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Kapitel 1
Einleitung

1.1 Ziele der Arbeit

In dieser Arbeit sollen exprimierte Gene des Pilzes Verticillium longisporum, einem Rapsschéddling,
mit bioinformatischen Methoden niher untersucht werden. Die Sequenzen einer cDNA-Bank
werden zu diesem Zweck bereinigt und eine erste Annotation wird vorgeschlagen. Zusatzlich
wird in der Datenbank nach Proteinen gesucht, die die Pathogenitit des Pilzes V. longisporum
begtinstigen und Adhésion, die Anhaftung des Organismus an die Wirtspflanze, ermdoglichen.
Besondere Aufmerksamkeit wird den Sequenzen gewidmet, die bereits experimentell untersucht
wurden und bei denen Hinweise fiir einen Einfluss auf die Adhédsion vorhanden sind. Es ist zu
klaren, wodurch dieser Einfluss zustande kommt, ob es sich beispielsweise um Adhésine handelt
oder um Proteine, welche die Adhédsion regulieren.

Um die genannten Aufgaben zu erfiillen, werden verschiedene Ansétze verfolgt. Neben ei-
ner allgemeinen BLAST-Suche gegen verschiedene Datenbanken, die zur Annotation der cDNA-
Sequenzen dient, wird zusétzlich nach Proteinen gesucht, die bestimmte Eigenschaften mit Ad-

hésinen teilen.

1.2 Rapsanbau in Deutschland

Der Rapsanbau in Deutschland gewinnt vor dem Hintergrund der steigenden Nachfrage nach
Biodiesel und Rapsol zunehmend an Bedeutung.

Zur Starkung des Umweltschutzes und auch aus Griinden der Versorgungssicherheit, wird
von den Mitgliedsstaaten der Européischen Union (EU) eine Forderung des Einsatzes von Bio-

kraftstoffen gefordert. Dadurch soll das Mafinahmenpaket zur Einhaltung des Kyoto-Protokolls
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erfiillt und gleichzeitig die Abhédngigkeit von Energieeinfuhren wie Erdol gesenkt werden [2]. In
Deutschland, das neben Frankreich der grofite Rapsproduzent der EU ist [46], gelang eine Steige-
rung des Biokraftstoffanteils am Kraftstoffmarkt von 1,21% im Jahr 2003 auf 3,75% im Jahr 2005.
Dabei stieg die Produktionskapazitdt von Biodiesel in Deutschland von 0,267 Millionen (Mio.)
Tonnen (t) im Jahr 2000 auf 5,08 Mio. t im Jahr 2007 [47]. Ein erforderlicher Schritt, um bis 2020
in den EU-Lindern einen Biokraftstoffanteil von 10% am Kraftstoffverbrauch zu verwirklichen,
wird auch in der weiteren Férderung des Rapsanbaus gesehen, aus dem Biodiesel in Europa vor-
rangig hergestellt wird [27].

Ebenso wie die Nachfrage nach Biodiesel steigt auch die Nachfrage nach Rapsol. Betrug der
Anteil von Rapsol an den 2004 verkauften Speisedlen noch 7,2%, waren es 2006 bereits 10,7%.
Somit handelt es sich beim Raps6l um das einzige Ol, dessen Marktanteile nicht stagnieren oder
riicklaufig sind [48].

Durch die erhohte Nachfrage und stiarkere Forderung lasst sich der stark gestiegene Anbau
von Winterraps (Brassica napus) erkldren (Abb. 1.1). Wahrend die Anbaufldche fiir Winterraps
2004 noch bei 1,267 Mio. Hektar (ha) lag, stieg sie 2005 zunachst um 3,7% auf 1,314 Mio. ha [7]
und 2006 um weitere 6,2% auf 1,405 Mio. ha [8]. Nachdem die mit Winterraps angebaute Fldache
2007 einen Hochststand von 1,534 Mio. ha erreichte, sank die Aussaatflidche fiir die Ernte 2008 um
8,4% auf das Niveau von 2006.
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Abblldung 1.1: Diagramm der Anbaufliche von Raps in Deutschland

Fiir den Riickgang der Anbaufldche sind verschiedene Griinde ausschlaggebend. Neben ungtins-
tigen Witterungsbedingungen fiir die Aussaat von Winterraps im Herbst 2007 kommen der ge-
stiegene Getreidepreis und das Aussetzen der Flichenstilllegung hinzu [10]. Allein 2005 wurde
27,79% des Rapses in Deutschland auf Stilllegeflichen angebaut, wobei die mit der Stilllegung
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verbundenen Direktzahlungen nicht wegfielen, wenn der Raps als Energiepflanzen und nicht fiir
die Herstellung von Nahrungsmitteln verwendet wurde [47]. Nach der geringen Getreidepro-
duktion von 2007 wurde der Stilllegungssatz fiir die Aussaat im Herbst 2007 und Friihjahr 2008
auf 0% gesetzt, wodurch auf der Flache, auf der zuvor kein Anbau von Nahrungsmitteln mog-
lich war, nun beispielsweise auch Getreide und andere Nahrungsmittel angebaut werden kénnen
[15].

Diese Entwicklungen zeigen die wachsende Bedeutung von Rapsanbau in Deutschland, wenn-
gleich der starke Aufwirtstrend im Anbau 2008 nicht im gleichen Mafie wie zuvor fortgesetzt

werden kann.

1.3 Verticillium longisporum als Verursacher der Rapswelke

Der intensive Rapsanbau und die zunehmende Rapsdichte lassen Pflanzenpathogene wie Ver-
ticillium longisporum zu einem wachsenden Problem werden. So ist die seit 1985 in Deutschland
bekannte Rapswelke (Verticilliumwelke), die durch diesen pathogenen Pilz verursacht wird, mitt-
lerweile im gesamten Bundesgebiet verbreitet. Raps ist dabei der am héufigsten vertretene Wirt
von V. longisporum, der auch andere Pflanzen, vor allem innerhalb der Gruppe der Brassicaceae,
befillt. Zu den Wirtspflanzen zdhlen beispielsweise Pak Choi (Brassica campestris chinensis), Chi-
nakohl (Brassica rapa subsp. pekinensis), Blumenkohl (Brassica oleracea var. botrytis), Senf (Sinapis alba
L) und Olrettich (Raphanus sativus ssp. oleiformes) [42, 24]. Es wird jedoch auch von Wirtspflanzen
berichtet, die nicht zu den Brassicaceae gehoren [23, 42].

Schleswig-Holstein und Mecklenburg-Vorpommern, die beiden Bundesliander mit den meis-
ten Anbaugebieten von Raps, sind am stdrksten von der Verticilliumwelke betroffen [46]. Ein
grofles Problem im Zusammenhang mit dieser Krankheit ist die Diagnose, die dadurch erschwert
wird, dass die Symptome erst in einer spaten Wachstumsphase auftreten und nicht eindeutig
sind. Die meisten Symptome der Rapswelke konnen nur schwer von Alterungssymptomen unter-
schieden werden [42]. Zu den Symptomen der Rapswelke gehoren: Verfrithte Abreife, gehemmtes
Wachstum ab dem 21. Tag nach der Infektion [16] und eine hellgriine bis gelbe Stangelfirbung ab
beginnender Reife [42]. Die Welkesymptome treten bei Rapspflanzen deutlich starker auf als bei
anderen Wirtspflanzen, wo sie nur schwach ausgepragt sind [57]. Die sicherste Diagnose ist das
Auffinden von Mikrosklerotien an Ernteresten, was jedoch eine ausgesprochene Detailkenntnis
erfordert und erst nach der Ernte festzustellen ist. Selbst nach dieser Diagnose wird nicht immer
auf die richtige Ursache der frithen Abwelke geschlossen. Der ELISA-Test (Enzyme linked immu-
nosorbent assay)[55], ein immunologisches Nachweisverfahren, ermdglicht dagegen auch schon

das frithe Erkennen eines latenten Befalls mit dem Pathogen Verticillium longisporum [42]. In Ex-
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perimenten fiihrte der Befall einer Pflanze mit diesem Pathogen durch stark virolente Isolate bei

50% der Wirte zum Tod innerhalb von 42 Tagen [57].

Zunidchst wurde die Rapswelke dem Erreger Verticillium dahalie zugeschrieben, der anfang-
lich nicht von V. longisporum unterschieden wurde. Jedoch unterscheiden sich die Pilze durch die
Lénge der Kondien, die bei V. longisporum deutlich grofser sind. Nachdem V. longisporum zunachst
als Variation von V. dahlize gesehen wurde, ist er inzwischen als eigene Art etabliert [24].

Neben morphologischen trugen auch genetische Unterschiede zu dem Schritt bei, eine eigen-
standige Art vorzuschlagen. Bei V. longisporum handelt es sich um einen nahezu diploiden Or-
ganismus, dessen DNA-Gehalt 1,78 mal so hoch ist wie der von V. dahliae [24]. Ebenfalls werden
unterschiedliche Wirtspflanzen befallen, wobei V. dahliae das grofiere Wirtsspektrum hat, jedoch
keine starke Pathogenitét fiir Raps zeigt [57]. V. longisporum befdllt vor allem Rapspflanzen und

andere Brassicaceae [24].

Der Organismus V. longisporum kommt wahrscheinlich in kleinen Mengen in jedem Boden vor
[23]. Ist eine Wirtspflanze vorhanden, wird durch die Wurzelexudate der Pflanze bereits nach elf
Stunden das Keimen der Mikrosklerotien von V. longisporum stimuliert [16]. Die Infektion findet
tiber die Wurzeln statt, wobei diese nicht verletzt sein muss, um das Eindringen des Pathogens zu
ermoglichen. Die Hyphen erreichen die Wurzeloberfliche durch gerichtetes Wachstum entlang
der Wurzelhaare und dringen direkt in epidermale Zellen ein oder greifen an Verzweigungen
der epidermalen Zellen an. Dabei haften die Verticillium-Hyphen stark an den Wurzelhaaren an,

jedoch nicht an deren Spitzen, die der einzige nicht bewachsene Teil der Wurzelhaare bleiben [16].

V. longisporum dringt ins Xylem der Pflanze ein und verbreitet sich dort zunichst in den Wur-
zeln, indem benachbarte Xylemzellen durch die Plasmodesmata befallen werden. Drei Wochen
nach der Inokulation werden nach den Wurzelgefdfien auch die GefdfSe der Sprossachse befallen
[16]. Die Kondien breiten sich immer weiter aus und sind mit Beginn der Bliite in der gesamten
Pflanze zu finden [58]. Sobald die Pflanze anfangt zu reifen, werden im vaskuldren System Mi-
krosklerotien gebildet, die als Uberdauerungsorgane dienen. Diese sind auch nach der Ernte in
den Pflanzenresten auf dem Feld zu finden. Dort konnen sie bis zu fiinfzehn Jahre tiberdauern,
bis wieder Wirtspflanzen angebaut werden.

Dadurch, dass die Mikrosklerotien im Boden zuriickbleiben, reichert sich der pathogene Pilz
immer weiter an, je hdufiger Wirtspflanzen angebaut werden. So ist das Auftreten der Krankheit
davon abhingig, wie hoch die Anbaukonzentration der Wirtspflanzen auf einem Feld ist. Die
Verringerung des Anbauabstandes von Raps von vier auf drei Jahre ldsst den Befall der Pflanzen
um 50% ansteigen und verdoppelt das Bodeninokulum. Ebenfalls von Bedeutung ist die Vegeta-

tionsdauer. Je linger die Pflanzen auf dem Feld verbleiben, desto hoher ist die Konzentration von
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Pathogenen im Boden. Eine um eine Woche verldngerte Anbauzeit fithrt zu einem verdoppelten
Bodeninokulum [42]. Da weder Bodenart noch Fungizide einen Einfluss auf die Ausbreitung der
Krankheit oder die Anreicherung des Pathogens im Boden haben, ist die Kontrolle der Fruchtfol-
ge und das Einschranken der Wachstumsdauer derzeit die einzige Moglichkeit, der Etablierung
der Krankheit in Norddeutschland entgegenzuwirken und die Verbreitung im Rest des Landes
zu verhindern [42]. Dies jedoch wiirde eine Einschrankung des Rapsanbaus in Deutschland be-

deuten.

1.4 Adhision

Adhiésion, das Haften an biotischen und abiotischen Oberfldchen, erméglicht Pilzen einen pa-
thogenen Befall von Organismen [49]. Durch die Haftung sind die Pilze vor der Entfernung von
glinstigen Umgebung geschiitzt [51]. Die adhasiven Eigenschaften konnen durch unterschiedli-
che Proteine vermittelt werden. Eine wichtige Rolle spielen dabei Adhésine, aber auch Integrine
und Hydrophobine konnen es Pilzen ermoglichen an verschiedenen Oberflachen zu haften.

Adhisine werden von Pilzen fiir eine Vielzahl von Interaktionen mit ihrer Umgebung ge-
braucht. So kénnen Candida ssp. durch Adhédsion an medizinischen Instrumenten und Geriten
einen Biofilm bilden, der sich tiber Katheter, Prothesen oder auch Herzschrittmacher legt, und auf
diesem Weg Infektionen im Menschen auslosen [11]. Ein anderes Beispiel ist Metarhizium anisop-
line, ein Pilz der sowohl an der Oberfliche von Pflanzenwurzeln, als auch an Insekten und Plastik
haften kann. Die Adhédsine MAD1 und MAD?2 spielen dabei eine wichtige Rolle: MAD1 fiir die
Anhaftung an Insekten und MAD? fiir die an Pflanzen. Ohne diese beiden Proteine wird die Ad-
hésion um 90% schwécher und auch die Virulenz des Organismus wird reduziert, da der erste
Schritt des Angriffs auf den Wirt nicht mehr moglich ist [53]. Ebenfalls moglich ist eine Adhdési-
on zwischen zwei Zellen der gleichen Art, wie es beispielsweise zwischen Hefezellen vorkommt.
Diese Art der Interaktion, bei der die Zellen in wissriger Losung durch Aneinanderhaften wie
Flocken ausfallen, wird auch Flockulation genannt [51].

Vor dem Hintergrund dieser vielfiltigen Interaktionen zwischen pathogenen Pilzen und bio-
tischen und abiotischen Oberfldchen liegt es nahe, auch fiir V. longisporum nach moglichen Adha-
sinen zu suchen. Diese konnen fiir das Anhaften des Erregers an den Wurzeln von Rapspflanzen,

sowie das Haften der Zellen innerhalb des vaskularen Systems, verantwortlich sein.

1.4.1 Adhaisine

Alle oben beschriebenen Interaktionen von Pilzen miteinander, mit anderen Organismen oder

abiotischen Oberflichen werden durch Adhésine ermoglicht (Abb. 1.2). Diese Zelloberfldchen-
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Proteine besitzen eine gemeinsame Grundstruktur, bestehend aus drei Doménen [20, 49]: Die N-
terminale Doméne des Proteins ragt aus der Zelloberfldche hervor und ist fiir Ligandenbindung
zustandig. Je nach Art der Bindung lassen sich zwei Gruppen von Adhésinen unterscheiden:
Zucker-sensitive und Zucker-insensitive [51]. Zucker-sensitive Adhésine haben eine Lektin d4hn-
liche Kohlenhydrat-Bindedoméne [25, 38], Zucker-insensitive binden an Peptide oder erhchen
die Hydrophobie der Zelle, sodass hydrophobe Wechselwirkungen mit Oberflichen ermoglicht
werden [51].

Die zentrale Domaéne ist circa 300 Aminosauren (AS) lang, reich an Sequenzwiederholungen
und enthélt einen erhohten Anteil an Serin (Ser) und Threonin (Thr) [51], der 35-55% betrégt [31].
Diese Domine formt einen Stiel, durch den die N-terminale Domaéne iiber die Zellwand hinaus-
zuragen vermag, um mit anderen Oberfldchen in Kontakt zu treten. Je langer dieser Sequenzteil
ist, desto weiter konnen die Oberfldchen, mit denen der Pilz interagiert, von der Zellwand ent-
fernt sein [50]. Des Weiteren sind in dieser Region vermehrt hydrophobe Reste zu finden, sowie
eine erhohte Menge an Cysteinen in der C-terminalen Region dieser Doméne. Die Funktion die-

ser beiden Eigenschaften ist jedoch noch ungeklart [12].

optionale Thr—reiche
GPI-Anker

Doméne
C-Terminus H C N-Terminus

Ser/Thr-reiche Region

Bindedomine

Abbildung 1.2: Schema eines AdhdsinsDer GPI-Anker erméglicht die Verankerung des Proteins in
der Zellwand. Die Ser/Thr-reiche Doméne ragt tiber diese hinweg und ermoglich mit Hilfe der N-terminalen

Bindedomine die Interaktion mit Oberflachen

Am C-Terminus der Adhésine wird posttranskriptional ein Glycosylphosphatidylinositol(GPI)-
Anker angebracht [12]. Der GPI-Anker kann ein Protein sowohl in der Zellwand als auch an
der Plasmamembran verankern. Dabei erfolgt nur die Anhaftung an der Zellwand durch eine
kovalente Bindung. Diese bildet sich zwischen den Mannose-Resten des GPI-Ankers und den
(-1,6-Glucanen der Zellwand [37].

In einigen Adhésinen ist eine vierte, optionale Doméne zwischen der N-terminalen Bindedo-
méne und dem Ser- und Thr-reichen Stiel zu finden. Diese enthélt Thr-reiche Sequenzwiederho-

lungen sowie andere AS, die eine Faltung des Proteins zu einem (-Faltblatt ermoglichen. Diese
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Region ist einige hundert AS lang und beeinflusst, ebenso wie die Ser/Thr-reiche Region, den

Grad der Interaktion mit Oberflichen.

o site opti(?nale Thr—reiche Transport—
Region sequenz
= '\ 1 = |
C-Terminus . . Bindedom N—Termi
GPI-Anker— Ser/Thr—-reiche Region indedomane erminus
signal

Abbildung 1.3: Vorlduferprotein von Adhidsinen Die vollstindige Transportsequenz sowie der
C-terminale Teil des GPI-Ankersignals werden im Lauf der posttranslationalen Modifikation entfernt. Der
Teil des GPI-Ankersignals, der N-terminal der w-site liegt, bleibt auch nach der Modifikation erhalten. An
der w-site wird im ER der GPI-Anker angefiigt.

Vorldufer der Adhésine haben zusitzliche Doménen, die im Laufe der posttranslationalen Modi-
fikation entfernt werden (Abb. 1.3). Am N-terminalen Ende der Vorlduferproteine befindet sich
eine 20-30 AS lange Signalsequenz, die fiir den Export des Proteins ins Endoplasmatische Reti-
kulum (ER) nétig ist, wo der GPI-Anker durch die GPI-Transamidase angebracht wird [14]. Die
Signale, die fiir das Durchlaufen des Sekretionsweges notig sind, werden wéhrend der einzelnen
Sekretionsschritte entfernt [20].

Damit der GPI-Anker angebracht werden kann, muss am C-terminalen Ende ebenfalls eine Si-
gnalsequenz mit einer Lange von ca. 40 AS vorhanden sein [14]. Diese Sequenz besitzt bestimmte
Eigenschaften: An der Stelle, an der ein Teil der Signalsequenz abgespalten wird, der omega-site
(w -site), miissen AS mit kurzen Resten vorkommen, da dieser Teil des Proteins in das kataly-
tische Zentrum der GPI-Transamidase passen muss. Ebenfalls ist eine hydrophobe Domédne am
C-Terminus des Vorgédngerproteins notig, etwa 10-12 AS von der C-terminalen w-site entfernt [34].
Dieser hydrophobe Bereich enthilt viele Leucin-, Alanin- und Valin-Reste. Die 10-12 AS zwischen
der w-site und der hydrophoben Region sind nur moderat polar. In N-terminaler Richtung der w-
site ist ein weiterer polarer Bereich, der einen erhohten Anteil an Serin und Threonin aufweist

und in die Ser- und Thr-reiche Doméne des Adhésins tibergeht [14].

1.4.2 Weitere Proteine, die Adhision fordern

Neben Adhisinen sind weitere Proteine bekannt, die die Anhaftung einer Zelle an andere Zellen
oder abiotische Oberfldchen fordern. Ein Beispiel sind Hydrophobine, kleine Proteine mit einer

Lange von ca. 100 AS [56]. Sie dandern die Hydrophobie einer Zelle und ermoglichen so Interaktio-
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nen zwischen Oberflichen und Zellen durch hydrophobe Wechselwirkung [35]. Dadurch sind sie
in der Lage den Befall eines pflanzlichen Wirtes einzuleiten [13]. Unter den Hydrophobinen sind
zwei unterschiedliche Klassen bekannt, die sich dadurch unterscheiden, dass Hydrophobine der
zweiten Klasse einen erhchten Anteil an geladenen AS besitzen [56]. Die Veranderung der Ober-
flacheneigenschaften wird allein durch die AS-Sequenz vermittelt, es miissen zu diesem Zweck
keine Lipide am Protein gebunden sein [56]. In Hydrophobinen sind nur zwei Sequenzmotive
bekannt: Das erste besteht aus acht Cysteinen, die in einem charakteristischen Muster zwischen
beliebigen anderen AS verteilt liegen. Dabei liegen das zweite und dritte, sowie das sechste und
siebte Cystein direkt nebeneinander.

Durch die Cystein-Reste werden intramolekulare Disulfidbindungen ausgebildet, wobei im-
mer vier Cysteine in einer der zwei Doménen des Hydrophobins liegen. Der Abstand zwischen
den Cystein-Resten ist gleichzeitig ein weiteres Unterscheidungsmerkmal zwischen Hydropho-
binen der ersten und zweiten Klasse. Aufierdem ist ein N-terminales Sekretionssignal vorhanden,
mit dessen Hilfe das Protein aus der Zelle heraus transportiert wird. Nach dem Export wird von
auflen die Hydrophobie der Zelle verdandert [13].

Die transmembranen Integrine fordern dagegen die Adhésion an Zelloberflichen durch di-
rektes Binden an Liganden. Sie bestehen aus den zwei Untereinheiten « und 3, die nicht kovalent
miteinander verkniipft, aber jeweils paarweise an der Zelloberfliche angeordnet sind. Jede von
ihnen hat einen kurzen C-terminalen Bereich, der im Cytoplasma liegt und eine lange exrazellul-
re, N-terminale Domaéne. Die $-Untereinheit enthdlt im extrazelluldren Bereich vier Sequenzwie-
derholungen, die jeweils 40 Cysteine enthalten. Diese bilden intramolekulare Disulfidbindungen
[21]. Die Bindespezifitit der beiden Untereinheiten unterscheidet sich voneinander. Als Ligan-
den werden vor allem Proteine mit einer Sequenz, die ein Arginin-Glycin-Asparaginsdaure Motiv
aufweist, benutzt. Dies ist vor allem bei Proteinen der extrazelluldaren Matrix der Fall [45]. Da
Integrine in der Membran eines Organismus verankert sind, aber gleichzeitig als Rezeptor fiir
Proteine der Zelloberfldche dienen, ermoglichen sie die Anhaftung einer Zelle an der Oberfldche

einer anderen.

1.5 Genetische Grundlagen

Das Erbgut eines Lebewesens liegt in Form der Desoxyribonukleinsdure (DNA) vor, die fiir den
Aufbau von Proteinen kodiert [19]. Die in der DNA enthaltene Information wird in mehreren auf-
einander folgenden Schritten verarbeitet und genutzt, um Proteine zu bilden. Im Zellkern findet
die Transkription statt, die eigentliche Synthese der Proteine erfolgt im Cytosol.

Durch die spezifische Abfolge der Basen Adenin (A), Thymin (T), Guanin (G) und Cytosin (C)
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innerhalb eines DNA-Stranges ist die Speicherung der unterschiedlichen genetischen Informatio-
nen moglich [54]. Wahrend der Transkription wird durch eine DNA-abhidngige RNA-Polymerase
an einem DNA -Strang eine mRNA (messenger Ribonukleinsdure) gebildet [3]. Der Strang, der
bei der Bildung der mRNA als Matrize dient, wird auch als kodogener Strang bezeichnet. An
diesem DNA-Strang lagern sich bei der Transkription komplementédre Nukleotide an. Wahrend
in der DNA A und T, sowie G und C komplementdr zueinander sind, wird in der RNA anstelle

von Thymin Uracil (U) eingebaut.

Durch den Aufbau der DNA hat jeder Strang eine definierte Richtung. Die einzelnen Nukleo-
tide sind tiber ihr 3’- und ihr 5- Kohlenstoffatom mit Phosphatgruppen verkniipft. An den En-
den des Stranges ist einmal ein 3’-Kohlenstoff und einmal ein 5-Kohlenstoff ungebunden. Eines
wird dementsprechend als 3’-Ende bezeichnet, das andere das 5’-Ende [30]. Bei der Transkription
bewegt sich die RNA-Polymerase auf dem DNA-Strang immer nur von 3’- in 5’-Richtung, der
RNA-Strang wird also von 5’- in 3’-Richtung synthetisiert.

Bei der Transkription entsteht zunichst ein pri-mRNA-Strang, der noch verschiedene Prozesse
durchlduft, bevor er zur reifen mRNA wird. Zu den posttranskriptionalen Modifikationen gehort
das Anfiigen eines Caps und eines Poly-A-Schwanzes, sowie das Spleifien. Die Cap-Struktur, ein
modifiziertes Guanin, wird am 5-Ende der mRNA angeftigt und ist fiir den Transport der mRNA
ins Cytosol notig. Am 3’-Ende der mRNA wird an einer Erkennungssequenz ein Poly-A-Schwanz
angefligt. Wurde die Erkennungssequenz transkribiert, wird an dieser Stelle die RNA-Sequenz
gespalten. Die Matrizen-unabhéngige Poly(A)-RNA-Polymerase fiigt 100-250 Adenine an und
erhoht dadurch die Stabilitdt und Lebensdauer der RNA [40]. Weitere nicht-kodierende Bereiche
der pra-mRNA (untranslated regions - UTR), sind die Introns, die beim Spleifien aus dem Strang
herausgeschnitten werden. Sie verbleiben im Nukleus, wo sie abgebaut werden. Die Sequenzab-
schnitte, die ins Cytoplasma exportiert werden, sind die Exons. Sie konnen neben Bereichen, die
fur Proteine kodieren, auch nicht-translatierte Regionen aufweisen. Diese nicht-kodierenden Re-
gionen treten dann aber ausschiefilich an den Ende des Stranges und nicht zwischen kodierenden

Bereichen auf.

Vom Zellkern aus wird die mRNA ins Cytoplasma transportiert, wo sich Ribosomen, katalyti-
sche Komplexe aus Proteinen und RNA, an den RNA-Strang anlagern. Im Verlauf der Translation
werden durch die Ribosomen an der mRNA Proteine gebildet. Dabei wird die mRNA wird durch
das Ribosom hindurch geschoben, wobei jeweils drei Basen gleichzeitig abgelesen werden und
fur eine AS kodieren [43]. Die Translation beginnt am Kodon AUG, das fiir die Aminosdure Me-

thionin kodiert und endet mit einem der drei Stopp-Kodons UAA, UAG oder UGA [28].

Alle AS weisen eine gemeine Grundstruktur auf. Diese besteht aus einer an einem Kohlenstoff

gebundenen Animogruppe, einer Carboxylgruppe, einem Wasserstoffatom und einer Restgrup-
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pe, die sich von AS zu AS unterscheidet. Reagieren zwei AS unter Austritt eines Wassermolekiils
zu einem Dipeptid, so wird der Kohlenstoff der Carboxylgruppe kovalent mit dem Stickstoff der
Aminogruppe verkniipft. Eine der AS hat nun eine freie Carboxyl-, die andere eine freie Ami-
nogruppe. Dem entsprechend werden die beiden Enden C-Terminus und N-Terminus genannt.
Auch bei der Verldngerung des Dipeptides zu einem Polypeptid sind die zwei verschiedene En-
den immer zu unterscheiden. Der N-Terminus des Proteins wird vom Startkodon, der C-Terminus

vom 3’-Ende der mRNA kodiert [43].

1.6 Experimentelle Vorarbeiten an V. longisporum

In dieser Arbeit werden Sequenzdaten von V. longisporum analysiert. Diese wurden bereits im Vor-
feld durch das Anlegen und Sequenzieren einer cDNA-Bank erhalten. Aufierdem wurden erste
Experimente durchgefiihrt, um Gene, die fiir die Adhésion relevant sind, zu finden. Diese vor-
ausgegangenen Arbeitsschritte werden im Nachfolgenden erldutert.

Eine cDNA-Bank ist eine Sammlung von DNA-Sequenzen, die aus der mRNA eines Organis-
mus gewonnen wird. Sie enthélt also nur transkribierte Bereiche des Genoms. Durch die Analyse
der cDNA-Sequenzen lédsst sich ermitteln, welche Gene aktiv sind. Dabei ist es jedoch von den
Umweltbedingungen und Wachstumsphasen des jeweiligen Organismus abhingig, welcher Teil
des Genoms zu dem Zeitpunkt des Erstellens der Bank exprimiert wird. Es wird immer nur eine

Teilmenge der Gene erfasst.

1.6.1 Das Erstellen einer cDNA-Bank

Um cDNA-Sequenzen zu erstellen, muss zunédchst die mRNA einer Zelle isoliert werden. Mit Hil-
fe einer RNA-abhingigen DNA-Polymerase, auch Reverse-Transkriptase (RTase) genannt, kann
mit einem mRNA-Strang als Matrize ein DNA-Strang synthetisiert werden. Dieser komplemen-
tare DNA-Strang wird auch cDNA (complementary DNA) genannt. Damit die RTase mit der
Transkription beginnen kann, muss ein doppelstriangiger Bereich vorliegen. Dazu wird ein Pri-
mer hergestellt, ein Oligonukleotid, das komplementédr zum 3’-Ende der mRNA ist. Er lagert sich
an den Einzelstrang an und bildet so einen doppelstrangigen Bereich. Da bekannt ist, dass die
mRNA einen Poly-A-Schwanz hat, kann ein Primer fiir diesen Bereich hergestellt werden. Er be-
steht dann ausschliefllich aus Thymidinen. Dieser Primer lagert sich an den Poly-A-Schwanz an
und die RTase beginnt am Primer einen zur RNA komplementdren DNA-Strang zu bilden. So-
bald die RTase vom DNA-Strang abfallt oder bis zum 5’-Ende der RNA durchgelaufen ist, liegt
ein Doppelstrang aus RNA und cDNA vor. Die RNA wird durch alkalische Lyse abgebaut und so

wird einzelstrangige cDNA gewonnen.
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Um mit der cDNA als Matrize arbeiten zu konnen, ist wiederum ein Primer nétig. Da die
Synthese der DNA aber immer von 5’- in 3’-Richtung lduft, die Matrize also vom 3’-Ende zum 5'-
Ende hin abgelesen werden muss, kann der Poly-A-Schwanz bei diesem Schritt nicht als Primer
benutzt werden. Die entstandene cDNA hat zwar einen Bereich, der komplementiar zum Poly-
A-Bereich ist, dieser jedoch liegt am 5’-Ende. Die Sequenz am 3’-Ende der cDNA ist unbekannt
und unterscheidet sich bei verschiedenen Genen. Fiir die Sequenz des 3’-Endes ldsst sich deshalb
kein Primer definieren. Jedoch kann mit Hilfe einer terminalen Transferase ein Oligo-C-Schwanz
am 3’-Ende angebracht werden. Fiir diesen kann nun wiederum ein Primer erstellt werden. Die

cDNA-Sequenzen werden in das Plasmid pDONR222 kloniert und so gelagert.

1.6.2 DNA-Sequenzierung

Die Sequenzierung ist eine Methode um die Basenabfolge eines DNA-Stranges zu ermitteln. Das
Prinzip der Sequenzierung soll hier anhand der Sanger-Coulson-Methode, auch als enzymati-
sche, Didesoxy-Sequenzierung oder Kettenabbruchmethode bekannt, erldutert werden [39].

Der erste Schritt besteht darin einen Primer fiir eine einzelstrangige DNA, die sequenziert wer-
den soll, zu erstellen. Da die Sequenz der cDNA vor der Sequenzierung nicht bekannt ist, wird
der Primer fiir die Sequenz des Plasmides definiert, in das die cDNA integriert wurde. Eine DNA-
Polymerase bildet an der einzelstrdngigen Matrize einen zweiten Strang, wobei zu den benétigten
Nukleotidtriphosphaten (NTP) ebenfalls eine geringe Menge an Didesoxynukleosidtriphospha-
ten (ddNTP) gegeben werden. Diese besitzen am 3’-Kohlenstoff keine Hydroxyl-, sondern eine
Hydridgruppe. Wird ein ddNTP in die Sequenz eingebaut, ist eine weitere Strangverldngerung
nicht mehr moglich und die Reaktion bricht ab. Es sind insgesamt vier Ansdtze notig, wobei in

jedem der Ansétze eins der vier ddNTPs (ddATP, ddGTP, ddCTP, ddTTP) verwendet wird.

Die Langen der entstandenen Fragmente werden durch Elektrophorese ermittelt und vergli-
chen. In die kiirzeste Sequenz wurde zum frithesten Zeitpunkt der Sequenzierung ein ddNTP
eingebaut, sodass der Strang nicht weiter verlangert werden konnte. Je nachdem in welchem der
vier Ansidtze dieser fritheste Strangabbruch zu beobachen ist, ldsst sich sagen, dass es sich bei
dieser ersten Base um Adenin, Guanin, Thymin oder Cytosin handelt. Die nachstlingere Sequenz
gibt Aufschluss tiber die Identitdt der folgenden Base. Es wird weiter so verfahren, bis auf diese
Weise die Basenabfolge des gesamten Stranges ermittelt ist. Am Anfang und am Ende der Se-
quenz ist die Qualitdt der Sequenzierung am geringsten und die Basenabfolge kann in diesen

Bereichen oftmals nicht zuverldssig bestimmt werden.
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1.6.3 Suche nach adhisiven Proteinen

Um zu ermitteln, ob einige der cDNA-Sequenzen fiir Proteine kodieren, die in V. longisporum Ad-
hésion an der Wurzeloberflache erméglichen, wurde in nicht-adhisiven Hefe-Mutanten (Saccha-
romyces cerevisiae) die Wirkung von Genprodukten der cDONA-Bank getestet. Bei der verwendeten
Hefe-Mutante handelt es sich um den Stamm BY4741, der eine Punktmutation im Gen von Flo8
aufweist (Aflo§). Bei Flo8 handelt es sich um einen Transkriptionsfaktor, der Adhésion in Hefe
reguliert [32]. Wenn dieses Protein nicht vorhanden ist, werden keine Adhésine exprimiert und
die Hefe kann nicht mehr an Oberflachen anhaften. Ebenfalls von Bedeutung ist Flo11, bei dem
es sich um ein Adhésin der Hefe handelt. Es ermoglicht Flockulation, sowie die Interaktion mit
abiotischen Oberfldchen, wie Agar oder Plastik [18]. Es wurde eine weitere Mutante des BY4741-
Stammes verwendet, in dem auflerdem das Gen Flo11 deletiert ist (Aflo8/11). In beiden Fillen
(Aflo8 und Aflo8/11) geht die Fahigkeit zur Adhédsion und Flockulation verloren [51].

Es soll gepriift werden, ob eine der nicht-adhdsiven Hefen die Fahigkeit zu Adhésion oder
Flockulation zuriickgewinnen kann, wenn in ihr eine cDNA-Sequenz exprimiert wird (Abb. 1.4).
Dies wiirde darauf hindeuten, dass die entsprechende Sequenz auch in V. longisporum mit der Ad-
hésion in Zusammenhang steht. Um diesen Versuch durchzufiihren, wurden cDNA-Sequenzen
in A flo8- und in A flo §/11-Mutanten eingebracht. Die erstellten 456.584 Klone wurden auf Agar-
Platten angezogen und anschliefend gewaschen. Beim Waschen blieben nur die Mutanten haften,
die cDNA-Sequenz enthalten, welche die Adhédsion in Hefe wieder herstellen. Beim ersten Durch-
gang (Screen) waren 59 Klone vorhanden, die am Agar anhafteten, beim zweiten Screen waren
noch 43 Hefe-Mutanten dazu in der Lage. Diese 43 Hefe-Mutanten sind durch das Einbringen
von 24 verschiedenen cDNA-Sequenzen in Hefe entstanden. Diese Sequenzen werden im Fol-
genden als Kandidaten aus dem A-flo8, bzw. aus dem Aflo8/11 Screen bezeichnet. Achtzehn der
Kandidaten ermoglichen sowohl in Aflo8-, als auch in Aflo8/11-Stammen eine wieder hergestellte
Adhiésion. Die weiteren sechs Kandidaten vermitteln diese Fahigkeit nur in den Aflo8-Stammen
der Hefe. Fiinfzehn Kandidaten sind zusitzlich dazu in der Lage die Fahigkeit zur Flockulation

in Hefezellen wiederherzustellen.
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c¢DNA-Seugenzen werden in Plasmide integriert

Die Plasmide werden in den Hefe—Stamm BY4741
transformiert

b)
Die Hefezellen werden auf Agar—Platten angezogen
456.584 Klone wurden erstellt

©) Die Agarplatte wird gewaschen
59 Klone bleiben am Agar haften

d) Ein zweiter Waschschritt wird durchgefiihrt.

43Klone bleiben am Agar haften

In die 43 Klone sin 24 unterschiedliche cDNA-Sequenzen
integriert

Abbildung 1.4: Ubersicht iiber die Suche nach cDNA-Sequenzen, die die Adhésion in
Hefe beeinflussen
a) Die cDNA-Sequenzen werden in den Hefestamm BY4741 integriert, b) Die Hefezellen werden auf Agar

angezogen, c-d) Die Agarplatte wird in zwei Schritten gewaschen, adhésive Klone bleiben haften.






Kapitel 2

Methoden

2.1 Das Zusammenstellen der verwendeten Daten

Die in dieser Arbeit verwendeten cDNA-Sequenzen von V. longisporum wurden unter verschie-
denen Wachstumsbedingungen gewonnen, um moglichst viele exprimierte Gene zu erhalten. Die
Datensédtze zweier Sequenzierungen wurden zum Erstellen der Datenbank vereint. Doppelt vor-
handene Identifikationsnamen (ID) der Sequenzen wurden durch das Anfiigen eines .1, bzw. .2
eindeutig gemacht. Ebenfalls wurden Sequenzen, die kiirzer als zwanzig Basenpaare (bp) sind,

aus der Datenbank geldscht.

2.2 Bereinigen der cDNA-Sequenzen

Die cDNA-Sequenzen liegen zur Aufbewahrung und Lagerung in dem Plasmid pDONR222 vor
(Abb.2.1,1). Der Primer, der zum Durchfiihren der Sequenzierung benotigt wird, setzt nicht direkt
an der cDNA-Sequenz an, sondern an diesem Plasmid. Es wird ein Sequenzbereich in der Ndhe
der Multiple Cloning Site (MCS), an der die cDNA ins Plasmid integriert ist, benutzt. Dadurch soll
moglichst wenig Information verloren gehen, da der erste sequenzierte Bereich oft eine schlechte
Qualitit hat, sodass er nicht verwendet werden kann. So wird nicht nur die cDNA selbst, son-
dern auch der jeweilige Bereich in 5" und in 3’-Richtung (up- und downstream) aus dem Plasmid
sequenziert. Die vorhandene Plasmidsequenz muss entfernt werden, damit sie die Ergebnisse
von weiteren Untersuchungen der cDNA-Sequenzen nicht verfélscht.

Es kommt vermehrt am Anfang und am Ende des Sequenzierens zu Fehlern in der ermittelten
Basenabfolge. Deshalb ist es wichtig, dass beim Vergleich der Plasmidsequenz mit der Sequenz in

der Datenbank auch die Regionen erkannt werden, die sich an einigen Positionen von der Plas-

15



16 2.2 BEREINIGEN DER CDNA-SEQUENZEN

midsequenz unterscheiden. Das in dieser Arbeit verwendete Programm Basic Local Alignment
and Search Tool (BLAST) [1] eignet sich gut dazu, lokale Ahnlichkeiten zwischen zwei Sequenz
zu bestimmen (siehe Abschnitt 2.7.1). Wenn die Qualitat der Sequenzierung zu gering ist und ver-
mehrt Sequenzierfehler auftreten, werden jedoch auch durch eine BLAST-Suche nicht mehr alle

Bereiche der Sequenz erkannt, die aus dem Plasmid stammen.

D

a b
/ \ . Plasmidsequenz an der MCS

Plasmidsequenz, mahr als 30 bp von der MCS entfernt

cDNA

M unbekannte Sequenz: cDNA oder Sequenzierung niedriger Qualitit des Plasmids

2)
a b
—_— —_—
—— ——
T T T T e _—_— é

Abbildung 2.1: Verschiedene Méglichkeiten des Auftretens von Plasmidsequenz in der
cDNA:

Die Abbildung zeigt auf welche Weise Teile der Plasmidsequenz in der cDNA integriert sein konnen und in welchen
Schritten die Plasmidsequenz aus der cDNA-Sequenz entfernt wird. 1a) Das Plasmid enthélt eine MCS, an der durch Re-
striktionsenzyme eine Spaltung erfolgt; b) Zwischen den Schnittstellen der MCS wird ein cDNA-Strang eingebracht; 2:
a) Die Plasmidsequenz kommt an verschiedenen Stellen der cDNA-Sequenz vor: Am Anfang, am Ende oder an beiden
Enden der cDNA. Ebenfalls kann in der Mitte der cDNA Plasmidsequenz vorhanden sein. Teilweise stammt die Plasmid-
sequenz aus von der MCS entfernten Plasmidregionen; b) Die Plasmidsequenz aus der Nahe der MCS wird aus der cDNA
entfernt. Liegt upstream der an der MCS liegenden Plasmidsequenz ein Sequenzbereich, der nicht identifiziert werden
kann, wird dieser ebenfalls entfernt. cDNA-Sequenzen mit Ahnlichkeiten zu Plasmidsequenzen, die nicht an der MCS
liegen, werden zunéchst nicht verdndert; ¢) Die Plasmidsequenz, die nicht direkt an der MCS liegt, wird entfernt. Die

cDNA-Sequenz downstream des Plasmidinserts wird ebenfalls entfernt.

Die meisten BLAST-Treffer werden in der unmittelbaren Nahe zur MCS erwartet, da an dieser
Stelle die cDNA-Sequenz in das Plasmid integriert wurde. Diese Integration findet jedoch nicht
immer an genau derselben Stelle statt, die Schnittstelle zum Einbringen der Sequenz kann sich

verschieben, wenn das verwendete Restriktionsenzym die Plasmid-DNA nicht exakt an der MCS
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schneidet. Aus diesem Grund kann nicht davon ausgegangen werden, dass immer die gleiche
Plasmidsequenz up- und downstream der cDNA liegt. Es darf also nicht nur nach den Basenab-
folgen gesucht werden, die direkt up-, beziehungsweise downstream der theoretischen Schnitt-
stellen des Restriktionsenzyms liegen.

Der erste Schritt bestand darin, die Datenbank der cDNA-Sequenzen mit der Plasmidsequenz
als Suchanfrage (Query) zu durchsuchen. Die Regionen mit grofen Ahnlichkeiten zur Plasmidse-
quenz wurden aus der cDNA-Datenbank entfernt. Wenn es in der cDNA-Sequenz einen Treffer
fur einen Bereich upstream der MCS im Plasmid gibt, ist es wahrscheinlich, dass upstream des
Treffers in der cDNA ebenfalls Plasmidsequenz liegt. In diesem Fall wird der upstream-Bereich
nicht durch die BLAST-Suche erkannt, da zu viele Sequenzierfehler auftreten, muss aber zusitz-
lich zu dem eigentlichen Treffer aus der cDNA-Sequenz entfernt werden (Abb. 2.1, 2a+b). Umge-
kehrt wurde bei einem BLAST-Treffer in der cDNA, der eine lokale Ahnlichkeit zu downstream-
Bereichen der MCS hat, auch die verbleibende downstream-Sequenz entfernt.

Aus diesem Grund ist es wichtig, dass bekannt ist, ob die Ahnlichkeit zwischen ¢cDNA und
Plasmidsequenz up- oder downstream der MCS liegt. Nur so konnen auch die Bereiche entfernt
werden, die bei der BLAST-Suche nicht erkannt wurden.

Zusitzlich treten auch BLAST-Treffer fiir Regionen im Plasmid auf, die mehr als 30 bp von
der MCS entfernt sind. Es ist aber sehr unwahrscheinlich, dass diese Bereiche in der cDNA noch
auf eine ungenaue Integration in das Plasmid zuriickzufiihren sind. In diesem Fall wird die ge-
samte downstream des Treffers gelegene Sequenz aus der cDNA entfernt. Dies ist notig, da die
Herkunft dieser Sequenz nicht bekannt ist und sie somit nicht als cDNA-Sequenz verwendet wer-
den kann (Abb. 2.1, 2c). Die Sequenz verbleibt nur in der cDNA-Bank, wenn ihre Lange nach den

vorgenommenen Kiirzungen noch tiber 21 bp liegt. Andernfalls wird sie entfernt.

2.2.1 Entfernen der MCS-nahen Plasmidsequenz aus der cDNA

Zur Bereinigung der cDNA-Sequenzen wurde im Rahmen dieser Arbeit das Perl-Programm Re-
move_plasmid_sequence.pl geschrieben. Es werden die BLAST-Ergebnisse der Suche von
Plasmidsequenzen in der cDNA-Bank verwendet, um die cDNA-Bank so zu kiirzen, dass nur
noch cDNA-Sequenzen in ihr enthalten sind. Als Argument wird ein Verzeichnis, das die zu be-
arbeitende cDNA-Sequenzen im FASTA-Format enthélt, erwartet. Die Ausgabe erfolgt ebenfalls
im FASTA-Format, die bereinigten Sequenzen werden dabei in zwei separaten Verzeichnissen
gespeichert. In eines der Verzeichnisse werden alle Sequenzen geschrieben, in denen keine Plas-
midsequenz aus Regionen vorhanden ist, die mehr als 30 bp von der MCS entfernt liegt. Die
tibrigen Sequenzen werden in dem zweiten Verzeichnis gespeichert.

Bei allen Sequenzen, in denen Plasmidsequenz vorhanden ist, wird zunéchst der Teil der Plas-
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midsequenz entfernt, der in der Ndhe der MCS liegt. Befindet sich upstream der Plasmidsequenz
noch ein Sequenzteil, der bei der BLAST-Suche nicht als zum Plasmid gehorig erkannt wurde,
wird dieser Bereich ebenfalls entfernt. In den Féllen, in denen die Plasmidsequenz downstream
der cDNA-Sequenz gefunden wird, wird diese mit der unbekannten Sequenz downstream der
Plasmidsequenz entfernt. cDNA-Sequenzen, die keine weitere Plasmidsequenz mehr aufweisen,
werden als FASTA-Datei in einem der tibergebenen Verzeichnis gespeichert. Wenn die Sequenz
aber Bereiche aufweist, die der Plasmidsequenz zugewiesen werden konnen, die weiter als 30
bp von der MCS entfernt sind, wird diese Sequenz, ebenfalls im FASTA-Format, gespeichert und
spdter von einem zweiten Programm, Remove_plasmid_insert.pl bearbeitet.

Bei den weiteren Argumenten handelt es sich um die Pfade der Dateien, die die Ergebnis-
se der BLAST-Suche der cDNA-Datenbank gegen die up- und downstream der MCS gelegenen
Plasmidsequenzen, sowie jeweils die Ergebnisse fiir die Sequenzen des jeweils komplementaren
Stranges enthalten. Der vollstindige Aufruf des Programmes Remove_plasmid_sequence.pl

ist im Folgenden angegeben.

Programmaufruf:

Remove_plasmid_sequence.pl <Eingabe Fasta-Datei> <Ausgabe-
verzeichnis 1> <Ausgabeverzeichnis 2> <BLAST-Suche upstream,
+ Strang> <BLAST-Suche upstream, - Strang> <BLAST-Suche

downstream, - Strang> <Eingabe BLAST-Suche downstream, -Strang>

Die im FASTA-Format ausgegebenen Sequenzen enthalten in der Kopfzeile neben dem Namen
der Sequenz, die neue Sequenzlinge, die Lange vor dem Kiirzen und ein Doppelkreuz (#), gefolgt
von der Anzahl der BLAST-Treffer fiir Plasmidsequenzen, die weiter als 30 bp von der MCS ent-
fernt sind. Diese Werte sind jeweils durch drei Leerzeichen voneinander getrennt. In der Beispie-
lausgabe (s.u.) ist eine Sequenz angegeben, deren urspriingliche Lange 375 bp betrug. Nachdem
die Plasmidsequenz entfernt wurde, betrigt sie 356 bp. Durch die Null hinter dem Doppelkreuz
wird angegeben, dass keine Plasmidsequenz vorhanden war, die mehr als 30 bp von der MCS
entfernt lag. Die Kiirzungen wurden also vorgenommen, um Sequenzabschnitte zu entfernen,

bei denen es sich wahrscheinlich um up- oder downstream-Bereiche der MCS handelt.
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Beispielausgabe einer bereinigten Sequenz ohne MCS-ferne Plasmidsequenz:

>VL1080 356 375 #0
TGCCGTCAAGATGGTCGCCGCCCAGAAGCATGTTCCCATCGTGAAGAAGC
GCACCAAGCGCTTCGAGCGCCACCAGAGCGACCGCTTCATGCGTGTCGAC
CCCTCTTGGCGCAAGCCCAAGGGTATCGACAACCGCGTTCGCCGTCGGTT
CCGTGGTACCGCGCCCATGCCCTCGATCGGCTATGGCTCCAACAAGAAGA
CCAAGTACATGATGCCCTCCGGCCACAAGGCATTCCTCGTCAACAACGTT
TCCGACGTTGAGCTCCTCCTCATGCACAACCGCACCTTCGCCGCTGAGAT
CGCGCACGGCGTCTCCTCCAGGAAGCGCATCGACATTATCTCCCGCGCCA
AGCAAC

2.2.2 Entfernen von MCS-ferner Plasmidsequenz

Die cDNA-Sequenzen, die Plasmidsequenz enthalten, welche nicht in der Néhe der MCS liegt,
werden durch das Programm Remove_plasmid_insert.pl weiter bearbeitet. Dabei wird nicht
nur der Bereich entfernt, der homolog zur Plasmidsequenz ist, sondern auch die downstream da-
von gelegene Sequenz. Als Parameter werden drei Verzeichnisse tibergeben: Das Verzeichnis, in
dem die cDNA-Sequenzen im FASTA-Format gespeichert sind, das Verzeichnis, in das die Aus-
gabe der verdnderten cDNA-Sequenzen erfolgt und das Verzeichnis, dass die BLAST-Suchen der

Plasmidsequenzen upstream und downstream der MCS auf beiden DNA-Strangen enthélt.

Programmaufruf:

Remove_plasmid_insert.pl <Verzeichnis der Fasta-Dateien> <Ausga-
beverzeichnis> <Verzeichnis der BLAST-Suchen up- und downstream

der MCS>

Fiir jede Sequenz wird der Startpunkt der Sequenzidhnlichkeit zum Plasmid ermittelt. Dieser Se-
quenzteil, sowie die davon downstream gelegene Sequenz werden entfernt. Die Ausgabe dhnelt
der von Remove_plasmid_sequence.pl im FASTA-Format. Jedoch ist hier nach dem Doppel-
kreuz eine Zahl aufgefiihrt, die groier als Null ist, da Sequenzabschnitte gefunden wurden, die

im Plasmid mehr als 30 bp von der MCS entfernt sind.
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Beispielausgabe einer von MCS-fernen Plasmidsequenzen bereinigten cDNA-Sequenz:

>VL0795 114 843 #1
CATGAGATCAACCTCCGCATCAGCAGCCAACTTGTCCGCGCAGCCCTGCC
CAAGATGCATCTCGTGCCGCAAGAGCTTGATAAGCTCGTCATTTCTCAGC

TGGGGTTCCTGGCG

2.3 Untersuchungen der Aminosiuresequenzen

Ubersetzt man die Nukleotidsequenzen aus der cDNA-Datenbank in Aminosiuresequenzen, las-
sen sich aus dieser wertvolle Informationen gewinnen. Die spezifische Abfolge von AS legt die
Eigenschaften eines Proteins fest. In dieser Arbeit wird in der AS-Sequenz nach Signalen ge-
sucht, die fiir das Anbringen eines GPI-Ankers an ein Vorldauferprotein nétig sind. Auch wird
nach der fiir Adhésine typischen Ser/Thr-reichen Region gesucht. Um diese Untersuchungen
fiir die cDNA-Sequenzen durchfithren zu kénnen, muss die DNA-Sequenz zunéchst in eine AS-
Sequenz iibersetzt werden. Da nicht bekannt ist an welchem Strang und an welcher Position die
Translation dieses Genes startet, werden alle sechs Leserahmen (LR) nacheinander tibersetzt.

Die Ubersetzung beginnt am ersten Nukleotid, sodass die drei ersten Nukleotide als erstes
Kodon benutzt werden (1.LR). Dann werden das zweite, dritte und vierte Nukleotid verwendet,
das erste wird ignoriert (2.LR). Fiir den dritten LR werden das dritte, vierte und fiinfte Nukleo-
tid der Sequenz als Kodon fiir die erste AS verwendet. Analog werden die drei LR im reversen
Komplement tibersetzt. In einigen Sequenzen kommen Nukleotide vor, deren Identitdt durch die
Sequenzierung nicht eindeutig festgestellt werden konnte. Diese werden mit N bezeichnet. Kod-
ons, die nicht-identifizierte Nukleotide enthalten, kann keine AS zugeordnet werden. Aus diesem
Grund werden Sequenzen, die unbestimmte Nukleotide enthalten, in Bereiche unterteilt, in de-
nen alle Nukleotide bestimmt werden konnten. Fiir diese Teilsequenzen werden dann mdgliche

AS-Sequenzen aller sechs LR bestimmt.

2.4 Ermitteln der kodierenden Regionen

Die cDNA-Sequenzen, die auch als Expressed Sequence Tags (EST5) bezeichnet werden, konnen
neben der fiir das Protein kodierenden Region auch Bereiche aufweisen, die nicht-kodierend sind.
Diese werden nicht translatiert und enthalten somit keine Informationen zum Aufbau des Prote-

ins. Bei Vorhersagen fiir die AS-Sequenz einer cDNA diirfen daher nur die kodierenden Bereiche
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berticksichtigt werden. Um diese kodierenden Bereiche zu finden, kann das Programm ESTScan
[22, 33] verwendet werden. Dieses Programm sucht nicht nur nach den kodierenden Sequenzen
in der cDNA, es werden ebenfalls Insertionen und Deletionen, die auf Fehler beim Sequenzieren

der ESTs zurtiickzufiihren sind, erkannt und berichtigt.

24.1 ESTScan

Da ESTs oft mit Sequenzierfehlern behaftet sind und sich dadurch der Leserahmen der kodie-
renden Region verdndern kann, miissen diese Fehler in der Sequenz bei der Vorhersage einer
kodierenden Region berticksichtigt werden. ESTScan nutzt Hidden Markov Modelle (HMM) um
kodierende Regionen in ESTs zu finden. Das Programm kann mit Sequenzierfehlern, die zu ei-
nem verdnderten Leserahmen fiihren oder die zusétzliche Stopp-Kodons erzeugen und mit nicht
identifizierten Nukleotiden arbeiten.

Das verwendete HMM wird mit RNA-Sequenzen trainiert, wobei das Training fiir Sequenzen,
je nach GC-Gehalt, seperat erfolgt. Es werden vier Gruppen gebildet, die die Bereiche von weniger
als 43 % GC-Gehalt, von 43 bis maximal 50 %, von 51% bis maximal 57 % und tiber 57 % abdecken.
Bei der Eingabe einer Sequenz wird dann zuerst tiberpriift welcher GC-Gehalt vorliegt, damit die
entsprechenden Einstellungen fiir diese Gruppe genutzt weden. Dieser Schritt ist wichtig, da die
Héufigkeit, mit der einzelne Kodons von einem Organismus verwendet werden, stark von dem
GC-Gehalt der jeweiligen Sequenz abhidngen konnen. Die Sequenzen, mit denen das Training
erfolgen soll, konnen individuell zusammengestellt werden.

Es wird ein fiinf Buchstaben Alphabet benutzt, zu dem neben den Basen A, C, T und G auch N
fur nicht identifizierte Basen gehort. Alle anderen, mehrdeutigen Buchstaben der Nomenklatur
von International Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC) werden in N umgewandelt. Die-
sen nicht-identifizierten Basen wird ein Durchschnittswert zugewiesen, der zwischen dem der
bekannten vier liegt.

Das Programm kann fiinf verschiedene Bereiche in einer Sequenz erkennen. Zu diesen Be-
reichen zéhlen die am 5- und am 3’-Ende gelegenen nicht-kodierenden Regionen, die Profile
der Start- und Stopp-Sites der Translation, sowie die kodierende Region. Da nicht in allen EST-
Sequenzen alle diese Regionen vorkommen miissen, erkennt das Programm auch kodierende
Regionen ohne Start- oder Stopp-Sites. Es ist ebenfalls nicht notig, dass nicht-kodierende Sequen-
zen vorhanden sind, genauso wie nicht in allen Féllen eine kodierende Region vorliegen muss.
ESTScan benutzt dabei das gleiche Modell wie GENESCAN [5] um kodierende Regionen einer
Sequenz zu finden.

ESTScan liest die eingegebene EST-Sequenz und tibersetzt dabei die mutmaflich kodierende

Region in eine AS-Sequenz. In der tibersetzten Region werden nacheinander drei Zustinde, FO,
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F1 und F2, wiederholt. Sie entsprechen der Position des aktuellen Nukleotids im Kodon. Damit
jedes eingelesene Nukleotid einmal jede Position durchlduft, werden zu Beginn des Einlesens
jeweils einmal ein X, zwei und kein X der Nukleotidsequenz vorrangestellt. Dadurch wird jedes

Nukleotid einmal als FO, einmal als F1 und einmal als F2 eingelesen.

Die Reihenfolge der drei Zustdnde kann auf zwei verschiedene Weisen durchbrochen werden.
Dies geschieht, wenn entweder eine Insertion oder eine Deletion vorliegt. Handelt es sich bei dem
eingelesenen Nukleotid um eines, dass als Insertion erkannt wurde, so wird diese Position zwar
eingelesen, aber nicht als Bestandteil der moglichen kodierenden Region ausgegeben. Wird an
einer Position eine Deletion vorhergesagt, wird an der entsprechenden Stelle ein zusatzliches »N«

eingeftigt. Auf diese Weise kann einer Verschiebung des Leserahmens entgegengewirkt werden.

Mit Hilfe des Viterbi-Algorithmus [52] wird der optimale Pfad durch die Zustinde des HMM
berechnet und die entsprechenden AS-Sequenzen werden ausgegeben. Bei der Ausgabe der vor-
hergesagten AS-Sequenz kann ein X am Anfang oder am Ende der Sequenz auftauchen, wenn am

Anfang oder am Ende der Sequenz zusétzliche Positionen eingeschoben werden.

Bei der Ubersetzung werden nur Insertionen und Deletionen beriicksichtigt. Substitutionen
werden ignoriert. Wahrend die beiden Ersten den Leserahmen und somit die gesamte folgen-
de AS-Sequenz dndern, wird durch eine Substitution nur ein Nukleotid durch ein anderes aus-
getauscht. Die Folge wire bei einer Ubersetzung in AS-Sequenz eine falsche AS oder aber gar
keine Anderung in der AS-Sequenz. Ein Sonderfall besteht jedoch in Substitutionen, durch die
ein Stopp-Kodon innerhalb der kodierenden Sequenz auftaucht. Beim Akzeptieren eines falschen
Stopp-Kodons als Ende der kodierenden Region ginge das Ende der Proteinsequenz verloren.
Um dies zu verhindern, wird beim Auftreten eines Stopp-Kodons nicht automatisch die vorher-
gesagte kodierende Region beendet. So wird das Vorkommen von Stopp-Kodons im Leserahmen

toleriert, jedoch werden alle anderen Kodons ihm vorgezogen.

In einer kodierenden Region kann eine lokale Anhdufung von Sequenzierfehlern vorkom-
men, die dazu fiihrt, dass nicht die gesammte Region als kodierend erkannt wird. Aus diesem
Grund sucht ESTScan nicht nur nach der ersten kodierenden Region. Die Suche wird an der Po-
sition, die sich der gefundenen Region anschliefst, wieder neu gestartet. Die Ausgabe erfolgt nur,
wenn die vorhergesagte Sequenz eine Lange von mindestens 50 Nukleotiden erreicht, andernfalls

wird das Ergebnis herrausgefiltert und erscheint nicht in der Ausgabe.

In der Verdffentlichung [22]wird die Spezifitit anhand der Vorhersage fiir 12.284 untrans-
latierte ESTs angegeben. Sie betrdgt 69,2 %. Es wird eine Sensitivitit von 94,5 % der erreicht.
Zusiétzlich konnten 64,2 % der Start- und 55,1 % der Stopp-Kodons exakt erkannt werden.
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2.5 Suche nach Sequenzen mit Serin- und Threonin- reichen Re-
gionen

Wie in Kapitel 1.4 beschrieben, weisen Adhésine eine ca. 300 AS lange Region auf, die reich an
Serin (Ser) und Threonin (Thr) ist. Der Anteil von Ser und Thr liegt hier bei 35 -55 % [31]. Dieser
Bereich formt einen so genannten Stalk, einen Stiel, der es der Bindedoméne des Proteins ermog-
licht aus der Zellwand herauszuragen und so Kontakt zu Oberfldichen in der Umgebung der Zelle
herzustellen. Da es beim Sequenzieren der zugehorigen cDNA-Sequenz jedoch hédufig zu einem
frithen Abfallen der Polymerase vom Matrizenstrang kommt, wird fiir Adhésine in der cDNA-
Datenbank keine vollstandige Ser/Thr-reiche Region erwartet. Um Bereiche mit einem erhéhten
Ser/Thr-Gehalt zu finden, werden alle sechs LR jeder cDNA-Sequenz untersucht.

Dem zu diesem Zweck erstellten Programm find_stalk.pl wird der Pfad zu einem Ver-
zeichnis, das die zu untersuchenden AS-Sequenzen im FASTA-Format enthélt tibergeben. AufSer-
dem miissen eine Datei, in die die gefundenen Ergebnisse ausgegeben werden, und die minimale

Lédnge (L) der Ser/Thr-reiche Region tibergeben werden.

Programmaufruf:

find_stalk.pl <Eingabeordner> <Ausgabeordner> <L Ser/Thr-Anteil>

Um die Lage dieser Ser/Thr-reichen Regionen zu ermitteln, werden immer zwanzig AS gleichzei-
tig betrachtet. Dieses zwanzig-AS-Fenster wird vom Anfang der Sequenz in Schritten von jeweils
einer AS weiterbewegt. Bei jedem Schritt wird tiberpriift, ob die gesetzte Bedingung, ein Ser/ Thr-
Anteil von mindestens 35 %, erfiillt ist. Sobald dies der Fall ist, wird dieser Sequenzbereich mar-
kiert und das Fenster um ganze zwanzig AS weiter geschoben. Dadurch wird als néchstes das
direkt angrenzende Fenster betrachtet. Solange die Bedingung erfiillt ist, wird der Bereich immer
wieder um weitere zwanzig AS verlangert.

Ist die Bedingung nicht mehr erfiillt, wird das letzte Fenster schrittweise um jeweils eine AS
zuriickbewegt, bis wieder ein Bereich mit einem 35 %-igen Ser/Thr-Gehalt in dem Fenster liegt.
Dabei kommt es zu Uberlappungen mit der zuvor gefundenen Region. Fiir den ermittelten Ge-
samtbereich wird der Anteil von Serin und Threonin bestimmt. Dadurch, dass das letzte gefun-
dene Fenster zurtick verschoben wird, bis es die Bedingungen wieder erfiillt, kann der Ser/Thr-
Anteil der gesamten Region unter 35 % fallen. In diesem Fall wird die Region abwechselnd an
beiden Enden um je eine AS gekiirzt, bis die Bedingung wieder erfiillt ist. Sollte es jedoch notig

sein, dass mehr AS entfernt werden mdiissen, als durch das letzte Fenster dazugewonnen wiirden,
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die Gesamtldnge durch das Anftigen des letzten Fensters also abndhme, so wird das letzte Fenster
ignoriert.

Das Fenster, mit dem die Suche nach weiteren Sequenzbereichen fortgesetzt wird, liegt direkt
hinter dem zuletzt gefundenen. Wurde das letzte Fenster der Region jedoch nicht mehr verwen-
det, weil dadurch die Gesamtregion zu stark gekiirzt worden wire, wird eine AS tibersprungen.
So wird die Suche nach einer neuen Region begonnen und es wird verhindert, dass immer das
gleiche Fenster gefunden und wieder gekiirzt wird.

Nachdem die Untersuchung fiir eine Sequenz abgeschlossen ist, werden alle Sequenzberei-
che, die nur zehn AS voneinander entfernt liegen, miteinander vereinigt. Dadurch ist es moglich,
dass Regionen gefunden werden, deren Gesamtanteil an Serin und Threonin unter 35 % liegt.

Ausgegeben werden, jeweils durch Tabulatorzeichen voneinander getrennt, Name und Lan-
ge der Sequenz, sowie Informationen {iiber jeden der ermittelten Bereiche mit einem erhdhten
Ser/Thr-Gehalt. Fiir jeden einzelnen gefundenen Bereich werden Start- und Endpunkt, gefolgt
von der in Klammern gesetzten Lange des Bereiches und, nach einem Doppelpunkt, der prozen-
tuale Ser/Thr-Gehalt angegeben. Die Ausgabe der Ergebnisse erfolgt nur, wenn mindestens von

einer der ermittelten Regionen die zuvor festgelegte, minimale Lénge erreicht wurde.

Beispielausgabe der Ser/Thr-Suche:

Region 1 Region 2
Name der Sequenz Sequenzlinge  Start-Ende(Ldnge): Ser/Thr-Anteil ~ Start-Ende(Lange): Ser/Thr-Anteil
A57E02_rev_LR3.fna 243 54-73(19): 35.00 124-143(19): 35.00
A54D06_LR3.fna 218 0-36(36): 35.14 51-198(147): 41.89
A54D06_rev_LR3.fna 218 94-175(81): 35.37
A54D04_LR1.fna 220 9-33(24): 36.00 77-215(138): 39.57
A54DO03_LR1.fna 272 51-75(24): 36.00 100-205(105): 42.45

2.6 Suche nach Proteinen mit GPI-Ankersignal

Zur Bindung von Adhésine an die Zellwand, muss an ihrem C-terminalen Ende ein GPI-
Anker angebracht werden. Dazu muss eine Signalsequenz vorhanden sein, die bei der
Prozessierung des Proteins durch einen GPI-Anker ersetzt wird, der dann kovalent an
die Zellwand bindet. Das Auffinden eines solchen Ankersignals an der Proteinsequenz
einer cDNA ist ein Hinweis darauf, dass es sich bei diesem Protein um ein Adhésin han-

deln kann. Jedoch muss auch eine N-terminale Exportsequenz vorhanden sein, da nur
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Proteine mit Exportsequenz in das ER transportiert werden, wo eine Ankerstruktur an-
gefiigt werden kann. Proteine, die nur eine Ankersignalsequenz aufweisen, nicht jedoch
eine Exportsequenz, sind in vivo wahrscheinlich nicht verankert.

Um nach der Signalsequenz fiir das Anfiigen eines GPI-Ankers zu suchen, werden

verschiedene im Internet verfiigbare Programme benutzt.

2.6.1 Vorhersage GPI-verankerter Proteine mit Big-II

Big-II ist ein Programm zur Vorhersage von GPI-Ankerstellen, das speziell fiir Pilze ent-
wickelt wurde [14]. Fiir eine untersuchte Sequenz wird ein Score-Wert berechnet, der an-
zeigt, wie stark die vom Programm erfassten Eigenschaften der Sequenz einem Ankersi-
gnal entsprechen. Dazu werden sowohl Sequenzdhnlichkeiten zu bekannten Vorldufern
von GPI-verankerten Proteinen, als auch bestimmte Eigenschaften der Signalsequenz be-
riicksichtigt (siehe Abschnitt 1.4).

Die Trainingsmenge, mit der das Programm trainiert wurde, enthdlt ausschlieslich
Sequenzen, die von Pilzen stammen und einen GPI-Anker aufweisen. Da es aber nicht
viele experimentell bestédtigte Sequenzen mit GPI-Anker gibt, werden aufserdem 25 Se-
quenzen verwendet, die in der Literatur nur aufgrund von theoretischen Annahmen zu
den GPI-Signalsequenzen gezdhlt werden, da sie sowohl die Signalsequenz, als auch die
Exportsequenz aufweisen. Weitere 171 Sequenzen aus den Proteomen von fiinf Pilzen
werden dem Datensatz hinzugefiigt, da sie sowohl einen hohen Score bei der Vorhersage
von Signalsequenzen durch schon verfiigbare Programme, als auch eine ebenfalls vorher-
gesagte N-terminale Exportsequenz aufweisen. Ein negatives Trainingsset wird nicht ver-
wendet. Aus den C-terminalen Enden dieser Sequenzen wird ein Alignment ohne Liicken
(gaps) erstellt. In diesem Alignment wird sowohl nach Zusammenhédngen zwischen AS-
Haufigkeiten und Position im Alignment, als auch nach Korrelationen an verschiedenen

Positionen auftauchender AS gesucht.
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Der Score setzt sich aus zwei Grofsen zusammen:

S = Sprofile + Sppt
mit:
S: Gesamtscore
Sprotile: Bester Score fiir das Alignment mit bekannten GPI-Signalsequenzen

Sppt: Physical property term

Sprotile Wird fiir jede der 55 C-terminalen AS berechnet. Dabei wird jeweils angenom-
men, dass die w-site an der aktuellen AS-Position liegt. Das Alignment der Trainings-
Sequenzen liefert die Kriterien fiir hohe, bzw. niedrige Werte. Der S, fiie- Wert fiir die
gesamte Sequenz entspricht dem Score der am hochsten bewerteten AS. S, ist der Score
tir den physical property term, der bestimmte Eigenschaften der Sequenz bewertet. Da-
bei wird davon ausgegangen, dass die AS, die den hochsten S, ri.-Wert hat, die tat-
sdchliche w-site ist. Unter dieser Annahme wird die Sequenz, welche die w-site umgibt,
untersucht. Zu den beurteilten Eigenschaften gehoren beispielsweise das Seitenketten-
volumen in verschiedenen Regionen der Signalsequenz und der Anteil geladener oder
aromatischer Seitenketten. Insgesamt werden etwa 40 Grofsen tiberpriift. Je nachdem, ob
beobachtete Eigenschaften denen von Ankersignalen entsprechen oder nicht, wird der
Score erhoht.

Die Sensitivitat, die bei der Vorhersage mit Big-II erreicht wird, wird in der Veroffent-
lichung mit 90 % angegeben. Sie wurde neben einer Uberpriifung der Selbstkonsistenz
auch mittels einer Kreuzvalidierung bestimmt. Die Selektivitit, die Rate der falsch posi-
tiven Ergebnissen, wird mit 0,1 % angegeben. Die Selektivitat ldsst sich nicht leicht tiber
einen direkten Weg bestimmen, da experimentelle Nachweise tiber Funktionen, die eine
Sequenz nicht hat, nur selten vorhanden sind. Allein iiber die Lokalisation eines Pro-
teins in der Zelle lasst sich nicht ausschlieflen, dass es eine Signalsequenz besitzt, die
in vivo zu einem Anbringen eines GPI-Ankers fiithren wiirde. Das Vorhandensein einer
N-terminalen Exportsequenz, die in vivo nétig ist, soll durch dieses Programm nicht be-
riicksichtigt werden, sondern nur die Eigenschaft des C-Terminus als Signalsequenz. Um

dennoch die Rate von falsch positiven Ergebnissen angeben zu konnen, wurden grofie
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Datenbanken, wie die aus Pilzen stammenden Sequenzen in SwissProt, fiir eine Vorhersa-
ge von GPI-Ankerstellen genutzt. Die Proteine mit einem positiven Score wurden auf ihre
zelluldre Lokalisation und ihre Funktion hin untersucht. Von den 75 gefundenen Treffern
wiedersprach keiner einer GPI-Verankerung des Proteins. Durch die hohe Genauigkeit
der Vorhersage eignet sich dieses Programm gut zum Auffinden von Signalsequenzen

tir das Anbringen von GPI-Ankern in grofien Datensatzen.

2.6.2 Vorhersage GPI-verankerter Proteine mit DGPI

Das Programm DGPI geht dhnlich vor, wie es schon fiir Big-II beschrieben wurde [29]
(Veroffentlichung des Programmes nicht mehr verfiigbar). Die Unterscheidung zwischen
Sequenzen mit Ankersignalen und Sequenzen, die keine Ankersignale enthalten, wird
mit Hilfe der durch die Literatur bekannten Eigenschaften der Signalsequenzen vorge-
nommen. Dabei werden die Proteinsequenzen nach drei voneinander getrennte Krite-
rien bewertet: Als erstes wird gepriift, ob eine N-terminale Exportsequenz vorhanden
ist, die als Exportsignal ins ER die Vorraussetzung fiir eine GPI-Verankerung in vivo
darstellt. Weiterhin werden hydrophile und hydrophobe AS-Reste am C-Terminus der
Sequenz mit verschiedenen Scores bewertet, je nachdem, ob ihre Verteilung der von GPI-
Ankersignalen entspricht oder nicht. Die dritte gesuchte Eigenschaft ist das Vorhanden-
sein einer w-site. Die Vorhersage, dass ein GPI-Anker angefiigt werden kann, wird nur
getroffen, wenn sowohl eine N-terminale Exportsequenz als auch ein C-terminales Signal

vorliegen. Eine mogliche w-site muss nicht vorhanden sein.

2.6.3 Vorhersage GPI-verankerter Proteine mit GPI-SOM

GPI-SOM ist ein Programm, das entwickelt wurde, um, mit Hilfe von Kohonen-Netzen,
GPI-verankerte Proteine zu identifizieren [17]. Bei diesem Ansatz werden keine Alignments
der Signalsequenzen benétigt, sondern ein neurales Netzwerk wird mit Positiv- und Ne-
gativbeispielen fiir GPI-Signalsequenzen trainiert. Das positive Trainingsset enthdlt Se-
quenzen von Proteinen, an deren C-terminalen Enden GPI-Anker angebracht werden.
Verwendet wurden 110 Proteinsequenzen verschiedener Eukaryoten aus GenBank, bei
denen die GPI-Verankerung experimentell nachgewiesen wurde, sowie 248 GPI-Proteinen

aus Arabidopsis thaliana. Das negative Trainingsset umfasste 256 bekannte cytolytische
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und 128 transmembrane Proteine eukaryotischer Organismen.

Um die Qualitdt der Vorhersagen zu tiberpriifen, wurde ein Testset zusammenge-
stellt. Dieses enthielt zum Einen GPI-verankerte Proteine aus neuen Veroffentlichungen
und zum Anderen das Testset, das auch schon fiir Big-II benutzt wurde. Proteine ohne
GPI-Anker werden fiir das Testset durch textbasierte Suchen in GenBank ermittelt. Dar-
unter sind auch Sequenzen, die sowohl eine C-terminale transmembrane Domaéne, als
auch eine ER-Transportsequenz besitzen.

In einem Pilotexperiment wurde ein Perzeptron, ein einfaches neurales Netzwerk,
mit verschiedenen Eingabearten der Trainingssequenzen trainiert. Dadurch sollte ermit-
telt werden, in welcher Art Informationen aus den Sequenzdaten verarbeitet werden
sollten, um optimale Ergebnisse zu erhalten. Die besten Ergebnisse bei einer Vorhersa-
ge mit dem trainierten Netzwerk wurden mit einer Reprdsentation der Sequenz durch
Zentriolwerte (Z) erreicht. Diese reprasentieren die Durchschnittspositionen der AS A in
einer Sequenz, gewichtet durch die jeweilige Nahe der AS A zum C-Terminus. Sie wer-
den bei jeder Trainings- und Eingabesequenz fiir jede AS bestimmt und als Eingebewerte
verwendet. Dabei werden alle Positionen p, an denen eine bestimmte AS auftaucht, mit
einem Vielfachen von zwei multipliziert. Die Positionen werden zum C-Terminus hin ge-
zdhlt. Es werden somit hohe Zentriolwerte fiir AS erhalten, die hdufig vorkommen, aber
auch fiir die, die nahe am C-Terminus liegen. AS, die nicht in der Sequenz erscheinen,

haben einen Zentriolwert von Null.

Die Berechnung des Scores erfolgt nach:

Mit:

Z(A): Zentriolwert der AS A
n: Anzahl der AS A

i: Index € {1,2,..n}

pa;: Position, der i-ten AS A
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Zusétzlich zum Zentriolwert werden mutmaflliche w-sites mit einer Scoring-Matrix be-
wertet, die sich nach dem Aufbau der w-site bekannter GPI-Proteine richtet. Die Positio-
nen w, w + 1 und w + 2 werden dabei berticksichtigt. Ein weiterer berticksichtigter Wert

ist ein Score fiir die Hydrophobie der in der Sequenz auftauchenden AS.

Die optimale Lange zum Training und zur Vorhersage wurde ermittelt, indem ein
Perzeptron wiederholt mit den gleichen Sequenzen, gekiirzt auf unterschiedliche Lan-
gen, trainiert und anschlieflend getestet wurde. Die kiirzeste Sequenz umfasst nur die
finf letzten AS vor dem C-Terminus. Die Haufigkeit, mit der falsch positive und falsch
negative Treffer ermittelt werden, ist fiir solche kurzen Sequenzen sehr hoch. Die Genau-
igkeit der Vorhersage nimmt jedoch auch ab, wenn die Sequenz ldnger als 32 AS ist. Bei

einer Lange von 29 bis 32 AS treten die wenigsten falschen Vorhersagen auf.

Die 32 C-terminalen AS wurden des Weiteren mit in silico Mutageneseexperimenten
untersucht. Nacheinander wurden die zum Training benutzten Sequenzen an bestimm-
ten Positionen maskiert. Dabei wurden fiir alle Sequenzen des Trainings- und Testsets die
gleichen AS-Positionen durch ein X markiert, das fiir beliebige AS steht. Die maskierten
Bereiche hatten in verschiedenen Durchldufen eine Lange von einer bis vier Positionen.
So konnte ermittelt werden, dass vor allem die AS nah am C-Terminus wichtige Reste fiir
die Erkennung von GPI-Signalsequenzen sind. Ein Eingabevektor, der nur Informationen
zu den 22 wichtigsten der insgesamt verwendeten 32 AS-Positionen enthlt, liefert beim
Training mit einem Perzepton bessere Ergebnisse, als wenn alle 32 Residuen einbezogen

werden.

Der Eingabevektor enthélt Informationen zu den Zentriolwerten, der Hydrophobie
und der w-site. Diese werden durch 44 Komponenten an das Programm tibermittelt:
zwanzig Zentriolwerte, fiir jede AS einen; Hydrophobie der AS an der 22. betrachteten
Position und je einen Werte fiir die Qualitdt und die Position der besten w-site.

Das Inputlayer des Kohonen-Netzwerkes besteht aus 44 Neuronen, die die Informa-
tionen der Eingabe aufnehmen. Das Training erfolgt in 5000 Runden. Dabei wird in jeder
Runde die Gewichtungen der Neuronen aktualisiert, die dem Eingabesignal am néchsten
sind. Die Nachbarn dieser Neuronen werden ebenfalls hoher gewichtet. Dies geschieht
aber mit steigender Entfernung zum Eingabesignal in immer geringerem Ausmaf. Leere

Einheiten, die nach dem vollstandigen Ablauf des Trainings noch nicht getroffen wurden,
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erhalten einen Wert, der sich nach dem ihrer benachbarten Neuronen richtet.

In der Veroffentlichung werden Sensitivitdt und Spezifitit der Vorhersage mit Se-
quenzen der Positiv- und Negativtestsets ermittelt und mit Big-II und DGPI verglichen.
Fiir die Sequenzen, die an GPI-SOM und Big-II iibergeben werden, wird zuvor eine Su-
che nach dem N-terminalen Exportsignal durchgefiihrt. Es sollen nur Sequenzen einbe-
zogen werden, bei denen eine GPI-Verankerung in vivo moglich wére. Da DGPI selbst
die Suche nach einer solchen Exportsequenz in die Vorhersage der GPI-Verankerung mit
einbezieht, miissen hier die Eingabesequenzen nicht selektiert werden. Fiir GPI-SOM
wird eine Sensitivitdt von 96,4% auf dem Testset ermittelt. Diese {ibersteigt im direk-
ten Vergleich die von Big-II um 28,9 Prozentpunkte. Die Selektivitdt erreicht nicht die
guten Ergebnisse, die von Big-II erzielt werden, und hingt von der Art der Sequen-
zen im Negativtestset ab. Vor allem bei den Suchen in Sequenzen von Proteinen mit C-
terminaler transmembraner Doméane werden viele falsch-positive Vorhersagen gemacht.
GPI-SOM kann ergédnzend zu den bereits vorhandenen Programmen zur Vorhersage von
GPI-Ankersignalen verwendet werden. Da mit der hohen Sensitivitdt auch eine hohe Ra-
te an falsch positiven Ergebnissen verbunden ist, ist eine Bestatigung durch weitere Pro-

gramme sinnvoll, sodass die Verwendung falsch positiver Ergebnisse verhindert wird.

2.7 Suche nach Sequenzhomologien mit BLAST

Mit dem Programm BLAST [1] werden verschiedene Sequenz-Datenbanken nach Ahn-
lichkeiten zur cDNA-Datenbank durchsucht. Fiir die Suche werden die Proteindaten-
banken nr (non redundant) des National Center for Biotechnology Information (NCBI)
und die SwissProt-Datenbank [4] verwendet. Diese werden mit dem Programm blastx
durchsucht. Die Nukleotiddatenbanken Cogeme [41] und die Datenbank der offenen
Leserahmen (orf) von Hefe (Saccharomyces Genome Database) werden sowohl mit dem
Programm blastn, als auch mit tblastx durchsucht. Das Programm blastn vergleicht die
Basenabfolge der Nukleotidsequenzen, tblastx ermoglicht die Suche nach Ahnlichkei-
ten zwischen den AS-Sequenzen der sechs Leserahmen von Nukleotiddatenbanken und

cDNA-Sequenzen.
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2.7.1 BLAST - Basic Local Alignment Search Tool

Das Programm BLAST dient dem Vergleich von Eingabe-Sequenzen (Query-Sequenz) mit
den Sequenzen einer Datenbank und sucht nach Bereichen mit starker Ahnlichkeit zuein-
ander. Dabei miissen sich die Sequenzen nicht iiber ihre gesamte Lange gleichen, auch
lokale Ahnlichkeiten in Sequenzen werden miteinander aligniert. So lassen sich einzelne
konservierte Sequenzabschnitte einander zuordnen und kénnen iiber mogliche Funktio-

nen einer unbekannten Sequenz Aufschluss geben.

BLAST ist durch ein heuristisches Verfahren dazu in der Lage, Vergleiche zwischen
Sequenzen sehr schnell durchzufiihren. Dies wird durch das Zerlegen der Eingabese-
quenz in kurze Teilsequenzen erreicht. Die Datenbank wird nicht nach Ahnlichkeiten zu
der gesamten Eingabesequenz, sondern direkt nach den Teilsequenzen durchsucht. Fiir
jede dieser Teilsequenzen wird zusitzlich eine Liste mit Segmenten erstellt, die bei einem
Alignment mit der Teilsequenz einen festgelegten, minimalen Score tiberschreiten. Diese
Segmente werden ebenfalls fiir die Datenbanksuche genutzt. Durch die vor der Suche
erfolgte Unterteilung der Query-Sequenz in einzelne Segmente und das Zusammenstel-
len einer Liste mit dhnlichen Segmenten, die einen minimalen Score erreichen, kann die

eigentliche Suche schneller erfolgen, als es ohne diese Unterteilung moglich wire.

Wird ein Treffer fiir ein Segment ermittelt, so wird dieser in beide Richtungen ver-
langert. Fiir eine Ausgabe des Treffers ist es notig, dass ein zweiter Score fiir diese ver-
langerte Region {iberschritten wird. Zusammen mit dem Namen und einer kurzen Be-
schreibung der Treffer-Sequenz sind der erreichte Score und der e-Value angegeben. Der
e-Value beschreibt die Wahrscheinlichkeit einen Treffer mit dem gleichen Score in einer
Datenbank zuféilliger Sequenzen zu finden. Je kleiner also der e-Value ist, desto gerin-
ger ist die Wahrscheinlichkeit, dass der ermittelte Treffer auf eine zufillige Ahnlichkeit
zurtickzufiihren ist. Da kleine Datenbanken weniger Sequenzen enthalten, in denen der
Treffer gefunden werden kann, sind in dieser Arbeit fiir Treffer aus kleinen Datenbanken
hohere e-Values zugelassen als fiir grofsere. Die Werte verschiedener Datenbanken lassen

sich aus diesem Grund nicht direkt miteinander vergleichen.

In dieser Arbeit werden drei Arten der BLAST-Suche durchgefiihrt: 1. Die cDNA-

Sequenzen werden mit Nukleotiddatenbanken verglichen 2. Die sechs verschiedenen
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Leserahmen der cDNA-Sequenzen werden in Proteindatenbanken und 3. in sechs Le-
serahmen der Nukleotiddatenbanken gesucht. Durch die BLAST-Suche ist eine erste An-
notation der Sequenzen moglich. Die Ergebnisse der am besten annotierten Datenbank
SwissProt werden zuerst auf Treffer mit einem niedrigem e-Value durchsucht. Wird ein
solcher Treffer gefunden, kann fiir die Annotation der cDNA-Sequenz verwendet wer-
den. Besitzt kein Treffer der BLAST-Suche gegen SwissProt einen e-Value der niedrig
genug ist, werden die BLAST-Ergebnisse anderer Datenbanken in folgender Reihenfolge
hinzugezogen: SwissProt, Cogeme (zuerst die blastn, dann die tblastx-Suche), Saccha-
romyces Genome Database (ebenfalls zuerst die blastn, dann die tblastx Suche) und als
letztes die nr Datenbank. Es werden dabei keine Treffer fiir die Annotation verwendet,
bei denen es sich um Sequenzen mit unbekannter Funktion oder um hypothetische Pro-

teine handelt. In diesen Fillen wird der nichst bessere BLAST-Treffer verwendet.

2.7.2 Sequenzihnlichkeiten zu Adhidsions-relevanten Proteinen

Von besonderem Interesse sind die BLAST-Ergebnisse mit Treffern, die auf eine mogli-
che Rolle der cDNA-Sequenz in Adhésionsprozessen hindeuteten. Um diese Sequenzen
zu finden, miissen alle Programm-Ausgaben der Suchen gegen Nukleotid- und Protein-
datenbanken durchmustert werden. Dazu werden Treffer der BLAST-Suche ermittelt, in
denen bestimmte Schliisselworter auftreten, die auf eine Beteiligung des entsprechenden
Proteins an der Adhésion hindeuten (Tabelle 2.1). Die Schliisselworter beziehen sich di-
rekt auf adhédsive Proteine aber auch auf Prozesse, an denen diese Proteine beteiligt sind.
Bei den benutzten Begriffen handelt es sich um: Adhésion, adhésiv, Adhdsin, Flockulati-
on, Flockulin, flockulativ, Hydrophobin, Biofilm, Muzin, Schleimstoffe, Lektin, Integrin,
Oberflachenanhaftung, Oberflichen-Glykoprotein, invasives Wachstum, Zellwandprote-
in, Oberflichenprotein und GPI.

Der Informationsgehalt dieser Schliisselworter unterscheidet sich voneinander. Wih-
rend das Wort » Adhésin« in einem BLAST-Ergebnis ein starker Hinweis darauf ist, dass
das Protein, das von der entsprechenden Sequenz kodiert wird, einen Einfluss bei der
Adhaésion hat, ist der Begriff »Zellwandprotein« nur ein schwacher Hinweis. Dieses Schliis-
selwort ist allgemeiner und trifft auch auf viele andere Proteine zu. Um die Qualitdt der

Schliisselworter zu unterscheiden, werden ihnen Gewichtungen zwischen null und eins
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zugewiesen, wobei eins Schliisselwortern mit einem starken Bezug zur Adhésion zuge-

ordnet wird (Tabelle 2.1).

Tabelle 2.1: Schliisselworter und ihre Gewichtungen

Schliisselwort Gewichtung
Adhesin 1
Adhesive 1
Adhesion 1
Surface Attachment 1
Mucin 1
Mucilage 1
GPI 1
Surface glycoprotein 0,9
Lectin 0,8
Flocculin 0,7
Flocculent 0,7
Flocculation 0,7
Hydrophobin 0.7
Integrin 0,6
Invasive Growth 0,6
Cell wall protein 04
Surface protein 0,4
Biofilm 04

Mit dem Programm get_best_Keywords.pl werden die BLAST-Ergebnisse der Kan-

didaten durchsucht. Als Argumente werden zwei Verzeichnisse und eine Datei erwartet.

Eines der Verzeichnisse enthdlt die BLAST-Ergebnisse, in das zweite werden die Ausga-

bedateien gespeichert. Die Datei muf$ die zu suchenden Schliisselworter enthalten. Die

Schliisselworter miissen dabei jeweils in einer Zeile der Datei gespeichert sein. Zuséatz-

lich muss der maximale e-Value iibergeben werden, den ein BLAST-Ergebnis haben darf,
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wenn es verwendet werden soll.

Programmaufruf:
get_best_Keywords.pl <Eingabeverzeichnis> <Ausgabedatei> <Datei mit

Schliisselwdortern> max. e—Value

Die BLAST-Ergebnisse im Eingabeverzeichnis werden nacheinander durchsucht. Fiir je-
de Datei wird die Datenbank, in der gesucht wurde, sowie die Art der BLAST-Suche er-
mittelt. Zeilen, die keine Angaben tiber den Namen und die Funktion des BLAST-Treffers
enthalten, werden ignoriert.

Die BLAST-Treffer der Kandidaten, deren e-Value den festgelegten Maximalwert nicht
tiberschreitet, werden einzeln gemustert und mit allen tibergebenen Schliisselwortern
verglichen. Enthélt einer der Treffer ein solches Schliisselwort, wird es fiir die Ausga-
be gespeichert. Fiir jede Sequenz werden Sequenzname, die Datenbank, in der gesucht
wurde, die Art der BLAST-Suche und die gefundenen Schliisselworter gespeichert. Die
Anzahl der aufgetretenen Schliisselworter wird hinter dem jeweiligen Schliisselwort ge-

speichert. Tabulatorzeichen trennen die einzelnen Elemente der Ausgabe voneinander.

Beispielausgabe:

Seq. DB BLAST-Pr. Schliisselw. Schliisselw.

alz yeast_orf_coding TBLASTX Flocculation 1 GPI =1

all yeast_orf_coding TBLASTX Flocculation = 3

als yeast_orf_coding TBASLTX GPI =1

Durch ein weiteres Programm, sort_Keywords.pl, werden die Schliisselworter aus
BLAST-Suchen in verschiedenen Datenbanken in einer Datei zusammengestellt. Beim
Aufruf wird das Verzeichnis, das die Ausgabe des Programmes get_Keywords.pl fiir

verschiedene Datenbanken enthélt und ebenso wie eine Ausgabedatei iibergeben.

Programmaufruf:

sort_Keywords.pl <Eingabeverzeichnis> <Ausgabedatei>
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Fiir jede Sequenz werden alle vorhandenen Schliisselworter und die zugehorigen BLAST-

Suchen ausgegeben.

Beispielausgabe:

a4
yeast orf coding, TBLASTX, Cell wall protein = 1, Flocculation
=1

cogeme, TBLASTX, GPI = 1

al2
yeast orf coding, TBLASTX, Flocculation = 1, GPI = 1, Invasive
growth = 1, Surface glycoprotein = 1

cogeme, TBLASTX, Surface glycoprotein =1

als

yeast orf coding, TBLASTX, GPI =1

2.7.3 Bewertung der vorhandenen Schliisselworter mit einem Score

Bei der Suche nach Schliisselwortern in den BLAST-Treffer, ist es nur sinvoll alle gefun-
denen Schliisselworter auszugeben, wenn die Zahl der cDNA-Sequenzen und die der
BLAST-Treffer nicht zu hoch ist und sich die Ergebnisse manuell durchsehen lassen.
Dies ist fiir die Suche der Schliisselworter in den BLAST-Ergebnissen der Kandidaten-
Sequenzen der Fall (siehe Abschnitt 2.7.2).

Die BLAST-Treffer vieler Sequenzen, wie die der kompletten cDNA-Datenbank, las-
sen sich jedoch nicht mehr manuell bewerten. Daher wird fiir Anzahl und Qualitdt der
BLAST-Treffer mit Schliisselwortern ein Score berechnet. So konnen die Ergebnisse ver-

schiedener cDNA-Sequenzen miteinander verglichen werden, ohne sie manuell duchge-
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hen zu miissen. Die Giite eines Treffers ist dabei davon abhédngig, welche Schliisselwor-
ter in einer BLAST-Suche auftauchen und ob sie am Anfang oder am Ende der BLAST-
Trefferliste stehen. Treffer, die in verschiedenen Datenbanken gefunden werden, werden
dabei unabhédngig voneinander betrachtet. Fiir jede Sequenz in jeder durchsuchten Da-
tenbank wird ein Score ermittelt. Fiir die Auswertung der BLAST-Ergebnisse wurden die

Programme get_Matrix.pl und get_Score.pl erstellt.

Suche nach Schliisselwortern in den BLAST-Ergebnissen

Im ersten Schritt werden, wie schon bei der ersten Suche nach den Schliisselwortern, die
BLAST-Ergebnisse aller cDNA-Sequenzen eingelesen und nach Schliisselwortern durch-
sucht. Dazu werden dem Programm get_Matrix.pl das Verzeichnis, das die BLAST-
Dateien enthdlt, und ein Verzeichnis, in das die Ausgabedateien geschrieben werden,
tibergeben. Des Weiteren muss der Pfad zu der Datei angegeben werden, die die Schliis-
selworter enthélt. Aus dieser werden die Schliisselworter, die mit der BLAST-Ausgabe
verglichen werden sollen, zeilenweise eingelesen. Der letzte {ibergebene Wert legt fest,
wie hoch der e-Value eines BLAST-Ergebnisses maximal sein darf, damit es verwendet

wird.

Programmaufruf:
get_Matrix.pl <Verzeichnis mit Eingabedateien> <Verzeichis fir

Ausgabedateien> <SchlisselwOrter-Datei> max. e-Value

Die Abfrage der einzelnen Schliisselworter erfolgt in alphabetischer Reihenfolge. Fiir je-
de BLAST-Datei wird eine Ausgabedatei erstellt. Sie enthilt eine Zeile fiir jeden BLAST-
Treffer. In der Zeile ist, durch Tabulatorzeichen getrennt, jeweils eine 1 fiir ein gefunde-
nes Schliisselwort angegeben und eine 0, wenn das entsprechende Schliisselwort nicht
gefunden wurde. Eine Zeile der Ausgabedatei enthilt also die Information, welche der
Schliisselworter in einem BLAST-Treffer vorhanden sind. In der Beispielausgabe ent-
halten die ersten beiden BLAST-Treffer der Sequenz keine Schliisselworter. Im dritten
BLAST-Treffer ist jedoch ein Schliisselwort vorhanden. Hier ist eine Eins angegeben. Die

Eins ist die fiinfte Ziffer der Zeile, die hier fiir den Begriff »Cell wall protein«, steht. Aus
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der Matrix ldsst sich also ablesen, dass der dritte BLAST-Treffer der Sequenz das Schliis-
selwort »Cell wall protein« enthélt und dass keine weiteren Schliisselworter in diesem
BLAST-Ergebnis vorkommen. Nicht berticksichtigt sind dabei die BLAST-Ergebnisse, de-

ren e-Value den festgelegten Maximalwert tibersteigt.

Beispielausgabe der Matrixdatei fiir die Suche der cDNA-Sequenz VL0713 gegen Swiss-
Prot:

0 0000O0O0O0OOOLOOO0OO0OOO0OOOQO
0 0000O0O0O0OO0OOOOO0OO0OO0OO0OO0OOQO
0000100O0O0OO0OO0O0O0O0O0O0O0O

Berechnung des Scores

Fiir das BLAST-Ergebnis einer Sequenz setzt sich der Score aus der Summe aller einzel-
nen Treffer zusammen. Ein hoher Score wird also gebildet, wenn die besten Treffer der
BLAST-Suche Schliisselworter enthalten, wenn viele Schliisselworter vorkommen und
wenn es sich um Worter mit einem engen Bezug zur Adhésion handelt.

Das Programm get_Score.pl liest die erstellten Matrix-Dateien ein. Die Ausgabe
des Programmes enthdlt die Score-Werte fiir jede Sequenz und erfolgt in eine gemeinsa-
me Datei. Ebenfalls iibergeben werden muss eine Datei, die die zuvor gesuchten Schliis-
selworter enthélt. In jeder Zeile dieser Datei folgt dem Schliisselwort ein Tabulatorzei-

chen und der jeweils zugehorige Gewichtungsfaktor.

Programmaufruf:
get_Score.pl <Verzeichnis der Matrixdateien> <Ausgabedatei> <Datei

mit Schliisselwdrtern und deren Gewichtung>

Die Matrix-Dateien werden zeilenweise eingelesen. Wenn in einer Zeile eine oder meh-

rere Einsen auftreten zeigt dies an, dass in dem entsprechenden BLAST-Treffer ein oder
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mehrere Schliisselworter vorhanden sind. Um welches Schliisselworter es sich handelt,
lasst sich aus der Position der Eins in der Matrix schliefSen. Die Reihenfolge der Zah-
len richtet sich nach den alphabetisch sortierten Schliisselwortern, die vom Programm
eingelesen wurden.

Fiir einen gefundenen Treffer in der Matrix-Datei wird nun die Gewichtung des je-
weiligen Schliisselwortes w mit einem Faktor » multipliziert. Dieser ergibt sich aus der
Position des entsprechenden BLAST-Treffers in der BLAST-Trefferliste. Steht er an der
ersten Position, so ist der erreichte BLAST-Score der hochste dieser Suche, daher ist auch

r hoch. Entsprechend ist r bei den letzten Positionen niedrig.

Die Berechnung des Scores erfolgt nach:

S=ZwiAi’Pi

=1
mit:

w = Gewichtung des Schliisselwortes
A = Schliisselwort, € {0,1}

n = Anzahl der BLAST-Treffer

¢ = Index der BLAST-Treffer € {1,2,...,n}
r = Rang des BLAST-Treffers, r= nig@fl)

Der Score fiir die Suche nach Schliisselwortern wird in eine Datei ausgegeben. Die Ergeb-
nisse in dieser Datei werden in einem weiteren Programm, sort_score.pl verarbeitet.
Die Score-Werte der einzelnen BLAST-Suchen werden nach Grofie geordnet, sodass der
Name der Sequenzen, fiir die der hochste Score ermittelt wurde, an den ersten Positionen

der Liste auftauchen.
Programmaufruf:
sort_score.pl <Verzeichnis der Dateien mit ungeordnetem Score>

<Ausgabeverzeichnis fiir die Dateien mit geordneten Scores>

Die Ausgabedatei enthilt in jeder Zeile den Namen einer cDNA-Sequenz und den da-
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zugehdrigen Score.

Beispielausgabe der Score-Werte bei der Suche gegen die Cogeme-Datenbank:

VL3449

3.89375

VL0683 1.5

VL4342 = 1.5

VL1443 = 1.5
VL0761 = 1
VL3873 =1
VL1067 =1
VL1878 =1
VL3009 =1

VL4181 = 0.833333333333333

VL3796

Il
o

.825
VL4483 = 0.825
VL2301 = 0.818181818181818

2.8 Suche nach dhnlichen Sequenzen in der cDNA-Datenbank

Die Anzahl identischer Sequenzen in einer cDNA-Datenbank kann Aufschluss dariiber
geben, wie stark das entsprechende Gen in dem Organismus, aus dem die cDNA-Sequenz
gewonnen wurde, exprimiert wird. So lassen sich die cDNA-Sequenzen gruppieren, die
vollstandig oder teilweise ibereinstimmen. Weiterhin konnen die Sequenzen der Kandi-

daten bestimmten Sequenzen der kompletten cDNA-Bank zugeordnet werden.

2.8.1 Suche nach dhnlichen Sequenzen

Als Mag fiir die Ubereinstimmung zweier Sequenzen wird das Ergebnis ihrer BLAST-

Suche gegeneinander verwendet. Sequenzen, deren e-Value geringer als 1070 ist und
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bei denen eine der Sequenzen zu mindestens 50 % mit der anderen iibereinstimmt, wer-
den als identisch angesehen. Das Programm same_cDNA.pl wurde geschrieben, um
Sequenzen der selben Gene zu suchen. Dazu muss das Verzeichnis iibergeben werden,
das die Ergebnisse der BLAST-Suche der cDNA-Sequenzen gegeneinander bzw. der Kan-
didatensequenzen gegen die cDNA, enthilt. Ebenso muss der Pfad einer Ausgabedatei
tibergeben werden, sowie der e-Value, der nicht tiberschritten werden darf, wenn die Se-

quenzen dem selben Gen zugeordnet werden sollen.

Programmaufruf:
same_cDNA.pl <Verzeichnis mit BLAST-Ergebnissen> <Ausgabedatei> max.

e-Value

Die BLAST-Suche der Kandidaten- oder die der cDNA-Sequenzen gegen die cDNA-
Datenbank wird eingelesen und nach Treffern mit einem e-Value, der kleiner als 10180
ist, durchsucht. Wenn bei der BLAST-Suche eine Sequenz gefunden wird, die die gesetzte
Bedingung erfiillt, werden die einzelnen Treffer der Sequenz nach Plus- und Minusstrang
sortiert. Es wird entweder die Homologie zum Plus- oder die zum Minusstrang bertick-
sichtigt, da nur die Ahnlichkeit zu einem der beiden Strange notig ist. Die Treffer fiir
beide Strange werden einzeln auf ihre Lange tiberpriift. Wenn mehr als 50 % der Basen
der kiirzeren Sequenz mit denen der lingeren iibereinstimmen, werden diese beiden Se-

quenzen als gleiche Sequenzen ausgegeben.

Beispielausgabe:

Q-Seq. L str L Hit-Seq id e-val
b7 719 plus 777 VL1651 441 0

b7 719 plus 518 VL3927 434 0
al2 1338 plus 807 VL1696 690 0
az 1151 plus 701 VL0377 701 0
az 1151 plus 674 VL4412 674 0
a2 1151 plus 591 VL1287 591 0

az 1151 plus 700 VL2273 641 0
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Die Ausgabe enthilt den Namen der Sequenz, mit der die BLAST-Suche durchgefiihrt
wurde (Q-Seq), die Lange dieser Sequenz (L), die Strangorientierung (str) der homologen
Sequenz sowie deren Lange und Name (Hit-Seq). Als Information zum BLAST-Treffer
wird die Zahl der identischen Basen (id) und und die e-Values (e-val) der einzelnen Tref-

fer ausgegeben.

2.8.2 Suche nach Gruppen dhnlicher Sequenzen

Um die Sequenzpaare in grofieren Gruppen zusammenzufassen, wird das Programm
Find_groups.pl angewendet, das die Ausgabe des Programmes same_cDNA.pl wei-
ter verarbeitet. Die einzelnen Sequenzpaare werden in Gruppen eingeordnet, welche sich
zu grofieren Gruppen zusammenfassen lassen, wenn sie iibereinstimmende Gruppen-

mitglieder haben. Auf diese Weise werden Paare in grofiere Einheiten eingeordnet.

Programmaufruf:

Find_groups.pl <same_cDNA.pl Ausgabedatei> <Ausgabedatei>

Die Sequenzpaare, die in der Ausgabedatei des Programmes same_cDNA. p1l gespeichert
sind, werden nacheinander durchlaufen. Fiir Paare, bei denen keine der beiden Sequen-
zen schon einmal vorkam, wird eine neue Gruppe erstellt, der sie beide zugeordnet wer-
den. Wird jedoch in einer der schon erstellten Gruppen einer der beiden Sequenznamen
gefunden, so wird die zweite Sequenz dieser Gruppe zugefiigt. Auf diese Weise werden
alle Sequenzpaare durchlaufen.

Der zweite Schritt besteht darin, die Gruppen miteinander zu vergleichen. Durch
die Art, mit der die Sequenzpaare zuvor gruppiert wurden, kann es zu Uberschneidun-
gen kommen. Dies geschieht, wenn beispielsweise fiir zwei Sequenzpaare jeweils eine
Gruppe erstellt wurde, ein spéteres Sequenzpaar jedoch eine Verkniipfung der Gruppen
herstellt. Dann wird das neue Sequenzpaar einer der Gruppen zugeordnet, die zweite
Gruppe bleibt aber bestehen. Aus diesem Grund ist nach der Gruppenbildung eine Ver-

einigung sich tiberschneidender Gruppen nétig.
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Besteht beispielsweise die Eingabe aus vier Sequenz-Gruppen mit den Sequenzen-
paaren A und B, C und D, E und E sowie E und B, werden diese zundchst zu drei
Gruppen zusammengefasst. Zunédchst werden die Gruppen AB, CD und EF gebildet. Die
Gruppe, die E und B enthilt konnte beiden Gruppen, AB und EF zugefiigt werden. In
diesem Schritt wird sie aber nur einer der Grupen angefiigt, sodass die drei Gruppen
ABE, CD und EF entstehen. Die im zweiten Schritt wiirden die Gruppen ABE und EF
vereinigt werden.

Da es durch das Zusammenfassen zweier Gruppen zu neuen Uberschneidungen kom-
men kann, wird der Schritt des Zusammenfassens iterativ wiederholt bis es keine Veran-
derung mehr gibt. In die Ausgabedatei werden in jede Zeile die Mitglieder einer Gruppe

geschrieben.

Beispielausgabe:

VL0644 VL0777

VL1231 VL0776 VL2753
VL3755 VL0774 VL2143
VL0984 VL0773 VL3763

VL4422 VL0772 VL0400

2.8.3 Suche nach Korrelationen zwischen den Kandidaten

Mit Hilfe von zwei verschiedenen Programmen wird nach Ahnlichkeiten zwischen den
BLAST-Ergebnissen der Kandidaten gesucht. Ahnliche BLAST-Ergebnisse zweier Sequen-
zen konnen darauf hindeuten, dass die Sequenzen zu Genen gehoren, die fiir dhnli-
che Proteine kodieren. Dadurch, dass die Ergebnisse der BLAST-Suche verwendet wer-
den, lasst sich zeigen, wenn zwei Kandidaten-Sequenzen Sequenzdhnlichkeiten zu un-
terschiedlichen Regionen eines Proteins besitzen. Beide erstellte Programme lesen die
Ergebnisse der BLAST-Suche der Kandidaten gegen eine bestimmte Datenbank ein und
vergleichen die gefundenen Treffer miteinander. Das Programm Blast_Correlation.pl
vergleicht dabei nur die zehn besten Ergebnisse der Kandidaten, Blast_score_corre-
lation.pl vergleicht alle BLAST-Treffer, deren e-Value einen zuvor festgelegten maxi-

malen Wert nicht iiberschreitet.
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Korrelation zwischen den zehn besten BLAST-Treffern

Bevor die zehn besten Ergebnisse der einzelnen BLAST-Suchen miteinander verglichen
werden konnen, werden diese zundchst von dem Programm Best_10_hits.pl ermit-
telt. Dem Programm miissen ein Verzeichnis mit den BLAST-Ergebnissen der Kandidaten

und eine Ausgabedatei iibergeben werden.

Programmaufruf:

Best_10_hits.pl <Verzeichnis mit BLAST-Ergebnissen> <Ausgabedatei>

Die einzelnen Dateien mit den BLAST-Ergebnissen werden nacheinander eingelesen. Die
Ausgabe fiir jede dieser Dateien enthélt den Namen der Sequenz mit der die BLAST-
Suche durchgefiihrt wurde, die verwendete Datenbank, die Art der BLAST-Suche und,
fur jeden der ersten zehn Treffer, die ID und den Namen des Treffers, sowie den e-Value.
ID und Name jedes Treffers sind durch ein Leerzeichen voneinender getrennt, Name und
e-Value mit einem Komma und einem Leerzeichen. Zwischen den weiteren Ausgaben, al-
so dem Name der Sequenz, der Datenbank, der BLAST-Suche und den Informationen zu
den einzelnen Treffern, stehen jeweils Tabulatorzeichen. Alle Ausgaben fiir eine Einge-
besequenz werden jeweils in eine Zeile der Ausgabedatei geschrieben. Wenn nicht mehr
als zehn BLAST-Treffer vorhanden sind, werden alle vorhandenen in die Liste aufgenom-

men.

Beispielausgabe fiir die besten BLAST-Treffer eines Kandidaten:

b21 All non-redundant GenBank CDS BLASTX ref|XP_381808.1]
hypothetical protein FG01632.1 [Gibberella zeae PH-1], Expect =
6e-04 ref|XP_363452.1| hypothetical protein MGG_01378 [Magnapor-

the grisea 70-15], Expect = 9.4

Die in dem Beispiel gezeigten Ergebnisse einer BLAST-Datei enthalten nur zwei BLAST-

Treffer. Die erstellte Ausgabe wird an das Programm BLAST_Correlation.pl {iberge-
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ben. Dieses ermittelt fiir jeden Kandidaten die ID und die Liste aller durch die BLAST-

Suche gefundenen Treffer.

Programmaufruf:
BLAST_Correlation.pl <Eingabedatei mit den zehn besten BLAST-

Treffern jeder Sequenz> <Ausgabedatei>

Die einzelnen BLAST-Treffer jedes Kandidaten werden mit den Treffern jedes anderen
Kandidaten verglichen. Dabei wird fiir jedes mogliche Sequenzpaar ein Score berechnet,
der die Ahnlichkeit der BLAST-Ergebnisse ausdriickt. Fiir jeden Treffer einer BLAST-
Suche, der fiir beide Sequenzen gefunden wurde, wird der Score erhoht. Taucht der
Treffer an einer der ersten Positionen der BLAST-Ergebnisliste auf, wird der Score stér-
ker erhoht als bei dhnlichen Treffern am Ende der BLAST-Liste. Diese unterschiedliche
Gewichtung wird eingefiihrt, da die in der BLAST-Ausgabe zuerst aufgefiihrten Treffer
einen besseren Score erreicht haben als die nachfolgenden und ihnen somit eine hohere
Relevanz zugeschrieben wird. Der Score wird als prozentualer Anteil der hochst mogli-
chen Punktzahl ausgegeben.

Die Ausgabe erfolgt als Matrix der Sequenzpaare (Tabelle 2.2), in der die berechneten
Scorewerte aufgefiihrt sind. Der hochste Score wurde hier fiir das Sequenzpaar b20 und
b13 berechnet. Folglich dhneln sich die BLAST-Ergebnisse dieser Sequenzen am starks-

ten.

Korrelation zwischen den Score-Werten der BLAST-Treffer

Bei der zuvor geschilderten Methode zur Bestimmung der Ahnlichkeit der BLAST-Ergebnisse
zweier Kandidaten wird nur die Position der BLAST-Treffer in den Score mit einbezo-
gen. Damit die Qualitit der einzelnen BLAST-Treffer starker beriicksichtigt werden kann,
wird von dem Programm BLAST_score_correlation.pl der BLAST-Score bei der
Berechnung des Ahnlichkeits-Scores fiir die Ahnlichkeit der BLAST-Treffer verwendet.

Zuerst durchsucht das Progamm Blast_hits_and_score.pl ein Verzeichnis mit
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Tabelle 2.2: Matrix-Beispiel mit Score-Werten fiir die Korrelation der zehn besten BLAST-

Ergebnisse der Kandidaten bei einer BLAST-Suche gegen die SwissProt DB

[~ o [a2 [ a3 a7 [ a9 [a2 a2t [a22 a3 [ag]a5 a7 [ b1 [b11 [b13[bi6 [b17 [ w20 [b21 [ b5 ]

all - 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 9.09 0 0 0 1545
al2 - - 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 10.00
al3 . — = 0 0 0 0 0 0 0 0 0 3.64 0 0 0 0 0 0 0
al? 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
al9 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
a2 0 0 0 10 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
a2l 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 11.82
a22 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
a3 - - - - - - - - - 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
ad 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
a5 0 0 0 0 0 0 0 0 0
a7 0 0 0 0 0 0 0 0
bl 0 0 0 0 0 0 0
b1l 0 0 0 0 0 0
b13 0 0 37.27 0 0
bl6 0 0 0 11.82
b17 - - - - - - - - - - - - - - - - - 0 0 0
b20 0 0
b21 - — - N N - - - N = - B - B N - — = - 0
b5

BLAST-Ausgaben und schreibt eine Ergebnisdatei, die die Namen der besten Treffer und
deren Scores enthilt. Dabei sind die besten Treffer nicht, wie zuvor in Abschnitt 2.8.3
beschrieben, alle Ergebnisse, die an einer der zehn ersten Positionen der BLAST-Liste
stehen. Die BLAST-Ergebnisse werden nach ihren e-Value ausgewéhlt. Dazu muss dem
Programm ein maximaler e-Value tibergeben werden. BLAST-Treffer mit einem e-Value,

der grofSer ist als dieser tibergebene Wert, werden ignoriert.

Programmaufruf:
Blast_hits_and_score.pl <Verzeichnis von BLAST-Ausgaben verschiede-

ner Sequenzen> < Ausgabedatei> <max. e-Value>

Jede BLAST-Ausgabe wird nach Treffern durchsucht, deren e-Value unter dem tiber-
gebenen Wert liegt. Die Treffer werden dann mitsamt BLAST-Score und ID der Query-
Sequenz in die Ausgabedatei geschrieben. In jeder Zeile der Ausgabedatei sind die Treffer
fiir eine Sequenz zu finden. Angegeben ist zuerst die ID der Query-Sequenz. Es folgen,

durch Tabulatorzeichen voneinander getrennt, die verwendete Datenbank, die Art der
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BLAST-Suche und Informationen zu jedem Treffer, der unter dem angegebenen e-Value
liegt. Zu jedem Treffer sind zuerst ID und Name angegeben, gefolgt von drei Gleichheits-

zeichen und der BLAST-Score, mit dem der Treffer gefunden wurde.

Programmausgabe:
<ID> <Datenbank> <BLAST-Prog> <BLAST-Treffer === Score>
bl4 /gobics/scratch/ingrid/cogeme/cogemeAlle.fas BLASTN

MagCon[5130] transcriptional regulator ===75.8

Das Programm Blast_score_correlation.pl liest diese Ausgabe ein und erstellt

eine Tabelle, die Ahnlichkeits-Scores fiir jedes Kandidatenpaar enthilt.

Tabelle 2.3: Scorewert-Beispiel fiir die Korrelation der BLAST-Ergebnisse mit niedrigem

e-Value der SwissProt Datenbank
’ HalO‘all‘alf&‘a16‘al7‘ a22 ‘a3‘a4‘ ab ‘bl‘bll‘b13‘b16‘b17‘b20‘ b5 ‘

alo - 0 0 0 0 0 0
all - - 0 0 0 | 1032 | 0
al3 - - - 0 0 0 0
0 0

0

0

84.3

o'}

co|lo|P|lo|jlo|lo|lo|jloco|lo|loco|lo|lo|o | R |o
&3]

alé - - - - 0

a7 || - | - | - -] - 0

a2 || - | - | - - - -

0
75.8

0
0
0
0
a3 - - - - - - -
0
0
0
0
0

a4 B e I - -] -

o |||l |oo|Oo|O | O

ad - - - - - - - - -
bl - - - - - - -l - -
b1l | - | - - N - - -] - -
b13 | - | - - -] - - - - -
b16 - - - - - - - |- - - -
b17 | - N - -] - - - -
b20 | - | - | - | - | - - - - - S - -
b5 - - - - - - - |- - - - - - -

o |oo|lo|lo|lojlo|o|o|o | O

o |jloco|jlo|jlo|lojlojlo|lo|o|o | O

O |loOo|OoO|o|o|]o|o|o|o|lo|loc|o | O
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Dazu wird der BLAST-Score der jeweiligen Treffer verwendet. Die Scores von BLAST-
Ergebnissen, die fiir zwei verschiedene Sequenzen gefunden werden, werden miteinan-
der addiert. Die Summe aller Scores von identischen Treffern zweier Sequenzen bildet
den Score fiir die Korrelation dieser Sequenzen.

Die Scores werden, wie auch bei der Berechnung des Scores durch die Position des

Treffers in der Ergebnisliste, als Tabelle (Tabelle 2.3) aufgefiihrt.






Kapitel 3
Ergebnisse

3.1 Analyse der cDNA-Datenbank

Um die Sequenzen der cDNA-Datenbak zu analysieren, wurden die in Kapitel 2 beschrie-
bene Methoden angewandt. Im Folgenden werden die Ergebnisse dargestellt, die durch

das Verwenden verschiedener Programme erhalten wurden.

3.1.1 Bereinigung der cDNA von der Plasmidsequenz

Der erste Schritt bei der Arbeit mit der cDNA-Bank ist das Entfernen von Sequenzen, die
zu kurz sind, um bei Sequenzanalysen beriicksichtigt zu werden, so wie das Bereinigen
der cDNA-Sequenzen von der Plasmidsequenz. Zundchst wurden von den urspriinglich
5.652 Sequenzen 776 entfernt, die weniger als zwanzig bp lang sind. Es verbleiben 4.876
Sequenzen, die nach Plasmidsequenzen durchsucht werden (siehe Abschnitt 2.2). Durch
das Entfernen der Plasmidsequenzen werden einige cDNA-Sequenzen so weit gekiirzt,
dass ihre Lange geringer als 21 bp ist. Diese Sequenzen werden ebenfals aus der cDNA-
Bank entfernt.

Tabelle 3.1 gibt eine Ubersicht iiber die Zusammensetzung der Datenbank vor und
nach der Kiirzung der Sequenzen. Dabei sind die Sequenzen, die aus dem urspriing-
lichen Datensatz der Sequenzen entfernt wurden, da sie weniger als zwanzig bp lang
sind, nicht mit aufgefiihrt.

In 73,79 % der cDNA-Sequenzen wurde Plasmidsequenz gefunden und entfernt. Da-

durch sinkt die Anzahl langer Sequenzen. Es sind nach dem Kiirzen keine Sequenzen

49
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mehr vorhanden, die mehr als 1.000 bp lang sind und auch die Anzahl der 500-999 bp
langen Sequenzen nimmt ab. Ebenfalls sinkt die Zahl der kurzen Sequenzen, die nur
bis zu 50 bp lang sind. Das erklart sich dadurch, dass diese nach der Kiirzung oft unter
die Grenze von 21 bp fallen und aus der Datenbank entfernt werden. So nimmt die Ge-
samtanzahl der in der Datenbank vorhandenen Sequenzen ab, 303 Sequenzen wurden
nach der Bereinigung aus der Datenbank entfernt.

In 27 Sequenzen wurde Plasmidsequenz gefunden, die innerhalb des Plasmids mehr
als 30 Nukleotide von der MCS entfernt liegt. In diesen Féllen wird mit der Plasmidse-

quenz zusammen auch die downstream gelegene cDNA-Sequenz entfernt.

Tabelle 3.1: cDNA-DB vor und nach der Bereinigung von Plasmidsequenz

a) Uberblick iiberdie Sequenzen in der DB; b) Anzahl der Sequenzen bei einer bestimmten Lange vor und
nach der Bereinigung der Datenbank.

* Sequenzen der Linge 0-20 wurden aus der bereinigten Datenbank entfernt und fliefen nicht in die be-
stimmte Gesamt- oder Durchschnittsldngemit ein. Die Anzahl dieser Sequenzen ist jedoch der Vollstandig-

keit halber mit angegeben

Urspriingliche | Sequenzen >20bp | Bereinigte
cDNA-Bank | in der cDNA-Bank | cDNA-Bank

a) | Anzahl der Sequenzen 5.652 4.601 4.573
Gesamtldnge 2.706.725 bp 2.705.765 bp 2.659.599 bp
Durchschnittslange 479 bp 588 bp 582 bp
Léangste Sequenz 978 bp 978 bp 954 bp
Kiirzeste Sequenz 0 21 bp 21 bp
Gednderte Sequenzen - 3.598
> 30 bp von MCS - 27

b) | Lange: 0-20 bp 1.051 0 303*
Léange: 21-49 bp 150 150 127
Léange: 50-99 bp 86 86 93
Lange: 100-299 bp 306 306 320
Lange: 300-499 bp 615 615 663
Lange: 500-999 bp 3.444 3.444 3.370
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3.1.2 Ermittlung der Kopienzahl der cDNA-Sequenzen

Die cDNA-Datenbank kann mehrfach vorhandene Sequenzen enthalten. Damit kontrol-
liert werden kann, ob mehrere Sequenzen starke Ahnlichkeiten aufweisen und deshalb
auch dhnlich gute Ergebnisse erzielen, werden diese Sequenzen mit Hilfe einer BLAST-
Suche gruppiert. Zusatzlich kann mit Hilfe der Gruppierung nachvollzogen werden, ob
eine Sequenz in hoher Kopienzahl in der Zelle vorlag, ob also das entsprechende Gen
stark exprimiert ist. Insgesamt kommen von den 4.573 Sequenzen der cDNA-Datenbank
2.392 Sequenzen mehr als nur einmal vor (Tabelle 3.2). Diese mehrfach vorkommenden
Sequenzen lassen sich in 541 verschiedene Gruppen einordnen. Die Grofie dieser Grup-
pen bewegt sich zwischen zwei und 208 Sequenzen, durchschnittlich lassen sich 4,4 Se-
quenzen zusamenfassen. Da 2.181 Sequenzen nur einmal vorhanden sind und 541 mehr-
fach vorliegen, sind insgesamt 2.722 verschiedene Sequenzen in der Datenbank vorhan-

den.

Tabelle 3.2: Kopiezahl einer Sequenz in der cDNA-Datenbank
Die Tabelle zeigt, wie die Sequenzen der cDNA-Datenbank in Gruppen dhnlicher Sequenzen zusammenge-

fasst weden.

Gesamtzahl 4573
cDNA- mit nur einer Kopie 2181
Sequenzen | mehrfache Kopien 2392

verschiedene Sequenzen | 2722

Anzahl 541

Gruppen | Grofiten Kopiezahl 208
kleinsten Kopiezahl 2
Durchschnittliche 44
Kopiezahl

Die mehrfach vorkommenden Sequenzen wurden nicht aus der Datenbank entfernt. Ob-

wohl sie sich stark dhneln, konnen sie unterschiedlich lang sein und so verschiedene Re-
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gionen einer Sequenz enthalten. Auch kann es vorkommen, dass sie in den homologen
Regionen nicht vollkommen deckungsgleich sind. Die Unterschiede kénnen auf verschie-
dene Kopien im Genom von V. longisporum, aber auch auf Sequenzierfehler hindeuten.
Im ersten Fall ginge Information verloren, wenn nur eine Kopie in der Datenbank ver-
bleibt, im zweiten konnte bei der Entscheidung fiir eine der Sequenzen die Variante ohne

Sequenzierfehler verloren gehen, wihrend nur eine fehlerhafte Version benutzt wird.

3.1.3 Kodierende Regionen der cDNA-Sequenzen

Mithilfe von ESTScan wurden fiir die Sequenzen der cDNA kodierende Regionen vorher-
gesagt (siehe Abschnitt 2.4.1). Die Ergebnisse, die man beim Anwenden von ESTScan auf
eine cDNA-Sequenzen erhilt, hingen stark davon ab, mit welchen Sequenzen das Pro-
gramm trainiert wurde. Hier werden die Ergebnisse gegeniibergestellt, die fiir die cDNA-
Sequenzen erhalten werden, nachdem das Programm einerseits mit Sequenzen der Grup-
pe Sordariomycetes und andererseits Sequenzen aller Ascomycota trainiert wurde. Ver-
ticillium gehort zur Klasse der Sordariomycetes, die wiederum der Abteilung der As-
comycota, angehort. Sequenzen aus V. longisporum konnten jedoch nicht zum Training

verwendet werden, da keine bekannt sind.

Die Tabelle 3.1.3 zeigt wie viele kodierende Regionen von ESTScan vorhergesagt wer-
den, wenn man jeweils eines der Trainingssets verwendet. Auch angegeben ist, welche
cDNA-Sequenzen dem Programm iibergeben wurden. In den 4.573 Sequenzen, die dem
Programm {iibergeben werden, werden nach dem Training von ESTScan mit Sordario-
mycetes 4.106 und nach dem mit Ascomycota 4.223 kodierende Sequenzen gefunden. In
drei Fallen werden zwei kodierende Sequenzen, die den gleichen Score erreicht haben,
fiir eine eingegebene cDNA-Sequenz vorgeschlagen.

Da nicht fiir alle cDNA-Sequenzen eine kodierende Region vorgeschlagen wird und
die nicht-kodierenden Regionen entfernt werden, sinkt die Gesamtldnge der Sequenzen
in der Datenbank von 2.659.599 bp auf 2.101.775 (Sordariomycetes), bzw. 2.165.871 bp
(Ascomycota) ab. Die meisten kodierenden Sequenzen werden fiir Plusstrang vorher-
gesagt, auf dem Minusstrang wird nur in 195 (Sordariomycetes), bzw. 286 (Ascomyco-

ta))Fallen eine kodierende Region vorhergesagt. 2.432 (Sordariomyceten), bzw. 2.416 (As-
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Tabelle 3.3: Vorhergesagte kodierende Regionen in der cDNA-Datenbank Die Daten der
c¢DNA-Datenbank und der von ESTScan gefundenen kodierenden Regionen werden angegeben. Dabei wer-
den die Ergebnisse von ESTScan, die mit unterschiedlichen Trainingsets erhalten werden, verglichen: Die,
die nach dem Training der HMMSs mit Sequenzen von Sordariomyceten, gefunden werden, sowie die, die
nach dem Training mit Ascomyceten gefunden werden. Bei eimem X an erster Position der AS-Sequenz

beginnt die kodierende Region vor der cDNA-Sequent (siehe Abschnitt 2.4.1

cDNA kodierende Seq kodierende Seq
(Sordariomycetes) (Ascomycota)

Anzahl der Sequenzen 4.573 4.106 4.223
2 Codierenden LR - 3 3
Gesamtlange 2.659.599 bp 2.101.775 bp 2.165.871 bp
Durchschnittslinge 582 bp 512bp 513 bp
Gesamtlinge der AS-Sequenz - 701.437 722.833
Durchschnittslinge der AS-Sequenzen - 171 171
Langste Sequenz 954 bp 938 bp 954 bp
Kiirzeste Sequenz 21 bp 97 bp 97 bp
Lange: 0-49 bp 127 0 0
Lange: 50-99 bp 93 7 5
Lange: 100-299 bp 320 637 652
Lange: 300-499 bp 663 1.135 1.158
Lange: 500-999 bp 3.370 2.327 2.408
Auf dem Minusstrang - 195 286
1. Nukleotid ist kodierend - 1.683 1.816
erste AS Methionin - 2.432 2.416
erste AS X - 1.123 1.241

comycota) der vorhergesagten kodierenden Regionen beginnt mit einem Methionin, was
darauf hindeutet, dass der Anfang der kodierenden Region vollstiandig vorhanden ist.
1.123 (Sordariomycetes), bzw. 1.241 (Ascomycota) der vorhergesagten kodierenden Re-
gionen beginnen mit einem X, da hier zuséatzliche Nukleotide an die cDNA-Sequenzen
angehdngt wurden, um alle Leserahmen berticksichtigen zu konnen. In diesen Féllen be-
ginnt die als kodierend vorhergesagte Region am Anfang der cDNA-Sequenz und weist

kein Start-Kodon auf.

Obwohl die HMMs auf verschiedenen Sequenzen trainiert wurden, werden dhnliche
kodierende Regionen vorhergesagt (Tabelle 3.4. Von den insgesamt 4.247 vorhergesagten

kodierenden Regionen liegen 96,13 % auf dem selben Strang der cDNA-Sequenz. Dabei
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beginnen 83,78 % und enden 91,10 % der als kodierend vorhergesagten Regionen mit
dem selben Nukleotid. Durchschnittlich sind die Startpunkte 18,65 Nukleotide und die
Endpunkte 9,28 Nukleotide voneinander entfernt. In 171 cDNA-Sequenzen wird nur von
einem der unterschiedlich trainierten HMMs eine kodierende Region vorhergesagt, von

dem anderen jedoch nicht.

Tabelle 3.4: Vergleich der vorhergesagten kodierenden Sequenzen

Vergleich der kodierenden Regionen, die mit ESTScan nach dem Training mit Sordariomycetes-Sequenzen
vorhergesagt werden, mit den, die nach einem Training mit Ascomycote-Sequenzen erhalten werden. Dazu
ist angegeben, wie viele der kodierenden Regionen bei den beiden Vorhersagen auf dem gleichen Strang
liegen und die gleiche Start- oder Endposition haben. Ebenfalls angegeben sind die durchschnittliche und
maximale Entfernung zwischen den Start- und Endpunkten, die fiir jeweils eine Sequenz bestimmt wurden,

sowie die Zahl der Sequenzen, fiir die nur mit einem Trainingsset eine kodierende Region gefunden wird.

Segenzen insgesamt 4573
Gleiche Orientierung 4082
Identischer Start 3558
Identisches Ende 3869
durchschnittliche Entfernung 18,65
der Startpunkte

durchschnittliche Entfernung 9,28
der Endpunkte

Maximaler Abstand zwischen 691
den Startpunkten

Maximaler Abstand zwischen 617
den Endpunkten

Nur in einer Vorhersage gefunden | 171
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3.1.4 Suche nach Sequenzen mit einer Serin- und Threonin-reichen Regionen

Die Proteinsequenz von Adhdsinen beinhaltet Bereiche, in denen die Aminosduren Se-
rin und Threonin gehduft vorkommen (siehe Abschnitt 1.4.1). Werden in der Datenbank
Proteine mit einer solchen Region gefunden, so ist dies ein Hinweis darauf, dass es sich
um Adhésine handeln konnte.

Die Ergebnisse der Suche nach Bereichen mit einem hohen Anteil der AS Serin (Ser)
und Threonin (Thr) sind von verschiedenen Faktoren abhédngig. Je nachdem, welcher An-
teil von Ser und Thr in einer Sequenz mindestens erreicht werden muss, werden mehr
oder weniger Treffer gefunden. Der aus der Literatur stammende Wert von 35 % [51]
wird in dieser Arbeit iibernommen. Dies ist jedoch fiir die Lange der Region nicht ohne
weiteres moglich. Fiir sie ist in der Literatur ein Bereich von 300 AS angegeben. Im Fall
der vorliegenden cDNA-Datenbank kann jedoch nicht davon ausgegangen werden, dass
alle Sequenzen vollstindig sequenziert wurden. So kann es vorkommen, dass nur ein Teil
der Sequenz vorliegt. Die Mindestldnge, die zur Ausgabe der Ergebnisse verlangt wird,
ist also auch vom vorliegenden Datensatz abhidngig. Aus diesem Grund wurde die Suche

im Rahmen dieser Arbeit mit verschiedenen Werten fiir die Mindestldnge durchgefiihrt.

Tabelle 3.5: Serin- und Threonin-reiche Regionen in der AS-Sequenz

Es wird jeweils die Zahl der Serin- und Threonin-reicher Regionen gezeigt, die fiir unterschiedliche Mi-
nimalldngen gefunden werden. Da jeweils in allen sechs LR der cDNA-Sequenzen gesucht wurde, ist mit
angegeben, in wie vielen unterschiedlichen cDNA-Sequenzen die gefundenen Regionenen liegen. Ebenfalls
angegeben ist die Anzahl der gefundenen Serin- und Threonin-reichen Bereiche in den von ESTScan vor-
hergesagten kodierenden Regionen der cDNA. Die vorhergesagten kodierenden Regionen sind wiederum
unterteilt in solche, die bei einer Vorhersage nach dem Training mit Sequenzen von Ascomycota und in

solche, die nach dem Training mit Sordariomycetes gefunden werden.

Minimale Lange || LR der cDNA Treffer in LR unter- Ascomycota | Sordariomycetes
schiedlicher cDNA-Sequenzen

100 AS 1588 1586 % 23
200 AS 188 188 0 0
| 250 AS | 15 \ 15 \ 0 \ 0 |

ErE 0 o | o |
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Eine Ubersicht der gefundenen Bereiche mit einem erhhten Serin- und Threoninanteil
ist in Tabelle 3.5 gezeigt. In Tabelle 3.5 wird gezeigt, dass in der cDNA-Datenbank keine
Ser/Thr-reichen Regionen mit einer Liange von 300 AS vorhanden ist. Es werden fiinf-
zehn Sequenzen gefunden, die eine Ser/Thr-reiche Region besitzen, die linger als 250
AS ist. Die Zahl der gefundenen Sequenzen mit Ser/Thr-Bereichen, steigt, wenn die mi-
nimale Grofie dieses Bereiches herruntergesetzt wird. Da die Suche fiir jede der mogli-
chen AS-Sequenzen der sechs Leserahmen der cDNA-Sequenz durchgefiihrt wird, kann
es vorkommen, dass in verschiedenen Leserahmen derselben cDNA-Nukleotidsequenz
Treffer gefunden werden. Damit diese Treffer nicht doppelt gezdhlt werden, denn es ist
unwahrscheinlich, dass beide Leserahmen kodierend sind, ist ebenfalls die Zahl der un-
terschiedlichen Sequenzen angegeben, in mindestens eine Ser/Thr-reiche Region gefun-
den wurde. Nur wenn die Minimalldnge auf 100 As gesetzt wird, werden zwei Treffer
gefunden, die in unterschiedlichen Leserahmen der selben Sequenz liegen.

Wenn nur die als kodierend vorhergesagten Bereiche der cDNA-Sequenz nach Ser/Thr-
reichen Regionen durchsucht werden, werden deutlich weniger Treffer gefunden, als bei
der Suche in den AS-Sequenzen zu allen Leserahmen. Es werden 24 (Ascomycota), bzw
23 (Sordariomycetes) Regionen gefunden, die Ser/Thr-reiche Bereiche mit einer Lange
von mehr als 100 AS besitzen. Eine Lange von 200 AS fiir einen Bereich mit hohem
Ser/Thr-Anteil wird dabei nicht {iberschritten. Die in den vorhergesagten kodierenden
Regionen gefundenen Bereiche mit einem hohen Anteil von Serin und Threonin stam-
men jedoch nicht aus den cDNA-Sequenzen, in deren Leserahmen Ser/Thr-reiche Berei-

che mit einer Lange von mehr als 200 AS liegen.

3.1.5 Suche nach GPI-Ankersignalen in der AS-Sequenz

Neben der Serin- und Threoni n-reichen Region weisen Adhésine einen GPI-Anker an
ihrem C-Terminus auf (siehe Abschnitt 1.4.1). In den Sequenzen der cDNA-Datenbank
kann nach den Signalsequenzen, die das Anbringen eines GPI-Ankers ermoglichen, ge-
sucht werden. Bei dieser Suche werden die drei Programme GPI-SOM, DGPI und Big-11
verwendet (siehe Abschnitt 2.6).

Da die Programme eine Eingabesequenz, bestehend aus den zwanzig kanonischen
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AS erwarten, konnen nur Sequenzen verwendet werden, die weder Stopp-Kodons noch
nicht identifizierte AS enthalten. Stopp-Kodons tauchen dann in der Eingabesequenz
auf, wenn die vollstindige cDNA-Sequenz in die sechs moglichen AS-Sequenzen iiber-
setzt wird. Kommt in einem der LR ein Stopp-Kodon vor, wird die gesammte Sequenz
nicht mehr verwendet. Die 4573 Sequenzen der cDNA-Datenbank enthalten 4228 AS-
Sequenzen ohne Stopp-Kodon, wobei diese AS-Sequenzen aus den verschiedenen LR
von 2612 cDNA-Sequenzen stammen. Tabelle 3.6 zeigt, wie viele der Sequenzen lang ge-

nug sind, um als Eingabesequenz genutzt werden zu konnen.

Die kodierenden Regionen, die von ESTScan vorhergesagt werden, konnen dagegen
nicht identifizierte AS enthalten (siehe Abschnitt 2.4.1). In einem solchen Fall werden die
nicht identifizierten AS am Anfang und am Ende der AS-Sequenz entfernt, bevor diese
Sequenzen vom Programm eingelesen werden. Bei einer durch ESTScan vorhergesagten
Insertion in der Sequenz ist es ebenfalls nicht moglich, die dem entsprechenden Kodon
zugehorige AS eindeutig zu bestimmen. In einem solchen Fall taucht eine nicht identifi-
zierte AS in der Mitte der AS-Sequenz auf. Eine solche Sequenz wird nicht mehr in die
Vorhersage von Signalsequenzen einbezogen. Bei den als kodierend vorhergesagten Re-
gionen ist das fiir 645 (Sordariomycetes), bzw. 717 (Ascomycota) Sequenzen der Fall. So
konnen nicht alle zur Verfiigung stehenden Sequenzen fiir eine Vorhersage genutzt wer-

den.

Tabelle 3.6: GPI-Signalsequenzen in der AS-Sequenz der cDNA

Vergleich der Ergebnisse der GPI-Suche mit verschiedenen Programmen. Angegeben sind die Anzahl der
verwendeten LR, die Anzahl der verschiedener Sequenzen, denen die LR zugeordnet ist, und die Zahl der
Sequenzen fiir die Signalsequenz vorhergesagt werden. Fiir die vorgesagten kodierenden Regionen ist nur

ein Wert angegeben, da fiir jede Sequenz nur eine Region vorrausgesagt wird.

Anzahl der Eingabesequenzen Anzahl der GPI-Bindestellen
GPI-SOM DGPI Big-1I GPI-SOM DGPI Big-1I
LR Seq | LR Seq | LR  Seq || LR Seq | LR Seq | LR Seq
LR der cDNA 3989 2529 | 4228 2612 | 3287 2397 || 304 296 | 115 113 | 27 27
vorherges. kod. (Sordario.) 3461 3461 3286 303 118 83
vorherges. kod. (Ascom.) 3506 3506 3346 316 116 84
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In Tabelle 3.6 wird gegentibergestellt, wie viele Sequenzen von den verschiedenen Pro-
grammen durchsucht werden konnen und wie viele GPI-Signalsequenzen fiir sie vorher-
gesagt werden. Diese Zahlen unterscheidet sich voneinander, da die unterschiedlichen
Programme verschiedene Eingabebedingungen an eine Sequenz stellen.

Die meisten cDNA-Sequenzen werden von DGPI mit 4228 AS-Sequenzen durchsucht,
gefolgt von Big-II (3989) und GPI-SOM (3287). Wird nur die Zahl der verwendeten cDNA-
Sequenzen berticksichtigt, die mind. ein LR ohne Stopp-Kodon besitzen, werden von DG-
PI die LR von 2612 cDNA-Sequenzen durchsucht. Die meisten Ankersignale werden von
GPI-SOM vorhergesagt. Die angegebenen 304 Treffer liegen in 296 verschiedenen cDNA-
Sequenzen. Es sind also nur fiir acht cDNA-Sequenzen GPI-Ankersignale in zwei LR der
selben Sequenz gefunden worden. DGPI findet in 115 LR, die aus 133 cDNA-Sequenzen
stammen, eine Signalsequenz. Die wenigsten Vorhersagen werden von Big-1I getroffen,
wo 27 Ankersequenzen gefunden werden.

Bei der Suche nach GPI-Ankersignalen in den als kodierend vorhergesagten Berei-
chen der cDNA, die durch ESTScan ermittelt wurden, ist fiir jede cDNA-Sequenz nur
eine AS-Sequenz vorhanden. Die Werte fiir die verwendeten LR und den Sequezen, aus
denen sie stammen, unterschieden sich hier deshalb nicht. Mit dem Programm GPI-SOM
werden 303 (Sordariomycetes), bzw. 316 (Ascomycota) GPI-Ankersignale gefunden. Da-
bei dhneln sich die Ergebnisse fiir die vorhergesagten kodierenden Regionen, die unter
Verwendung verschiedener Trainingssequenzen gefunden wurden. 281 der iiber 300 Se-
quenzen werden fiir beide kodierende Regionen gefunden. 57 Ankersignale werden fiir
nur eine der als kodierend vorhergesagten Region vorrausgesagt. Das Gleiche trifft auf
die Ergebisse des Programmes DGPI zu. Hier werden 104 Ankersignale in beiden als ko-
dierend vorhergesagten Regionen gefunden. Auch die Zahl der Insgesamt vorhergesag-
ten Signalsequenzen ist dhnlich. Es werden 118 (Sorariomycetes, bzw. 116 (Ascomycota)
Sequenzen gefunden. Wird das Programm Big-II verwendet, werden 83 Signalsequenzen
in zwei kodierenden Regionen gefunden. Dabei liegt die Gesamtzahl der vorhergesagten
Signalsequenzen bei 83 (Sordariomycetes), bzw. 84 (Ascomycota) und {iibersteigt somit

auch die Zahl der Ankersignale in den LR der cDNA-Sequenzen deutlich.
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Die Zahl der Ankersignale, die von den verschiedenen Programmen gefunden wer-
den, unterscheidet sich voneinander, abhédngig davon, welche der beiden Programme
miteinander verglichen werden (Tabelle 3.7). Die wenigsten Ubereinstimmung gibt es
zwischen den Vorhersagen von Big-II und GPI-SOM. Nur fiir eine AS-Sequenz wird
von beiden Programmen ein Ankersignal gefunden. Hier wird nur fiir eine Sequenz von
beiden Programen eine GPI-Anker-Bindestelle gefunden. Die grofite Ubereinstimmung
gibt es zwischen den Ergebnissen von Big-II und DGPI, wenn die Vorhersage fiir die
kodierenden Bereiche getroffen wird. Es werden 28 Ankersignale von beiden Program-
men vorhergesagt. Das entspricht 23,73 % der Ergebnisse von DGPI und 33,73 % der
Ergebnisse von Big-II. Bei der Suche mit den AS-Sequenzen der verschiednen LR der
cDNA-Sequenzen werden jedoch nur in sieben der Sequenzen Ankersignale von beiden
Programmen gefunden. Die Ahnlichkeit zwischen den Ergebnissen der Programme GPI-
SOM und DGPI ist nicht so stark. Hier werden fiir 5,93 % (Sordariomycetes), bzw. 6,80
% (Ascomycota) und 19,13 % (LR der cDNA) der mit DGPI gefundenen Ankersignale
auch mit GPI-SOM Signalsequenzen gefunden. In keiner AS-Sequenz werden von allen

Programmen Ankersignale gefunden.

Tabelle 3.7: Vergleich der Vorhersage der GPI-Ankerstellen
Es wird die Zahl der cDNA-Sequenzen angegeben, fiir die die Vorhersagen der Ankersignale von jeweils

zwei Programmen tibereinstimmen.

LR der cDNAs | Ascomycota | Sordariomycetes

DGPI | Big-IT | DGPI | Big-Tl || DGPI | Big-II

GPI-SOM 22 1 8 1 7 1
DGPI - 7 - 28 - 28
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3.1.6 Ahnlichkeiten zwischen cDNA-Sequenzen und Sequenzen aus anderen

Datenbanken

Bei der Suche nach Sequenzhomologien wurde BLAST verwendet. Fiir die durchsuch-
ten Datenbanken Saccharomyces Genome Database, Cogeme, SwisProt und nr wurden
verschiedene maximale e-Values gewdhlt, die die BLAST-Ergebnisse nicht tiberschreiten
durften, wenn sie fiir weitere Analysen verwendet werden. Der maximale e-Value fiir
die Suche gegen die Saccharomyces Genome Datebase wurde auf zehn gesetzt. Bei die-
sen Bedingungen gibt es mit blastn fiir zwanzig und mit tblastx fiir 78 cDNA-Sequenzen
kein BLAST-Ergebnisse. Der maximale e-Value fiir die BLAST-Suche gegen die Cogeme-
und die SwissProt-Datenbank wurde auf 0,1 gesetzt. In den BLAST-Ergebnissen der Su-
che gegen SwissProt gibt es 1.632 cDNA-Sequenzen, die fiir keine Ergebnisse vorliegen,
deren e-Value niedrig genug ist. Bei der Suche mit blastn gegen Cogeme werden fiir 905,
bei der Suche mit tblastx fiir 274 cDNA-Sequenzen keine BLAST-Ergebnisse gefunden,
die unter diesen Bedingungen verwendet werden kénnen. Der maximale e-Value fiir die
BLAST-Ergebnisse der Suche gegen die bei weitem grofiten nr-Datenbank wurde der e-
Value auf 10~* gesetzt. Die BLAST-Ergebnisse von 836 cDNA-Sequenzen erfiillen diese

Bedingung nicht und werden nicht verwendet.

Tabelle 3.8: Ergebnisse der BLAST-Suche mit verschiedenen Datenbanken
Es wird angegeben, fiir wie viele cDNA-Sequenzen keine BLAST-Treffer gefunden werden, deren

e-Value kleiner als die festgelegten maximalen Werte (10; 0,1; 107%) ist.

Datenbank BLAST- cDNA-Sequenzen ohne Treffer
Suche e-Value <10 e-Value <0,1 e-Value <10~

Cogeme blastn 12 905 1719
Cogeme tblastx 60 274 901
Sacch. Gen. DB | blastn 20 3401 4259
Sacch. Gen. DB | tblastx 78 1953 2553
SwissProt blastx 266 1632 2091
nr blastx 0 658 836
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3.1.7 Suche nach Schliisselwortern in den BLAST-Ergebnissen

Die BLAST-Ergebnisse der cDNA-Sequenzen weisen auf eine Vielzahl von Sequenzahn-
lichkeiten zu Datenbank-Sequenzen hin. Um in diesen Ergebnissen Ahnlichkeiten zu
Nukleotid- und Proteinsequenzen, die an der Adhé&sion von Zellen an Oberfldchen be-
teiligt sind, zu finden, wurden die BLAST-Ergebnisse nach Schliisselwortern durchsucht
(siehe Abschnitt 2.7.2). Jedem BLAST-Ergebnis jeder cDNA-Sequenz wird ein Score-Wert
zugewiesen, der Qualitdt und Quantitit, der in diesen Ergebnissen gefundenen Schliis-
selworter, widerspiegelt. In der Tabelle 3.9 ist angegeben, wie hoch der jeweils beste Score
ist und fiir wie viele cDNA-Sequenzen ein Score-Wert erreicht wird, der grofler als Null
ist. Dabei werden immer zwei Werte gegeniibergestellt. Die Werte, die erreicht werden,
wenn alle BLAST-Ergebnisse mit einem e-Value, der kleiner als zehn ist akzeptiert wer-
den und die, deren BLAST-Ergebnisse nur mit in die Berechnung einbezogen werden,
wenn der e-Values unter dem fiir die entsprechende Datenbank gewidhlten Maximum
liegt (siehe Abschnitt 3.1.6).

Fiir einem grofien Teil der BLAST-Ergebnisse wird ein Score berechnet, der grofier als

Tabelle 3.9: Scorewerte der Schliisselwort-Suche bei verschiedenen BLAST-Suchen
Angegeben ist die Zahl der cDNA-Sequenzen, fiir deren BLAST-Ergebnisse ein Score errechnet werden kann,
der grofser als Null ist und der beste Score, der mit den BLAST-Ergebnissen einer cDNA-Sequenz fiir die

Suche in einer bestimmten Datenbank erreicht wird.

DB BLAST-Suche | Seq mit Score >0 | bester Score

Cogeme blastn 72 3,89
Cogeme tblastx 427 7,63
Sacchar. Gen. DB | blastn 766 2,53
Sacchar. Gen. DB | tblastx 1809 9,34
SWISSPROT blastx 175 11,68

nr blastx 168 32,66

Null ist. Die Zahl der cDNA-Sequenzen, deren Score diesen Wert iiberschreitet, hangt
dabei von der Datenbank ab, gegen die die BLAST-Suche erfolgte. Die Datenbank-Suche,

mit den meisten Ergebnissen, die Schliisselworter enthalten, ist die Saccharomyces Geno-
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me Database bei einer Suche mit tblastx. In diesem Fall werden in den BLAST-Ergebnissen
von 1809 cDNA-Sequenzen Schliisselworter gefunden.

Die hochsten Score-Ergebnisse, also die BLAST-Suchen, in denen viele Schliisselwor-
ter mit hoher Gewichtung und/oder an den ersten Positionen der BLAST-Trefferliste ge-
funden werden, sind bei Suchen in der nr- oder SwissProt-Datenbank zu finden. Mit ei-
nem Score von 32,66 wird fiir die cDNA-Sequenz VL2221 in den Ergebnissen der BLAST-
Suche gegen die nr-Datenbank der hochste Wert erreicht. In den Ergebnissen der BLAST-
Suchen gegen weitere Datenbanken sind jedoch keine Schliisselworter vorhanden, so-
dass es keinen weiteren Scorewert fiir diese Sequenz gibt, der tiber Null liegt. Das Schliis-
selwort, das in den BLAST-Treffern der nr-Datenbank auftaucht ist GPI. Jedoch steht es in
diesem Fall fiir die Glucose-6-Phosphat Isomerase, die ebenso wie der Glycosylphospha-
tidylinositol-Anker mit GPI abgekiirzt wird. Dies ist auch der Grund, aus dem nur in
einer der Datenbanken ein positiver Score erreicht wird. Nur in der nr-Datenbank wird
diese Abkiirzung verwendet.

Es gibt keine cDNA-Sequenz, die fiir alle sechs BLAST-Suchen einen positiven Schliissel-
wort-Score erreicht. Nur neun Sequenzen haben fiir fiinf der BLAST-Suchen einen Score,
der grofier als Null ist. 73 cDNA-Sequenzen haben vier, 86 Sequenzen haben drei und
500 Sequenzen haben zwei positive Scorewerte. Ein Grofiteil der Sequenzen besitzt nur

einen Score, der grofer als Null ist.

3.2 Analyse der Sequenzen der Adhadsionskandidaten

Es liegen 43 Kandidaten-Sequenzen vor, die im Vorfeld dieser Arbeit schon experimen-
tell ermittelt wurden (siehe Abschnitt 1.6.3). Dabei handelt es sich um 24 verschiedene
Sequenzen, einige sind mehrfach vertreten. Diese mehrfach vertretenen Sequenzen un-
terschieden sich jedoch durch ihre Lange und die Basenabfolge leicht voneinander. Aus
diesem Grund kann es zu unterschiedlichen Ergebnissen kommen, weshalb die Ergeb-
nisse fiir alle 43 Sequenzen dargestellt werden.

Da es sich nur um 43 Sequenzen handelt, konnen diese einzeln genauer untersucht
werden, als dies fiir alle Sequenzen der cDNA-Datenbank mdglich ist. Auch sind diese

Sequenzen von besonderem Interesse, da fiir ihre Genprodukte bereits Hinweise auf ein
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Mitwirken am Prozess oder der Regulation der Adhésion vorliegen.

3.2.1 Bereinigung der cDNA von Plasmidsequenzen

Die Kandidaten-Sequenzen enthalten, wie auch die Sequenzen der cDNA-Datenbank,

Plasmidsequenz. Aus diesem Grund ist es notig, dass die Sequenzen bereinigt werden

(siehe Abschnitt 2.2).

Tabelle 3.10: Vergleich der bereinigten und unbereinigten Kandidaten-Sequenzen
a) Daten zu den Kandidaten-Sequenzen vor und nach der Bereinigung von der Plasmidsequenz; b) Lange

der einzelnen Sequenzen

Kandidaten aus dem Kandidaten aus dem
Aflo8-Screen Aflo8/11-Screen
cDNA-Sequenzen Bereinigte cDNA-Sequenzen Bereinigte
cDNA-Sequenzen cDNA-Sequenzen

a) | Anzahl der Sequenzen 22 22 21 21
Gesamtlange (bp) 27.518 23.961 26.228 23.111
Durchschnittslange (bp) 1.251 1.089 1.249 1.101
nicht identifizierte Nukleotide 0 0 5.486 4.204
Langste Sequenz (bp) 1.376 1.376 1.149 1.309
Kiirzeste Sequenz (bp) 1.029 27 1.309 206
Gednderte Sequenzen - 11 - 5
> 30 bp von MCS - 4 - 5

b) | Lange: 0-20 bp 0 0 0 0
Lange: 21-49 bp 0 1 0 0
Lange: 50-99 bp 0 0 0 0
Lange: 100-299 bp 0 0 0 1
Lange: 300-499 bp 0 2 0 0
Lange: 500-999 bp 0 1 0 4
Lange: 1000-1499 bp 22 18 21 16

Tabelle 3.10 zeigt, wie stark die Kandidaten-Sequenzen dabei gekiirzt werden. Wahrend
im unbereinigten Datensatz alle Sequenzen eine Lange zwischen 1.000 und 1.499 bp besit-
zen, erreichen von den Kandidaten aus dem Aflo8-Screen vier, und von den Kandidaten

aus dem Aflo8/11-Screen fiinf Sequenzen diese Lange nicht mehr. Die kiirzeste berei-
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nigte Sequenz aus dem Aflo8-Screen hat eine Lange von 27 bp. Die langste Sequenz ist
1.376 bp lang, sowohl vor als auch nach der Bereinigung. Auch bei den Kandidaten aus
dem Aflo8/11-Screen muss die lingste Sequenz mit 1.309 bp nicht bereinigt werden. Bei
der Sequenzierung der Sequenzen aus dem Aflo8/11-Screen konnten einige Nukleotide
nicht identifiziert werden. In den unbereinigten Sequenzen sind 5.486 von 26.228 Nukleo-
tiden nicht identifiziert. Das entspricht durchschnittlich 261 nicht identifizierten Nukleo-
tiden pro Sequenz. Die nicht identifizierten Nukleotide werden in der Sequenz mit »N«
angegeben. Nach der Bereinigung von der Plasmidsequenz sind nur noch 4.204 nicht
identifizierte Nukleotide bei einer Gesamtldnge von 23.111 bp vorhanden. Die durch-
schnittliche Haufigkeit von nicht identifizierten Nukleotiden pro Sequenz sinkt also auf

210 Nukleotide.

3.2.2 Vorhergesagte kodierende Bereiche in der Sequenz der Kandidaten

In den bereinigten cDNA-Sequenzen der Kandidaten werden mit dem Programm ESTScan
kodierende Regionen vorhergesagt. Durch das Entfernen der nicht-kodierenden Sequenz
nimmt die Lange der Sequenzen ab (Tabelle 3.11). Wahrend die achtzehn (Aflo8), bzw.
sechtzehn (Aflo8/11) der Kandidaten-Sequenzen langer als 1.000 bp sind, ist ein Grofiteil
der vorhergesagten kodierenden Regionen zwischen 500 und 999 bp lang. Fiir Aflo8/11
ist das in flinfzehn (Sordariomycetes), bzw. zwolf (Ascomycota) mal der Fall. Bei den
Aflo8-Sequenzen trifft es auf sechs (Sorsariomycetes), bzw. elf (Ascomycota) Sequezen
zu. HMMs, die auf unterschiedlichen Sequenzen trainiert wurden, liefern bei der Vorher-
sage verschiedene Ergebnisse. So werden beispielsweise in den Sequenzen der Aflo8/11-
Kandidaten einmal zwanzig und einmal neunzehn kodierende Regionen ermittelt. Un-

terschiede liegen auch in der Lange der vorhergesagten kodierenden Regionen.

3.2.3 Suche nach Sequenzen mit einer Serin- und Threonin-reichen Regionen

Die Tabelle 3.12 zeigt die Anzahl der AS-Sequenzen der Kandidaten, in denen Serin- und
Threonin-reiche Bereiche gefunden werden. Angegeben sind sowohl Treffer, die in der

AS-Sequenz der Kandidaten-cDNA gefunden werden, die vollstandig und in allen sechs
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Tabelle 3.11: Vorhergesagte kodierende Regionen in den Kandidaten-Sequenzen Die
Daten der bereinigten Kandidaten-Sequenzen und der von ESTScan gefudenen kodierenden Regionen wer-
den angegeben. Dabei werden die zwei Ergebnisse von ESTScan verglichen: Die, die nach dem Training
der HMMs auf die Sequenzen von Sordariomycetes, gefunden werden, sowie die, die nach dem Training
auf Ascomycota gefunden werden. Wird als erste AS ein X angegeben, konnte die Identitit dieser AS nicht

eindeutig festgestellt werden, da die vorhergesagte kodierende Region vor dem Beginn der cDNA anfangt.

Aflo8 vorherges. kod. Seq vorherges. kod. Seq Aflo8/11 kod. Seq kod. Seq
Sordariomycetes Ascomycota Sordariomycetes Ascomycota

Anzahl der Sequenzen 22 21 21 21 20 19
Gesamtl. (bp) 23.961 19.058 18.909 23.111 15.080 16.229
Durchschnl. (bp) 1089 908 900 1101 754 854
Gesamtl. der AS-seq. - 6.345 6.298 - 5.025 5.409
Durchschnl. der AS-seq. - 302 300 - 251 285
langste Sequenz (bp) 1.376 1.338 1.338 1.309 1.338 1.244
kiirzeste Sequenz (bp) 27 311 311 206 311 206
Léange: 0-49 bp 1 0 0 0 0 0
Linge: 50-99 bp 0 0 0 0 0 0
Lange: 100-299 bp 0 0 0 1 3 1
Lénge: 300-499 bp 2 3 2 0 0 1
Lange: 500-999 bp 1 6 1 4 15 12
Léange: 1000-1499 bp 18 12 8 16 2 5
Auf dem Minusstrang 1 0 0 1

1. Nukleotid kodierend - 8 10 - 11 15
erste AS Methionin - 13 11 - 7 3
erste AS X - 6 8 - 13 16

Leserahmen tibersetzt wird, als auch Treffer, die in der durch ESTScan vorhergesagten
kodierenden Region gefunden werden. Im Gegensatz zu den Ergebnissen, die bei der
Suche in den Sequenzen der gesamten cDNA-Sequenz erhalten werden (siehe Abschnitt
3.1.4), wird kein Bereich gefunden, der langer als 200 AS ist. Die Lange von 100 AS wird
nur vier mal {iberschritten. Werden dagegen die Ser/Thr-reichen Bereiche betrachtet, die
eine Lange von 50 AS erreichen, wird fiir den Grofsteil der Sequenzen eine solche Re-
gion gefunden. Siebzehn der insgesamt 22 Aflo8-Kandidaten besitzen mindestens einen
Leserahmen, der eine solche Region enthilt. Von 21 Aflo8/11-Kandidaten trifft das auf

finfzehn Kandidaten zu.

Werden nur die als kodierend vorhergesagten Regionen in den Kandidaten-Sequenzen
durchsucht, werden weniger Ser/Thr-reiche Regionen gefunden. Fiir Aflo8-Kandidaten
werden nur acht Ser/Thr-reicher Bereiche, die langer als 50 AS sind gefunden. Von die-
sen acht Bereichen sind jedoch vier, bzw. drei, auch langer als 100 AS. Die vorhergesagten

kodierenden Regionen der Aflo8/11-Kandidaten besitzen weniger Ser/Thr-reichen Be-
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reiche mit einer Lange von mehr als 50 AS, als das fiir die AS-Sequenz der vollstandigen
Nukleotidsequenz der Fall ist. Sowohl fiir die vollstdndigen, als auch fiir die vorherge-
sagten kodierenden Regionen von Aflo8/11 werden vier Sequenzen gefunden, die einen
Ser/Thr-reichen Bereich besitzen, der langer als 100 AS ist. Es wird jedoch von keiner das

als kodierend vorhergesagten Region die Lange von 200 AS iiberschritten.

Tabelle 3.12: Serin und Threonin-reiche Regionen in den Sequenzen der Kandidaten

Dargestellt ist die Anzahl der Kandidaten mit einem Sequenz-Bereich, in dem vermehrt Kodons fiir Serin
und Threonin auftreten. Die Anzahl der gefundenen Treffer wird in Abhédngigkeit von der minimalen Lénge,
die diese Region hat, gezeigt. Es ist sowohl angegeben in wie vielen LR Treffer gefunden werden, als auch
aus wievielen Sequenzen die LR mit den Treffern stammen. Zusatzlich sind die Treffer fiir die vorhergesagte

kodierenden Regionen aufgefiihrt

Kandidat || Min. Lange LR der versch. Seq. | kodierende Seq. | kodierende Seq.
Kandidaten-cDNA Ascomycota Sordariomycetes
50 AS 21 17 8 8
Aflo8 100 AS 6 6 4 3
200 AS 0 0 0 0
50 AS 20 15 9 8
Aflo8/11 100 AS 4 4 4 4
200 AS 0 0 0 0

In den als kodierend vorhergesagten Regionen, die von unterschiedlich trainierten

HMMs vorhergesagt werden, werden die gleichen Ser/Thr-Bereiche gefunden. Insge-
sammt liegen in acht kodierenden Regionen der Kadidaten also Ser/Thr-Bereiche, die
langer als 100 AS sind. Sieben dieser acht Kandidaten besitzen eine starke Sequenzahn-
lichkeit zueinander (Tabelle A.1), sodass letztlich nur zwei verschiedene Sequenzen einen
Ser/Thr-Bereich besitzen, der langer als 100 AS ist. Bei diesen beiden Kandidaten handelt

es sich um a2 und a6.
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3.2.4 Suche nach GPI-Ankersignalen in der Aminosdure-Sequenz

Die drei Programme Big-1I, DGPI und GPI-SOM werden zur Vorhersage von GPI-Anker-
signalen verwendet. Dabei konnen, wie in Abschnitt 3.1.5 geschildert, nur die AS-Sequenzen
verwendet werden, die ausschliefllich die zwanzig kanonischen AS verwenden. Kandidaten-
Sequenzen die Stopp-Kodons enthalten werden nicht zur Vorhersage genutzt. Nur finf
AS-Sequenzen der Aflo8-Kandidaten beinhalten kein Stopp-Kodon (Tabelle 3.13). Diese
Sequenzen werden von DGPI durchsucht. Da die Sequenzen, die von den Programmen
GPI-SOM und Big-II nach Ankersignalen durchsucht werden, eine Mindestldnge von 32,

bzw. 53 AS erreichen miissen, sinkt hier die Zahl der verwendeten Sequenzen auf Eins.

Tabelle 3.13: GPI-Signalsequenzen in der AS-Sequenz der Kandidaten
Vergleich der Ergebnisse der GPI-Suche mit verschiedenen Programmen. Angegeben sind die Anzahl der
durchsuchten Sequenzen und die Zahl der Sequenzen die eine Signalsequenz enthalten. Ebenso sind die

Ergebnisse fiir die vorhergesagte kodierenden Regionen aufgefiihrt.

Eingabesequenzen GPI-Ankersignale

Kandidaten AS-Sequenz GPI-SOM DGPI Big-II GPI-SOM DGPI Big-II
LR Seq | LR Seq | LR Seq || LR Seq | LR Seq | LR Seq

LR der cDNA 1 1 5 2 1 1
Aflo8 Sordariomycetes | 17 17 | 17 17 | 17 17
Ascomycota 14 14 14 14 | 14 14

0

LR der cDNA 24 19 | 745 21 23 19
Aflo8/11 Sordariomycetes | 4 4 4 4 4 4
kod. Ascomycota | 3 3 3 3 3 3

o O =[N N O
o O =[N N O

0 0 0

1 1 1 1
1 1 1 1
2 2 0 0
0 0 0 0
0 0 0 0

Nicht identifizierte Nukleotide in der cDNA-Sequenz der Kandidaten fiihren dazu, dass
die zugehorige AS-Sequenz nicht mehr ermittelt werden kann. Dies kommt vermehrt
bei Aflo8/11-Kandidaten vor (siehe Abschnitt 3.2.1). Diese Sequenzen werden in Teil-
sequenzen gegliedert, die jeweils ausschliefilich identifizierte Nukleotide enthalten. Die
verschiedenen Leserahmen werden fiir diese Teilsequenzen bestimmt. Dadurch kommt

es fir die Aflo8/11-Kandidaten zu der hohen Zahl von 879 durchsuchten LR. Davon
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erreichen jedoch nur 24 die Mindestlange von 32 AS, die benétigt wird, wenn das Pro-
gramm GPI-SOM angewendet werden soll. Das Programm Big-II kann nur 23 Sequenzen

verwenden.

Die als kodierend vorhergesagten Regionen werden vor der Suche nach Ankersigna-
len nach nicht identifizierten AS durchsucht. Wie in Abschnitt 3.1.5 dargestellt, werden
Sequenzen mit nicht identifizierten AS nicht zur Ankervorhersage genutzt. Siebzehn
(Sordariomycetes), bzw. vierzehn (Ascomycota) der vorhergesagten kodierenden Regio-
nen sind ausreichend lang und enthalten nur die kanonischen AS, sodass sie fiir die Su-
che nach Signalsequenzen genutzt werden konnen. Die Zahl der Aflo8/11-Sequenzen,
die nach Ankersignalen durchsucht werden ist geringer. Da diese Sequenzen viele nicht
identifizierte Nukleotide enthalten, werden nur vier (Sordariomycetes), bzw. drei (As-
comycota) der als kodierend vorhergesagten Bereiche gefunden, die nur identifizierte
Nukleotide enthalten. Die Mindestldange von 53 AS erreichen jedoch alle als kodierenden
vorhergesagte Regionen.

Es werden nur wenige Ankersignale in den Kandidaten-Sequenzen gefunden. In den
vorhergesagten kodierenden Regionen von Aflo8 werden zwei Signalsequenzen von GPI-
SOM und eine von DGPI und Big-1I gefunden. Die Ergebnisse von Big-II und DGPI sind
dabei identisch. Von beiden Programmen wird eine Signalsequenz in dem Kandidaten a2
vorrausgesagt. GPI-SOM findet zusitzlich Ankersignale fiir al3 und a8. Fiir die kodie-
rendenRegionen von Aflo8/11 und auf die LR der cDNA-Sequenzen von Aflo8 werden
keine GPI-Anker-Bindestellen gefunden.

Die GPI-Ankersignale, die in den LR der Aflo8/11-Kandidaten gefunden werden
stammen aus den drei unterschiedlichen cNDA-Sequenzen. Jedoch sind sich zwei der
Sequenzen, b8 und b6, fiir die eine Ankersequenz gefunden wird, sehr dhnlich. In b8

wird von GPI-SOM ein Ankersignal vorhergesagt, in b6 von DGPL

Es spielt keine Rolle,welches der Trainingssets benutzt wurde, um die mutmafilichen
kodierenden Regionen zu bestimmen. Fiir beide Regionen liegen jeweils die gleichen Er-
gebnisse vor. Die Ergebnisse, die fiir die vorhergesagten kodierenden Regionen und die
LR der Kandidaten erhalten werden unterscheiden sich jedoch. Hier muss aber bertick-
sichtigt werden, dass nur wenig LR fiir die Vorhersagen verwendet werden, da die meis-

ten Sequenzen zu viele Stopp-Kodons enthalten.
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3.2.5 Homologien zu Sequenzen verschiedener Datenbanken

Die Sequenzen der Kandidaten werden mit den Sequenzen verschiedener Datenbank-
en verglichen. Bei der Berticksichtigung aller BLAST-Treffer wird fiir eine Sequenz kein
BLAST-Ergebnis erhalten (Tabelle 3.14). Bei einer Einschrankung der BLAST-Treffer durch
einen maximalen e-Value von 0,1 steigt die Zahl der Kandidaten-Sequenzen, fiir die un-
ter diesen Bedingungen kein Ergebnis erhalten wird, auf bis zu zwanzig an. Bei einem
maximalen e-Value von 10~* werden fiir die nr Datenbank, der einzigen, fiir die dieser
Grenzwert gesetzt wurde, nur fiir drei Kandidaten-Sequenzen keine BLAST-Ergebnisse
erhalten. Die mit Hilfe der BLAST-Ergebnisse erstellte Annotation der Kandidaten ist in
Abschnitt 3.3.1 dargestellt.

Tabelle 3.14: Ergebnisse der BLAST-Suche mit verschiedenen Datenbanken
Gezeigt ist die Anzahl der Kandidaten-Sequenzen, fiir die keine BLAST-Ergebnisse gefunden werden. Dabei

wird dargestellt, wie sich diese Zahl mit Verdnderung eines maximalen e-Values verdndert.

Datenbank BLAST-Suche keine BLAST-Treffer
e-Value <10 e-Value<0,1 e-Value < 104
Cogeme blastn 0 11 14
Cogeme tblastx 0 1 5
Saccharomyces Genome Database | blastn 1 20 21
Aflo8/11 | Saccharomyces Genome Database | tblastx 1 12 16
SWISSPROT blastx 1 7 15
nr blastx 0 1 3
Cogeme blastn 0 7 12
Cogeme tblastx 1 1 7
Saccharomyces Genome Database | blastn 0 15 22
Aflo8 Saccharomyces Genome Database | tblastx 0 9 13
SWISSPROT blastx 1 7 10
nr blastx 1 3 3
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3.2.6 Suche nach Korrelationen zwischen den Kandidaten

Ein hoher Wert fiir die Korrelation zweier Sequenzen kann auf verschiedene Weisen zu-
stande kommen. Beide Sequenzen kénnen zu dem gleichen Bereich einer dritten Sequenz
homolog sein. In diesem Fall konnten die Sequenzen fiir dhnliche Proteine kodieren. Die
Sequenzen konnen dann dazu genutzt werden durch ein multiples Alignment ein Mo-
tiv dieser Proteinregion zu erstellen, das dann fiir weitere Suchen genutzt werden kann.
Es kann jedoch auch vorkommen, dass die Sequenzen zu verschiedenen Bereichen des
selben Proteins homolog sind. Es besteht dann die Moglichkeit, dass die beiden Sequen-
zen aus verschiedenen Teilen des gleichen Gens stammen, dass beim Sequenzieren aber
beide Male nicht die vollstindige Basenabfolge ermittelt werden konnte. Wird fiir zwei
Sequenzen ein BLAST-Treffer gefunden, konnen die beiden Sequenzen aus unterschied-
lichen Genen stammen, die fiir Domédnen kodieren, die beide im gefundenen BLAST-

Treffer vorkommen.

Der hochste Score, der von einem Sequenzpaar erreicht wird, liegt bei 98,18 fiir den
Vergleich der zehn besten BLAST-Treffer und bei 21.583,5 fiir die Addition der BLAST-
Scores identischer Treffer. Beide Male wird der Score von dem Sequenzpaar a5 und al0
erreicht. Die Ubereinstimmung von 98,18 % der zehn besten Treffer wurde fiir die BLAST-
Ergebnisse der SwissProt-Datenbank ermittelt. Beim Betrachten der BLAST-Ergebnissen
ist zu beobachten, dass die Homologien zu den Treffern nicht in den gleichen Regionen
der Proteine liegen. al0 ist zum vorderen Bereich des Proteins homolog, a5 zu einer Re-
gion im hinteren Bereich des Proteins. Dies trifft auf alle neun SwissProt-Treffer zu, die

die beiden Sequenzen gemeinsam haben.

Beim direkten Vergleich der beiden Sequenzen mit BLAST (Abb.3.1) wird eine Ho-
mologie zwischen dem Ende von al0 und dem Anfang von a5 gefunden. In diesem Be-
reich von 260 bp sind 228 Positionen identisch. Es ist moglich, dass es sich bei a5 und
al0 um verschiedene Teile des gleichen Proteins handelt. Das beste BLAST-Ergebnis bei
der Suche gegen SwissProt ist fiir beide Sequenzen sak1, DNA-bindendes Protein, das in

Schizosaccharomyces pombe den Austritt aus dem mitotischen Zellzyclus positiv reguliert.

Die Sequenzen b16 und b20 haben einen Ahnlichkeitsscore von 79,3 fiir den Vergleich der
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al0: 627 ELEMRHLFGANRHRKLQEVAQELHGNERGPNSERTRQVFAMLWINSVCSKGK - GSVPRGR 803
E E++ L + H L+ +A++L + NSE+ RQVF + W+ C++ +VR~+
sakl: 62 ETELKRLALEHEHYSLESLAEKLRMDHVSANSEKFRQVFGICWLKRACEEQQDAAVQRNG 121

al0: B804 VYANYASRCATERITVLNPASFGKLVRVLFPGLKTRRLGVRGESKYHYVNFAL 962
+YA+Y C + I LN ASFGKLVR+LFP +KTRRLG+RG SKYHY L
sakl: 122 TYAHYVEICNSLHIKPLNSASFGKLVRLLFPSIKTRRLGMRGHSKYHYCGIKL 174

a5: 335 AIALPRIEPFLPOGTDPDAAKS-LSALYRSHCTSLVECVRYCKEKTFFHLYTSFQGTLTM 511
+ +LP I+ +L D AKS L +Y SHC +L+E VRY K F ++F 4L+
sakl: 370 SFSLPPIDYYLNGPYDNVEAKSALMNIYSSHCITLIESVRYMHLKQFLSEISNFPNSLSP 429

a5: 512 PVOKLLGNASVAPWIEECDFILYQRMMQIVSGLTLQVWVPKPYLDTLRSISTRLVPHIREA 691
+ LL + WIE D ++Y+ +++++ <+TLQVVP PVL LR ++ LV HI
sakl: 430 SLLALLSSPYFTKWIERSDTVMYREILKLLFPMTLQVVPPPVLVLLRHLAENLYNHISSI 489

a5: 692 FQGQPLHVIRAKEAPATVFAALLDRALKVNLTAHAAANMLSNPANRDQMYLDWITMVPVR 871
+ +++ K A +F+ LL R L+VN TAHAAA L+NPA+R + DW V R
sakl: 490 YASHSSCLLQVKSETAATIFSNLLSRLLRYNDTAHAAARFLANPADRHLICNDWERFVSTR 549

a5: 872 KWA------- ESIPTRGMDDFVNLV - - VSEIRDLLDPQSYPWEVECLTYYGDLASEKSDS 1024
+ + +D++ +++ S +LLDP E AS+ S +
sakl: 550 FIVHRELMCNDKEAVAALDEWYSILSTCSNPSELLDPLKDKHE---------- ASDTSMN 599

ad: 1025 S*QRWRVISGKNVLERWVTFW-SLLQRFP 11085
+ ++ G VL+R F+ L RFP
sakl: 500 RVELRQIDG- -VLDRMADFFLELPSRFP 625

Abbﬂdung 3.1: BLAST-Alignment der Sequenz von sak1 mit der von a5, bzw. al0.

Ergebnisse einer BLAST-Suche gegen die SwissProt-Datenbank. Die Bereiche des BLAST-
Treffers, zu denen die beiden Sequenzen homolog sind, iiberschneiden sich. Wahrend
b16 zu den AS 448 bis 589 des Atrophin-1 der Ratte (Rattus norvegicus) homolog ist, hat
b20 einen Treffer fiir den Bereich 371 bis 535 des gleichen Proteins. Bei einer BLAST-
Suche der Sequenzen gegeneinander, wird kein Alignment gefunden. Die Ahnlichkeit
der Sequenzen ist bei einem direkten Vergleich der Sequenzen nicht grof§ genug um ein
Alignment zu erstellen, das als Motiv fiir weitere Suchen genutzt werden kann.

Die Ahnlichkeiten, die zwischen den BLAST-Treffern der Sequenzen gefunden wur-
den, reichen nicht aus, um Sequenzen in Grupppen einzuteilen, aus deren multiplen Ali-
gnments sich ein Motiv bilden ldsst. Dieses Ergebnis wird durch BLAST-Suchen der Se-
quenzen gegeneinander bestitigt. Jedoch konnen die Ergebnisse der Sequenzen al0 und
a5 miteinander verglichen werden, da die grofse Anzahl identischer BLAST-Treffer die

Vermutung nahelegt, dass es sich um Sequenzen zweier dhnlicher oder des gleichen Gens
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handelt. Da sich die Sequenzen bei einer BLAST-Suche aber nur teilweise iiberschneiden
und auch die BLAST-Ergebnisse, die zwischen den beiden identische sind, nicht in den
selben Bereichen der Datenbanksequenz gefunden werden, lasst sich kein aussagekrafti-

ges Motiv bilden.

Suche nach Homologien zu Adhédsion-relevanten Proteinen

In den Ergebnissen der BLAST-Suche gegen verschiedenen Datenbanken sind Treffer vor-
handen, die die gesuchten Schliisselworter beinhalten (Tabelle 3.15). Wahrend in den
BLAST-Ergebnissen der cDNA-Datenbank zu viele Schliisselworter gefunden werden,
als dass eine manuelle Auswertung moglich wére, lassen sich die Ergebnisse fiir die Kan-
didaten der Adhésion einzeln durchgehen.

Bei den 43 cDNA-Sequenzen, die die Fahigkeit der Hefezellen zur Adhédsion wieder
herstellen, handelt es sich nur um 24 verschiedene Sequenzen. Einige von ihnen kom-
men in leicht abgewandelter Form mehrfach vor. So kann es geschehen, dass sich die
BLAST-Ergebnisse dieser sehr dhnlichen Sequenzen unterscheiden. Ein Beispiel sind die
Sequenzen all und b2. b2 hat 918 von 1247 Basenpositionen mit all gemeinsam. Trotz-
dem werden verschiedene BLAST-Treffer gefunden. Wahrend fiir all nur die Schliissel-
worter »Zellwand-Protein« und »Flockulation« in der BLAST-Suche mit der Saccharomy-
ces Genome Database gefunden werden, ist in der BLAST-Suche der Sequenz b2 gegen
die Cogeme-Datenbank ebenfalls ein Treffer mit einem Schliisselwort enthalten. Bei die-
sem handelt es sich um »Muzin«, das in den BLAST-Ergebnissen von all nicht zu finden
ist.

Fiir die Sequenzen a22, al2, al7, a4 und b13 werden Schliisselworter in den BLAST-
Ergebnisse verschiedener Datenbanken gefunden. Die Treffer von al2 beinhalten dabei
sowohl die Schliisselworter Flockulation, als auch GPI, Surface glycoprotein und Invasi-
ve growth. Die beiden Sequenzen al7 und a2 haben einen BLAST-Treffer, der das Schliis-
selwort Adhision, bzw. Adhisin enthilt. Wahrend der BLAST-Treffer von a2 direkt ein
Adhaisin ist, handelt es sich bei dem von al7 um die Anker-Untereinheit des a-Agglutinin

der Hefe. Dies bindet an die Adhé&sions-Untereinheit Aga2p.
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Tabelle 3.15: Schliisselworter in den BLAST-Suchen der Kandidaten

Dargestellt ist wie viele Schliisselworter in den BLAST-Ergebnissen der Kandidaten fiir verschiedene Daten-

banken gefunden werden. Mit den Schliisselwortern zusammen ist angegeben, wie oft sie jeweils gefunden

werden.
Sequenz DB BLAST Schl. 1 Anzahl Schl. 2 Azahl | Schl.3  Anzahl
al6 Sacc. Gen. DB TBLASTX GPI 1
ab Sacc. Gen. DB BLASTN | Surface glycoprotein 1 Invasive Growth 1 GPI 1
a22 Sacc. Gen. DB TBLASTX Invasive growth 1 GPI 1
Cogeme TBLASTX Lectin 1
al2 Sacc. Gen. DB TBLASTX Invasive growth 1 Flocculation 1 GPI 1
Cogeme tBLASTX | Surface glycoprotein 1
al0 Sacc. Gen. DB TBLASTX GPI 1
al7 Sacc. Gen. DB TBLASTX Adhesion 1 GPI 2
Cogeme TBLASTX Cell wall protein 1
bl6 Sacc. Gen. DB TBLASTX GPI 1
a4 Sacc. Gen. DB | TBLASTX Cell wall protein 1 Flocculation 1
Cogeme TBLASTX GPI 1
a2 Sacc. Gen. DB TBLASTX Adhesin 1
al3 Sacc. Gen. DB BLASTN Invasive growth 2 Flocculation 1
b13 Cogeme TBLASTX Mucin 1
Sacc. Gen. DB TBLASTX Invasive growth 1
al9 yeast orf coding | BLASTN Invasive growth 1
b1l Sacc. Gen. DB BLASTX Flocculin 1 GPI 1
b4 SwissProt BLASTX Mucin 1
all Sacc. Gen. DB | TBLASTX Cell wall protein 2 Flocculation 3
b2 (all) Cogeme TBLASTX Mucin 1
a7 Sacc. Gen. DB TBLASTX Flocculation 1 GPI 1
b10 (a7) Sacc. Gen. DB TBLASTX Invasive growth 1 GPI 1

Suche nach Schliisselwortern in BLAST-Ergebnissen

Obwohl sich die BLAST-Ergebnisse der Kandidaten-Sequenzen, die Schliisselworter ent-

halten, tiberschaubar sind (siehe Abschnitt 3.2.6), ist auch das berechnen der zugehori-

gen Schliisselworter von Vorteil. So kann neben dem eigentlichen Schliisselwort auch die

Position der BLAST-Trefferliste berticksichtigt werden, an der dieses Schliisselwort ge-

funden wird. Tabelle 3.16 zeigt die Scores der BLAST-Ergebnisse der Kandidaten.
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Tabelle 3.16: Scorewerte der Schliisselwort-Suche bei verschiedenen BLAST-Suchen
Berechnung des Scores siehe Abschnitt 2.7.3

DB BLAST- | Seq mit Score >0 bester Score Durchschnittsscore
Suche e<10 e<max. | e<10 e<max. | e<10 e<max.
Cogeme blastn 1 0 1,06 0 0,35 0
Cogeme tblastx 13 2 2,02 0,67 1,25 0,58
Saccharomyces Gen. DB | blastn 0 0 0 0 0 0
Aflo8/11 | Saccharomyces Gen. DB | tblastx 11 11 1,33 1,33 0,76 0,76
SwissProt blastx 12 1 2,90 0,72 0,93 0,72
nr blastx 5 0 1,26 0 0,92 0
Cogeme blastn 0 0 0 0 0 0
Cogeme tblastx 15 4 2,56 0,58 0,97 0,25
Saccharomyces Gen. DB | blastn 4 4 2,5 2,5 1,48 1,48
Aflo8 Saccharomyces Gen. DB | tblastx 13 13 2,7 2,7 0,93 0,93
SwissProt blastx 3 0 1,25 0 0,88 0
nr blastx 3 0 1,1 0 0,75 0

3.2.7 Suche nach Kandidaten-Sequenzen in der cDNA-Datenbank

Einige Sequenzen der Kandidaten fiir Adhédsion sind auch in der cDNA-Datenbak vor-
handen (Tabelle 3.17). Durch eine BLAST-Suche der Kandidaten gegen die cDNA-Sequen-
zen werden diese Sequenzdhnlichkeiten ermittelt (siehe Abschnitt 2.8). In allen Fillen
werden die Sequenzpaare mit einem BLAST-Treffer gefunden, dessen e-Value gleich Null
ist. Die Basen, die zwischen beiden Sequenzen identisch sind, entsprechen in den meisten
Fillen nahezu der gesamten Lange der jeweils kiirzeren Sequenz. Diese ist somit vollstan-
dig in der langeren enthalten. Die meisten homologen Sequenzen sind fiir den Kandida-
ten al6 vorhanden. Neunzehn Sequenzen in der cDNA-Datenbank weisen Ahnlichkeiten
zu der Sequenz von al6 auf. Auch a2 ist mit neun Sequenzen in der cNDA-Datenbank
vertreten. Das nicht alle Sequenzen der Kandidaten in der Datenbank gefunden werden
konnen, liegt daran, dass beim Sequenzieren nicht jede in der cDNA-Bank vorhande-

ne Sequenz auch abgelesen wird. Je hoher jedoch die Anzahl der Strange mit gleicher
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Sequenz, desto wahrscheinlicher ist es, dass diese auch sequenziert wird und in der Da-

tenbank auftaucht.

Tabelle 3.17: Kandidaten-Sequenzen in der cDNA-Datenbank

Die Kandidatensequenz und ihre Lange sind den cDNA-Sequenzen, zu denen sie eine starke Sequenzahn-
lichkeit besitzen gegentibergestellt. Fiir die cDNA-Sequenz ist ebenfalls die Lange angegeben, gefolgt von
der Anzahl der Basen, die zwischen den beiden Sequenzen identisch sind. Unter »e-val.« ist der e-Value

aufgefiihrt, den ein BLAST-Ergebnis der beiden Sequenzen erreicht.
’ Kand. H 1 ‘ cDNA-Seqeunz ‘ 1 ‘ id. bp ‘ e-Val. H Kand. ‘ 1 ‘ cDNA-Seq ‘ 1 ‘ id. bp ‘ e-Val. ‘

a2 1151 VL0377 701 701 0 al6 389 VL0622 762 381 0
a2 1151 VL4412 674 674 0 al6 389 VL3723 729 381 0
a2 1151 VL1287 591 591 0 alé 389 VL1058 703 381 0
a2 1151 VL2273 700 641 0 alé 389 VL3113 472 372 0
a2 1151 VL2949 498 497 0 alé 389 VL1959 570 366 0
a2 1151 VL1214 507 469 0 al6 389 VL3271 752 381 0
a2 1151 VL3778 380 379 0 al6 389 VL2240 541 347 0
a2 1151 VL3889 356 356 0 al6 389 VL0539 783 372 0
a2 1151 VL3191 477 444 0 alé 389 VL2549 561 372 0
a6 1200 VL3927 518 517 0 alé 389 VL4275 807 372 0
a6 1200 VL1651 777 479 0 al6 389 VL1539 745 372 0
al2 1338 VL1696 807 690 0 al6 389 VL1873 647 372 0
alé 389 VL0488 757 381 0 al6 389 VL1041 691 372 0
alé 389 VL3443 618 381 0 alé 389 VL2037 818 372 0
alé 389 VL0588 753 381 0 alé 389 VL2102 499 372 0
al6 389 VL4337 699 372 0

3.3 Zusammenfassung der Ergebnisse

Die unterschiedlichen Ansétze, mit denen nach den fiir die Adhésion von V. longisporum
relevanten Proteinen gesucht wird, liefern verschiedene Ergebnisse. In einem Vergleich
und einer Zusammenstellung dieser Ergebnisse sollen Sequenzen gezeigt werden, die
mit mehreren Methoden gefunden werden. Wenn fiir eine Sequenz in der Datenbank
mehrere Versionen und somit auch mehrere Ergebnisse vorhanden sind, werden diese

zusammengefasst und einer der Sequenzen zugeordnet. Dabei wird immer das beste Er-
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gebnis dargestellt.

3.3.1 Ergebnisse der Kandidaten-Sequenzen

Die Tabelle 3.18 zeigt eine Ubersicht der Ergebnisse der einzelnen Kandidaten. Gezeigt
sind die Annotation, die ldngste Ser/Thr-reiche Region, die iiber zwanzig AS hinaus-
geht und die Signalsequenzen fiir den Export ins ER und die GPI-Verankerung. Die Er-
gebnisse der BLAST-Suche und Annotation sind ausschliefilich mit den vollstindigen
cDNA-Sequenzen erstellt, widhrend die Signalsequenzen und Ser/Thr-reichen Bereiche
auch mit den vorhergesagten kodierenden Regionen der cDNA-Sequenzen gesucht wur-
den. Dabei sind die Ser/Thr-Regionen und Signal-, bzw. Ankersequenzen, die in der AS-
Sequenz eines Leserahmens der vollstaindigen Nukleotidsequenz gefunden wurden, mit
einem Stern gekennzeichnet. Die Ergebnisse fiir die Export-Sequenzen stammen aus der
DGPI-Vorhersage, in der sie mit der Suche nach GPI-Ankersignalen verbunden ist.
Wihrend in den BLAST-Ergebnissen vieler Sequenzen Schliisselworter gefunden wer-
den, ist die Zahl der vorhergesagten Anker- und Exportsignale gering. Nur fiir a2 wird
sowohl ein GPI-Anker, als auch eine Exportsequenz vorhergesagt. Die Vorhersage stammt
von den Programmen DGPI und Big-II und wird nur fiir die vorhergesagte kodierende
Region getroffen. In der vorhergesagten kodierenden Region selbst wird ein 125 AS lan-
ger Bereich gefunden, der einen Ser/Thr-Gehalt von 34,92% besitzt. Die Ergebnisse der
BLAST-Suche der a2-Sequenz gegen verschiedene Datenbanken enthalten das Schliis-
selwort »Adhesin«. Bei der tblastx-Suche gegen die Saccharomyces Genome database
wird ein Treffer fiir das Zellwand-Adhasin FIG2 gefunden, das besonders bei der Paa-
rung exprimiert wird und an der Intakthaltung der Zellwandstabilitdt beteiligt ist. Dieser
BLAST-Treffer ist mit einem e-Value von 3,3 der vierte in der Trefferliste, jedoch der erste,
der im selben Leserahmen liegt, wie die mit ESTScan vorhergesagte kodierende Region.
Die gefundene Sequenzadhnlichkeit tritt 48 bp vor dem Start der kodierenden Region auf
und endet 101 bp hinter dem Methionin, das den Start der als kodierend vorhergesag-
ten Region darstellt. Die Sequenzidhnlichkeit besteht zu den letzten AS von FIG2. Der-
selbe Bereich, der Ahnlichkeiten zu FIG2 aufweist, kommt in einem zweiten Treffer der
selben BLAST-Suche vor. Mit einem e-Value von 8,7 wird DEF1 gefunden, ein RNAPII-
Degrationsfaktor. Dieser Abschnitt der AS-Sequenz besitzt auerdem eine Ahnlichkeit
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zu dem Protein Muzin-16 der SwissProt-Datenbank. Der entsprechende BLAST-Treffer
ist der beste, der mit der Sequenz von a2 in der SwissProt-Datenbank gefunden wird,
besitzt jedoch nur einen e-Value von 1,7. Bei der Suche mit blastn gegen die Cogeme-
Datenbank wird ein Protein der extrazelluldren Matrix, gefunden. Der Sequenzabschnitt,
fiir den diese Ahnlichkeit besteht, ist 20 bp lang und liegt am Ende der als kodierend

vorhergesagten Region.

Fiir den Kandidaten al2 werden mit vier gefundenen Schliisselwortern die meisten
gefunden. Alle stammen aus zwei Ergebnissen der tblastx-Suche gegen die Saccharo-
myces Genome Database. Der erste BLAST-Treffer, der ein Schliisselwort enthilt ist fiir
MUCIL. Dies ist ein GPI-verankertes Zelloberflachenflockulin, das fiir haploides invasi-
ves Wachstum und diploide Formation von Pseudohyphen. Der e-Value dieses BLAST-
Treffers betragt 0,59, liegt jedoch nicht auf dem gleichen Strang wie die vorhergesagte
kodierende Region. Der zweite Treffer, der ein Schliisselwort enthilt liegt zwar auf dem
gleichen Strang wie die vorhergesagte kodierende Region, jedoch in einem anderen Le-
serahmen. Er ist fiir einen transkriptionalen Repressor, der an der Regulation der Flocku-
lation beteiligt ist.

Neben vielen Ahnlichkeiten zu unbekannten Proteinen besteht auch eine Ahnlichkeit
zu der Cogeme-Datenbanksequenz fiir Zellulase. Das BLAST-Ergebnis hat einen e-Value
von 0,038 und liegt in der vorhergesagten kodierenden Region der Kandidatensequenz.
Weitere BLAST-Ergebnisse fiir bekannte Proteine, die den maximalen e-Value nicht tiber-
schreiten liegen nur fiir die Saccharomyces Genome Database vor. Es handelt sich um
Gene, deren Produkten an Genregulation, Spleicing und Replikation beteiligt sind.

In den BLAST-Ergebnisssen von all werden drei Schliisselworter gefunden. Das Wort
»Muzin« wird in einem BLAST-Treffer fiir ein dem menschlichen Muzin dhnlichen Pro-
tein gefunden und liegt im LR der vorhergesagten kodierenden Sequenz. Die Schliis-
selworter »Flocculation« und »Cell wall protein« stammen aus BLAST-Ergebnissen der
Suche gegen die Saccharomyces Genome Dateabase. Bei den Treffer handelt es sich um

die Gene von Flo1, Flo5 und Flo9, die alle an der Flockulation von Hefe beteiligt sind.
Die Ergebnisse, die fiir die Kandidaten-Sequenzen erstellt wurden, enthalten nicht

nur Hinweise auf mogliche Adhésine. In einigen BLAST-Ergebnissen werden auch ver-

mehrt Sequenzidhnlichkeiten zu Transkriptionsfaktoren gefunden. Die Kandidaten, auf
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die das zutrifft werden im Folgenen erwé&hnt.

Die BLAST-Ergebnisse von a22 enthalten, vor allem bei Suchen in SwissProt, nr, Coge-
me und der Saccharomyces Genome Datebase eine grofse Zahl von Treffern fiir das DNA-
bindende Protein creA, fiir Zinkfingerproteine und Regulationsfaktoren. Diese Treffer

liegen im selben LR wie die von ESTScan vorhergesagte kodierende Region.

Es sind nur vier Treffer enthalten, in denen Schliisselworter vorkommen: Der erste
Treffer stammt aus der tblastx-Suche in der Cogeme-Database und ist, mit einen e-Value
von 0,015, fiir ein Zellulose bindendes Lektin-dhnliches Protein. Dieses Ergebnis steht
jedoch erst an 43. Stelle. Fiir das Schliisselwort »Invasive Growth« werden zwei BLAST-
Ergebnisse, beide aus der tblastx-Suche in der Saccharomyces Genome Database, gefun-
den. Sie sind fiir die Proteine TEC1 und RIM101, die beide die Transkription regulieren
und fiir invasives Wachstum nétig sind. Der letzte BLAST-Treffer, der ein Schliisselwort
enthélt stammt ebenfalls aus der Saccharomyces Genome Database. Bei dem zugehori-
gen Protein handelt es sich um eine Aspartic protease, die mittels eines GPI-Ankers an

Membranen verankert ist.

Die Kandidaten-Sequenz a5 besitzt, ebenso wie al2, Ahnlichkeiten zu MUCI. Die-
se Ahnlichkeit wird bei der blastn-Suche gegen die Saccharomyces Genome Database
gefunden. Jedoch werden bei der BLAST-Suche gegen die SwissProt-Datenbank vor al-
lem Treffer fiir DNA-bindende Proteine und Transkriptionsfaktoren gefundenen. Auch
SAK1, das Protein, zu dem auch die Sequenz al0 eine grofie Ahnlichkeit aufweist, hat

eine regulatorische Funktion (siehe Abschnitt 3.2.6).

Fiir die Kandidaten-Sequenz al3 wird ein GPI-Ankersignal gefunden, ebenso wie
BLAST-Ergebnisse, die die Stichworter »Flocculation« und »Invasive Growth« enthalten.
Eine lingere Ser/ Thr-reiche Region ist zwar vorhanden, nicht jedoch in der als kodierend
vorhergesagten Sequenz. Ein Vergleich der BLAST-Ergebnisse, die in verschiedenen Da-
tenbanken gefunden werden, zeigt, dass vor allem RNA-bindende Proteine gefunden
werden. In den Ergebnissen der SwissProt und der nr-Datenbank sind die einzigen Er-
gebnisse, die den maximalen e-Value nicht tiberschreiten, fiir die RN A-bindenden Prote-
ine Nab3, Rbp und Q10145. Die Schliissselworter »Flocculation« und »Invasive Growth«
werden in den Ergebnissen der BLAST-Suche gegen die Saccharomyces Genome Databa-

se gefunden. In beiden Fallen handelt es sich um einen Transkriptionsfaktor, der fiir die
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Regulation des invasiven Wachstums nétig ist. Der eine ist Flo8, der in dem verwendeten
Hefestamm BY4741 nicht funktionsfahig vorliegt, der andere MSS11. Beide liegen in der
vorhergesagten kodierenden Region der Kandidaten-Sequenz, werden jedoch mit einem
hohen e-Value gefunden. Dieser liegt fiir den BLAST-Treffer Flo8 bei 9,2 und fiir MSS11
bei 2,3.

Ein weiterer Kandidat, fiir den BLAST-Treffer vorliegen, die ein Schliisselwort ent-
halten, ist b4. In diesem Fall handelt es sich um einen Treffer fiir ein Vorlduferprotein
von Muzin-5B in der SwissProt-Datenbank. Dieser Treffer liegt jedoch nicht in der als
kodierendend vorhergesagten Sequenz von b4. Der beste BLAST-Treffer in der SwissProt-
Datenbank, der in der vorhergesagten kodierenden Region liegt ist fiir das RNA-bindende
Protein FUS. Ebenfalls werden Sequenzihnlichkeiten zu dem Transkriptionsfaktor IF-2
gefunden. Auch bei den BLAST-Suchen gegen die Cogeme- und die nr-Datenbank wer-
den Treffer fiir Transkriptionsfaktoren gefunden, die ebenfalls in der als kodierendend

vorhergesagten Region von b4 liegen.

Fiir den Kandidaten b6 wird von dem Programm GPI-SOM ein GPI-Ankersignal ge-
funden. Dieses Signal ist jedoch nicht Teil der als kodierend vorrausgesagten Region. Die
mit tblastx gefundene Sequenzédhnlichkeit zu dem GPI-verankerten EGT2, einer Endo-
glucanase, wird jedoch in dem kodierenden LR gefunden. Der e-Value dieses BLAST-
Treffers liegt bei 2,8. Ebenfalls einen e-Value von 2,8 hat der BLAST-Treffer fiir BSC1, ei-
nem Protein, das dem Zelloberfldchenflocculin Muclp dhnelt. Es werden aber wiederum
Sequenzdhnlichkeiten zu regulatorischen Proteinen und Transkriptionsfaktoren gefun-
den. Dies ist vor allem fiir die BLAST-Ergebnisse bei der Suche gegen SwissProt, Cogeme
und nr der Fall. Die besten Ergebnisse fiir die Suche gegen SwissProt sind fiir die AFLR-
Regulationsproteine, die in Aspergillus die Biosynthese von Aflatoxin, einem Mycotoxin,

regulieren.

Der Kandidat a6 weist eine Ser/Thr-reiche Region mit einer Linge von 107 AS in
der als kodierend vorhergesagten Region auf. Zusitzlich wird eine N-terminale Export-
sequenz fiir diese Region vorrausgesagt. Die Schliisselworte »GPI«, »Flocculation« und
»Invasive Growth« werden in den Ergebnissen der BLAST-Suche gegen die Saccharomy-
ces Genome Database gefunden. Bei den entsprechenden BLAST-Treffern handelt es sich

um Flo10, einem Lectin-dhnlichem Protein, von dem eine Beeiligung an der Flockulation
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vermutet wird. Das Schliisselwort »GPI « wird in dem BLAST-Treffer fiir YPS3 gefun-
den, einer Protease, die mittels eines GPI-Ankers an der Plasmamembran verankert ist.
Das einzige Schliisselwort, das aus einem BLAST-Treffer stammt, der im gleichen LR wie
die vorhergesagte kodierende Region liegt, ist »Invasive Growth«. Dieser BLAST-Treffer
ist fiir den Transkriptionsrepressor RIM101, der invasives Wachstum als Antwort auf
pH-Wert-Anderungen reguliert. Die Zahl der BLAST-Ergebnisse, in denen ein Schliissel-
wort vorkommt, ist jedoch gering. Die meisten Treffer sind fiir Sequenzen, die in kei-
nem direkten Zusammenhang zur Adhésion stehen. Es werden vor allem Regulations-
proteine und Transkriptionsfaktoren gefunden. Darunter auch der Transkriptionsfaktor
AAX73422.1 aus V. dahliae, der sowohl in den Treffern der Cogeme-, als auch in denen

der nr-Datenbank vorhanden ist.

3.3.2 Ergebnisse der cDNA-Sequenzen

In Tabelle 3.3.2 wird eine Ubersicht iiber die besten Ergebnisse der cDNA-Sequenzen ge-
geben. Fiir die cDNA-Sequenzen, die einen Bereich mit hohem Ser/Thr-Gehalt haben, Se-
quenzen mit einem hohen Scorewert fiir die Suche nach Schliisselwortern in den BLAST-
Ergebnissen und einem GPI-Ankersignal werden in der Tabelle die einzelnen Egebnisse
zusammengetragen.

Die Sequenz VL3449 erreicht bei den Schliisselwort-Suchen in den BLAST-Ergebissen
tiir die Cogeme-, die nr- und die SwissProt-Datenbank einen hohen Score. Der Schliisselwort-
Score von VL3449, der fiir die Ergebnisse der blastn-Suche gegen Cogeme ermittelt wird,
ist mit 3,89 der hochste, der fiir blastn-Suchen in der Cogeme-Datenbank gefunden wird.
Die Schliisselwort-Scores aus den BLAST-Ergebnissen der tblastx-Suche gegen Cogeme
und der Suche in der nr-Datenbank sind jeweils die dritthdchsten. In den Schliisselwort-
Ergebnissen fiir die SwissProt-Datenbank betrdgt der Score von VL3449 1,6.

Bei den gefundenen Schliisselwortern handelt es sich um die Begriffe »Hydropho-
bin« und »Zellwandprotein«. Alle BLAST-Ergebnisse der Suche gegen die SwissProt-
Datenbank, deren e-Value unter 0,1 liegt, beziehen sich auf Hydrophobin-Vorlduferproteine.
Funf der sechs Treffer beinhalten das aus acht Cysteinen bestehende Muster (siehe Ab-

schnitt 1.4.2), das auch in der durch ESTScan vorhergesagten kodierenden Region von
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V13449 vorhanden ist. Der beste Treffer hat dabei einen e-Value von 9e~2°. Die BLAST-
Treffer aus der nr-Datenbank sind nicht fiir Vorlduferproteine, sondern direkt fiir die Hy-

—20 sind

drophobine. Die achzehn besten Treffer, beginnend mit einem e-Value von 4e
fir Hydrophobine. Bei der BLAST-Suche in Cogeme werden vor allem Treffer fiir Klasse
I Hydrophobine gefunden. Fiir die als kodierend vorhergesagte Sequenz wird ein GPI-
Ankersignal gefunden, das fiir die Funktion eines Proteins als Hydrophobin jedoch nicht
notig ist.

Fiir die cDNA-Sequenz VL4432 werden BLAST-Treffer gefunden, in denen das Schliis-
selwort » Adhesin« vorkommt. Diese Treffer werden in den Datenbanken SwissProt, nr
und Saccharomyces Genome Database gefunden. Weitere Schliisselworter, die in den
BLAST-Ergebnissen gefunden werden sind: Flockulin, Zellwandprotein, Muzin, GPI und
Adhiésion. Das SwissProt-Ergebniss mit dem niedrigsten e-Value ist fiir die Sequenz von
einem Serin-reichen Adhésin, das fiir Blutpldttchenvorldufer benotigt wird. Dieser BLAST-
Treffer liegt in der vorhergesagten kodierenden Region der Sequenz und hat einen e-
Value von 70~7. Auch die BLAST-Ergebnisse fiir die Vorldufer der Zellwandproteine
TIR3, CCW14 und AWALI liegen in der als kodierden vorausgesagten Region. Diese Tref-

tfer werden auch in der nr und in der Saccharomyces Genome Database wiedergefunden.

Zusétzlich wird fiir die Sequenz VL4432 ein Ankersignal von GPI-SOM gefunden.
Die langste Ser/Thr-reiche Region ist 145 AS lang und liegt in der als kodierend vor-
hergesagten Region. Es ist somit eine der ldngsten Regionen, die fiir die als kodierend
vorrausgesagten Bereiche der cDNA gefunden wird. Die gefundene Ser/Thr-reiche Re-
gion reicht bis zu der flinften AS vor dem Ende der Sequenz. Es besteht die Moglichleit,
dass ein Teil der Sequenz bei der Sequenzierung nicht erfasst wurde und die kodierend

Region somit langer sein konnte.

Die Sequenz, die den hochsten Score fiir Schliisselworter in den BLAST-Ergebnissen
fiir die SwissProt-Datebank erreicht ist VL1789. Der Score liegt bei 11,68. Der BLAST-
Treffer mit den niedrigsten e-Value enthdlt ein Schliisselwort und ist fiir den »Sporozoite
surface protein 2 precursor«. Eine N-terminale Signalsequenz, die fiir den Export des
Proteins an die Zelloberfliche bendtigt wird, wird vom Programm DGPI vorhergesagt.
Die weiteren Treffer, die Schliisselworter enthalten und im gleichen LR liegen, wie die

als kodierend vorhergesagte Region von VL1789, sind fiir Adhdsine und Vorldufer von
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Adhésinen, sowie fiir, Muzine, Zellwandproteine und Oberflichenproteine. Jedoch sind
unter den 381 BLAST-Treffern, mit einem e-Value der kleiner als 0,1 ist, auch 335 Treffer,
die in der vorhergesagten kodierenden Region von VL1789 liegen und kein Schliissel-
wort enthalten. Ein Beispeil hierfiir ist das »Neurofilament medium polypeptide«. Eini-
ge der Treffer besitzen, obwohl sie kein Schiisselwort enthalten, trotzdem einen Bezug
zur Oberfachenbeschaffenheit der Zellwand. So wird ein Vorldufer des » Accumulation-
associated protein« gefunden. Dieses Protein ist an der Zellwand lokalisiert, wie es auch

fir Adhéasine der Fall ist.

In der Cogeme-, nr-, und Saccharomyces-Datenabank werden ebenfalls BLAST-Treffer
gefunden, die Schliisselworter enthalten. Es bestehen Sequenzahnlichkeiten zu dem Ad-

hisin MAD1 und dem Flockulin MUCI1.

Die als kodierend vorhergesagte Region der cDNA-Sequenz VL3377 enthilt eine 105
AS lange Ser/Thr-reiche Region. Der Anteil der beiden AS liegt bei 42,45 %. Zusétzlich
werden von den beiden Programmen Big-II und DGPI Signalsequenzen fiir eine GPI-
Ankerstelle gefunden. Auch eine N-terminale Exportsequenz ist vorhanden. Das einzi-
ge Schliisselwort wird in den BLAST-Ergebnissen der Suche gegen die Saccharomyces-
Datenbank gefunden. Der entsprechende Treffer ist fiir das Protein FIT3, ein Manno-
protein, das mittels eines GPI-Ankers in der Zellwand verankert ist. Das Protein ist als
Adenosyl-Ribosylierungs-Faktor annotiert. Der BLAST-Treffer fiir dieses Protein stammt

aus der Cogeme-Datenbank.

Eine der cDNA-Sequenzen, fiir die in fiinf verschiedenen BLAST-Suchen Ergebnis-
se gefunden werden, die Schliisselworter enthalten, ist VL0203. Bei den Schliisselwor-
tern handelt es sich um »Zellwandprotein«, »Oberflaichen-Glykoprotein«, »Muzin« und
»GPI«. In den BLAST-Ergebnissen, die in der SwissProt-Datenbank gefunden werden,
enthilt der Treffer mit dem niedrigsten e-Value das Schliisselwort. Bei diesem Treffer
handelt es sich um ein Vorlduferprotein von SED1 aus S. cerevisiae, ein Zellwandprote-
in. SED1 besitzt einen GPI-Anker und trdgt zur Stabilisierung der Zellwand bei. Weitere
Sequenzdhnlichkeiten werden zum Clock-controlled Protein 6 gefunden, das wiederum
SED1 dhnelt. In der Datenbank Cogeme wird ein BLAST-Treffer ermittelt, der zum Clock-
controlled Protein 6 homolog ist und aus V. dahliae stammt. Dieser BLAST-Treffer hat

einen e-Value von Null. Alle BLAST-Treffer, die die Schliisselworter »Zellwandproteing,
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»Oberfachen-Glycoprotein« und »GPI« enthalten, liegen im selben LR wie die als ko-
dierend vorhergesagte Sequenz. Eine GPI-Ankerstelle wird nicht gefunden, jedoch eine

N-terminale Exportsequenz.

Die cDNA-Sequenz VL0879 dhnelt, ebenso wie VL0203, der Datenbank-Sequenz von
SED1 und Clock-controlled protein 6. Diese Sequenzahnlichkeit liegt ebenfalls in der vor-
hergesagten kodierenden Region. Die Proteinregionen, zu denen die cDNA-Sequenzen
VL0879 und VL0203 dhnlich sind, {iberschneiden sich teilweise. Werden jedoch die bei-
den cDNA-Sequenzen in einer BLAST-Suche direkt miteinander verglichen, so werden
keine Sequenzéhnlichkeiten gefunden. In der Sequenz von VL0879 werden von den Pro-
grammen Big-IT und DGPI GPI-Ankersignale gefunden. Da die Sequenzen VL0203 und
VL0879 Sequenzdhnlichkeiten zu den selben Datenbank-Sequenzen besitzen, ist es mog-

lich, dass es sich um zwei Teile des selben Genes handelt.

Die cDNA-Sequenz VL2256 besitzt ein 176 AS langen Bereich in der vorrausgesagten
kodierenden Region, in dem die AS Ser und Thr 40,68 % aller AS ausmachen. Es wird
zusdtzlich eine Signalsequenz von dem Programm Big-II vorhergesagt. Es werden in der
BLAST-Suche keine Treffer ermittelt, die ein Schliisselwort enthalten. In den Datenbank-
en SwissProt und nr werden keine BLAST-Treffer ermittelt. In der Cogeme-Datenbank
werden zwei Treffer gefunden, deren e-Value bei 0,63 liegt. Es handelt sich um Treffer fiir
die DNA-Sequenzen einer Glucosamine-Fructose-6-Phosphate Aminotransferase und ei-
nes Kinesins.

Die cDNA-Sequenz mit dem vierthochsten Schliisselwort-Score fiir die BLAST-Suche
in der nr-Datenbank ist VL1444. Das einzige Schliisselwort, das dabei gefunden wird
ist GPI. Es werden in allen Datenbanken BLAST-Treffer gefunden, die dieses Schliissel-
wort enthalten. Die einzelnen Treffer sind fiir GPI-Transamidasen oder Komponenten
von GPI-Transamidasen. Diese Sequenz hat keine Ahnlichkeit zu Adhisinen, jedoch ist

die GPI-Transamidase ein Protein, das an der Prozessierung der Adhésine beteiligt ist.

Die Sequenz VL3873 hat einen Schliisselwort-Score fiir die Cogeme-Datenbank von
Eins. Der BLAST-Treffer ist fiir ein Zell-Adhédsionsprotein. Alle BLAST-Treffer, die fiir
diese cDNA-Sequenz in der Cogeme und nr-Datenbank gefunden werden und in der
vorhergesagten kodierenden Region der cDNA-Sequenz liegen, sind Treffer fiir ein Ad-

hésionsprotein oder fiir Fasciclin, ein Adhésin. In der SwissProt-Datenbank werden keine
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Treffer gefunden, deren e-Values unter dem Wert von 0,1 liegen. In der Saccharomyces
Genome Database werden weitere Treffer gefunden, die im gleichen LR liegen wie die
vorhergesagte kodierende Region. Keiner der Treffer enthilt ein Schliisselwort. Es wird
ein Exportsignal, jedoch kein Ankersignal und auch keine Ser/Thr-reiche Region gefun-

den.

Fiir die Sequenz VL3130 werden von den Programmen DGPI und GPI-SOM Anker-
signale gefunden. Ebenfalls vorhanden ist ein Exportsignal. In fiinf der BLAST-Suchen
werden Treffer gefunden, die Schliisselworter enthalten. Der Treffer mit dem niedrigsten
e-Value der BLAST-Suche in der SwissProt-Datenbank ist fiir einen 1,3-beta-Glucanosyl-
transferase Gell-Vorldufer. Der e-Value liegt fiir diesen Treffer bei 80~2°. Den nachsthéhe-

ren e-Value von 20~24

erreicht der Treffer fiir einen Vorldufer eines Glycolipid-verankerten
Oberflachenproteins. Treffer fiir diese Proteine werden ebenfalls bei der Suche in der nr-
Datenbank gefunden. Es besteht ebenfalls eine Sequenzédhnlichkeit zu der Sequenz der
beta-1,3-Glucanosyltransferase aus V. dahliae. Dieser BLAST-Treffer wird bei der Suche in
der Cogeme-Datenbank gefunden. Das Schliisselwort »Oberflichen-Glykoprotein« wird
in den BLAST-Ergebnissen nur im Zusammenhang mit der Glucanosyltransferase gefun-
den. Auch bei der BLAST-Suche in der Saccharomyces Genome Database ist der Treffer
mit dem niedrigsten e-Value fiir die Glucanosyltransferase. Es werden die Schliisselwor-
ter Adhéasin und GPI gefunden, wobei die entsprechenden BLAST-Treffer fiir die Gluca-
nosyltransferase, GPI2, ein Protein, das an der Synthese der GPI-Anker beteiligt ist, und

fur Fig2, ein Adhésin sind. Der Treffer fiir Fig2 hat einen e-Value von 3,8.

Der zweitbeste Schliisselwort-Score fiir die BLAST-Ergebnisse der SwissProt-Datenbank
wird mit einem Wert von 9,8 von der Sequenz VL2977 erreicht. Der BLAST-Treffer mit
dem niedrigsten e-Value ist fiir die Sequenz von SSP2, dem Vorldufer eines Sporozoi-
den Oberflichenproteins. Die Sequenzadhnlichkeit liegt innerhalb der vorhergesagten ko-
dierenden Region der cDNA-Sequenz. Es werden vier BLAST-Treffer gefunden, die das

Schliisselwort » Adhisin« enthalten. Mit einem e-Value von 80~

wird das Vorlduferpro-
tein des Adhasins PAc gefunden. Die weiteren Treffer sind fiir die Adhdsine CNA und
Zonadhisine aus Mensch und Maus. Es werden Ahnlichkeiten zu der Proteinsequenz
von FP1, einem adhédsiven Matrixproteins aus den Muscheln Mytilus galloprovincialis und

Muytilus edulis gefunden. Weitere Schliisselworter in den BLAST-Ergebnissen sind Mu-
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zin, Zellwandprotein und Oberflichen-Glycoprotein. Dabei liegen nur die zwei Treffer
fir das Oberflachenprotein MSP1 liegen nicht im selben LR wie die vorhergesagte ko-
dierende Sequenz. Der BLAST-Treffer mit dem niedrigsten e-Value, der bei der Suche
in der Cogeme-Datenbank gefunden wird, ist fiir die »Mixed-linked Glucanase« aus V.
dahliae. Dieser Treffer liegt in der als kodierend vorhergesagten Region von VL2977. Der
e-Value dieses Treffers liegt bei 80~°!. Es werden jedoch auch Sequenzihnlichkeiten zu
Oberflachen-Glycoproteinen gefunden. Fiir die als kodierend vorhergesagte Region von
VL2977 werden weder Signalsequenzen, noch Bereiche mit einem hohen Anteil von Ser
und Thr gefunden. Ein LR der cDNA-Sequenz, jedoch nicht der als kodierend vorher-
gesagte, weist eine hohere Menge an Ser und Thr auf. Da jedoch die BLAST-Treffer, die
Schliisselworter enthalten, in der kodierenden Region ligen, ldsst sich zwischen diesen
und den Ser/Thr-reichen Bereich kein Zusammenhang herstellen.

VL0081 besitzt eine vorhergesagte kodierende Region, fiir die sowohl ein GPI-Anker-
signal, als auch eine Ser / Thr-reiche Region gefunden wird. In den Ergebnissen der BLAST-
Suche ist jedoch kein Schliisselwort vorhanden. Es werden Treffer fiir eine Glycosidase
gefunden, die im gleichen LR wie die als kodierend vorhergesagte Region liegen. Es exis-
tiert eine Sequenzdhnlichkeit zu einer Glycosidase der Zellwand aus V. dahliae. Die vor-
hergesagte GPI-Verankerung dieses Proteines wird also durch das Ergebnis der BLAST-

Suche unterstiitzt.
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Kapitel 4

Diskussion

Das Ziel der Arbeit war es, die cDNA-Sequenzen von V. longisporum zu bereinigen, eine
erste Annotation vorzunehmen und die Sequenzen zu finden, die die Anhaftung des

Pilzes an Wirtspflanzen fordern.

Die cDNA-Sequenzen enthielten zu Beginn der Arbeit Regionen, die aus dem Plas-
mid stammen, in dem die cDNA-Sequenzen gelagert wurden. Diese Bereiche, die nicht
zum Genom von V.longisporum gehdren, mussten aus den Sequenzen entfernt werden,
damit die weiteren Ergebnisse nicht verfalscht werden konnten. Sequenzen, deren Lange

zwanzig bp nicht tiberstieg, wurden verworfen.

Auch die Sequenzen, die in den Adhé&sions-Screens gefunden wurden, wurden von
der Plasmidsequenz bereinigt. Die danach kiirzeste Sequenz, al4, ist nur 27 bp lang. In
der urspriinglichen cDNA-Sequenz, die eine Lange von 1.358 bp hat, wurden zwei Re-
gionen von MCS-ferner Plasmidsequenz gefunden. Da in einem solchen Fall alle down-
stream der Plasmidsequenz gelegene cDNA-Sequenz verworfen wird, kommt es zu der
geringen Linge von 27 bp. Da nur dieser Teil der Sequenz untersucht wird, werden fiir

diesen Kandidaten nicht mehr viele Ergebnisse erwartet.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die cDNA-Sequenzen mit Hilfe einer BLAST-Suche
miteinander verglichen. Sequenzen mit starker Ahnlichkeit zueinander konnten in Grup-
pen zusammengefasst werden. Fiir Sequenzen, die aus einer Gruppe stammen, werden
bei nachfolgenden Analysen dhnliche oder identische Ergebnisse erzielt. Durch das Ent-

fernen der mehrfach vorhandenen Sequenzen wiirden auch die mehrfach vorhandenen

89
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Ergebnisse beseitigt werden, sodass diese sich besser vergleichen liefien. Dieser Schritt
wurde im Rahmen der Arbeit noch nicht vorgenommen, da durch das Entfernen ei-
nes Teiles der Sequenzen auch Informationen verloren gehen kénnen. Dies wiirde beim
Entfernen sich tiberschneidender Sequenzen geschehen. Auch bei sich tiberschneiden-
den, nicht vollstandig identischen, cDNA-Sequenzen ist nicht bekannt, ob und welche
dieser Sequenzen Sequenzierfehler enthalten. Auch moglich ist ein mehrfach vorhande-
nes Allel fiir dieses Gen in V. longisporum. In diesem Fall sind die Unterschiede in der
cDNA-Sequenz auf sich leicht unterscheidende Gene zuriickzufiithren. Damit moglichst
wenig Sequenzinformationen verloren gehen, wurden noch keine cDNA-Sequenzen aus

der Datenbank entfernt.

Fiir die Analyse der AS-Sequenzen mussten die cDNA-Sequenzen in AS-Sequenz
umgeschrieben werden. Dabei wurde zum Einen die gesamte cDNA-Sequenz in sechs
verschiedene Leserahmen {ibersetzt, zum Anderen wurde nur die AS-Sequenz verwen-
det, die aus der vorhergesagten kodierenden Region der cDNA-Sequenz stammt. Bei kei-
nem der Ansitze wurde berticksichtigt, dass im mitochondriellen Genom von Verticillium
ssp. das Kodon UGA kein Stopp-Kodon ist, sondern als zusitzliches Kodon fiir Trypto-
phan verwendet wird [36]. Ob dies nur fiir das mitochondrielle Genom der Fall ist, oder
ob sich die Ergebnisse auf das chromosomale Genom tiibertragen lassen, ist noch nicht
geklart. Die LR der cDNA-Sequenzen konnten unter Umstdanden also eine zu hohe Zahl
an Stopp-Kodons enthalten. Die Trainingssequenzen, die fiir das Training von ESTScan
verwendet wurden, enthalten Sequenzen aus einer Vielzahl von Organismen. Fiir den
Grofiteil der Organismen wird UGA jedoch als Stopp-Kodon verwendet. Dadurch kann
moglicherweise auch die Vorhersage der kodierenden Region mit Fehlern behaftet sein,
wodurch die richtige kodierende Region nicht vorhergesagt werden kann. Die Ergebnis-
se, die fiir die AS-Sequenzen gefunden wurden, sind aus diesem Grund im Weiteren zu
tiberpriifen um auszuschlieflen, dass Fehler in der AS-Sequenz die Ergebnisse beeinflus-

sen.

Die in der Literatur [51] angegebene Lange der Ser/Thr-reichen Region von 300 AS
wird in den cDNA-Sequenzen von V. longisporum nicht gefunden. In den meisten Fallen
sind die Nukleotidsequenzen zu kurz, um fiir eine Region dieser Lange zu kodieren.

Die langste cDNA-Sequenz mit 954 bp kann maximal fiir ein 318 AS langes Polypeptid
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kodieren. Zusatzlich wurde das Kodon UGA als Stopp-Kodon {iibersetzt. Sollte es in V.
longisporum jedoch fiir Tryptophan kodieren, ist die Lange der AS-Sequenzen dadurch

zuséatzlich verkiirzt.

Es werden AS-Sequenzen mit Ser/Thr-reichen Bereichen gefunden, die kiirzer als 300
AS sind. Dies kann ein Hinweis auf ein Adhésin sein, da die cDNA-Sequenz nicht immer
das ganze Gen enthélt. Wird eine Mindestldnge von 250 AS erwartet, erfiillen fiinfzehn
Sequenzen diese Bedingung. In den als kodierend vorhergesagten Regionen werden nur
Sequenzen mit einer Lange von weniger als 200 AS gefunden. 24 Sequenzen enthalten
Ser /Thr-reiche Bereiche, die langer als 100 AS sind. Die fiinfzehn Sequenzen, in deren LR
ein Ser/Thr-reicher Bereich liegt, der langer als 250 AS ist, sind in diesen 24 Sequenzen
jedoch nicht enthalten. Sie kommen also nicht in LR vor, die als kodierend vorhergesagt

werden.

Bei der Suche nach GPI-Ankersignalen in den AS-Sequenzen werden, abhdngig vom
verwendeten Programm, unterschiedliche Ergebnisse erhalten. Bereits die Anzahl der ge-
fundenen Ankersignale stimmt nicht miteinander tiberein. Es muss jedoch berticksichtigt
werden, dass den Analysen jeweils eine andere Zahl an zu durchsuchenden Sequenzen
zugrunde lag. Die grofite Differenz bestand zwischen den Eingabesequenzen von Big-II
und DGPI bei der Suche in den LR der cDNA-Sequenzen. DGPI durchsuchte 941 Sequen-
zen mehr als Big-II, da DGPI auch kiirzere Eingabesequenzen akzeptiert. Des Weiteren
sucht nur DGPI nach N-terminalen Exportsequenzen. Diese werden bei den Suchen mit
Big-II und GPI-SOM nicht beriicksichtigt und miissen in weiteren Analysen getrennt er-
mittelt werden. Die Sensitvitdt und Spezifitit der Programme ist ebenfalls unterschied-
lich. Da eine grofse Zahl von Sequenzen vorhanden ist, die durchsucht werden sollen, ist
vor allem eine geringe Zahl von falsch positiven Ergebnissen wichtig. Dies wird von Big-
IT gewdhrleistet. Die Rate der falsch positiven Ergebnisse liegt bei 0,1 %. Zusitzlich sollte
jedoch auch DGPI verwendet werden, um in den Ergebnissen von Big-II die Sequenzen
zu finden, die zuséitzlich eine N-terminale Transportsequenz besitzen. Die Ergebnisse
von DGPI und GPI-SOM sind zu zahlreich, als das eine experimentelle Uberpriifung je-

der Vorhersage moglich wire.

Obwohl cDNA-Sequenzen relativ kurz sind und dadurch nicht immer die vollstan-

dige kodierende Region enthalten, wurden in der Arbeit GPI-Ankersignale gefunden.
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Die wenigsten Ubereinstimmungen gibt es dabei zwischen den Ergebnissen von Big-IT
und GPI-SOM. Nur fiir eine AS-Sequenz wird von beiden Programmen ein Ankersignal
gefunden. Dies entspricht 0,32 % der GPI-SOM und 1,19 % der Big-II-Ergebnisse (Asco-
mycetes). Die grofste Ahnlichkeit besteht zwischen den Vorhersagen von DGPI und Big-
II. Es werden 23,73 % der von DGPI vorhergesagten GPI-Ankerstellen auch von Big-11
gefunden. Das entspricht 33,73 % der Ergebnisse von Big-II (Sordariomycetes).

Da die Signalsequenz am C-terminalen Ende eines GPI-verankerten Proteins liegen
muss, hat die Vollstandigkeit der Sequenz einen grofien Einfluss auf das Ergebnis der
Vorhersage. Ist die cDNA-Sequenz unvollstindig sequenziert, sodass das C-terminale
Ende der AS-Sequenz der cDNA nicht der des tatsdachlichen Proteins entspricht, wird
der falsche Bereich der cDNA zur Vorhersage genutzt. Unter diesen Bedingungen wiirde
in vivo kein GPI-Anker angefiigt, da die Signalsequenz nicht am C-Terminus liegt. Fiir
Sequenzen, die als Kandidaten fiir Adhédsine vorgeschlagen werden, sollten aus diesem
Grund zu weiteren Untersuchungen moglichst verldssliche cDNA-Daten vorliegen. Eine
gezielte Uberpriifung der cDNA-Sequenzen, fiir die eine GPI-Anker-Bindestelle gefun-

den wurde, ist ebenfalls notig.

Es existieren keine cDNA-Sequenzen in deren LR sowohl ein GPI-Anker, als auch eine
mehr als 250 AS lange Ser/Thr-reiche Region gefunden wird. Werden nur die als kodie-
rend vorhergesagten Regionen betrachtet, so werden fiir sechs Sequenzen ein Ser/Thr-
reicher Bereich mit einer Lange von tiber 100 AS und ein GPI-Ankersignal von DGPI
und Big-1I gefunden. Vier dieser cDNA-Sequenzen besitzen starke Sequenzihnlichkei-
ten zu der Kandidatensequenz a2. Die zwei weiteren cDNA-Sequenzen VL3377 und
VL4201 sind wiederum dhnlich zueinander. Drei weitere Sequenzen besitzen neben der
Ser/Thr-reichen Region ein von Big-II vorhergesagtes Ankersignal. Es handelt sich um
VL2256, VL1687 und VL0081. Nur eine vorhergesagte kodierende Region hat sowohl eine
Ser/Thr-reiche Region, als auch ein von GPI-SOM gefundenes Ankersignal. Diese Vor-
hersage wird nur fiir die als kodierend vorhergesagte Region getroffen, die unter Ver-
wendung des Ascomycota-Trainingssets gefunden wurde. Von 24 als kodierend vorher-
gesagten Regionen, die einen Ser/Thr-reichen Bereich enthalten, werden fiir sechs von

zwei Programmen und fiir vier von einem Program auch GPI-Ankerstellen gefunden.

Die BLAST-Suche, die in verschiedenen Datenbanken durchgefiihrt wurde, lieferte
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tiir einen groflen Teil der cDNA-Sequenzen Ergebnisse (siehe Abschnitt 3.1.6). Bei den
Suchen in der Saccharomyces Genome Database wurden fiir zwanzig (blastn), bzw. 78
(tblastx) cDNA-Sequenzen keine BLAST-Ergebnisse gefunden, deren e-Values unter dem
festgelegten Maximalwert von zehn liegen. Die BLAST-Ergebnisse, die bei der Suche ge-
gen SwissProt, nr und Cogeme erhalten wurden, sind durch den jeweils gewé&hlten Ma-
ximalwert starker eingeschrankt. Moglicherweise wurden so zu viele BLAST-Treffer der
Suche gegen die Saccharomyces Genome Database mit einbezogen. In weiteren Untersu-
chungen der BLAST-Ergebnisse sollte ein groflerer Teil der Treffer ausgeschlossen wer-
den, indem der maximal akzeptierte e-Value fiir die BLAST-Suchen in der Saccharomy-
ces Genome Database verringert wird. Dadurch kénnten nur die besten BLAST-Treffer

berticksichtigt werden.

In einer grofien Zahl der BLAST-Ergebnisse wurden Schliisselworter gefunden. Dabei
sind nicht alle BLAST-Treffer, die Schliisselworter enthalten, Adhésine, Flockuline oder
Hydrophobine. So handelt es sich bei den BLAST-Treffern fiir die cDNA-Sequenz VL222,
tur die der hochste Schliisselwort-Score erreicht wird, um die Glucose-6-Phosphat Isome-
rase, die mit GPI abgekiirzt wird. Ebenfalls werden Ahnlichkeiten zu Proteinen gefun-
den, die nicht direkt an der Adhésion beteiligt sind, diese aber regulieren. Ein Beispiel
dafiir ist VL0761, das den fiinfthochsten Schliisselwort-Score bei der BLAST-Suche in
der nr-Datenbank erhilt. Die BLAST-Treffer, die das Schliisselwort GPI enthalten, sind in
diesem Fall fiir PIG-F, ein GPI-Anker Biosynthesprotein. Durch den Einfluss dieses Pro-
teins auf die Syntese von GPI-Ankern nimmt es gleichzeitig auch Einfluss auf Adhésine.
Ein Vergleich mit den Ergebnissen der Suche nach GPI-Ankersignalen, Exportsequen-
zen oder Ser/Thr-reichen Bereichen ist dann jedoch nicht nétig, da diese Eigenschaften
der AS-Sequenz vor allem fiir Adhdsine erwartet werden. In weiteren Arbeiten konnten
die BLAST-Ergebnisse, die ein Schliisselwort enthalten, in verschiedene Gruppen geteilt
werden, um gezielter die Sequenzen zu finden, die Adhésinen dhneln. Dazu kénnten
BLAST-Treffer, die sowohl ein Schliisselwort, als auch Begriffe wie »Biosynthesis« oder
»Regulationsprotein« enthalten, in eine der Gruppen eingeordnet werden. Die zweite
Gruppe wiirde dann nur die BLAST-Ergebnisse enthalten, in denen keine Begriffe vor-
kommen, die im Zusammenhang mit der Regulation stehen. Ein Vergleich der BLAST-

Ergebnisse mit den Ergebnissen der Suche nach Ser/Thr-reichen Bereichen oder GPI-
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Anker-Bindestellen miisste dann nur fiir diese Gruppe durchgefiihrt werden.

Durch den Vergleich der BLAST-Ergebnisse der Kandidaten konnte festgestellt wer-
den, dass fiir die Kandidaten a5 und al0 identische BLAST-Treffer gefunden werden.
Da sich die Sequenzen von al0 und a5 teilweise tiberlappen, ist es moglich, dass es sich
um cDNA-Sequenzen der gleichen mRNA handelt, wobei unterschiedliche Regionen se-
quenziert wurden. Ein Beispiel dafiir ist der BLAST-Treffer fiir sak1, der bei der Suche in
der SwissProt-Datenbank gefunden wurde. Bei sakl handelt es sich um einen transkrip-
tionalen Repressor. al0 besitzt Sequenzdhnlichkeiten zum vorderen Bereich des Protei-
nes, a5 zum hinteren.

Zwischen den BLAST-Ergebnissen der anderen Kandidaten konnten keine starken
Ahnlichkeiten gefunden werden. Auch bei dem direkten Vergleich der Kandidaten-Sequenzen
mittels einer BLAST-Suche werden keine Ahnlichkeiten zwischen den Sequenzen gefun-
den, die grofser sind als die zwischen a5 und al0. Eine Gruppierung der Kandidaten-
Sequenzen ist aufgrund dieser grofien Unterschiede nicht sinnvoll. Somit kann aus den
Sequenzen der Kandidaten kein Sequenzmuster abgeleitet werden, mit dem eine Datenbank-
Suche moglich ist.

Die Kandidaten-Sequenzen wurden durch zwei verschiedene Screens gefunden (sie-
he Abschnitt 1.6.3). Zum Einen wurde ein Aflo8-BY4741-Stamm benutzt, zum Anderen
ein Aflo8/11-Stamm. Fiir die Kandidaten des Aflo8-Screens werden sowohl Transkripti-
onsfaktoren, also auch Adhésionsproteine erwartet. Die Transkriptionsfaktoren konnten
die Funktion von Flo8 erfiillen und die Expression von Flo11 wieder herstellen. Adhasine
konnen die Funktion von Flo11 tibernehmen und die Adhésion direkt wieder herstellen.
Fiir die Kandidaten des Aflo8/11-Screens werden nur Sequenzen erwartet, deren Gen-
produkte die Adhésion direkt wieder herstellen.

Obwohl fiir die Kandidaten des Aflo8/11-Screens keine Transkriptionsfaktoren er-
wartet werden, sind die Annotationen fiir b2, b4 und b6 fiir Proteine die dazu in der Lage
sind DNA zu binden. Dabei wird der Kandidat b2 sowohl in den Kandidaten des Aflo8,
als auch in den Kandidaten des Aflo8/11-Screens gefunden. Unter den Kandidaten des
Aflo8/11-Screens befinden sich acht, die Sequenzahnlichkeiten zu Proteinen aufweisen,

die an DNA binden konnen.



Kapitel 5

Zusammenfassung

Das Ziel, aus den cDNA-Sequenzen von V. longisporum eine bereinigte cDNA-Datenbank
zusammenzustellen, wurde im Rahmen dieser Arbeit erreicht. Die Plasmidsequenz wur-
de von den cDNA-Sequenzen getrennt und entfernt. Wahrend die cDNA-Sequenzen ur-
spriinglich eine Lange von insgesamt 2.706.725 bp erreichten, waren es, nachdem die
Plasmidsequenz entfernt und kurze cDNA-Sequenzen ausgeschlossen wurden, nur noch

2.659.599 bp.

Innerhalb der cDNA-Sequenzen konnten verschiedene Gruppen dhnlicher Sequen-
zen gefunden werden. Es wurden 2.722 verschiedene Gruppen gebildet, wobei 541 Grup-
pen mehrere Sequenzen enthalten, die sich stark d4hneln. Das Entfernen von vollstandig

identischen Sequenzen muss noch erfolgen.

Bei der Analyse der AS-Sequenzen wurde ein Stopp-Kodon verwendet, das in V. lon-
gisporum unter Umstdnden nicht verwendet wird. Aus diesem Grund kénne weitere Un-
tersuchungen der AS-Sequenzen notig werden. Die kodierenden Regionen, die auf Basis
der verschiedener Trainingssequenzen der Sordariomycetes und Ascomycota gefunden
wurden, dhneln sich stark. Dadurch gleichen sich auch die Ergebnisse, die mit den vor-

hergesagten kodierenden Regionen erzielt werden.

In einigen der AS-Sequenzen wurden GPI-Ankersignale gefunden. Dabei decken sich
die Vorhersagen der drei verwendeten Programme jedoch nicht. Fiir weitere Untersu-
chungen sollte nur das Programm Big-II verwendet werden, da aufgrund der hohen Zahl

an durchsuchten Sequenzen vor allem eine hohe Sensitivitdt notig ist. Sequenzen, fiir die
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GPI-Ankerstellen vorhergesagt wurden, miissen zusitzlich nach N-terminalen Exportse-
quenzen durchsucht werden.

Die vorhergesagten kodierenden Regionen, fiir die die langsten Ser/Thr-reichen Re-
gionen gefunden werden, enthalten zu einem grofsen Teil auch Signalsequenzen fiir die
GPI-Verankerung. Insgesamt werden jedoch nur wenige Ser/Thr-reiche Bereiche gefun-
den, die die Lange von 250 AS tiberschreiten. Werden nur die als kodierend vorhergesag-
ten Regionen betrachtet, so ist keiner diese Bereiche langer als 200 AS. Da die Sequenzen,
die durchsucht wurden, jedoch durchschnittlich nur 171 AS lang sind, wird auch kei-
ne grofle Menge an Sequenzen erwartet, deren Ser/Thr-reicher Bereich ldnger als 250
AS ist. Diese Methode ist fiir das Auffinden von moglichen Adhésinen in einer cDNA-
Datenbank nur bedingt geeignet, da cDNA-Sequenzen nicht die gesamte Linge eines
Gens abdecken und lange Bereiche so meist nicht vollstandig vorhanden sind.

Mit Hilfe der verschiedenen Ansétze, mit denen nach cDNA-Sequenzen gesucht wur-
de, die einen Einfluss auf die Adhédsion haben, konnten verschiedene Sequenzen gefun-
den werden. Neben anderen wurden auch Sequenzen gefunden, die homolog zum Kan-
didaten a2 sind. Dieser Kandidat wiirde also sowohl experimentell, durch die Adhé&sions-
Screens gefunden, als auch durch die Analyse der cDNA-Datenbank mit bioinformati-

schen Methoden.
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Tabelle A.1: Ahnlichkeiten zwischen den Kadidaten-Sequenzen:

Gezeigt wird, welche Kandidaten-Sequenzen starke Ahnlichkeit zueinander besitzen. In der Arbeit wird

die linke ID genutzt.

a2

a3 al
a4 | bl8
ab a9

a6 | a7 al5 b7 Dbl0 bl2 bl4
a8 | al0 al8

all | b2

al2
al3
al4

alé | a20

al7

al9

a2l

a22
bl
b3
b4 | b9 bl7
b5
b6 | b8 bll bl5 bl19
b13
bl6
b20
b21




Anhang B

Inhaltsverzeichnis der Daten-CD

Fiir die Dateien, die die Daten-CD enthilt, werden folgende Bezeichnungen verwendet:

c¢DNA: Verzeichnisse oder Dateien, die Ergebnisse oder Sequenzen cDNAs enthalten

delta_flo8: Verzeichnisse oder Dateien, die Ergebnisse oder Sequenzen der Kandidaten
enthalten, die mittels des Aflo8-Screens gefunden wurden.

delta_flo8_11: Verzeichnisse oder Dateien, die Ergebnisse oder Sequenzen der Kandi-

daten enthalten, die mittels des Aflo8/11-Screens gefunden wurden.

_a: Verzeichnisse oder Dateien, die Ergebnisse oder Sequenzen der kodierenden Bereiche
enthalten, die gefunden werden, wenn ESTScan mit Sequenzen der Ascomycota trai-
niert wurde.

_s: Verzeichnisse oder Dateien, die Ergebnisse oder Sequenzen der kodierenden Be-
reiche enthalten, die gefunden werden, wenn ESTScan mit Sequenzen der Sordario-
mycetes trainiert wurde.

_rf: Verzeichnisse oder Dateien, die Ergebnisse oder Sequenzen enthalten, die erhalten
werden, wenn die Nukleotid-Sequenz der cDNAs in sechs verschiedene Leserahmen

iibersetzt wird.

Die Namen der angelegten Verzeichnisse und Dateien sind fettgedruckt. Eingertickte Na-

men sind Unterverzeichnisse der weiter vorne stehenden.
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Sequences: Im fasta-Format gespeicherte Sequenzen
all_seq: Alle unbearbeitete Sequenzen
cdna.fasta
delta_flo8.fasta
delta_flo8_11.fasta
long_cdna.fasta: Alle Sequenzen, die langer als 20 bp sind
seq: Sequenzen, die von der Plasmidsequenz bereinigt und langer als 20 bp sind.
(Die Benennung entspricht der der unbearbeiteten Sequenzen)
coding_sequences: Kodierende Bereiche in den Sequenzen
as: AS-Sequenz der kodierenden Bereiche
cdna_a.fasta
cdna_s.fasta
delta_flo8_a.fasta
delta_flo8_s.fasta
delta_flo8_11_a.fasta
delta_flo8_11_s.fasta
nucleotide: Nukleotid-Sequenz der kodierenden Bereiche
(Die Benennung entspricht der der kodierenden Bereiche, die als AS-

Sequenz dargestellt sind)

BLAST: Ergebnisse der BLAST-Suchen, die mit den Sequenzen durchgefiihrt wurde

cdna
swissprot: Ergebnisse der blastx-Suche gegen die SwissProt-DB
cogeme_blastn: Ergebnisse der blastn-Suche gegen die Cogeme-DB
cogeme_tblastx: Ergebnisse der blastn-Suche gegen die Cogeme-DB
nr: Ergebnisse der blastx-Suche gegen die nr-DB
saccharomyces_blastn: Ergebnisse der blastn-Suche gegen die Saccharomyces-DB
saccharomyces_tblastx: Ergebnisse der tblastx-Suche gegen die Saccharomyces-DB
cdna: Ergebnisse der BLAST-Suche gegen die cDNA-DB

delta_flo8: (Die Benennung entspricht der der BLAST-Suchen, die fiir die cDNA-Sequenzen
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durchgefiihrt wurden)
delta_flo8_11: (Die Benennung entspricht der der BLAST-Suchen, die fiir die cDNA-

Sequenzen durchgefiihrt wurden)

GPI: Ergebnisse der Suche nach GPI-Anker-Signalsequenzen
cdna:
big_pi_rf.txt
big_pi_a.txt
big pi_s.txt
dgpi_rf.txt
dgpi_a.txt
dgpi_s.txt
gpi_som_rf.txt
gpi_som_a.txt
gpi_som_s.txt
delta_flo8: (Die Bennenung entspricht der der Ergebnisse fiir die cDNA-Sequenzen)
delta_flo8_11: (Die Bennenung entspricht der der Ergebnisse fiir die cDNA-Sequenzen)

Ser_Thr: Ergebnisse der Suche nach Ser/Thr-reichen Regionen

cdna
100_rf.txt: Sequenzen mit Ser/Thr-reichen Bereichen, die langer als 100 AS sind.
100_a.txt
100_s.txt
200_rf.txt: Sequenzen mit Ser/Thr-reichen Bereichen, die langer als 200 AS sind.
200_a.txt
200_s.txt
250_rf.txt: Sequenzen mit Ser/Thr-reichen Bereichen, die langer als 250 AS sind.
250_a.txt
250_s.txt

delta_flo8:

50_Ir.txt: Sequenzen mit Ser/Thr-reichen Bereichen, die langer als 50 AS sind.
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50_a.txt
50_s.txt
100_Ir.txt: Sequenzen mit Ser/Thr-reichen Bereichen, die langer als 100 AS sind.
100_a.txt
100_s.txt
200_Ir.txt: Sequenzen mit Ser/Thr-reichen Bereichen, die langer als 200 AS sind.
200_a.txt
200_s.txt
delta_flo8_11: (Die Benennung entspricht der der Ser/Thr-reichen Regionen in den
delta_flo8-Sequenzen)

Mapping: Zuordnung dhnlicher Sequenzen zueinander mittels einer BLAST-Suche
cdna_pairs.txt: Paare von cDNA-Sequenzen
delta_flo8_pairs.txt: Paare von Sequenzen des Aflo8-Screens
delta_flo8_11_pairs.txt: Paare von Sequenzen des Aflo8/11-Screens

cdna_groups.txt: Gruppen von cDNA-Sequenzen, die sich d4hneln

Correlation: Ahnlichkeit zwischen den BLAST-Ergebnissen der Kandidaten-Sequenzen
delta_flo8
best_10: Fiir jede Sequenz werden jeweils die zehn besten BLAST-Treffer angezeigt
best_blast: Fiir jede Sequenz werden alle BLAST-Treffer mit ausreichend niedri-
gem e-Value angezeigt
correlation_best_10: Korrelationen der zehn besten-BLAST-Ergebnisse
correlation_best_blast: Korrelationen aller BLAST-Ergebnisse
delta_flo8_11 (Die Bennenung entspricht der der Ergebnisse fiir die Kandidaten des
Aflo8-Screens)

IDs.txt: Gegentiberstellung der urspriinglichen und neu vergebenen IDs
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