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Ein Alignment ist einer der grundlegendsten Sequenzanalyse-Tasks.

Wir nutzen es, um festzustellen, ob zwei oder mehrere Sequenzen

verwandt sind und wie nah die Verwandtschaft bezluglich der Se-

quenzahnlichkeit ist.



HBA_HUMAN GSAQVKGHGKKVADALTNAVAHV---D--DMPNALSALSDLHAHKL
++ ++++H+ KV + +A ++ +L+ L+++H+ K

LGB2_LUPLU NNPELQAHAGKVFKLVYEAATIQLQVTGVVVTDATLKNLGSVHVSKG

Beispiel fur ein Alignment zweier kurzer Proteinteile: identische und

ahnliche Positionen sind gekennzeichnet.



ADI - MAL
AE- 90CF402
AE- CMR40
B- 896

B- ACH320A
B- BCSG3

B- CAML

B- D31

B- HI V1AD8
B- HXB2

B- JRCSF

B- LAl

B- MANC

B- OV

B- SF2

B- VEAU

B- YU2

B- pNL43

D- ELI

D- NDK

O ANT70

O MVP5180
SI VCPZGAB

Beispiel fur ein

multiples Nukleinsaure-Alignment:

CUCUAUACAACAGCCRAUAGUAGGA- - - - - - === - - - - - - GAUAUAAGAAGAGCAUAUUGUACU
UUCCAUACAACAGGAAACAUAAAUGES- - - - - - - - - - - - GAUAUAAGAAAAGCAUAUUGUGAA
UUCUAUAGAACAGGAGAUAUAAUAGGA:- - - - - - - - - - - - AAUAUAAGAAAAGCAUAUUGUGAG
UUUUAUGCAAGAAGAAACAUAAUAGGA:- - - - - - - - - - - - GAUAUAAGACAAGCACAUUGUAAC
UUUUAUGCAACAGGACAAAUAAUAGGA:- - - - - - - - - - - - GAUAUAAGACAAGCACAUUGUAAC
UAUUAUACAACAGGAGAAAUAGUAGGA- - - - - - - - - - - - GAUAUAAGACAAGCACAUUGUAAC
GUUUAUGCAACAGACAGAAUAAUAGGA- - - - - - - - - - - - GAUAUAAGACAAGCACAUUGUAAC
UUUUAUACAAAAGGAAAAAUAAUAGEA- - - - - - - - - - - - GAUAUAAGACAAGCACAUUGUAAC
UUUUAUACAACAGGAGACAUAAUAGEA- - - - - - - - - - - - GAUAUAAGACAAGCACAUUGCAAC
UUUGUUACAAUAGGAAAA- - - AUAGGA- - ---------- AAUAUGAGACAAGCACAUUGUAAC
UUUUAUACAACAGGAGAAAUAAUAGGA- - - - - - - - - - - - GAUAUAAGACAAGCACAUUGUAAC
UUUGUUACAAUAGGAAAA- - - AUAGGA- - - --------- AAUAUGAGACAAGCACAUUGUAAC
UUUCAUGUAACAAGAGCCGUAACAGGA- - - - - - - - - - - - GAUAUAAGACAAGCACAUUGUAAC
UUUCAUACAACAAAACAAAUAAUAGGA- - - - - - - - - - - - GAUAUAAGACAAGCACAUUGUAAC
UUUCAUACAACAGGAAGAAUAAUAGGA- - - - - - - - - - - - GAUAUAAGAAAAGCACAUUGUAAC
CUUUAUACAACAGGAGAAAUAAUAGGA- - - - - - - - - - - - GAUAUAAGACGAGCACAUUGUAAC
UUGUAUACAACAGGAGAAAUAAUAGGA- - - - - - - - - - - - GAUAUAAGACAAGCACAUUGUAAC
UUUGUUACAAUAGGAAAA- - - AUAGGA- - - - -------- AAUAUGAGACAAGCACAUUGUAAC
CUCUAUACUACAAGAUCAAGAUCA- - - - - - === - - - - - - AUAAUAGGACAAGCACAUUGUAAU
CUCUAUACAAUAACAGGAAAAAAGAAGAAAACAGGA- - - UACAUAGGACAAGCACAUUGUAAA
UACAGCAUGGGAAUAGGGEEGAACAGCAGGAAACACE: - - - - - UCAAGGGECAGCUUAUUGCAAG
CGCAGUAUGACACUUAAAAGAAGUAACAAUACAUCACCAAGAUCAAGGEUAGCUUAUUGUACA
UUUUAUAAUAUAGAAAAUGUAGUAGEA- - - - - - - - - - - - GAUACCAGAUCUGCCUACUGUAAG

schnitt des env-Gens von HIV-1.

ein kurzer AuUs-



Es gibt fur 2 Sequenzen der Lange n:

1 mogliches Alignment ohne Gaps,

aber:

(2n)!  2°n
(nD2 "~ 2rn

(1)

mogliche Alignments mit Gaps verschiedener Lange.



Deshalb: dynamic programming

Das optimale Alignment wird rekursiv berechnet.

Optimale Teilalignments kleinerer Subsequenzen fuhren zur

Gesamtlosung.



Gap-Penalties

Lineare Gap-Penalties:

v(g9) = —gd (2)

Affine Gap-Penalties:

v(g) = —d—(g—1)e (3)

d Gap Open-Penalty; e Gap Extension-Penalty; g Gap-Lange



Multiples Alignment

Ein Guide-Tree reprdsentiert den Prozess des multiplen (Profil-) Alignments.

L _AGCGGTT-GC--
——AGCCGTT-GC--
——AGGGGTT-GC--
——AGCCCTT-GC--
——CGGAGTT-GC-- ACCAGC-TTGGC--
ACCAGC-TTGGC—- ~CGGACTTTGCC-—
ZCGGACTTTGCC-— ~CTGGCCTAAGC-—
—CTGGCCTAAGC-— GCCGACCT——GC——
GCCGACCT—-—GC—— GCGACCGT--GG——
GCGACCGT--GG—— ZZZACCGTTGCC-C
ZZ2ACCGTTGCC-C ———GCCTTAGCCTA
———GCCTTAGCCTA
AGCGGTTGC ACCAGC-TTGGC
AGCCGTTGC ~CGGACTTTGCC
AGGGGTTGC —CTGGCCTAAGC
AGCCCTTGE GCCGACCT——GC
CGGAGTTGC GCGACCGT--GG
ACCAGC-TTGGC
AGCGGTTGC ZCGGACTTTGCC
AGCCGTTGC —CTGGCCTAAGC
AGGGGTTGC GCCGACCT-—-GC
AGCCCTTGC
ACCAGC-TTGGC
AGCGGTTGC —CGGACTTTGCC
AGCCGTTGC —CTGGCCTAAGC
AGGGGTTGC
ACCGTTGCC-C
ACCAGC-TTGGC
AGCGGTTGC —CGGACTTTGCC GCCTTAGCCTA
AGCCGTTGC ////A\\\\ ////A\\\\
////\\\\ ACCGTTGCCC
AGCGETTGC accearTae | AGCCCTTGC CGGAGTTGC  ACCAGCTTGGC CTGGCCTAAGC  GCCGACCTGC
CGEACTTTGCC GCGACCGTGG GCCTTAGCCTA
AGCCGTTGC



Die hOhere Sequenzheterogenitat von Nukleinsauren im Vergleich zu Protein:

SARGLSSTVSLGQFEHWSPR
+AR+LS+TVSL+QF+H SPR
NARNLSDTVSLSQFDHPSPR

AGTGCAAGAGGATTAAGTAGTACAGTAAGTTTAGGACAATTTGAACATTGGAGTCCAAGA
GC GG T AC G T CA TT GA CA CC G
GACGCCCGCGACCTCTCCGACACCGCTTCCCTCTCCCAGTTCGACCACCCCTCCCCCCGC

Oben ein Protein-Alignment mit hohem Grad an Identitat.
Darunter diesselbe Sequenz auf Ebene der Nukleinsauren: viel heterogener.

Die paarweise Identitat ist nur 33%.



Code2aln

e produziert multiple Nukleinsaure-Alignments

e verwendet affine Gap-Penalties

e findet Information uber codierende und nicht-codierende Regionen

e nutzt diese als Teil der Scoring-Funktion

e und berucksichtigt uberlappende codierende Regionen



Die Zustande und

Scoring-Terme im

code2aln-Algorithmus:

M = (Mis)match state

Iz, Iy = InDel states

Sn = Inkrement des Nukleinsaure-
Scores

d, e = Gap-open- und -extension-
Penalties

Saa = Aminosaure-Scores in drei

moglichen Frames

(+Saa

Frame 3)

\

+Sn

(+Saa

Frame 2)

(+SaaFrame 1 )



Die Scoring - Funktion des code2aln - Algorithmus.

3
S=Sn+ D S, (4)
i=1

S Gesamt-Score des betrachteten Nukleotid-(Mis)matches;

Sn Nukleotid-Score; S 4, Aminosdure-Score in den 3 Frames



Gln Gly

Lys
C A A G — ...
C A U G G ..
Met Ala
Gly
Match number: 1 2 3 4 5
Nucleic acid score: 10 10 0 10 0
Amino acid score (frame 1): 0 4 0 12 0
Amino acid score (frame 2): 0 0 4 0 0
Amino acid score (frame 3): 0 0 0 4 0
Gap penalty: 0 0O 0 0 -10
Total sum: 10 14 4 26 -10



Der code2aln - Algorithmus im Ablaufdiagramm.

READ INPUT SEQUENCE FILES

¥

EXTRACT INFORMATION ABOUT INTRONS,
PROTEIN SEQUENCE AND NAMES

v

SEARCH OPEN READING FRAMES
RESPECTING THE CORRECT CODON TABLE

¥

CREATE OUTPUT (POST SCRIPT ETC.)

¥

PAIRWISE NUCLEIC ACID ALIGNMENTS
OF ALL SEQUENCES USING
KNOWLEDGE ABOUT CODING REGIONS
IN ORDER TO CREATE A GUIDE TREE

¥

PROFILE ALIGNMENT USING GUIDE TREE
AND AGAIN GENETIC INFORMATION

¥

WRITE THE RESULTING OUTPUT FILE

¥

OUTPUT




Anwendung: Leviviridae und Hepatitis B Virus

e Virus-Genome sind ein guter Testfall fur code2aln, weil viele mehrere nicht-
codierende und uberlappende codierende Bereiche enthalten.

e Die Alignments wurden genutzt als Input fur den Alidot-Prozess zur Vorhersage
konservierter Sekundarstrukturelemente.



Elektronenmikroskopische Aufnahmen der Viruspartikel von Levivirus

und Hepatitis B Virus.
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Hepatitis B Virus: code2aln tendiert abermals mehr dazu, Codons in codierenden Bereichen nicht zu

zerreissen. Mehr Gaps sind durch 3 teilbar, ansonsten sehr ahnliche Verteilung der Gap-Langen.



Ablaufdiagramm von alidot:
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Arten der Darstellung von RNA-Sekundarstrukturen.



Zwei vorhergesagte Sekundarstrukturen gesamter Hepatitis B Virus-Genome:

Kaum Ahnlichkeit: kleine Anderungen der Sequenz kdnnen enorme Anderungen der
Strukturen bewirken.



file: levi.gbf > LEMS2X 3569 bp

0 1000 2000 3000
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
[ ]
Exons
Frame1 [ [
Frame 2
Frame 3 e ————————
file: levi.gbf > AF227250 3486 bp
0 1000 2000 3000
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
[ ]
Exons
Frame 1 [ ]
Frame2  |lo————
Frame 3 ——
file: levi.gbf > LEBFRX 3575 bp
0 1000 2000 3000
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
[ ]
Exons
Frame 1 L ———
Frame 2 [ ]

Frame 3 Lo

I complete nucleic acid sequence in file
B GenBank file information derived exons and open reading frames

C—1 open reading frames derived by ral2 automatic search

Die Genom-Organisation von 3 Levivirus-Sequenzen, wie code2aln sie detektiert.
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RNA-Genoms von Levivirus.

Die Strukturen des kompletten
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Position 1-150: Der 5’-terminale Hairpin ist wahrscheinlich das Analo-

gon zur Recognition Signal Site fur die RNA-Replikase in Allolevivirus.
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Die Positionen 1426-1454, 1560-1640, 2250-2310 und 3470-3540.



(GGG )N CCCCCCCC eI -

Die Positionen 80-110, 545-615 und 3690-3723; drei Tetraloops.



Surface-Antigene
Core protein

Reverse Transcriptase, mit DNA-Polymerase- und RNase H - Funktion
Transaktivationsfunktion

XoOw

pregenomic RNA
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P

Diagramm der genetischen Organisation vom Hepatitis B Virus.
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Die Strukturen des Hepatitis B Virus - Pragenoms.



Die Sekundarstrukturelemente ¢, a und (1.



Conclusio:

e Durch die Integration genetischer Information in die Scoring-Funktion werden

Alignments von codierenden Regionen signifikant verbessert.

e Der Anteil an durch 3 teilbaren Gaps wird stark erhoht.

e Das deutet auf die Tendenz hin, Codons nicht zu zerreissen.

e Die resultierenden Alignments sorgen als Input fur alidot fur die Detektion von
Elementen, die man sonst nicht immer sieht.

e Das Wissen um die Lokalisation dieser Strukturelemente erleichtert weitere
Studien (im Labor).
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