it+ti 5/96

Von Genomsequenzen
zu Proteinfunktionen
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mit Funktions- und Stoffwechselwegvorhersa-
gen.

Mit dem Vorliegen kompletter
Genome in Textform bricht fiir die
Molekularbiologie und Molekular-
medizin ein neues Zeitalter an, da
das Erbmaterial im Prinzip alle In-
Jormationen fiir Lebenszyklus und
Vermehrung von Zellen und Orga-
nismen enthdlt. Auf dem Weg zur
Entschliisselung dieser Informati-
on miissen zuerst die Informations-

characterization. This introduction
into the prediction of protein func-
tion using comparative sequence
analysis will also deal with the
powers and pitfalls of the currently
used methodology.

1 Einleitung

1.1 Die ,,Postgenom*“-Ara
in der Biologie

In der Molekularbiologie ist ei-
ne neue Ara angebrochen — die der
komplett sequenzierten Genome
zelluldrer Organismen. Am 28. Juli
1995 wurde das Erbmaterial des
parasitisch lebenden Bakteriums
Haemophilus influenza verdffent-
licht [1]. Neben den Genomen ei-
niger Eubakterien liegt nun seit
1996 auch von Archaebakterien
und mit der Bickerhefe auch von
Eukaryoten das komplette Erbma-

terial in Form von 4-Buchstaben-
texten vor (fiir die 4 Basen Adeni-
ne, Guanin, Cytidin und Thymi-
din). Schon bald werden komple-
xere Genome wie die des Nemato-
den C.elegans (im Jahre 1998) und
auch des Menschen (derzeitige
Schitzungen gehen von 2003 aus)
folgen (Bild ). Damit eroffnet
sich ein vollig neuer Zugang fiir
das Verstindnis der Grundstruktu-
ren des Lebens, den Zellen [2].
Das Erbgut (die komplette DNA
eines Organismus) sollte alle Infor-
mationen enthalten, die eine Zelle
entstehen, sich entwickeln, mit ih-
rer Umwelt interagieren, und sie
als ein offenes FlieBgleichgewicht
bis zu ihrem vorprogrammierten
Tod erhalten lassen. Die Ent-
schliisselung dieser Information ist
eine gewaltige Aufgabe, bei der
wir erst am Anfang stehen (Bild
2). Wie kann man aus der Erbin-

trdger, die Gene, erkannt und die
entsprechenden  Funktionstriger,
die Genprodukte (Proteine) cha-
rakterisiert werden. In diesem Bei-
trag wird in vergleichende sequenz-
analytische Methoden im Prozef EUBACTERIA animals
der Funktionsvorhersage von Pro- Gram-  green 6
teinen eingefiihrt und ihre Stirken oo fositve. nonsulr

bacteria hacteria  bacteria
und Schwiéichen beleuchtet. 3 1

Bild 1: Speciesevolution und Genomdaten. Ein Stammbaum basierend auf RNA-Da-
ten (aus [19]) ist mit Proteinanzahl und Genomgrifien von Modellorganismen vergli-
chen, die bereits oder in naher Zukunft komplett vorliegen werden.
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The successful sequencing of Thermotoga TSP
complete genomes is the beginning
of a new age in Molecular Biology
and Molecular Medicine. Encod-
ing the information of a complete
genome should enable us to under- Species GroBe (Mb) _ Gene
stand - fundamental processes of 1 M. genitalium 0.6 470
life. A first step in the understand- 2 M. jannaschii 7 1760
ing of these molecular processes 3 £ col 4.7 4000
is the identification of the genes ORI eetogone ST 4 Yeast 135 6000
and their gene products, the pro- habph”e;R oo o Demophles 5 C. elegans 100 13000
CHAEBACTERIA 6 Human 3000 70000

teins, as well as their functional
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fomation auf den Lebenszyklus
einer Zelle oder gar eines multizel-
pliren Organismus mit seinen
speziellen ~ Umweltbedingungen
schlieBen? Wie erkennt man Dys-
finktionen, d.h. krankhaft veriin-
derte Gene? Wie kann man eine
7elle simulieren und bestimmte Ei-
genschaften vorhersagen?

Dies sind Fragen, die man in na-
her Zukunft sicher nicht so einfach
beantworten kann ~ trotzdem ist es
m der Zeit, sich solchen Aufgaben
w stellen. Der Bioinformatik
wird hierbei eine Schliisselrolle zu-
geordnet. Dies driickt sich nicht
wr in sprunghaft gestiegenen For-
schungsaktivititen aus, sondern
auch in neuen Konzepten und In-
yestitionen in  der pharmazeuti-
schen Industrie und in einer neuen
Generation von Biotechnologiefir-
men.

1.2 Bioinformatik von Genom-
analyse bis Gewebemodellierung

Das Erbgut besteht aus DNA
(Desoxyribonucleinséure), dem ,,In-
formationstriger™ der Zelle. Zel-
lire  Prozesse werden aber
hauptséichlich von Proteinen, den
Junktionstrigern® gesteuert. Die-
se Steuerung realisiert sich erst im
gefalteten Zustand tiber die dreidi-
. mensionale Struktur und Dynamik
von Proteinen und ihren Reakti-
onspartnern. Die Zelle besteht
-~ auch aus anderen Molekiilen, z.B.
~ Fetten, Zuckern, Wasser, Metallio-
nen etc., die durch ihre Wechsel-
~ wirkungen die Zelle am Leben er-
- halten. Neben den im Ergbut ko-
dierten Informationen hiingt der
Zustand einer Zelle aber auch von
iuferen Faktoren, wie dem Nah-
- nungs- und Energieangebot ab, und
ist je nach Zell-Zyklus-Stadium
verschieden. In komplexeren Orga-
nismen sind Zellen spezialisiert
und bilden gemeinsam mit dhnlich
spezialisierten Zellen tibergeordne-
te Struktur- und Funktionseinhei-
ten, z.B. die Gewebe. Die Bioin-
formatik ist in allen diesen ver-
schiedenen Ebenen (von der DNA
bis zur Dynamik eines Organis-
mus) von enormer Bedeutung.
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agctcgctgagacttcctggaCCccgcaccaggctgtggggtttcrcagataactgggcc
cctgcgc:caggaggccttcaccctctgctctgggtaaagttcattggaacagaaagaaa
tggatttatctgctccthcgttgaagaagtacaaaatgtcattaatgctatgcagaaaa
tcttagagtgtcccatctgtctggagtcgatcaaggaacctgtctccacaaagtgtgacc
acatattttgcaaatcctgcatgctgaﬂacttctcaaccagaagaaagggccttcacagt
gtcc:ttatgtaagaatgatataaccaaaﬂggagcctacaagaaagcacgagatttagtc
aacttgttgaagagctattgaaaatcatttgcgcttttcagcttgacacaggtttggagt
atgcaaacagctataattttgcaaaaaaggaaaataactctcctgaacatctaaaagatg
aaqtttctatcatccaaagtatgggctacagaaaccgtgccaaaagacmtctacagagtg
aacccgaadakccttccttgcaggaaaccagtctcagtgtccaactctctaaccttggaa
ctgtgagaactccgaggacaaagcagcggatacadcctcaaaagacgtctgtctacattg
aattgggatctgattcttctgaagatdccgttaataaggcaacttattgcagtgtgggag
atcaagaattgttacaaatcacccctcaaggaﬂccagggdtgaaatcagtttggattctg

Bild 2: Ein Bruch-

teil der Nukleotid-

sequenz des Brust-
krebsgenes BRCA1
ist dargestellt (eini-
ge Hundert Basen;

das menschliche
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3000 Megabasen Nucleolus ™
dieser Buchstaben),

um die Aufgabe Chromatin™

zu verdeutlichen, {
Information aus 3
der DNA zwecks
Vorhersage zel-
luliirer Funktionen
zu extrahieren. Die
Zellen (Abbildung
einer Zelle mit Er-
laubnis aus [20])
sind allerdings
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selwirken mit der
Umgebung (z.B.
Nahrungsaufnah-
me) und durch-
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2 Proteinfunktion:
Was wollen wir woraus
vorhersagen?

2.1 Was ist Proteinfunktion?
Hier soll in den Teil der Bio-
informatik eingefiihrt werden, der
sich mit der Genomanalyse und
Proteinfunktionsvorhersage be-
schiiftigt, dem  gegenwirtigen
Hauptziel bei der Aufarbeitung der
genomischen Daten [2]. Computer-
gestiitzte Funktionsvorhersagen er-
folgen gewohnlich mit Hilfe von
Proteinsequenzvergleichen. Prote-
insequenzen, die durch den geneti-
schen Code bestimmte lineare An-
ordnung von 20 verschiedenen
Aminosduren, sind durch ihr gro-
Beres Alphabet (20 Buchstaben)
fiir die Erkennung entfernter Ahn-
lichkeiten besser geeignet als DNA
(4-Buchstaben-Alphabet). Norma-
lerweise wird eine Zielsequenz mit
Tausenden anderen, in Datenban-
ken gespeicherten Sequenzen ver-
glichen. Ein einfacher Fall ist eine

hohe Ahnlichkeit mit einem funk-
tionell beschriebenen Protein, des-
sen Funktion dann auf das Zielpro-
tein iibertragen werden kann.
Leider ist das Wort ,Protein-
funktion® nicht sehr gut definiert,
da die Funktion im Zusammenspiel
mit anderen Molekiilen ausgeiibt
wird, sich je nach Status der Zelle
veridndern kann und man funktio-
nelle Details noch von keinem Pro-
tein genau kennt. Proteinfunktions-
vorhersagen konnen sich aber nur
auf Information stiitzen, die zu-
sammen mit den Sequenzen in Da-
tenbanken abgespeichert ist. Selbst
fiir die am besten charakterisierten
Proteine, die metabolischen Enzy-
me, deren Stoffwechselwege be-
kannt und von denen Raumstruk-
tur und Substrat-Bindungsverhal-
ten aufgeklért sind, bleiben noch
viele Fragen offen: Wie finden auf
der molekularen Ebene Regulatio-
nen statt? Bilden die Enzyme eines
Stoffwechselweges einen Komplex
oder werden die Substrate in L-
sung weitergereicht? Bei den mei-
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sten Proteinen ist die sogenannte
molekulare Funktion aber viel
schlechter beschrieben, z.B. ,Die-
ses Protein bindet ATP“. Wenn
man nun iiber Ahnlichkeitssuchen
in Datenbanken versucht, eine mo-
lekulare Funktion vorherzusagen,
kann man fiir das vorherzusagende
Protein im besten Fall diese sehr
vage Aussage libernehmen. Leider
sind in den Sequenzdatenbanken
aber molekulare Funktionen mit
Funktionsaussagen auf anderen
Ebenen vermischt, z.B. mit phéno-
typischen Aussagen wie ,,Dieses
Protein spielt eine Rolle in der Ent-
wicklung von Fliigeln“ oder zel-
luldren Erkenntnissen wie z.B. ,,in-
volviert in Proteinfaltung®. Viele
Aspekte der Funktion, wie z.B. die
zeitliche gesteuerte Expression des
entsprechenden Proteins, sind iiber-
haupt noch nicht beriicksichtigt.
Hier muf also noch erhebliche Ar-
beit in die Annotation der Daten-
banken investiert werden, um die
durch komplizierte Methoden ge-
wonnenen  Ahnlichkeitsaussagen
zur Funktionsvorhersage nutzen zu
konnen.

2.2 Wie gut sind die Sequenz-
daten und wie verliiBlich
die Datenbanken?

Ein weiteres Problem, das stin-
dig berticksichtigt werden muB, ist
die Qualitdt der Daten und ihrer
Annotation [3]. Obwohl die 4-
Buchstabentexte (DNA) oder das
20-Buchstabenalphabet  (Proteine)
eindeutig interpretierbar sind, ist
mit einer hohen Fehlerrate zu rech-
nen. Bedingt durch den geneti-
schen Code kann das Fehlen einer
einzigen Base in der DNA zu Le-
serahmenverschiebungen bei der
Ubersetzung in Proteinsequenzen
fihren und die korrespondierende
Proteinsequenz wird nach der feh-
lerhaften Stelle total verschieden
von der wirklichen Sequenz sein.
Bei Stichprobenuntersuchungen in
dem Bakterium E.coli fanden wir
z.B., daB fast 10% der Gene (fir
Proteine codierende DNA Berei-
che) zu Leserahmenverschiebung
fithrende Fehler enthielten. Bei ho-
heren Organismen, in denen Gene
durch nicht-codierende Einschiibe
(Introns) unterbrochen sind, ist die
Ubersetzung in Proteinsequenzen

22

komplizierter. In derzeit fast 30%
aller Fille werden die codierenden
Abschnitte des Genes (Exons) feh-
lerhaft zusammengefiigt [4], d.h.
trotz korrekter DNA-Sequenz ist
die Proteinsequenz mit groben
Fehlern behaftet. Zu den durch
technische Schwierigkeiten bei der
Sequenzierung bedingten Daten-
fehlern kommen noch Fille, in de-
nen durch experimentelle Proble-
me DNA von einem falschen Or-
ganismus sequenziert wird (ein be-
kanntes Beispiel ist eine kontami-
nierte menschliche DNA-Biblio-
thek der Firma Genethon, in der
viele Hefesequenzen enthalten
sind, die auch heute noch in Daten-
banken als ,,vom Menschen stam-
mend* gefiihrt werden). Eine wei-
tere hiufig vorkommende fehler-
hafte Annotation ist eine funktio-
nelle Beschreibung, die fiir die ge-
gebene Sequenz nicht zutrifft — Ur-
sachen konnen im Experiment,
aber auch in der halbautomatischen
Annotation selber liegen. Durch
die tigliche Datenflut ist manuelle
Annotation nicht mehr in vollem
Umfange moglich. Da Fehler in
den Daten, der Interpretation der
Daten und ihrer Annotation akku-
mulieren, ist bei Genomanalysen
Vorsicht in der Interpretation der
Resultate geboten, und Riick-
schliisse auf einzelne Gene oder
Proteine bediirfen deshalb derzeit
noch der manuellen Kontrolle. Das
Ausmall zweifelhafter molekular-
biologischer Daten wurde kiirzlich
anhand der weitverbreiteten Prote-
instrukturdatenbank (PDB) ermit-
telt: iiber eine Million wahrschein-
licher Fehler unterschiedlichster
Ursache wurden Anfang 1996 in
den nur knapp 3500 verschiedenen
Datenbankeintrigen ermittelt [5].

3 Computermethoden in
der Funktionsvorhersage

3.1 Erstanalyse genomischer
Sequenzen

Der erste Schritt bei der Funkti-
onsvorhersage ist die Analyse ge-
nomischer Sequenzen, hauptsich-
lich zur Identifizierung der Gene.
Da in der Praxis ein Genom in der
GroBenordnung von 3000 Megaba-

sen (z.B. Mensch) nicht in einem
Stiick sequenziert wird, sondern
liber Jahre hinweg kleine Bruch-
stlicke von 300-600 Basen mit (je
nach Methodik) einer 3—10-fachen
Redundanz (zur Reduzierung der
Fehler) erzeugt und gesammelt
werden, bendtigt man Computer-
methoden schon fiir das Zusam-
mensetzen (,,assembly*) und Kor-
rigieren der Sequenzen. Da im
Erbgut oftmals identische oder fast
identische Wiederholungen vor-
kommen, ist selbst diese mathema-
tisch triviale Aufgabe nicht einfach
zu bewiltigen. Die Methoden sind
recht komplex, da nicht nur durch
Uberlappungen  Sequenzregionen
aneinandergefiigt werden, sondern
auch externe Information herange-
zogen wird, z.B. Marker (kurze un-
terscheidbare Sequenzstiicke, deren
Reihenfolge bekannt ist, und mit
denen ldngere Genomstiicken vor
der Sequenzierung kartiert wer-
den). Oftmals werden bestimmte
Regionen von verschiedenen Ar-
beitsgruppen unabhingig sequen-
ziert und es gilt, diese Fremdinfor-
mation mitzubenutzen, um das Zu-
sammensetzen zu beschleunigen.
Ein néchster Schritt ist die Iden-
tifizierung der Gene, die die Infor-
mation fiir die Proteinsequenz ent-
halten. Dies ist speziell bei hohe-
ren Eukaryoten ein schwieriges
Problem, da der Gehalt an Genen
teilweise weniger als 3% des ge-
samten Erbgutes ausmachen kann
und die Protein-kodierenden Re-
gionen der Gene, die Exons, durch
die nicht-kodierenden Introns un-
terbrochen sind. Die Zellen produ-
zieren ihre Proteine, indem sie eine
Kopie der gesamten Genregion er-
stellen und in mehreren spiteren
Schritten die Exons zusammenfii-
gen (,splicing”). Die Stellen, an
denen das »splicing® erfolgt, ent-
halten schwache Signale; viele
Computerprogramme  versuchen,
diese bei der Genvorhersage mit-
zubenutzen. Erschwerend kommt
allerdings hinzu, daB viele Proteine
in Varianten existieren, je nach
Zellstatus also aus demselben Pool
von Exons verschiedene mRNAs
(die von Introns befreiten Kopien
der Genabschnitte der DNA) ge-
schaffen werden (,,alternative spli-
cing®), die dann die eigentliche In-
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formation zur Proteinproduktion
enthalten. Das Hauptsignal in der
Genidentifizierung ist aber der Ge-
brauch der Codons (DNA Triplett,
das fiir eine bestimmte Aminoséu-
re kodiert). Hiufig benutzte Ami-
nosiuren werden durch mehrere
Codons kodiert, jedoch nutzen die
Organismen nicht alle Varianten
gleichmiBig und jeder Organismus
hat ein bestimmtes Erwartungsmu-
ster fiir die Benutzung dieser Cod-
ons. Dieses Signal ist aber nicht
stark genug, was sich darin zeigt,
daB derzeit neuronale Netze besse-
re Resultate liefern als regelbasier-
te Methoden (fiir einen Uberblick
giangiger Methoden und ihrer Stér-
ken und Schwichen siehe [4]). Die
Vorhersagegiite derzeitiger Metho-
den ist aber trotz besser klingender
Angaben der jeweiligen Autoren
immer noch im 70%-Bereich [4],
was nicht ausreichend ist in der au-
tomatischen Analyse groBer Ge-
nomdatenmengen.

In zunehmendem MaBe werden
schon in die Genvorhersage Se-
quenzdatenbanksuchen integriert:
Ahnlichkeiten zu charakterisierten
Proteinen sind ein starkes Indiz fiir
das Vorhandensein von Exons. Lei-
der bietet die Biologie wie immer
viele Ausnahmen, die bedacht sein
miissen, wie z.B. Pseudogene (du-
plizierte Gene, die nicht exprimiert
werden und oftmals durch Lese-
rahmenverschiebungen und eine
hohe Mutationsrate charakterisiert
sind). Neuere Uberlegungen gehen
davon aus, Genvorhersagen mit
der Erkennung anderer Elemente
in der DNA zu koppeln, z.B. mit
RNA-Vorhersage und der Identifi-
zierung von nichtkodierenden Wie-
derholungen (im menschlichen
Erbmaterial befindet sich z.B. eine
Vielzahl von sogenannten ,,Alu re-
peats). Die Erkennung solcher
Elemente schlieft das Vorhanden-
sein kodierender Bereiche aus. Ge-
ne sind umgeben von regulatori-
schen nichtkodierenden Elemen-
ten, z.B. Ribosomenbindungsstel-
len und Promotoren. An letztere
binden regulatorische Proteine, um
die Genregion zum Kopieren frei-
zugeben. Auch diese Elemente tra-
gen zur Signalverschédrfung bei.
Deren Erkennung erfordert aber
andere Methoden — auch hier lie-

gen neuronale Neize derzeit vorn.
Die zur Zeit am hdufigsten benutz-
ten Genvorhersageprogramme sind
GRAIL-Varianten [6] (urspriing-
lich ein reines neuronales Netz,
spiter aber mit zahlreichen Exper-
tenregeln erginzt), GENEFINDER
(P. Green, unveroffentlicht), das in
verschiedenen Sequenzierungszen-
tren eingesetzt wird, und GENE-
MARK [7], ein auf Markov-Mo-
dellen basierendes System, das
sich bei Prokaryoten bewihrt hat.
Trotz des Nachholbedarfes in der
Analyse nichtkodierender DNA
sind wissensbasierte Systeme im
Vormarsch, die Einzelmethoden
fir die Erkennung verschiedener
DNA Elemente kombinieren.

3.2 Analyse intrinsischer
Eigenschaften von Proteinen

Mit der Identifizierung eines Ge-
nes und der Vorhersage der Exons
ist die Ubersetzung der DNA in ei-
ne Proteinsequenz mittels des gene-
tischen Codes mdglich. Obwohl die
erfolgversprechendste Methode zur
Funktionsvorhersage eine Ahnlich-
keitssuche in Datenbanken ist, soll-
ten moglichst unabhingige Infor-
mationsquellen erschlossen werden,
die auf verschiedenste funktionelle
und strukturelle Eigenschaften des
Zielproteins hinweisen koénnen. Ei-
nige dieser Eigenschaften beein-
flussen entscheidend die Parameter
von Datenbankihnlichkeitssuchen
und miissen deshalb zuerst ausge-
wertet werden [2; 8]. Ein wichtiger
Test ist die Analyse der Ami-
nosiurezusammensetzung von Pro-
teinen. Nicht alle der 20 Ami-
nosiuren kommen gleichhédufig vor
— bestimmte Abweichungen von
der Normalverteilung geben schon
erste funktionelle Hinweise. Es gibt
viele biologisch relevante Regio-
nen, die mit einer Reduktion des
20-Aminosduren-Alphabets  aus-
kommen [8; 9]. Ein typisches Bei-
spiel sind membrandurchdringende
Abschnitte, die wegen der Lipid-
umgebung meist hydrophob sein
miissen und somit iiber mehr als 20
Positionen nur hydrophobe Ami-
nosiuren enthalten — ein Charakte-
ristikum, das bei normaler 18slicher
Umgebung unméglich ist. Zur Er-
mittlung solcher Transmembranre-
gionen gibt es mittlerweile Dutzen-
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de Programme, basierend auf neu-
ronalen Netzen, sowie regelbasier-
ten, statistischen und informations-
theoretischen Ansitzen. Obwohl
sich fast genausoviele Ami-
nosduren in Regionen mit einer an-
deren ungewohnlichen Zusammen-
setzung befinden, den ,,Lripelheli-
ces“ (,,coiled coil*), dominiert hier
derzeit nur ein Programm fiir die
Erkennung solcher Regionen [10],
die auPer einer Reduzierung des
Alphabetes zudem noch eine Posi-
tionsabhingigkeit bestimmter Ami-
nosiuren aufweisen. Obwohl von
vielen Extremen der Aminosiure-
komposition die Funktion und
Struktur noch weitgehend unbe-
kannt ist, kann die einfache Ermitt-
lung solcher Abweichungen zumin-
dest bei Datenbanksuchen behilf-
lich sein, da diese Regionen die
Bewertungschemata von Ahnlich-
keitssuchen unterlaufen und, wenn
nicht vorher ,maskiert“, zu fal-
schen Ergebnissen fithren. Inzwi-
schen gibt es mehrere Algorithmen,
die versuchen, solche Regionen zu
erkennen. Am hiufigsten wird zur
Zeit das Programm ,,SEG" einge-
setzt, das verschiedene Komplexi-
titsmessungen beinhaltet [9].

Eine weitere Eigenschaft von
vielen Proteinen sind interne Du-
plikationen, d.h. nicht-identische,
oftmals nur sehr entfernt dhnliche,
sich wiederholende Abschnitte.
Obwohl hier Algorithmen von La-~
placetransformationen bis zu Mar-
kovmodellen reichen, sind Pro-
gramme zur Identifizierung solcher
Lrepeats” mnicht weitverbreitet, da
ihre Identifizierungsrate noch rela-
tiv gering ist.

Eine weitere Kategorie von Si-
gnalen in Proteinsequenzen, die
nicht durch Ahnlichkeitssuchen er-
faBt werden konnen, sind post-
translationale Modifikationen, d.h.
kurze Abschnitte, die auf eine Mo-
difizierung einer Aminosiure hin-
weisen z.B. die kovalente Bindung
von Zuckerresten. Diese Modifi-
zierungen sind im 20-Buchstaben-
alphabet nicht direkt sichtbar, sind
oftmals aber entscheidend fiir die
Funktion des Proteins. Inzwischen
gibt es Datenbanken solcher Modi-
fikationen und Sammlungen Kurzer
Aminosiurekonsensusmuster, die
auf bestimmte Modifikationen hin-
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weisen. Leider sind diese in den
meisten Fillen nur hinreichend,
aber nicht notwendig — im Kontext
anderer Eigenschaften eines Pro-
teines verschirft sich aber das
Signal. So kommen bestimmte
Glykosylierungen nur in extrazel-
luldren Proteinbereichen vor und
spielen erst eine Rolle, wenn fiir
das Zielprotein die zelluldre Loka-
lisierung bekannt ist. Fiir die Be-
stimmung der Lokalisierung eines
Proteines (s. Bild 2) existieren ver-
schiedene Verfahren. Allerdings ist
bei allen Verfahren die Vorhersa-
gegiite unter 80%, d.h. fiir das ein-
zelne Protein kénnen keine siche-
ren  Angaben gemacht werden.
Auch diese Eigenschaft muB in
einem automatischen System zur
Funktionvorhersage mit Wahr-
scheinlichkeiten behandelt werden.
Der Fall vom Brustkrebsgen
BRCAI macht die Notwendigkeit
guter Vorhersagen deutlich: Keine
klaren = Funktionsaussagen sind
mdglich; nicht einmal die Lokali-
sierung ist bekannt, um weitere
Experimente planen zu konnen.
Zwischen Ende 1995 und Mitte
1996 haben mehrere Gruppen in
fiilhrenden Journalen Experimente
publizert, die gegensitzliche Aus-
sagen liefern und BRCA1 sowohl
im Zellkern als auch im Cytoplas-
ma oder im extrazelluldren Raum
ansiedeln. Die vergleichende Se-
quenzanalyse konnte auch hier ei-
nen entscheidenen Beitrag zur
Kldrung dieser Frage liefern und
darliberhinaus funktionelle Eigen-
schaften von BRCA1 vorhersagen:
Es ist mit hoher Wahrscheinlich-
keit ein nukleares Protein, das ei-
nen Zellzyklus-Kontrollpunkt dar-
stellt (s. [11] und Zitate in [117).

3.3 Funktionsvorhersage durch
vergleichende Sequenzanalysen
Wie kommt man vom Sequenz-
vergleich zu diesen funktionellen
Aussagen? In den meisten Fillen
wird eine Datenbanksuche durch-
gefiihrt (Bild 3) und die Funktion
vom #hnlichsten Protein tibernom-
men. Dies ist aber ein gefihrliches
Unterfangen, da es in einem Orga-
nismus viele Proteine gibt, die
dhnlich zueinander sind, aber un-
terschiedliche Funktionen haben.
Es ist noch nicht ¥lar, welche Pro-

teinfamilie im Menschen am
groBten ist, aber allein zwei aus-
sichtsreiche ~ Kandidatenfamilien
(Proteinkinasen und an G-Proteine
gekoppelte Rezeptoren) schitzt
man auf ungefihr je 1000 Mitglie-
der. Obwohl diese bestimmte Teil-
funktionen gemeinsam haben, hat
Jedes Mitglied einer Proteinfamilie
eine spezielle Aufgabe. Somit ist
die Vorhersage der Funktion durch
Ubernahme der Beschreibung ei-
nes dhnlichen Proteins, so wie es
derzeit noch iiblich ist, in den mei-
sten Fillen nicht korrekt. Eine wei-
tere Komplikation ist der modulare
Aufbau vieler Proteine. Es kann
eine kurze Region (Baustein,
Doméne) einer Datenbanksequenz
durchaus #hnlich zum Zielprotein
sein, aber der iiberwiegende Teil
der beiden Proteine ist vollig ver-
schieden und dementsprechend
auch ihre Funktion (obwohl die
dhnliche Domine eine gemeinsa-
me Teilfunktion ausiiben kann,
aber nicht muB). Solche Uberle-
gungen muf} man sich bei der Ana-
lyse ganzer Chromosomen oder
Genome immer vor Augen halten,
genauso wie die Stirken und
Schwichen der Datenbanksuchme-
thoden. Auch hier kann es leicht zu
Uberinterpretatic_)_nen kommen, d.h.
aus zufilligen Ahnlichkeiten wer-

Bild 3: Iterative Datenbanksuchen und
daran ansetzende Methoden zur Funkti-
onsvorhersage.

Datenbanksuchen
e Iterative Homologiesuchen —

l -Maskierung ungewshnlicher

Aminosiurezusammensetzung
-Fragmentierung in Doménen
EinzIIsequenzsuchen (Blast/Fasta)

-wenn Keine signifikanten Treffer
erscheinen, sollte die Matix gewechselt
werden

Reziproke Suchen mit gefundenen Homologen
-Motividentifizierung
* Multiples Sequenzalignment —

-Motividentifizierung
-Profildefinition

* Motiv- und Profilsuchen —

-Iteration bis zur Konvergenz

. thrlogenetische Béiume

-Abschiitzung von Orthologen
(Prézisierung der Funktionsvorhersagen)

* 3D Structurvorhersage/
3D Modellierung

Funktionsvorhersage als
Gesamtheit der identifizierten
Proteineigenschaften

den evolutionire Verwandtschaf-
ten, Homologien, gedeutet. Die Er-
kennung von Homologien zwi-
schen zwei Sequenzen, d.h. der
Annahme einer gemeinsamen
Vorldufersequenz,  bildet  die
Grundlage der Datenbanksuchen.
Im Normalfall ist die gemeinsame
Wurzel zweier Sequenzen viele
Millionen Jahre alt und Mutationen
haben die beiden zu untersuchen-
den Sequenzen stark verdndert —
ihre Buchstabenabfolge 148t also
kaum noch Ahnlichkeiten erken-
nen. Trotzdem ist die Information
liber &hnliche Raumstruktur und
Funktion in den Buchstabenketten
verschliisselt und kann iiber Mu-
stererkennungsverfahren  oftmals
noch identifiziert werden. Eine
Hilfe dabei sind Ahnlichkeitsmaf3e
zwischen den einzelnen Buchsta-
ben, den Aminosiuren, die teilwei-
se dhnliche sterische und physiko-
chemische Eigenschaften besitzen
und somit nicht unabhingig von-
einander sind. Allerdings ist es
nach wie vor ein noch nicht voll-
stindig geklartes Problem, Sequen-
zen optimal gegeneinander auszu-
richten, so da8 die Ahnlichkeit ma-
ximiert wird, da die Komplexitit
durch Einschiibe (eine Sequenz ist
linger als die andere) noch erhoht
wird. Die Behandlung von Ein-
schiiben erfordert sogenannte dyna-
mische Programmierung, kostet
Rechenzeit und wird angesichts
der riesigen Datenmengen derzeit
in der Genomanalyse nur in Ein-
zelfillen angewandst.

International werden schnelle
Programme der Blast-Serie [8] am
hdufigsten benutzt, die im ersten
Schritt nur Teilstringe nach Iden-
titdten durchsuchen, danach mit
Hilfe von AhnlichkeitsmaBen und
Statistiken die Linge der Treffer
optimieren und sie nach bestimm-
ten Kriterien sortieren. Gerade in
groBen  Sequenzierungsprojekten
wird Blast oft als einziges Daten-
banksuchverfahren eingesetzt, teil-
weise noch durch den Vergleich
mit in speziellen Datenbanken ab-
gespeicherten Sequenzmustern fiir
charakteristische funktionelle Re-
gionen erweitert. Diese Muster
sind meist konservierte Regionen
(d.h. bestimmte Buchstabenfolgen
oder unterliegende Aminosiureei-




P. Bork: Von Genomsequenzen zu Proteinfunktionen

genschaften sind in sonst stark un-
terschiedlichen Sequenzen invari-
ant), die durch Studium einzelner
Proteinfamilien charakterisiert wer-
den konnten.

Der Erwartungswert fiir einen
Treffer bei einer Blast-Datenbank-
suche mit einem signifikanten
Schwellenwert hingt von der Spe-
cies ab: bei Bakterien ist er im Be-
reich von 80%, bei Hefe um 70%
und beim Menschen bei 50%.
Hierbei muB aber beriicksichtigt
werden, daf viele der Datenbankse-
quenzen nicht oder nur ungeniigend
funktionell charakterisiert sind, d.h.
der Prozentsatz fiir Funktionsvor-
hersagen ist gerade bei menschli-
chen Sequenzen noch ungeniigend.
Die Trefferausbeute kann aber
durch Anwendung von komplexe-
ren Suchverfahren und sensitiveren
Methoden um 10-20% gesteigert
werden [12, 13]. Weiterhin kann
auch die Anzahl der funktionellen
Vorhersagen prozentual gesteigert
und prézisiert werden, wenn eine
bessere Analyse der gefundenen
Ahnlichkeiten erfolgt [13]. Die
Ausbeuterate verbessert sich auch
mit der Zeit, da der ,,Sequenz-
raum® immer dichter und die funk-
tionelle Charakterisierung immer
besser wird.

Ein typischer Ablauf einer itera-
tiven Suche (Bild 3) ist der Start
mit einer Standarddatenbanksuche
(z.B. Blast), und bei fehlenden
Treffern die Variation der unterlie-
genden Ahnlichkeitsmatrizen. Ein
ndchster Schritt ist die Identifizie-
rung von Mustern im Grauzonen-
bereich der Standardsuchprogram-
me, d.h. der ausfiihrlichen Analyse
von Treffern, die nicht als signifi-
kant eingestuft werden konnen,
aber trotzdem Kandidaten fiir ent-
fernte Homologien darstellen. Die
erkannten Muster (gleiche Abfol-
gen von Buchstaben sind identisch
in mehreren, nicht klar verwandten
Proteinen) kénnen dann fiir Motiv-
suchverfahren eingesetzt werden,
in denen man sich nur auf diese lo-
kalen Muster konzentriert [12].
Oftmals sind solche Muster der
einzige sichtbare Hinweise auf ei-
ne funktionelle Region, die einer
Proteinfamilie gemeinsam ist und
auf die man aus der (derzeit noch
manuellen) Analyse der biochemi-

schen Charakterisierung einzelner
Mitglieder schlieBen kann. Um die
Proteinfamilie moglichst komplett
zu erkennen, sind Iterationen né-
tig: neu gefundene Mitglieder miis-
sen in die Berechnung von Matri-
zen/Mustern fiir eine erneute Da-
tenbanksuche einflieSen. Rezipro-
ke Suchen mit gefundenen Kandi-
daten sind essentiell. Oftmals miis-
sen auch noch Profilsuchen mit glo-
baleren Ausgangsregionen durch-
gefiihrt werden [12].

Das ganze Arsenal von Metho-
den, Parametern und die Reihen-
folge ihrer Anwendung reicht fiir
wochenlange Beschiftigung mit
einer einzigen Sequenz aus, die
sich allerdings in besonderen Fil-
len (z.B. Krankheitsgenen) auszah-
len kann. Im Zeitalter der Genom-
sequenzierung sollten aber Tausen-
de Sequenzen in wenigen Tagen
analysiert werden. Hier miissen
Kompromisse in der Senistivitit
gemacht werden und es Bedarf ei-
ner genauen Kenntnis der Proze-
dur, um trotzdem eine hohe und
korrekte Funktionsvorhersagerate
zu erreichen. Wir haben z.B. 1992
[14; 15] mit der Analyse des ersten
komplett sequenzierten eukaryoti-
schen Chromosomes (Hefechro-
mosom III [16]) begonnen, ein au-
tomatisiertes Verfahren zur Funkti-
onsvorhersage zu entwickeln. Trotz
vieler Mannjahre Arbeit, die in ein
erfolgversprechendes System, GE-
NEQUIZ, miindeten [13], sind
noch nicht alle der genannten
Punkte integriert und besonders die
letzten Schritte der prizise Vorher-
sage von Funktionen aus ermittel-
ten homologen Proteinen in der
Datenbank bereiten noch Schwie-
rigkeiten — Sequenzdatenbanken
sind noch zu inhomogen und funk-
tionelle Informationen zu ungenau
gespeichert.

3.4 Funktionsvorhersagen durch
Analyse kompletter Genome

Mit dem Vorhandensein kom-
pletter sequenzierter Genome er-
offnen sich aber weitere indirekte
Moglichkeiten zur Funktionsvor-
hersage: die Ausnutzung von Wis-
sen iiber Stoffwechselwege. Wenn
z.B. bestimmte metabolische Re-
aktionsketten hinreichend bekannt
sind und durch Homologiesuchen
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einige Mitglieder der Kette zwei-
felsfrei identifiziert worden sind,
miissen entweder die weiteren Mit-
glieder der Kette auch vorhanden
sein, oder es konnen in limitiertem
Umfange Abweichungen des Stoff-
wechselweges auftreten, die mit
Zusatzinformation iiber benachbar-
te Wege vorhersagbar sind [17].
Auch hier gibt es natiirlich ver-
schiedene Schwierigkeiten zu iiber-
winden. Durch die Analyse kom-
pletter Genome konnte kiirzlich
gezeigt werden, daB in verschiede-
nen Organismen unterschiedliche,
nicht-dhnliche Gene fiir die gleiche
Funktion kodieren und daB dieses
Phidnomen relativ hiufig vorzu-
kommen scheint [18]. Das Nichter-
kennen eines Proteins einer Kette
bedeutet somit noch lange nicht,
dal die Kette nicht geschlossen
und funktionstiichtig ist.

Weitere Aussagen konnen aus
der Anordnung von Genen im Ge-
nom getroffen werden. In Bakteri-
en sind z.B. hiufig Stoffwechelwe-
ge in einer Einheit, dem Operon,
kodiert, d.h. sie werden als ein ge-
meinsames Stiick von der DNA
abgelesen und dann erst spiter in
die eigentlichen Gene zerlegt. In
Eukaryoten sind solche Abhingig-
keiten kaum noch zu finden, doch
sind z.B. Untereinheiten eines Pro-
teines (unabhéngige Proteinketten,
die aber nur im Komplex ihre
Funktion ausiiben konnen) oft
noch in benachbarter Position im
Genom.

3.5 Methodenentwicklung und
Datenverwaltung im Internet

Es ist in diesem Artikel bewuft
wenig auf spezielle Methoden ein-
gegangen worden, da sich das ge-
samte Gebiet rasant verdndert.
Durch das Medium Internet wer-
den fast tdglich neue Programme
flir Teilldsungen angeboten, die
wieder ein paar der Probleme redu-
zieren. Neue, besser annotierte
Spezialdatenbanken entstehen, die
je nach Aufgabenstellung mitge-
nutzt werden konnen. Neben der
Datenexplosion gibt es also auch
eine  Methodenexplosion, und
durch die freie Verteilung im Inter-
net ist es oftmals schwer, die Giite
der Methoden und ihre Kompatibi-
litdt genau zu bestimmen. Da zur
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Zeit gerade die ersten kompletten
Genome fertig sequenziert werden,
ist ein gewisser Zeitdruck fiir de-
ren Auswertung gegeben. Oftmals
leidet darunter die Qualitit der
Analysen und fehlerhaft interpre-
tierte Information wird in die Da-
tenbanken eingespeist.

Gegenwirtige Methoden richten
sich auf die Verbindung zwischen
Datenbanken, man kann sich ma-
nuell seine Informationen in einem
Netz von mehreren hundert Spezi-
aldatenbanken zusammensuchen.
Trotz links*“, d.h. einer Verbin-
dung von Datenbanken, ist derzeit
jedoch kaum eine gezielte Extrak-
tion unterschiedlicher Daten mog-
lich. Viele der sogenanntemn Da-
tenbanken sind eigentlich nur Da-
tensammlungen — selbst die hiufig
benutzten  Sequenzdatenbanken
stellen erst jetzt auf Datenbanksy-
steme um. Besonders schwierig er-
weist sich die erwihnte schlecht
strukturierte funktionelle Informa-
tion, ,data mining“-Technologien
werden aber hoffentlich schon bald
auch diese Liicke schlieBen

Ein weiteres Problem sind die
oftmals unzureichenden Netzwerk-
verbindungen, bei denen hinsicht-
lich detaillierter Analyse oft Kom-
promisse gemacht werden miissen.
Da es sich aber in der Genom und
Sequenzanalyse vorwiegend um li-
neare Information handelt, machen
diese Daten nur einen Bruchteil
des internationalen Datentranfers
aus. Rechnerleistungen und Spei-
cherkapazititen sind aus #hnlichen
Griinden ebenfalls keine limitie-
renden Faktoren,

4 Wo sind die Engpiisse?

Viele der Algorithmen zur L-
sung von Teilproblemen scheinen
an ihre Grenzen gekommen zu
sein. So sind existierende Ahnlich-
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keitssuchen schon sehr ergiebig
und die vielen neuen Daten ma-
chen die Suchen auch einfacher.
Wenige Losungen sind fiir die Au-
tomatisierung verschiedener Schrit-
te in der Funktionsvorhersage vor-
handen. Die Datenerzeuger haben
meist ihre eigene Software und
entwickeln sie weiter, und das Pro-
blem ist zu komplex, als daf es
von kleineren Arbeitsgruppen al-
lein bewdltigt werden kann. Ein
Hauptproblem besteht in der Ex-
traktion von Daten aus existieren-
den, nicht immer gut strukturierten
Datensammlungen und Datenban-
ken. Hier sind eindeutig neue
Technologien gefordert. Integrierte
Systeme mit anspruchsvollen und
dennoch nutzerfreundlichen grafi-
schen Oberfldchen, in denen nicht
nur alle Daten verfiighar gemacht,
sondern auch aufbereitet werden,
sind fiir die nahe Zukunft zu er-
warten. Hier macht besonders die
Aufarbeitung experimenteller Ar-
beiten Schwierigkeiten, da fehler-
hafte Information bisher kaum ab-
geschitzt werden kann und struk-
turierte Informationsaufarbeitung
von funktionellen Daten bislang
kaum moglich ist. Selbst bei De.
tails wie Gen- oder Proteinnamen
gibt es nur wenige Konventionen
und keine Systematik.

Eine gute Funktionsvorhersage
ist natiirlich Voraussetzung fiir die
Losung von globaleren Aufgaben
wie der Identifizierung von Stoff-
wechselwegen und der Modellie-
rung von Regulationsmechanis-
men. Hier wird sich ein weiterer
Schwerpunkt in der Bioinformatik
herausbilden.
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