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Referat

Cyanobakterien gehéren zu den evolutionar altesten Bewohnern unserer Erde
und haben sich wahrend Jahrmilliarden an stark differierende Umweltbedingun-
gen adaptiert. Sie besiedeln teils Habitate mit widrigsten Konditionen, seien es
bspw. im hdchsten MalR nahrstoffarme Gebiete oder jene mit extremer Hitze
[Fuchs & Schlegel, 2007]. Durch die genomischen Beschaffenheiten sind
Cyanobakterien in der Lage, Wasserstoff zu produzieren. Durch bioverfahrens-
technische Fortschritte sowie den biologisch-fachlichen Fortschritt der Kennt-
nisse der Stoffwechselvorgange kann es in einigen Jahren vermutlich mdglich
werden, dass auf effektive Weise dieser Biowasserstoff gewonnen und als re-
generativer Kraftstoff eingesetzt werden kann [URL-4; URL-5; URL-6; Ban-
dyopadhyay et al., 2010]. Dadurch kénnte in einem hohen Mald der Einsatz an
fossilen Energietragern reduziert werden. Im Umfang der vorliegenden Master-
arbeit werden theoretische sowie experimentelle metabolische Daten des aktu-
ellen wissenschaftlichen Standes der Cyanobakterien Synechocystis sp. PCC
6803 und Nostoc sp. PCC 7120 mittels einer umfangreichen Literaturrecherche
aufgearbeitet, eine Analyse von Visualisierungssoftware durchgefihrt und me-
tabolische Modelle des Wasserstoffmetabolismus erstellt. Weiterhin wird die
Thematik der Etablierung einer Knowledgebase fiir Cyanobakterien diskutiert
[Karr et al., 2012].

Diese Arbeit ist Teil des EU-Forschungsprojekts CyanoFactory (FP 7, Forder-
nummer 308518).



Abstract

Cyanobacteria are among the evolutionary oldest organisms on earth. They
have been evolving since billions of years and are adapted to different environ-
mental conditions [Fuchs & Schlegel, 2007]. Because of their genomic texture,
cyanobacteria have the possibility to produce hydrogen gas. As a result of pro-
gressive development in biotechnological and procedural knowledge of their
metabolic pathways, it is possible that in some years biohydrogen will be in the
lead as a regenerative fuel [URL-4; URL-5; URL-6; Bandyopadhyay et al.,
2010]. Thus, the usage of fossil fuel can be strongly reduced. For this master
thesis, theoretical and experimental data of the cyanobacteria Synechocystis
sp. PCC 6803 and Nostoc sp. PCC 7120 have been collected and used to es-
tablish a metabolic and regulatory network of hydrogen metabolism. To achieve
that, different visualization software for biological processes and metabolic
pathway drawing have been tested. Furthermore, the establishment of a
Knowledgebase for cyanobacteria, similar to that of Mycoplasma genitalium, is
discussed [Karr et al., 2012].

This thesis is part of the EU-funded research project CyanoFactory (FP 7, En-
ergy Contract 308518).
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ZIELSTELLUNG VI

ZIELSTELLUNG

Die vorliegende Arbeit ist im Rahmen des Masterstudiums Molekularbiolo-
gie/Bioinformatik an der HS Mittweida angefertigt worden und beschreibt das
systematische Vorgehen einer Darstellung des regulativen Netzwerks der bio-
logischen Wasserstoffproduktion mittels bioinformatischer Visualisierungsme-
thoden in Cyanobakterien. Als Vorhaben ist thematisiert worden, eine
umfassende Literaturrecherche und die konsekutive kompakte Formulierung
wissenschaftlicher Grundlagen und Erkenntnisse auf dem Gebiet der
Cyanobakterien sowie des Wasserstoffmetabolismus dieser Prokaryoten durch-
zufuhren. Aulerdem sollen mit Hilfe geeigneter bioinformatischer Software die
metabolischen Abldufe der biologischen Wasserstoffproduktion in den
Cyanobakterien Synechocystis sp. PCC 6803 und Nostoc sp. PCC 7120 visua-

lisiert werden.
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1 BIOLOGISCHE GRUNDLAGEN

Die biologischen Grundlagen bilden die Basis aller praktischen Arbeiten und
wurden durch eine intensive Literaturrecherche erarbeitet. Sie umfassen konsti-
tutionelle Charakteristika von Cyanobakterien, die Analyse der speziellen Stoff-
wechselvorgange und notwendigen Enzyme fur die Produktion von
molekularem Wasserstoff sowie eine umfassende Ermittlung wissenschaftlicher
Erkenntnisse zu den Cyanobakterien Synechocystis sp. PCC 6803 und Nostoc
sp. PCC 7120.

1.1 CYANOBAKTERIEN

Die altesten Cyanobakterienfunde stammen aus Sedimentgesteinen und sind
etwa 3,5 Mrd. Jahre alt. Damit gehdren sie zu den urspringlichsten Organis-
men auf unserem Blauen Planeten. Sie bevolkern beinahe alle Zonen der Erde
und speziell angepasste Vertreter sind auch an Orten mit Extrembedingungen
anzutreffen [Tamagnini et al., 2002]. Sie sind zumeist photolithoautotroph und
die einzigen Prokaryoten, welche die Eigenschaft einer pflanzenahnlichen
oxygenen Photosynthese aufweisen [Fuchs & Schlegel, 2007]. Dadurch werden
besonders die marinen Cyanobakterien zu einem der wichtigsten Bausteine der
globalen CO,-Assimilation sowie O,-Produktion [Knoop et al., 2010]. Indessen
gibt es aber auch Arten, welche anoxygene Photosynthese ausiiben kénnen,
d.h. sie haben die Mdglichkeit manifestiert, Schwefelwasserstoff oder ahnliche
Verbindungen an Stelle von Wasser als Elektronendonator zu verwerten [Ta-
magnini et al., 2002]. Der Stamm der Cyanobakterien ist nach gegenwartigem
wissenschaftlichem Konsens in sieben Ordnungen eingeteilt, wobei noch ein
grofRer Teil unklassifiziert gefuhrt wird [URL-3]. Sie treten in der Umwelt in vie-
len verschiedenen Farbgebungen auf, was auf der heterogenen Auspragung
des photosynthetischen Pigments Chlorophyll a, den Carotinoiden sowie den
Phycobiliproteinen basiert. Viele sind beféhigt, elementaren Stickstoff aus der
Atmosphéare biotisch zu fixieren, daraufhin Ammoniak zu synthetisieren und den
Stickstoff somit besser fur biochemische Reaktionen zur Disposition zu stellen.
Dies erfolgt meist in Heterocysten, speziell differenzierten Stickstoff-fixierenden

Zellen, welche von einem Grofiteil der filamentésen Cyanobakterien unter
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Stickstoffmangel ausgebildet werden [Tamagnini et al., 2002; Lindberg, 2003].
Ein ausgesprochen gut erforschtes Bakterium mit dieser Eigenschaft ist Nostoc
sp. PCC 7120. Filamentése Cyanobakterien charakterisieren ein spezielles
Wachstumsmuster der Kolonien-bildenden Arten, die neben der Ausbildung in
langen Filamenten auch bspw. als Aggregation zu Kugeln oder Matten existie-
ren kbnnen. Aul3erdem gibt es weiterhin eine zweite Gruppe, die unizellularen,
zu denen auch Synechocystis sp. PCC 6803 gehdrt. Bis vor kurzer Zeit war es
allgemein anerkannt, dass alle Cyanobakterien tUber einen unvollstandigen Zit-
ronensaurezyklus verfiigen, da ihnen das Enzym 2-Oxoglutarat-Dehydrogenase
fehlt, sie somit nicht 2-Oxoglutarat zu Succinyl-CoA umwandeln kdnnen und
deshalb auch kein Succinat synthetisiert werden kann. Diese Hypothese wurde
von Zhang & Bryant im Jahr 2011 widerlegt. Sie wiesen nach, dass trotz der
Abwesenheit von 2-Oxoglutarat-Dehydrogenase in fast allen Cyanobakterien
eine Umwandlung von 2-Oxoglutarat zu Succinat Uber zwei weitere Enzyme
maoglich ist und der Zitronensaurezyklus somit als geschlossen interpretiert
werden kann [Zhang & Bryant, 2011].

1.2 WASSERSTOFFPRODUKTION IN CYANOBAKTERIEN

Die Produktion von Wasserstoff durch Cyanobakterien kann durch zwei ver-
schiedene Enzymkomplexe, die bidirektionale Hydrogenase sowie die Nitro-
genase, katalysiert werden. Wasserstoff kann einmal den technischen
Benchmark als Energietrager der Zukunft darstellen, wenn man es schafft, ihn
okonomisch zu erzeugen. Im Vergleich zu Erd6l hat es etwa den dreifachen
Heizwert, flissiger Wasserstoff hat nach der Kernenergie sogar die hdchste
massebezogene Energiedichte [Navarro et al., 2009; Edwards et al., 2007].
Cyanobakterien spielen dabei eine wirtschaftlich sowie wissenschaftlich be-
deutsame Rolle neben diversen Algenarten [URL-7]. Die traditionelle Produktion
von Wasserstoff basiert auf technischen Verfahren wie der Dampfreformierung
oder das thermische Cracken von Erdgas sowie der Elektrolyse oder der ther-
mochemischen Umsetzung von Wasser. Die Synthese durch Cyanobakterien
oder Algen wird als Biophotolyse bezeichnet. Vergleichbare Ansétze sind wei-

terhin der fermentative Abbau chemischer Verbindungen sowie die Kombination
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von fermentativen und photosynthetisch aktiven Bakterien als Hybrid-Systeme
[Dasa & Veziroglu, 2001].

1.2.1 [NIFE]-HYDROGENASEN

Hydrogenasen katalysieren allgemeinhin die Bildung sowie die Spaltung von
molekularem Wasserstoff:

H2<—>2H++28-

Gemald der Zusammensetzung ihres aktiven Zentrums differenziert man zwi-
schen [NiFe], [Fe] und metallfreien Hydrogenasen, wobei die [NiFe]- und [Fe]-
Hydrogenasen uber einen sehr ahnlichen chemischen und konstitutiven Aufbau
verfigen. In Cyanobakterien sind nur [NiFe]-Hydrogenasen aktiv, welche ihre
katalytische Wirksamkeit auf die zwei Metallatome, Nickel und Eisen, grinden
und damit eines von vier Enzymen sind, welche Nickel im aktiven Zentrum ko-
ordinieren (Abbildung 1) [Tamagnini et al., 2002, 2007; Lindberg, 2003; URL-7].

Sie kdnnen in vier Gruppen klassifiziert werden [Lindberg, 2003]:

(Gruppe I) Membrangebundene respiratorische  uptake  [NiFe]-
Hydrogenasen
(Gruppe 1) Zytoplasmatische heterodimere [NiFe]-Hydrogenasen

(Gruppe llI) Zytoplasmatische heterodimere reversible [NiFe]-
Hydrogenasen
(Gruppe IV) Membrangebundene H,-entwickelnde respiratorische [Ni-

Fe]-Hydrogenasen

[NiFe]-Hydrogenasen sind immer als ap-Heterodimer existent, wobei die a-
Untereinheit das aktive Zentrum enthalt und eine atomare Masse von etwa 60
kDa aufweist. Die B-Untereinheit besitzt nur etwa die halbe Masse und ist an
der Ubertragung von Elektronen beteiligt. Sie sind sehr empfindlich gegentiber
der Anwesenheit von Sauerstoff und kénnen bei zu hohen Konzentrationen De-
fizite in ihrer Funktionalitat aufweisen [Tamagnini et al., 2002, 2007; Lindberg,
2003; Hoffmann, 2008].
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Abbildung 1: Schematische Darstellung des aktiven Zentrums einer [NiFe]-Hydrogenase
(nach Hoffmann, 2008)

Darstellung einer [NiFe]-Hydrogenase im oxidierten inaktiven Zustand. Im aktiven Zentrum sind
ein Nickel- sowie ein Eisenatom Uber zwei Schwefelatome von Cysteinresten miteinander ver-
bunden. Das Nickelatom hat zudem Bindungen zu zwei weiteren Schwefelatomen, ist damit
quadrat-pyramidal koordiniert, und das Eisenatom hat drei anorganische Liganden (zwei CN-
Gruppen und ein CO-Molekiil). Die Cyanidgruppen schitzen wahrscheinlich das aktive Zentrum
vor dem Einfluss von Sauerstoff. Das Hydridion ist als X visualisiert und wird als 0%, OH,, OH’
oder SO angenommen. In der reduzierten aktiven Form der Hydrogenase ist X gleich H™ [Hoff-
mann, 2008; URL-7].

BIDIREKTIONALE HYDROGENASE

Die bidirektionale Hydrogenase in Cyanobakterien ist der Gruppe Ill der [Ni-
Fe]-Hydrogenasen zugehorig und katalysiert sowohl die Spaltung von Wasser-
stoff in Elektronen und Protonen als auch die Reaktion dieser zu molekularem
Wasserstoff. Es ist ein Enzym, welches in Stickstoff-fixierenden Cyanobakte-
rien, wie Nostoc sp. PCC 7120, und auch in jenen ohne diese Eigenschaft, wie
Synechocystis sp. PCC 6803, vorkommt. Die physiologische Funktion ist trotz
Jahren intensiver Forschung noch nicht vollends geklart, jedoch werden ver-
schiedene Annahmen dargelegt [Tamagnini et al., 2002, 2007; Gutekunst et al.,
2005; Gutthann et al., 2006; Agervald et al., 2010]:

e Elektronen fir die respiratorische Elektronentransportkette bereitstellen

e Elektronenventil, wenn Zellen fermentativ tatig sind

e Speicherung zusétzlicher Elektronen wéhrend der Adaption an eine gro-
Rere Lichtintensitéat
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e Beseitigung Uberschissiger Reduktionsmittel unter fermentativen, anoxi-

schen Bedingungen

Als Heterodimer sind zwei Bestandteile fur eine funktionsfahige bidirektionale
Hydrogenase essentiell, der Diaphorase-Teil, kodiert durch hoxU und hoxF,
sowie der Hydrogenase-Teil. Dieser wird durch die zwei Gene hoxY und hoxH
kodiert, wobei in den Cyanobakterien Synechococcus sp. PCC 6301, Nostoc
sp. PCC 7120 sowie Synechocystis sp. PCC 6803 noch ein drittes Gen, hoxE,
an der Expression beteiligt ist. Diese Form der bidirektionalen Hydrogenase ist
in Abbildung 2 dargestellt [Tamagnini et al., 2002, 2007; Lindberg, 2003].

Hz NADH
HoxH HoxE

HoxF

HoxY

2H*+2 e NAD*

Hydrogenase Diaphorase

Abbildung 2: Die bidirektionale Hydrogenase als schematische Darstellung (hach Tama-
gnini et al., 2007)

Die Produktion von Wasserstoff wird im aktiven Zentrum, welche im Hydrogenase-Teil einge-
schlossen ist, gewdahrleistet. Der Diaphorase-Teil wirkt entweder als Elektronendonator oder -
akzeptor. Der Hydrogenase-Teil wird durch die Gene hoxH und hoxY kodiert, der Diaphorase-
Teil durch hoxU sowie hoxF. In einigen Cyanobakterien, u.a. den Untersuchungsorganismen
Synechocystis sp. PCC 6803 und Nostoc sp. PCC 7120, ist zusatzlich noch hoxE an der Ex-
pression des Diaphorase-Teils beteiligt.

Die zellulare Lokalisierung der bidirektionalen Hydrogenase ist nicht vollstandig
geklart. Es wird angenommen, dass sie entweder in den vegetativen Zellen und
den Heterocysten ihre katalytische Wirkung entfaltet oder aber an der Zell-
membran lokalisiert sind. Allgemeinhin wird die bidirektionale Hydrogenase
durch ihre hohe Wasserstoffaffinitat, eine determinierte Thermotoleranz sowie

ihre Sauerstoffsensitivitdt gekennzeichnet [Tamagnini et al., 2002]. AuRerdem
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zeigt die bidirektionale Hydrogenase eine erhdhte Wirksamkeit unter anaeroben
Bedingungen [Lindberg, 2003].

UPTAKE HYDROGENASE

Die uptake Hydrogenase gehdort zur Gruppe Il der [NiFe]-Hydrogenase und
wird gelegentlich auch als aufnehmende Hydrogenase bezeichnet [Lindberg,
2003]. Dieser Name kennzeichnet die Eigenschaft, Wasserstoff, welcher durch
eine Nitrogenase gebildet wird, in Protonen sowie Elektronen zu spalten. Diese

Funktionsweise schafft drei Vorteile fir den Organismus:

e Bildung von ATP durch eine biochemische Knallgasreaktion

e Eliminierung von Sauerstoff und dadurch Schutz der Nitrogenase vor In-
aktivierung durch ungebundenen Sauerstoff

e Bereitstellung von Reduktionséaquivalenten (Elektronen) fur zellulare Pro-

Zesse

Die groRe Untereinheit wird als HupL und die kleine als HupS bezeichnet, dar-
gestellt in Abbildung 3. AuRerdem werden diese gemeinsam transkribiert [Ta-
magnini et al., 2002; Lindberg, 2003; Dutta et al., 2005].
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Nitrogenase

Hz

HupL

— 2H*+2 e

Hup$S

Abbildung 3: Die uptake Hydrogenase als schematische Darstellung (nach Tamagnini et
al., 2007)

Die uptake Hydrogenase wird durch die Gene hupS und hupL kodiert und katalysiert die Spal-
tung von Wasserstoff zu Protonen und Elektronen. Der Wasserstoff stammt aus der Stickstofffi-
xierung durch die Nitrogenase.

Da Nitrogenasen nur in Stickstoff-fixierenden Cyanobakterienstammen vor-
kommen ist auch die uptake Hydrogenase fast ausnahmslos in solchen aufzu-
finden, aber auch dort nicht in allen. Die einzige Ausnahme bildet das nicht zur
Stickstofffixierung befahigte Cyanobakterium Synechococcus sp. PCC 6301
[Tamagnini et al., 2002].

AKZESSORISCHE PROTEINE

Enzyme, welche in dem aktiven Zentrum Nickel koordinieren, unterliegen ei-
ner intensiven Reifung, um biologisch wirksam zu sein. Die bendtigten akzesso-
rischen Proteine werden durch die hyp-Gene kodiert [Tamagnini et al., 2002,
2007; Hoffmann et al., 2006; Hoffmann, 2008]. Die bidirektionale Hydrogenase
ist der Gruppe lllI-Hydrogenase von E. coli sequenziell sowie konformationell
sehr ahnlich. Der Vorgang der Reifung ist bisher aul3erdem am intensivsten an

den vier in E. coli vorhandenen [NiFe]-Hydrogenasen untersucht wurden, wes-
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halb dieser im nachfolgenden kurz dargestellt wird. Der genaue Ablauf ist je-
doch noch nicht bis ins Detail geklart.

Der erste wesentliche Schritt ist die Ubertragung der anorganischen Liganden
CO und CN, welche an dem Komplex HypEF gebunden sind, an den Komplex
HypCD und die Assemblierung des Eisenatoms welches an dem Komplex von
HypC und HypD gebunden ist. Diese Anlagerung wird durch den Proteinkom-
plex aus HypE und HypF befahigt. AnschlieRend wird durch HypC das partiell
assemblierte Metallzentrum an den Vorlaufer von HoxH, dem sog. preHoxH,
Uberfuhrt und es bildet sich folglich ein Komplex aus HypC, preHoxH und dem
teilweise assemblierten Metallzentrum. Der vorletzte Schritt beinhaltet den Ein-
bau von Nickel ins resultierende vollstandige Metallzentrum, welches durch den
Komplex aus HypAl und HypB1 inseriert wird. AnschlieBend wird Uber eine
Endopeptidase, im Fall der bidirektionalen Hydrogenase von Synechocystis sp.
PCC 6803 und Nostoc sp. PCC 7120 HoxW, der C-Terminus von preHoxH ab-
gespalten und somit die fertige groRe Untereinheit des Hydrogenase-Teils der
bidirektionalen Hydrogenase geformt [Hoffmann et al., 2006; Hoffmann, 2008;
Holmgvist, 2010]. Die Endopeptidase der grofRen Untereinheit der uptake Hyd-
rogenase von Nostoc wird als HupW bezeichnet [Holmqvist, 2010]. Auch wenn
ein Genom Gene fur die erfolgreiche Expression der uptake und bidirektionalen
Hydrogenase kodiert, wie es in Nostoc sp. PCC 7120 der Fall ist, ist stets in der
Zelle nur ein Satz der hyp-Gene kodiert. Dies lasst auf eine Ko-Regulierung der
hyp-Gene mit beiden Hydrogenasen schlie3en, welche allerdings experimentell

noch nicht nachgewiesen wurde [Agervald et al., 2008].

1.2.2 NITROGENASE

Die Nitrogenase ist ein Enzymkomplex aus einer Vielzahl von Untereinheiten
und fungiert als eines der Schlisselenzyme im Wasserstoffmetabolismus von
Cyanobakterien. Der Komplex ist ausschlieBlich in Stickstoff-fixierenden
Cyanobakterien aufzufinden und katalysiert dort die Reduktion von Stickstoff zu
Ammonium unter ATP-Verbrauch. Als Nebenprodukt wird dabei stets mindes-
tens ein Wasserstoffmolekil gebildet [Tamagnini et al., 2002, 2007; Lindberg,

2003]. AulRerdem kann ungebundener Stickstoff das Wachstum des Organis-
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mus behindern [Tamagnini et al., 2002]. Die allgemeine Reaktionsgleichung

kann wie folgt formuliert werden [Tamagnini et al., 2002; Hoffmann, 2008]:

N,+8e +8H"+16 ATP - 2 NHz + Hy + 16 ADP + 16 P;

Die Nitrogenase ist sehr sauerstoffempfindlich, weshalb die Stickstofffixierung
am besten unter anaerobem Milieu stattfinden sollte. Viele filamentdse
Cyanobakterien bilden deshalb Heterocysten, um eine raumlich abgeschlosse-
ne Stickstofffixierung unter anaeroben Konditionen durchzufuhren. Eine weitere
Methode, verbreitet bei Stickstoff-fixierenden Cyanobakterien die keine Hete-
rocysten ausbilden kénnen, ist die zeitliche Abgrenzung. Das bedeutet, der Or-
ganismus fuhrt die Stickstofffixierung zu einem anderen Zeitpunkt wie die
oxygene Photosynthese durch, weil der dort entstehende Sauerstoff sofort die
Nitrogenase in ihrer Funktionsweise beeintrachtigen wirde [Hoffmann, 2008;
Tamagnini et al., 2002].

In Cyanobakterien sind die Molybdan-Nitrogenasen vorzufinden, schematisch
visualisiert in Abbildung 4. Sie bestehen aus einem Komplex von zwei Protei-
nen, der Dinitrogenase, auch als MoFe-Protein bezeichnet, und der Dinitro-
genase-Reduktase (Fe-Protein). Die Dinitrogenase liegt stets als ayp.-
Heterotetramer vor und beinhaltet das aktive Zentrum sowie den in zwei Kopien
vorliegenden FeMo-Cofaktor [Tamagnini et al., 2002, 2007; Lindberg, 2003;
Dutta et al.,, 2005]. Um Elektronen aus der Dinitrogenase-Reduktase-
Untereinheit zu empfangen, besitzt sie weiterhin zwei Kopien eines [8Fe-7S]-
Clusters, welches auch als P-Cluster bezeichnet wird [Lindberg, 2003]. Die a-
und B-Untereinheiten der Dinitrogenase-Einheit werden durch nifD bzw. nifK
kodiert, die Dinitrogenase-Reduktase wird als Homodimer ausgebildet und von
dem Gen nifH kodiert. Die Dinitrogenase-Reduktase hat die Funktion, Elektro-
nen von Elektron-Donoren, wie Ferredoxin oder Flavodoxin, zur Dinitrogenase-
Einheit zu schleusen und somit die Umsetzung von Stickstoff zu gewahrleisten
[Tamagnini et al., 2002, 2007; Lindberg, 2003; Dutta et al., 2005; Kumar et al.,
2010]. Dafur ist das [4Fe-S]-Cluster zustandig [Lindberg, 2003].
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Ny + H*
NifH /
e = T' NH3
NifH
Hz
H
Uptake
Dinitrogenase Dinitrogenase Hydrogenase
Reduktase

Abbildung 4: Die Nitrogenase als schematische Darstellung (nach Tamagnini et al., 2007)

Die Nitrogenase bildet sich aus den beiden Einheiten Dinitrogenase, kodiert als Heterodimer
durch nifD und nifK, sowie Dinitrogenase-Reduktase, kodiert als Homodimer durch nifH. Die
Nitrogenase beféhigt die Umsetzung von Stickstoff zu Ammonium. Dabei entsteht als Neben-
produkt Wasserstoff, welcher in der Regel vollstéandig durch die uptake Hydrogenase umgesetzt
wird.

Es gibt Heterocysten-ausbildende Cyanobakterien, welche zusatzliche nif-Gene
reprasentieren und somit auch unter sauerstofffreier Atmosphare in den vegeta-
tiven Zellen eine Stickstofffixierung durchfiihren kénnen [Kumar et al., 2010].
AuBerdem kénnen zusatzliche nif-Gene fur die Reifung der Nitrogenase kodiert

sein [Masukawa et al., 2010].

1.3 UNTERSUCHUNGSORGANISMEN

In der vorliegenden Arbeit wurden die zwei Cyanobakterien Synechocystis sp.
PCC 6803 und Nostoc sp. PCC 7120 hinsichtlich ihrer involvierten Gene im
Wasserstoffmetabolismus untersucht und die Erkenntnisse in metabolischen

Modellen visualisiert.
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1.3.1 SYNECHOCYSTIS sSP. PCC 6803

Wenn im Bereich der Cyanobakterien von einem Modellorganismus die Rede
ist, dann kann zum aktuellen wissenschaftlichen Momentum nur von Sy-
nechocystis sp. PCC 6803 gesprochen werden (Abbildung 5) [Montagud et al.,
2011; Anderson & Mcintosh, 1991; Agervald et al., 2010].

Abbildung 5: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme von Synechocystis sp. PCC
6803 (nach van de Meene, 2005)

Zellverbund von Synechocystis sp. PCC 6803 als Kryo-Rasterelektronenmikroskopische Auf-
nahme. Der Stern deutet auf eine aufgebrochene Zelle zwischen der &ufReren und der zyto-
plasmatischen Membran hin. Der weiRe Pfeil indiziert das Thylakoid-Membransystem einer
vollstandig aufgebrochenen Zelle, der schwarze Pfeil einen zytoplasmatischen Einschluss.

Bioinformatische Analysen und die Darstellung des Wasserstoffmetabolismus
wurden in der vorliegenden Arbeit mit diesem einzelligen Organismus durchge-
fuhrt, weshalb dieser im Nachfolgenden genomisch néher charakterisiert wird
und Grundlagen zu dem spezifischen Wasserstoffmetabolismus aufgegliedert

werden.

GENOMISCHE DESKRIPTION

Synechocystis sp. PCC 6803 war der erste phototrophe Organismus, welcher
vollstandig sequenziert wurde [Sato et al., 2007; Kaneko et al., 1996]. Seit der
Publikation dieser ersten grundlegenden wissenschaftlichen Errungenschaften

im Jahr 1996 wurden viele neue Erkenntnisse gewonnen, sowohl auf Genom-
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als auch auf Proteomebene. Deshalb ist es nicht verwunderlich, dass die an-
fangs eruierte Quantitat an Genen fur eine Proteinexpression um 149 auf nun
3317 angestiegen ist [Kaneko et al., 1996; URL-8]. Die Bezeichnung der ORFs
setzt sich aus drei Buchstaben sowie vier darauffolgenden Ziffern zusammen

und resultiert aus der nachstehenden Typisierung [Kaneko et al., 1995, 1996]:

1. Artname - im Fall von Synechocystis sp. PCC 6803 ,s"
2. Lange des ORF - | 2 mehr als 100 Codons & s 2 weniger als 100 Co-

dons

3. Leserichtung - r 2 direkter (codogener) Strang & | 2 Komplemen-
tarstrang (nicht-codogener Strang)

4. Folge von vier Ziffern im Bereich [0-9]

So heil3t bspw. der ORF zu dem Protein Glucokinase, welches im ersten Schritt
der Glykolyse der Umwandlung von a-D-glucose zu a-D-glucose 6-phosphate
dient, in Synechocystis sp. PCC 6803: sll0593.

Cyanobakterien sind der einzige bekannte Bakterienstamm, welcher einen Ta-
gesrhythmus bei der Expression bestimmter Gene aufweist. Dieser korrespon-
diert mit dem 24 h Tag-Nacht-Rhythmus und ist somit ein oszillierender
Prozess. Synechocystis sp. PCC 6803 stellt durch diese Trennung den physio-
logischen Zustand der Zellen sicher, was bspw. Zellteilung oder Respiration
beinhaltet. Auf molekularer Ebene beinhaltet dieser zirkadiane Rhythmus die
positive und negative Rickkopplung bestimmter Gene, in Cyanobakterien der
kailABC-Gene. In einer umfassenden Studie wurden im Jahr 2005 in Sy-
nechocystis 54 Gene identifiziert, die dem zirkadianen Rhythmus unterliegen.
Die meisten sind dabei an der Expression von Proteinen fir den Kohlenhydrat-

sowie Energiemetabolismus beteiligt [Kucho et al., 2005].

WASSERSTOFFMETABOLISMUS

Synechocystis sp. PCC 6803 enthalt als oxygener Organismus alle nétigen
Bestandteile eines funktionsfahigen photosynthetischen Systems. Dies umfasst
in besonderen Mal3e die Photosysteme | und Il, wodurch die Oxidation von H,O

zu O, realisiert wird und der zellulare Energietrager ATP sowie weitere Reduk-
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tionsaquivalente fur metabolische Umsetzungen bereitgestellt werden [Burrows
et al., 2008; Montagud et al., 2011]. Wasserstoff wird ausschlie3lich Gber eine
bidirektionale Hydrogenase produziert, da Synechocystis sp. PCC 6803 als uni-
zellulares Cyanobakterium Uber keine Nitrogenase verfugt. Aus diesem Grund
ist Synechocystis auch nicht befahigt, Stickstoff aus der Atmosphare zu fixieren
[Tamagnini et al., 2002; Schitz et al., 2004]. Unter stickstofffreier Atmosphére
kann es eine ahnliche Wasserstoffproduktivitat wie Grinalgen oder filamentdse
Cyanobakterien erreichen, sonst jedoch nicht. Dies resultiert aus der Anwesen-
heit von Sauerstoff zur Hemmung der Hydrogenase und bewirkt damit eine rest-

ringierte Produktion von Wasserstoff [Burrows et al., 2008].

DAs METABOLISCHE MODELL

Als Modellorganismus der Cyanobakterien wurden fir Synechocystis sp. PCC
6803 bereits einige metabolische Analysen durchgefihrt, mit dem Ziel des bes-
seren Verstandnis adaptierter Lebensweisen von Arten dieses Phylums [Na-
varro et al., 2009; Montagud et al., 2011; Knoop et al., 2010; Yoshikawa et al.,
2011; Lopo et al., 2012]. Es war von Beginn an evident, dass ohne Experimente
im Umfang dieser Arbeit nur schwer essenzielle Reaktionen erfasst werden
konnen. Deshalb diente fur das in dieser Arbeit visualisierte Modell des Was-
serstoffmetabolismus von Synechocystis sp. PCC 6803 das in der wissen-
schaftlichen Arbeit ,Metabolic flux analysis of the hydrogen production potential
in Synechocystis sp. PCC 6803“ validierte metabolische Konzept als Grundlage
[Navarro et al., 2009]. Dieses ist speziell mit der Absicht der umfangreichen
Darlegung der Reaktionen, welche an dem Wasserstoffmetabolismus beteiligt
sind, erforscht und verfasst worden. Eine Ubersicht gibt Abbildung 6 wider [Na-
varro et al., 2009]. Als Basis ihrer Analyse diente den beteiligten Wissenschaft-
lern die grundlegende metabolische Karte aus der Kyoto Encyclopedia of
Genes and Genomes-Datenbank (KEGG) [URL-9]. Mittels der mathematischen
Berechnungs- und Simulationsmethode Flux Balance Analysis (FBA) wurden
alle individuellen Reaktionen und das Netzwerk quantifiziert. FBA nutzt die defi-
nierte Stochiometrie der inter-, intra- und extrazellularen metabolischen Reakti-
onen als Input und liefert je nach simulierten Wachstumskonditionen die tbrigen

metabolischen Informationen [Navarro et al., 2009]. Das Modell wurde partiell
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angepasst, da zudem teilweise progressive molekulare Erkenntnisse eingear-
beitet wurden sowie die innere Konsistenz nicht an allen Stellen gemafR ver-

gleichbarer Fachliteratur umgesetzt wurde.
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Abbildung 6: Metabolische Karte flir Synechocystis sp. PCC 6803 nach Navarro et al.
(2009)

Die Darstellung des Wasserstoffmetabolismus basiert auf den dargestellten metabolischen Ab-
laufen und wurde nur in wenigen Fallen an neue wissenschaftliche Erkenntnisse adaptiert. Pri-
mar betrachtete Stoffwechselwege sind die Glykolyse, der Zitronenséurezyklus sowie der
Pentose-Phosphat-Stoffwechsel.

Die verschiedenen Stoffwechselwege fur die Produktion molekularen Wasser-

stoffs sind stark an die photosynthetischen Vorgange gekoppelt und funktionie-
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ren nur im Zusammenspiel aller Komponenten. Die photosynthetische sowie
respiratorische Elektronentransportkette verlauft an der Thylakoidmembran des
Bakteriums. Die photosynthetische Elektronentransportkette ist stark mit dem
zentralen Kohlenstoffkreislauf verkettet wobei durch metabolische Umwand-
lungsprozesse Elektronen freigesetzt werden, welche wiederum bei der respira-
torischen Elektronentransportkette gebraucht werden. Stoffwechselwege,
welche hauptsachlich Anteil an der Produktion von Wasserstoff haben, sind die
biochemischen Umsetzungen in der Glykolyse, dem Zitronensaurezyklus sowie

des Pentose-Phosphat-Stoffwechsels [Navarro et al., 2009].

BIDIREKTIONALE HYDROGENASE UND REGULATION

Wie bereits erwahnt, besitzt Synechocystis sp. PCC 6803 nur eine bidirektio-
nale [NiFe]-Hydrogenase. Diese wird von funf hox-Genen (hoxEFUYH) kodiert
und gliedert sich in eine Diaphorase- (hoxEFU) sowie einen Hydrogenase-
Untereinheit (hoxYH). Akzessorische Proteine fur die Reifung werden in Sy-
nechocystis sp. PCC 6803 Uber die acht hyp-Gene hypAl, hypB1, hypA2,
hypB2, hypC, hypD, hypE und hypF exprimiert, wobei hypA2 und hypB2 nur als
Duplikate von hypAl und hypB1 vorliegen und nach aktuellen Erkenntnissen
nicht direkt an der Reifung beteiligt sind, eventuell aber Anteil an der Insertion
der Eisenatome in das aktive Zentrum haben. Diese Gene sowie Proteine wer-
den deshalb oft auch nur mit hypA und hypB sowie HypA und HypB bezeichnet.
In dieser Arbeit wird jedoch wegen der Ubersichtlichkeit mit hypAl und hypB1
sowie den &aquivalenten Proteinen HypAl und HypB1l gearbeitet. Somit kann
man konstatieren, dass in Synechocystis sp. PCC 6803 sechs Hyp-Proteine an
dem Reifungsprozess der bidirektionalen Hydrogenase beteiligt sind. Die Gene
sind anders als in vielen anderen Cyanobakterien im kompletten Genom ver-
streut [Tamagnini et al., 2002, 2007; Hoffmann, 2008; Hoffmann et al., 2006].
Tabelle 1 visualisiert die ORFs fur die an der Hydrogenase beteiligten expri-

mierten sowie akzessorischen Gene.
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Tabelle 1: Auflistung der ORFs und zugehdériger Gen-Namen der bidirektionalen Hydro-
genase-Untereinheiten sowie der akzessorischen Gene von Synechocystis sp. PCC 6803

Die bidirektionale Hydrogenase von Synechocystis sp. PCC 6803 wird durch funf Untereinhei-
ten kodiert, welche den Hydrogenase-Teil (HoxYH) sowie den Diaphorase-Teil (HoxEFU) bil-
den. Die akzessorischen Hyp-Proteine sind fiir die Reifung der bidirektionalen Hydrogenase
zustandig.

sll1226 hoxH
sll1224  hoxY
sll1223 hoxU
sll1221 hoxF
sll1220 hoxE
slr1496 hypD
ssl13580 hypC
ssl1462 hypE
sl10302 hypF
slr1675 hypAl

sll1432 hypB1

Die Gene der bidirektionalen Hydrogenase werden als hox-Operon exprimiert
und Uber die LexA-Bindestelle, welche upstream von hoxE gelegen ist, regu-
liert. Dargestellt ist diese genomische Ordnung in Abbildung 7 [Tamagnini et al.,
2002, 2007; Lindberg, 2003; Bothe et al., 2010; Gutekunst, 2006; Hoffmann,
2008; Oliveira & Lindblad, 2007].

LexA Bindestelle
T hm>| hoxE > S =

Abbildung 7: hox-Operon von Synechocystis sp. PCC 6803 (nach Hoffmann, 2008)

Die Expression der bidirektionalen Hydrogenase erfolgt in Synechocystis sp. PCC 6803 uber
funf hox-Gene und wird Gber einen lexA-regulierten Promoter gesteuert.
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LexA, kodiert durch den ORF sll1626, ist bisher der einzige in der Literatur be-
statigte Transkriptionsfaktor fir die Regulation der bidirektionalen Hydrogenase.
In E. coli ist es ein Teil der SOS-Antwort zur DNA-Reparatur, in Synechocystis
jedoch nicht direkt [Oliveira & Lindblad, 2005; Gutekunst et al., 2005]. Es wurde
gezeigt, dass LexA in Synechocystis sp. PCC 6803 nicht nur als Repressor,
sondern auch als Aktivator agieren kann [Gutekunst, 2006; Oliveira & Lindblad,
2005]. LexA ist gemalf einigen Studien wahrscheinlich an der Thylakoidmemb-
ran koordiniert [Oliveira & Lindblad, 2007]. In einer Studie wurde weiterhin ein
AbrB-ahnliches Protein im Genom von Synechocystis identifiziert (sll0359), wel-
ches als Regulator fungieren kann. Es besitzt eine ahnliche DNA-
Bindungsdoméane wie das AbrB-Protein in Bacillus subtilis [Oliveira & Lindblad,
2007]. In diesem Organismus ist es bereits als ein vielseitiger Expressionsfaktor
bekannt [Oliveira & Lindblad, 2007; Strauch, 1995]. In Synechocystis ist die ge-
naue Funktion noch nicht identifiziert, jedoch weisen die Analysen darauf hin,
dass es als Aktivator des hox-Genclusters wirken kann. Genauere Analysen
mussten durchgefuhrt werden, um korrekte Aussagen fur das Zusammenwirken
von LexA und AbrB auf die Expression der bidirektionalen Hydrogenase zu tref-
fen [Oliveira & Lindblad, 2007]. Auf3erdem wurde ein zweites AbrB-ahnliches
Protein identifiziert (sll0822), welches nach ersten Erkenntnissen als negativer
Regulator der Expression des hox-Operons agiert und damit eine verringerte
Hydrogenaseaktivitat impliziert [Dutheil et al., 2012].

Verschiedene exogene Einflisse sowie definierte Wachstumsbedingungen
kdbnnen eine gesteigerte Hydrogenaseaktivitdat hervorrufen (auszugsweise)
[Baebprasert et al., 2010; Hoffmann et al., 2006]:

e Inkubation unter anaerober Atmosphare flir 24 h
e pH-Wert von 7,5 bei Raumtemperatur
e Prasenz von B-Mercaptoethanol

e gesteigerte Nickelkonzentration

1.3.2 Nostoc sp. PCC 7120

Neben Synechocystis sp. PCC 6803 gehdrt auch Nostoc sp. PCC 7120 zu

einem der intensivsten erforschten Stamme der Cyanobakterien [Agervald et
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al., 2010; URL-28]. Auch zu diesem Organismus wurden intensive Analysen
durchgefuhrt, um Charakteristika in Hinsicht auf die biologische Wasserstoff-
produktion darzustellen, denn diese ist wesentlich umfangreicher als bei Sy-
nechocystis. Das Genom von Nostoc, ehemals auch als Anabaena bezeichnet,
wurde im Jahr 2001 publiziert und weist mit etwa 6,4 Mio. chromosonalen Ba-
senpaaren im Vergleich zu Synechocystis nahezu die doppelte Anzahl auf (Ka-
neko et al., 2001; URL-8). In dieser wurde die Anzahl von 5368 identifizierten
Protein-kodierenden Genen verdffentlicht, mittlerweile ist die potenzielle Anzahl
im Organismus auf 5437 angestiegen [Kaneko et al., 2001; URL-27]. Auch bei
Nostoc setzt sich die Bezeichnung der kodierenden Gene wieder aus dem Art-
name (a), der Lange des ORF (I 2 mehr als 100 Codons, s 2 weniger als 100
Codons) sowie der Leserichtung (r & direkter Strang, | 2 Komplementéarstrang)

zusammen.

VEGETATIVE ZELLEN VS. HETEROCYSTEN

Nostoc ist in der Lage Stickstoff aus der Umgebung zu fixieren, was den ATP-
abhangigen Prozess der Reduzierung atmospharischen Stickstoffs hin zu Am-
monium beschreibt und durch die Nitrogenase katalysiert wird. Dies geschieht
bei diesem Organismus durch die Ausbildung von Heterocysten, dargestellt in
Abbildung 8. In Bezug auf diese Differentiation ist Nostoc am intensivsten er-
forscht. Das Protein NtcA, exprimiert durch das Gen ntcA, fungiert in allen
Cyanobakterien als globaler Regulator des Stickstoffkreislaufs und wirkt dabei
als Transkriptionsfaktor bei einer Vielzahl von involvierten Genen. Dabei hat es
auch einen Einfluss auf die Ausbildung der Heterocysten. Experimente haben
gezeigt, das in ntcA-Mutanten die Differentiation blockiert wird [Olmedo et al.,
2006; Kumar et al., 2010]. Ein weiterer elementarer Regulator bei der Differen-
tiation der vegetativen Zellen zu Heterocysten ist das HetR. Auch Mutanten oh-
ne dieses durch hetR exprimierte Protein sind nicht in der Lage Heterocysten

auszubilden [Kumar et al., 2010].
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Abbildung 8: Mikroskopische Aufnahme von Nostoc sp. PCC 7120 Filamenten [Florres &
Herrero, 2010]

Die Aufnahme zeigt Filamente von Nostoc sp. PCC 7120 unter Stickstoffmangel und die damit
verbundene Ausbildung terminaler (weiRer Pfeil) sowie interkalarer (schwarzer Pfeil) Heterocys-
ten.

Zellulare Besonderheiten von Heterocysten im Vergleich zu vegetativen Zellen
sind unter anderem die Ausbildung von dickeren mehrschichtigen Zellwanden,
die allgemein voluminésere Auspragung sowie das haufige Vorhandensein von
Cyanophycin-Kornchen an den Polen zu vegetativen Zellen. Die Heterocysten
sind aulRerdem direkt von den vegetativen Zellen abhéngig, da sie selbst kein
Photosystem |l besitzen und keine Kohlenstoffdioxid-Assimilation vollziehen
konnen. Die vegetativen Zellen versorgen sie deshalb mit Kohlenhydraten und
Reduktionsmittel. In Symbiose dazu Ubertragen die Heterocysten fixierten
Stickstoff in Form von Aminosduren. Durch diese Differentiation ist auRerdem
der Schutz der in den Heterocysten lokalisierten Hydrogenasen vor Sauerstoff

gewahrleistet [Tamagnini et al., 2007].

INVOLVIERTE ENZYME IM WASSERSTOFFMETABOLISMUS

Nostoc sp. PCC 7120 repréasentiert die nif-Gene fiir die Expression der funkti-
onstatigen Nitrogenase in verschiedenen Operons bzw. Genclustern. Die Dinit-
rogenase-Einheit wird durch die Gene nifD und nifK kodiert, die Dinitrogenase-
Reduktase-Einheit durch nifH (Tabelle 2) [Tamagnini et al., 2002; Kumar et al.,
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2010]. Der Promoter des nifHDK-Operons ist nur in Heterocysten unter aeroben
Konditionen aktiv [Flores & Herrero, 1994]. Weiterhin beinhaltet das primare nif-
Cluster ein nif-Operon upstream vom nifHDK-Operon, bezeichnet mit nifB-fdxN-
nifS-nifU, sowie downstream die Gene nifE-nifN-nifX-ORF-nifW-ORF-ORF-
fdxH. AuRerdem reprasentiert das Genom von Nostoc ein weiteres separiertes
Gencluster - nifVZT [Stricker et al., 1997; Lindberg, 2003]. Einige dieser zusatz-
lichen nif-Gene sind als Cofaktoren fur die erfolgreiche Expression der Nitro-
genase zustandig, bei anderen ist die genaue Bedeutung noch nicht bekannt
[Stricker et al., 1997; Lindberg, 2003; URL-27]. Bis jetzt wurden noch keine
Transkriptionsfaktoren in Cyanobakterien identifiziert, die flr eine gesteuerte
Expression der nif-Gene zustandig sind [Kumar et al., 2010]. Der globale Stick-
stoffregulator NtcA kann allerdings als sequenzspezifisches Protein im Promo-
terbereich von nifH binden und kénnte dadurch als Regulator wirken [Wei et al.,
1994].

Tabelle 2: Auflistung der ORFs und zugehdriger Gen-Namen der Nitrogenase von Nostoc
sp. PCC 7120

Die Nitrogenase von Nostoc sp. PCC 7120 wird durch die beiden Untereinheiten Dinitrogenase
und Dinitrogenase-Reduktase gebildet, exprimiert Uber die Gene all1454 und all1440 sowie
all1455.

all1455 nifH
all1454 nifD

all1440 nifK

Nostoc besitzt fur den Wasserstoffmetabolismus weiterhin sowohl die bidirekti-
onale als auch die uptake Hydrogenase [Tamagnini et al., 2002, 2007; Agervald
et al., 2010]. Fur deren Reifung sind wie in Synechocystis sp. PCC 6803 die
akzessorischen Proteine zustandig, die durch die Gene hypFCDEAB kodiert
werden, sowie die fur die bidirektionale und uptake Hydrogenase individuell zu-
standigen Endopeptidasen HoxW und HupW, kodiert durch hoxW sowie hupW.

Die Reifung der kleinen Untereinheit der uptake Hydrogenase ist noch nicht
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geklart [Holmqvist, 2010]. Eine Ubersicht der Gen-Namen sowie der ORFs vi-
sualisiert Tabelle 3.

Tabelle 3: Auflistung der ORFs und zugehdriger Gen-Namen der akzessorischen Gene
von Nostoc sp. PCC 7120, die fir die Reifung der bidirektionalen Hydrogenase entschei-
dend sind

Die Reifung der bidirektionalen Hydrogenase wird in Nostoc sp. PCC 7120 uber sechs akzesso-
rische Proteine gesteuert, die durch die Gene hypFCDEAB kodiert sind.

alr0694 hypF
asr0695 hypC

alr0696 hypD

alr0698 hypE

alr0699 hypA

alr0700 hypB

allo770 hoxw

alr1423 hupw

Die Gene hypFCDEAB, der zwischen hypD und hypE kodierte ORF asr0697
sowie zwei downstream gelegene und funf upstream kodierte ORFs scheinen
als Operon exprimiert zu werden [Agervald et al., 2010; Agervald et al., 2008].
Studien mit dem Organismus Rhizobium leguminosarum bv. Viciae st. UPM 791
charakterisierten ein vier Gene umfassendes Cluster, hupGHIJ, welches an der
Reifung der kleinen Untereinheit der uptake Hydrogenase beteiligt ist. Zwei Ge-
ne der funf uptake gelegenen von hypFCDEAB, namentlich alr0691 und
alr0692, weisen konservierte Sequenzmotive auf, welche in den Genen hupH
und hupG von Rhizobium leguminosarum vorzufinden sind. Diese Besonderhei-
ten legen die Vermutung nahe, dass die upstream gelegenen Gene vom hyp-
Cluster an der Reifung der kleinen Untereinheit der uptake Hydrogenase mal3-
geblich beteiligt sind [Agervald et al., 2008]. Das Protein CalA reguliert als Ex-

pressionsfaktor HypC und wirkt dadurch auch direkt auf die erfolgreiche
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Expression der bidirektionale Hydrogenase. Analysen zeigten, dass es bei
Uberexpression als Repressor wirkt. Nur unter Bedingungen der Stickstofffixie-
rung werden in Nostoc beide Hydrogenasen exprimiert, die bidirektionale in den
Heterocysten sowie in den vegetativen Zellen, die uptake Hydrogenase aus-
schlie3lich in den Heterocysten [Agervald et al., 2010]. Die Gene der uptake
Hydrogenase sind als Operon organisiert, die der bidirektionalen liegen in zwei
benachbarten Clustern, hoxEF und hoxUYH, vor, werden jedoch nicht als Ope-
ron exprimiert. Die Transkriptionsstartpunkte fir diese beiden etwa 8,8 kb von-
einander entfernte Cluster liegen 66 sowie 57 bp upstream der Gene alr0750
(upstream von hoxE gelegen) bzw. hoxU [Agervald et al., 2010; Sjoholm et al.,
2007]. Ubersichtlich sind die ORFs und Gen-Namen beider Hydrogenasen fir
den Organismus Nostoc sp. PCC 7120 in den Tabellen 4 und 5 dargestellt.

Tabelle 4: Auflistung der ORFs und zugehdriger Gen-Namen der bidirektionalen Hydro-
genase-Untereinheiten von Nostoc sp. PCC 7120

Wie in Synechocystis sp. PCC 6803 wird auch in Nostoc sp. PCC 7120 die bidirektionale Hyd-
rogenase durch die finf Gene hoxEFUYH exprimiert.

alr0766 hoxH
alr0764 hoxY
alr0762 hoxU
alr0752 hoxF

alr0751 hoxE

Analysen zeigten unter anderem, dass hupL-Mutanten, also eine Nostoc-Kultur,
bei der die uptake Hydrogenase nicht exprimiert wird, bei kontinuierlicher Licht-
bestrahlung bzw. optimalen Wachstumsbedingungen eine héhere Wasserstoff-
produktion aufweisen als der Wildtyp sowie Kulturen, bei denen die
bidirektionale Hydrogenase nicht vorhanden ist oder tberhaupt keine Hydro-

genase exprimiert wird [Marques et al., 2011; Masukawa et al., 2002].
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Tabelle 5: Auflistung der ORFs und zugehériger Gen-Namen der uptake Hydrogenase-
Untereinheiten von Nostoc sp. PCC 7120

Die uptake Hydrogenase von Nostoc sp. PCC 7120 setzt sich aus den beiden Untereinheiten
hupS und hupL zusammen, welche durch die Gene all0688 bzw. all0687 exprimiert werden.

allo688 hupS

allo687 hupL

Auch in Nostoc gibt es das Regulatorprotein LexA. Studien haben ergeben,
dass es mit den Promoterregionen der bidirektionalen Hydrogenaseeinheit in-
teragiert. Ob es jedoch eine positive oder negative Expressionsrate hervorruft
mussen Experimente noch klaren [Sjoholm et al., 2007]. Filamente von Nostoc
bilden nur Heterocysten aus, wenn Stickstoff in limitierter Konzentration vorliegt.
Bei dieser Differentiation wird etwa jede zehnte vegetative Zelle zu einem anae-
roben Heterocysten. Diese auf die Fixierung von Stickstoff spezialisierten Zellen
wachsen nicht mehr und unterliegen auch nicht mehr dem Zellteilungszyklus
[Ramaswamy et al., 1997; Carrasco et al., 2005]. Die Filamente formen dem-
nach ein eindimensionales Muster zwei unterschiedlicher Zelltypen aus, wel-
ches mit der einer Perlenkette vergleichbar ist [Kumar et al., 2010; Carrasco et
al., 2005]. Dies verdeutlicht auch Abbildung 8 [Florres & Herrero, 2008]. Auf
genomischer Basis werden wahrend der spaten Phase der Differentiation DNA-
Elemente der drei Gene fdxN, nifD sowie hupL herausgeschnitten. Die dafur
bendtigten Rekombinasen werden von den xis-Genen exprimiert. Diese sind
jeweils auf den DNA-Elementen kodiert, welche sie auch herausschneiden. Die
Regulation ist noch nicht geklart [Ramaswamy et al., 1997; Carrasco et al.,
2005]. Tabelle 6 beinhaltet die Informationen dieser genomischen Reorganisa-

tionen.
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Tabelle 6: Auflistung der DNA-Elemente, die wahrend der Heterocysten-Ausbildung ver-
andert werden, die daran beteiligten Rekombinasen sowie die Beschreibung der genomi-
schen Umordnung [Ramaswamy et al., 1997; Carrasco et al., 2005; Wei et al., 1994]

Waéhrend der spéaten Phase der Differentiation von vegetativen Zellen hin zu Heterocysten wer-
den die Gene fdxN, nifD sowie hupL reorganisiert. Fur diese gezielte Rekombination sind, spe-
zifisch fur jedes DNA-Element, verschiedene Rekombinase-Proteine zustéandig. Die Rekombi-
Rekombination umfasst stets ein gezieltes Herausschneiden bestimmter DNA-Abschnitte in den
Genen. Diese Abschnitte werden folglich so bezeichnet wie das Gen, auf dem sie sich befinden.

fdxN (all1516)

nifD (all1454)

hupL (all0687)

xisF (alr1459)
xisH (alr1461)
xisl (alr1462)

XisA (alr1442)

xisC (alr0677)

Herausschneiden eines 55 kb grof3en DNA-
Fragments aus fdxN.

Die Inaktivierung des xisF-Gens verhindert
die Umordnung von fdxN.

Experimente zeigten, dass auch das Her-
ausschneiden eines 3,2 kb grofRen DNA-
Fragments, in dem xisHI liegen, das Heraus-
schneiden des fdxN-Elements verhindern
kann, wodurch auf einen direkten Zusam-
menhang dieser Bereiche geschlossen wer-
den kann.

Herausschneiden eines 11 kb grof3en DNA-
Segments in nifD und damit verbundene
Schaffung des funktionsfahigen nifHDK-
Operons.

Die Hemmung von xisA blockiert die Umord-
nung und es ist keine Stickstofffixierung
moglich.

In dem upstream Bereich von xisA kann au-
Rerdem NtcA binden und somit unter Um-
standen als ein Regulator fiir die geregelte
Expression von xisA wirken.

Herausschneiden eines etwa 10,5 kb groRRen
DNA-Fragments in hupL mittels der Rekom-
binase XisC, deren Gen an einem Ende des
hupL-Elements kodiert ist.

Wenn xisC nicht vorhanden ist, kommt es
auch nicht zu dem Herausschneiden des
hupL-Elements.
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Die Darstellung der chromosonalen Abfolge der umstrukturierten DNA-
Elemente fdxN und nifD visualisiert nachfolgend Abbildung 9. Dabei wird bei der
Umordnung des fdxN-Elements nur die Moglichkeit mittels der xisF-
Rekombinase und dem folgenden Herausschneiden des 55 kb grofRen DNA-

Fragments in fdxN aufgefuhrt [Carrasco et al., 1994].

feN
fdeH nifKD xisdA nifDHUS /xisF fdxN nifB rbcL8
11 = {

:Eillkhr* 65 kb F

Abbildung 9: Schematische Darstellung der chromosonalen Abfolge im Bereich der um-
strukturierten DNA-Elemente nifD und fdxN [Carrasco et al., 1994]

Darstellung der chromosonalen Abfolge der umstrukturierten DNA-Elemente nifD und fdxN. Fur
fdxN ist nur das Herausschneiden des 55 kb grof3en DNA-Elements mittels der Rekombinase
xisF grafisch aufbereitet.

Des Weiteren visualisiert Abbildung 10 die genomische Beschaffenheit der Um-
ordnung eines etwa 10,5 kb gro3en DNA-Elements in hupL durch die Rekombi-
nase xisC [Carrasco et al., 1995].

hupLb xisC  huplL3’

Abbildung 10: Schematische Darstellung der chromosonalen Abfolge im Bereich des
umstrukturierten DNA-Elements hupL durch die Rekombinase xisC (nach Carrasco et al.,
1995)

Durch die Rekombinase xisC kommt es zu dem Herausschneiden eines etwa 10,5 kb grol3en
DNA-Fragments in hupL wahrend der Heterocysten-Differentiation.
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2 MATERIAL UND METHODEN

Bioinformatische Software nimmt eine essenzielle Rolle in der modernen Bio-
technologie, Bioverfahrenstechnik und der Genomanalyse ein. In der vorliegen-
den Arbeit sollten Reaktionen, welche am Wasserstoffmetabolismus von
Synechocystis sp. PCC 6803 und Nostoc sp. PCC 7120 beteiligt sind, detektiert
und mit einer geeigneten Software dargestellt werden. Im Folgenden werden in
die Analysen einbezogene Datenbanken, die Visualisierungssoftware VANTED
sowie der angewandte Visualisierungsstandard Systems Biology Graphical No-
tation (SBGN) naher erlautert.

2.1 SOFTWARE

2.1.1 BIOINFORMATISCHE VISUALISIERUNGSSOFTWARE

Im Rahmen einer Kooperation mit der Bioinformatik-Abteilung des Leibniz-
Instituts fir Pflanzengenetik und Kulturpflanzenforschung in Gatersleben wurde
wahrend der Bearbeitungszeit fur die Masterarbeit eine Studie Uber Visualisie-
rungssoftware fur die Darstellung metabolischer Netzwerke durchgefiihrt [URL-

29]. Infolgedessen wurden 14 Softwaretools hinsichtlich ihrer

¢ Installationsprozedur;
e Anwendungsmadglichkeiten/Komplexitat;

e Benutzerfreundlichkeit wahrend des Visualisierungsprozesses

untersucht und verglichen. In Tabelle 7 werden alle getesteten Programme und
deren Versionsnummern namentlich aufgefuhrt sowie das jeweilige Betriebs-

system, auf dem sie installiert wurden.



MATERIAL UND METHODEN

27

Tabelle 7: Auflistung der getesteten Softwaretools fir die Visualisierung biologischer
Netzwerke mit Angabe der Versionsnummer sowie dem Betriebssystem, auf dem die
Software installiert und getestet wurde

BiNa'
BioTapestry?
BioUML?®

Cell Designer”
Cytoscape®
MapMan®

Oomix’

Ondex®
PathVisio®
Pathway Logic®®
PathwayLab™!
Pathway Projector®?
VANTED"

VisANT

' [URL-31]
% [URL-32]
% [URL-33]
* [URL-34]
® [URL-35]
® [URL-36]
" [URL-37]
8 [URL-38]
° [URL-39]
10 [URL-40]
™ [URL-41]
12 [URL-42]
13 [URL-1]
1% [URL-43]

23.1
5.0.3
0.9.3
4.2
2.8.3
3.5.1
1.5.19
ib08
3.0
3.4
1.3
Beta
2.1.0

4.03

Windows
Windows
Linux
Linux
Windows
Windows
Windows
Windows
Windows
Linux
Windows
Web-Applikation
Windows

Windows
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Die Programme wurden je nach Eignung und Verfuigbarkeit auf dem Linux Be-
triebssystem Ubuntu, Version 12.04.1 LTS, oder Windows 7 Home Premium 64
Bit installiert und getestet. Das Windows-System befindet sich standardmafig
auf dem PC, das Linux Betriebssystem wurde unter dem Programm VirtualBox
von Oracle, Version 4.1.20-80170, installiert [URL-30].

2.1.2 VANTED

Datenvisualisierung ist durch den Einsatz moderner Hochdurchsatzverfahren,
wie Enzym-Assays oder Transcript-Profiling, eine der wichtigsten Aufgaben der
modernen Bioinformatik. AuRerdem missen Programme zur automatischen
Analyse der Messergebnisse entwickelt werden. Eines der bekanntesten auf
diesem Forschungs- und Entwicklungsgebiet in den Pflanzenwissenschaften ist
VANTED, pragnant fur Visualization and Analysis of Networks containing Expe-
rimental Data. Es ermdglicht durch implementierte Prozeduren die mathemati-
sche Analyse und den Vergleich von mehreren importierten Datensatzen sowie
das Mappen von Daten auf Netzwerke [Klukas et al., 2006; Junker et al., 2006;
Klukas & Schreiber, 2010]. Die Moglichkeiten der Einbindung eigens implemen-
tierter Skripte in Java oder Ruby sowie die Integration von XML-Files der
KEGG-Datenbank bestehen zusatzlich. Die Analyse und Darstellung biologi-
scher Daten beginnt mit dem Import der Messdaten aus einem oder mehreren
Microsoft Excel-Dokumenten. Diese Daten werden auf einen metabolischen
Stoffwechselweg oder -kreislauf kartographiert. Dieser sollte entweder aus einer
Datenbank wie KEGG stammen oder manuell erstellt worden sein. Anschlie-
Bend kénnen die Daten gemappt werden und es wird fur jedes definierte Ele-
ment ein Diagramm mit den entsprechenden Informationen angezeigt. Im
Folgenden stehen mathematische Algorithmen zur Datenseparierung und Ana-
lyse zur Verfiugung. Dabei werden im ersten Schritt mdgliche statistische Aus-
reilRer detektiert und entfernt. Anschlieend kénnen Datenkorrelationen erfasst,
Separierungen realisiert und Signifikanztests durchgefiuihrt werden. Der ab-
schlieBende Schritt ist die Ordnung des Layouts des erstellten Netzwerks und
das Exportieren in ein gewlnschtes Ausgabeformat, wie GML, JPEG, PDF oder
PPT [Junker et al., 2006]. Der charakteristische Workflow einer Bearbeitung von
Daten mittels VANTED ist in Abbildung 11 realisiert.
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Abbildung 11: Flussdiagramm - Arbeitsweise mit der Software VANTED (nach Junker et
al., 2006)

Nach dem Import von Datensatzen (Excel-Dokumente) werden die Informationen auf einen
geeigneten Stoffwechselweg abgebildet. AnschlieBend beginnt die Analyse, bei der bspw. Da-
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tenausreilRer entfernt werden kénnen, verschiedene Korrelationen durchgefiihrt werden oder ein
Clustering der Daten realisiert wird. Nach Bearbeitung des Netzwerkes und der dazugehdorigen
Daten kann das Netzwerk in verschiedene Formate exportiert werden.

Die Moglichkeiten dieser Software wurden wahrend der Bearbeitungszeit nicht
im Entferntesten ausgeschopft. Fur vertiefende Arbeiten und umfangreichere
Analysen sind experimentell ermittelte oder algorithmisch simulierte Daten n6-
tig, welche leider nicht vorlagen. Aus diesem Grund ist es bei dem Erstellen
manuell annotierter metabolischer Netzwerke geblieben. Dafiir wurde zusatzlich
der im Folgenden charakterisierte Notationsstandard Systems Biology Graphi-

cal Notation angewendet.

2.2 KONZEPTIONELLE VISUALISIERUNG

SYSTEMS BIOLOGY GRAPHICAL NOTATION

Die Biologie in ihrer Vielseitigkeit zu erfassen ist eine sehr schwierige Aufga-
be. Nicht weniger kompliziert ist der Ansporn, diese Diversitat mit einer stan-
dardisierten Visualisierungsform grafisch darzustellen. Seit dem Jahr 2005
beschaftigt sich ein Team von Wissenschaftlern aus verschiedenen naturwis-
senschaftlichen und informatischen Abteilungen im Rahmen der Entwicklung
der Systems Biology Graphical Notation (SBGN) mit dieser Thematik und nahm
sich zur Aufgabe, einen Visualisierungsstandard in die Biologie einzufiihren, wie
er vergleichbar der Darstellung von elektronischen Schaltkreisen bereits seit
Jahrzehnten zum Einsatz kommt [URL-2]. Das Projekt grindet sich auf eine
Segmentierung in drei inhaltlich leicht divers konzeptualisierte Darstellungsfor-
men, im nachfolgenden auch als Sprachen oder language bezeichnet. Hinter-
grund ist die adaptierte Deskription auf Grundlage des vorhandenen Wissens
und Detailliertheit, d.h. wenn man nur den Einfluss biologischer Aktionen unter-
einander darstellen mochte, wahlt man die Activity flow language, wenn Interak-
tionen zwischen Entitdten und deren Zusammenhange visualisiert werden
sollen die Entity relationship language und wenn die Absicht besteht ein umfas-
sendes Netzwerk mit Veranderungen der Entitdten, chemischen Umwandlun-

gen oder Lageanderungen von Entitaten zu beschreiben, die Process
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description language [Le Noveére et al., 2009; Beltrame et al., 2011; Czauderna
et al., 2010; Moodie et al., 2011; Mi et al., 2009; Le Novere et al., 2010]. Allen
ist gemein, dass die Visualisierung in Form eines Graphen mit einer Auswabhl
verschiedener Kanten, Knoten und logischen Verknipfungen realisiert wird [Le
Novere et al., 2009; Czauderna et al., 2010]. Um standardisierte Netzwerke mit
der SBGN-Notation zu erstellen braucht es selbstverstandlich einen Editor. Die-
ser nennt sich SBGN-ED und ist als Add-On fir VANTED verfugbar. Er ermdg-

licht der effektiven Nutzung der drei Sprachen, was die drei Hauptfunktionen:

e Erstellen und Editieren einer SBGN-Map
e Validieren einer SBGN-Map

e Ubersetzung von Netzwerken in das SBGN-Format

umfasst. Der Import und die Ubersetzung wird derzeit nur fiir Netzwerke von
KEGG und MetaCrop gewahrleistet [Czauderna et al., 2010]. Einige Entwickler-
teams von Softwaresystemen mit biologischem Hintergrund haben bereits die
Intention von SBGN verinnerlicht und unterstitzen in lhren Tools diese Idee.
Zusatzlich zu VANTED sind dies bspw. CellDesigner, BioUML oder die BioMo-
dels Database des EBI [Le Noveére et al., 2009].

Wahrend des Forschungsmoduls wurde in SBGN als Sprache ausschlie3lich
die Process description language benutzt. Der Grund dafir war die genaue
Kenntnis Uber den Ablauf der biochemischen Reaktionen sowie der Hintergrund
der Darstellung mdglichst vieler Informationen. Die Process description langu-
age ermaglicht die Visualisierung eines Netzwerks mit sieben Hauptklassen an

Bildzeichen:
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e Entity Pool Nodes

+ Entity Pool Modes

O

Q
()

%)

Abbildung 12: Ubersicht Giber die Entity Pool Nodes der Process description language

JUUU
QUL

v. l. n. r.: Simple Chemical, Macromolecule, Nucleic Acid Feature, Multimer Simple Chemical,
Multimer Macromolecule, Multimer Nucleic Acid Feature, Complex, Multimer Complex, Unspeci-
fied Entity, Source and Sink, Perturbing Agent

e Process Nodes

+ Process Modes
(o | | |

e | e | O]

Abbildung 13: Ubersicht tiber die Process Nodes der Process description language

v. l. n. r.: Process, Omitted Process, Uncertain Process, Association, Dissociation, Phenotype
e Container Nodes

+ Container Modes

Abbildung 14: Ubersicht tiber die Container Nodes der Process description language

Im SBGN-Level 1, Version 1.3 ist nur der Container Node ,,Compartment* verfligbar.
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e Reference Nodes

+ Reference Modes
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Abbildung 15: Ubersicht tiber die Reference Nodes der Process description language

v. . n. r.: Submap, Tag right, Tag left, Tag down, Tag up

e Connecting Arcs

+ Connecting Arcs
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Cardinality n
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—0 o =

Abbildung 16: Ubersicht tiber die Connecting Arcs der Process description language

v. I. n. r.: Consumption, Production, Consumption/Production (Reversible), Modulation, Stimula-
tion, Catalysis, Inhibition, Necessary Stimulation, Logic Arc, Equivalence Arc

e Logical Operators

+ Logical Operators
L@ | L © |

Abbildung 17: Ubersicht Giber die Logical Operators der Process description language

v. l. n. r.: And Operator, Or Operator, Not Operator
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e Auxiliary Units

+  Auxiliary Units

Units of Information | &dd |
State Variables | Add |
Clone Marker [ Add marker

Abbildung 18: Ubersicht Giber die Auxiliary Units der Process description language

Durch die Angabe von Units of Information oder State Variables kénnen Entitaten definierte
Eigenschaften verliehen werden. Ein Clone Marke kommt bei Entitdten dann zum Einsatz, wenn
sie mehr als einmal in der Karte (bzw. Compartment) auftauchen. Dies dient der Ubersichtlich-
keit, besonders in umfangreichen Netzwerken.

Aktuell ist Level 1 mit der Version 1.3 verfiigbar [Le Noveére et al., 2009; Moodie
et al., 2011].

2.3 DATENBANKEN

2.3.1 PROMBASE

Die regulierte Expression eines Genes oder gar eines gesamten Operons
wird durch eine Nukleotidsequenz, welche meist upstream des exprimierten
Gens bzw. Operons gelegen ist, gesteuert. Dieser DNA-Abschnitt wird Promo-
ter genannt. Durch die standig steigende Zahl an sequenzierten Genomen ist
eine Progression des Wissens der regulatorischen Elemente von Bedeutsam-
keit. In der Datenbank PromBase werden potentielle Promoterbereiche fiir 913
prokaryotische Genome verwaltet, die mittels eines Algorithmus berechnet und
klassifiziert werden. Dieser stellt eine verbesserte Implementierung des Prom-
Predict-Algorithmus dar [Kanhere & Bansal, 2005; Kanhere & Bansal, 2005;
URL-22; URL-23]. Er verarbeitet fur die Vorhersage die Stabilitatsunterschiede
zwischen benachbarten upstream- und downstream-Bereichen in der Umge-
bung von experimentell erfassten Transkriptionsstartpunkten [Rangannan &
Bansal, 2007, 2009]. Prognostizierte Promoter werden uber alle 913 Genome
mit einer Genauigkeit von 56 % korrekt vorhergesagt [Rangannan & Bansal,

2010]. Basierend auf einem Bewertungsschema fir die Stabilitat wird die Relia-
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bilitat fur jeden vorhergesagten Promoter, basierend auf dem Unterschied zwi-
schen seiner durchschnittlichen freien Energie und dem downstream-Bereich, in

die funf Klassen bzw. Level:

e niedrig - Level 1

e durchschnittlich - Level 2
e hoch - Level 3

e sehr hoch - Level 4

e am hdchsten - Level 5

unterteilt [Rangannan & Bansal, 2010, 2011].

Im den in dieser Arbeit angefertigten metabolischen Modellen wurden mangels
experimenteller Feststellungen aller Promoterbereiche fur die meisten ORFs die
Ergebnisse von PromBase eingebunden. Wahrend der Literaturrecherche ist
diese Datenbank positiv in Erscheinung getreten, aul3erdem gibt es nicht viele

Programme auf diesem Forschungsbereich im Internet.

2.3.2 KEGG

Um einen ersten Uberblick hinsichtlich der zellularen Ablaufe, tber vorliegen-
de Stoffwechselwege und genomischen Deskription eines Organismus zu be-
kommen, ist die Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes-Datenbank seit
Jahren eine der etabliertesten Anlaufstellen. Deren Entwicklung begann im Jahr
1995 im Zuge des japanischen ,Human Genome Program“ [Ogata et al., 1999].
Biochemische Daten aus wissenschaftlichen Studien und Experimenten sind in
verschiedene Bereich geclustert und visuell aufbereitet sowie teilweise zu ande-
ren Datenbanken verlinkt [URL-16; Kanehisa et al., 2004; Ogata et al., 1999].
KEGG diente in der vorliegenden Arbeit dem Abgleich der biochemischen Re-
aktionen aus dem verarbeiteten metabolischen Modell von Navarro et al. (2009)
sowie der Detektion exprimierter Gene und zugehériger Enzyme in Sy-
nechocystis sp. PCC 6803 und Nostoc sp. PCC 7120.
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2.3.3 BioCyc

Eine Vereinigung von speziellen Datenbanken zu einer umfassenden kann
die Analyse von genomischen und metabolischen Daten signifikant verbessern,
da man das Wissen zentralisiert abrufen kann. Eine solche Datenbank stellt
BioCyc dar. Aktuell flieRen Information aus 1962 Stoffwechsel- und Genomik-
Datenbanken ein. Diese sind in drei Stufen unterteilt, welche sich auf die Validi-
tat stitzen. Sechs Datenbanken gehdren der Stufe 1 an. Diese sind mindestens
ein Jahr durch Forscher literarisch verwaltet worden und werden mit wissen-
schaftlichem Progress intensiv erweitert. Hervorzuheben sind dabei besonders
EcoCyc, HumanCyc und MetaCyc. Datenbanken der Stufe 2 und 3 werden
ausschlief3lich nur mit verschiedenen Programmen generiert und bieten deshalb
keine hervorragende Validitdt. Das Genom einer ausgewdahlten Spezies kann
mittels einer visuellen Aufbereitung begutachtet werden und man kann sich je

nach Interesse eine der vier Stufen:

sites

genes

operons

genome

anzeigen lassen [Karp et al., 2005; URL-17]. Die Detektion von Operons wurde
nicht mit BioCyc durchgefiihrt, da nicht ersichtlich ist, woher die entsprechen-
den Informationen stammen.

Die nicht-redundante MetaCyc-Datenbank enthélt mehr als 1800 Stoffwechsel-
wege und beteiligte Enzyme, welche aus Uber 30000 Publikationen abgeleitet
wurden [Caspi et al., 2011; URL-18]. Sie wurde besonders fir die Evaluierung
der Reaktionsrichtungen angewendet, da die KEGG-Datenbank dartber keine

fundierten Informationen liefert.

2.3.4 SYNECHONET

Eine weitere Datenbank, welche auf die Vernetzung von mehreren Datenban-

ken vertraut, ist SynechoNET. Sie wurde speziell fur die Detektion und Visuali-
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sierung von Protein-Protein-Interaktionen, kurz PPI, in Synechocystis angelegt
und greift auf gespeicherte Informationen von mehreren Portalen zu, unter an-
derem auf STRING, iPfam und CyanoBase [Finn et al., 2005; Jensen et al.,
2008]. Es besteht die Moglichkeit der Darstellung mittels eines dynamisch im-
plementierten Viewers, die Suche von Interaktionen mittels Genbezeichnung
sowie die funktionell kategorisierte Suche durch die Einteilung der exprimierten
Proteine in metabolische Prozesse. Es werden vorgefertigte Dokumente von
detektierten Protein-Protein-Interaktionen aus den vier Datenbanken PSIMAP,
iIPfam, InterDom sowie STRING als Download bereitstellt [URL-21].

2.3.5 STRING

Protein-Protein-Interaktionen und deren Visualisierung sind stets von grof3er
Bedeutung. Dadurch kénnen Vorgange wie Signaltransduktion und Transport-
prozesse innerhalb einer Zelle aufgeklart werden. Eine entscheidende Aufgabe
ist es deshalb, geeignete Experimente und Verfahren, computergestitzte Algo-
rithmen zur Vorhersage sowie verwaltende Datenbanken zu generieren. Expe-
rimentelle Methoden stellen bspw. das Yeast Two-Hybrid System,
Phagendisplay und der Forster-Resonanzenergietransfer dar [Young, 1998;
Sachdev et al., 2003; Truong & lkura, 2001]. Das Search Tool for the Retrieval
of Interacting Genes (STRING) reprasentiert Informationen zu Protein-Protein-
Interaktionen. In dieser Datenbank sind dabei sowohl experimentelle als auch
algorithmisch vorhergesagte Daten hinterlegt. Interaktionen zwischen Proteinen
werden Uber eine Bewertungsfunktion beurteilt und geben Aufschluss Uber die
Genauigkeit der Vorhersage. Die Netzwerke sind dynamisch adaptierbar, wobei
die Knoten Proteine reprasentieren und Kanten zugehoérige Interaktion zwi-
schen den Proteinen kennzeichnen. Diese Interaktionen kdnnen auf bis zu sie-
ben unterschiedlichen Vorhersagemethoden basieren, weshalb zwischen den
Knoten auch bis zu sieben unterschiedlich farbige Kanten existieren kdénnen.
Jede Vorhersagemethode wird durch eine individuelle Farbe reprasentiert
[Szklarczyk et al., 2010; Jensen et al., 2008; URL-15]. Die Datenbank beinhaltet
mittlerweile Informationen zu tber 1100 vollstandig sequenzierten Organismen
und liegt in der aktuellen Version 9.0 vor [Szklarczyk et al., 2010; URL-15].
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2.3.6 ODB

Die Operon DataBase (ODB) ist eine Datenbank mit dem Zweck der Archivie-
rung und Vorhersage von Operons. Mittlerweile sind Informationen zu mehr als
1000 Genomen gelistet. In der Datenbank wird zwischen bekannten und putati-
ven Operons unterschieden, wobei die bekannten der Literatur entnommen sind
und die putativen mittels eines Algorithmus vorhergesagt werden. Dieser be-

zieht vier Freiheitsgrade ein:

intergenische Distanzen
funktionelle Beziehungen in biologischen Ablaufen

Gen-Coexpression

w0 NP

Konservierung der Genfolge

Sie koénnen neben der Default-Einstellung zudem selbst adaptiert werden,
wodurch die Datenbank zusatzliche Ergebnisse liefern kann. Die Korrektheit der
Vorhersagen mussten jedoch im Labor geprift werden. Des Weiteren ist es
moglich orthologe Gene zu detektieren, deren Daten von KEGG bezogen wer-
den [Okuda et al., 2006; Okuda & Yoshizawa, 2011; URL-11].

2.3.7 OPERONDB

Eine andere Datenbank fir die Identifizierung von Operons in einem Orga-
nismus ist OperonDB. Gelistet sind in dieser Sammlung Operons von mittler-
weile 1042 Organismen. Die Daten der Operon-Strukturen basieren
ausschliel3lich auf algorithmisch bestimmten Ergebnissen, die sich auf die Kon-
servierung von Genfolgen und deren Orientierung in mehr als zwei Spezies
stitzen. Der Output wird organismenspezifisch ausgewaéhlt und umfasst Gen-
paare eines moglichen Operons. Diese Art der Datenreprasentation wird auf-
grund des verwendeten Berechnungsalgorithmus gewahlt. AuRerdem wird der
kalkulierte Konfidenzwert sowie die Anzahl an homologen Genpaaren in ande-
ren Genomen angegeben [Ermolaeva et al., 2001; Pertea et al., 2008; URL-19].
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2.3.8 GENOMICS10

Ein weiterer Algorithmus zur Bestimmung von méglichen Operons stitzt sich
auf die Detektion von benachbarten Enzym-Clustern, die sukzessive chemische
Reaktionen in metabolischen Stoffwechselwegen katalysieren. Biologischer
Hintergrund ist dabei die Mdglichkeit von Interaktionen zwischen Genen in Ope-
rons, entweder Uber die physikalische Interaktion ihrer Genprodukte oder durch
vernetzt wirkende Reaktionen in Zellen, sodass sie wahrscheinlich an korres-
pondierenden Prozessen beteiligt sind. Algorithmisch wurde bei diesem Ansatz
die Methodik der Graphentheorie verarbeitet [Zheng et al., 2002]. Vorhersagen
fur 40 Genome werden mittels Vorhersage durch diesen Algorithmus in der Da-
tenbank Genomics10 verwaltet [URL-12; URL-20].

2.4 KNOWLEDGEBASE

KNOWLEDGEBASE VON MYCOPLASMA GENITALIUM ALS VORLAGE FUR
CYANOBAKTERIEN

Die in silico Modellierung metabolischer Umsétze in Organismen wird mit
wachsender Kenntnis der biochemischen Umwandlungen stetig praziser, aber
gleichzeitig auch umfangreicher. Um jedoch genomweite Berechnungen durch-
zufuhren und nicht nur einzelne Stoffwechselabschnitte zu simulieren, ist auch
ein umfassendes Berechnungsmodell von Vorteil. Lange waren besonders zwei
Probleme existent, welche umfassende Modelle nicht mdglich machten [Karr et
al., 2012]:

1. mangelndes Wissen Uber das Verhalten der Molektle und ihrer Interakti-
onen

2. keine Verfugbarkeit einer algorithmischen Prozedur zur Berechnung der
molekularen Komponenten und ihrer Interaktionen zu bestimmten zellu-

laren Konditionen

Im Jahr 2012 wurde erstmals ein genomweites Modell des Urogenitalerregers

Mycoplasma genitalium, gleichzeitig der Organismus mit dem kleinsten bekann-
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ten Genom, etabliert, in welchem alle annotierten Funktionen der 525 Gene
verarbeitet wurden [Fraser et al., 1995; Karr et al., 2012; URL-10]. Dies stellt
ohne Frage einen enormen wissenschaftlichen Fortschritt dar, denn o.g. Prob-
leme wurden erfolgreich Gberwunden und damit ist auch die Modellierung kom-
plizierterer Organismen wie Cyanobakterien realistisch. Fur das Modell fur
Mycoplasma genitalium wurde eine intensive Literaturrecherche durchgefihrt,
sodass Daten von Uber 900 Publikationen einbezogen wurden und sich diese in
mehr als 1900 Parametern widerspiegeln [Karr et al., 2012]. Diese Fille an In-
formationen lasst auch vermuten, welche Arbeit bei der Etablierung einer Know-
ledgebase fur einen komplexeren Organismus von Noéten ist, bspw. fur
Synechocystis sp. PCC 6803 mit derzeit bekannten 3317 Protein-kodierenden
Genen [Kaneko et al., 1996; URL-8]. Das Konzept des genomweiten Modells
stutzt sich auf die Unterteilung der zellinternen Prozesse in 28 miteinander agie-
rende Module [Karr et al.,, 2012]. In der Systembiologie, dem Wissenschafts-
zweig an der Schnittstelle zwischen u.a. Biologie, Mathematik, Physik und
Informatik, wird dieser Modellierungsprozess als bottom-up Strategie bezeich-
net [Kitano, 2002; Bruggeman & Westerhoff, 2006]. Da die molekularen-
biochemischen Vorgéange der 28 Module nicht alle in gleicher Tiefgrindigkeit
erforscht und verstanden sind, werden fur alle Module stets angepasste Model-
lierungsalgorithmen verwendet, welche manuell evaluierte Variablen und Werte
reprasentieren. Die Standardmethode der biologischen Modellierung der letzten
Jahren, die Flux Balance Analysis, wurde bspw. bei der Modellierung des Me-
tabolismus genutzt [Karr et al., 2012]. Leider ist mit derzeitigen wissenschaftli-
chen Kenntnissen und Methoden nicht zweifelsfrei beweisbar, dass alle
modellierten Prozesse in der bestimmten Art und Weise in der Natur identisch
ablaufen. Allein die Annadherung ist ein auf3erordentlicher wissenschatftlicher
Erfolg und eroffnet weiterfihrende Méglichkeiten. Besonders die Identifizierung
der Funktion von Genen und unbekannter genetischer Regulierungsmechanis-
men oder anderer molekularer Interaktionsprozesse kann richtungsweisende
und spezialisierte Forschungsfelder ertffnen. Selbst die hochste Stufe, die Er-
stellung personalisierter Modelle fir Menschen, ruckt in greifbare Nahe. So
kbnnte eine adaptierte Krankheitsbekdmpfung durch individualisierte Medika-

mente und deren Konzentration sowie eine im hohen Mal3e gelenkte Genthera-
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pie moglich werden. Leider ist die Schaffung einer umfassenden Knowledge-
base eine im zeitlichen Umfang enorme MalRnahme, die sehr viel Expertenwis-
sen in unterschiedlichen Forschungszweigen bendtigt sowie ein bestimmtes
technisches Know-how voraussetzt. Die Berechnungen fir Mycoplasma geni-
talium wurden bspw. auf einem 128-Kern Linux-Cluster ausgefuhrt [Karr et al.,
2012].

2.5 STUDIE

VISUALISIERUNGSSTANDARDS IN DER BIOLOGIE

,Finden Sie die Etablierung eines Visualisierungsstandards in der Biologie
sinnvoll?“ Genau diese Frage sollte in der vorliegenden Arbeit ebenfalls erértert
werden, da im Umfang der Analyse vorhandener bioinformatischer Visualisie-
rungssoftware mit einer Vielzahl unterschiedlicher Darstellungsformen gearbei-
tet wurde. Deren Fulle ist mittlerweile nur noch schwer Uberschaubar und viele
Anbieter haben ihren eigenen Stil, Bildzeichen flr definierte biologische Pro-
zesse und Entitaten darzustellen. Die Systems Biology Graphical Notation, aus-
zugsweise dargestellt unter Gliederungspunkt 2.2, soll deshalb einen Standard
fur die Zukunft setzen und die Prozesse der Biologie fur alle Anwender in einer
einheitlichen und verstandlichen Sprache reprasentieren. Die Frage, wie die
Forscher der Biowissenschaften zu diesem Sachverhalt stehen, wurde jedoch
noch nie in den Fokus gestellt. Zu diesem Zweck wurde ein Fragebogen erstellt,
welcher die Einstellung der Wissenschaftler zu einem Visualisierungsstandard
und die Kenntnis von SBGN charakterisiert. Dazu wurde das Software-Paket
,S03Ci Survey“ eingesetzt [URL-25]. Dieses ist fur den akademischen Nutzen
kostenfrei einsetzbar und bietet eine Gbersichtliche und adaquat zu bedienende
Benutzeroberflache. Mit verhaltnismafig wenigen HTML-Kenntnissen lasst sich
ein ansprechender und funktioneller Online-Fragebogen erstellen. Die Software
beinhaltet aul3erdem die Méglichkeit des Exports des Umfrageergebnisses, so-
dass bspw. ein Import der Daten in Microsoft Excel moglich ist. Mit der Hilfe
dieser Software wurde folglich ein Fragebogen erstellt, in dessen Kern vier

pragnant formulierte Fragen zu der Thematik von Probanden beantwortet wer-
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den sollten. Zu den Fragen 1 bis 3 gab es eine verbindliche Auswahl an Ant-
wortmdglichkeiten, Frage 4 konnte individuell beantwortet werden. Die Fragen

und ihre Antwortmoglichkeiten sind nachfolgend aufgefihrt:

1. Finden Sie die Etablierung eines Visualisierungsstandards in der Biologie
sinnvoll?
ja/ nein
2. Haben Sie bereits von dem Visualisierungsstandard SBGN gelesen oder
sogar angewendet?
nein / davon gelesen / bereits angewendet
3. Konnen Sie sich vorstellen, SBGN in Zukunft/weiterhin fur lhre Visualisie-
rung anzuwenden?
ja / nein / vielleicht
4. Stellen Sie explizite Anspriiche an einen Visualisierungsstandard? Gern

kénnen Sie nachfolgend einige lhrer Winsche auf3ern.

Der Fragebogen wurde auf3erdem noch in englischer Sprache ausformuliert
und stand somit auch fur anderssprachige Probanden zur Auswahl. Die potenti-
ellen Kandidaten fur die Studie wurden mittels Recherche von Professoren in
Deutschland mit Lehrtatigkeit in bspw. Zellbiologie, Mikrobiologie, Biotechnolo-
gie, Bioinformatik, Biochemie oder Genetik sowie leitender Wissenschatftler in
deutschen Instituten der Gesellschaften Max-Planck, Leibnitz und Helmholtz
ermittelt. Insgesamt wurden dadurch tber 300 Teilnehmer fir die Studie identi-
fiziert. Diesen wurde eine zu der Thematik ausformulierte E-Mail gesendet wel-
che die Links zu dem deutsch- sowie englischsprachigen Fragebogen
beinhaltete, sodass jeder Proband die freie Auswahl hatte. Des Weiteren wurde
der Fragebogen Uber das soziale Netzwerk Facebook gezielt an geeignete Per-
sonen Ubermittelt [URL-26].
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3 ERGEBNISSE UND DISKUSSION

Die erreichten Erkenntnisse sowie das Vorgehen im Umgang eingesetzter

Datenbanken und Software werden im Folgenden geschildert.

3.1 VISUALISIERUNG METABOLISCHER ABLAUFE MIT
VANTED SOWIE DER SYSTEMS BIOLOGY GRAPHICAL
NOTATION

Wahrend der Literaturanalyse wurden alle integrierten Details der in VANTED
mittels SBGN konstruierten metabolischen Karten von Synechocystis sp. PCC
6803 sowie Nostoc sp. PCC 7120 evaluiert. Dabei kamen die VANTED-Version
2.1.0 und die SBGN Process description language Level 1, Version 1.3 zum
Einsatz. Beide Modelle wurden auf unterschiedlicher Wissenslage erstellt, wes-

halb nachfolgend die individuellen Informationen aufgeftihrt werden.

3.1.1 METABOLISCHE KARTE VON SYNECHOCYSTIS SP. PCC 6803

Die metabolische Karte von Synechocystis sp. PCC 6803 beinhaltet neben
der Darstellung der Reifung der bidirektionalen Hydrogenase sowie der Synthe-
se von ATP und NADP grol3e Teile der Glykolyse, des Zitronensaurezyklus so-
wie des Pentose-Phosphat-Stoffwechsels. Die essentiellen Reaktionen
stammen weithin aus dem Paper ,Metabolic flux analysis of the hydrogen pro-
duction potential in Synechocystis sp. PCC6803¢, jedoch wurden Anderungen
sowie Erganzungen vorgenommen [Navarro et al., 2009]. Anderungen betreffen

teilweise die:

e Reaktionsrichtungen mittels der Datenbank BioCyc

e Modifikation der Stoffumsatze wie ATP auf Grundlage der Analysen mit-
tels der Datenbanken BioCyc sowie KEGG

e Einbeziehung zusatzlicher metabolischer Zwischenschritte durch Evalu-

ierung von Literatur sowie der KEGG-Datenbank
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Erganzend wurden

e die Reifung und der biochemische Stoffumsatz der bidirektionalen Hyd-
rogenase, ermittelt durch die Literaturanalyse;

e putative sowie experimentell evaluierte Promoter-Bindestellen mittels
PromBase sowie der berucksichtigten Literatur und

e Transkriptionsfaktoren, erfasst Giber die Literatur,

visualisiert. Zu begrinden sind diese Modifikationen mit teilweise widerspruchli-
chen Ergebnissen in mehreren Datenbanken und anderen wissenschatftlichen
Publikationen sowie der Hinzunahme weiterer enzymatischer Umsetzungen. In
dem Modell wurden fir die Expression der Gene die mit dem Programm Prom-
Base ermittelten Promoter-Bindestellen integriert. Diesbezugliche Informationen
sind im Anhang in Tabelle 13 abgelegt. Die visualisierten Informationen beinhal-
ten die genomische Beschreibung des Starts und Endes der Bindestelle sowie
das Level, welches die Reliabilitat beschreibt (siehe 2.3.1). Alle Promoter-
Bindestellen sind auf dem Chromosom lokalisiert. An einigen Stellen kann eine
Proteinexpression durch mehrere Gene erfolgen. Dazu sind variierende ORFs
mit dem booleschen Operator ,OR" logisch voneinander getrennt vermerkt und
wenn vorhanden, die zugehérigen putativen Promoter-Bindestellen in jeweils
einem Reference Node der Entity relationship language abgelegt. Diese Art von
Bildzeichen ist derzeit noch nicht in der Process description language imple-
mentiert, soll aber schon bald auch in dieser Sprachen verfiigbar sein und nach
Rucksprache mit einigen der Entwickler ist es am sinnvollsten, Informationen
dieser Art auf jene Weise zu visualisieren, auch wenn die vorliegende Karte
dadurch prinzipiell zwar korrekt, jedoch nicht mehr valide ist. Die Expression der
beteiligten Enzyme ist in einem kombinierten Schritt aus Transkription und
Translation dargestellt. Dies ist besonders bei grol3eren Netzwerken sinnvoll, da
trotz geringerer Details derselbe Informationsgehalt vorhanden ist und die Karte
weniger untbersichtlich wird. Einzige Ausnahme bildet die Darstellung der drei
durch die Literaturrecherche identifizierten Transkriptionsfaktoren sll1626,
sll0822 und sll0359, um ein unterscheidbares Kriterium festzulegen. In der Map

sind wesentlich verdnderte Stellen oder jene mit einer Besonderheit mit einem
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gewohnlichen Reference Node der Process description language versehen.
Diese enthalten jeweils eine direkte Verlinkung auf die zugehdrige Veroffentli-
chung in PubMed. Einige Gene des visualisierten Metabolismus von Sy-
nechocystis sp. PCC 6803 besitzen einen zirkadianen Rhythmus [Kucho et al.,
2005]. Im graphischen Modell sind diese mit dem Kurzel ,cr* als Auxiliary Unit
im zugehorigen Nucleic Acid Feature, in dem der Genname hinterlegt ist, ge-
kennzeichnet. Weiterhin ist dieser Datenknoten durch den zusatzlichen Refe-
rence Node ,mt:gene“ eindeutig als Gen charakterisiert. Die exprimierten
Enzyme sind als Macromolecule Node dargestellt und tragen als Auxiliary Unit
den Vermerk ,mt:prot® in der linken oberen Ecke des Bildzeichens sowie die
zugehorige EC-Nummer in der rechten oberen Ecke [URL-24]. In Abbildung 19
wird einmal beispielhaft der katalytische Prozess der biochemischen Umwand-
lung von B-D-fructose 1,6-bisphosphate zu D-glyceraldehyde 3-phosphate und
glycerone phosphate durch das Enzym pB-D-fructose-1,6-bisphosphate D-
glyceraldehyde-3-phosphate-lyase dargestellt. Charakterisiert und beschrieben

werden dabei zusammengefasst nachfolgende Informationen:

1. Reference Node der Entity relationship language mit Informationen zu
jeweils einer moglichen Promoter-Bindestelle, dabei Angabe des Reliabi-
litatslevels sowie des Anfangs- und Endpunktes auf dem Chromosom
(C@). Da sie in der Process description language noch nicht implemen-
tiert sind werden sie nach Validierung des Modells rot, also nicht valide,
angezeigt, sind jedoch von der Darstellungsform korrekt.

2. Nucleic Acid Feature mit der Angabe moglicher Gene fir die Expression
eines Enzyms. Im Beispiel sll0018 sowie slr0943. Das Gen sll0018 wird
in einem zirkadianen Rhythmus exprimiert, deshalb ist es mit der Kenn-
zeichnung ,cr” versehen.

3. Verweis auf die Literaturquelle, in welcher nachgewiesen wurde, dass
das Gen sll0018 dem zirkadianen Rhythmus unterliegt.

4. Wenn wie in diesem Fall zwei verschiedene Gene zu der Expression des
Enzyms fuhren kdnnen wird der logische Operator ,OR" eingesetzt.

5. Zusammenfassung der Umwandlungsprozesse Transkription sowie

Translation.
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6. Macromolecule Node fir die Darstellung des exprimierten und katalytisch
wirksamen Enzyms, hier B-D-fructose-1,6-bisphosphate D-
glyceraldehyde-3-phosphate-lyase, sowie die Angabe der zugehdrigen
EC-Nummer [URL-24].

7. Visualisierung der biochemischen Umwandlung mit einem Process No-
de, in dem aufgefihrten Szenario von B-D-fructose 1,6-bisphosphate zu

D-glyceraldehyde 3-phosphate und glycerone phosphate.

level 3 level 3 B-D-fructose 1,6-
1. C@2471740 C@2007808 bisphosphate
C@2471685 C@2007862

T
1 1

2. sl0018 sIr0943

Kucho et al. 2004 6

3 Mt:prot et 4.1.2.13

% B-D-fructose-1,6-bis-
. phosphate D-glyceralde- 7.
hyde-3-phosphate-lyase

glycerone D-glyceraldehyde
phosphate 3-phosphate

Abbildung 19: Ausschnitt eines mit VANTED und des SBGN-Standards erstelltes metabo-
lischen Netzwerk

1. Reference Node mit Information flr eine putative Promoter-Bindestelle 2. Nucleic Acid Fea-
ture mit der Angabe mdglicher Gene fir die Expression eines Proteins, Kennzeichnung mit
-mt:gene” 3. Verweis auf die Literaturquelle, wenn die Komponente einer Besonderheit unter-
liegt. Im Bsp. unterliegt Gen sll0018 dem zirkadianen Rhythmus 4. logisches Oder, da das Pro-
tein  durch zwei unabhangige Gene exprimiert werden kann 5. Prozess der
Transkription/Translation 6. Macromolecule Node mit Angabe des Enzymnamen und dessen
zugehoriger EC-Nummer [URL-24], Kennzeichnung mit ,mt:prot“ 7. Process Node zur Kenn-
zeichnung der katalytischen Reaktion, hier eine reversible Reaktion der Stoffe 8-D-fructose 1,6-
bisphosphate zu D-glyceraldehyde 3-phosphate und glycerone phosphate.
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Die komplette metabolische Karte besitzt 515 Kanten und 595 Knoten, weshalb
sie zu komplex und demzufolge zu grof3 ist, um sie im Umfang in dieser Mas-
terarbeit grafisch abzubilden. Das Netzwerk wurde jedoch als Webseite expor-

tiert und ist unter folgender Internetadresse abrufbar:

http://lwww.hs-mittweida.de/wuenschi/SBGN/

3.1.2 METABOLISCHE KARTE VON NosToc sp. PCC 7120

Da neben Synechocystis auch Nostoc sp. PCC 7120 in dem Fachgebiet der
wirtschaftlichen Energieumwandlung mittels Cyanobakterien eine wissenschaft-
lich entscheidende Rolle spielt, wurde auch dessen Wasserstoffmetabolismus
versucht darzustellen. Fir Nostoc gibt es noch kein detailliertes metabolisches
Modell des Wasserstoffmetabolismus, jedoch ist dieser Organismus in den dar-
gestellten Stoffwechselwegen vergleichbar mit Synechocystis. An Hand dieses
Wissens wurde die verfligbare Literatur nach Informationen durchsucht und
vergleichende Analysen zu Synechocystis vollzogen. Fir den Abgleich der en-
zymatischen Stoffumwandlungen wurden die jeweiligen annotierten Stoffwech-
selwege auf den Datenbanken KEGG und BioCyc verglichen [URL-16; URL-
17]. Das Grundkonzept der grafischen Aufarbeitung der metabolischen Karte ist

deshalb dasselbe wie bei Synechocystis. Zusatzlich sind jedoch die:

¢ Nitrogenase
e uptake Hydrogenase
¢ Reifung der uptake Hydrogenase

¢ Kompartiment des Heterocysten

visualisiert und mit verfugbaren Informationen zu Promoter-Bindestellen verse-
hen. Diese wurden ebenfalls entweder direkt aus Veroffentlichungen Gbernom-
men oder aus der PromBase extrahiert und in einem Reference node vermerkt.
Insgesamt umfasst diese Karte 715 Knoten und 614 Kanten. Diese sind verteilt
auf die Kompartimente ,vegetative Zelle“ sowie ,Heterocyst‘. Dabei verlauft die

Stickstofffixierung durch die Nitrogenase sowie die gekoppelte Wasserstof-
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fumsetzung durch die uptake Hydrogenase im Heterocysten ab, alle weiteren
Vorgéange sind in der vegetativen Zelle lokalisiert. Alle eingebrachten Gene und
putative Promoter-Bindestellen sind wie flr Synechocystis tabellarisch im An-
hang aufgefiihrt (Tabelle 14). Die metabolische Karte fir Nostoc sp. PCC 7120
ist durch die héhere Anzahl an Komponenten noch grof3er als die erstellte von
Synechocystis. Aus diesem Grund ist auch diese nur auf nachfolgender Web-

seite abrufbar:

http://www.hs-mittweida.de/wuenschi/SBGN/

3.2 DETEKTION VON OPERONS

Fur die Detektion vorhandener Operons in den betrachteten metabolischen
Modellen von Synechocystis sp. PCC 6803 und Nostoc sp. PCC 7120 wurden
die drei Datenbanken Genomics10, OperonDB und ODB eingesetzt. Die Analy-
se gestaltete sich aufgrund der genomischen Beschaffenheit der beiden Orga-
nismen als schwierig, da vorangegangene Analysen gezeigt haben, dass ihre
Genome in verhaltnismafig wenigen Operons organisiert sind und auch haufig
grof3e Distanzen zwischen Genen eines Operons liegen [Moreno-Hagelsieb &
Collado-Vides, 2002; Price et al., 2005]. Ziel dieser Analyse war es festzustel-
len, in wieweit Transkriptionseinheiten in den metabolischen Modellen auftreten
und folglich mittels Literatursuche mdgliche Transkriptionsfaktoren festzustellen.
Da die Literaturrecherche dieser Arbeit sich global hauptsachlich um Eigen-
schaften der biologischen Wasserstoffproduktion beschrankt, konnten natirlich
nicht alle Komponenten der metabolischen Modelle ausfuhrlich untersucht wer-
den. Durch die Detektion der Operons war jedoch eine gerichtete Analyse még-
lich. AulRerdem sollte durch dieses Vorgehen die Glte eingesetzter Operon-
Datenbanken abgeschatzt werden.

Fur Synechocystis sp. PCC 6803 kam es teilweise zu unterschiedlichen Ergeb-
nissen. Genomics10 und OperonDB lieferten in drei Fallen vergleichbare Er-
gebnisse. ODB listet zwei putative Operons auf, jedoch handelt es sich dabei
unverstandlicherweise nur um einzelne Gene. Dieses Ergebnis ist wahrschein-

lich auf den Algorithmus zurtickzufiihren. Trotz der Tatsache, dass diese Da-
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tenbank auch Operons aus der Literatur vermerkt haben soll, ist von dieser Ei-
genschaft nicht auszugehen. Selbst vielfach in der Literatur beschriebene und
erforschte Operons sind nicht in der Datenbank auffindbar. Validieren kann man
uneindeutige Ergebnisse selbstverstandlich nur durch eigens indizierte Experi-
mente, sofern nicht bereits wissenschaftliche Publikationen dartber existieren
und die Expression putativer Transkriptionseinheiten eindeutig nachgewiesen
ist. Die Resultate der Analyse fir Synechocystis sind in Tabelle 8 dargestellt.
Nach der Analyse wurde mit den gewonnenen Ergebnissen zu den putativen
Operons die Literatur nach Transkriptionsfaktoren untersucht. Fir das putative
Operon sIr0009-sIr0011-slr0012 wurde herausgefunden, dass fur die posttrans-
lationale Regulierung der durch slr0009 und sIr0012 exprimierten Untereinhei-
ten der Ribulose-1,5-bisphosphat-Carboxylase wahrscheinlich hauptsachlich
Anionen wie Orthophosphat verantwortlich sind [Marcus et al., 2005]. Als Tran-
skriptionsfaktor im klassischen Sinne ist dies jedoch nicht zu verstehen, wes-
halb diese Erkenntnis auch nicht in der metabolischen Karte von Synechocystis

verarbeitet ist.

Tabelle 8: Darstellung der identifizierten Operons von Synechocystis sp. PCC 6803 im
betrachteten genomischen Ausschnitt mittels der drei Datenbanken Genomics10, Ope-
ronDB und ODB

Die Datenbanken Genomics10 und OperonDB liefern in drei Fallen vergleichbare Ergebnisse
der Vorhersage putativer Operons. Mittels ODB werden falschlicherweise nur einzelne Gene
vorhergesagt. Durch die Analyse der putativen Operons konnten neben den im Vorfeld durch
die Literatur evaluierten Transkriptionsfaktoren, welche unmittelbar an der gesteuerten Expres-
sionen von Genen fur den Wasserstoffmetabolismus von Synechocystis beteiligt sind, keine
weiteren Transkriptionsfaktoren identifiziert werden.

obB

vorherge-
sagt

Literatur

sll1224, sll1223, sll1221, 1674350 -

sll1220, slli1221, slli1223 sll1220 1678565 sll1626
sll1322, sll1323, sll1324, | sli1322, sli1323, sli1324, 171939 -
sll1325, sll1326, sli1327, | sli1325, sli1326, sll1327, 177523 sll1432
ssl2615 ssl2615 keine
2478414 - o
slr0009, slr0012 slr009, slr0011, slr0012 2480818 Eintréage
2558820 -
sll0018, slloo19 sll0402, sllo401 2561305
2724648 -

slr0193, slr0194 2796033
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Fur Nostoc konnte nur auf Informationen der beiden Datenbanken OperonDB
sowie ODB zurtickgegriffen werden, da Genomics10 diesen Organismus nicht
vermerkt hat. In ODB waren drei vorhergesagte Operons aufgelistet, jedoch wie
in Synechocystis keine aus bestehender Literatur, auch wenn bspw. das nif-
Operon vielfach in der Literatur charakterisiert wird und theoretisch vermerkt
sein musste. Aul3erdem sind auch diesmal wieder nur einzelne Gen aufgefuhr-
te, welche jedoch nicht im Sinne eines Operons zu verstehen sind. OperonDB
fuhrt eine Vielzahl an Operons auf, wobei die meisten laut Literatur und Experi-
menten jedoch nicht exakt wie dargestellt exprimiert werden. Allerdings liefern
die Daten eine gute Naherung. Beispielsweise wurden die Gene alr0751 und
alr0752 als Operon gelistet, tatsachlich liegen sie jedoch als Operon mit nur
einem weiteren Gen vor. Die Gene alr0762, alr0764 sowie alr0766 liegen als
Operon mit zwei weiteren Genen vor [Sj6holm et al., 2007]. Ein anderes Bei-
spiel ist das Operon atpl-atpl-atpH-atpG-atpF-atpD-atpA-atpC, bestehend aus
den ORFs all0011-all0010-asl0009-all0008-allo007-all0006-all0005-all0004
[McCarn et al., 1988]. In der Datenbank sind alle Gene exakt notiert, jedoch
nicht das Gen all0008, namentlich mit atpG bezeichnet. Die einzige Erklarung
dafir kann im Berechnungsalgorithmus der Daten fur diese Datenbank liegen.
Die Ergebnisse dieser Analyse sind in Tabelle 9 aufgearbeitet. Das putative
Operon all2563-all2564-all2566 wird in der Literatur als xfp-Operon bezeichnet
und beinhaltet zusatzlich das Gen all2567. Fur das Operon wurden putative
Promoter-Bindestellten upstream von all2567 sowie all2563 detektiert und es
wurde experimentell gezeigt, dass der Regulator NrrA (all4312) Einfluss auf die
Expression dieser Gene hat [Ehira & Ohmori, 2011]. Aus diesem Grund ist er
fur die drei im Modell verarbeiteten Gene all2563, all2564 sowie all2566 mit

eingearbeitet.



ERGEBNISSE UND DISKUSSION 51

Tabelle 9: Darstellung der identifizierten Operons von Nostoc sp. PCC 7120 im betrachte-
ten genomischen Ausschnitt mittels der drei Datenbanken Genomics10, OperonDB und
ODB

Die Datenbank Genomics10 hat den Organismus Nostoc nicht gelistet. In der Datenbank ODB
tauchen nur drei Treffer auf, welche nicht adédquat sein kdnnen. Verhaltnismafig zuverlassige
Ergebnisse liefert die Datenbank OperonDB. In der konsekutiven Literatursuche wurde ein vali-
dierter Expressionsfaktor identifiziert. Dabei handelt es sich um das Protein NrrA, welches folg-
lich fur die drei Gene all2563, all2564 und all2566 als Transkriptionsfaktor in die metabolische
Karte von Nostoc sp. PCC 7120 aufgenommen wird [Ehira & Ohmori, 2011].

OobB

vorherge-
sagt

Literatur

allooo4, alloo05, allooos, 3418 -

alloo07, asl0009, alloo10, alr4908
alloo11 e
alr0694, asr0695, alr0696,
alr0698, alr0699, alr0700, 200936 - alr0700
809010
alr0702
872575 -
alr0751, alr0752 875014 all3735
883817 -

alr0762, alr0764, alr0766  “goooc | | aine

1211965 -| Eintrage
alr1041, alr1042 1214507
all1455, all1456, all1457, 1713396 -

all1516 1776518

keine Eintrage

1785970 -

alr1524, alr1526 1788279
3062538 -

all2563, all2564, all2566 3066504

all5038, all5039, all5042, 6009574 -
all5043, all5044 6017468

Jeder Biowissenschatftler wird wissen, dass Datenbanken fur Analysen stets mit
Bedacht gewahlt werden missen und die Daten bestenfalls noch einmal manu-
ell evaluiert werden sollten, um die Etablierung von Fehlern in den eigenen Ar-
beiten zu vermeiden. Auch manuell annotierte Datenbanken kodnnen
selbstverstandlich Fehler enthalten, sind jedoch meist homogener in ihrer Da-
ten- und Informationsstruktur [Bry & Kroger, 2003]. Auch verdeutlichen die Er-
gebnisse, dass man, wenn maoglich, stets in mehreren Datenbanken nach
Informationen suchen sollte. Das Ergebnis ist verbluffend und in seiner Deut-
lichkeit durchaus unerwartet. Durch die Identifikation eines weiteren Transkripti-

onsfaktors fur die geregelte Expression mehrerer Gene, die effektiv im



ERGEBNISSE UND DISKUSSION 52

Wasserstoffmetabolismus von Nostoc sp. PCC 7120 ist die Analyse als Erfolg

zu bezeichnen.

3.3 PROTEIN-PROTEIN-INTERAKTIONEN

Es wurde versucht, vorhandene Protein-Protein-Interaktionen innerhalb der
untersuchten metabolischen Netzwerke von Nostoc und Synechocystis unter
Anwendung der Systems Biology Graphical Notation zu visualisieren. Daflr
wurde anfangs fur Synechocystis die Datenbank SynechoNET auf ihren Infor-
mationsgehalt hin Gberpruft. Der Import bereitgestellter Dokumente von Protein-
Protein-Interaktionen in Cytoscape funktionierte einwandfrei, jedoch ist es nicht
gelungen, diese sinnvoll aufzuarbeiten und darzustellen. Problematisch ist au-
Berdem, dass keine Metainformationen zu den Interaktionen bezogen werden
konnen und man somit nicht weil3, woher die Daten stammen. Um dieses Prob-
lem zu umgehen wurde folglich die STRING-Datenbank in die Analysen inte-
griert [Jensen et al., 2008; URL-15]. Diese Datenbank erméglicht durch ihre API
auch das Abrufen von Daten ohne die grafische Weboberflache. Daflr muss ein
Uniform Resource ldentifier, kurz URI, generiert werden, welcher alle Angaben

zum erzeugten Output beinhaltet. Dieser setzt sich folgendermal3en zusammen:

http://[database]/[access]/[format]/[request]?[parameter]=[value]

Fur alle Bezeichner [identifier] kdnnen gemal} einer Liste verschiedene Werte
eingesetzt werden, sodass unterschiedliche Anspriiche bedient werden kénnen.
In den erstellten metabolischen Karten sind alle URI fir jegliche ORFs derartig

wie nachfolgend fur den ORF slr0752 aufgebaut:

http://string-db.org/api/image/network?identifiers=slr0752

Dieser URI beinhaltet Bezeichner mit nachfolgenden Angaben:
1. [database] & string-db.org
Zugriff auf die ,string-db.org“ vornehmen. Neben dieser gibt es noch zwei

weitere, namentlich ,string.embl.de® und ,stitch.embl.de".
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2. [acces] 2 api
Ansteuern der API von der ausgewéhlten Datenbank.
3. [format] £ image
Angabe des Ruckgabeformats, es soll ein Bild zuriickgegeben werden.
4. [request] £ network
Die Anforderung soll ein Netzwerk darstellen.
5. [parameter] £ identifiers
Angabe der Parameter, es soll nach definierten Kennungen gesucht
werden.
6. [value] & sIr0752
Angabe des Wertes, hier ORF sIr0752.

Abbildung 20 beschreibt ein Flussdiagramm vom Beginn des Einfiigens eines
URI in einem metabolischen Modell bis hin zur Ausgabe des Protein-Protein-
Interaktionsnetzwerks im Browser. Die 1. lllustration beschreibt das Einfligen
des manuell erstellten URI fur jeden einzelnen ORF in VANTED. Der Link wird
im vorgesehenen Kastchen ,URL" eingeflugt und ist zur Hervorhebung rot ein-
gerahmt. Er macht es nun mdglich, dass bei einem Klick auf das Bildzeichen
des Gens sofort die hinterlegte Adresse im Browser gesucht wird. Diese Eigen-
schatft ist selbstverstandlich nur mdglich, wenn die metabolische Karte im Inter-
net veroffentlicht ist. Zunéachst gelangt man nun auf eine Seite, welche die
Eingabe bestatigt und den gesuchten ORF noch einmal anzeigt (2. Abbildung).
Diese Seite bestatigt man mit einem der beiden ,Continue“-Button, wobei nach-
folgend nur der obere Button markiert ist. Der abschliel3ende Schritt visualisiert
das in der STRING Datenbank abgelegte dynamische Netzwerk der Protein-
Protein-Interaktionen des gewlinschten ORF. Auf dieser Seite kann man au-
Berdem prifen, woher die Daten der Interaktionen stammen und anschliel3end

gewunschte Metainformationen fiir nachfolgende Analysen protokollieren.
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Abbildung 20: Flussdiagramm - interaktive Verlinkung eines ORF im metabolischen Mo-
dell zu dem zugehdrigen Protein-Protein-Interaktionsnetzwerk in der STRING-Datenbank

1. Einfigen des manuell erstellten URI fur ein ORF in VANTED 2. Zwischenschritt der Bestati-
gung 3. Visualisierung des Netzwerks zu potentiellen Interaktionspartnern im Browser
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Die Angabe des [parameter] wurde bewusst mit identifiers gewahlt, auch
wenn die alleinige Abfrage nach den Interaktionen eines ORF abgerufen wird.
Wenn man nur identifier als [parameter] wahlt, bekommt man als Riickgabe-
wert nur das statische Bild der Interaktionen zum Anfrage-ORF und kann keine
Metainformationen abrufen, was jedoch nicht sinnvoll ist. Bei dieser Vorge-
hensweise ist der Zwischenschritt aus der 2. Abbildung nicht nétig, da keine
Abfrage der korrekten Auswahl von ORFs erfolgt.

Wenn man sich ein Modell direkt in VANTED anschaut und man trotzdem die
Metainformationen aus den Verlinkungen beziehen moéchte, muss man einen
Rechtsklick auf das entsprechende Bildzeichen ausfihren und anschliel3end
Uber den Punkt ,Navigate“ im Drop-down-Menu die ,Reference URL" auswah-
len und mit einem linken Mausklick bestéatigen. AnschlieBend fuhrt man die
Analysen gemal3 der 2. Abbildung im Flussdiagramm weiter. Abbildung 21 vi-
sualisiert dieses Vorgehen.

sir0752 Navig »@  Show in Browser: Reference URL (http://string-db.org/api/image/...)
MNetwork ¥

Window ¥

Modes G

Edges L4

2-phospho-D-gly cerate
hy dro-ly ase

Abbildung 21: Zugriff auf hinterlegte Links in VANTED

Um direkt in VANTED Zugriff auf hinterlegte Links ins Internet zu 6ffnen geniigen ein Rechtklick
auf das jeweilige Bildzeichen sowie die Bestétigung der ,Reference URL" unter dem Punkt ,,Na-
vigate® im Drop-down-Menu.

3.4 KNOWLEDGEBASE FUR CYANOBAKTERIEN

Das System zur Datenverwaltung und Simulation metabolischer Umséatze von
Mycoplasma genitalium wurde erfolgreich als lokales System installiert. Der ers-
te Versuch der Installation des Quellcodes auf einer mittels VirtualBox einge-
richteten virtuellen Maschine mit dem Betriebssystem Ubuntu, Version 12.04.1
LTS, scheiterte [URL-44]. Die Knowledgebase ist schlicht zu umfangreich und

individuell, um sie ohne gré3ere Probleme auf jedem System zu installieren und
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einzurichten. Nach Rucksprache mit dem Ansprechpartner wurde eine komfor-
tablere Losung fur dieses Problem gesucht, denn vorhandene Komplikationen
waren bekannt. Es manifestierte sich das Vorhaben, das gesamte System auf
einer individuell angepassten virtuellen Maschine zu implementieren und
dadurch eine einheitliche Arbeitsplattform zu schaffen. Folglich wurde diese
Idee vom leitenden Entwickler der Knowledgebase umgesetzt. Die Daten und
Simulationsprozeduren wurden auf einer virtuellen Maschine mit einem Linux
Mint 14 Betriebssystem initialisiert und in VirtualBox importiert. Weitere Anpas-
sungen wurden manuell vorgenommen. In Abbildung 22 wird die Arbeitsober-
flache dargestellt sowie der Output einer Simulation metabolischer Umsétze

von Mycoplasma genitalium.

L WnoeCel v avsgeonn - Orace VU=

Ribosome

mbly Terminal organell
assembly b a‘sserongi e

1

s

B ] 5
Tive () Time () Time 0 Tera ()

wAall OO Thured 7. 951 @

B8 72 0 @ Eswereons

Abbildung 22: Arbeitsoberflache Knowledgebase

Die Darstellung visualisiert die Arbeitsoberflache der Knowledgebase mittels des Mint-
Betriebssystems und das Ergebnis einer Simulation metabolischer Umsetzungen von dem Or-
ganismus Mycoplasma genitalium.

Ein artspezifisches zentrales Datenverwaltungssystem wie dieses liefert enor-
me Vorteile fur das globale Verstandnis eines Organismus. Umfassende Simu-
lationen konnen bei Vorlage bzw. Kenntnis praktischer Messwerte unter
adaptierten Bedingungen durchgefihrt werden und so die Mdglichkeit der Inter-

pretation von inter- und intrazellularen Vorgédngen férdern. Natirlich kénnen



ERGEBNISSE UND DISKUSSION 57

auch nur ausgewahlte Teile des Metabolismus simuliert werden. Allerdings soll-
te man sich vor der Etablierung eines solchen Vorhabens den Nutzen und Auf-
wand abwagen. Der zeitliche Aufwand ist als Einzelperson nicht zu stemmen,
denn um jegliche Publikationen fir eine Spezies durchzuschauen und wichtige
Inhalte zu extrahieren ist schlicht ein gesamtes Team erforderlich. Fir die
Knowledgebase zu Mycoplasma genitalium wurden Gber 900 Publikationen
analysiert. Diese Anzahl korreliert etwa mit jener von 835 gelisteten in GoPub-
Med. Das ist eine semantische Suchmaschine basierend auf PubMed, welche
angeforderte Daten direkt in dedizierte Kategorien klassifiziert und somit eine
Ubersichtlichere Literaturrecherche ermdglicht als die normale Suche uber
PubMed [URL-14]. Dadurch kdénnte man innerhalb einer Arbeitsgruppe auch
direkt verschiedene Aufgabenbereiche verteilen und somit ein transparentes
Arbeitsumfeld ermdglichen. Wenn man die Anzahl an Publikationen fir Sy-
nechocystis sp. PCC 6803 vergleichsweise betrachtet, erkennt man deutlich
den Mehraufwand, welchen bereits dieser Organismus erfordert. Die Suche
liefert im Vergleich zu Mycoplasma etwa die doppelte Anzahl mit 1700 Treffern
[URL-13]. Legt man eine Bearbeitungszeit von einer Stunde pro Publikation
aus, so wurde fur eine einzelne Person bei einer Tagesarbeitszeit von 8 h eine
Dauer von etwa 212 Tagen resultieren. Darlber hinaus wird man auf langere
Zeit diesen Schnitt nicht halten kénnen und zwischendurch andere Arbeiten
durchfihren. Wenn man bedenkt, dass auch noch allgemeine Publikationen
gelesen werden missen, so wird eindeutig, dass bereits die Literaturrecherche
den Arbeitsaufwand fiir eine Person sprengt und eine Arbeitsgruppe etabliert
werden musste. Dies hat au3erdem die sinnvolle Konsequenz, dass jedes Mit-
glied Spezialwissen in bestimmten Bereichen auspragt und somit effektiver am
konsekutiven Computermodell mitarbeiten kann. Ein weiterer Aspekt, welcher
Beachtung finden sollte ist die Abschatzung der verarbeiteten zellularen Pro-
zesse. Wahrend das Genom von Mycoplasma genitalium nur eine Grol3e von
etwa 580 kb umfasst, ist jenes von Synechocystis sp. PCC 6803 ca. 350000 kb
grol3 [Fraser et al., 1995; URL-8]. Noch deutlicher wird dieser theoretische An-
satz beim Vergleich der Anzahl an identifizierten Genen. In Mycoplasma wur-
den 525 Gene detektiert, in Synechocystis dagegen 3317 [Karr et al., 2012;
URL-8]. Die Diversitat zellularer Prozesse wird in Synechocystis deswegen
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weitaus grofier und komplexer sein. Auch technische Hindernisse gilt es zu
Uberbrucken, denn fir solche komplexen Simulationen sollten grof3e Rechen-
cluster verwendet werden, damit sich die Berechnungszeiten in einem tolerab-
len Bereich befinden.

Wenn man eine vergleichbare Arbeit initieren wirde, so misste man konse-
quent Vor- und Nachteile diskutieren. Auf3erdem benotigt man unter idealen
Umstanden ein Team von Wissenschaftlern aus den Bereichen Biologie, Bioin-
formatik, Informatik, Mathematik sowie Physik, um die Aufgaben sinnvoll aufzu-
teilen und alle Daten logisch und strukturiert aufzuarbeiten. Ein solches Projekt
eroffnet aber auch viele Moglichkeiten der Erforschung bisher unbekannter zel-
lularer Ablaufe oder jene, welche sich unter Laborbedingungen nur schwer rea-

lisieren lassen.

3.5 VERGLEICH VON VISUALISIERUNGSSOFTWARE FUR DIE
DARSTELLUNG BIOLOGISCHER UND METABOLISCHER
ABLAUFE

Die Analyse der 14 getesteten bioinformatischen Softwaretools fir die Visua-

lisierung metabolischer Netzwerke wurde bezugnehmend der

¢ Installationsprozedur;
e Anwendungsmadglichkeiten/Komplexitat;

e Benutzerfreundlichkeit wahrend des Visualisierungsprozesses

durchgefuhrt.

Die Einschéatzung dieser Punkte unterliegt sicherlich teilweise subjektiven As-
pekten. Eine objektive Einschatzung kann bereits durch die Diversitat der An-
wendungsmaoglichkeiten nicht ohne weiteres gewahrleistet werden. Auf3erdem
sollte man wahrscheinlich alle oder nahezu alle auf dem Markt befindliche Soft-
ware auf diesem Gebiet kennen, um sich anzumalden, eine zuverlassige objek-

tive Einschatzung geben zu kénnen.
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INSTALLATIONSPROZEDUR

Wahrend des Installationsvorgangs zeigten die Programme bereits Unter-
schiede betreffend den Aufwand und der Benutzerfreundlichkeit. Die meisten
Programme waren jedoch durch ein Ubersichtliches und intuitives Setup sehr
schnell und unkompliziert zu installieren. Probleme oder eine Falschinstallation
sind nahezu ausgeschlossen. Negativbeispiel war jedoch die Software Pathway
Logic. Diese konnte trotz intensiver Versuche nicht erfolgreich installiert und
demzufolge auch nicht getestet werden. Im Anhang befinden sich fur alle Tools
aulRer Pathway Logic, bei dem die Installation wie bereits geschildert scheiterte,
Abbildungen deren Arbeitsoberflachen. Einige Programme sind auch fir die
akademische Nutzung nur fur einen zeitlich begrenzten Zeitraum verfugbar, fir

weiterfihrende Arbeiten ist eine kostenpflichtige Lizenz von Néten.

ANWENDUNGSMOGLICHKEITEN/KOMPLEXITAT

Die Analysen zeigten, dass nicht alle Programme dieselbe Fille an Moglich-
keiten der Editierung und Erstellung von Netzwerken aufweisen. Das ist ver-
standlich, denn die Biologie halt eine Vielzahl unterschiedlicher Mechanismen
bereit. Das Tool Pathway Projector ist das einzige im Studienrahmen, welches
webbasiert im Browser ausgefihrt wurde. Auch eine lokale Version ist verfug-
bar, jedoch bietet diese keine Vorteile. Es ist die einzige Software, welche nicht
den Export der Arbeiten als Bild unterstitzt, stattdessen kann man diese nur als
XML-File lokal speichern. Viele Programme unterstiitzen den Import von expe-
rimentell ermittelten Daten, sodass ein Mapping auf ein importiertes oder er-
stelltes Netzwerk realisiert werden kann. Tools mit dieser aul3erordentlich
wichtigen und praktischen Eigenschaft sind bspw. VANTED, Cytoscape, Omix
und Cell Designer. Interessant ist in diesem Zusammenhang auch die Netz-
werkanalyse, bspw. zur Bestimmung des kirzesten Pfades zwischen zwei Me-
taboliten oder die Anwendung statistischer Funktionen. Analysen dieser Art sind
u.a. mit VANTED, Cytoscape sowie Ondex realisierbar. Die Analyse von Netz-
werken konnte selbstverstandlich durch eigens implementierte Programme ge-
schehen. Dazu muss die Software allerdings uber eine

Programmierschnittstelle (engl. API) verfigen. Diese Eigenschaft weisen mitt-
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lerweile aber fast alle getesteten Tools auf. Auch die Anzeige bzw. der Verweis
zu Metadaten kann Analysen und Visualisierungen vereinfachen, unterstitzt
u.a. von VANTED, Cell Designer und Cytoscape. Abschlie3end soll erwahnt
werden, dass auch die Unterstitzung von SBGN immer héaufiger Betrachtung
findet. Tools, welche diese Notation u.a. unterstitzen sind VANTED, BioUML,
Cytoscape und PathwaylLab. Nachfolgend beschreibt Tabelle 10 die relevanten

Eigenschaften zusammenfassend fir die getesteten Programme:

Tabelle 10: Ubersicht der Mdglichkeiten getesteter Visualisierungsprogramme

Die Tabelle charakterisiert die grundsatzlichen Eigenschaften der wahrend der Studie geteste-
ten Visualisierungssoftware. Weist ein Programm die gepriifte Eigenschaft auf, so ist diese mit
einem Hakchen gekennzeichnet.
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Die Programme sollten je nach Art der gewlnschten Anwendung individuell
ausgewahlt und eingesetzt werden. Wenn bspw. ausschlief3lich genregulatori-
sche Netzwerke angelegt werden sollen kann sehr gut das Tool BioTapestry
genutzt werden. Die beiden Programme VANTED und Cytoscape haben sich

bei der Analyse jedoch als umfangreichste etabliert.

BENUTZERFREUNDLICHKEIT WAHREND DES VISUALISIERUNGSPROZESSES

Hinsichtlich der Benutzerfreundlichkeit gibt es grof3e Unterschiede, denn was
nitzt es ein Tool mit vielen Funktionen und ausgereiften Details zu besitzen,
wenn diese zu versteckt fir den Anwender im Programmlayout implementiert
sind. Jedoch ist besonders die Einschatzung der Benutzerfreundlichkeit eine in
vielen Aspekten subjektive Entscheidung. Dabei kommt es auf die Erfahrung
des Users mit Software, insbesondere bioinformatischer, an. Jedes Tool bedarf
einer gewissen Einarbeitungszeit. Wahrend der Testphase haben sich beson-
ders VANTED und Omix als unkompliziert im Umgang erwiesen. Aus diesem

Grund wurde VANTED auch als Visualisierungssoftware ausgewahlt.

3.6 AUSWERTUNG DER STUDIE UBER DIE AKZEPTANZ EINES
VISUALISIERUNGSSTANDARDS IN DER BIOLOGIE

Die Studie Uber die Evaluierung der Akzeptanz eines Visualisierungsstan-
dards in der Biologie wurde Uber einen Befragungszeitraum von 77 Tagen reali-
siert. Insgesamt wurden Uber 300 Anfragen an Biowissenschaftler in ganz
Deutschland sowie an einige ausgewahlte auslandische Probanden versendet.
Die prozentuale Teilnahme an dieser Studie war trotz des Engagements er-
nichternd und lag nur bei ca. 7 %. Umfassend wurden 18 deutschsprachige
sowie 3 englischsprachige Fragebdgen ausgefillt. Eine Aufgliederung des ge-
nauen Umfrageergebnisses verdeutlicht Tabelle 11.
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Tabelle 11: Quantitative Auflistung des Teilnahmeergebnisses der Studie Gber die Evalu-
ierung der Akzeptanz eines Visualisierungsstandards in der Biologie

Die Studie wurde sowohl in deutscher als auch in englischer Sprache verfasst, um auch aus-
landische Probanden bertcksichtigen zu kénnen. Insgesamt wurden beide Fragebdgen 63-mal
wahrend des Umfragezeitraums angeklickt und 21 Fragebdgen, 18 in Deutsch und 3 in Eng-
lisch, ausgefllt.

ausgefullte Fra-

Fragebogen gebogen Klicks
deutschsprachig 18 47
englischsprachig 3 18

gesamt 21 65

Alle Fragebdgen wurden vollstandig ausgefillt. Die Umfrage lasst den Schluss
zu, dass die meisten Teilnehmer die Intention der Etablierung eines Visualisie-
rungsstandards in der Biologie sinnvoll finden, denn 19 Probanden haben auf

die erste Frage bejahend geantwortet, dargestellt in Abbildung 23.

1. Finden Sie die Etablierung eines
Visualisierungsstandards in der Biologie sinnvoll?

15 A

10 -

ja nein
Abbildung 23: Verteilung der Antworten auf die Frage ,,Finden Sie die Etablierung eines

Visualisierungsstandards in der Biologie sinnvoll?“

Die Etablierung eines Visualisierungsstandards in der Biologie fanden 19 Probanden sinnvoll, 2
Teilnehmer sahen das nicht so.
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Von der Systems Biology Graphical Notation haben jedoch mehr als 60 % der
Probanden noch nichts gelesen, noch weniger haben diese selbst schon bei

Visualisierungen angewendet. Dargestellt ist diese Verteilung in Abbildung 24.

2. Haben Sie bereits von dem Visualisierungsstandard
SBGN gelesen oder sogar angewendet?

14 -

12 /

10 /

8 / 13

6 /

4 /

5 . 4 4

0 T T T
nein davon gelesen bereits

angewendet

Abbildung 24: Verteilung der Antworten auf die Frage ,,Haben Sie bereits von dem Visua-
lisierungsstandard SBGN gelesen oder sogar angewendet?“

Den Visualisierungsstandard SBGN haben bisher 4 Teilnehmer der Studie angewendet und 4
weitere haben von dieser Notation gelesen. Die verbleibenden 13 Probanden haben noch
nichts von dieser Thematik gehort.

Im Gegensatz dazu konnten sich aber fast alle Teilnehmer vorstellen, diese No-

tation in Zukunft anzuwenden, wie es in Abbildung 25 ersichtlich wird.
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3. Konnen Sie sich vorstellen, SBGN in
Zukunft/weiterhin fur lhre Visualisierung anzuwenden?

14 -

12 /

10 /

8 / 14

6 /

4 / .

2 - 2

0 r T .
ja nein vielleicht

Abbildung 25: Verteilung der Antworten auf die Frage ,,Kénnen Sie sich vorstellen, SBGN
in Zukunft/weiterhin fiir lhre Visualisierung anzuwenden?“

Ein Anteil von 66 % der Probanden kann sich definitiv vorstellen, SBGN zu nutzen. Lediglich 2
Teilnehmer schlie3en eine Anwendung konsequent aus, 5 Probanden stellen eine Nutzung in
Aussicht.

Die Auswertung von Frage 4 der Studie, bezugnehmend der Anspriche an ei-
nen Visualisierungsstandard, hat gezeigt, dass sowohl lobende als auch kriti-
sche Worte von den Teilnehmern gefunden wurden. Das Erstellen von
Netzwerken wird als einfach und umfassend beschrieben, doch sehen einige
diese Darstellungsform als ,zu technisch anmutende Notation“ an und prognos-
tizieren, dass Biologen dies nicht anerkennen werden. Eine Auswahl dieser
Antworten ist in Tabelle 12 dargestellt, alle tGibrigen Antworten sind im Anhang in
Tabelle 15 vermerkt. Dabei ist zu beriicksichtigen, dass einige Kommentare
teilweise auf Unkenntnis basieren mussen, denn sowohl die Anwendung von
Algorithmen fir die Layout-Optimierung als auch die kreisformige Anordnung
von Stoffwechselwegen ist mdglich, insbesondere in Verbindung mit der Visua-

lisierungssoftware VANTED.
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Tabelle 12: Darstellung einer Auswahl von Antworten auf die Frage ,,Stellen Sie explizite
Anspriche an einen Visualisierungsstandard? Gern kdénnen Sie nachfolgend einige lhrer
Wiinsche auBern.“

Das Abgeben von Antworten wurde von 9 Personen praktiziert. Dabei wurden sowohl lobende
als auch kritische Worte geduliert.

einfach und verstandlich

umfassend in der Reprasentation des Wissens

Standards sollten die Prozesse aus unterschiedlichen Zyklen untereinander ver-
gleichbar machen.

er muss von den experimentell arbeitenden Biologen auf breiter Front akzeptiert
werden

Stoffwechselwege mussen so visualisiert sein, dass Biologen mit den Diagrammen
etwas anfangen kdnnen

SBGN ist eine zu technisch anmutende Notation, die einer dynamischen, generi-
schen Darstellungsweise, wie es von Biologen bevorzugt wird, entgegensteht

Die Etablierung eines Visualisierungsstandards in der Biologie liefert eine Dis-
kussionsgrundlage, welche von verschiedenen Seiten betrachtet werden sollte.
Zum einen besteht die reelle Chance alle oder zumindest einen Grof3teil biolo-
gischer Vorgange mit einheitlichen Bildzeichen graphisch darzustellen. Kritiker
konnten darauf beharren und eine solche Notation als unzureichend klassifizie-
ren, falls es sich abzeichnet, dass eben nicht alle Prozesse einheitlich abzubil-
den sind. Beflirworter mégen sagen, dass es ein Schritt in eine verninftige und
richtige Richtung ist. Die Art der graphischen Abbildung von Netzwerken mittels
der Systems Biology Graphical Notation ist fur einen Bioinformatiker klar ver-
standlich und intuitiv, da viele Softwaretools eine vergleichbare Darstellungs-
form bieten. Dieser Visualisierungsstandard sollte weiter in Arbeiten publiziert
werden, um diese Darstellungsform einer gréReren Leserschaft zu prasentieren

und klar die Vorzlige aufzuzeigen.
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4 ZUSAMMENFASSUNG

Mittels bioinformatischer Visualisierungsmethoden wurde in der vorliegenden
Arbeit der Wasserstoffmetabolismus der Cyanobakterien Synechocystis sp.
PCC 6803 und Nostoc sp. PCC 7120 aufgearbeitet. Dazu wurden genomische
Informationen sowie theoretische und experimentelle Charakteristika zu den
relevanten Proteinkomplexen Nitrogenase sowie bidirektionale und uptake Hyd-
rogenase mittels einer intensiven Literaturrecherche ermittelt. AuRerdem wurde
existierende bioinformatische Visualisierungssoftware im Rahmen einer Studie
getestet und VANTED in Verbindung mit der Systems Biology Graphical Notati-
on als Darstellungsplattform gewahlt, um infolgedessen das evaluierte metabo-
lische Modell des Wasserstoffmetabolismus von Synechocystis sp. PCC 6803
darzustellen. Durch diese Art der Prasentation wird ein hohes Mal3 an Modulari-
tat gewahrleistet und die effektive Einbindung von Metainformationen in Form
von putativen Promoter-Bindestellen und interaktiven Verlinkungen ins Internet
konnte realisiert werden. Im Modell visualisierte Transkriptionsfaktoren wurden
in der grundlegenden Literaturrecherche sowie durch die Analyse existierender
Operon-Datenbanken identifiziert. Nach erfolgreicher Umsetzung wurde dieses
praktische Vorgehen auch fur den Organismus Nostoc sp. PCC 7120 durchge-
fuhrt und ein adaptiertes metabolisches Modell seines Wasserstoffmetabolis-

mus entwickelt. Die Modelle sind auf der Webseite http://www.hs-

mittweida.de/wuenschi/SBGN/ zuganglich.

Aufgrund der Tatsache, dass noch nie eine Studie Uber die Toleranz eines Vi-
sualisierungsstandards in der Biologie durchgefuhrt wurde, war es Ansporn ge-
nug, dieses in der vorliegenden Arbeit anzustellen. Dazu wurden Uber 300
Biowissenschaftler zu der Teilnahme an dieser Studie motiviert. Resumierend
lasst sich formulieren, dass der Grol3teil der Probanden sich nicht vor einem
Visualisierungsstandard verschliel3t, jedoch wird angezweifelt, ob Biologen die-
se Darstellungsform langfristig akzeptieren werden.

Abschlieend wurde die Etablierung einer Knowledgebase flr Cyanobakterien
erortert. Diese Daten- und Simulationsplattform gewahrleistet die Verwaltung
von relevanten Informationen und bietet neben dem grof3en Aufwand der Zent-
ralisierung aller Daten die Moglichkeit, bisher wenig verstandene intra- und in-

terzellulare Prozesse zu detektieren und aufzuklaren.
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Das Themengebiet der Datenvisualisierung in der Biologie mittels standardi-
sierter Prozeduren ist noch nicht sehr ausgebaut, bietet aber die Chance einer
umfassenden Darstellungsform biologischer und biochemischer Ablaufe. Da-
hingegend kdnnten kiinftig weitere intensive Bemuhungen und Arbeiten stattfin-
den. Ein, wenngleich sehr aufwendiger, Schritt zur Erreichung eines hohen
Mafles an Universalitdt der Visualisierung metabolischer Ablaufe kdnnte die
umfassende Darstellung der Boehringer-Karte sein. Dadurch kdnnte man zu-
kunftige Arbeiten von Wissenschaftlern erleichtern, wirde SBGN in einem ho-
hen Mal3 publizieren und entscheidend zu der Intention der Verbreitung eines
weltweiten Visualisierungsstandards beitragen. Dies wirde aber auch proze-
durale Veranderungen bei der Darstellung verlangen. Ein eigens fir SBGN im-
plementierter Editor mit weiteren Mdoglichkeiten, wie der dreidimensionalen
Darstellung von Netzwerken, der aktiven Einbeziehung von Metainformation wie
bspw. Proteinstrukturen sowie die Verknupfung von Netzwerkreferenzen zur
Darstellung unterschiedlicher Ebenen im Visualisierungsprozess wirde einen
hohen Standard signalisieren und SBGN in seiner Etablierung wahrscheinlich
voran bringen. Wie die im Umfang dieser Arbeit durchgefihrte Studie gezeigt
hat, sehen viele noch nicht den Mehrwert in dieser standardisierten Darstel-
lungsform. Wenn man eine optisch versiertere und intuitive Visualisierung
schafft, kann das Konzept gelingen.

Auch weiterfihrende Arbeiten und die Etablierung der Darstellung und Simula-
tion metabolischer Ablaufe in Form organismenspezifischer Data-Warehouse-
Systemen wie der Knowledgebase fir Mycoplasma genitalium sollten flir Mo-
dellorganismen wie Synechocystis sp. PCC 6803 entwickelt werden. Sie bieten
die Mdglichkeit des zentralen Abrufs von Informationen und beinhalten gesam-
meltes Wissen von Jahrzehnten Forschung.

Ein Trend auf dem Gebiet der Visualisierung biologischer Netzwerke mittels
bioinformatischer Methoden ist auRerdem die Etablierung des modularen Auf-
baus, d.h. vorgefertigte Module eines Modells oder vollstandige Modelle werden
bereitgestellt und der Anwender muss die Module nur nach seinen Anforderun-
gen beschriften und kann verschiedene zu einem gesamten Modell zusammen-
fassen. SBGN-Bricks beschreibt diesen Weg [Junker et al.,, 2012]. Die
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BioModels Database des EBI verwaltet hunderte Modelle biochemischer Pro-
zesse, welche zum Download in verschiedenen Formaten zur Verfugung stehen
und so als Grundlage komplexer Netzwerke und als Grundlage eigener For-
schungen verwendet werden kénnen [URL-45]. Weiterhin werden Arbeitsober-
flachen wie die Biological Integrated Knowledge Environment (BioBIKE)
etabliert, um auch Biowissenschaftlern mit geringeren informatischen Kenntnis-
sen komplexere bioinformatische Analysen zu erméglichen [Elhai et al., 2009;
URL-46].
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ANLAGEN XIX

ANLAGEN

Die Anlagen umfassen tabellarisch aufgearbeitet alle in den Modellen verar-
beitete Gene fir den Wasserstoffmetabolismus von Synechocystis sp. PCC
6803 und Nostoc sp. PCC 7120. AuR3erdem sind mégliche putative Promoter-

Bindestellen angefuhrt.

Tabelle 13: Datensatz im metabolischen Modell involvierter Proteine und die zugehdrigen
ermittelten Promoter-Bindestellen und deren Reliabilitat mittels PromBase von Sy-
nechocystis sp. PCC 6803

Promoterregion

(bp) Lange (nt) Level Reliabilitat
Start Ende
sll1226 hoxH 1673630 1673505 126 5 am hoéchsten
sll1224 hoxY
sl11223 hoxU
sll1221 hoxF 1678038 1677935 104 4 sehr hoch
sll1220 hoxE 1678898 1678786 112 3 hoch
sll1626 lexA 1319421 1319305 117 5 am hdchsten
slrl876 hoxW 1227020 1227035 16 4 sehr hoch
sll0359 sll0359 2146508 2146426 83 3 hoch
sl10822 sll0822 2862005 2862394 89 3 hoch
slr1498 hypD 54457 54510 54 3 hoch
54392 54403 12 2 durchschnittlich
54199 54244 46 2 durchschnittlich
sl11079 hypB2
sll1078 hypA2
sll1462 hypE
ss13580 hypC
sl11432 hypB1 1908742 1908683 60 3 hoch
sIr1675 hypAl 1955107 1955207 101 3 hoch
sll0322 hypF 2434817 2434779 39 4 sehr hoch
s110593 glk 2946268 2946177 92 2 durchschnittlich
sIr0329 xylR 2283508 2283516 9 1 niedrig
slr1349 pgi
sll0745 pfkA 3126265 3126215 51 2 durchschnittlich
sll1196 pfkA 295068 294961 108 3 hoch
slr0952 fbp 2021976 2022035 60 3 hoch
slr2094 glpX 1560313 1560391 79 3 hoch
sllo018 cbbA 2471740 2471685 56 3 hoch
slr0943 fda 2007808 2007862 55 3 hoch
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slr0884 gapl 1146747 1146761 15 2 durchschnittlich
1146808 1146845 38 2 durchschnittlich
sl11342 gap2 3279228 3279135 94 3 hoch
slr0394 pgk 2139113 2139207 95 3 hoch
sirl1124 gpmB
slrl748 slr1748 1011845 1011940 96 2 durchschnittlich
slr1945 yibO 2248507 2248525 19 3 hoch
2248265 2248345 81 2 durchschnittlich
slr0752 eno
sl10587 pykF 2959733 2959723 11 2 durchschnittlich
sll1275 pykF 1104096 1104089 8 2 durchschnittlich
sll0741 nifJ 3132153 3132012 142 3 hoch
3132372 3132353 20 2 durchschnittlich
slr0721 me
sl10920 ppc 1997483 1997464 20 2 durchschnittlich
1997749 1997686 64 2 durchschnittlich
sl10891 citH 2796740 2796688 53 2 durchschnittlich
slr0018 fumC 2487926 2487987 62 2 durchschnittlich
s110823 sdhB
sll1625 sdhB 1320846 1320842 5 niedrig
slr1233 sdhA 1040349 1040468 120 am hochsten
sl11023 sucC 393147 393057 91 am hochsten
sl11557 sucD
sll0401 gltA 2561387 2561303 85 1 niedrig
slr0665 slr0665 3348397 3348533 137 2 durchschnittlich
slr1289 icd 282878 282981 104 2 durchschnittlich
s110603 menD 2672308 2672301 8 2 durchschnittlich
slr0370 gabD
slr1329 atpB 1666869 1666959 91 2 durchschnittlich
sir1330 atpC 1668479 1668556 78 3 hoch
sll1327 atpC 172912 172864 49 3 hoch
172956 172935 22 3 hoch
sl11326 atpA 174577 174505 73 3 hoch
sl11325 atpD 175591 175537 55 2 durchschnittlich
sl11324 atpF 175708 175701 2 durchschnittlich
176106 176101 2 durchschnittlich
sl11323 atpG 176586 176511 76 3 hoch
ssl2615 atpH 176586 176511 76 3 hoch
sll1322 atpl
slr1239 pntA 1053821 1053910 90 2 durchschnittlich
slr1434 pntB 1056894 1057013 120 5 am hochsten
1056710 1056730 21 5 am hochsten
sir1843 zwf 961054 961159 106 3 hoch
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sll1479 devB 3395755 3395685 71 4 sehr hoch
s110329 gnd 2389160 2389069 92 2 durchschnittlich
sl10807 cfxE 1713370 1713257 114 3 hoch
sll1070 tktA
slr1793 talB
slr0194 rpiA 2725220 2725334 115 4 sehr hoch
ssl2153 rpiB 1923318 1923256 63 2 durchschnittlich
1923380 1923369 12 2 durchschnittlich
sll1525 prk 2067263 2067216 48 1 niedrig
slr0009 rbcL 2478296 2478310 15 2 durchschnittlich
2478171 2478231 61 2 durchschnittlich
slr0012 rbcS 2480186 2480207 22 3 hoch

Tabelle 14: Datensatz im metabolischen Modell involvierter Proteine und die zugehdrigen
ermittelten Promoter-Bindestellen und deren Reliabilitdt mittels PromBase von Nostoc
sp. PCC 7120

Promoterregion

ORF Name (s]9)) Lange (nt) Level Reliabilitat
Start Ende

alr0751 hoxE

alr0752 hoxF 873273 873365 93 5 am hoéchsten

alr0762 hoxU

alr0764 hoxY

alr0766 hoxH 886320 886367 48 3 hoch

alr4908 lexA 5854191 5854303 113 4 sehr hoch

allo770 hoxW

alr0694 hypF

asr0695 hypC

alr0946 calA

alr0696 hypD

alr0698 hupE 804835 804903 69 3 hoch

alr0699 hupA

alr0700 hupB

all0688 hupS 796557 796536 22 2 durchschnittlich
796841 796717 125 4 sehr hoch

allo687 hupL 795506 795486 21 2 durchschnittlich

alr1423 hupw 1686674 1686705 32 2 durchschnittlich

alro677 xisC 785588 785608 21 4 sehr hoch

all1440 nifk 1700713 1700653 61 4 sehr hoch

all1454 nifD

all1455 nifH 1714537 1714455 83 2 durchschnittlich




ANLAGEN XXII
alr2973 glk
alr1982 alr1982 2370319 2370437 119 4 sehr hoch
all5002 all5002 5975884 5975839 46 2 durchschnittlich
5976079 5976071 9 2 durchschnittlich
all1371 all1371 1625975 1625840 136 4 sehr hoch
alr1050 pgi 1220308 1220378 71 2 durchschnittlich
1220173 1220184 12 2 durchschnittlich
alr1913 pfkA 2292987 2293091 105 5 am hochsten
all4021 fbp 4843210 4843209 2 2 durchschnittlich
alr1041 glpX
all3735 all3735 4511854 4511849 6 1 niedrig
all4563 fda 5458757 5458624 134 4 sehr hoch
5459075 5459070 6 4 sehr hoch
all5062 gap2 6035671 6035606 66 3 hoch
all2566 gapl
alr1095 gap3 1283053 1283183 131 4 sehr hoch
all4131 pgk
all4182 all4182 5032041 5031919 123 sehr hoch
all4237 all4237 5074109 5074056 54 durchschnittlich
alr1107 alr1107 1295892 1295912 21 niedrig
alr3338 alr3338
all3538 eno 4264488 4264368 121 3 hoch
all2564 pykl 3065491 3065465 27 2 durchschnittlich
all4008 all4008 4828963 4828917 47 4 sehr hoch
4828999 4828986 14 5 am hochsten
4829365 4829322 44 2 durchschnittlich
alr1911 nifJ 2287954 2288086 133 2 durchschnittlich
2287629 2287724 96 5 am hochsten
alr2803 nifJ 3409558 3409626 69 3 hoch
3409434 3409440 7 1 niedrig
alr4596 alr4596 5493985 5494101 117 4 sehr hoch
all4861 pepC 5791468 5791335 134 4 sehr hoch
5791842 5791796 47 2 durchschnittlich
alr4322 alr4322
alr0222 gltA
all1267 all1267 1506371 1506229 143 4 sehr hoch
alr1827 icd
alr0312 menD 356377 356444 68 4 sehr hoch
all3556 all3556 4288598 4288580 19 3 hoch
all3913 all3913
all3914 all3914 4719463 4719371 93 1 niedrig
all0945 allog45 1098685 1098627 59 2 durchschnittlich
all2970 sdhA 3614713 3614658 56 hoch



ANLAGEN XXIII
3614756 3614736 21 am hochsten
3615113 3615029 85 durchschnittlich
alr3724 aspA
all5039 atpB
allo005 atpA
allooo4 atpC 4475 4371 105 4 sehr hoch
allo006 atpD 7129 7112 18 2 durchschnittlich
all5038 atpC 6010052 6010024 29 2 durchschnittlich
asl0009 atpH 8298 8264 35 4 sehr hoch
alloo10 atpl 9454 9408 47 3 hoch
allooo7 atpF
allooos atpG 7913 7905 9 durchschnittlich
8298 8264 35 sehr hoch
alloo11 atpl
all3408 all3408
all3410 all3410 4121641 4121510 132 3 hoch
asl|3409 asl3409
all4019 zwf
alr1602 devB 1883308 1883310 3 3 hoch
1883218 1883285 68 3 hoch
1883000 1883016 17 2 durchschnittlich
alr5275 alr5275 6294229 6294332 104 4 sehr hoch
alr0782 alr0782
all4052 all4052 4879841 4879707 135 4 sehr hoch
alr3344 alr3344 4040319 4040418 100 3 hoch
4040066 4040103 38 3 hoch
all2563 tal 3063565 3063493 73 3 hoch
all4020 tal
allogss allosss 1027599 1027586 14 2 durchschnittlich
alr2350 alr2350 2832812 2832933 122 3 hoch
alr4123 prk
alr1524 rbcL 1785932 1786039 108 4 sehr hoch
alr1526 rbcS
all4312 nrrA 5167963 5167880 84 am hochsten
5167989 5167986 4 niedrig
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Tabelle 15: Darstellung der weiteren Antworten beztglich der Anspriche an einen Visua-
lisierungsstandard

Ein Standard sollte eine Sache nicht verkomplizieren, sondern sie vereinfachen.

Durchsetzung kénnte problematisch sein, solange nicht eine Autoritat wie z.B.
IUPAC dahintersteht

keine Kenntnisse zur Software
selbsterklarend
Annotation mit EMBL und NCBI gleich

leicht zu erlernen

Ich finde die Darstellung im obigen Beispiel graphisch nicht sehr tberzeugend, zu
"wild". Hier wirde ich mir eine Ubersichtlichere Form wiinschen.

Yes, but no requests at the moment.

It would be helpful to connect SBGN to a mathematical representation (e.g. SBML).
Perhaps implement SBGN as an extension to SBML so the graph can be specified
alongside the math.

It would be helpful to include provisions for plotting experimental data.

Connections to graph layout algorithms would be helpful.

SBGN erlaubt keine kurvig- oder kreisformig angeordneten Stoffwechselwege. Die
erlaubt nicht das Einbinden von Strukturformeln.

All das ist jedoch defacto-Standard unter Biologen. Ein Blick in Fachbiicher oder
Google-Bildersuche "Zentralstoffwechsel" gentigt um das zu erkennen.

Ich bin Uberzeugt, dass sich SBGN auf3erhalb der Bioinformatik nicht in der beab-
sichtigten Breite etablieren wird.

Abgesehen davon ist es einer unter vielen Versuchen, eine standardisierte Notation
einzufuhren.

Man kann nicht argumentieren, dass man das Problem der Interpretierbarkeit gra-
phischer Symbole geldst hat, indem man einen Satz neuer Symbole einflhrt und ihn
als "Standard" postuliert.

Im Ubrigen finde ich diese Umfrage sehr populistisch. Umfragen bestehen aus neut-
ral gehaltenen Fragen und nicht aus einem Werbetext.
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