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Kurzfassung

Im Rahmen des GENUS-Verbundprojektes wurde eindheReon Werkzeugen fir die
Charakterisierung und Identifizierung genregulaiier Genomelemente entwickelt,
integriert und der wissenschaftlichen Offentlichikriganglich gemacht. Zu dem Paket dieser
Entwicklungen gehdren eine Reihe von Bausteinem, weltweit einzigartig sind und
international ein dementsprechendes Interesse defuhaben. Insbesondere sind hier die
Datenbank TRANSFAC (GBF), ein Bundel an Sequenyaealogrammen zur Einzelement-
wie zur Kontextanalyse (GSF), eine Bibliothek voNAStrukturparametern (MDC) sowie
neue Algorithmen zur Verwandtschafts- und Korrelaganalyse (Universitat Bielefeld) zu
nennen.

1. Einleitung

Die Regulation der Genexpression findet im wesdmli, nach heutigem Kenntnisstand sogar
zum grof3ten Teil auf Transkriptionsebene statt.ud@esitzt jedes eukaryote Gen aul3er seiner
kodierenden Region noch regulatorische BereichenfBror, Enhancer u. a. m.). Diese sind
modular aus einzelnen Elementen von ca. 5-25 Basesp zusammengesetzt, an ttans
aktivierende (oder -reprimierende) Proteine, digesannten Transkriptionsfaktoren, binden.
Von diesen Konstituenten genregulatorischer Prezass inzwischen ein betrachtliches
Repertoir bekannt. Durch die additive, synergibigsmder antagonistische Wirkung der
einzelnen DNA-Elemente, durch eine Vielzahl mogich Interaktionen  der
Transkriptionsfaktoren miteinander und durch ihostpranslationale Modifizierung ergibt sich
eine aulerordentliche kombinatorische Vielfalt, dias gesamte Spektrum bendtigter
Regulationsmechanismen abdeckt (Wingender, 1993).

Im Rahmen der anlaufenden GenomforschungsprojeRfiesondere der internationalen
Bemuhungen um die Entschliisselung des menschli@kaoms, ist mit einer enormen Menge
an rohen Sequenzdaten zu rechnen. So umfafit etsvamdaschliche Genom 3 x %10

Basenpaare (bp). Um aus diesen Daten nutzbare gaatn@rinformation zu gewinnen, bedarf
es der funktionellen Annotation. Diese muf3 sich @ief transkribierten Bereiche, d. h. die
offenen Leseraster und somit die Intron/Exon-Ubegga auf die Genprodukte und ihre
funktionelle Charakterisierung, und nicht zuletaf die Regulation der Gene beziehen. Nur
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Uber die Kenntnis seiner Regulation a3t sich ean G das komplexe Netz biologischer

Funktionsbeziehungen einordnen.

Es stellt sich somit das grundlegende Problem e&iezregulatorische Sequenzelemente so zu
charakterisieren, daf3 sie auch in neu ermitteleggischen Sequenzen eindeutig identifiziert
werden kénnen. Darauf sind dann weiterfihrende &tkth zur Erkennung komplexerer
Strukturen wie zusammengesetzter Elemente (conepatéments), Promotoren/Enhancer
sowie ganzer regulatorischer Doméanen im Chromaitfiruaetzen.

Fur den Einsatz in Genomprojekten ist die Fahigkert Handhabung sehr langer Sequenzen
unabdingbar. Die im Verbundprojekt entwickelten [Bogurden daher jeweils an den langsten
bekannten Sequenzen, dem komplett sequenziertegéteim, untersucht.

2. Die Datenbasis

2.1  Struktur !

Bevor mit einer systematischen und umfassendenys@atgulatorischer Elemente begonnen
werden kann, bedarf es einer Sichtung und Sammilengentsprechenden Daten aus der
Literatur. Zu diesem Zweck wurde eine DatenbankANBFAC) aufgebaut, die die relevanten
Informationen Uber genomische Regulationssignaativ kurze Nukleotid-Sequenzen) und
die an sie bindenden Proteine enthalt. Sie kon@terend der Laufzeit des Verbundprojektes
gualitativ wie quantitativ deutlich erweitert werdeSie wird als relationales Datenbanksystem
vorgehalten und gepflegt (Abb. 1; Knlppel et ab94; Wingender, 1994). lhre zentrale
"Achse" ist die n:m-Beziehung zwischen den Tabel®WE, die hauptséchlich die
genomischen Positionen von Regulationssequenzdrilentind FACTOR. Die FACTOR-
Tabelle enthalt Informationen tber die physiko-ctssmen und biologischen Eigenschaften
der  Transkriptionsfaktoren (Lange, kalkulierte  undexperimentell  ermittelte
Molekulargewichte, lokale und globale strukturell€harakteristika, funktionelle
Eigenschaften, Expressionsmuster); als letzte HEeweig wurden die vollstdndigen
Proteinsequenzen der Transkriptionsfaktoren migenmmen. Dieser Schritt hatte sich als
notwendig erwiesen, da in den Proteinsequenz-Datd@n haufig die zahlreichen
SpleiRvarianten nicht aufgenommen sind oder nuirektl in den Eigenschaftstabellen
beschrieben werden, oder sie fehlen vollstandigl, dwe entsprechenden offenen Leseraster
in den Nukleinsédure-Datenbanken nicht annotied.sin



Dariuiber hinaus geben weitere Tabellen zusatzlicfoenhationen, die den Nutzer in die Lage
versetzen, die experimentelle Evidenz und die Bemeeu der abgerufenen Information
einzuschétzen; dazu gehoren Angaben uber die &ellWmgebung, in der eine bestimmte
regulatorische DNA-Protein-Wechselwirkung nachgeete wurde (CELL-Tabelle), die
experimentellen Methoden dieses Nachweises (METH@I®) biologische Spezies, von der
das untersuchte Gen stammt (SPECIES), und die tkapen Sequenzinformation
(SEQUENCE), die alle mit der SITE-Tabelle verknigiftd (s. Abb. 1). Die Tabelle GENE gibt
Ubergeordnete Informationen Uber die Gene, denerelee Regulatorelemente zugeordnet
sind.

Eine ahnliche, Ubergeordnete Funktion nimmt fur FRCTOR-Tabelle die Tabelle CLASS
ein, die die strukturellen Prinizipien der DNA-Bunthsdomanen der Transkriptionsfaktoren
beschreibt. FACTOR ist zudem mit einer Liste vorN®INYMS und einer Uber interagierende
Faktoren verbunden. Wichtig fir die Sequenzanadyse die Tabellen MATRIX und CONS.
MATRIX enthalt Nukleotidverteilungsmatrizen, die teeder aus random selection-
Untersuchungen oder aus publizierten bzw. selbggevmmmenen Zusammenstellungen von
Bindungsstellen einzelner Faktoren abgeleitet wur8e& werden vom Programm Matlnspector
(s. u.) fur die Sequenzanalyse verwendet. CONSé&kntile relevanten Angaben von
Consensus-Beschreibungen, wie sie vom Programm Iii€@on&rech et al., 1993) fir
kompilierte Bindungsstellen errechnet wurden (9. &erner gibt es Verknipfungen mit
externen Datenbanken (EMBL, SwissProt, PIR, FlyoRBOSITE, EPD; s. u., Abschnitt 2.3).

Wahrend der Projektlaufzeit ist der Zugriff Gbes #8WW zum unbedingten “State of the Art”
geworden. Zuvor war in regelméiigen Abstadnden mime ASCII flat file Version exportiert
und verteilt worden. Das wird nach wie vor durcligef, die flat files bestehen inzwischen aus
6 Tabellen (SITE, FACTOR, CELL, CLASS, MATRIX, GENHlie Information der tbrigen
Tabellen wird in diese integriert, so dal? sichSheiktur vereinfacht (Abb. 1b). Diese flat files
werden in html-Format umgewandelt und Uber geegghittzeroberflachen tber das WWW
zur Verfugung gestellt (Wingender et al., 1996,7)99
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Abb. 1: Relationales Modell der TRANSFAC Datenbémdchts) und vereinfachte Struktur der WWW-
Version (links). Die Namen der einzelnen Tabellam $n den Kasten angegeben, Pfeile mit
zwei Doppelkdpfen reprasentieren n:m-Beziehungeneiationalen Modell, solche mit einem
Einfach- und einem Doppelkopf 1:n-Beziehungen. Qrau schattierten Tabellen deuten
externe Datenquellen an. Die GENE-Tabelle ist idehtmit GENE in der Datenbank TRRD
(s. Text).

2.2 Umfang*

Der noch wéahrend der Projektlaufzeit vorbereiteRANSFAC release 3.1 enthalt z. Z.
Informationen Uber mehr als 4000 genomische Siiegjber 800 Genen zugeordnet sind (Tab.
1). In der SITES Tabelle finden sich zudem Uber 8@tthetische Sequenzen sowie tber 200
Consensus-Sequenzen im 15-Buchstaben-lUPAC-Codgen@Gker der ersten Auflistung
regulatorischer Elemente ist der Umfang der Datsisbam etwa eine Grodldenordnung
angewachsen, viele Eigenschaften sind vollig nemugekommen.

In den letzten TRANSFAC-Releases ist insbesondeir® BACTOR-Tabelle stark
angewachsen (um ca. 33% bei der Zahl der Eintiéigeca. 40% bei der Gesamtmenge der
Information in release 3.1 gegentber 2.4). Hiedvangfristig auch ein Schwerpunkt bei der
Datenbankpflege liegen, da die Informationen di€Baelle regulatorische Mechanismen
beschreiben.



Tab. 1: Inhalt und Umfang der Datenbank TRANSFAC.

r3.1 compil.

(02/97) ('88)"

SITES 4362 464
Sequences 4105 395
Genes 1041 122
EMBL x-ref 4055 -
synthetic sequences 316 -
consensus sequences 238 -
FACTORS 2080 145
Class assignments 1108 15
EMBL x-ref 1933 -
SwissProt 888 -

PIR 955 -
CELLS 839 101
CLASS 28 2
MATRIX 258 -
METHODS 52 15
REFERENCES 5123 209
Jounals 115 12

! Compilation von Wingender (1988).

2.3 Verknipfungen mit externen Datenquellert

Von zentraler Bedeutung ist die Entwicklung eingdefierten Datenbanksystems mit TRRD
(Transcription Regulatory Region Database) und CEMRom Institute of Cytology and
Genetics (ICG) in Novosibirsk. TRRD enthalt Infotioaen tUber komplette regulatorische
Regionen und ist daher komplementar zur TRANSFAQemzank, deren Focus auf den
Einzelelementen und den an sie bindenden Faktargh(Kel et al., 1996; Wingender et al.,
1997). COMPEL ist eine Unterdatenbank von TRRD if$caiption Regulatory Region
Database; ICG, Novosibirsk, Rul3land), welche disafiumensetzung und Funktionalitat von
sogenannten "composite elements" beschreibt, atdche:n Sequenzen, die durch die
Kombination mehrerer einzelner Bindungsstellen emeue Einheit mit einer neuen
regulatorischen Qualitat erzeugen (Kel et al., J9¢%r die Foderation dieser Datenbanken
stellt die bereits weiter oben erwahnte Implemeuatig einer gemeinsamen GENE-Tabelle
den ersten Schritt dar, dem eine weitere intengmeetzung durch zahlreiche Querbeziige
zwischen den verschiedenen Tabellen aller drei ribateken folgen werden. Fur die
gemeinsame Pflege der GENE-Tabelle wurden mit dessischen Partnern detaillierte
Absprachen, z. B. Uber die Vergabe der Accessianidus, getroffen.
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Daruber hinaus sind die meisten TRANSFAC SITE- BACTOR-Eintrage mit der EMBL-

Datenbank sowie di®rosophilaEintrdge mit FlyBase verknipft, FACTOR daruberdus
mit SwissProt und PIR, CLASS mit PROSITE (s. a. Abp In den flat files und somit am
Web finden sich die Datenbank-Querverweise mit Asme Number und Identifier (bzw.
Eintrag-Namen oder Aquivalent), in den html files Form aktiver Hyperlinks. Daruiber
hinaus enthalten die SITE - EMBL Verknupfungen dRositionsangaben fur das
regulatorische Element in der entsprechenden EM&ju8nz, sowie in den FACTOR-
EMBL-Verknupfungen die Angabe, ob es sich um eieeagnische oder eine cDNA-Sequenz
fur den zugeordneten Transkriptionsfaktor handelingekehrt wurden Referenzen auf
TRANSFAC in der EMBL-Datenbank, in SwissProt undrigbase aufgenommen.

Jeder neue Datenexport zur Erstellung von einenemé&SCll flat file release wird einer
Konsistenzprifung mit EMBL und SwissProt unterzageire Verknupfungen mit FlyBase
werden von dort vorgenommen.

2.4 Verfligbarkeit *

Die relationale TRANSFAC-Version mul3 lokal instaifti werden, per anonymous ftp kdnnen
verschiedene Datenbankmanagement-Systeme vom Sienwv&@BF abgeholt werden (ftp.gbf-
braunschweig.de). Als ASCI! flat files wird TRANSEAmIt der CD ROM des EBI zusammen
mit der EMBL-Datenbank, SwissProt und anderen ilerfeuch in dieser Form kann es vom
GBF Server oder dem des EBI bezogen werden.

Im Laufe der letzten Jahre hat sich das WWW algearnfreundlicher Standard auch fur
Datenbankzugriffe entwickelt. TRANSFAC wurde dah#995 auch auf diesem Weg
zuganglich gemacht. Zur Zeit sind bis zu 15.000 rifieg pro Woche zu verzeichnen
(http:/transfac.gbf-braunschweig.de). Hierbei silel Zugriffe auf verschiedenen Mirror Sites
nicht mitgerechnet, die inzwischen in Peking, Ndvosk und St. Petersburg eingerichtet
wurden, oder andere TRANSFAC-Kopien etwa an dem&dwvania University, wo eigene
Suchroutinen entwickelt wurden.

Dariiber hinaus wurde TRANSFAC in datenbankiibermgnelié Retrieval-Systeme eingebunden.
SITES und FACTORS stehen als eigenstandige Datkabaim SRS (Sequence Retrieval
System; T. Etzold, EMBL Heidelberg) zur VerfUguigRANSFAC als ganzes im DBGET (Y.
Akiyama, University of Kyoto) (Abb. 2a). Spezielldugriffsmoglichkeiten wurden durch
Verbindung mit den Patternsuchroutinen des GCGramgackage am EMBL (Heidelberg)
und am Weizmann Institute of Science (Rehovotelsgeschaffen (Abb. 2b).
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Abb. 2: (&) Einbindung der
TRANSFAC Datenbank in das
datenbankiibergreifende
Zugriffssystem DBGET
(Kyoto, Japan). U. a. sind die
Vernetzungen von TRANSFAC
mit der EMBL Datenbank und
SwissProt (wechselseitig)
sowie mit PIR und PROSITE
(einseitig) zu erkennen. (b)
Bezug auf / Nutzung von
TRANSFAC-Daten durch
andere  Datenquellen  und
Nutzersysteme. Neben der
Einbindung in SRS und
DBGET wird TRANSFAC
durch verschiedene Resourcen
am EBI (Hinxton) und am ICG
(Novosibirsk)  genutzt und
wurde durch
Zusatzentwicklungen am
EMBL (Heidelberg) und am
WIS (Rehovot) an das GCG
Program Package angebunden.
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3. Tools zur statistischen Beschreibung regulatorther
Elemente

3.1 PatternSearch'

Die in der SITE-Tabelle enthaltenen Sequenzinfoionan regulatorischer Genomelemente
kbnnen zur Analyse neu ermittelter genomischer &ezen auf potentielle
Transkriptionsfaktor-Bindungsstellen herangezogearden. Dazu wurde ein Programm
entwickelt, das wie die Datenbank Uber ein WWWiiistee zuganglich st
(http:/Itransfac.gbf-braunschweig.de/patSearchdaath.pl). Es beruht auf einer binéren
Kodierung der Test- wie der Datenbanksequenzen, euasn sehr schnellen Vergleich
insbesondere unter Einbeziehung degenerierter Niiti€odes ermdglicht. Es macht zudem
Gebrauch von der Notation vieler TRANSFAC-Sequenzeie fir besonders wichtig
erkannte Core-Positionen von weniger wichtigen Rasdionen durch Grof3- und
Kleinschreibung unterscheidet. Dementsprechend kBmnNutzer die Zahl der zulassigen
Mismatches innerhalb und auf3erhalb der Core-Regjiastellen (Wingender et al., 1996b).
Darin unterscheidet sich PatternSearch von der iatifdpector eingebundenen allgemein
gehaltenen IUPAC Suchroutine.

3.2 Matind/Matlnspector %*

Um auf Nukleotidverteilungsmatrizen, die sich auer dVielzahl der in TRANSFAC
vorhandenen Bindungsstellen einzelner Faktorerbergeschneller zugreifen zu kénnen, aber
auch zur Nutzung von Matrizen, die aus random setetntersuchungen gewonnen wurden
und fir die es naturgemal keine Sequenzumgebuiigemygrden von Consind/Consinspector
(s. u., 3.3) Programme abgeleitet, die mit engdregen Matrizen arbeiten. Da hier nur die
eigentlichen Erkennungssequenzen betrachtet wertdfgllt beim Matind gegeniiber dem
Consind die Ruckweisungsoption. Der Matinspectar @ilichroutine ist ein sehr schnelles
Werkzeug, das in jedem Fall der allgemein Ubliclserche mit IUPAC-Consensi deutlich
Uberlegen ist (Quandt et al, 1995b). Im Laufe demjeRtlaufzeit wurden diese Programme
standig erweitert und verbessert. Matinspectotbi@et flexiblere Gestaltung der Ergebnisse
und macht dem Benutzer jetzt auch die Matrix-Peafihd Referenzen direkt zuganglich. Die
Library wurde gleichfalls erweitert (auf mehr als02Matrizen, Abb. 3) und eine qualitative
Selektion der Matrizen vorgenommen.
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Matind und Matinspector Version 2.0 sind per anooysiftp von der GSF verfugbar (Adressen

siehe oben). Dartiber hinaus ist Matinspector tb@&\Wauf den Servern von GSF und GBF
nutzbar und an die WWW-Version von TRANSFAC angelam

Sources of TRANSFAC Matrices

0,
100% — I
90%
o | ]
0f
70% M others
60% O fungi
50% Oplants
40% - M insects
30% Overtebrates
6+
20%
10%
o% T T T
published TRANSFAC Consind all
matrices matrices matrices

Abb. 3: Verteilung der Nukleotidverteilungs-Matnizeler TRANSFAC-Datenbank nach Quellen und
biologischen Gruppen.

3.3 Conslnd/Conslinspector

Aufgrund der teilweise extremen Variabilitdét regatescher DNA-Sequenzelemente muf3
vermutet werden, dal3 zusatzliche Sequenzeigenschaftderen Umgebung einen Beitrag zu
ihrer Spezifitat liefern. Dies bertcksichtigt dasder GSF entwickelte Programm Consind, das
entsprechende Beschreibungen erstellt, die dann eoem Consinspector genannten
Sequenzanalyse-Programm genutzt werden koénnen.egaolatorische Elemente in beliebig
langen DNA Sequenzen zu finden (Frech et al., 1993)

Auf der Grundlage von publizierten Sequenzen bekaniunktionalitat, z. B. dem
Bindungsvermdgen an einen bekannten Transkripa@itsf, werden funktionelle Elemente mit
einer Sequenzumgebung definierter Lange, stand&igm#& 40 Basenpaare, aus den Sequenz-
Datenbanken extrahiert. Z. B. werden, ausgehendfRANSFAC-Eintragen, die verknlpften
Sequenzen aus der EMBL-Datenbank zusammengeBtatiit wird ein verankertes Alignment
durchgefuhrt, bei dem eine bekannte hochkonseevigmkersequenz vorgegeben und in einem
definierten Sequenzbereich gesucht wird. Ein eygemiler Satz paarweiser Alignments liefert
ein AhnlichkeitsmaRR fur alle Sequenzpaare. Darairsl wine Gewichtung der einzelnen
Sequenzen abgeleitet, um zu verhindern, daf3 selicté oder gar identische Sequenzen die



12
Haufigkeitsverteilung der Basen verfalschen. Mieséin gewichteten Sequenzen wird ein

multiples Alignment erstellt. Das Programm Cons#neichnet dann fur jede Position einen Ci-
Wert (Consensus Index), der ein Mal3 fur die Kone#gheit darstellt und im wesentlichen auf
der Shannon'schen Informationsdefinition unter &hhg? von Gaps als eigenem Symbol
beruht. Der Beitrag jeder einzelnen Sequenz zurRr@H wird durch "random shuffling"
aul3erhalb der hochkonservierten Ankersequenz defediuenzen ohne signifikanten Beitrag
werden zurlickgewiesen.

Es hat sich gezeigt, dal3 bereits mit sieben betiigler oben beschriebenen Gewichtungen
unabhangigen Sequenzen Consensus-Beschreibungégllt evgerden konnen, die fir
zuverlassige Sequenzsuchen mit dem zugehorigerygambgramm Conslinspector verwendet
werden konnen. Conslnspector sucht in den zu aesdyslen Sequenzen zunachst die
Ankersequenz, aliniert die der Consensus-Beschgilmmtsprechende Sequenzumgebung zu
dem Satz der Trainingssequenzen, bewertet die dRigReit" und gibt die gefundenen
Positionen aus, die Gber einem vom Nutzer vorgegagb&chwellenwert liegen.

Es konnte an einer Reihe von Beispielen gezeigtleverdald die @Nerte an den einzelnen
Positionen mit deren biologischer Funktionalitih¢pauent sind (Quandt et al., 1995a). So sind
die hochkonservierten Positionen in glucocortia@gulierten Elementen (GRE) mit
denjenigen Aminosaure-Seitenketten korreliert, dhe Kokristallen des Glucocorticoid-
Rezeptors mit einer perfekt palindromischen Erkegssequenz fur die DNA-Protein-
Kontakte verantwortlich sind (Abb. 4).

Conslnspector ist frei verfugbar und kann von gdgeierten Nutzern per anonymous ftp (auch
Uber http://mww.gsf.de/BIODV) vom ftp-Server der AM@IODV geladen werden
(ariane.gsf.de). Consinspector steht nunmehr inedeeblich erweiterten und verbesserten
Version 3.0 zur Verfugung (Frech et al., 1997a)s Paogramm wurde durch die Integration
einer aus Matinspector abgeleiteten Regionen-Ahkiiit erheblich beschleunigt, was fiir die
Analyse sehr langer Sequenzen von grof3er Bedeigurmgu3erdem erfolgt nun optional die
Doppelstranganalyse und Consinspector kann dietiggten Sequenzformate lesen (EMBL,
IG, GCG-Datenbank). Es besteht jetzt auch die @ptor Mehrfachtestung, wodurch die
statistische Absicherung der Ergebnisse verbeasseden kann.

Gemeinsam mit dem Teilprojekt der GBF, Braunschwéigben wir die Library von
Consensus-Beschreibungen (erweiterte Gewichtsrapjrizon 17 auf 37 Eintrage mehr als
verdoppelt und diese Matrizen wurden ebenfalls iahRen dieser Kooperation in die
Matrix-Library des Matlnspectors ubernommen. Diest&ltung dieser Consensi ist relativ
arbeitsaufwendig, da die zugrunde liegenden Sitezela nachkontrolliert und die erstellten
Profile mehrfach validiert werden mussen.
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Daruiber hinaus wurde ein Programm entwickelt, daseemdglicht, in nicht-alinierten
Sequenzbereichen bekannter gemeinsamer Funkt@nailemeinsame Sequenzmuster
aufzufinden (CoreSearch). Die so erstellten Bedatngen sind identisch mit den aus Consind
erzeugten Beschreibungen und damit direkt einer sl@epector-Suche zuganglich
(Wolfertstetter et al, 1995).

consenaus Bedetung aus Abb. 4. Ubereinstimmung von berechneter
und experimentell bestimmter Bedeutung

einzelner Nukleotidpositionen im GR-GRE
Komplex. Die schwarze Linie stellt die von

Consind ermittelten Consensus-Indices dar,
die graue Flache entspricht einer aus der

50 ** Kristallstruktur eines GRE-Inhibitor-
a Komplexes abgeleiteten Bedeutung einzelner
30 Positionen. - = kein DNA-Kontakt des
20 . Glucocorticoid-Rezeptors an dieser Position, +

= Zucker-Phosphat-Rickgrat-Kontakt, ++ =
unspezifischer Basenkontakt, +++ =
spezifischer Basenkontakt. Die experimentell
Bxperiment (S verwendete Sequenz und der von Consind
conelnd 8 ermittelte Consensus sind unterhalb der
Profile angegeben.

3.4 TFC (transcription factor cluster analysis too) *

Bei der Einzelelementanalyse mithilfe von Pattean&g Matinspector oder Consinspector ist,
je nach Stringenz der Suchparameter, u. U. mineibetrachtlichen Output zu rechnen. Dieser
ist in der Regel vom Anwender nachzubearbeiten. timvermeiden, dal3 jeweils neue

Suchlaufe gestartet werden mussen, wurde an der gdBBatenbanksystem entwickelt, das
dem Nutzer zur Verfigung gestellt wird und in dase&nen Output importieren kann. Diese
"Results Output Database” (ROD) gestattet nachttéidieliebige weitere Selektions- und

Filteroptionen sowie eine damit verbundene Visialimg (Wingender et al., 1995).

Die in den Output-Listen der genannten Tools bonder ROD enthaltenen vorgeschlagenen
TF-Bindungsstellen (TFS) kénnen dartber hinausgatifiuftes Auftreten analysiert werden,
was mogliche Promotoren oder Enhancer anzeigenté&dtu diesem Zweck wurde ein
Programm zur probabilistischen Fuzzy-Clusteranaly6&€) entwickelt, das fiir alle TFS einer
Sequenz in einem zweidimensionalen Score-/Posiians die Zugehorigkeitsgrade zu
verschiedenen Clustern errechnet. Fuzzy-Clusteiiggrithmen zeichnen sich dadurch aus,
dal sie keine ‘harte’ Zuordnung der Daten zu dkeargrten Clustern berechnen (Datum gehort
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dazu oder nicht), sondern Zugehorigkeitsgradg,1], die als Wahrscheinlichkeitsverteilung

interpretiert werden konnen. Hierdurch kénnen zumreDaten, die sich nicht eindeutig einem
Cluster zuorden lassen, probabilistisch auf meh@uster aufgeteilt werden, zum anderen
Rauscheffekte durch Stordaten i.d.R. besser korgrenaerden. Nach einer erfolgten
Clusterung durch deffuzzy c-Mean§~CM, auch als~uzzy ISODATA-Algorithmusezeichnet)
oder den Gath & Geva Algorithmus kbnnen in einer graphischen Benutzeroberflache
qualitativ ausgewahlte Cluster auf die DNA-Pos#ioiprojiziert und automatisch dokumentiert
werden. Das Programm TFC basiert auf einer relaliion Datenbank und enthélt diverse
Funktionen zum Nachbearbeiten der Daten. Die Eigebrvon TFC wurden an verschiedenen
regulatorischen Regionen wie dem Enhancer des Siviras 40 (SV40) verifiziert (s. Abb.5).

Gegenuber bekannten Tools wie PromotorScan (Rigstrii994) verfugt TFC somit nicht nur
Uber den Vorteil der fuzzy Datenanalyse, sondersomders die Zweidimensionalitat der
Datenanalyse ertffnet einen signifikanten Fortsiclmi der Nachbearbeitung der genannten
Output-Listen.

1310. 70

1312 1638 1964 2290 2617 2943 3269 3696 3922 4248 4574 4901 5227

Abb. 5: TFC Cluster-Analyse des SV40 Genoms (5248 Zu erkennen sind eine Reihe Cluster
(Sterngraphen) mit den ihnen anhand des hdchstegehduigkeitsgrades zugewiesenen
Datenpunkten (graue Quadrate). Jeder Datenpunkthalkentmindestens eine potentielle

Transkriptionsfaktor-Bindungsstelle. Die horizoetalAchse gibt die DNA-Position, die vertikale v-

Achse einen inversen Score der Daten an. Dies betdeine hohere Qualitat der Sites mit kleinerer
v-Koordinate. Anhand der interaktiv wahlbaren hontalen Schwellenwertlinie werden diejenigen
Cluster auf die DNA projeziert, die mindestens eBige besitzen, die dieser Schwellenqualitat
genugt. Der Cluster von besonders hoher Dichte inken Rand stimmt mit dem experimentell

verifizierten SV40 Enhancer (graues ‘Enh’ Rechtes#)r gut Giberein.
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3.5 Genomelnspectof

Fur die Anwendung in der Genomforschung besondechtigy ist die Verflugbarkeit von
Werkzeugen, mit denen komplexere Genstrukturennatkeverden konnen. Ein besonderes
Kennzeichen funktioneller regulatorischer Regiors¢meben der erkennbaren Anhaufung von
Bindungsstellen (siehe TFC) eine komplexe Organisatd.h. bestimmte Abfolge und
Abstédnde der Bindungsstellen auf der DNA-Sequengsédlassen sich auf der Basis von
gualitatsabhanigen Abstands-Korrelationen auchdeon Hintergrund sehr langer Sequenzen
gut charakterisieren. Mit Genomelnspector wurdel@enGSF ein Programm-Paket entwickelt,
das es ermdglicht, interaktiv in Megabasen umfaksenSequenzen die Korrelationen
verschiedener Elementtypen untereinander zu umteesuund darzustellen. So kénnen z. B.
Distanzkorrelationen zwischen offenen Leserastewh funktionellen Merkmalen sehr schnell
erkannt werden. Aulerdem ist Genomelnspector piglki in der Lage, primare
Suchergebnisse aller zur Erkennung von Sequenzelemeerfigbaren Programme in seine
Analyse zu integrieren.

Fites found (total) ratio foundlexpected

4000 3.00
3500
£.50
3000

Z.00
£500

2000 1.50

1500

1.00
1000

0.30
s00

a 0.00

15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30

Ci-zcore

Abb. 6: Anhéufung von potentiellen ABF1 Bindungfieste mit hohem Ci-Score in der
Promoterregion von chromosomalen Hefe-Sequenzea. difienen Balken stellen die
Gesamtzahlen der mit dem unterhalb der Balken atmgemen Ci-Scores gefundenen ABF1
Stellen dar (linke Skala). Die grauen Balken steltbe Uberreprasentation der ABF1
Stellen im Promoterbereich gegeniber einer erréehn&leichverteilung dar (rechte
Skala). Die schwazen Kreise kennzeichnen die fipedmentell verifizierte funktionelle
Bindungsstellen ermittelten Ci-scores.
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So konnte z. B. gezeigt werden, dal3 solche polentiéSindungsstellen fir den Hefe-

Transkriptions- und Replikationsfaktor ABF1, dia@&m besonders hohen Score liefern, in den
500-Basenpaar-Bereichen vor den offenen Leserad@ridefechromosomen 2, 3, 8 und 11
(ca. 2.4 x 10 bp) deutlich Uberreprasentiert sind. In diesemeBér finden sich auch die
experimentell bekannten ABF1-Bindungsstellen (Ab®). Die Untersuchung hoherer
Korrelationen wies z. B. fir die Klasse der glytisighen Gene der Hefe eine Kombination aus
GCR1-, RAP1- und ABF1-Bindungsstellen als typisddeskmal aus (Abb. 7).

20— Abb. 7: Charakteristisch Ubereprasentierte
Transkriptionsfaktorbindungsstellen im
15 | | ABF1 Promotorbereich von Genen glykolytischer

Hefe-Enzyme. Die Skala auf der Y-Achse
zeigt, wie oft die entsprechenden

RAP1 | Bindungsstellen gegeniiber einer errechneten
.| GCR1 Gleichverteilung Uberrf?prasent_ilert ggfundep
: : ORF -> wurden (20 = 20-fach Uberreprasentiert). Die
X-Achse gibt die Nukleotidpositionen vor dem
1

1 ‘ I ‘ I I Start des Leserasters (ORF) an. Die Breite der
R Y B b Balken sowie die Doppelpfeile unterhalb der

- - Grafik geben den Bereich an, in dem die
- zugehdrigen Bindungsstellen gefunden
wurden.

Genomelnspector hat sich nach Beendigung der gecben Hefe-Sequenzierung in der
Praxis als Werkzeug zur Analyse von Gesamt-Genobeamahrt und wurde zu diesem
Zweck in seiner Funktionalitdt ganz erheblich eterti Das Grundprogramm erfordert die
manuelle Auswahl der zu betrachtenden Partner, amekationen dieser Partner auf der
linearen DNA Skala vor dem genomischen Hintergrancerkennen (Quandt et al., 1996a,
1996b). Aufgrund der grof3en Anzahl der bereitsiigivbren Matrizen (Matinspector Library)
ist dies in dieser Form nicht mehr erschopfend ewditigen. Wir haben daher den Ablauf
automatisiert, so daf? Genomelnspector nunmehrritLaige ist, vollautomatisch aus einem
gegebenen Satz von Matrizen diejenigen Paare lmddtexn, die am besten korreliert sind,
wobei wir das bereits definierte MaR fiir die Ubprésentation einer Korrelation als Sortier-
Kriterium verwenden. Es hat sich gezeigt, dal3 aselin Verfahren Anh&ufungen (Cluster)
von Bindungsstellen besonders berticksichtigt werdéssen, da das Programm ansonsten in
erster Linie solche Anhaufungen erkennt. Die ewridpenden Korrekturen erwiesen sich als
komplex, konnten aber erfolgreich angeschlossemaeverEs zeigte sich im Rahmen dieser
Arbeiten auch, dald Genomelnspector noch erhebliebemtial fir weitere Automatisierung
aufweist, was aber Uber den Rahmen des GENUS-Resjbinausgeht.
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3.6 DIALIGN 1.0 2

Der bereits beschriebene neue Algorithmus fur peises und multiples Alignment
(Morgenstern et al., 1996) konnte inzwischen alsvé&mdungsprogramm impelmentiert
werden und steht ebenfalls auf unserem ftp-SemneVerfiigung. Es hat sich gezeigt, dal3
dieses Programm sehr sensitiv Protein-motife augela nicht homologen Proteinsequenzen
herausfiltern kann, womit sich die Mdglichkeit dnit, in die Analysen unserer Ebene-2
Verfahren (Genomelnspector, ModelGenerator und Miesigector) auch Proteinsequenzen
miteinzuschlieRen. AulRerdem kann DIALIGN gut verdeinwerden um die fur ein Matind
Alignment optimalen Bereiche in Sequenzen zu findieren Ladnge weder eine sinnvolle
Matind- noch Consind- oder CoreSearch-Analyse btlau

3.7 Vergleich mit dem internationalen Stand

Wir haben in einer Vergleichsstudie alle verfugbaferogramme zur Erkennung von
Transkriptionsfaktor-Bindungsstellen gesammelt andand eines ausgewogenen Satzes von
konkreten publizierten Sequenzbeispielen in ihmstungsfahigkeit miteinander verglichen.
Diese Studie wurde von 8 unabhéangigen Expertenuntir die Entwickler der
Konkurrenzprodukte, geprift und beurteilt und ineevArbeiten publiziert (Frech et al.,
1997c; Frech et al., 1997d).

Define Search Abb. 8: Uberblick tiber die
R Programmentwicklungen im Teilprojekt GSF

Biol : . . . .

e EnhancerfPromoter und Vergleich mit dem internationalen Stand.
Individual elements (function: protein binding)

Matind Matinspector

Consind I m Conslnspector

CoreSearch Weight matrix
Element modules (function: partial regulation)

Distance-

Genomelnspector . I Correlations

Unit models (function: transcriptional regulation)

ModelGenerator Modellnspecor

I — |

Programs available for detection of individual
elements

Definition Search programs Matrix- Source
(binding matrices)  (with matrix-Library)  Libraries

3 2 1 GENUS/BIODV

5 3 1 Rest of the world
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Das Ergebnis zeigt, dal} derzeit weltweit 6 Progrempur Erstellung von Matrix-

Beschreibungen verfiigbar sind, wahrend es 4 Sughgrone fur vorberechnete Matrizen
gibt. Je zwei dieser Definitions- und Suchprogramstammen aus der GSF-Gruppe.
AuBerdem erwies der Vergleichstest, dald unsere r&droge beziglich der

Erkennungsqualitat von Einzelelementen den andewemndest nicht nachstehen. Bei der
Definition multipler Stellen in einem Satz Sequanz€oreSearch) und der qualitativen
Zuordnung der Vorhersagen mit experimentellen Eigslen (Consinspector und
Matlnspector) ergaben sich Vorteile flr unsere Rnogne.

Ein entsprechender Vergleich der Ebene-2 Metho@n@melnspector) ist aufgrund der
unterschiedlichen Leistungsspektren der vorhandéregramme nicht moéglich. Unter den
insgesamt funf bekannten Programmen dieser Katednwei davon aus unserer Gruppe)
gibt es keines, das in ahnlicher Weise wie der @Gmhospector zur Modell-freien Analyse
ganzer Genome geeignet ist.

4.  Strukturelle Beschreibung regulatorischer Elemete

4.1 Dreidimensionale Struktur der DNA?®

Signifikante Effekte der Basensequenz auf die rélmalStruktur des DNA-Molekuls wurden

in zahlreichen Experimenten mit unterschiedlicheretidden nachgewiesen. Die mit
kristallographischen und NMR-spektroskopischen Mdén aufgeklarten Strukturen von
doppelstrangigen Oligonukleotiden und von ProtebEKomplexen zeigen die Variabilitat

der Konformation des Zucker-Phosphat-Gerustes indAgigkeit von der Basensequenz im
atomaren Detail. Globale Strukturmerkmale der Ddpgdix, wie Biegung der Helixachse

und die Geometrien der beiden Furchen, kdnnen aben direkt im Elektronenmikroskop

oder indirekt aus Messungen der elektrophoretis@®meglichkeit sowie Analyse der sich
nach enzymatischer Spaltung der DNA ergebendenntaate abgeleitet werden. Abb. 9
zeigt an Hand eines Beispiels die von der Sequéh&rayige Variation der Weiten der
grof3en und kleinen Furche sowie die Biegung deixbiehse.

Die daraus folgenden Beziehungen zwischen Baseaseqund strukturellen Parametern der
DNA spielen offensichtlich eine wichtige Rolle baer selektiven Erkennung spezifischer
Sequenzen durch regulatorische Proteine. Einet&inligge Beschreibung der funktionellen
Eigenschaften regulatorischer Elemente in genoraisddNA-Sequenzen erfordert deshalb,
neben der reinen Sequenzinformation auch die dudth Sequenz kodierten
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Strukturmodulationen des DNA-Molekils zu bertcksgdn. Im Hinblick auf die
Zielstellung des Verbundprojektes wird diese Fardgrdurch bekannte Beispiele (TATA-
Boxen, C/EBP-Bindungsstellen) unterstrichen, ineatesich strukturelle Merkmale nicht
eindeutig auf den Sequenzraum abbilden lassenbBdasutet, dal3 man mit den verfigbaren
Algorithmen zum statistischen Vergleich von Sequemgtern nicht in der Lage ist,
experimentell ermittelte Bindungsstellen zu idenigfren.

Abb. 9: Raumliches Strukturmodell der DNA-
Doppelhelix mit der Basensequenz
d(AATTAACCCTCACTAAAGGGAGA) des T3
Promotors. Man erkennt deutlich die von der
Sequenz abhangige Variation der Weiten der grof3en
und der kleinen Furche sowie die Biegung der
Helixachse.

4.2 Aufbau von Struktur- und Parameterbibliotheken?®

Um die Suche nach Elementen mit spezifischen Strokistern in genomischen DNA-
Sequenzen zu ermdglichen, mussen effektive Methaden/orhersage der DNA-Struktur
aus der Basensequenz entwickelt werden. Anfanglidb&nungen, die Konvertierung
beliebiger DNA-Sequenzen in raumliche Strukturerf @rundlage einer umfassenden
experimentellen Datenbasis zu ermoglichen, habesh dvisher nicht erfullt. Die
Schwierigkeiten betreffen insbesondere Problemekaestallisation von Oligonukleotiden
mit der notwendigen Vielfalt von Sequenzen undrdieeingeschrankten Moglichkeiten, aus
NMR-Experimenten vollstdndige Konformationsdatenr fDONA-Molekule abzuleiten.
AulRerdem folgt aus der konformationellen FlexiBider DNA-Struktur eine empfindliche
Abhangigkeit von Umgebungseinflissen, so dal3 adetliUnterschiede zwischen Kristall
und Losung beobachtet werden.

Als Alternative zu den gegenwartig weder in ausreimem Umfang noch mit der
notwendigen Systematik durchfuhrbaren experimesrieArbeiten bieten sich theoretische
Ansatze der molekularen Modellierung an. Im Untieiesdt zur theoretischen Behandlung des
schwierigen Protein- und RNA-Faltungsproblems ist ien Falle der DNA-Struktur
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gerechtfertigt, Wechselwirkungen zwischen sequirgigfernten Teilen des Molekils zu

vernachlassigen. Diese Naherung macht ein solchgekP rechnerisch durchfihrbar und
erlaubt eine vollstandige Konformationsanalyse F&inge DNA-Sequenzen, auch unter
Berucksichtigung langreichweitiger Korrelationerdudynamischer Aspekte der Struktur.

Abb. 10: Freiheitsgrade und
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Am MDC in Berlin-Buch wurden hierzu in enger Zusaemarbeit mit Richard Lavery (Paris)
die Programme JUMNA (Junction Minimization of Nuclécids) (Lavery et al., 1995) und
CURVES (Lavery and Sklenar, 1988, 1989) entwicldait, heute weltweit in vielen Gruppen
fur Computersimulationen und theoretische Struktalgsen helikaler Nukleinsduremolekile
genutzt werden. Mit den im Hinblick auf die Aufgalseellung dieses Projektes
weiterentwickelten Algorithmen ist es mdglich geden, Effekte der Basensequenz auf die
Geometrie der Doppelhelix systematisch zu unteeuc8olche Studien wurden zunachst fir
den vollstandigen Satz repetitiver Di- und Tetrdaakdstrukturen durchgefuhrt und haben
zu dem Ergebnis gefihrt, daf3 jede der Sequenzech dein charakteristisches Muster
unterschiedlicher Konformationen (Substates) bésicbn werden kann. Das daraus
abgeleitete diskrete Substate-Modell der DNA bildet Grundlage fur den Aufbau von
Struktur- und Parameterbibliotheken. Die auch mpegimentellen Befunden im Einklang
stehenden Substates des Zucker-Phosphat-Geriudbbes {A) wurden als Startpunkte flr
Energieminimisierungen und die kombinatorische 8uciach stabilen Konformationen
gewahlt.
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Um aus diesen Ergebnissen eine Strukturbibliothgkudauen, missen die einbezogenen

Wechselwirkungen auf nachste oder Ubernachste Mathbeschrankt werden. Diese
Néaherung entspricht der Annahme, dal3 die Konfoonagiines aus einer langen Sequenz
herausgegriffenen Nukleotidpaares nur von den ZAdstd der 5- und 3’-flankierenden
Nukleotide abhéngt. Fur den einfachsten Fall (Besigthitigung nur des jeweiligen Substates
mit niedrigster Energie im Modell nachster Nachbash der entwickelte Algorithmus zum
Aufbau der Strukturbibliothek in Abb. 11 schemadtisdargestellt. Die Ergebnisse der
Konformationsanalye fir die sechs unterschiedlichepetitiven Dinukleotid-Sequenzen
bilden den Ausgangspunkt fir die Bildung von Stadellen aller kombinatorisch méglichen
repetitiven Tetranukleotid-Sequenzen, die anscéhdl3energetisch optimiert werden. Die
strukturelle PaRfahigkeit der aus den optimiertek®uren extrahierten Strukturfragmente
wird durch geometrische ‘constraints’ (auf die Nadtide A und B in Abb. 11) wahrend der
Energieminimisierung erreicht.

Ausgangspunkt: Energetisch optimierte Substates fur die repetitiven Dinukleotid-
Sequenzen [GG]n, [AA]n, [GC]n, [AT]n, [GA]n, und [AC]n.

[XA]n
} [XAXB]ln = aXb bXa Datenbasis structure.lib
[XB]n
Energeiminimisierung unter gGg aGg «cGg tGg
geometrischen constraints gGa aGa cGa tGa
auf die Nukleotide A und B gGc aGc cGec tGe
gGt aGt cGt tGt
Volstandiger Satz der zu optimierenden gAg aAg CcAg tAg
Tetranukleotidstrukturen: gAa aAa cAa tAa
gAcC aAc cAc tAc
[GGGC]n [GGGT]n [GAGC]n gAt aAt CAt tAt
[GAGT]n [GGGA]In [GCGT]n
[AAAC]IN [AAAT]N [AGAC]n

[AGATIN  [AAAGIn  [ATACIn

Abb. 11:  Schematische Darstellung des AlgorithmursGenerierung der Datenbasis structure.lib
im Modell nachster Nachbarn.

Nach dem Aufbau einer vorlaufigen Datenbasis fin geweiligen Zustand niedrigster
Energie (single substates) (Knuppel et al., 1996nit dem AbschluR des GENUS-Projektes
jetzt auch die vollstdndige Datenbasis (multiplessates) (Sklenar et al., in Vorbereitung)
verfiigbar und wird Uber das world wide web offattlizuganglich sein. Mit Hilfe dieser
Datenbasis (structure.lib) und der zugehdrigen v&ot kénnen nach Eingabe beliebiger
Basensequenzen und praktisch auf Knopfdruck dreidsionale Modelle der DNA generiert
werden. Die Ausgabe im PDB-Format ermdglicht einschlieRende Visualisierung bzw.
detailierte Konformationsanalyse mit dem CURVES¢gPamm. Zusatzlich zu structure.lib
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wurde eine speziell auf die Ziele des GENUS-Pregktugeschnittene zweite Datenbasis

(parameter.lib) aufgebaut. Sie enthdlt einen Sabtn Warametern zur Beschreibung
struktureller Merkmale der 10 unterschiedlichen ubdeotidschritte in der Umgebung aller
maoglichen 5’- und 3'-flankierenden Dinukleotidsdtei

5’- NN XY NN -3’
XY = AA, GG, GA, AG, AT, TA, GC, CG, AC, CA

Zur Berechnung der Parameter wurden mit Hilfe dean@ren Datenbasis structure.lib die
insgesamt 2080 unterschiedlichen Hexanukleotidgirak generiert und anschlieRend mit

dem CURVES-Programms analysiert.
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Abb.12: Sequenz-abhéngige Verteilung von helika®Bwist und Biegewinkel fur den zentralen
Dinukleotidschritt in Hexanukleotid-Strukturen. Di@esamtverteilung (oberer Teil) ist in die
Komponenten der 10 verschiedenen Dinukleotidsehfithterer Teil) zerlegt.

Die gegenwartige Implementierung umfal3t Werte far\eiten und Tiefen der grof3en und
kleinen Furche der DNA, fur den helikalen Twist tRde sowie die lokalen Biegewinkel der
Helixachse. Diese Auswahl wurde auf Grund erwartktarelationen dieser Parameter mit
funktionellen Eigenschaften der DNA getroffen. Qignachst fur single substates generierte
Parameter-Bibliothek steht jetzt auch als multgléstate-Version zur Verfigung und
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enthalt damit zuséatzliche Informationen Uber diexHlilitat der DNA-Struktur. In Abb. 12

sind die in der single-substate-Version erhalterrtafl@engen der helikalen Twist- und
Biegewinkel, sowohl fir den gesamten Satz als dlicheden der 10 Dinukleotidschritte
separat, als Beispiel dargestellt. Hierdurch wemgrerimentell beobachtete Sequenzeffekte,
zumindest qualitativ, gut widergespiegelt. Im Falés Twist-Winkels zeigt die Zerlegung der
Gesamtverteilung eine deutliche Sequenzabhéngigkéibn auf dem Niveau individueller
Dinukleotid-Schritte. Im Unterschied hierzu verviaige breitere Verteilung der Biegewinkel
auf eine starkere Abhangigkeit von den flankieren8equenzen. In Ubereinstimmung mit
experimentellen Befunden wird eine Tendenz zu stérk Biegungen in Pyrimidin-Purin-
Schritten, besonders ausgepragt im TA-Schritt, elotet.

Die Parameter-Bibliothek ermdglicht eine schnelleniertierung von Basen-sequenzen in
Struktur-Profile (siehe Abb. 13). Damit sind sowdystematische Strukturanalysen von
Bindungstellen fur Transkriptionsfaktoren als aucdme Suche nach Regionen mit
charakteristischen strukturellen Merkmalen in lang&equenzen praktisch mdglich
geworden. In Abb. 14 wird am Beispiel der inneremiollregion des ribosomalen 5S RNA-
Gens die Korrelation von Strukturprofilen mit fuiddellen Eigenschaften von DNA-
Sequenzen demonstriert. Zwei Bereiche der ICR-Seqjuér die eine Wechselwirkung mit
jeweils drei Zinkfinger-Domé&nen des Transkriptiaidbrs IIIA (TFIIIA) nachgewiesen
wurde (Positionen +52 und +78 des 5S RNA-Gens), elamur sehr geringe
Sequenzahnlichkeit, weisen aber fast identischBl®b®i der Weite der gro3en Furche auf.
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Abb. 14: Verlauf der Weite der grof3en Furche inld@rnen Kontrollregion (ICR) des 5S rRNA-Gens.
Gezeigt ist die 5S rRNA-Gensequenz +60/+95, grahattiert ist ein Element mit experimentell

nachgewiesenen Kontakten zu drei Zinkfingermotigtea Transkriptionsfaktors TFIIIA. Das Profil ist

nahezu deckungsgleich mit dem einer zweiten Korggkin (+52/+61, s. Insert).



25

4.3  Struktursimulation von TATA-Box-ahnlichen Profilen !

Da bekannt ist, dal3 das TATA-bindende Protein (TiBRJie kleine Furche der DNA bindet,
haben wir uns die Frage gestellt, wie konserviast Erofil der Weite der kleinen Furche (minor
groove width, mgw) Uber TATA-Box-enthaltenden Sewsn tatsachlich ist und ob es
eineindeutig mit dieser Sequenz korreliert werdannk Zur Untersuchung dieser Frage haben
wir die strukturellen Eigenschaften von autheneschiefe-TATA-Boxen mit denen anderer
Sequenzen verglichen.

Zunachst wurde dazu die Frage untersucht, wie stetk der Einflu3 der flankierenden
Dinukleotide auf die Struktur eines zentralen Hexdeotids, z. B. einer TATA-Box, auswirkt.
Dazu wurden die mgw-Profile samtlicher Dekanukimtmit dem Muster NNTATATANN
mithilfe der Strukturparameter-Library des MDC lotmeet (“Templates”). Das zentrale
Hexanukleotid entspricht einer kanonischen Hefe-AAox. Dann wurden die mgw-Profile
fur sdmtliche Dekanukleotide 1 berechnet und fur jedes der 256 Templates dieganig
Dekanukleotide selektiert, deren mgw-Profile sidm\denen der Templates um weniger als
einen r.m.s.-Wert von 0.2 unterschieden. Die irmges881 Dekanukleotide, die dieser
Bedingung genugten, verteilen sich sehr ungleicign@@f die Templates (Tab. 2). Ein
besonders selten von anderen Sequenzen zu komerergv Profil wird dem TATATA-Core
offenbar durch flankierende G- bzw. C-Reste aufigip(Tab. 2), wobei besonders ein 5'-
flankierendes TG und ein 3'-flankierendes CA eimpkate erzeugen, das lediglich genau ein
ahnliches Dekanukleotid selektiert, namlich dabstéhnliche.

Tab. 2: Anzahl der Sequenzen mit zu Templates demF5'-NNTATATANN-3' ahnlichen
mgw-Profilen

AN-3’ CN-3’ GN-3’ TN-3’
5'-NA 3319 531 3657 3256
5-NC 3586 608 3876 3455
5'-NG 574 100 627 531
S5-NT 3339 555 3656 3219

Angegeben ist jeweils die Anzahl der Dekanukleotideren mgw-Profil dem den 16 TATATA-
Templates &hnlich sind, die von den links angegemddinukleotiden 5'-flankiert und von den oben
angegebenen Dinukleotiden 3'-flankiert werden.

Unter den 881 selektierten ahnlichen Dekanukleotidaren viele, die eine von den Templates
vollig verschiedene Sequenz aufwiesen. Zwei Bdispige besonders unahnlicher Sequenzen



26
mit sehr ahnlichen mgw-Profilen waren ATTATATACG AuTAACGTTACT, die nur drei

gleiche Positionen aufweisen, und CTTATATAAG und QACGTGTT mit nur zwei
identischen Nukleotiden. Dieses Ergebnis zeigt, Salkturprofile und Nukleotidsequenzen
keine 1:1-Abbildungen voneinander sind, sondern dlal$Strukturbeschreibungen tatsachlich
unabhangige Kriterien beisteuern konnen (Karak,e1396).

Aus den in Tab. 2 wiedergegebenen Daten geht aechoh dal’ viele der selektierten
Sequenzen zu mehreren Templates &hnlich sind. dasgeenthalten die 881 selektierten
Dekanukleotide nur 25 verschiedene Core-Hexanullkeothre Verteilung auf die Templates
ist in Tab. 3 angegeben. Sequenzen mit dem TATABXatukleotid im Zentrum werden
naturlich von allen 256 Templates selektiert, aBech ein relativ divergenter Kern wie
GTTATA erzeugt noch mgw-Profile, die 192 Templaibaslich sind.

Tab. 3. Haufigkeitsverteilung der Core-Hexanukli@®tunter den Sequenzen mit &hnlichen

mgw-Profilen

Hexa- Anzahl der |Hexa- Anzahl der |Hexa- Anzahl der
nukleotid  ahnlichen nukleotid ahnlichen nukleotid ahnlichen

Templates Templates Templates
TATATA 256ATAACG 120ACACGT 44
GTTATA 192CGTTAT 120CACGTG 42
TATAAC 192|ATATAT 114|CTATAT 20
TAACGT 192CGTTAA 109ATATAG 20
ACGTTA 192AACGTT BATTATAG 19
TTATAA 142|AACGTG 58CTATAA 18
TTAACG 128CACGTT 53CTAACG 7
ATATAA 122|GTTAAC 50
TTATAT 122|ACGTGT 44

4.4  Anwendung der Strukturanalyse auf TATA-Boxen de Hefe *

Mithilfe des Consind-Programms der GSF wurden anGEF Consensus-Beschreibungen fir
Hefe-TATA-Boxen erstellt. Das Ziel dabei war, sta#s Translationsstarts, dem eine 5-UTR
von variabler Lange vorausgeht, und statt des Krgot®nsstarts, der bei den meisten
Hefegenen nicht gut definiert ist, einen zuverlgmsi Bezugspunkt bei der Lokalisation
regulatorischer Elemente von Hefepromotoren zu igesvi. Mit der errechneten Consensus-
Beschreibung wurde die 5'-flankierende Region@¥&€1Gens der Hefe untersucht, das zwei
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funktionelle und zwei nichtfunktionelle TATA-(&hohe) Elemente besitzt. Ein funktionelles

Element wurde von Consinspector mit hohem Scof@&)aufgefunden, das andere hingegen
lieferte nur einen sehr geringen Score (1,08)dden der nichtfunktionellen Boxen glich (1,09).
Eine Untersuchung der Furchengeometrien vieler TASDb&en ergab jedoch, daf dort stets
eine Aufweitung der kleinen Furche auf mindestebsf6flankiert sein muf3d von einer starken
Verengung (Abb. 15). Diese Forderung ist von deeitem funktionellen TATA-Box erfiillt,
nicht jedoch von den beiden nichtfunktionellen TA&Anlichen Elementen.

Es zeigt sich somit, dal? eine Kombination von ulidsich genommen ,weichen* Kriterien zu
zuverlassigen Resultaten fuhrt. Unter Einsatz degrBmms SITEVIDEO eines russischen
Kooperationspartners der GBF (Institute of Cytologgd Genetics, Novosibirsk), das
verschiedene Kriterien automatisch kombiniert uredagptimal zwischen einem positiven und
einem negativen Trainingssatz diskriminierende Kimaiion auffindet, gelang es, zwei
strukturelle Parameter (Twist und Tiefe der groRerche) so zu verknlUpfen, dal3 eine ca. 90%-
ige Trennung beider Sequenzpopulationen moglickdevgH. Karas und M. Ponomarenko).
Weitere Untersuchungen werden nun darauf gerickg@t, optimale Kombinationen von
strukturellen und statistischen Parametern aufdafin

—a— Vhjor Goove Width — Mjor Goove Depth —— Mror Goove Width —— Mnor Goove Depth
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ACATACAGGCATATATATATGT GTGCGACGACACATGATCATATGGCATGCATGTGCTCTGTATGTATATAAAACTCTTGT TTT

Abb. 15: Profile der Furchenweiten und -tiefen Utben funktionellen TATA-Boxen deSYCt
Gens der Hefe. Fiur beide TATA-Boxen sowie fur einenzwei Basen verschobenen Match bei TATA
I sind die Gscores angegeben, die von Consinspector erreaciungén.
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4.5 SAGA (structure analysis with genetic algorithrs)*

Um nicht in allen Féllen alinierter TF-Bindungsktal erneut den gesamten Suchraum (26
strukturelle Parameter, alle mdglichen Fenstenpogh und -grof3en, ggf. sinnvolle
Kombinationen mehrerer Parameter und Fenster) nadikativen Struktureigenschaften
absuchen zu mussen, was offenkundig einen sehemrB&chenaufwand erfordern wirde,
wurden an der GBF genetische Algorithmen zur Lostdieges Problems herangezogen. Mit
Hilfe eines solchen Algorithmus wird derjenige Beheder Sequenzen bestimmt, in dem sie
die groRte Ubereinstimmung beziiglich der gewah8&unkturparameter aufweisen. Die 26
verschiedenen Strukturparameter der Parametertiibkoaus dem Teilprojekt MDC stehen
dem Benutzer zur Verfigung. Fur jeden Strukturpatamkonnen weiterhin Strukturprofile
erstellt und grafisch dargestellt werden. Die Safev wird unter der URL
http://www.transfac.gbf-braunschweig.de/cgi-binesagga.pl zur freien Verwendung uber
das WWW zur Verfugung gestellt.

THARACTARACGACCT TRGTTTGGARRATGATGRAAT TG TCCATARCTATATACTATCAGTCAGCARACTATGATCCGEGTARTATTOATT TGTRARGE
CTCTCTACTGET TEGTGRACTAGGETATACGETCAAT CAGCGECARGATATATARGARGARCAGCACTCCCAGTCGTAT TCTHECACAN TATAGCCTAGE
TCTCTCTTAGATTCTCGCAC GACAGCATCGAGCEAAGT TECARRACCATATATTTCAGT TETETARRCGATC TTTCCCCGRACT CCAATICEARATAGACT
TCATTTGTAATCGAGRATATCGTACARTARAGGAATT TAT TGETCT TATATAT TCTACGTGGGAGETCGARRAGCAT TTETGHT TCTAT T TAGTARCCAR
TTAATGCGTATTTTCCCAGATAGG TTCARACCTTTCATCTGTATCCCGTATAT TTAAGATGGCETT TG TTTETCCGTTRATTTTTTTOCTTETTAGTGA
TGTARACGTCACTETCARACACGT TGCATTGATTAGATTTTATTATTTTATATATAGGTATAT T TRGAARAC T CACAACTGEAGARGAD GRAGARCGRAG
ARGGTACCCCTTTTTETTTTAGCTATCTTTART TAGGTTAGARARGTGTATAT TTCGCARRARCG TATAGGCARRARARRAG TGARATACTGCGARGRAL
ATCATTATCTGGTTTTCCGAATATACAGAT TEGATGARGTAATATATETATATAAATGEACCARGEARACATCARAT TAGGAGATCATOAGGEARAGETT
CTGCATTGTGECGECATCCCT GEACTGTARTCAGCAAGT GTTGCT TAGTATATATATACATCCAGEGTCAGCT TGART TTGEATACAGT TRCTGTTTTTT
CAAGATTCGAGCTARTARTACTCATATARTATCCATCGCGATGGETAT TATAT GARACATAACARTCGTACATGETGAT TEARRATARTIAGATGATARGH
CRAGCCACGGACCACAAGAGGARTGACTGGETEATCCTGATGCGARTAGTATAT TAGGTAGTGCARRARRARTACATTART TTTCT TGARATATTTTEGTTT
ARCCGTGCCARCAGCT TTATAGT GEGEAGT TTGECTTCCCTCTAT T TR TATAT TGATCGCCATCCCTACGAAGT TAT THEGAACGCATOGTGARCCTETE
GATTGATTTTCAGTATGEAAGAAT TTGGATAGATC TECAGCGCCATGETATATARGAGRARGARGCGETAACGT TTGACACTHEGTTCAGATCTCTCT TG
GTTCGGTTTTARGECEGAGTTARCGTCATETEGAATGEARAGRRRGHT TATHTARAGARTGGARARACARARARGG T GARARAACAT CT) TEGARGECCTC
GETTTTGGGTTTAGTECCTAAAC GAGCAGCGAGAARCACGACCACGELE TATATAAATGEARAGT TAGGACAGGLCCARAGARTRAGAGOACAGARGARGH
GETTTTGGET TTAGTECCTARACGAGCAGCGAGAACACCACCACGEEETATATARAT GEARAG T TRGGACAGGGEECARAGAR THAGAGACAGARGARGH
TCTCTCTTTTTTTCCT TTTACCCCTCACT TGTCETGAGACART TRTAGTATAT TTAGTARGTATAGARAGT TCTTGTTGT TRARARACTICGT TAGGATAC
TTCAAGGTCARATATATTCTTATATGCTCT TTGAATATT TETGARARATATATARAGARARGARAC TACAAGARCATCATCCHGARART CAGAT TATAGA
ARACATTTCGCAGECTARART GTGEAGATAGEATARGTTT TG TAGACATATATARACARTCAGTART TGGATTGRARAT TTEHTGTTGTGRAATTGETETT
ACACTGACARGCGTTTACTCATTGETGCTGT T TRGTCAGART TCTTGT TATATARGARCARCCEGT TTCTARARRATACATTACCTTTTGETATAATECT
GRATTCACAGECCAGECCTGGCTATTETTTTECETACTTT TAGT TCGATATAT TTTCGEGLCTRCECOTTTTGTTTGCTTCTTRTTTTACACTGRAGTTTT
ATTGTTTGECATGTTTTTATTTTAGT TTGTAGATTTCTTT TTTTGTARTATATARGGGAGTGAT TCTATATATCGART TETCAGGCTTAGTTRGTTCETA
GAGGTTCCGGTCGTCCCCCTETTGATCTGARRGETCTTTCTCTARATCTATAT TARARCGTATARRTAGGACGGTGRAT TRCGT TCTAQTTCCTCART TG
CTTGACCGTGETATTECCATCACTGCTACARGACTARRTACGTACTARTATATGTTTTCGETARCEAGARGARGRGC THECEHT GLAGO TECTGECATGE
BTCCGCCATCTTGECGCTATCATACACGATCTTTTTCARTGT TTCTCETATATACAGGACAGGG T TCGGEGTTTTTGGCGECAGGAGAGGARAGCARARA

Abb. 16: Bezlglich der TATA-Box alinierte DNA-Segpzen aus der Hefe. Etwa in der Mitte
der alinierten Sequenzen ist die TATA-Box zu erleamnDer von SAGA identifizierte Bereich
ahnlicher Weiten der grof3en Furche (major groowdthyietwa 30bp downstream der TATA-Box ist
umrahmt dargestellt.
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Abb. 17: Profile der Weiten der grof3en Furche (mgjoove width profiles) fur die in Abb. A
dargestellten Sequenzen. Deutlich zu erkennereisagch in den Sequenzen konservierte Bereich der
TATA-Boxen (etwa in der Mitte). Der von SAGA dariibkinaus identifizierte Bereich ahnlicher
Profile ist umrahmt dargestellit.

Im dargestellten Beispiel wurden 25 DNA-Sequenzes ldefe-Genen lokal bezlglich der
TATA-Box aliniert (Abb. 16). SAGA findet eine skturelle Ahnlichkeit in der Weite der
gro3en Furche 30bp downstream der TATA-Box (Abb)., HIso einer Position, die dem
Transkriptionsstartpunkt entspricht. Diese Ahnlielkst aus der reinen Basensequenz nicht
ersichtlich (Abb. 16).

4.6 Einbindung struktureller Parameter in die Sequezanalyse®

Eine direkte Einbindung struktureller Parametedi@ Consind-Analyse erwies sich derzeit
als nicht gangbar, weshalb alternative LOsungenbereitet wurden, die auf einer

kombinatorischen Auswertung getrennter Analyserulbem. Wir haben die Vorarbeiten

soweit abgeschlossen, dal3 strukturelle Analysen sefth in die Bewertung der Matrix-

Matche miteinbezogen werden kénnen, sobald entspnele Tools zur Verfigung stehen,
womit aufgrund der im Teilprojekt MDC erfolgreichbgeschlossenen Generierung der
Hexanukleotid-Library (Karas et al., 1996) in Kliaerechnen ist.
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5.  Positionskorrelationen bei regulatorischen Elenaen * *

Viele regulatorische Elemente haben palindromiscblearakter. Es schien daher denkbar, daf3
Variationen in der einen Halfte der Erkennungssegueon einer komplementaren
Veranderung in der anderen Halfte begleitet werdeas die betrachtliche Variabilitat der
bekannten Bindungssequenzen mancher Transkripgkinsén wie NF-1 erklaren helfen
konnte.

Um solche Korrelationen aufzuspuren, wurde an deivéssitat Bielefeld ein Programm
erstellt, das fur je zwei Positionen aus einem Sditzierter Sequenzen die Korrelation
zwischen den dort zu findenden Eintragungen gemél@ér evon der Shannon'schen
Informationstheorie abgeleiteten Formel berechnet:

cor(i, ) = cor(i, j; S) = 2 p(i. j; x, y) log(p(; ¥) pGi Y) / pGi. i X, ¥)) (X, yin A)

wobei
S eine Familie alinierter Sequenzen Uber einenhma@pt A ist (z. B. Uber der Menge
der Nukleotide oder der Menge der Aminosauren),
p(i;x) die relative Haufigkeit des Vorkommens voan Position i in den Sequenzen aus
S und
p(i,j;x,y) die relative Haufigkeit des Vorkommewsn x an Position i und gleichzeitig
von y an Position j in den Sequenzen aus S

bezeichnet.

Konstante Positionen (d.h. solche der Entropiel€9 ahne Informationsgehalt) besitzen
gemall dieser Formel Kkeinerlei Korrelation mit dieigvelchen anderen Positionen,
hochkorreliert sind dagegen hochmutable (also hdobgische bzw. hochinformative)
Positionen, an denen jedoch nur vergleichsweise igsen Nukleotid- oder

Aminosaurekombinationen auftreten.
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— A —— T —— CACGT ™  Apb. 18: Positionskorrelation in der N&he von
— g — E — %:CA((};%‘ __ Bindungsstellen fir pflanzliche  G-Box-
— ¢ — T —— CACGT — bindende Proteine (GBP). Das Beispiel
— A — G — GACGT — illustriert die Korrelation der Positionen -34 und
_Cc — G — TACGT — -4 (+1: erstes Nukleotid der konservierten Core-
— T —— T — CACGT — Sequenz CACGT). Signifikant Uber dem
— A — A — CACGT —  Erwartungswert liegen das Auftreten von C
— A —— € == CACGT ™ b7y T bei -4, wenn bei -34 ein A bzw. T
— ‘é _ g — ggggg __ auftritt. Fur das erstgenannte Paar ist das
— ¢ — T —— GACGT — gefundene Vorkommen 0,25 gegentber eamer
— ¢ — T —— CACGT — priori Wahrscheinlichkeit von 0,20.
— A —— C — CACGT —
— A —— C — CACAT —
— A — C — CACGT —
— A — A — GACGT —
— C —— C —— CACGT —
— T —— C — GACGT —
— G — G — GACGC —

t 1

p(-34;A)=0.45 p(-4;C)=0.45

p(-34, -4; AC) = 0.25

cor(-34,-4) = 0.89

Untersucht wurden u. a. kompilierte Bindungsstetlen Transkriptionsfaktoren NF-1, C/EBP,
CREB. In keinem Fall konnten innerhalb der eigeh#n Bindungssequenzen
Positionskorrelationen  aufgefunden werden. Zunaclst C/EBP-Sites, dann an
Erkennungsstellen der pflanzlichen G-Box-bindenBesteine (GBP) wurden jedoch derartige
Korrelationen in der weiteren Sequenzumgebung gefur(Abb. 18). Zur Kontrolle wurden
gleichartige Analysen an zeilen- und ebenso antespakise randomisierten Sequenzen
vorgenommen (spaltenweise Randomisierung erhaltQdialitat des Alignments sowie die
Entropie der einzelnen Positionen). Dabei zeigth,sdal3 die Anzahl hochkorrelierter
Positionspaare nur unwesentlich abnahm. Wurden geage,Cliquen® von paarweise
hochkorrelierten Positionen betrachtet, so nahrard@nzahl in den randomisierten gegentiber
den urspriinglichen Sequenzen deutlich ab, was teigender Cliquengrof3e zunehmend
auffalliger wurde (Abb. 19).

Hochkorrelierte Positionen wurden in einem Bereidn 200 Basenpaaren um definierte
Regulationselemente herum gefunden. Man kdnntee@isoVerbindung mit der Nukleosomen-
Assoziation oder hoheren Ebenen der Chromatin-Gsgtion vermuten. Eine gesicherte
biologische Bedeutung dieses Befundes gibt es fedoch nicht. Ahnliche Befunde ergaben
sich bei der Analyse alinierter C/EBP-Bindungsstellwahrend an alinierten CREB-Sites
derartiges nicht beobachtet werden konnte.



32

4500
4000

3500

;g_ 3000
K 2500 mE
£ OE+V
£ 2000 EGBP
N
& 1500

1000

500 I

0 _ —
3 4 5 6 7 8
n

Abb. 19: Anzahl hochkorrelierter-Cliquen (in den 10% hdchstkorrelierten Positioagpr) in

der Umgebung alinierter GBP-Bindungsstellen.

Es besteht folglich nun die Aufgabe, diesen lbehesden Befund an weiteren Satzen von
Bindungsstellen zu verifizieren und in die vorhamegfe Suchroutinen einzuarbeiten. Ferner
bleibt zu prufen, inwieweit sich die Methode aualr Xntersuchung der Korrelation von
reellwertigen, sequenz-abhangigen Parametern eigneB. zur Korrelationsanalyse von
Furchenweiten und -tiefen.

Uber die Verifizierung regulatorischer Elementeahbis kann die Korrelationsanalyse dazu
verwandt werden, zwischen alternativen Alignmenteatscheiden, da das bessere Alignment
im Zweifel dasjenige sein sollte, welches die héhdorrelationen aufweist. Ferner kann sie
zur Berechnung eines auf PositionskorrelationenHssrden AhnlichkeitsmaRes genutzt und so
z. B. fur die Analyse von Phylogenien herangezogerden (Dress, Terhalle, 1997).

In Kooperation mit Partnern auflerhalb des GENUSMsdes wurden die

Korrelationsmethoden zusammen mit in Bielefeld ekaiten Clusterverfahren auch in
anderen Zusammenhangen angewandt, so zur Analyse Bandenmustern zwecks
Bestimmung von Taxonomie und Phylogenie @uinea Yan{Ramser et al.) und seit kurzem
auch zur Analyse von Kombinationen fluoreszenznesidi Oberflachenproteine an Blutzellen
von ALS-Patienten (ALS =rayotrophe laterale Sklerose

Die Anwendung der Korrelationsanalysen auf Proteiksuren, speziell auf die DNA-
Bindungsdoméanen (DBD) von Transkriptionsfaktoremies sich als sehr vielversprechend.
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Auf bZIP-Doméanen angewandt ergaben sich deutlicberdfationen zwischen Positionen,

die in der basischen, DNA-kontaktierenden Regi@gydn, und solchen, die sich in der
“leucine zipper” (ZIP)-Dimerisierungsdomane befindeDieser Befund zeigt, dall DNA-
Bindungsspezifitdt und Préaferenz  fir bestimmte Disierungspartner dieser
Transkriptionsregulatoren miteinander verkntpftsin

Derartige Kaorrelationseigenschaften lie3en sich haunithilfe der Splits-Analyse zur
Erkennung von Verwandtschaftsbeziehungen nutzerpewsich fur die bZIP-Doménen
allerdings kein anderes Bild ergab, als bei demdedung allgemein verbreiteter Alignment-
und Phylogenieprogramme. Mit solchen war es jedosbhwierig, eindeutige
Verwandtschaftsbeziehungen fir eine andere Klagselvanskriptionsfaktoren aufzuzeigen,
namlich fir die der bHLH-Proteine (bHLH: basic mgi/ helix-loop-helix domain). Diese
Proteine sind fir die Kontrolle der Entwicklung esn Organismus, insbesondere bei
Zelldifferenzierungsereignissen, von besondereeBtohg.

Da die Loop-Region dieser Domanen variable Langesitt, wurde deren Sequenz zur
Vereinfachung der Analyse durch ihre Lange ersé&ztstellten sich bei der Analyse von 86
bHLH-Domanen acht “Positionen” als signifikant karert heraus, davon drei in der
basischen (DNA-kontaktierenden) Region, zwei in i¥xel der Dimerisierungsdoméane
(HLH), die Looplange, sowie zwei Positionen in Keli. Reduziert man die bHLH-Domanen
auf diese acht Merkmale und unterzieht sie Verwsuidtftsbetrachtungen, ergibt sich das in
Abb. 20 gezeigte Bild.

Im Rahmen der zusatzfinanzierten Verlangerung isiglelefeld in Zusammenarbeit mit Prof.
Dr. Atchley von der North Carolina State Universitiese Korrelationsanalysen an bHLH-
Proteeinen vertieft worden. Hierbei wurden verstadch Korrelationen zwischen Positionen
einerseits und Zugehdrigkeit zu funktional defitear Subfamilien andererseits beriucksichtigt
(Atchley et al.). Die Resultate letzterer Korredasanalyse konnten erfolgreich dazu verwandt
werden, eine Reihe von bHLH-Proteinen, die nichuimtersuchten Datensatz vertreten waren,
diesen Subfamilien zuzuordnen, also zu klassigner

TFE2_HUVAN 550 VRD EK 12 LN
PAN2_RAT 545 VRD EK 12 LS
E12$MOUSE 63 VRD EK 12 LS
E12$XENLA 556 VKD EK 12 LS
| TF_MOUSE 177 MRD ER 12 LG
PANL_RAT 534 MRD ER 12 LG
| TF1_HUMAN 478 MRD ER 12 LG
| TF2_HUMAN 520 MRD EK 12 LS
HEB$HUMVAN 578 MRD EK 12 LS
DA _DROVE 555 QRD EK 12 M
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:\A/l—/l_ \/ Nl [eXo]
— 1
—CAEEL i
Y, - J-a
e N
NENROBSMBNSE 108
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Abb. 20: Die aufgrund einel
Positionskorrelationsanalyse vorgenomme
Klassifizierung von basic - helix-loop-helix -Proten

(bHLH). Nicht gezeigt sind die Ergebnisse fur d
bHLH-ZIP-Faktoren, die zusatzlich zur bHLH
Doméne noch einen leucine zipper als weite
Dimerisierungsinterface besitzen und somit struttur
wie funktionell eine eigene Familie bilden. Di
Bezeichnungen am linken Spaltenrand sind Swissk
ID bzw. (mit einem $-Zeichen zwischen Protein- u
Speziesbezeichnung) ID aus eigenen konzeptione
Translationen entsprechender DNA-Sequenzen;

darauf folgende Zahl gibt den Beginn der bHLH-

Doméane im Proteinmolekil an. Weiterhin sind d
korreliert gefundenen Aminosaurereste der bHL
Positionen 2, 13, 14 (basische Region), 17, 20iXH¢
1), 39, 40 (Helix 2), sowie, zwischen Helix 1 und
die Looplange angegeben. Zumindest in einid
Fallen (erster und zweiter Kasten) entspricht
Einteilung auch funktionellen Gesichtspunkten.

6. Status des Verbundprojektes

LI N32$CAEEL 2 SNT VD 11 EC
ATOSDROVE 256 LQN QD 11 SA
SCL_ HUMAN 188 QN GA 11 NF
HAL2$HUVAN 3 QN SA 11 NF
TAL2$MOUSE 3 QS NA 11 NF
L YL1 HUVAN 138 VON GA 11 GF
I€vL1 MoUSE 150 VQOH GA 11 GF
-TWST_DROVE 363 VQS DK 10 DF
EYST_MOUSE 113 VQS EA 10 DF
TWST_XENLA 73 VQS ES 10 DF

C2$HUMVAN 73 QX TT 11 AH
I THI$MOUSE 95 GES SA 11 AY
FENL_ HUMAN 76 TEA LA 11 SY
neEN1_ MOUSE 76 TEA LA 11 SY
IREN2_ HUVAN 78 SEA LA 11 SY
SECLSYEAST 181 QN TA 44 LY
iBAI R_DROVE 32 SAR NN 16 QE

SV6_ DROVE 19 VAR KD 14 RK
ZESM?_DROVE 14 VAR KD 14 RK
FESMVB_DROVE 11 VAR KD 14 RQ
BOPN$ DROVE 41 TAR HN 16 QB
¢Sl _MOUSE 35 SAR ES 16 RN
JHES2_RAT 14 SAR ES 16 RE
HES5_RAT 17 LDR SE 15 KH
PHO4_YEAST 251 ENR VH 15 RH
NUCL_NEUCR 668 TNR SQ 49 KQ
ARLC_MAI ZE 413 KEK EL 08 KE
DEL| $DROVE 95 KRE TE 18 TM
CBF1_YEAST 223 DEN TN 07 QXK
| NO2_ YEAST 237 WN EE 13 KS
| NO4_YEAST 46 |EL AD 10 LS

In Tab. 4 sind die im Antrag festgelegten Ziele G&NUS-Projektes den bisher erreichten
Ergebnissen gegentibergestellt. Die bisherigen Ekiwigen aus dem Verbund haben bereits
zu einer Reihe vopeer-reviewedPublikationen gefuhrt (34 Arbeiten), 12 weiterdoBa@tionen
sind durch Anwendungen in Zusammenarbeit mit egtettooperationspartnern entstanden.
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Tab. 4: Ziele und Ergebnisse des GENUS-Verbundktege

Ziele Ergebnisse

Datenbank  genregulatorischer Elemente |UriRIANSFAC

Faktoren

funktionelle Klassifikation TRANSFAC-Tabellen GENELASS

statistische Beschreibung Matind, Consind, Koriehetanalyse,
TFC

strukturelle Beschreibung Hexanukleotid-Library

Suchprogramme Matlnspector, Consinspector,
Genomelnspector

Beziehungen zwischen Statistik und Struktur SAGA

Einarbeitung der Ergebnisse in die Datenbank TRANSHabellen MATRIX,
CONS

Software-Integration WWW-Server bei GBF und GSF

Insgesamt hat das Verbundprojekt schon jetzt egieeRvon Computer-Tools hervorgebracht,
die schon einzeln, erst recht aber in ihrer Kontimna(Datenbank / Statistik / Struktur) im
internationalen Vergleich einmalig sind. Sie stellein wichtiges Werkzeug fur die
Genomforschung dar, da sie fur die Abschéatzung laegischer Potentiale von
Genomabschnitten unentbehrlich sein werden. lhreweldung im Rahmen von
Genomforschungsprojekten wird zu ihrer standigenfedeerung und Steigerung ihrer
Leistungsfahigkeit fuhren.

Dies zeigt, dass das GENUS-Verbundprojekt die tiesteAufgaben erfullt hat und in vielen
Punkten Ergebnisse erzielen konnte, die tUber djgriangliche Planung deutlich hinausgehen.

Durch die bisherigen Arbeiten haben sich aber @ioh Reihe von wichtigen Fragestellungen
ergeben, die im Rahmen dieses Projektes nicht bedmbeitet werden kénnen, und die auch
Uber die reine Anwendung hinausgehen. Dazu gehdren:

- Wie ist der Einflul3 der Proteinkomponente auf$liriktur eines Regulationselementes
bei der Wechselwirkung zu bewerten? Kann fur dig&echselwirkungen eine Art
"regulatorischer Code" definiert werden?

- Wie sieht die Syntax komplexer Regulationseim@meitvie ganzer Promotor- oder
Enhancerregionen und deren Wechselspiel mit LCRalgm Kontrollregionen) und
S/MARs (scaffold/matrix attachment regions) aus?

- Wie kann der Einflul3 regulatorischer MechanismeB. der Signaltransduktion auf die
Genregulation beschrieben und modelliert werden?
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- Wie lassen sich komplexe zellulare Vorgéange wierphogenetische Prozesse und

Zelldifferenzierung auf der Grundlage molekulareeddanismen der Genregulation
modellieren?
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