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1  Ubersicht

1.1 Aufgabenstellung

Das Ziel der Teilprojektes Plant Data Warehouse bestand in der Entwicklung einer flexiblen
Softwareplattform zur Analyse von molekularen, phanotypischen und taxonomischen Daten
aus den Bereichen der Pflanzen- und Kulturpflanzenforschung sowie von Daten zu pflanzen-
genetischen Ressourcen mittels Data Warehouse Technologie. Dies beinhaltet zum einen die
Integration grofler Datenmengen verschiedener Doménen aus IPK- und IPB-internen sowie
weltweit verteilten Quellen. Zum anderen beinhaltet es die Integration als auch Entwicklung
komplexer Anwendungssoftware zur Analyse und Visualisierung der integrierten Daten.

Der Nutzen des Plant Data Warehouse besteht im wesentlichen in drei Punkten: Erstens
erlaubt es im Sinne des Data Mining die Aufdeckung versteckter Korrelationen in vielschich-
tigen Datenmengen und die Analyse und Visualisierung der integrierten Daten. Zweitens
liefert es einen einfachen und direkten Zugriff auf die integrierten Datensétze und ermdoglicht
damit Entscheidungshilfen bei der Planung und Durchfiihrung neuer Experimente und For-
schungsprojekte. Drittens reduziert es den Aufwand zur Installation und Konfiguration ver-
schiedenster Softwarepakete zur Datenanalyse und Visualisierung auf lokalen Rechnern der
Anwender.

Eine wichtige Nebenbedingung bei der Entwicklung des Plant Data Warehouse bestand
darin, die Auswahl der zu integrierenden Daten, die Integration der Daten, die Auswahl der
zu integrierenden Software als auch die Entwicklung der Anwendungssoftware zum einen auf
die Bediirfnisse der biologisch arbeitenden Gruppen am IPK Gatersleben und IPB Halle und
zum anderen auf die der internationalen wissenschaftlichen Gemeinschaft abzustimmen.

1.2 Wissenschaftliche und technische Ausgangspunkte

Das Leibniz-Institut fiir Pflanzengenetik und Kulturpflanzenforschung (IPK) in Gatersleben
sowie das Leibniz-Institut fiir Pflanzenbiochemie (IPB) in Halle gehtren zu den grofen,
international bedeutsamen Zentren der Pflanzenforschung, in denen Probleme der modernen
Biologie vorrangig an Kulturpflanzen bearbeitet werden.

Im Zentrum der grundlagen- und anwendungsorientierten, interdisziplindren Forschung
des TPK Gatersleben steht die Erarbeitung neuer Erkenntnisse und Technologien mit dem
Ziel einer umfassenden Nutzung pflanzengenetischer Ressourcen fiir eine optimierte Stoff-
produktion und fiir eine umweltvertréiglichere Landwirtschaft. Mit der bundeszentralen ex
situ Genbank verfiigt das IPK Gatersleben {iber eine einzigartige Sammlung pflanzengene-
tischer Ressourcen aus iiber 3.000 botanischen Arten von ca. 800 verschiedenen Gattungen
mit einem Gesamtbestand von etwa 148.000 Kulturpflanzenmustern.

Das Ziel des IPB Halle ist es, die Funktion der grofien Vielfalt chemischer Verbindungen,
die Pflanzen und hohere Pilze generieren, mit interdisziplindren Forschungsanséitzen aufzu-
kldaren. Die vier Abteilungen des IPB Halle verbinden auf einzigartige Weise chemische und
molekularbiologische Kompetenz zur Analyse dieser komplexen Systeme. Die gewonnenen
Erkenntnisse eroffnen neue Wege fiir eine innovative und nachhaltige Nutzung in Pflan-
zenproduktion, Pflanzenschutz, Biotechnologie und Wirkstoffentwicklung. Die Speicherung,
Auswertung und Verkniipfung der an diesen Instituten generierten Massendaten ist nur mit-
tels Bioinformatik moglich. Insbesondere die Auswertung der Daten zu pflanzengenetischen
Ressourcen mit den Genom-, Transkriptom-, Metabolom- und Proteomdaten erfordert die
Entwicklung neuer Methoden der Datenauswertung, -verarbeitung und -verkniipfung. Dafiir
fehlten im Jahr 2002 an beiden Instituten sowohl die Infrastruktur als auch die Kompetenz
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auf dem Gebiert der Bioinformatik.

Die wertvollen, im Zuge teurer Experimente generierten Massendaten wurden auf den
lokalen Festplatten einiger Servern und verschiedener Arbeitsplatz-PCs verschiedener Ar-
beitsgruppen und verschiedener Abteilungen gespeichert. Die Dateiformate wurden von den
jeweiligen Bearbeiterinnen und Bearbeitern der Daten gew#hlt mit dem Resultat, dass selbst
Daten einer Datendoméne, z. B. Expressionsdaten, in verschiedenen Dateiformaten vorlagen.
Auch die Analyseprogramme wurden von den jeweiligen Bearbeiterinnen und Bearbeitern
der Daten gewdhlt mit dem Ergebnis, dass z. B. Expressionsdaten, die in verschiedenen
Teilprojekten generiert wurden, auf verschiedene Weise normiert wurden.

Diese Ausgangssituation im Jahr 2002 machte doméneniibergreifende Analysen selbst
innerhalb der beiden Institute fast unmoglich. Solche doméneniibergreifenden Analysen, ins-
besondere auch iiber die Institutsgrenzen hinweg, wurden aber im Zuge der Entwicklung der
Biotechnologie essentiell wichtig fiir die moderne Biologie und Ziichtungsforschung. Daraus
resultierte die Notwendigkeit, die Daten am IPK Gatersleben und am IPB Halle gemein-
sam mit weiteren Offentlich verfiighbaren Daten zu integrieren und ein Data Warehouse fiir
Kulturpflanzen zur Analyse dieser Daten zu entwickeln.

1.3 Planung und Ablauf des Vorhabens

Die Entwicklung des Plant Data Warehouse gliederte sich global in drei {iberlappende Pha-
sen:

1. die Erstellung von Operativsystemen zur Haltung der am IPK Gatersleben und IPB
Halle generierten und gesammelten Primérdaten,

2. die Erstellung der Data Marts des Plant Data Warehouse zur Integration von Daten
aus verschiedenen IPK- und IPB-internen sowie weltweit verteilten Quellen,

3. die Integration von Anwendungssoftware sowie die Entwicklung von Anwendungen und
Algorithmen zur Analyse der integrierten Daten.

Phase 2 beinhaltet neben der Erstellung der Data Marts auch die Integration der Daten
in das Plant Data Warehouse. Phase 3 beinhaltet neben der Integration und Entwicklung
von Anwendungssoftware auch die Durchfiihrung von Analysen der integrierten Daten. Im
Projektantrag wurden die folgenden Arbeitspakete (AP) des Teilprojektes Plant Data Ware-
house spezifiziert, die gemeinsam durch unseren Projektpartner B.I.M.-Consulting mbH in
Magdeburg und durch die Arbeitsgruppe Plant Data Warehouse am IPK Gatersleben bear-
beitet wurden:

1. Evaluierung und Konsolidierung bestehender Datenbestinde und Anforderungsanalyse
beziiglich der benétigten Daten (AP1)

2. Design des Datenbankschemas des Plant Data Warehouse (AP2)

3. Integration von Daten aus den Operativsystemen und externen Datenquellen und
Ermoglichung von Interoperabilitit (AP3)

4. Konsistenziiberpriifungen und Fehlerkorrektur (AP4)

5. Anforderungsanalyse beziiglich der benétigten Anwendungen und deren Entwicklung
und Integration (AP5)
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6. Erstellung des Plant Bioinformatics Portals als zentrale Présentationsplattform des
BIC-GH und aller in das Plant Data Warehouse integrierten Anwendungen (AP6)

Weiterhin wurden nach dem Besuch der BMBF Evaluierungskommission am 25. Mai
2005 die folgenden fiinf Arbeitspakete spezifiziert und zusétzlich bearbeitet:

7. Versionskontrolle (AP7)

8. Kurations-System (APS)

9. Synchronisationsplan und Dokumentation (AP9)
10. Backup-Strategie (AP10)

11. Wartungsplan (AP11)

Die Evaluierung und Konsolidierung bestehender Datenbestdnde und die Anforderungs-
analyse beziiglich der benétigten Daten (AP1) wurde innerhalb der ersten beiden Projektjah-
re abgeschlossen. Die fiir das Plant Data Warehouse notwendigen Operativsysteme wurden
in Abstimmung mit der Arbeitsgruppe Bioinformatik des IPK Gatersleben entwickelt und
sind seitdem in Benutzung. Sie bilden die Voraussetzung fiir alle folgenden Arbeitspakete,
insbesondere fiir die Integration von Daten in das Plant Data Warehouse (AP3).

Das Design des Datenbankschemas des Plant Data Warehouse (AP2) wurde gemein-
sam mit den Kollegen unseres Industriepartners B.I.M.-Consulting mbH entwickelt. Das
Grunddesign wurde mit Ende des dritten Projektjahres abgeschlossen, das endgiiltige De-
sign inklusive aller Feinheiten, wie z. B. dem Kurations-System (AP7), mit Ende des letzten
Projektjahres. Das Datenbankschema des Plant Data Warehouse wurde aufbauend auf den
Ergebnissen der Evaluierung der Operativsysteme und der Anforderungsanalyse (AP1) ent-
worfen und erstellt.

Die Entwicklung von Modulen zur automatischen und semiautomatischen Konsi-
stenziiberpriifung und Fehlerkorrektur (AP4) wurde mit Ende des letzten Projektjahres
abgeschlossen. Die Uberpriifung von Akzessionsnummern und anderen Schliisseln sowie ein-
fachen Konsistenzbedingungen wird iiber Datenbankfunktionalitdten gesichert.

Die Entwicklung und Integration von Anwendungen zur Datenanalyse und Visualisierung
(AP5) stand im Zentrum der zweiten Hélfte des Plant Data Warehouse Projektes und wurde
mit Ende des letzten Projektjahres beendet. Die friihzeitige Fertigstellung von Prototypen
ermoglichte den Nutzern des Plant Data Warehouse bereits zwei Jahre vor der Beendigung
des Projektes erste Analysen. Aus einige dieser Analysen ergaben sich inzwischen neue Er-
kenntnisse auf den Gebieten der Pflanzengenetik und Ziichtungsforschung.

Das Plant Bioinformatics Portal (AP6) wurde als zentrale Prisentationsplattform des
BIC-GH und aller in das Plant Data Warehouse integrierten Anwendungssoftware im vierten
Projektjahr erstellt. Es wurde im Frithjahr 2006 auf den neuen Application Server portiert
und seitdem pro Monat durch mehr als 1000 Anwender aus mehr als 60 Landern sowie aus
gov-, edu-, com- und net-Doménen genutzt. Weitere Verbesserungen, die vor allem aus der
Riickkopplung der Nutzer resultierten, wurden geméfl der Planung kontinuierlich bis zum
Projektende eingepflegt.

AP7 bis AP11 wurden im vierten und fiinften Projektjahr sowie im Rahmen der kosten-
neutralen Verldngerung des Plant Data Warehouse Projektes bearbeitet. Sie garantieren den
robusten Betrieb des Plant Data Warehouse iiber die Férderperiode hinaus. Das Feedback-
und Kurationssystem erlaubt die effiziente Wartung des Plant Data Warehouse und die kon-
trollierte Bereinigung der integrierten Daten.
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Die Ergebnisse aller Arbeitspakete sind ausfiihrlich in Abschnitt [2.1|dargestellt. Das Plant
Data Warehouse wurde am 31. Oktober 2007 von der Arbeitsgruppe Bioinformatik des IPK
Gatersleben iibernommen und wird durch sie weiter gewartet, wodurch eine nachhaltige
Nutzung des Plant Data Warehouse durch Biologen und Bioinformatiker weltweit auch in
Zukunft gesichert ist.

1.4 Wissenschaftlicher und technischer Stand

Viele der fiir das Plant Data Warehouse sowie dessen Nutzer wichtigen Daten lagen in IPK-
und IPB-internen sowie weltweit verteilten Quellen vor. Ebenfalls existierten viele der Plant
Data Warehouse benotigten Analyseprogramme, wie z. B. Blast, Blat, GeneSequer, SIM4
oder Spidey, vor. Des weiteren existierten mehrere Softwarepakete zur komplexen Analyse
genotypischer und phénotypischer Daten, deren Workflow genutzt und fiir das Plant Data
Warehouse re-implementiert werden konnte. Erfahrungen auf dem Gebiet der Data Ware-
house Technologie bestanden bei unserem Projektpartner B.I.M.-Consulting mbH sowie bei
unseren Kooperationspartnern der Universitiat Leipzig. SOAP Web Services fiir Bioinfor-
matikanwendungen wurden mit Beginn des Projektes an verschiedenen Stellen der Welt
entwickelt.

1.5 Zusammenarbeit mit anderen Stellen

Wissenschaftliche Kooperationen sind heutzutage auf den Gebieten der Bioinformatik und
der Genom- und Postgenomforschung eine Notwendigkeit. So wurden auch im Rahmen des
Plant Data Warehouse Projektes Kooperationen auf nationaler und internationaler Ebe-
ne gekniipft, die iiber die initiale Foérderperiode hinaus bestehen und sich fruchtbar wei-
terentwickeln. Enge Kontakte bestanden iiber die gesamte Projektlaufzeit hinweg mit den
verschiedenen Arbeitsgruppen des BIC-GH. Diese Zusammenarbeit fithrte nicht nur zu ge-
meinsamen Entwicklungen von Anwendungen fiir das Plant Data Warehouse, sondern auch
zu gemeinsamen Publikationen.

Des weiteren entwickelte sich eine sehr intensive Kooperation mit der Arbeitsgruppe Bio-
informatik des IPK Gatersleben. Die Grundlage des Plant Data Warehouse bilden sauber
strukturierte Datenbesténde, und diese Vorleistung wurde gemeinsam mit der Arbeitsgruppe
Bioinformatik erbracht. Daran anschlieffend setzte sich die enge Zusammenarbeit beim Auf-
bau des Plant Data Warehouse und abschlieend beim Transfer des Plant Data Warehouse
in die Arbeitsgruppe Bioinformatik fort. Gemeinsame Publikationen resultierten aus dieser
fruchtbaren Zusammenarbeit.

Intensive Kooperationen entstanden mit vielen experimentell orientierten Arbeitsgrup-
pen am IPK Gatersleben und IPB Halle. Diese Kooperationen begannen in der Anfangsphase
des Plant Data Warehouse Projektes bei den Anforderungsanalysen und der Erstellung der
Use Cases und wurden im Zuge der Entwicklung des Plant Data Warehouse und der ver-
schiedenen Anwendungen weiter ausgebaut. In vielen Fillen miindete die Zusammenarbeit
in Analysen der von den Experimentatoren generierten Daten mit dem Plant Data Warehou-
se gemeinsam durch die Bioinformatiker des Plant Data Warehouse Projektes und unserer
Experimentatoren.

Die Arbeitsgruppen am IPK Gatersleben, mit denen wichtige Zusammenarbeiten im
Rahmen des Plant Data Warehouse Projektes entstanden, sind: Auflenstelle Nord, Dr. K.
Dehmer; Bioinformatik, Dr. U. Scholz; Dateninspektion, Dr. M. Strickert; Expressionsk-
artierung, Dr. L. Altschmied; Genbankdokumentation, Dr. H. Kniipffer; Genomdiversitét,
Prof. A. Graner; Genregulation, Dr. H. Baumlein; Genwirkung, Prof. U. Wobus; Gen- und
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Genomkartierung, Dr. M. Réder; Invitro Erhaltung und Cryo-Lagerung, Dr. J. Keller; Mole-
kulare Netzwerke, Dr. F. Bornke; Molekulare Pflanzenphysiologie, Prof. G. Kunze, Prof. U.
Sonnewald; Pflanzenstress und Entwicklung, Dr. P. Bauer; Phytoantikorper, Dr. U. Conrad;
Quantitative Evolutionédre Genetik, Dr. K. Schmid; Ressourcengenetik und Reproduktion,
Dr. A. Borner; Taxonomie Pflanzengenetischer Ressourcen, Dr. R. Fritsch; Transkriptomana-
lyse, Dr. P. Schweizer.

Auf nationaler Ebene entwickelten sich fruchtbare Kooperationen mit den folgenden Part-
nern: Bundesanstalt fiir Ziichtungsforschung, Quedlinburg, Dr. L. Freese; Biobase GmbH,
Wolfenbiittel, Dr. A. Kel, Dr. O. Kel, Prof. E. Wingender; Freie Universitét, Berlin, Prof. K.
Reinert; Friedrich Miescher Labor, Tiibingen, Dr. G. Rétsch; Humboldt-Universitit, Berlin,
Prof. H. Herzel, Prof. S. Hougardy, Dr. A. Schmitt; IPB Halle, Dr. S. Rosahl; Martin-Luther-
Universitéit Halle-Wittenberg, Prof. P. Molitor; Max Planck Institut fiir Molekulare Genetik,
Berlin, Dr. A. Schliep; Max Planck Institut fiir Molekulare Pflanzenphysiologie, Golm, Dr.
B. Kersten; Max Planck Institut fiir Ziichtungsforschung, Kéln, Dr. H. Schoof; Universitét
Bielefeld, Bielefeld, J. Baumbach, T. Kohl, Prof. B. Weisshaar; Universitat Leipzig, Leipzig,
Prof. E. Rahm; Friedrich-Alexander-Universitdt Erlangen-Niirnberg, Dr. S. Biemelt.

Auf internatonaler Ebene entstanden Zusammenarbeiten vor allem auf dem Gebiet der
Entwicklung neuer Analysesoftware. In vielen Féllen erfiillte die weltweit existierende Soft-
ware nicht die Anforderungen der Nutzer des Plant Data Warehouse, und so mussten exi-
stierende Anwendungen modifiziert oder neue Anwendungen entwickelt werden. Dies fiihrte
zu fruchtbaren Kooperationen vor allem mit den folgenden Gruppen: Berlex Bioscience, San
Francisco, USA, Dr. J. Fickett; Ciudad Universitaria, Madrid, Spanien, Prof. J. Vicente
Carbajosa; Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, USA, Dr. A. Smith, Dr.
D. Ware, Prof. M. Zhang; European Bioinformatics Institute, Hinxton, GB, M. Hoffman;
Hebrew University of Jerusalem, Jerusalem, Israel, Prof. H. Margalit; Institut Curie, Pa-
ris, Frankreich, P. Neuvial, Massachusetts Institute of Technology, Cambridge, USA, Dr. D.
Holste; Max Perutz Labs, Wien, Osterreich, Prof. A. v. Haeseler; North Shore LIJ Research
Institute, Manhasset, USA, Dr. W. Li; Ohio State University, Columbus, USA, Prof. R.
Davuluri; St. Petersburg Polytechnical University, St. Petersburg, Russland, Prof. M. Sam-
sonova; Tel Aviv University, Tel Aviv, Israel, Prof. I. Ben-Gal; University of Rijeka, Rijeka,
Kroatien, Prof. B. Podobnik; University of Barcelona, Barcelona, Spanien, Prof. J. Cerqui-
des; University of Evry, Evry, Frankreich, Dr. P.-Y. Bourguignon, Prof. B. Prum University
of Massachusetts, Lowell, USA, Prof. K. Marx; University of Pennsylvania, Philadelphia,
USA, Prof. A. Hatzigeorgiou; University Pompeu Fabra, Barcelona, Spanien, Dr. R. Caste-
lo; URGV, Evry, Frankreich, Prof. M. Caboche, Dr. A. Lecharny.

Unabhéngig zu diesen vielfiltigen Kooperationen mit individuellen Gruppen waren fiir
das Plant Data Warehouse Projekt Ideenaustausche in groflerer Breite wichtig. So wurden
verschiedene Konferenzen und Workshops organisiert, wie z. B.:

e das Minisymposium on Ezpression Data Analysis am 2. — 3. September 2004 am [PK
Gatersleben,

e das Minisymposium on Metabolome Analysis in Plants am 17. — 18. Mérz 2005 am IPK
Gatersleben,

e der Miniworkshop on Optimal Reconstruction of Permuted Markov Models and Baye-
sitan Networks am 7. Juli 2006 an der Martin-Luther-Universitédt in Halle,

e die Konferenz on Data Warehouse Technologies in Bioinformatics (DWTB 2006) am
14. — 16. Dezember 2006 in Wittenberg,
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Fiir die Doktoranden des Plant Data Warehouse Projektes waren ebenfalls die drei in
den Jahren 2005, 2006 und 2007 am IPK Gatersleben und IPB Halle stattfindenden I5C
Studentenkonferenzen ein wichtiger Hohepunkt ihrer wissenschaftlichen Laufbahn und die
Moglichkeit, ihre Fortschritte bei der Entwicklung des Plant Data Warehouse zu préasentieren
als auch mit potentiellen Anwendern des Plant Data Warehouse ins Gespréch zu kommen.

Des weiteren waren Mitglieder der Arbeitsgruppe Plant Data Warehouse an der Organisa-
tion der jahrlich stattfindenden Klausurtagungen des BIC-GH in Wittenberg, der Furopean
Summer Schooll] on Plant Genomics and Bioinformatics im Rahmen der Plant Metanet
Initiative am 18. — 29. September 2006 in Potsdam/Golm sowie des Plant Bioinformatics
Symposium am 24. — 25. September 2007 an der Martin-Luther-Universitéit in Halle beteiligt.
Dariiber hinaus wirkten Mitglieder des Plant Data Warehouse Teams in den Programmko-
mitees der folgenden Konferenzen mit: International Conference on Information Visualisa-
tion in Biomedical Informatics (IV07), 2. — 6. Juli 2007, Zuerich, Lernen Wissen Adaption
(LWA’07), 24. — 26. September 2007, Halle, und German Conference on Bioinformatics
(GCB’07), 26. — 28. September 2007, Potsdam.

Die Zusammenarbeit mit der Martin-Luther-Universitdt Halle-Wittenberg entwickelte
sich nicht nur auf dem Gebiet der Forschung, sondern auch auf dem Gebiet der Lehre ex-
zellent. So wurden seit Wintersemester 2003/2004 Vorlesungen im Rahmen des Diplom-
studiengangs Bioinformatik und des Master Aufbaustudiengangs Bioinformatik am Institut
fiir Informatik der Mathematisch Naturwissenschaftlich Technischen Fakultdt der Martin-
Luther-Universitdat Halle-Wittenberg im Umfang von durchschnittlich 4 bis 6 SWS pro Se-
mester gehalten. Dieses Lehrangebot umfasste die folgenden, teilweise jahrlich angebotenen,
Vorlesungen:

e Algorithmen der Bioinformatik II

e Angewandte Bioinformatik, gemeinsam mit Dr. Scholz (Arbeitsgruppe Bioinformatik),
Dr. Schreiber (Arbeitsgruppe Netzwerkanalyse) und Dr. Seiffert (Arbeitsgruppe Mu-
stererkennung)

e Expressionsdatenanalyse I und II
e Molekulare Phylogenie
e Sequenz- und Expressionsdatenanalyse I und 11

e Sequenzanalyse I und II

Diese Lehraktivititen dienten zum einen dem Ziel, Probleme aus der Praxis in die Lehre
einzubringen. Zum anderen resultierte aus ihnen ein verstidrktes Interesse der Studentin-
nen und Studenten an Forschungsprojekten des BIC-GH. Das verstéirkte Interesse fiihrte
zu verschiedenen exzellenten Diplomarbeiten mit Nutzen fiir das Plant Data Warehouse
Projekt. Die enge Kooperation mit der Martin-Luther-Universitit Halle-Wittenberg wurde
dadurch intensiviert, dass der Leiter des Plant Data Warehouse Projektes ab Wintersemester
2006/2007 eine Vertretungsprofessur an der Martin-Luther-Universitdt Halle-Wittenberg
und mit Beginn des Wintersemesters 2007/2008 einen Ruf an die Martin-Luther-Universitét
Halle-Wittenberg annahm.

'ETNA (European Training and Networking Activity)
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2 Eingehende Darstellung

2.1 Erzielte Ergebnisse

Alle Arbeitspakete konnten erfolgreich abgeschlossen werden. Das Plant Data Warehouse
stellt heute eine leistungsfahige Softwareplattform zur Integration und Analyse von mole-
kularen, phéanotypischen und taxonomischen Daten sowie von Daten zu pflanzengenetischen
Ressourcen aus IPK- und IPB-internen und weltweit verteilten Quellen dar und wird in-
zwischen monatlich durch mehr als 1.000 Anwender aus dem In- und Ausland genutzt. Die
folgenden Absitze beschreiben die wichtigsten Teilergebnisse im einzelnen.

2.1.1 AP1 Evaluierung und Konsolidierung bestehender Datenbestinde und
Anforderungsanalyse beziiglich der benétigten Daten

2.1.1.1 Crop EST Informationssystem CR-EST Das Crop EST Informationssy-
stem CR-EST wurde in Zusammenarbeit mit den Arbeitsgruppen Bioinformatik und Tran-
skriptomanalyse entwickelt und enthélt Informationen iiber cDNA Bibliotheken, offene Le-
serahmen, EST-Cluster, Sequenzalignments, funktionelle Annotationen, Abbildungen von
ESTs auf metabolische Netzwerke sowie eine Reihe von Anwendungen zu deren integrati-
ver Analyse. CR-EST ist derzeit mit Daten aus Gerste, Erbse, Kartoffel, Weizen und Tabak
befiillt und prinzipiell offen fiir weitere Organismen. CR-EST ist 6ffentlich und frei verfiigbar
unter http://pgrc.ipk-gatersleben.de/cr-est/, ein Artikel zu CR-EST wurde publi-
ziert [7], und das Informationssystem wird monatlich von ca. 200 — 400 Anwendern genutzt.

2.1.1.2 Molekulare Marker Datenbank MoMa Die Molekulare Marker Datenbank
MoMa wurde in Zusammenarbeit mit den Arbeitsgruppen Bioinformatik und Genomdiver-
sitdt entwickelt. Sie hélt Daten iiber Einzelnukleotidpolymorphismen (SNPs), einfache Se-
quenzrepeats (SSRs), Restriction Fragment Length Polymorphisms (RFLPs) und Amplified
Fragment Length Polymorphisms (AFLPs) sowie Informationen iiber Allele, Kartierungspo-
sitionen in populationsspezifischen Karten und Konsensuskarten, Positionen von Polymor-
phismen sowie Primer Paare zur Amplifizierung in 30 Tabellen und 26 Sichten. Die MoMa
Datenbank ist unter http://pgrc.ipk-gatersleben.de/moma/ verfiighar und wurde seit
ihrer Fertigstellung intensiv genutzt.

2.1.1.3 Europiischen Gerstendatenbank EBDB FEine der wichtigsten Aufgaben von
AP1 war das Re-Engineering der Européischen Gerstendatenbank EBDB. Die Mitglieder der
Gattung Hordeum bilden einen Pool mit einem breiten 6kologischen Spektrum und sind da-
her weit verbreitet. So wurde Gerste schon friith als Nahrungsmittel entdeckt und ist eine der
wichtigsten und &ltesten domestizierten Pflanzen. Thre Bedeutung fiir den Menschen liegt
heute vor allem in der Nutzung als Futtermittel und als Braugerste. Bereits 1983 wurde von
der Barley Working Group des Furopean Cooperative Programme for Crop Genetic Resources
Networks (ECP/GR) die Schaffung einer Datenbank initiiert, die die Passport- und Evalu-
ierungsdaten samtlicher Gerstenakzessionen in Européischen Genbanken enthalten und dem
Austausch von Informationen zwischen Ziichtern, Wissenschaftlern und Genbanken dienen
sollte. Die Ziele waren:

e die Erfassung der genetischen Vielfalt von Gersten in Européischen Genbanken,

e die Bereitstellung von Informationen iiber verfiighare Akzessionen fiir Genbanken,
Ziichter und Wissenschaftler,
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Abbildung 1: Formular fiir die Suche nach Akzessionen der Européischen Gerstendatenbank
(EBDB).

e die Erkennung und Eliminierung von Duplikaten,

e die Erkennung von “geographischen Liicken” in Europiischen Sammlungen im Hinblick
auf kiinftige Sammelreisen.

Die Europiische Gerstendatenbank(EBDB) enthélt derzeit die Daten von mehr als
155.000 Akzessionen aus 35 Europiischen Genbanken sowie einigen auflereuropéischen
Sammlungen sowie die Barley Core Collection. Das Re-Engineering der Europiischen Ger-
stendatenbank EBDB und der in ihr enthaltenen Barley Core Collection BCC wurde in
Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe Genbankdokumentation durchgefithrt. Das Re-
Engineering umfasste nicht nur die Neumodellierung des ER-Schemas, sondern auch die
komplette Neugestaltung der Anwendungsoberfliche, um eine addquate AuBendarstellung
zu ermoglichen (Abbildungen (1| und . Die Anwendungen wurden als Java Server Pages
entwickelt, um ihre problemlose Einbettung in den zentralen Application Server des IPK
zu ermoglichen. Die Datenbank wurde unter dem Datenbankmanagementsystem Oracle auf
dem zentralen Datenbankserver des IPK implementiert, was zu einer erheblichen Leistungs-
steigerung und Reduktion des Wartungsaufwandes fiihrte.

2.1.1.4 Europiische Poadatenbank EPDB Die Europiische Poadatenbank EPDB
wurde von der Zentralstelle fiir Agrardokumentation und -information an das BIC-GH trans-
feriert und in Zusammenarbeit mit der IPK Auflenstelle Nord weiterentwickelt. Das Re-
Engineering umfasste die Erweiterung des ER-Schemas und die Neuentwicklung der Anwen-
dungsoberfliche mit Hilfe von Java Server Pages. Wie im Fall der EBDB und der anderen fiir
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Abbildung 2: Ergebnis der Akzessionssuche in der Européischen Gerstendatenbank (EBDB).

das Plant Data Warehouse entwickelten Operativsysteme lauft die Anwendungskomponente
der EPDB auf dem zentralen Application Server des BIC-GH und die Datenbankkomponen-
te der EPDB auf dem zentralen Datenbankserver des BIC-GH, was den Wartungsaufwand
minimiert.

2.1.1.5 Charakterisierungs- und Evaluierungsdatenbank EVAL Die
Charakterisierungs- und Evaluierungsdatenbank EVAL wurde in Zusammenarbeit mit
der Arbeitsgruppe Genbankdokumentation entwickelt. Sie wurde mit einem Import-Tool
versehen, welches priift und erzwingt, dass nur solche Daten, die dem IPGRI-Standard
entsprechen, in die Datenbank eingespielt werden konnen. Die Datenbank wurde inzwischen
als Modul in das neue Genbankinformationssystem GBIS integriert, und die im Plant Data
Warehouse benotigten Charakterisierungs- und Evaluierungsdatenbank werden seitdem
direkt aus dem Genbankinformationssystem GBIS gelesen.

2.1.1.6 Pyrosequencing Datenbank PSQDB Pyrosequenzierungsdaten sind von
fundamentaler Bedeutung fiir die moderne Ziichtungsforschung. Zur strukturierten Haltung
von Pyrosequenzierungsdaten und als notwendige Voraussetzung zum Import dieser Daten
in das Plant Data Warehouse wurde in Zusammenarbeit mit den Arbeitsgruppen Bioin-
formatik und Genomdiversitdt die Pyrosequenzierungsdatenbank PSQDB entwickelt. Die
PSQDB erlaubt die strukturierte Verwaltung von Sequenzen und Primern, Referenzmarkern
der Gerste, SNPs, Haufigkeitsmesswerten der Allele, Definitionen der Akzessionen, nutzer-
spezifizierbaren Definitionen von Kernkollektionen, Passportdaten, Charakterisierungs- und
Evaluierungsdaten sowie dazugehorigen Labor- und Experimentdaten. Die Architektur der
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PSQDB wurde so entworfen, dass sie in Zukunft universell zur Speicherung von Pyrosequen-
zierungsdaten genutzt werden kann. Die PSQDB wurde durch unsere Kooperationspartner,
vor allem im Teilprojekt Finsatz molekularer Marker zur Eliminierung von Duplikaten in-
nerhalb des Projektes Aufbau einer bundeszentralen ex situ Genbank fiir landwirtschaftliche
und gartenbauliche Kulturpflanzen: Zusammenfihrung der Genbanken des IPK und der BAZ
Braunschweig intensiv genutzt.

2.1.1.7 Datenbank fiir Assoziationsstudien PhaSe Assoziationsstudien sind wich-
tig in vielen Projekten der modernen Pflanzenziichtung weltweit. Um die in solchen Projekten
generierten Daten zentral speichern zu konnen, wurde in Kooperation mit den Arbeitsgrup-
pen Bioinformatik und Genomdiversitit die PhaSe Datenbank entwickelt. Sie ergénzt und
verkniipft die MoMa Datenbank, die Sequenzdatenbank SeqDB und Datenbanken fiir Pas-
sportdaten sowie Charakterisierungs- und Evaluierungsdaten. Die PhaSe Datenbank wurde
u. a. im Rahmen des Deutsch-Franzosischen Gabi-Génoplante Projektes Bridging genomics
and genetic diversity: Associations between gene polymorphism and trait variation in cereals
genutzt.

2.1.1.8 Datenbank fiir Malz- und Brauqualitit Gemeinsam mit der Arbeitsgruppe
Gen- und Genomkartierung wurde eine Datenbank fiir Malz- und Brauqualitdt von Sommer-
gersten aufgebaut. Dabei wurden Daten aus Jahrbiichern der Braugerstengemeinschaft der
letzten ca. 20 Jahre erfasst, bereinigt und in Oracle importiert. All diese Daten wurden in
das Plant Data Warehouse integriert und stehen seitdem fiir verschiedenste Analysen, z. B.
Assoziationsstudien, durch das Plant Data Warehouse zur Verfiigung.

2.1.2 AP2 Design des Datenbankschemas des Plant Data Warehouse

Gemeinsam mit unserem Industriepartner B.I.M.-Consulting mbH wurde zu Beginn des Pro-
jektes iiber Auswahl der Implementierungs- bzw. Losungsstrategie zur Realisierung des Plant
Data Warehouse Projekts diskutiert. Das Ergebnis dieser Analysen war die Entscheidung den
Enterprise Data Mart Ansatz ohne fixes, sondern mit generischen Schemata zu implemen-
tieren. Die Griinde fiir die Auswahl und ein Schema-Beispiel fiir einen Data Mart (Sequenz-
mart) wurden im Abschlussbericht unseres Industriepartners B.I.M.-Consulting detailliert
prasentiert.

Analog zu den generischen Schemata der Data Marts wurde fiir die Verwaltung des
Benutzer- und Rechtemanagements ein flexibler Ansatz gewéhlt, der ebenfalls im Ab-
schlussbericht unseres Industriepartners umfangreich erlautert wurde.

Im Plant Data Warehouse werden Sequenz-, Marker- Expressions-, Metabolom-,
Passport-, Phianotyp- sowie Wetterdaten gespeichert. In der von uns gewéhlten Architek-
tur erfolgt die Speicherung dieser Daten in den Data Marts. Diese Data Marts unterstiitzen
eine anwendungsbezogene Speicherung bzw. Vorbereitung der Daten im Plant Data Ware-
house. Die Data Marts wurden in Zusammenarbeit mit unserem Industriepartner sowie der
Arbeitsgruppe Bioinformatik modelliert, implementiert und mit Daten befiillt.

Der Alignmentmart wurde mit Alignments zwischen ESTs verschiedener Griser und dem
Genom von Reis befiillt. Die Berechnungen der Alignments erfolgte mit den Programmen
Blast, Blat, GeneSequer, Sim4 und Spidey. Um die Alignments einheitlich in einer Daten-
struktur erfassen zu kénnen, war es notwendig, Parser fiir diese Alignment Programme als
auch einen einheitlichen Score zur Bewertung der Alignments zu entwickeln. Eine webbasier-
te Abfragemaske fiir die Datenbank wurde mittels Oracle-APEX implementiert. Der Tran-
skriptommart wurde in Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe Bioinformatik entwickelt
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und dient der Integration und Analyse von Makroarray-, Mikroarray- und Affymetrixdaten
aus IPK- und IPB-internen und weltweit verteilten Quellen.

Die auf statischen HTML Seiten beruhende Présentation der Wetterdaten des IPK wurde
durch eine dynamische Prisentation auf dem zentralen Application Server des BIC-GH ab-
gelost. Der Wettermart des Plant Data Warehouse wurde so entwickelt, dass die Wetterdaten
des IPK Gatersleben komplett eingespielt werden konnten. Die auf dem Application Server
implementierten Anwendungen ermdéglichen nun eine integrative Analyse von ca. 20 Zeitrei-
hen (Luft- und Bodentemperaturen in verschiedenen Hohen, Luftfeuchtigkeit, Niederschlag,
Windstérke, Sonneneinstrahlung, etc.), die teilweise mehr als 50 Jahre zuriickreichen und
heute im 10-Minuten-Takt erfasst werden. Die auf dem Application Server eingesetzte Portal-
Technologie ermoglicht es versierten Nutzern, ihre eigenen Analysen zusammenzuklicken und
dann auf den aktuellen Daten durchzufiihren.

Ein ausfiihrliche Beschreibung des restlichen Data Marts ist im Abschlussbericht unseres
Industriepartners B.I.M.-Consulting mbH enthalten.

2.1.3 AP3 Integration von Daten aus den Operativsystemen und externen Da-
tenquellen und Ermoéglichung von Interoperabilitét

Entsprechend der Antragstellung wurden die folgenden Daten in enger Abstimmung mit
unserem Industriepartner B.I.M.-Consulting mbH in das Plant Data Warehouse integriert:

1. Passportdaten zu Gerste vom IPK Gatersleben,

2. Charakterisierungs- und Evaluierungsdaten zu Gerste und anderen Kulturpflanzen von
der IPK Genbank und anderen Européischen Genbanken,

3. Passport- sowie Charakterisierungs- und Evaluierungsdaten der Barley Core Collection
der Européischen Gerstendatenbank EBDB,

4. Molekulare Marker Daten zu Gerste vom IPK Gatersleben,
5. Bilddaten von der BIC-GH Arbeitsgruppe Mustererkennung,
6. Sequenzdaten (ESTs, SNPs, SSRs) zu Gerste vom IPK Gatersleben,

7. Genetische Karten zu Gerste vom IPK Gatersleben und anderen offentlichen Quellen

der Welt,
8. Expressionsdaten zu Gerste und Arabidopsis thaliana vom IPK Gatersleben,

9. Proteom- und Metabolomdaten zu Arabidopsis thaliana vom IPK Gatersleben und IPB
Halle sowie aus anderen 6ffentlichen Quellen der Welt.

Im Plant Data Warehouse sind aktuell Datenséitze von 9 Kulturpflanzen aus verschiede-
nen Bereichen integriert. Die Quellen sind neben internen Operativsystemen (z. B. CR-EST,
MoMa, SeqDB, PSQDB, Flarex oder GBIS) externe Systeme wie NCBI Genbank, TIGR,
TAIR, PlexDB, AtGenExpress oder SGED. Der Integrationsprozess ist dokumentiert und
automatisiert, so dass bei Aktualisierungen in den Quellen ein automatisches Update initiiert
werden kann. Somit ist es jetzt und in Zukunft moglich, IPK- und IPB-interne Daten, wie z.
B. Gersten-Marker, im Zusammenhang mit 6ffentlichen Daten, wie z. B. dem Reis-Genom,
zu analysieren.
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Eine Interoperabilitit kann durch den Austausch von Daten (Ergebnisse, Parameter)
zwischen den im Plant Bioinformatics Portal angebotenen Anwendungen mit verschiedenen
Methoden erreicht werden. Mit SOAP Web Services konnen standardisiert Daten ausge-
tauscht werden. So wurden SOAP Web Services fiir Operativsysteme sowie die im Plant
Data Warehouse integrierten Daten entwickelt und eine Kooperation mit der Initiative Bio-
Moby zum FEinsatz von SOAP Web Services begonnen. Des weiteren wurden SOAP Web
Services fiir verschiedene in das Plant Data Warehouse integrierte Anwendungen entwickelt,
um diese in iibergreifende Netzwerke einzubringen.

Entsprechend dem an MyNCBI (vgl. http://www.ncbi.nlm.nih.gov) angelehnten Konzept
myPBP (my Plant Bioinformatics Portal) wurde fir das Plant Data Warehouse ein Data-
Cart entwickelt. Er ermoglicht eine flexible Verkniipfung der in das Plant Data Warehouse
integrierten Anwendungen durch den Austausch von Daten zwischen Anwendungen inner-
halb des Plant Bioinformatics Portal. Verglichen mit der Nutzung von SOAP Web Services
kann so ohne hohen Implementierungsaufwand seitens der Anwendungen eine Interoperabi-
litdt erreicht werden. Die Daten stellen Ergebnisse von integrierten Anwendungen dar. Die
Metadatenverwaltung erfolgt im Meta Data Repository.

2.1.4 AP4 Konsistenziiberpriifungen und Fehlerkorrektur

Der Datenimport basiert auf dokumentierten Prozeduren. Dabei wird die Konsistenz von
Akzessionsnummern, andere Schliisseln sowie einfachen Checks, wie korrekte Zahlen, Daten-
typen, Datumsangaben {iber die Oracle Datenbankfunktionalitéit realisiert. Entsprechende
Fehler beim Import sind protokolliert und koénnen somit behoben werden. Fiir nach dem
Import festgestellte Fehler ist fiir Meldung durch die Anwender die Nutzung des Feedback-
systems moglich. Dieses wird im Abschnitt Kurations-System kurz beschrieben.

2.1.5 AP5 Integration von Anwendungen

Die Anforderungsanalysen wurden intensiv in den ersten Projektmonaten und anschlieBend
projektbegleitend bis zum Ende des Plant Data Warehouse Projektes durchgefiihrt. Die auf-
genommenen Use Cases und Spezifikationen wurden dokumentiert und im nicht-6ffentlichen
Teil des Plant Bioinformatics Portal, der den Entwicklern zugénglich ist, abgelegt. Die ent-
wickelten Anwendungen lassen sich einteilen in Anwendungen zur Analyse und Visualisierung
von (a) Sequenzdaten, (b) Sequenz- und Markerdaten, (c¢) Expressions- und Metabolomda-
ten, (d) Sequenz- und Expressionsdaten, (e) Sequenz-, Marker-, und Expressionsdaten, (f)
Sequenz-, Marker-, Passport-, Phanotyp- und Wetterdaten sowie (g) iibergreifende Anwen-
dungen. Viele der Anwendungen sind zwar zur Analyse von Daten konkreter Spezies ent-
wickelt worden, lassen sich aber auf Daten beliebiger Spezies, deren Daten in das Plant Data
Warehouse integriert sind, anwenden.

2.1.5.1 Analyse von Sequenzdaten

Browser fiir den Alignmentmart Alignments spielen eine fundamentale Rolle bei
der Beantwortung verschiedener biologischer Fragestellungen. Daher wurde in Kooperation
mit unseren experimentellen Partnern, vor allem aus der Arbeitsgruppe Genomdiversitét, ei-
ne Anwendungsoberflache fiir den Alignmentmart (Abschnitt entwickelt, welche kom-
plexe Abfragen an diesen Data Mart erlaubt.
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Tabelle 1: Prozentsatz der richtig vorhergesagten Transkriptionsfaktorbindungsstellen (Sen-
sitivitét) bei einer Spezifitdt von 99.9%. Die Tabelle zeigt, dass durch die Nutzung der VOM
bzw. VOB Modelle die die Sensitivitdt fiir jeden der sechs Transkriptionsfaktoren AP-1,
CEBP, GATA, NF-1, SP-1 und Thyroid (bei gleich bleibender Spezifitéit) erhoht wer-

den kann.

Modell 1 Modell 2 | AP-1 CEBP GATA NF-1 SP-1 Thyroid
MM MM 66.7 25.1 7.2 70.4  74.0  50.0
BN MM 65.0 24.8 70.3 61.8 73.1 455
VOMM VOMM 67.9 25.9 79.0 71.0 75.1 518
VOBN VOMM 67.5 25.7 78.1 69.2 73.5  52.0

Berechnung von Allelhiufigkeiten und des Polymorphism Information Con-
tent (PIC) Fiir das Plant Data Warehouse wurde ein Programm entwickelt, das in gege-
benen Sequenz Alignments nach Einzelnukleotidpolymorphismen (SNPs) und INDELs sucht
und anschlieBend die SNPs hinsichtlich ihrer relativen Allelhdufigkeiten und ihres Polymor-
phism Information Contents (PIC) charakterisiert sowie die Haplotyphaufigkeiten berechnet.
Dieses Programm wurde u. a. im Rahmen des Deutsch-Franzosischen Gabi-Génoplante Pro-
jektes Bridging genomics and genetic diversity: Associations between gene polymorphism and
trait variation in cereals intensiv genutzt.

Erkennung offener Leserahmen in Gersten- und Weizen-ESTs Das beste Pro-
gramm zur Vorhersage offener Leserahmen (ORFs) in Pflanzen-ESTs ist das Programm
Bestorf der Firma Softberry. Da insbesondere bei kurzen ORF-Fragmenten die Vorhersa-
gegenauigkeit von Bestorf die Anforderungen der Nutzer des Plant Data Warehouse nicht
erfiillt, wurde ein auf Gerste und Weizen spezialisiertes Programms, ESTstriker, entwickelt.
ESTstriker unterscheidet sich von konkurrierenden Programmen zur Erkennung von ORF's
durch seine Unterteilung der ESTs in verschiedene Langen- und Typenklassen. Ein Vergleich
auf annotierten Transkripten von Gerste zeigt nach Kreuzvalidierung die Uberlegenheit von
ESTstriker im Vergleich zu konkurrierenden Programmen inklusive Bestorf. Insbesondere fiir
kurze ORF-Fragmente erlaubt ESTstriker eine wesentlich genauere Vorhersage von ORFs als
Bestorf.

Erkennung cis-regulatorischer Elemente basierend auf annotierten Sequenzen
Die Erkennung cis-regulatorischer Elemente ist wichtig fiir viele Forschungsgruppen des IPK
Gatersleben und IPB Halle. Eine neue Methode zur computergestiitzten Erkennung von
Transkriptionsfaktorbindungsstellen wurde in Zusammenarbeit mit der Forschungsgruppe
von Prof. Ben-Gal, Tel Aviv University, and der Arbeitsgruppe Bioinformatik der Martin-
Luther-Universitdt Halle-Wittenberg, entwickelt. Der Algorithmus basiert auf einer Kom-
bination von Variable Order Markov (VOM) Modellen und Variable Order Bayes (VOB)
Baumen und erméglicht fiir die Mehrheit der heute bekannten Transkriptionsfaktorbindungs-
stellen eine genauere Erkennung als existierende Programme (Tabelle . Die Software wurde
in das Plant Bioinformatics Portal integriert, und verschiedene mit diesen Algorithmen und
der Web Anwendung durchgefiihrte Fallstudien wurden inzwischen verdffentlicht [5) 10, [14].
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Abbildung 3: Eingabeformular des Programms CoMoFinderim Plant Bioinformatics Portal.

Vorhersage von Zielgenen bekannter Transkriptionsfaktoren Die Komplexitét
der Regulation der Genexpression wird in hoheren Eukaryonten durch die kombinatorische
Interaktion verschiedener Transkriptionsfaktoren und das Vorkommen von Composite Motifs
erreicht. Composite Motifs bestehen aus mehreren verschiedenen Transkriptionsfaktorbin-
dungsstellen, die in unterschiedlichem Abstand und in unterschiedlicher Reihenfolge ange-
ordnet sind. Das im Rahmen des trilateralen Projektes Arabidoseed entwickelte Programm
CoMoFinder wurde im Rahmen des Plant Data Warehouse Projektes modifiziert und in das
Plant Data Warehouse integriert (Abbildung [3)).

CoMoFinder wurde dahingehend erweitert, dass die Eingabedaten jetzt direkt aus dem
Sequenzmart und dem Annotationsmart des Plant Data Warehouse gelesen werden konnen.
Die Composite Motifs werden durch die Konsensussequenz der einzelnen Teilmotive und
durch Intervalle von erlaubten Abstdnden zwischen den Teilmotiven spezifiziert. Bei der
Spezifikation der Konsensussequenzen wurde die Angabe von nicht-eindeutigen Nukleotiden
gemaf dem IUPAC Standard erlaubt. Das Programm wurde in das Plant Bioinformatics
Portal integriert und seitdem intensiv durch verschiedene biologische Anwender genutzt.

Vorhersage von de-novo Transkriptionsfaktorbindungsstellen Die Erkennung
neuer cis-regulatorischer Elemente in nicht-alignierten und nicht-annotierten Promotorre-
gionen, die aus mRNA Expressionsexperimenten oder ChIP /chip-Experimenten stammen,
ist eine wichtige Aufgabe bei der Analyse von genregulatorischen Netzwerken. Existierende
Programme zur Erkennung von de-novo Transkriptionsfaktorbindungsstellen sind fiir viele
praktischen Anwendungen im Bereich der modernen Pflanzengenomforschung nur bedingt
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Abbildung 4: Eingabeformular des Programms EMMA im Plant Bioinformatics Portal.

tauglich, weil sie nicht geniigend Anpassungsmoglichkeiten fiir die konkreten Fragestellun-
gen ermoglichen. Im Rahmen des trilateralen Projektes Arabidoseed wurde daher ein neues
Programm entwickelt, welches den speziellen Anforderungen der Nutzer auf dem Gebiet der
Pflanzengenomforschung Rechnung trégt.

Dieses Programm, EMMA, wurde im Rahmen des Plant Data Warehouse Projektes wei-
terentwickelt. Es ermoglicht die Vorhersage von Transkriptionsfaktorbindungsstellen sowie
von cis-requlatorischen Modulen, die aus mehreren Einzelmotiven bestehen, unter Verwen-
dung von VOM und VOB Modellen (Abschnitt 2.1.5.1). EMMA wurde an das Cluster Eze-
cution Framework des BIC-GH Linuxclusters angeschlossen und in das Plant Bioinformatics
Portal integriert (Abbildung . Seitdem wurde und wird es intensiv von verschiedenen For-
schungsgruppen aus verschiedenen Léndern fiir die Analyse von Sequenzdaten im Kontext
von Expressionsdaten und ChIP /chip-Daten genutzt.

Maximum Entropie Modelle Mazimum Entropie Modelle sind probabilistische Mo-
delle, die von Gene Yeo und Chris Burge, Massachusetts Institute of Technology, fiir die
Vorhersage von kurzen Spleifistellen vorgeschlagen wurden und beliebige Abhéngigkeiten
modellieren konnen. Im Gegensatz zu Markov Modellen oder Bayesnetzen lassen sich die Pa-
rameter dieser Modelle in den meisten Féllen nicht analytische berechnen. Aus diesem Grund
miissen numerische Verfahren zur Ermittlung der optimalen Parameter verwendet werden.
Die Laufzeit dieser Verfahren wichst leider exponentiell mit der Sequenzlidnge, so dass die
Anwendung existierender numerischer Verfahren auf sehr kurze Sequenzen beschrénkt ist.

Im Rahmen des Plant Data Warehouse Projektes wurde daher ein Verfahren entwickelt,
welches Rechengeschwindigkeit der schnellsten bis dato existierenden Verfahren um mehr als
das zehnfache iibertrifft (Abbildung [5)). Dieses Verfahren reduziert den Rechenaufwand von
mehreren Wochen auf wenige Tage und erméglicht damit Datenanalysen, die vorher nicht
moglich waren. Dariiber hinaus erlaubt der neue Blockwise Iterative Scaling (BGIS) Algo-
rithmus die Analyse ldngerer Sequenzen, was zu einer signifikanten Erhéhung der Sensitivitéat
und Spezifitit der Klassifikation fithrt (Abbildung [6).

Detektion und Korrektur von Annotationsfehlern Die in das Plant Data Ware-
house importierten Daten stammen aus verschiedenen Referenzdatenbanken. Diese werden
héufig durch Eingaben per Hand aus wissenschaftlichen Publikationen gefiillt. Dabei kénnen
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comparison of algorithms (fg, sequence length = 11)
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Abbildung 5: Entwicklung der Likelihood (y-Achse) wihrend des Trainings als Funktion der
Zeit (x-Achse). Die hellgriine Kurve zeigt das Konvergenz des BGIS Algorithmus, der eine
deutlich geringere Laufzeit aufweist als alle anderen Algorithmen (blau = sequential gene-
ralized iterative scaling Algorithmus im P-Raum, hellgriin = blockwise generalized iterative
scaling Algorithmus im P-Raum, rot = generalized iterative scaling Algorithmus, dunkelblau
= sequential generalized iterative scaling Algorithmus, dunkelgriin = blockwise generalized
iterative scaling Algorithmus, schwarz = Gradientenanstieg, braun und orange = conjugate
gradient Algorithmen, rosa = Quasi Newton Algorithmus nach Broyden Fletcher Goldfarb
Shanno, tiirkis = limited memory Quasi Newton Algorithmus nach Broyden Fletcher Gold-
farb Shanno mit 10 Vektoren).

verschiedene Fehler auftreten. Im Bereich der Sequenzdaten und Annotationsdaten treten
zum einen Tippfehler und zum anderen Verschiebungen der Features auf. Im Fall der Annota-
tion von Transkriptionsfaktorbindungsstellen kommt hinzu, dass oftmals der Strang, auf dem
das cis-regulatorische Element liegt, auf der Basis der durchgefiihrten Experimente nicht be-
stimmt werden kann. Zur Losung diese Problems und zur Behebung der erstgenannten Fehler
nutzt man bisher weitestgehend Expertenwissen gekoppelt mit extensiver Handkuration.
Daher wurde ein Softwarepaket Motif-Adjuster entwickelt, welches Experten bei der De-
tektion und Korrektur dieser Fehler unterstiitzt und einen Vorschlag fiir den Strang des
untersuchten cis-regulatorischen Elementes unterbreitet. Motif-Adjuster basiert auf proba-
bilistischen Modellen fiir Sequenzmotive, die selbstlernend aus einem Datensatz Sequenzen
herausfiltern, die keine Bindungsstelle oder die Bindungsstelle an einer anderen als der an-
notierten Position enthalten. Des weiteren berechnet Motif-Adjuster die Wahrscheinlichkeit
fiir das Motivvorkommen auf beiden Strangen und liefert eine Warnung, falls der Strang mit
der hoheren Wahrscheinlichkeit nicht mit der Strangannotation iibereinstimmt.
Motif-Adjuster ermoglicht in vielen Féllen eine signifikante Erhohung der Qualitéit der
integrierten Daten. In Zusammenarbeit mit Kollegen von der Universitdt Bielefeld wurde
Motif-Adjuster erfolgreich zur Neu-Annotation der Bindungsstellen des Transkriptionsfak-
tors NarL eingesetzt (Abbildung . Die neu annotierten Daten bilden die Grundlage fiir
das Training von Parametern verschiedener Modelle zur genomweiten Vorhersage von NarL
Bindungsstellen. Dadurch ist es uns gelungen, putative Bindungsstellen in Zielgenen zu iden-
tifizieren, von denen bekannt ist, dass sie durch NarL reguliert werden, fiir die jedoch bislang
keine potentiellen Bindungsstellen identifiziert werden konnten. Erste Experimente zur expe-
rimentellen Verifikation der vorhergesagten Bindungsstellen sind an der Universitéit Bielefeld
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Abbildung 6: Das Giitemafl Fliche unter der ROC-Kurve (y-Achse) als Funktion der Se-
quenzlinge (x-Achse). Die griine Kurve entspricht dem PWM Modell, die schwarze dem
Bayes Baum, die rote dem Inhomogenen Markov Modell erster Ordnung und die blaue dem
Maximum Entropie Modell. Deutlich zu erkennen ist die Verbesserung der Klassifikation
durch das Maximum FEntropie Modell im Vergleich zu den anderen Modellen. Der hier ver-
wendete Datensatz wurde aus der Datenbank splicedb extrahiert, die experimentell verifizierte
Spleifistellen bereitstellt.

angelaufen, und eine Verdtffentlichung von Motif-Adjuster unter einer freien akademischen Li-
zenz ist derzeit in Planung.

2.1.5.2 Analyse von Sequenz- und Markerdaten

SNP2CAPS Einzelnukleotidpolymorphismen (SNPs) sind eine weit verbreitete Art
von DNA Variationen und sehr gut zur Entwicklung von Markern geeignet. Thre Erkennung
ist jedoch sehr kostspielig und erfordert moderne Labortechnik, die in vielen, vor allem
kleineren, Laboren der Welt nicht verfiigbar ist. Im Gegensatz dazu ist die Entwicklung
von Cleaved Amplified Polymorphic Sequence (CAPS) Markern einfach und preiswert. In
Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe Genomdiversitat wurde daher die Analysesoftware
SNP2CAPS entwickelt, die SNP Marker in CAPS Marker konvertiert. Basierend auf der
Analyse von 3.045 Gersten-ESTs ergab sich, dass 90% der SNP Marker in CAPS Marker
konvertiert werden konnten. SNP2CAPS wurde publiziert [4] und ist in das Plant Data
Warehouse integriert.

Clusterbasierte Kartierung von Gersten- und Weizen-ESTs Eine hiufig auf-
tretende Frage bei der Markerentwicklung ist die, ob zu einem gegeben EST bereits ein
Marker existiert, und wenn ja, ob er kartiert wurde. Um bei der Beantwortung dieser Frage
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Abbildung 7: Sequenzlogos der NarL Bindungsstellen vor (oben) und nach (unten) der au-
tomatischen Fehlerkorrektur. Das obere Logo wurde basierend auf den Originalannotationen
erstellt. Das untere Logo wurde basierend auf den durch das Programm Motif-Adjuster kor-
rigierten Daten erstellt. Man erkennt deutlich, dass das obere Logos wesentlich verrauschter
als das untere ist. Daraus ergeben sich stark fehlerbehaftete Vorhersagen von NarL Bin-
dungsstellen im Gesamtgenom basierend auf den Originaldaten und wesentlich weniger feh-
lerbehaftete Vorhersagen von NarL Bindungsstellen im Gesamtgenom basierend auf den
durch Motif-Adjuster korrigierten Daten. Bemerkenswert ist, dass in diese Fallstudie keine
Handkuration einfloss.
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zu helfen, wurde in Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe Genomdiversitit eine Analyse-
pipeline, der Sequence Mapping eXplorer (SMeX), zur Kartierung von ESTs entwickelt. Die
im Plant Data Warehouse zur Verfiigung stehenden Daten umfassen ESTs von Nutzpflanzen,
Clusterdaten, genetische Kartierungspositionen von ca. 1.000 Gerstenmarkern, die iiberwie-
gend am [PK entwickelt wurden, sowie ESTs von GenBank, Unigene Cluster vom TIGR und
vom NCBI und Markerdaten von GrainGenes. SMeX ermdglicht dem Nutzer, erstens Marker
und Kartierungspositionen fiir gegebene ESTs und deren homologen Sequenzen innerhalb ei-
ner oder in nahen verwandten Spezies und zweitens ESTs und deren homologen Sequenzen
zu einem gegebenen Bereich von Kartierungspositionen zu finden. Zusétzlich sind drittens
Blast-Suchen nutzerspezifischer Sequenzen gegen alle in der Datenbank gespeicherten ESTs
moglich. SMeX ist im Plant Bioinformatics Portal verfiighar, und die rechenintensive Blast-
Suche ist in das Cluster Ezecution Framework eingebunden und damit auf dem BIC-GH
Linuxcluster moglich.

Kartierung von Gersten-ESTs unter Zuhilfenahme der Syntinie zu Reis FEi-
ne Erweiterung der Clusterbasierten Kartierung besteht in der Kartierung von ESTs basie-
rend auf Syntédnien zu Referenzgenomen. Die genetische Kartierung von ESTs ist fiir viele
molekularbiologische Anwendungen auf dem Gebiet der Kulturpflanzenforschung ein fun-
damentaler, jedoch auch zeitaufwendiger und teurer Schritt. Daher wurde in Kooperation
mit der Arbeitsgruppe Genomdiversitéit eine Pipeline zur rechnergestiitzten Kartierung von
Gersten-ESTs auf Grundlage der Synténie zu Reis entwickelt. Diese Pipeline verwendet eine
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genetische Karte von Gerste, die derzeit 1001 der rund 130.000 am IPK generierten Gersten-
ESTs enthilt, sowie die durch TIGR annotierte genomische DNA von Reis. Die Pipeline
enthélt folgende Schritte:

1. Spliced Alignment der Gersten-ESTs mit der genomischen DNA von Reis mit Spliced
Alignment Programmen wie Blat, GeneSeqer, Sim4 und Spidey,

2. Detektion von syntédnen Regionen auf Basis der genetisch kartierten ESTs.

3. Vorhersage der Kartierung der restlichen offentlich verfiigbaren Gersten-ESTs basie-
rend auf dem Syntédniemodell.

Die durch die Pipeline benotigten Eingabedaten liegen im Sequenzmart und Markermart
vor, die durch die Pipeline berechneten Spliced Alignments werden im Alignmentmart ab-
gespeichert, und die Vorhersagen der Kartierungspositionen kénnen zur weiteren Analyse
in den DataCart geladen oder im Markermart abgespeichert werden. Die Berechnungen der
Spliced Alignments sind sehr rechenintensiv und werden daher durch das Cluster Ezecution
Framework auf dem BIC-GH Linuxcluster gestartet.

Unter Benutzung der Standardparameter fiir Spidey, Sim4 und Blat kénnen fiir 79%,
78% bzw. 66% der Gersten-ESTs Homologe in Reis detektiert werden. Eine Leave-One-QOut
Kreuzvalidierung des Syntédniemodells ergab fiir den derzeit besten Parametersatz (Spliced
Alignment Programm = Spidey, Window Size = 4 Mb x 20 ¢M, Local Prediction = Linear
Regression), dass die genetische Kartierungsposition von 44% (53%) der offentlich verfiigba-
ren und mit dem Reisgenom alignierbaren Gersten-ESTs mit einer Genauigkeit von 5 cM
(10 ¢cM) rechnergestiitzt bestimmt werden kénnen.

Identifizierung von Genomduplikationen in Gerste Genomduplikationen sind ein
verbreitetes Phénomen in Pflanzengenomen. Sie spielen eine wichtige Rolle bei der Entste-
hung von Genen mit neuen Funktionen und bei der Artbildung. Dariiber hinaus hat die
Kenntnis iiber duplizierte Bereiche im Pflanzengenom Bedeutung bei der Bearbeitung von
molekularbiologischen Fragestellungen in der Pflanzenziichtung. Publizierte Studien basie-
rend auf Kreuz-Hybridisierungs-Experimenten lassen eine dhnliche Genomstruktur innerhalb
der Familie der Gréser vermuten, zu denen viele wichtige Kulturpflanzen wie Reis, Mais,
Weizen, Gerste oder Roggen gehoren.

Die frei verfiighare genomische Sequenz von Reis deutet auf mehrere duplizierte Segmen-
te hin, die ungefidhr zwei Drittel des Reisgenoms ausmachen. Bis auf eines dieser Segmente
stammen hochstwahrscheinlich alle Segmente von einem whole-genome duplication Ereig-
nis ab, das vor der Artbildung innerhalb der Gréser stattgefunden hat. Die gegenwirtig
verfiigbaren genetischen Karten der Gerste, die nur einige Tausend Marker enthalten, liefern
nicht geniigend Datenpunkte, um segmentale Duplikationen basierend auf Sequenzhomolo-
gien aufzuzeigen.

In Kooperation mit der Arbeitsgruppe Genomdiversitit wurden Algorithmen entwickelt,
um Duplikationen im Gerstengenom unter Zuhilfenahme des Reisgenoms indirekt aufzeigen
zu konnen. Die Grundidee besteht darin, dass Gersten-EST-Marker einer duplizierten Region
in Gerste mit einer Region im Reisgenom alignieren. Wenn also Gersten-EST-Marker zweier
unterschiedlicher Regionen in der genetischen Karte von Gerste mit derselben Region auf dem
Reisgenom alignieren, ist dies ein Indiz fiir eine Duplikation dieser Region im Gerstengenom.

Des weiteren sind Alignments von Gersten-EST-Markern zweier unterschiedlicher Regio-
nen in der genetischen Karte von Gerste mit zwei unterschiedlichen Regionen im Reisgenom
ein Indiz dafiir, dass sowohl im Gerstengenom als auch im Reisgenom eine Duplikation
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vorliegt. Basierend auf der genetischen Transkript-Karte von Gerste, die iiber 1000 Gersten-
ESTs enthélt, konnten auf diese Weise insgesamt sechs anzestrale Genomduplikationen iden-
tifiziert werden, die seit der Artbildung von Gerste und Reis vor ca. 60 Millionen Jahren in
beiden Genomen konserviert sind. Weitere Analysen haben gezeigt, dass die Verteilung der
putativ orthologen und putative paralogen Gene zwischen Gerste und Reis in Ubereinstim-
mung mit dem erwarteten Muster anzestral duplizierter Segmente ist.

2.1.5.3 Analyse von Expressionsdaten Expressionsdaten spielen eine fundamenta-
le Rolle in vielen Genom- und Postgenomprojekten, und so wurde eine Pipeline zur Nor-
mierung, Filterung und Analyse von Makroarray Expressionsdaten in Zusammenarbeit mit
den Arbeitsgruppen Bioinformatik, Expressionskartierung, Genomdiversitat und Transkrip-
tomanalyse sowie mit der Arbeitsgruppe Bioinformatik der Martin-Luther-Universitiat Halle-
Wittenberg entwickelt. Diese Pipeline, SMArrT, liest die Rohdaten aus dem Transkriptom-
mart und ermoglicht dem Nutzer iiber eine intuitiv zu bedienende graphische Nutzerober-
fliche die Normierung und Filterung der eingelesenen Expressionsdaten.

Mikroarrays der Firma Affymetrix werden als Alternative zu Makroarrays héufig zur
Untersuchung differentiell exprimierter Gene genutzt. Insbesondere dann, wenn es um die
Vergleichbarkeit von Expressionsdaten aus verschiedenen Laboren geht, wird bevorzugt auf
Affymetrixdaten zuriickgegriffen. Daher wurde in Zusammenarbeit mit dem IPB Halle und
dem Max Planck Institut fiir molekulare Pflanzenphysiologie in Golm eine analoge Pipeline
fiir Affymetrixdaten erstellt. Im Vorfeld der Implementierung dieser Pipeline war es not-
wendig, die Qualitdt der verschiedenen existierenden Normierungsverfahren an Hand von
pflanzenspezifischen Datensétzen zu iiberpriifen.

In der Vergangenheit waren bei methodischen Vergleichen von Affymetrixdaten Da-
tensdtze aus der Pflanzenforschung stark unterreprésentiert. Fiir die Auswertung wurden
zahlreiche Methoden entwickelt, die sich jedoch sehr stark unterscheiden. Daher wurden
in einer systematischen Studie auf der Basis von Rohdaten des IPB Halle acht etablier-
te Normierungsmethoden (MAS5.0, RMA, GCRMA, PLIER, dChip, VSN und Varianten)
miteinander verglichen. Die Rohdaten stammten aus Experimenten, in denen Arabidopsis
thaliana mit dem Phytopathogen Phytophtora infestans behandelt wurde.

Die Ergebnisse zeigen, dass die Wahl der Normierungsmethode einen gravierenden Ein-
fluss auf die Analyseergebnisse und deren biologische Interpretation hat (Abbildungen [§| und
@. Jede der acht Normierungsverfahren wurde unabhéngig von den anderen zur Normierung
der Expressionsdaten verwendet, und im Anschluss wurden in jedem der acht Fille die diffe-
rentiell exprimierten Gene mit Hilfe von Standardverfahren bestimmt. Abschlieend wurde
verglichen, wie gut die acht so bestimmten Listen differentiell exprimierter Gene iiberlap-
pen. Das iiberraschende Ergebnis war, dass kein einziges Gen (von mehr als 20.000 Genen)
in allen acht Listen auftrat. Dariiber hinaus wurde ebenfalls kein Gen von sechs oder sie-
ben Verfahren detektiert. Nur fiinf Gene wurden von fiinf der angewendeten Methoden als
differentiell exprimiert gefunden und nur 20 von vier Methoden.

Da im Fall der von uns untersuchten Daten von Arabidopsis thaliana verschiedene Nor-
malisierungspipelines zu extrem verschiedenen Analyseergebnissen fiihrten, ergab sich die
Konsequenz, im Fall von Arabidopsis thaliana in Zukunft keine der Normierungsverfahren
einzeln zu verwenden. Stattdessen ergab sich der Vorschlag, alle Normierungspipelines si-
multan zu nutzen, um am Ende wissenschaftlich verwertbare Ergebnisse zu erhalten. Die
resultierende Pipeline basiert auf Funktionen von R bzw. Bioconductor und wurde unter
Nutzung von Rsoap in das Java Framework integriert.

2.1.5.4 Analyse von Sequenz- und Expressionsdaten
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Abbildung 8: Clusterdiagramm fiir alle Vorverarbeitungsmethoden und jeweils drei Replika-
te zwolf Stunden nach Behandlung mit Phytophtora infestans, Clustermethode: com- plete
linkage.
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Abbildung 9: Diagramm der ersten beiden Hauptkomponenten fiir den Zeitpunkt 24 Stunden
nach Behandlung von Arabidopsis thaliana mit Phytophtera infestans. Die Hauptkomponen-
ten erkliaren 70,2% bzw. 16,7% der Varianz. Es wurden jeweils die drei Replikate aufgetragen
(schwarz, rot, griin). Besonders dChip, VSN und RMA liefern reproduzierbare Ergebnisse.
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Analyse von Expressionsdaten und cis-regulatorischen Elementen Im Fall der
Analyse von Expressionsdaten von vollsténdig sequenzierten Genomen kann die Pipeline zur
Normierung und Filterung von Expressionsdaten (Abschnitt durch eine anschlieflen-
de Analyse {iberreprésentierter cis-regulatorischer Elemente erweitert werden. Die Transcrip-
tion Factor Binding Site and Fxpression Data Analysis Pipeline wurde in Zusammenarbeit
mit den Arbeitsgruppen Expressionskartierung, Genexpression und Molekulare Marker ent-
wickelt, um in Mengen von Promotoren iiberreprisentierte Transkriptionsfaktorbindungs-
stellen (TFBSs) zu finden.

Die Liste von Genen, deren Promotoren analysiert werden, wird Anhand von Expressions-
daten erstellt. Die Transkriptionsfaktoren, deren Bindungsstellen in den Promoterregionen
iiberproportional vorhanden sind, sind putative Kandidaten fiir Regulatoren der analysier-
ten Gene. Die Promoterregionen werden mit Gewichtsmatrizen der Transfac Datenbank,
VOM Bédumen oder VOB Béaumen abgesucht. So kann fiir jeden Transkriptionsfaktor ein-
fach gezéhlt werden, welche Gene (putativ) durch ihn beeinflusst werden und welche nicht.
Die Transkriptionsfaktoren werden anschlieBend nach der (Bonferroni-korrigierten) Mutual
Information oder dem Mathews Correlation Coefficient sortiert.

Die Transfac Daten werden aus dem Annotationsmart gelesen, und die Vorhersage der
TFBSs wird auf dem BIC-GH Linuxcluster berechnett. Die Ergebnisse werden im Annota-
tionsmart abgelegt und, auf Wunsch, im GFF Format exportiert. Die statistischen Berech-
nungen geschehen direkt auf dem Datenbankserver, und die Prasentation erfolgt durch eine
Web Anwendung auf Basis von Java Server Pages im Plant Bioinformatics Portal.

Da die Genome von Gerste und Weizen noch nicht vollstandig sequenziert sind, sind die
Promoterregionen fiir diese Systeme weitgehend unbekannt. Es ist allerdings moglich, erstens
mit dem Alignmentmart homologe ESTs aus Reis fiir viele der Gersten- und Weizen-EST's
zu identifizieren, zweitens deren Promotoren in Reis vorherzusagen und drittens die Tran-
scription Factor Binding Site and FExpression Data Analysis Pipeline auf Expressionsdaten
von Gerste und Weizen und Genomdaten aus Reis anzuwenden.

Analyse von Expressionsdaten im Kontext genomischer Nachbarschaft Exi-
stierende Methoden zur Analyse von Expressionsdaten verarbeiten Expressionsdaten un-
abhéingig von den verfiigharen Sequenzdaten (Abschnitt 2.1.5.3)). Gerade in Pflanzen gibt
es jedoch eine signifikante Korrelation zwischen den Expressionsdaten von im Genom be-
nachbarten Genen. Um diese Korrelationen bei der Analyse von Expressionsdaten nutzen zu
konnen, wurde eine Pipeline basierend auf Hidden Markov Modellen entwickelt und in das
Java Framework integriert.

Standard Hidden Markov Modelle haben den Nachteil, dass keine statistischen Abhéngig-
keiten hoherer Ordnung modelliert werden kénnen, weil die Anzahl der Modellparameter
exponentiell mit der modellierten Ordnung wéachst, was bei der Analyse der verfiigharen
Expressionsdaten zu Ubertraining fithrt. Dieses Problem konnte durch die Entwicklung von
Variable Order Hidden Markov Modellen gelost werden. Die Modelle und die fiir sie bené6tig-
ten Lernverfahren wurden in das Java Framework integriert. Die Pipeline zur Analyse von
Expressionsdaten im Kontext genomischer Nachbarschsaft wurde inzwischen vielfach ge-
nutzt.

Analyse von ChIP /chip-Daten im Kontext genomischer Nachbarschsaft Der-
zeit werden verschiedene Transkriptionsfaktoren mit Hilfe der ChIP /chip-Technologie unter-
sucht, um deren Zielgene zu identifizieren. Fiir die effiziente Auswertung dieser ChIP /chip-
Daten wurde in Kooperation mit den Arbeitsgruppen Expressionskartierung, Genregulation
und Phytoantikdrper sowie mit weiteren externen Kooperationspartnern aus Bielefeld, Paris,
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Abbildung 10: Log-Ratio Werte im Kontext ihrer genomischen Position auf Chromosom 1
von Arabidopsis thaliana. Deutlich zu erkennen ist die Lage des Zentromers.

Madrid und Sevilla eine Analyse-Pipeline entwickelt, die die Normierung und die Selektion
von Zielgenen ermoglicht. Diese Pipeline basiert im wesentlichen auf den selben Algorithmen,
die fiir die Analyse von Expressionsdaten im Kontext genomischer Nachbarschsaft entwickelt
wurden.

Die biologische Motivation fiir die Nutzung eines Hidden Markov Modells liegt darin,
dass Zielgene im allgemeinen nicht zuféllig {iber das gesamte Genom verteilt sind. Insbeson-
dere in Pflanzengenomen findet man eine starke Clusterung der Gene auf Grund gemeinsam
genutzter Promotoren zweier benachbarter Gene sowie durch den hohen Anteil tandemdupli-
zierter Gene. Abbildung [10] zeigt das Profil der normierten und logarithmierten Intensitéaten
in Abhéngigkeit von der genomischen Position auf Chromosom 1 von Arabidopsis thaliana.

Hidden Markov Modelle mit zwei Zusténden und normalverteilten Ausgaben haben sich
fir die Modellierung der normierten ChIP/chip-Messwerte als addquat erwiesen. Abbil-
dung zeigt die Verteilung der normierten und logarithmierten Intensitéitsverhéltnisse.
Man erkennt, dass die urspriinglich nichtnormalverteilten Rohdaten durch die Normierung
anndhernd normalverteilt werden. Abbildung [12] zeigt die Architektur des Hidden Markov
Modells. Das Hidden Markov Modell wird mit einem modifizierten Baum Welch Algorith-
mus auf den normierten ChIP /chip-Daten trainiert. AbschlieBend wird fiir jedes Gen die a
posteriort Wahrscheinlichkeit dafiir berechnet, dass dieses Gen ein Zielgen des untersuchten
Transkriptionsfaktors ist.

Die Rohdaten der ChIP /chip-Experimente werden vorverarbeitet und normiert und kom-
men als Log-Ratio Werte im Kern der Pipeline an. Dort werden sie entweder (i) einer Log-
Fold-Change Analyse ohne Beriicksichtigung von Sequenzinformationen unterzogen oder (ii)
durch ein Hidden Markov Modell im Kontext von Sequenzinformationen analysiert. Die
Standardausgabe beider Verfahren ist eine ranggeordnete Liste der potentiellen Zielgene des
untersuchten Transkriptionsfaktors. Diese Liste kann anschliefend zur Vorhersage von cis-
regulatorischen Elementen mittels de-novo Motiv-Suche mittels EMMA oder zur Suche nach
bereits bekannten cis-regulatorischen Elementen oder cis-regulatorischen Modulen mittels
CoMoFinder genutzt werden. Des weiteren kann diese Liste genutzt werden, um das Ex-
pressionsverhalten der potentiellen Kandidatengene in verschiedenen Geweben und unter
verschiedenen Stressbedingungen miteinander zu vergleichen.
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Abbildung 11: Histogramm der normierten und logarithmierten Intensitatsverhéltnisse. Man
erkennt, dass die Log-Ratio Werte anndhernd normalverteilt sind.
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Abbildung 12: Architektur des Hidden Markov Modells zur Analyse von ChIP /chip-Daten im
Kontext ihrer genomischen Lage. Der Zustand b— représentiert potentielle Nicht-Zielgene,
und der Zustand b+ repréasentiert potentielle Zielgene. Die Emissionen erfolgen durch zu-
standsspezifische Normalverteilungen.

Integrative Analyse von Sequenz-, Expressions- und ChIP /chip-Daten Fiir
die integrative Auswertung von Sequenz-, Expressions- und ChIP /chip-Daten wurde eine
Pipeline entwickelt, die diese Expressions- und ChIP /chip-Daten im Kontext genomischer
Nachbarschaft normiert, potentielle Zielgene selektiert und anschlieend de-novo Motiv-
Suchen nach cis-regulatorischen Elementen und cis-regulatorischen Modulen durchfiihrt.
Die Pipeline ist in das Java Framework integriert und steht damit allen Nutzern frei zur
Verfiigung. Im Rahmen des trilateralen Projektes Arabidoseed wurde diese Pipeline wurde
fiir die Analyse von ChIP /chip-Daten intensiv genutzt. Abbildung[13]zeigt eine schematische
Ubersicht dieser Pipeline.
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Abbildung 13: Pipeline zur integrativen Analyse von Sequenz-, Expressions- und ChIP /chip-
Daten.

Eine dieser Analysen, basierend auf ChIP /chip-Daten des Transkriptionsfaktors ABI3,
ergab das folgende interessante Ergebnis: Unter den 70 besten potentiellen ABI3 Zielgenen
wurden einige bekannte Zielgene wie z. B. verschiedene Napine identifiziert, was einen ersten
Hinweis auf die Funktionalitdt der entwickelten Pipeline gab. Die Analyse der Expressions-
daten der vorhergesagten Zielgene ergab des weiteren, dass diese iiberwiegend im Samen
exprimiert werden (Abbildung. Drittens lieferte die de-novo Motiv-Suche mittels EMMA
das G-Boz Motiv als das am stidrksten konservierte cis-regulatorische Element (Abbildung
. Viertens ergab die Suche nach de-novo cis-regulatorischen Modulen das RY Motiv in
der Nahe der konservierten G-Bozen. Dieses cis-regulatorische Modul kommt statistisch si-
gnifikant haufiger in den untersuchten 70 putativen Zielgenen als in Negativkontrollgenen
vor. Gegenwirtig werden diese potentiellen Zielgene von unseren Kollegen am IPK Gatersle-
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Abbildung 14: Samenexpression unter den besten 25, 50, 75 und 100 ABI3 Zielgenen.
Zufillig ausgewdhlte Gene zeigen dagegen nur eine durchschnittliche Samenexpression von
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Abbildung 15: G-Box Motiv in Promotoren von potentiell durch ABI3 regulierten Genen.
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ben in unabhéingigen Experimenten iiberpriift. Vorlaufige Ergebnisse fiir sieben dieser Gene
haben bereits jetzt bestétigt, dass ABI3 an ihrer Regulation beteiligt ist.

2.1.5.5 Analyse von Sequenz-, Marker-, und Expressionsdaten

Konservierung von Genfunktionen in syntdnen Regionen In Zusammenarbeit
mit der Arbeitsgruppe Pflanzenstress und Entwicklung wurden Sequenzdaten, Markerda-
ten und Expressionsdaten von Arabidopsis thaliana und Tomate analysiert mit dem Ziel,
syntdne Regionen von Genen zu identifizieren, die bei der Eisenaufnahme eine Rolle spielen.
Die konkrete Frage lautete, ob die Gene, die bei der Eisenaufnahme in Tomate eine Rol-
le spielen, in Genomregionen liegen, die eine iiberdurchschnittlich hohe Syntédnie mit dem
Genom von Arabidopsis thaliana aufweisen. Zur Beantwortung dieser Frage wurde eine Pipe-
line entwickelt, die als Eingabe die folgenden Daten erhélt: 1. Tomaten-ESTSs, 2. Das Genom
von Arabidopsis thaliana, 3. Tomaten-Marker inklusiver ihrer Kartierungspositionen und 4.
Expressionsdaten von Tomate. Anhand der Expressionsdaten werden die Tomatengene in
zwei Teilmengen unterteilt: Gene, die bei der Eisenaufnahme eine Rolle spielen, und solche,
die dabei keine Rolle spielen. Anschliefend werden die Tomaten-ESTs mit dem Genom von
Arabidopsis thaliana aligniert. Anhand der Kartierungspositionen der Tomatenmarker und
des berechneten Alignments mit dem Genom von Arabidopsis thaliana werden die synténen
Regionen zwischen beiden Genomen berechnet. Abschlielend wird mit Hilfe von Fisher’s
exact test bestimmt, ob die Gene, die bei der Eisenaufnahme in Tomate eine Rolle spielen,
signifikant héufiger in syntdnen Region liegen als die Gene der Kontrollgruppe, die bei der
Eisenaufnahme in Tomate eine Rolle spielen. Die Pipeline wurde so generisch entwickelt,
das sie fiir analoge Analysen in anderen Organismen genutzt werden kann. Die Analysen der
Tomatendaten ergaben, dass hier die Gene, die bei der Eisenaufnahme eine Rolle spielen,
verstérkt in syntédnen Regionen zwischen Tomate und Arabidopsis thaliana liegen [1]

2.1.5.6 Analyse von Sequenz-, Marker-, Passport-, Phinotyp- und Wetterdaten

Allele Mining Es wurde festgestellt, dass Resistenzen gegen das Barley yellow mosaic
virus (BaYMV) und das Barley mild mosaic virus (BaMMV) mit der Sequenzvariabilitit
des Gersten-Gens Hv-elF-4E zusammenhéngen. Bei einem Screening auf Polymorphismen in
diesem Gen wurden 672 Akzessionen sequenziert und dabei 30 exonische Polymorphismen
gefunden, die zu 44 Haplotypen fithren. In Kooperation mit den Arbeitsgruppen Genom-
diversitit und Quantitative Evolutiondre Biologie wurden Algorithmen entwickelt, um er-
stens die Anzahl der Haplotypen in der Gesamtkollektion aller Gerstenakzessionen der IPK
Genbank abzuschétzen und zweitens besonders aussichtsreiche Kandidaten fiir die weitere
Sequenzierung vorzuschlagen.

Die Gesamtkollektion enthélt ca. 21.000 Akzessionen, von denen fiir 13.799 Passport- und
phénotypische Daten zur Verfiigung stehen. Analysen unserer Kooperationspartner haben
ergeben, dass populationsgenetische Modelle fiir diese Fragestellung ungeeignet sind. Daher
wurden verschiedene alternative Modelle aus der Statistik und Sequenzanalyse implementiert
(Abschnitt und auf diese Fragestellung angewendet. Eine Kreuzvalidierung ergab,
dass das derzeit erfolgreichste Modell ein Bayes Baum ist (Abbildung [16)).

Dieses Modell sagt 270 + 20 Haplotypen fiir eine Population von 13.799 Akzessionen
vorher (Abbildung . Unter Hinzunahme von phéanotypischen und Passportdaten wurde
der Datensatz aufgeteilt, um dadurch die Vorhersagegenauigkeit weiter zu erhéhen. Es er-
gab sich, dass die Teilung der Population nach ihrer Anfilligkeit sowie ihrer Herkunft die
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Abbildung 16: Struktur des Bayes Baums, der auf den Sequenzdaten der 672 Akzessio-
nen trainiert wurde. Der Baum zeigt statistische Abhéngigkeiten (Kanten) zwischen den
verschiedenen polymorphen Positionen. Interessant sind die vielen Kanten zwischen nicht-
benachbarten Positionen, die durch ein einfaches Kopplungsungleichgewicht zwischen be-
nachbarten Positionen nur partiell modelliert werden kénnen.

Vorhersagegenauigkeit am stéarksten erhohte. Da die Herkunft der Akzessionen in fast allen
Féllen bekannt ist und damit leicht aus dem Plant Data Warehouse extrahiert werden kann,
wurde diese Teilung genauer untersucht. Dabei stellte sich heraus, dass die Diversitéit des
Hv-elF-4E Gens in den européischen Akzessionen besonders gering ist, wihrend sie in den
ostasiatischen Akzessionen besonders hoch ist.

Passportdatenbrowser Passportdaten bilden einen wichtigen Teil der Daten iiber
pflanzengenetische Ressourcen. Daher wurde eine Anwendung fiir das Plant Bioinforma-
tics Portal entwickelt, um alle in den Passportmart des Plant Data Warehouse integrier-
ten Passportdaten durchsuchen zu konnen. Dieser Passportdatenbrowser stellt eine wich-
tige Ergénzung zu den Weboberflichen der Europiischen Gerstendatenbank EBDB und
der Européischen Poadatenbank EPDB dar (Abschnitt [2.1.1)). Insbesondere ermoglicht
er die direkte Verkniipfung der Passportdaten mit den in den Phenomart integrierten
Charakterisierungs- und Evaluierungsdaten.

Wetterdaten Die Analyse von phénotypischen Daten im Kontext von molekularen Da-
ten sowie Passport- und Umweltdaten riickt verstéirkt in den Fokus der Pflanzenziichter. Bei
der Analyse von Korrelation zwischen molekularen Daten und phénotypischen Daten ist es
wichtig, d&ulere Einfliisse, wie z. B. Wettereinfliisse, zu beriicksichtigen. Um diese Wetterein-
fliisse mathematisch addquat beriicksichtigen zu kénnen, ist es notwendig, die Korrelationen
innerhalb der Wetterdaten modellieren zu konnen. Bei der Untersuchung von Korrelatio-
nen innerhalb der Wetterdaten stieflen wir auf zwei interessante Beobachtungen, die durch
keines der bekannten stochastischen Modelle reproduziert werden konnten. In Zusammenar-
beit mit Prof. Podobnik, Universitit Zagreb, gelang es uns, fiir jedes der beiden beobachten
Phénomene ein stochastisches Modell zu entwickeln [8, 9].

Diversity Studies Toolkit In Kooperation mit der Arbeitsgruppe Genomdiversitét
wurde eine Pipeline zur Analyse von Marker-, Phanotyp- und Passportdaten entwickelt.
Das Diversity Studies Toolkit nutzt fiir Berechnungen die Statistiksprache R und bietet
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Abbildung 17: Erwartungswert der Anzahl der Haplotypen als Funktion der Anzahl der
Akzessionen. Die Kurve wéachst monoton und erreicht einen Wert von 270 4+ 20 Haplotypen
fiir eine Population von 13.799 Akzessionen. Die Standardabweichung von 20 ergibt sich aus
Extrapolationen der Kreuzvalidierungen.

generische Suchformulare zum Zusammenstellen und Klassifizieren von Genbankobjekten,
wie Akzessionen, Partien oder Aufwiichse. DiSTo bietet derzeit die folgenden Funktionen:

1. Deskriptive Statistiken iiber eine Auswahl von genetischen, phéanotypischen oder Pas-
sportattributen

2. Ermittlung populationsgenetischer Parameter durch AMOVA (Analysis of Molecular
VAriances)

3. 3. Berechnung von genetischen Absténden, deren Visualisierung sowie Clusterung und
Rekonstruktion genetischer Baume

4. Multivariate Analyse durch Hauptkomponentenanalyse und die 2D- bzw. 3D-
Visualisierung der Ergebnisse

Pyrosequenzierungsdaten zu einer 2906 Akzessionen umfassenden Lolium Kollektion wur-
den aus der Pyrosequencing Datenbank PSQDB in den Markermart des Plant Data Ware-
house integriert. Des weiteren wurden die dazugehorigen Passport- und Charakterisierungs-
und Evaluierungsdaten aus dem Genbank Informationssystem GBIS in den Passportmart
und Phenomart integriert. Der Diversitdtsmart wurde erstellt und mit einer strukturierten
Teilmenge dieser Daten befiillt, um komplexe und doméneniibergreifende Analysen dieser
Daten zu erméglichen.

Im Rahmen des Teilprojektes Finsatz molekularer Marker zur Eliminierung von Dupli-
katen innerhalb des Projektes Aufbau einer bundeszentralen ex situ Genbank fir landwirt-
schaftliche und gartenbauliche Kulturpflanzen: Zusammenfihrung der Genbanken des IPK
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Gatersleben und der BAZ Braunschweig wurde DiSTo intensiv genutzt, um die Pyrosequen-
cing Daten gemeinsam mit den Passport- und Phénotyp-Daten der Lolium Sammlung zu
analysieren.

Der Diversitatsmart und DiSTo wurden so entworfen, dass sie in Zukunft arteniibergrei-
fend zur integrativen Analyse von Pyrosequenzierungs-, Passport- und Evaluierungsdaten
genutzt werden konnen.

Knoblauchkernkollektion Die Gattung Allium umfasst ca. 600 Arten, deren Ver-
breitungsgebiet sich iiber die Holarktis, Paleotropis und Neotropis erstreckt. Am IPK Ga-
tersleben wurde wihrend der vergangenen 20 Jahre eine umfassende Lebendsammlung eta-
bliert, die die Grundlage fiir die morphologische, anatomische, entwicklungsphysiologische,
karyologische und molekulare Untersuchung vieler Arten bildet. Innerhalb der Kulturarten-
Sammlung nimmt neben der Kiichenzwiebel der Knoblauch (Allum sativum L.) eine vor-
rangige Stellung ein. Wegen seiner ausschliefllich vegetativen Erhaltungsweise muss diese
Allium-Art in klonalen Akzessionen gehalten werden, die besonders hohen Betreuungsauf-
wand erfordern, da sie nicht als Saatgut gelagert werden kénnen. Ihre gute Charakterisierung
ist deshalb besonders wichtig. Von den 540 Knoblauch Akzessionen, die derzeit am IPK be-
treut werden, wurden im Rahmen eines EU-Projektes 124 Akzessionen herausgestellt, die
unter dem Gesichtspunkt einer moglichst guten Représentanz der Gesamtsammlung nun als
Kernkollektion des IPK bezeichnet wird (Abbildung [18)).

Um diese am IPK Gatersleben gefithrte Garlic Core Collection im Internet zu préisen-
tieren, wurden Bilddaten der Arbeitsgruppe In vitro Erhaltung und Cryo-Lagerung zu Al-
lium sativum mit den dazugehorigen Passport- und Evaluierungsdaten in das Plant Data
Warehouse integriert. In Zusammenarbeit mit den Arbeitsgruppen Invitro Erhaltung und
Cryo-Lagerung, Bioinformatik, Genbankdokumentation und Genomdiversitat sowie der Gen-
bankauflenstelle Malchow wurde eine webbasierte Anwendung entwickelt und in das Plant
Bioinformatics Portal integriert, die dem Nutzer die Eingabe von Akzessionsnummern in ein
Textfeld oder die Auswahl von Akzessionen aus einer Auswahlliste ermoglicht (Abbildung
19).

Als Resultat werden Passport- und Evaluierungsdaten der Akzessionen gelistet. Dariiber
hinaus werden Thumbnail-Bilder verschiedener morphologischer Teile der Knoblauchpflanzen
dargestellt (Abbildung [20)). Die Bilder sind in die folgenden Kategorien eingeteilt: outside
view of plants, bulbs and cloves, bulb structure, field pictures, inflorescence and bulbils und
other pictures. Die Details werden per Mausklick in hoherer Auflésung zur Verfiigung gestellt.
Auflerdem wird die chronologische Abfolge der Ontogenese von Infloreszenzen und Bulbillen
dargestellt.

2.1.5.7 Ubergreifende Anwendungen

Cluster Execution Framework Viele Bioinformatikanwendungen sind sehr rechen-
intensiv. Thre Laufzeit wiirde auf einem einzigen Prozessor oft Monate iibersteigen. Zur
Berechnung solch rechenintensiver Jobs steht am BIC-GH der im Rahmen des Plant Data
Warehouse Projektes beschaffte Linuxcluster zur Verfiigung. In Kooperation mit der Ar-
beitsgruppe Bioinformatik wurde fiir das Plant Bioinformatics Portal ein Softwaresystem,
das Cluster Fxecution Framework, entwickelt, welches es ermoglicht, die iiber das Plant Bio-
informatics Portal gestarteten Anwendungen auf dem Linuxcluster laufen zu lassen. Dieses
Softwaresystem ermoglicht auflerdem die datenbankgestiitzte Verwaltung aller Jobs der ver-
schiedenen Bioinformatikanwendungen iiber eine webbasierte Nutzeroberfliche. Weiterhin
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Abbildung 18: Startseite der Garlic Core Collection im Plant Bioinformatics Portal.

wurden SOAP Web Services entwickelt, die den Zugriff auf viele Funktionen des Systems
ermoglichen. Die generische Nutzeroberfliche bietet ohne weiteren Mehraufwand Eingabe-
und Steuermasken fiir neue Anwendungen, die iiber eine Verwaltungskomponente eingebun-
den werden konnen. Das Cluster Execution Framework ermoglicht z. B. die Berechnung von
Blast und MEME sowie Blat, GeneSeqer, Primer3, Sim4 und Spidey.

Java Framework Viele der erhobenen Use Cases erfordern Datenanalysen mit Hilfe
von graphischen Modellen. Dafiir wurde in Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe Bioinfor-
matik der Martin-Luther-Universitdt Halle-Wittenberg ein Java Framework erstellt, das die
Implementierung, Testung und Nutzung dieser Modelle ermoglicht. Durch die Nutzung der
Programmiersprache Java ist es moglich, das Framework plattformunabhéngig zu nutzen.

Neben den héufig bendtigten Modellen der Sequenzanalyse, wie z. B. homogenen und
inhomogenen Markov Modellen, Permuted Markov Modellen, Bayesnetzen oder Maximum
Entropie Modellen, enthélt das Java Framework auch allgemeine Implementierungen fiir de-
ren Mischmodelle und Klassifikatoren. Des weiteren wurden verschiedene Lernalgorithmen
fiir all diese Modelle und Modellkombinationen implementiert sowie verschiedene Moglich-
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Abbildung 19: Formular fiir die Suche nach Akzessionsnummern von Knoblauch-Akzessionen
der Garlic Core Collection.

keiten zur Auswertung von Klassifikatoren (Kreuzvalidierung, stratified holdout sampling,
verschiedene Giitemafe, etc.). Die allgemeine Implementierung erlaubte und erlaubt es, mit
sehr geringem Aufwand neue Problemstellungen zu bearbeiten, indem die vorhandenen Klas-
sen miteinander kombiniert werden.

Das Java Framework konnte bereits innerhalb der Projektlaufzeit erfolgreich fiir ver-
schiedene Anwendungsfille eingesetzt werden. Viele der im Folgenden genannten Analyse-
programme konnten nur mit Hilfe dieses Java Framework effizient implementiert werden.
Dariiber hinaus ermoéglichte das Java Framework auf dem Gebiet der Diversitédtsforschung
die fiir die IPK Genbank sehr wichtige Berechnung der erwarteten Anzahl von Haplotypen
des elF4E-Gens in der mehr als 20.000 Akzessionen umfassenden Gerstenkollektion des IPK
Gatersleben.

Diskriminative Lernverfahren Initiiert durch den Gastaufenthalt von Jesis Cerqui-
des, Universitdt Barcelona, am BIC-GH im Sommer 2006 und durch moderne Entwicklungen
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Abbildung 20: Ergebnis der Suche mit Darstellung der Thumbnail-Bilder und Angabe von
Passport- und Evaluierungsdaten der Knoblauch-Akzessionen.

auf dem Gebiet des maschinellen Lernens wurden Methoden des diskriminativen Lernens fiir
die im Java Framework implementierten Modelle entwickelt. Diese Verfahren, wie z. B. das
Mazimum Conditional Likelihood Verfahren oder das Supervised Posterior Verfahren, erfor-
dern einen weit hoheren Rechenaufwand als z. B. das Maximum Likelihood Verfahren oder
das Mazimum A Posteriori Verfahren, liefern aber dafiir signifikant genauere Vorhersagen
21}, [22, [23]. Abbildung[21]zeigt die hohere Genauigkeit des Mazimum Conditional Likelihood
Verfahrens bei der Erkennung von Spleifistellen im Vergleich zum Mazimum Likelihood Ver-
fahren und zum derzeit weltbesten Verfahren basierend auf Mazimum FEntropie Modellen.
Abbildungen [22| und [23| zeigen das mit Hilfe des Supervised Posterior Verfahrens gefundene
Sequenzlogo sowie die Unterschiede zum Sequenzlogo, das mit dem herkémmlichen Maxi-
mum A Posteriori Verfahren gefunden wurde. Durch die Integration dieser Lernverfahren in
das Java Framework stehen sie nun allen Nutzern frei zur Verfiigung.

2.1.6 AP6 Erstellung des Plant Bioinformatics Portals als zentrale Prisen-
tationsplattform des BIC-GH und aller in das Plant Data Warehouse
integrierten Anwendungen

Das Plant Bioinformatics Portal (http://www.bic-gh.de) bildet den zentralen Einstiegspunkt
fiir Nutzer des Plant Data Warehouse. Es wurde in Kooperation mit unserem Industriepart-
ner B.I.M.-Consulting entwickelt. Zum Einsatz kam dabei die Oracle Portal Technologie. Die
detaillierte Vorstellung des Plant Bioinformatics Portal erfolgt im Abschlussbericht unseres
Industriepartners.
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Abbildung 21: Genauigkeit der Klassifikation von Spleiflenstellen, quantifiziert durch die
Fldche unter der ROC Kurve (oben) und den maximalen Korrelationskoeffizienten (unten),
als Funktion der Modellordnung. Die durchgezogenen Kurven zeigen die Klassifikations-
genauigkeiten fiir Modellkombinationen, deren Parameter mit dem klassischen Maximum
Likelihood Lernverfahren bestimmt wurden. Die gestrichelten Kurven zeigen die Klassifi-
kationsgenauigkeiten fiir Modellkombinationen, deren Parameter mit dem diskriminativen
Mazximum Conditional Likelihood Lernverfahren bestimmt wurden. Die horizontalen Linien
zeigen die Klassifikationsgenauigkeiten des derzeit weltbesten Modells zur Erkennung von
Spleifistellen. Man erkennt, dass unabhingig vom gewéahlten Mafl der Genauigkeit der Klas-
sifikation das diskriminative Mazimum Conditional Likelihood Lernverfahren in allen Fallen
eine signifikante Verbesserung der Klassifikation von Spleifistellen gegeniiber dem klassischen
Mazimum Likelihood Lernverfahren liefert . Man erkennt auflerdem, dass das diskriminative
Mazximum Conditional Likelihood Lernverfahren eine genauere Klassifikation als das derzeit
weltbeste Modell zur Erkennung von Spleilenstellen erméglicht.
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Abbildung 22: Sequenzlogo des diskriminativ gelernten PWM Modells des Transkriptionsfak-
tors AR/GR/PR. Die konservierten Positionen treten deutlicher hervor als im Sequenzlogo
des generativ gelernten PWM Modells, was zu einer genaueren Erkennung von AR/GR /PR
Bindungsstellen in genomweiten Motiv-Suchen fiihrt.

Position

Abbildung 23: Differenz des neuen (diskriminativ gelernten) und alten (generativ gelernten)
Sequenzlogos. Man erkennt deutlich die Positionen, an denen sich das neue von dem alten
Sequenzlogo unterscheidet. Interessanterweise sind die Unterschiede im Kern der Bindungs-
stelle, d. h. im Bereich der gréfiten Konserviertheit, am starksten.

2.1.7 APT Versionskontrolle

Es ist voranzustellen, dass Daten aus Operativsystemen des IPK Gatersleben und IPB Hal-
le sowie aus 6ffentlichen Datenbanken keiner Versionskontrolle des Plant Data Warehouse
unterliegen. Im Plant Data Warehouse wird beim Import-Prozess die jeweilige Version do-
kumentiert. Es wird davon ausgegangen, dass bei offentlichen Quellen ein Zugriff auf die
entsprechende Version jederzeit beim Anbieter des Systems moglich ist. Fiir die Verwaltung
dieser Versionsbeschreibungen kommt das Meta Data Repository zum Einsatz. Eine Be-
schreibung des Meta Data Repository erfolgt im Abschlussbericht unseres Industriepartners
B.I.M.-Consulting mbH. Fiir die Analyseprogramme wird das Standardversionierungssystem
CVS verwendet.

2.1.8 APS8 Kurations-System

Fiir die Datenkuration wurde Feedbacksystem mit unserem Industriepartner entwickelt. Die-
ses ist direkt im Plant Bioinformatics Portal integriert und ermoglicht die Kommunikation
der Anwender mit den Anwendungsentwicklern bzw. Portalbetreibern. Innerhalb des Feed-
backsystem konnen je nach Anfrage- bzw. Kurationswunsch (z. B. Fehlermeldung fiir ein
Analysewerkzeug bzw. Probleme mit den im Plant Data Warehouse integrierten Daten) die
eingehenden Anfragen verschiedenen Bearbeitern zugewiesen werden. Der gesamte Prozess
wird im Kurations-System dokumentiert und ist so jederzeit nachvollziehbar. Als Reaktion
erfolgt eine Bereinigung der Daten innerhalb des Plant Data Warehouse. Eine detaillier-
te Beschreibung des Kurations-Systems liegt im Abschlussbericht unseres Industriepartners
Vor.
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2.1.9 AP9 Synchronisation und Dokumentation

Die Datenimports in das Plant Data Warehouse sind im Dokumentationsportal detailliert
beschrieben. Parallel dazu sind die Prozeduren im Oracle Warehouse Builder gespeichert.
Die Nutzung dieser Quellen erméglicht eine Synchronisation beim Datenimport.

Alle entwickelte Anwendungen wurden dokumentiert. Konkret wurden alle Java Klas-
sen inklusive aller Methoden, Konstruktoren und Variablen im Quelltext dokumentiert. Alle
Klassen wurden in Java Packages zusammengefasst, und jedes Package wurde in englischer
Sprache dokumentiert. Durch javadoc konnen alle Dokumentationen in ein HTML-lesbares
Format umgewandelt werden. Die dadurch generierten HTML-Seiten enthalten alle Infor-
mationen iiber die einzelnen Klassen, die Packages, die Ableitungshierarchie sowie einen
Gesamtiiberblick und einen Index. Um eine nachhaltige Nutzung der Dokumentation zu
gewahrleisten, wurden alle Dokumentationen in englischer Sprache verfasst.

Alle Quelltexte und Dokumentationen liegen im zentralen C'VS Repository des BIC-GH.
Dies ermoglicht eine parallele Weiterentwicklung aller Anwendungen durch mehrere Pro-
grammierer bzw. Programmierteams. Auflerdem erlaubt es eine Versionskontrolle und das
Verfolgen der History. Zudem wurde ein Wiki aufgesetzt, welches den Programmieren und
Anwendern eine Diskussionsplattform bietet, um ihre Fragen und Probleme effektiv zu kom-
munizieren sowie auf Fragen und Probleme anderer Programmierer und Anwender zu ant-
worten.

Weiterhin wurden alle Datenintegrationsprozesse dokumentiert und alle Abhéngigkeiten
erfasst. Fiir die hauptséchlich biologischen Nutzer wurden detaillierte Beschreibungen der
Funktionalititen des Plant Data Warehouses sowie der Prozessfliissse in Form eines User
Guide erstellt Fiir die Sicherstellung des Weiterbetriebs sowie mégliche Erweiterungen wurde
ein Developer Guide erstellt. Des weiteren wurden Tutorien entwickelt, die den Nutzern eine
intuitive Dokumentation anbieten. Zur interaktiven Benutzung der Anwendungen wurden
ebenfalls Wizards entwickelt, die die Fithrung durch alle Analyseprozesse ermdéglichen und
dem Anwender Vorschldge iiber mogliche weitere Schritte innerhalb eines Analyseprozesses
unterbreiten.

2.1.10 AP10 Backup-Strategie

Alle Daten, die im Plant Data Warehouse integriert sind, werden auf dem zentralen Da-
tenbankserver des BIC-GH gespeichert. Dieser ist in das zentrale Backup-System des IPK
Gatersleben integriert. Neben der Sicherung der Datenbank sind alle weiteren Server, die fiir
den Betrieb des Plant Bioinformatics Portal verantwortlich sind, in die Datensicherung des
IPK Gatersleben eingebunden. Die Administrations-Verantwortlichkeiten liegen dabei bei
hausinternem Personal, was eine langfristige Datensicherung auch in Zukunft ermoglicht.

Die entwickelte Datensicherungsstrategie hat sich in der Praxis bereits bewahrt. Sowohl
fiir die Datenbank als auch fiir den Application Server wurde aufgrund von Hardwaredefekten
eine der Daten aus dem Backup notwendig. Bei allen in der Vergangenheit aufgetretenen
Hardwaredefekten wurde die Datenriicksicherung erfolgreich von den Systemadministratoren
realisiert.

2.1.11 AP11 Wartungsplan

Um die Wartung des Plant Data Warehouse nach Auslaufen der Foérderphase abzusichern,
wurden alle Datenbestéinde in die zentrale Oracle-Datenbank des IPK Gatersleben migriert
(Abschnitt [2.1.10)), deren Administration durch Personal des IPK Gatersleben abgesichert
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de bicgh seqsignals.data
getElementAt] inti ). For fast sequential access it is recommended to use an ElementTterator,
de_hicgh segsignals data.sequences

de.bicgh.seqsignals.io
de.hicgh.seqsignals.models

public class Sample
extends java.lang.Object

This is the class for any sample of sequences. All sequences in a sample have to have the same AlphabetContainer. The
sequences may have different lengths

For the internal representation the class Sequence is used, where the external alphabet is converted to integral numerical
walues. The class Sample knows about this coding via instances of class AlphabetContainer repsctively Alphabet

Sample is immutable

de.hicgh segsignals.models.continuous
Author:
de bicgh seqsignals.models discrete ’
" " . Jens Keitwagen
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See Also:
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e bicgh.seqsignals.models.em motif.positionprior
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Field Summary
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de_hicgh seqgsignals.models libra enerative factorial graphbe
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. . Sample (ilphobetContainer sbe, StringExtractor sej

de bicgh seqsignals data Creates a Sample from a StringExctractor using the given AlphabetContainer.

Classes

Alnhanet Sample (ilphabetContainer abe, StringExtractor se, int subseguencelength)
AlphabstContainer Creates a Sample from a StringExctractor using the given AlphabetContainer and all ovetlapping windows of
AlphabetContainerParameterSet subsequenceLength

AlphabetContainerParameterset AlphabetArrayParameterset
AlphabetContainerParameterSet. SectionDefinedAlphabetParame | | Sample (AlphebetContainer abe, StringExtractor se, Java.lang.3tring delim)
ContinuousAlphabet Creates a Sample from a StringExctractor using the given AlphabetContainer and delimiter
ContinuousAlphabet ContinuousAlphabetParameterset
DiscreteAlphabet

Sample (AlphabetContainer sbe, StringExtractor se, java.lang.String delim,

DistreteAlphahet DiscreteAlphabetParameterSet int subsequencelength)

Sample Creates a Sample from a StringExctractor using the given AlphabetContamer, the given delimiter and all
Sample.Elementiterator overlapping windows of subsequencelengrh,

Sample WeightedSampleF actory

Sequence Sample (Sample s, int subsequencelength)

Sequence ComposteSequence This constructor enables you to use subsequences of the elements of a sample

SEQUENce SUDSEOUENCE

StringExtractor Sample (Sample =, int subsequencelength, boolean copyl

SymbolExtractor This constructor enables you to use subsequences of the elements of a sample
Exceptions Sample (java.lang.String annotation, Seguence... seqs)
DoublesSymbolException This constructor is specially designed for the method emitSample from Abstracthdodel

EmptySampleException
wronglengthException

4 | 0|

!Method Summary ‘

Abbildung 24: Teilansicht des in englischer Sprache dokumentierten Java Framework.

ist. Durch die vorhandene Dokumentation ist es dem vorhandenem Personal moglich, die
Wartungsmafinahmen sowie neue Datenimporte durchzufiihren.

Die Pflege der Serversysteme auf Betriebssystemebene wird ebenfalls durch Personal des
IPK Gatersleben abgedeckt. Fiir die Wartung der Oracle Portal Software ist aktuell ein
externer Serviceprovider verantwortlich.

2.1.12 Abschlussbemerkungen

Die Arbeiten der Arbeitsgruppe Plant Data Warehouse wurden bislang in mehreren Artikeln
in wissenschaftlichen Zeitschriften und referierten Konferenzbéanden publiziert. Besonders
hervorzuheben ist, dass die Arbeiten nicht nur mit anderen Bioinformatik-Gruppen, sondern
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in vielen Féllen mit biologischen Anwendern entstanden sind. Diese Publikationen zeigen,
dass sich das Plant Data Warehouse als eine Integrationsplattform fiir pflanzliche Daten
und das Plant Bioinformatics Portal mit den integrierten Anwendungen als ideale Plattform
fiir die tédgliche Arbeit der biologischen Anwender entwickelt hat. Das Plant Bioinformatics
Portal wurde seit der Freischaltung am 23. Marz 2006 20.575 mal durch Anwender aus 64
Léndern genutzt.

2.2 Voraussichtlicher Nutzen, Verwertbarkeit

Das wissenschaftlich-technische Hauptergebnis des Vorhabens ist die Entwicklung des Plant
Data Warehouse, welches doméneniibergreifende Analysen von Sequenz-, Expressions-, und
Metabolomdaten, taxonomischen, genotypischen und phénotypischen Daten sowie Daten zu
pflanzengenetischen Ressourcen erméglicht. Diese Analysen sind von groflem Nutzen fiir die
Biologen und Ziichter auf dem Gebiet der Kulturpflanzenforschung weltweit als auch fiir die
Wissenschaftler am IPK Gatersleben und IPB Halle.

Das Plant Data Warehouse erlaubt beispielsweise (i) Diversitiatsstudien von Lolium,
Poa oder anderen Nutzpflanzen durch Integration von Pyrosequenzierungs-, Passport- sowie
Charakterisierungs- und Evaluierungsdaten, (ii) die integrative Analyse von Sequenz- und
Markerdaten, die gegenwirtig in verschiedenen Grofiprojekten auf dem Gebiet der Pflanzen-
genomforschung produziert werden, oder (iii) die Analyse von Sequenz-, Expressions- und
ChIP/chip-Daten von Arabidopsis thaliana und anderen vollstéindig sequenzierten Pflanzen-
genomen.

Die offentliche Freigabe des Plant Data Warehouse und der darin integrierten Analy-
sesoftware zur kostenlosen Nutzung durch alle Wissenschaftler der Welt hat dazu gefiihrt,
dass das Plant Data Warehouse inzwischen von mehr als 1000 Nutzern pro Monat verwendet
wird. Des weiteren werden viele der fiir das Plant Data Warehouse entwickelten Anwendun-
gen, z. B. auf dem Gebiet der Erkennung cis-regulatorischer Elemente, inzwischen weltweit
genutzt. Eine Kommerzialisierung des Plant Data Warehouse und seiner Komponenten ist
derzeit nicht geplant.

2.3 Fortschritte bei anderen Stellen

Auf dem Gebiet der Entwicklung einzelner Anwendungen zur Analyse und Visualisierung
von Hochdurchsatzdaten der modernen Genom- und Postgenomforschung hat es in den letz-
ten fiinf Jahren Fortschritte durch viele verschiedene Gruppen gegeben. Diese kénnen hier
im einzelnen nicht aufgezahlt, sondern nur an Hand der folgenden vier Beispiele illustriert
werden.

Die automatische Annotation von Spleifistellen ist von groflem Interesse nicht nur auf dem
Gebiet der Pflanzengenomforschung. Durch Gene Yeo und Chris Burge vom Massachusetts
Institute of Technology, Cambridge, USA, wurde ein neues Modell zur Erkennung von Spleif3-
stellen entwickelt und in der Fachzeitschrift Journal of Computational Biology im Jahr 2004
publiziert. Das Maximum Entropie Modell erlaubt statistische Abhéngigkeiten auch zwischen
nicht-benachbarten Positionen einer Spleifistelle, was zu einer Verbesserung der computer-
gestiitzten Vorhersage von Spleifistellen fiithrt. Dieses Modell konnte jedoch zum einen durch
die Verwendung diskriminativer Lernverfahren (Abschnitt und zum anderen durch
die Entwicklung von Maximum Entropie Mischmodellen und des BGIS Algorithmus (Ab-
schnitt verbessert werden [23].

Zur Erkennung kurzer DNA Motive, wie z. B. Transkriptionsfaktorbindungsstellen, haben
Xiaoyue Zhao und Kollegen von der University of California, Berkeley, USA, ein neues stocha-
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stische Modell entwickelt und im Jahr 2005 in der Fachzeitschrift Journal of Computational
Biology publiziert. Das Variable Order Permuted Markov Modell stellt eine Verallgemeine-
rung der Variable Order Markov Modelle und Permuted Markov Modelle dar und ermdoglicht
eine genauere Erkennung von kurzen DNA Motiven als andere bis dahin entwickelte Modelle.
Die im Rahmen des Plant Data Warehouse Projektes entwickelten VOB Modelle (Abschnitt
gehen jedoch iiber dieses Modell hinaus und erméglichen eine weitere Steigerung der
Genauigkeit der Erkennung kurzer DNA Motive [5} |10} |14].

Auf dem Gebiet der Analyse von arrayCGH Daten im Kontext genomischer Nachbar-
schaft wurde durch Oscar Rueda und Ramon Diaz-Uriarte vom Spanish National Cancer
Centre, Madrid, Spanien, der RJaCGH Algorithmus entwickelt und im Jahr 2007 in der
Fachzeitschrift PLoS Computational Biology publiziert. Dieser Algorithmus stellt eine Wei-
terentwicklung der Hidden Markov Modelle dar und wurde spezifisch fiir die Erkennung von
Segmentduplikationen optimiert, reicht jedoch nicht an die im Rahmen des Plant Data Ware-
house Projektes entwickelten Methoden zur Analyse von Expressionsdaten und ChIP /chip-
Daten im Kontext genomischer Nachbarschaft heran (Abschnitt [2.1.5.4).

Ein neuer Algorithmus zur diskriminativen Suche von Sequenzmotiven in DNA- und
Proteinsequenzen wurde durch Emma Redhead und Timothy Bailey von der University of
Queensland, Brisbane, Australien im Oktober 2007 in der Fachzeitschrift BMC' Bioinforma-
tics publiziert. Dieser Algorithmus wendet das Mazimum Conditional Likelihood Verfahren
(Abschnitt zur Vorhersage von de-novo Transkriptionsfaktorbindungsstellen (Ab-
schnitt an. Der EMMA Algorithmus ist jedoch in verschiedener Hinsicht flexibler
als der DEME Algorithmus. So erlaubt der EMMA Algorithmus unter anderem die Suche
nach cis-regulatorischen Modulen sowie die Verwendung von komplexeren Modellen fiir die
DNA Motive und den Sequenzhintergrund, von sequenz-spezifischen Wahrscheinlichkeiten
fiir das Vorhandensein von Transkriptionsfaktorbindungsstellen und von Strang- und Posi-
tionspréferenzen (Abschnitte [2.1.5.1j und [2.1.5.7)).

Im Gegensatz zu diesen und vielen weiteren Fortschritten bei der Entwicklung einzelner
Anwendungen ist auf Gebiet der integrativen Analyse von molekularen Daten und Daten
zu pflanzengenetisch Ressourcen kein dem Plant Data Warehouse vergleichbares System auf
dem Gebiet der Kulturpflanzenforschung entstanden.
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