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Summary

DIANA (Dna Interactive Artificial Neural-network Analysis) is a software package for the
analysis of gene sequences. It allows a precise determination of splicing positions and coding
regions in the human genom. The method is based on cascading neural networks, which were
specially trained for the identification of human genes. DIANA has got a graphical user interface
that is easy to understand. The analysis of 100.000 base pairs takes only a few seconds on a

standard workstation. DIANA can be extended for further organisms.

Einfiihrung

Die derzeit durchgefiihrte maschinelle Sequenzierung der DNA mehrerer Organismen liefert in
kurzer Zeit groBe Datenmengen. Durch den zunehmenden Einsatz automatischer Sequenzie-
rungsmethoden kann jedoch die Auswertung und Analyse kaum noch mit dem Tempo der
anfallenden Daten Schritt halten. Das Sequenzanalysesystem DIANA bietet die Mbglichkeit der
schnellen und leistungsfihigen Sequenzanalyse auf der Basis von kiinstlichen neuronalen Netzen.
Bis jetzt stehen die meisten groBeren Programme zur Bewiltigung dieser Aufgabe in Form von
Mailservern [XEM*94], [GKDS92] zur Verfiigung. Eine detaillierte Auswertung von groBen
Datenmengen ist mit diesen Systemen nur unbefriedigend moglich. Die Genauigkeit bei der
Erkennung der Genstrukturen ist bei den vorhandenen Systemen ebenfalls noch nicht ausreichend.
Die Ergebnisse der verschiedenen Methoden unterscheiden sich oft und ergéinzen sich in vielen
Fillen gegenseitig. Dies ist ein Hinweis auf das groBe vorhandene Potential zur Verbesserung der

Vorhersage.

Gensequenzanalyse mit neuronalen Architekturen

Gene bestehen aus Exons, welche in kodierender Form die Information zum Aufbau der Proteine
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beinhalten. Exons werden von nicht kodierenden Bereichen unterbrochen, die man als Introns
bezeichnet. Am Beginn jedes Introns befindet sich die Akzeptorstelle, am Ende des gleichen
Abschnittes die Donorstelle. Diese Stellen werden Spleistellen genannt. Die Gensequenzanalyse
in DIANA basiert auf hierarchischen neuronalen Netzwerken. Fiir die Vorhersage der Exons und
der SpleiBstellen werden mehrere, separat trainierte Netzwerke zu einer Analyseeinheit ver-

schaltet [HR95].

In der ersten Analysestufe wird ein Fenster mit vorgegebener Breite (hier 91 Nukleotide) iiber die
Nuleotidsequenz geschoben. Die Nukleotide werden einem hierarchischen vorwirtspropagieren-

den Netz in unir kodierter Form, d.h. mit 4 Neuronen fiir jedes Nukleotid prisentiert (Abb. 1).
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Abb. 1: Erkennung der kodierenden Bereiche mit einem hierarchischen neuronalen Netz. Ein
Fenster wird iiber die DNA-Sequenz geschoben. Die Eingabewerte des neuronalen
Netzes entsprechen der unidren Kodierung der Nukleotidsequenz. Jedes Nukleotid
wird durch die Aktivititen der Ausgabeneuronen kodiert. Die Aktivititen der Aus-
gabeneuronen geben die Wahrscheinlichkeit an, mit der die Nukleotide in der Mitte

des Sequenzfensters zu einem kodierenden Bereich gehoren.

Dieses erste Netzwerk hat 20 interne Neuronen. Die Ausgabeaktivititen des Netzes reprisentie-
ren die Wahrscheinlichkeit, mit der das mittlere Nukleotid des betrachteten Fensters zu einem
Exon gehort (Abb. 2). Die aufeinanderfolgenden positiven Muster werden entlang der cDNA
durch Verschiebung des Fensters um jeweils drei Nukleotide erzeugt. Dadurch lernt das neurona-

le Netz, ein Muster nur dann als kodierend zu erkennen, wenn das erste Nukleotid des Musters
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Abb. 2: Die Ausgabe des ersten neuronalen Netzes entlang der Sequenz des Gens humactga.
Die Werte um 1 deuten auf eine kodierende Region hin. Hier sind eindeutig zwei

lingere und 3-4 kiirzere Exons zu erkennen.
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Abb. 3: Darstellung der jeweiligen relevanten Phase, gefiltert aus der Ausgabe des ersten

neuronalen Netzes (zweite Linie).

auch das erste Nukleotid in einem Codon ist. Daraus ergibt sich bei kodierenden Bereichen fiir
die Ausgangsaktivititen eine Periodizitdt mit einer Linge von drei Nukleotiden. Mit einem
einfachen Filter a8t sich die fiir die Translation richtige Phase unabhingig von der Stopcodon-
untersuchung ermitteln. Die Aktivititen der drei verschiedenen Phasen sind in Abbildung 3
dargestellt. In der zweiten Stufe werden die Ausgabewerte des ersten Netzwerkes einem zweiten
Netz zugefiihrt. Das zweite Netzwerk hat ein Eingabefenster der Linge 20, zwei innere Neuronen
und direkte Verbindungen von den Eingangs- zu den Ausgangsneuronen. Durch das zweite Netz

werden die Ergebnisse des ersten Netzwerkes deutlich verbessert (Abb. 4).
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Abb. 4: Die erste Linie beschreibt die Ausgabe des zweiten neuronalen Netzes. Zur besseren

Extraktion der Ergebnisse wurde noch eine Gaussglittung durchgefiihrt (zweite
Linie).

Der Anfang und das Ende einer kodierenden Region kénnen aufgrund des jeweils relativ langen

Sequenzfensters nur ungenau charakterisiert werden. Die genaue Lokalisierung dieser Grenzen

kann durch die Bestimmung der SpleiBstellen erreicht werden.

Diese Donor- und Akzeptorstellen werden im Gegensatz zu Exons durch ein kurzes Sequenzmu-

ster aus 10 bis 18 Nukleotiden charakterisiert. Deshalb werden sie bei ihrer Erkennung durch
neuronale Netze exakt lokalisiert.

T T 1 T T T
Acceptorstellen —
1.5 .
1F 1
0.5 - s AR N M a1 Y ]
1§ N ' \ i \ \ VA A
0 £ . e I \ s A YUY I\
1 1 1 1 1 1
0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500

Abb. 5: Die Akzeptorstellenvorhersage entlang der Sequenz zusammen mit der geglitteten

Aktivitdt der Exonvorhersage.
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Abb. 6: Die Donorstellenvorhersage entlang der Sequenz zusammen mit der geglitteten

Aktivitdt der Exonvorhersage.

Zur Erkennung von jeder SpleiBstelle wird jeweils ein Netz trainiert. Die relative Kiirze der
signifikanten Sequenz fiihrt dazu, daB auch nicht relevante Positionen mit einer falsch-positiv
Rate von 0.2% als SpleiB3stellen erkannt werden (Abb. 5, 6). Ein einfacher Algorithmus extrahiert
anschliefend die relevanten SpleiBstellen unter Beriicksichtigung der Vorhersage des zweiten
Netzes beziiglich der kodierenden Bereiche. Hier wird auch die Information der richtigen Phase
benutzt (Abb. 7). Falls ein Codon von einer Donorstelle unterbrochen wird, mu8 die nichste
Akzeptorstelle so gewihlt werden, daB die ersten Nukleotide des folgenden Exons dieses Codon

richtig ergénzen.
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Abb.7: Darstellung der richtigen kodierenden Bereiche und der SpleiBstellenvorhersage nach

der Extraktion bezgl. der geglitteten Aktivitit der Exonvorhersage.

Die modulare Systemarchitektur wird in der Abb. 8 veranschaulicht.
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Abb. 8: Kombinierte Erkennung von kodierenden Bereichen mit mehreren neuronalen Netzen.

Zum Training und Test der neuronalen Netze wurde der Stuttgarter Neuronale Netze Simulator
(SNNS) [ZMH*93], [RHM*95] verwendet. Die neuronalen Netzwerke zur Exon-Erkennung
wurden mit 60 menschlichen Genen trainiert. Der anschlieBende Test der Generalisierungsfihig-
keit erfolgte mit 5 Genen, welche insgesamt mehr als 30.000 Nukleotide aufweisen. Die besten
Testergebnisse erzielte der Lernalgorithmus Backpercolation [Jur91], [Zel94]. Bei diesem
Algorithmus wird fiir jedes Neuron ein interner Fehler berechnet. Die anschlieBende Adaption der
Gewichte zwischen den Eingangsneuronen und den internen Neuronen basiert auf diesen Fehler-
werten. Im Gegensatz dazu werden die gleichen Gewichte beim herkommlichen Lernalgorithmus
Backpropagation proportional zu dem am Ausgangsneuron berechneten Fehler adaptiert. Die
Verbindungsgewichte von neuronalen Netzen, die mit Backpercolation trainiert wurden, zeigen
geringere absolute Verbindungsstirken als die entsprechenden Gewichte nach dem Training mit
anderen Methoden, wie z.B. Backpropagation, Quickprop, Rprop. Dies ist ein Indiz fiir eine
bessere Generalisierungsleistung.

Zum Training des nachgeschalteten Netzwerkes zur Erkennung von kodierenden Bereichen und
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der Netzwerke zur Erkennung von Spleistellen wurde der Lernalgorithmus Cascade-Correlation
[FL90] benutzt. Durch diesen Algorithmus werden nicht nur die Gewichte in einem Netzwerk

adaptiert, sondern auch die Topologie des Netzwerkes optimiert.

Charakteristisch fiir die durch diesen Algorithmus entstehende Netztopologie sind direkte

Gewichtsverbindungen von den Eingangs- zu den Ausgangsneuronen.

Die Benutzeroberfliche von DIANA

Die Gensequenzen konnen iiber die graphische Benutzeroberfliche geladen werden. Zur Analyse
konnen Bereiche der Gensequenz markiert und beliebig vergroBert oder verkleinert dargestellt

werden. Die Ergebnisse der Vorhersagen werden graphisch als Intensitétsverlauf dargestellt. In
Abbildung 9 ist das Analysefenster von DIANA dargestellt. Es kénnen mehrere Fenster gleich-

zeitig aktiv sein und dadurch auch unterschiedliche Gensequenzen gleichzeitig analysiert werden.

Das Analysesystem DIANA verfiigt iiber ein leistungsfihiges Hypertext Hilfesystem. Das
Hilfesystem arbeitet kontextsensitiv und erleichtert dem Anwender den Einstieg in die Benutzung
von DIANA.

Ergebnisse und Diskussion
Diese Arbeit ist Teil des NEUROGEN! Projekts zur Entwicklung von neuronalen Verfahren bei

der Analyse von genomischen Sequenzen. In einer Testmenge von 5 Genen wurden 93.76% der
Nukleotide korrekt als kodierend bzw. nicht kodierend klassifiziert. 14 der 15 vorhandenen
Exons wurden erkannt. Die Erkennungsrate fiir SpleiBstellen liegt bei 99.76% fiir Donorstellen
und bei 99.5% fiir Akzeptorstellen. Schon im jetzigen Stadium gibt es viele Situationen, in denen
die Vorhersage von DIANA die Erkennungsleistung von anderen Systemen iibertrifft und daher
sehr gut als Ergdnzung dieser Systeme eingesetzt werden kann. Bei dem Gen L1humangen
werden in drei Stellen die Exoniiberginge des zehnten von XGRAIL fehlerhaft und von DIANA
genau erkannt. Die graphische Oberfliche gibt dem Anwender durch die Beriicksichtigung der
Open-reading-Frames und der Ubersetzung der Codons zu Aminosiuren die Moglichkeit, eine
optimale Kombination der Exon-Vorhersage und der SpleiBstellenerkennung zu ermitteln. Ein
trainiertes System bendtigt auf einer Standardworkstation (z.B. Sun Sparc5) fiir die Analyse von

100.000 Basenpaaren nur wenige Sekunden.

IBMFT-Férderkennzeichen FKZ 01 IA 303
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Abb. 9: In dieser Anwendung ist in den drei Teilfenstern die Vorhersage der kodierenden
Bereiche eines Gens fiir jeweils unterschiedliche Sequenzbereiche dargestellt. Im
oberen Fenster wird die Intron/Exon-Vorhersage der Gesamtsequenz angezeigt. Der
Schiebebalken markiert einen bestimmten Bereich der Sequenz. Dieser Sequenzbereich
ist im mittleren Fenster vergroBert dargestellt. Ein zweiter Schiebebalken markiert
einen weiteren Sequenzbereich, dessen Vorhersage im unteren Fenster dargestellt ist.
Die Dreierperiodizitit ist hier deutlich zu erkennen. Im unteren Fenster sind zusitzlich
zur Vorhersage auch die Basensequenz und die moglichen resultierenden Aminoséaure-

sequenzen dargestellt.

Bis jetzt wurden zum Trainieren der Netzwerke Muster aus 60 Genen extrahiert. Durch die
Verwendung einer groeren Menge, die bei dem derzeitigen Stand der Datenbanken aus bis zu
800 Genen bestehen kann, ist eine signifikante Steigerung der Leistung des Programms sehr
wahrscheinlich. Weitere Informationen, wie die Ergebnisse von Homologiesuchen in den Daten-
banken bekannter Sequenzen oder die Identifikation von Repeatelementen, kénnen mit ein-
bezogen werden. Zur Erkennung von kleineren Exons konnen auch Netze mit verschieden groBen
Eingabefenstern trainiert werden. Eine gute Genvorhersage kann auch zur Lokalisierung von
Promotorbereichen unter Beriicksichtigung der TRANSFAC Datenbank benutzt werden. Fiir die

weitere Entwicklung ist die Uberpriifung verschiedener Methoden zur optimalen Kombination der
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verschiedenen Informationen, wie dynamische Programmierung, Fuzzy Logik und Experten-

systeme, geplant.

Die Besonderheit dieses Systems liegt in der guten Erkennung der SpleiBstellen und der Erken-
nung des richtigen Leserasters innerhalb eines kodierenden Bereichs durch ein neuronales Netz.
Eine genauere Analyse dieser Daten kann auch interessante Erkenntnisse beziiglich des SpleiB-
mechanismus beitragen. Folgende Beobachtungen werden zur Zeit anhand von groBeren Daten-
mengen Uberpriift: a) Die falsch positiven Muster von SpleiBstellen hiufen sich an den nicht
kodierenden Bereichen, b) bei kleinen Exons (unter 40 Nukleotiden) ist das Signal der SpleiB3-
stelle sehr stark (starke Konservierung), falsch positive SpleiBstellen in den Randbereichen von
Exons sind héufiger in dem gleichen Leseraster mit der benutzten SpleiBstelle und kénnten daher
auch benutzt werden, ohne eine Anderung des Leserasters auf der ganzen Genstruktur zu

bewirken.
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