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Zusammenfassung

Anhand verschiedener Beispiele wird versucht, die Mdglichkeiten der
Sequenzanalyse bei der Erkldrung von molekularer Proteinfunktion
aufzuzeigen. Den Hauptanteil machen dabei die Homologiesuchen aus, die auf
heuristischen Methoden basieren. Schon heute sind sie unverzichtbarer
Bestandteil in allen an Genomprojekten beteiligten Labors. Doch eine sensitive
Auswertung der Sequenzdaten erfordert eine Kombination vieler zusitzlicher
Methoden, wie Aminosdurekompositions- Stammbaum-, Muster- und
Strukturanalysen. Trotz erstaunlich guter Ergebnisse bei Testbeispielen ist
einerseits eine Automatisierung bei komplexen Aufgaben, wie der Analyse eines
ganzen Chromosomes, andererseits eine Erhéhung der Sensitivitat bei
Detailproblemen wie Bindungsstellenvorhersage nétig.

1. Einleitung

In den letzten Jahrzehnten hat sich der Zugang zu einem Datenmassiv
erdffnet das entscheidend zumVerstdndnis molekularbiologischer Prozesse
beitragen kdnnte - das in Textform vorliegende genetische Material. GroRe
Hoffnungen verkniipfen sich mit der Entschliisselung genetischer Information,
die z. B. AufschluB Giber Erbkrankheiten erméglicht. Es wurden deshalb vor
einigen Jahren Genomsequenzierungsprojekte flr einige Organismen initiert (s.
zB. Tab.1, die ads Modelle fir weitere Vorhaben dienen sollen. Durch diesen
Ubergang zur "Massenproduktion" betragt der Anteil der innerhalb von
Genomprojekten publizierten Sequenzdaten schon jetzt ca. 10%.
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Tab1. Zusammenstellung und Stand einiger Genomprojekte. Weitere Projekte fiir
Spezies wie Maus, Kresse oder Mycoplasma wurden bereits initiert.

Anzahl Zu anderen  Gesamt- Voraussichtl.
sequenzierter Genen anzahl Komplettierungs-
Gene verwandt datum

Genomprojekte

C.elegans =15000 2000
Chromosom III (Teil) 32 14(44%)

Hefe =7000 2002
Chromosom I1I 176 67(38%) 176 1992
Chromosom IX (Teil) 46 15(33%)

Bibli n ressioni ne

Mensch =50000 2010
Gehirn =1400 406(30%)

Caenorhabditis elegans =15000 2000
St.Louis-Cambridge 1517 512(34%)

NIH 585 210(36%)
E.coli =2000 =800(40%) =4000 1996

Eine Datenflut ist absehbar, doch da diese schneller als erwartet auf uns
zukommen kann, verdeutlichen die kiirzlich verdffentlichten Genkarten zweier
menschlicher Chromosomen (Y und 21; [1,2]). Die liberlappenden DNA Stiicken
wurden mit Hilfe sogenannter kiinstlicher Hefechromosomen (YAC: yeast
artificial chromosome) konstruiert. Somit kénnen schon jetzt die direkten
Sequenzierungsarbeiten beginnen, die nach der Erstellung solcher genetischer
Genkarten den zweiten, entscheidenden Schritt in einem Genomprojekt
darstellen. Man rechnet nach diesem unerwartet schnellen Fortschreiten der
Arbeiten nunmehr mit einer vollstindigen Genkarte des Menschen in spétestens
5 Jahren, womit sich der in Tabelle 1 angegebene Zeitpunkt der Vollendung noch
erheblich nach vorne verschieben diirfte. Mit diesem Tempo der
Datenproduktion kénnen sowohl die biochemische Charakterisierung als auch
die 3D-Strukturaufklirung von Proteinen trotz immer besser werdender
Methodik nicht mehr mithalten, was zu immer mehr Rohdaten fiihrt, iiber die
immer weniger bekannt ist.

Hier ist klar die Struktur- und Funktionsanalyse von Sequenzdaten
gefordert. Es gilt also moglichst viel, der in diesen Daten enthaltenen
Information zu entschliisseln (d.h. z.B. Aufzudeckung extrem entfernter
Verwandtschaften (Homologien) oder auch Vorhersage der 3D-Struktur), um die
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molekulare Funktion der entsprechenden Proteine verstehen zu lernen und
Aussagen auf anderen Ebenen (wie zB Uber genetisch-evolutionare

M echanismen) machen zu kdénnen. Dabei tritt naturlich die Frage auf, ob die
derzeitigen Methoden mit der zu erwartenden Datenflut zurechtkommen (siehe
Abschnitt 2). Berlicksichtigt werden miissen aber auch bei dem Sequenzvergleich
viele Verkomplizierungen, wie zum Beispiel der modulare Aufbau vieler
Proteinen, der zu nicht eindeutigen Funktionszuordnungen fihrt (siehe
Abschnitt 3). Wie durch Sequenzanalyse gezeigt werden konnte, kann es sogar
zum horizontalen Austausch von Proteinen oder Proteinteilabschnitten
kommen, d.h. Organismen scheinen in der Lage zu sein fremdes genetisches
Material in die eigene Vererbungsmaschinerie zu implementieren (siehe
Abschnitt 4). Basierend auf den derzeitigen Erfahrungenin der Sequenzanalyse
werden einige Erfordernisse in der Methodenentwicklung aufgezeigt (siehe
Abschnitt 5), um die Funktionszuordnung auf der Basis von Sequenzvergeichen
zu effektivieren.

2. Sequenzanalysedes kompletten Hefe Chromosoms 11

Um den derzeitigen Entwicklungsstand der Sequenzanalyse und die
Moglichkeitender Struktur- und Funktionszuordnung einschatzen zu kénnen
entwickelten wir ein Netzwerk aus Computermethoden, dad bestehend aus
Standardprogrammen und Eigenentwicklungen, von uns am ersten vollstdndig
aufgeklarten eukaryotischen Chromosomen (Hefe Chromosom Il [3]) getestetet
und optimiert wurde [4]. Die Auswertungdieser Fallstudie ergab (Abb.l), dal? fir
mehr als 40% der wahrscheinlich 176 Proteine dieses Chromosoms eine
definierte Funktion vorhergesagt werden kann, fir weitere 20% sind
zumindestens Einschrankungen des moglichen Funktionsspektrumserfolgt (z.B.
Transmembranprotein, Lokalisation im Nucleus, ER-Durchquerungssigna etc.).
Interessanterwei se konnten fiir fast 15% aller ORFs (open reading frames, offene
Leserahmen) dieses Hefechromosoms Ahnlichkeiten zu Proteinen mit
bekannter Raumstruktur festgestellt werden (Abb.l), was mit impliziten 3D-
Strukturvorhersagen einhergeht. Das Wissen Uiber eine Protein-3D-Struktur
ermoglicht wiederum sensitivere Homologiesuchtechniken, die einen
Informationstransfer (Struktur und Funktion!) auf extrem entfernte Verwandte
ermoglicht [5].

Dieser erstaunlich hohe Prozentsatz an klassifizierbaren Primérstrukturen
resultierte nicht zuletzt aus der sorgféltigen Analyse sehr entfernter
Ahnlichkeiten die von Standardhomologiesuchprogrammen (ibersehen
werden, deren Signifikanz aber mit verschiedenen Methoden nachgewiesen
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Abb.1 a) Methoden- und Datenbankeinsatz zur Sequenzanalyse des
Hefechromosoms III. Derzeitigen Standarddatenbanksuchprogrammen wie Blastp
[9] und Fasta [7] wurden zusitzlich nach verschiedenen Kriterien gefiltert (16). Des
weiteren wurden Profil- und Mustersuchen eingesetzt, wenn eine Erstzuordnung
erfolgen konnte. Verschiedene Datenbanken wurden benutzt. Eine eigens erstellte
Datenbank von Nukleinsduresequenzen, die noch nicht in Proteindatenbanken
libersetzt wurden, half zum Beispiel bei der Erkennung von 6 offenen Leserahmen
(ORFs), die eindutig regulatorische DNA-Elemente darstellen und nicht codiert
werden. PROSITE und EXCELL sind Musterdatenbanken, in denen markante
(Signatur-) Regionen aus bekannten Protein (Dominen) -familien gespeichert sind
[15, 12]. b) Anteil an Funktions- und Strukturzuordnung der wahrscheinlichen
Proteine des Hefechromosoms III. Fiir mehr als 50% dieser Proteine konnen bislang
kaum Vorhersagen getroffen werden [4]. Obwohl z.B. die Identifizierung von
Transmembranregionen das Funktionsspektrum erheblich einengen, bleibt die
eigentliche Aufgabe (Transporter, Rezeptor, Adhisionsmolekiil?) immer noch
unerkannt. Das Verstindnis der molekularen Funktionen erfordert das Wissen der
3D-Struktur, die in nur 15% aller Fille und auch nur indirekt angenommen werden
kann.
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werden kann [6].Das folgende Beispid (Abb.2) zeigt ein sogenanntes "multiples

alignment" eines der unbekannten ORFs aus dem Hefechromosom Il mit
verschiedenen Methyltransferasen.

ttt hh~hGtG Ghh hh  h h hh

HI OMBOVI N liydroxyiinclole 0-methyltransferase 178 FEPLICDLGGGSGALAKACVSLYEGCRAI
CRTFRHOCA hydroxyneutosporen methyltransferase 228 DAKRVMDVGGGTGAFLRVVAKLYPELPLT
CARB_STRTH RRNA methyltransferase 74 PGEVVLEVGAGNGAITRELARLCRRVVAY
KSGAECOL| S$-adenosylmethionin dimethyltransfer. 37 KGQAMVEIGPGLAALTEPVGERLDQLTVI
MLS1_STAAU KRNA adenyl-N-6-methyltransferase 30 KODNVIEIGSGKGHFTKELVKMSRSVTAIL
MTPSPROST modification methyltranferase PSTI 57 GEHEILDAGAGVGSLTAAFVQNATLNGAK
Pl MTBOVI N protein -beta aspart. methyltransferase 77 EGAKALDVGSGSGILTACFARMVGPSGKV
GL MTRAT al ine methyltransferase 56 GCHRVLDVACGTGVDSIMLVEEGFSVTSV
YCR47¢ yeast ORF 47 PCSFI LDI GCGSGLSGEI LTQEGDHVWCG

BIOC ECOLI protein involved in biotin conversion 42 KYTHVLDAGCGPGWMSRHWRERHAQVTAL
YT37 STRFR hypoth. protein in transposon TN4556 126 PGESALDLGCGPGTDLGTLAKAVSPSGRV
YAT1 SYNPe hypoth. protein in the GYRA 5' region 71 GRPRI LDAGCGTGVSTDYLAHLNPSAEI T

YFAB ECOLI hypoth. 26.6KD protein 56 FGKKVLDVGCGGGI LAESMAREGATVTGL
SAHH HUMAN tidenosyl homocyct ei nase 340 AEGRLVNLGCAMGHPSFVMSHSFTNQVMA
GALEECOLI  UDP- gl ucose- 4- epi merase 254 PGVHIYNLGAGVGNSVLDVVNAFSKACGK

Abb. 2 Ubereinanderlagung konservierter Bereiche in Methyltransferasen (oben)
mit dem zu studierenden Hefeprotein (Mitte). Durch die Charakterisierung dieser
konservierten Region lassen sich auch fir weitere Proteine aus der Datenbank mit
einem dhnlichen Muster (unten) Funktionsvorhersagen treffen. "Ahnlichkeit
beruht hier weniger auf den in Buchstabencode dargestellten Aminosiuren als auf
sich dahinter verbergenen sterischen und physikochemischen Eigenschaften, die in
verschiedenen "Buchstaben" versteckt sein kdnnen.

Die Ahnlichkeit bezieht sich nur auf eine beschrinkte Region und auch
dort sind nur wenige Reste komplett in alen diesen Proteinen erhalten. Wir
haben das Ergebnis einer Datenbanksuche mit einem Standardprogramm
(FASTA [7]) nach verschiedenen Parametern gefiltert und Teilsegmente der
Suchsequenz (des ORFs), die immer wieder eine lokale Ahnlichkeit zu anderen
Proteinen aufwiesen extrahiert. Im paarweisen Vergleich wiirde eine solche
schwache, lokale Ahnlichkeit keinem Signifikanztest standhalten, doch man
kann gezielt positionsabhdngig Eigenschaften mit
Mustererkennungsprogrammen beschreiben und zB. von dem in Abb.2
dargestellten Alignment ein Profil erzeugen und dieses zur erneuten
Datenbanksuche verwenden. In Fale einer eindeutigen Diskriminierung
zwischen den "Lernsequenzen" des Alignments und einiger neuer Kandidaten
einerseits und dem "Hintergrundrauschen" nicht verwandter Proteinsequenzen
andererseits, konnen diese Kandidaten den Lernsatz iterativ verbessern. Be
Konvergenz ergibt sich ein spezifisches Muster (s. Abb.2) das in einer
abgegrenzten Sequenzfamilie funktionelle und/oder strukturelle Bedeutung hat



72

[8]. In diesem Fall ist bekannt, daR diese Sequenzregion in die Ubertragung von
Methylgruppen involviert ist. Solche und auch andere Beispiele zeigen, dad trotz
zunehmender Automatisierung in der Homologiesuche menschliches Wissen
eingebracht werden muB um Grenzfélle (Sequenzéhnlichkeiten unterhalb
bestimmter Signifikanzabschatzungen richtig zu deuten. Dies fuhrt zu der Frage
der Geschwindigkeit solcher Analysen angesichts groRer Datenmengen (Tab.1).
Im Falle des Hefechromosomes 111 fielen 'nur' 182 offene Leserahmen an, fur
deren Analyse wir immerhin 14 Tage benétigten [6]. Auch wenn in Zukunft also
das menschliche Expertenwissen das Nadelohr sein mag - die
geschwindigkeitsimitierenden Schritte im Analyseprozess sind zur Zeit immer
noch die Datenbanksuchen (Tab.2)

Tab.2 Homologiesuche von 182 Proteinsequenzen gegen verschiedene
Datenbanken mit derzeitigen Standardmethoden.

Programm time Computer* Datenbankgrofie
BlagtP[9)] 3h Silicon Graphics 4D/480 35000 Sequenzen
Fagta[7] 90h VAX 6040 35000 Sequenzen
Fasta [7] 15h Alliant FX 2800 35000 Sequenzen
TFagta[7] 23d Silicon Graphics 4D/480 300000 Sequenzen

Extrapolation fur die Auswertung eines kleinen menschlichen Chromosomes
(ca. 5000 Sequenzen) in vielleicht schon 3 Jahren

TFagta[7] 5000d Silicon Graphics 4D/480 3000000Sequenzen

Blaze* 160h Maspar MP1 3000000 Sequenzen

# bezogen auf 1CPU, mit Ausnahme der Maspar MP14K-Prozessoren
*In der Entwicklung befindliches kommerzielles Produkt, das seine
Geschwindigkeit durch Parallelisierung erhdlt.

Naturlich kénnen verschiedene Aufgaben parallel abgearbeitet werden.
Trotzdem gibt es fir viele Problemstellungen innerhalb der Ahnlichkeitssuchen
noch keine Lésungen. Es zeichnet sich ab, dall bestimmte funktionelle Merkmale
anders als durch positionabhéngige Textanalyse prognostiziert werden missen
Beispiele sind Funktionen, die auf einer Haufung von bestimmten
Aminosduren basieren, nicht aber auf positionsabhangigeWechselwirkungen
beruhen. Solche ‘'ungewdhnlichen' Aminosaurezusammensetzungen stellen
erhebliche Probleme bei der Signifikanzabschitzung gefundener Ahnlichkeiten
dar (fiir einen Uberblick derzeit angewandter mathematisch-statistischer Modelle
siehe Referenz [10]). Ein weiteres Erschwernis bel der Homologiesuche ist zum
Beispiel auch die durch genetische Mechanismen bedingte
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Durcheinandermischung ganzer Genabschnitte (“exon shuffling"), die dann as
funktionell und strukturell unabhdngige Bausteine (Module) in
unterschiedlichsten Proteinen zum Einsatz kommen [I1]. Das Ergebnis solcher
Prozesse sind modulartig aufgebaute Proteine, die nur partielle Ahnlichkeit zu
anderen Molekiile aufweisen (fiir einen Uberblick bisher bekannter Module
siehe Referenz [12])

3. Entschlisselung der modularen Architektur **moderner "*Proteine

Als "moderne" Proteine werden hier solche bezeichnet, die nur in
hoherentwickelten (mehrzelligen) Organismen vorkommen, und die
dementsprechend nur in bestimmten Prozessen wie Differenzierung oder Zell-
Zell-Wechselwirkungen eine Rolle spielen (Abb.2). Die Bausteine solcher
modularen Proteine lassen sich mit derzeitigen Standardverfahren nur schlecht
nachweisen, da es sich immer nur um Teilabschnitte handelt, die zu dem auch
noch sehr in der Sequenz variieren.

Eine effiziente Methode zur Beschreibung von Struktur- und
Funktionsparametern, die auch in sehr entfernt verwandten Proteinen Giiltigkeit
besitzen, wurde schon erwéahnt: Sequenzkonsensusmuster. Module kénnen
derzeit oft nur durch sehr flexible Konsensusmethoden beschrieben werden. Wir
haben ein solches sensitives Verfahren entwickelt [8] und bereits an mehr als 100
Modulen getestet. Alle diese Domanen (Module) werden Uber ihre spezifischen
Konsensusmuster in einer Datenbank erfalit und stellen einen neuen Zugang
zur Homologiesuche von Doménen dar: Neu sequenzierte Proteine werden mit
der Musterdatenbank verglichen und entsprechende Module werden sofort
ermittelt. Der Anteil dieser Module am Proteinbestand ist nicht unbetrachtlich
alein das Modul, welches zuerst in Immunoglobulinen gefunden wurde schatzt
man heute als Bestandteil von mindestens 5% aller bekannter Proteine. Weitere
weitverbreitete Module wie EGF ("epidermal growth factor"; siehe Fig.3) oder
auch eine Doméne die zuerst in dem Matrixprotein Fibronektin identifiziert
wurde, kommen in ca. 2-3% aler Primarstrukturen vor [13]. Trotz dieser hohen
Prozentzahlen wurden solche Module weder in Pflanzen, noch in Hefe
gefunden, wohl aber in einigen Bakterien, die ja offensichtlich in der Evolution
viel weiter von den Tieren entfernt sind als Pflanzen oder Hefe. Auch hier kann
die Erkennung, aber auch die Interpretation von Sequenzéhnlichkeiten
Aufschlu3 Gber mégliche Griinde geben.
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Abb.3 Modularer Aufbau einiger Proteine, deren einzige Gemeinsamkeit oftmals
nur der CUB Baustein ist (dunkel), der auch mehrmals in einem Protein
vorkommen kann (interne Duplikation von genetischem Material). Die paarweisen
Ahnlichkeiten innerhalb verschiedener CUB Module sind oftmals unterhalb
jeglicher Signifikanzabschitzung. Alle Mitglieder dieser Familie konnten dennoch
mittels Mustersuchen eindeutig identifiziert werden. Mit diesen Homologien im
Hintergrund konnten nun durch Analogieschliisse auch Funktionsvorhersagen
gemacht werden. Da fiir die meisten dieser Proteine bereits eine Rolle in
Entwicklungsprozessen (Organogenese, Embryogenese) experimentell nachgewiesen
wurde, liegen analoge Aufgaben fiir die restlichen Mitglieder dieser CUB-Familie
nahe. Auf molekularer Ebene scheint der CUB-Baustein eine gezielte
Carbohydratbindung innerhalb einer Signalweiterleitungskette zu realisieren.
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4. Warum Bakterien Proteindoméanen stehlen

Die Aufdeckung von "evolutiondren Unregel méRigkeiten™ setzt neben der
Erkennung von entfernten Verwandschaften eine Clusteranalyse voraus, mit der
dann Dendrogramme (oder evolutiondren Stammbdumen) aus einem multiplen
Alignment dhnlicher Sequenzen heraus berechnet werden kénnen. Eine
sorgféltige Phylogenie-Analyse kann zB. horizontalen Genaustausch aufdecken,
d.h. den Erwerb fremden genetischen Materials (zB. durch Plasmide oder Viren).
Dies soll hier am Beispiel des Fibronektin Typ Ill Modules (eines Bausteines von
ca. 90 Aminosduren Lange, &hnlich den Immunoglobulindoménen) erlautert
werden. Unter den Uber 300 Bausteinen dieses Types, die mit unserer
Mustererkennungsmethode in Sequenzdatenbanken identifiziert wurden
befanden sich auch 13 dieser Module in 7 verschiedenen bakteriellen Enzymen
(Abb.4).

Aus dem multiplen Alignment aller Fibronektin Typ 1l Doménen
wurden Dendrogramme konstruiert, die eindeutig die Abstammung der
bakteriellen Doménen voneinander verdeutlichen (Abb.5). Aus zwei
Phédnomenen kann man nun den Erwerb dieser bakteriellen "Urdoméane" von
einem eukaryotischen Genom ableiten. 1. Alle bakteriellen Module sind viel
&hnlicher zu bestimmten eukaryotischen Sequenzen als diese untereinander. 2.
Das Vorkommen der prokaryotischen Module entspricht nicht der bakteriellen
Phylogenie: Taxonomisch entfernte grampositive und gramnegative Bakterien
besitzen sehr &hnliche Fibronektin Typ 11 Module, aber diese untereinander sehr
undhnliche. Der horizontale Augtausch von genetischem Material innerhalb von
Bakterien durch Plasmide ist bereits bekannt (Alle diese hier beschriebenen
Bakterien coexistieren in oberen Erdbodenschichten!). Warum sollten Bakterien
Proteinabschnitte von hdheren Eukaryoten (Tieren) Gibernehmen? Die
biologische Zusammenhénge bieten eine Erkldrung an: Alle diese Enzyme
spalten Carbohydrate, die als Energiequelle dienen. Fibronektin Typ [l Module
sind verschiedentlich als Carbohydratbindungsdoméne beschrieben. Besonders
gut ist die Heparinbindungsstelle (einem Carbohydrat) im Fibronektin selber
charakterisiert, an der die Module beteiligt sind, die im Dendrogramm den
bakteriellen am &hnlichsten sind (Abb.5). Diese sind offenbar zur
Affinitatssteigerung gegeniiber den bakteriellen Substraten (Carbohydraten) in
die Enzyme eingebaut worden [13]. Der Mechanismus des nachgewiesenen
horizontalen Gentransfers (Eukaryot-Prokaryot) bleibt allerding nach wie vor im
Unklaren.
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5 Offene Fragen und weitere Forschung

Die in den vorangegangenen Abschnitten behandelten Beispiele zeigen
einerseits Moglichkeiten andererseits aber auch noch Schwéchen derzeitiger
Methoden auf. Bed den Homologiesuchverfahren handelt es sich durchweg um
heuristische Methoden, z.B. basieren simtliche Signifikanzabschatzungen zur
Untermauerung gefundener Homologien letztendlich auf vorhandenen Daten.
Das Ahnlichkeitsmal zweier Sequenzen - die Anzahl identischer Aminosiuren
ist unterhalb von 25-30% verrauscht. Viele Ahnlichkeitsmatrizen von
Aminosduren wurden entwickelt, doch ist es bislang nicht mdglich beim
paarweisen Vergleich unterhalb von 25% Sequenzidentitidt klare
Signifikanzaussagen zu treffen. Wie soll man dann die Signifikanz von
multiplen Alignments (z.B. Abb.2) abschatzen Schwache Ahnlichkeiten
gewinnen an Starke wenn bestimmte "Muster" in mehreren Sequenzen
enthalten sind (weil sie zB. fur eine Funktion bendtigt werden, Abb.2., siehe flr
einen Uberblick charakterisierter Sequenzmuster die Musterdatenbank PROSITE
[14]). Ein altes aber immer noch aktuelles Problem beim Sequenzvergleich - die
Behandlung von Insertionen oder Deletionen - sei hier nur am Rande erwéhnt
Schwierigkeiten bereiten derzeit auch noch Sequenzabschnitte, die in einem
Protein dupliziert worden sind. Derzeitige Datenbanksuchalgorithmen
konzentrieren sich nur auf das beste Alignment. Suboptimale Alignments
werden unterdriickt und die sich wiederholenden Abschnitte libersehen. Ein
weites Methodenspektrum erdffnet sich aus der Verbindung von Primér und
Tertidrstruktur. Man nimmt an, daB ca. 50% aller 3D-Faltungsmotive schon
aufgeklart worden sind [15] - schon bald wird man zu vielen Sequenzfamilien
mindestens einen "Strukturprototypen” haben. Die Strukturinformation kann
dann auf verschiedene Wege wieder zur sensitiven Sequenzsuche verwandt
werden (siehe zB. [5]). Die Analyse von Dendrogrammen oder Stammb&umen
(siehe Abb.5) kann auch zur Funktionsbestimmung in Teilfamilien
herangezogen werden, indem man digjenigen Positionen bestimmt, die fur die
Anordnung im Stammbaum verantwortlich sind. Da dies Positionen sind, die
innerhalb von Teilfamilien konserviert, gegeniuber anderen Teilfamilien aber
variieren, stellen sie potentielle Kandidaten fir eine spezifische Funktion dar.
Kennt man nun noch die 3D-Struktur eines Mitgliedes der Sequenzfamilie,
kénnen solche Positionen in ihrer rdumlichen Anordnung dargestellt und, auf
mogliche Bindungstellen hinweisende 3D-Cluster charakterisiert werden. Bei der
Analyse des Hefechromosoms Il zeigte sich eine ungenigende Vernetzung
vorhandener Methoden. Da an den Schnittstellen verschiedener Programme
immer noch manuelle Eingriffe nétig sind (um z.B. Signifikanzfragen mit Hilfe
funktioneller Zusatzinformation zu kldaren) missen moglichst viele
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Informationsquellen schnell bereit stehen. Eine benutzerfreundliche Integration
verschiedenster Programme und Informationssysteme ist hier notig. Da die
experimentelle Charakterisierung von Proteinen hinter der stark zunehmenden
Sequenzierung zurlckbleibt, haufen sich schon jetzt die Fillein denen
Sequenzfamilien, basierend auf Homologien, zusammengefalit werden kdnnen,
die genaue Funktion aber nicht bekannt ist. Firdiese, in Zukunft sehr oft
auftretenden Falle ist eine kombinierte Funktionsanalyse denkbar: Ein
Expertensystem, dal die Kombination von Computeranalyse und
standartisierten experimentellen Tests beinhaltet.

Danksagung

Mein Dank gilt den Kollegen aus der Protein Design Gruppe am EMBL
und aus dem Forschungsschwerpunkt Genetische Information am Max-
Delbriick-Centrum fir die Unterstitzung bei den angefiihrten Beispielen. Chris
Sander und Reinhard Schneider mdchte ich fir Diskussionen zu diesem Beitrag
danken.

Literatur

1. Foote, S, Vallrath, D., Hilton, A. und Page, D. (1992) Science 258, 60-66.

2. Chumakov et a. (1992) Nature 359, 380-387.

3. Oliver, SG. et al. (1992) Nature 357, 38-46.

4. Bork, P., Ouzounis, C, Sander, C. Scharf, M., Schneider, R und
Sonnhammer, E. (1992a) Nature, 358, 287.

. Bork, P., Sander, C., Vaencia, A. (1992c) Proc.Nafl.Acad.Sci.USA 89, 7290-7294.

. Bork, P., Ouzounis, C, Sander, C., Scharf, M., Schneider, R. und
Sonnhammer, E. (1992b) Prot.Sci., im Druck.

7. Pearson W.R. und Lipman, D. J. (1988) Proc.Natl.Acad.Sci.USA 85, 3338-3342.

. Rohde, K. und Bork, P. (1993) Cornp.Appl.Biosci., eingereicht.

9. Altschul, SF., Gish, W., Miller, W., Myers, EW. und Lipman, D.J. (1990)

J.Mol.Biol. 215, 403-410.

10. Karlin, S. und Brendd, V. (1992) Science 257, 39-49.

11. Bork, P. (1992) Curr.Opin.Struct.Biol. 2,413-421.

12. Bork, P. (1991) FEBS Lett. 286,47-54.

13. Bork, P, Doolittle, RF. (1992) Proc.Natl.Acad.Sci.USA 89, 8990-8994.

14. Bairoch, A. (1992) Nucl.Ac.Res. 11, 2013-2018.

15. Blundell und Doalittle, RF. (1992) Curr.Opin.Struct.Biol, 2,

16. Sander, C. und Schneider! R. (1991) Proteins 9,56-68

17. Doolittle, R.F. und Feng, D.F. (1990) Methods in Enzym. 183, 659-669

o o

(00





