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Abstract

Sequence alignment methods are important in order to gain information about un-
known proteins. They are based upon the idea that similar sequences also have
similar functions and structures. The existing algorithms are able to find pointmu-
tations. Nevertheless during the evolutionary process, recombinations (domain or
exon shuffling) have occured as well. These cannot be found with the help of the
algorithm up to date. Therefore this study focuses on a new algorithm that takes
into account both aspects, i.e. on the one hand pointmutations and on the other
hand recombinations. This algorithm consists of two parts. First, it produces a list
of local alignments by using a modified BLAST algorithm. This part takes into ac-
count pointmutations in the sense of substitution, deletion or insertion of one amino
acid. In the second part a graphical theoretical approach recognizes possible recom-
binations. The results record segments that could be recombinations. However the

results strongly depend on user entered parameters.

Ubersicht

Sequenzvergleiche sind sehr wichtig, um Informationen {iber unbekannte Proteine zu
erhalten. Sie basieren auf dem Ahnlichkeitsdogma, d.h. eine dhnliche Sequenz weist
auf eine dhnliche Funktion und Struktur hin. Die existierenden Algorithmen sind in
der Lage Punktmutationen zu finden. Jedoch gab es wihrend der Evolution ebenso
Rekombinationen. Diese konnen nicht mit den vorhandenen Algorithmen gefunden
werden. Deshalb konzentriert sich diese Diplomarbeit auf die Entwicklung eines neu-
en Algorithmus, der Punktmutationen und Rekombinationen beriicksichtigen kann.
Dieser Algorithmus besteht aus zwei Teilen. Als erstes wird eine Liste mit lokalen
Alignments mit Hilfe eines modifizierten BLAST-Algorithmus erstellt. Dieser Teil
findet Punktmutationen in der Form von Substitutionen, Einfiigungen oder Entfer-
nungen einzelner Aminosiauren. Im zweiten Schritt werden mittels eines grafischen
Ansatzes mogliche Rekombinationen gesucht. Die Ergebnisse zeigen Sequenzstiicke,
die Rekombinationen gewesen sein konnten. Die Ergebnisse hédngen jedoch stark

von den benutzerdefinierten Parametern ab.
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1. Einleitung

Vergleiche von Sequenzen spielen eine zentrale Rolle in der Bioinformatik. Dabei
beruht die Vorgehensweise auf der Annahme, daf§ &hnliche Proteinsequenzen auch
ahnliche Strukturen und somit dhnliche Funktionen besitzen. Die enormen Daten-
mengen, die in den letzten Jahren durch die Sequenzierung ganzer Genome verfiighar
geworden sind, wiren ohne solche Methoden aus der Bioinformatik nicht auswertbar.
Die ersten Algorithmen entsprechen dem Prinzip der dynamischen Programmierung,
zu diesen gehoren z.B. der Needleman-Wunsch-Algorithmus [NW70] zur Berechnung
von globalen Alignments oder der Smith-Waterman-Algorithmus [SW81] fiir lokale
Alignments. Globale Alignments erstrecken sich iiber die gesamte Sequenz, wo-
hingegen lokale Alignments nur eine Aussage iiber die Ahnlichkeit von Teilen der
Gesamtsequenz wiedergeben. Diese Algorithmen bestimmen eine optimale Losung
und ihr Aufwand steigt mit der Lange der Sequenzen. Aufgrund der immer weiter
wachsenden Datenmengen in den vorhandenen Datenbanken sind heuristische Ver-
fahren, z.B. BLAST [ABGW94, AGM190, AMS*™97] und FASTA [PL88] entwickelt
worden. Diese Verfahren sind schneller und bendtigen weniger Speicherplatz als die
Algorithmen der dynamischen Programmierung, garantieren jedoch keine optima-
le Losung. Einen Uberblick iiber die existierenden Algorithmen geben Apostolico
[AGI7] und Pearson [Pea00].

Bei den genannten Sequenzvergleichen erfolgt das Alignment linear {iber die ganze
Sequenz, d.h. die zu vergleichenden Sequenzen werden an einer Stelle aneinander-
gelegt und von dort aus (oft mit Liicken) immer in derselben Richtung verglichen.
Auf diese Weise konnen Punktmutationen erkannt werden. Unter Punktmutationen

versteht man. dass eine Aminosdure in einem Protein ausgetauscht, eingefiigt oder



1. FEinleitung

entfernt wurde. Zur Bewertung solcher Ereignisse stehen Substitutionsmatrizen zur
Verfiigung. Sie enthalten fiir jede moégliche Aminosdurenkombination einen Wert fiir
die Wahrscheinlichkeit, dass diese beiden Aminosauren gegeneinander ausgetauscht
worden sind. In diesen findet man einen Wert fiir jedes mégliche Aminosdurenpaar.
Die am meisten verwendeten Substitutionsmatrizen sind Blosum [HH92] und PAM
[Alt91]. Diese werden am besten auf Proteine angewendet, die einen konstanten
oder geringen Grad der Divergenz haben, d.h. auf Proteine, die eng verwandt sind.
Miiller und Vingron [MSV00] entwickelten dagegen eine Matrix, die auf einem va-

riablen Verwandtschaftsgrad aufbaut.

Im Laufe der Evolution gab es ebenso vielfach Rekombinationen, die den Einbau und
die Umordnung bestimmter Abschnitte einer Sequenz (z.B. Doménen) als Ganzes
zuliessen [GL99, Li99]. Diese Ereignisse sind ebenso wichtig wie Punktmutationen,
um die Verwandtschaft zwischen Proteinen festzustellen. Allerdings konnen sie nicht
mit den bestehenden Algorithmen erkannt werden, da diese ein optimales Alignment
stets aus optimalen Teilalignments zusammensetzen, die sich nicht {iberschneiden
und deren Reihenfolge nicht gedndert werden kann. Eine Rekombination hat statt-
gefunden, wenn zwei Sequenzstiicke der einen Sequenz in der anderen Sequenz in
umgekehrter Reihenfolge auftreten. Um diese zu erkennen, miisste dagegen die Rei-

henfolge der Teilalignments verdndert werden.

Dieser Problematik der existierenden Algorithmen haben sich schon andere Wissen-
schaftler gewidmet und haben verschiedene Ansitze entwickelt. Ein Beispiel sind
Pseudoknoten in der RNA, die aus sich iiberschneidenden Teilsequenzen bestehen
und deswegen nicht mit den klassischen Methoden behandelt werden kénnen. Rivas
und Eddy [RE99] zerlegen die Pseudoknoten in Segmente, die dann entsprechend
der dynamischen Programmierung zusammengesetzt werden. Es werden die Stiicke,
die eine Verletzung der Regeln darstellen, herausgenommen und separat behandelt.
Ahnlich gehen Schoeninger und Waterman [SW92, Wat95] vor, um Inversionen in

der DNA zu finden.

Heringa und Argos [HA93] haben ein Programm (REPRO) geschrieben, das enfernte

Wiederholungen in Proteinsequenzen findet. Zuerst werden diese Wiederholungen
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1. FEinleitung

mittels des Smith-Waterman-Algorithmus gesucht und danach werden sie in Cluster
eingeteilt. In einem Cluster befinden sich die Stiicke, die sich am adhnlichsten sind
und eine Wiederholung darstellen konnten.

Mit der Evolution von Proteinen haben sich Morgenstern und Atcheley [MA99]
beschiftigt. Sie stellen fest, dass eine Klassifikation aufgrund einzelner Doménen,
wie sie mit den klassischen Algorithmen gemacht wird, die wahre evolutionire Be-
ziehung von Proteinen verdecken konnte; denn wenn eine Proteingruppe (Cluster)
nur auf einer gemeinsamen Doméine basiert, wird es schwierig sein, eine genaue
Schatzung der Verwandtschaft zu machen. Deshalb entwickelten Enright and Ou-
zounis [EO00] eine automatische Clustermethode (GeneRAGE) von grofien Prote-
insequenzdaten, die auch Proteine mit vielen Doménen gruppieren kann. Der Algo-
rithmus stellt alle Ahnlichkeitsbeziehungen zwischen den Proteinen in einer biniren
Matrix dar. Zufillige Ahnlichkeiten werden entfernt, indem die Matrix mit Hil-
fe des Smith-Waterman-Algorithmus symmetrisch gemacht wird. Beim iterativen
Weiterverarbeiten der Matrixelemente konnen Proteine mit vielen Doménen und
weitere zufillige Ahnlichkeiten erkannt werden. Das Programm bietet eine rasche
und bessere Familienrepréisentation jedes betrachteten Proteins.

Fiir die genannten Beispiele wurden speziellen Losungen gefunden, um die Nachteile
der existierenden Algorithmen zu iberwinden. Diese Diplomarbeit beschiftigt sich
jedoch mit Proteinen und ihren Doméanenzusammensetzungen, die durch Rekombi-
nationen verdndert sein konnen. Es soll ein Algorithmus entwickelt werden, der so-
wohl Punktmutationen als auch Rekombinationen erkennt und somit die Ahnlichkeit
zwischen Proteinen mit gleichen Doménen in verschiedenen Anordnungen feststellen
kann, was bisher noch nicht méglich ist. Der Algorithmus sollte dhnlich wie in den
genannten Artikeln in zwei Schritten erfolgen. Die Punktmutationen kénnen mit
den existierenden Algorithmen beriicksichtigt werden und sollten deshalb auch im
ersten Schritt damit bestimmt werden. Die Aufgabe des zweiten Teils besteht darin
einen Weg zu finden, der moégliche Rekombinationen erkennen und bewerten kann.

Diese Teillosungen miissen dann zu einer Gesamtlosung zusammengefasst werden.

11



2. Grundlagen

Dieses Kapitel vermittelt grundlegende Informationen iiber Proteine und Doménen,
aber ebenso iiber Algorithmen der dynamischen Programmierung sowie iiber heuri-
stische Verfahren. Es wird dabei erkldrt was ein Alignment ist und welche Rollen
die einzelnen Substitutionsmatrizen haben. Im letzten Abschnitt wird die Gra-
phentheorie aufgegriffen, inshesondere dabei der Dijkstra-Algorithmus, der bei der

Entwicklung des Algorithmus eine wichtige Rolle spielt.

2.1. Proteine

Proteine (Uberblick [LBB+96]) sind Makromolekiile, die aus vielen Einzelbaustei-
nen, den Aminoséuren, bestehen. Es gibt 20 natiirliche Aminoséduren (Tab. 2.1).
Die Aminosduren haben eine Sdure- oder Carboxyl-Gruppe, eine Amino-Gruppe

sowie ein Wasserstoff-Atom und eine Seitengruppe am zentralen C-Atom (Abb. 2.1).

bb g 2.1. m

Die Aminosiduren werden in dieser Arbeit in vier Gruppen eingeteilt hydrophob,

hydrophil, sauer und basisch (s. Tab. 2.2). Als hydrophil werden wasserldsliche
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Aminosiduren bezeichnet. Diese besitzen ionisierte oder polare Seitenketten. Die
polaren Proteine werden in dieser Einteilung als hydrophob, die ionisierten entweder
als basisch oder sauer klassifiziert. Das Gegenteil von hydrophil ist hydrophob.
Darunter sind aliphatische Seitenketten zu verstehen, die nicht oder nur sehr wenig
wasserloslich sind. Die hydrophoben Aminosduren befinden sich meist im Inneren

der rdumlichen Struktur eines Proteins.

Die Peptidbindung zwischen der Aminogruppe der einen Aminosaure und der Car-
boxylgruppe der niachsten erméglicht, dass sich Ketten bilden kénnen. Die Reihen-

folge der Aminosduren bezeichnet man als Sequenz; sie entspricht der Primarstruktur
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eines Proteins.

Durch Faltung einzelner Abschnitte des Proteins kommt es zur Sekundarstruktur
(Abb. 2.2). Dabei koénnen z.B. a-Helices oder S-Faltblitter entstehen. Die Ter-
tidrstruktur entsteht, wenn verschiedene Sekundarstrukturen eine Form bilden. Die
Quartidrstruktur tritt bei Proteinen auf, die aus mehreren Untereinheiten bestehen,

die eigene Primér-, Sekundér- und Tertidrstrukturen aufweisen. [LP97]

bb g22 e a e
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2.1.1. Domanen

Doménen [JC85] bilden die kleinsten Protein-Einheiten, die definierte und unab-
hangig gefaltete Strukturen besitzen (s. Abb. 2.3). Unabhangig vom Rest der Se-
quenz faltet sich diese Region in eine ausgepriagte Struktur und kennzeichnet die bio-
logische Funktion. Somit entdeckt man in unterschiedlichen Proteinen mit gleichen
Doménen dhnliche biologische Aktivititen. Die meisten Proteine besitzen nur eine
einzelne Doméne [Do095]. Es gibt allerdings auch Proteine, die mehrere Doménen
besitzen und unterschiedliche Doméanenarchitekturen aufbauen. Im Durchschnitt
haben sie zwei oder drei Doménen; dennoch gibt es menschliche Proteine, die bis zu

130 Doménen enthalten kénnen [LGWNOL1].

bb 223, am e
e ma e
a0l
ee e e a ba e
e e e age
e . e e m
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Es existieren verschiedene Ansichten beziiglich der Entstehung und der Anzahl der
Doménen. Auf der einen Seite geht man davon aus, dass alle Proteine aus ei-
ner groffen Menge urspriinglicher Proteine durch sogenanntes Shuffling ( Mischen )
entstanden sind [DGI1].

Auf der anderen Seite geht man davon aus, dass einige wenige Proteine am An-
fang existierten. Diese Proteine sind die Vorganger der meisten heutigen Proteine
[D0o095]. Durch Duplikation und anschlieende Modifikation entstanden aus dieser
kleinen Menge von Molekiilen neue Proteine. Diese Veranderungen fanden in der
DNA statt; denn die Informationen iiber die Reihenfolge der Aminosauren in einem
Protein werden den Genen entnommen. Letztere sind aus kodierenden (Exons) und
nicht kodierenden Sequenzabschnitten (Introns) aufgebaut. Zeitlich unabhéngig von

der Einfithrung der Introns bietet die Rekombination von Introns eine Moglichkeit

15
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Exons zwischen den Genen auszutauschen. Dieses Vorgehen zum Bilden neuer Funk-
tionen von Genen nennt man exon-shuffling . Diese Shuffling-Ereignisse sind nur
von biologischer Signifikanz, wenn in dem Exon eine funktionelle oder strukturelle
Doméne enthalten ist. Obwohl viele Beispiele fiir exon-shuffling gefunden wurden,
konnten keine wesentliche Korrelationen zwischen den Exons und den entsprechen-
den Proteinstruktureinheiten erkannt werden [SSZT94].

Allgemein kann man sagen, dass viele der neu sequenzierten Proteine homolog zu
anderen bekannten Proteinen sind. Homolog bedeutet, dass sie sich in grofien Tei-
len der Sequenz sehr dhnlich sind. Folglich konnten diese Proteine von gemeinsa-
men Vorfahren abstammen. Bei grofien Proteinen gibt es oft Zeichen, die darauf
hindeuten, dass sie sich aus einer neuen Kombination von existierenden Doménen
entwickelt haben. Diese Methode wird als domain-shuffling bezeichnet und tritt

in zwei Varianten auf [Doo95]

1. Interne Duplikation mindestens einer Doméne in einem Gen.

2. Einfiigen einer Doméne, wenn eine strukturelle oder funktionelle Doméne

zwischen zwei Proteine ausgetauscht oder in ein Protein eingefiigt wird.

Biologisch wichtiger ist das domain-shuffling . weil Doménen echte strukturelle und

funktionelle Einheiten bilden, aber Exons oft nicht.

2.2. e en er ei e

2.2.1. Alignment

In vielen Féllen ist die erste Information, die man iiber ein Protein bekommt, die
Aminosdurensequenz. Um die Struktur und die Funktion zu bestimmen, kann man
ein Sequenzvergleich mit bekannten Proteinen durchfithren. Denn aus einer star-
ken Ahnlichkeit der Sequenz kann man auf eine dhnliche Struktur und Funktion
riickschliessen.

Ein paarweises Alignment entsteht, wenn zwei Sequenzen aneinander gelegt und

dann in eine Richtung verglichen werden. Es gilt jedoch zu beachten, dass es nicht

16
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mit einem Wortvergleich identisch ist. Denn wihrend der Evolution kam es zu
Punktmutationen und Rekombinationen (Shuffling, Abb. 2.4), die beriicksichtigt
werden miissen. Unter Punktmutationen versteht man das Einfiigen, Entfernen
oder Ersetzen von einer Aminosidure. Bei einer Rekombination kénnen Sequenzen
durch den Ein- und Umbau von ganzen Stiicke (z.B. Dominen) verdndert worden

sein.

bb g24. ea a ge e e mb a

Daraus ergibt sich die Notwendigkeit, dass der Algorithmus in der Lage sein muss,
diese Veranderungen zu erkennen und zu behandeln. Mit den existierenden Al-
gorithmen koénnen nur Punktmutationen beriicksichtigt werden. Das ist darauf
zuriickzufiihren, dass ein Richtungswechsel, der zur Erkennung einer Rekombina-

tion notwendig ist, mit den klassischen Methoden nicht moglich ist.

Es ist ein endliches Alphabet vorhanden, das aus dem Ein-Buchstaben-Code der

Aminosduren, den Buchstaben B, , Z sowie dem Zeichen  (Tab. 2.3) besteht.

abe e 2.3 e e e
e e e g e e ee m a e
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Fiir jede Buchstabenkombination des Alphabets gibt es einen Wert (Score) fiir
die Wahrscheinlichkeit, dass diese beiden Aminosduren gegeneinander ausgetauscht
wurden. Diese Scores zur Bewertung von Punktmutationen entnimmt man Substi-
tutionsmatrizen. Identitdten oder hdufige Substitutionen werden positiv und seltene
Substitutionen werden negativ bewertet. Wenn eine Aminosiure eingefiigt wurde
oder verloren gegangen ist, wird das im Alignment durch ein Liicke (Gap) dargestellt.
Ein Gap wird durch das Zeichen symbolisiert. Dadurch riicken die Aminosauren
nach dem Gap um eine Position nach rechts. Der Wert (Score) eines Alignment ent-

spricht der Summe aller lokalen Bewertungen der einzelnen Aminosauren zueinander

(Scores) plus den negativen Werten fiir Liicken.

Man unterscheidet zwischen globalen und lokalen Alignments (Abb. 2.5). Das
globale Alignment erfolgt {iber die gesamte Sequenz und kann mit dem Needleman-
Wunsch-Algorithmus [NW70] bestimmt werden. Dieses Alignment kann grofie Stiicke
mit geringer Ahnlichkeit enthalten, d.h. es kénnen viele Liicken auftreten. Lokale
Alignments finden die Stiicke beider Proteine, an denen sie sich am dhnlichsten sind.
So kann man beispielsweise herausfinden, ob sie eine gemeinsame Doméne besitzen.
Zum Berechnen dieser Art des Alignment steht der Smith-Waterman-Algorithmus
[SW81] zur Verfiigung. Einen genaueren Einblick in dieses Thema bietet Durbin

[DEKMOY8].

bb 223 e ee g bae ae g me

m e e a gegebe e g me e e ge e e e e

Do
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Zusammenfassend kann man sagen, dass das Ziel ein Alignment mit maximalem
Score ist. Ubereinstimmungen (Matches) werden belohnt und Mismatches oder

Liicken bestraft (Gap penalty).

2.2.2. ubstitutionsmatrizen

Um Punktmutationen zu berticksichtigen, wurden Substitutionsmatrizen entwickelt.
In diesen Matrizen findet man fiir jede mogliche Kombination des vorhandenen
Alphabets, ein Maf fiir die Wahrscheinlichkeit, dass diese betrachteten Aminoséduren
im Laufe der Evolution gegeneinander ausgetauscht wurden. Der Matrixwert ist
positiv bei hidufigen und negativ bei seltenen Austauschungen. Es handelt sich
um symmetrische Matrizen. Auf der Diagonalen findet man die Werte fiir gleiche
Aminosduren wihrend die anderen Werte ein Maf fiir die Austauschhaufigkeit von
Aminosduren sind.

In der entstandenen Applikation hat der Nutzer die Moglichkeit, sich die Substitu-
tionsmatrix auszusuchen, die zur Berechnung des Alignments herangezogen werden
soll. Die zur Verfiigung stehenden Matrizen werden in den folgenden Abschnitten
kurz vorgestellt. Die einzelnen Matrizen unterscheiden sich sowohl in der Methode,
mit der die einzelnen Werte bestimmt wurden, als auch im Informationsgehalt, der

sich daraus ableiten lasst.

Bei dieser Matrix kann der Wert fiir einen Match selbst festgelegt
werden. Im Programm betragt der Wert 6. Ein Match ist nur dann erfiillt, wenn
beide zu vergleichenden Aminosiduren identisch sind. Alle anderen Kombinationen

werden als Mismatch betrachtet und bekommen den Wert -6.

Um diese Marix zu berechnen, wurde eine Datenbank mit
iiber 2000 Blécken erstellt. Diese Blocke bestehen aus alinierten Sequenzabschnit-
ten ohne Liicken, die mehr als 500 Gruppen verwandter Proteine charakterisieren.
Jeder Block reprisentiert eine Proteinfamilie. Fiir jedes neue Mitglied einer Familie
wurden die Scores fiir Matches und Mismatches gesucht, die das beste Alignment

zu jedem der anderen Segmente in diesem Block ergeben.
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+ PAM ist die Abkiirzung fiir ~ oint Accepted  u-
tation . Es wurde eine Studie zu Punktmutationen zwischen sehr dhnlichen Prote-
inen (85  Identitiat) durchgefithrt. Als Punktmutationen werden Substitutionen,
Einfiigungen und Entfernungen von Aminosiduren bezeichnet. Dabei wurde das sto-
chastische Modell der Proteinevolution nach Dayhoff [DSO78] hinzugezogen. 1 PAM
entspricht einer Substitution auf 100 Aminosauren. Auf der Grundlage dieses Mo-
dells wurde die PAM1-Matrix entwickelt. Wenn die PAM1-Matrix verwendet wird,
liegt die Anzahl der Substitutionen bei 1 . Soll die Anzahl der Punktmutationen
hoher liegen, wird die PAM1-Matrix entsprechend oft mit sich selbst multipliziert.
Auf der Basis dieses Modells wurden die Haufigkeiten bestimmt, mit der jedes Ami-

nosdurepaar in einem Alignment von homologen Proteinen auftritt.

Zur Berechnung dieser Matrix ist man ebenfalls von dem Mo-
dell von Dayhoft [DSO78] ausgegangen. Allerdings mit einem Unterschied der Grad
der Verwandschaft in diesem Modell variiert. Man nimmt an, dass sich 1~ der Ami-
nosduren eines Proteins in einer bestimmten Zeiteinheit &ndern. Jede Aminosédure
kann wéhrend einer bestimmten Zeit in jede andere Aminosaure mutieren. Die Wer-
te fiir die Matrix wurden mit Hilfe der Datenbank S STERS [KV98] erstellt. In
dieser befinden sich rund 100.000 Proteine, die in Familien eingeteilt sind. Aus jeder
Gruppe wurde zufillig ein aliniertes Sequenzpaar herausgenommen. Es ist ein ite-
ratives Verfahren, das die evolutionédre Distanz zwischen zwei Sequenzen bestimmt

und die Werte in der Haufigkeitsmatrix entsprechend anpasst.

Zur Veranschaulichung, wie ein Alignment ohne Liicken mit Hilfe von Substitu-

tionsmatrizen bestimmt wird. dient die Tabelle 2.4.

2.2.3. D namische Programmierung

Die dynamische Programmierung (s. z.B. [CLL96]) wird zur Losung von Optimie-
rungsproblemen verwendet. Das Ziel besteht darin, aus einer Vielzahl von méglichen

Losungen, die optimale Losung zu finden. Wenn jede Lésung einen numerischen
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Wert besitzt, dann ist die Losung optimal, die entweder einem Minimum oder ei-
nem Maximum entspricht. Wesentlich ist hierbei, dass sich der Wert fiir eine Losung
des Gesamtproblems aus den Losungen der Teilprobleme zusammensetzt. Diese Teil-
probleme sind unabhéngig voneinander, aber teilen ebenso Teilteilprobleme mitein-
ander. Diese werden einmal gelost und danach in einer Tabelle gespeichert. Wird
die Losung eines Teilproblems bendétigt, muss sie nicht neu berechnet werden, son-
dern sie wird der Tabelle entnommen. Die dynamische Programmierung kann in

vier Schritte gegliedert werden

1. Charakterisierung der Struktur einer optimalen Losung.

[N]

. Wert der optimalen Losung rekursiv definieren.

3. Wert der optimalen Losung von unten-nach-oben(bottom-up) berechnen.

4. Optimale Losung aus den berechneten Informationen konstruieren.

Zur Veranschaulichung der dynamischen Programmierung soll hier der Smith-Water-
man-Algorithmus [SW81, Wat95] vorgestellt werden, der in abgewandelter Form in
die Entwicklung eines eigenen Algorithmus miteinbezogen wird. Dieser Algorith-
mus findet die Region zweier Sequenzen, innerhalb derer sie sich am &hnlichsten

sind. Das bedeutet, dass er die besten lokalen Alignments findet. So konnen
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Ubereinstimmungen mit Doméanen und Wiederholungen von Doménen in einer Se-
quenz erkannt werden. Das Ziel besteht darin, den maximalen Ahnlichkeitswert S
(Score) fiir ein Alignment zu finden. Im folgenden werden zwei Sequenzen

{aj,as,...,a } und { 1, 2,., n} betrachtet.

bb g26. e ema m ee e e e ag e e
(] a
Als erstes wird fiir die zu vergleichenden Sequenzen eine Score-Matrix nach dem
Rekursionschema aus Abb. 2.6 berechnet. Diese enthalt die Teillssungen, die ab-
gerufen werden kénnen, wann immer sie bendtigt werden. Jeder Matrixeintrag
der nach Abb. 2.6 berechnet wird, entspricht der Summe aller lokalen Bewertungen
der einzelnen Aminosduren a; bis @ zu ;| bis . Der kleinste Matrixwert ist 0 und
kann den Anfang eines lokalen Alignments bilden. Deswegen werden die erste Zeile
() und die erste Spalte () auf 0 gesetzt. Der Wert (a, ) gibt das Mafi der
Ahnlichkeit zwischen der i-ten Aminosiure in Sequenz A und j-ten Aminosiure in
Sequenz B an. Dieser Wert wird einer Substitutionsmatrix entnommen. Wenn ho-

rizontal (obere Sequenz) oder vertikal (untere Sequenz) gegangen wird, d.h. es wird

eine Liicke (Gap) eingefiigt. gibt es eine Strafe d (Gap penalty). Das entspricht den
Fallen 3 und 4 in der Formel in Abb. 2.6.

Diese Entscheidungen miissen fiir jeden MN Prifix der Sequenzen A und B der
Lange M und N gemacht werden. Die letzten drei Fille aus Abb. 2.6 kénnen unter
0 fallen, wenn die Austauschhéufigkeit dieser beiden Aminosduren sehr gering ist
oder eine Liicke eingefiigt wird. Wenn der Score negativ ist, wird der Wert auf 0
zuriickgesetzt. Beide Ereignisse wiirden den Wert eines darauf folgenden Alignments
verschlechtern und werden so nicht miteinbezogen. In der Abb. 2.7 ist ein Beispiel

fiir eine Score-Matrix dargestellt.

8]
S
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Um das beste lokale Alignment zu finden, wird nach dem gréfiten Wert in der Ma-
trix gesucht. An diesem Punkt wird die Entstehung dieses Wertes zuriickverfolgt.
Dieser Vorgang wid Backtracking genannt und wird in der Abb. 2.7 durch Pfeile
gekennzeichnet.

Es gibt drei Félle, wie ein Wert im Beispiel von Abb. 2.6 entstanden sein kann.
In diesem Beispiel wurden die Werte willkiirlich festgelegt. Wenn zwei Aminosduren
gleich sind, wird um 1 erhoht. Wenn eine Liicke eingefiigt wird, gibt es eine
Strafe von 2. [Pea00]

1. Die Aminosaure an der Stelle ( , ) waren gleich und 11 wurde um

1 erhoht (diagonal).

2. In der unteren Sequenz wurde ein Liicke eingefiigt und 1 wurde um

2 verringert (vertikal).

3. In der oberen Sequenz wurde ein Liicke eingefiigt und 1 wurde um
2 verringert (horizontal).
Man geht so lange zuriick, bis der Wert 0 erreicht wird; man befindet sich dann am

Anfang des lokalen Alignments. In dem Beispiel von Abb. 2.7 ist der hichste Score

3 und das gefundene Alignment ist in beiden Sequenzen ABD .
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2.2.4. euristische uch erfahren

Heuristische Suchverfahren [DEKMO98] sind sehr viel schneller und benétigen viel
weniger Speicherplatz als die Algorithmen der dynamischen Programmierung, da
sie nur eine bestimmte Anzahl der Teilprobleme 16sen. Aus diesem Grund kann es
sein, dass die optimale Lésung nicht gefunden wird, da nicht alle moglichen Losungen
betrachtet werden.

Ein Vertreter dieser Methode ist das Basic Local Alignment Search Tool (BLAST)
[AGM*90]. Die zugrundeliegende Idee besagt, dass jedes gute Alignment irgendwo
ein Stiick enthailt, das komplett identisch ist oder das einen besonders hohen Score
bekommen hat. Dieses Stiick wird in der Sequenz A gesucht und als Sonde in der
Sequenz B verwendet. Es wird eine Liste mit Sonden erstellt, die eine feste Lange
haben (bei Proteinen iiblicherweise drei Aminosduren). Auflerdem muss der Score
dieser Sonde aliniert mit der Sequenz A, aus der sie stammt, einen vorgegebenen
Grenzwert iibersteigen. Wenn eine Ubereinstimmung in der Sequenz B gefunden
wurde, wird die Sonde nach rechts und links in beiden Sequenzen erweitert. Das
wird weitergefiihrt, bis ein Alignment gefunden wurde, das eine bestimmte Linge
hat oder der Score nicht weiter steigt. Diese Alignments sind lokal maximal, d.h.
sie kénnen nicht durch Erweitern oder Kiirzen erh6ht werden. Die hier genannten
Grenzwerte konnen durch den Anwender bestimmt werden. Zusammenfassend kann
man den Algorithmus in folgende Schritte untergliedern (Abb. nach [Ste97])

1. Erstellen einer Liste mit den Sonden, die einen bestimmten Grenzwert iiber-
schreiten.
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2. Durchsuchen der zweiten Sequenz nach Treffern (hits).

3. Erweitern der Treffer nach links und rechts in beiden Sequenzen.

2. . r en n i tr orit

An dieser Stelle wird etwas auf die Graphentheorie (s. z.B. [CLL96]) eingegangen,
da sie beim Entwickeln des Algorithmus eine wichtige Rolle spielt. Ein Graph (s.
Abb. 2.8) besteht aus einer Menge von Knoten V und den dazwischen liegenden
Kanten E, die die Beziehung zu den Knoten herstellen. Es gibt gerichtete und
ungerichtete Graphen. Eine Kante ( , ) in einem gerichteten Graphen kann durch
zwel Ereignisse beschrieben werden. Entweder sie verldsst den Knoten u oder sie
trifft in den Knoten v ein. In einem ungerichteten Graphen kénnen die Kanten
immer in beide Richtungen begangen werden. Auflerdem kénnen die Kanten eines
Graphen Gewichte besitzen. Dann bezeichnet man den Graphen als gewichtet. Diese
Gewichte werden normalerweise durch eine Gewichtsfunktion angegeben.

Der Weg der Linge k von einem Startknoten zum Zielknoten durch den Graphen

entspricht der Reihenfolge der Knoten ( , 1,.., ), dabei ist der Startknoten

und  der Zielknoten.
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Der Dijkstra-Algorithmus findet den kiirzesten Pfad von einem Startknoten zu allen
anderen Knoten in einem gewichteten, gerichteten Graphen fiir den Fall, dass alle
Gewichte positiv sind. Der Algorithmus erstellt eine Menge S mit allen Knoten,
deren kiirzester Pfad bereits berechnet wurde. Aus diesem Grund wird der Menge

( ist die Menge aller Knoten des Graphen) immer wieder der Knoten ent-
nommen, zu dem in diesem Moment der kiirzeste Weg fiihrt. Dieser Knoten wird in
der Menge S gespeichert und die Wege, die von diesem Knoten wegfithren, werden
berechnet. Dies geschieht so lange, bis die Menge leer ist. Zu jedem Knoten
werden die Distanz vom Startknoten bis zu diesem Knoten und seinem Vorganger

gespeichert. So kann jeder Weg schnell rekonstruiert werden.
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