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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).

Abbildung 2.1.: Struktur von  Amino-

Amino-Gruppe Wasserstoff-Atom .. e
sauren [Kni97]

Jede Aminoséure besitzt ein zentrales C-Atom

(a-C-Atom), mit dem eine Aminogruppe, ein

Wasserstoff-Atom (H), eine Carboxyl-Gruppe

sowie eine Seitenkette verbunden sind. Nur

durch diese Seitenkette unterscheiden sich die

Seitenkette

einzelnen Aminosauren.

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

hydrophil, sauer und basisch (s. Tab. 2.2). Als hydrophil werden wasserldsliche



2. Grundlagen

Ein-Buchstaben-Code  Drei-Buchstaben-Code ~ Name

A Ala Alanin

C Cys Cystein

D Asp Aspartat
E Glu Glutamat
F Phe Phenyalanin
G Gly Glycin

H His Histidin

I Tle Isoleucin
K Lys Lysin

L Leu Leucin
M Met Methionin
N Asn Asparagin
P Pro Prolin

Q Gln Glutamin
R Arg Arginin

S Ser Serin

T Thr Threonin
A% al Valin
W Trp Tryptophan
Y Tyr Tyrosin

Tabelle 2.1.: Aminosiuren im Uberblick

In dieser Tabelle sind alle Aminosauren mit ihrem Namen

und

dem Ein-Buchstaben-Code sowie dem Drei-Buchstaben-Code auf-

gefiihrt. In dem entwickelten Programm wird nur der Ein-

Buchstaben-Code verwendet.

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

13




2. Grundlagen

hydrophob hydrophil sauer basisch

A Alanin N Asparagin | D Aspartat | H Histidin
C Cystein Q Glutamin | E Glutamat | K Lysin
F Phenylalanin | S Serin R Arginin
G Glycin T Threonin

I Isoleucin Y Tyrosin

L Leucin

M Methionin
P Prolin

V Valin

W Tryptophan

Tabelle 2.2.: Einteilung der Aminosiuren [ABLT94]
Diese vier Gruppen werden in der Applikation durch ver-
schiedene Farben dargestellt (hydrophob — griin, hydrophil

— blau, sauer — rot und basisch — gelb).

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]

Abbildung 2.2.: Sekundarstrukturen
(a-Helix und S-Blatt)
[Kni97]

Die a-Helix bildet einen spiralférmig ge-

wundenen Abschnitt (linkes Bild). Inner-

halb der Gesamtstruktur eines Proteins

ist sie ein stabformiges Element. Im rech-

ten Bild ist ein -Faltblatt zu sehen.

14



2. Grundlagen

2.1.1. Domainen

Doménen [JC85] bilden die kleinsten Protein-Einheiten, die definierte und unab-
héngig gefaltete Strukturen besitzen (s. Abb. 2.3). Unabhingig 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].

Abbildung 2.3.: Radumliche Struktur
der PH-Doméne

[Pfa01]

Durch Pfeile werden pJ-Faltblatter
und durch Zylinder a-Helices darge-

stellt. PH steht fiir Pleckstrin homo-

logy.

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



2. Grundlagen

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. Sequenzvergleiche

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



2. Grundlagen

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.

B A

Abbildung 2.4.: Veranschaulichung einer Rekombination

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

Aminoséduren, den Buchstaben B, X, Z sowie dem Zeichen ™ (Tab. 2.3) besteht.

B steht entweder fiir die Aminosdure Aspartat oder fiir Arginin
X steht fiir eine beliebige Aminosiure
7 steht entweder fiir Glutamat oder Glutamin

*7 unbekannt

Tabelle 2.3.: Sonderzeichen
Durch Sequenzierung werden Art und Position jeder Aminosiure
in der Priméarstruktur bestimmt. Dabei kann es vorkommen, dass
Aminoséduren nicht genau erkannt werden. Aus diesem Grund

wurden diese Sonderzeichen eingefiihrt.
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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 Aminoséuren
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].

Globales Alignment

1. SQECLSFATW-ALKEK-SPVRRMRTDEAL --SHEFLSSDPSHY
2. AQELLVHTAWHNELEVVSPVCRPAA-EALLCHHIFQECSPGVV

1===] /EEEEEEE D
Lokale Alignments:
1. SPVRR 1. EAL--SHEF
2. SPVCR 2. EALLCHHIF

Abbildung 2.5.: Beispiele fiir globale und lokale Alignments
Zum Bilden der angegebenen Alignments wurden die folgende Sequenzen
verwendet:
1. SQECLSFATWALKKSPVRRMRTDEALSHKFLSSDPSMV
2. AQELLVHTAWNELKVVSPVCRPAAEALLCNHIFQECSPGVV
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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. Substitutionsmatrizen

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 hdufigen 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.

Identitdtsmatrix 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.

Blosum-Matrix [HH92] 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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2. Grundlagen

PAM-Matrix [AGM*90, AIt91] PAM ist die Abkiirzung fiir “Point Accepted Mu-
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.

VT-Matrix [MSV00] 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 SYSTERS [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. Dynamische 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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L L A | Score
-3 -4 6 —6

Sequenz A | A \Y% G
BlosumN -2 =4 =5

Identitdt -6 —6 —6
PAMb500 -1 -2 -3
VT250 -1 -1 -1
Sequenz B | R K C

>l - o ol
|
=
|
=2
=
|
—_
o0

Tabelle 2.4.: Beispiel eines Sequenz-Alignment
Den schlechtesten Score liefert die Identitdtsmatrix, was darauf
zuriickzufiihren ist, dass es nur dann einen positiven Wert gibt,
wenn beide Aminosaduren gleich sind. Die anderen Matrizen be-
ruhen auf Austauschhiufigkeiten. Dadurch kénnen die Werte bei

einem Mismatch positiv oder negativ ausfallen.

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.

2. 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 A =

{ai,as,...,a,,} und B = {by, by, ..., b, } betrachtet.

0,
S0-1. -1+ —
) 51’—1.3‘71 +S(lli.bj). Sl:ﬂ, b:l S(I,JTJ d
Si; = max |
Si—l,j - d! \N =]
g Si-1.))-d —— S(ij)
Sij-1—d

Abbildung 2.6.: Rekursionschema zum Berechnen eines Eintrags in einer
Score-Matrix

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 benétigt werden. Jeder Matrixeintrag S; ;,
der nach Abb. 2.6 berechnet wird, entspricht der Summe aller lokalen Bewertungen
der einzelnen Aminosauren a; bis a; zu by bis b;. Der kleinste Matrixwert ist 0 und
kann den Anfang eines lokalen Alignments bilden. Deswegen werden die erste Zeile
(Spj) und die erste Spalte (S;) auf 0 gesetzt. Der Wert s(a;,b;) 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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A B D D E

AN
1 0 0 0 0

B N Optimales lokales Alignment:
0 2 « 0 0 0

D TN N A B D (obere Sequenz)
0 3 o+« 1 0

E TN N A B D (untere Sequenz)
0 0 1 2 2

G NN
0 0 0 1

Abbildung 2.7.: Beispiel fiir eine Score-Matrix
Bei einer Ubereinstimmung wird der Score um 1 erhdht und im entgegenge-

setzten Fall um -2 verringert. Der niedrigste Wert ist 0. Das beste lokale

Alignment ist “ABD”. [Pea00]
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 Falle, wie ein Wert .S; ; im Beispiel von Abb. 2.6 entstanden sein kann.
In diesem Beispiel wurden die Werte willkiirlich festgelegt. Wenn zwei Aminosduren
gleich sind, wird S; ; um 1 erhéht. Wenn eine Liicke eingefiigt wird, gibt es eine
Strafe von —2. [Pea00]

1. Die Aminosdure an der Stelle (¢, j) waren gleich und S;_; ;—; wurde um

1 erhoht (diagonal).

Do

In der unteren Sequenz wurde ein Liicke eingefiigt und S;_; ; wurde um

—2 verringert (vertikal).

3. In der oberen Sequenz wurde ein Liicke eingefiigt und S; ;_; 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. Heuristische Suchverfahren

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.
Zielsequenz mit der Lange m
— baximale Anzahl der Sonden m-w + 1
— iw izt die Lange einer Sonde, bei Prateinen
— meistens drei Aminosauren)
W

|
— Liste mit Sonden
|
|




2. Grundlagen

2. Durchsuchen der zweiten Sequenz nach Treffern (hits).

Die einzelnen Sonden aus den Listen werden mit der Cuellsequenz
werglichen. Gesuchtwerden Ubereinstimmungen, die einen bestirmrmten
Wert Uberschreiten.

>H L
p— > —

Cuellsequenz der Lange n.

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

An jeder Ubereinstimmung wird die Sonde in beide Richtungen
wverlanger, solange der Score dieses Alignments einen
bestimmten Grenzwer nicht unterschreitet.

Lokale Alignments

2.3. Graphen und Dijkstra-Algorithmus

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 (u,v) 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 (vg,vy,..,v;), dabei ist vy der Startknoten

und v der Zielknoten.

DO
(2§
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Startknoten

Abbildung 2.8.: Gerichteter Graph

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
V — S (V 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 V' — S 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.



3. Entwicklung eines Algorithmus

Um einen Algorithmus zu finden, der sowohl Punktmutationen als auch Rekombi-
nationen erkennt wurden verschiedenen Ansitze ausprobiert. Diese werden im fol-
genden kurz vorgestellt. Dabei werden auch die Griinde aufgezeigt, warum einzelne

verworfen worden sind.

Zunichst wird der Smith-Waterman-Algorithmus [SW81, Wat95] verwendet, um
eine vom Benutzer vorgegebene Anzahl der besten lokalen Alignments zu finden.
Um aus diesen ein globales Alignment zu erzeugen, wird dann eine Score-Matrix W
erstellt. In diese fliefit der Score fiir die gefundenen lokalen Alignments ein; denn
an der Stelle, wo ein Alignment anfingt, wird nicht das Ahnlichkeitsmass aus einer
Scorematrix eingetragen, sondern der Score fiir dieses lokale Alignment. Die Idee
hierfiir basiert auf dem Sequenz-Alignment-Algorithmus von Schoeniger [SW92] und
wurde inspiriert von Rivas [RE99].

Um die lokalen Alignments zu berechnen, werden drei verschiedene Matrizen E, F
und S benétigt. In der ersten Matrix £ wird der Score, den die Aminosidure an
der Position i der Sequenz A gegeniiber einer Liicke bekommt, gespeichert. Die
zweite Matrix F' entsprach genau dem entgegengesetzten Fall, d.h. dem Score fiir

die Aminosdure an der Position 7 der Sequenz B gegeniiber einer Liicke.

Si—1, — «,
0, E; ; = max b
; Ei1;—p
Si711j71 + S(a7 b),
S;,; = maz '
E;;,
Sij—1—a,
F;; F; j = max
F,"j_l — ‘B

8]
=1



3.  Entwicklung eines Algorithmus

Es gibt eine affin-lineare Strafe fiir eine Liicke. Affin-linear bedeutet, dass die Ver-
langerung einer Liicke nicht so hart bestraft wird, wie der Anfang (a entspricht der
Strafe fiir die Eroffnung einer Liicke, 3 der Strafe fiir die Verlangerung einer Liicke

und x der Anzahl der Gaps):

a4+ (x—1)% 3 mit a > 8

Die Score-Matrix S enthielt den bestmdglichen Score von Position (i, j) in den
Sequenzen A und B. Aus dieser Matrix wird eine Liste mit den £ besten lokalen
Alignments bestimmt

Danach wird unter Einbeziehung der Werte der gefundenen lokalen Alignments die
Score-Matrix W berechnet. Dafiir wird wie oben eine Matrix fiir die Werte der
Position ¢ der Sequenz A gegeniiber einer Liicke und eine Matrix fiir den entgegen-
gesetzten Fall erstellt. Im Unterschied zur Matrix S wird jedoch an den Stellen,
wo eins der gefundenen lokalen Alignments anfingt, der Score dieses Alignments
eingetragen.

Mit Hilfe der erstellten Score-Matrix W wird ein globales Alignment beider Sequen-
zen ermittelt, dass die lokalen Alignments beriicksichtigen sollte. Beim Backtracking
von der Position (7, j) zu (0, 0) wurde festgestellt, dass in manchen Fillen die Stel-
len, an denen ein lokales Alignment authort, nicht getroffen werden. Folglich hat die
Verwendung der Scores von den lokalen Alignments keinen Einflufl auf das entstan-
dene globale Alignment. Es wird ein globales Alignment erzeugt wie bisher, jedoch
mit einem hoheren Score. Das entspricht aber nicht dem gewiinschten Ziel, denn
es sollten die lokalen Alignments im globalen Alignment erscheinen und die Stellen

markieren, die fiir Doménen oder Rekombinationen in Frage kommen.

Im nichsten Versuch wird daher der zweite Teil des ersten Ansatzes verdndert.
Die lokalen Alignments werden wieder mit dem oben genannten Smith-Waterman-
Algorithmus berechnet. Die Bildung eines Alignments erfolgt jedoch nicht durch
Backtracking, sondern die gefundenen lokalen Alignments werden als Knoten eines
gerichteten, gewichteten Graphen betrachtet. Eine der eingebenen Sequenzen wird

als Zielsequenz und die andere als Quellsequenz betrachtet. Die Kanten des Gra-
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phen richteten sich nach den Anfang- und Endpositionen der lokalen Alignments in
der Zielsequenz. Eine Kante zwischen zwei Alignments entsteht, wenn das Ende des
ersten Alignments vor dem Anfang des zweiten aufhért und kein drittes Alignment
dazwischen liegt. Die Gewichte der Kanten ergeben sich aus dem Score des nach-
folgenden Alignments, einer Strafe fiir die Aminosiduren, die zwischen den beiden
Alignments liegen, und einer Strafe fiir gefundene Rekombinationen. Eine Rekom-
bination ist gegeben, wenn das Ende des betrachteten lokalen Alignments vor dem
Anfang eines davorliegenden Alignments in der Quellsequenz ist. Die Losung besteht
darin, dass ein Weg durch diesen Graphen gesucht wird, auf dem die Zielsequenz aus
den lokalen Alignments zusammengesetzt werden kann. Zusammensetzen bedeutet
hierbei, dass die gefundenen lokalen Alignments ohne Uberlappen so aneinander

gereiht werden, dass der Gesamtscore maximal wird (Abb. 3.1).

Abbildung 3.1.: Zusammensetzen der Zielsequenz aus der Quellsequenz
Die obere Linie repréasentiert die Quellsequenz und die untere die Ziel-
sequenz. Die Alignments, die den maximalen Score ergeben, werden
hintereinander ohne Uberlappen angeordnet. Ein Viereck in dieser Ab-

bildung entspricht einem lokalen Alignment.

Um den maximalen Weg durch diesen Graphen zu finden, wird ein modifzierter
Dijkstra-Algorithmus (Abschnitt 2.3) verwendet. Dieser Algorithmus berechnet den
kiirzesten Weg von einem Startpunkt zu allen anderen Knoten in einem Graphen.
Somit muss der Algorithmus dahingehend verdndert werden, dass er anstatt der
kiirzesten Kante die Kante mit dem grofiten Gewicht auswahlt. Das Ergebnis ist ein
Alignment, das sich aus nicht iiberlappenden lokalen Alignments zusammensetzt.

Bei der Suche nach den lokalen Alignments werden auch Subalignments zugelassen.

Subalignments sind lokale Alignments, die sich innerhalb eines anderen optima-
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len lokalen Alignments befinden. Diese Variante hat den Vorteil, dass durch diese
Subalignments mehr Variabilitit beim Zusammensetzen der Zielsequenz entsteht.
Allerdings hat sie folgenden Nachteil, der diesen Ansatz scheitern lieff: Weist ein
lokales Alignment einen besonders hohen Score auf und liegt der Score des nichsten
lokalen Alignments weit darunter, wird vom Algorithmus nur das Alignment mit
dem besonders hohen Score und die dazugehorigen Subalignments gefunden. So-
mit flossen andere lokale Alignments nicht in das Endergebnis ein. Der Score fiir
das Gesamtalignment ist entsprechend schlecht, da nur ein lokales Alignment zum

Zusammenbauen verwendet wird.

Aus diesem Grund wird im letzten Ansatz der Smith-Waterman-Algorithmus durch
ein Automatenmodell ersetzt, dass auch in BLAST (Abschnitt 2.2.4) verwendet

wird.

O
L{i+1.])
.
siab) Q {i+1. j+1
N‘
N - B

Liij+1)

Abbildung 3.2.: Drei-Zustandsmodell
M; 1 j41 beschreibt den Zustand, in dem sich der Automat befin-
det, wenn es eine Ubereinstimmung beider Aminosiuren gibt. Das
bedeutet, der Score s(a, b) aus einer Substitutionsmatrix ist grofier
als die Strafe fiir eine Liicke. Den entgegengesetzten Fall bilden
die beiden anderen Zustinde. Bei ihnen wird entweder in der Ziel-
seqenz L; j11 oder in der Quellsequenz L; 11 ; eine Liicke eingefiigt.
In einen dieser Zustéinde gelangt man, in dem vom Alignmentscore
die Strafe o abgezogen wird. Wenn man im Zustand L ist, wird
die Liicke erweitert, indem /S vom Alignmentscore abgezogen wird
oder es wird in den Zustand M j41 gesprungen, wenn der Score

aus der Substitutionsmatrix grofer als 3 ist. [DEKM9§]
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Es wird eine Liste mit Sonden erstellt, die einen vorgegebenen Grenzwert iiberschrei-
ten. Mit diesen Sonden wird die Quellsequenz nach Treffern durchsucht. Es werden
alle jene Treffer nach links und rechts erweitert, die einen Mindestscore aufweisen.
Dieses Erweitern entspricht dem Drei-Zustandsmodell aus Abb. 3.2.

Dieser Algorithmus lasst Liicken zu, denn es wird so lange nach rechts und links er-
weitert, bis der Score den dritten Grenzwert unterschreitet. Das entstandene Align-
ment muss eine bestimmte Lange an Aminosduren haben. Wird dieser erreicht, wird
es in die Liste der lokalen Alignments aufgenommen. Sobald alle Alignments gefun-
den werden, wird mit dem oben beschriebenen Dijkstra-Algorithmus die Zielsequenz
aus den lokalen Alignments zusammengesetzt, die den maximalen Score ergeben.
Der letzte Ansatz (s. Abb. 3.3) fiilhrte zum Erfolg und wurde in der entstandenen

Applikation verwendet.

Quellsequenz
VTVEEQRSOSYREGADYTFICTAKSKESPAYTLVWTRLHNGE LPSRAMDFHGI LT IRNVOPSDAGTYVCTGSHHF AMDOGTATLHYQVSGTSTAP

Zielsequenz
LYAEAPSKPIMHFPSVOPSDAGYY ICTCRNLIHTSHSRAELEV) ITHPSRSVYPQGGPHSLRCOVSGSPPHYFY WSREDGRPLPSSAQORHOGSEL

Liste mit den lokalen Alignments: Liste der Alignments die der Dijkstra-Algorithmus berechnet hat:
Hr. 1: Po=sitionen: gb=48 ge=79 zb=6 ze=36 s=core=40 Wr. 5: Positicnen: qh=48-ﬁe=86 zh= £ ze=44
q=FNGILTIRNVOPSDAGTYVCTGSNHF AMDOGT q. FNGILTIRNVOPSDAGTYVCTGSNMFAMDOGTAT-LHVOV

==5SKP IMHFPSVOQPSDAGVY ICT-CRNLIHTSHS z. SKPIMHFPSYOPSDAGYYICT-CRHNLIHTSNSRAELEVQI

Hr. 2: Positionen: gb=48 ge=81 zb=6 ze=38 s=core=37 Hr. 6: Positionen: gb=3 ge==49 zb= 45 ze=89
q=FNGILTIRNVOPSDAGTYVCTGSNHF AMDOGTAT q. EEQRSOSVRPGADVTFIC——TAKSKSPAYTLYUTRLHHGE-LPSEAMDEN
z=SKPIMHFPSVOPSDAGYYICT-CRNLIHTSHERA z. HPSRSVVPQGGPH-——-SLRCOVSGSPPHYFYWSE-EDGRPLESSAQORH
Hr. 3. Positionen: gb=48 ge=82 zb=6 ze=40 s=core=38 .

3=FNGILT IRNVOPSDAGTTYCTGSNNFANDOCTAT-L Enstandener Graph: Grafische Ausgabe:

z=SKP IMHFPSYOPSDAGYVYICT-CRNLIHTSHSEAEL

Hr. 4: Positionen: gb=48 ge=84 zb=6t ze=47Z s=core=4Z
q=FNGILTIRNVQPSDAGTYVCTGENHFAMDOGTAT-LHY
z=SKPIMHFPSVOPSDAGYYICT-CRNLIHTSHSRAELEY

Hr. 5: Positionen: gb=48 ge=86 =zb=6 ze=44 =core=Ll
q=FNGILTIRNVQPSDAGTYVCTGENHFAMDOGTAT-LHVOV
z=SKPIHHFPSVOPSDAGYY ICT-CRNLIHTSHSRAELEVQI

=
A

. 6: Positionen: gb=3 ge=49 =zb=4§ ze=89 =core=17
q= EEQRSQSVRPGADVTFIC——TAKSKSPAYTLVUTRLHNGK LPSEAMDFH . .
z=HPSRSVVPOGGEH———~SLRCOVSGSPPHYFYWSR-EDGRPLPSSAQORE  Abkirzungen:

4= Quellsequenz z = Fielseguenz
- e . et 45 e 47 as ” gb = Beginn in Quellsegquenz zb = Beginn in Zielseguenz
. 7. ozitionen: . qe= ¥4 ze= ZCOYres = H = H T
q=ORSOSVRPGADVTFIC——TAKSKSPAYTLVITRLENGE-LPSRaNDFN 48 = Ende in Quellsequenz ze = Ende ind Zielsequenz
z=5RSVVPQGGPH-——-SLRCQVSGSPPHYF TWSR-EDGRPLPSSAQORH 5 = Startknaoten Z= Zielknoten

Abbildung 3.3.: Beispiel des Algorithmus
Nachdem der Anwender die Zielsequenz, die Quellsequenz und die benétigten Parame-
ter eingegeben hat, wird eine Liste mit lokalen Alignments erstellt. Diese bilden die
Knoten des abgebildeten Graphens. Der abgewandelte Dijkstra-Algorithmus berech-
net den maximalen Weg durch den Graphen, der die Knoten 5 und 6 beinhaltet. An
der grafischen Ausgabe erkennt man, dass sich beide Alignments kreuzen, was auf eine

mogliche Rekombination hinweist.
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Die Applikation bietet eine grafische Oberfliche. Diese ermoglicht dem Nutzer,
zwel zu vergleichende Sequenzen und alle vom Algorithmus verwendeten Parameter
zu spezifizieren. Nachdem er die Anfrage abgeschickt hat, werden im Hintergrund
mittels des Drei-Zustandsmodells lokale Alignments berechnet. Aus der Liste der lo-
kalen Alignments wird die Zielsequenz zusammengesetzt, so dass der Score maximal
wird. Die Reihenfolge wird durch einen verdnderten Dijkstra-Algorithmus festge-
legt. Das Ergebnis wird dem Nutzer darauthin textuell sowie grafisch prasentiert.
Wie dieser Algorithmus in eine Applikation umgesetzt wurde, wird in diesem Kapitel

beschrieben.

4.1. Die Programmiersprache Java

Die Implementierung erfolgte in Java. Die erste Version des Java Developer Kit
(JDK 1.0) wurde 1996 vorgestellt. Der Syntax lehnt sich stark an C und C++ an,
aber auf komplexe und fehlertrichtige Elemente dieser Sprachen wurde verzichtet.
Neu dagegen sind Multithreading, strukturierte Ausnahmebehandlung und einge-
baute grafische Fahigkeiten. Weiterhin verfiigt Java iiber einen Garbage Collector,
der automatisch nicht mehr benétigten Speicherplatz frei gibt. Er lduft im Hin-
tergrund und sucht nach Objekten, die nicht mehr referenziert werden. Fiir das
vorliegende Programm ist das besonders wichtig, da es sehr speicherintensiv ist.
Der wichtigste Vorteil von Java liegt darin, dass die Programme auf vielen Platt-
formen funktionieren, ohne neu kompiliert, neu entworfen oder neu programmiert

werden zu miissen. Zum Ausfithren eines Java-Programms werden lediglich eine
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virtuelle Maschine (VM) und die erforderliche Laufzeitumgebung bendétigt, da ei-
ne Zwischensprache verwendet wird, die durch die virtuelle Maschine interpretiert
wird. [Krii99]

Java ist eine objektorientierte Sprache. Bei der objektorientierten Programmierung
werden Datenmengen und eine festgelegte Anzahl zugelassener Operationen auf die-
se Daten in Objekten zusammengefasst. Objekte sind gekapselte Datenstrukturen,
die diese Datenkomponenten und alle zu ihrer Bearbeitung dienenden Funktionen,
genannt Methoden, beinhalten. Diese Objekte werden in sogenannten Klassen defi-
niert. Somit ist eine Klasse der Typ des Objekts und beschreibt Typ und Aufbau der
Datenkomponenten und Methoden. Klassen kénnen aus bereits definierten Klassen
abgeleitet werden, wobei die abgeleitete Klasse automatisch alle Eigenschaften der
Oberklasse erbt, d.h. die neue Klasse iibernimmt dabei alle Datenkomponenten und
Methoden der alten. Dariiberhinaus koénnen eigene Komponenten hinzugefiigt oder
modifiziert werden. [SvGOO]

Um die grafische Oberfliche zu erstellen, wurde Java Swing verwendet. Swing bildet

eine Erweiterung des Java Abstract Window Toolkit (AW'T). Mit der Hilfe von
AWT koénnen grafische Komponenten, wie z.B. Fenster, Knopfe oder Eingabehil-
fen, definiert werden. Im Gegensatz zum AWT zeichnet und verwaltet Swing die
Benutzerschnittstellen-Elemente in einem Betriebssystem selbst. Somit bleibt die
Gestaltung ganz dem Entwickler {iberlassen. [Mey98]

Die Oberfliache teilt sich in drei Ansichten. Den Rahmen bildet die Klasse Finga-
be GuiSunng, die von der Klasse javaz.swing.JFrame abgeleitet ist. Diese verwaltet
mit Hilfe des Layoutmanagers java.awt.CardLayout die Ansichten Eingabemodus
(InputPanel), Textmodus (ResultTextPanel) und Grafikmodus (ResultGraphicPa-
nel) (Klassendiagramm Abb. 4.1). Diese werden in den folgenden Abschnitten

naher erkart.

4.2. Eingabemodus

Die Klasse InputPanel besitzt zwei Texteingabeflichen (javaz.swing.JTextArea), ei-

ne fir die Quellsequenz und die andere fiir die Zielsequenz. Die Eingabeflichen

33



4. Implementierung

(. JPanel - JFrame JPanel
ResultTextPanel EingabeGuiSwing InputPanel
+ResultTextPanal +EingabeGuiSwing +lnputPanel
rannendResulitestvoid +addEventHandlervoid +clearTextFieldsvoid
oy ; = +awitchCardvoid
+appendResultextvaid -
+setResultalignvoid E;Jfglng JPanel
o -Strin
resultiext String . ¢ ResultGraphicPanel
resultalignSize:Dimension GRAPHIC:Stng
selectjava.lang. String +ResultGraphicFanel
|:|:| Frame
JPanel LocalAlignmentFrame
ColoredTextPane +LacalAlignmentFrame
+oefTextvoid +gptlocation:void
+paintwoid +setQutputvaid
+yetColorint Infos:String

outputSize:Dimension

Abbildung 4.1.: Klassendiagramm der grafischen Oberfliche
Eine Einfiihrung in die Unified Modelling Language (UML) und eine Klassendia-

gramm, dass alle implementierten Klassen enthilt befinden sich im Anhang C.

befinden sich in einem scrollbaren Bereich (javaz.swing.JScrollPane), der nur zu
sehen ist, wenn die Eingabe grofler wird als das Sichtfeld. Dariiberhinaus ist eine
Auswahlbox vorhanden, die von Java durch die Klasse javax.swing.JComboBox be-
reitgestellt wird. Der Anwender hat somit die Moglichkeit, die Substitutionsmatrix
(BlosumN, Identitét, PAM500, VT250 (Abschnitt 2.2.2)), die verwendet werden soll,
auszuwihlen. Auflerdem kann er verschiedene Parameter (s. Tab. 4.1) vorgeben, die

jeweils in einem javazx.swing.J TextField erfasst werden. Diese Eingabefelder werden

mit Objekten der Klasse javazx.swing.JLabel beschriftet.

In der Abb. 4.2 sind vier Knopfe zu sehen, denen jeweils ein Listener zugeordnet
ist. Wenn ein Knopf gedriickt wird, wird ein Ereignis (Event) ausgelost, das vom
Listener verarbeitet wird. Mit dem Knopt ezample (javaz.swing. JButton) kann sich
der Anwender Beispieldaten anzeigen lassen oder mit reset alle Eingaben 16schen.

Der Knopf submit schickt eine Anfrage ab und der letzte Knopf quit beendet die

Applikation.
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Strafe fiir
« das Eroffnen einer Liicke.
I5) das Erweitern einer bereits existierenden Liicke.
v das Finden einer Rekombination.

Grenzwerte

threshold 1  Score, den eine Sonde mindestens haben muss.

threshold 2 Das Finden einer Sonde in der Quellsequenz wird als Treffer
bezeichnet, wenn der Score fiir diesen Stelle die Differenz von
maximalem Score und diesem Grenzwert nicht unterschreitet.
Der maximale Score an dieser Stelle bedeutet, dass alle drei
Aminosduren der Sonde identisch sind.

threshold 3 Der maximale Score, den das lokale Alignment bis dahin erreicht
hat, minus diesen Grenzwert ergibt das Abbruchkriterium. Das
Alignment wird nur so lange nach beiden Seiten verldngert, bis

der Score unter diesen Abbruchwert fallt.

Tabelle 4.1.: Benutzerdefinierte Parameter

Eg; tatein sequehce compatisan !E B
Please enter the following information.

Target sequence:

MAEPFSTILGTDGS GORCKY LNEGIVGLGETCEATVAE SVED G LCVARVHMD L SEMS 0RD
FRYAQSEIKCLANCHHPNIIRY IEDHEENDELLIVHE FAD S GHLDE QIELRGS GDARYF(
EHEALFLFLOLCLALDY THSHEMLHRD IKSANVL LTS TGLVELGDFGFSHOYEDTVSGVY
WS TFCGTEYY LAPE LWNNKRYNEFAD VIS LGV LLYE INGHERF FSASNLEGLMSEVLAGT
[FAPLPDSFSSEFERVVDGILVADPNDRPSVEEIFQIFYINKEGLELFVALEFNERISD SV
FEVLYTOVSEILSSEVAPDAHRFLY S0 INYDVTHR GHVNEL GGGNGESWEPRFLOIVRG]
LILTDDEEGHNPEGLNLEQV(GACPVPHSTAKRD FYFALNTV GGEGHUFOAV SHGDMEMI
[VHAIORGIGVA

Source sequence:

MSEPFSTILGTDGS GORCKY LNEGIVGLGETCEGYVAERVED G5 LCVARVHMD L SEMSERD
FRYAQSEIKYPTNCHHPNIIRY IEDHEENDEL LIVHE FAD S GHLDE QIEFWGT GDARY FI)
EHEALFLFLOLCLALDY THSHEMLHRD IKSANVL LTS TGLVELGDFGFSHOYEDTVSGVY
WS TFCGTEYY LAPE LWNNLEYNEFAD VIS LGV LLYE INGHERF FSASNLEGLMSEVLAGT
[FAPLPDSFSSEFERVVDGILVADPNDRPSVEENFQIFYINKGLELFVALEFNERILD SV
FEVLVSQVSEILSSEVAIPDAHRFLE 30 INYDVTHR GHVNEL GGGNGESWEPRFLOIVRG]
LILTDDEEGHNPEGLNLEQV(GACPVPYSTAKRD FYFALNTV GGEGHUFQAVSHGDMEMI
VHAIQRGIGVA

Which Matrix shall be used? | Pam500

Absolute. Ol :| 6| B :| 2| ¥ :| 5|

Thresholds 1: | 18] 2: | 10 3: 30|

Minimum length of one local alignment: 30

| Example || Reset || :'Suhm || Exit |

Abbildung 4.2.: Startansicht des Programms (Eingabemodus)

35




4. Implementierung

4.3. Eine Anfrage bearbeiten

Eine Anfrage wird bearbeitet sobald der Anwender den Knopf submat driickt. Bevor
zwei Sequenzen verglichen werden kénnen, miissen die Eingaben iiberpriift werden.
Aus den Sequenzen werden zunéchst Leerzeichen und Zeilenumbriiche entfernt. Au-
Berdem werden sie nach nicht erlaubten Zeichen, z.B. Sonderzeichen und Zahlen,
durchsucht. Auch die Buchstaben I, O, U sind unzulissig, da sie keine Aminosiduren
darstellen. Wenn die VT-Matrix verwendet wird, sind zuséatzlich die Zeichen B, X,

*7 auszuschliessen, da diese in der Matrix nicht auftreten. Die Parameter-

Z und
werte entsprechen ganzen Zahlen. Sollte die Eingabe fehlen oder ein anderes Format
verwendet werden, werden die Fehler durch eine Ausnahmebehandlung (Exception)
abgefangen. Beim Auslosen einer Exception wird eine entsprechende Fehlermeldung
angezeigt. Der Text der Fehlermeldung wird wihrend der Priifungen dynamisch
erstellt. Je nachdem, welche Fehler auftreten, wird der Nutzer durch ein extra
Fehlerfenster darauf hingewiesen. Hierbei wird eine von Swing vordefinierte Klas-

se javazr.swing.JOptionPane verwendet. Diese ermdglicht es, ein Fehlerfenster mit

eigenem Text auszugeben (s. Abb. 4.3).

JOptionPane.showMessageDialog(null, — iibergeordnetes Fenster
text, — String der anzuzeigende Fehlermeldung
7Error”, — Name des Fensters

JOptionPane. ERROR_MESSAGE); — definiert den Stil der Mitteilung

Abbildung 4.3.: Aufruf eines Fehlerfensters

Wenn keine Fehler gefunden wurden, wird die Suche nach den lokalen Alignments
gestartet. Das iibernimmt die Klasse LocalAlignmentBlast. Es wird ein Vektor (ja-
va.util. Vector) mit Sonden der Zielsequenz aufgestellt. Ein Element des Vektors
besteht aus einem Objekt der Klasse WordInfo. In WordInfo werden die String-
Reprisentation der Sonde sowie deren Anfang und Ende in der Zielsequenz gespei-
chert. Mit diesen Sonden wird in der Quellsequenz nach passenden Treffern ge-

sucht. Sobald ein Treffer gefunden wurde, wird das Alignment in beide Richtungen

verladngert, bis der Grenzwert unterschritten wird. Dieser Grenzwert bildet sich aus

36



4. Implementierung

der Differenz von dem maximalen Score, den das Alignment bis dahin erreicht hat,
abziiglich des Wertes fiir threshold 3 (s. Tab. 4.1). Das Erweitern geschieht mit
Hilfe des Drei-Zustandsmodell aus Abb. 3.2, das in Kapitel 3 beschrieben wurde.

Die Daten, die zu einem Alignment gehoren, werden alle in der Klasse Alignment-
Infos gespeichert. Zu den Daten gehéren Anfang und Ende des Alignments in bei-
den Sequenzen, das Alignment als Textelement, der dazugehorige Score und eine
Liste mit moglichen Nachfolgern im Graphen. Die Nachfolger wurden zuerst in ei-
nem zweidimensionalen Feld (Adjazensmatrix) gepeichert. Die Alignments, die die

‘/7

. Es wurde ein

Knoten eines Graphen darstellen, werden nummeriert von 1,2, ..
|V'] % |V'|-Feld angelegt und jeder Eintrag a; ; der Adjazenzmatrix ergibt sich aus der
folgenden Formel:

1 wenn es eine Kante zwischen @ und j gibt

a; j = max

0 sonst
Diese Variante hat sich bei einer grofien Anzahl von lokalen Alignments als zu spei-
cherintensiv erwiesen, da die Matrix nur wenige 1 enthielt. Deshalb wird jetzt jedem
Alignment eine Liste mit den Nummern der méglichen Nachfolger und den dazu-
gehorigen Gewichten zugeordnet.
Nachdem die Liste mit lokalen Alignments erstellt wurde, wird die Methode best-
Path() der Klasse DujkstraAlgo gestartet. Diese findet die Reihenfolge der Ali-
gnments, so dass der Score am Ende maximal ist. Danach werden die Ziel- und
Quellsequenz zusammen mit den Alignments ausgegeben, die die Methode der Klas-
se DuykstraAlgo ermittelt hat. Das geschieht im Ausgabemodus und wird im néchsten

Abschnitt beschrieben.

4.4. Ausgabemodus

Nachdem die Anfrage bearbeitet wurde, wird mittels des CardLayouts auf den Text-

modus (Klasse ResultTextPanel) umgeschaltet. Dieses Feld zeigt die Ergebnisse tex-

tuell an (s. Abb. 4.4). Textuell bedeutet, dass beide Sequenzen iibereinander stehen

und dass der Anfang und das Ende eines lokalen Alignments durch Nummern und



4. Implementierung
dazwischen durch Unterstriche gekennzeichnet sind.

25 Protein sequance comparison =

Parameter: alpha=4 beta=2 gamna=6
Number of found local alignuents: 1§
Used Matrix: Blosuull

Length target: 9§ source sequence: 94

Score: -33.0 (Used time: 1 s)

hydrophob hydrophil acidic hasic

11 150
t EYQlI HPSRSYVPQGGPHELRCAYSGSPPHY FYWSREDGRPLPS5AQQRHAGSELHF PSYAPSDAGYY | CTCRNLI HTSNSRAELLYAEAPSKFI
1 2

MNew entry H Graphic mode H Exit ‘

Abbildung 4.4.: Oberflache im Textmodus

Im oberen Bereich werden die einzelnen Parameter, die ausgewihlte Matrix, die
Anzahl der gefundenen lokalen Alignments, die Langen beider Sequenzen und der
Score fiir den Vergleich sowie die Bearbeitungszeit in einer javaz.swing.JTextArea

ausgegeben.

Im mittleren Teil des Feldes werden die Sequenzen farbig dargestellt. Das geschieht
durch die Klasse ColoredTextPane. Diese ist von javaz.swing.J TextPane abgeleitet.
Die Einteilung der Aminosauren erfolgt entsprechend der Tab. 2.2 nach hydrophil
(blau), hydrophob (griin), sauer (rot) und basisch (gelb). Auch hier ist ein scrollba-

rer Bereich eingebettet, der sich nach der Sequenzliange richtet.

Im Textmodus hat der Anwender die Moglickeit, mit dem Knopf New entry entweder
eine komplett neue Eingabe zu machen oder die letzte zu modifizieren. Der Knopf

Graphic mode schaltet in den Grafikmodus um.

K ' Protein sequence comparison [=][O[x]

New entry || Text mode || Exit

Abbildung 4.5.: Oberflache im Grafikmodus
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Im Grafikmodus (Abb. 4.5) werden die Zielsequenz und die Quellsequenz als Li-
nie dargestellt. Die lokalen Alignments werden durch unterschiedlich farbig gefiillte
Polygone reprasentiert. So kann der Anwender die Lage der einzelnen Alignments
sehen und mogliche Rekombinationen erkennen. Die Farbe und die Koordinaten
eines Polygons sowie das dazugehorige Alignment werden in einem Objekt der Klas-
se AlignmentGraphic gespeichert. So stehen die Informationen zu einem Polygon
schnell zur Verfiigung. Das wird benétigt, wenn der Anwender mit einem Dop-
pelklick auf ein Polygon driickt. Daraufhin wird ein neues Fenster gedffnet, das
das entsprechende lokale Alignment zu diesem Polygon anzeigt: die genauen Posi-
tionen in beiden Sequenzen, der Score und das Alignment textuell erscheinen. Fiir
dieses Fenster wurde die Klasse LocalAlignmentFrame (Abb. 4.6) entwickelt, die
von javar.swing.JFrame abgeleitet ist. Sie beinhaltet ein Objekt der Klasse ja-
vax.swing.J TextArea zum Ausgeben der allgemeinen Informationen, ein Objekt der
Klasse Colored TextPane zur textuellen Anzeige des gewiinschten lokalen Alignments

und einen javaz.swing.JButton zum Schlieflen des Fensters.

[ Loxal alignment _[of ]
|:':| Frame
LocalAlignmentFrame Location:
output:ColoredTextPane=null source sequence: begin = 1 end = 93
infos:TextArea=null target sequence: begin = 2 end = 3§
okbuttan:JButton=null score: 159

-general:GeneralThings=null

hydrowdroie  hydrophil hasic

+LocalalignmentFrame() "

+setlocation(}veid ) ) s MAAVI LESI FLKRSQAKKKT§PLNF LFLLTY¥HKLSYYEYDF ERGRRGEKKGS!
+setoutput{alignmentl:string,alig)
t DTKS! LEELLLKRSQAKKKMSPNNYKERLFVLTKTNLSYYEYDKMKRGSRKGE- - | H

infos:String
outputSize:Dimension

[ [»

Abbildung 4.6.: UML-Diagramm der Klasse LocalAlignmentFrame und ein Beispiel

Die Darstellung der Ergebnisse lehnt sich an das Programm von Varré et al. [VDR99]
an, das die Undhnlichkeit zweier Sequenzen aufgrund von segmentbasierenden Ereig-
nissen bestimmt. Diese Programm bestimmt die Distanz zwischen zwei Sequenzen,
indem die eine Sequenz in die andere durch Einfiigen, Enfernen oder Ersetzen von

ganzen Sequenzstiicken tiberfiithrt wird.
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In den letzten Wochen der Diplomarbeit wurden einige Testdurchldufe mit dem
Programm durchgefiihrt. Aber diese sind bei weitem noch nicht ausreichend, um
genaue Aussagen iiber Schwichen und Stérken dieses Programm zu machen. Es

wurde der Einfluss der Parameter untersucht und ein Vergleich mit dem Programm

BLAST durchgefiihrt.

5.1. Wahl der Parameter

Der Anwender kann folgende Parameter festlegen:

1. Eine Strafe fiir das Eroffnen (a) bzw. fiir das Erweitern einer Liicke ().

[SV]

. Eine Strafe fiir eine Rekombination (7).
3. Drei Grenzwerte zum Finden von lokalen Alignments (threshold 1-3).

4. Die Mindestlange der lokalen Alignments.

Im Allgemeinen spielt die verwendete Substitutionsmatrix eine grofie Rolle. Denn
die Werte der Parameter sollten auf die entsprechende Matrix abgestimmt sein.

Die Summe der Strafen fiir das Eréffnen (a) bzw. Erweitern () einer Liicke sollte
immer grofler oder gleich als der niedrigste Wert in der verwendeten Substitutions-
matrix sein [DEKM98]. Wenn der Anwender allerdings nur Alignments ohne Liicken
betrachten mochte, sollte der Parameter zum Eroffnen einer Liicke kleiner als der
niedrigste Wert der Substitutionsmatrix sein. Dann wird der Zustand, dass eine

Liicke aufgemacht wird, nie erreicht, da die Werte in der Substitutionsmatrix im-
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mer grofer sind. Auflerdem darf die Strafe fiir das Eroffnen einer Liicke nicht zu
niedrig sein. Denn bei jeder Er6ffnung einer Liicke werden aus einem angefangenen
Alignment zwei. In dem einem Alignment wird die Liicke in der Quellsequenz ein-
gefiigt und in dem anderen in der Zielsequenz. Wenn zu viele Alignments gebildet
werden, besteht die Gefahr, dass der Speicherbereich nicht ausreicht und ein ”out of
memory” -Fehler auftritt. Beim Starten des Programms werden standardmafig 64
MB des Arbeitsspeichers benutzt, was besonders bei langen Sequenzen oft nicht aus-
reichend ist. Wenn dieser Fehler auftritt, kann man iiber die Option -XmazGroesse

den Speicher erweitern.

Beispiel fiir 128 MB: java -Xmx128m eml.seqal.SequenceAlignment

Die Hohe der Strafe fiir das Erweitern einer Liicke entscheidet {iber die Lange der
Liicke. Wenn es viele Werte in der Substitutionsmatrix gibt, die unter diesem Para-
meter liegen, kann die Liicke unter Umsténden sehr lang werden. Einige Beispiele

fir diese Parameter sind in der Tab. 5.1 zu finden.

Substitutionsmatrix Eréffnen Erweitern Ergebnisse

(niedrigster Wert) einer Liicke

BlosumN (-7) -5 -2 wenige und nicht zu lange Liicken
-8 -2 keine Liicken

Pam500 (-9) -7 -2 wenige und nicht zu lange Liicken
-10 -2 keine Liicken

VT250 (-3) -2 -2 wenige und nicht zu lange Liicken
-4 -2 keine Liicken

Tabelle 5.1.: Verschiedene Strafen fiir Liicken
Die Parameter wurden immer in Abhéngigkeit des niedrigsten Wertes in der
Substitutionsmatrix gewihlt. Die Sequenzen hatten eine Lange von rund 1400
Aminosduren. Es ist jeweils ein Beispiel fiir einen Versuch mit und ohne

Liicken aufgefiithrt. Der zu benutzende Speicher wurde auf 128 MB eingestellt.

Die letzte Strafe, die bei Rekombinationen benutzt wird, wirkt sich auf den Gesamt-
score aus. Je hoher sie ist, desto schlechter ist der Score, wenn viele Rekombinationen

auftreten.
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Die letzen drei Parameter beeinflussen das Finden der lokalen Alignments. Der erste
Grenzwert (threshold 1, Tab. 5.2) sollte in Abhéngigkeit der Hauptdiagonalen einer
Substitutionsmatrix gewahlt werden. Er gibt den Score an, den ein Tripel aus der
Quellsequenz mindestens haben muss, um in die Liste der Sonden aufgenommen
zu werden. Am wichtigstens sind die Tripel, die den hochstmoglichen Score errei-
chen, d.h. alle drei Aminosduren sind identisch. Die Werte fiir Identitdten befinden
sich auf der Hauptdiagonalen in einer Substitutionsmatrix. Deshalb sollte dieser
Grenzwert zwischen dem Dreifachen des niedrigsten und des hichsten Wertes der
Hauptdiagonalen liegen. je nachdem wie viele lokale Alignments gefunden werden
sollen. Je niedriger dieser Wert ist, desto mehr Sonden werden benutzt, um lokale

Alignments zu finden und desto mehr Speicherplatz und Zeit wird vom Programm

benotigt.

Substitutions- Intervall der threshold 1 | Kommentar

matrix Hauptdiagonale

BlosumN -2 bis 11 18 Wenn man diesen Wert wahlt, kann ein
Treffer auch einen Mismatch enthalten.

Pamb00 0 bis 34 20 34 (W) tritt einmal auf und der néchste
Wert ist 22 (C). Die anderen Werte sind
viel niedriger. Deshalb sollte der Wert
nicht zu hoch sein, da sonst nur die Tripel
verwendet werden, die W oder C enthal-
ten.

VT250 2 bis 11 12 Da die meisten Werte zwischen 3 und 5 auf
der Hauptdiagonalen liegen, bekommt man
so eine gute Trefferanzahl.

Tabelle 5.2.: Beispiele fiir threshold 1
Der Grenzwert ist auflerdem abhingig von der Lénge der Zielsequenz. Je langer die
Zielsequenz ist, um so wahrscheinlicher ist es, dass sie alle méglichen Kombinationen
von Aminosduren enthélt. Somit muss der Grenzwert entsprechend dem Problem

angepasst werden, da sonst zu viele Sonden gefunden werden.

Ahnlich wirkt der zweite Grenzwert (threshold 2). Denn es werden alle die Treffer

in der Zielsequenz nach links und rechts erweitert, deren Score die Differenz von



5. Auswertung

dem hochst moglichen Score (Identitdt) und diesem Grenzwert nicht unterschreitet.
Je grofler dieser ist, umso mehr Treffer werden erweitert und somit wird wieder
mehr Speicherplatz gebraucht. Er sollte ebenso wie threshold 1 in Abhéngigkeit der
Hauptdiagonale gewédhlt werden. Wenn dieser den Wert 0 bekommt, werden nur die
Treffer erweitert, deren Aminosduren alle identisch sind.

Die Léngen der lokalen Alignments verdndern sich proportional zu dem dritten
Grenzwert (threshold 3, Tab. 5.3). Je grofler dieser angegeben wird, desto linger
wird das lokale Alignment. Denn ein Treffer wird so lange nach links und rechts
erweitert bis der Score unter die Differenz von dem maximalen Score und diesem
Grenzwert fallt. In diesem Fall entspricht der maximale Score dem hochsten Score,
den das Alignment bis dahin durch das Erweitern erreicht hat. Allerdings gibt es
einen Nachteil, wenn der Wert zu grof§ gewihlt wird, kann es passieren, dass das
Alignment zu viele Liicken enthélt und der Gesamtscore sehr schlecht wird. Sobald
die lokalen Alignments langer werden, steigt die Anzahl der gefundenen Alignments
automatisch mit an, da mehr Alignments die Mindestlinge iiberschreiten. Folglich

wird wieder mehr Speicherplatz und Zeit vom Programm gebraucht.

5.2. Vergleich mit dem Basic Local Alignment Search Tool

BLAST arbeitet mit einem heuristischen Suchverfahren, um die lokalen Alignments
zu finden. In dem entwickelten Programm wurde dieser Algorithmus auch verwen-
det. Allerdings beriicksichtigt das enstandene Programm nicht nur Punktmutatio-
nen, sondern kann zusitzlich mégliche Rekombinationen erkennen. Folglich sollten
beide Programme bei Sequenzen, die die gleiche Doméanenstruktur aufweisen, einen
hohen Score und damit eine starke Ahnlichkeit feststellen. Bei Sequenzen, die zwar
die gleichen Doménen jedoch in verschiedenen Anordnungen besitzen, sollte nur das
hier entwickelte Programm die Ahnlichkeit finden. Diese Ahnlichkeit sollte folg-
lich auch grofier sein als bei dem Vergleich mit einem Protein, das nur eine der
betrachteten Doménen enthélt. Das wird im letzten Versuch ausprobiert. Um die
Erwartungen zu tiberpriifen, wurden die vier Proteine aus Abb. 5.1 betrachtet. Eine

ausfithrliche Aufstellung der Ergebnisse befindet sich im Anhang B.
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5. Auswertung

threshold 3 Anzahl der Anzahl der Zeit | Score
gefundenen Alignments | benutzten Alignments | min
0 266 5 0:04 | 2268
10 208 2 0:48 | 2308
30 368 2 0.58 | 2238
40 430 2 1:00 | 2228
60 483 2 1:15 | 2148
90 457 1 1.49 | 2101

Tabelle 5.3.: Wirkung von threshold 3
Es wurden zwei Proteine mit je einer Lange von rund 500 Aminosiuren be-

trachtet. Die Parameter wurde wie folgt festgelegt und threshold 3 wurde

verandert:
Substitutionsmatrix: BlosumN Rekombination: 6
Eroffnen einer Liicke: 5 Erweitern einer Liicke: 2
threshold 1: 10 threshold 2: 5

Mindestlange eines Alignments: 30

Die betrachteten Proteine sind #hnlich, da sie die gleiche Doménenstruktur
aufweisen. Deshalb findet der Algorithmus im letzten Versuch ein Alignment

iiber die gesamte Sequenz.

In allen Versuchen wurde in BLAST [NBO1] mit dem Protein SERINE/THREONINE-
PROTEIN KINASE A gesucht. Dabei wurde die Matrix

PAMT70 verwendet, fiir das Eroffnen einer Liicke wurde der Wert -6 und fiir das
Erweitern -2 gewihlt. Das Protein SERINE/THREONINE-PROTEIN KINASE
B hat wie erwartet eine starke Ahnlichkeit von 93 % mit der Suchsequenz. Das
gefundene Alignment verlief in beiden Sequenzen von Position 1 bis 431 und somit
iiber die gesamte Sequenz.

Mit der entwickelten Applikation wurde ebenso ein Alignment iiber die gesamte Se-
quenz gefunden. Es wurde die Matrix PAM250 mit den Parametern a = —7 und
B = —2 benutzt. Damit ist die erste Erwartung eingetroffen, denn beide Algorith-
men lieferten bei gleicher Doméanenstruktur gleiche Ergebnisse.

Das dritte Protein SERINE/THREONINE-PROTEIN KINASE SHK2 weist laut
BLAST eine Ahnlichkeit von 33 % auf. Dieser Wert ist deshalb viel niedriger,
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5. Auswertung

SERINE/THREONINE-PROTEIN KINASE A (ID: Q08942, 431 Aminosduren)
Doménen: Proteinkinase (20-279), Pleckstrin homology (PH) (331-429)

— S AN e R

SERINE/THREONINE-PROTEIN KINASE B (ID: Q03428, 431 Aminosiuren)
Doménen: Proteinkinase (20-279), PH (331-429)

— LSS A v [

SERINE/THREONINE-PROTEIN KINASE SHK2 (ID: Q10056, 586 Aminosiuren)
Domiénen: PH (23-125), Rho-binding (RBD) (129-186), Proteinkinase (309-566)

— T THFEFEE LTI A7 A7 —

SERINE/THREONINE-PROTEIN KINASE B0495.2 IN CHROMOSOME 11
(ID: Q09437, 719 AS)
Doménen: Proteinkinase (356-647)

I sizet VS A e [

Abbildung 5.1.: Testproteine und ihre Doméanenstrukturen
Die ersten beiden Proteine besitzen denselben Domé&nenaufbau, wohingegen
das dritte Protein ebenso diese Dom&nen beinhaltet, jedoch mit vertauschten
Positionen. Das letzte Protein hat nur die Doméne Proteinkinase. Fiir weitere
Informationen iiber diese Proteine kann man iiber die ID auf die Datenbank
SWISSPROT [SWI01] zugreifen. Die Bilder der Doménenstrukturen sind aus
der Datenbank ProDom [Pro01].

da BLAST nur eine der Doménen gefunden hat. Das Alignment beginnt in der
Suchsequenz bei 20 und endet bei 189 und in dem anderen Protein bei 308 und bei

474. Die Positionen entsprechen der Domine Proteinkinase in beiden Proteinen,

allerdings ist das Alignment um rund 90 Aminosduren kiirzer.

Im Gegensatz zu BLAST hat das vorliegende Programm zwei Alignments gefunden,

die den Doménenpositionen in etwa entsprechen (s. Abb. 5.2).

Um noch deutlicher zu zeigen, dass die entwickelte Applikation zwischen den letz-
ten beiden Proteinen eine stirkere Ahnlichkeit als BLAST festgestellt hat, wur-

den das Protein SERINE/THREONINE-PROTEIN KINASE B mit dem Protein

45




5. Auswertung

E«i‘ Protein sequence compatison

| mewentry || Textmave || Ext |

KINASE A KINASE SHK?2
Proteinkinase PH PH Proteinkinase
SWISS-PROT: 20-279  331-429 23-125 309-566
Applikation: 1-304  311-431 1-127 288-589

Abbildung 5.2.: Vergleich  von =~ SERINE/THREONINE-PROTEIN
KINASE A und SERINE/THREONINE-PROTEIN
KINASE SHK2

Die Parameter in der Applikation wurden wie folgt gewihlt:

a: —6 threshold 1: 15 Matriz:  PAM250
g =2 threshold 2: 10 Linge: 30
v: —6 threshold 3: 50

SERINE/THREONINE-PROTEIN KINASE B0495.2 IN CHROMOSOME II ver-
glichen, das nur die Doméne Proteinkinase besitzt. Zwischen diesen beiden zeig-
te BLAST dieselbe Ahnlichkeit wie zwischen SERINE/THREONINE-PROTEIN
KINASE B und SERINE/THREONINE-PROTEIN KINASE SHK2, da BLAST

auch hier die Proteinkinase erkannt hat.

Die Ergebnisse der Applikation sehen etwas anders aus. Der Score fiir den Vergleich
von SERINE/THREONINE-PROTEIN KINASE B und SERINE/THREONINE-
PROTEIN KINASE B0495.2 IN CHROMOSOME II entsprach der Hélfte des Scores
fir SERINE/THREONINE-PROTEIN KINASE B und SERINE/THREONINE-
PROTEIN KINASE SHK2 (s. Abb. 5.2). Das ist darauf zuriickzufiithren, dass
SERINE/THREONINE-PROTEIN KINASE B und SERINE/THREONINE-PRO-
TEIN KINASE B0495.2 IN CHROMOSOME II nur eine Doméne teilen. Dagegen
haben SERINE/THREONINE-PROTEIN KINASE B und SERINE/THREONINE-

46



~

5. Auswertung

PROTEIN KINASE SHK2 zwei gemeinsame Doménen, aber in verschiedenen Rei-
henfolgen.

Die am Anfang dieses Abschnittes gestellten Erwartungen sind alle eingetroffen.
BLAST ermittelte eine starke Ahnlichkeit zwischen den Proteinen mit gleicher Domii-
nenstruktur. Die Applikation hat diese Ahnlichkeit bestitigt und im Gegensatz
zu BLAST auch eine stirkere Ahnlichkeit zwischen Proteinen mit gemeinsamen
Doménen aber in unterschiedlichen Anordnungen gefunden. Diese unterschiedlichen
Anordnungen der Doménen konnten auf Rekombinationsereignisse z.B. in Form von
“domain-shuffling” zuriickzufiihren sein und wurden von dem neuen Algorithmus in
den Vergleich miteinbezogen, was mit den existierenden Algorithmen bisher noch

nicht méglich gewesen ist.
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6. Zusammenfassung

Sequenzvergleiche bieten eine Moglichkeit, Informationen iiber unbekannte Sequen-
zen herauszufinden. Denn eine &hnliche Sequenz weist auf eine dhnliche Funktion
und Struktur hin. Bei Proteinen entspricht die Sequenz der Reihenfolge der Ami-
nosduren, aus den die einzelnen Proteine aufgebaut sind. Die kleinste Proteinein-
heit, die eine unabhdngig gefaltete Struktur besitzt, wird als Doméne bezeichnet.
Die Doménen kennzeichnen die Funktion eines Proteins und sollten in den Sequenz-
vergleich einbezogen werden.

Die existierenden Algorithmen vergleichen eine Sequenz allerdings punktuell, d.h.
die Sequenzen werden an einer Stelle aneinandergelegt und von dort aus wird im-
mer wieder eine Aminosaure aus der einen Sequenz mit einer Aminosidure aus der
anderen verglichen. Damit konnen Punktmutationen (Einfiigen, Entfernen oder Er-
setzen von einzelnen Aminosiauren) erkannt und behandelt werden. Zur Bewertung
von Punktmutationen stehen Substitutionsmatrizen zur Verfiigung. Diese Matrizen
besitzen fiir jede mogliche Kombination von zwei Aminoséuren einen Wert (Score),
der die Wahrscheinlichkeit angibt, dass die betrachteten Aminoséduren gegeneinander
ausgetauscht worden sind. Aber wiahrend der Evolution gab es ebenso Rekombina-
tionen (z.B. “exon-shuffling”, “domain-shuffling”), die mit diesen Algorithmen nicht
behandelt werden kénnen, da es sich um Ereignisse handelt, die sich auf einen ganzen
Abschnitt eines Proteins beziehen und nicht nur auf eine einzelne Aminoséure.
Deshalb ist in dieser Diplomarbeit ein Algorithmus entstanden, der zwei Proteinse-
quenzen vergleicht und im Gegensatz zu den vorhandenen Algorithmen in der Lage
ist, sowohl Punktmutationen als auch mégliche Stellen, an denen Rekombinationen

statt gefunden haben kénnten, zu zeigen.
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6. Zusammenfassung

Eine der eingegebenen Sequenzen wird als Zielsequenz betrachtet und die andere als
Quellsequenz. Das Programm sucht mittels eines an BLAST angelehnten Algorith-
mus eine Menge von lokalen Alignments. Als erstes wird eine Liste mit Sonden (drei
Aminosduren) aus der Zielsequenz aufgestellt, mit denen in der Quellsequenz nach
Treffern gesucht wird, die einen bestimmten Grenzwert tiberschreiten. Diese Tref-
fer werden nach links und rechts so lange erweitert bis der Score dieses Alignments
einen bestimmten Grenzwert unterschreitet. Das Erweitern basiert auf einem Au-

tomatenmodell mit drei Zustanden:

1. Score fiir das alinierte Aminosdurenpaar aus einer Substitutionsmatrix

ist grofier als die Strafe zum Erdffnen einer Liicke.
2. Eréffnen oder Erweitern einer Liicke in der Zielsequenz.
3. Eroffnen oder Erweitern einer Liicke in der Quellsequenz.

Die gefundenen Alignments werden als Knoten eines Graphen betrachtet. Die Kan-
ten zwischen den Knoten richten sich nach Anfang und Ende der Alignments in der
Zielsequenz. Der Anfang eines Alignments muss nach dem Ende des davorliegenden
Alignments sein und kein anderes darf dazwischen passen. Das Gewicht der Kanten
ergibt sich aus dem Score des nachfolgenden lokalen Alignments, einer Strafe fiir die
Aminosauren, die sich zwischen den beiden Alignments befinden, und einer Strafe
fiir gefundene Rekombinationen.

Ein abgewandelter Dijkstra-Algorithmus findet den Weg durch den Graphen, auf
dem die Summe der Gewichte der Kanten ziwschen den lokalen Alignments maximal
ist. Die Alignments, die zu diesem Weg gehoren, werden in der Zielsequenz und
Quellsequenz textuell und grafisch kenntlich gemacht.

Die Dauer, der Speicherbedarf und die Ergebnisse des Algorithmus hidngen stark

von den Parametern ab, die durch den Anwender selbst festgelegt werden konnen.

6.1. Ausblick

Die Applikation kann dahingehend weiterentwickelt werden, dass nicht nur zwei

Sequenzen verglichen werden, sondern eine Datenbanksuche bei Eingabe der Zielse-
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6. Zusammenfassung

quenz gestartet wird. Auflerdem koénnen sehr leicht weitere Substitutionsmatrizen
eingebaut werden. Dazu muss eine neue Klasse mit den entsprechenden Daten an-
gelegt und die Auswahlbox erweitert werden.

Mit diesem Programm koénnen Proteinfamilien aufgrund ihrer Doménenstruktur au-
tomatisch eingeteilt werden. Damit steht ein Werkzeug zur Verfiigung, das mit der
Verwandtschaft von Proteinen, die die gleiche Doméanen in unterschiedlichen Anord-

nungen enthalten, umgehen kann.
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A. Proteinsubstitutionsmatrizen
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B. Testergebnisse

Basis Local Alignment Search Tool (BLAST)

Eingabesequenz (Query): SERINE/THREONINE-PROTEIN KINASE A ((QQ08942)

Parameter:
Substitutionsmatrix: PAMO90
Eroffnen eineer Liicke: -6

Erweitern einer Liicke: -2

Entwickelte Applikation

Zielsequenz: SERINE/THREONINE-PROTEIN KINASE A (Q08942)

Parameter:
Eroffnen einer Liicke: —6 threshold 1: 15 Matriz: PAM250
Erweitern einer Liicke: —2 threshold 2: 10 Liinge: 30
Rekombination: —6 threshold 3: 50



B. Testergebnisse

SERINE/THREONINE-PROTEIN KINASE B (Q03428)

BLAST:

Query:
Shjct:
Query:
Shijoct:
Query:
Shjct:
Query:
Shjot:
Query:
Shjct:
Query:
Shjct:
Query:
Shijct:
Query:

Shjct:

1

1

b1

b1

121

121

181

181

241

241

301

301

3el

Jel

421

421

Score = 2210 Expect = 0.0 Identities = 402/431 (93%)

MAEPFETILGTDGEGERCEYLNEGIVGLGEYGEAYVAESVEDGELCVARVMDLEFEME0RD
M+EPFSTILGTDGIGGRCEYLNEGIVGLGIYGE YVAE VEDGSLCVARVMDLIEMS+RD
MEEPFETILGTDGSGGRCEY LNEGIVGLGSYGEGY VAERVED GELCVARVMDLSFMSRRD

ERYAQSEIECLANCHNHPNI IRY IEDHEENDRLL IVMEFADEGNLDEQIKLRGIGDARYFD
ERYAQSEIE  NCHHFWIIRYIEDHEEWDRLLIVMEFADZGNLDEQIK G+GDARYFQ
ERYAQSEIEYPINCHHPNI IRY IEDHEENDRLL IVMEFADEGNLDEQ I KPWETGDARYFD

EHECS o0 DY IHBHEMLHRD T KR ANV L LTS TGLYVELGDE GF SHOYEDTVE GV
EHE DY THSHEMLHRD I ESANVLLTSTOLVELGDEGF SHOYEDTVIGEVY
EHEALFLFLOLCLALDY THSHEMLHRD IEEANVLLTSTGLVELGDEGFEHOYEDTVEGVWV

AETFCGTPYYLAPELWNNERYNERADYVWSLGWVLLYEIMGMEEPF SASNLEGLMSEVLAGT
AETFCGTPYYLAPELWNH RYNERADVWILGWVLLYEIMGMEEPFSASNLEGLMSEVLAGT
ARTFCGTPYY LAPELWNNL RYNERADVWELGWVLLY EIMGMEEPF BASNLEGLMEEVLAGT

YAPLPDEFZBEFKRVVDGILVADPNDRPEVREIFQIPY INEGLELFVQALEENERISDSY
YAPLPDEFEREFRRVVDGILVADFNDRPEVEE FOQIPYINEGLELFVQALEENERI DSV
YAPLPDEFSEEFKRVVDGILVADPNDRP SVRENF QI PY INEGLELFVQALEENERILDSY

EEVLVTOVEEILEREVEPDAHRFLYEQ INYDVTHRGHVHEL GGENGEEWEPRFLQIVRGD
EEVLV+QVEEILSEEVEPDAHRFL 30 INYDVTHRGHVHELGGGHGESWEPRFLOIVRGD
EEVLVEOVEEILEREVEPDAHRFLESQ INYDVTHRGHVHEL GGENGESWEPRFLQIVRGD

LILTDDEEGHNPEGLNLEQVQGACPVPHITAERDFVE ALNTVGERGMWE QAVSHEDMERMY
LILTDDEEGHNPRGLNLEQVQGEACPVEP+E3TAERDFVEALN TV GE+EMWE QAVIHEDMERY
LILTDDEEGHNPEGLNLEQVQGEACPVPYSTAERDFVEALNTVGGESMWE QAVSHEDMENMY

VHAIQRGIGVA 431
VHAIQRGIGVA
VHAIQRGIGVA 431

Applikation: Score = 1981

1
1

61
61

121
121

181
181

241
241

301
301

36l
36l

421
421

Lol o Il o B o I o % I 3 o5 I o S R o oS I

B0

B0

1z0

120

180

180

240

240

300

300

3e0

B0

420

420

MAEPFSTILGTDGSGGRCKY LHEGIVGLGSYGEAYVAESYEDGSLCVAKVHDLSEMSORD
MSEPFSTILGTDGSGGRCKY LHEGIVGLGSYGEGY VAERVEDGSLCVAKVYHDLSKMSERD

KRYAQSETKCTANCHHPNI IRYIEDHEENDRELLIVHEF ADSGNLDEQIKTLRGSCDARYED
KRYAQSEIKYPTHCHHEFNI IRVIEDHEENDRELLIVHEF ADSGHLDEQIKPWCTCDARYED

EHEATLFLFLOLCLALDY THEHEMLERDIEKSANVLLTSTGLYELGDEFGESHOYEDTVSGVY
EHEALFLFLOLCLALDY THEHEMLERDIESANVLLTSTGLYELGDEFGESHOYEDTVSGVY

ASTFCGTPYYLAPELWNHERYHEEADYVSLGYLLYEIMGHEEPFSASHIKGIMSEYLAGT
ASTFCGTPYYLAPELWHHLEYHEEADYVSLGYLLYEIMGHEEPFSASHLEGIMSEYLAGT

YAPTPDSFSSEFKEYVDGILVADPNDEPSVREIFQIPY INKGLELFVQALKENERTISDSY
YAPTPDSFSSEFKREYVDGILVADPNDEPSVRENFQIFY INKGLELFVQALKKNERILDSY

KEVLVTOVSEILSSEVSPDAHRFLYSOINY DY THRGHYHKLGGGHGESTEPRFLOI VRGO
KEVLVSOVSEILSSEVSPDAHRFLESQINYDY THRGHYHEKLGGGHGESTEFRFLOI VRGO

LITTDDEEGHNPKGLNLEQVOGACPVEHSTARRDEVEATNTVGGKGHWFQAVSHGDMEMY
LILTDDEEGHHPEGLNLEQVOGACPVEYSTAKRDEVEALN TVGGEGHWFQAVSHGDHEMT

VHATQRGIGVA 431
VHAIQRGIGVA 431

60
60

120
120

180
180

240
240

300
3ao

360
360

420
420



B. Testergebnisse

SERINE/THREONINE-PROTEIN KINASE SHK2 (Q10056)

BLAST:

Query:
Shijct:
Juery:
Shijct:
Query:
Shijct:
Query:

Shijct:

20

308

73

3653

129

416

Score = 216 Expect = le-16 Identities = 71/210 (33%)

YLN-EGIVGLGEYGEAYVAESVEDGSL - - - -CVA-EVMDLEEME0 -RDERYAQSETECLA
YTHE +G G+ G T+a+ W L W& K +DL QR E +EI  +
YFNVEHELGOGASGEVYLAEVVGGEOLGIFDEVAIKSIDL --QCOTR-EELTLNET TVME

NCHHFNIIEY IEDHEEMDR-LLIVMEFADSGHLDEQT - --ELRGEGDARYFQEHEXGDEI
HENI+ ¥++ +R L +VME+ ++G+L + I EL +& +
ESITHPHIVIYLDSFLVRERHLWVWVMEYMNAGELTDI IEESKL ---TEA--—- -~ QIARIC

AL DY THEHEMLHED T ECANY L LT TGLVELGDFGFSHOYEDTVEGVWVASTEF CGTE
++H+ ++HEDIEZ MWVLL ++G +E+ DFGF + + + W T GTF
LETCEGIQHLHARWI IHRD IESDRVLLDMNBGHN I KITDF GF CARLENRTHERY - -TMVGETP

364

128

415

1846

473

1589 YYLAPELWHWNERYNEEADVWILGVLLYEIM 218
T++APE+ Y K D+wWalG+++ E M
474 YwMAPEVVEQONEYGTEVDIWSLGIMIIE-M 502

Applikation: Score = 144

288

61
348

121
408

131
168

241
528

301
589
: 310
1

370
61

430
121

ol o IR ol A o o I - I i B I B o I B o Y R s B o )

Alignment 1:
1

MAEPFSTILGTDGSGERCKY LHKGIVGLGSYGEAYVAESYVEDGSLCVARKVHDLSEMSORD
TDROALAMLEDSYTSHDEVEYFNVEHKLGOGASGSVY LAKVVGGEOLGIFDSYATKSIDL

KEYAQSETKCLANCHHFNITRY IEDHEENDRELLIVHEF ADSCHLDEQIKLEGSGDARYEFO
QCOTREELILHETI TVHRESTHEFHIVTYLDSFLVRERHLUYVVHEYMNAGSLTDIIEKSKLT

EHEALFLFLOLCLALDY IHSHEMIHRDIKSARVLITSTGLVELGDEGFSHQYEDTVSGYY
EAQIARICIETCEGIOHLHARNI THRDIKSDRVLLDHNSGHIKITDFGFCARLSNETHERY

ASTERCGTEYY LAPELWHNERYHEKADVWSLEVLLYETHGHEEKPFSASHLEGIMSEVLAGT
THVCTEYWHAPEYVEONEYGTEVDI —WSLGIMI TEMIENEPPYLEEDPIRALYTLIAKNG

YAPTPDSFSSEFRRYVDGILVADENDRPSVEEIFQIPY INKGLELFVQATKENERISDSY
TETLEEPNLYSENLESFLNSCLTIDTIFRATAAELLTHSFLHQACEFTEDLESI IFSREAN

KEVL 304
THIN 589

lignment 2:

ILSSEVSPDAHRFLYSOINY DYV THRGHVNELGGGHGESTEPEFLOIVRGOLILTDDEEGH
MLILSVRGYEVEIPSLEDTEKSEGI IRSGUYHLKEDKMEY LFWTEKWLYLSSHSLSIVEGS

HPEGLHLEOVOGACPYPHSTARRDEYFALNTYGCEE G —————— FQAVSHGDMEMWYHAT
KEESAQVTLLLEDIQKVERSESRTFCFELRFESSTENFEIQACELSVADNMECYEWHDLT

QRGIGVA 430
SSRALAS 126

Ut
Ut

60
347

120
407

180
467

240
£27

anao
588

359
60

429
120



B. Testergebnisse

SERINE/THREONINE-PROTEIN KINASE B0495.2 IN CHROMOSOME
IT (Q09437)

BLAST: Score = 134 Expect = 3e-07 Identities = 32/91 (35%)

Cuery: 139 HSHEM-—-LHRDIKSANVLLTSTGLVELGDFGFSHOYEDTY———SGVVASTFCGTEYYLAR 193
H HE+ LHRD+E++H+L++ G++E+ DFG + +7Y D + + +¥ T +¥ +F
Shict: 474 HMHELWILHRDIKTSHLLMSHEGILKIADFGLAREYGDELEKFTSIVY————- TLUYRESE 528

Cuery: 194 ELWHHER-YHEEADVWSLGVLLYEIMGHEEER 223
EL R Y+ D+WS+s ++ E + + KP
Shict: 529 ELLLGTRLYSTPVDMWSYVGCIMAEFI-LLER G558

Applikation: Score = 77 (gednderte Parameter: Linge = 200, T3=15)

Alignment 1:
1 HAEPFSTILGTDGSGGERCEY LHEGIVGLGESYGEAYTVAESVEDGSLCVAKVHDLSENSOR 60
337 IAQLPYEYPGLMGCRNIDEYECYHREVDEGTEGYVVYRGKDERTDEIVALKRLEMEKEEEG 396

£1 DERYAQSEIKCLANCHHENIIRYIEDHEENDRLLIVMEFADSGHLDEQIKLRGSGDARY 120
397 FPITALREINMLLEAGHHPNIVHVEEILLGSHMDEIYMANEFVEHDMESLIDTMSERNHE 456

121 FQEHEALFLFLOLCLALDYIHSHEMILHRDIKSANVLLTSTGLYELGDEGEFSHOQVEDTVS 180
457 REFSIGEQKTLLOOLLSGIERMHEINITHRDIKTSHLIMSHEGILKIADFGLAREYGDEL 516

181 GVVASTFCGTEYYLAPELWHNKEYHEEADVISLGYLLYEIMGHME 221
£17 EEFTSIVYTLWYRSPELLLGTRLYSTEVDMUSVGCIMAEFILLE E557

o o Il o B 0 i B

lignmnent 2:
o 229 LEGLMSEVLAGTYAPLPDSEFSSEFERYVVDGILVADPNDEPSYREIFQIPYINKGLELEY 228
85 EDEERDEKEEEDERDDEREDVEGPDARQEDEDFEGEOERSCRDOKVHEHRHHHHHEKHEET 144

A

Z

0

Z: 289 QALKENERISDSVEEYLVTOVSEILSSEVSPDAHRFLYSQINYDYTHRGHVHELGGGHG 3418
2: 145 DGHRTHRSHRDRSSERDSEKHERHIDRHEKSSTTSPDHNDESPHEESEHTDVEADAKIFD 204
Z

o

Z

0

349 KSWEPRFLOIVREGOLILTDDEEGHHEPEGLNLEQVOGACPVPHSTAKRDEVFALNTVGGE 403
205 RILDPNYEEEDDDVLVIEDVEMSPIEILEEKEEKEIVEFTIDSPAGPEEYSEFESDPES 264

409 GHWFQAVSHGDMEMUVHATQRGIGVA 431
265 DH—-DDTEFESPGEAEDDDDVIEVID 285



C. UML - Unified Modelling Language

Die Unified Modelling Language (UML) ist eine Modellierungssprache, die die Vor-
gehensweise festlegt. Die erste Version ist 1991 enstanden. Sie kann im gesamten
Software-Entwicklungsprozefi eingesetzt werden. Zum Erstellen von Sichten und
Modellen stehen verschiedene Techniken und Methoden zur Verfiigung.

In dieser Diplomarbeit werden nur Klassendiagramme verwendet. Eine Klasse ist
der Typ eines Objektes und beschreibt den Aufbau der Datenkomponenten und

Methoden, die zu diesem Objekt gehoren.

Abbildung C.1.: Darstellung eines

Klasse A .
Klassendiagramms

Attribut .
Attribut? * Typ Das erste Fach beinhaltet den Na-

Attributd - Typ = Defaultwen . . .
- men, das zweite die Attribute und

Operation() das dritte die Methoden der Klas-
Cperation2(Parametar’, Parameter2)

Operation3({Parameter?) . Rickgabewert se. In einem vierten Fach konnten

innere Klassen oder Attribute, die

jeweils eine offentliche Methode zum Setzen und Lesen von aussen be-

sitzen, erscheinen.

Ein Rechteck kennzeichnet eine Klasse (Abb. C.1). Nach dem fettgedruckten Klas-
sennamen folgen in einem eigenen Fach die Attribute dieser Klasse. Sie werden
mit dem Namen und dem Datentyp angegeben. Aber es werden nicht alle Attri-
bute angegeben, sondern nur die, die zum Verstdndnis des Modells notwendig sind.
Klassenattribute sind kein Merkmal eines Objektes wie die Attribute, sondern ein
Merkmal der Klasse. Diese sind fiir alle Objekte einer Klasse gleich und werden

unterstrichen dargestellt.

Ut
=1



C. UML - Unified Modelling Language

Das dritte Fach enthélt die Methoden dieser Klasse. Bei diesen gilt ebenso wie
bei den Attributen, dass nur wichtige angezeigt werden. Es wird der Name der
Operation, die Parameterliste und der Riickgabetyp angeben.

Wenn der Aufruf von Operationen durch fremde Objekte geschieht, nennt man diese
Beziehung zwischen zwei Klassen Assoziation. Sie wird durch einen Pfeil dargestellt,
wenn die Objekte der einen Klasse den Objekten der assozierten Klasse Nachrichten
schicken konnen. Dieser Pfeil wird mit Zahlen oder Intervallen gekenntzeichnet, um

zu zeigen wieviele Objekte an dieser Beziehung teilnehmen.

1:1 Jede Klasse besitzt ein Objekt.

0 .. 1 Gibt eine optionale Verbindung an.

1 :n  Ein Objekt ist mit einer Menge von Objekten verbunden.
n : m  Auf beiden Seiten gibt es eine Menge von Objekten.

Tabelle C.1.: Vielfachheit einer Verbindung zwischen zwei Klassen

Es gibt weitere Beziechungen und Diagrammarten. Diese wurden in dieser Diplom-
arbeit nicht verwendet und werden deshalb hier nicht betrachtet. Einen Uberblick

iber die UML bietet [SvG00].

C.1. Zeichenerklarung

- prwate (Zugrift nur aus der Klasse selbst)

# protected (Zugriff aus der Klasse, aus abgeleiteten Klassen oder in-
nerhalb eines Paketes)

+ public (Zugriff aus der Klasse, aus abgeleiteten Klassen und aus
jedem Aufruf durch andere Klassen)

name static (Klassenvariable)

— Assoziation
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e Java Quelldateien

e JavaDoc zu den Quelldateien (HTML)

60



Literaturverzeichnis

[ABGW94] Stephen F. Altschul, M. S. Boguski, W. Gish, and J. C. Wootton. Issues

[ABL*94]

[AGOT]

[AGM*90]

[Alt91]

[AMST97]

[CLL96]

in searching molecular sequence databases. Nature Genetics, 6:119 129,

1994.

Bruce Alberts, Dennis Bray, Julian Lewis, Martin Raff, Keith Roberts,
and James D. Watson. Molecular Biology of THE CELL. Garland
Publishing, 1994.

A. Apostolico and R. Giancarlo. Sequence alignment with tandem du-

plication. J. Comp. Biol.. 4(3):351 367, 1997.

Stephen F. Altschul, Warren Gish, Webb Miller, Eugen M. Myers, and
David J. Lipman. Basic local alignment search tool. J. Mol. Biol.,

215:403-410, 1990.

Stephen F. Altschul. Amino acid substitution matrices from an infor-

mation theoretic perspective. J. Mol. Biol., 219:555-565, 1991.

Stephen F. Altschul, T.L. Madden, A.A. Schaeffer, J. Zhang, Z. Zhang,
W. Miller, and D.J. Lipman. Gapped BLAST and PSI-BLAST: a
new generation of protein database search programs. Nucl. Acids Res.,

25(17):3389 — 3402, 1997.

Thomas H. Cormen, Charles E. Leiserson, and Ronald L.Rivest. Intro-

duction to algorithms. The MIT Press, 1996.

[DEKMO98] Richard Durbin, Sean Eddy, Anders Krogh, and Graeme Mitchison.

61



[DGO1]

[Do095]

[DSOT8]

[EO00]

[GLOY]

[HA93]

[HH92]

[1C85]

[Kni97]

[Krii99]

[KVO8g]

[LBB*96]

Literaturverzeichnis

Biological sequence analysis: Probalistic models of proteins and nucleic

acids. Cambridge University Press, 1998.

R.L. Dorit and W. Gilbert. The limited universe of exons. Curr. Opin.
Genet. Dev., 1(4):464-469, 1991.

R.F. Doolittle. The Multiplicity of Domains in Proteins. Ann. Rewv.
Biochem., 64:287-314, 1995.

M. O. Dayhoft, R. M. Schwartz, and B. C. Orcutt. A model of evo-
lutionary change in proteins. Atlas of Protein Sequence and Structure,

5:345-352, 1978.

Anton J. Enright and Christos A. Ouzounis. Generage: a robust al-

gorithm for sequence clustering and domain detection. Bioinformatics,

16(5):451-457, 2000.

D. Graur and W. H. Li. Fundamentals of Molecular Evolution. Sinauer

Associates, 1999.

Japp Heringa and P. Argos. A method to recognize distant repeats in

protein sequences. Proteins Struct. Func. Genet., 17:391-411, 1993.

Steven Henikoff and Joria G. Henikoff. Amino acid substitution matrices

from protein blocks. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 89:10915-10919, 1992.

J. Janin and C. Chothia. Domains in proteins: definitions, location,

and structural principles. Methods Enzym., 115:420-430, 1985.

Rolf Knippers. Molekulare Genetik. Georg Thieme Verlag, Stuttgart,
1997.

Guido Kriiger. Go to Java 2. Addison-Wesley, 1999.

A. Krause and Martin Vingron. A set-theoretic approach to database

searching and clustering. Bioinformatics, 14(5):430-438, 1998.

Harvey Lodish, David Baltimore, Arnold Berk, S. Lawrence, and Zi-

pursky et.al. Molekulare Zellbiologie. Walter de Gruyter, 1996.



Literaturverzeichnis

[LGWNO1] W.-H. Li, Z. Gu, H. Wang, and A. Nekrutenko. Evolutionary analyses

[Li99]

[LP97]

[MA99]

[Mey98]

[MSVO00]

[NBO1]

[NW70]

[Peal0)]

[Pfa01]

[PL88)

[Pro01]

[RE99]

of the human genome. Nature, 409:847-849, 2001.
W. H. Li. Molecular Evolution. Sinauer Associates, 1999.

Georg Loffler and Petro E. Petrides. Biochemie und Pathobiochemie.

Springer Verlag, 1997.

Burkhard Morgenstern and William R. Atchley. Evolution of bhlh tran-
scription factors: Modular evolution by domain shuffling. Mol. Biol.

Ewol., 16(12):1654-1663, 1999.

André Meyer. JFC 1.1 mit Java Swing 1.0. Addison Wesley Longman
Verlag GmbH, 1998.

Tobias Miiller, Rainer Spang, and Martin Vingron. Modelling amino
acid replacements. J.Comp.Biol., 7(6):761-776, 2000.

NCBI-BLASTP. http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/, 2001.

S. B. Needleman and C. D. Wunsch. A general method applicable to
the search for similarities in the amino acid sequence of two proteins. J.

Mol. Buiol., 48:443-453, 1970.

William R. Pearson. Protein Sequence Comparison and Protein Evolu-
tion. University of Virginia, 2000.
Pfam Version 6.4. http://www.sanger.ac.uk/Software/Pfam/

search.shtml, 2001.

William R. Pearson and D. J. Lipman. Improved tools for biological

sequence comparison. Proc. Natl. Acad. Sci., 85:2444-2448, 1988.

ProDom Version 2001.1. http://protein.toulouse.inra.fr/

prodom/doc/prodom.html, 2001.

E. Rivas and S. R. Eddy. A dynamic programming algorithm for RNA
structure prediction including pseudoknots. J. Mol. Biol., 285:2053—

2068, 1999.

63



[SSZ+04]

[Ste97]

[SvGO0]

[SWS81]

[SW92]

[SWI01]

[VDRO9]

[Wat95]

Literaturverzeichnis

A. Stoltzfus, D.F. Spencer, M. Zuker, J.M. Logsdon Jr., and W.F. Doo-
little. Testing the Exon Theory of Genes: The Evidence from Protein
Structure. Science, 265:202 207, 1994.

Michael J. E. Sternberg. Protein Structure Prediction - a practical ap-

proach. IRL Press at Oxford University Press, 1997.

Jochen Seemann and Jiirgen Wolff von Gudenberg. Software- Entwurf

mat UML. Springer Verlag, 2000.

T.F. Smith and M. S. Waterman. Identification of common molecular

subsequences. J. Mol. Biol., 147:195-197, 1981.

M. Schoeninger and M. S. Waterman. A local algorithm for dna sequence

alignment with inversions. Bull. Math. Biol., 54:521-536, 1992.
SWISS-PROT Release 39.22. http://kr.expasy.org/sprot/, 2001.

Jean-Stephane Varré, Jean-Paul Delahaye, and Eric Rivals. Transforma-
tion distances: a family of dissimilarity measures based on movements

of segments. Bioinformatics, 15:194-202, 1999.

Michael S. Waterman. Introduction to computational biology. Chapman

& Hall, 1995.

64



Index

a, 35, 40 Graph, 25, 28

3, 35, 40 gerichteter, 25

v, 35 gewichteter, 25

affin-linear. 28 heuristische Suchverfahren, 24

Alignment, 16 homolog, 16
globales, 18, 27 hydrophil, 12
lokales, 18, 27 hydrophob, 12

Alphabet, 17

Aminosiure, 12 Intron, 15

Ausgabemodus, 37 Java, 32

Automatenmodell, 30

AWT. 33 Klasse, 33

basisch, 12 Liicke, 18

BLAST. 24, 30, 43 Listener, 34

Dijkstra-Algorithmus, 26, 29 match, 19
DNA. 15 mismatch, 19
Domaéne, 15 Objekte, 33
dynamische Programmierung, 20

Proteine, 12

Eingabemodus, 33 .
Punktmutationen, 17

Exon, 15

Quartiarstruktur, 14
Gap, 18

Quellsequenz, 28
Gen, 15
Grafikmodus, 39 Rekombination, 17

65



Index

sauer, 12
Score-Matrix, 22, 27
Sekundarstruktur, 14
Shuffling, 15

domain, 16

exon, 16
Smith-Waterman-Algorithmus, 21, 27
Sonde, 24, 31
Substitutionsmatrix, 19

Blosum, 19

Identitit, 19

PAM, 20

VT, 20

Swing, 33

Tertiarstruktur, 14
Textmodus, 37

threshold 1, 35, 42
threshold 2, 35, 42
threshold 3, 35, 43

Zielsequenz, 28

66



