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1 Grundidee

Normalerweise werden bei Sequenzvergleichen multiple Alignments eingesetzt. Diese weisen jedoch neben
der schlechten Laufzeit einige Nachteile auf: Sie beruhen auf Editieroperation (Deletion, Substitution,
Insertion), wobei z.B. Deletionen/Insertionen nicht den reguliren evolutiondren Modellen folgen und
somit evolutiondr schlecht bewertet sind.

Beim multiplen Alignment werden mehrdeutige Regionen (in Bezug auf die Editieroperationen) gel6scht.
— Dies fiihrt zu Informationsverlust, da z.B. Permutationen und Inversionen dadurch vernachlissigt
werden, obwohl sie evolutiondr bedeutsam sind.

Um solche Regionen zu beriicksichtigen, wird manuelles Alignment (Expert Editing) durchgefiihrt,
welches jedoch zu einem grofien Zeitaufwand vor allem bei langen Sequenzen und zu Problemen bei der
Reproduzierbarkeit fithrt. Dabei wird zusétzliche Information verwendet, um auch Regionen zu beriick-
sichtigen, die mehrfach aufeinanderfolgende Deletionen /Insertionen beinhalten, aber trotzdem evolutionir
bedeutsam sind und im Alignment auftauchen sollten. Somit kann ein multiples Alignment verbessert
werden (um z.B. ein lokales Minimum zu verlassen).

Idee der Sequenzvergleiche ohne Alignments:

Intuitiver Ansatz: Bei den Sequenzvergleichen ohne Alignments ist der intuitive Ansatz, dass man
die Nukleotidh#ufigkeiten der Sequenzen vergleicht, da Sequenzen mit signifikant unterschiedlichen Nu-
kleotidzusammensetzungen nicht nah verwandt sein kénnen.

Problematisch ist, dass es auch nicht nah verwandte Sequenzen mit identischen Nukleotidhaufigkeiten
existieren.



2 NAIVER ALGORITHMUS

Néchster Schritt: Man vergleicht N-Worter (Teilsequenzen der Linge N) zwischen Sequenzen, um
daraus Ahnlichkeiten zu berechnen. Die evolutionire Idee ist, dass man somit homologe Bereiche identi-
fiziert und dass Sequenzen mit vielen gemeinsamen homologen Blécken nah verwandt sind.

Problematisch hierbei ist, dass die N-Worter entweder identisch oder unterschiedlich sind. Dies kann kom-
pensiert werden, indem man auch nicht perfekt identische N-Worter betrachtet, wobei die im Vortrag
vorgestellten Modelle und Algorithmen dies noch nicht beriicksichtigen. Obwohl dann zusétzlich die Frage
entsteht, wie man nicht perfekt identische N-Worter mit einem Score bewertet und diesen einbezieht bzw.
ab welchem Ahnlichkeitsgrad es iiberhaupt sinnvoll ist von homologen Blocken zu sprechen.

Lokales N-Dekodieren:

Um evolutiondre Informationen aus mehrdeutigen Regionen (laut Alignment) zu gewinnnen und nicht
auf manuelles Alignment angewiesen zu sein, wurde die Idee vom lokalen Dekodieren vom Grad N von
Sequenzen entwickelt:

Diese beruht auf Vergleichen zwischen iiberlappenden Wortern der Linge N. Fiir jede Sequenzposition
1 gibt es somit NV iberlappende Worter, wobei ¢ dann jeweils an Position 1,..., N dieser Worter stehen
kann.

Ubereinstimmungen von solchen Teilwortern zwischen verschiedenen Sequenzen entsprechen konzeptionell
homologen Blocken zwischen diesen Sequenzen. Man kann nun auf Basis dieser Idee Sequenzvergleiche
durchfiithren und Distanzen zwischen Sequenzen berechnen.

2 Naiver Algorithmus

2.1 Definitionen

Definition der Relation QN:

Sei s eine Sequenz und N € N, N > 0.
Dann ist die Relation (éN )—1<k<n fiir alle Paare von Positionen (4, j) von s definiert durch:

-iZyjei=]
-Fir0<k<N:
k.
i—=nJ e A0<T< kS i14N-1] = S[j—1,j—1+N—1]-

Fiir alle Zahlen —1 < k < N sei dann E n die transitive Hiille der Relation ;N .

Aus der Relation \k/N folgende Aussagen:
1. "'y j =i £y j (wichtig fiir Tteration im Algorithmus)
2. ik:/le =i+1 \]f/Nj + 1 (wichtig fiir Nachfolgerbeziehung im Algorithmus)
k.
3. I ~NJ = Slii—ktN—1] = S[j,j—k+N—1]

Fiir alle —1 < k < N ist die Relation £y eine Aquivalenzrelation (unter der Annahme, dass |s| > N).

Ap, sei die Menge der zur Relation \J ~ gehdrigen Aquivalenzklassen.

2.2 Lokales N-Dekodieren

Verwandtschaft zwischen Sequenzpositionen:

Zwei Sequenzpositionen a, b sind genau dann verwandt, wenn «a g N b gilt

d.h. es gibt Positionen ko, ..., k, mit kg = a, k, =bund Vi € {0,...,n—1} : k; Ni_lN kix+1. Dadurch wird
sozusagen der transitive Abschluss dargestellt. Es gilt nun iNgl ~ J, wenn ein iiberlappendes N-Wort an
Position i und j iibereinstimmt, wobei i und j in diesem Wort an der gleichen Position stehen.

2 Sequenzvergleiche ohne Alignments 13. Juli 2007



2 NAIVER ALGORITHMUS 2.2 Lokales N-Dekodieren

Beispiel:
! j
Sequenz ...tagacacta...tccacactg...
tagac tccac
Menge von agaca ccaca
Uberlappenden gacact cacact
WG acaci acaci
hEGRem cacta cactg

e R D
= i g5 i = ]

Ermittlung der Aquivalenzklassen:

a) Menge der N-Worter jeder Sequenzposition ermitteln (siehe Beispiel oben) und miteinander zeilen-
weise vergleichen.

— Man findet somit Relationen iNi_l ~ J zwischen Sequenzpositionen ¢ und j.

b) Transitiven Abschluss der Relation Ni_l ~ und Aquivalenzklassen bilden. Dazu fiigt man nachein-
ander miteinander in Relation stehende Positionen in eine Menge und vereinigt Mengen, bei denen
mindestens eine Sequenzposition gleich ist. Somit erhélt man die Aquivalenzklassen Ay _.

Beispiel:
al >3eql CATTS TECEC ToGAC| CACAC COTTAT COOTA
=gag2 EECTT cerdr cATAC CATSC
=geq3 EACTT cOric CTees JoTod
segl,11 CCGCTGGEAC  Segl, 5 CACTTEGAC  sSeg3, 5 CACTTCTTT seg3,l12 TTCOCTGEGEAC
[afale] CAC CACTT] TTC
fale] A RCTIIE T
acrEe CTTRG CTIET o
[)-Y - TICTT @A
GAC GAC T TTT GAC
I} clasa 1 : TO clasas 10 @ G2
aagl 3 CROTETC aeqgl 13 SCTHERCCAE
gagl 22 CAC@TGTC e 7 cw%nmc
clasa 2 : T1 aeql 14 COTEEACCT
sagl 4 CA@GTCC claas 11 : AD
gagl 23 ACCTHETOC aegl 14 CTEENCCAC
clasa 3 : G0 - T 2 TTEFNCACA
aaqgl S CATTETCOS aegi 15 crc%cmc
gagl 24 COTTETCOCT claas 12 : C3
clasa 4 : Tz = aeqdl 15 TEENICACA
aaqgl & ATTI[C0SC e 2 T3 CAT
gagl 25 CTTICCCT aeql 16 TEERICTCC
clasa 5 : CO clasas 13 : C4
@

clasa & : C1 clasas 14 : C5

aagl T TTETOCEIT aagl 1& GERA CAC
gaagl 26 TTETECCTA aedi 17 GEAQITCC

Sagl 8 TeTOd=CTe aada 1 ACTT

sagl 27 TGETOOCTA aadq3 1 ACTT
clasa 7 : C2 class 15 : Al

sagl 10 TC TEGA aag2 2 CTTG

sagl 11 TTTOOTEGA aad3 2 CTTC
claza 8 : T3 class 16 : C&

sogl 11 COSONEEAC jal=la pe 3 TTCE

Sagl 5 CACTGEAC aag3 3 TTCT

a3 5 CACTCTTT clasas 17 : T4

geq2 12 TTCONGGAC aada 4 CROITGGA
clasa_ & : 31 aeq3 4 CRJQITCTT

segl 12 CGCTEGEACC

geqz & ACTTEHEARCER

Sfegl 13 TCCTEERCC
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2.3 Ermittlung der Distanzmatrix 2 NAIVER ALGORITHMUS

Lokales N-Dekodieren:

¢) Nun Aquivalenzklassen auf Zustéinde abbilden:

Dabei ist es in dem Paper iiblich gewesen, dass einelementige Aquivalenzklassen auf das urspriing-
liche Symbol (A, T, C, G) abgebildet werden. Diese Symbole werden im Folgenden nicht weiter
betrachtet. Andere Aquivalenzklassen werden auch auf das urspriingliche Symbol und einem Index
abgebildet. Der Index wird pro Symbol einzeln gez&hlt und wird nach Vorkommen der Zeichen in
einer Referenzsequenzfolge verwendet.

= Dies wird als lokales N-Dekodieren der Sequenz bezeichnet (analog zu Hidden Markov Modell),
da man Positionen einen Zustand zuordnet (némlich die verwandtschaftliche Verbindung zu anderen
Sequenzen), der normalerweise versteckt ist.

Beispiel:
al >Séql OB ToT3aTa 0T3S CoTaEGeBaCyTy 8 O A O O ToT ST T A
EXat=Tu e Ol Ty TG A A CATACCAT GO
=ael Sy O, TyT 0 T T T O CyTeEE8,0,0,T 00

2.3 Ermittlung der Distanzmatrix

d) Erstellen einer Liste mit Anzahl des Vorkommens jedes Zustandes (der einer Aquivalenzklasse ent-
spricht) je Sequenz

Beispiel:

dl as
T2
T4
AO
Al
a1
]
o]
o3
4
5
e

=
w
i

N N - el e e
b3
@
m

FREREREREREEEERFERS
s

== N - R - ]

(To, T1, Tz, @0, <0 and <1 are
only repeated in segl, two times
aach)

Berechnung der Distanzmatrix:

Seien Zustdnde x1,...,x, mit n € N gegeben.
Nun sei [ul, die Anzahl von Vorkommen des Zustandes z; in der Sequenz u und |u| die Léinge der Sequenz
u.

e) Berechnen der Ahnlichkeiten sim(u, v) zwischen Sequenzen u und v durch:

n
sim(u,v) = Zmin (|u|xl ) |’U|x1)
i=1

Dabei summiert man die minimale Anzahl der einzelnen Zustinde in w und v auf.
Normalisierung und Berechnung der Distanzen durch:
sim(u, v)

dist(u,v) =1 - ———"—
min (Jul, [v])
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2 NAIVER ALGORITHMUS 2.4 Aussagefdhigkeit der Distanzen

Man normiert die Ahnlichkeiten zwischen den Sequenzen v und v, indem man durch die minimale
Sequenzlinge von u und v teilt. Da die maximale Anzahl von Ahnlichkeiten der Sequenzlinge
der kiirzeren Sequenz entspricht, normiert man die Ahnlichkeit somit auf das Intervall [0, 1]. Zum
Berechnen der Distanz muss lediglich noch 1-Ahnlichkeit gerechnet werden.

Beispiel:
d) aagl aag2 Sed3

T3 1 1 2
T4 0 1 1
A0 1 1 1 a) Silmilaritiea
a1 o 1 1 seqa sag3
21 1 1 1 seql 5 7
az 1 1 1 deqz s
oz 1 0 1
o3 1 1 1 Diatances
ca 1 o 1 Jeqa Jaeg3
o o 1 1 asgl 0.75 0.85
cs o 1 1 aaga 0.55

= Erstellung eines Verwandtschaftsbaumes moglich (z.B. Neighbor-Joining-Tree)

2.4 Aussagefidhigkeit der Distanzen

Das Distanzmaf dist(u, v) ist zunédchst nicht aussagekriftig bei einem neuen Verfahren, da man nicht weifs,
bei welchem Wert von einem Zufallsbefund zu sprechen ist und ab wann eine konservierte Verwandtschaft
vorliegen kénnte. Dies gibt dann auch Auskunft dariiber, wie man den Baum erstellt, da man Sequenzen
mit niedriger Distanz erst weit unten aufsplittet, weil diese nah verwandt sind.

Idee: Vergleich mit Distanzwerten von randomisierten Sequenzen = Bootstrap (statistisches Verfahren)

Allgemeine Vorgehensweise bei Bootstrap:
1. Erstellen von Bootstrapsamples aus einer Stichprobe (Resampling)

2. Berechnung einer bestimmten Grofe aus dem Sample (nicht unbedingt statistisch)

3. Tteration dieser Schritte (1000-10000 Iterationen sind sinnvoll)
= Ergebnis: Verteilung der Grofse aus den Samples

= p-Wert Schitzung moglich

Anwendung des Bootstraps auf diesen Sachverhalt:
Sei Distanz dist(u, v) der Sequenzen u und v gegeben.

1. Zuerst u und v resamplen:
Dazu fiir jede neue Sequenz aus der alten Sequenz mit Zuriicklegen ziehen bis man eine neue Sequenz
gleicher Lange erhilt. Dabei kann es sein, dass manche Positionen aus der alten Sequenz gar nicht
oder mehrfach gewéhlt werden.
= neue Sequenzen u*, v*

2. dist(u*,v*) tiber N-lokales Dekodieren berechnen
3. mehrfach iterieren = Verteilung von dist erstellen

Wenn dist(u, v) nun extrem in der Verteilung liegt (z.B. in den 2.5% niedrigsten oder héchsten Werten),
dann deutet dieser Distanzwert auf keinen Zufallsbefund hin sondern besitzt Aussagekraft (z.B. starke
Verwandtschaft). Man schitzt somit quasi die Wahrscheinlichkeit eines bestimmten Distanzwertes des
neuen Verfahrens ein. Man erhélt eine Verteilung der Distanzwerte, wodurch man die Mdglichkeit hat,
einen p-Wert (wie oben bereits beschrieben) zu berechnen. Der p-Wert gibt dabei die Wahrscheinlichkeit
an, einen solchen oder noch extremeren Wert unter der gegebenen Verteilung zu erhalten.

13. Juli 2007 Sequenzvergleiche ohne Alignments 5



3 VERBESSERUNGEN

Abschitzen der Stabilitidt des Baumes:

Wenn man die Distanzmatrix zwischen den urspriinglichen Sequenzen erstellt hat, kann man neben der
Aussagekraft der einzelnen Distanzen zusatzlich die Aussagekraft des aus der Distanzmatrix erstellten
Baumes abschitzen. Dies funktioniert, indem man den Bootstrap-Algorithmus etwas abandert:

1. Resampling auf alle Sequenzen anwenden
2. Distanzmatrix berechnen und Baum erstellen

3. Iteration
= Aus den B#dumen kann man mit dem Programm Phylib einen Konsensusbaum erstellen, der
Bootstrap-Werte bei Aufspaltungen enthilt [3]. Diese sagen aus, in wieviel Prozent aller Bootstrap-
Baumen, diese Teiltopologie vorhanden war.
= Man erhélt dadurch Auskunft iiber die Stabilitét und Aussagekraft des Baumes.

3 Verbesserungen

3.1 Verbesserung der Komplexitit

Der naive Algorithmus hat eine hohe Komplexitit in CPU-Zeit.
Das Problem dabei ist die Berechnung der Aquivalenzklassen An_1.
= Verbesserung auf lineare Komplexitét in Zeit und Speicher moglich.

Dazu weitere Definitionen:
e V. C Ay ist definiert durch:
k
deViede A, Iijedmit i+1)Ly(G+1)

e Die Abbildung Fj:Ar — Ayt ist definiert durch:
Fr(v) =0 ve A, 0 € Apq,Viey:i+1€4
Man nennt 6 dann k-Nachfolger von ~.

Funktionsweise des verbesserten Algorithmus:
1. Ermittlung von A_1, Ag, Vg und F_4

2. Tterative Berechnung von Ay, Vi und Fy_q aus Ag_1, Vi und Fy o fir0 <k < N —1
= AN—l

Ermittlung von Ag, Vo und F_;:

Gegeben sei die Sequenz s.

Beispiel: (N=2)
positions : 12345678910111213 14
s =agaccaagca agcc

1. Erstellung des Suffixbaumes aus der Sequenz s:

Ein Suffixbaum T fiir einen String s mit m Symbolen ist ein gerichteter Baum mit m Blattern.
Dabei sind die Blétter jeweils die Sequenzpositionen von s. Der Baum T enthilt alle Suffixe von S,
wobei mehrfach auftretende Teilstrings nur einmal in T enthalten sind. Somit werden gleiche Prifixe
zusammengefasst und innere Knoten sind gemeinsame Substrings der darunterliegenden Suffixe.
Beschriftung: alle Knoten sind mit einem Label versehen; d bezeichnet die gemeinsame Préfixlange
bei einem inneren Knoten; die gerichteten Pfade sind mit dem Substring von s markiert, welcher
identisch ist (meist erstes Auftreten in Sequenz ist Referenz); die Blattknoten sind mit der Se-
quenzposition bezeichnet, fiir welche der Pfad von der Wurzel zum Blatt den Suffix von s ab dieser
Position darstellt.

6 Sequenzvergleiche ohne Alignments 13. Juli 2007



3 VERBESSERUNGEN 3.1 Verbesserung der Komplexitét

Beispiel:
11 15,15
8 14,4
(2.2]
12,2] dx]
U A\ W
d: 2 17.9] d: 1 d: 1 [15,15]
[9.9] [4,15] [9.9] 9.5
(3,15] [3,15] 6,9
- g (&) . (45
d: 3 d: 4
[10,15]f Y[14,15] [10,15]f \[14,15] [10,15] [10,15)f \[14,15]

[14,15] [15,15]

1\[
q]] lﬂn?aﬁ hm H14hl1

2. Ablesen von Ag und Vy:
Dazu werden die Kenntnisse aus dem Suffixbaum (siehe 1.) genutzt. Man sucht alle Knoten, die von
der Wurzel iiber einen Pfad der Liange grofer gleich N erreicht werden (dabei die jeweils die ersten).
Als Lange des Pfades wird hier die Summe der Léngen der Substring auf den Kanten genommen.
Alle Blétter, die unterhalb dieser Knoten liegen (evtl. nur der Knoten selbst, wenn dieser ein Blatt

ist), sind dann in einer Aquivalenzklasse von > ~ - Die Menge aus diesen Klassen ist dann Ay.
Alle Blatter unterhalb von Knoten, die von der Wurzel {iber einen Pfad der Lange genau N erreicht
werden kdnnen, bilden jeweils Mengen, deren Vereinigung die Menge V ergibt.

Beispiel:

DE@ED

3. Erstellen der Funktion F_q:
Aus den Mengen Ay und Vo kann die Funktion F_; erstellt werden. Dabei ist fiir ein Element
§ € A_y (6 = {i} laut Definition) F(§) =y € Ay =i+ 1€ 7.

4. Tteration (grobe Vorgehensweise, einige Details wurden vernachlissigt):

(a) Fiir jedes Element ¢ aus Vj_; ein neues Element w in V), erstellen, F(§) = w.

(b) Solange F~1(w) NVy_1 #0,v € F71(w)UVj_1:
Kinderelemente von w sind Nachfolger der Kinder von ~.
Nachfolger der Eltern der Vorginger der Kinder von w ist w. = ggf. Iteration

(c) Falls bei k = 1 kein Nachfolger von einem Element aus Aq gesetzt ist, wird der Nachfolger auf
den Nachfolger von einem Kind des Elementes gesetzt.

(d) Iteration mit k =k + 1 solange k < N — 1 gilt.

Bemerkungen zum Algorithmus:

Der Algorithmus beruft sich auf einige theoretischen Aussagen zu A, V und F. Genaueres dazu (inklusive
der Beweise) findet sich in dem Paper [2].

Im verbesserten Algorithmus wird immer nur eine Sequenz s betrachtet. Um mehrere Sequenzen zu
vergleichen, kann dies mit einer einfachen Verdnderung geschehen, indem man vorher die Sequenzen zu

13. Juli 2007 Sequenzvergleiche ohne Alignments 7



3.2

Erweiterung des evolutionaren Modells 3 VERBESSERUNGEN

Beispiel:

ACl.l

A
{1}

;ﬁj A| ,ﬁ]_n Al AJ Al‘r\_l Al A1 Al AL Al_ﬂ Al A1
{7} {11} {2} {8} {12} {3} {4} 113} {5} {9} {14} {6} {10}

einer Sequenz zusammenfasst, wobei zwischen den Sequenzen jeweils ein einzigartig paarweise verschiede-

nes

Trennsymbol eingefiigt wird. Somit wird gewéhrleistet, dass nur die einzelnen Sequenzen verglichen

werden und es zu keinen Ubereinstimmungen von N-Wortern kommt, die iiber diese Grenzen hinweg

gehen.
Algorithmus:

1t Ay {a'c.'m: a node for each position of 5}
2: Ap and Vy <« suffix tree of 5§ :

3: Foe < F_1:

4: fork=1to N —1 do

3 Vi <0 Sjope < 12

6: while Vi_1 € Sjope do

7: Let 8 € Vi1 and 6 € Syope -

8 Create a new node « with no child;

9: Vi« ViUw :

10: Fu(8) < @ {implicidy P*_l(a)) «— F;l(a)) U {81}
11: while F; L () N Vi_1 € Syone do

12: Lety € F;l(m) NVi_1 and ¥ € Sgone :
13: Sdone <« Sdone U {}"} .

14: for all 8 € CHILDREN(y) do

15: CHILDREN() <= CHILDREN (@) U Fy(f) :
16: for all « € Fy L(F4(B)) do

17 if @ € Ap_; then

18: Fula) «—w:

19: else
20: Fi(ANCESTOR()) < o
21: end if
22: end for
23: end for
24: end while
25: end while
26: if k=1 then
27 for all ¥ € Ag with Fi(y) not set do
28: Let 8 € CHILDREN(Y) :
29: Fiu(y) < Fal(f) :
30: end for
3L end if
32: end for

3.2 Erweiterung des evolutionidren Modells

Optionen zur Erweiterung:

- Mbglichkeit auch nicht perfekte Ubereinstimmungen zu beriicksichtigen

- Inversionen beriicksichtigen:
Invertierte Strings in Menge von {iberlappenden N-Wortern tibernehmen

- weitere Moglichkeiten wéren denkbar (ggf. Permutationen betrachten),
aber: Rechenzeit wird dadurch erhoht

Sequenzvergleiche ohne Alignments 13. Juli 2007



5 ABSCHIESSENDE BEMERKUNGEN

4 Leistung bei HIV /SIV Subtyping

Zunichst wurde das N-lokale Dekodieren auf 70 HIV/SIV Genome angewendet, wobei 4 davon unvoll-
stindig und die anderen komplett waren. Es ergaben sich sehr gute Ubereinstimmungen der Topologie
des resultierenden Baumes mit existierendem Wissen. Der Baum beinhaltete auch bekannte evolutionér
signifikante Ereignisse der Entwicklung der HIV /SIV Subgruppen. Jedoch ist die Topologie des Baumes
abhingig von der Wahl des Parameters N, wobei fiir N=13-29 die Topologie gefunden wurde, welche
identisch zu dem HIV/SIV Sequenz Compendium 2000 ist [4]. Man kann dadurch feststellen, dass durch
geeignete Wahl von N sehr gute Ergebnisse bei den Sequenzvergleichen erzielt werden kénnen, wenn es
auf komplette Genome angewendet wird.

Ausschnitt: (mit N=15)

M3ILL13_HIV-2-A

94 DO0B35_HIV-2-A

100}~ X05291 HIV-2-A
J03654_HIV-2-A
100 104488 _HIV-2-A

Der Ausschnitt enthélt die Bezeichnungen der einzelnen Subgruppen und einen Bootstrap-Wert fiir jede
Verzweigung, wobei nur Werte > 50% aufgefiihrt werden.

4.1 Kurze Sequenzen: HIV/SIV gag, pol, env und nef

Nun wird das N-lokale Dekodieren auf kurze Sequenzen innerhalb der HIV/SIV Genome angewandt.
Dabei sind gag (1473-1569 bp), pol (2993-3360 bp) env (2499-2658 bp) Gene, die Informationen iiber
die strukturellen Proteine fiir neue Viruspartikel codieren. Das Gen nef (292-783 bp) hingegen codiert
ein Protein, welches fiir die effiziente Vermehrung des Virus verantwortlich ist. Es wurden gag, pol, env
und nef aus 66 HIV/SIV Sequenzen verwendet und die Ergebnisse des lokalen N-Dekodierens stimmen
gut mit etablierten HIV/SIV Phylogeniebdumen fiir diese Regionen iiberein. Nur bei nef treten einige
Unterschiede auf, welche mdglicherweise darauf zuriickzufiihren sind, dass beim N-lokalen Dekodieren
mehrdeutige Regionen im Gegensatz zum multiplen Alignment beriicksichtigt werden.

Als empirisch gute Werte fiir N haben sich herausgestellt:

gag - N=11-23; pol - N=11-30; env - N=12-24 und nef - N=11-20

4.2 Non-coding Long Terminal Repeats (LTR)

Die Enden von jedem HIV/SIV RNA-Strang enthalten eine RNA-Sequenz, die Long Terminal Repeat
(LTR) genannt wird. Die Regionen in den LTR agieren als Schalter zur Kontrolle der Produktion neuer
Viren und kénnen sowohl von HIV als auch von der Wirtszelle angesteuert werden. Es wurden 43 non-
coding LTR-Regionen untersucht, welche viele Duplikationen, Insertionen sowie Deletionen beinhalten
und somit schwer mit herkdmmlichen alignment-basierten Vergleichen analysiert werden konnen. Deshalb
sind keine Referenzbdume bzw. Einteilungen konkret vorhanden, sodass versucht wurde, diese mit Hilfe
von CLUSTAL-W sowie DIALIGN-2 zu erstellen. Jedoch brachte der Abgleich der gewonnenen Biume
mit bekanntem Wissen schlechte Ergebnisse, da CLUSTAL-W zu schlechter Trennung der HIV-1, HIV-2
und SIV-Sequenzen fithrte und DIALIGN-2 die Subtypen von HIV-1 schlecht auftrennte (z.b. HIV-1 N
ist innerhalb von HIV-1 M). Die Performance von alignment-basierten Methoden war erwartungsgemaf
schlecht.

Durch N-lokales Dekodieren mit N=10-21 wurden die HIV /SIV Subtypen gut voneinander getrennt, wobei
jedoch Referenzen fehlen, um den erstellten Baum genauer und besser einzuschétzen.

5 Abschiefiende Bemerkungen
- Erweiterung auf komplexeres evolutiondres Modell wire sinnvoll

- Wahl von Parameter N entscheidend fiir sinnvolle Ergebnisse:
N=13-20 sind gute empirische Standardwerte,
aber: weitere Untersuchungen notwendig
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Ausschnitt aus dem Baum von N-lokalen Dekodieren mit N—11:
005
a7 BMLBA89_ SIV-SMIM-MAC
W L4B0T_STV-Sman]
(19 AF208027_HIV-20
LO7E25_HIY-2-B
XSL?AU_HlV-'.l—B
W 15390_HIw-2-4
MALLLI_HIV-2-A
DO0B3IS_HTY-2-&
J04498 HIW-2-4

JOIESS_HIV-2-8
M30895_HIV-2-8
04542 HIV-2-4
WIOSDZ_HIV-2-%

- Beriicksichtigung auch von mehrdeutigen Regionen (z.b. LTR)
aber: Problem der Validierung

- Implementation des verbesserten Algorithmus verfiigbar [5]
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