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Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit beschreibt Methoden der Sequenzanalyse am Bei-
spiel der Genomsequenz von Tribolium castaneum. Das zweite Assembly der
Genomsequenz von Tribolium wurde im September 2005 verdffentlicht. Das
Genvorhersageprogramm AUGUSTUS wurde fiir eine automatische Annota-
tion dieser Genomsequenz herangezogen. Aus EST-Sequenzen von Tribolium
castaneum wurden Genmodelle erstellt, mit denen AUGUSTUS auf die spezi-
fische Genomsequenz von Tribolium castaneum trainiert wurde. Die Analyse
der Qualitdt der Vorhersagegenauigkeit zeigt, dass die erstellte Vorhersage
auf der Genomsequenz als qualitativ gute automatische Annotation angese-
hen werden kann. Vergleiche der Proteinsequenzen von Tribolium castaneum,
Drosophila melanogaster und Homo sapiens wurden durchgefithrt, um be-
sondere Proteine in Tribolium zu finden. Fiir einige menschliche Proteine,
fiir die in Drosophila keine homologen Proteine mit signifikanter Sequenz-
dhnlichkeit identifiziert werden konnten, war die Suche nach signifikant dhn-
lichen Proteinsequenzen in Tribolium erfolgreich. Diese Proteine zeigen die
Bedeutung der Genomsequenz von Tribolium in besonderem Mafe. Ergebnis
der vergleichenden Genomanalysen ist eine Menge an solchen Proteinen aus

Tribolium castaneum, die mégliche Kandidaten fiir weitere Analysen sind.



Kapitel 1

Motivation

Seit Ende Januar 2005 steht der molekularbiologischen Forschung das erste
Assembly der Genomsequenz von Tribolium castaneum zur Verfiigung. Ende
September 2005 wurde die zweite Version der assemblierten Genomsequenz
von Tribolium veroffentlicht. Das Assembly hat eine Grofse von 154 Mb. Fiir
eine derart grofse Datenmenge ist die automatisierte Genannotation die ein-
zige Moglichkeit, schnell und umfangreich einen Uberblick iiber die Gene von
Tribolium zu bekommen. Instrument der Wahl fiir diese, im Rahmen mei-
ner Diplomarbeit zu bewiltigende, Aufgabe ist das Genvorhersageprogramm
AuaGusTus [1], entwickelt von Mario Stanke. Das Programm basiert auf ei-
nem mathematischen Modell der Signale einer eukaryotischen Genstruktur
und dient der Vorhersage proteinkodierender Gene in eukaryotischen Geno-
men. Mit annotierten Genen kann die Qualitit der Genvorhersage fiir die
spezifische Genomsequenz einer Spezies in einem Prozess, der als Training
bezeichnet wird, verbessert werden. Die erreichte Qualitéit ist dabei von der
Qualitdt und der Menge der zum Training verwendeten Annotationen ab-
héngig. Es gilt also eine moglichst umfangreiche und korrekte Menge an
Genen zusammenzustellen, um AUGUSTUS fiir die automatische Annotation
der Genomsequenz von Tribolium castaneum zu trainieren. AUGUSTUS wur-
de bislang erfolgreich fiir die Genvorhersage in mindestens sechs Projekten
eingesetzt und auf die Genomsequenzen der Spezies Homo sapiens, Droso-
phila melanogaster, Aedes aeqypti, Arabidopsis thaliana, Brugia malayi und

Coprinus cinereus trainiert. AUGUSTUS hat in Vergleichen mit anderen Gen-



vorhersageprogrammen eindrucksvolle Ergebnisse erzielt [1].

Die Annotation der Gene im sequenzierten Genom ist das Fundament fiir
vergleichende Genomanalysen, welche die Notwendigkeit fiir die durchgefiihr-
te Sequenzierung im Fall des rotbraunen Reismehlkéfers erst untermauern.
Tribolium castaneum gehort wie der genetische Modellorganismus Drosophila
melanogaster, deren Genomsequenz bereits sequenziert wurde, zu den holo-
metabolen Insekten. Es wird erwartet, dass die Genomsequenz von Tribolium
die Identifikation von homologen Proteinen in Mensch und Drosophila un-
terstiitzt und entscheidend beeinflusst |2|. Vermutlich gibt es auch mensch-
liche Proteine, zu denen in Drosophila keine Homologen gefunden werden,
aber in Tribolium (Dr. Gregor Bucher, Prof. Dr. Ernst Wimmer, person-
liche Mitteilung). Solche Proteine aus Tribolium zeigen die Bedeutung der
Sequenzierung in besonderem Mafe. Fine Moglichkeit zur vergleichenden Ge-
nomanalyse von Drosophila melanogaster, Tribolium castaneum und Homo

sapiens soll im Rahmen dieser Arbeit vorgestellt werden.



Kapitel 2

Das
(Genomsequenzierungsprojekt
des rotbraunen Reismehlkafers

Tribolium castaneum

Das 200 Mb grofse Genom des rotbraunen Reismehlkifers Tribolium castane-
um wurde im Human Genome Sequencing Center (HGSC) des Baylor College
of Medicine in Houston, Texas durch Whole Genome Shotgun Sequenzierung
sequenziert. Die fiir die Sequenzierung gewdhlte genomische DNA entstammt
aufgereinigten Nuclei von Tribolium castaneum Embryos gemischten Ge-
schlechts. Unter der URL [3] sind derzeit Projektbeschreibung und Ergebnisse
der Sequenzierung und Assemblierung beziehbar. Fiir die vorliegende Arbeit
wurden die vom HGSC unter dieser URL publizierten Assemblies Tcas 1.0
und Tcas_ 2.0 und ESTs verwendet sowie ESTs, die von der Universitit zu
Koéln unter der URL [4] bezogen werden kénnen. Diese Daten koénnen der

beiliegenden CD entnommen werden.



2.1 Das wissenschaftliche Interesse an der Genom-

sequenz von Tribolium castaneum

Das grofte Interesse der wissenschaftlichen Gemeinde an der Genomsequenz
von Tribolium castaneum hat vielerlei Griinde. Einer der Wichtigsten sei aus
[2] zitiert: » Tribolium is one of the most sophisticated genetic model orga-
nisms among all higher eukaryotes. « Tribolium ist einfach genetisch zu mani-
pulieren. Viele molekularbiologische Methoden wurden fiir die Forschung mit
Tribolium als Modellorganismus entwickelt. Spezifische » Forward and reverse
genetic approaches« [2] zur genetischen Funktionsanalyse existieren fiir Tri-
bolium. » Forward « meint die klassischen Methoden der Funktionsanalyse von
Genen. Ungewohnliche, seltene Phinotypen und diese Phénotypen verursa-
chende, defekte oder ausgeschaltete, unbekannte Gene oder Allele werden
gesucht. In » Reverse«-Studien wird versucht, den Phanotyp eines bekannten
Gens durch Mutation oder Beeinflussung der Produkte der Genexpression

zu identifizierten.

Tribolium gehort zur Ordnung der Coleoptera: Tenebrionidae, der primitivs-
ten Ordnung der sogenannten holometabolen Insekten. Das sind Insekten,
die wiahrend ihrer Entwicklung vom Ei zum Imagines einer vollstindigen
Metamorphose unterliegen [5]. Die Gene von Tribolium geben Aufschluss
dariiber, welche genetischen Verdnderungen zur Entwicklung von hoheren
Organismen mit komplexeren Entwicklungsstadien gefiihrt haben kénnten.
Tribolium dient der entwicklungsbiologischen Forschung als System, in dem
vor allem die embryonale Entwicklung und die Evolution der Entwicklung

bei Insekten studiert werden kann [2].

Die Genomsequenzierung bietet eine weitere Moglichkeit fiir die Entwicklung
neuer Arzneistoffe und Antibiotika. Es wurden p-Benzochinone, aliphatische
Kohlenwasserstoffe und andere potentiell reizend, giftig oder antibakteriell
wirkende Stoffe als Produkte grofser Driisen des Kéfers gefunden [6] sowie

Prostaglandinsynthetaseinhibitoren in seinen Sekreten [7].

Einzelne direkte Sequenzvergleiche zwischen Tribolium, Drosophila und dem
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Menschen haben gezeigt, dass es Gene in Tribolium gibt, die mehr Ahnlich-
keit zu menschlichen Sequenzen haben als ihre Homologen in Drosophila (D.
Beeman, nicht verdffentlicht). Die Verwandtschaft zwischen dem Gen Zen
aus Drosophila und den menschlichen HOXS8 Genen konnte z.B. durch Ver-
gleiche aufgeklart werden, bei denen unter anderem Daten von Tribolium
hilfreich waren [8]. So kann diese Sequenz fiir die Identifizierung homologer
Proteine in Insekten und Vertebraten von grofser Bedeutung sein, wenn di-

rekte Sequenzvergleiche ohne Ergebnis bleiben.

Die Verfiigbarkeit der Genomsequenz verstirkt auch die Hoffnung auf ein
besseres Verstindnis der Resistenzentwicklung gegeniiber Pestiziden, da Tri-
bolium weltweit in grofen Lagerhallen, in denen vor allem trockene Lebens-
mittel gelagert werden, als Plage gefiirchtet wird und eine lange Geschichte
der Bekdmpfung und Resistenzentwicklung, beispielsweise durch oxidative
oder hydrolytische Metabolisierung, hinter sich ldsst [9, 10, 11]. In Verbin-
dung mit seiner leichten genetischen Manipulierbarkeit wird Tribolium hier-
durch zu einem hervorragenden Kandidaten zur Identifizierung neuer An-

griffspunkte fiir Pestizide.

2.2 Whole Genome Shotgun Sequenzierung

Mit den aktuellen Sequenzierungsapparaturen kann die Sequenz von DNA-
Fragmenten mit einer Lange von 500 bis 700 Bp mit einer relativ geringen
Fehlerrate ermittelt werden [12]. Bei lingeren Fragmenten wird das Ergeb-
nis zusehends ungenauer. Um nun eine ganze Genomsequenz von einigen Mb
Lénge zu sequenzieren, dient die Methode der Whole Genome Shotgun Se-
quenzierung (WGS). Die in mehreren Kopien vorliegende Genomsequenz wird
hierfiir zufillig mechanisch zerstiickelt und Sequenzstiicke einer bestimmten
Grofe, Inserts genannt, werden in Vektoren kloniert, deren Gesamtheit als
Genombibliothek bezeichnet wird. Verwendete Vektoren sind Bacterial Arti-
ficial Chromosomes (BACs), die Inserts mit einer Lange von < 150 Kb ent-
halten konnen, Yeast Artificial Chromosomes (YACs), wobei hier die Inserts

Lingen von bis zu 3 Mb haben kénnen und Fosmide' und Lambda-Phagen,

single-copy Plasmide, welche die cos-site fiir in vitro Lambda-Packaging enthalten
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die 20 bis 35 Kb Sequenz aufnehmen kénnen [12]. Fiir die Sequenzierung der
Inserts gibt es mehrere Ansétze. Ein Ansatz ist die sogenannte Paired-End-
Sequenzierung, wobei von jedem Ende eines Inserts ein Read von 500 bis 600
Bp Lénge gelesen wird. Fiir einen weiteren Ansatz wird das Insert zuféllig in
Reads von 500 bis 600 Kb Lange zerteilt und in universelle Vektoren subklo-
niert, von denen dann zufillig ausgewihlte sequenziert werden. Ziel ist, die
gesamte Sequenz mit Reads so abzudecken, dass moglichst wenige Liicken
entstehen und die Reads ausreichend iiberlappen. Dazu ist eine mittlere Co-
verage? von 6,5 bis 8 [13] nétig. Die nun folgende Aufgabe ist die Assemblie-
rung der Reads. Ein, aus iiberlappenden Reads liickenlos zusammengesetztes
Sequenzstiick wird ein Contig genannt. Aus den Contigs, deren Reihenfol-
ge und Orientierung zueinander ermittelt werden kann, werden sogenannte
Scaffolds konstruiert. Die Scaffolds sind untereinander durch Liicken (phy-
sical gaps) getrennt, deren Sequenzinhalt nicht in den Bibliotheken enthal-
ten und deshalb nur schwer ermittelbar ist. Die grofsten Probleme bei der
Assemblierung der Reads entstehen durch lange Abschnitte sich wiederho-
lender Nukleotidfolgen, sogenannte repetitive Sequenzabschnitte, die langer
als zwei Reads sind. Diese verursachen oft fehlerhafte Assemblierungen, weil
nicht erkannt werden kann, wie lang die repetitiven Sequenzabschnitte in
Wirklichkeit sind.

2.3 Sequenzierungsergebnisse

Das erste Assembly der durch Whole Genome Shotgun Sequenzierung gene-
rierten Reads steht seit Januar 2005 zur Verfiigung. Zur Assemblierung der
rund 1,8 Millionen Reads wurde das Atlas Genome Assembly System ein-
gesetzt. Ergebnis dieses Prozesses sind Contigs und Scaffolds. Etliche wGs-
Bibliotheken mit Inserts von 3-4 Kb und 4-6 Kb dienten der Erstellung die-
ser Daten. Die zur Assemblierung eingesetzten Reads reprasentieren 1,8 Gb
Sequenz und 7,5-fache Coverage des gesamten klonierbaren Genoms von 7'ri-

bolium.

% Aufsummierung der Lingen aller Reads und Division dieser Zahl durch die Linge der

Genomsequenz

12



Seit Ende September 2005 gibt es eine zweite Version der Genomsequenz
von Tribolium. Dieser Entwurf der Genomsequenz entstand aus Genombi-
bliotheken mit Inserts von 4-5 Kb, rund 40 Kb und rund 130 Kb durch
Assemblierung von etwa 1,54 Millionen Reads mit dem Atlas Genome As-
sembly System. Diese Reads représentieren ca. 152 Mb Genomsequenz und
7,3-fache Coverage des klonierbaren Genoms von Tribolium. Ungefahr 70%

der genomischen Sequenz konnte zu Chromosomen kartiert werden.

Da es sich bei der verdffentlichten Sequenz noch um einen Entwurf han-
delt sind fehlerhafte Bereiche nicht auszuschliefsen. Diese kénnen unter ande-
rem durch falsche Assemblierung sich wiederholender Sequenzen oder durch
nicht vereinigte Uberlappungen entstanden sein, die eine Duplikation des

Abschnitts bedeuten.

2.4 Expressed sequence tags

Ein ezpressed sequence tag oder EST ist ein Teilstiick (500 bis 800 Bp) ei-
ner, durch reverse Transkription in DNA umgeschriebenen mRNA-Sequenz,
die direkt aus einer Zelle isoliert wurde und meist eine Liange von 900 bis
1500 Bp aufweist [12]|. Ein EST représentiert einen Teil oder das komplet-
te Transkript eines Genes und ist ein vielseitig verwendetes Hilfsmittel zur

Analyse von Genen und Genexpression.

Ein grofses Problem bei der Arbeit mit mRNA ist ihre Vergénglichkeit und
geringe Stabilitdt, begriindet vor allem in ihrer Einzelstrangstruktur [14].
So ist es kaum moglich, direkt aus der mRNA den Sequenzinhalt zu bezie-
hen. Das Enzym Reverse Transkriptase, das die Umschreibung von mRNA in
DNA (reverse Transkription) katalysiert, stammt aus einem Retrovirus. Die-
se Funktion ist einzigartig und wurde bisher fiir keine weitere Organismen-
gruppe dokumentiert [14]. Die synthetisierte DNA-Sequenz wird cDNA (copy
DNA) genannt. Die generierten ¢cDNA-Molekiile werden kloniert (gewohnlich
in dem Bakterium FEscherichia coli). Die Gesamtheit aller Klone wird als
c¢DNA-Bibliothek bezeichnet. Diese kann je nach Umfang représentativ fiir

das Transkriptom einer Spezies sein. Ein Screen dieser Bibliothek durch Se-
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quenzierung der cDNAs, die hierfiir gestiickelt werden miissen, ergibt eine
Ansammlung an EST-Sequenzen, die Indizien fiir Genstrukturen und Gen-
expression in einer Zelle zu einem bestimmten Zeitpunkt liefern. Expressed
sequence tags sind hilfreiche Werkzeuge fiir die Genannotation und Sequenz-
analyse, auch wenn ihre Qualitdt auf Grund technischer Grenzen bisweilen
nur als sehr gering eingestuft werden kann und oft nicht feststellbar ist, ob

die EST-Sequenz den Kode oder sein reverses Komplement enthélt.

Im Zuge des Sequenzierungsprojekts von Tribolium castaneum wurden cDNA-
Bibliotheken angelegt und EST-Sequenzdaten generiert. Zum einen von der
Universitat zu Koln (Joel Savard) in Zusammenarbeit mit Exelixis Inc. und
zum anderen vom Human Genome Sequencing Center (HGSC). Der vom
HGSC durchgefiihrte EST-Screen umfasste 12000 Kolonien aus zwei Biblio-
theken mit der Hoffnung auf Prisenz von ca. 10000 Klonen aus jeder Bi-
bliothek (Richards, S., personliche Mitteilung). Diese umfangreichere EST-
Datensammlung ist seit Ende September 2005 verfiigbar und umfasst 35649

Sequenzen.

2.5 Sequenzvalidierungen

Die Genome hoherer Eukaryoten enthalten eine grofte Zahl von Abschnitten
sich wiederholender Nukleotidfolgen, sogenannte repetitive Sequenzen. Diese
sind intergenische, vermutlich funktionslose DNA-Bereiche [14]. Mit dem Pro-
gramm RepeatMasker (A.F.A. Smit und P.Green, nicht veréffentlicht) wur-
den die Genomsequenzen von Tribolium auf spezielle repetitive Elemente,
sogenannte interspersed Repeats und auf Regionen von geringer Komplexi-
tat (Purin-, Pyrimidin-, AT- und CG-reiche Bereiche) gefiltert. Interspersed
Repeats sind charakteristisch fiir Pseudogene und transponierbare Elemen-
te (DNA Transposons, LINES, SINES, Retrovirus Retrotransposons) [14]. Die
Buchstaben, welche die Nukleotide dieser Sequenzabschnitte reprisentieren,
wurden von dem Programm durch N ersetzt. Die Kennzeichnung dieser Ab-
schnitte innerhalb der Genomsequenz mit Hilfe des Programms dient der
Pravention falsch-positiver Ergebnisse, da Strukturgene fast ausschlieflich

in der nicht-repetitiven DNA lokalisiert sind [14]. Viele eukaryotische Ge-
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nome bestehen zu einem erheblichen Teil aus transponierbaren Elementen
[15], z.B. das menschliche Genom, bei dem die interspersed Repeats ca. 40%
der Gesamtsequenz ausmachen [16]. Allgemein besteht die DNA tierischer
Zellen durchschnittlich zu 50% aus repetitiver DNA [14]. Fiir Drosophila me-
lanogaster ist der geschétzte Wert der repetitiven DNA ca. 30% [14]. Die
Identifizierung von interspersed Repeats in der dem Programm iibergebenen
Genomsequenz basiert auf Sequenzvergleichen mit Bibliotheken wie Repbase
[17], die eine Ansammlung bekannter repetitiver Sequenzen aus sequenzierten
eukaryotischen Genomen umfassen. Das fiir den Sequenzvergleich integrier-
te Programm cross-match ist eine Implementierung des Smith-Waterman-
Gotoh-Algorithmus [18].

Das Programm Seqclean wurde zur Validierung der expressed sequence tags
eingesetzt. Storende Abschnitte aus Polyadenylsédure bzw. Polythymidylsdue
an den Endbereichen der ESTs werden von dem Programm erkannt und ent-
fernt, da diese nicht kodiert sind und posttranskriptional nach Abschluss der
Synthese der RNA an diese angefiigt werden [14]. Ebenso wird mit Sequenzen-
den von geringer Komplexitdt und mit solchen, die reich an nicht bestimm-
ten Nukleotiden sind, verfahren. Sequenzen, die weniger als 100 Nukleotide
enthalten, werden verworfen. Weiterhin wurde die Moglichkeit der Validie-
rung beziiglich Kontamination der EST-Sequenzen mit Vektor- oder Adap-
tersequenzen aus dem Klonierungsprozess der mRNA genutzt. Identifiziert
werden solche Kontaminationen durch kurze, terminale Ubereinstimmungen
der ESTs mit Sequenzen aus Vektor- bzw. Adapterdatenbanken. Verwendet
wurde die Datenbank UniVec Core [19]. Sie ist eine Sammlung von Oligo-
nukleotidsequenzen (Vektoren, Adapter, Linker, Primer) bakteriellen, vira-
len, oder synthetischen Ursprungs sowie aus Saccharomyces cerevisiae und
aus Phagen, die allgemein in Klonierungsprozessen eingesetzt und im Zuge
dieser Prozesse an die eigentliche Sequenz angehéngt werden. Der Validie-
rungsprozess kann gegebenenfalls eine Verkiirzung der Sequenzen bedeuten.
Die EST-Sequenzen, die nach dem Validierungsprozess eine Mindestlange von
100 Nukleotiden unterschreiten oder deren Prozentsatz an nicht bestimmten

Nukleotiden grofer als 3% ist, werden verworfen.
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Kapitel 3

Annotation der Gene 1m
(Genom von Tribolium

castaneum

Molekularbiologische Methoden der Sequenzanalyse sind zeitaufwendig und
kostspielig. Daher sind sie nur fiir ausgewihlte Gene rentabel, zu deren Iden-
tifikation in den meisten Fillen computergestiitzte Methoden beigetragen
haben. Auch wenn automatisierte Methoden der Genannotation bislang nur
recht unzuverléssige Ergebnisse liefern, geben sie doch unverzichtbare Hin-

weise fiir die Identifizierung kodierender Sequenzabschnitte.

Die bekanntesten Genvorhersageprogramme konnen allgemein je nach Art,
der von ihnen verwendeten Daten, in drei Gruppen unterteilt werden [20].
Die erste Gruppe bilden die sogenannten ab initio Programme, die nur die zu
annotierende Sequenz als Eingabe verwenden. Die ab initio Genvorhersage
basiert auf einer mathematischen Modellierung der Merkmale von Genen und
ist unabhéngig von anderen Informationen bzw. Sequenzen. AUGUSTUS [1]
GENSCAN |21] und GENEID [22] sind Beispiele, die diesen Ansatz verfolgen.
Die zweite Gruppe bilden Programme, die mit Hilfe genomischer Sequenzen
verschiedener Spezies, Gene in der zu annotierenden Sequenz vorhersagen.
Dabei wird die Konservierung kodierender Abschnitte verwandter Gene aus-

genutzt. Die zum Vergleich verwendeten Sequenzdaten, werden als extrinsi-
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sche Informationen bezeichnet. Das Programm TWINSCAN [23] verfolgt z.B.
einen solchen Ansatz. Die dritte Gruppe von Programmen verwenden EST-
oder Proteinsequenzen zur Verbesserung der Qualitét der ab initio Genvor-
hersage. Solche Programme sind oft Erweiterungen bekannter ab initio Pro-
gramme beispielsweise GENOMESCAN, eine Erweiterung von GENSCAN [20].
AUuGUsTUS+ kann in die ab initio Genvorhersage Annotationen von Exons,
Exonteilen, Start- und Stoppkodons, Introns und Spleifistellen einbeziehen.
Mit dem Programm AGRIPPA [24] konnen solche Informationen aus Sequenz-
vergleichen mit EST- und Proteindatenbanken, ausgefiithrt von dem externen

Programm BLAST |25], automatisch erstellt werden.

Das ab initio Genvorhersageprogramm AUGUSTUS hat in Vergleichen mit an-
deren Genvorhersageprogrammen beeindruckende Ergebnisse erzielt [1] und
ist aus diesem Grund eine gute Wahl fiir die Annotation der Genomsequenz
von Tribolium castaneum. In mindestens sechs Projekten hat AucusTus die
Annotationen der Genomsequenzen eukaryotischer Spezies bereits erfolgreich
unterstiitzt. Das Programm basiert auf einem mathematischen Modell der
Merkmale eukaryotischer Gene und muss fiir die Vorhersage auf der Genom-
sequenz einer Spezies filir diese optimiert werden. Die wichtigsten Merkmale
eukaryotischer Gene, das mathematische Modell und das Training von AU-
GUSTUS fiir die Genomsequenz von Tribolium castaneum sind in den folgen-

den Abschnitten beschrieben.

3.1 Strukturmerkmale eukaryotischer Gene und ih-

re Prozessierung

Die Identifikation proteinkodierender Gene in eukaryotischen Genomen ist
nicht trivial. Eukaryotische Gene bestehen aus kodierenden und nicht-ko-
dierenden Ezons, die durch nicht-kodierende Sequenzen, sogenannte Introns,
voneinander getrennt sind. Ein Gen beginnt und endet immer mit einem
Exon. Die Anzahl der Exons ist variabel. Es gibt Gene mit nur einem Exon
und Gene mit tiber 100 [14]. Der grofte Teil einer eukaryotischen Genomse-

quenz besteht vor allem bei hoheren Organismen aus intergenischer Region

17



mit langen Abschnitten sich wiederholender Sequenzfolgen (repetitive DNA)
[14]. Die Gendichte ist also oft sehr gering (ca. 10%). Die ersten und letz-
ten zwei Nukleotide eines Introns entsprechen generell einem Konsensus und
werden als Donor-Spleifistelle oder 5°-Spleifistelle und Akzeptor-Spleifistelle
oder 3’-Spleifistelle bezeichnet. Der Konsensus fiir die Donor-Spleifistelle ist
ein Dinukleotid aus G (Guanylsdure) und T (Thymidylséure) und der Kon-
sensus der Akzeptor-Spleifstelle ist ein Dinukleotid aus A (Adenylsdure) und
G (Guanylséure). Bei niederen Eukaryoten wie der Hefe ist ein weiterer Teil
des Introns konserviert, die Branch-Site. Bei hheren Eukaryoten ist die Kon-
servierung in diesem Bereich oft wesentlich unauffilliger [14]. Gene konnen
an einem Lokus auf verschiedenen DNA-Striingen liegen, Uberlappungen sind

selten, aber dokumentiert [14].

Der Prozess, bei dem die Nukleotidsequenz eines Gens in die Aminosiu-
resequenz eines Proteins umgeschrieben wird, beginnt mit der Erstellung
einer Kopie, der sogenannten prd-mRNA, des gesamten Gens, die dann durch
Entfernen der Introns, dem sogenannten Spleifien zur fertigen mRNA (auch
als Transkript bezeichnet) prozessiert wird. Der Teilprozess der Erzeugung
einer mRNA aus der Nukleotidsequenz des Gens wird Transkription genannt.
Die mRNA ist eine Aneinanderreihung der komplementiren Nukleotide der
Exonkette des DNA-Stranges. Handelt es sich um proteinkodierende mRNA
folgt der Prozess der Translation. Der kodierende Abschnitt der mRNA wird
in eine Aminosduresequenz iibersetzt, wobei je drei Nukleotide ein Kodon
bilden und eine Aminosiure représentieren. Die Linge dieses Abschnitts ist
also ein Vielfaches von drei. Die Lénge der einzelnen Exons muss aber kein
Vielfaches von drei sein, da die Sequenz eines Introns ein Kodon trennen

kann.

Fiir die Proteinsynthese stehen 20 Aminosduren zur Verfiigung. Fiir eine
Aminosaure gibt es, bis auf zwei Ausnahmen, mehrere (bis zu sechs) verschie-
dene Kodons. Die Bevorzugung bestimmter Kodons fiir die Aminosduren
kann artspezifisch sein. Der proteinkodierende Abschnitt eines Gens beginnt
gewohnlich immer mit dem Kodon ATG und endet mit einem von drei mogli-

chen Stoppkodons: TAG, TGA, TAA. Eine Folge von Kodons ohne Stoppkodon
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in der Sequenz eines Exons wird als offener Leserahmen (ORF) bezeichnet.
Nicht-kodierende Leserahmen enthalten oft viele Stoppkodons, so dass eine
Verschiebung des Leserahmens im Verlauf der Translation zur Termination
fiihrt und fehlerhafte Proteine nicht synthetisiert werden. Ein Gen kann meh-
rere Proteine kodieren. Moglich wird dies durch alternatives Spleifen. Aus
einer pri-mRNA, dem sogenannten Primdrtranskript, konnen verschiedene
Transkripte und somit verschiedene Proteine z.B. durch »iiberspringen« von
Exons entstehen. Alternative Transkripte bestehen aus verschiedenen Exon-
ketten. Wie das Primartranskript gespleifst wird, ist oft gewebeabhingig. Die
P-Elemente von Drosophila melanogaster sind ein Beispiel [14]. Die Primér-
transkripte dieser Gene haben in somatischen Zellen ein anderes » Spleifsmus-

ter« als in Zellen der Keimbahn.

3.2 Das Programm AUGUSTUS

AUGUSTUS basiert auf einem wahrscheinlichkeitstheoretischen Ansatz, einem
sogenannten Generalisierten Hidden-Markow-Modell. Modelliert werden die
Eigenschaften eukaryotischer Genstrukturen, deren Nukleotidsequenzfolgen
als zufallig und vom Modell erzeugt (emittiert) betrachtet werden. Einfach
ausgedriickt ist eine Genstruktur eine Folge von Merkmalen, wobei die Merk-
male nur in bestimmter Reihenfolge auftreten. Eine solche Folge ist z.B. die
folgende: Donor-Spleifsstelle; Intron; Akzeptor-Spleifistelle; internes Exon;
Donor-Spleifsstelle; Intron; Akzeptor-Spleifsstelle; terminales Exon. Grund-
sétzlich ist dabei z. B., dass auf ein Intron immer eine Akzeptor-Spleifistelle
folgt und auf diese dann ein internes oder terminales Exon. Also nur ei-
ne solche Folge von Intron, Akzeptor-Spleifistelle und Exon ist biologisch
sinnvoll. Das Modell besteht aus sogenannten Zustdnden, die bestimmte der
betrachteten Merkmale einer Genstruktur, wie z.B. eine Spleifistelle oder ein
terminales Exon reprisentieren. Das Modell einer Genstruktur ist also eine
Folge von Zusténden, wobei die Uberginge von einem Zustand in einen an-

deren nur in einer biologisch sinnvollen Weise erlaubt sind.

Fiir einige Zustédnde gibt es mehrere Moglichkeiten fiir den folgenden Zu-

stand. Die méglichen Ubergéinge von einem Zustand in einen anderen haben
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eine definierte Wahrscheinlichkeit. Gibt es nur einen méglichen Folgezustand
so ist die Ubergangswahrscheinlichkeit in diesen gleich eins. Die Folge der Zu-
stdnde ist mathematisch ausgedriickt eine homogene Markow Kette mit defi-
niertem Zustandsraum und Ubergangsmatrix (fiir die genaue mathematische
Definition wird auf [13, 26| verwiesen). Die Zusténde emittieren eine Nukleo-
tidsequenz zufélliger Linge und Sequenzfolge. Diese Folge, die sogenannte
Emissionsfolge, kann beobachtet werden und ist mathematisch betrachtet
eine Folge von Zufallsvariablen mit Werten aus einem definierten Alphabet.
Die Folge der Zusténde ist unbekannt (hidden) und soll unter Verwendung
der Beobachtung aufgedeckt werden. Die Verteilung der Sequenzfolge, die
ein Zustand emittiert und die Ubergangswahrscheinlichkeiten von einem Zu-
stand in einen anderen sind charakteristisch fiir eine Spezies und werden
durch eine Menge an Genen mit annotierter Struktur in einem Prozess, der
als Training des Programms bezeichnet wird, ermittelt. Fiir eine gegebene
Sequenz gibt es oft sehr viele mogliche Kombinationen von Zustands- und
Emissionsfolgen, die mit der gegebenen Sequenz konsistent sind. AUGUSTUS
findet mit dem Viterbi-Algorithmus fiir eine gegebene Nukleotidsequenz die
wahrscheinlichste Genstruktur. Alternative Transkripte werden dabei igno-

riert.

Mit dem Programm etraining, das im Programmpaket von AUGUSTUS ent-
halten ist, konnen die spezifischen Verteilungen der Sequenzfolgen der Zu-
stinde und die Ubergangswahrscheinlichkeiten aus einer Menge an annotier-
ten Genen im GenBank-Format [27] ermittelt werden. Die ermittelten Werte
(Parameter) werden gespeichert und bei der Vorhersage auf dem Genom
dieser Spezies von AUGUSTUS benutzt. AUGUSTUS verwendet noch weitere
Parameter, sogenannte Metaparameter, fiir die Vorhersage. Die Metaparame-
ter sind auch fiir die Ermittlung der Ubergangswahrscheinlichkeiten und der
Verteilungen der Sequenzfolgen nétig. Es handelt sich um Werte, die z.B. die
Grofe des Fensters der Spleifsstellen oder die Ordnung des Markow-Modells
definieren. Auch diese Parameter sind spezifisch fiir die Genomsequenz einer
Spezies und miissen durch Variation und Beobachtung der resultierenden

Vorhersagegenauigkeit auf annotierten Genen optimiert werden.
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AUGUSTUS erstellt bei Ubergabe einer Sequenz im GenBank-Format eine
Statistik aus Vergleichen der Annotationen mit den Vorhersagen. Die Statis-
tik kann zur Bewertung der Qualitdt der Vorhersagen herangezogen werden
(Erldauterungen in 5.1.2). Mit dem Perl-Skript optimize_augustus.pl aus
dem Programmpaket von AUGUSTUS ist die Bestimmung geeigneter Metapa-
rameter durch zehnfache Kreuzvalidierung moglich. Die Trainingsmenge aus
annotierten Genen im GenBank-Format wird in zehn Teile nahezu gleicher
Grofe gespalten. Neun Teile werden etraining zusammen mit den Werten
fiir die Metaparameter iibergeben. Der zehnte Teil wird fiir die Evaluierung
der Vorhersage mit diesen Metaparametern und den von etraining ermit-
telten Parametern verwendet. Der Prozess wird ohne Verdnderung der Me-
taparameter zehn Mal wiederholt, wobei fiir die Evaluierung je ein anderer
Teil herangezogen wird. Dieser Schritt wird fiir alle zu testenden Werte eines

Metaparameters durchgefiihrt.

Fiir die Spezies: Aedes aegypti, Drosophila melanogaster, Homo sapiens, Ara-
bidopsis thaliana, Brugia malayi und Coprinus cinereus wurden die Parame-
ter und die Metaparameter bereits optimiert. Fiir Tribolium war die Opti-

mierung Teil der vorliegenden Arbeit.

Bei dem Prozess der Annotation der Gene im Genom von Tribolium mit
AucusTus ist das Training des Programms auf die Genomsequenz die ei-
gentliche Aufgabe. Im optimalen Fall steht fiir das Training eine ausreichend
grofse Menge an bereits annotierten Genen zur Verfiigung. Dies ist aber fiir
laufende oder gerade abgeschlossene Sequenzierungsprojekte oft nicht ge-
geben. Fiir die Genomsequenzen solcher Projekte existieren, wie auch fiir

Tribolium, oft nur wenige bekannte und annotierte Genstrukturen.

3.3 Moglichkeiten der Erstellung von Genmodellen
fiir das Training von AUGUSTUS

Fir Tribolium castaneum gibt es nur sehr wenige annotierte Gene. Die meis-

ten davon enthalten nur ungenaue Angaben iiber kodierende Sequenzab-
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schnitte und konnen fiir das Training von AUGUSTUS nicht verwendet wer-
den. Fiir das Training von AUGUSTUS sollte eine Menge aus mindestens 200

Genen verwendet werden (Dr. Mario Stanke, personliche Mitteilung).

Eine Moglichkeit diese Zahl an Genmodellen zu erhalten, bieten Sequenz-
vergleiche mit bereits bekannten Proteinsequenzen eng verwandter Spezies,
da kodierende Exons verwandter Gene in ihrer Sequenz &hnlich sind und
je ndher die Spezies miteinander verwandt sind, um so grofer ist oft die-
se Ahnlichkeit [14]. Mit dem Programm BrLAST [28] kénnen effizient und
schnell Ahnlichkeiten einer Sequenz zu Sequenzen in einer Datenbank gefun-
den werden. Durch Suche nach offenen Leserahmen kénnen dann Genmodelle
erstellt werden. Tribolium gehort innerhalb der Tierklasse der Insekten zu
den Fluginsekten (Pterygota) und dort zur niedrigsten Ordnung der Ho-
lometabola, den Kifern (Coleoptera). Interessant fiir eine engere Auswahl
bei diesem Ansatz sind die annotierten Gene von Drosophila melanogaster.
Drosophila gehort wie Tribolium zu den holometabolen Insekten. Innerhalb
dieses Ranges aber zur hoheren Ordnung Diptera. Drosophila dient schon
seit Jahrzehnten als genetischer Modellorganismus und die Genomsequenz
dieser Spezies ist seit 2000 bekannt. Demnach miisste auch die Annotation
qualitativ besser sein als bei Insekten mit &hnlichem Verwandtschaftsgrad,
deren Genom aber erst viel spéter sequenziert wurde, wie z.B. Apis melifera
oder Aedes aegypti. Fiir Drosophila existieren umfangreiche Datensammlun-
gen annotierter Gene aus vielen bekannten Datenbankprojekten, wie z.B.
FlyBase [29] oder Ensembl [30].

Eine weitere Moglichkeit ist die Vorhersage mit Parametern einer anderen
Spezies. Dabei konnen die Parameter einer anderen als der mit Tribolium am
engsten verwandten Spezies zufillig am besten sein (siehe Abschnitt 5.1.2).
Die Vorhersage mit iibernommenen Parametern kann aber von sehr schlech-
ter Qualitét sein. Auch wenn die Spezies enger verwandt sind, bedeutet das
nicht, dass die optimalen Parameter die gleichen Werte haben, denn die trai-
nierte Verteilung der Sequenzfolgen betrifft nicht nur die kodierenden Ex-
ons sondern auch nicht-kodierende Bereiche wie z.B. die Sequenzen um die

Spleifsstellen oder allgemein die Sequenzen der Introns. Solche Bereiche sind
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bei verwandten Arten weit weniger konserviert als die kodierenden Bereiche
der Gene [14] und kénnen ganz andere Verteilungsmuster haben. Es kann also
nicht gefolgert werden, welche Parameter das beste Ergebnis liefern wiirden.
Die vorhergesagten Gene konnen wiederum zum Trainieren benutzt werden.
Wiederholungen dieses Vorgangs konnten die Parametereinstellungen fiir das

Genom von Tribolium spezifischer werden lassen.

Die beste Moglichkeit um qualitativ gute Genmodelle zu erhalten bieten
die generierten ESTs. Fiir eine komplette Annotation der Genomsequenz ist
ihre Zahl viel zu gering, fiir das Training von AUGUSTUS aber ausreichend.
Die EST-Sequenzen enthalten spezifische Informationen iiber transkribierte
Genabschnitte und durch Alignment mit der genomischen Sequenz kénnen
aus den ESTs Genstrukturen von Tribolium rekonstruiert werden. Ein EST
reprasentiert meist nur einen Teil der Exons eines Gens. Fiir ein Gen kon-
nen aber mehrere verschiedene ESTs mit Redundanz existieren, so dass im
besten Fall der komplette kodierende Teil durch EST-Sequenzen abgedeckt
werden kann. Uberlappende ESTs gehoren mit grofier Wahrscheinlichkeit zu
dem selben Transkript und kénnen durch Assemblierung zu einer Sequenz
(Assembly) vereinigt werden. Die Gruppierung iiberlappender ESTS zu ei-
nem sogenannten Cluster ist deshalb sinnvoll. Durch Zuordnung revers kom-
plementirer ESTs eines Transkripts zu anderen Clustern entstehen chimére
Assemblies. Um diese Fehler zu vermeiden, ist vor dem Clustern und As-
semblieren der ESTs ein Sequenzvergleich mit der genomischen Sequenz vor-
teilhaft [31]. Bei ESTs, deren Orientierung durch die Sequenz selbst anhand
von Poly-Adenylsdureenden nicht determinierbar ist, kann die Intronsequenz
mit dem Konsensus der Donor- und Akzeptor-Spleifsstellen Aufschluss geben.
Wenn die Genomsequenz sehr genau ist, wird auch die co-Assemblierung von
ESTs unterbunden, die aus den Transkripten eng verwandter Gene generiert
wurden. Die Gruppierung der ESTs ist zuverldssiger, wenn die Zuordnung zu
einem Cluster durch Alignment der gesamten EST-Sequenz mit einem Ab-
schnitt im Genom und Uberlappung mit anderen EST-Sequenzen (solche, die
ebenfalls mit diesem Abschnitt im Genom alignieren) definiert wird und nicht
nur aus Alignments der ESTs untereinander resultiert, da schlechte Sequenz-

qualitit, vor allem an den Randbereichen der ESTs, keine Seltenheit ist [12].
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Aus diesen Griinden sind durch die Kombination aus EST-Genom-Alignment
mit Clustering und Assemblierung die besten Ergebnisse fiir die Rekonstruk-
tion der Transkripte der Gene und der Genstrukturen zu erwarten. Populére
Programme, entwickelt um EST- oder cDNA-Sequenzen mit genomischer DNA
zu alignieren, sind BLAT (32|, siM4 [33], GAP2 |34], SPIDEY [35| und GENE-
SEQER [36]. Es resultieren Spliced-Alignments. Die ESTs représentieren nur
die transkribierten Abschnitte der Gene. An der Position, wo ein Intron in
der genomischen Sequenz zwei Exons trennt, die mit einem EST alignieren,
wird eine Liicke vom Spliced-Alignment-Programm in die Sequenz des ESTs
eingefiigt. Dadurch kann die Genstruktur identifiziert werden. Uberlappen-
de Alignments konnen zu Clustern gruppiert werden. Durch Assemblierung
iiberlappender, konsistenter EST-Sequenzen eines Clusters konnen die Tran-
skriptsequenzen und ihre Intron-Exon-Strukturen erhalten werden. Dieser
Ansatz ist in dem Programm PASA [31] realisiert, dass im Folgenden be-

schrieben ist.

3.3.1 Program to Assemble Spliced Alignments

PAsA wurde von TIGR (The Institute for Genomic Research) u.a. zur Ver-
besserung der Genannotation von Arabidopsis thaliana implementiert und
fiir dieses Projekt erfolgreich [31] eingesetzt. Wenn im Folgenden von ei-
nem Alignment gesprochen wird, ist immer das Spliced-Alignment eines ESTs
mit der genomischen Sequenz gemeint. Die ESTs iiberlappender Alignments
kénnen zu unterschiedlichen Transkripten desselben Gens gehéren. Der PA-
sA-Algorithmus [31] assembliert kompatible, tiberlappende Alignments ei-
nes Clusters. Die folgende Abbildung zeigt ein Cluster iiberlappender Ali-
gnments. Die Alignments a und b sowie b und ¢ dieses Clusters sind kom-

patibel aber die Alignments a und c sind es nicht.
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Alignments sind kompatibel, wenn sie die gleiche Orientierung haben und
wenn im iiberlappenden Bereich die Exons und Introns identische Positio-
nen haben. Ein Assembly aus kompatiblen Alignments kénnte somit einem
Teil oder der kompletten Sequenz eines Transkripts eines Gens entsprechen.

Die Assemblies werden durch Dynamisches Programmieren erhalten.

An dem folgenden Beispiel, das ein Clusters aus iiberlappenden Alignments

darstellt, wird der Algorithmus erléutert.

Fiir ein Cluster iberlappender Alignments werden zunéchst alle Paare kom-
patibler Alignments gebildet und die Alignments werden nach Anfangsposi-
tionen entlang der genomischen Sequenz sortiert. Konsistent sind Alignment
aund ¢, a und d, b und c sowie b und d. Die Alignments werden von links
nach rechts assembliert. Nur kompatible Alignments werden dabei beriick-
sichtigt. Fiir das Beispiel bedeutet das, die Alignments a und ¢ werden as-
sembliert. Fiir die verbleibenden Alignments, im Beispiel sind das Alignment
b und d, wird je von links nach rechts (beginnend bei dem Alignment, fiir
welches das Assembly gesucht wird) und von rechts nach links, ein Assem-
bly gesucht, welches das Alignment zusammen mit der maximalen Anzahl
kompatibler Alignments enthélt. Im Beispiel werden fiir das verbliebene Ali-
gnment b die Alignments b und ¢ sowie die Alignments b und d assembliert.
Fiir das verbliebene Alignment d werden die Alignments b und d sowie die
Alignments a und d assembliert. Diese Assemblies werden nach Anzahl an
enthaltenen Alignments sortiert. Enthalten die gefundenen Assemblies fiir
ein verbliebenes Alignment nun die gleiche Anzahl an Alignments, so wird
beliebig eines gewéhlt (Brian Haas, personliche Mitteilung). Fiir das Bei-
spiel wird fiir das Alignment b das Assembly aus b und c beliebig erwéhlt.
Fiir Alignment d, das Assembly aus b und d. Im Beispiel enthalten beide
der gewdhlten Assemblies die gleiche Anzahl an Alignments. Jetzt wird in

den erneut sortierten Assemblies nach den verbliebenen Alignments gesucht.
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Das Assembly aus b und ¢ enthélt das verbliebene Alignment b und das As-
sembly aus b und d enthélt das verbliebene Alignment d. Somit werden fiir
das Beispiel mit dem PAsA-Algorithmus drei Assemblies erhalten. Méglich
ist auch, dass fiir das verbliebene Alignment b das Assembly aus b und d
zufiillig erwdhlt wird. Dieses Assembly enthilt dann beide verbliebene Ali-
gnments und somit erh#lt man insgesamt nur zwei Assemblies. Theoretisch
gibt es vier alternative Varianten. Gefunden werden aber nur maximal drei
davon. Fiir das Training von AUGUSTUS ist nur ein Transkript eines Gens

von Bedeutung.

Der Algorithmus zur Assemblierung der Alignments ist Teil einer sogenann-
ten Pipeline, einer Folge von automatischen Programmaufrufen, wobei die
Ausgabe eines Programms die Eingabe des néichsten ist. Es handelt sich um
Perl-Skripte, die externe Programme wie BLAT oder SiM4 aufrufen und deren
Ausgabe verarbeiten. Die wichtigsten Schritte und Validierungen, die durch-
gefithrt werden miissen, um aus den EST-Sequenzen und der genomischen
Sequenz Genmodelle mit guter Qualitdt zu erhalten, sind kombiniert und
automatisiert. Die Spliced-Alignment-Programme BLAT und SiM4 werden
eingesetzt um die ESTs mit der genomischen Sequenz zu alignieren. BLAT
wird zuerst verwendet. Die Ergebnisse werden einer Validierung unterzo-
gen. Gefiltert werden die Alignments, die den [GT,GC|/AG Konsensus der
Donor/Akzeptor-Spleifistellen bei allen Introns erfiillen und deren Sequenz
zu min. 90% mit 95% Identitdt aligniert. Alignments, die dieser Validierung
nicht Stand halten, werden SiM4 iibergeben und erneut validiert. Eingabe
ist hier der Sequenzabschnitt des Alignments und fiinf Kb flankierende ge-
nomische Sequenz. Nach diesem Prozess werden Cluster iiberlappender Ali-
gnments durch Single Linkage Clustering [37] gebildet und jedes Cluster
wird jetzt dem PASA Algorithmus iibergeben. Die resultierenden Assemb-
lies enthalten die, aus den ESTs und der genomischen Sequenz beziehbaren
Informationen iiber Transkriptsequenzen und Genstrukturen, die den Vali-
dierungskriterien nach sehr wahrscheinlich sind. Die Pipeline arbeitet mit
einer MysQL-Datenbank zur Speicherung der Zwischen- und Endergebnis-
se. Die Ergebnisse der Assemblierung werden in HTML-Dokumenten einge-

bettet visualisiert. Die Annotationen beschranken sich auf die Exon-Intron-
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Strukturen der assemblierten ESTs und enthalten keine Informationen iiber

offene Leserahmen.

Das PasA-Programmpaket enthilt Perl-Module, mit deren Hilfe ein offener
Leserahmen fiir ein Assembly gesucht und die Genstruktur in GFF3-Format
[38] formuliert werden kann. Ein Perl-Programm, das von diesen Modulen
Gebrauch macht, ist nicht im Paket enthalten, wurde aber von Brian Haas
zur Verfiigung gestellt. Ausgabe dieses Programms ist eine Datei im GFF3-
Format, die teilweise unvollstdndige Gene, deren Aminosduresequenzen eine

definierbare Mindestldnge haben, enthélt.

Die PAsA-Pipeline wurde implementiert, um eine bereits existierende An-
notation einer Genomsequenz durch Vergleiche mit den Ergebnissen der As-
semblierung zu verbessern. Dazu muss diese Annotation in einer definierten
Form in die von PASA benutzte MysQr-Datenbank eingelesen werden. Das
Ergebnis sind Validierungen der Exon-Intron-Strukturen und Ergdnzungen
wie UTRs (untranslated Regions) und alternative Transkripte. Es besteht die
Méglichkeit, eine mit AUGUSTUS erstellte Genannotation mit dieser Option
zu verbessern. Das Ausmaf der Qualitétssteigerung ist dabei von der Anzahl

der Assemblies abhingig.

3.3.2 Realisierung der Datengenerierung

Fiir Alignment, Clustering und Assemblierung der Sequenzdaten von Tri-
bolium castaneum wurde die PASA-Pipeline verwendet. Die Sequenzdaten
beliefen sich zundchst auf das erste Assembly der Genomsequenz und die
EST-Sequenzen der Universitit zu Koln. Aus diesen Daten wurde eine erste
Trainingsmenge an Genmodellen im Wesentlichen nach den im Folgenden
beschrieben Kriterien erstellt. Seit Ende September 2005 ist das zweite As-
sembly und eine umfangreichere Sammlung an EST-Sequenzen, produziert
vom Human Genome Sequencing Center, zugédnglich. Mit diesen Daten wur-

de eine zweite Trainingsmenge generiert.

Fiir das Traininging von AUGUSTUS miissen die Daten im GenBank-Format
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vorliegen. Die Annotationen der zum Training verwendeten Genmodelle soll-
ten mit grofser Wahrscheinlichkeit korrekt sein und eine ausreichende Menge
an Modellen ist notig. Nur die kodierenden Teile eines Gens und ein kleiner
Sequenzabschnitt um den Translationsstart sind fiir das Training von Be-
deutung. Eine korrekte Annotation des ersten Exons ist fiir den Prozess des
Trainings wesentlich wichtiger als ein korrekt annotiertes terminales Exon.
So kénnen auch Gene verwendet werden, deren Start bekannt ist, aber deren
Stopp nur vermutet werden kann. Nach diesen Anforderungen wurden die

Assemblies gefiltert und die Genmodelle erstellt.

Die mit PAsA erstellten Annotationen iiber die Lage von Exons und In-
trons wurden durch Suche nach offenen Leserahmen in der assemblierten
Transkriptsequenz vervollstdndigt. Dazu bieten einige der in Perl implemen-
tierten Module des PASA-Programmpaketes geeignete Funktionen. Die im-
plementierten Perl-Skripte, die von diesen Modulen Gebrauch machen und
welche die im Folgenden beschriebenen Schritte ausfiihren, kénnen der beilie-
genden CD entnommen werden. Die notigen Informationen iiber die Assem-
blies wurden aus der von PASA benutzten MysQL-Datenbank entnommen.
In Anlehnung an die, von den Modulen gebotenen Moglichkeiten wurde fiir
jedes Assembly ein Objekt erstellt. So konnen die Informationen iiber Exon-
Intron-Strukturen und Nukleotid- und Proteinsequenzen auf einfache Weise
verdndert, ergidnzt oder abgefragt werden. Fiir die Sequenzen der Assemblies
wurde der langste offene Leserahmen gesucht. Dieser erfiillt die folgenden

Kriterien:

1. Ein Stoppkodon im gleichen Leserahmen innerhalb der Sequenz des

Assemblies vor dem Startkodon.

2. Eine Mindestlinge von 100 Kodouns.

Genmodelle, die ein Stoppkodon in der Sequenz des Assemblies enthalten,
werden als komplett aufgefasst. Fiir andere Modelle wurde ein Stoppkodon
in der, an die Sequenz des Assemblies angrenzenden, genomischen Sequenz
gesucht. Dieses Stoppkodon ist aber nur eine Mutmafung. Es ist mdglich,
dass noch ein weiteres Exon folgt und das gefundene Kodon in der Sequenz

eines Introns liegt.
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Die Genmodelle miissen in GenBank-Format an AuUGUSTUS iibergeben wer-
den. Eine detaillierte Ubersicht iiber die Definitionen dieses Formats ist un-
ter der URL [27] gegeben. Zur Formulierung dieses Sequenzformats wurden
Funktionen der Perl-Module Bio::SeqFeature::Generic und Bio::SeqlO aus
dem Programmpaket BIOPERL verwendet. Die Dokumentationen und das
gesamte Programmpaket oder einzelne Module sind unter der URL [39] ver-
offentlicht. Eine Sequenz der GenBank-Datei kann mehrere Gene enthalten
und diese kdnnen auf dem Plus- oder Minus-Strang annotiert sein. Die Gene
einer Sequenz diirfen sich aber nicht iiberlappen. Pro Gen ist somit auch nur
ein Transkript zuldssig. Aus alternativen Transkripten oder iiberlappenden

Genen wurde eines nach den folgenden Regeln erwéhlt.

1. Sind unter den iiberlappenden Modellen komplette Gene, werden alle
anderen verworfen und es wird nach den weiteren Regeln nur zwischen

diesen gewdahlt.

2. Die grofite Anzahl an Exons wird bevorzugt, da dies zum Training der

Intron-Modelle von AUGUSTUS von Vorteil ist.

3. Bei gleicher Anzahl an Exons wird die ldngste kodierende Sequenz be-

vorzugt.

Die Trainingsmenge sollte nicht-redundant sein. Die kodierten Aminosau-
resequenzen sollten nur zu maximal 70% identisch sein, da sonst eine be-
stimmte Verteilung von Nukleotiden zu grofse Préferenz erlangt (Dr. Mario
Stanke, personliche Mitteilung). Um dies zu iiberpriifen wurden die Amino-
sduresequenzen der gewihlten Genmodelle in einer Datei im Fasta-Format
[42] zusammengefasst und ihre Ahnlichkeiten mit einer BLAST-Suche (Das
Programm BLAST ist in Abschnitt 4.2 beschreiben) festgestellt. Verwendet
wurde das Programm BLASTP, fiir die Suche mit einer Sequenz aus Amino-
sduren in einer Datenbank aus Aminosiuresequenzen. Die Ausgabe wurde
nach Treffern, sogenannten High Scoring Segment Pairs (HSPs) (siehe Ab-
schnitt 4.2) durchsucht, die min. 70% Identitdt mit dem Suchmuster haben.
Die entsprechenden GenBank-Sequenzen mit diesen Genmodellen wurden

verworfen. Fiir das Training der Splice-Site-Modelle von AUGUSTUS wird
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eine Datei erstellt, welche die Spleifsstellen der Genmodelle mit jeweils 40
Nukleotiden flankierender Sequenz enthélt. Diese kann beim Training von

AUGUSTUS mit iibergeben werden.

3.4 Training von AUGUSTUS

Der Prozess des Trainings von AUGUSTUS ist mit dem Skript optimize_-
augustus.pl automatisiert. Die folgenden Daten wurden fiir den Prozess

erstellt:

e Fine Menge wahrscheinlich vollstindiger Genmodelle im GenBank-
Format, die zur Evaluierung und Ermittlung der Parameter wahrend
des Trainings eingesetzt werden. Die GenBank-Sequenzen enthalten
nur solche Gene, deren Stoppkodon in der Sequenz des Assemblies ent-

halten ist.

e Eine Menge an Genmodellen im GenBank-Format, die nur zur Ermitt-
lung der Parameter eingesetzt werden. Diese GenBank-Sequenzen ent-
halten mindestens ein Modell, dessen Stoppkodon durch Verlingerung

in die genomische Sequenz gefunden wurde.

e Eine Menge an Genmodellen im GenBank-Format, die zufillig aus allen
wahrscheinlich vollstindigen Genmodellen ausgewéhlt wurden. Diese
dienten nach Abschluss des Prozesses zum Testen der erreichten Qua-

litat.

e Eine Zusammenstellung der Spleifistellen aller Genmodelle, die jeweils
40 Nukleotide flankierende Sequenz von beiden Seiten der Spleifsstellen
enthalt.

Die unvollstdndigen Genmodelle, deren Stoppkodon nicht in der Sequenz
des Assemblies gefunden wurde, werden nur zur Ermittlung der Parameter
herangezogen und nicht fiir ihre Evaluierung. Ein unvollstindig annotiertes
Gen konnte vollstdndig und korrekt vorhergesagt werden, wird aber als falsch
positives Ergebnis gewertet. Das kdnnte giinstige Parametereinstellungen be-
nachteiligen. Das Optimierungsskript liest aus einer Datei die Metaparame-

ter, welche optimiert werden sollen und die Spanne ihrer méglichen Werte
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aus. Fiir das Training wurde die Datei generic_metapars.cfg iibergeben.

Die erste fiir Tribolium optimierte Version von AUGUSTUS wurde nicht mit
dem Skript optimize_augustus.pl erstellt. Es wurde ein vorhandenes Skript
verwendet, das ohne die beschriebene Kreuzvalidierung arbeitet und nicht
zwischen kompletten und anderen Modellen unterscheidet. Die Menge an
Genmodellen fiir das erste Training entstand aus dem ersten Assembly der
Genomsequenz und den EST-Daten der Universitdt zu Koln. Die Daten kon-

nen der beiliegenden CD entnommen werden.
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Kapitel 4

Vergleichende Genomanalyse
zwischen Tribolium castaneum,
Drosophila melanogaster und

Homo sapiens

Die vergleichenden Analysen der Genome von Tribolium castaneum, Droso-
phila melanogaster und Homo sapiens beziehen sich auf die Proteine, die bei
Drosophila melanogaster und im menschlichen Genom bereits identifiziert
sind und fiir Tribolium castaneum mit AUGUSTUS vorhergesagt wurden. Die
Bedeutung der Genomsequenz von Tribolium castaneum fiir die Identifizie-
rung homologer Proteine in Mensch und Drosophila melanogaster soll unter-
sucht werden. Dabei sind mit homologen Proteinen solche gemeint, die von
einem gemeinsamen Vorldufer abstammen. Homologe Proteine zeigen oft
divergente Entwicklung in verschiedenen Spezies [14]|. Die durchgefiihrten
Analysen sollen weiterhin zeigen, ob menschliche Proteine gefunden werden
kénnen, zu denen in Drosophila keine Homologen identifizierbar sind, die

aber signifikante Ahnlichkeit zu Proteinen aus Tribolium haben.

Besonderes Interesse gilt im Allgemeinen der Aufklirung der Funktionen
menschlicher Proteine. Fiir die Klassifizierung der Funktion eines Proteins

kénnen homologe Proteine genetisch leicht manipulierbarer Organismen hilf-

32



reich sein, da viele Funktionen durch die Auswirkung ihres Fehlens auf den
Phéanotyp (knock-out Mutationen) eingeordnet werden konnen und dies nur

in genetisch manipulierbaren Modellorganismen untersucht werden kann.

Ein solcher Modellorganismus ist Drosophila melanogaster. Innerhalb des
Tierstammes der Arthropoden (Gliederfiifer) wird Drosophila in Bezug auf
Flexibilitat und Moglichkeiten der genetischen Manipulation bislang von kei-
ner anderen Spezies iibertroffen [2]. Die Suche nach homologen Proteinen fiir
Funktionsanalysen in Drosophila melanogaster ist daher keine Seltenheit. Ho-
mologe Proteine konnen meist an ihrer wesentlichen Sequenzihnlichkeit und
an konservierten Aminosdureresten erkannt werden [14]. Oft haben homo-
loge Proteine gleiche oder noch &hnliche Funktionen. Die Ahnlichkeit von
Aminosiuresequenzen kann #hnliche Proteinstrukturen und somit dhnliche
Funktionen bedeuten. Ahnliche Funktionen der Proteine bedeuten aber nicht
unbedingt eine Ahnlichkeit der Aminosiuresequenzen. Die divergente Ent-
wicklung kann zu drastischen Verdnderungen der Aminoséuresequenz fiithren,
denn fiir den Erhalt der Funktion eines Proteins kénnen nur wenige Ami-
noséuren essentiell sein [14]|. Aus diesemn Grund ist es vorteilhaft, mehrere
Genome genetischer Modellorganismen fiir die Suche nach Homologien zur
Verfiigung zu haben. Es ist beispielsweise moglich, dass fiir ein menschliches
Protein kein homologes Protein in Drosophila melanogaster iiber direkten
Vergleich identifizierbar ist. Ein Vergleich des menschlichen Proteins mit Se-
quenzen von Tribolium castaneum kann aber ein positives Ergebnis haben.
Dieses Protein aus Tribolium bietet eine neue Chance, das gesuchte Protein
in Drosophila zu finden oder aber mit Tribolium als Modellorganismus zu
arbeiten. Denn ein Experiment mit Tribolium als Modellorganismus kann

Erfolg haben, wenn sich Drosophila nicht eignet.

Die Bedeutung der Genomsequenz von Tribolium castaneum fiir die Identi-
fizierung homologer Proteine in Drosophila melanogaster und Mensch kann
durch Betrachtung bestimmter Mengen homologer Proteine aus den drei
Spezies eingeschitzt werden. Signifikante Sequenzédhnlichkeit ist dabei das
Kriterium, an dem eine Homologie erkannt wird. Interessant ist ein Sequenz-

vergleich der Proteine von Tribolium mit den menschlichen Proteinen, fiir
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die in Drosophila keine homologen Proteine gefunden wurden. Fiir Proteine
aus Tribolium, die bei diesem Vergleich durch signifikante Sequenzéhnlich-
keit auf eine mogliche Homologie schliefien lassen, ist ein Sequenzvergleich

mit Proteinen von Drosophila wiederum interessant.

Werden in Drosophila Proteine mit signifikanter Sequenzdhnlichkeit zu die-
sen Proteinen aus Tribolium gefunden, kann das bedeuten, dass die mensch-
lichen Proteine, die ebenfalls signifikante Sequenzéhnlichkeit mit diesen Pro-
teinen aus Tribolium haben, zu den entsprechenden Proteinen aus Drosophila
homolog sind. Solche Proteine aus Tribolium konnten die Suche nach Homo-
logien zwischen Mensch und Drosophila entscheidend unterstiitzen, denn der

direkte Vergleich zwischen Mensch und Drosophila liefert kein Ergebnis.

Werden in Drosophila keine Proteine mit signifikanter Sequenzéhnlichkeit
zu diesen Proteinen aus Tribolium gefunden, gibt es fiir die betrachteten
menschlichen Proteine vermutlich nur Homologe in Tribolium. Auch der Se-
quenzvergleich mit Proteinen aus Tribolium konnte eine eventuell vorhande-
ne Homologie nicht »aufdecken«. Solche Proteine zeigen die Bedeutung der

Genomsequenz von Tribolium castaneum in besonderem Male.

Allgemein kann aber auch die Bestétigung einer identifizierbaren oder be-
kannten Homologie zwischen Mensch und Drosophila durch Vergleich mit
Sequenzen von Tribolium bedeutsam sein. Um die Bedeutung der Genomse-
quenz von Tribolium castaneum fiir die Suche nach Homologien zu mensch-
lichen Proteinen zu betrachten, miissen die Ahnlichkeiten der Proteine zwi-

schen den drei Spezies identifiziert und klassifiziert werden.

4.1 Datenquellen

Die verwendeten Proteinsequenzen aus Tribolium castaneum wurden durch
Genvorhersage mit AUGUSTUS erhalten. Vorhergesagt wurden 15309 Gene.
Die Ausgabe von AUGUSTUS enthilt eine Ubersetzung der vorhergesagten

kodierenden Abschnitte in Aminosiuresequenzen, die iibernommen wurde.
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Fiir Drosophila melanogaster und Mensch wurden die vom Ensembl-Projekt!
erstellten Proteinsammlungen fiir diese Spezies verwendet. Informationen
tiber das Projekt konnen unter der URL [30] recherchiert werden. Die Prote-
insequenzen sind Ubersetzungen der von Ensembl annotierten Gene. Verwen-
det wurden nur Proteinsequenzen, die auch in den Datenbanken Swiss-Prot,
RefSeq oder SPTrEMBL enthalten sind (hier kann man von bekannten Ge-
nen ausgehen [30]) und solche, die auf der Basis von Vergleichen mit nah
verwandten Spezies vorhergesagt wurden. Es sind keine Sequenzen enthal-
ten, die durch ab initio Genvorhersage annotiert wurden. Die Sammlung an
Proteinen aus Drosophila melanogaster besteht aus 19369 Proteinen und die
Sammlung an menschlichen Proteinen enthélt 33869 Sequenzen. Die Daten

kénnen der beiliegenden CD entnommen werden.

4.2 Identifizierung homologer Proteine

Homologe Proteine kénnen auf Grund ihrer Sequenzdhnlichkeit identifiziert
werden. Zur Klassifizierung der Proteine in Homologe und Andere wurden
die Aminosduresequenzen untereinander verglichen. Eingesetzt wurde dafiir
das populdre Alignment-Programm BLAST (Basic Local Alignment Search
Tool) [25].

Das Programm BLAST

BLAST ist ein Programmpaket fiir verschiedene Sequenzvergleiche zur Suche
nach Ahnlichkeiten einer Sequenz (Query) zu Sequenzen aus einer Daten-
bank. Der Algorithmus ist aus Griinden der Schnelligkeit heuristisch und
versucht, optimale lokale Alignments zwischen dem iibergebenen Muster und
den Sequenzen der Datenbank zu finden. Das bedeutet, ein gefundenes lo-
kales Alignment muss nicht das Optimale sein. Ein lokales Alignment ist
ein Alignment zwischen zwei Sequenzen, das sich nur auf einen Teil der
Gesamtsequenz beschriankt. Fiir die Funktion eines Proteins sind oft nur
die Aminosduren einer oder einiger Doménen essentiell, vor allem die der

Active-Site des Proteins, des Zentrums der katalytischen Aktivitat [14]. Die

! Gemeinschaftsprojekt zwischen EMBL-EBI (European Molecular Biology Laboratory-

European Bioinformatics Institut).
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Erhaltung der Funktion ist bei der divergenten Entwicklung homologer Pro-
teine oft gegeben und somit sind die dafiir essentiellen Aminoséurereste meist
konserviert. Die Suche nach lokalen Alignments ist fiir die Identifikation ho-

mologer Proteine also gerechtfertigt.

BLAST-Algorithmus

Fiir die Interpretation der Ergebnisse einer BLAST-Suche ist es vorteilhaft
zu wissen, wie diese generiert werden. Die » Suchsequenz« wird in kurze Ab-
schnitte (Worte) zerlegt. Fiir Proteinsequenzen ist die Lange der Worte drei.
Fiir jedes Wort wird eine Liste mit &hnlichen Wortern gleicher Linge ange-
legt und die Ahnlichkeit wird mit einem Score bewertet. Fiir Proteinsequen-
zen wird fiir die Bewertung der Ahnlichkeit eine sogenannte Scoring Matriz
benutzt. Diese Matrix enthélt fiir je zwei Aminosduren einen Wert, der die
Wabhrscheinlichkeit représentiert, mit der diese beiden Aminosiduren im Lauf
der Evolution gegeneinander ausgetauscht wurden. Dabei werden u.a. die
chemischen Eigenschaften und die Molekiilstrukturen der Aminosiuren be-
riicksichtigt. Der Austausch einer Aminosédure mit essentieller Bedeutung fiir
die Funktion des Proteins gegen eine Aminosdure mit dhnlichen Eigenschaf-
ten ist wahrscheinlicher als der Tausch gegen eine Aminosiure ganz anderer
Art. Auch die Werte fiir zwei Paare jeweils gleicher Aminoséuren kénnen
sich unterscheiden. Der Score ergibt sich durch Aufsummierung der Bewer-
tungen jeder einzelnen alignierten Position. Die Einfiigung einer Liicke (gap)
zwischen den alignierten Positionen, die eine Insertion oder Deletion wider-
spiegelt, wird dabei negativ bewertet. Mit der Liste der Worter wird nach
Ubereinstimmungen in den Sequenzen der Datenbank gesucht. Treffer mit
Wortern, deren Score einen festgelegten Wert iiberschreitet, werden zu bei-
den Seiten solange verldngert, bis der Score des Alignments, der durch die
Verldngerung erreicht wird, den bislang erreichten maximalen Score um einen
festgesetzten Wert unterschreitet. Diese Alignments werden als High Scoring
Pairs (HSPs) bezeichnet. HSPs, die eine bestimmte statistische Signifikanz
haben oder deren Score einen festgesetzten Wert iiberschreitet, werden dann

vom Programm als Ergebnis ausgegeben.
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Um die Ergebnisse beurteilen zu kénnen, werden zwei Werte fiir jedes Ali-
gnment errechnet. Zum einen der E-Wert, der die statistische Signifikanz des
Treffers widerspiegelt und zum anderen der Bitscore, eine Normalisierung
des errechneten Scores, mit dem Ziel diesen vergleichbar zu machen, ohne
das verwendete Bewertungssystem beriicksichtigen zu miissen. Bei der Be-
trachtung des Bitscores muss nur die Grofse des Suchraumes beriicksichtigt
werden. Der von Blast berechnete E-Wert ist eine Schitzung der erwarte-
ten Anzahl der Treffer mit einem Score grofer oder gleich dem Score des
betrachteten Treffers, wenn die Eingabesequenz und die Datenbank zufillig

erzeugt wurden.

Fiir die Bewertung der Ergebnisse der BLAST-Suche wird der E-Wert der
Hits herangezogen, denn der E-Wert setzt den Bitscore des Treffers in Bezug
zur Grofe des Suchraumes. Je kleiner der E-Wert, umso wahrscheinlicher ist

eine Homologie zwischen Suchmuster und Treffer.

BLASTP-Ausgabe

Fiir die Suche nach Homologien wurde das Programm BLASTP, Version 2.2.8
|28], fiir Vergleiche von Aminoséuresequenzen verwendet. Die Ausgabe des
Programms enthélt detaillierte Informationen iiber die erhaltenen Treffer,
nach absteigender Signifikanz sortiert. Eine Sequenz kann mehrere lokale
Alignments (HSPs) enthalten, deren Bitscore und E-Wert zu einem Treffer
(Hit) zusammengefasst werden. Jede Sequenz einer Datenbank ist im All-
gemeinen mit einem eindeutigen Identifikator versehen (Accession-Nummer,
gi-Nummer). In der Ausgabe folgt die Auflistung der Bezeichner zusammen
mit dem Bitscore und dem E-Wert der Hits nach Angabe der Query und der

Datenbank, die durchsucht wurde:

Query= gi|73486646|gb|AAJJ01000001.1]:g1.t1
(322 letters)

Database: Homo_sapiens.NCBI35.nov.pep.fa
33,869 sequences; 16,881,503 total letters

Searching........ .. i e done



Score E

Sequences producing significant alignments: (bits) Value
ENSP00000318351 pep:known-ccds chromosome:NCBI35:6:80873083:8111... 486 e-137
ENSP00000348880 pep:known-ccds chromosome:NCBI35:6:80873083:8111... 486 e-137

Nach dieser Auflistung erfolgen fiir jeden Hit die Angaben aller lokalen
Teiltreffer (HSPs) mit dem Score und dem E-Wert:

Score = 486 bits (1250), Expect = e-137
Identities = 219/322 (68%), Positives = 275/322 (85})

Query: 1  MNMFQAINNALDLALKQDESALIFGEDVAFGGVFRCTMGLQSKYGPGRVFNTPLCEQGIV 60
MN+FQ++ +ALD +L +D +A+IFGEDVAFGGVFRCT+GL+ KYG RVFNTPLCEQGIV
Sbjct: 71 MNLFQSVTSALDNSLAKDPTAVIFGEDVAFGGVFRCTVGLRDKYGKDRVFNTPLCEQGIV 130

Ein E-Wert von 0 bedeutet, dass der Wert kleiner als 107180 ist.

Durchfithrung der Suche nach Homologien

Die Proteine, welche die Bedeutung der Genomsequenz von Tribolium casta-
neum andeuten, wurden aus den Ausgaben der drei, im Folgenden beschrie-

benen BLAST-Suchen extrahiert:

1. Alle Sequenzen der Sammlung an menschlichen Proteinen wurden als
Query verwendet, um in der Sammlung der Proteine von Drosophila

melanogaster Homologien zu finden.

2. Alle Sequenzen, die im Genom von Tribolium castaneum mit AUGUS-
TUS vorhergesagt wurden, wurden als Query verwendet, um in der

Sammlung der menschlichen Proteine Homologien zu finden.

3. Alle Sequenzen, die im Genom von Tribolium castaneum mit AUGUS-
TUS vorhergesagt wurden, wurden als Query verwendet, um in der
Sammlung der Proteine von Drosophila melanogaster Homologien zu
finden.
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Aus der ersten Suche sind nur solche menschlichen Proteine interessant, fiir
die in Drosophila keine Proteine mit signifikanter Sequenzéhnlichkeit ge-
funden werden. Diese menschlichen Proteine werden als (negative Treffer)
dieser BLAST-Suche aus der Ausgabe selektiert. Die Proteine aus Tribolium
mit signifikanter Ahnlichkeit zu einem negativen Treffer der ersten Suche,
sind von Bedeutung. Fiir die zweite BLAST-Suche werden solche Proteine
aus Tribolium als positive Treffer aufgefasst. Aus dem Ergebnis der dritten
BLAST-Suche werden fiir diese Proteine Treffer mit Proteinen aus Drosophila
gesucht, die signifikante oder sehr geringe Sequenzéhnlichkeit andeuten. Fiir
die dritte BLAST-Suche sind diese Proteine von Triboliumn die positiven bzw.

negativen Treffer.

Selektion und Klassifizierung der relevanten Treffer

Der E-Wert der Treffer der BLAST-Suche dient der Klassifizierung in positi-
ve oder negative Treffer. » Positive« und »negative« Grenzen fiir den E-Wert
werden definiert. Fine Query, die einen Treffer mit einer Sequenz der Daten-
bank hervorbringt, dessen E-Wert kleiner oder gleich der definierten positiven
Grenze fiir den E-Wert ist, wird als positiver Treffer bezeichnet. Eine Query,
die nur Treffer mit Sequenzen der Datenbank hervorbringt, deren E-Werte
grofer oder gleich der definierten negativen Grenze fiir den E-Wert sind, wird

als negativer Treffer bezeichnet.

Proteine mit signifikanter Sequenzéhnlichkeit, die deshalb wahrscheinlich Ho-
mologe sind, haben im Allgemeinen einen kleinen E-Wert. Bis zu einem E-
Wert von maximal 10~? kénnte wahrscheinlich eine Homologie vorliegen. Bei
grokeren E-Werten wird die Wahrscheinlichkeit einer Homologie immer ge-
ringer, denn die meisten homologen Proteine haben sehr dhnliche Sequenz-
folgen. Ab welchem Wert eine Homologie mit geniigend grofer Sicherheit
vorliegt muss vorsichtig eingeschétzt werden und ist eine sehr wage Mut-
mafung. Im Zweifelsfall kann eine Betrachtung der HSPs hilfreich sein. Es
bietet sich deshalb an, die relevanten Informationen aus den Ergebnissen der
BLAST-Suchen in einer Datenbank bereitzustellen. Mit einer erstellten Such-

maske kann die Datenbank benutzerfreundlich mit einem Webbrowser nach
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den Treffern durchsucht werden, die gewiinschte Kriterien erfiillen. Grenzen
fiir die E-Werte positiver und negativer Treffer sind definierbar und es ist
auswihlbar, ob positive oder negative Treffer einer bestimmten Suche gezeigt
werden sollen. Fiir jeden Treffer konnen die HSPs iiber einen einen Link (den

E-Wert des positiven oder negativen Treffers) aufgerufen werden.
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Kapitel 5
Ergebnisse

Im Folgenden sollen die ermittelten Ergebnisse dargestellt und diskutiert
werden. Aufgabe war, AuGUSsTUS auf die spezifische Genomsequenz von
Tribolium castaneum zu trainieren, um die anstehende Annotation dieser
Sequenz mit einer qualitativ guten Genvorhersage zu unterstiitzen. Das Er-
gebnis der Genvorhersage ist ein erster Ausgangspunkt fiir eine vergleichen-
de Genomanalyse mit Drosophila melanogaster und Homo sapiens mit dem
Ziel, die Bedeutung der Genomsequenz von Tribolium fiir die Identifikati-
on homologer Proteine in Mensch und Drosophila zu analysieren. Weiterhin
wird angenommen, dass in Tribolium Proteine gefunden werden konnen, die
signifikante Ahnlichkeit zu Proteinen des Menschen aufweisen, so dass ei-
ne Homologie vermutet werden kann, obwohl in Drosophila keine homologen
Proteine zu diesen menschlichen Sequenzen identifiziert werden kénnen. Die-

se Annahme soll mit Argumenten belegt werden.

5.1 Genannotation

Ein gutes Ergebnis fiir das Training von AuGUSTUS auf die Genomsequenz
von Tribolium castaneum ist zu erwarten, wenn die dazu benotigten Genmo-
delle aus EST-Sequenzdaten erstellt werden. Diese Daten sind direkte Hin-
weise fiir exprimierte Genstrukturen. Die vom Human Genome Sequencing
Center erstellten EST-Sequenzen wurden verwendet, um eine Menge an Gen-

modellen zu erhalten. AUGUSTUS konnte mit diesen Genmodellen erfolgreich
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trainiert werden. Im Folgenden werden die Ergebnisse der durchgefiihrten

Schritte analysiert.

5.1.1 Analyse der Trainingsdaten

Die Ergebnisse des Trainings sind entscheidend von der Menge und der Qua-
litét, der verwendeten Genmodelle abhéngig. Intuitiv klar ist die Relation:
je grofer die Menge und je besser die Qualitidt desto grofer ist der zu erwar-

tende Erfolg.

Eine Verbesserung der Qualitidt der Ausgangsdaten ist mit den beschriebenen
Sequenzvalidierungen zu erwarten, wenn die Daten Verunreinigungen durch
fremde Sequenzen aufweisen oder andere, von den Validierungsprogrammen
erkannte Fehler beinhalten. Der EST-Screen des Human Genome Sequencing
Center ergab 35649 Sequenzen. Nur 733 dieser Sequenzen wurden von dem
Programm seqclean nach den in Abschnitt 2.5 beschriebenen Kriterien als
qualitativ zu schlecht bewertet und verworfen. Die Betrachtung der Langen
der EST-Sequenzen kann die Einschitzung der Qualitét erleichtern. Kurze
Sequenzen (weniger als 400 Bp) sind zwar von guter Qualitiat, decken aber
mit grofer Wahrscheinlichkeit nur die Enden der exprimierten Genbereiche
ab. Zu lange EST-Sequenzen (ldnger als 1000 Bp) sind wegen der technischen
Grenzen oft von schlechter Qualitdt, vor allem an den Randbereichen. Von
den 34916 EST-Sequenzen sind nur 4544 kiirzer als 700 Bp und 8782 kiirzer
als 800 bp. 1785 der Sequenzen sind ldnger als 1000 Bp und 562 sind langer
als 1100 Bp. Die ESTs haben im Durchschnitt eine Linge von 837 Bp. Das

ist ein guter Kompromiss zwischen Qualitdt und Lénge.

Die Genmodelle fiir das Training von AUGUSTUS wurden aus diesen EST-
Sequenzen und dem zweiten Assembly der Genomsequenz mit der PASA-
Pipeline erstellt. Mit dem Transkript-Genom Alignmentprogramm BLAT,
das wie auch das Transkript-Genom Alignmentprogramm SiM4 Teil der Pi-
peline ist, konnten 9235 der EST-Alignments den in Abschnitt 3.3.1 beschrie-
benen Validierungen des Programms Stand halten. 2081 der mit BLAT ge-

nerierten Alignments, die verworfen wurden, entsprachen den geforderten
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Kriterien nach Bearbeitung mit simM4. Die 11316 EST-Alignments wurden in
3424 Cluster gruppiert aus denen von PAsA 3691 Assemblies erstellt wurden.
Ein Cluster enthélt alle EST-Sequenzen, die einem Gen zugeordnet werden
konnen und ein Assembly ist eine wahrscheinliche, eventuell unvollstdndige
Sequenz eines Transkripts. In Abbildung 5.2 ist ein Beispiel fiir ein Cluster
von EST-Alignments und den daraus resultierenden Assemblies dargestellt.
Aus diesem Cluster wurden drei Assemblies erhalten. Die Abbildung 5.3 zeigt
die drei Gruppen kompatibler Alignments dieses Clusters und die resultie-
renden Assemblies. Abbildung 5.1 zeigt die H&ufigkeiten der ESTs fiir die
einzelnen Assemblies. Wenige Assemblies wurden aus vielen ESTs konstru-
iert und viele der Assemblies bestehen nur aus wenigen ESTs. 1824 Assemblies
wurden nur aus einer Sequenz erstellt und 944 aus zwei kompatiblen Sequen-
zen. 923 Assemblies wurden aus mehr als zwei kompatiblen EST-Sequenzen
erstellt. Je mehr ESTs pro Assembly, umso grofer ist die Wahrscheinlichkeit

das das komplette Transkript rekonstruiert werden kann.
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Abbildung 5.1: Die Abbildung zeigt die Haufigkeiten der EST fiir die, mit der

PAsA-Pipeline erstellten Assemblies.
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Abbildung 5.2: Dargestellt ist ein Cluster aus iiberlappenden Alignments

und die von PASA daraus erstellten Assemblies.
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Abbildung 5.3: Die Abbildung zeigt die Gruppen konsistenter Alignments

aus Abbildung 5.2 und die resultierenden Assemblies.

876 der Assemblies aus 601 Sequenzen sind Genmodelle, die bestimmte
Kriterien erfiillen und fiir das Training von AUGUSTUS verwendet wurden.
Es handelt sich um Sequenzen mit einem offenen Leserahmen, der eine Min-
destldnge von 100 Aminosduren hat. Vor dem Startkodon gibt es ein Stopp-
kodon im gleichen Leserahmen. Das den offenen Leserahmen begrenzende
Stoppkodon wurde entweder in der Sequenz des Assemblies gefunden oder
stromabwérts in der genomischen Sequenz. Abbildung 5.4 zeigt die H&u-
figkeitsverteilung der EsTs fiir diese Assemblies. 236 Assemblies entstanden
aus nur einem EST und 169 durch Assemblierung von zwei kompatiblen EST-
Sequenzen. 471 der Assemblies entstanden durch Assemblierung von mehr
als zwei konsistenten EST-Sequenzen. Die meisten Genmodelle wurden aus

mindestens zweil EST-Sequenzen erstellt. Die Redundanz der ESTs ist also
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offenbar von Bedeutung fiir die Rekonstruktion der Genmodelle.

Fiir 570 Genmodelle wurde das Stoppkodon in der Sequenz des Assemb-
lies gefunden. Sequenzen, die Gene enthalten, deren Stoppkodon nicht in der
Sequenz des Assemblies gefunden wurde, kénnen nicht zur Evaluierung im
Laufe des Trainings und auch nicht fiir die Bewertung der Qualitdt der Vor-
hersagen nach Abschluss der Parameterbestimmung herangezogen werden.
Das gefundene Stoppkodon kann durchaus in der Sequenz eines Introns lie-
gen, wenn noch ein weiteres Exon folgt. Das nicht annotierte Exon kann von
AUGUSTUS richtig erkannt werden, wird aber als falsch-positive Vorhersage
gezéhlt und verfilscht im Prozess der Evaluierung der verdnderten Parameter
und bei der abschlieffenden Bewertung der erreichten Qualitdt die Spezifitét

der Vorhersage. Das konnte optimale Parameter benachteiligen.

In Abbildung 5.5 und 5.6 sind die Haufigkeiten der Lingen der Aminosiu-
resequenzen dargestellt, die zum Training verwendet wurden. Modelle mit
ausreichend langen Aminosduresequenzen sind sehr wahrscheinlich komplette
Gene. Die Modelle haben eine durchschnittliche Linge von rund 420 Amino-
sduren. Wenige der Sequenzen sind sehr lang oder sehr kurz. Das entspricht
den erwarteten Werten. Proteine aus D. melanogaster haben ebenfalls die-
se Durchschnittsliange [14] und Héaufigkeitsverteilung. Um den Prozess des
Trainings zu beschleunigen und um die Anzahl nicht annotierter Gene, die
bei richtiger Vorhersage falsch-positive Ergebnisse ergeben, zu reduzieren,
wurden die flankierenden Bereiche stromaufwirts (5-Richtung) des ersten
annotierten Gens und stromabwérts (3’-Richtung) des letzten annotierten

Gens bis auf 3000 Nukleotide verworfen.
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Abbildung 5.4: Dargestellt sind die Haufigkeiten der ESTs fiir die Assemblies,

aus denen die Genmodelle fiir das Training von AUGUSTUS entstanden.
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Abbildung 5.5: Die Abbildung zeigt die Haufigkeiten der Proteinldngen wahr-
scheinlich kompletter Genmodelle aus der Menge der zum Training von Au-

GUSTUS benutzten Modelle.
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Abbildung 5.6: Die Abbildung zeigt die Haufigkeiten der Proteinléngen von
Genmodellen, deren Stoppkodon nicht in der Sequenz des Assemblies ge-

funden wurde aus der Menge der zum Training von AUGUSTUS benutzten
Modelle.

5.1.2 Ergebnisse des Trainings von AUGUSTUS

Fiir die Bewertung der Qualitdt einer Genvorhersage wird im Allgemeinen
die Sensitivitat und die Spezifitit betrachtet. AUGUSTUS sagt in einer Nu-
kleotidsequenz fiir ein Gen die Positionen der kodierenden Exons vorher. Mit
Vorhersage ist im folgenden die Vorhersage der Positionen dieser Exons eines

Gens gemeint.

AUGUSTUS ermittelt bei Ubergabe von Sequenzen im GenBank-Format eine
Statistik {iber Sensitivitdt und Spezifitit der Vorhersage. TP (true positives)
bezeichne die Anzahl der korrekten Vorhersagen und FN (false negatives) die
Anzahl der nicht vorhergesagten Annotationen. Die Sensitivitédt ist folgen-

dermafien definiert:

TP

ensitivita TP+FN
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Die Sensitivitéit ist die Prozentangabe der richtigen Vorhersagen aus der
Menge aller Annotationen. Die Summe aus TP und FN ist gleich der Anzahl
der Annotationen. Fp (false positives) bezeichne die Anzahl falscher Vorher-

sagen. Die Spezifitét ist wie folgt definiert:

TP
TP+ FP

Spezifitit :=
Die Sperzifitdt ist der Prozentsatz der richtigen Vorhersagen aus der Menge

aller Vorhersagen.

Die Menge an TP und FP und daraus Sensitivitit und Spezifitit werden
drei Mal errechnet. Erstens fiir den Genlevel. Dabei wird ein vorhergesagtes
Gen als korrekt betrachtet (TpP), wenn die Vorhersage mit der Annotation
vollsténdig iibereinstimmt. Zweitens fiir den Ezonlevel. Hier wird jedes vor-
hergesagte Exon einzeln mit der Annotation verglichen. Und drittens fiir den
Nukleotidlevel. Dafiir wird jedes einzelne, als kodierend vorhergesagte Nu-

kleotid mit der Annotation verglichen.

Die von AucusTus erstellte Statistik wird zur Einschitzung der Qualitét
der Vorhersagen verwendet. Die Sensitivitdt auf dem Genlevel ist dabei von
besonderer Bedeutung. Sie zeigt, wie viele der annotierten Gene richtig er-
kannt wurden. Neben ihr ist aber auch die Sperzifitdat dieses Levels wichtig.
Sie gibt Aufschluss dariiber, wie viele der vorhergesagten Gene korrekt sind.
Eine hohe Sensitivitét, bei gleichzeitig geringer Spezifitdt bedeutet, dass vie-
le Gene richtig vorhergesagt wurden, aber auch das viele der vorhergesagten

Gene falsch sind.

409 der 601 im GenBank-Format formulierten Sequenzen enthalten nur Gen-
modelle mit wahrscheinlich korrekt annotiertem Stoppkodon. Aus diesen
Sequenzen wurden zufillig 100 erwahlt und zur Bewertung der durch das
Training erreichten Qualitédt aufbewahrt und nicht in diesen Prozess mit ein-

bezogen. Bei 85 dieser Sequenzen ist nur ein Gen annotiert. Zwei Gene sind
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bei 13 Sequenzen annotiert und zwei Sequenzen enthalten drei annotierte
Gene. 501 Sequenzen mit insgesamt 759 Genen konnten fiir die Parameter-
optimierung genutzt werden. In Tabelle 5.1 ist die, aus der Vorhersage auf
diesen Sequenzen ermittelte Statistik zusammengefasst. Fiir den Genlevel
konnte eine Sensitivitdt der Vorhersage von 48,7% und eine Spezifitit von
19,2% erreicht werden. Im Vergleich mit einer Vorhersage auf annotierten
Sequenzen von Drosophila (fly100, annotierte Sequenzen aus der Datenbank
FlyBase [29]) unter Verwendung der Parameter fiir D. melanogaster (Sta-
tistik aus [1]) ist die fiir Tribolium erreichte Gensensitivitdt nur rund 3%
schlechter (siehe Tabelle 5.1). Die Genspezifitit der Vorhersage ist um rund
8% schlechter.

Die geringe Spezifitdt resultiert aus einer grofen Zahl falsch-positiver Vor-
hersagen. In der Testmenge sind 117 Gene annotiert und 297 wurden von
AUGUSTUS vorhergesagt. Wie viele der falsch-positiven Vorhersagen in Wirk-
lichkeit nicht annotierte Gene sind kann nicht gesagt werden. Es ist aber
wahrscheinlich, dass die fir Drosophila verwendeten Testsequenzen eine qua-
litativ bessere und vollstindigere Annotation enthalten, da die Sequenzdaten
fiir diese Spezies schon seit lingerem zur Verfiigung stehen und Drosophi-
la seit Jahrzehnten als Modellorganismus in der molekularbiologischen For-
schung angesehen ist. Somit ist zu erwarten, dass sehr viele Gene identifiziert,

annotiert und in vielen Fillen auch experimentell verifiziert sein miissten.

Die fiir Tribolium erreichte Exonsensitivitit von 75,8 % ist nur um 4%
schlechter als das fiir Drosophila erreichte Ergebnis. Vorteilhaft war sehr
wahrscheinlich die oft grofe Zahl an Exons pro Gen. Tabelle 5.1 zeigt die er-
mittelten Sensitivitdten und Spezifitdten der Vorhersage von AuGusTUS auf
den Testdaten der zweiten Trainingsmenge mit den im ersten Trainingslauf
ermittelten Parametern. Bei der Betrachtung der Werte muss beriicksich-
tigt werden, dass die Testsequenzen Gene enthalten kdnnten, die auch in
der Trainingsmenge des ersten Trainings enthalten waren. Diese Genmodelle
sind »trainiert« und miissten demnach auch besser erkannt werden als an-

dere.

49



Fiir das erste Training wurden 405 Genmodelle aus 314 Sequenzen verwen-
det. Die Testmenge fiir die Bewertung der erreichten Qualitidt der Vorhersage
mit bestimmten Werten der Metaparameter bestand aus 189 Genen aus 149
Sequenzen. Wie erwartet ist die Qualitét der Vorhersage mit den Parameter-
einstellungen, die im zweiten Training ermittelt wurden, besser. Vor allem
macht dies eine Verbesserung der Exonsensitivitit um rund 6% deutlich. Al-
lerdings ist ein genauer Vergleich der Werte wegen der genannten Griinde
schwer. Tatsache ist aber eine Verbesserung der Qualitéit, das Ausmak der
Qualitédtssteigerung ist nur schwer einschétzbar. Die Ergebnisse zeigen ein
erfolgreiches Training von AuGUSTUS auf die Genomsequenz von Tribolium

castaneum.

In Tabelle 5.1 sind die Statistiken der Vorhersagen auf den Testsequenzen
von Tribolium castaneum mit den Parametern fiir Drosophila melanogaster,
Aedes aeqypti, Homo sapiens, Arabidopsis thaliana, Brugia malayi und Co-
prinus cinereus zum Vergleich aufgelistet. Das beste Ergebnis von 17,1% fiir
die Gensensitivitit konnte mit den Parametern fiir Aedes aegypti erreicht
werden. Am schlechtesten war der Wert der Gensensitivitdt fiir Drosophila
melanogaster mit nur 4,27%. Der beste Wert, der fiir die Genspezifitat er-
reicht wurde, war 16,4% mit den Parametern fiir Coprinus cinereus. Phylo-
genetisch am engsten mit Tribolium verwandt sind Drosophila melanogaster
und Aedes aegypti. Trotz dieser Tatsache sind die erreichten Ergebnisse mit
den Parametern dieser Spezies sehr schlecht. Ein enger Verwandtschaftsgrad
bedeutet also nicht unbedingt auch ein gutes Ergebnis bei Ubernahme der

Parameter.

Der Vergleich mit diesen Werten zeigt eine enorme Verbesserung der Quali-
tét der Vorhersagen auf der Genomsequenz von Tribolium castaneum durch
erfolgreiches Training der Parameter der Modelle von AUGUSTUS. Eine Vor-
hersage auf der Genomsequenz von Tribolium castaneum mit den ermittelten

Parametern sollte ein gutes Ergebnis haben.
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Fazit

Der Erfolg des Trainings von AUGUSTUS fiir das Genom einer Spezies ist sehr
von der Qualitét der, fiir den Prozess verwendeten Genmodelle abhingig. Die
automatische Annotation einer Genomsequenz durch ab initio Genvorhersa-
ge ist einer der ersten Schritte zur Analyse neu sequenzierter Genome, fiir
die oft nur wenige Gene bekannt und annotiert sind, wie es auch fiir die zu
analysierende Genomsequenz von Tribolium castaneum der Fall ist. Die beste
Losung fiir dieses Dilemma bieten die, sehr oft im Zuge eines Sequenzie-
rungsprojekts erstellten cDNA-Bibliotheken. Fin Screen dieser Bibliotheken
erzeugt eine Menge an Sequenzen, die Indizien fiir exprimierte Gene sind
und einen Teil oder sogar die komplette Sequenz der Transkripte der Gene
darstellen. Durch Alignment mit der genomischen Sequenz und geeignete Va-
lidierungskriterien kdnnen aus diesen Transkriptsequenzen Trainingsmodelle
erhalten werden. Dabei ist die Qualitit der verfiigharen Sequenzdaten von
entscheidender Bedeutung. Fiir Tribolium ist die Datenlage gut. Das zweite
Assembly der Genomsequenz ist 6ffentlich und konnte verwendet werden. Die
Anzahl der EST-Sequenzen und ihre Qualitét war ausreichend um geniigend
Genmodelle auch nach strengeren Validierungskriterien zu erhalten. Bei viel
schlechterer Datenlage wére die Erstellung von Genmodellen aus Sequenz-
vergleichen annotierter Gene verwandter Arten mit guter experimenteller
Datenlage, wie z.B. Vergleiche mit Drosophila melanogaster erfolgverspre-
chender. So ist aber der Sequenzvergleich Transkript-Genom viel genauer
und spezifischer, denn die Ahnlichkeit der Gene von Tribolium zu verwand-
ten Genen anderer Genome wird geringer eingeschiitzt als die Ahnlichkeit zu
den gegebenen Transkriptsequenzen, die ihrer durchschnittlichen Lénge nach

zu urteilen auch oft die komplette Transkriptsequenz reprisentieren miissten.

Die Pasa-Pipeline kombiniert alle wichtigen Validierungsschritte um aus den
EST-Daten eindeutige und moglichst korrekte Transkriptsequenzen zu erhal-
ten. Die Kriterien dieser Schritte sind ausreichend streng. PASA bietet einfa-
che Moglichkeiten mit Perl-Skripten die relevanten Sequenzen zu selektieren
und auch die vorhergesagten Gene mit den assemblierten EST-Sequenzen

zu validieren. Dies kann von Nutzen sein, wenn viele EST- und vor allem
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cDNA-Sequenzen fiir die Spezies existieren. Fiir die Verbesserung der Anno-
tation der Genomsequenz von Arabidopsis thaliana standen 182540 validierte
Transkript-Genom Alignments zur Verfiigung. Die Transkripte wurden mit
PASA zu 25165 Sequenzen assembliert [31]. 16542 davon zeigten mogliche
Verbesserungen fiir 14247 annotierten Genstrukturen auf. Die fiir Triboli-
um castaneum zur Verfliigung stehende Datenmenge von nur rund 3691 EST-
Assemblies ist im Vergleich zu den fiir dieses Projekt verfiigbaren Daten sehr

klein und der zu erwartende Nutzen wird demnach als gering eingeschitzt.

AUGUSTUS hat fiir die Genomsequenz von Tribolium castaneum 15309 Gen-
strukturen vorhergesagt. Fiir die Genomsequenz von Drosophila melanogas-
ter wurden mit den Parametern dieser Spezies 12357 Gene vorhergesagt.
Jiingste Angaben {iber die Anzahl der Gene im Genom von Drosophila me-
lanogaster belaufen sich auf rund 14000 Gene (Prof. Dr. Heinz Sass, Pres-
semitteilung der Universitat zu Leipzig, 28.11.2005). Die Zahl der Gene fiir
Tribolium konnte sich wegen der ndheren Verwandtschaft zu Drosophila auch
in dieser Grofsenordnung bewegen. Die mit AUGUSTUS automatisch erstellte
Annotation der Genomsequenz von Tribolium castaneum bietet auf Grund
der erreichten Qualitét der Vorhersage eine fundierte Grundlage fiir weitere
Analysen. Trotz der geringen Spezifitdt der Vorhersage ist es wahrschein-
lich, das in der Menge der vorhergesagten Gene viele relevante und gesuchte
Sequenzen oder Teilsequenzen enthalten sind, denn es wurde eine hohe Sen-
sitivitat erreicht. Die Zahl der vorhergesagten Gene entspricht ungefdhr der
vermuteten Anzahl bzw. ist gering grofer. Die zu analysierende Datenmenge
bei der Suche nach speziellen kodierten Funktionen hat sich erheblich verrin-
gert — von der gesamten Genomsequenz auf die erhaltene Annotation. Von
besonderem Interesse ist die erstellte Annotation fiir die Tribolium Gemein-
de. Das sind viele der Forscher aus aller Welt, die mit Tribolium castaneum
als Modellorganismus arbeiten und in Kontakt zueinander stehen. Die mit
dem ab initio Genvorhersageprogramm AUGUSTUS erstellte Annotation soll

diese Wissenschaftler in ihrer Arbeit unterstiitzen.
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Ausblick

Fiir die Vorhersage mit AUGUSTUS kann die Option genutzt werden, ex-
trinsische Informationen einzubeziehen. Diese kdnnen mit dem Programm
AGRIPPA [24] aus EST- und Proteinsequenzen erstellt werden. Die Zuverlés-
sigkeit der extrinsischen Hinweise wird in Parametern bewertet, deren Werte
trainiert werden miissen. Die Qualitit der Vorhersage wird durch diese Op-

tion sehr wahrscheinlich positiv beeinflusst [20], [24].
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Abbildung 5.7: Die Abbildung zeigt einen Ausschnitt aus einer mit dem Pro-
gramm GFF2PS erstellten Visualisierung einer mit AUGUSTUS vorhergesag-
ten Genstruktur von Tribolium. Die Exons sind als dicke Balken dargestellt.
Die verschiedenen Farben zeigen den jeweiligen Leserahmen an. Die Zeile
»database« beizeichnet, die in diesem Sequenzabschnitt annotierten Gene.
Die Annotation wurde aus den EST- und Genomdaten von Tribolium erstellt.
Die Abbildung zeigt ein typisches Beispiel fiir die Vorhersage. AUGUSTUS
hat sehr viele Gene richtig vorhergesagt. Unter den zusétzlich von AUGUS-
TUS vorhergesagten Genen, die nicht annotiert sind, sind wahrscheinlich viele

falsch-negative Annotationen.
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5.2 Vergleichende Genomanalyse

Die vergleichenden Genomanalysen zwischen Tribolium castaneum, Droso-
phila melanogaster und Homo sapiens beziehen sich auf die Proteine. Die
Bedeutung der Genomsequenz von Tribolium castaneum fiir die Identifizie-
rung von homologen Proteinen in Homo sapiens und Drosophila melanogas-
ter ist dabei interessant und wird im Folgenden diskutiert. Die durchgefiihr-
ten Analysen haben weiterhin das Ziel, menschliche Proteinen zu finden, die
keine identifizierbaren Homologen in Drosophila haben, aber in Tribolium.
Homologe Proteine kénnen anhand der Ahnlichkeit ihrer Aminosiuresequen-
zen identifiziert werden. Diese Ahnlichkeit kann global oder lokal sein oder
nur einzelne Aminosiurereste betreffen, die zur Ausiibung der Funktion des
Proteins notwendig und deshalb konserviert sind. Ein Vergleich der kodier-
enden Nukleotidsequenzen ist weniger eindeutig, da eine Aminosdure meist

durch verschiedene Kodons reprasentiert werden kann.

Fiir die automatische Suche nach homologen Proteinen in ganzen Genomen
eignet sich das Programm BLASTP gut. Das Programm ist in Abschnitt
4.2 beschrieben. Der E-Wert wird herangezogen, um die Treffer der BLAST-
Suchen zu klassifizieren. Der von Blast berechnete E-Wert ist eine Schétzung
der erwarteten Anzahl der Treffer mit einem Score grofer oder gleich dem
Score des betrachteten Treffers, wenn die Eingabesequenz und die Daten-
bank zuféllig erzeugt wurden. Signifikante Sequenzdhnlichkeiten, wie sie bei
vielen homologen Proteinen zu finden sind, ergeben im Allgemeinen einen
sehr kleinen E-Wert (min. 1071Y). Entfernt verwandte Proteine mit geringer
Sequenzédhnlichkeit sind nur schwer von negativen Treffern zu unterscheiden.
Oft konnen entfernt verwandte Proteine nur durch einzelne Betrachtung der

Treffer und Kenntnis konservierter Aminosaurereste erkannt werden.

Die fiir Drosophila und Mensch bislang bekannten Proteine sind zahlreich
und die, in der Datenbank Ensembl zusammengestellten Annotationen kon-
nen als qualitativ gut angesehen werden. Fiir die Proteine von Tribolium
muss bedacht werden, dass es sich um eine automatisch erstellte ab initio

Annotation handelt. Diese ist, den Analysen (siehe Abschnitt 5.1.2) und Re-
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ferenzen von AUGUSTUS nach, von guter Qualitdt, muss aber trotzdem mit
Vorsicht betrachtet werden. Gene, die benachbart sind, konnten beispielswei-
se als nur ein Gen vorhergesagt wurden sein. Bei einer BLAST-Suche ergibt
dann das resultierende Protein wahrscheinlich mehrere Treffer in der Daten-
bank. Multiple Treffer fiir viele Proteine sind auch aus anderen Griinden zu
erwarten. Innerhalb eines Organismus gibt es Familien homologer Gene, die
auch oft als Gencluster organisiert sind, wie z.B. die HOX-Gene des Men-
schen [12]. Diese sind vermutlich durch Genduplikation entstanden. Wegen
der vielen mdglichen Trefferkombinationen homologer Proteinfamilien aus
den Organismen wird bei der Ermittlung der Trefferzahl fiir die durchge-

fiihrten BLAST-Suchen nur der beste Treffer gezihlt.

Die Ergebnisse der durchgefiihrten Analysen sind im Folgenden beschrie-
ben. Tabelle 5.2 zeigt die Haufigkeiten negativer Treffer der BLAST-Suche
mit menschlichen Proteinen als Query in der Sammlung der Proteine von
Drosophila. Ein negativer Treffer ist ein menschliches Protein, dessen bester
Treffer bei der BLAST-Suche (der Treffer mit dem kleinsten E-Wert) den im
Tabellenkopf angegebenen Wert e nicht unterschreitet. Ein E-Wert von 1073
ist allgemein ein Zeichen geringer Sequenzéhnlichkeit. Fiir 9240 menschliche
Sequenzen gibt es keine Treffer mit einem E-Wert, der kleiner als 1073 ist.
Fiir diese menschlichen Proteine kénnen also homologe Proteine in Droso-

phila nur schwer oder sogar nicht identifiziert werden.

Die Genomsequenz von Tribolium bietet fiir diese menschlichen Proteine
eine neue Chance. Tabelle 5.3 zeigt die Haufigkeiten der positiven Treffer
einer BLAST-Suche mit Proteinen von Tribolium als Query in der Sammlung
der Proteine des Menschen. Die Sammlung der menschlichen Proteine be-
schréankt sich dabei auf solche Sequenzen, die bei der BLAST-Suche in den
Proteinsequenzen von Drosophila nur Treffer hervorgebracht haben, deren
E-Werte die, im Tabellenkopf aufgefiihrten Werte e;,, nicht unterschreiten.
Als positive Treffer werden Proteine aus Tribolium gezéhlt, die mindestens
einen Treffer hervorgebracht haben, mit einem E-Wert, der maximal den, in
der ersten Spalte definierten Wert e, hat. Ein E-Wert von 1072 ist im All-

gemeinen ein Zeichen fiir signifikante Sequenzdhnlichkeit. Fiir 231 Proteine
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aus Tribolium wurde fiir mindestens ein menschliches Protein (von den ge-
nannten 9240 menschlichen Proteinen) ein E-Wert von max. 10~ erhalten.
Die Bezeichner dieser 231 Proteine aus Tribolium sowie alle Bezeichner der
menschlichen Proteine, fiir die ein E-Wert von maximal 10~ erhalten wur-
de, sind in der Textdatei Tribolium_Human_pos_Treffer.txt zusammenge-
stellt, die der beiliegenden ¢D entnommen werden kann. Diese 231 Proteine
aus Tribolium sind wahrscheinlich bedeutsame Kandidaten fiir die Identifi-
kation unbekannter Homologien in Mensch und Drosophila oder bieten neue
Moglichkeiten, wenn eine Homologie zu Drosophila auch durch Vergleich mit

Tribolium nicht erkannt werden kann.

Die Ergebnisse der BLAST-Suche mit Proteinen von Tribolium als Query
in der Sammlung der Proteine von Drosophila sind in den Tabellen 5.4 und
5.5 zusammengefasst. In den Zellen der Tabelle 5.4 ist die Anzahl der Pro-
teine von Tribolium aufgelistet, die bei der BLAST-Suche als Query mindes-
tens einen Treffer mit einem E-Wert von maximal dem in der ersten Spalte
genannten Wert (ep) hervorgebracht haben. Der Tabellenkopf definiert die
Grenzen fiir negative Treffer. Gemeint sind die menschlichen Proteine, die bei
der BLAST-Suche in der Sammlung der Proteine von Drosophila nur negative
Treffer, deren kleinster E-Wert den jeweiligen Wert e, nicht unterschreitet,

hervorgebracht haben.

In der Tabelle 5.5 sind die Haufigkeiten der negativen Treffer dieser BLAST-
Suche zusammengefasst. Die Grenzen, die einen negativen Treffer definieren,
sind in der ersten Zeile genannt. In den Zellen ist die Anzahl der Proteine von
Tribolium aufgefiihrt, die nur Treffer hervorgebracht haben, die den jeweili-
gen Wert e, nicht unterschreiten. Die Werte e, definieren ebenfalls wieder
die Grenzen fiir die Selektion der negativen Treffer aus der BLAST-Suche
zwischen Mensch und Drosophila. Die erste Spalte definiert die Grenzen fiir
positive Treffer aus der BLAST-Suche zwischen Mensch und Tribolium. Die
Blast-Suche zwischen Tribolium und Drosophila ergab fiir einen positiven
Grenzwert von 107 und einen negativen Grenzwert von 1072 80 positive
und 121 negative Treffer. Die Bezeichner dieser Proteine von Tribolium sowie

die Bezeichner aller positiven oder negativen Treffer konnen der beiliegenden
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CD entnommen werden. Die Dateien haben die Namen:
Tribolium_Drosophila_pos_Treffer.txt und

Tribolium_Drosophila_neg_Treffer.txt.

Fazit

Die durchgefiihrten Analysen haben Argumente geliefert, um die Bedeutung
der Genomsequenz von Tribolium castaneum zu »betonen«. Proteine von
Tribolium mit signifikanter Sequenzéhnlichkeit zu »interessanten« menschli-
chen Proteinen wurden identifiziert. Interessant ist, dass fiir diese menschli-
chen Proteine keine signifikanten Ahnlichkeiten zu Proteinen aus Drosophila
melanogaster gefunden wurden. Fiir einige dieser Proteine aus Tribolium
wurden in Drosophila mégliche Homologe identifiziert. Fiir einen groferen
Teil konnten aber keine mdglichen homologen Proteine mit signifikanter Se-
quenzéhnlichkeit in Drosophila identifiziert werden. Diese Proteine von 1ri-
bolium zeigen die Bedeutung der Genomsequenz in besonderem Mafe. Die
Anzahl der gefundenen Proteine erscheint im Vergleich zu der Gesamtmenge
aller Proteine gering. Doch kénnen Proteine enthalten sein, die entscheiden-
den Einfluss auf wichtige Erkenntnisse haben. Die ermittelten Ergebnisse
bestérken die Aussichten auf Erfolg einer tiefergehendenden vergleichenden

Genonomanalyse.

Ausblick

Die identifizierten Sequenzdhnlichkeiten konnten durch multiple Alignments
der Proteinsequenzen genauer betrachtet und besser bewertet wertet werden.
Geeignet fiir diesen Ansatz sind z.B. die Alignment-Programme DIALIGN [40]
und CLUSTALW [41]. Fiir die »interessanten« menschlichen Proteine konnte
nach moglichen, bereits bekannten Funktionen gesucht werden. Die Ergeb-
nisse der durchgefithrten BLAST-Suchen kénnten durch wiederholte Analyse,
wobei Query und Datenbank zu vertauschen sind, genauer analysiert und be-

statigt werden.
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Tabelle 5.2: Haufigkeiten menschlichen Proteine, die in einer BLAST-Suche
in der Sammlung der Proteine von Drosophila nur Treffer hervorgebracht

haben, deren E-Werte den jeweiligen Wert e nicht unterschreiten.

e 1| 0,1]0,01 0,001 0,0001
4188 | 6878 | 8328 | 9240 | 9968

Tabelle 5.3: Haufigkeiten der Proteine aus Tribolium, die in einer BLAST-
Suche in der Sammlung der Proteine des Menschen mindestens einen Treffer
hervorgebracht haben, dessen E-Wert maximal so grofs ist, wie der jeweilige
Wert fiir e,. Die Sammlung der menschlichen Proteine beschridnkt sich auf
solche, die in einer BLAST-Suche in der Sammlung der Proteine von Droso-
phila nur Treffer hervorgebracht haben, deren E-Werte den jeweiligen Wert

fiir e,, nicht unterschreiten.

€p en

1| 0,1 0,010,001 |0,0001
107° | 118 | 188 | 270 410 498
1076 | 104 | 160 | 228 336 410
1077 | 93| 143 | 202 285 348
1078 | 84129 | 179 254 310
1079 | 79 | 122 | 165 231 277
10710 | 72 | 110 | 147 210 249
10720 | 47| 68 81 105 125
10739 | 35| 48 55 71 83
10749 | 28| 39| 44 57 64
107°° | 21| 29 34 45 49
10799 | 19 | 27 32 40 44
1077 | 13| 20 23 31 34
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Tabelle 5.4: Haufigkeiten der Proteine aus Tribolium, die in einer BLAST-
Suche in der Sammlung der Proteine aus Drosophila mindestens einen Treffer
hervorgebracht haben, dessen E-Wert maximal so grofs ist, wie der jeweili-
ge Wert fiir e,. Die Proteine von Tribolium beschrinken sich auf die der

jeweiligen Zelle aus Tabelle 5.3

€p €n

1|0,1]0,01 0,001 | 0,0001
107° |46 | 79| 126 235 305
1076 | 33| 55 92 166 220
1077 | 25| 43 73 122 166
1078 |19 | 34| 58 100 138
1072 | 14 | 27 45 80 107
107191 9| 20 31 64 83
10720 | 2 3 10 12 20
10730 | 1 1 5 5 7
10740 | 1 1 4 4 5
107°0 | 1 1 3 4 5
10760 | 1 1 3 3 4
10791 0] 0 1 2 2
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Tabelle 5.5: Haufigkeiten der Proteine aus Tribolium, die in einer BLAST-
Suche in der Sammlung der Proteine von Drosophila nur Treffer hervorge-
bracht haben, deren E-Werte den jeweiligen Wert e, nicht unterschreiten.

Die Proteine von Tribolium beschrinken sich auf die der jeweiligen Zelle aus
Tabelle 5.3

€p €n

1|0,1]0,01 0,001 ]| 0,0001
1075 | 32| 84| 122 155 184
107% | 32| 80| 113 146 174
1077 | 31| 77| 108 135 161
1078 {30 | 73| 101 125 150
1072 | 30| 72 99 121 145
10710 1 29 | 68 94 115 139
10720 | 19 | 51 61 76 90
10730 | 15 | 39 42 52 66
10740 | 11 | 31 33 40 51
107°0 | 7] 23 26 33 40
10790 | 6| 21 24 29 36
10770 4] 15 18 23 28
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