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Englischer Titel:
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Referat

Diese Masterarbeit befasst sich mit der Datenvisualisierung innerhalb der CyanoFactory
Knowledge Base. Die CyanoFactory Knowledge Base ist dabei eine Webanwendung fir die
Speicherung, Verarbeitung und Visualisierung von Informationen beztiglich der Daten aus dem
europaischen Forschungsprojekt CyanoFactory. Innerhalb der Arbeit wurden dabei die
interaktiven Visualisierungen von Protein-Protein-Interaktionen und Protein-Chemikalien-
Interaktionen des Modellorganismus Synechocystis sp. PCC 6803 umgesetzt und als Webtool
in die CyanoFactory Knowledge Base integriert. Im Rahmen dieser Arbeit wurde auch eine
visuelle Ausgabe fir Flux-Balance-Analysen erstellt. Neben der Visualisierung der
Interaktionen innerhalb von Synechocystis sp. PCC 6803 wurde eine Analyse von dessen

Protein-Interaktionsnetzwerk durchgefihrt.
Abstract

This master thesis is about the data visualization within the CyanoFactory Knowledge Base.
The CyanoFactory Knowledge Base is a web application for storing, processing and
visualization of information relating to the data from the European research project
CyanoFactory. Within this work, an interactive visualization of protein-protein interactions and
protein-chemical interactions of the model organism Synechocystis sp. PCC 6803 are
implemented and integrated into the web tool CyanoFactory Knowledge Base. Furthermore,
in this work a visual output for Flux-balance analysis was created. In addition to the
visualization of interactions within Synechocystis sp. PCC 6803, an analysis of the interaction-

network of Synechocystis sp. PCC 6803 was performed.
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Einleitung

1 Einleitung

»1here is a magic in graphs. The profile of a curve reveals in a flash a whole Situation - the life
history of an epidemic, a panic, or an era of prosperity. The curve informs the mind, awakens

the imagination, convinces.

Graphs carry the message home. A universal language, graphs convey information directly to
the mind. Without complexity there is imaged to the eye a magnitude to be remembered. Words
have wings, but graphs interpret. Graphs are pure quantity, stripped of verbal sham, reduced

to dimension, vivid, unescapable.

Graphs are all inclusive. No fact is too slight or too great to plot to a scale suited to the eye.
Graphs may record the path of an ion or the orbit of the sun, the rise of a civilization, or the

acceleration of a bullet, the climate of a century or the varying pressure of a child.

The graphic art depicts magnitudes to the eye. It does more. It compels the seeing of relations.
We may portray by simple graphic methods whole masses of intricate routine, the organization
of an enterprise, or the plan of a campaign. Graphs serve as storm signals for the manager,
statesman, engineer; as potent narratives for the actuary, statist, naturalist; and as forceful
engines of research for science, technology and industry. They display results. They disclose

new facts and laws. They reveal discoveries as the bud unfolds the flower,

The graphic language is modern. We are learning its alphabet. That it will develop a lexicon

and a literature marvelous for its vividness and the variety of application is inevitable.

Graphs are dynamic, dramatic. They may epitomize an epoch each dot a fact, each slope an
event, each curve a history. Wherever there are data to record, inferences to draw, or facts to

tell, graphs furnish the unrivalled means whose power we are just beginning to realize and to

apply.”

Mit diesen Worten beschreibt Henry D. Hubbard im Vorwort des Buches ,Graphic
Presentation® [Brinton, 1939], welcher Nutzen und welche Schénheit in Graphen jeglicher
Form stecken. Dabei handelt es sich bei Henry D. Hubbard um keinen Informatiker oder

Naturwissenschaftler, sondern um einen Juristen und Politiker.

Die visuelle Darstellung von Daten ermdglicht es, diese einem breiten Spektrum verstandlich
zu machen. Somit kénnen auch neue Ideen oder auch andere Herangehensweisen in ein

Projekt einflieRen.

In den letzten Jahren ist die Menge an produzierten Daten drastisch angestiegen. Es wird

deshalb oftmals in diesem Zusammenhang die Beschreibung ,Big Data“ genutzt.
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Der Bereich in dem diese Menge an Daten erzeugt wird, ist dabei breit gefdchert. Neben
Unternehmen wie Facebook, Google und Apple, wird auch in wissenschaftlichen Bereichen
eine hohe Datenlast erzeugt. Dabei kann durch verschiedene Experimente eine Unmenge an
Daten anfallen. Bei den anfallenden Daten ist jedoch nicht sicher in wie weit diese relevant
sind und es muss deshalb schon bei der Speicherung der Daten eine Filterung erfolgen. Wie
stark der Informationsgehalt der Daten ist, hangt natirlich vom Betrachter und der

Fragestellung bzw. dem Ziel einer jeden Untersuchung ab.

Diese Arbeit soll in gewissem Sinne an die ldee von Verstandlichkeit fur Jedermann
anknupfen. Es sollen die gewonnenen Daten aus dem europaischen Projekt ,CyanoFactory”
aufgearbeitet und der Informationsgehalt der Daten visualisiert werden. Hierbei soll mit
verschiedenen mathematischen, informatischen Ansatzen gearbeitet werden, um dieses Ziel
zu erreichen. Im Endeffekt sollen somit alle Partner des ,CyanoFactory“-Projektes in der Lage
sein, samtliche Ergebnisse der anderen Partner nutzen zu kénnen und, wie es schon Henry

D. Hubbard beschrieb, die Schonheit der Daten zu sehen.

Aufgrund der vorliegenden Daten zum Zeitpunkt dieser Arbeit, beschrénkt sich die
Visualisierung auf die Darstellung von Interaktionen zwischen Proteinen und Chemikalien. Des

Weiteren soll die Modellierung von metabolischen Prozessen visualisiert werden.

1.1 CyanoFactory

Seit Jahren ist man auf der Suche nach neuen Kraftstoffquellen, um die begrenzten fossilen
Brennstoffe zu ersetzen. Das seit 2013 geférderte EU-Projekt ,CyanoFactory” ist dabei an der
Suche beteiligt und versucht auf biotechnologische Art und Weise Wasserstoff mithilfe von
genetisch modifizierten Cyanobakterien, Synechocystis sp. PCC6803, kosteneffizient zu
erzeugen. CyanoFactory ist dabei eine Zusammenarbeit aus zehn unabhangigen
Forschungspartnern aus verschiedenen europédischen Landern. Die beteiligten
Forschungspartner sind mit ihren Aufgaben und Standorten in Tabelle 1 beschrieben. [Kind,
2013] [URL-1]
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Tabelle 1 Ubersicht der CyanoFactory Projektpartner mit dem jeweiligen Standort und Aufgabe.
Unterstrichen ist dabei der Standort des Leiters nach [URL-1].

Partner

Land

Aufgabe

Uppsala Universitet

Hochschule Mittweida

Ruhr-Universitat Bochum

KSD Innovation GmbH

Schweden

Deutschland

Deutschland

Deutschland

Toolbox fur synthetische Biologie bei Cyanobakterien

Data Warehouse

Verbesserte Photosynthese-Effizienz fiir H2-Produktion

Entwicklung eines effizienten Photobioreaktors

CNR-ISE Italien Prototyp-Photobioreaktor,
M2M Engineering S.A.S. Italien Herstellung und Leistungstest

) ) ) Verbesserung Chassis-Wachstum Funktionalitdt und
Instituto de Biologia Molecular e Celular  Portugal o

Zuverlassigkeit

Universa v Ljubljani Slowenien Biologische Sicherheit
Universidad Politécnica de Valencia Spanien Metabolische Modellierung der konstruierten Zellen

) . . Vereinigtes .
University of Sheffield o Untersuchung konstruierter Zellen auf Engpasse

Kdnigreich

1.2 Synechocystis sp. PCC6803
Das Cyanobakterium Synechocystis sp. PCC6803 wurde 1968 in die Pasteur Culture

Collection eingepflegt und wird weltweit als Modellorganismus genutzt. Synechocystis sp.
PCC6803 war der erste photosynthetische Organismus, dessen Genom vollstandig
sequenziert wurde. Das Chromosom enthélt dabei 3264 mdogliche protein-codierende Gene.
Neben dem Chromosom wurden auch noch vier unterschiedlich grof3e Plasmide vollstandig
sequenziert. Dieses Cyanobakterium besitzt dabei die spezielle Eigenschaft spontan
transformierbar zu sein und ist somit fahig, fremde DNA in sein Genom zu integrieren. Dies
ermoglicht ein Uberleben bei unterschiedlichsten Lebenseinfliissen. [Kaneko et al., 2003; Kind,
2013]

1.3 CyanoFactory Knowledge Base

Da es sich bei dem Projekt CyanoFactory um ein europaweites Projekt handelt, ist es
notwendig alle gewonnenen und benotigten Daten allen Projektpartner ohne langere
Wartezeiten zur Verfigung zu stellen. Deshalb ist es wichtig, dass die Daten nicht nur zentral
und fir alle zuganglich gelagert werden. Somit ist ein schneller Informationsaustausch bzw.
Informationsgewinn zwischen den einzelnen Projektpartnern gewahrleistet. Hierfur wird ein

sogenanntes Data Warehouse genutzt, die CyanoFactory Knowledge Base [Kind, 2013]. Die
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Aufgabe dieser Knowledge Base (KB) ist dabei jedoch nicht nur das reine Sammeln von
Informationen, sondern auch die Aufarbeitung der Informationen aus den einzelnen Quellen.
Dabei werden die Informationen in ein einheitliches Format uberfihrt und mittels einer
relationalen Datenbank, PostgreSQL, gespeichert. Mittels eines Webinterfaces wird
anschliel3end den einzelnen Projektpartner der Zugang zu der CyanoFactory KB ermdglicht.
Durch dieses Webinterface werden die verarbeiteten Daten visuell dargestellt werden. Die
Funktionsweise wird schematisch in Abbildung 1 dargestellt.

STRING STITCH ]

KEGG \ j / experimentelle
Daten

CyanoFactory Knowledge Base

Webinterface

Abbildung 1 Funktionsweise CyanoFactory Knowledge Base. Durch die Nutzung verschiedener Quellen,
wie die Datenbanken von KEGG, STRING, STITCH und weiteren, sowie experimentellen Daten der
Projektpartner wird die Datenbank der CyanoFactory KB gespeist. Die Informationen werden analysiert und

verarbeitet und durch ein Webinterface den Projektpartnern zur Verfigung gestellt.

Derzeit stehen die gesammelten Information zu sa&mtlichen bekannten Genen und deren
Produkten, sowie die Lage dieser auf dem Chromosom und den Plasmiden zur Verfligung.
Des Weiteren konnen die metabolischen Wege verschiedener Stoffe innerhalb von
Synechocystis sp. PCC6803 betrachtet werden.

Die CyanoFactory Knowledge Base basiert in ihrem Aufbau, auf der WholeCell Knowledge
Base [Karr et al., 2013; Kind, 2013].
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1.4 STRING

Das Search Tool for the Retrieval of Interacting Genes/Proteins (STRING) ist sowohl eine
webbasierte Anwendung, als auch eine Datenbank fir die Interaktionen von Proteinen bzw.
Genen verschiedener Organismen [Mering et al., 2005]. Dabei tragt STRING die Informationen
diverser Quellen zusammen und bewertet diese. In der Version 9.1 stellt die STRING
Datenbank Interaktionsinformationen fiir mehr als 5 Proteine von Uber 1000 Organismen zur

Verfligung [Franceschini et al., 2013].

Die Bewertung einer Interaktion wird anhand eines Interaktionswertes durchgefiihrt. Dieser
ergibt sich aus den in Tabelle 2 beschriebenen einzelnen Nachweisen: Datenbanken,
Experimenten, Gen-Fusionen, Kookkurrenzen, Koexpressionen, Nachbarschaften und
Textmining. Der Interaktionswert ist dabei lediglich eine Angabe, wie wahrscheinlich es ist,
dass das Protein A mit Protein B interagiert. Neben den existierenden Informationen zu
Interaktionenen zwischen Proteinen, werden auch Vorhersagen zu Protein-Protein-
Interaktionen durchgefiihrt. Diese Vorhersagen basieren auf den vorliegenden Informationen

zu den jeweiligen Proteinen, bzw. auf Homologien zu anderen Organismen.

Tabelle 2 Interaktionstypen der STRING Datenbank mit kurzer Erlauterung des jeweiligen Types nach
[Franceschini et al., 2013; Mering et al., 2005; Szklarczyk et al., 2010; Jensen et al., 2009]

Interaktionstyp Beschreibung
Datenbanken Uberpriifung von anderen Datenbanken
Experimente Experimentelle Versuche zur Protein-Protein-Interaktion
. Zusammenschluss von mehreren Genen eines Genoms zu einem einzigen Gen in einem
Gen-Fusion
anderen Genom.
Homoloie Interaktionen von Proteinen welche in anderen Organismen vorkommen und auf den
9 ausgewahlten Organismus libertragen werden kénnen
Kookkurrenz Auftreten von Genen im gleichen Stoffwechsel oder Organismus
Koexpression Transkriptionsverhéltnis &hnelt sich bei Genen unter verschiedenen Umstanden
Betrachtung der physikalischen Entfernung von Genen auf dem Chromosom. Je dichter
Nachbarschaft . . S o . .
Gene aneinander liegen, desto wahrscheinlicher ist eine funktionelle Beziehung
. Automatische Untersuchung von wissenschaftlichen Texten auf ein gemeinsames
Textmining

Auftreten verschiedener Gene bzw. Proteine.

Die Interaktionswerte werden als ganze Zahlen abgelegt. Die Nutzung von ganzen Zahlen
innerhalb der Daten erfillt dabei den Zweck bei der Berechnung des Interaktionswertes
Gleitkommazahlen zu vermeiden, um damit Rundungsfehlern vorzubeugen. Die Berechnung
des Interaktionswertes S erfolgt auf einer naiven Bayes Weise, dargestellt in (1.1). Dabei sind

unter S; die Score-Werte der einzelnen Nachweise beschrieben [Mering et al., 2005].
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S=1- 1_[(1 -5 (1.1)

Fur die Berechnung wird dabei der vorhandene Score-Wert in einen Wert zwischen null und
eins Uberfuhrt, durch die Division mit 1000. Nach der Berechnung wird der Interaktionswert
wiederum mit 1000 multipliziert. Somit gilt 0 < S < 1000.

Neben der Datenbank besitzt STRING, wie anfangs erwdhnt, ebenfalls eine webbasierte
Anwendung, welche das Suchen nach einem Protein und dessen Interaktionen ermdglicht.
Diese Anwendung gibt dabei einen Graph, wie in Abbildung 2 dargestellt ist, zurlick. Dieser

zeigt durch die Kantenfarben die jeweiligen Quellen der Interaktionen an.

Abbildung 2 Darstellung von Protein-Protein-Interaktionen Giber STRING. Als Ausgangsprotein wurde trpB
gewahlt. Jede Kante stellt einen spezifischen Interaktionstyp dar [URL-2].
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Neben dem Graphen gibt es auch eine tabellarische Ausgabe, siehe Abbildung 4, welche
nochmals die interagierenden Proteine und die Quellen der Interaktionen beschreibt. STRING
bietet die Mdoglichkeit eigene Interaktionsdaten hochzuladen und somit das gesamte
Interaktionsnetzwerk zu erweitern.

Your Input:
. L . . 8 = 8 S w f—
@ trpB  tryptophan synthase subunit beta; The beta subunit is responsible for the synthesis of L- tryptophan E8CgEn o=
from indole and L-serine (412 aa) e @ ghg g
(Synechocystis sp. 6803) g'}"] g or 3 £ g
SCcgdnods @
; - . 258584808 E g
Predicted Functional Partners: 777777 8
trpA  tryptophan synthase subunit alpha; The alpha subunit is responsible for the aldol cleavage of i [...] (264 aa) # & & & « @ 0.999
2 trpC  indole-3-glycerol-phosphate synthase (295 aa) /s =& [0.999
trpF  N-(5'-phosphoribosyl)anthranilate isomerase (218 aa) *eee « 0.997
@ trpD  anthranilate phosphoribosyltransferase (348 aa) . « 0.954
ilwa&  threonine dehydratase (508 aa) . 0.928
@ trpS  tryptophanyl-tRNA synthetase (337 aa) . 0.909
alyA  serine hydroxymethyltransferase; Interconversion of serine and glycine (427 aa) . 0.906
@ trpE2 anthranilate synthase component I-like protein (485 aa) . « |0.887
@ trpE  anthranilate synthase component I (508 aa) * # |0.887
2 cysE  =erine acetyltransferase (249 aa) N 0.826

Abbildung 3 Informationen zu Interaktionspartner von trpB. Es werden Informationen zu den
Interaktionspartnern gezeigt, wie deren Namen, eine kurze Beschreibung, die Anzahl an Aminos&uren und
die Interaktionstypen, sowie den Interaktionswert (Score) [URL-2].

1.5 STITCH

Die Datenbank und Webanwendung Search Tool for Interacting Chemicals (STITCH) bietet,
wie die in Abschnitt 1.3 beschriebene STRING, &ahnliche Méglichkeiten zur Analyse bzw.
Angabe von Interaktionen [Kuhn et al., 2014]. Jedoch erweitert STITCH die Mdglichkeiten von
STRING, da es Chemikalien in die Suche nach Interaktionen mit einbezieht bzw. liegt das
Hauptaugenmerk dabei auf den Interaktionen von Proteinen mit Chemikalien. Dabei werden
auch Interaktionen zwischen Chemikalien und Proteinen vorhergesagt. Die fur die STITCH
Datenbank genutzten Quellen liegen wiederum bei den verschiedenen anderen Datenbanken.
In der STITCH Version 4.0 stehen Informationen zu Interaktionen zwischen 2,6 Millionen
Proteinen von 1133 Organismen und 300000 chemischen Verbindungen zur Verfugung. Die
Interaktionen zwischen Proteinen und Chemikalien werden in Interaktionstypen eingeteilt.
Diese sind: Experiment, Datenbank, Textmining und Vorhersage. Sie erganzen die Protein-
Protein-Interaktionstypen aus der STRING Datenbank, siehe Tabelle 2. Die Berechnung des
Interaktionswertes erfolgt dabei wieder mittels der einzelnen Interaktionstypen wie in (1.1)
beschrieben.
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Grundsatzlich ist die Webapplikation von STITCH so ausgelegt, dass die Daten der externen
Datenbanken zusammengefasst werden. Dies bietet die Moglichkeit Informationen zeiteffizient
zu sammeln und auszuwerten. Dabei ist es allerdings jederzeit moglich zu den einzelnen
Quellen der Informationen zurtick zu gelangen. Des Weiteren werden die Interaktionen, wie

bei STRING, mittels eines Graphen visuell dargestellt, wie in Abbildung 4 gezeigt ist.

— trpS
-

/ tryptophan

N
S \eps

L j—

D-serine

Abbildung 4 Interaktionen von trpB mit Proteinen und Chemikalien [URL-3]. Dabei sind die Chemikalien
elliptisch und die Proteine kreisférmig dargestellt. Die einzelnen Linien zwischen den Proteinen und
Chemikalien stellen deren Interaktionstypen dar.

Es werden die Interaktion ebenfalls in tabellarischer Form, Abbildung 5, aufgelistet. Ebenfalls
wird die Mdglichkeit geboten eigene Nutzerdaten hochzuladen und somit in das
Interaktionsnetzwerk zu integrieren.
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Your Input:

® trpB  tryptophan synthase subunit beta; The beta subunit is responsible for the synthesis of L- tryptophan from
indole and L-serine (412 aa)
(Synechocystis sp. 6803)

Predicted Functional Partners:

® “ Cooccurrence
e o o “Coexpression
. Experiments

® o “Databases

trpA  tryptophan synthase subunit alpha; The alpha subunit is responsible for the aldol cleavage of i [...] (264 aa)
2 trpC  indole-3-glycerol-phosphate synthase (295 aa)

trpF N-(5'-phosphoribosyl)anthranilate isomerase (218 aa)
@ trpD anthranilate phosphoribosyltransferase (348 aa)

ilvA  threonine dehydratase (508 aa)
@ trpS tryptophanyl-tRNA synthetase (337 aa)

glyA serine hydroxymethyltransferase; Interconversion of serine and glycine (427 aa)
® trpE2 anthranilate synthase component I-like protein (485 aa) °
@ trpE  anthranilate synthase component I (508 aa) °
2 cysE serine acetyltransferase (249 aa)

® o o “\ Gene Fusion

® o o o “Neighborhood
L ]

Abbildung 5 Informationen zu trpB aus der STITCH [URL-3]. Wie bei STRING werden zusétzliche
Informationen zu den Interaktionspartnern dargestellt. Diese beinhalten den Namen, eine kurze
Beschreibung, die Sequenzlange sowie die einzelnen Interaktionstypen und den Interaktionswert (Score).

1.6 Graphentheorie

Die Graphentheorie ist eines der wichtigsten Teilgebiete der diskreten Mathematik. Mit Hilfe
der Graphentheorie lassen sich Probleme in verschiedenen netzartigen Strukturen
beschreiben. Zu solchen Strukturen zéhlen Stral3ennetze, Computernetzwerke oder auch die
in Abschnitt 1.3 und 1.5 beschriebenen Interaktionsnetzwerke. Die Art und Weise wie ein
solches Netzwerk, auch Graph genannt, untersucht wird hangt von der gegebenen
Problemstellung ab. In einem Graphen werden dabei die Objekte, wie Proteine, als Knoten
aufgefasst und die Interaktionen zwischen den einzelnen Proteinen werden durch Kanten

beschrieben.

Wir kbnnen Graphen dabei in zwei Kategorien unterscheiden. Zum einen den ungerichteten
Graph G und den gerichteten Graph H. Beide Graphen bestehen aus der Knotenmenge V,
unterscheiden sich jedoch in den Kantenmengen E und F voneinander. Somit ist G = (V,E)
und H = (V, F). Der Unterschied zwischen diesen beiden Formen liegt in der Interpretation der
Kanten. Bei dem ungerichteten Graph G werden die Knoten a,b € V durch die ungerichtete
Kante e = {a, b} verbunden. Dabei ist die Richtung der Kante nicht festgelegt. Es existiert somit
keine Vorschrift wie die einzelnen Knoten abgelaufen werden sollen. Der gerichtete Graph H
hingegen besitzt gerichtete Kanten. So beschreibt die Kante f = (a, b) den gerichteten Verlauf
vom Knoten a zum Knoten b. Somit kann man b nur von a aus erreichen, allerdings nicht a

von b aus. [Tittmann, 2003]

e o o o

Textmining
[Homology]

Score

0.999
0.999
0.997
0.954
0.928
0.909
0.906
0.887
0.887
0.826
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Die graphische Darstellung erfolgt dabei fur die Knoten meist als Kreise oder Punkte. Die
Kanten zwischen den Knoten werden als Strecken oder Kurven zwischen den jeweiligen

Kreisen, wie in Abbildung 6, dargestellt.

Abbildung 6 Darstellung von Graphen. (a) stellt einen gerichteten Graphen mit der Knotenmenge {K, G, I,
H} und der Kantenmenge {s ,t ,I} dar. b zeigt einen ungerichteten Graphen mit der Kantenmenge {e, g, f}
und der Knotenmenge {A, B, C}.

1.7 Flux Balance Analyse

Flux Balance Analysen (FBA) werden genutzt um die metabolischen Netzwerke einzelner
Organismen zu rekonstruieren. Dabei beinhalten diese metabolischen Netzwerke alle
Informationen, die zu den jeweiligen metabolischen Reaktionen bekannt sind. Durch solche
Berechnungen lassen sich Vorhersagen beziglich der Produktion eines Metaboliten oder des
Wachstum eines Organismus, ausgehend von definierten Ausgangsbedingungen treffen [Orth
et al., 2010].

Grundsatzlich werden dabei alle Reaktionen innerhalb einer stéchiometrischen Matrix S
erfasst. S besitzt dabei die Grol3e m x n. Jede Zeile 1,..,m in S stellt dabei einmalig einen
gegebenen Metaboliten dar. Die Spalten 1, ...,n stehen fir die individuellen Reaktionen. Die
einzelnen Werte S,,,, der Matrix S stehen fir die Koeffizienten des Metaboliten m in der
Reaktion n. Ein positiver Koeffizient stellt dabei die Produktion des Metaboliten dar und ein
negativer Koeffizient dagegen den Verbrauch eines Metaboliten. Da nicht alle Metabolite in
einer einzigen enzymatischen Reaktion genutzt werden, werden deren Koeffizienten fir diese
Reaktion auf null gesetzt. Die Konzentrationen der Gesamtheit an Metaboliten werden durch
den Vektor ¥ beschrieben und dieser besitzt dabei die Lange m. Der Flux dieser Reaktionen
wird durch den Vektor v dargestellt. Dieser besitzt die GréRe n. Fur die Berechnung der
maximalen Biomasseproduktion, werden diese Vektoren fir ein lineares Ldsungssystem
genutzt bzw. wird eine lineare Optimierung durchgefuhrt. Dabei geht man meist davon aus,

dass sich das System im sogenannten Fliel3gleichgewicht befindet [Orth et al., 2010].
10
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1.8 Python

.Beautiful is better than ugly. Explicit is better than implicit. Simple is better than complex.
Complex is better than complicated. Flat is better than nested. Sparse is better than dense.
Readability counts.” Mit diesen Worten beginnt ,The Zen of Python des Programmierers Tim
Peters. Dieses stellt seiner Meinung nach das Regelwerk und somit die Richtlinien der
Programmiersprache dar. Python gehort zu den héheren Programmiersprachen und ist
multiparadigmatisch, welches bedeutet, dass Python mehrere Programmierparadigmen
unterstitzt. Diese sind Objektorientiertheit, Funktionalitdt und Prozeduralitét. Dabei ist es mit
Python mdglich eigenstandige Programme zu schreiben oder auch Skripte innerhalb
verschiedener Anwendungsbereiche zu implementieren. Python gehort dabei mit zu den meist
verbreiteten Programmiersprachen weltweit [Downey, 2012].

1.8.1 Django
Fur die Erstellung dynamischer Webseiten bietet sich die Nutzung von Web Application
Frameworks an. Diese Frameworks dienen unter anderem zur Vereinfachung sich

wiederholender Tatigkeiten. Ein solches Framework ist das quelloffene Django.

Bei Django handelt es sich um ein Datenbank-basiertes Webframework, welches Python als
Programmiersprache nutzt. Es wurde fir die Verwendung in Nachrichtenredaktionen
konzipiert, weshalb die Erstellung von Webinhalten einfach und schnell sein musste. Dadurch
das Django quelloffen ist, wurde es auch fir viele Unternehmen attraktiv. Zu diesen
Unternehmen zé&hlt beispielsweise die Washington Post und Google [Forcier, Bissex & Chun,
2008].

1.8.2 NetworkX

Python besitzt fiir die Erstellung, Bearbeitung und Analyse von Netzwerken und Graphen das
Paket NetworkX [Hagberg et al., 2008]. Es ermdglicht eine schnelle und einfache Bearbeitung
von Netzwerkinformation und stellt verschiedene Analysemethoden zur Verfigung. NetworkX
ermdglicht die Darstellung von gerichteten und ungerichteten Graphen sowie Multigraphen
und MultiDigraphen. Zuséatzlich kbnnen Wichtungen an den Kanten angebracht werden sowie

weitere optionale Eigenschaften fiir Knoten und Kanten.

1.8.3 PyNetMet

Wie NetworkX ist auch PyNetMet [Gamermann et al., 2014] ein Pythonpaket, welches fir Flux
Balance Analyse genutzt werden kann. PyNetMet steht dabei fiir Python Network Metabolism.
Es bietet die Moglichkeit sowohl mit dem Dateiformat Optgene [Cvijovic et al., 2010] als auch
mit dem Format SBML [Hucka et al., 2003] zu arbeiten. Dabei besteht PyNetMet aus den
Grundeinheiten: Enzym, Network, Metabolism und FBA. Neben der FBA verfigt PyNetMet

11



Einleitung

dabei noch Uber die Méglichkeit, metabolische Netzwerke mittels graphentheorischer Ansatze

Zu analysieren.

1.9 JavaScript

Bei JavaScript handelt es sich um eine Skriptsprache. Skriptsprachen wie JavaScript
unterscheiden sich dabei von Compilersprachen wie Java. Grundséatzlich werden die einzelnen
Sprachelemente von JavaScript mittels des Interpreters verarbeitet, jedoch nicht in
Maschinensprache Ubersetzt [Hirsemann & Rochusch, 2003]. Im Falle von JavaScript ist der

Interpreter ein Browser wie beispielsweise Firefox, Safari oder Chrome.

Durch das Interpretieren der JavaScripts sind diese im Vergleich zu kompilierten Java-
Anwendungen in Maschinensprache langsamer. Jedoch ist dieser Geschwindigkeits-

unterschied durch die verbesserte technische Ausstattung von Computern nicht mehr relevant.

Ein groRer Vorteil von JavaScript ist die Moglichkeit dynamische HTML-Seiten zu generieren
und diese auch interaktiv zu gestalten. Dabei funktioniert JavaScript plattformubergreifend,
jedoch existieren teilweise Unterschiede bei der Interpretation der verschiedenen Browser
[Hirsemann & Rochusch, 2003].

191 D3

D3 steht fur Data-Driven Documents und ist eine JavaScript Bibliothek, mit deren Hilfe man
dokumentbasierte Daten manipulieren kann [Michael Bostock et al., 2011]. Hiermit ist es
mdoglich die Elemente einer Webseite interaktiv zu gestalten. Damit sind sowohl die reinen
HTML- und CSS-Teile einer Seite als auch eingebundene Objekte, wie beispielsweise
Scalable Vector Grafiken (SVG), gemeint. Dabei bietet diese Bibliothek eine grof3e Anzahl an
Maoglichkeiten Daten zu visualisieren. So konnen auf einfachste Weise Graphen bzw.
Netzwerke mit physikalischen Modellen generiert werden. Weiterhin kénnen auch simple
Diagramme geplottet bzw. animiert werden und es stehen viele weitere Moglichkeiten zur

Verfigung. Eine Auswahl an Visualisierungsmadglichkeiten ist in Abbildung 7 gegeben.

12
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Abbildung 7 Drei Darstellungsmdglichkeiten von D3, hierbei ist nur eine kleine Auswahl an Méglichkeiten
getroffen. (a) ist eine Punktwolke, (b) ein Kreisdiagramm und (c) ein Kraft-Layout Graph [URL-4].

Der groR3e Vorteil von D3 und damit auch JavaScript ist die Interaktivitat. Durch diese werden
keine starren Abbildungen generiert, sondern es besteht die Mdglichkeit Diagramme
nachtraglich zu bearbeiten bzw. den angezeigten Bereich zu &ndern. Durch diese
dynamischen Darstellungsmoglichkeiten ist es moglich die Informationsdichte um ein
Vielfaches zu steigern beziehungsweise konnen Informationen dadurch vielschichtiger
dargestellt werden.

13



Einleitung

1.10 GraphViz

GraphViz ist ein Visualisierungstool, welches von den Bell-Labs und AT&T entwickelt wurde
[Gansner & North, 2000]. Dieses steht als Open Source einem breiten Spektrum von Nutzern
zur Verfugung. Es ermoglicht sowohl einfache kleinere Darstellungen von Flie3diagrammen,
als auch komplexen Netzwerken. Als ein komplexes Netzwerk kdnnen beispielsweise die

Prozessablaufe innerhalb einer Zelle gesehen werden.

Dabei bietet GraphViz die Mdoglichkeit, die generierten Graphen, Netzwerke und
FlieBdiagramme in mehreren Formaten zu speichern. Zu diesen Formaten zahlen unter
anderem die SVG, das Portable Document Format (PDF), die Portable Network Graphics

(PNG) und noch viele weitere.

Der Aufbau einer Datei, welche fir das Erzeugen eines Graphen erforderlich ist, ist dabei
einfach gehalten. Grundsatzlich gibt es bei GraphViz die Mdglichkeit vier unterschiedliche
Arten von Graphen zu generieren. Dazu zahlen die Formen ,graph“ und ,digraph® sowie die
Formen ,strict digraph® und ,strict graph®. Durch die Nutzung von ,strict* wird ein Graph so
definiert, dass jeweils nur eine Kante zwei Knoten verbinden darf. Ohne die Praambel ,strict"
sind Mehrfach-Kanten moglich. Unter der Form ,digraph® wird ein gerichteter Graph und mittels
~graph® ein ungerichteter Graph generiert. Bei dem gerichteten Graph besitzt jede Kante einen
Pfeilkopf bzw. Pfeilschwanz, welche ebenfalls individuell definiert werden kénnen.
Standardmalig ist dabei der Pfeilkopf als normaler Pfeil gesetzt. Die Kante eines gerichteten
Graphen wird dabei durch ,->“ definiert. Bei einem ,graph” wird die Kante durch ,--“ definiert
und in diesem Fall konnen keine Modifikationen der Kantenenden vorgenommen werden. In
Abbildung 8 sind ein ungerichteter und ein gerichteter Graph mit dem jeweiligen Quellcode
dargestellt.

o graph g{ o digraph h{

A --B; A->B

) }
0 (a) ° (b)

Abbildung 8 Erstellte Graphen mit GraphViz, (a) zeigt das Beispiel eines ungerichteten Graphen und (b)
eines gerichteten Graphen.

Fur die Erstellung eines Graphen stellt GraphViz verschiedene Renderer zur Verfligung,
welche unterschiedliche Graphen generieren und auch mit einer unterschiedlichen Anzahl an
Knoten arbeiten kénnen. Als einfachste Mdglichkeit der Zeichnung steht der Renderer ,dot*

zur Verfigung. Dieser zeichnet den Graphen in verschiedene hierarchische Ebenen, wobei
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eine Kante immer Knoten aus verschiedenen Ebenen miteinander verbindet. Darauffolgend ist
der Renderer ,neato” verwendbar. Dieser Renderer dient zur Erstellung von ungerichteten
Graphen, welcher ebenfalls hierarchische Strukturen besitzt. Zusatzlich kénnen durch die
Nutzung von physikalischen Modellen Anziehungs- und Abstof3ungkrafte zwischen den
einzelnen Knoten simuliert werden und somit der Graph dynamischer gestaltet werden
[Kamada & Kawai, 1989].Ein weiterer Renderer ist ,fdp“, welcher ebenfalls physikalische
Modelle fur die Erstellung des Graphen nutzt und ebenfalls fir ungerichtete Graphen
verwendet werden kann. Neben den hier genannten Renderern existieren noch weitere.
Abbildung 9 zeigt die Darstellung eines Graphen mittels der drei genannten Renderer.

. (b)

(c)

Abbildung 9 Auswahl von GraphViz Renderern. Alle Graphen beruhen auf den gleichen Kanten und Knoten,
werden jedoch durch die Renderer unterschiedlich dargestellt. Dabei nutzt (a) dot, (b) neato und (c) fdp.

GraphViz benétigt fir die Erstellung eines Graphen einen Zielort fir die Speicherung. Dies
macht es fur webbasierte Anwendungen weniger interessant als beispielsweise die alternative
JavaScript Bibliothek D3. Jedoch kann durch die Nutzung des JavaScripts ,viz.js“ [URL-5]

GraphViz auch fir webbasierte Anwendungen genutzt werden.
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2 Methoden

Da die CyanoFactory Knowledge Base fir alle Projektpartner zur Verfigung stehen soll, ist sie
als Webapplikation ausgearbeitet worden. Somit werden auch die Applikationen hinsichtlich
der Visualisierung so gestaltet, dass diese fur die Nutzung uber das Internet geeignet sind.
Aufgrund dieser Auflage wurde mittels Python und Django gearbeitet und somit die Methoden
und Funktionen fir den Aufbau der einzelnen Visualisierungen und Funktionen innerhalb der
Knowledge Base erstellt. Es wurden dabei zwei Funktionen in die Knowledge Base integriert.
Zum einen Cyanolnteraction und zum anderen CyanoDesign. Cyanolnteraction stellt dabei
die Interaktionen zwischen Proteinen, sowie zwischen Proteinen und Chemikalien dar.
CyanoDesign wird dazu genutzt, metabolische Ablaufe zu berechnen und stellt diese

gleichzeitig auch dar.

2.1 Cyanolnteraction

Mittels des Tools Cyanolnteraction sollten die Interaktionen eines ausgewahlten Proteins
dargestellt werden. Dabei standen die Interaktionen der Proteine im Vordergrund. Als
Datengrundlage diente dabei die STRING Datenbank Version 9.1 und die STITCH Datenbank
Version 4. In Abbildung 10 sind die verwendeten Teile der Datenbankschemata der STRING
Datenbank und der STITCH Datenbank dargestellt. Die Informationen wurden dabei mittels

Python aus der PostgreSQL Datenbank ausgelesen und mit JavaScript visualisiert.

Da CyanoFactory Knowledge Base eine Webanwendung ist, gilt dies auch fir
Cyanolnteraction als Bestandteil der Knowledge Base. Fir die Abfrage einer Interaktion wird
daher vom Nutzer eine Anfrage zu einem bestimmten Protein gestellt. Diese Anfrage wird von
der Knowledge Base verarbeitet und gibt als Antwort eine dynamisch generierte HTML-Seite

mit spezifischem Inhalt zu den Interaktionen des gewiinschten Proteins zurtck.

Das daraus resultierende Netzwerk an Interaktionen wird als ungerichteter Graph aufgefasst.
Die Proteine innerhalb einer Interaktion werden dabei als Knoten und die Interaktionen
zwischen zwei Proteinen als Kanten des Graphen gesehen. Ein Knoten innerhalb dieses
Netzwerkes beinhaltet dabei wichtige Informationen fur die spéatere Darstellung des jeweiligen
Proteins. Diese zusatzlichen Informationen bzw. Attribute oder auch Eigenschaften umfassen
beispielsweise den Namen des Proteins, dessen ID und die Anzahl an benachbarten
Proteinen. Auch die Kanten beinhalten weitere Attribute fir die spatere Darstellung. Zu diesen
Informationen z&hlt unter anderem der Interaktionsscore der verbundenen Proteine, sowie die
einzelnen Wertungen aus denen sich der Interaktionsscore ergibt. Die Informationen, welche
Knoten und Kanten beinhalten, ist in Tabelle 3 dargestellt. Neben der Interaktion zwischen

Proteinen wird auch die Interaktion von Proteinen mit Chemikalien beschrieben.
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STRING Datenbank

node_node_links
id*
\ node_id_a
proteins node_type_b
node_id_b
protein_id * combined_scores|]
protein_external_id \ J
species_id
protein_checksum
protein_size score_types

preferred_name
annotation_word_vectors

score_id *
score_typ

J

STITCH Datenbank

~

chemicals chemical_chemical_links_detailed
id* id*
chemical chemical1
formular chemical2
molecular_weight similarity
smiles_string experimental
. J database
textmining

combined_score

J

s ~ 'S ~

proteins protein_chemical_links_detailed
protein_id * id*
protein_external_id chemical
species_id L protein
protein_checksum experimental
protein_size prediction
preferred_name database
annotation_word_vectors textmining

s combined_score

Abbildung 10 Datenbankschema der genutzten Teile von STRING und STITCH. Die jeweiligen
Primérschlissel sind mit einem * versehen. Da die STITCH Datenbank auf der STRING Datenbank aufbaut,
sind die Tabellen Proteins beider Tabellen gleich aufgebaut. Die STITCH Datenbank nutz jedoch die

Informationen von STRING Version 9.05.
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Tabelle 3 Knoten- und Kanteneigenschaften. Aufteilung in Eigenschaften welche nur in Kanten bzw. Knoten

vorkommen. Fir jede Eigenschaft gibt es neben dem Namen die jeweilige Beschreibung.

Knoten

Information Beschreibung

Protein ID ID des Protein nach STRING, mit vorangestellten ,P*
Name Proteinname

GenelD Externe ID nach STRING

Annotation Annotation des Proteins nach String

Protein Angabe ob der Knoten ein Protein ist (1) oder nicht (0)
Hood Anzahl an benachbarten Proteinen

Kanten

Information Beschreibung

Score Interaktionswert laut STRING

Homology Homology Score laut STRING

Experiment Experimenteller Score laut STRING

Database Datenbank Score laut STRING

Textmining Textmining Score laut STRING

Genfusion Genfusions Score laut STRING

Coocurence Coocurence Score laut STRING

Neighborhood Nachbarschafts Score laut STRING

Coexpression

Coexpressions Score laut STRING

2.1.1 Erzeugung eines Protein-Protein-Interaktionsgraphen

Bei der Erzeugung eines Interaktionsgraphen ist n, die Anzahl der zu betrachtenden
benachbarten bzw. interagierenden Proteine, wichtig. Zu beachten ist, dass n = 0. Je mehr
Interaktionen betrachtet werden, desto mehr Zeit wird fur die Generierung des Graphen in
Anspruch genommen. Ausgangselement des Interaktionsgraphen W ist dabei das zu
betrachtende Protein, dessen Interaktionen aufgedeckt werden sollen. Dieser Interaktions-
graph W ist dabei definiert als W = (4, E), wobei A die Menge aller Knoten (Proteine) und E
die Menge aller Kanten (Interaktionen) ist. Jeder Knoten in P besitzt dabei mehrere
Eigenschaften. Diese Eigenschaften werden durch den Eintrag des jeweiligen Proteins in der
Tabelle PROTEINS der STRING Datenbank definiert. Die einzelnen Eigenschaften der Kanten

werden durch die Tabelle NodeNodeLinks aus der STRING Datenbank bestimmt.
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A ist durch die Eintrage des ausgewahlten Proteins P, in der Tabelle NodeNodeLinks und n
definiert. Es sei a, die Anzahl an Eintragen von P, in der Tabelle NodeNodeLinks. So ist |A],

die Anzahl an Knoten in A, wie in (2.1) definiert.

a+1:n>a
Al =in+1:n<a (2.1)
l:a=0

Die Eintrdge der Tabelle NodeNodeLinks sind dabei absteigend nach dem

combined Score sortiert, um die ersten n besten Interaktionen zu ermitteln.

Die Menge der Kanten E ist durch die Anzahl an Interaktionen zwischen den Knoten aus A
definiert. Dabei werden nicht nur Interaktionen zwischen P, und P; betrachtet, wobei
i=1,..,(|A] — 1) ist. Es werden auch die Interaktionen zwischen P; und P; betrachtet, wobei
j=1,..,(JAl = 1) und i # j ist. Sollte E eine Kante {P;, P;} beinhalten, so gibt es keine Kante
{P;, P;} in E, da beide die gleichen Eigenschaften besitzen. Aus demselben Grund gibt es keine

Kanten {P;, P,}.

Innerhalb des Graphen W werden die Knoten P,.,und P, gesucht. Diese besitzen die
maximale bzw. minimale Anzahl an Interaktionspartnern innerhalb der STRING Datenbank.
Des Weiteren wird aus E die Kante e.,;, mit dem geringsten Interaktionswert bestimmt, sowie

emax die Kante mit dem hochsten Interaktionswert. Dies dient der spéateren Visualisierung.

2.1.2 Erzeugung eines Protein-Chemikalien-Interaktionsgraphen

Die Erzeugung eines Interaktionsgraphen X von Proteinen mit Chemikalien &hnelt dem
Protein-Protein-Interaktionsgraphen W aus Abschnitt 2.1.2. Hierbei ist der bestimmende
Faktor [, die Anzahl der zu betrachtenden interagierenden Chemikalien. Dabei ist [ = 0. B ist
als Menge der Knoten anzusehen und F die Menge der Kanten. So das gilt, X = (B, F) und die
Machtigkeit von B ist durch (2.2) definiert. Dabei ist b die Anzahl an Eintrdgen in der Tabelle
ProteinChemicalLinks, welche einen Treffer auf das Protein P, aufweisen. Diese Eintrage

von ProteinChemicalLinks sind dabei wieder absteigend nach dem combined Score

Zu ordnen.
b+1:1>b
|IBl|={l+1:1<b (2.2)
1:b=0

F beinhaltet alle Interaktionen zwischen dem Protein P, und den interagierenden Chemikalien
C;, wobei i =1,...,(|B| — 1). Des Weiteren beinhaltet F auch alle Interaktionen zwischen den
einzelnen Chemikalien {C;, C;}, dabei ist j =1,..,(|B] — 1) und i# j. F beinhaltet nicht die

Kanten {C;, C;} da diese Kante aquivalent zu {C; C;} waren. Aus dem gleichen Grund entfallt
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die Kante {C;, P,} Diese Interaktionen sind durch die Tabelle ChemicalChemicalLinks

definiert.

2.1.3 Erzeugung eines Chemikalien-Protein-Interaktionsgraphen

Der Graph Y, welcher die Interaktionen einer gegebenen Chemikalie mit Proteinen darstellt
ahnelt dem Graph W aus Abschnitt 2.1.1 und dem Graph X aus Abschnitt 2.1.2. Y ist dabei
definiertals Y = (C, G), wobei C die Menge der Knoten und G die Menge der Kanten ist. Wichtig
bei der Erstellung dieses Graphen ist k, die Anzahl an zu betrachtenden interagierenden
Proteinen. Dabei gilt k > 0 Die Anzahl an Knoten in C ist durch (2.3) definiert. Dabei ist ¢ die
Anzahl an Interaktionen welche die Ausgangschemikalie C, laut der Tabelle

ProteinChemicalLinks mit Proteinen eingeht.

c+1:1>c
ICl=3yk+1:1l<c (2.3)
1:¢c=0

G beinhaltet alle Interaktionen zwischen der Chemikalie C, und den interagierenden Proteinen
P;, wobeii=1,...,(|C| — 1). Des Weiteren beinhaltet G auch alle Interaktionen zwischen den
einzelnen Proteinen {P;, P;}, dabeiistj = 1, ..., (|C| — 1) und i j. F beinhaltet nicht die Kanten
{P;, P;} da dies dieselben Kanten waren wie {P; P;}. Aus dem gleichen Grund entfallt die Kante

{P;, C,} Diese Interaktionen sind durch die Tabelle NodeNodeLinks definiert.

2.1.4 Erzeugung eines Chemikalien-Chemikalien-Interaktionsgraphen

Graph Z, stellt die Interaktionen zwischen den einzelnen Chemikalien dar und ahnelt den
Graphen aus den vorangegangen Abschnitten 2.1.1, 2.1.2 und 2.1.3. Z ist dabei definiert durch
Z = (D,H), wobei D die Menge der Knoten und H die Menge der Kanten ist. Relevant fir die
Erstellung des Graphen Z ist m, die Anzahl an zu betrachtenden interagierenden Chemikalien.
Dabei gilt m > 0. Die Anzahl an Knoten in C ist durch (2.4) definiert. d ist dabei die Anzahl an
Interaktionen welche die Ausgangschemikalie Co laut der Tabelle

ChemicalChemicalLinksDetailed mit anderen Chemikalien eingeht.

d+1:1>d
ID|={im+1:1l<d (2.4)
1:d=0

H beinhaltet alle Interaktionen zwischen der Chemikalie C, und den interagierenden anderen
Chemikalien C;, wobei i =1,...,(|D| —1). H enthélt auch alle Interaktionen zwischen den
einzelnen Chemikalien {C;, C;}, dabei ist j = 1,..,(|D| — 1) und i# j. H beinhaltet nicht die
Kante {C;, C;} da diese Kante aquivalent zu {C;; C;} ware. Aus dem gleichen Grund entfallt die

Kante {C;, Co} Diese Interaktionen sind durch die Tabelle

ChemicalChemicallinksDetailed definiert.
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2.1.5 \Vereinigung von Interaktionsgraphen

Die beschriebenen Graphen in den vorangestellten Abschnitten 2.1.1 - 2.1.4 lassen sich
teilweise miteinander vereinen bzw. durch die dargelegte Vorgehensweise erweitern. Eine
Vereinigung der Graphen W und X, Protein-Protein-Interaktion und Protein-Chemikalien-
Interaktion, ist dabei sinnvoll. Eine weitere sinnvolle Vereinigung ist die der Graphen Y und Z,
also der Chemikalien-Protein-Interaktion und der Chemikalien-Chemikalien-Interaktion. Dabei
entsteht zum einen der Graph S = (AU B, E U F), ein Graph der die Interaktion eines Proteins
mit Proteinen und Chemikalien beinhaltet. Zum anderen entsteht der Graph R = (CUD,G U

H). Dieser beinhaltet die Interaktionen einer Chemikalie mit Proteinen und Chemikalien.

Durch die dargelegte Vorgehensweise fiur die Erstellung der einzelnen Graphen W, X, Y und
Z, lassen sich die jeweiligen Graphen durch die Anwendung der Regeln fur die Erstellung der
jeweils anderen erweitern. Zum Beispiel kann der Graph W fir die Protein-Protein-Interaktion
so erweitert werden, dass fur alle beteiligten Proteine P; eine definierte Anzahl an
interagierenden Chemikalien hinzugefiigt werden kann. Dies ist anhand der Vorschrift fur die
Erstellung des Graphen X mdoglich.

2.1.6 Visualisierung des Graphen

Fur die webbasierte Darstellung der Interaktionsgraphen wird JavaScript mit der Bibliothek D3
und dem darin enthaltenen Force Layout genutzt. Dazu werden die an den Graphen
Ubergebenen Eigenschaften genutzt. Mittels dieser wird die Gré3e und Form der Knoten, die

Lange der Kanten sowie die Farbe der Knoten und Kanten definiert.

Die in den folgenden Abschnitten verwendete Bezeichnung des Graphen, steht mit keiner
Bildungsvorschrift eines Graphen oder deren genutzten Variablen aus den vorherigen
Abschnitten 2.1.1 - 2.1.4 in Zusammenhang. Der zu visualisierende Graph wird daher nur als
Graph G bezeichnet und besteht aus ¢ = (V,E), wobei V die Menge der Knoten und E die

Menge der Kanten ist.

2.1.6.1  Definition von Knotengréfse und —form

Durch die dynamisch variierende Menge an Knoten V des betrachteten Graphen G ist es nétig
die Darstellungsgrof3e ebenfalls dynamisch zu gestalten. r, der Radius des Kreises welcher
die Grol3e eines Knoten definiert, wird dabei wie in (2.5) definiert. Dabei ist |V | die Anzahl der

Knoten in der Menge der Knoten V des aktuellen Graphen.

1

r=—
V] *a

(2.5)
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a ist eine Konstante welche sich aus der Héhe h und der Breite w der flr die Visualisierung

des Graphen zur Verfigung stehenden Flache ergibt. Diese Konstante wird wie folgt

berechnet:
w > h
— W
n =
—:w<h
w
a= bx4 (2.7)

Die Form des Knotens hangt von seiner Art ab, wie in Abbildung 11 dargestellt ist. Handelt es
sich bei dem Knoten um ein Protein, so wird dieser als geflllter Kreis dargestellt. Ist der Knoten

dagegen eine Chemikalie, so wird dieser als Ring visualisiert.

Frotein Chemikalie

Abbildung 11 Darstellung von Protein und Chemikalie in Interaktionsnetzwerk

2.1.6.2  Definition von Kantenlénge und —breite

Die Lange einer jeden Kante ist individuell zu bestimmen. Dabei sind Knoten mit einem hohen
Interaktionswert dichter beieinander als zwei Knoten mit einem niedrigeren Interaktionswert.
Die Lange der Kante e € E wird als kl, bezeichnet. kl, berechnet sich aus dem
Interaktionswert s, der Kante e und dem Mittelwert des Interaktionswerts aller Kanten aus E

und wird wie in (2.8) bestimmt.

l*ZiEESi % kl

kl, =2 E] (2.8)
€ 14 /
e k2
k, und k, werden dabei wie folgt definiert:
ki = bx*8 (2.9
k, = bx*?2 (2.10)

Die Kantenbreite kb wird nicht fir jede Kante einzeln definiert, sondern fur alle Kanten von E

und ist abhangig von der Anzahl an Knoten in V. Sie berechnet sich wie in (2.11) beschrieben.
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1

=

(2.11)

2.1.6.3  Definition von Knoten- und Kantenfarben
Fir die visuelle Darstellung der Knoten- und Kanteninformationen wird der Farbverlauf von
Knoten und Kanten im Vorfeld bestimmt. Dafir werden der maximale und minimale

Nachbarschaftswert sowie der maximale und minimale Interaktionswert benétigt.

Der Farbverlauf fur die Knoten und Kanten ist dabei jeweils mit vier Farben definiert. Diese
Farben sind jeweils rot, gelb, griin und blau. Die Knoten besitzen zuséatzlich die Farbe schwarz,
fur die Darstellung des Knotens P, bzw. C,. Die Bedeutung der Farben von Knoten und Kanten
unterscheidet sich dabei. Der Farbverlauf einer Kante erfolgt dabei von rot, dem minimalen
Interaktionswert, Uber gelb und griin, zu blau, dem maximalen Interaktionswert. Bei einem
Knoten ist jedoch der Verlauf minimale Anzahl an Nachbarn zu maximale Anzahl von
Nachbarn von blau tber griin und gelb zu rot. Die Zwischenwerte flr die Farben griin und gelb
ergeben sich aus der Spanne zwischen den jeweiligen Minimalwerten und Maximalwerten.

(2.12) zeigt dies am Beispiel der Kante.

rot : Shin
S — S
gelb Pso max 7 min
(2.12)
N Smax — Smin
grun : Spax — —4
blau : s«
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2.1.6.4 Definition des physikalischen Verhaltens des Graphen

Die Nutzung eines physikalischen Modelles flr die Visualisierung eines Graphen ermdoglicht
die interaktive Nutzung dieses Graphen. D3 bietet dazu die Mdéglichkeit. Dafir missen
verschiedene Parameter des Modelles definiert werden. Diese Parameter sind mit einer

kurzen Beschreibung in Tabelle 4 aufgefihrt.

Tabelle 4 Parameter fur die Visualisierung mittels D3. Teilweise handelt es sich dabei um feste Parameter,
andererseits werden die Parameter dynamisch dem gegebenen Graphen entsprechend angepasst.

Parameter Beschreibung Wert

gravity Anziehungskréfte zwischen einzelnen Knoten 0,9

friction Koeffizient fiir die Dauer bis Erstarren der Bewegungssimulation 0,1

nodes Knoten, welche bei der Visualisierung beachtet werden sollen Alle Knoten aus V

links Kanten welche bei der Visualisierung beachtet werden sollen Alle Kanten aus E

linkDistance  Lange der einzelnen Kanten wie in Abschnitt 2.1.6.2 beschrieben
size Flache welche das Modell einnehmen darf — [Breite, Héhe] [800,400]

charge An-/AbstoRungskraft einzelner Knoten Berechnung laut (2.13)

Die An- bzw. AbstofRungskrafte ck der Knoten berechnen sich wie folgt:

ck =—=10*|V| (2.13)
Anhand der gegebenen Parameter werden jeden Zeitschritt Berechnungen fiir die Position der
Knoten und Kanten durchgefiihrt. Dabei wird darauf geachtet, dass zwei oder mehrere Knoten
nicht ein und denselben Platz einnehmen kdénnen, sondern immer ein definierter Abstand von
2r vorliegt. Diese Abstandsberechnung basiert auf dem Quadtree-Algorithmus und ist
Bestandteil von D3 [URL-6].
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2.1.7 Funktionsweise Cyanolnteraction

Die Funktionsweise bzw. der Ablauf von Cyanolnteraction ist in Abbildung 12 schematisch
dargestellt. Zu Beginn wahlt der Nutzer aus, welche Art von Interaktion betrachtet werden soll.
Entweder wird ein Protein oder eine Chemikalie als Ausgangspunkt fir den Graphen gewabhilt.
Sollte ein Protein Ausgangspunkt sein, so werden serverseitig die einzelnen Subgraphen
berechnet. Zuerst wird dabei der Protein-Protein-Interaktionsgraph P erstellt, gefolgt von der
Erstellung des Protein-Chemikalien-Interaktionsgraphen (; fir jedes Protein i aus P.
AnschlieRen werden die einzelnen Graphen vereinigt und der Graph fur den Anwender
visualisiert.

[ Eingabe Protein ] [ Eingabe Chemikalie

Y

[Generierung Protein-Protein-](:[ Generierung Chemikalien-Protein- ]
Interaktionsgraph Interaktionsgraphen

[ Generierung Protein-Chemikalien- ’
Interaktionsgraphen

Vereinigung
der
Graphen

Visualisierung

des
Graphen

Abbildung 12 Funktionsweise Cyanolnteraction, dabei stellen die roten Pfeile den Prozess fur die
Visualisierung von Protein-Eingaben dar. Blaue Pfeile zeigen den Prozess fir die Erstellung eines
Interaktionsgraphen beruhend auf der Eingabe einer Chemikalie. Die griinen Boxen stellen Prozesse,

welche auf dem System des Nutzers laufen und blaue Boxen stellen die Prozesse des Servers dar
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2.2 CyanoDesign

Zur besseren Vorbereitung von Experimenten, bietet es sich an diese zuvor zu simulieren.
Mittels CyanoDesign soll dies in der CyanoFactory KB umgesetzt werden. Dazu wird die von

den spanischen Projektpartnern erstellte Pythonbibliothek PyNetMet genutzt.

Auch hier werden wie schon in Abschnitt 2.1 Graphen erstellt. In dieser Anwendung der
CyanoFactory KB soll jedoch der Graph zur Visualisierung der Ergebnisse von Flux-Analysen
dienen. Im Gegensatz zu der Anwendung Cyanolnteraction handelt es sich bei den hier
generierten Graphen um gerichtete Graphen. Grund dafir ist die Bildung bzw.

Verstoffwechselung einzelner Substrate.

2.2.1 Generierung des Flux-Graphen

Der Flux-Graph F wird definiert durch F = (M, P), wobei M der Menge der Metabolite (Edukte,
Produkte) und Enzyme entspricht welche in dem Modell fiir Flux-Berechnungen enthalten sind.
P beschreibt die Menge der Reaktionswege, welche die Substrate mit Proteinen verbinden
und Proteine mit Produkten. Jede Kante beinhaltet den Flux der jeweiligen beschriebenen
Reaktion. M beinhaltet dabei mindestens drei Knoten. Bestehend aus dem Edukt e, dem
Enzym r und dem Produkt p. Damit besteht R mindestens aus den zwei Kanten (e, r) und
(r,p). Wenn die Flux-Analyse mehr als eine Reaktion enthélt ist es mdglich, dass es ein Edukt
e; und ein Produkt p; gibt, so das gilt e; = p; und i # j. Dabei sind i,j = 1,...,n und ndie

Anzahl an Reaktionen in dem betrachteten Flux-Model.

2.2.2 Visualisierung des Flux-Graphen

Fir die Visualisierung des Graphen F wird GraphViz genutzt. Fir die Anzeige der einzelnen
Flux-Werte f; einer Reaktion i, wobei i € R der Menge an Reaktionen des Flux-Modelles
entspricht, wird eine Darstellung Uber die Kantenfarbe und Kantenstarke angewandt. Die

Kantenstéarke und —farbe gilt dabei fiir alle bei der Reaktion i beteiligten Kanten.

Die Kantenfarbe ist abhangig davon ob f; positiv oder negativ ist. Bei einem negativen Flux-

Wert ist die Kante rot und bei einem positiven Flux-Wert grin dargestellt.

Die Kantenstarke k; des Flux-Wertes f; ist festgelegt auf einen Wert zwischen k;, = 1 und
kmax = 20. Der Flux-Wert wird dafir auf einen Wert in diesem Bereich normiert. Die
Normierung erfolgt durch die Bestimmung des maximalen Flux-Wertes f;,,., und des minimalen

Flux-Wertes f..;, aus den Betrdgen von f; wie in (2.14) und (2.15) definiert.

fmax = TE%?X |f;‘| (2.14)
fmin = min || (2.15)
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Anhand von f,,., und f,,;, erfolgt die Uberfiihrung von f; nach k; wie in (2.16) festgelegt.

_ |fi|_fmin "
(fmax_fmin)

2.2.3 Funktionsweise CyanoDesign

ki (kmax - kmin) + kmin (2.16)

In Abbildung 13 wird die Funktionsweise von CyanoDesign schematisch dargestellt. Vom
Anwender wird dabei ein zu bearbeitendes bzw. zu analysierendes Modell gewahlt.
AnschlieBend wird anhand des gewahlten Modelles ein Flux-Graph generiert. Bei diesem
Prozess ist der Anwender nicht involviert, da dies ein serverseitiger Prozess ist. Stattdessen
legt der Nutzer in der Zwischenzeit die Parameter fir die Simulation fest sowie die
Referenzreaktion welche von PyNetMet bendtigt wird. Ist der Nutzer mit der
Parametereinstellung fertig so wird die FBA-Berechnung wieder serverseitig ausgefuhrt und
anhand des Ergebnisses werden die Kanten des Graphen definiert. Nach Abschluss der
Berechnung wahlt der Nutzer die darzustellende Reaktionen aus und diese werden
anschliel3end ausgegeben.

[ Auswahl des Modelles ] FBA

|Generierung des Fqu-Graphens] [ Definierung Kanten ]
Y Y

[ Festlegung der Koeffizienten ] [Auswahl der zu zeigenden Reaktion]
Y Y

[ Bestimmung Referenzreaktion ]— [ Darstellung der ausgewahlten Reaktionen ]

Abbildung 13 Funktionsweise CyanoDesign, dabei sind griin die Prozesse welche auf dem System des

Nutzers laufen. Blau dargestellt sind die serverseitigen Prozesse.
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3 Ergebnisse und Auswertung

3.1 Cyanolnteraction

Die Anwendung Cyanolnteraction ermoglicht eine gezielte Abfrage zu einem bestimmten
Protein bzw. einer bestimmten Chemikalie und deren Interaktionspartnern. Dabei sind als
Interaktionspartner sowohl andere Proteine als auch andere Chemikalien zulassig. Die
Anzeige der Chemikalien ist optional. StandardmaRig werden bei einer Anfrage, egal ob
Protein oder Chemikalie, die zehn interagierenden Proteine mit dem hochsten Interaktionswert
dargestellt. Zudem wird zu jedem Protein innerhalb des Interaktionsnetzwerkes die Chemikalie
angezeigt, die den hdchsten Interaktionswert mit dem jeweiligen Protein bildet. Es wird
zwischen allen interagierenden Proteinen und Chemikalien eine Kante gezeichnet. Abbildung
14 zeigt das Ergebnis einer Suche mit dem Protein rpoA, der RNA Polymerase Untereinheit
Alpha.

A

noZ. rpoC2

nusG

i\ rpoC1

sM
secY

Nr. of Interaction-Partner

@ selected Interaction-Score
@ .. 245 — .. 206
@ ..314 .. 404
... 452 mmm ... 801
® ..521 — ... 999

Abbildung 14 Interaktionsnetzwerk von rpoA. A zeigt die Interaktionen der zehn Proteine mit den besten
Interaktionsbewertungen zu rpoA und deren Interaktion miteinander. B stellt zuséatzlich die Chemikalie mit

dem besten Interaktionsscore zu jedem Protein dar.

Die Positionierung der einzelnen Knoten innerhalb des Interaktionsnetzwerkes ist dabei

zuféllig und variiert bei jedem Aufruf eines Proteins bzw. einer Chemikalie.

Durch die Selektion eines Proteins oder einer Chemikalie, wie in Abbildung 15 zu sehen ist,
werden nur die Interaktionspartner dieses Knotens gezeigt bzw. hervorgehoben. Alle nicht mit

dem ausgewahlten Protein interagierenden Elemente des Graphen werden ausgeblendet. Die
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ausgewahlten Knoten sind dabei in einer Liste mit zusatzlichen Informationen am Rande des
Netzwerkes dargestellt. Durch die Auswahl eines Elementes aus dieser Liste wird dieses zum

Ausgangspunkt eines neu generierten Netzwerkes.

Nr. of Interaction-Partner

rpoC2 @ selected Interaction-Score
... 245 ... 206
@ ..314 .. 404
... 452 = ... 801
@ .. 521 ... 999

fo rnoB

secY

@ "pPsK

Abbildung 15 Auswahl eines Proteins aus rpoA Interaktionsnetzwerk. Durch die Auswahl werden alle nicht

mit dem ausgewahlten Proteine rpoC1 interagierende Proteine ausgeblendet.

Das mittels Cyanolinteraction dargestellte Interaktionsnetzwerk kann dabei nach Belieben
erweitert bzw. verringert werden. Die Erweiterungsmdoglichkeiten sind dabei variabel. Es
kénnen die Anzahl an interagierenden Proteinen oder die Anzahl an interagierenden
Chemikalien getrennt voneinander erhoht bzw. verringert werden. Durch die Veranderung der
Anzahl an darzustellenden Knoten, &ndert sich die GroRRe aller Knoten, sowie die Lange der
einzelnen Kanten. Die Minimierung bzw. Maximierung des Netzwerkes ist in Abbildung 16
dargestellt. Nach der Anderung der Knotenmenge bleiben dabei alle Knoten erkennbar und

auswahlbar.
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rpsD

rpoC1

Abbildung 16 Variierung der Anzahl an Interaktionspartnern in Netzwerk. A zeigt ein Netzwerk mit
insgesamt sechs Proteinen, B mit 11 Proteinen und C mit 16 Proteinen. Abhéangig von der Anzahl an
Proteinen und Chemikalien innerhalb des Netzwerkes werden die Knoten und Kanteneigenschaften des
Graphen angepasst. Ein kleinerer Graph besitzt groRere Knoten und kiirzere Kanten als ein groRer Graph.

Anhand der gegebenen Kanteneigenschaften ist es mdglich, dass eine Auswahl nach dem
gewiinschten Interaktionstyp erfolgen kann. Die Auswahl wird dabei durch den Nutzer
getroffen. Anhand dieser a@ndern sich zum einen die Kantenfarben, welche Uber die
ausgewahlten Interaktionstypen definiert sind. Zum anderen werden die Kanten ausgeblendet
die sich nicht Gber die gewahlten Interaktionstypen definieren. Ein Beispiel fir die Auswabhl
einzelner und mehrerer Interaktionstypen ist mit rpoA als Ausgangspunkt fir das
Interaktionsnetzwerk in Abbildung 17 dargestellt. Die Farbdnderung der Kanten ergibt sich
durch die Neuausrichtung des maximalen Interaktionswertes s,., und des minimalen
Interaktionswertes s.,;,, da sich die jeweiligen Interactionwerte s; der Kanten e; ¢ E und i =
1, ..., |E| durch die Auswahl der Interaktionstypen &ndern. Der exakte Interaktionswert einer
Interaktion zwischen zwei Proteinen ist anhand der Visualisierung und der damit verbundenen
Kantenfarbe nicht erkennbar. Die Kantenfarbe dient nur als Richtwert zum Vergleich, wie die
einzelnen Interaktionswerte zueinander stehen. Die vier Richtwerte fur die Interaktionswerte
sowie deren Farben rot, gelb, griin und blau werden bei jeder dargestellten Interaktion, sowie
bei der Auswahl von verschiedenen Interaktionstypen angepasst. Die LAnge der Kanten bleibt
dabei unverandert, so dass diese weiterhin Informationen tber die jeweiligen Interaktionswerte

zu allen Interaktionstypen geben.
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Nr. of Interaction-Partner

@ selected Interaction-Score
@ .. 245 m— . 569
® .34 .. 675
... 452 mmm ... 886
® .. 521 — 901

rpoC1

Abbildung 17 Auswahl von Interaktionstypen innerhalb des rpoA Netzwerkes. Es werden nur die Proteine
angezeigt, welche durch die definierten Interaktionstypen bzw. Interaktionsquellen miteinander verbunden
sind. In dem dargestellten Fall sind dies, Experimente, Textmining und Kookkurrenz. Die Farben der Kanten

werden dabei neu berechnet.

Die Positionen der einzelnen Proteine des visualisierten Interaktionsnetzwerkes kénnen nach
Belieben durch Drag and Drop des jeweiligen Proteins, wie in Abbildung 18 zu sehen ist,
verschoben werden. Durch die Festlegung der Positionen mehrere Proteine besitzen die
Kantenlangen keine Informationen mehr Uiber die urspriinglichen Interaktionscores. Auch ohne
eine Veranderung der Position kénnen die Langen der Kanten tauschen. Grund dafir ist der
hohe Grad an Interaktionen zwischen den einzelnen Bestandteilen des Netzwerkes, dadurch
sind die errechneten Kantenlangen aus Abschnitt 2.1.6.2, jeweils nur die Mindestlange der

jeweiligen Kante.
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rpoC1

rpoZ

Abbildung 18 Drag and Drop Anordnung von Proteinen durch den Nutzer. Durch die feste Positionierung
der Knoten des Graphen, werden die physikalischen Eigenschaften des dahinterliegenden Modelles
eingeschréankt. Durch die Definition der Knotenpositionen verliert die Kantenlange die Information tiber den

Interaktionswert.

Neben der graphischen Darstellung der Interaktionen eines ausgewahlten Proteins oder einer
Chemikalie, werden zu dessen Interaktionspartner auch der genaue Interaktionswert und die
jeweiligen Interaktionstypen wie in Tabelle 5 aufgelistet. Durch die Auswahl eines Eintrages
wird dessen Netzwerk aufgerufen. Die Liste ist dabei ebenfalls dynamisch gestaltet und es ist
moglich zwischen den Interaktionspartnern Protein und Chemikalien zu wechseln, bzw.

kénnen beide gleichzeitig dargestellt werden.

Tabelle 5 Interaktionstabelle von rpoA, dabei kann durch den Nutzer die Auswahl getroffen werden ob
sowohl Proteine und Chemikalien angezeigt werden sollen oder nur eines dieser beiden. Mit der
Generierung der Seite werden nur die ersten zehn Interakteure mit den hdchsten Interaktionswerten

angezeigt. Weitere kdnnen nachtréaglich hinzugeladen werden.

[»] LE ] Annotation Homology Experiment Database Textmining Genfusion Coocurence Meighborhood Coexpression Score

P16959 | rpoB DRI EEEA LT . 5 . . . . 999
polymerase subunit beta
P18135 |rpoC1 (DI HIEEET [ 5 . . . . . 998
polymerase subunit gamma
P16360 |rpoC2 DMA-directed R_NA . . . . . . -
polymerase subunit beta’
P15064 | rpoz DMA-directed _RNA . . . . . e
polymearase subunit omega
P17556 | rpsD | 305 ribosomal protein 54 . - . . . . 950
P16983 | rpsK | 305 ribosomal protein 511 . . . . 984
P16923 | nusc transcription _antltermlnau on . . . . . w5
protein NusG
P16985 | rplQ | 505 ribosomal protein L17 . . . . 969
srasnn | ame preprotein _transLocase . . . e
subunit SecY
P16982 | rpsM | 305 ribosomal protein 513 . - - . . 956
P16970 | rpsC | 305 ribosomal protein 53 . . . . 943
polynucleotide
Pl6411 . . . . . 942
s phosphorylase/polyadenylase

P16698 | pyrG CTP synthetase . . . 241
P16450 | rpsG | 305 ribosomal protein 57 . . . . 933
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Fir die Auswertung von Cyanolnteraction wurde in Abschnitt 3.1.1 geprift wie lange die
Abfrage der Interaktion von einem Protein mit anderen Proteinen, sowie Chemikalien dauert.
In Abschnitt 3.1.1 wurde ebenfalls die Abfragedauer von Interaktionen einer Chemikalie mit
Proteinen, sowie Chemikalien durchgefiihrt. Dabei ist zu beachten, dass die Datenbank mit
den Interaktionsinformationen und der Testserver nicht auf dem gleichen System liefen und
damit der Datenaustausch uber eine drahtlose Netzwerkverbindung vollzogen wurde. Dieses
drahtlose Netzwerk unterlag dabei teilweise Verbindungsschwankungen, was die
Antwortzeiten der Systeme teilweise verlangsamte. Zusétzlich fanden die Abfragen zu

unterschiedlichen Zeitpunkten statt.

3.1.1 Protein-Interaktionen

Es wurde mit allen 3569 Proteinen von Synechocystis sp. PCC6803, welche in der STRING
Datenbank aufgefuihrt sind, ein Protein-Protein-Interaktionsgraph P; generiert sowie ein
Interaktionsgraph P, welcher die Interaktion aller Proteine mit deren Chemikalien beschreibt.
P, besteht dabei aus maximal 11 Proteinen und P, aus maximal 11 Proteinen und maximal 11
Chemikalien. Diese wurden wie in 3.1 beschrieben als HTML-Seite mit zusatzlichen
Informationen aufgerufen. In diesem Abschnitt wird daher immer die generierte HTML-Seite
des jeweiligen Interaktionsgraphen mit P, bzw. P, bezeichnet. Sollte ein Bezug auf den

jeweiligen Interaktionsgraphen genommen werden, so wird explizit darauf hingewiesen.

Es zeigte sich dabei, dass die Abfrage von P; mit 2,6 Sekunden durchschnittlich schneller
verfligbar war, als die Abfrage von P,. P, bendtigte im Durschnitt 4,83 Sekunden. Die
Standardabweichung bei dem Aufruf von P, betrug dabei 3,29 Sekunden und die
Standardabweichung des Aufrufs von P, betrug 3,54 Sekunden. Dieser Unterschied zwischen
der Abfragedauer von P; und P, kommt durch die zuséatzlich Suche nach Chemikalien, deren
Eigenschaften und die Suche nach Interaktionen zwischen den Chemikalien in P, zu Stande.
Die Analyseergebnisse zu P; und P, sind in Tabelle 6 dargestellt. Da neben den Graphen auch
noch samtliche Informationen zu den Interaktionen des jeweiligen betrachteten
Ausgangsprotein abgerufen werden, kann die Anzahl an Interaktionspartnern in Tabelle 6
hoher als die maximale Anzahl an Interaktionspartnern in den jeweiligen Graphen sein. Dabei
zeigt sich, das die Anzahl an madglichen Interaktionspartnern von P, durchschnittlich fast
doppelt so hoch ist wie die durchschnittliche Anzahl an mdglichen Interaktionspartnern von P;.
Des Weiteren unterscheiden sich Standardabweichung von den Interaktionspartner-Mittelwert
von P; und P, stark voneinander. Die erhdhte Anzahl an zu betrachtenden bzw. analysierenden

Interaktionspartnern, ist fir die erhdhte Abrufzeit von P, verantwortlich.
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Tabelle 6 Ergebnisse der Abfrage von Protein-Protein-Interaktionen mit Cyanolnteraction. Es wurden dabei
die Abfragezeiten der HTML-Seiten von Protein-Protein Interaktionsgraphen P;und Abfragezeiten der

HTML-Seiten von Protein-Protein/Chemikalien Interaktionsgraphen P, betrachtet.

Py P,
Anzahl betrachteter Proteine 3569 3569
Durchsc?hnlttllche Anzahl aufgelisteter 127.2 220,15
Interaktionspartner
Standar.dabwelchung aufgelisteter 95,67 156,31
Interaktionspartner
Durchschnittliche Aufrufzeit in Sekunden 2,6 4,83
Standardabweichung Aufrufzeit in Sekunden 3,29 3,54
Korrelationskoeffizient zwischen Anzahl 0,483 0,899

Interaktionspartner und Aufrufzeit

Dieser Zusammenhang zwischen der Anzahl an Interaktionspartnern und der Abrufzeit der
jeweiligen HTML-Seite ist in Abbildung 19 dargestellt.
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Abbildung 19 Abhé&ngigkeit der Aufrufzeit von der Anzahl an Interaktionspartnern bei Protein Interaktionen.

Mit steigender Anzahl an Interaktionspartnern ist eine steigende Abrufzeit zu erkennen.

Wahrend der Korrelationskoeffizient von P; zwischen der Anzahl an Interaktionspartnern und
der Abrufzeit mit 0,483 einen geringen Zusammenhang zeigt, deutet dieser
Korrelationskoeffizient in P, mit 0,899 auf einen Zusammenhang dieser hin. Damit zeigt sich,
dass nur ein geringer Zusammenhang zwischen der Abfrage von HTML-Seiten mit
ausschlieB3lich Protein-Protein-Interaktionen und der Anzahl an Interaktionspartnern besteht.
Ein Grund fur diesen geringeren Zusammenhang ist der verfugbare Datenraum bzw. die

Datenbankeintrage, welche durchsucht werden missen. Die Anzahl der Interaktionseintragen
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fir Synechocystis sp. PCC6803 in der Tabelle NodeNodeLinks der STRING Datenbank
betragt 453966 Diese Anzahl ist im Vergleich zu den Interaktionseintragen der Tabelle
ProteinChemicalDetailed mit mehr als 600000 Eintragen und der Tabelle
ChemicalChemicalsDetailed mitUber 11 Millionen Eintragen aus der STITCH Datenbank
relativ gering. Und genau diese Eintréage der STITCH Datenbank machen die Ausgabe der
HTML-Seite von P, langsamer. Somit kann durch eine zusatzliche Filterung von Interaktionen
mittels eines definierten Interaktionswertes die Anzahl an Interaktionen verringert werden und
dadurch der Aufruf einer HTML-Seite beschleunigt werden. Die lokalen Maxima in der

Abrufzeit sind auf die Verbindung zwischen Testserver und Datenbank zuriickzufiihren.

3.1.2 Chemikalien-Interaktionen

Neben den Proteinen als Ausgangspunkt fir die Erstellung eines Interaktionsgraphen, wurde
dies auch mit Chemikalien durchgefuhrt. Fir die Analyse wurden nur die Chemikalien in der
STITCH Datenbank genutzt, welche mit Synechocystis sp. PCC6803 in Zusammenhang
stehen. Aufgrund der hohen Anzahl an interagierenden Proteinen wurde dabei nur eine
Stichprobe von 3502 zufédlligen Chemikalien getestet. Dazu wurden wieder zwei
Interaktionengraphen betrachtet. Zum einen der Interaktionsgraph C; mit den Interaktionen der
Chemikalie mit Proteinen und der Interaktionsgraph C,, welcher zu den jeweiligen
interagierenden Proteinen nochmals die Interaktionen zu der besten interagierenden
Chemikalie bestimmt. Der erstellte Graph besitzt dabei zwischen 1-12 Chemikalien und
maximal 11 Proteine. Diese wurden wie in 3.1.1 beschrieben als HTML-Seite mit zusatzlichen
Informationen aufgerufen. In diesem Abschnitt wird daher immer die generierte HTML-Seite
des jeweiligen Interaktionsgraphen mit C; bzw. C bezeichnet. Sollte ein Bezug auf den
jeweiligen Interaktionsgraph genommen werden, so wird explizit darauf hingewiesen. Diese
wurden wiederum in 3.1 beschrieben als HTML-Seite mit zusatzlichen Informationen
aufgerufen. Auch in diesem Abschnitt wird daher immer die generierte HTML-Seite des

jeweiligen Interaktionsgraphen mit C; bzw. C, bezeichnet.

Dabei zeigt sich, wie auch schon in Abschnitt 3.1.1 das der Abruf von C, mit 3,77 Sekunden
durchschnittlich mehr Zeit bendtigte als ¢; mit 1,79. Die Standardabweichung von C; betrug
dabei 2,1 Sekunden und in C, 3,98 Sekunden. Samtliche Ergebnisse von C; und C, sind in
Tabelle 7 zusammengefasst. Es ist auch ein deutlicher Unterschied zwischen der Anzahl an
Interaktionspartner zwischen C; mit durchschnittlich 20,76 Interaktionspartnern und C, mit
durchschnittlich 244,62 Interaktionspartnern zu erkennen. Dieser grof3e Unterschied beruht
wiederum auf der Anzahl an chemischen Interaktionspartnern fiir ein Protein innerhalb der
STITCH Datenbank, wie schon in Abschnitt 3.1.1 beschrieben.
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Tabelle 7 Ergebnisse der Abfrage von Chemikalien-Protein-Interaktionen mit Cyanolnteraction. Es wurde
dabei die Abfragezeit der HTML-Seiten von Protein-Protein-Interaktionsgraphen P;und Abfragezeiten der

HTML-Seiten von Chemikalien-Protein/Chemikalien Interaktionsgraphen P, betrachtet.

C, C;
Anzahl betrachteter Chemikalien 3502 3502
Durchsghnlttllche Anzahl aufgelisteter 20,76 244,62
Interaktionspartner
Standar.dabwelchung aufgelistete 65,79 452,29
Interaktionspartner
Durchschnittliche Aufrufzeit in Sekunden 1,79 3,77
Standardabweichung Aufrufzeit in Sekunden 2,11 3,98
Korrelationskoeffizient zwischen Anzahl 0,787 0,607

Interaktionspartner und Aufrufzeit

Betrachtet man jedoch die Abbildung 20 so sieht man, dass trotz der hohen Anzahl an
Interaktionspartnern eine relativ geringe Abfragezeit fir C; und C, bendétigt wird. Dabei
korreliert die Anzahl an Interaktionspartnern mit der Aufrufzeit bei C; mit 0,787 besser als die
Werte in C, mit 0,607. Dies bedeutet, dass trotz der grél3eren Anzahl an Datenbankeintréagen
fur Interaktionen von Chemikalien mit Proteinen diese Abfrage weniger Zeit benotigt. Weiterhin
ist bei C; und C, zu erkennen, dass eine hohe Anzahl an erstellten Datenpunkten dicht
beieinander liegen.
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Abbildung 20 Abhéangigkeit der Aufrufzeit von der Anzahl an Interaktionspartnern bei Chemikalien
Interaktionen. Es zeigt sich das es eine hohe Anzahl an Chemikalien gibt, die nur eine geringe Anzahl an

Interaktionen besitzen, wodurch diese schneller dargestellt werden kénnen.
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Vergleicht man jedoch die Haufigkeiten der Anzahl an Interaktionspartnern von P; und C; in
Abbildung 21 miteinander, ist ein Unterschied erkennbar. So existieren mehr Chemikalien mit

weniger  Protein/Chemikalien Interaktionen, als Proteine mit Chemikalien als
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Abbildung 21 Haufigkeiten der Anzahl an Interaktionspartnern in Py und €y, dabei ist ein starker

Unterschied zwischen Py und €, zu beobachten, was zu einer geringeren Aufrufzeit von €4 fuhrt.

Die Haufigkeit der Anzahl an Interaktionspartnern zwischen den beiden Interaktionstypen
unterscheidet sich stark voneinander. Grund fur diesen Unterschied ist die zufallige Auswahl
an Chemikalien. Die Auswahl an Chemikalien gewahrleistet nicht, dass die gewahlten
Chemikalien eine durchmischte Anzahl an Interaktionspartnern besitzen. Dies zeigt sich in C;
und C, deutlich, da diese viele Interaktionen mit wenigen Interaktionspartnern darstellen. Es
zeigt sich somit, dass die Anzahl an gewahlten Chemikalien nicht als reprasentativ angesehen

werden kann.
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Abbildung 22 Haufigkeiten der Anzahl an Interaktionspartnern in P, und C,. Ahnlich wie bei P; und €, sind
mehr Chemikalien-Protein-Chemikalien-Interaktionen mit einer geringeren Anzahl an Interaktionspartnern

vorhanden als Protein-Protein-Chemikalien-Interaktionen

Es wurde deshalb die Anzahl an Chemikalien erhdht. Zusatzlich zu den bereits in C; und C,
erstellten HTML-Seiten wurden zusatzlich rund 5000 weitere erzeugt. Die Ergebnisse der
zusatzlichen Analyse werden als C; und C, bezeichnet und sind in Tabelle 8 dargestellt. C5 ist
dabei die Erweiterung von C; und C, die Erweiterung von C,. Dabei zeigt sich, dass durch die
zusatzlich getesteten Chemikalien die Aufrufzeit so wie die Anzahl an Interaktionspartnern in
C; gestiegen ist. Die gewahlte Anzahl an Chemikalien ist dabei als Stichprobe nicht optimal,
da dies letztendlich nur einen Bruchteil der 453966 in der STITCH Datenbank aufgefuihrten
Chemikalien ist, welche mit Synechocystis sp. PCC6803 interagieren. Aus zeitlichen Grinden

ist jedoch die Betrachtung einer hoheren Anzahl an Chemikalien nicht mdglich.

Tabelle 8 Vergleich der Chemikalien-Interaktionsergebnisse. Die Erhéhung der betrachteten Chemikalien
zeigt dabei starke Auswirkungen auf samtliche betrachtete Bereiche.

C, C, C3 Cy

Anzahl betrachteter Chemikalien 3502 3502 8500 8500

Durchsghnlttllche Anzahl aufgelisteter 2076 24462 77,06 16925
Interaktionspartner

Standardabweichung aufgelisteter 6579 45220 167.75 33524

Interaktionspartner
Durchschnittliche Aufrufzeit in Sekunden 1,79 3,77 2,17 2,97
Standardabweichung Aufrufzeit in Sekunden 2,11 3,98 2,09 3,08

Korrelationskoeffizient zwischen Anzahl

Interaktionspartner und Aufrufzeit 0787 0607 0620 0,633
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Letztendlich ist wie auch in 3.1.3 die hohe Anzahl an moglichen Interaktionspartnern fir die
langere Aufrufzeit verantwortlich. Sowohl die Interaktion von Chemikalien mit Proteinen als
auch die Interaktion von Chemikalien mit Chemikalien und der damit verbundenen Auflistung,
sind Grund fur die hohe Abrufzeit. Durch die Einfihrung eines Schwellwertes fir den
Interaktionswert, kann die Aufrufzeit gesenkt werden. Abbildung 23 zeigt dies anhand der
Ergebnisse von Py, C; und C; nochmals.
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Abbildung 23 Ergebnisse von P4, Cy und C3 im Vergleich. Durch die erhdhte Anzahl an aufgerufenen

Chemikalien besitzen P, und C3 &hnliche Verlaufe.

3.1.3 Analyse des Protein-Protein-Interaktionsnetzwerkes

Mittels der Bildungsvorschrift von Protein-Protein-Interaktionsgraphen aus 2.1.1 ist es moglich
aus den gesamten Eintragen der STRING Datenbank das gesamte bekannte

Interaktionsnetzwerk von Synechocystis sp. PCC6803 darzustellen bzw. zu analysieren.

Das Interaktionsnetzwerk I umfasst 3569 Proteine. Diese sind tUber 2226983 Interaktionen
miteinander verbunden. Die Angabe Interaktion beschreibt dabei nur, dass es einen
Interaktionswert zwischen jeweils zwei Proteinen gibt. Dabei besitzen die Proteine im
Durchschnitt 127 Interaktionspartner. Die Ergebnisse der Netzwerkanalyse sind in Tabelle 9
aufgelistet. Dabei ist zu erkennen, dass der Interaktionswert im Durschnitt mit 297 tber alle
Interaktionen von [ sehr gering ist. Dies bedeutet, dass innerhalb des Netzwerkes viele

unsichere Interaktionen bestehen.
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Tabelle 9 Ergebnisse des Interaktionsnetzwerkes I

Wert
Anzahl Protein 3569
Anzahl Interaktionen 2226983

Durchschnittliche Anzahl an Interaktionspartnern 127
Standardabweichung Anzahl Interaktionspartner 76,76
durchschnittlicher Interaktionswert 297

Standardabweichung Interaktionswert 137,62

Anhand des geringen durchschnittlichen Interaktionswertes wurden Interaktionen aus dem
Netzwerk entfernt welche einen geringeren Interaktionswert als 800 besafien. Durch die damit
verbundene Entfernung von Kanten aus dem Interaktionsnetzwerk, steigt der der
durchschnittliche Interaktionswert auf 905 an, so dass die gegebenen Interaktionen als sicher
und damit verlasslich betrachtet werden kénnen. In Tabelle 10 sind die Ergebnisse des
Interaktionsgraphen H mit Interaktionswerten gréf3er 800 dargestellt. Insgesamt wurde durch
den Grenzwert 800 die Anzahl an Kanten von 226983 auf 8375 gesenkt. Durch die
Minimierung der Kantenmenge entstanden isolierte Proteine. Diese wurden fur die weitere
Betrachtung des Netzwerkes aus H entfernt. Die Entfernung ist dabei gerechtfertigt, da sie
keinen Informationsgehalt mehr fir die Interaktionsanalyse besitzen. Somit besteht dieser
Graph nur noch aus 2396 Proteinen.

Tabelle 10 Ergebnisse des Interaktionsgraph H. Es werden nur Interaktionen berlicksichtigt die einen
Interaktionswert groRer oder gleich 800 besitzen. Durch diesen Grenzwert sinkt die Anzahl von Proteinen,

welche an Interaktionen beteiligt sind im Vergleich zu dem Graphen I

Wert
Anzahl Proteine 2396
Anzahl Interaktionen 8375

Durchschnittliche Anzahl an Interaktionen pro Protein 6

Standardabweichung Interaktionen 5,41
Durchschnittlicher Interaktionswert 905
Standardabweichung Interaktionswert 56,84
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Abbildung 24 zeigt die Haufigkeitsverteilung der Anzahl an Interaktionspartnern des
Interaktionsnetzwerkes H. Dabei ist zu erkennen, dass eine grof3e Anzahl an Proteinen mehr
als 20 Interaktionspartner besitzt. Dies deutet auf eine wichtige Rolle dieser Proteine innerhalb
des Organismus hin. Zu den am haufigsten Interagierenden Proteinen zahlt dabei das Protein
rpoA. Dabei handelt es sich um die RNA Polymerase Untereinheit Alpha. Anhand der Funktion
rpoA ist die hohe Anzahl an Interaktionen nachvollziehbar. Letztendlich bedeutet dies, dass
eine Anderung eines Proteins mit einer hohen Anzahl an Interaktionen einen viel gréReren
Einfluss auf den Organismus besitzt als ein Protein mit einer geringen Anzahl an
Interaktionspartnern.
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Abbildung 24 Haufigkeitsverteilung der Interaktionen in H zeigt, dass der Grof3teil der Proteine weniger als
funf Interaktionen mit anderen Proteinen eingeht. Einige Proteine interagierenden hingegen mit sehr vielen
anderen Proteinen.

Durch die Reduzierung des Graphen anhand des Interaktionswertes, gehen teilweise
Informationen verloren. Grund dafur ist, dass nicht alle Informationen durch den
Interaktionswert definiert sind. So werden dabei die einzelnen Interaktionstypen
vernachlassigt. Fur eine genauere Analyse sollte daher eine Minimierung des Graphen mittels
der jeweiligen Interaktionstypen durchgefihrt werden.
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Da trotz der hohen Vernetzung innerhalb des Interaktionsgraphen I bzw. H nicht alle Proteine
miteinander in Interaktion stehen und es auch teilweise keinen Pfad Uiber andere Proteine gibt,
so existieren in sich geschlossene isolierte Gruppen innerhalb eines Interaktionsnetzwerkes.
Eine fehlende Protein-Protein-Interaktion kann dabei nicht damit gleichgestellt werden, dass
diese unabhangig voneinander sind, da die Betrachtung der beteiligten Substrate nicht
bertcksichtigt wird. Je nachdem, ob man den Graph I oder H betrachtet, so unterscheidet sich
die Anzahl an isolierten Gruppen enorm. Grund dafur ist die Entfernung der Interaktionen und
damit der Kanten aus dem Netzwerk mit einem Interaktionswert unter dem gesetzten
Schwellwert. Der unbehandelte Interaktionsgraph I besitzt dabei 13 Protein-Interaktions-
Gruppen und das Interaktionsnetzwerk H besitzt 165 Protein-Interaktions-Gruppen. Dies zeigt
wiederum, dass viele Interaktionen einen geringeren Interaktionswert als 800 besitzen. Zu den
isolierten Gruppen gehodren dabei auch isolierte Proteine, zu denen keine Interaktionen
bekannt sind. I besitzt dabei 8 Proteine ohne jegliche Interaktion. Die restlichen isolierten
Gruppen in I bestehen dabei jeweils nur aus zwei bis drei Proteinen, abgesehen von der
Hauptgruppe mit 1984 Proteinen.

Die 165 Gruppen innerhalb des Interaktionsnetzwerkes H bestehen aus zwei bis 18 Proteinen.
Die Hauptgruppe von H enthéalt ebenfalls 1984 interagierende Proteine. Die Gruppen innerhalb
des Interaktionsgraphen H sind in Abbildung 25 dargestellt. Dabei sind innerhalb der
Hauptgruppe mehrere vereinzelte Ansammlungen von Proteinen zu erkennen. Dies zeigt eine

hohe Anzahl an Interaktionen zwischen diesen Proteinen.
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Abbildung 25 Interaktionsgraph H, die einzelnen Gruppen werden durch verschiedene Farben dargestellt.
Innerhalb der Hauptgruppe (hellblau) sind dabei vereinzelte Ansammlung von Proteinen zu erkennen. Dies
zeigt einen hohen Grad an Verknipfungen zwischen den Proteinen
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3.1.4 Analyse des Protein-Chemikalien-Interaktionsnetzwerkes

Durch die Erkenntnisse aus 3.1.3 wurden bei der Auswertung des Protein-Chemikalien-
Interaktionsnetzwerkes € nur die Interaktionen mit einem Interaktionswert groer als 800
bertcksichtigt. Die Ergebnisse der Analyse sind in Tabelle 11 zusammengetragen. Dabei ist
zu erkennen, dass ein Grol3teil der bekannten Interaktionen aus der STITCH Datenbank einen
geringeren Interaktionswert und somit eine geringere Interaktionswahrscheinlichkeit besitzen.
Die Anzahl an Proteinen innerhalb dieses Netzwerkes ist dabei nur minimal um vier Proteine
im Vergleich zu dem Interaktionsgraphen H gestiegen. Der gesamte Graph C besteht
letztendlich aus 3280 Knoten, aufgeteilt in 2400 Protein und 880 Chemikalien.

Tabelle 11 Vergleich der Interaktionsnetzwerke € und H. Es werden nur Interaktionen berlicksichtigt die
einen Interaktionswert gréRer oder gleich 800 besitzen.

C H
Anzahl Interakteure 3280 2396
Anzahl Proteine 2400 2396
Anzahl Chemikalien 880 0
Anzahl Interaktionen 13143 8375
Durchschnittliche Anzahl an Interaktionen pro Protein 8 6
Standardabweichung Interaktionen 6,42 5,41
Durchschnittlicher Interaktionswert 917 905
Standardabweichung Interaktionswert 49,25 56,84

Tabelle 11 zeigt, dass der Interaktionsgraph € im Vergleich zu H eine geringfugig hohere
Anzahl an Interaktionen besitzt. Dies ist auf die Einbeziehung der Chemikalien zurtick zu
fuhren. Dabei gibt es nur 578 Proteine, laut der STRING Datenbank und dem gewéhlten
Interaktionsgrenzwert, welche mit Chemikalien interagieren. Die Anzahl an Interaktionen von
Proteinen mit Chemikalien reicht dabei von mindestens einer Interaktion, bis zu 38
Interaktionen. Durchschnittlich gibt es finf Interaktionen mit Chemikalien und einer

Standardabweichung von 2,44.
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Die Anzahl der Interaktionen von Chemikalien innerhalb von C reichen von einer Interaktion,
bis zu 49 Interaktionen. Durchschnittlich ist eine Chemikalie innerhalb dieses Netzwerkes an
7,6 Interaktionen beteiligt, mit einer Standardabweichung von 4,93. Ein Uberblick ber die
Haufigkeiten zu der Anzahl an Interaktionspartnern ist in Abbildung 26 gegeben. Zu den am
haufigsten interagierenden Chemikalien zahlt dabei mit 49 Interaktionen das
Guanosintriphosphat.  Guanosintriphosphat, kurz GTP dient unter anderem als
Energiespeicher [Dospil, Helferich & Horn, 2005]. Genau wie die Anzahl an Interaktionen eines
Proteins innerhalb eines Organismus gibt auch die Anzahl an Interaktionen von Chemikalien
deren Wichtigkeit bzw. Notwendigkeit fir den Stoffwechsel des Lebewesens an. Durch die
Anpassung des Grenzwertes fur den Interaktionswert bzw. fur die Auswahl des
Interaktionstyps kénnen, wie auch in 3.1.3 beschrieben, spezifischere Aussagen getroffen

werden.
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Abbildung 26 Haufigkeitsverteilung der Interaktionen in C, Auftrennung in Gesamt Interaktionen eines

Proteins oder einer Chemikalie sowie die Unterteilung in Interaktionen nur mit Proteinen bzw. Chemikalien.

Trotz der hohen Anzahl an Interaktionen zwischen den einzelnen Chemikalien und Proteinen
innerhalb von C gibt es 168 unabhéngige Gruppen von Chemikalien und Proteinen. Teilweise
beruhen diese isolierten Interaktionssubgraphen auf dem Interaktionsgrenzwert von 800.
Durch die Entfernung dieser Interaktionen kann davon ausgegangen werden, dass die Anzahl
an unabhangigen Gruppen aus Interaktionen von Proteinen und Chemikalien gestiegen ist. In
Abbildung 27 ist die Verteilung der einzelnen Gruppen dargestellt. Innerhalb dieser isolierten
Gruppen dominiert eine Gruppe von Interaktionen mit 2864 Knoten und 12803 Interaktionen.
Die 2864 Knoten setzen sich dabei aus 1990 Proteinen und 874 Chemikalien zusammen die
miteinander interagieren. Die anderen Gruppen sind hingegen deutlich kleiner mit maximal 18

Knoten und minimal zwei Knoten.
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Abbildung 27 Protein-Protein/Chemikalien Interaktionsgraph C, die einzelnen Gruppen werden durch
verschiedene Farben dargestellt. Innerhalb der Hauptgruppe (hellblau) sind dabei vereinzelte
Ansammlungen von Proteinen und Chemikalien zu erkennen. Dies zeigt einen hohen Grad an
Verknipfungen zwischen den einzelnen Interakteuren
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3.2 CyanoDesign

Fur die Umsetzung der Visualisierung von metabolischen Wegen mittels CyanoDesign gab
es zwei Ansatze. Der erste Ansatz war damit verbunden, dass das gesamte Modell fir die
Visualisierung genutzt wurde. Da jedoch ein vollstandiges Modell wie das von Synechocystis
sp. PCC6803 sehr komplex ist, dauerte das Rendern des Graphen mehrere Tage. Mittels
dieses Modells wurde geprift, wie gut die Auswahl von Reaktionswegen beruhend auf einem
selektierten Protein bzw. Metaboliten war. Da dieses Netzwerk jedoch sehr stark vernetzt ist,
beanspruchte die Auswahl des gewiinschten Pfades sehr viel Zeit. Somit wurde der zweite
Ansatz gewahlt. Bei diesem wurde der Flux-Graph generiert jedoch nicht visualisiert. Es
werden nur definierte Reaktionen visualisiert. Somit ist die Ordnung bei einer geringen Anzahl
an Reaktionen gewahrleistet. Diese Ordnung kann aber durch die Maximierung der
anzuzeigenden Reaktionen schwinden und die Visualisierung des Graphen wirde mehr Zeit

bendtigen.

Die Visualisierung erfolgt dabei mittels GraphViz. Die Nutzung einer dynamischen
Visualisierung des Graphen, wie in Cyanolnteraction, mittels D3 ist dabei nicht sinnvoll.
Grund dafur ist die gewtnschte Ubersichtlichkeit der Reaktionspfade, welche durch die
wirkenden simulierten Kréfte innerhalb des Kraft-Layouts nicht mdglich ist. Das Rendern des
Flux-Graphen erfolgt mit dem Renderer dot. In Abbildung 28 ist Flux Graph mit dem Renderer
.,dot und ,neato” dargestellt. Durch die Nutzung eines anderen Renderers fir die
Visualisierung kann die Erzeugung des Graphen beschleunigt werden. Dadurch wird die
hierarchische Ordnung der einzelnen Reaktionen und Metaboliten nicht mehr gewahrleistet.
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Abbildung 28 Darstellung des Flux Graphs mit unterschiedlichen Renderern. A zeigt die Visualisierung
mittels ,,dot*“ und B mittels ,,neato*. Die GroRe der Pfeile stellen die Ergebnisse aus der FBA-Berechnung

dar.
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Da bei einer Auswahl von mehreren Reaktionen die Ubersicht (iber spezifische Reaktionen
oder Substrate verloren gehen kann, ist es moglich den Fokus, wie in Abbildung 29, auf einen
spezifischen Knoten zu setzen. Anhand dieser Auswahl wird nur der Teil der gewahlten

Reaktion sichtbar, welcher mit dem gewéhlten Metabolit oder Reaktion verknUpft ist.
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Abbildung 29 Teil des Flux Graphen aus CyanoDesign. A zeigt einen Teil des Modelles von Synechocystis
sp. PCC6803, B zeigt die verbundenen Elemente von Pyrovat aus den angezeigten Reaktionen und

Substrate.

Mittels des generierten Flux Graphen fir CyanoDesign wurde das modifizierte metabolische
Modell von Synechocystis sp. PCC6803 (iSyn811), der Projektpartner aus Spanien betrachtet.

3.2.1 Analyse des Synechocystis sp. PCC6803 Models
Aus dem Synechocystis sp. PCC6803 Modell, iSyn811, wurde wie in 2.2.1 der Flux-Graph

generiert. Dieser Flux-Graph F beinhaltet alle Reaktionen und Metabolite.

Die Ergebnisse aus der Analyse von F sind in Tabelle 12 dargestellt. Der Flux-Graph F besteht
aus 1967 Knoten und 5291 Kanten. Von den 1967 Knoten sind 989 Metabolite, welche an 978
Reaktionen beteiligt sind. Durchschnittlich ist dabei jeder Metabolit an zwei Reaktionen

beteiligt. Die Metaboliten lassen sich dabei in Edukte und Produkte unterteilen.
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Tabelle 12 Auswertung des Flux-Graphen F aus iSyn811 vor der Simulation. Rickreaktionen werden

innerhalb der Auswertung nicht betrachtet.

Eigenschaft Wert
Anzahl Knoten 1967
Anzahl Reaktionen/Protein 978
Anzahl Metabolite 989
Anzahl Metabolite als Edukte 764
Anzahl Metabolite als Produkte 795
Anzahl Metabolite als reine Endprodukte 225
Durchschnittliche Anzahl an Edukte pro Reaktion 2,02
Std.-Abweichung Anzahl an Edukten 0,61
Durchschnittliche Anzahl an Produkte pro Reaktion 2,05
Std.-Abweichung Anzahl an Produkten 2
Durchschnittliche Anzahl an Reaktionen eines Metaboliten 2

Standardabweichung Anzahl an Reaktionen eines Metaboliten 1,97

Anzahl Kanten 5291

Wie aus Tabelle 12 hervorgeht, werden dabei durchschnittlich zwei Edukte in zwei Produkte
durch die jeweiligen Reaktionen umgesetzt. Dabei dienen die gebildeten Produkte auch wieder
als Edukte fir weitere Reaktionen. Es werden jedoch nicht alle gebildeten Substrate fiir weitere
Reaktionen verwendet. So gibt es 225 Substrate welche der Organismus nicht weiter
verarbeitet. Die Anzahl von Reaktionen an denen Substrate beteiligt sind, kann ein Faktor fur
deren Wichtigkeit fur den Organismus sein. So gibt es innerhalb des Modells Metabolite die
nur an einer Reaktion beteiligt sind. Andere Substrate wie Wasser sind an 170 Reaktionen
beteiligt. Jedoch besitzen die einzelnen Reaktionen des Modells keine Wichtung, so dass kein
Ruckschluss auf deren Wichtigkeit fir den Organismus geschlossen werden kann. Jedoch
deutet eine hohe Anzahl an beteiligten Reaktionen auf die Wichtigkeit des Substrates fur den
Organismus hin. Dabei ist von einer positiven Korrelation zwischen der Anzahl an

Interaktionen und der bendtigten Stoffmenge auszugehen.
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Innerhalb des metabolischen Netzwerkes existieren auch isolierte Subgraphen. Diese
isolierten Mengen von Knoten und Kanten sind dabei Reaktionen, Metabolite und deren
metabolische Wege, die unabhéngig von dem Grol3teil der anderen Reaktionen arbeiten.
Durch deren Unabhangigkeit vom restlichen Stoffwechsel bieten diese isolierten Reaktionen
Moglichkeiten fur die synthetische Biologie zusatzliche Prozesse ablaufen zu lassen. Die
gezielte Anderung bzw. Erweiterung dieser isolierten Reaktionen, kann zu einer geringeren
Beeinflussung des Stoffwechsels des Organismus fuhren. Der Grad der Beeinflussung ist
dabei abh&ngig von der Wichtigkeit und Notwendigkeit der jeweiligen Reaktionen. Innerhalb
des iSyn811 Modells existieren sechs isolierte Subgraphen. Der grof3te dieser Gruppen besitzt
1949 Knoten und ist damit Hauptbestandteil des Flux-Graphen F. Des Weiteren existiert eine
Gruppe mit sechs Knoten. Die vier anderen Subgraphen bestehen jeweils aus drei Knoten.
Die Subgraphen des Flux-Graphen F sind in Abbildung 30 dargestellt.

Neben den Isolierten Subgraphen lassen sich auch drei Reaktionstypen aus dem Flux-
Graphen ableiten. Die drei Reaktionstypen ergeben sich dabei durch ihre Metaboliten. Der Typ
| beschreibt Reaktionen, welche externe Metabolite dem Organismus zur Verfigung stellen,
bzw. diese umwandeln. Typ Il Reaktionen, sind Reaktionen die Substrate umsetzen und deren
Produkt von anderen Proteinen und damit anderen Reaktionen bendtigt wird. Der 1l Typ
beschreibt letztendlich die Reaktionen, deren Produkte nicht weiter vom Organismus
verstoffwechselt werden kénnen. Durch die Moéglichkeit der Reversibilitat einiger Reaktionen

kann eine Reaktion zu mehreren Typen zugeordnet werden.
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Abbildung 30 Fluxgraph F, die einzelnen Gruppen werden durch verschiedene Farben dargestellt.
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4 Zusammenfassung

Mittels der erstellten bzw. erweiterten Webanwendungen ist es méglich schnell und einfach
zusatzliche Informationen Uber den Organismus Synechocystis sp. PCC6803 und seine

chemischen Komponenten zu erhalten.

Mittels Cyanolnteraction ist es mdglich die Interaktionen von Proteinen mit Proteinen und
Chemikalien zu betrachten. Die Darstellung als Graph bietet dabei einen Uberblick tiber die
Wahrscheinlichkeit bzw. Wertung der einzelnen Interaktionen, sowie die Auswahl der
einzelnen Interaktionstypen. Weiterhin ergénzt Cyanolnteraction die Informationen zu den
Interaktionen der einzelnen Proteine, flr ein besseres Verstandnis und maoglicherweise
Verbesserung von Reaktionsbedingungen fiir verschiedene Versuche. Durch die Méglichkeit
der Definition von Interaktionstypen kann gezielt nach Informationen fir verschiedene

Problemstellungen gesucht werden, wie beispielsweise benachbarte Gene.

Die grafische Darstellung in CyanoDesign bietet eine Ubersicht iiber ausgewahlte Reaktionen
des gesamten Stoffwechsels von Synechocystis sp. PCC6803 und enthalt dabei die
Informationen zu den jeweils durchgefihrten FBA Berechnungen. Es ermoglicht die
metabolischen Wege von Synechocystis sp. PCC6803 zu verfolgen und damit mogliche
respiratorische Flaschenhalse zu entdecken bzw. Versuche mit optimierten Bedingungen

durchzufthren.

Die Analysen mittels der Erstellung von Graphen bzw. Netzwerken in 3.1.3 und 3.1.4 zeigen,
dass diese ein grol3es Potenzial bieten. Durch diese Netzwerkanalysen ist moglich die
praktischen Versuche zu verbessern, bzw. Griinde fur deren Ergebnisse zu liefern. Dadurch
lassen sich mdgliche Kosten minimieren. Im Zusammenhang mit der Auswertung von Daten
der STRING und STITCH Datenbank, sowie auch anderen Datengrundlagen, ist es fur

optimale Ergebnisse nétig den Graphen auf die benétigten Anspriiche hin zu optimieren.
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5 Ausblick

Anhand der mit dieser Arbeit geschaffenen Grundlagen kann die Auswertung von Protein und
Chemikalien Interaktionen verbessert werden. Die Einbindung experimenteller Daten der
beteiligten Forschungspartner kdnnte das gesamte Netzwerk verbessern. Durch diese Daten
konnen bestehenden Interaktionen neue Interaktionstypen zugeordnet werden bzw. die

Bewertung bestehender Interaktionentypen angepasst werden.

Cyanolnteraction sollte dahin gehend verbessert werden, dass die Antwortzeit auf eine
Suchanfrage bei verringert bzw. weitere Informationen bereitgestellt werden. Durch die
Nutzung von graphentheoretischen Anséatzen kann eine Erweiterung implementiert werden die
es ermdglicht den Interaktionsweg zwischen gegebenen Elementen zu verfolgen und dabei
auf die einzelnen Interaktionstypen der Elemente einzugehen. Die Einbindung solcher Ansétze
ist jedoch nicht simpel, da dies teilweise Wissen Uber die Graphentheorie bendtigt. Deshalb
ware eine Befragung der Projektpartner nétig, um zu wissen, was diese an Informationen
bendétigen bzw. wie sie mit den dargestellten Interaktionen und Moglichkeiten umgehen wollen.
Zurzeit ist Cyanolnteraction fur die Nutzung in der CyanoFactory Knowledge Base ausgelegt
und betrachtet daher nur die Interaktionen von Synechocystis sp. PCC6803. Mittels der
Anwendung konnten jedoch auch die Interaktionen von Proteinen anderer Organismen
betrachtet werden. Dabei wére es vorteilhaft wenn diese Organismen ebenfalls in der STRING
und STITCH Datenbank gefiuhrt wirden.

Die Darstellung von Reaktionen und Substraten in CyanoDesign kann dahingehend geandert
werden, dass die Kanten die jeweiligen Reaktionen bzw. Proteine darstellen. Dadurch ist eine
Minimierung des gesamten Graphen moglich. Durch die Nutzung anderer Algorithmen bzw.

Programme kann die Analyse der Stoffwechselwege in CyanoDesign erweitert werden.
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