (Notredahe

1998) statt. T-©FFEEist damit ein progressives, Konsistenz-basiertes Alignment-Programm.

3.2 Programmfehler und zu bericksichtigende Eigenarten

Eine unerwartete Schwierigkeit stellte die Benutzung eines Grof3teils der in Abschnitt 3.6 und
3.7 verwendeten Programme dar. Zum Teil lieRen sich die Programme nur durch Anpassungen
des Quellcodes installieren. Weiterhin war die Auswahl der Parameter und korrekte Benutzung
der Programme meist erst nach Rucksprache mit den Autoren sinnvoll moglich, selbst dann
wenn Handbuicher oder Anleitungen vorhanden waren. Schlief3lich verandern einige Program-
me die Sequenz-IDs oder sogar die Sequenzen selbst, was die anschlie3ende Bewertung ohne
Gegenmalinahmen unmoglich machte. Manche Programme stlirzen bei Anwendung auf einige
der im Folgenden verwendeten Alignments reproduzierbar ab. Aus den genannten Griinden war
es notig, fur jedes Alignment-Programm ein eigenes Helfer-Skript (,Wrapper®) zu schreiben,
welches die (zum Teil sehr spezielle) Aufarbeitung der Eingabe-Daten, den korrekten Aufruf
des Alignment-Programms, sowie die Reformatierung der Ausgabe sicherstellte.

Im Zuge dessen entstand unter anderem die Tcl-BibliofgakicL. sQuicList eine in Tcl und

C programmierte Bibliothek, die u. a. als Frontend zu steuiD-Bibliothek (Eddy, 2005) und

der RNA-Bibliothek (auch RNAIB genannt) des Vienna-RNA-Packets (Hofackeal., 1994;
Hofacker, 2003) dient. Eine komplette Kommandoreferenz der Version 0.3.0 befindet sich auf
Seite 111 im Anhang.

Im Folgenden werden einige der Eigenarten und Fehler der Alignment-Programme aufgelistet,
wobei aus Platzgrinden nicht auf Besonderheiten bei der Eingabe- und Ausgabe-Formatierung
eingegangen wird.

e ALIGN-M: FUr ALIGN-M stand zu Beginn dieser Arbeit keine Substitutionsmatrix fir
RNA zur Verfigung (obwohl zwingend notwendig). Nach Riucksprache mit dem Autor
wurde eine solche erstellt und ist im Programmpaket (nur als binare Distribution erhalt-
lich) nun alsRNA2enthalten. Sind in den Sequenzen Zeichen vorhanden, die nicht in der
vorgegebenen Substitutionstabelle enthalten sind, so kommt es zum Programmabbruch.
Der IUPAC-Mehrdeutigkeitscode wird nicht vollstandig unterstitzt. Sind Leerzeichen
oder Bindestriche in Sequenz-Namen enthalten, bricht das Programm die Ausfuhrung
ab.

e DIALIGN: Hier musste die Optionn verwendet werden, um eine Umwandlung in Pro-
teine zu verhindern.
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e DYNALIGN: FUr DYNALIGN musste der ,Maximum Separation Parameter® M (siehe
Mathews & Turner, 2002) dynamisch berechnet werden, da er der Langen-Differenz der
zu alignierenden Sequenzen angepasst werden muss und gleichzeitig wegen enormen Ein-
fluss auf den Speicherverbrauch nicht zu grol3 gewéhlt werden darf.

e HANDEL: Das Programm wandelt im Sequenznamen Unterstriche in Bindestriche um.

e POA: Das Programm verandert den IUPAC-Mehrdeutigkeitscode. Beispielsweise findet
ein Umwandlung voM nachA und vonR nachA statt.

e PROALIGN: PROALIGN bedarf einer Anpassung der ,Suchbandbreite”, da es ansonsten
zu einem Programmabbruch kommt. Fur die in dieser Arbeit verwendeten Alignments
gentgte die Einstellundpwidth=400 . Sind Bindestriche in Sequenznnamen enthalten,
werden diese geldscht.

e PRRN: Das erste Zeichen eines Sequenz-Dateinamens darf keine Zahl sein.

e STEMLOC: Bei der Verwendung von &MLOC ist nicht garantiert, dass ein Alignment
erzeugt wird. In den meisten Fallen hilft ein Anheben des Param#tdos . So konnten
alle Sequenzen aus dem Struktur-Alignment-Datensatz erst mit einem Wert von 110, statt
dem vom Autor ursprunglich in der Optiofast vorgegebenen 100 erreicht werden.

e T-CoFFEE Vor der Version 2 war eine Umwandlung der Sequenzen in DNA zwingend
notig, da das Programm sonst abstiirzte.

3.3 CONSTRUCT

3.3.1 Idee

CoONSTRUCT wurde ursprunglich zur Thermodynamik-basierten Vorhersage konservierter Se-
kundarstrukturen entwickelt (Ltck, 1997; Luekal, 1999, 1996). Daher erklart sich auch der
Name, welcher ein Akronym furGonstruction of ConsensusStructures” ist.

Das Programm (oder besser Programmpaket) beruht auf einer Kombination aus Thermodyna-
mik (Basenpaarungswahrscheinlichkeiten), Sequenz-Alignment, gegenseitigem Informations-
gehalt (als Malf3 fur kompensatorische Basenpaaraustausche), sowie der Intelligenz des Benut-
zers. Die grundlegende Idee ist folgende: Zunachst wird ein Sequenz-Alignment homologer
RNAs erstellt (beispielsweise mit Hilfe vonLOSTAL X). Dann wird fur jede einzelne Sequenz

die Sekundarstrukturverteilung (basierend auf dem Algorithmus von McCaskill, 1990, imple-
mentiert beispielsweise in RNALD) bestimmt, welche sich in Form eines Dotplots (Tinoco

et al, 1971) visualisieren lasst (siehe auch Abbildung 1.9). Figt man nun die Gaps aus dem
Alignment in die Basenpaarungsmatrizen ein, so erhalten sie alle die identische Dimension und
lassen sich Ubereinanderlagern. Konservierte Sekundarstrukturelemente sollten nun tibereinan-
der zu liegen kommen, wenn sie zuvor korrekt aligniert waren. Summiert man also die einzelnen
Matrizen, so ergibt sich ein thermodynamischer Konsensus-Dotplot, aus welchem sich per dy-
namischer Programmierung (&hnlich dem Nussinov-Algorithmus zur Basenpaarmaximierung,
siehe Nussinoet al, 1978) eine optimale Konsensus-Sekundarstruktur vorhersagen lasst. In
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vielen Fallen sind jedoch gerade konservierte Sekundarstrukturelemente im initialen Sequenz-
Alignment nicht korrekt aligniert worden. Ein einfaches Beispiel sind extrastabile Tetraloops,
die aufgrund ihrer Strukturhomologie aligniert werden sollten, jedoch aufgrund ihrer mogli-
cherweise divergenten SequemrZNCG, GNRA, ...) nicht von einem Sequenz-Alignment als
homolog identifiziert werden kénnen. Da diese Alignment-Fehler in dem Konsensus-Dotplot
von CONSTRUCT sehr leicht identifizierbar sind, wurde dem Programm ein Alignment-Edi-
tor hinzugefugt. Dieser erlaubt eine einfache Alignment-Korrektur durch den Benutzer, da die
Auswirkung jeder Anderung im Alignment direkt in der Dotplot-Darstellung sichtbar wird.

3.3.2 \Vorgehensweise

CoNSTRUCT wurde u. a. im Rahmen dieser Arbeit stark ausgebaut, weshalb im Folgenden der
Programm-Ablauf der aktuellen Version beschrieben wird (siehe hierftr Abbildung 3.6). Auch
wenn sich dieser von der aktuellsten Veroffentlichung (Létlkal, 1999) unterscheidet, sei
hiermit auch ausdrucklich auf die detaillierte Beschreibung dort und in Steger (2003) verwiesen.

1. Zunachst wird vom Benutzer ein initiales Sequenz-Alignment (mit beispielsweise
CLUSTALX) berechnet.

2. Dann wird fur jede einzelne Sequenz eine thermodynamische Basenpaarungsmatrix er-
stellt. Dies geschieht durch Verwendung des ProgramsnsoLD (ehemalss MAKE),
welches als Frontend fir RN#LD (Hofackeret al,, 1994; Hofacker, 2003) dient.

3. Die Gaps des in Schritt 1 erstellten Alignments werden in die Basenpaarungsmatrizen ein-
gefugt, womit gleich grof3e Matrizen entstehen, die im GUI (,Graphical User Interface*;
graphische Benutzeroberflache) tibereinandergelagert dargestellt werden. Durch Addition
der Matrizen entsteht ein Konsensus-Dotplot. Die Wahrscheinlichkeiten der Konsensus-
Basenpaare werden dabei so berechnet, dass ,Hintergrundrauschen” durch vereinzelte
Basenpaare verhindert wird (siehe Abschnitt 3.3.3 und lafied., 1999). Weiterhin kén-
nen den Sequenzen Gewichte zugeordnet werden, um eine Uberreprasentation einzelner
Familien zu vermeiden.

4. Der gegenseitige Informationsgehalt (siehe Abschnitt 3.3.4), der als Mal3 fir kompensato-
rische Basenpaaraustausche dient, wird in der linken unteren Hélfte des GUI dargestellt.
Grenzwerte zur Unterdriickung des typischen statistischen Rauschens kénnen vom Nut-
zer gewahlt werden (beides implementiert durch Riks, 2001).

5. Das GUI besteht aus minimal zwei Fenstern: dem Konsensus-Dotplot, sowie dem zugeh6-
rigen Alignment-Editor. Im Konsensus-Dotplot sind strukturell misalignierte Positionen
leicht erkennbar und im Alignment-Editor lassen sich eben diese korrigieren, wobei die
Veranderungen sofort im Konsensus-Dotplot-Fenster dargestellt werden. Die Optimie-
rung eines Strukturelementes ist in Steger (2003, Kapitel 5) beispielhaft gezeigt.
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Abbildung 3.6: Ablaufschema des Programmpaketes GNSTRUCT. Fir Details siehe Text. Der nur
einmal zu Beginn des Ablaufes ausgefuhrte zeitaufwendige Teil, welcher die Berechnung der Basenpaa-
rungsmatrizen (Schritt 2) sowie die Erstellung des Sequenz-Alignments (Schritt 1) betrifft, ist gelblich
hinterlegt. Die Insertion der Gaps in die Basenpaarungsmatrizen sowie die Berechnung des gegenseiti-
gen Informationsgehalts erfolgt fir den Benutzer transparent (Schritt 3 und 4; griinlich hinterlegt). Das
eigentliche GUI ist im blaulich hinterlegten Teil zu erkennen. Spéatestens durch wiederholte Korrektur
der misalignierten Bereiche im Alignment-Editor (Schritt 5) entsteht im Konsensus-Dotplot eine promi-
nente Konsensus-Struktur. Die verschiedenen Varianten der Strukturvorhersage (Schritt 6) erfolgen wie
im Text beschrieben.

6. Die Struktur-Vorhersage erfolgt auf Basis einer vom Benutzer bestimmten Linearkombi-
nation aus Thermodynamik und gegenseitigem Informationsgehalt, wobei Gewichtungs-
faktoren sowie weitere Grenzwerte und Filter benutzt werden kénnen. Die Vorhersage
beinhaltet optimale Konsensus-Sekundarstrukturen (nach Nusstiraby 1978), subop-
timale Konsensus-Sekundarstrukturen nach Stegal. (1984) bzw. Zuker (1989) (im-
plementiert durch Riks, 2001), sowie die Vorhersage tertiarer Wechselwirkungen in Form
von Pseudoknoten und Basentripeln durch sogenannte maximal gewichtete Zuordnun-
gen (,Maximum Weighted Matching®; Tabaskaal., 1998), welche ebenfalls durch Riks
(2001) implementiert wurden. Die Strukturen lassen sich in einer Reihe von Formaten an-
zeigen. Im Falle der ,Struktur-Alignment“-Anzeige wird eine ausfthrliche Statistik mit
ausgegeben, die u. a. eine Analyse der Vorhersage per Chi-Quadrat-Test (angewendet auf
den gegenseiten Informationsgehalt) beinhaltet.

3.3.3 Thermodynamischer Konsensus-Dotplot

Im thermodynamischen Konsensus-Dotplot berechnet sich die Wahrscheinliphkaines
Konsensus-Basenpaares an der Positigmach:

b

N
Z Ws - ps<i7j)1/a
s=1

N
>
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Abbildung 3.7: Sekundarstrukturen im C oNSTRUCT-Dotplot. A: Konsensus-Struktur eines SECIS-
Elementes (der Form 2) nach Lescuteal. (2000). Die unverzweigte Struktur besteht im Wesentli-
chen aus drei Helices, wobei Helix Il durch ein Nicht-Watson-Crick-Quartett und das TAp&
begrenzt wird B: Der CONSTRUCT-Dotplot zeigt ein Fagegaltiezt al. (2000) entnommenes und mit
CoONSTRUCT korrigiertes Alignment. Alle Helices sind sowohl im thermodynamischen Konsensus-
Dotplot (rechte obere Hélfte) als auch in der linken unteren Halfte mit Darstellung des gegenseitigen
Informationsgehalts zu erkennen. Die Farbkodierung ist im Text erklart (siehe Abschnitt 3.3.3 und Ab-
schnitt 3.3.4).

Dabei istw, der benutzerdefinierte Gewichtungsfaktor fir Sequendiermit lasst sich ver-
hindern, dass beispielsweise Sequenzen einer im Alignment besonders haufig auftretenden Art
den Konsensus dominieren. Die Wahrscheinlichjgit, j), dass die Nukleotidéundj in Se-

quenzs gepaart sind, ergibt sich direkt aus den via RMAD berechneten Strukturverteilun-

gen. Die beiden Exponentéria undb dienen dazu, den Einfluss einzelner, aber in den anderen
Strukturen nicht konservierten Basenpaarungen zu minimieren. Beide Faktoren wurden mittler-
weile (empirisch) auf den WeBstfestgelegt (fest einkodiert).

Die Konsensus-Basenpaarwahrscheinlichkeiten werden farbkodiert im thermodynamischen
Konsensus-Dotplot von @ISTRUCT dargestellt (siehe Abbildung 3.7). Basenpaare einzelner
Sequenzen erscheinen als griine Quadrate, deren Flache proportional zur Wahrscheinlichkeit
ps(i, 7) ist. Konsensus-Basenpaare sind je nach Anzahl beteiligter Sequenzen gelb bis rot ge-
farbte Quadrate, deren Flache proportional zur WahrscheinlichKejtj) ist. Die beim Align-

ment eingefigten Gaps erscheinen als Streifen, die je Anzahl der Gaps in der betreffenden
Alignment-Spalte weil3 bis violett gefarbt sind.
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3.3.4 Gegenseitiger Informationsgehalt

Der gegenseitige Informationsgehalt (Chiu & Kolodziejczak, 1991) wird auch ,Mutual Infor-
mation Content”, ,Mutual Information Score* oder ,Mutual Information Statistics* genannt
und zumeist mit Ml abgekirzt. Der gegenseitige Informationsgehdlt Wl fiir ein Nukleotid-
paar an der Positioi j ergibt sich nach:

MI(i,j) =Y fi;(XY)log Jis(XY) (3.5)

FOOFY)
Mit f ist die Haufigkeit des Auftretens eines Nukleotids X oder Y an der Stblev. j bezeich-
net; f;;(XY) ist die Wahrscheinlichkeit des gemeinsamen Auftretens der Nukleotide X und Y
an den Positionehund j (siehe beispielsweise Kapitel 5 in Steger, 2003, fur eine genaue Er-
klarung und Herleitung).

Die Werte werden farbkodiert von gelb Uber griin und blau nach rot in der linken unteren Halfte
des WNSTRUCT-Dotplots dargestellt (siehe Abbildung 3.7). Im Gegensatz zum thermodyna-
mischen Dotplot wird der gegenseitigen Informationsgehalt aufgrund des erhéhten Rechenauf-
wandes nicht nach jeder Alignment-Modifikation neu berechnet.

Der Werte des gegenseitigen Informationsgehalts kdnnen durch eine graphische Metho-
de (,Color-Mapping”“) gefiltert werden, um so das typische statistische Rauschen zu unter-
dricken. Weiterhin wurde die Paar-Entropie-Normierung implementiert. Bei dieser wird der
gegenseitige Informationsgehalt normiert, indem der Wert durch die Verbundentropie H(X,Y)
geteilt wird (siehe Matrtiret al,, 2005, fur eine genaue Erklarung).

3.3.5 Erweiterungen an WNSTRUCT

In meiner Diplomarbeit (Wilm, 2002) wurde der Quelltext des Programmpaketes in grof3en
Teilen komplett Gberholt. So wurde die sehr langsame Vorgehensweise fur den Aufbau und
die Aktualisierung des GUI nach Anderung des Alignments Uberarbeitet, was zu einem dras-
tischen Geschwindigkeitsgewinn fiihrte. Fir weitere Geschwindigkeitsoptimierungen wurden
grol3e Bereiche als kompilierte Erweiterungen in den (ioNSTRUCT-Paket enthaltenen) Tcl-
Interpreter integriert. Jedoch konnte zum damaligen Zeitpunkt nur der Kern des Programms
neu implementiert werden. Die Komplettierung der neuen Version [nun Versionsnummer 3.1,
im Gegensatz zu 2.0 nach Luek al. (1999) und 2.1 nach Riks (2001)] war u. a. Gegenstand
dieser Arbeit.

Wie bekannte Struktur-Einschrédnkungen in das Programm eingebunden werden kénnen, wird in
Abschnitt 3.3.6 beschrieben. Eine kurze Liste weiterer Anderungen istim Folgenden aufgefiihrt:

e Formate:
Die Basenpaarungswahrscheinlichkeiten werden nun direkt aus den vor&Is/Aer-
zeugten PostScript-Dateien gelesen. Die ehemals mitSIRUCT ausgelieferte, spezi-
elle Version von RNAOLD namenscs _RNAFOLD, welche die Matrizen in einem spe-
ziellen Binarformat speicherte, ist somit Uberflissig geworden. Zur namentlichen Ab-
grenzung wurde das entsprechende FrontesdvAKE in CS_FOLD umbenannt. Die
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Konsensusstruktur-Vorhersage kann nun zusatzlich im RNAML-Format (Waugh
2002) und im (vor allen in der Rfam genutzten) Stockholm-Format gespeichert werden.

e Neue Skripte:
Im sogenannten Connect-Format gespeicherte Strukturen lassen sich durch das
Skript CsS STRUCT DISPL, welches auf die OGNSTRUCT eigenen Struktur-
Visualisierungsroutinen Drawstruct und Circles zugreift, wieder anzeigen. Um zu vielen
Alignments zugehdrige, sogenannte Project-Dateien ohne den wiederholten Aufruf von
Ccs_FoLD erstellen zu kbnnen, wurde das Skig®FoLDBATCHentwickelt. Auf &hnliche
Weise erlaubt das ebenfalls neue Skiq®DPBATCH das Speichern von Dotplots im
Batch-Verfahren.

e Installation:
Um die Installation zu vereinfachen, wurde diese Uber die in der Unix-Welt verbreiteten
GNU-Autotools realisiert.

e Dokumentation:
Dem Paket wurde eine man-page und ein (in Teilen unvollstandiges) Handbuch hinzuge-
fugt.

¢ Neue Funktionen im Dotplot-Fenster:
Durch Klicken auf ein (Konsensus-)Basenpaar wird das Alignment-Fenster zu dem ent-
sprechenden 5’- (linke Maustaste) oder 3’-Nukleotid (rechte Maustaste) gescrollt.
Durch einen Klick mit der mittleren Maustaste auf ein Konsensus-Basenpaar werden In-
formationen zu diesem in der Konsole ausgegeben.

e Neue Funktionen im Alignment-Fenster:
Die Suche nach Sequenz-Elementen per reguldren Ausdriicken wurde tber das Meni
YAlignment / Seq Search” realisiert. Die Suche ignoriert dabei Gaps und die gefunde-
nen Treffer werden farblich markiert. Die Markierung bleibt auch nach Verschieben von
Sequenz-Abschnitten erhalten. Da oft bestimmte Bereiche innerhalb eines Alignments
Uber mehrere Sequenzen korrigiert werden mussen, wurde die Méglichkeit mehrere Se-
guenzenabschnitte zu bewegen (unter zu Hilfenahme der Strg-Taste) implementiert. Die
Nukleotide im Alignment-Fenster lassen sich in ihr Helix-Aquivalent in der optimalen
Sekundarstruktur umwandeln (Menu ,Alignment / Map Nt to Helix*), d. h. Nukleotide
der ersten Helix werden ia’s umbenannt, Nukleotide der zweiten Helix lir's usw.
Somit lassen sich u. U. bereits im Alignment-Fenster strukturelle Gruppen erkennen.

3.3.6 Berticksichtigung bekannter Struktur-Informationen

CONSTRUCT beruht auf einer Kombination mehrerer Methoden, um die Vorhersage-Qualitat
zu erhéhen. Um einen engeren Bezug zum Experiment herzustellen, wurde es ermdéglicht, be-
reits bekannte Struktur-Informationen — aus beispielsweise chemischem/enzymatischem Map-
ping, In-Line-Probing (Soukup & Breaker, 1999), oder 3D-Strukturaufklarungen, wie NMR
und Roéntgenkristallographie — zu bericksichtigen.
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begin entry
id: h_SelY
weight:  0.12
seglen: 65

bpmat: h_SelY_dp.ps.gz

foldemd: cs_rnafold -T 37 -p -d 3

comment: h_SelY / 65nt / weight 0.12

mapinfo: 4-5:p 7-12:u 24-27.u 33-35:u
end entry

Abbildung 3.8: Beispiel eines Sequenz-Eintrages aus einerdBl STRUCT-Project-Datei. Die in einer
CoNSTRuUCT-Project-Datei enthaltenen Sequenz-Eintrdge kénnen die hier beispielhaft gezeigten Attri-
bute aufweisen. Untanapinfo lassen sich, wie im Text beschrieben, Informationen zu Basenpaarun-
gen speichern. Im vorliegenden Beispiel sind die Nukleotide an den Positionen 4 und 5 gepaart und die
Nukleotide 7-12, 24—-27 und 33-35 ungepaart. Diese Information kann sowold w8 &®ucCT-Dotplot,

als auch in der Struktur-Alignment-Anzeige verwendet werden.

Hierzu wurde den Eintrdgen in der sogenannten Project-Datei WwnSCRUCT (welche der
Kommunikation voncs_FoLD und dem Hauptprogramms_DP dient) ein weiteres Feld na-

mens ,mapinfo* hinzugefigt (siehe Abbildung 3.8 firr ein Beispiel). Hier lassen sich — durch ein
Leerzeichen separiert — exakte Basenpaarungen oder einfache Informationen tUber Paarungszu-
stande eintragen. Ist beispielsweise eine Basenpaarung zwischen Nukleotid 13 und 23 bekannt,
so wird dies durch eil3:23 reprasentiert. Ist bekannt, dass die Nukleotide 30-Fnge

und die Nukleotide 40-5Qingepaart sind, so sieht der entsprechende Eintrag wie folgt aus:
30-35:p 40-50:u

Diese Information kann u. a. genutzt werden, um falsch vorhergesagte Basenpaarungen aus den
Basenpaarungsmatrizen bzw. im Dotplot zu streichen, wodurch idealerweise eine Reduktion
des ,Basenpaarschmiers” erreicht werden sollte, der u. U. die Alignment-Korrektur erschwert.
Ist beispielsweise bekannt, dass ein Nukleotid ungepaart vorliegt, so werden alle vorhergesag-
ten Basenpaare, an denen dieses Nukleotid beteiligt ist, aus dem Dotplot graphisch entfernt.
Diese Vorgehensweise wurde beispielhaft mit Hilfe der Purin-Riboswitch- und SECIS-Form2-
Alignments (siehe auch Tabelle 3.2) untersucht (Daten nicht gezeigt). Hier brachte sie nicht
den gewinschten Erfolg; der visuelle Eindruck der im Dotplot dargestellten Strukturverteilun-
gen anderte sich nahezu gar nicht, obwohl im Falle des SECIS-Alignment Struktur-Mapping-
Informationen flr vier aus 21 Sequenzen vorlagen.

Gleichzeitig werden in der ,Struktur-Alignment“-Anzeige vorhergesagte Basenpaare markiert,
die den eingetragenen Informationen widersprechen (siehe Abbildung 3.9 flr ein Beispiel).
Ziel ware es dann, die Zahl dieser Ausreil3er durch entsprechende Alignment-Modifikationen
Zu minimieren.



44

Ergebnisse

0 O O construct
File

1 10 20 30 40 a0
b_TrzR2 ----Bcc-agAUg- - -AUGAg 9 -AAABEEC - - CcCg - - c GGG
c_DIiz ==== -ugulu---AUGAa aguaauug--acuca
c_DI3 ----uau-uuclUuu--gUGAu gqyguUucCucuaauGe
Ce TrxR ----GaBG- .ﬂgCuuugUGAC ufcaucy---uBaG-
d_SelD -uuCaac-uu------ AUGAg -UCu- - -
h_Sell5 —-gUua——AUGAa uu -UC----ua
h_SelD 2CCCalu----
h_SelT  gacuBGcc-auu----- g -AfgE Ntzgf37 0---cuGu
h_3elX C---a
h_SelY -ugcgy---AUGAua -AAAga ucauCg--acuca
h_SelZ -Byalg- - -AUGAC UGgogHgg -AAA accCug--u
h_TR3 -agAlyg---AUGAC CUGnglgg -AAA accCug——u |
m_DI2 -ugecga---AUGAua -Ugucu-Gcuca
m_3Sell3 Uua--AUGAg u -Uguu--aa
m_SelD caguaa- ac -
m_TrzR1 uc - .H..H.g Caag————u
On_DI3 uaAAAggQuC - - - - - - aucca
p_PHGPx a--AAAa agcCC———u C-
r_PHGPx -afAAA cCCg--cu
A_DI3 -uuugCaa-AUGAC ugAAAu cUCac-gGccaa
z_Selw ----agu-GEAaca--AUGAuGY ——AHAg g -Uuu---GeBeca
Cons.Seq ----guG-gCAuc- - - AEflc GAcCuguuuu - -Afflccece -UCc- - -ggGyg -
cons.Struct . .o L ((( (0. e ((((((((((( ..... (000 e 331D .
Cons.Struct .. ..aaa.bb.......... ccedddddddd . . ... EEER . ...... eegee. i
P~ | -

Abbildung 3.9: Beriicksichtigung bekannter Basenpaare in der Struktur-Alignment-Ansicht. Fir
mehrere Sequenzen wurden Fagegakieal. (2000) Daten aus Struktur-Mapping-Experimenten ent-
nommen und die entsprechenden Basenpaarungsinformationen, wie in Abbildung 3.8 beispielhaft ge-
zeigt, in CONSTRUCT eingebunden. Eine mit@ISTRUCT vorhergesagte Konsensus-Struktur ist in der

hier gezeigten Struktur-Alignment-Ansicht dargestellt. Rétliche Bereiche liegen laut Vorhersage basen-
gepaart, griine ungepaart vor. Den Mapping-Informationen widersprechende Pasitionen sind violett hin-
terlegt. Im Beispiel ist das Nukleotid C29 (alignierte Position 37) laut Struktur-Mapping ungepaart und
laut Konsensusstruktur-Vorhersage gepaart.

Extraktion von Sekundarstrukturen aus PDB-Dateien

Um die Informationen aufgeklarter 3D-Strukturen nutzen zu kénnen, wurde eine Methode ent-
wickelt, die es ermdglicht aus PDB-Dateien (Bernesial,, 2000) Basenpaarungen zu extrahie-

ren (nur solche kdnnen wie im vorangegangen Abschnitt beschriebenNSTRUCT einbezo-

gen werden). Die Sekundéarstruktur ist so gut wie nie in den zur Veréffentlichung von Strukturen
genutzten PDB-Dateien eingetragen, jedoch ist die Information hierzu implizit enthalten. Im
Folgenden wird diese Vorgehensweise nur kurz beschrieben, da sie im Laufe der Arbeit keine
grolRere Anwendung mehr fand.

Das entscheidende Programm ist MGHWOTATE (Gendroneet al, 2001), welches eine quan-
titative geometrische Analyse von RNA/DNA-3D-Strukturen erlaubt. Es annotiert Nukleotid-
Konformationen, -Interaktionen, Pucker-Modus, Stacking etc. und bestimmt fur jede Konfor-
mationen einen sogenannten ,Peculiarity“-Grad. Dieser ist ein statistisches Mal3 fir die Abwei-
chung einer Konformation von der Norm der jeweiligen Klasse, wobei diese Norm durch eine
vorherige Analyse aller bekannten Strukturen definiert wurde. Somit lassen sich mit diesem
Wert u.a. mogliche stereochemische Fehler in der Struktur aufklaren (fir eine genauere Be-
schreibung siehe die MC-¥NOTATE-Webseité geht meist schief wegen sonderzeichen und
Gendroneet al,, 2001).
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Tabelle 3.1: Vergleich der bestimmten 5SrRNA Sekundarstrukturen.Die in der Tabelle aufge-
fuhrten Basenpaardistanzen bzw. Ahnlichkeiten der Strukturen fiir die 5S rRNA wurden mit Hilfe von
RNADISTANCE (Hofackeret al, 1994) bestimmt. Als Referenz diente die von Baral. (2000) be-
schriebene Sekundarstruktur. Die durch die im Text geschilderte Vorgehensweise inkl. Verwendung der
Peculiarity-Werte bestimmte Sekundarstruktur (4) ist der Referenz am ahnlichsten.

) @ B @ 6

RNAFoOLD Version 1.4 (1)| - 4 50 56 66

MFoLD Version 3.1 (2) - 52 58 68

MC-ANNOTATE und Nussinov (3) - 18 20

Wie 3, gewichtet mit Peculiarity-Werten (4) - 18

Banet al. (2000) (5) -

Lasst man eine Struktur mit Hilfe von MCMNOTATE analysieren (was durch das Hochla-

den einer PDB-Datei auf den Webserver geschieht), so werden unter anderem die extrahierten
Basenpaarungen inkl. der zugehorigen Peculiarity-Werte ausgegeben. Diese Liste stellt aller-
dings keine eindeutige Sekundarstruktur dar, sondern enthalt auch tertidre und falsch vorher-
gesagte Wechselwirkungen. Um hieraus nun eine eindeutige Sekundarstruktur zu gewinnen,
wurde gemald dem Nussinov-Algorithmus zur Basenpaarmaximierung (Nusgiaby1978)
vorgegangen. Dabei werden optional die (negierten) Peculiarity-Werte in die hierfir bendétig-
te Paarungsmatrix (Dotplot) eingetragen, um lber diese Gewichtung moglicherweise falsche
Basenpaarungen zu bestrafen.

Als Beispiel soll hier die 5S rRNA voHlaloarcula marismortudienen. Baret al. (2000) haben

die 50S rRNA (grof3e ribosomalen Untereinheit; PDB-ID 1FFK) ¥aloarcula marismortui
mittels Rontgenkristallographie bei einer Auflésung \d A bestimmt. Um aus der PDB-
Datei allein die Sekundarstruktur der 5S rRNA zu bestimmen, wurde zunachstagdf &

(Sayle & Milner-White, 1995) nur diese selektiert und in einer neuen PDB-Datei gespeichert.
Diese wurde wiederum auf dem MCNNOTATE-Webservel geht meist schief wegen sonder-
zeichen analysiert. Die Basenpaarungen inkl. zugehoriger Peculiarity-Werte wurden per Skript
aus den resultierenden HTML-Seiten (siehe dort: ,Pairing / Non-Adjacent relations®) extrahiert.
Anschlie3end wurde unter Verwendung des Nussinov-Algorithmus eine eindeutige Sekundar-
struktur bestimmt, wobei dies einmal mit und einmal ohne Gewichtung durch Verwendung der
Peculiarity-Werte geschah. Tabelle 3.1 zeigt einen Vergleich der so bestimmten Struktur(en) mit
der von Baret al. manuell bestimmten und der mittels RNALD bzw. MFOLD vorhergesag-

ten Strukturen. Die per Thermodynamik vorhergesagten Strukture@ (Bl und RNAFOLD)
unterscheiden sich untereinander kaum, sehr wohl aber von der Referenz aisaB&2000).

Die mit Hilfe des zuvor beschriebenen Ansatzes bestimmten Strukturen sind der Referenz deut-
lich &hnlicher. Durch Verwendung der Peculiarity-Werte (Bestrafung von laut MGONATE
ungewdohnlichen Basenpaaren) lasst sich die Ahnlichkeit weiter steigern, womit die prinzipielle
Tauglichkeit des Ansatzes gezeigt ist. Die somit bestimmten Strukturen lassen sich wie zuvor
beschrieben in GNSTRUCT verwenden.

6 http://www-Ibit.iro.umontreal.ca/mcannotate/
7 http://www-lbit.iro.umontreal.ca/mcannotate/
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Tabelle 3.2: Ubersicht der mit CONSTRUCT erstellten/verifizierten Referenz-Alignments.Die Ta-

belle fuhrt Eigenschaften der mitdSTRUCT erstellten/verifizierten Referenz-Alignments in Form der
Anzahl der Sequenz, durchschnittliche Sequenzlange, Sequenz-Homologie (in Prozent APSI; siehe Ab-
schnitt 3.5.3) und Struktur-Konservierung (SCI; siehe Abschnitt 3.5.4) auf. Die geklammerten SCI-Werte
sind die des Quell-Alignments. Die unter ,MitdSTRUCT verifiziert* aufgeflhrten Alignments liel3en

sich aufgrund der im Text genannten Limitierungen nicht korrigieren.

Mit CONSTRUCT erstellt/korrigiert

RNA Quelle #Seq. © Lange APSI SCI
Archaea 5S rRNA 5SrRNA DB (Szymansii al., 2002) 50 1240 63 0,66 (0,58)
Archaea 7S RNA SRP-DB (Rosenblatal., 2003) 22 310,7 52 0,83 (0, 80)
Mamit-tRNA Alanine Mamit-tRNA DB (Helmet al., 2000) 31 68,9 80 1,05 (0,92)
Mamit-tRNA Arginin Mamit-tRNA DB (Helmet al., 2000) 31 679 81 0,69 (0,70)
Mamit-tRNA Asparagin  Mamit-tRNA DB (Helnet al., 2000) 31 73,0 80 0,69 (0,68)
Mamit-tRNA Aspartat Mamit-tRNA DB (Helnet al,, 2000) 30 68,0 79 0,89 (0,87)
Purin-Riboswitch Mandadt al. (2003) 31 78,4 60 0,99 (0,93)
SECIS Form2 Fagegaltiet al. (2000) 21 66,4 39 0,78 (0, 30)
SECIS Methanococcus  Kryukov & Gladyshev (2004) 14 359 50 1,03 (0,96)
Mit CONSTRuUCT verifiziert
RNA Quelle #Seq. o lLange APSI SCI
Eukaryotische 55rRNA  5SrRNA DB (Szymangiial,, 2002) 302 119,5 65 0,45
Eukaryotische 7SRNA  SRP-DB (Rosenbktdal., 2003) 73 278,1 48 0,17
HIV-1 5’-Region Knudseret al. (2004) 20 650,8 87 0,67
tRNA tRNA DB (Sprinzl & Vassilenko, 2005) 552 76,4 49 1,23

3.4 Referenz-Alignments erstellt mit ©ONSTRUCT

Da in CoNSTRUCT die maximal verfigbare Information in die Erstellung eines Alignments
flieBen kann, ist es hiermit mdglich Referenz-Alignments sehr hoher Qualitat zu erzeugen. So
wurde zunachst mit dem Aufbau einer Referenz-Alignment-Datenbank mit Hilfe der in Tabel-
le 3.2 aufgefuihrten Alignments begonnen. Einige der dort angegebenen Quell-Alignments sind
allerdings zu grof3, um sie sinnvoll mitdBISTRUCT bearbeiten zu kénnen. So sind beispiels-
weise die Sequenzen des Alignments der HIV-1 5’-Region aus Knuetsain(2004) zu lang

und die Zahl der Sequenzen im tRNA-Alignment aus tRNA DB (Sprinzl & Vassilenko, 2005)
zu hoch. Als Faustregel lasst sich sagen, dass die Erstellung bzw. Korrektur eines Alignments
mit CONSTRUCT nur bis zu einer Alignment-Lange von 400 Nukleotiden und einer Zahl von
100 Sequenzen sinnvoll zu bewerkstelligen ist. Die hier aufgefuihrten Alignments dienten im
Laufe der Arbeit lediglich als Sets zum initialen Test von Alignment-Programmen, als Harte-
test wie im Falle des hoch-divergenten und damit schwer zu alignierenden SECIS-Sequenzen
und zur Evaluation der in Abschnitt 3.5 beschriebenen Bewertungsmalie.

Die ursprungliche Idee, eine Datenbank aus ausschliel3lich oNSTRUCT als ultima ratio
erstellten/verifizierten Referenz-Alignments zu erstellen, wurde schlief3lich verworfen. Grund
dafir ist, dass die Erstellung einer sehr hohen Anzahl von Alignments (um eine sinnvolle statis-
tische Analyse zu ermdglichen), die auch noch gezielt in ihren Eigenschaften (Anzahl Sequen-
zen, Sequenzhomologie) variieren sollten, aus Zeitgrinden nicht oNiISCRUCT erfolgen

konnte. Die anstatt dessen gewéhlten Vorgehensweisen werden in den Abschnitten 3.6 und 3.7
erlautert.
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3.5 Bewertungsmalie fur (RNA-)Alignments

Seit Veroffentlichung des Standard-Benchmarks fir Protein-Alignments (Thongtsah

1999a) findet die dort verwendete Sum-of-Pairs-Score (SPS; auch BAliScore genannt; siehe
Abschnitt 3.5.1) weite Verbreitung. Sie basiert auf einem Vergleich zwischen einem Referenz-
und einem Test-Alignment, wobei im Wesentlichen die Anzahl ,korrekt* alignierter Rest-Paare,
heil3t solcher Paare, die in Referenz- und Test-Alignment identisch aligniert sind, bestimmt
wird. Da sie einen Quasi-Standard darstellt, wurde sie auch in dieser Arbeit verwendet.

Die Bewertung von Alignments struktureller bzw. nicht-kodierender RNAs stellt einen Son-
derfall dar, da hier auch besonders das Alignment struktureller Elemente, also von gepaarten
und ungepaarten Bereichen von Interesse ist. Dabei ist es beispielsweise entscheidender, dass
Helices miteinander aligniert sind, und weniger, wie die Reste innerhalb dieser Helices aligniert
sind. Aus diesem Grund wurde zur Bewertung der Leistung von echten RNA-Alignment-
Programmen, wie DNALIGN, FOLDALIGN oder RMMULTI, in der Literatur oft der Umweg
eingeschlagen, die Leistung Uber die Struktur-Vorhersage-Qualitat und weniger Uber die resul-
tierenden Alignments an sich zu bestimmen.

Eine Bewertung des strukturellen Anteils eines Alignments ist nicht trivial. Die Verwendung ei-
ner Konsensus-Struktur zur Bewertung fur solche Alignments verbietet sich, da diese ebenfalls
nur durch eine Vorhersage bestimmt werden kann, womit sich dann wieder die Frage nach der
Qualitat der Vorhersage stellt. Zunachst habe ich versucht, neue Mal3e zu entwickeln, die Ab-
straktionen des visuellen Eindrucks desNSTRUCT-Konsensus-Dotplots darstellen. So bietet

es sich beispielsweise an, alle Konsensusbasenpaar-Wahrscheinlichkeiten des Konsensus-Dot-
plots aufzusummieren, um einen Wert zu erhalten, der die strukturelle Konservierung in einem
Alignment beschreibt. Auf ahnliche Weise lassen sich die Werte des gegenseitigen Informa-
tionsgehalts verwenden. Aufgrund des hier immantenten statistischen Rauschens musste eine
automatische Filterung erfolgen. So wurden nur solche Werte verwendet, die gréfl3er als der
Mittelwert zuziglich zweimal der entsprechenden Standardabweichung sind. Weiterhin wurde
auch die von RNALIFOLD berechnete Konsensus-MFE eines Alignments als Mal3 in Erwa-
gung gezogen. Um die Nahe struktureller Elemente oder Basenpaare im Dotplot ausdriicken zu
kénnen, wurde weiterhin ein Maf3 namens BpCluster entwickelt. Dieses erlaubt durch Anwen-
dung eines Distanzmalies und einer Sprungfunktion eine Aussage daruber, wie dicht Basenpaare
im CoNSTRuUCT-Konsensus-Dotplot beieinander liegen, wohingegen bei vorgenannten Mal3en
nur die Aussage moglich ist, ,korrekt aligniert* oder ,nicht korrekt aligniert”. In allen Fal-

len erhalt man Werte, die in etwa das Mal3 an struktureller Konservierung in einem Alignment
beschreiben.

Allerdings ist allen diesen Werten gemeinsam, dass sie nicht absolut interpretierbar sind. Das
heil3t eine Normierung, welche einen Vergleich zwischen Alignments unterschiedlicher Se-
guenzzusammensetzung erlaubt, ist schwer oder gar nicht mdglich (siehe auch die entspre-
chende Anmerkung in Abschnitt 3.5.4). Diese Eigenschaft ist deshalb so wichtig, da es auch
maoglich sein sollte, beispielsweise die Glte eines Alignments von 20 tRNA-Sequenzen mit der
eines Alignments von 50 5S rRNA-Sequenzen vergleichen zu kbnnen. Die genannten Mal3e hin-
gegen erlauben nur einen Vergleich von Alignments genau einer Sequenz-Zusammensetzung.
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Damit ist eine Bestimmung der Alignment-Giite in Abh&ngigkeit von beispielsweise der Se-
quenz-Homologie nicht méglich. Aufgrund dessen werden die Eigenschaften dieser Mal3e im
Folgenden nicht weiter diskutiert.

Theoretisch bietet ein in Washietl & Hofacker (2004) beschriebener Ansatz, welcher urspriing-
lich der Vorhersage nicht-kodierender RNAs diente, eine Alternative. Hier wurde zunéchst mit
Hilfe von RNAALIFOLD eine Konsensus-MFE aus einem Alignment berechnet. Dann wur-

de das Alignment auf die dort beschriebene, spezielle Art und Weise mehrfach randomisiert
und jeweils erneut die RNALIFOLD-MFE bestimmt. Um die Signifikanz des ,echten® im
Gegensatz zu den zufalligen Energie-Werten zu bestimmen, wurden aus den entsprechenden
Werten sogenannte ,Z-Scores* bestimmt. Die Anwendung dieser Methode (implementiert in
ALIFOLDZ) verbietet sich hier jedoch schon alleine aufgrund der hohen Laufzeit pro Align-
ment. Zudem werden aufgrund des Randomisierungsschrittes bei aufeinanderfolgenden, aber
identischen Programmlaufen unterschiedliche Werte ausgegeben.

Im Folgenden werden die in dieser Arbeit verwendeten Mal3e (siehe Abschnitte 3.6 und 3.7) im
Detail erklart. Die Wahl fiel auf SPS (sowie SP8Is Sequenz-Maf und den SCI als Struktur-
Mal3. Zudem wurde zur Bestimmung der Sequenz-Homologie eines Alignments die APSI ver-
wendet. Diese Malie erfullen die Anforderung, dass die Werte normiert und in allen Fallen
gleich interpretierbar sind, d. h. ein Vergleich zwischen Alignments unterschiedlicher Sequenz-
Zusammensetzung ist maglich.

3.5.1 Sume-of-Pairs Score (SPS)

Die Sum-of-Pairs-Score (im Folgenden SPS genannt) ist ein sehr weitverbreitetes Mal3 zur Be-
wertung von Alignments (siehe u.a. Karplus & Hu, 2001; Lassmann & Sonnhammer, 2002;
Pollard et al, 2004). Sie wurde von Thompsaat al. (1999a) eingefiuhrt und im Programm

BALI _SCOREimplementiert (unglicklicherweise ist dieses Bewertungsmald genauso benannt,
wie die in den meisten Programmen genutzte Bewertungsfunktion, mit der versucht wird, die
Ahnlichkeiten in einer Spalte zu maximieren). Die SPS bestimmt den Anteil der zwischen
Referenz- und Test-Alignment identisch alignierten Reste und ist wie folgt definiert:

Gegeben sei ein Alignment miY Sequenzen und der Landé (Anzahl Spalten im Align-
ment). Wenn in Spalté zwei Reste der Sequenzgrund k£ genauso aligniert sind, wie im
Referenz-Alignment, dann igt;;, definiert als 1, anderenfalls als 0.

Die ,Score*” fur Spalte ergibt sich zu:

N N
S = Z Zpijk - (3.6)

J=1 k#j
Die SPS wird dann berechnet als:
M M,
SPS=>"5;/Y Su. (3.7)
=1 =1

M, ist hier die Anzahl Spalten des Referenz-Alignments, also die Ladnge des Referenz-
Alignments, unds,; ist die ,Score“S; der i-ten Spalte im Referenz-Alignment.
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Abbildung 3.10: Beispiel einer Fehlbewertung durch die Sum-of-Pairs-ScoreéDa bei der SPS alle

Reste identisch aligniert sein missen und der Struktur-Kontext nicht betrachtet wird, kann es im Ex-
tremfall dazu kommen, dass die SPS wie im gezeigten Beispiel einen Wert von Null annimmt. Hier sind
Referenz- und Test-Alignment strukturell gleich aligniert. Die unter den Sequenzen angegebene Struktur
liegt in der sogenannten Punkt-Klammer-Notation vor, in der Punkte nicht-gepaarten Bereichen entspre-
chen und jedes korrespondierende Klammerpaar einem Basenpaar entspricht. In Referenz- und Test-
Alignment sind gepaarte und ungepaarte Bereiche korrekt aligniert. Da aber keiner der Reste identisch
aligniert ist, ergibt sich eine SPS von Null.

Die SPS kann Werte zwischen 0 und 1 annehmen, je nachdem ob Referenz- und Test-Alignment
keinerlei oder volle Ubereinstimmung zeigen, womit sie als Mal3 der Sensitivitat auf Sequenz-
Ebene gelten kann. FUr einen maximalen SPS-Wert missen alle Reste zwischen Referenz- und
Test-Alignment identisch aligniert sein. Schon ein Versatz von einer Position gentuigt, um einen
Wert von Null zu erreichen, auch wenn durch diesen Versatz das Alignment struktureller Ele-
mente nicht beeintrachtigt werden sollte (siehe Abbildung 3.10 fiir ein Beispiel).

Diese Art der Bewertung, als auch die Implementatiorsalsl _SCOREDbesitzen weitere spe-

zielle Eigenarten. So werden Alignment-Spalten, die im Test-Alignment mehr als 20% Gap-
Symbole enthalten, nicht in die Berechnung mit aufgenommen, was unter Umstéanden dazu
fuhrt, dass selbst der Vergleich von einem identischen Referenz- und Test-Alignment zu Wer-
ten kleiner 1 fuhren kann. Weiterhin wird das Alignment eines Restes mit einem Gap genauso
gewichtet, wie ein Misalignment des Restes. Deshalb erfuhr die SPS in verschiedenen Bench-
marks immer wieder individuelle Anderungen (siehe beispielsweise Karplus & Hu, 2001; Lass-
mann & Sonnhammer, 2002).

3.5.2 COMPALIGN (SPS)

Das ProgramnCOMPALIGN ist im Programm-PakesQuiD (Eddy, 2005) enthalten. Es be-
rechnet die Ubereinstimmung (auch Identitat: ,Identity“) auf Sequenz-Ebene zwischen einem
Referenz- und Test-Alignment und ahnelt insofern der SPS. Die folgende Beschreibung ist dem
Quell-Code des Programms enthommen: Die Identitat zweier Alignment&/ndequenzen

ist definiert als durchschnittliche Identitat tber alle moglichgiVv — 1)/2 paarweisen Align-
ments. Diese wiederum ist folgendermalien definiert:

Gegeben seien zwei in der Referenz alignierte Sequenzend k-, sowie die beiden entspre-
chenden Sequenzeénundt, im Test-Alignment. TC (, Total Columns®) sei die Anzahl solcher
Spalten zwischek; und k,, die mindestens ein Nicht-Gap-Symbol enthalten. MC (,Matched
Columns®) ist die Anzahl Spalten, auf die eine der folgenden Aussagen zutrifft:
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e Zwei Nicht-Gap-Symbole it; undk, sind int; andt, genauso aligniert.
e Der Rest ink; ist genauso wie das entsprechende Symbaol mit einem Gap aligniert.

e Der Rest ink, ist genauso wie das entsprechende Symbgol mit einem Gap aligniert.

Die durchschnittliche Identitat zwischen zwei paarweisen Alignments ist dann definiert
als MC/TC.

COMPALIGN wird in Abschnitt 3.7.1 statBALI _SCORE(SPS) zur Berechnung der Sequenz-
Ubereinstimmung genutzt. Es lasst sich zeigen, d@s8PALIGN und BALI_SCcORE&hnliche
Werte erzeugen. Die Kurvenverlaufe bei Bewertung der Alignments sind ahnlich, mit dem Un-
terschied, dass die mitoMPALIGN berechneten Werte in den meisten Fallen geringer sind, als
die mitBALI _ScoREberechneten (Daten nicht gezeigt; siehe Dalli, 2006). Aufgrund der Ahn-
lichkeit der beiden Maf3e wird im Falle von den mit Hilfe vooMPALIGN berechneten Werten

im Folgenden auch vom SPS-Aquivalent SBi® Rede sein.

3.5.3 Average Pairwise Sequence Identity (APSI)

Die ,Average Pairwise Sequence Identity* (durchschnittliche paarweise Sequenzidentitat; im
Folgenden APSI genannt) ist ein Mal3 fur die Sequenz-Konservierung oder -Homologie inner-
halb eines Alignments bzw. innerhalb der Alignment-Spalten und wurde hier mit Hilfe des Pro-
grammsaLISTAT berechnet, welches im Palk®puiD (Eddy, 2005) enthalten ist. Wie der Name
besagt, ergibt sich die APSI fir ein Alignment nit Sequenzen aus dem Durchschnitt aller
N(N — 1)/2 paarweisen Sequenz-ldentitaten. Diese sind definiert als Quotient aus der Anzahl
der Ubereinstimmenden Positionen (inkl. Gap-Symbolen) und der kleineren Lange der beiden
nicht alignierten Sequenzen. Der Autor weist im Quell-Code des Programms darauf hin, dass
es theoretisch eine Vielzahl an mdglichen Nennern zur Berechnung der paarweisen ldentitat
gibt. Allerdings fuihrt eine andere als die hier getroffene Wahl entweder dazu, dass Alignments,
die artifiziell viele Gaps enthalten, sehr hohe Werte erhalten oder dass lokale Alignments, d. h.
solche von Fragmenten an lange Sequenzen, niedrige Werte erhalten.

3.5.4 Structure Conservation Index (SCI)

Der ,Structure Conservation Index* (im Folgenden SCI genannt) dient u.a. dazu, nicht-ko-
dierende RNAs in genomischen Alignments vorherzusagen (Washiatl 2005). Er ist ein

Mal fur die enthaltene oder erhaltene Sekundéarstruktur-Information in einem Alignment und
beschreibt, wie gut sich aus einem Alignment eine Konsensus-Struktur im Vergleich zu den
Einzelstrukturen vorhersagen lasst.

Der SCI basiert auf RNALIFOLD (Hofackeret al, 2002), mit dessen Hilfe die Konsensus-

MFE eines Alignments berechnet wird. Diese Pseudoenergie wird aus einer Kombination von
Thermodynamik und Kovarianz berechnet, wobei letztere dazu dient, kompensatorische und
konsistente Basenaustausche zu bewerten. Mit diesem Wert an sich lassen sich schon Align-
ments mit gleicher Sequenzzusammensetzung bewerten und untereinander vergleichen. Ein
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Abbildung 3.11: lllustration zur Berechnung des SCI. Mit Hilfe von RNAALIFOLD wird die Kon-
sensus-MFE des Alignments berechnet. Fir jede im Alignment enthaltene Sequenz wird separat mittels
RNAFoOLD (oder der RNAIB) die MFE bestimmt. Der Quotient aus Konsensus-MFE und den gemit-
telten Einzel-MFEs ergibt den SCI. Fir Details siehe Text.

Vergleich von Alignments unterschiedlicher Sequenzen ist allerdings nicht méglich. Deshalb
werden zudem die MFEs jeder im Alignment enthaltenen Sequenz mit Hilfe vonARNA
bzw. der RNA.IB (Hofackeret al., 1994; Hofacker, 2003) berechnet und gemittelt (siehe Ab-
bildung 3.11). Der Quotient aus Konsensus-Enefgieund gemittelten Einzel-Energiehs
ergibt dann den SCI:

SCl= E,/Es (3.8)

Der SCI kann Werte zwischen 0 und etwas gréf3er 1 annehmen. Ein Wert nahe 0 sagt aus,
dass anhand des Alignments keine Konsensus-Struktur vondRIRALD vorhergesagt werden
konnte. Ein Wert nahe 1 deutet hingegen auf eine konservierte Sekundarstruktur. Sollte der
Wert grof3er als 1 werden, so ist die Konsensusstruktur-Vorhersage zudem durch konsistente,
kompensatorische Basenpaaraustausche unterstutzt.

Der SCl ist damit ein MalR3, das ausschlie3lich auf Sekundarstrukturinformation beruht und kei-
nerlei Aussage uber das korrekte Alignment von nicht gepaarten Regionen macht. Weiterhin
bendétigt dieses Mal? kein Referenz-Alignment. Der SCI ist durch die gemittelten Einzel-MFEs
derart genormt, dass auch ein Vergleich von Alignments unterschiedlicher Sequenzzusammen-
setzung maglich ist.
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3.6 Benchmark| (BRAIliBase II)

Wie in Abschnitt 3.4 beschrieben, lasst sich eine Datenbank bestehend aus vielen Referenz-
Alignments, die in ihren Eigenschaften variieren sollen, nicht ohne weiteres mit Hilfe von
CONSTRUCT erstellen. Ein Ausweg stellt die Verwendung bereits publizierter, vertrauenswur-
diger Alignments mit sehr vielen Sequenzen dar, aus denen dann kleinere Sub-Alignments ge-
wunschter Eigenschaften generiert werden missen. Hierfur eignen sich theoretisch Alignments
aus Spezialdatenbanken, wie beispielsweise der 5S rRNA-Datenbank (SzystaisiZ002),
SRP-Datenbank (Rosenblatal., 2003), tRNA-Datenbank (Sprinzl & Vassilenko, 2005) oder
natirlich der Rfam (Griffiths-Jonest al., 2003, 2005). Auch wenn die Qualitat einiger der
enthaltenen Alignments zumindest anzweifelbar ist, haben sie den hier ausschlaggebenden Vor-
teil, sehr viele Sequenzen zu enthalten, was eine Kompilation von Sub-Alignments variierender
Eigenschaften erst ermdglicht.

In Kooperation mit Paul Gardrfeund Stefan Washiétientstand die Publikation Gardnetral.

(2005), in der bereits kompilierte Test-Sets aus den voran genannten Datenbanken zum Bench-
mark verwendet wurden. Im Anschluss an die Publikation durchgefiihrte weitergehende Ana-
lysen deckten jedoch Fehler in den verwendeten Programmen/Skripten auf, womit die in der
Publikation aufgefiihrten Daten und Diagramme zum Teil nicht korrekt sind. Die Schlussfolge-
rungen bleiben nur teilweise gultig. Im Folgenden werden Idee, Vorgehensweise und Ergebnisse
dargestellt, allerdings werden korrigierte und zum Teil erweiterte Daten verwendet.

3.6.1 Idee und Zielsetzung

Idee dieser Zusammenarbeit mit Paul Gardner und Stefan Washietl war es zu testen, bis zu
welchem Sequenz-Homologiegrad der Einsatz von reinen Sequenz-Alignment-Programmen fir
das RNA-Alignment-Problem noch sinnvoll ist bzw. ab welchem Sequenz-Homologiegrad es
notig ist, weitaus komplexere Struktur-Alignment-Programme zu nutzen, die auch die RNA-
Sekundarstruktur bertcksichtigen. Weiterhin sollte der Einfluss verschiedener Optionen auf die
Programme getestet werden.

Hierzu wurden aus bereits publizierten Alignments, die mdglichst viele Sequenzen enthiel-

ten, kleinere Referenz-Alignments generiert und zwar so, dass diese einen mdglichst weiten
Sequenz-Homologie-Bereich (gemessen in Form des APSI; siehe Abschnitt 3.5.3) abdecken.
Diese Alignments bzw. die zugehdrigen dealignierten Sequenzen wurden dann mit Hilfe der

zu testenden Programme wiederum aligniert. Die Gute der berechneten Test-Alignments wur-
de dann anhand der SPS (siehe Abschnitt 3.5.1) und des SCI (siehe Abschnitt 3.5.4) in Ab-
hangigkeit vom Sequenz-Homologiegrad (APSI bzw. Referenz-APSI) des jeweiligen Referenz-

Alignments (als ,richtige L6sung*) bewertet.

8 Department of Evolutionary Biology, University of Copenhagen
9 Institut fir Theoretische Chemie und Molekulare Strukturbiologie, Universitat Wien
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3.6.2 Referenz-Alignments

Als Referenz-Alignments konnte zum Teil auf bereits fur Washietl & Hofacker (2004) erstell-
te Test-Sets zurtickgegriffen werden. Dort wurden zur Erzeugung einer recht hohen Zahl von
Referenz-Alignments der Rfam-Datenbank Version 5.0 (hier Griffiths-Jenhak, 2003) fol-

gende Datenséatze enthommen:

e 5S51RNA (,Seed“-Alignment)
e tRNA (,Seed“-Alignment)
e U5 spliceosomale RNA (,Full“-Alignment)

e Group Il Intron (,,Full“-Alignment)

Das zunéchst ebenfalls verwendete und der SRP-Datenbank (Rosenala@003) entnom-

mene eukaryotische SRP-RNA-Set wurde (falschlicherweise) zu einem relativ frihen Zeitpunkt
aufgrund scheinbar mangelnder Alignment-Qualitat verworfen. Da dieser Fehleindruck durch
die in Abschnitt 3.6.4 beschriebenen Programm-Fehler begriindet war, wurde das SRP-RNA-
Set in die hier vorgestellten Ergebnisse wieder mit einbezogen.

Aus den genannten Datensatzen wurden auf folgende, in Washietl & Hofacker (2004) genauer
beschriebene Art und Weise Referenz-Alignments mit fixer Anzahl Sequénzen5 kon-

struiert: Im ersten Schritt wurden je Set mit Hilfe von BLASTST Cluster mit definierter
Sequenz-ldentitat erstellt. Der Sequenz-ldentitatsbereich wurde moglichst breit gewahlt, um
Referenz-Alignments fur jeden Sequenz-Homologie-Grad zu erhalten. Innerhalb dieser Cluster
wurden alle moglichen Kombinationen (mit gegebernigroerechnet, wovon dann zufallig eine

in Abhangigkeit von der Grol3e des Clusters gewahlte Anzahl extrahiert wurde. Hiermit sollte
eine maoglichst gleichméaRige Verteilung der Sequenzen aus den initialen Sets in den entstehen-
den Alignments gewahrleistet werden.

Hierdurch konnten pro RNA-Familie fliir = 5 ca. 100 Referenz-Alignments erstellt werden,

die einen durchschnittlichen SCI von 0,87 aufwiesen (siehe Tabelle 3.3). Die Zahl der Align-
ments ist wie zu erwarten nicht sehr gleichmaRig tber den Sequenzidentitatsbereich verteilt
(siehe Abbildung 3.12). So ergibt sich zwischen 50% und 70% APSI ein leichtes Maximum
und die Zahl der Alignments fallt unterhalb 50% stark ab. Dieser erste Datensatz (im Folgenden
auch Sequenz-Alignment-Datensatz genannt) wurde fur den Benchmark von reinen Sequenz-
Alignment-Programmen eingesetzt.

Fur den Benchmark der Struktur-Alignment-Programme musste ein reduzierter Datensatz er-
stellt werden, da diese Programme naturgemal aul3erst rechen- und speicherintensiv sind oder
ohnehin nur ein paarweises Alignment erlauben. Dieser zweite Datensatz bestand aus 118 paar-
weisen { = 2) tRNA-Referenz-Alignments mit einem durchschnittlichen SCI von 1,05 (siehe
ebenfalls Tabelle 3.3). Dadurch, dass hier nur je zwei Sequenzen miteinander kombiniert wer-
den mussten, ergab sich eine héhere Kombinationsvielfalt, was dazu fuhrte, dass Alignments
mit, im Vergleich zum vorgenannten Set, geringerer Sequenz-ldentiZii% APSI) erstellt

werden konnten. Dieser Datensatz wird im Folgenden auch Struktur-Alignment-Datensatz ge-
nannt.
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Tabelle 3.3: Anzahl Referenz-Alignments und durchschnittlicher SCI der Datensatzd-r das Set,

welches dem Benchmark der Sequenz-Alignment-Programme diente (in der Publikation ,data-set-1" ge-

nannt), wurden je RNA-Familie ca. 100 Alignments mit je finf Sequenzen erstellt. Das entsprechende Set
zum Test der Struktur-Alignment-Programme (,data-set-2") bestand aus paarweisen tRNA-Alignments.

SequenzAlignment-Datensatz  (,data-set-1%)

RNA Familie Anzahl @ SCI
Group Il Intron 92 0,71
5SrRNA 89 0,91
SRP RNA 93 0,81
tRNA 98 1,15
U5 RNA 109 0,77
> 481 0,87

Struktur -Alignment-Datensatz  (,data-set-2")
RNA Familie Anzahl © SCI
tRNA 118 1,05

25

7 Sequenz-Alignment-Datensatz (k5) 7 Struktur-Alignment-Datensatz (k2)

15 20
| |
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Abbildung 3.12: Histogramm der Alignment-Anzahl Uber den Sequenz-Homologie-Bereich.

Links: Die Anzahl Alignments ist nur leicht ungleichmafig Uber die Sequenz-ldentitat oder -Homologie
(gemessen als APSI) verteilt. Unterhalb 50% APSI ist die Erstellung entsprechender Subalignments mit
der im Text genannten Methode kaum noch mdgliekechts: Mit den paarweisen tRNA-Alignments

lasst sich eine Sequenzidentitat von fast 15% erreichen. (Man beachte, dass die Achsen der beiden Plots
nicht identisch skaliert sind.)

3.6.3 Eingesetzte Alignment-Programme

Eine detaillierte Auflistung aller eingesetzten Programme, der entsprechenden Versionen inkl.
verwendeter Optionen und Kommandozeilenparameter findet sich in Abschnitt 2.2.1. Abbil-
dung 3.13 zeigt eine Einteilung der Programme in Kategorien in Form eines Venn-Diagrammes.
Im Gegensatz zu der ublichen Vorgehensweise wurden nicht nur die Standard-Einstellungen
der Programme verwendet, sondern die Optionen soweit es sinnvoll erschien, variiert. Auf eine
gezielte Variation der Gap-Kosten wurde allerdings verzichtet.
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Abbildung 3.13: Venn-Diagramm der verwendeten Alignment-Programme.Ahnlich Thompson
et al. (1999a) sind hier die fur den Benchmark eingesetzten Sequenz- und Struktur-Alignment-Program-
me in die Ublichen Kategorien eingeteilt. Nach Gardsteal. (2005).

3.6.4 Eingesetzte Bewertungsmalie

In der Publikation Gardnegt al. (2005) kamen zur Bewertung der Alignments die SPS (siehe
Abschnitt 3.5.1) berechnet mit Hilfe voBaLI _SCORE (Thompsonet al,, 1999a), sowie der
SCI (siehe Abschnitt 3.5.4) berechnet mit Hilfe von RAN@AVashietlet al., 2005) zum Einsatz.
Die Sequenz-ldentitat in Form des APSI (siehe Abschnitt 3.5.3) wurde mit Hilfeu@sTAT
(Eddy, 2005) bestimmt.

Schon wéhrend der Arbeit an der Publikation waren mehrere Fehler in den Programmen be-
kannt. So werden beispielsweise Sequenz-Namen dspehD's SREFORMAT, welches zur
Formatierung der Alignments genutzt wurde, rechtsbiindig geschrieben, was nicht der Norm
entspricht. Dies ist allerdings erst in Kombination mit den Routinen zum Lesen von Align-
ments im Clustal-Format von RNA(gleiches gilt fir RNAALIFOLD) fatal, da diese die so
formatierten Dateien anstandslos lesen, jedoch falsche Werte (ohne einen Programmabbruch)
ausgeben. So mussten nicht nur fur die Ausfuhrung der Alignment-Programme Skripte ent-
worfen werden (siehe Abschnitt 3.2), sondern auch fir die Programme, welche der Bewertung
der Alignments dienten. Eines dieser Skripte, welches der Berechnung der Sequenz-ldentita-
ten diente, war jedoch teilweise inkompatibelsQuiD's ALISTAT. Dies fuhrte dazu, dass die
Sequenz-ldentitdten (APSI) in der genannten Publikation nicht korrekt sind, womit sich auch
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die dort gezeigten, sehr niedrigen APSI-Werte erklaren lassen. Der Fehler wirkte sich aller-
dings nur bei dem Sequenz-Alignment-Datenset aus. Da die Sequenz-Identitaten der Referenz-
Alignments betroffen sind, wirkte sich der Fehler auf alle Programme gleichermal3en aus.

Ein weiterer Fehler in RNA (bzw. der RNA.IB) fuihrt dazu, dass die Energie von Sequen-
zen, welche in Kleinbuchstaben vorliegen, falsch berechnet werden, da Tetra-Loop-Energien
im Programm (bzw. der RNIAB) durch Grol3-/Kleinschreibung-sensitiven Vergleich mit einer
Liste bekannter Tetra-Loops berechnet wetedamit wiirde auch der SCI u.U. inkorrekt be-
rechnet. Im vorliegenden Fall wirkte sich zumindest dieser Fehler nicht aus, da alle Sequenzen
in GroRbuchstaben vorlagen.

Im Folgenden werden nur Daten gezeigt, welche nach der Publikation neu berechnet wurden.
Fur die Berechnung des SPS wurde hier weiterhin BAliScore benutzt, fir die Berechnung des
SCI jedoch das in Abschnitt 3.7.4 vorgestellte Progragoir.

3.6.5 Benchmark der Sequenz-Alignment-Programme

Es bietet sich an, das Abschneiden der Programme (gemessen als SCI oder SPS) gegen den
Sequenz-Homologiegrad (gemessen als APSI) des Referenz-Alignments aufzutragen. Die so
erzeugten Plots zeigen allerdings eine starke Streuung (siehe Abbildung 3.14), da die Qualitat
der erzeugten Alignments nur bedingt vom Sequenz-Homologiegrad abzuh&ngen scheint. So
gibt es beispielsweise recht Sequenz-homologe Sets, bei demd1L RN (wie spater gezeigt,

als ,gutes” Programm) schlecht-bewertete Alignments erzeugt, bzw. auch sehr divergente Sets,
die PROALIGN unerwartet gut aligniert. Beides ist in Abbildung 3.14 zu erkennen. Aufgrund
der recht starken Streuung war es notig, die Plots mit Hilfe der Lowess-Funktion (siehe Ab-
schnitt 2.5) zu glatten. Der in dieser Abbildung gezeigte Kurvenverlauf ist typisch, wenn der
SCI als Bewertungsmalf3 verwendet wird, und zeigt sich bei anderen Programmen, wenn auch
verschoben, ebenfalls (siehe Abbildung 3.15 oben).

Dort sind aus Griinden der Ubersicht nur die Standard-Optionen der Programme aufgefiihrt, es
sei denn, eine andere Optionswahl stellte sich laut des spater gezeigten Rankings (siehe Tabel-
le 3.4) als eindeutig besser heraus, wie im Falle von POA (g,p)OFFEE (c) und PCMA
(agi20). Der Kurvenverlauf bei Verwendung des SPS ist &hnlich, wenn auch um einiges gleich-
mafiger (siehe Abbildung 3.15 unten). In beiden Fallen lasst sich erkennen, dass die Program-
me ab einer Sequenz-Homologie groflier 75% nahezu gleich gut abschneiden, wenn man von
MAFFT, dessen Alignments deutlich schlechter bewertet werden, absieht. Bei der SCI-Be-
wertung ergibt sich an dieser Stelle sogar ein leichtes, unerwartetes Maximum, welches kein
Artefakt der Lowess-Glattung ist, wie in Abbildung 3.14 beispielhaft zu erkennen ist. Fallt der
Referenz-APSI unter 75%, so fallt auch die Leistung der Programme deutlich ab. Ab einem
APSI von 70% liegen die SCI-Werte der Programme im Vergleich zum Referenz-SCI klar nied-
riger. Im Falle der SCI-Bewertung ergibt sich ein Plateau zwischen etwa 50% bis 65% APSI.
Bei einem Homologiegrad von etwa 50% zeigt sich ein erneuter Abfall der Alignment-Giite,
wobei dieser bei Anwendung des SPS nicht so deutlich ausfallt. Im Falle des Referenz-Align-
ment-SCI zeigt sich nun auch die Auswirkung einer aufgrund der Sequenz-Divergenz erhéhten

10 pers. Komm. Stefan Washietl
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Abbildung 3.14: Streuung der Datenpunkte und Lowess-GlattungUm die Streuung der Datenpunk-

te zu demonstrieren, ist hier beispielhaft die Leistung vewALIGN gezeigt (angewendet auf das Se-
guenz-Alignment-Datenset; aufgetragen als SCI gegen die Sequenz-ldentitat des Referenz-Alignments).
Jeder Punkt entspricht einem Alignment. Der Kurvenzug entspricht der Lowess-Funktion, berechnet mit
einem Glattungsfaktor von 0,3.

Zahl von kompensatorischen Basenpaaraustauschen, welche einen Anstieg statt eines weiteren
Abfalls bewirkt.

Wie die Plots zeigen, schneidet MAFFT deutlich schlechter ab, als alle anderen Program-
me. Gefolgt wird es von DIALIGN und AIGN-M, deren Alignments ebenfalls durchgehend
schlecht bewertet werden. Die Leistung von PCMA féllt mit sinkender Sequenz-Homologie
(APSI<0,55) drastisch ab. Alignments erstellt minNDEL zeigen fiir divergente Sequenzen
eine Uberdurchschnittliche SPS, wohingegen der SCI-Kurvenverlauf eher unterdurchschnittlich
erscheint. POA, ROALIGN und RRRN hingegen gehoéren zu den am besten bewerteten Pro-
grammen.

Um eine quantitativere Analyse zu ermdglichen, wurde eine Rangfolge erstellt, die auf dem Pro-
dukt von SPS und SCI basiert (siehe Tabelle 3.4). Um die Leistungsunterschiede bei verschie-
denen Homologie-Graden abbilden zu kénnen, wurden hierfir anhand der in Abbildung 3.15
gezeigten Kurvenverlaufe (bzw. Abbildung 2 in Gardetal., 2005) drei Homologie-Gruppen
abgegrenzt:

e Hohe Sequenzhomologie: Referenz-ARSt 75%
e Mittlere Sequenzhomologie: 55%= Referenz-APSk75%
e Geringe Sequenzhomologie: Referenz-ARI5%
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Abbildung 3.15: Leistung der Sequenz-Alignment-Programme in Abhangigkeit von der Sequenz-
Homologie der Referenz-AlignmentsDie beiden Abbildungen zeigen die Leistung einer Auswahl der
Sequenz-Alignment-Programme (siehe Text) bei Anwendung auf das Sequenz-Alignment-Datenset (mit
je funf Sequenzen). Aufgetragen ist als Bewertungsmaf3 derdd€hy bzw. SPS (nten) gegen die Se-
quenz-ldentitéat (APSI) des jeweiligen Referenz-Alignments. Beide Plots wurden mit Hilfe der Lowess-
Funktion und einem Faktor von 0,3 geglattet. Die negativen Werte im SCI-Plot unter eines APSI-Wertes
von 0,4 sind ein Artefakt der Lowess-Glattung. Siehe Abschnitt 2.2.1 fir eine Erklarung der in Klammern
aufgefuhrten Optionskirzel.
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Tabelle 3.4: Durchschnittlicher SCI und SPS aller mit Hilfe des Sequenz-Alignment-Datensatzes
getesteten ProgrammeDie Range wurden anhand des Produkts von SCI und SPS innerhalb jeder der
drei Homologie-Gruppen bestimmt. Die ersten zehn Range sind jeweils fett markiert. Fur eine Erklarung
der in Klammern aufgefiihrten Optionskirzel siehe Abschnitt 2.2.1.

Programm/Option Hoch-homolog Medium-homolog Niedrig-homolog

(Ref.-APSI>= 75%) (55% <= Ref.-APSI< 75%) (Ref.-APSI< 55%)

SCI SPS Rang SCI SPS Rang SClI SPS Rang
Referenz 0,9518 1,0 N/A 0,8150 1,0 N/A 0,8504 1,0 N/A
ALIGN-M (1) 0,9532 0,9239 18 10,8033 0,6053 24 10,5236 0,3351 26
ALIGN-M (2) 0,9532 0,9239 17 10,8033 0,6053 23 0,5236 0,3351 25
ALIGN-M (3) 0,9522 0,9166 22 10,7828 10,5536 31 0,5090 0,3207 29
ALIGN-M (4) 0,9522 0,9166 21 0,7828 0,5536 30 0,5090 0,3207 28
ALIGN-M (5) 0,9388 0,8698 33 0,7770 10,5592 29 0,4828 10,3393 27
CLUSTALW 0,9561 0,9410 5 10,8345 0,7112 1 0,6179 0,4811 13
CLUSTALW (qt) 0,9592 0,9466 1 0,8338 0,7012 5 0,5919 10,4743 16
DIALIGN 0,9507 0,9185 20 0,7864 0,5777 27 05091 0,3194 30
DIALIGN (it) 0,9452 0,8875 31 0,7734 10,5263 32 0,4867 0,2929 31
DIALIGN (it,0) 0,9402 0,8765 32 0,7567 0,4888 34 0,4804 0,2624 35
DIALIGN (o) 0,9460 0,9141 24 0,7883 0,6035 26 0,5256 10,3782 21
HANDEL 0,9510 0,9114 23 0,8194 0,6253 20 10,6401 10,4342 17
MAFFT (fftnsi) 0,9187 10,8180 37 0,7277 10,4385 37 10,4909 0,2242 37
MAFFT (fftns) 0,8823 10,7471 38 0,7017 0,3956 38 0,4692 0,1928 38
MAFFT (nwnsi) 0,9337 0,8657 35 0,7502 0,4724 35 0,5149 0,2470 34
MAFFT (nwns) 0,9312 10,8631 36 0,7427 0,4538 36 0,4996 0,2242 36
MUSCLE 0,9536 0,9325 15 0,8416 10,6831 8 0,6621 0,5144 5
MUSCLE (mi32) 0,9535 0,9328 13 0,8417 10,6819 9 0,6606 0,5160 4
MUSCLE (mi32,mt6) 0,9535 0,9328 12 0,8417 10,6818 10 0,6604 0,5157 6
MUSCLE (mt6) 0,9536 0,9326 14 0,8416 0,6831 7 0,6616 0,5144 7
MUSCLE (nj) 0,9533 0,9372 10 0,8237 0,6528 16 0,6479 0,5106 10
MUSCLE (nj,mi32) 0,9534 10,9372 8 10,8239 10,6525 18 10,6470 0,5100 12
MUSCLE (nj,mi32,mt6) 0,9534 0,9372 7 0,8239 0,6526 17 0,6471 10,5100 11
MUSCLE (njmt6) 0,9533 0,9372 9 10,8237 10,6528 15 0,6479 05106 9
PCMA 0,9561 0,9410 4 0,8306 0,7000 6 0,5263 0,3432 24
PCMA (agi20) 0,9561 0,9410 3 0,8344 10,7110 2 05628 0,3997 18
PCMA (agi60) 0,9560 0,9410 2 0,8144 10,6674 14 0,5269 0,3502 23
POA 0,9471 0,8859 30 10,7899 0,5621 28 10,4887 0,2853 32
POA (0) 0,9563 0,9202 19 0,8215 10,6420 19 10,6412 10,4434 15
POA (g,p) 0,9566 0,9284 16 0,8397 0,6617 13 0,6734 0,4934 8
POA (p) 0,9482 0,8951 29 0,8042 0,5953 25 0,5302 0,3502 22
PROALIGN 0,9583 0,9354 6 0,8438 0,6946 3 0,6693 0,5311 3
PRRN (S10) 0,9461 0,9118 26 10,8492 0,6660 11 0,7038 10,5513 1
PRRN 0,9455 0,9129 25 10,8467 0,6637 12 0,6933 10,5328 2
T-COFFEE 0,9519 0,9062 28 0,8240 0,6073 22 0,5817 0,3651 20
T-COFFEE(C) 0,9571 0,9319 11 0,8457 0,6923 4 0,6271 0,4662 14
T-CoFrFeE(f) 0,9519 0,9062 27 0,8240 0,6073 21 0,5817 0,3651 19

T-COFFEE(S) 0,9409 0,8647 34 0,7865 0,5069 33 0,5241 0,2502 33
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In der Tabelle sind im Gegensatz zu den vorgenannten Plots alle verwendeten Programm-
Optionen aufgefihrt. In den meisten Fallen hat ein Optionswechsel allerdings nur gering-
fugige Auswirkung auf die Leistung des entsprechenden Programms. Eine der Ausnahmen
stellt T-Correedar, welches deutlich besser abschneidet, wenn di®@fFFEEBIbliothek mit
paarweisen CUSTALW-Alignments gefllt wird [T-GFFEE (c) statt (f) oder (s); siehe Ab-
schnitt 2.2.1]. Weiterhin werden mit POA erstellte Alignments besser bewertet, wenn diese
global und progressiv erstellt werden.

Im interessanten niedrig-homologen Bereiche zeigt sich, dags,PPROALIGN, MUSCLE

und POA am besten abschneiden. Dabei ist auffallig, dass dies fur MUSCLE nur dann gilt,
wenn es als Clustering-Methode UPGMA (Standard) statt Neighbour-Joining benrikat. P
scheint erst im niedrig-homologen Bereich im Vergleich zu den anderen Programmen gute
Alignments zu erzeugen. Die Leistung vonSTALW ist tberdurchschnittlich, l&asst im nied-
rig-homologen Bereich aber vergleichsweise nach. EingegALIGN rangiert in allen drei Ho-
mologie-Gruppen konsistent unter den ersten zehn Réngen.

3.6.6 Benchmark der Struktur-Alignment-Programme

Da echte Struktur-Alignment-Programme in den meisten Fgdensenur ein paarweises
Alignment erlauben oder diese Vereinfachung des Alignment-Problems aufgrund des extremen
Ressourcen-Verbrauchs geboten ist, konnten die eingesetzten Programme nur auf das paarweise
Datenset (Struktur-Alignment-Datenset) angewendet werden. Die Qualitat der erzeugten Align-
ments wurde wiederum mit der SPS und dem SCI in Abhangigkeit von der Sequenz-Homologie
des Referenz-Alignments in Form des APSI gemessen (siehe Abbildung 3.16).

Um einen direkten Vergleich mit den zuvor getesteten Sequenz-Alignment-Programmen zu
gewabhrleisten, wurden die Werte der als ,gut* identifizierten Programmes@LW und
PROALIGN in die Plots mit aufgenommen.

Sowohl bei den mit Hilfe des SCI, als auch mit Hilfe der SPS bewerteten Alignments zeigt sich
ein anderer Kurvenverlauf, als bei dem zuvor verwendeten Sequenz-Alignment-Datenset. Hier
scheint der Sequenz-Homologie-Grad von ca. 55% APSI in beiden Féallen ein erster Schwellen-
wert zu sein. Im Falle der SPS ist diese Grenze besonders deutlich ausgepréagt. Bis zu diesem
Wert sind auch die Sequenz-Alignment-Programme noch sehr hochbewertet, fallen danach aber
deutlich ab, wobei CUSTALW starker als ROALIGN betroffen ist, dessen Leistung bei 40%
APSI einen weiteren Schwellenwert aufweist.

FOLDALIGN, PmMcoMP und DyNALIGN zeigen ab einem Sequenz-Homologie-Grad von
ca. 60% APSI einen steigenden SCI und setzten sich damit hier von den anderen Program-
men ab. IYNALIGN erzeugt ab ca. 50% APSI sogar Alignments, deren SCI durchschnittlich
hoher als der der Referenz liegt. Dies geschieht jedoch auf Kosten der Sequenz-Komponen-
te, denn betrachtet man die SPS, so schneideiADIGN von Beginn an sehr schlecht ab.
FOLDALIGN hingegen zeigt auch hier eine gleichmafig hoch bleibende Leistung, wohinge-
gen RvcoMp schon leicht abféllt. Wie zu erwarten ist die schnellere Variante vaodmp

(hier alsfast gekennzeichnet), welche die Basenpaarungsmatrizen als kondensierte Vekto-
ren ahnlich dem Sequenz-Alignment aligniert, schlechter als die Standard-Variante. Die Leis-
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tung der ,schnellen“ Variante ist bei Anwendung der SPS jedoch immer noch vergleichbar mit
DYNALIGN . Uberraschend ist die schlechte Leistung vare@Loc. Dessen Kurvenverlaufe
ahneln stark denen der Sequenz-Alignment-Programme. Die Opttm&nundfast unter-
scheiden siclde factonicht.

Es lasst sich festhalten, dass 60% APSI zumindest flr das paarweise Alignment ein Kklarer
Schwellenwert zu sein scheint. Ab diesem Wert erzeugen auch die besseren Sequenz-Align-
ment-Programme deutlich schlechtere Alignments, wohingegen der SCI der mit Struktur-Align-
ment-Programmen erzeugten Alignments stei@iLBALIGN scheint als einziges dieser Pro-
gramme die richtige Balance zwischen Sequenz- und Struktur-Bewertung zu finden.

3.6.7 Anwendungen

Da mit der vorgenannten Verdéffentlichung der erste systematische Benchmark von Alignment-
Programmen angewendet auf RNAs publiziert war, stand somit auch erstmals die Mdglichkeit
zur gezielten Optimierung von Programmen und deren Parametern fur das RNA-Alignment
zur Verfigung. Gleichzeitig konnte die Leistung neu entwickelter Programme mit den hier ge-
testeten verglichen werden, wie beispielsweiseTliARA in Bauer et al. (2005) geschehen.
Weiterhin lassen sich systematische Fehler verfolgen.

So war es beispielsweise unter Verwendung dieses Benchmarks moéglich, mehrere Fehler und
Eigenarten in frihen BRAL-Versionen (Dalli, 2006) aufzudecken. Weiterhin wurden hiermit
die Programm-Parameter optimiert (siehe ebenfalls Dalli, 2006).

Die aul3erordentlich schlechte Leistung von MAFFT bewegte den Autor des Programms dazu,
die publizierten Daten als Ausgangspunkt zur Parameter-Optimierung zu nutzen. Es stellte sich
dabei heraus, dass die Standard-Einstellungen der beiden Gapkosten-Paspraetkep fur

MAFFT erheblich zu niedrig lagen (siehe auch Anmerkung auf der MAFFT-Homépaelet

meist schief wegen sonderzeichen ). Die neuen, optimierten Parameter haben als Standard-
Einstellung neben weiteren Verbesserungen Einzug in die Version 5 von MAFFT (&iaibh

2005) erhalten. Dass diese einen erheblichen Einfluss auf die Leistung von MAFFT haben,
wird in Abschnitt 3.7.8 gezeigt. Der Autor konnte zudem zeigen, dass sich die Gap-Parameter
von CLUSTALW und RRRN ebenfalls verbessern las$érDiese Idee wird in Abschnitt 3.7.9
aufgegriffen.

11 hitp://www.biophys.kyoto-u.ac.jp/ katoh/programs/align/mafft/
12 pers. Komm.
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Abbildung 3.16: Leistung der Struktur-Alignment-Programme in Abhangigkeit von der Sequenz-

Homologie der Referenz-AlignmentsDie beiden Abbildungen zeigen die Leistung der Struktur-Align-
ment-Programme bei Anwendung auf das Struktur-Alignment-Datenset (mit je zwei Sequenzen). Zum
Vergleich wurden die Leistungen vonLGsTALW und PROALIGN, die zuvor als gute Sequenz-Align-
ment-Programme identifiziert wurden (siehe Tabelle 3.4) hinzugefligt. Aufgetragen ist als Bewertungs-
mafd der SCldgben) bzw. SPS ((nten) gegen die Sequenz-ldentitat (APSI) des jeweiligen Referenz-
Alignments. Beide Plots wurden mit Hilfe der Lowess-Funktion und einem Faktor von 0,3 geglattet.

Siehe Abschnitt 2.2.1 fr eine Erklarung der in Klammern aufgefiihrten Optionskiirzel.
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3.7 BenchmarklIl (BRAIliBase V)

3.7.1 Idee und Zielsetzung

Der in Abschnitt 3.6 und in Gardnet al. (2005) beschriebene Benchmark ist der erste sys-
tematische Benchmark von Alignment-Programmen angewendet auf RNA-Sequenzen. Einige
Fragen konnten dort jedoch nicht untersucht werden. So liel3 sich der Einfluss der Sequenzzahl
auf die Leistung der Programme nicht messen, da nur Referenz-Alignments mit jeweils funf Se-
guenzen erzeugt wurden (bzw. zwei fir das strukturelle tRNA-Set). Weiterhin wurde dort nur
eine beschrénkte Auswahl an RNA-Familien verwendet. Damit besteht theoretisch die Moglich-
keit, dass sich die Leistung der Programme bei Anwendung auf Sequenzen anderer RNA-Fa-
milien (mit entsprechend anderer Basenzusammensetzung, anderer durchschnittlicher Sequenz-
Lange etc.) andern konnte. Zudem waren zwei der zur Erstellung der Referenz-Alignments er-
stellten Sets (U5 spliceosomale RNA und Group Il Intron) ,Full“-Alignments der Rfam, die
nicht manuell gewartet, sondern durch das ProgramARERNAL erstellt wurden und damit

sogar potentiell nicht zugehdrige Sequenzen enthalten kdnnten.

Aus diesem Grund wurde eine Fortsetzung der Arbeit angestrebt mit dem Ziel, garantiert
hoch qualitative Referenz-Alignments vieler RNA-Familien mit unterschiedlicher Sequenz-
Zahl zu erstellen. Diese wurde eingesetzt, um die vorigen Ergebnisse zu validieren, den Einfluss
der Sequenzzahl zu bestimmen (siehe Abschnitt 3.7.6) und statistische Rangtests durchzufiih-
ren. Weiterhin wurde eine Parameter-Optimierung einiger Programme durchgefthrt (siehe Ab-
schnitt 3.7.9) und der Einfluss von verschiedenen Substitutionsmatrizen (siehe Abschnitt 3.7.7)
untersucht.

Die grundlegende Bewertung der Alignments erfolgte wie in Abschnitt 3.6.1 beschrieben. An-
hand der erstellten Referenz-Alignments wurde die (Referenz-)Sequenzhomologie (als APSI)
bestimmt. Die Sequenzen der Referenz-Alignments wurden dann durch die zu testenden Pro-
gramme aligniert und das resultierende Alignment mit Hilfe der in Abschnitt 3.7.4 genannten
Bewertungsmalie bewertet.

3.7.2 Referenz-Alignments

Zur Erstellung der Referenz-Alignments wurden ausschlief3lich ,Seed“-Alignments der Rfam-
Datenbank (hier Version 7.0; Griffiths-Jonetal, 2005) verwendet, da diese der Literatur ent-
nommen und manuell gepflegt werden, womit sie im Vergleich zu denNRERNAL erstellten
~Full“-Alignments eine recht hohe Qualitat aufweisen sollten.

Da zur Konstruktion der Referenz-Alignment-Sets ein ausreichend hoher Pool an Sequenzen in
den ,Seed“-Alignments enthalten sein muss, wurden von vorneherein nur solche Alignments
berticksichtigt, die mehr als 50 Sequenzen enthielten.

Mit wachsender Sequenz-Lange leidet die Qualitat thermodynamischer Strukturvorhersagen
(siehe beispielweise Doskt al, 2004; Mathewset al, 1999), da beispielsweise kinetische
Effekte bei der RNA-Faltung eine grof3er werdende Rolle spielen. Da erneut der SCI zur Bewer-
tung der Alignments herangezogen werden sollte, musste gewahrleistet sein, dass die Qualitat
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Tabelle 3.5: Auflistung der verwendeten ,Seed“-Alignments aus der Rfam Version 7.@Aufgefihrt
sind das Kirzel der RNA-Familie, die Accession-Nummer, die Anzahl der enthaltenen Sequenzen, die
durchschnittliche Sequenzlange, der APSI, sowie eine Kurzbeschreibung der RNA-Familie.

Name Accession #Seq.oLange APSI[%] Beschreibung

5S_rRNA RF00001 602 116 59 5Sribosomale RNA

5 8S_rRNA RF00002 63 142 76 5.8 Sribosomale RNA

Cobalamin RF00174 171 204 46 Cobalamin Riboswitch
Entero_ 5 CRE RF00386 65 88 84 Enterovirus 5’ Kleeblatt CRE
Entero_CRE RF00048 56 61 81 Enterovirus CRE

Entero_OriR RF00041 60 118 87 Enteroviral 3' UTR Element

gevT RF00504 117 101 51 GcvT Element

Hammerhead 1 RF00163 75 81 61 Hammerhead Ribozym (type I)
Hammerhead_3 RF00008 84 55 72 Hammerhead Ribozym (type IlI)
HCV_SLIV RF00469 110 36 88 HCV Stem-loop IV

HCV_SLVII RF00468 63 64 78 HCV Stem-loop VI

HepC_CRE RF00260 52 51 84 HCVCRE

Histone3 RF00032 64 26 78 Histone 3' UTR Stem-loop
HIV_FE RF00480 853 51 91 HIV Ribosomales Frameshift Signal
HIV_GSL3 RF00376 1404 79 88 HIV gag Stem-loop 3

HIV_PBS RF00375 388 91 84 HIV Primer Bindestelle
Intron_gpll RF00029 116 76 55 Group Il katalytisches Intron
IRES_HCV RF00061 823 201 91 HCVIRES

IRES_Picorna RF00229 208 213 82 Picornavirus IRES

K_chan_RES RF00485 85 113 64 Kalium-Kanal RNA Editing Signal
Lysin RF00168 60 182 49 Lysin Riboswitch

Retroviral_psi RF00175 173 104 87 Retrovirales Psi Packaging Element
SECIS RF00031 64 64 44 SECIS

sno_14q_1_lI RF00181 59 75 66 C/D box snoRNA 14q(l)/14q(ll)
SRP_bact RF00169 70 98 52 Bakterielle SRP RNA

SRP_euk _arch  RF00017 71 297 49 Eukaryotische SRP RNA

S _box RF00162 71 110 67 SAM Riboswitch (S-box Leader)
T-box RF00230 67 244 44 T-box Leader

TAR RF00250 426 56 91 Trans-Activation Response Element (TAR)
THI RFO00059 237 110 52 TPP Riboswitch (THI Element)
tRNA RF00005 1114 71 43 tRNA

Ul RF00003 54 155 59 U1 spliceosomale RNA

U2 RF00004 77 173 60 U2 spliceosomale RNA

U6 RF00026 53 106 79 U6 spliceosomale RNA

UnalL2 RF00436 144 54 76 Unal2 line 3'-Element

yybP-ykoY RF00080 74 128 45 yybP-ykoY Element

dieses auf Thermodynamik beruhenden Bewertungsmales nicht durch Verwendung zu grof3er
Sequenzlangen negativ beeinflusst wird. Deshalb wurden nur solche Alignments verwendet, de-
ren durchschnittliche Sequenz-Lange nicht iber 300 Nukleotiden lag. Somit kamen ausschliel3-
lich die in Tabelle 3.5 aufgefuhrten ,Seed“-Alignments der Rfam zum Einsatz.

Diese Alignments besitzen (im Gegensatz zu den ,Full*-Alignments) nur in den wenigsten
Fallen eine ausreichend hohe Anzahl von Sequenzen, um wie in Abschnitt 3.6 beschrieben
Referenz-Alignments mit vorgegebener Anzahl von Sequenzen mit Hilfe von BICAGIT
erstellen zu kdnnen. Stattdessen wurde ein ,naiver‘ kombinatorischer Ansatz verfolgt, der im
Folgenden beschrieben wird (siehe auch Abbildung 3.17 und Abbildung 3.18).
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Input : Alignment: SeedAln

Output : Gewiinschte Subalignments

Global : Gewiinschte Sequenzzahl kK*
Losungskandidat Kandidat* (Menge aus Sequenzen)
SCI-Schwellenwert SciThresh*
APSI-Bereich ApsiRange*

1 SCI-Schwellenwert SciThresh* < 0.6

2 foreach k* € {2,3,5,7,10,15} do

3 for MaxApsi < 95 to 20 step —10 do

4 MinApsi < MaxApsi — 10

5 APSI-Bereich ApsiRange* «— (MinApsi, MaxApsi)

6 Losungskandidat Kandidat* « ()

7 SeqgPool «— Alle SequenzPaare SP € SeedAln mit MinApsi < Apsi(SP) + 10% < MaxApsi
8 Entferne doppelte Eintrige aus SeqPool

9

SeqldListe « GreedyRecRandComb (SegPool )

10 if SeqldListe # () then
11 Sichere Alignment aus SeqldListe
12 SegPool — SeqgPool\SeqldListe

Abbildung 3.17: Algorithmus zur Kompilation der Referenz-Alignments. Mit Hilfe dieses im
Pseudo-Code angegebenen Algorithmus wurden die Referenz-Alignments durch Neukombination der
Rfam-,Seed“-Alignments erstellt. Alignments fir einen bestimmten Sequenz-Homologie-Bereich (Apsi-
Range in Zeile 5) wurden dabei aus solchen Sequenz-Paaren bzw. Sequenzen neu kombiniert, die
untereinander selber in etwa die gewlnschte Sequenz-Homologie besalRen. Allerdings wurde fur die
Paare eine Abweichung vo#t10% APSI zugelassen (Zeile 7), um eine hohere Kombinationsviel-

falt zu erreichen. Globale Variablen sind mit einem hochgestellten Stern versehen. Die Prozedur
GreedyRecRandComb (Zeile 9) ist in Abbildung 3.18 erlautert.

Ziel war es Sub-Alignments aus den in Tabelle 3.5 aufgefiihrten Alignments fir jede Sequenz-
zahlk € {2,3,5,7,10,15} zu erzeugen, die in ihrer Gesamtheit einen mdglichst weiten Se-
guenzhomologie-Bereich abdecken. Beginnend bei 95% wurden in Intervallen von je 10% alle
Sequenzpaare bestimmt, deren APSI #11i0% Abweichung innerhalb dieser Intervallgrenze

lag (siehe Abbildung 3.17). Aus der entstehenden Liste wurden alle doppelten Eintrége entfernt.
Der resultierende Sequenzpbolurde in einem rekursiven Ansatz (siehe Abbildung 3.18)
verwendet, um die gewtinschte Anzahl Sequenzen so zu kombinieren, dass ihr APSI wieder-
um im gewinschten Intervall lag. Um eine gewisse strukturelle Konservierung sicherzustellen,
mussten die entstehenden Sub-Alignments einen>5QJ6 aufweisen, ansonsten wurden sie
verworfen. Um zu vermeiden, dass bestimmte Sequenzen gehauft vertreten sind, wurden Se-
guenzen, die einmal in einem solchen APSI-Intervall (%) verwendet wurden, aus der fur

eine weitere Lésung zur Verflgung stehenden Menge an Sequenzen entfernt. Anhand der ge-
nerierten Sequenz-ID-Listen wurden die entsprechenden Sequenzen inklusive Gaps zu einem
neuen Alignment zusammengefasst und alle Spalten, die nur aus Gaps bestanden, entfernt.

13 Die Pool-GréRe musste auf 900 Sequenzen beschrankt werden, da die Rekursion aufgrund des hohen Speicher-
bedarfs bei mehr als 900 Elementen abbrach (Tcl-Fehlermeldung: ,too many nested evaluations (infinite
loop?)").
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Input : Pool zur Verfligung stehender Sequen3emPool
Output : Glltige Losungsmenge aus Sequenzen oder leere Menge
Global : Gewiinschte Sequenzzati
Losungskandidakandidat* (Menge aus Sequenzen)
SCI-SchwellenwersciThresh*
APSI-BereichApsiRange*

1 while|SeqPool| > k* do
2 if [Kandidat*| == k* then
3 if Apsi ( Kandidat*) in ApsiRange* and Sci ( Kandidat*) > SciThresh* then
4 | return Kandidat*
5 else
6 L return
7 dse
8 Ziehe und entferne zufallig SequeSzausSeqgPool
9 Kandidat* « Kandidat* U S
10 SeqldListe +— G eedyRecRandConb( SeqPool )
11 if SeqldListe # @ then
12 | return SeqldListe
13 else
14 | Kandidat* — Kandidat*\S
15 return

Abbildung 3.18: Rekursiver Teil des Algorithmus zur Kompilation der Referenz-Align-

ments (GreedyRecRandComb). Die Prozedur wird initial vom Algorithmus zur Kompilation der Re-
ferenz-Alignments (siehe Abbildung 3.17) aufgerufen. Sollte die als Losungskandidat zur Verfigung
stehende Menge an Sequenzen, die nétige Anzahl an Sequenzen enthalten (Zeile 2), so wird getestet,
ob sie eine korrekte Lésung darstellt (Bedingung in Zeile 3) und entsprechend die Lésung oder die lee-
re Menge zurlickgegeben. Anderenfalls wird der genannten Menge eine zuféllige Sequenz aus dem zur
Verfligung stehenden Pool an Sequenzen hinzugefligt. Um zu testen, ob hierdurch eine gultige Lésung
erstellt wurde, ruft sich die Prozedur anschlieend selbst auf (Zeile 10). Falls ja, wird die entsprechende
Liste aus Sequenzen zuriickgegeben, anderenfalls wird die eben hinzugefugte Sequenz verworfen.

Mit dieser Vorgehensweise konnten 18990 Alignments generiert werden. Idealerweise wirden
aus jeder RNA-Familie in etwa gleich viele Alignments erzeugt. Dies ist aufgrund der ungleich-
malfigen Verteilung an Sequenzen in den ,Seed“-Alignments der Rfam nicht moglich, wie in
Tabelle 3.6 ersichtlich wird (vgl. auch Tabelle 3.5 auf Seite 64).

Die strukturelle Konservierung in Form des SCI ist ebenfalls in Tabelle 3.6 dargestellt. Der
durchschnittliche SCI von 0,93 ist im Vergleich zu der wahrend der Kompilation der Sets ver-
wendeten unteren Grenze von 0,6 recht hoch. In den meisten Fallen nimmt der SCI mit der
Anzahl der Sequenzen in den Alignments ab, obwohl hier theoretisch kompensatorische Basen-
paaraustausche zu hoheren Werten fihren kdnnten. Einzige Ausnahme stellen die Histon3- und
tRNA-Alignments dar.

Es war nicht mdglich, eine gleichmalige Anzahl Alignments Gber den gesamten Sequenz-lden-
titdtsbereich zu erzeugen, da die meisten ,Seed“-Alignments aus zu wenigen und/oder zu homo-
logen Sequenzen bestehen. So lasst sich beispielsweise aus dem mit 53 Sequenzen recht kleinen,
und mit 79% APSI recht Sequenz-homologen U6-Alignment kein einziges Referenz-Alignment
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Tabelle 3.6: Anzahl Referenz-Alignments und durchschnittlicher SCI pro RNA-Familie. Aufge-

fuhrt sind die Anzahl an generierten Referenz-Alignments sowie der durchschnittliche SCI je RNA-
Familie und Anzahl enthaltener Sequenze2+:15) in dem Alignment. Falle, in denen keine Referenz-
Alignments generiert werden konnten, sind mit N/A gekennzeichnet. Wie zu erwarten, korreliert die An-
zahl der Alignments pro Familie sowohl mit der gewlinschten Sequenkzald auch mit der Anzahl
Sequenzen im verwendeten Ausgangsalignment (vgl. Tabelle 3.5 auf Seite 64).

RNA-Familie k2 k3 k5 k7 k10 k15 >

#Seq. (©@SCI #Seq. ©@SCI #Seq. ©SCI #Seq. ©SCI #Seq. ©@SCI #Seq. ©SCI #Seq. (©@SCI
5S_rRNA 1162 0,95 568 0,89 288 0,87 150 0,83 90 0,79 50 0,742308 0,91
5_8S_rRNA 76 0,83 45 0,75 17 0,70 5 0,70 3 0,67 NA NA 146 0,78
Cobalamin 188 0,77 61 0,71 15 0,69 4 0,66 NA NA NA NA 268 0,75
Entero_5 CRE 48 1,03 32 1,03 19 1,04 10 1,03 8 1,03 5 1,p3 122 1,03
Entero_CRE 65 0,84 38 0,80 20 0,80 13 0,75 8 0,69 4 0,/0 148 0,81
Entero_OriR 49 0,94 31 0,92 17 0,88 11 0,84 8 084 4 084 120 0,91
gevT 167 0,79 67 0,72 22 0,69 12 0,68 3 0,68 1 0,66 272 0,76
Hammerhead_1| 53 0,79 32 0,76 9 0,70 1 0,71 NA NA NA NA 95 0,77
Hammerhead_3 126 1,01 99 1,00 52 1,02 32 1,06 17 1,05 12 1,01 338 1,02
HCV_SLIV 98 0,98 63 0,97 36 0,97 26 097 16 0,96 10 0,86 249 0,97
HCV_SLVII 51 0,89 33 0,85 19 0,84 13 0,81 10 0,77 7 o,f4 133 0,85
HepC_CRE 45 1,01 29 0,99 18 0,98 11 0,97 7 0,95 3 0,93 113 0,99
Histone3 84 1,03 59 1,04 27 1,04 11 1,05 7 1,05 6 1,05 194 1,03
HIV_FE 733 0,97 408 0,96 227 0,95 147 0,95 98 0,94 56 0}931669 0,96
HIV_GSL3 786 0,85 464 0,79 246 0,75 151 0,73 95 0,72 61 0}711803 0,80
HIV_PBS 188 0,92 124 0,88 76 0,87 55 0,86 38 0,85 25 0,83 506 0,88
Intron_gpll 181 0,79 82 0,72 35 0,66 22 0,65 11 0,64 4 0B3 335 0,74
IRES_HCV 764 0,83 403 0,78 205 0,74 146 0,71 83 0,70 47 0681648 0,78
IRES_Picorna 181 0,96 117 0,93 75 0,91 53 0,90 35 0,87 25 0,83 486 0,92
K_chan_RES 124 0,75 40 0,70 2 0,69 NA NA NA NA NA NA 166 0,74
Lysin 80 0,95 48 0,88 30 0,85 17 0,80 7 0,76 3 0,y5 185 0,89
Retroviral_psi 89 0,89 57 0,85 34 081 24 0,80 17 0,76 11 o4 232 0,84
SECIS 114 0,88 67 0,86 33 0,83 16 0,80 11 0,77 6 0,77 247 0,86
sno_14q_I_ll 44 0,77 14 0,72 1 0,70 NA NA NA NA NA NA 59 0,75
SRP_bact 114 0,97 76 0,96 39 0,98 19 094 12 0,94 7 0,01 267 0,96
SRP_euk_arch 122 0,92 94 0,85 42 0,82 21 0,74 12 0,72 6 0,69 297 0,86
S_box 91 0,86 51 0,80 25 0,73 12 0,71 7 0,68 2 0,67 188 0,81
T-box 18 0,74 8 0,74 NA NA NA NA NA NA NA NA 26 0,74
TAR 286 0,98 165 0,98 92 0,99 62 0,99 42 0,99 28 095 675 0,98
THI 321 0,85 144 0,79 69 0,75 32 0,75 17 0,69 5 0,71 588 0,81
tRNA 2039 1,12 1012 1,17 461 1,22 267 1,22 143 1,24 100 1,244022 1,16
Ul 82 0,86 65 0,80 26 0,75 16 0,71 6 0,68 NA NA 195 0,81
u2 112 0,88 83 0,83 38 0,75 22 0,72 14 0,69 7 069 276 0,82
ué6 30 0,78 21 0,73 14 0,67 7 0,66 1 0,62 NA NA 73 0,73
UnalL2 138 0,80 71 0,76 43 0,73 20 0,71 7 0,68 NA NA 279 0,77
yybP-ykoY 127 0,89 64 081 33 0,78 18 0,72 12 0,70 8 0,68 262 0,83
> 8976 0,95 4835 092 2405 091 1426 090 845 0,89 503 0,88990 0,93

mit 15 Sequenzenk(5) erstellen. Die Verteilung der Alignments ist in Abbildung 3.19 darge-
stellt. Es zeigt sich, dass mit der vorgenannten Vorgehensweise eine fir alle Sequenz-Zahlen ty-
pisch ungleichmafige Verteilung der Alignments tber den Sequenzhomologie-Bereich erzeugt
wird. Uber 80% APSI lasst sich eine sehr hohe Zahl Alignments generieren. Zwischen 60% und
80% APSI ergibt sich ein Minimum und unterhalb von 60% steigt die Anzahl dann nochmals
leicht an. Unter einer Sequenzidentitat von 40% APSI lassen sich jedoch nur noch Alignments
mit 2 und 3 Sequenzen erstellen, da hier die Kombinationsméglichkeiten héher sind, als fir die
Félle mit mehr Sequenzen.
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Abbildung 3.19: Histogramm der Alignment-Anzahl verteilt Gber den Sequenz-ldentitatsbe-
reich (APSI). Links: Verteilung der Alignments mit 2, 3 und 5 SequenzBechts: Verteilung der
Alignments mit 7, 10 und 15 Sequenzen. Die Werte sind nicht kumulativ aufgefuhrt; die Verteilungen
fur kleinereks sind jeweils im Hintergrund dargestellt. Man beachte, dass die Achsen der beiden Plots
nicht identisch skaliert sind.

3.7.3 Eingesetzte Alignment-Programme

Im Gegensatz zu dem in Abschnitt 3.6 geschilderten Benchmark wurden hier (mit der Aus-
nahme von $RAL) ausschliel3lich Sequenz-Alignment-Programme getestet. Dabei kamen in
den meisten Fallen neue Versionen der Programme zum Einsatz und es wurden zuséatzliche Op-
tionen getestet. In Abschnitt 2.2.1 sind alle Versionen und Kommandozeilenparameter sowie
hier verwendete Kirzel detailliert aufgelistet. Mit DIALIGN-T (Subramaneral., 2005),

PRANK (LOytynoja & Goldman, 2005) sowie TRAL (Dalli, 2006) kamen zudem drei neue
Programme hinzu. RANK ware in Abbildung 3.13 als probabilistisches, progressives Pro-
gramm ahnlich ROALIGN einzuordnen (siehe Abschnitt 3.1.13). DIALIGN-T verfolgt — als
Weiterentwicklung von DIALIGN - einen Konsistenz-basierten, iterativen Ansatz (siehe Ab-
schnitt 3.1.4). $RAL ist ein neuartiges Programm, welches progressiv mit Hilfe kondensierter
Basenpaarungswahrscheinlichkeitsmatrizen eine Mischung aus Sequenz- und Struktur-Align-
ment erstellt (siehe Abschnitt 3.1.17).

3.7.4 Eingesetzte Bewertungsmalie

Ahnlich wie im Abschnitt 3.6 werden auch im Folgenden zwei MaRe eingesetzt, um die Leis-
tung der Programme zu beschreiben. Als Mal3 der Struktur-Konservierung eines Alignments
wurde wiederum der SCI (siehe Abschnitt 3.5.4) verwendet. Da das zuvor hierfiir genutzte Pro-
gramm RNAz aber, wie bereits in Abschnitt 3.6.4 erwahnt, einige fehlerhafte Routinen bein-
haltet und zudem mehr Information berechnet als notwendig, wurde hier ein eigenes Programm
namenssciF entwickelt, welches keine spezielle Formatierung bendtigt und ausschlie3lich den
SCI berechnet. Damit konnten Fehler vermieden und die Berechnung erheblich beschleunigt
werden.
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Auch das ProgrammALI _SCORE welches zur Berechnung der SPS eingesetzt wurde, besitzt
einige unerwiinschte Eigenheiten. Neben den in Abschnitt 3.5.1 erwahnten Eigenarten missen
die Alignments ein spezielles Format aufweisen und das Programm bricht mit einem Fehler ab,
falls die Sequenzen in Referenz- und Test-Alignment nicht gleich sortiert sein sollten. Hier wur-
de mit dem eigens entwickelten PrograrammPALIGNP Abhilfe geschaffencOMPALIGNP st

eine modifizierte Variante vooaOMPALIGN, welches im ProgrammpaksQuiD (Eddy, 2005)
enthalten ist. Das berechnete MaR wird im Folgenden §BSannt (siehe Abschnitt 3.5.2 fiir

eine genauere Beschreibung). Es lasst sich zeigen, dass die Kurvenverlaufe bei der Bewertung
von Alignments mit BAliScore bzwCOMPALIGN oder COMPALIGNP lediglich einen leichten
Versatz zeigen. Die beiden Mal3e liefern also nahezu identische Ergebnisse (Daten nicht gezeigt;
siehe dazu Dalli, 2006).

Weiterhin I&sst sich zeigen, dass die beiden MalRe SPS und SCI miteinander korrelieren (Mainz,
2006). Zur Vereinfachung der statistischen und graphischen Auswertung wurden deshalb die
beiden Mal3e — ahnlich zur Vorgehensweise, die bei der Rangfolgen-Bestimmung in Ab-
schnitt 3.6 (siehe Tabelle 3.4) verwendet wurde — durch Multiplikation zu einem neuen Malf3
kombiniert. Dieses Mal3 wird im Folgenden Braliscore genannt und bezeichnet somit das Pro-
dukt berechnet aus den Werten von S@Sjuivalenzmai zur SPS) und des mit Hilfe veaiF
berechneten SCI.

3.7.5 Statistische Methoden

Um eine statistische Aussage Uber die Leistung der verschiedenen Programme treffen zu kon-
nen, wurden zwei verschiedene statistische Methoden angewendet: Friedman-Tests (siehe Ab-
schnitt 2.6.1), die es erlauben eine Rangfolge der Programme anhand der Leistung zu erstellen,
und Wilcoxon-Rangsummentests (siehe Abschnitt 2.6.2) um entscheiden zu kénnen, ob signifi-
kante Leistungsunterschiede zwischen zwei Programmen vorliegen.

Bei ersten Tests, die als Datengrundlage alle Ergebnisse verwendeten, zeigte sich eine uner-
wartet hohe Anzahl nicht signifikanter Unterschiede zwischen den Leistungen der einzelnen
Programme. Ursache hierfir war die hohe Anzahl von Test-Alignments mit einer Referenz-
Sequenz-ldentitat groRer 80% APSI (siehe Abbildung 3.19). Ab einem solch hohen Sequenz-
homologie-Grad sind die Leistungsunterschiede zwischen den Programmen, wie bereits in Ab-
schnitt 3.6 gezeigt, nur noch marginal, da das Alignment-Problem nahezu trivial wird. Aus
diesem Grund werden die Rangsummen asymmetrisch verzerrt. Um dem entgegenzuwirken,
wurden nur Alignments mit einer Referenz-Sequenz-ldentitat kleiner gleich 80% APSI in den
folgend gezeigten statistischen Auswertungen eingesetzt.

Eine Alternative wére, wie in Abschnitt 3.6.5 geschehen, verschiedene Homologie-Gruppen
zu unterscheiden (siehe Tabelle 3.4). Da hier aber jeweils eine ,globale* Rangfolge erstellt
werden sollte und die Grenzen der Homologie-Gruppen mit variierenden Sequenz-Zahlen nicht
identisch bleiben, wurde auf eine solche Einteilung verzichtet.
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3.7.6 Einfluss der Sequenz-Anzahl

Der unterschiedliche Kurvenverlauf der Leistung VORORLIGN und Q.USTALW flr funf
Sequenzen bzw. flr zwei Sequenzen (siehe Abbildung 3.15 und Abbildung 3.16) gibt einen
Hinweis darauf, dass die Anzahl der Sequenzen einen Einfluss auf die Leistung hat. In Abbil-
dung 3.20 ist exemplarisch der Einfluss der Sequenz-Anzahl auf die Leistung-uesTA W

und FRRRN gezeigt. CUSTALW dient hier als reprasentatives Beispiel fir einen nicht-iterativen
Ansatz, RRRN fUr einen iterativen Ansatz.

Bei CLUSTALW sind die Leistungsunterschiede in Abhangigkeit von der Sequenz-Zahl star-
ker ausgepragt, wenn als Bewertungsman der SCI statt des SPS-Aquivalerger8Ra wird.

Uber einer Referenz-Sequenzidentitit von 55% APSI fallt die Leistung mit steigender Sequenz-
zahl in beiden Féllen; unterhalb der 55% verhalt sich dies eher umgekehrt. Im Fall&ron P

ist der Kurvenverlauf fir die mit SP8estimmten Daten &hnlich dem vor @GS TALW. Bei An-
wendung des SCI zeigt sich jedoch im Sequenz-divergenten Bereich kleiner 55% APSI deutlich,
dass mit steigender Sequenz-Zahl auch bessere Alignments erzeugt werden.

Um die Leistung direkt vergleichen zu kénnen, wurden die Werte in Abbildung 3.20 C von-
einander subtrahiert. Steigt die Referenz-Sequenzidentitat tber 70% APSI, wird die Leistung
beider Programm nahezu gleich gut bewertet. Je héher allerdings die Anzahl der Sequenzen
ist, umso mehr steigt die Leistun@®RRN im Vergleich zu QusTALW, sowohl bei der Bewer-

tung mit SPS als auch bei Bewertung mit dem SCI. Zudem steigt die Leistung ebenfalls in
Abhangigkeit von der Sequenz-Divergenz der Alignments.

Dies lasst sich ebenso fur andere Kombinationen von iterativen/nicht-iterativen Programmen
zeigen (beispielsweise mitRBALIGN und POA statt CUSTAL, sowie mit MAFFT oder
MUSCLE statt RRN). Die mit der Sequenz-Anzahl und der Sequenz-Divergenz stetig steigen-
de relative Leistung der iterativ arbeitenden Programme ist in allen Beispielen ausgepragt (Da-
ten nicht gezeigt), im gezeigten Beispiels allerdings am deutlichsten zu erkennen.

3.7.7 Einfluss von Substitutionsmatrizen

Die grof3e Mehrzahl der Alignment-Programme bendtigt eine Substitutionsmatrix, welche die
Kosten flr Substitutionen und Indels (Insertionen/Deletionen) beinhaltet. Einige Programme
erlauben es, eine andere als die jeweilige Standard-Substitutionsmatrize zu verwenden. In die-
sem Abschnitt wird untersucht, inwiefern die Verwendung anderer Substitutionsmatrizen die
Leistung einer Auswahl von Programmen beeinflusst.

Dazu kamen eine in Gotoh (1999) veréffentlichte Substitutionsmatrix (im Folgenden Gotoh-
Matrix genannt), sowie eine der sogenannten RIBOSUM-Matrizen (Klein & Eddy, 2003) zum
Einsatz. Die Werte der Substitutionsmatrix aus Gotoh (1999) spiegeln die Tatsache wieder,
dass Transitionen (Substitution von Purin/Purin oder Pyrimidin/Pyrimidin) haufiger auftreten,
als Transversionen (Substitution zwischen Purin und Pyrimidin; siehet ki, 1985) und
beinhaltet bereits den IUPAC-Mehrdeutigkeitscode (Cornish-Bowden, 1985). Der Name der
RIBOSUM-Matrizen leitet sich von Ribosomal RNA Substitution Matrix ab. Die Werte hier-
fur wurden von Klein & Eddy (2003) anhand ribosomaler RNA-Alignments (SSU-Alignments)
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Abbildung 3.20: Einfluss der Sequenz-Anzahl auf die Leistung von iterativ und nicht-iterativ ar-
beitenden Alignment-Programmen.Die Leistung von CUSTALW (A) als nicht-iterativ arbeitendem
Programm und von RRN (B) als einem iterativen Programm ist in Abh&ngigkeit von der Sequenz-An-
zahlk gezeigt. InC ist die Differenz der Leistung beider Programme dargestellt. Die Leistung ist jeweils
als SPS-Aquivalent SPglinks) und als SCI (rechts) gegen die Sequenzidentitat (APSI) des jeweiligen
Referenz-Alignments aufgetragen.

aus der European Ribosomal RNA Database (Van de &esdr, 1994) erstellt. Im Folgenden
wurde ausschlielich die 4x4 RIBOSUM85-60-Matrix verwendet, wobei die entsprechenden
Werte fur den IUPAC-Mehrdeutigkeitscode hinzugeftigt wurden. Da die Hohe der Gap-Kosten
und die Werte der Substitutionsmatrizen voneinander abhangen, mussten die Werte der Matri-
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zen mit Hilfe einer linearen Funktion auf die Werte der Original-Matrizen skaliert und wenn
notig auf Ganzzahlen gerundet werden.

Die Wahl der Alignment-Programme wurde aufis&N-M, CLUSTALW und POA begrenzt, da

die Verwendung alternativer Matrizen sich hier relativ problemlos gestaltete. Um eine Rangfol-
ge aufstellen und statistische Unterschiede zwischen der Verwendung unterschiedlicher Sub-
stitutionsmatrizen feststellen zu kénnen, wurden wie in Abschnitt 3.7.5 beschrieben Fried-
man-Tests und Wilcoxon-Rangsummentests angewendet. Bewertungsgrundlage war jeweils die
Braliscore und es wurden nur Daten fiur Alignments mit einer entsprechenden Referenz-Se-
guenz-ldentitat< 80% APSI berucksichtigt. Die gewonnenen Ergebnisse sind in Tabelle 3.7

in Abhangigkeit von der Sequenz-Zahl zusammengefasst. Hier sei angemerkt, dass die Unter-
schiede zwischen den Ergebnissen mit den verschiedenen Matrizen bei steigender Sequenz-
Zahl k weniger signifikant werden, da in diesen Fallen auch die Zahl der Test-Alignments und
damit auch die Zahl der betrachteten Stichproben geringer ist.

Im Fall von QLUSTALW zeigt sich, dass die Verwendung der Standard-Substitutionsmatrize
durchweg statistisch signifikant bessere Alignments erzeugt, als die Verwendung der beiden
Alternativen. Im Falle von AIGN-M und POA ist die jeweilige Standard-Substitutionsmatrix
immer die schlechtere Wahl, auch wenn die Unterschiede nicht immer statistisch signifikant
sind. Die Verwendung der Gotoh-Matrix fur POA erzeugt in den meisten Fallen (Ausk@me

die besten Alignments (nur fir zwei und drei Sequenzen statistisch signifikant).LB&nAv

Ist nicht eindeutig zu erkennen, welche der beiden Alternativ-Matrizen zu besseren Ergebnissen
fuhrt.

3.7.8 Gapkosten-Optimierung von MAFFT

Die Gapkosten von MAFFT wurden durch den Autor K. Katoh anhand der in Gaadradr
(2005) publizierten Daten verbessert. Die in Version4 des Programms (lsatal) 2002)
verwendeten Standard-Parametgr & 0,51 undep = 0,041) waren zu gering. Die in der
neueren Version 5 (Katadt al., 2005) verwendeten Parameter wurden entsprechend angehoben
(op = 1,531 undep = 0, 123). Es sei daraufhingewiesen, dass laut Autor bzw. der Homepage
von MAFFT * geht meist schief wegen sonderzeichen die Parameter nicht ganzlich optimal
sind, um so eine Uberoptimierung auf das verwendete Datenset zu verhindern.

In Abbildung 3.21 ist der resultierende Leistungsanstieg exemplarisch fir funf Sequébzen (
dargestellt. Hierzu wurde die Version5 des Programms mit den neuen, optimierten sowie den
alten Parametern aus Version 4 und der Standard-Ofitiesn  ausgefuhrt. Ein direkter Ver-
gleich von Version 4 und Version 5 verbietet sich, da weitere Verbesserungen in die neue Version
eingeflossen sind (siehe Katehal,, 2005).

Die optimierten Parameter fihren zu einer messbaren Leistungssteigerung bis zu 80% APSI.
Wie in Abschnitt 3.6 beschrieben, war die Leistung von MAFFT zuvor im Vergleich zu ande-
ren Programmen deutlich schlechter. Im Sequenz-divergenten Bet&bO8{ APSI) schneidet
MAFFT mit optimierten Parametern sogar besser ab, alsSTALW und FROALIGN, was

14 http://lwww.biophys.kyoto-u.ac.jp/ katoh/programs/align/mafft/
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Tabelle 3.7: Einfluss der Verwendung verschiedener Substitutionsmatrizen auf die Leistung von

ALIGN -M, CLUSTALW und POA. In der Tabelle sind die mit Hilfe des Friedman-Tests erstellten Radnge

fur jedes Programm einzeln aufgefiihrt. Konnten mit dem Wilcoxon-Rangsummentests statistisch signifi-
kante Unterschiede zwischen den Réangen festgestellt werden, so sind die entsprechenden Réange hochge-
stellt aufgefuhrt. Unterscheidet sich beispielsweise Rang drei von den Ra&ngen eins und zwei signifikant,
so ist dies in der Tabelle als-3 aufgefiihrt. Als Bewertungsgrundlage diente die Braliscore, angewen-

det auf Alignments mit einer entsprechenden Referenz-Sequenz-lden®@® APSI. Im Falle von

ALIGN-M fehlen die Tests fur zwei Sequenzéi2), da die Werte hier zu &hnlich sind, womit der Fried-
man-Test kein (signifikantes) Ranking erstellen konnte. Es sei angemerkt, dddestism80.mat -

Matrix von POA auch Werte fiir Nukleotid-Substitutionen enthélt.

Programm  Matrize \ k2 k3 k5 kK7 K10 k15
ALIGN-M Standard RNA2 N/A 312 32 3t 3 3
ALIGN-M Gotoh NA 23 28 2 1 1
ALIGN-M RIBOSUM N/A 13 13 13 2 2
CLUSTALW  Standard (einkompiliert) 123 123 123 123 123 123
CLUSTALW  Gotoh 2t3 L3 L3 L3 L3 ol
CLusTALW RIBOSUM 32 ghz ghz gLz 3tz 3l
POA (p) Standardlosum80.mat ) | 32 312 31 3 3 3
POA (p) Gotoh 13 12 2 1 1 1
POA (p) RIBOSUM 2 2 13 2 2 2

o

SCI
0.6

1.0 12

0.8

<] < /_I —— k5 / Mafft (opt)
e — k5 / Mafft (opt) b k5 / Mafft (alt)
N k5 / Mafft (alt) N — k5/ Proalign
e — k5/ Proalign e k5 / ClustalW
o | k5 / ClustalW o | k5 / Referenz
o o

04 05 06

07 08 0.9

Referenz-APSI

04

05

06 0.7
Referenz-APSI

08 0.9

Abbildung 3.21: Leistungsanstieg von MAFFT durch Parameter-Optimierung.Gezeigtist die Leis-
tung von MAFFT Version 5 (in der Standard-Einstellufigs ) mit alten (alt) und neuen, optimierten
(opt) Gap-Parametern exemplarisch fiir fiinf Sequen&Bh (inks wurde die Leistung als SP&PS-
Aquivalent), rechts als SCI gemessen. Die Werte fuu€raALW und PROALIGN sind zum Vergleich
ebenfalls gezeigt.

einen enormen Leistungsanstieg bedeutet. Es sei daraufhingewiesen, dass die Leistung von
MAFFT als iterative Methode bei Verwendung einer héheren Anzahl von Sequenzen noch
weiter steigt (siehe Abschnitt 3.7.6).
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3.7.9 Gapkosten-Optimierung von QUSTALW, MUSCLE, PRANK und
STRAL

Um die Gap-Kosten-Parameter (Ublicherweise Gap-Open und Gap-Extension) der Program-
me zu optimieren, wurden die jeweiligen Standard-Werte zunachst mit Faktoren zwischen 0,5
und 1,5 (mit einer Schrittweite von 0,25) multipliziert. Die damit erzeugten Alignments wur-
den mit Hilfe der Braliscore bewertet. Um zu bestimmen, welche Gapkosten-Kombination die
besten Alignments erzeugt, wurden Friedman-Tests angewendet, wofur wie in Abschnitt 3.7.5
beschrieben nur Daten solcher Alignments verwendet wurden, deren entsprechende Referenz-
Sequenz-ldentitat kleiner gleich 80% APSI ist. Damit ergaben sich pro Parameter-Kombinati-
on sechs Werte — fur Alignments mit 2, 3, 5, 7, 10 und 15 Sequenzen. Um eine ubersichtliche
Darstellung zu erméglichen, wurden vereinfachend die berechneten Range lber die sechs ver-
schiedenen Test-Sets gemittelt. Wurde durch diese Variation der Parameter kein eindeutiges
Maximum erreicht, wurden die Parameter weiter variiert, womit sich eine zum Teil uneinheitli-
che Schrittweite in der Parameter-Variation ergab.

Fur CLUSTALW liegen die Standard-Werte fiir die Gap-Open- und Gap-Extension-Kosten bei
15,0 bzw. 6,66. Diese Kosten werden vom Programm automatisch gewahlt, sobald DNA/RNA-
Sequenzen geladen werden und gelten sowohl flr das paarweise, als auch das multiple Align-
ment. Entsprechend wurde hier ebenfalls nicht zwischen den paarweisen und multiplen Pa-
rametern unterschieden (siehe auch die Optionswahl in Abschnitt 2.2.2). Die durch Variation
der Parameter ermittelten Ergebnisse sind in Tabelle 3.8 zusammengefasst. Im Mittel wurden
Alignments, die mit einer Parameter-Kombination aus Gap-Open-Kosten von 22,5 und Gap-
Extension-Kosten von 0,83 erstellt wurden, am besten bewertet. Da die Friedman-Tests ledig-
lich eine qualitative Aussage darlber erlauben, wie sich die Leistung eines Programms im Ver-
gleich zu anderen verhalt, ist in Abbildung 3.22 die Leistung ven £ALW mit optimierten

und Standard-Parametern flr alle Test-Sets gezeigt, um eine quantitative Aussage zu ermogli-
chen. Die hohe Platzierung in den auf der Braliscore basierenden Rangtests (siehe Tabelle 3.8)
ist, wie hier zu erkennen, in erster Linie durch einen Anstieg des SCI begrtindet, wohingegen
sich die Bewertung durch das SPS-Aquivalent-MaR' SRS wenig verandert. Wie bereits in
Abschnitt 3.7.6 gesehen, fallt die Leistung (gemessen als SCI) des Programms mit steigender
Sequenz-Zahl deutlich. Im Vergleich zum Leistungsanstieg von MAFFT nach der Optimierung
(siehe Abschnitt 3.7.8) fallen die Unterschiede zwischen den optimierten und den Standard-
Einstellungen hier eher gering aus.

Ahnlich wie bei Q.USTALW wurde bei der Parameter-Optimierung VOoRARK vorgegangen,

wobei hier allerdings das Problem entstand, dass mit bestimmten Parameter-Kombinationen
aufgrund fehlerhafter Programmabbriiche keine Alignments mit nur zwei oder drei Sequenzen
erstellt werden konnten. Aus diesem Grunde sind die Range nur tber die Test-Sets mit 5, 7, 10
und 15 Sequenzen gemittelt. Wie in Tabelle 3.9 zu sehen, sind die Parameter fiir Gap-Open-
(gaprate ) und Gap-Extension-Kostemdpext ) in der Standard-Einstellung viel zu hoch
gewahlt. Aus Zeitgriinden liel3 sich die optimale Kombination nicht mehr ermitteln. Sie wird
aber bei Werten liegen, die mindestens zehnfach bzw. vierfach niedriger als die Standard-Werte
liegen.
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Tabelle 3.8: QLusTAL W-Parameter-Optimierung: Durchschnittliche Rangplatzierung der einzel-

nen Gap-Parameter-Kombinationen.In der Tabelle sind die durchschnittlichen Rénge Uber alle Test-
Sets aufgeflihrt. Gap-Extension ist mit ge, Gap-Open mit go abgekirzt. Die gemittelten Range flr das
optimale und das Standard-Werte-Paar sind fett dargestellt. Fir Details siehe Text.

ge0,42 ge0,83 gel,67 ge3,33 ge4,99 ge6,66 ged,32 ge9,99
go7,5 56,0 55,0 54,0 53,0 51,2 50,0 47,0 42,8
gol1,25| 475 44,0 41,5 37,2 34,5 27,3 28,2 315
go15,0 20,8 24,0 20,0 14,5 135 155 22,3 29,3
go18,75| 10,8 8,3 8,2 7,5 11,3 20,8 27,5 35,8
go22,5 4,7 2,8 3,7 8,8 17,7 27,0 34,5 39,2
g026,25| 5,8 55 8,8 17,5 31,2 36,7 42,3 46,2

g0 30,0 15,2 17,2 22,8 32,8 39,3 45,0 49,0 51,5

1.2
08 1.0 1.2

SCI
0.6

0.4
AN
\

k2 ClustalW —— k7 ClustalW (opt)
k2 ClustalW - = K7 ClustalW 7 k2 ClustalW (opt) = — k10 ClustalW

k2 ClustalW (opt) —— k7 ClustalW (opt) ’ k3 ClustalW —— k10 ClustalW (opt)
k3 ClustalW — — k10 ClustalW k3 ClustalW (opt) — — k15 ClustalW

k3 ClustalW (opt) —— k10 ClustalW (opt) ‘ k5 ClustalW —— k15 ClustalW (opt)
k5 ClustalW = = k15 ClustalW k5 ClustalW (opt) Referenz

k5 ClustalW (opt) —— k15 ClustalW (opt) = = k7 ClustalW

04 05 06 07 08 04 05 06 07 08
Referenz-APSI Referenz-APSI

0.2
0.2

0.0
0.0

Abbildung 3.22: Leistungsanstieg von CUSTALW nach Parameter-Optimierung. Gezeigt ist die
Leistung von CUsSTALW mit Standard-Parametern, sowie mit optimierten (opt) Gap-Parametern in Ab-
hangigkeit von der Sequenzzahisiehe Text). Links wurde die Leistung als SRSPS-Aquivalent),
rechts als SCI gemessen.

Weiterhin wurde auf die erwahnte Art versucht, den Gap-Open-Parameter von MUSCLE 3.6
zu optimieren. Der Standard-Wert h&ngt hier von der ,Profile Scoring“-Funktion ab. Die-
se wird durch das Programm automatisch auf die ,Sum-of-Pairs Nucleotide Profile Score*
(SPN) gesetzt, womit sich ein Standard-Gap-Open-Parameter von -400 ergibt. Die Leistung von
MUSCLE wurde mit entsprechenden Werten von -200, -300, -500 und -600 getestet. Es ergab
sich jedoch in keinem Fall ein hoherer Rang (Daten nicht gezeigt). Somit ist dieser Parameter
zumindest in Version 3.6 optimal.

Hier sei ebenfalls nur erwahnt, dass die Parameter (Gap-Kosten und Struktur- vs. Sequenz-Ge-
wichtung) des in Entwicklung befindlichen ProgramniR&L auch mit Hilfe der hier vorge-
stellten Vorgehensweise optimiert wurden. Fir entsprechende Daten und eine Diskussion wird
allerdings auf Dalli (2006) verwiesen.
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Tabelle 3.9: PRANK -Parameter-Optimierung: Durchschnittliche Rangplatzierung der einzelnen
Gap-Parameter-Kombinationen.In der Tabelle sind die durchschnittlichen Range Uber alle Test-Sets
mit 5, 7, 10 und 15 Sequenzen aufgeflhrt. Der Parangej@rate ist mit gr,gapext mit ge abgekiirzt.

Die gemittelten Range fur das optimale und das Standard-Werte-Paar sind fett dargestellt. Fir Details
siehe Text.

ge0,05 ¢ge0,125 ge0,1875 ge0,25 ge0,375 ge0,5 ge0,625 ge0,75

gr0,0025 3,5 2,0 4,8 N/A N/A N/A N/A N/A
gr0,00625, 6,8 3,5 3,2 N/A N/A N/A N/A N/A
gr0,00938, 8,8 6,5 8,0 N/A N/A N/A N/A N/A
gr0,0125 N/A N/A N/A 8,2 11,0 13,5 18,2 24,0
gr0,01875| N/A N/A N/A 12,8 12,5 15,8 21,2 29,8

gr 0,025 N/A N/A N/A 15,8 17,2 19,0 25,8 31,5
gr0,03125| N/A N/A N/A 20,0 22,0 23,8 28,0 32,8
gr0,0375 N/A N/A N/A 25,0 27,0 27,8 31,5 34,0

3.7.10 Benchmark aller Programme

Ahnlich zu Abschnitt 3.6.5 wird in diesem Abschnitt ein Vergleich aller eingesetzten Program-
me durchgefihrt, um so eine Aussage dartber treffen zu kbnnen, welches Programm sich im
Allgemeinen am ehesten fur das RNA-Alignment Problem eignet.

Fur den Test wurde zunachst fur jedes der in Abschnitt 2.2.2 genannten Programme durch
Friedman- und Wilcoxon-Rangtests (siehe Abschnitt 3.7.5) bestimmt, ob es eine Parameter-
Kombination — worunter auch die in Abschnitt 3.7.7 und 3.7.9 optimierten Parameter fallen —
gibt, die besser als die Standard-Einstellung abschneidet. Falls ja, wurde diese in den folgend
aufgefuhrten Tests neben der Standard-Einstellung mit einbezogen.

Da aufgrund von unerwarteten Programmabbrichen AnE£L keine Alignments mit zwei
Sequenzen und flurHFANK mit optimierten Parametern keine Alignments mit zwei und drei
Sequenzen erzeugt werden kdnnen, fehlen die entsprechenden Daten. Da wie bereits im vor-
herigen Benchmark (siehe Abschnitt 3.6) gesehen, POA wesentlich bessere Alignments mit
der globalen Alignment-Optiodo_global erstellt, wurde diese als ,Standard” verwendet.

Die Ergebnisse der wie in Abschnitt 2.2.2 beschrieben durchgefuhrten Friedman-Tests sind in
Tabelle 3.10 zusammengefasst und nach durchschnittlicher Braliscore sortiert.

Die Leistung von DIALIGN-T ist im Vergleich zu den anderen Programmen durchgehend am
schlechtesten bewertet und unterscheidet sich auch in allen Fallen signifikant vom Rest (entspre-
chende Wilcoxon-Rangtests nicht gezeigt). In der Rangfolge folgen (nacivilL) die eben-

falls auf lokalen Alignment-Strategien bzw. auf Konsistenz-Kriterien basierenden Alignment-
Programme DIALIGN und AIGN-M, die auch mit optimierten Parametern im Vergleich zu
anderen Programmen nicht besser abschneiden. Ben lasst die Leistung mit steigen-

der Sequenzzahl im Vergleich zu anderen Programmen nach. Ahnliches gilkéiLRGN.

Die Leistung von RRN hingegen wird mit steigender Sequenz-Zahl stetig besser bewer-
tet. Die optimierten Varianten von POA (siehe Abschnitt 3.7.7) und SIALW (siehe Ab-

schnitt 3.7.9) schneiden wie erwartet im Gesamtvergleich deutlich besser ab, als die entspre-
chenden Standard-Varianten. Sie gehoren bereits zu den durchgéngig hochbewerteten Program-
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men. MAFFT (ginsi), MUSCLE, $RAL sowie MAFFT (ffnts) werden im Vergleich zu den
anderen Programmen in allen Test-Sets deutlich besser bewertet. In entsprechenden Wilcoxon-
Rangtests ist zu erkennen, dass die Leistung dieser Gruppe in nahezu allen Fallen signifikant
besser ist, als die der anderen Programme (Daten nicht gezeigt), wobei sich innerhalb dieser
Gruppe wiederum meist die Leistung von MAFFT (ginsi) positiv und signifikant von der Leis-
tung der anderen Programme unterscheidet.

Die Friedman-Tests erlauben zwar eine Aussage dariber, wie konstant die Leistungsunterschie-
de ausgepragt sind, nicht jedoch darlber, wie sehr sich die Leistungen voneinander unterschei-
den. Um einen visuellen Eindruck der qualitativen Unterschiede zu geben, ist die Leistung der
genannten Spitzengruppe in Abbildung 3.23 als Braliscore gegen die Referenz-Alignment-Ho-
mologie fir jedes Alignment-Set gezeigt. Um eine Abgrenzung gegen die restlichen Program-
me zu ermdglichen, wurden in die Diagramme die Daten fur POA mit aufgenommen, welches
gerade eben nicht mehr zu der signifikant besten Programm-Gruppe gehdrt. Wie zu erkennen
sind die Unterschiede mit steigender Sequenzzahl ausgepragter. Bei Alignments mit zwei Se-
guenzen ist die Qualitat der produzierten Alignments nahezu gleich. Ab sieben Sequenzen und
mit fallender Sequenz-Homologie werden die Leistungsunterschiede immer deutlicher. Align-
ments erzeugt mit MAFFT und der globalen, Konsistenz-basierten Option ginsi werden deut-
lich besser bewertet, als die der anderen Programme. Eine interessante Ausnahme stellen die
mit STRAL erzeugten Alignments dar, welche in einem Homologiebereich von 55%—70% zwar
nur leicht, aber konstant besser bewertet werden.
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Abbildung 3.23: Leistung der besten ProgrammeDie Leistung der besten Programme bzw. Pro-
gramm-Optionen (siehe Tabelle 3.10) ist hier fur Alignments mit 2, 3, 5, 7, 10 und 15 Sequenzen ge-
zeigt (A—F). Die Leistung ist als Braliscore gegen die Sequenzidentitat (APSI) des jeweiligen Referenz-
Alignments aufgetragen.
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Diskussion

In diesem Kapitel werden die in den vorangegangenen Abschnitten vorgestellten Ergebnisse
diskutiert. Zunachst wird dabei nochmals auf das ProgranonSIRUCT, seine besonderen
Féahigkeiten und Eigenschaften, sowie Limitierungen eingegangen (siehe Abschnitt 4.1).

Um die Leistung von Alignment-Programmen angewendet auf RNA-Sequenzen bestimmen
zu kénnen, mussten zunéchst entsprechende Mal3e gefunden werden, welche fahig sind, die
Eigenarten des RNA-Alignments abzubilden. Eine Diskussion der in dieser Arbeit eingesetzten
Malf3e findet sich in Abschnitt 4.3.

Schlief3lich wird der Einfluss der Sequenzzahl und der verwendeten Substitutionsmatrix auf
die Leistung der Programme (Abschnitt 4.4 und 4.5), sowie die hier durchgefiihrte Parameter-
Optimierung besprochen (Abschnitt 4.6).

AnschlieRend werden die Ergebnisse der beiden vorgestellten Benchmarks diskutiert (siehe Ab-
schnitt 4.7) und soweit moglich, mit denen anderer Benchmarks verglichen und ein Resumee
gezogen.

4.1 CONSTRUCT

Die in CONSTRUCT implementierte semiautomatische Kombination aus Thermodynamik,
Sequenz-Alignment, Statistik (gegenseitiger Informationsgehalt) und Benutzer-Intelligenz er-
laubt es, die Eigenarten und Limitierungen der einzelnen Methoden zu umgehen. Der Ansatz
wurde von Zuker als aul3erst elegant (,most elegant”; Zuker, 2000) beschrieben und ist mittler-
weile einzigartig, da das einzige ahnliche Programm X2S (Juan & Wilson, 1999) nicht mehr
weiterentwickelt wurde und der Quellcode nicht mehr erhéltlich ist.

Seit der ersten Beschreibung (Liekal, 1996) wurden die Funktionen des Programms mehr-
fach erweitert (Llcket al, 1999; Riks, 2001; Wilm, 2002). So istdBISTRUCT mittlerwei-
le ein flexibles Mehrzweckwerkzeug geworden, das zur Erstellung und Korrektur von RNA-
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Alignments, zur Konsensusstruktur-Vorhersage und zur Erstellung von Mustern fir Homolo-
gie-Suchen eingesetzt wird (siehe beispielsweise Aettal., 2000; Grafet al., 2001; Owens

et al,, 2003). Dabei spielt die Benutzerinteraktion eine entscheidende Rolle, nicht zuletzt da die
Leistung von ,Mensch und Maschine® generell denen vollautomatischer Methoden tberlegen
ist (,human plus machine performance”; Fisckeéal. 1999).

In den folgenden Abschnitten werden die Eignung vVOONSTRUCT als Alignment-Editor
(Abschnitt 4.1.1) und zur Konsensusstruktur-Vorhersage (Abschnitt 4.1.2) diskutiert. Neben
den kurz in Abschnitt 3.3.5 erwahnten Neuerungen zur Erhéhung der Benutzerfreundlichkeit
wird in Abschnitt 4.1.3 die Méglichkeit besprochen, bekannte Strukturen zu bertcksichtigen.
Schliel3lich werden auch die Limitierungen des Programms erwdhnt (Abschnitt 4.1.4).

4.1.1 CoNSTRUCT als Alignment-Editor

Die Qualitat von Konsensusstruktur-Vorhersagen (und Phylogenie-Vorhersagen etc.) hangt im-
mer von der Qualitat des hierflr eingesetzten RNA-Alignments ab. Da aber gleichzeitig die
Erstellung/Berechnung eines RNA-Alignments notorisch schwierig ist (siehe Abschnitt 1.2.6),
sollten zur Korrektur dieser Alignments entsprechende Werkzeuge eingesetzt werden, nicht zu-
letzt da eine ausschliel3lich manuelle Korrektur sehr fehleranfallig ist.

Die Zahl der speziell auf das RNA-Alignment zugeschnittenen Editoren ist &uf3erst gering. Das
zur Pflege der Rfam ,Seed“-Alignments eingesetzte RALLEENA AlignmentEditor in
Emacs*; Griffiths-Jones, 2005) ist kein eigenstandiges Programm, sondern lediglich ein spezi-
eller Modus flr den Text-Editor Emalcgeht meist schief wegen sonderzeiche®HYDIT

(Jeonet al,, 2005) erlaubt das semiautomatische paarweise Alignment einer neuen Sequenz an
eine Template-Sequenz aus einem bereits bestehenden Alignment und zeigt dabei Sekundéar-
struktur-Informationen an. Keiner dieser Editoren hat eine ahnlich hohe Funktionsvielfalt und
eine ahnlich wohl durchdachte graphische Benutzeroberflache (,elaborate GUI“; Zuker, 2000)
wie CONSTRUCT. Die Kopplung von thermodynamischem Konsensus-Dotplot und Alignment
fuhrt den Benutzer in der Korrektur des Sequenz-Alignments (siehe Punkt 5 in Abbildung 3.6).
Falsch alignierte Strukturen sind im Konsensus-Dotplot schnell zu detektieren. So sind bei-
spielsweise misalignierte Helices als diffuse Ansammlung von Basenpaaren zu erkennen. Die
graphische Benutzeroberflache (GUI) erlaubt dabei eine schnelle Zuordnung der Basenpaare
des Dotplots zu den entsprechenden 5’- und 3’-Nukleotiden im Alignment-Fenster, deren Po-
sition dann entsprechend dem strukturellen Alignment korrigiert werden kann. Die Visualisie-
rung des Struktur-Alignments im Konsensus-Dotplot, welche den Benutzer bei der Korrektur
des Alignments leitet, erlaubt es ein RNA-Alignment zu erstellen das hinsichtlich Struktur und
Sequenz korrekt aligniert ist, selbst wenn es sich um sehr divergente Sequenzen handelt. Ein
extremes Beispiel ist das SECIS-Form2-Alignment aus Fagegettial. (2000), welches in
wenigen Schritten so weit verbessert ist, dass der SCI von 0,30 auf 0,78 (siehe auch Tabel-
le 3.2) steigt, ohne dass die Sequenz-Homologie darunter leidet.

! http://www.gnu.org/software/emacs/emacs.html
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Nach der Korrektur eines initialen Sequenz-Alignments mit Hilfe vaNSTRUCT lassen sich
optimale und suboptimale Konsensus-Strukturen, sowie tertiare Wechselwirkungen vorhersa-
gen.

4.1.2 (CoNSTRUCT zur Konsensusstruktur-Vorhersage

Nahezu alle Programme benétigen zur Konsensusstruktur-Vorhersage ein zuvor erstelltes, mog-
lichst korrektes RNA-Alignment. LediglictoMRNA (Ji et al, 2004) und CARNAC (Touzet
& Perriquet, 2004) bilden hier eine Ausnahme.

Die Qualitat der Vorhersage héngt direkt von der Qualitat des Alignments ab. Bekannte Pro-
gramme wie ILM (Ruaret al, 2004), FFoLD (Knudsen & Hein, 2003) und RNALIFOLD
(Hofackeret al., 2002) bendétigen ein fixes Alignment als Eingabe (fir einen Vergleich siehe
Gardner & Giegerich, 2004).A®LD versucht etwaigen Alignment-Fehlern zu begegnen, indem
es mit einer gewissen Wahrscheinlichkeit beriicksichtigt, dass ein Nukleotid falsch aligniert sein
konnte. @NSTRUCT hingegen erlaubt die Korrektur des Alignments mit Hilfe seiner graphi-
schen Oberflache.

Von den drei genannten Programmen sind nur ILM urehNSTRUCT fahig Pseudoknoten und
tertiare Wechselwirkungen vorherzusagen, da in beiden Programmen der MWM-Algorithmus
(,Maximum Weighted Matching“; nach Tabaskaal., 1998) implementiert ist und als (neben

der Thermodynamik optionale) Datengrundlage der gegenseitigen Informationsgehalt (,Mutual
Information Content“; siehe Chiu & Kolodziejczak, 1991, und Abschnitt 3.3.4) genutzt werden
kann.

RNAALIFOLD beruht ebenfalls auf einer Kombination von Thermodynamik und Statistik (Ko-
varianz), jedoch werden hier nur konsistente Basenpaaraustausche bericksichtigt, also solche
Austausche in denen ein Basenpaar durch ein anderes Basenpaar ausgetauscht wurde. Da-
mit soll zum einen das fur den gegenseitigen Informationsgehalt typische ,statistische Rau-
schen® unterdrickt und zum anderen auch AustauscheGvoti nachG : U vice versabe-
ricksichtigt werden. Der gegenseitige Informationsgehalt hingegen nutzt explizit keine Basen-
paarungsregeln, womit beispielsweise die Vorhersage von ungewdhnlichen (nicht-kanonischen
oder Wobble) Basenpaaren iro8STRUCT erst moglich wird.

Um dem statistischen Rauschen des gegenseitigen Informationsgehalts entgegenzuwirken, sind
in CONSTRUCT eine Reihe von Filtern implementiert, deren Anwendung graphisch unterstitzt
wird. So lasst sich ein Schwellenwert definieren, unterhalb dessen Daten ignoriert werden. Ein
solcher Schwellenwert lasst sich ebenso auf die thermodynamischen Daten anwenden. Diese
Werte sind vom Benutzer frei wahlbar und lassen sich somit dem jeweiligen Problem (dem
jeweiligen Sequenz-Set) anpassen. In keinem der anderen genannten Programme ist eine Filte-
rung dieser Art moglich. ILM, RNALIFOLD und CONSTRUCT erlauben zudem eine Gewich-

tung zwischen Statistik- (Kovarianz bzw. gegenseitiger Informationsgehalt) und Thermodyna-
mik-Term.
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4.1.3 Bericksichtigung bekannter Struktur-Informationen

Eine der Neuerungen vondMISTRUCT ist die in Abschnitt 3.3.6 beschriebene Methode, be-
reits bekannte Sekundarstrukturen i@CSTRUCT einzubinden bzw. diese zuné&chst aus 3D-
Strukturen zu extrahieren. Zur Bestimmung einer Sekundarstruktur aus einer 3D-Struktur wur-
de folgendermalf3en vorgegangen:

1. Extraktion der gewiinschten RNA aus einer PDB-Datei mit Hilfe vass R oL (Sayle &
Milner-White, 1995)

2. Annotation der Nukleotid-Konformationen dieser RNA durch MGWOTATE (Gendrona
et al, 2001)

3. Bestimmung der Sekundéarstruktur mit niedrigster Peculiarity-Summe (siehe Ab-
schnitt 3.3.6) per Nussinov-Algorithmus (Nussirehal., 1978)

Am Beispiel der 5S rRNA voidaloarcula marismortui{Banet al., 2000) wurde die Tauglich-
keit dieser Vorgehensweise gezeigt.

Eine alternative Mdoglichkeit ware die Verwendung der Programme RBEMx und
RNAMLVIEW (Yanget al, 2003). Mit diesen Programmen wurden mittlerweile alle Strukturen

in der NDB (Bermaret al,, 1992) annotiert. Damit sind zwar die entsprechenden Basenpaare
nun also schon Teil der Datenbank-Eintrage (siehe dort: ,Derivative Data / Base Pair Parame-
ters®), jedoch lassen sich diese nur eingeschrankt nutzen. So ist z. B. fir den Fall, dass in einer
PDB-Datei mehrere RNAs enthalten sind, eine Zuordnung der Basenpaare zu einer bestimmten
RNA kaum mdglich, da nicht zwischen den verschiedenen RNAs unterschieden wurde und
stattdessen die Basenpaare aller enthaltenen RNAs durchgehend nummeriert vorliegen.

Das Wissen um bekannte oder — wie gerade beschrieben — extrahierte Sekundarstrukturen kann
in CONSTRUCT durch entsprechende Eintrage in die sogenannten Project-Dateien genutzt wer-
den (siehe Abbildung 3.8). Im Programm werden die Informationen an zwei Stellen eingesetzt:
im Dotplot und in der sogenannten Struktur-Alignment-Ansicht. Im Dotplot werden alle falsch
vorhergesagten Basenpaare geldscht, mit dem Ziel die Darstellung tbersichtlicher zu machen.
Diese Vorgehensweise brachte jedoch nicht den gewtnschten Erfolg. Der visuelle Eindruck
der im Dotplot dargestellten Strukturverteilungen anderte sich nahezu gar nicht. Mdglicherwei-
se waren die Strukturvorhersagen per RMAD schon gut genug, oder die berilicksichtigten
Struktur-Mapping-Information reichten nicht aus. In der Struktur-Alignment-Ansicht hingegen
lassen sich Verstol3e der vorhergesagten Konsensus-Struktur gegen die vorgegebenen Struk-
tur-Informationen gut visualisieren (siehe Abbildung 3.9). Somit wird dem Benutzer ein Hin-
weis gegeben, inwiefern das Alignment modifiziert werden muss (oder auch die Parameter zur
Konsensusstruktur-Vorhersage verandert werden sollten).

Bei dieser Vorgehensweise wurde nur die graphische Darstellung der Basenpaare verandert, wo-
hingegen die Werte der entsprechenden Basenpaarungsmatrix unverandert blieben. Eine weite-
re Mdglichkeit, bekannte Sekundarstrukturen oder Basenpaarungen zu berticksichtigen, besteht
darin beim Programmaufruf von RN#LD bestimmte Basenpaarungen vorzugeben oder zu
verbieten (Kommandozeilen-Paramet€). Hierfir musste RNAoLD manuell aufgerufen
werden, und die entstehenden PostScript-Dateien, in denen die Werte flr die Strukturvertei-
lungen gespeichert sind, ausgetauscht werden.
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4.1.4 Limitierungen

Grundsatzlich stellt sich — wie bei anderen Programmen auch — das Problem der Parameter-
Wahl. Diese sollten im Idealfall durch den Benutzer immer an das jeweilige Datenset angepasst
werden. Hier besteht die Gefahr, dass die Parameter so getrimmt werden, dass eine gewlnschte
L6sung wahrscheinlicher wird. Dieses Problem besteht jedoch bei nahezu allen Programmen,
die dem Benutzer die Freiheit der Parameter-Wahl geben. Die Bertcksichtigung einfacher Re-
geln, wie beispielsweise erhdohte Gewichtung des Informationsgehalts bei erwarteten tertiaren
Wechselwirkungen oder ungewoéhnlichen Basenpaaren, ist jedoch in jedem Fall sinnvoll.

Auch wenn der Kern von GNSTRUCT komplett ersetzt wurde, laufzeitintensive Teile des
Programms kompiliert vorliegen und der Aufbau der graphischen Elemente optimiert wurden
(Wilm, 2002), gibt es nicht zuletzt aufgrund der Komplexitat der graphischen Darstellung klare
Limitierungen. So lasst sich festhalten, dass der Aufbau und die Aktualisierung der graphi-
schen Oberflache nach einer Alignment-Modifikation ab einer ungefahren Sequenz-Lange von
400 Nukleotiden auch auf modernen Computern sehr langsam wird. Die Zahl der Sequenzen
geht weniger deutlich in das Verhalten vooKCSTRUCT ein, sollte jedoch ca. 500 Sequenzen
nicht Gberschreiten.

Da CoNSTRUCT kein automatisches Alignment-Programm ist und die Benutzerinteraktion so-
gar ein wesentlicher Bestandteil der Programm-Strategie ist, kann die Alignment-Korrektur je
nach Qualitat des initialen Sequenz-Alignments viel Zeit in Anspruch nehmen.

4.2 Eignung der Bewertungsmale

Um die Leistung der Alignment-Programme zu messen, wurden in den beiden hier vorgestell-
ten Benchmarks (siehe Abschnitt 3.6 und Abschnitt 3.7) aus bereits publizierten Alignments
kleinere Referenz-Alignments generiert. Hierflr wurden die enthaltenen Sequenzen zu neuen
Alignments kombiniert, wobei anschlieRend Spalten, die nur Gaps enthielten, geldscht wurden.

Da es sich anbietet, die Leistung der Programme in Abhangigkeit von der Sequenz-Homologie
der Referenz-Alignments zu testen, wurde bei der Kompilation jeweils so vorgegangen, dass
die entstehenden Sub-Alignments Uber einen moéglichst breiten Sequenz-Homologie-Bereich
variieren. Da hier zwei verschiedene Methoden zur Erstellung der Tests zum Einsatz kamen,
unterscheiden sich die so erstellten Alignment-Sets in ihren Eigenschaften (siehe Abschnitt 4.3).

Als Mal} fur die Sequenz-Homologie der Referenz-Alignments wurde die sogenannte durch-
schnittliche paarweise Sequenz-ldentitdt (APSI; siehe Abschnitt 3.5.3) eingesetzt. Grund-
satzlich wéare es auch moglich gewesen, eine Variante der SOP (,Sum-of-Pairs”; siehe Ab-
schnitt 1.2.3; nicht zu verwechseln mit der SPS) einzusetzen.

Die Referenz-Alignments bzw. die entsprechenden dealignierten Sequenzen wurden dann mit
Hilfe der zu testenden Programme (re-)aligniert. Die Giite der so berechneten Test-Alignments

wurde anschlieRend auf Sequenz-Ebene anhand der Ubereinstimmung mit dem Referenz-Align-
ment und auf Struktur-Ebene anhand der im Alignment enthaltenen Sekundarstruktur-Informa-

tion bzw. -Konservierung bestimmt.
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Als MaR der Sequenz-Ubereinstimmung wurde die SPS (,Sum-of-Pairs-Score”; auch
BAliScore) eingesetzt, da sie einen Standard fur Alignment-Benchmarks darstellt (siehe
Abschnitt 3.5.1 und Thompsoet al., 1999a). Es existiert eine Reihe &hnlicher oder daraus
abgeleiteter MalRe, wie beispielsweise die , Total Column Score” (Thomesah, 1999a),

die ,Modeller/Developer Score* (Saudet al,, 2000), die Q Score” (Edgar, 2004b) oder die
»Overlap Score” (Lassmann & Sonnhammer, 2002). In dieser Arbeit wurde m2henSCORE

fur die Berechnung der SPS auch das Prograc@mPALIGN verwendet, dessen Mal3 ver-
einfacht gesagt eine Mischung aus SPS und APSI darstellt und hier als SPS-Aquivalent SPS
bezeichnet wird (siehe Abschnitt 3.5.2). Allen diesen MalRen ist gemeinsam, dass sie die
Sequenz-Ubereinstimmung durch einen Vergleich zwischen Referenz- und Test-Alignment
bestimmen.

Die SPS kann als Mal3 der Sensitivitat fur ein Sequenz-Alignment bezeichnet werden. Sie be-
stimmt das Verhaltnis der Anzahl korrekt alignierter Paare zur Anzahl aller Paare, d. h. es wird
pro Restepaar entschieden, ob es zwischen Test und Referenz-Alignment identisch aligniert ist.
Deshalb ist das Mal3 allerdings auch fur bestimmte Fehler anféallig. Sind die Sequenzen bei-
spielsweise nur eine Position gegeneinander versetzt, nimmt die SPS einen Wert von Null an.
Ein extremes Beispiel ist in Abbildung 3.10 gezeigt. Weitere Beispiele lassen sich mit Ab-
folgen von gleichen Nukleotiden konstruieren (&hnlich der Abfolge Xsnn der genannten
Abbildung), bei denen es grundsatzlich egal sein sollte, ob sie links oder rechts ausgerichtet
aligniert werden.

Ein alternatives Mal3, welches diese Positionsunterschiede bericksichtigt, ist die ,Shift Score”
(Cline et al., 2002). Sie bestimmt die Positionsunterschiede von (nicht korrekt) alignierten Res-
ten in allen paarweisen Alignments und nutzt dabei eine durchdachte Normierung. Damit in-
korporiert sie mehr Informationen als die vorgenannten Mal3e, welche lediglich eine (binare)
Aussage dartber treffen, ob zwei Reste identisch aligniert sind, oder nicht. Gleichzeitig ahnelt
sie damit entfernt dem sogenannten ,cs_shift*-Mal3 (Wilm, 2002), das eine ungefahre Aussage
uber die Anzahl an Modifikationsschritten trifft, welche bendtigt werden, um ein Test- in ein
Referenz-Alignment mit Hilfe von GNSTRUCT zu Uberflhren.

Theoretisch hatte auch die APSI als Bewertungsmal? fur die Test-Alignments eingesetzt werden
konnen. Dies erwies sich jedoch als wenig aussagekréftig (Daten nicht gezeigt). Die Kurvenver-
l&ufe der Leistung der Programme waren nahezu identisch und entsprachen in etwa der jeweili-
gen Sequenz-Homologie der Referenz (die ja ebenfalls in Form der APSI gemessen wurde).

Ein geeignetes (genormtes) Mal fir die Struktur-Homologie eines RNA-Alignments zu fin-
den, erwies sich u.a. deshalb als schwierig (siehe auch Diskussion in Abschnitt 3.5), da auf
keine bereits bekannten Strukturen zurtickgegriffen werden konnte und auf Konsensusstruktur-
Vorhersagen, aufgrund moglicher Fehler in dieser Vorhersage, weitestgehend verzichtet werden
sollte.

In dieser Arbeit wurde der sogenannte SCI (,Structure Conservation Index”; siehe Ab-
schnitt 3.5.4 und Washiegt al, 2005) eingesetzt. Der SCI wurde urspriinglich entwickelt, um

in genomischen Alignments neue ncRNAs vorherzusagen. Das Mal3 eignet sich hervorragend
zur Bewertung von RNA-Alignments, da es die in einem RNA-Alignment enthaltene Sekundéar-
struktur-Konservierung bestimmt. Dies geschieht, indem das Verhéltnis aus den MFE-Energien



Qualitit und Eigenschaften der Test-Sets 87

der im Alignment enthaltenen Sequenzen und der Konsensus-MFE des Alignments gebildet
wird. Sind Sekundéarstruktur-Elemente korrekt aligniert, so sollte die Konsensus-MFE in etwa
dem Durchschnitt aller einzelnen Energien entsprechen.

Der SCl ist relativ robust gegentber Fehlern in der Strukturvorhersage: sollten die Einzelstruk-
turvorhersagen aufgrund fehlender Parameter, ungewohnlicher Basenpaare etc. scheitern, so
wird mit hoher Wahrscheinlichkeit auch die Konsensusstruktur-Vorhersage schagewer-
saund der SCI bleibt als Quotient aus beiden Werten relativ unbeeintrachtigt. Auf3erdem ist
diese Bestimmung der Sekundarstruktur-Konservierung vollkommen unabh&ngig von einem
Referenz-Alignment. Dies ist insofern wichtig, als dass aufgrund der hohen Zahl von automa-
tisch generierten Referenz-Alignments die Korrektheit derselben nicht immer garantiert werden
kann. Bei Anwendung eines Mal3es wie der SPS wird das Referenz-Alignment aber als richti-
ge L6sung definiert. Mit Hilfe des SCI hingegen lassen sich bei Vergleich von (definiertem)
Referenz- und Test-Alignment u. U. sogar Fehler in der ,Referenz” aufdecken. Ein &hnliches
strukturbasiertes Mal} existiert fir Protein-Alignments nicht. Hier gibt es jedoch eine Reihe von
Programmen, die die Qualitat eines Alignments in Abhangigkeit zu einer bereits aufgelosten
Struktur beschreiben (beispielsweise ADPB; siehe O’Sulleteal., 2003).

Dadurch, dass der SCI Konsensus-MFE und durchschnittliche Einzelstruktur-MFEs in Relation
setzt, ist der Wert ,normiert” und ein Vergleich von Alignments unterschiedlicher Sequenzzu-
sammensetzung wird moglich. Allerdings sind diesem Vergleich theoretisch Grenzen gesetzt,
da mit steigender Sequenz-Zahl die u. U. auch steigende Anzahl Basenpaaraustausche zu leicht
erhdhten Werten der Konsensus-MFE und damit des SCI selbst fihren konnte. Dieser Effekt
liel3 sich hier jedoch nicht beobachten.

SPS und SCI bilden ein sich komplementierendes Gespann zur Bewertung von RNA-Align-
ments, da das eine MaR die Sequenz-Ubereinstimmung mit einer Referenz und das andere MaR
die Sekundarstruktur-Konservierung in einem Alignment misst. Zudem kann gezeigt werden,
dass sie miteinander korrelieren (Mainz, 2006). Insofern war es auch folgerichtig das Produkt
aus beiden Mal3en zu nutzen (hier Braliscore genannt), um eine Rangfolge der getesteten Pro-
gramme zu erstellen (siehe Tabelle 3.4 bzw. insbesondere Tabelle 3.10).

Die Leistung der Programme wurde hier immer nur in Abhangigkeit von der Sequenz-Homo-

logie in Form der APSI bestimmt. Grundsatzlich wére auch eine Untersuchung der Leistung in
Abhangigkeit von dem Referenz-SCI oder dem Produkt aus Referenz-SCI und Referenz-APSI
interessant.

4.3 Qualitat und Eigenschaften der Test-Sets

Da wie eingangs erwahnt eine manuelle bzw. dureNSTRUCT unterstutzte Erstellung einer
grofRen Zahl von Referenz-Alignments mit variierenden Sequenz-Eigenschaften aus Zeitgrin-
den nicht moglich war, wurden in dieser Arbeit Referenz-Alignments durch Neukombination
von Sequenzen aus grofRen Quell-Alignments erstellt.

Im ersten Benchmark (Abschnitt 3.6) wurden hierfir sowohl ,Seed“- als auch ,Full*-Align-
ments der Rfam (hier Griffiths-Jones al., 2003) sowie ein Alignment eukaryotischer SRP-
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RNAs der SRP-Datenbank (Rosenbletdal., 2003) verwendet. Die in Gardnet al. (2005)
genannten Probleme mit dem SRP-RNA-Alignment bzw. -Datenset erwiesen sich aufgrund von
Programmfehlern als falsch (siehe Anmerkung in Abschnitt 3.6.2). Die genannten Quell-Align-
ments wurden verwendet, um Referenz-Alignments zu je finf Sequenzen (bzw. zwei Sequen-
zen) zu erstellen (siehe ebenfalls Abschnitt 3.6.2). Hierdurch konnten pro RNA-Familie bzw.
Quell-Alignment je 100 Alignments konstruiert werden, deren Verteilung tber den APSI-Be-
reich nur leicht ungleichmafig ist (siehe Abbildung 3.12). Bei 55-70% APSI zeigt sich ein
leichtes Maximum und unterhalb von 50% féllt die Zahl der Alignments drastisch ab. Fur das
paarweise tRNA-Set lassen sich aufgrund der héheren Kombinationsmaéglichkeiten noch Re-
ferenz-Alignments bis zu einer Sequenz-ldentitat von 15% APSI erstellen. Gleichzeitig zeigen
die Alignments eine gute Struktur-Konservierung mit einem durchschnittlichen SCI von 0,87
bzw. 1,05 (siehe Tabelle 3.3).

Im zweiten Benchmark (Abschnitt 3.7) wurden neue Referenz-Alignments erstellt. Da im ers-
ten Benchmark als Datenquelle lediglich funf RNA-Familien eingesetzt wurden, war es theo-
retisch maglich, dass die gemessene Leistung der Programme von den Eigenschaften der (we-
nigen) RNA-Familien abhing. Zudem kamen dort zwei ,Full“-Alignments der Rfam zum Ein-
satz, die durch Erweiterung der ,Seed“-Alignments Uber eine automatische Datenbanksuche
(mittels INFERNAL Eddy, 2002) entstehen und damit mdglicherweise nicht homologe Sequen-
zen enthalten. Im zweiten Benchmark wurden aufgrund dessen nur die (im Vergleich zu den
~Full“-Alignments) qualitativ hochwertigeren ,Seed“-Alignments der Rfam (hier Version 7.0;
Griffiths-Jonet al, 2005) als Datenquelle eingesetzt. Um einen Einfluss einer dominierenden
RNA-Familie moglichst auszuschliel3en, wurden der Rfam insgesamt 36 ,Seed“-Alignments
entnommen (siehe Tabelle 3.5). Weiterhin wurde in der zur Kompilation eingesetzten Methode
(siehe Abschnitt 3.7.2) sichergestellt, dass nur Referenz-Alignments mit einem SCI gré3er 0,6
konstruiert wurden. Insgesamt sollte so eine hohe Qualitat der Referenz-Alignments sicherge-
stellt werden.

Wie in Tabelle 3.6 gezeigt, liegt der SCI der entstandenen Referenz-Alignments erstaunlich
hoch, bedenkt man, dass bei der Kompilation lediglich ein SCI von mindestens 0,6 vorgegeben
war. In den meisten Fallen nimmt der SCI mit der Anzahl der Sequenzen in den Alignments
ab, obwohl hier theoretisch kompensatorische Basenpaaraustausche zu héheren Werten fiihren
kénnten. Einzige Ausnahme stellen die Histon3- und tRNA-Alignments dar. In der genannten
Tabelle ist ebenfalls zu erkennen, dass die Alignments von 5SrRNA, HIV, HCV IRES, tRNA
und TAR in ihrer Anzahl deutlich dominieren. Mit steigender Sequenzikaihr Referenz-
Alignments ist dieser Effekt immer ausgepragter. Bei 15 Sequenzen bestehen die Referenz-
Alignments fast ausschliel3lich aus Alignments dieser RNA-Familien. Eine ausgeglichenere
Verteilung zwischen den RNAs, d@hnlich zu dem Datenset aus dem ersten Benchmark, ware
winschenswerter gewesen.

Die Verteilung der Anzahl Alignments Uber den Sequenz-Homologie-Bereich ist ungleichma-
Biger als im Datenset des ersten Benchmarks (siehe Abbildung 3.19), wobei dies auch durch die
wesentlich hohere Anzahl erstellter Alignments begriindet ist. Uber 80% APSI lasst sich eine
sehr hohe Zahl Alignments generieren. Zwischen 60% und 80% APSI ergibt sich ein drastisches
Minimum und unterhalb von 60% steigt die Anzahl dann wieder leicht an (warum sich bei 58%
kein Alignment erstellen liel3 bleibt unklar). Die ungleichméaflige Verteilung zeigt sich bei allen
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SequenzzahlenkR—%15). Hierbei ist zu beachten, dass die Sequenzen eines Referenz-Align-
ments bei einem paarweisen Vergleich in etwa die gleiche Sequenz-ldentitat wie das Alignment
selber aufweisen und somit nahezu &quidistant sind. Dies ist so, da bei der Kompilation der
Test-Sets im ersten Schritt immer nur solche Sequenzen verwendet wurden, deren paarweise
Sequenz-ldentitat bereits in etwa der gewlinschten Sequenz-ldentitat des Ausgangsalignments
entspricht (siehe Abbildung 3.17). Einfach gesagt besteht ein Alignment mit beispielsweise
60% APSI aus Sequenzen, die untereinander ebenfalls in etwa eine solche Sequenz-ldentitat
aufweisen. Ubertragen auf die eben erwahnte ungleichméaRige Verteilung heilt das, dass auch
in den Ausgangsalignments bereits eine solche ungleiche Verteilung vorlag, diese also zum
Grol3teil aus paarweise hochhomologen und paarweise divergenten Sequenzen bestehen.

Vergleicht man die Datensets des ersten und des zweiten Benchmarks, so lasst sich in aller Kir-
ze festhalten, dass eine hohe Qualitat der Alignments des ersten Benchmarks nicht garantiert
ist, Im Gegensatz zu denen des zweiten Benchmarks. Dafir ist bei den Referenz-Alignments
des ersten Benchmarks eine gleichmaRige Verteilung der Anzahl der Alignments tber die flnf
RNA-Familien gegeben. Die erwdhnten Schwéachen der Alignments des zweiten Benchmarks
(ungleichmaRige Verteilung Uber den Sequenz-Homologie-Bereich und Giber die RNA-Famili-
en) werden allerdings durch die hohe Anzahl Alignments und durch die variierende Sequenz-
Zahl ausgeglichen. Hierdurch war eine Messung der Leistung in Abhangigkeit von der Sequenz-
Zahl tberhaupt erst moglich.

Eine intelligente Reduktion des Datensets wére wiinschenswert. So kdnnte beispielsweise die
Anzahl Alignments pro 1%igem-ldentitatsintervall auf etwa 10 reduziert werden, wobei gleich-
zeitig eine Uberreprasentation von Alignments bestimmter Familien verhindert werden koénnte.
Ein alternativer Weg zur Erstellung von Referenz-Alignments wird in Abschnitt 4.8 kurz disku-
tiert.

4.4 Einfluss der Sequenzzahl

Im ersten Benchmark wurden Referenz-Alignments mit funf Sequenzen (dort Sequenz-Align-
ment-Datenset genannt) und mit zwei Sequenzen (Struktur-Alignment-Datenset genannt) ein-
gesetzt. Der unterschiedliche Kurvenverlauf der Leistung Voo IGN und QLUSTALW (sie-

he Abbildung 3.15 und Abbildung 3.16) gibt einen ersten deutlichen Hinweis darauf, dass die
Leistung der Programme von der Sequenzzahl abhangt (fur Proteine erstmals durch McClure
et al, 1994, gezeigt). In diesem Fall kdnnte allerdings auch eine Abhangigkeit von den Ei-
genschaften der tRNA-Sequenzen vorliegen, welche alleinige Datengrundlage fir das Struktur-
Alignment-Datenset waren. In Abbildung 3.16 sind zwei Grenzwerte bei 40% bzw. 60% APSI
zu erkennen, bei denen die Leistung der beiden Sequenz-Alignment-Programme jeweils deut-
lich fallt. Diese markanten Punkte sind bei Anwendung auf das Sequenz-Alignment-Datenset
mit finf Sequenzen (siehe Abbildung 3.15) nicht ausgepragt.

Der Einfluss der Sequenzzahl wurde in Abschnitt 3.7.6 genauer untersucht. Dabei wurden in
Abbildung 3.20 exemplarisch ein iterativ-arbeitendes Progran®RPund ein nicht-iterativ
arbeitendes Programm (GsTALW) gegenubergestellt. Wird die Leistung vonuSTALW als
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SPS gemessen, so sind die Unterschiede in der Leistung bei steigender Sequenzzahl nicht allzu
ausgepragt. Im homologen Bereick 60% APSI) fallt die Leistung mit steigender Sequenz-
Zahl leicht; unterhalb 60% APSI gilt der Umkehrfall. Wird die Leistung allerdings als SCI
gemessen, so fallt sie deutlich mit steigender Sequenzzahl.

Die Leistung von RRN — als iterativ arbeitendem Programm — verhalt sich bei Betrachtung der
SPS ahnlich wie bei CUSTALW, auch wenn die Unterschiede ausgepréagter sind. Je divergenter
die Sequenzen und je hoher die Sequenzzahl umso besser ist die Leistung. Das lasst sich hier
aber im Gegensatz zuLOSTALW auch bei Betrachtung des SCI feststellen, vorausgesetzt, die
Sequenzen sind divergent genug35% APSI).

Stellt man beide Programme gegentber (C in Abbildung 3.20) zeigt sich klar, dass P

als iteratives Programm im Vergleich zuw @sTALW mit steigender Sequenz-Zahl und zu-

dem fallender Sequenz-Homologie immer besser abschneidet. Dies lasst sich ebenso flr an-
dere Kombinationen von iterativ/nicht-iterativ arbeitenden Programmen zeigen (beispielsweise
mit PROALIGN und POA statt CUSTAL, sowie mit MAFFT oder MUSCLE statt BRN).

Sowohl mit steigender Sequenz-Zahl, als auch mit fallender Sequenz-Homologie scheinen die
Programme generell mehr Fehler in ein RNA-Alignment einzufligen. Programme, die ein in-
itiales Alignment iterativ verfeinern, haben hier einen klaren Vorteil, da sie Alignment-Fehler
im iterativen Zyklus korrigieren kdnnen.

Nach Katohet al. (2005) ist diese Fahigkeit in erster Linie von der Anzahl enthaltener ho-
mologer Sequenzen abhangig. Dort wurde eine Strategie entwicketE{E.RB) mit deren

Hilfe dieser Umstand ausgenutzt wird, um die Alignment-Qualitat zu erh6hen. Dafur werden
zu einem zu alignierenden Sequenz-Set automatisch homologe Sequenzen hinzugefuigt, dann
alle Sequenzen aligniert und schlie3lich die zuvor hinzugefiigten Sequenzen wieder entfernt.
Dadurch lief3 sich die Alignment-Qualitat im Vergleich zu der Variante, in der keine homologen
Sequenzen hinzugefigt werden, deutlich verbessern.

4.5 Einfluss von Substitutionsmatrizen

In Abschnitt 3.7.7 wurde untersucht, inwiefern die Verwendung unterschiedlicher Substituti-
onsmatrizen die Leistung der Programme beeinflusst. Daftr wurden die Standard-Matrizen von
ALIGN-M, CLUSTALW und POA durch die Gotoh-Matrix (Gotoh, 1999) und eine RIBOSUM-
Matrix ersetzt (Klein & Eddy, 2003). Die Werte dieser Matrizen wurden so skaliert, dass sie
dem Werte-Bereich der Standard-Matrizen entsprachen, um so eine Wechselwirkung mit den
Gapkosten auszuschliel3en.

In allen drei Fallen wurden Friedman-Tests und Wilcoxon-Rangtests zur statistischen Vali-
dierung der Ergebnisse eingesetzt. Interessanterweise sind die Ergebnisse vollkommen wider-
spruchlich (siehe Tabelle 3.7): FUunLGSTALW ist die Standard-Matrix immer die signifikant
beste Wahl. Fir die Standard-Matrizen von POA unda\-M gilt das Gegenteil. Fir POA
eignet sich die Gotoh-Matrix am ehesten. Flri@dN-M lasst sich keine eindeutige Tendenz
feststellen. Die Grunde hierfur sind unklar. Aufgrund der Wilcoxon-Rangtests ist ausgeschlos-
sen, dass es sich um zufallige Ereignisse handelt.
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Erst kirzlich wurde eine weitere Substitutionsmatrix fur Nukleinsauren veroéffentlicht (Wolf
et al, 2005a). Die ,ITS2 Score” genannte Matrix wurde anhand einer Homologie-Modellierung
von 20000 ,rRNAInternalTranscribedspacer 2“-Strukturen (ITS2) konstruiert. Ein Vergleich
dieser Matrix bzw. ihr Einfluss auf die Leistung der Programme mit den beiden hier genannten
Matrizen steht noch aus.

Es bleibt festzuhalten, dass aufgrund der Abhangigkeit von Gapkosten und Substitutionsmatrix
hier neben der Veranderung der Gapkosten theoretisch eine weitere Optimierungsmaoglichkeit
besteht. So wurde im Falle von POA zwischenzeitlich versehentlich eine nicht an die Standard-
Werte angepasste Gotoh-Matrix verwendet, die zu deutlich besseren Ergebnissen, als bei Ver-
wendung aller anderen Matrizen fiihrte (Daten nicht gezeigt). Da es bei der Verwendung von
POA nicht die Moglichkeit gibt, Gapkosten anzugeben, ist die Veranderung der Substitutions-
matrix ein alternativer Weg der Parameter-Optimierung.

4.6 Gapkosten-Optimierung

Die vom Autor von MAFFT erfolgreich durchgefiihrte Optimierung der Gapkosten fuhrte zu
einer dramatischen Leistungssteigerung des Programms (siehe Abbildung 3.21). Die Optimie-
rung fand mit Hilfe der in Gardnegt al. (2005) publizierten Daten statt und die entsprechen-

den Parameter wurden in der neuen Version des Programms (Version 5;e{aiigl2005) als
Standard verwendet (siehe auch Abschnitt 3.7.8). Diese Optimierung fuhrte dazu, dass das im
ersten Benchmark deutlich am schlechtesten abschneidende Programme im zweiten Benchmark
zu den besten Programmen z&hlt. Der Autor konnte zudem zeigen, dass sich die Gapkosten von
CLUSTALW und RRRN verbessern lie3en (Gap-Open- und Gap-Extension-Kosten: 20/0,5 statt
15/5 fir QLUSTALW bzw. 10/3 statt 9/2 fiir RRN).

Die Idee der Gapkosten-Optimierung wurde hier aufgegriffen und ist in Abschnitt 3.7.9 be-
sprochen. Hier wurde vereinfachend die Braliscore als Bewertungsmald genutzt, damit eine
einfache Bestimmung der Rangfolge mit nur einem Mafd mdglich war. Zudem wurden, wie
in Abschnitt 3.7.5 begruindet, nur Referenz-Alignments mit einer Sequenz-Homeldg&%o

APSI eingesetzt und die Range Uber alle Sequenz-Setsk2i¢d5) gemittelt. Dies ist zwar

eine grobe Vereinfachung — u. a. da sich die verdnderten Parameter auch unterschiedlich auf
die SPSund SCI-Bewertung auswirken — jedoch war die Gapkosten-Optimierung so einfach
durchfihrbar.

Obwohl Q.usTALW altbewéhrt ist und bei Verwendung von Nukleinsauren (vom Benutzer
unbemerkt) angepasste Parameter ladt, war es hier moglich, die Gapkosten zu optimieren (siehe
Tabelle 3.8), auch wenn der Leistungsanstieg eher gering ausfallt und sich in erster Linie bei der
SCI-Bewertung auswirkt (siehe Abbildung 3.22; ahnliches liel3 sich auch bei der Optimierung
von MAFFT beobachten, siehe Abbildung 3.21).

2 pers. Komm.
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PRANK (siehe Abschnitt 3.1.13 und Loytynoja & Goldman, 2005) hingegen ist ein relativ jun-
ges Programm. Die Gapkosten-Optimierung zeigte hier, dass die Standard-Werte sehr weit vom
Optimum entfernt liegen (siehe Tabelle 3.9).

Nach Veroffentlichung von Gardneat al. (2005) kindigte der Autor von MUSCLE (siehe
Abschnitt 3.1.9 und Edgar, 2004b) an, die Gapkosten des Programms ebenfalls zu optimieren
Mit Hilfe des in dieser Arbeit durchgefihrten zweiten Benchmarks (siehe Abschnitt 3.7) konnte
gezeigt werden, dass die Parameter in der neuen Version optimal sind (siehe Anmerkung in
Abschnitt 3.7.9).

Grundsétzlich scheinen die Parameter der Programme (auch der schon langer bestehenden) an-
hand von Protein-Alignments optimiert worden zu sein. Bei allen hier getesteten Programmen,
die nicht schon aufgrund der Veréffentlichung des ersten Benchmarks (GetdigR005) op-

timiert wurden, lieBen sich bessere Parameter finden. Die Parameter des noch in Entwicklung
befindlichen ProgrammsT®AL (siehe Abschnitt 3.1.17 und Dalli, 2006) wurden von Beginn

an anhand der hier vorgestellten Test-Sets optimiert.

4.7 Vergleich der Leistung aller Programme

Da sich die Alignment-Programm-Versionen und -Optionen sowie die Daten-Sets zwischen
dem ersten und dem zweiten hier durchgefiihrten Benchmark unterscheiden, werden die Ergeb-
nisse im Folgenden separat diskutiert.

4.7.1 Benchmark| (BRAIliBase II)

Ein erstes Uberraschendes Ergebnis des in Abschnitt 3.6 geschilderten Benchmarks war, dass die
Leistung aller Programme unabhangig vom eingesetzten Bewertungsmal3 stark variiert (siehe
Abbildung 3.14 fir ein Beispiel). Es gibt also Referenz-Sets mit hoher Sequenz-Homologie, bei
denen die Alignment-Programme schlecht abschneiden und umgekehrt. Aufgrund der starken
Streuung der Datenpunkte wurde bei den dort folgend aufgefiihrten Plots die Lowess-Glattung
eingesetzt.

Sequenz-Alignment-Datenset

Die in Abbildung 3.15 gezeigten Kurvenverlaufe der Leistung der einzelnen Sequenzalignment-
Programme sind alle recht ahnlich, wenn auch verschoben. Grundséatzlich gilt: je geringer die
Sequenz-Homologie, umso geringer ist die Leistung der Programme. Oberhalb 75% APSI
schneiden alle Programme in etwa gleich gut ab, sieht man von MAFFT (hier die alte, nicht op-
timierte Version) ab. Bei diesem Grad an Sequenz-Homologie ist das Alignment-Problem meist
trivial und durch Einfigen weniger Gaps gelost. Der leichte SCI-Anstieg bei 75% APSI ist,

wie in Abbildung 3.15 zu sehen, kein Artefakt der Lowess-Glattung, sondern scheint eher eine

3 pers. Komm.
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Eigenschaft der Datensets widerzuspiegeln. Unterhalb von 70% APSI kommt es zu einem deut-
lichen Leistungsabfall der Programme, welcher sich ab 55% noch steigert. Dieser Leistungs-
abfall ist bei Bewertung mit dem SCI deutlicher. Hier zeigt sich auch jeweils bei den beiden
genannten Grenzwerten eine Veranderung des Referenz-SCI-Verlaufs. An beiden Grenzwerten
wird der Leistungsunterschied der einzelnen Programme deutlich. Grundsatzlich lasst sich hier
sagen, dass die sogenannte , Twilight Zone* (nach Doolittle, 1981, siehe auch Anmerkung in
Abschnitt 4.8), also der Homologiebereich, ab dem das Alignment mit Sequenz-Alignment-
Programmen sehr schwierig wird, bei ca. 55% APSI liegt. Im Allgemeinen sind nur relativ ge-
ringe Unterschiede in der Bewertung der Leistung eines Programms zwischen SCI und APSI
zu bemerken.

Anhand der genannten Grenzwerte (55% und 75% APSI) wurden Homologiegruppen definiert
und durch das Produkt von SCI und SPS eine Rangfolge erstellt (siehe Tabelle 3.4). In allen drei
Homologie-Gruppen schnittFDALIGN gleichmaRig gut ab, wahrscheinlich eine Folge davon,
dass die Parameter des Programms anhand von einer hohen Zaldsai{RRoyeet al.,, 1998)
generierter Alignments optimiert wurden. Im hohen und mittleren Homologie-Bereich gehdrten
MUSCLE und PCMA zu den besten Programmen. Im niedrig homologen Bereich wurden
neben ROALIGN und POA (g,p) die beiden iterativen MethoderRARN und MUSCLE gut
bewertet.

Die Leistung von POA ist am besten, wenn es zu einem globalen, progressiven Align-
ment (g,p) gezwungen wird. Die Leistung von TBEFEEsteigt, wenn die vom Programm be-
notigte paarweise Alignment-Bibliothek mittOsSTALW erstellt wird. Dies verwundert nicht,

da die QUSTALW-Alignments selber gut bewertet werden. Ahnliches gilt fir PCMA: Hier
wird durch den Parametave grp_id (agi) angegeben, bis zu welchem Schwellenwert
CLUSTALW eingesetzt werden soll, bevor zu einer B#FEEahnlichen Strategie gewechselt
wird. Je langer (niedriger Wert) ©STALW eingesetzt wird, umso besser werden die Align-
ments bewertet. Die lokalen Konsistenz-basierten MethodeaM-M und DIALIGN schnei-

den — neben MAFFT — sehr schlecht ab.

Struktur-Alignment-Datenset

Der Benchmark der Struktur-Alignment-Programme mit Hilfe des paarweisen tRNA-Datensets
(Struktur-Alignment-Datenset) ist in Abschnitt 3.6.6 geschildert. Die Leistung der Programme
ist in Abbildung 3.16 gezeigt. Auffallig ist hier, dass die Leistung vare@Loc (gleichgultig

mit welcher Option) sich kaum von der eines Sequenzalignment-Programms (sieheACW

und FRROALIGN dort) unterscheidet: bei 60% APSI kommt es zu einem ersten deutlichen Leis-
tungseinbruch, bei 40% APSI féllt die Leistung nochmals. Die schnelle Variantenooi?p,

welche kein Alignment der Basenpaarungsmatrizen, sondern der daraus extrahierten Paarungs-
vektoren (siehe Abschnitt 3.1.11) durchfuhrt, schneidet ahnlich schlecht ab, da sie weder Se-
qguenz-Informationen, noch die kompletten Informationen der Basenpaarungsmatrizen fur ein
Alignment nutzt (im Gegensatz zur normalem & MP-Variante).

Bei den anderen Struktur-Alignment-Programmen ist die Leistung relativ unabhangig von der
Sequenz-Homologie. Die mit YINALIGN, FOLDALIGN und RvcomP erzeugten Alignments
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werden beim Einsatz des SCI als Bewertungsmal3 genauso gut wie die Referenz-Alignments be-
wertet. Da IYNALIGN nur die Struktur aligniert und keinerlei Sequenz-Information verwendet,

ist die Bewertung durch die SPS selbst bei hoch-homologen Sequenzen schlecht. Erstaunlich
ist, dass RcoMP hier besser abschneidet alsixLIGN, obwohl es in der hier verwendeten
Version ebenfalls keine Sequenz-Informationen nutzt. Beim Alignment der Basenpaarungsma-
trizen scheint genug ,,Sequenz-Information“ erhalten zu bleiben.

FOLDALIGN nutzt als einziges der Struktur-Alignment-Programme auch Sequenz-Informatio-
nen in Form der RIBOSUM-Matrizen. Die Leistung VO EDALIGN ist hier sowohl auf Se-
guenz-, als auch auf Struktur-Ebene exzellent.

4.7.2 Benchmarkll (BRAIlBase V)

Die Ergebnisse des zweiten Benchmarks sind in Tabelle 3.10 zusammengefasst. Im Gegensatz
zu Tabelle 3.4 sind die Range hier mit Hilfe von Friedman-Tests berechnet worden. Hier wurden
keine Homologie-Gruppen unterschieden, u. a. da die Grenzen der Homologie-Gruppen mit va-
riierenden Sequenz-Zahlen nicht identisch bleiben. Zudem wurden die Daten fir sehr homologe
Referenz-Alignments (APSI80%) nicht mit einbezogen, da diese in ihrer Anzahl tiberwogen

und so einen verzerrenden Einfluss auf die Rangtests gehabt hatten.

Die Leistung der lokalen, Konsistenz-basierten MethodeniGA-Mm, DIALIGN und
DIALIGN-T wurde in diesem Benchmark erneut in allen Fallen am schlechtesten bewer-
tet. Das ebenfalls Konsistenz-basierte ®REEE rangierte in dem hier durchgefuhrten Test
vor CLUSTALW. Allerdings musste die Bibliothek des Programms (siehe Abschnitt 3.1.18)
mit Hilfe von vier verschiedenen und teils nicht dokumentierten, vom Autor empfoHlgnen
paarweisen Alignment-Quellen aufgebaut werden (siehe auch Abschnitt 2.2.2).

Die Leistung des relativ neuen Programn®aRK ist mit der von RROALIGN vergleichbar bzw.

sogar leicht besser, wenn die in Abschnitt 3.7.9 erarbeiteten, optimierten Parameter eingesetzt
werden. Mit steigender Sequenz-Zahl fallt die Leistung veai, obwohl sie sich aufgrund

der implementierten Insertions-Korrektur, welche die bei progressiven Methoden auftretende
,Uberbestrafung* von Insertionen (siehe Abbildung 3.4) relativ zu anderen (nicht-iterativen)
Methoden bessern sollte. Hier ist eher das Gegenteil der Fall. Allerdings lasst sich anhand von
Wilcoxon-Rangtests zeigen, dass mit Hilfe der erwéhnten Insertions-Korrektur signifikant bes-
sere Alignments erzeugt werden, als ohne diese Option (Daten nicht gezeigt).

Unter den nicht optimierten Methoden schneidetRR und FROALIGN durchschnittlich am
besten ab, wobei die Leistung vOrRIRN als iterativ arbeitendem Programm mit steigender
Sequenz-Zahl im Gegensatz zRGALIGN steigt.

Die drei durchgehend best-bewertetsten Programme sind MAFFT, MUSCLE TRALS
Anhand von Wilcoxon-Rangtests lasst sich zeigen, dass die Leistung dieser Gruppe in nahezu
allen Fallen signifikant besser ist, als die der anderen Programme. Bemerkenswert ist hierbei,
dass SRAL trotz seines friihen Entwicklungsstadiums und vor allen Dingen trotz fehlender
Iteration zu dieser Gruppe gehdrt. Zudem scheint die Leistung V&@AS — wie sonst bei

4 pers. Komm.
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anderen nicht-iterativ arbeitenden Programmen zu beobachten — kaum von der Sequenzzahl ab-
zuhangen und im mittleren Sequenz-Homologiebereich zeigt es sogar die knapp beste Leistung
(siehe Abbildung 3.23). Gleichzeitig sind MAFFT, MUSCLE undrAL (und auch POA)

sehr schnelle Programme (Daten nicht gezeigt). Innerhalb der genannten Dreiergruppe ist die
Leistung von MAFFT (ginsi) die signifikant beste, womit es als das Alignment-Programm der
Wahl bezeichnet werden kann.

4.8 Vergleich mit den Ergebnissen anderer Benchmarks

Ein Vergleich mit den Ergebnissen anderer Alignment-Benchmarks ist nur begrenzt mdglich,
da mit Ausnahme vom Pollaet al. (2004) lediglich Protein-Alignment-Benchmarks vorliegen
(wie beispielsweise Lassmann & Sonnhammer, 2002; McGtued, 1994; Thompsort al,,
1999a) und diese mittlerweile veraltete Programmversionen benutzten.

Der Benchmark von Pollarek al.ist sehr speziell, da er das paarweise (genomische) Alignment
von zehn Kilobasen grol3en Sequenzen testet, die mit Hilfe v@msERStoyeet al, 1998) er-

stellt wurden. RsEgeneriert unter Vorgabe eines Substitutionsmodells, einer Ur-Sequenz, ent-
sprechenden Mutationswahrscheinlichkeiten und einer durchschnittlichen Sequenz-Lange Fa-
milien von DNA-, RNA- und Protein-Sequenzen inkl. einem zugeharigen, unter der Annahme
des Modells ,wahren® Alignments. Die Parameter des probabilistischen Alignment-Programms
PROALIGN (siehe Abschnitt 3.1.14) wurden anhand vamd®-Alignments trainiert, womit u. a.

die gute Leistung von ROALIGN in den hier durchgefuhrten Tests erklart werden kann. Grund-
satzlich lie3en sich mit Hilfe von &E auch Test-Sets flr einen RNA-Alignment-Benchmark
generieren. Die hier verwendeten ,echten“ Sequenzen haben im Zweifel allerdings den Vorteil,
dass sie naturliche Mutationsraten und Nukleotidgehalte widerspiegeln.

Weiterhin finden sich eine groRe Zahl weiterer Benchmarks in den Publikationen der jewei-
ligen Alignment-Programme (Edgar, 2004b; Notredashal.,, 2000; Van Walleet al,, 2004),

die in den meisten Fallen auf Daten entsprechender Datenbanken wie OXBench (Ragthava
2003), PREFAB (Edgar, 2004b), SABmark (Van Wadtel.,, 2005) und SMART (Letuniet al.,

2004) zurtuckgreifen. Je nach Verwendung der Daten werden zumeist die Vorteile der eigenen
Programme herausgestellt, wobei es zum Teil zu widersprtchlichen Ergebnissen kommt. Bei-
spielsweise wurden AGN-M (und DIALIGN) in Van Walleet al. (2004) insbesondere bei
divergenten Test-Sets besser als beispielsweisesCALW bewertet. Fir AIGN-M heil3t es

dort, dass es konsistent weniger Reste falsch aligniert als andere Programme. Tatsachlich ist
eher das Gegenteil der Fall, wie beispielsweise in Edgar (2004b) und auch in den hier durchge-
fuhrten Tests gezeigt wurde.

Thompsonet al. (1999a) bedienten sich Test-Sets der ersten BAIIBASE-Version (hier
Thompsoret al, 1999b). Die Autoren fanden, dass die sogenannte , Twilight Zone* (Doolittle,
1981) — der Homologie-Bereich unterhalb dessen die Qualitat des Sequenz-Alignments drama-
tisch fallt — bei ca. 20% Sequenz-Ubereinstimmung liegt. Oberhalb dieser Grenze wurden im
Mittel 80% der Reste von den Programmen korrekt aligniert. Hier konnte gezeigt werden, dass
dieser Bereich fur RNA-Alignments mit ca. 55% wesentlich hoher liegt, insbesondere wenn
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man die strukturelle Konservierung in Form des SCI mit berticksichtigt (siehe beispielsweise
Abbildung 3.15 und Abbildung 3.16).

Weiterhin konnten die Autoren zeigen, dass iterativ arbeitende Programme in den meisten Fal-
len bessere Alignments erzeugen, als andere Methoden. Dies konnte auch hier fir RNA-Align-
ments und insbesondere fur divergente Sequenzen und steigende Anzahl an Sequenzen ge-
zeigt werden (siehe Abschnitt 3.7.6 sowie Abbildung 3.10). Thompsah untersuchten auch

den Einfluss sogenannter ,Orphans*, also nicht-zugehoriger bzw. sehr divergenter Sequenzen.
Sie zeigten, dass die Qualitat der mit Hilfe iterativ arbeitender Programme erzeugten Align-
ments mit steigender Zahl ,,Orphans” féllt. Die Leistung progressiv vorgehender Programme
wie CLUSTALW war hiervon unbeeintrachtigt. Dieses Phanomen konnte hier fir RNA-Align-
ments nicht untersucht werden, da keine entsprechenden Test-Sets konstruiert wurden, was aber
ohne weiteres moglich ware.

Ein grundsatzlicher Unterschied zur BAIBASE ist naturlich der Aufbau der Test-Sets. In der
BAIIBASE wurden die Alignments manuell und anhand einer 3D-Superposition (mit Hilfe von
LSQMAN; siehe Kleywegt & Jones, 1995) korrigiert. Dies war hier aufgrund der hohen Zahl
an Alignments (und auch der allgemein geringen Zahl an aufgeldsten RNA-Strukturen) nicht
moglich. Zudem wurden die Alignments der BAIIBASE so annotiert, dass eine Unterscheidung
zwischen korrekt alignierbaren Regionen (,Core Blocks") und nicht alignierbaren Regionen
innerhalb eines Alignments unterschieden werden kann. Verwendet man ausschlief3lich die kor-
rekt alignierbaren Regionen zur Bewertung der Protein-Alignments, so l&sst sich zeigen, dass
die Leistung der Alignment-Programme mit steigender Sequenz-Lange ebenfalls steigt. Die an-
sonsten generell schlechtere Leistung lokaler Alignment-Programme gleicht sich mit steigen-
der Sequenz-Lange denen der globalen Alignment-Programme an. In den hier durchgefihrten
Tests war es schon allein aufgrund der hohen Zahl an Alignments nicht moglich die erwéhnten
»core Blocks" zu definieren. Eine Untersuchung des Einflusses der Sequenz-Lange fand nicht
statt.

Lassmann & Sonnhammer (2002) fiihrten einen Test der Programm&TaLW, DIALIGN,

POA und T-@®FFeeanhand von BAIIBASE Test-Sets sowie eigens mit Hilfe vansR kon-
struierten Alignments durch. Auch hier wurde festgestellt, dass die Sequenz-Lange einen posi-
tiven Einfluss auf die Leistung der Programme hat. GFEEE zeigte dort von allen Program-

men bei Alignments mit (nach &SE) geringer evolutionarer Distanz die beste Leistung (sie-

he auch Notredamet al., 2000), wohingegen DIALIGN bei hoher evolutionarer Distanz die
besten Alignments erzeugte. Beides lasst sich nicht auf RNA-Alignments Ubertragen. Hier ist
es vielmehr so, dass die Leistungsunterschiede der Programme ab einer Sequenz-ldentitat von
70% APSI extrem gering sind und die Leistung von DIALIGN genauso wie die vag®-M,

als weiterem lokal und Konsistenz-basiert arbeitendem Programm, vergleichsweise schlecht
sind.
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4.9 Schlussfolgerungen

Die Leistung aller Alignment-Programme angewendet auf ncRNA-Sequenzen hangt genauso
wie bei Proteinen grundsétzlich von der Anzahl der Sequenzen und der Sequenz-Homologie ab.
Uber einer Sequenz-Homologie von etwa 75% APSI ist die Leistung der Programme nahezu
identisch. Erst darunter werden die Unterschiede der verschiedenen Methoden deutlich. Die
sogenannte ,Twilight Zone", also der Homologie-Bereich unterhalb dessen die Qualitat der
Alignments dramatisch fallt, liegt fir RNAs bei 55% Sequenz-Homologie, und damit deutlich
hoher als bei Proteinen (ca. 20%).

Grundsatzlich zeigen Sequenz-Alignment-Programme, die Segment-basierte Ansatze (bei-
spielsweise DIALIGN) oder lokale Alignment-Methoden (beispielsweiseGA-Mm) als
Grundlage haben, eine sehr schlechte Leistung. Grund hierflr kdnnten die durch die Basen-
paarungen induzierten Fernbeziehungen in ncRNA-Sequenzen sein. Hoch-homologe Bereiche
finden sich hier zumeist nur in ungepaarten Bereichen. Diese kdnnen zwar theoretisch durch
die genannten Ansétze aligniert werden, jedoch scheinen die benachbarten gepaarten Bereiche
hierbei misaligniert zu werden.

Echte Struktur-Alignment-Programme lassen sich aufgrund der enormen Komplexitat zur Zeit
nur fur das paarweise Alignment verwenden. Unter Ihnena@stdALIGN das Mittel der Wahl.
Jedoch ist auch hier der Einsatz erst unterhalb einer Sequenz-Homologie von ca. 55% APSI
sinnvoll.

Durch Veroéffentlichung des ersten Alignment-Benchmarks fir ncRNAs (siehe Gastiakr

2005, und Abschnitt 3.6) war es erstmals mdglich, systematisch Programm-Parameter an
das RNA-Alignment-Problem anzupassen. Alle hiermit optimierten Programme (MAFFT,
MUSCLE und SRAL) zeigten in dem zweiten Benchmark (siehe Abschnitt 3.7) die signi-
fikant beste Leistung. Das ProgrammrRA L, welches einen Hybrid-Ansatz aus Struktur- und
Sequenz-Alignment implementiert und trotzdem &auf3erst schnell arbeitet, stellt unter diesen
Programmen eine Ausnahme dar, da es als einziges keinen iterativen Ansatz verfolgt. Trotz-
dem erzeugt es im Bereich mittlerer Sequenz-Homologie (55%—75% APSI) bereits die besten
Alignments, auch wenn der Leistungsunterschied zu den anderen Programmen nur sehr gering
ist. Je divergenter die Sequenzen und je hdher die Sequenzzahl, umso deutlicher werden ge-
nerell die Leistungsvorteile der iterativ arbeitenden Programme. Dabei spielt es keine Rolle,
ob diese Programme das Initial-Alignment mit schnellen, approximativen Methoden erstellen,
wie beispielsweise MAFFT und MUSCLE. Allgemein zeigt MAFFT mit der Option ginsi

die signifikant beste Leistung und kann als ein fir das RNA-Alignment universell geeignetes
Programm bezeichnet werden.






Zusammenfassung

Alignments nicht-Protein-kodierender RNAs (ncRNAs) haben ein weites Spektrum von An-
wendungen: sie werden fur Phylogenie-Vorhersagen (z. B. Olsen & Woese, 1993), Konsensus-
struktur-Vorhersagen (z.B. Knudsen & Hein, 2003), sowie fir Homologiesuchen in Daten-
banken und zur Suche nach neuen ncRNAs eingesetzt (z. B. Eddy, 2002). Dabei hat die Qualitat
des eingesetzten Alignments entscheidenden Einfluss auf den Erfolg dieser Methoden. Gleich-
zeitig ist das korrekte Alignment von ncRNAs u. a. deshalb besonders schwierig, da sie in ba-
sengepaarten Bereichen durch kompensatorische Basenpaaraustausche — wechselseitige Muta-
tionen, welche die Basenpaarung erhalten, aber die Sequenz-Homologie zerstéren — evolvieren.
Zwar existiert ein Algorithmus fir die simultane Losung von Strukturvorhersage und Align-
ment (Sankoff, 1985), jedoch ist dieser praktisch nicht einsetzbar, da seine Laufzeit und sein
Speicherbedarf exponentiell von der Anzahl der Sequenzen abhéngig sind. Selbst vereinfachen-
de Implementationen dieses Algorithmus sind aufgrund ihrer Komplexitat auf das paarweise
Alignment beschrankt, so dass auch fir das Alignment von ncRNAs Sequenz-Alignment-Pro-
gramme eingesetzt werden.

In dieser Arbeit sollte ein Benchmark von Alignment-Programmen angewendet auf ncRNAs
durchgefuhrt werden. Dieser Benchmark inkl. der zugehdrigen Datenbank kdnnen als RNA-
Pendant der Protein-spezifischen BAIIBASE (Thompsbal., 2005) verstanden werden. Um
einen solchen Benchmark zu ermdglichen, mussten zunachst entsprechende Bewertungsmalie
entwickelt werden, welche die Eigenschaften eines RNA-Alignments auf Sequenz- und Struk-
tur-Ebene abbilden kénnen. Hier wurden die sich ideal ergdnzenden MalRe SCI (,Structure
Conservation Index"; Washiegt al, 2005) und SPS (,Sum-of-Pairs-Score”; Thompsoal,,

1999a) eingesetzt. Weiterhin mussten Test-Sets mit jeweils vorhandener ,richtiger* Losung
konstruiert werden, die in ihren Eigenschaften (Sequenz-Anzahl und Sequenz-Homologie) ge-
zielt variieren, um so den Einfluss der Eigenschaften auf die Programme quantitativ bestim-
men zu kdnnen. Die zunachst angedachte Vorgehensweise, diese mit Hilfe des Programms
CoONSTRuUCT (Luck et al,, 1999) zu erstellen, musste aus Zeitgriinden verworfen werden. Statt-
dessen wurden auf zwei verschiedene Arten Test-Sets aus grof3en, vertrauenswurdigen Align-
ments der Rfam-Datenbank (,RNA family Database*; Griffiths-Joaesal, 2005) konstru-
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iert. In Kooperation entstand der erste systematische Benchmark von Alignment-Programmen
angewendet auf ncRNA-Sequenzen (Gardsteal., 2005). Anhand dessen wurde es erstmals
moglich, Programm-Parameter fir das RNA-Alignment-Problem zu optimieren, wie beispiels-
weise fur die Programme MAFFT, MUSCLE und®AL geschehen. Dieser Benchmark wur-

de durch einen zweiten Test komplementiert, der aktuelle Programmversionen, verbesserte Test-
Sets und statistische Rangtests beinhaltete. Mit den beiden Daten-Satzen und dem zur Verfi-
gung stehenden Bewertungssystem war ein objektiver Vergleich und eine Evaluation von Align-
ment-Programmen maoglich.

Es konnte u. a. gezeigt werden, dass die sogenannte , Twilight Zone", der Homologie-Bereich
unterhalb dessen die Qualitat der Alignments dramatisch fallt, fir RNAs bei 55% Sequenz-
Homologie, statt wie bei Proteinen bei 20% liegt und oberhalb von etwa 75% Sequenz-Homo-
logie die Leistung aller Programme nahezu gleich gut ist. Weiterhin ergab sich, dass iterati-
ve Alignment-Methoden insbesondere bei divergenten Sequenzen und bei steigender Sequenz-
Zahl im Vergleich zu nicht-iterativen Methoden deutlich die besten Alignments erzeugen. Das
Programm MAFFT (Katolet al., 2005) zeigt mit der Option ,ginsi“ statistisch signifikant die

beste Leistung von allen hier getesteten Programmen.
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Appendix

A sqQuicL Kommandoreferenz

Im Folgenden ist eine kurze Kommandoreferenz fir die wahrend dieser Arbeit entstandene Tcl-
Bibliothek sQuicL (Version 0.3.0) aufgefihrt (siehe auch Abschnitt 3.2).

Das meistgenutzte Element dieser Bibliothek, im Folgersterhandleoder Sequenz-Handle
genannt, ist eine Art Zeiger auf einen Datentyp, der sowohl Sequenzdateien als auch Alignments
in Form einer ,Union“ speichert.

Tabelle 5.1:Kommando-ReferengqQuicL 0.3.0.

Namespacesquicl

squicl::Dealign seq
Entfernt alle Gaps aus der Ubergebenen Segsegand gibt den entstehenden String zurtick.
squicl::DumpVienna seghandle ?fname ?

Schreibt die Inhalt des Sequenz-Handdegihandlan der sogenannten Vienna-Notation in eine Datei
(fnamg oder auf die Standard-Ausgabe.

squicl::FilelsMsa filename

Bestimmt, ob die Datdilenameein multiples Sequenz-Alignment ist.

squicl::IsGap nt

Bestimmt, ob das Ubergebene Nukleaticin Gap ist.

squicl::Pairwiseldentity seql seq2

Bestimmt die paarweise ldentitat zwischen den zwei lUibergebenen Sequeeademd seg2 Diese ist
gegeben als der Bruch aus Anzahl der Ubereinstimmungen und Lange der kiirzeren Sequenz. Siehe auch
Abschnitt 3.5.3.

squicl::ToDna seq

Konvertiert die Sequenzeqin DNA.

squicl::Tolupac seq

Konvertiert die SequenzeqlUPAC-konform.

squicl::ToRna seq

Konvertiert die Sequenzeqin RNA.

Fortsetzung auf der néchsten Seite
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Fortsetzung der vorherigen Seite

Namespacesquicl::rnaalifold

squicl::rnaalifold::Init ? rnafold_override_path?

Initialisiert den Namespace vor dem ersten Gebrauch.

squicl::rnaalifold::ExecFold seghandle ?indir ? ?temperature ?
?rnaalifold_extra_args ?

Fuhrt RNAALIFOLD mit dem Alignmentseghandleals Input aus und gibt die Konsensus-Struktur,
-Sequenz, -Energie sowie weitere Parameter als Array zuriick. Fur Details siehe squicl_rnaalifold.tcl.
squicl::rnaalifold::Mfe seghandle

Berechnet die mittels RNALIFOLD berechnete Konsensus-MFE und Konsensus-Struktur des Align-
mentsseghandlaind gibt diese als Liste zurtick.

Namespacesquicl::utils

squicl::utils::IdToFilename id
Konvertiert die Sequenz-lid in einen Dateinamen, der keinerlei Sonder- oder Steuer-Zeichen enthalt.
squicl::utils::MkTemp file_or_dir prefix ?in_dir ?

Erzeugt ein/e neue/s temporare/s Datei/\Verzeictihés Or_dir) mit Prefix prefix

Namespacesquicl::msa

squicl::msa::Comp seghandlel seghandle2

Berechnet die gemittelte Identitat Uber alle méglichen Sequenz-Paare der Alignseggitar{dleind
seghandle® Siehe auclsquicl::Pairwiseldentity

squicl::msa::lupacConsensus seghandle

Bestimmt den Konsensus-String des Nukleinsaure-Alignnmssgandlaind beherrscht im Gegensatz
Zu squicl::msa::MajorityRuleConsensus die Deutung von IUPAC-Code und den Umgang
mit Gaps.

squicl::msa::MajorityRuleConsensus seghandle

Berechnet die Konsensus-Sequenz des Alignmssdgandledurch simple Majoritéatsregel, wobei im
Gegensatz zgquicl::msa::lupacConsensus Spalten mit weniger als 50% Nukleotiden bzw.
Aminosauren ignoriert werden. Fur Details siehe squicl_rnafold.tcl.

squicl::msa::MinGap seghandle

Entfernt alle Spalten, welche nur aus Gaps bestehen, aus dem Aligeaatindle
squicl::msa::Mutualinfo ?-log_e? ?-unbiased? seghandle

Berechnet den Gegenseitigen Informationsgehalt des Alignreeqgtsandle

squicl::msa::Sci seghandle

Berechnet den SCI. Siehe auch Abschnitt 3.5.3.

squicl::msa::SumOfPairs ?-incl_colcost? seghandle

Berechnet die Sum-of-Pairs-Cost des Alignmesgighandle

squicl::msa::Pwldent seghandle

Bestimmt die gemittelte paarweise Identitét aller Sequenz-Paare des AligrseghendleSiehe auch
Abschnitt 3.5.3.

Fortsetzung auf der néchsten Seite
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Fortsetzung der vorherigen Seite

Namespacesquicl::seq

squicl::seq::Free seghandle

Gibt den von einem Sequenz-Handle belegten Speicher frei.

squicl::seq::GetSeq seghandle segnumber

Gibt Sequenz-Name/ld und Sequenz-String als Liste zurick.

squicl::seq::HandlelsAln seghandle

Bestimmt, ob der Sequenz-Handleghandlein Alignment ist.

squicl::seq::Length seghandle ?segnumber ?

Gibt die Sequenzlange der Sequenz mit Numesgmumbedes Sequenz-Handlesgghandldzw. die
Alignment-L&nge zurick.

squicl::seq::ListFormats ?aligned?

Gibt eine Liste unterstitzter Sequenz-Datei-Formate aus.

squicl::seq::NumSeq seghandle

Gibt die Anzahl Sequenzen des Sequenz-Hargtigbhandleurick.

squicl::seq::Read 7?-force_aln? ?force nal? seqfilename

Liest eine Sequenz-Dateidgfilenampeein und gibt einen entsprechenden Sequenz-Handle zurtick.
squicl::seq::SetSegName seghandle segnumber newsegname

Uberschreibt den Sequenzennamen der Sequenz mit Nusegeumbein seghandlemit dem neuen
Wertnewsegname

squicl::seq::Sort seghandle

Sortiert die Sequenzen seghandleanhand der lexikographischen Ordnung Uber die enthaltenen (im
Falle eines Alignments, dealignierten) Sequenz-Strings.

squicl::seq::ToDna seghandle
Konvertiert alle Sequenzen seghandlen DNA.
squicl::seq::ToCase seghandle case

Konvertiert alle Sequenzen geghandlen Grol3- case='u’) bzw. Kleinschrift (case='I").
squicl::seq::Tolupac seghandle

Konvertiert alle Sequenzen des Sequenz-HarslghandldUPAC konform.

squicl::seq::ToRna seghandle

Konvertiert alle Sequenzen seghandlén RNA.

squicl::seq::ToStrippedDownlupac seghandle

Wandelt jeden Rest, der nicht im Alphabe€GTUN enthalten ist, ilN um.

squicl::seq::Write seghandle format ?filename ?

Schreibt die Sequenzen veaghandldormatiert formatf) in eine Datei {ilenamé oder auf die Standard-
Ausgabe.

Fortsetzung auf der nichsten Seite
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Fortsetzung der vorherigen Seite

Namespacesquicl::rnafold

squicl::rnafold::Init ? rnafold_override_path ?

Initialisiert den Namespace vor dem ersten Gebrauch.
squicl::rnafold::EnergyOfStruct seq struc

Berechnet die Energie der Sequeeziund vorgegebener Struktatruc
squicl::rnafold::ExecFold rnaname rnaseq ?indir ? ?temperature ?

?rnafold_extra_args?

Fuhrt RNAFoLD mit der Sequenz namemganameund der Nukleotidabfolgenaseqaus und gibt die
MFE-Struktur und Pfade zu den entstehenden PostScript-Dateien als Array zurlick. Fir Details siehe
aligneval.c 6QuID).

squicl::rnafold::Mfe seq

Berechnet die Struktur der Sequeseqund gibt die MFE und die zugehdrige Struktur als Punkt-
Klammer-Notation in Form einer Liste zurtick.




Glossar

APSI Average Pairwise Sequence ldentidye ,durchschnittliche paarweise Sequenzidentitat*
ist ein Mal3 der Sequenz-Homologie/-Konservierung innerhalb eines Alignments. Siehe
Abschnitt 3.5.3Seite 20

BAIIBASE Benchmark Alignment DatabasEine Protein-Alignment-Benchmark-Datenbank
zur Evaluation von multiplen Protein-Alignment-Programmen. Siehe Baal. (2001);
Thompsoret al. (1999b, 2005)Seite 15

Batch StapelverarbeitungSequentielle Abarbeitung mehrerer EinzeloperatioSeite 24

Benchmark Leistungsvergleichstesein Benchmark ist ein Testverfahren, welches eine ob-
jektive Leistungsmessung erlauBeite 15

BLOSUM Blocks Substitution MatrixProtein-spezifische Substitutionsmatrix, deren Werte
anhand von lokalen multiplen Alignments der BLOCKS-Datenbank berechnet wurden.
Siehe Eddy (2004d); Henikoff & Henikoff (1992%eite 10

BRAliBase Benchmark RNA Alignment DatabaBmas in dieser Arbeit vorgestellte RNA-Pen-
dant zur BAIBASE. Der Begriff wurde mittlerweile von Paul Gardner adaptiert (siehe
auch die BRAliBase-Homepatigeht meist schief wegen sonderzeiche®éite 15

SPS Sequenz-MaR zur Berechnung der durchschnittlichen paarweisen Sequenz-ldentitét ei-
nes Alignments. Kann als SPS-Aquivalent bezeichnet werden. Siehe Abschnitt 3.5.2.
Seite 48

CRE Cis-Acting Replication Element Seite 64

DNA Deoxyribonucleic AcidAuch deutsch: Desoxyribonukleinsaure (DNS). Makromolekdl,
das als Trager der genetischen Information dient. Siehe auch Béite 1

Frontend Ein Frontend ist die meist graphische Schnittstelle, die die benutzerfreundliche Be-
dienung eines Programms ermdglicheite 36

GCC GNU Compiler Collection Seite 20

1 http://www.binf.ku.dk/users/pgardner/bralibase/
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GNU GNU'’s Not UNIX Das GNU Projekt geht meist schief wegen sonderzeichen versucht
ein freies UNIX-a&hnliches Betriebssystem inkl. Betriebssystemkern (Kernel) und zuge-
horiger Programme zu entwickel8eite 42

GUI Graphical User InterfaceGrafische BenutzeroberflacHgeite 25

HCV Hepatitis C virusHCV gehort zur Gruppe ddtlaviviridae und hat ein einzelstréangiges
RNA-Genom.Seite 64

HIV Human Immunodeficiency VirudIV gehort zu den Retroviren und besitzt ein in doppel-
ter Kopie vorliegendes einzelstrdngiges RNA-GenBeite 1

HMM Hidden-Markov-Model Ein Hidden-Markov-Modell ist ein statistisches Modell, wel-
ches Zustande (,states*) und an sie gebundene Emissionswahrscheinlichkeiten und Uber-
gangswabhrscheinlichkeiten definiert. Bei Besuch eines Zustandes wird eine Sequenz in
Abhangigkeit von der Emissionswahrscheinlichkeit generiert und in Abhangigkeit von
der Ubergangswahrscheinlichkeit in den nachsten Zustand gewechselt. Der Viterbi-Algo-
rithmus findet hier Anwendung, um die Abfolge von Zustéanden mit gré3ter Wahrschein-
lichkeit zu finden. Siehe Durbiet al. (1998) und Eddy (2004b¥eite 27

IRES Internal Ribosome Entry Siténterne Ribosomenbindungsstelle, die eine 5’-Cap unab-
hangige Proteinsynthese im eukaryotischen System erméodhiehe 64

IUPAC International Union of Pure and Applied Chemistrie International Union of
Pure and Applied Chemistry legt u. a. einen Einbuchstaben-Code fur Nukleinséauren fest,
der auch eventuelle Unvollstandigkeiten ausdriicken kann. Siehe auch Cornish-Bowden
(1985).Seite 24

man-page Manual PageBezeichnet die Hilfe- und Dokumentationsseiten unter UNIX-artigen
Betriebssystemelrseite 42

MFE Minimum Free Energy Seite 12

MRNA messenger-RNAuch Boten-RNA. Wahrend der Transkription entstehende RNA-Ko-
pie eines DNA-Abschnittes, anhand der am Ribosom ein Protein translatierS8eitd.2

MWM Maximum Weighted Matchind\lgorithmus aus der Klasse der Zuordnungsprobleme.
Angewendet auf RNA stellt der MWM-Algorithmus eine RNA-Sequenz als Liste mogli-
cher Basenpaare dar, die in einem Graph modelliert werden. Durch Anwendung des Al-
gorithmus ist die Vorhersage von Sekundar- und Tertiar-Strukturen mit einem Aufwand
von nurO(N?) bei Sequenzlang® moglich. Siehe Tabaslet al. (1998).Seite 83

N/A Not Available/ApplicableNicht verfigbarSeite 59

NcRNA non-protein-coding RNANicht-Protein-kodierende RNAs, auch strukturelle RNAs.
Hierzu werden Ublicherweise auch Motive in untranslatierten mRNA-Regionen (wie
SECIS, Riboswitches etc.) gezal8eite 1

2 http://www.gnu.org/
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NDB Nucleic Acid DatabaseDatenbank mit aufgelésten 3D-Strukturen von Nukleinsauren.
Siehe Bermaret al. (1992).Seite 84

NJ Neighbour-Joining Neighbour-Joining ist eine Methode, die es erméglicht phylogeneti-
sche Baume aus evolutionéren Distanz-Matrizen zu erstellen. Hierbei wird zun&chst von
einem sternférmigen Baum ausgegangen und Paare gesucht, die die Verzweigungslange
minimieren. Eine genaue Beschreibung findet sich in Saitou & Nei (1987). Siehe auch
UPGMA. Seite 7

NMR Nuklearmagnetische Resonakine Methode zur 3D-Strukturaufklarung, die auf Kern-
spinresonanz basieBeite 42

PAM Percent Accepted MutatioRrotein-spezifische Substitutionsmatrix, deren Werte auf glo-
balen Alignments nah verwandter Proteine basieren. Siehe Dagttadf{1978).Seite 10

PDB Protein Data Bank Datenbank aufgeldster 3D-Strukturen. Siehe Beretaal. (2000).
Seite 44

Rfam RNA family DatabaseDatenbank von ncRNA-Alignments und Kovarianz-Modellen.
Pendant der Pfam (Protein families database). Siehe Griffiths-&b@¢q2003, 2005).
Seite 12

RIBOSUM Ribosomal RNA Substitution Matrixsammelbegriff fir die von Klein & Eddy
(2003) anhand ribosomaler RNA-Alignments (SSU-Alignments der European Ribosomal
RNA Database; Van de Peet al, 1994) erstellten RNA-Substitutionsmatrizen. Dabei
wurde ahnlich wie bei der Erstellung der BLOSUM-Matrizen vorgegangen (Henikoff &
Henikoff, 1992).Seite 10

RNA Ribonucleic AcidRibonukleinsaure (RNS). Siehe auch Di$&ite 1
rRNA ribosomale RNADie ncRNA, welche Bestandteil der Ribosomen $ite 1

SCFG Stochastic Context Free Grammag&tochastische kontextfreie Grammatiken sind eine
Spezialform von formalen Grammatiken. Basenpaarungen lassen sich durch entsprechen-
de Produktionen einfach in kontextfreien Grammatiken formulieren. In den stochastisch
kontextfreien Grammatiken ist jede Produktion mit einer Wahrscheinlichkeit belegt. Sie-
he Durbinet al. (1998).Seite 14

SCI Structure Conservation Indedald der Sekundarstrukturkonservierung in einem RNA-
Alignment. Siehe Abschnitt 3.5.&eite 20

SECIS Selenocysteine insertion sequenstukturelles RNA-Element, welches daflr verant-
wortlich ist, dass an einem Stopp-Kodon (UGA) die 21. Aminosaure Selenocystein ein-
gebaut wird Seite 40

snoRNA Small Nucleolar RNAKlasse von ncRNAS, die rRNAs modifiziereBeite 64

SOP Sum-of-Pairsinterne Bewertungsfunktion vieler Sequenz-Alignment-Programme. Siehe
Abschnitt 1.2.3Seite 9
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SPS Sum-of-Pairs-ScordaR fiir die Ubereinstimmung zweier Alignments auf Sequenz-Ebe-
ne. Siehe Abschnitt 3.5.8eite 9

SRP Signal Recognition ParticleDer SRP vermittelt kotranslational die Translokation von
sekretorischen und Membran-Proteinen. Die 7 S-RNA ist die RNA-Komponente des SRP.
Seite 53

Tcl Tool Command LanguageEine einfache, interpretierte Programmiersprache. Siehe Tcl
Developer Xchange Homepaggeht meist schief wegen sonderzeich&eite 36

tRNA transfer-RNAKIleine RNAs, die Aminosauren zum Ribosom transportieren, damit diese
dort wéhrend Proteinbiosynthese (Translation) eingebaut weSdste. 1

UPGMA Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Me&ailt als die einfachste Me-
thode einen Stammbaum aus einer Distanzmatrix zu erstellen. Siehe augbitd F,

UTR Untranslated RegionsUTR sind die Regionen einer mRNA, die nicht in ein Protein
translatiert werden und sich an das 5’- bzw. 3’-Ende der kodierenden Sequenz anschlie-
Ren.Seite 64

Venn-Diagramm Venn-Diagramme (auch Mengendiagramme genannt) veranschaulichen gra-
fisch Mengenbeziehunge8eite 54

3 http://www.tcl.tk/
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