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Definition

e Bisher
— Vergleich zweier Strings (bzw. String und Datenbank)

e Jetzt
— Multipler Stringvergleich: Vergleich von k>2 Strings
e Definition

— EIn multiples Sequenzalignment (MSA) von k Strings S, 1<i<k, ISt
eine Tabelle mit k Zellen und | Spalten, so dass

> In Zelle 1 steht String S, mit bellebig eingefiigten Leerzeichen
» Jedes Zeichen jedes S; steht in exakt einer Spalte
e In keiner Spalte stehen nur Leerzeichen

e Bemerkungen
— Direkte Generalisierung des Alignment zweier Strings
— Es folgt, dass I=|MSA| < 2(]S;|)
e Warum?
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Beispiel

S M=—-AIDE----NKQKALAAALGQ I EKQFGKGS IMRLGEDR-SMDVET ISTGSLSLDI
S,2 MSDN-—=—————- KKQQALELALKQ IEKQFGKGS IMKLGDG-ADHSIEAIPSGSIALDI
S32 M=——-AINTDTSGKQKALTMVLNQIERSFGKGAIMRLGDA-TRMRVET ISTGALTLDL
Spi M————— - DRQKALEAAVSQ IERAFGKGS IMKLGGKDQVVETEVVSTRILGLDV
S M==———- DE---NKKRALAAALGQ I EKQFGKGAVMRMGDHE-RQAITPAISTGSLGLDI
Sg: MD————————————- ——r———- KIEKSFGKGS IMKMGEE-VVEQVEVIPTGS1ALNA
S, M AL - ———- -1E+FGKG-M--G----———— === ———— L--

e Uns interessieren ,,moglichst gute® MSAs

— Intuition
e Moglichst wenig Spalten — wenig Leerzeichen
e Mdglichst homogene Spalten — hohe Ubereinstimmung

— Exakte Definition spater
e MSAs erfassen das Gemeinsame verschiedener Sequenzen
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Motivation |1

e Proteine (und damit auch DNA) setzen sich aus
funktionalen Bl6cken und ,,Zwischenraum® zusammen
— Die Blocke findet man nicht, wenn man Sequenzen nur paarweise

vergleicht

e Bzw. man kann sie nicht vom Rauschen unterscheiden

e Trennung des eventuell zufallig Gemeinsamen (Alignment)
vom bedeutungsvoll Gemeinsamen (MSA)

AAC_|GTG|AT |
_TCGAGTGE TT

i

GAC_
CA GT

AAC_|GTGJAT|T|GAC

L]
Mmj UIf Leser: Algorithmische Bioinformatik, Wintersemester 2007/2008 4



MSA Zielfunktion

e Zielfunktion beim einfachen Alignment war klar
— Moglichst wenig I,R,D
— Eventuell mit Substitutionsmatrix
— Eventuell mit spezieller Behandlung von Gaps

e Zielfunktion fur MSA ist nicht so klar
— Score einer Spalte mit 2 T, zwei G und einem Leerzeichen?

— Angabe einer Substitutionsmatrix fur k Sequenzen Uber Alphabet X
wirde O(|Z|¥*1) Werte erfordern

— Nicht machbar und biologisch nicht begriundbar

AG_GG__ TCA
_GAGGGCT__
____GGAAT_A
_TAGGTTTCA

ATA_ TGTC_
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Definitionen

e Definition
— Gegeben ein MSA M fir Sequenzen S,,...,S,. Das durch M
induziertes Alignment fir zwer Sequenzen S; und S; Ist das
folgende:
e Entferne aus M alle Zeilen aulBer i und J
e Entferne alle Spalten, die in i und j ein Leerzeichen enthalten
— Gegeben ein MSA M fir Sequenzen S,,...,S,. Der Sum-Of-Pairs

Score fir M (SP-Score) ist die Summe aller Alignmentscores der
aurch M induzierten paarweisen Alignments

— Das SP-Alignment Problem fir Sequenzen S,,...,S, sucht das MSA M
mit minimalem SP-Score
e Bemerkung

— Vergleich aller Sequenzen mit allen anderen Sequenzen — aber
entsprechend dem vorgegebenen MSA
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Dynamische Programmierung in k
Dimensionen

e k=2 e k=3
— 2- dimensionale Matrix — 3-dimensionale Matrix
V. 2 e = A

IIIﬂIIﬂIIHIIHI
o CNEN 6|70

mequenz 1
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Komplexitat

e FUr drei Sequenzen der Lange n
— Warfel hat n3 Zellen
— FUr jede Zelle sind 7 Berechnungen notwendig
— Zusammen O(7*n?3)

e Allgemeiner Fall: k Sequenzen der Lange n
— Hyperwirfel hat nk Zellen

— Fir jede Zelle sind 2%-1 Berechnungen notwendig

e Alle Ecken eines k-dimensionalen Wirfels minus eins
(Das ist die Ecke die gerade berechnet wird)

— Zusammen O(2k* nk)

e Tatsachlich gilt
— Das SP-Alignment Problem ist NP vollstandig
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MSA mit Konsensussequenz

e SP minimiert die Summe aller paarweisen Alignments

e Alternativ: Minimierung der Summe der Alignments aller
Sequenzen S,,...,5, mit einer Konsensussequenz S,
— S, kann eine der S; sein, muss aber nicht

— Konstruktion von S, z.B. durch Untereinanderschreiben der S; ohne
Gaps und Wahl des haufigsten Buchstaben

— MSA wird aus dem ,,Star“ abgeleitet
e Bei geeigneter Wahl von S_. und dem MSA —

Ableitungsverfahren gilt: s, Ss
— Der SP Score des berechneten MSA S, \‘ °
ist héchstens doppelt so hoch T .
wie der SP-optimale — Sc .
— Center-Star-Score approximiert den S / \
SP-Score bis auf Faktor 2 Ska S,

L]
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Center-Star Verfahren

e Gegeben k Sequenzen der Lange n

» Wahle als Konsensus die Sequenz S;, die den kleinsten
durchschnittlichen Abstand zu allen Sequenzen hat
— Wie komplex ist das?

e Benutze S; als Kern eines MSA M
— Bzw. als Zentrum des Stars
e |teriere

— Wabhle eine noch nicht alignierte Sequenz T
— Aligniere Mund T

e Mit einer einfachen Methode, die wir nicht ausftihren (Gusfield, p. 348)
— Bis alle Sequenzen in M enthalten sind

e Beispiel fur ein progressives MSA Verfahren
— Sukzessive Sequenzen zu einem wachsenden MSA hinzuftigen
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Inhalt dieser Vorlesung

e Suche mit einem MSA

— Profilalignment
— Profile-HMM

e CLUSTAL W: Heuristisches, progressives Alignment
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Suche mit MSA

e Erinnerung: Erzeugung von Proteinfamilien
— Starte mit Proteinen gleicher/ahnlicher Funktion
— Finde das Gemeinsame durch MSA
— Suche ,, damit* nach weiteren Vertretern
— Modifiziere Familie entsprechend
— lIteriere, bis Zufriedenheit eintritt

e Wie sucht man mit einem MSA?

— Wir mussen entscheiden, wie gut eine (neue) Sequenz
S zu einem MSA M passt
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Variante 1: Regulare Ausdricke

ACA---ATSG
TCAACTATC
Beispiel aus [Kro98]
A C A C _ - A G C Krogh, A. (1998). An Introduction
to HMM for Biological Sequences.
AGA---ATZC
ACCG--ATC

[AT] [CG] [AC] [ACGT]* A [TG] [GC]

e Vorteil: Schnell berechnet, schnelle Matchingalgorithmen
e Nachtell: Keine Unterscheidung der Gute eines Matches

L]
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Keine Unterscheidung

ACA---ATSG
TCAACTATC
ACAC--AGC
AGA---ATC
ACCG--ATC

[AT] [CG] [AC] [ACGT]* A [TG] [GC]

TGCT - - A G G Eigentlich schlecht
A CAC- - AT C Bestmdglich

Zwel Matches:

L]
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Variante 2: Profile

e Definition
Gegeben ein MSA M mit n Spalten, X'= XA}
— Das Profil P zu M ist eine Tabelle der Grélse n*[X"/
— In der Zelle (i) steht die relative Haufigkeit des Zeichens J in der

Spalte i
e Beispiel (Alphabet A, G, C)
S,|[FAT e e =1 AT
S,|[CAT [T [TAT 6T [TAT

n

3

2

4

0.75

0.25

0.50

0

0.75

o)

0.75

0

O D] >

0.25

0.25

0.50

0

0.25

0

0

0.25

0.25

0.25
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Profile und Sequenzen

e Mit Hilfe von Profilen wollen wir Sequenzen In
Bezug auf das MSA detalilliert bewerten

— Ahnlichkeit einer Sequenz zum MSA

e Das setzt wieder ein Alignment voraus
— Welche Zeichen der Sequenz sollen mit welchen Spalten
des MSA verglichen werden?
e Gegeben Sequenz S und Profil P. Wir brauchen
zwel Dinge
— Methode zur Bewertung eines konkreten Alignments von
SundP

— Methode zum Finden des besten Alignments zwischen S
und P gegeben die Bewertungsfunktion

L]
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Bewertung eines Alignments

e Definition
Gegeben ein Profil P mit n Spalten, eine Sequenz S und
eine Substitutionsmatrix m.

— Ein Alignment A von P und S ist ein Untereinanderschreiben von P

und S, wober immer eine Spalte von P (oder ein Leerzeichen) tiber
einem Zeichen von S (oder einem Leerzeichen) steht.

o Aber niemals zwer Leerzeichen untereinander stehen

— Wir erzeugen aus P ein P*, in dem wir an den betreffenden Stellen
leere Spalten einfligen, dito ein S* aus S

— Der Score s(A) von A berechnet sich als

R (P'[c,,i]*m[c,,S'[i]]), wenn i keine Leerspalte
W22 { mL_, S'T]1, sonst

[ ]
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Beispiel

Protil P Substitutionsmatrix m
(1 2 )[3 4] 5] AT GIC
[AJ[0.75]_][0.25][_[0.50] A
[G)_J[0-75] JO-75] | 2
| C1[0.25][0.25|[0.50] [0.25]

=] | 10.25]]0.25][0.25]
Sequenz S: AAGGC

: 1 — 2 3 4 o
Alignment A | | | | | | |

s(A) = (2*0.75 + -1*0 + -3*0.25 + -1*0)  +

-1 +

(-1*0 + 2*0.75 + -1*0.25 + -1*0) +
(-1*0.25 + -1*0 + -1*0.50 + -1*0.25) +
(-1*0 + 2*0.75 + -1*0 + -1*.25) +
(-3*0.50 + -2*0 + 2*0.25 + -1*0.25)
0.75 -1 +1.25 -1+ 1.25 -1.25

o)
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Optimale Profilalignments

e Wie finde ich das optimale Profilalignment?
— Natdrlich mit dynamischer Programmierung

e Theorem
Gegeben eine Substitutionsmatrix m, Profil P, Sequenz S
— Ser c(x, J) der Score fir das Alignieren eines Zeichen x mit Spalte J

In P, also
c(x, J) = Z P[Ck’ j]*m[ck’x]

Ck EZ'

— Ser v(1,J) der Score fiir das optimale Alignment von den ersten |
Spalten von P mit dem Préfix S[1..j]. v berechnet sich als

(o ov(@i-1, ) +c(i) )
v(l, J)=max| v(i, J-1)+m[_, ]
V(-1 J-D)+c(S[]]1))

L]
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PSI-BLAST

e Implementierung der iterativen Suchstrategie
— Gegeben Suchsequenz S: Bereche Profil P

— Durchsuche DB mit P
e Tatséachlich wird eine lineare Variante ohne Gaps verwendet

— Bilde ein multiples Alignment von allen Hits
— Berechne daraus eine neues P
— lteriere, bis Stoppkriterien erfullt

e Erhohung der Sensitivitat gegenuber einfachem
BLAST

— PSI-BLAST findet auch weiter entfernte Homologien
— Zwitter zwischen Patternmatching / Homologiesuche

L]
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PSI-BLAST und Duplikate

e Problem: Redundante Sequenzen
— n-fach vorkommende Sequenzen, z.B. ESTs

— Gaukeln falsche Positionsgewichte vor
e Base ist nicht evolutionar haufig, sondern wurde nur sehr oft
gemessen worden

e LOsung: Entfernung fast-identischer Sequenzen
— Reine Heuristik

— Auf Sequenzebene kann man nicht unterscheiden

e Redundante Sequenzen (identisches EST zweimal sequenziert,
womdadglich mit unterschiedlichen Sequenzierfehlern)

e Nicht redundante, sehr dhnliche Sequenzen (homologes Gen bei
Maus und Mensch, Genduplikate)

L]
Mmj UIf Leser: Algorithmische Bioinformatik, Wintersemester 2007/2008 21



Inhalt dieser Vorlesung

e Suche mit einem MSA

— Profilalignment
— Profil-HMM

e CLUSTAL W: Heuristisches, progressives Alignment

L]
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Profil-HMM

e Wir verfolgen einen ahnlichen Gedanken wie beim
Schritt vom Alignment zum Paar-HMM

— Paar-HMM: Eher selten genutzt, da keine schnellen
Suchalgorithmen etabliert und schlechte Hits oftmals
nicht interessieren

— Profil-HMM: Etablierte und haufig verwendete Methode

e Berechnung der Gesamt-Wsk einer Sequenz S gegeben ein MSA
Ist wesentlich sensitivere Methode als nur der beste Pfad

e Beste Pfade sind oftmals relativ schlecht (da ,,echte* Matches
zwischen MSA-Spalte und Zeichen von S sehr selten)

e Oft gibt es viele ungefahr gleich gute Alignments

L]
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Erster Schritt: Ein spezielles HMM

e |dee
— Jede ,hinreichend volle* Spalte wird ein Match-Zustand
des HMM
e _Hinreichend voll“: Wahlbarer Schwellwert fur die Anzahl an
INSDELS

— Seine Emissionswahrscheinlichkeiten entsprechen den
Haufigkeiten der Zeichen in der Spalte

— ,Halbvolle, nicht vollkommen leere® Spalten darf man
(muss man aber nicht) Uberspringen: Insertions

— ,Fast-leere” Spalten lassen wir gleich ganz weg
— Die Ubergangs-Wsk entnehmen wir dem MSA

L]
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MSA — HMM

ACA
AGA -
ACC

ACA -

C A

2 3

Matches

[Kro98]

- ATG
TATC
AGC
-ATC
ATC
/7 89

Insertion

Nach Spalte 3 betritt man in
3/5 Fallen den INS State (und
macht nicht gleich mit 7 weiter)

m

iy B
C 1.0

N g
TH2

A
C - ?
Ga?

T

AN
Cm4 ~
Gm2

Tm2

2

A . ¢
o ¥

G
;

A

pC ‘-'3' ¢ ”3" C ¢
G Gm2 Guz
:

Verteilung in den
Spalten 4-6

In 3/5 Fallen geht
es nach 4 ohne
Gap weiter

3

v

o olde 1
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Scoring

o Wir kbnnen nun die maximale Wsk einer neuen

Sequenz, gegeben das Modell, berechnen
— Sprich: Zu der Sequenz-/ Proteinfamilie zu gehéren

m

PD(ACACATCIM) = .8*1*.8*1*.8*_ 6*_4*

Al'z *1* * * *
Cm | 6*1* 1%.8* 1*.8
Tm2 ﬁ
A\

AIIIB10 A 0 A .8 4 Alll1l01O A 0 A

C L [Comms | 'y |CH2 |G e |C |G s

¢ e ™ ™ e ™o

T2 T T T I E T
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Beispielscores (Bester Pfad)

Sequenz Wsk (20)
Consensus | ACAC--ATC 4.7
Beispiel 1 | ACA---ATG 3.3
Beispiel 2 | TCAACTATC 0.0075
Beispiel 3 | ACAC--AGC 1.2
Beispiel 4 |AGA---ATC 3.3
Beispiel 5 |ACCG--ATC 0.59
Eigentlich | TGCT--AGG 0.0023
schlecht

e Problem

— Score hangt sehr
stark von der
Lange der
Sequenz ab

e LOsungen
— Normalisieren

— Log-Odds Score
wahlen

L]
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Log Odds Scores

Sequenz Wsk (20) Log-odds
Consensus ACAC--ATC 4.7 6.7
Beispiel 1 ACA---ATG 3.3 4.9
Beispiel 2 TCAACTATC 0.0075 3.0
Beispiel 3 ACAC--AGC 1.2 5.3
Beispiel 4 AGA---ATC 3.3 4.9
Beispiel 5 ACCG--ATC 0.59 4.6
Eigentlich schlecht TGCT--AGG 0.0023 -0.97

[ ]
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Profil-HMMSs

e Das eben angewandte Verfahren zur Umwandlung
einer MSA in ein HMM war doch sehr heuristisch

— Warum keine Insertions an anderen Stellen erlauben?
Die sollten zwar bestraft werden, aber moglich sein

— Warum keine Deletions? Mussen auch maoglich sein

e Profil-HMMs: HMM mit spezieller Struktur
— Feste, repetitive Zustands-Struktur

— (Un-)Wsk der INSDELs wird durch die Ubergangs-Wsk
ausgedruckt

L]
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Struktur

e Rechtecke: Match-Zustande
— Symbolisieren relativ volle Spalten (Typisch: >50%o)
e Rauten: Insertion-Zustande
— Symbolisieren Spalten/Bereiche mit vielen Gaps
— Konnen beliebig oft wiederholt werden
e Kreise: Deletion-Zustande
— Uberspringen jeweils genau einen Match-Zustand, aber kdnnen verkettet sein
— ,Sllent States": Emittieren keine Zeichen

L]
Mmj UIf Leser: Algorithmische Bioinformatik, Wintersemester 2007/2008 30



Beispiel

e i L e e R i L =
A D A P P P P A A D o A
CHEM SRR e e 22U VIR Z 22222 S
NHNULNNNUNNNN NN N NN D NN U U0
e atyatyafafaWatfatfatyafalalfaf afafcifatyatYa alafafatyatfaffafafafatyal
S DS S H S S S S Sy Py P P P H G H
EOHHMEMHM AL E g A HHH EEHE
ElylvivivivivivivivivivlvivivivivivivivivivivIelvlvlviviviv
OHHHOPLHHOOOO 0L OTHUMPOPPLNMOO
MO HooDouwgnMd y Yy ooow 8.8 HODHAM-AH DU O O0Ad
MOS0 DS 4O DY DI>DI0TC 4 DS V4 VDY O DO D
(o) ISR el oNER NN NENENER) Nl el o Nl oS ol LN S afle N o /) I B R
(o) THENFENEINEEI AT NMMPDMDOGMH &« v T » @A o+

SO HDUHNNNDNPD SO0V NTVOT e SHA-AHU >ypyA HH DD
DO HOHOOH Y UM O UU M OOHOOUOTONOYHHD HY
VOO <G> > > >0000 00000
2 ] Ohg A A > e T g B o B G g s Ay 1] 2 ] g g g O] B
EHEEE SRS s = EE=EHEE
e EEE EEEEEEEEEEEEEEE
OOZ2HEHAAAAMARHAAADTAUVAZEHODUx0AA
UOHAAQUDOLY DOV AREHNMEARBFOAOLU S
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Das Profil-HMM dazu

ONONO
OO O

e Schlecht konservierter Block wird ein einziger INS Zustand
— ,.85%: Wsk des Ubergangs zum selben Zustand (Kreis)
— Schatzen der Parameter: Spater

e Offensichtliches Problem: Overfitting
— Deletions sind praktisch tberall ,verboten

L]
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Profil-HMM mit Pseudo-Counts

lf\f\ﬁ\ﬂf\f\ﬁ@\fﬁ\fa\f\u 14

i ' r i ¥ i r
i T i ¥ i i i
! i ! ¢ ¥ ! I
] Ve ] - I 12 ] ] ] END
L33 AR JL33 JL33 L33 L4333 33 .
¥ ¢ i ! ¢ ]

i/
! I ! I / I / I 4 I / I I / I
| | 1 1 1 | | 1
! ' 1 i ! I i
Tl T TI Tl T T T TI
=1 ! =1 ' el a1 P =l =1 =1 ' el
al Al al ! &l al ! al Al al
cmm =41 31 = 1] Gl =41 31
ol Tl ol - ol ol Tl ol
E| E| El E1 E| E| E| El
ol cl D ol ol D =] D
"l H K| "l W H
zl 2 ol 2l =] 2
K E £l El K E
E | El E
El al
W1 W]
I I 1
l l 1
1 1 | | 1

e Profil-HMM, gelernt mit einem Pseudo-Count von 1

e Smoothing ist sehr wichtig, da Sequenzfamilien
selten 1000nde Sequenzen umfassen

— Und as Profil-HMM sehr viele Zustande hat
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Lernen eines Profile-HMM

e Wir haben den (gltcklichen) Fall 1 des Trainings-
problems fur HMM
— Alles Sequenzen des MSA sind im MSA aligniert

— Damit wissen wir zu jeder Sequenz genau die
Zustandsfolge

— Wir kdnnen also eine einfache Maximum Likelihood
Schatzung vornehmen (hier nur ohne Pseudo-Counts)

_ _ A E, (X)
aSt_p(tlS)_ZAﬂ- ZE(X)
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Profile-HMM erklart

35

Zahlen aller Ubergange INS-INS und INS-Match7 bringt das Verhéltnis

85/100

Humbeldt

Unive

Nach Match6 kommt mit 100% Wsk eine Insertion, keine Sequenz hat

Erste Spalte: 1 Gap, also Wsk 1/30 fur Start-DEL und 29/30 fir Start-
nur Leerzeichen zwischen den beiden ,,guten® Blocken

Matchl
Keine Gaps in Spalten 2-6
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Profile-HMM erklart
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1/30

19/39, p(A)=5/30, ...

29/30, p(E)

Spalte 10 ist hoch konserviert: p(P)=

Spalte 11 ist hoch konserviert: p(S)=

36

In Sequenz 4 sind am Ende zwei DELS

Etc.
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Scoring mit einem Profile-HMM

e Wie gehabt
— Viterbi: Insgesamt wahrscheinlichstes Alignment

— Forward/Backward: Gesamtwahrscheinlichkeit der
Sequenz gegeben das Modell (das MSA)

L]
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Erweiterungen

e Gewichtung der Einzelsequenzen vor Berechnung der
Emissions-Wsk
— Duplikate filtern, Verteilungs-Bias bezogen auf den Stammbaum
minimieren
e Profile-HMMs mit eingebetteten oder wiederholten MSA-
Matches

— Findet einen oder mehrere Matches fir ein MSA in einer Sequenz
(,lokales Profilmatching®)

— Beispiel: PLAN7 Struktur in
HMMER (Eddy 98)

— N,C,J: Random sequence
emitting states

L]
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Inhalt dieser Vorlesung

e Suche mit einem MSA

— Profilalignment
— Profile-HMM

e CLUSTAL W: Heuristisches, progressives Alignment

L]
l/\/lmj UIf Leser: Algorithmische Bioinformatik, Wintersemester 2007/2008 39



CLUSTAL W

e Greedy-Variante des Alignments mit einem phylogene-
tischen Baum

e Lange Zeit das Standardprogramm zum multiplen
Sequenzalignment

— Higgins, D. G. and Sharp, P. M. (1988). "CLUSTAL: a package for
performing multiple sequence alignment on a microcomputer."
Gene 73(1): 237-44.

— Thompson, J. D., Higgins, D. G. and Gibson, T. J. (1994).
"CLUSTAL W: improving the sensitivity of progressive multiple
sequence alignment through sequence weighting, position-specific
gap penalties and weight matrix choice." Nucleic Acids Res 22(22):
4673-80.

e Heute ist die Situation unubersichtlicher
— DAlign, T-Coffee, HMMT, PRRT, MULTALIGN, ...
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Progressives Alignment

e Grundproblem des Sum-Of-Pair Scores fur P-MSA
— Standige Betrachtung aller Sequenzen
— Das sind zu viele Mdglichkeiten = Dimensionen

e Grundidee der progressiven Verfahren
— Berechne zunachst MSA fur Teillmengen von Sequenzen
— Baue das Gesamt-MSA aus den Teil-MSA
e Das wirft Fragen auf
— Wie wahle ich die Teilmengen?
— Wie verschmilzt man Teillosungen (MSA)

— In welcher Reihenfolge verschmilzt man die Teil-MSA?
— Erreicht man optimale Losung?

e Nicht die SP-optimale L6sung

e Aber in der Praxis sehr gute Ergebnisse

[ ]
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CLUSTAL W: Grundaufbau

e Gegeben k Seguenzen
e Drei Schritte

— Ahnlichkeitsmatrix: Berechne alle paarweisen Alignmentscores
— Konstruiere einen ,,Guide Tree“ durch hierarchisches Clustering
— Berechne und verschmelze Teil-MSA gemal} dem Guide Tree

e |dee dahinter

— Aligniere erst sehr ahnliche Sequenzen — Signale werden verstarkt

e Werden z.B. zwei sehr verschiedene Cluster von Sequenzen betrachtet,
berechnet CLUSTAL automatisch erst zwei (homogene) MSA und
verschmilzt diese am Ende

e Hohe Chance, dass konservierte Blocke erhalten bleiben

— AuBenseiter kommen erst spat dazu und kdnnen die Blockstruktur
nicht mehr stéren

— Orientierung an der ,tatsachlichen* Entstehungsgeschichte, dem
phylogenetischen Baum

L]
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Schritt 1 und 2

e Berechnen der Ahnlichkeitsmatrix M
— 0O(k?) Alignmentscores

e Hierarchisches Clustering (ursprtnglich)

— Wahle Zelle (i,J)) mit kleinstem Abstand aus Matrix M
e Das ist das erste Paar

— Erzeuge M‘: LOsche die Sequenzen i und j aus M und fluge neue
Spalte/Zeile (ij) ein

— Fdr alle k=ij: Mij,k] = (M[i,k] + M[},k]) / 2
e Mittlerer Abstand zu i und j
— lteriere, bis Matrix nur noch 2x2 grol} ist

e Tatsachlich benutzt CLUSTAL W heute Neighbour Joining
— Details spater: Ultrametriken und additive Baume

L]
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Beispiel: Graphisch

ABCDEFG
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Konstruktion des Guide Trees

A |B (C |D |E A
A 17 |59 | 59 | 77 B
B 37 53 C
G
D 21

A 17 D77 | 59
53 | 49 c
31 D
E
[ .
B
E |cp | AB
N C
E {31 65
D
CD 54
E
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Schritt 3: Progressive MSA Generierung

e Berechnung paarweiser Alignments in der Reihenfolge des
Guide Trees

e Alignment eines MSA M; mit einem MSA M,
— Dynamische Programmierung mit linearem Gapscore

— Wert eines Mismatches/Matches ist der Durchschnittsscore aller
Paare mit einem Zeichen aus M, und einem aus M,

— Bei k Sequenzen mussen daher maximal k/2*k/2 = O(k?) Scores
(far einen Spaltenvergleich) betrachtet werden

e Beispiel , .
B .G. e Score des Spaltenvergleichs
¢ P — (2*m[P,A]+m[P,Y]+
D A 2*m[G,A]+m[G, Y]+
E .A. 2*m[P,A]+m[P,Y] )/9
F Y.
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Beispiel

PADKTNVKAAWGKVGAHAGEYGA
AADKTNVKAAWSKVGGHAGEYGA

O O

PEEKSAVTALWGKVNVDEYGG
GEEKAAVLALWDKVNEEEYGG

o >

PADKTNVKAAWG_KVGAHAGEYGA
AADKTNVKAAWS_ _KVGGHAGEYGA
D E AA__ TNVKTAWSSKVGGHAPA A

O O

PEEKSAV_TALWG_KVN__VDEYGG
GEEKAAV_LALWD_KVN__EEEYGG
PADKTNVKAA WG_KVGAHAGEYGA
AADKTNVKAA_WS_KVGGHAGEYGA
AA__ TNVKTA_WSSKVGGHAPA A

mooOmwm>

Once a gap, always a gap
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Iterative Verfahren

e CLUSTAL W ist ,,greedy*
— Ergebnis abhangig von der Reihenfolge des Hinzunehmens von
Sequenzen

— Der Guide Tree kann aber (evolutionar) falsch sein oder wenig
Aussagekraft haben, wenn Unterschiede nur sehr klein sind

— Was am Anfang schief lauft, ist besonders schlimm
e ,Once a gap, always a gap*“
e Einmal getroffene Alignments werden nie mehr korrigiert, nur
~gestreckt"
e Was kann man tun?
— Verschiedene Trees probieren und Ergebnisse vergleichen
— Sampling — verschiedene Sequenzmengen versuchen
— Iterative Verfahren
e Sukzessive Verbesserung eines (progressiv gefundenen) Alignments
e Jede Sequenz einmal entfernen und neu alignieren
e Solange bis Konvergenz

Humboldt
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