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1. Einleitung

Zur Berechnung multipler Sequenz-Alignments werden immer effizientere und exaktere
Algorithmen entwickelt. Der am haufigsten genutzte Algorithmus ist hierbei ClustalW,
welcher einige Fehlerkomponenten jedoch nicht vollstandig abdec"‘k“t’%‘j 98 wurde ClustalWV
in einem erweiterten Algorithmus mit eingebunden, T-Coffee ([Quelle) Dieser komplexe
Algorithmus nutzt verschiedene Alignments zur Fehlervermeidung.

In Kapitel 2 findet sich eine kurze Erlauterung zu ClustalVV, dies dient als Einstieg. In
Kapitel 3 folgt dann eine genaue Beschreibung des Algorithmus von T-Coffee.
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1.1 Multiple-Sequenz-Alignment

Die Frage, die sich einleitend stellt, ist nun wozu diese Algorithmen benotigt werden.
Um dies zu klaren werden zunachst multiple Sequenz-Alignments erklart.

Das Multiple Sequenz Alignment ist eine Erweiterung des Alignments von zwel
Sequenzen. Hierbei werden bisher nicht bekannte biologische Verwandtschaften aus
Sequenzahnlichkeiten abgeleitet. Durch den Vergleich mehrerer Sequenzen (multiples
Alignment) ist es nun moglich auch kurze, vorerst unbemerkte, Muster in Sequenzen zu
finden und somit biologisch relevante Muster auch in stark ahnelnden Sequenzen zu
identifizieren.

Multiple Alignments werden zum Beispiel genutzt um phylogenetische Baume zu
konstruieren, diese dienen dem Vergleich einer Sequenz mit Proteinfamilien. Im DNA-
Bereich werden multiple Sequenz-Alignments genutzt, um Primer zu bestimmen oder
DNA-Sequenzen zu assemblieren.

2. ClustalW

Das Prinzip von ClustalW beruht darauf. dass alle Sequenzen von einer Ursequenz
ausgehen bzw. daran orientiert sind. Dementsprechend werden, ausgehend vom
Alignment, dem Sequenzpaar mit dem héchsten Score alle weiteren Sequenzen des
Alignemts zugeordnet.

ClustalW ist ein progressiver Algorithmus und besteht aus drei wesentlichen Schritten,
Berechnung des paarweises Alignments und dessen Score, Berechnung des Guide-Trees
und Bildung des Gesamtalignments entlang des Guide-Trees [1]. Zur besseren
Verstandlichkeit werden folgende Sequenzen als begleitendes Beispiel fungieren:

Sequenz A:GARFIELDTHELASTFATCAT
Sequenz B:GARFIELDTHEFASTCAT
Sequenz C:GARFIELDTHEVERYFASTCAT

Sequenz D:THEFATCAT



Um die Ahnlichkeit der Sequenzen untereinander feststellen zu kénnen, werden zuerst alle
paarweisen Alignments gebildet, diese werden dann mittels einer Scorefunktion bewertet
(siehe Abb.1). In unserem Beispiel werden Matches mittels Farben gekennzeichnet.

GARFIELDTHELASTFrATCAT

GARFIEL HEFASTCAT- - - A - B, Score 88
GARFIELDIHELASTEA - TCAT
GARFIELDTHEVERYEASTCAT A - C. Score 61
GCEARFIELDTHELASTEFATCAT
““““““““““ THEPATCAT A - D, Score 66
GARFIELDTHE - - - -FASTCAT
GARFIEBLDTHEVERYFASTCAT B - C, Score 94
GARFIELDITHEFASTCAT

~~~~~~~~ THEFA-TCAT B - D, Score 83
GCERFIELDTHEVERYFASTCAT
------------- THEFLIECAL C - D, Score 44

]

Abb. 1: paarweise Alignments und dessen Scores [1]

Im nachsten Schritt wird aus den gewonnen Werten, mittels Neighbor-Joining Verfahren,
der Guide-Tree entwickelt (siehe Abb.2). Nun aligniert man die Blatter entlang des Guide-
Trees, hierbei werden zuerst die Sequenzen berUcksichtigt)die einander am nachsten
sind, bzw.von einem gemeinsamen Zweig ausgehen.

In unserem Beispiel ist zusehen, dass A und D zuerst aligniert werden, dann dazu B und
zum Schluss C. (siehe Abb.2)

Abb.2: Guide-Tree [1]

Im letzten Schritt wird nun das Gesamtalignment gebildet. Hierzu werden die errechneten
Ahnlichkeiten aus dem Guide-Tree herangezogen (siehe Abb.3). Dementsprechend
werden zuerst A und D aligniert. Hierbei zeigen sich am Ende des Alignmentpaares
Matches, FATCAT. Als néchstes wird B hinzugenommen.Da A und D nicht mehr
verschiebbar sind, wird B, ungeachtet der entstehenden gaps, mit moglichst vielen
Matches aligniert. Zum Schluss muss nun C noch hinzugeftigt werden. Hierzu gilt nun
wieder das weder A noch D und zudem auch B verschieden werden kénnen. C wird somit
an einen festen Sequenzblock aligniert, mit Hinsicht auf optimale Matches.

Im Gesamtalignment fallt nun auf, dass die vorher hohe Anzahl an Matches, die man bei
den paarweisen Alignments (siehe Abb.1) gesehen hat, nicht mehr vorhanden sind,
obwohl die Beispiel Sequenzen sich untereinander sehr ahneln.
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Abb. 3: Bildung des Gesamtalignments in 3 Schritten [1]

Das erhoffte Ergebnis (siehe Abb.4) zeigt lediglich wenig Ubereinstimmung mit dem
erhaltenen Ergebnis(siehe Abb.3). Die Anzahl der Matches ist deutlich héher und die
Anordnung der Sequenzen sieht intuitiver aus. Die Frage die sich nun stellt ist, warum das
Ergebnis so offensichtlich abweicht.

GARFIELDIHELASTEA-TCAT
GARFIELDEHE - - - -FASECAR
GARFIELDEHEVERYFASHICAT
-------- THE- - - -FA-ECAT

Abb.4: Gesamtalignmentergebnis durch die Berechnung mittels T-Coffee [1]

Diese Frage fiihrt zu den Nachteilen von ClustalW, welche eine solche Fehlpaarung
hervorrufen.

ClustalW nutzt lediglich globale Alignments, welche haufig zu ,zerrissenen* Alignments
fiuhren. Eine Korrektur Funktion ist zudem nicht vorgesehen, einmal gepaarte Alignments
oder gesetzte Licken (Gaps) kdnnen nicht mehr verschoben werden, ,Once a gap, always
a gap" [5] somit kann eine/Anfanglich suboptimale Fehlpaarung das Gesamtalignment
negativ verschieben.

3. T-Coffee

T—Coffee,ihbk[)rzung firpTree-based Consistency Objective Function For alignmEnt
Evaluation, ist ein multiples Sequenz-Alignment Programm. Es wurde 1998 von Cédric
Notredame, Liisa Holm und Desmond G. Higging entwickelt,[2] .

Prinzipiell gibt es lediglich zwei Verbesserungen gegenlber ClustalW, jedoch sind diese
ausschlaggebend.©)

Bei ClustalW fehlten lokale Informationen, um die Anzahl der Matches zu erhéhen, zudem
fehlte eine Art ,Zukunftswissen®, um Fehlpaarungen zu vermeiden. Aus diesem Grund
nutzt T-Coffe nicht nur globale, sondern auch lokate lokale Alignments, um somit die
Anzahl der Matches zu erhdhen. Zudem werden erweiterte Bibliotheken genutzt um ein
,Zukunftswissen“ zu erlangen.

Der grobe Aufbau von T-Coffe (siehe Abb.5) lasst sich wie folgt erklaren: Zuerst werden
zwei primare Bibliotheken gebildet (Primary Library), diese werden mittels Gewichtung zu
einer gemeinsamen zusammengefasst. Diese wird zur erweiterten Bibliothek (Extended
Library) erweitert, wobei hier der Vergleich der Sequenzpaare mit weiteren Sequenzen



erfolgt. Zum Schluss wird ein progressives Alignment gebildet, welches dann zum
Gesamtalignment fuhrt.

= o B

ClustalVW Primary Library Lalign Primary Liorary
(glebal} (local)

Weighting
Sgnal Adddion
|

Prima‘ry Library

Extended Library

v

progressive Alignment

Abb. 5: Struktur von T-Coffee im Uberblick [1]

3.1 Primar Bibliothek

Die Primar Bibliothek unterteilt sich zunachst in die ClustalWW Primar Bibliothek, in der
globale Alignments genutzt werden, und der Lalign-grimar Bibliothek, in der die zehn
_besten lokalen Alignments errechnet werden. Um diese Bibliotheken nun zu einer
\Briméren Bibliothek zu vereinen, werden die gewonnen Information gewichtet, dies
geschieht durch die Berechnung der prozentualen Identitat der Sequenzpaare. Diese wird
durch die Anzahl der Buchstaben der hinzugefiigten Sequenz, geteilt durch die Anzahl der
erhaltenen Matches zwischen den gepaarten Sequenzen, errechnet. Dabei werden nur
alignierte Buchstaben und keine gaps beriicksichtigt. Daraus resultiert nun nicht nur eine
Gewichtung der gesamten Sequenzpaaren, sondern eine der einzelnen Buchstabenpaare.
Jeder Buchstabenpaarung wird somit ein Gewicht, berechnet aus allen Sequenzpaaren,
zugewiesen, welche sich an den Matches orientiert. Je mehr Matches, desto hoher ist die
Gewichtung. Daraus bildet sich dann die Primar Bibliothek.

Im Beispiel (siehe Abb.6) sind nun die Sequenz A und D durch ein globales Alignment und
ein lokales Alignment dargestellt. Beim globalen (oben) ist eine Gewichtung von 66 zu
sehen, also 9 Buchstaben, wovon 6 Matches sind. Beim lokalen (unten) ist sogar eine
Gewichtung von 100 zu sehen, also 9 Buchstaben, wovon 9 Matches sind. Somit hatten
die schwarz umkreisten T's ein Gewicht von 100, die rot umkreisten jedoch von 166, da wir
in allen Sequenzpaaren ein Match haben.

Aus diesen Informationen bildet sich dann die@rimér Bibliothek.

GARFIELDHELASTFATCAT
wwwwwwww -|- - - THEFATCAT

GﬁRFIELDLHELASTFATE&T‘
HHE--—mFATQAT

[|
L

Abb. 6: globales (oben) und lokales (unten) Alignment der Beispielsequenzen A und D [1]
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Der zweite wichtige Schritt ist die Erweiterung der Gesamtbibliothek, welche durch die
Benutzung eines heuristischen Algorithmus genannt ,library extension®, erreicht wird. Die
Grundidee besteht darin die Informationen derart zu kombinieren, dass das
Gesamtgewicht einige Informationen, die in der gesamten Bibliothek enthalten sind,
reflektiert, und zwar fur jedes zugewiesene Paar. Mit Hilfe der erweiterten Bibliothek soll
herausgefunden werden, wie die Sequenzen als Paar untereinander zusammenpassen
und wie gut das Sequenzenpaar jeweils zu einer der Ubrigen Sequenzen passt. Dazu
werden Triplets betrachtet. In dem folgenden Beispiel sollen drei Sequenzen (A, B, C, D)
herangezogen werden.
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Abb.7: Library extension fur ein Sequenzenpaar, 3 mdgliche Alignments von den Sequenzen A und B werden gezeigt. [2]
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In der Abbildung 7 ist der Prozess zur Erwelte ung der Basisbipliothek zu sehen. In diesem
Beispiel wird das,Sequenzenpaar A Bla déé}?nma@@'Blbhothek betrachtet. Es ist zu
beachten, dass &s'nur der Vergleich / Ag/)imd\’@} beschrieben wird® %lesem
Sequenzenpaar wurde schon eine Gewichtung zugeschrieben, welches einer
prozentualen Identitat von 88 entspricht. Als néchstes wird ein Triplet gebildet und es wird
die Ahnlichkeiten der Sequenzen A und B tber C betrachtet. Die Verbindungslinien
zwischen den Sequenzen lassen sich als Bindungskrafte interpretieren. Die Sequenzen A
und C bzw. C und A werden miteinander aligniert. Somit steht fest, dass es ein Alignment
von den Sequenzen A und B tber C gibt. Wir kennen das Gewicht von dem
Sequenzenpaar A — C aus der Primarbibliothek, welches 77 ist wie auch das Gewicht von
dem Sequenzenpaar C — B, welches 100 ist. Man nimmt das kleinste Gewicht 77, welches
ahnlicher zum | Minimum ist. Dieser neue Wert wird nun in der erweiterten Bibliothek zu
dem Wert aus us der P’gmaLblbllothek hlnzugefut bzw. addiert. Somit ergibt sich ein
Gesamtgewicht von 165 flr das Seg uenzen' . Nun muss aber noch die
* Ahnlichkeit dieses Sequenzenpares auch ubar D betrachtet werden. Dies erfolgt nach

dem gleichen Prinzip.

Bei der Betrachtung des Triplets A, D, B fallt auf, dass die Sequenzen A und B tber D

wenig Ahnlichkeit haben, damit die Sequenz D auch wenig Informationen Uber das




Sequenzenpaar hergibt. Auch hier ist zu beachten, dass dies fir den Vergleich mit dem
,G*“ von dem Wort ,GARFIELD" gilt. Dies bedeutet also, dass es flr andere AS-Paare
Informationen geben kann. Damit verbunden spielt das Gewicht auch keine weitere Rolle
fur dieses Paar. Dieser Prozess wird fir alle Gbrigen Sequenzpaare ebenfalls durchgefihrt
(A-C, A-D, B-C, B-D).

3.3 Progessive Alignment Strategie

Der letzte Schritt ist die progressive Alignment Strategie. Es soll nun das multiple
Alignment gebildet werden. Dazu bilden die paarweisen Alignments eine Distanzmatrix
zwischen alleg Sequenzen. Daraus wird dann der Guide-Tree erstellt, wobei eine Methode
namens Neighbor-Joining genutzt wird. Beim Erstellen des multiplen Alignments wird auf
die Gewichte aus der*griméren Bibliothek zugegriffen, danach wird schrittweise aligniert.
Dieser Vorgang und das Ergebnis ist der Abbildung 8 zu entnehmen.

SeqgA CARFIELD THE LAST FAT CAT
; SegA GA LD THE LAST FA-T CAT
SeqB CGARFIELD THE FAST CAT SegB GARFIZLD THE TFTAST CA-T
E——p CARFIELD TEE VERY FAST CAT
segD -~--——-— THE —--——-- Fi-T CAT

SeqC GARFIHILD THEE VERY FAST CAT

SeqgDbh THE FAT CAT

Abb. 8: Erstellung des Guide-Tree und multiplen Alignments. [2]

3.3 Komplexitat des T-Coffe Algorithmus

Die Komplexitat des gesamten Ablaufs betrégt:
O(N2L3)+O(N>L)+O(N3+O(NL?).

Dabei kann man die einzelnen Teile verschiedenen Vorgangen zuweisen. Zu dem
Laufzeitverhalten allgemein ist zu sagen, dass N fur die Anzahl der Sequenzen und L far
die durchschnittliche Lange steht. Die Laufzeit zur Berechnung der paarweisen
Bibliotheken betragt O(N2L?). N?ist die Bildung aller Paare und fir jedes Paar werden L
Positionen verglichen (L?). Die Extension berechnet eine Laufzeit von O(N°L). Es handelt
sich um ein Triplet, daher N3 und L, da einmal Uber die Sequenz verglichen wird.

Die Komplexitat zur Berechnung des Guide-Tree ist O(N°L). Der letzte Teil der
Gesamtkomplexitat O(NL?) kommt durch die Bildung des progessiven Alignments
zustande. In diesem Fall hat man N Sequenzen, woraus dann durch Alignierung das
multiple Alignement gebildet wird, daher L2 Es wurde analysiert, dass oft L > N ist, somit
fallen die Komplexitaten O(N°L)+O(N°3) automatisch raus und man erhalt die gleiche
Laufzeit wie die von ClustalW. Dadurch dassT-Coffe mit zwei Priméarbibliotheken arbeitet,
zum einen mit Lalign und zum anderen mit ClustalVV, ist der Algorithmus von T-Coffe
zweimal so langsam wie der Algorithmus von ClustalW.



3.4 Weitere Tools

Es werden noch viele verschiedene Tools von den T-Coffee Entwicklern angeboten. Einige
davon werden nun erklart.

M-Coffee: M-Coffee ist ein spezieller Modus von T-Coffee. Er erméglicht es, dass die
Ausgabe verschiedener I\/IuItiple-Sequenz-AIignment—Pakete wie z.B. Muscle, ClustalW,
Mafft, ProbCons, etc. kombiniert werden konnen. Das Programm markiert die Regionen im
Alignment, in denen die verschiedenen Einzelprogramme ibereinstimmen. Regionen mit
einer hohen Ubereinstimmung sind meist besser aligniert.

3D-Coffee: Dieser spezieller Modus von T-Coffee ermoglicht die Verkntpfung von
Sequenz und Struktur in einem Alignment. Die strukturbasierten Alignments kénnen mit
Hilfe von gebrauchlichen Struktur-Alignment-Programmen wie z.B. Tmalign, Mustang und
sap erstellt werden.

Expresso: Dies ist eine Erweiterung von 3D-Coffee. Hier werden strukturelle Templates
automatisch mit Blast identifiziert.

R-Coffee: Dies ist ebenfalls auch ein spezieller Modus von T-Coffee, welcher fur RNAs
designed wurde. Er generiert ein multiples Sequenzalignment unter Benutzung von
Sekundéarstrukturen.
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