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1. Einfuhrung

Wihrend der

vergangenen Jahrzehnte

wurden

in den Biowissenschaften

entscheidende Fortschritte erzielt: Z.B. die Sequenzierung des Genoms. Dabei kam
bisher vor allem der reduktionistische Analyseansatz zur Anwendung: Das
biologische Gesamtsystem wird in feinere Teilsysteme zerlegt, deren einzelne
Bestandteile moglichst genau beschrieben werden. (Abbildung 1). Aus dem

= = Reductionistic approae

LLL CaaLEaLl
CEAREEAT (A A AL T A
CABALEGTAGCsE FESLEL .

gl

SR ECT SO LT

h{Experii

nenis)

bt A a4 ] 1)
LA 11T 1]
assBadeed

£
£

atggEgacoonagert Lgent At Gt A baAtaarCangT LAt ot Egat
: : S LLaLLE Ct Cat g

5 Ly A WG A At

MNetwork Prediction

4 I"- Synthetic approach (Bioinfomiics)

1
rﬂ'lm'n-l LA FERME R0

IVAL. ..

Abb. 1: Reduktionistische

Analyse

[KANO1]

reduktionistischen
Analyseprozess weil3
man, dass biochemi-
sche Reaktionen sehr
komplexe Netzwerke
bilden (Abbildung 2).
Biochemische Reak-
tionen finden in den
Zellen statt, wo sie die
Bausteine der Zellen,
also chemische Ele-
mente und  Ver-
bindungen, umbauen.
Eine biochemische
Reaktion  beschreibt
die Umwandlung
eines oder mehrerer
Stoffe (Edukte oder

Reaktanden) unter Verdnderung der chemischen Bindungen zwischen Atomen zu
einem oder mehreren anderen Stoffen, den Reaktionsprodukten. Die Erzeugung von
Energie, die Synthese von Substanzen, Wachstum, Vermehrung und Reaktion auf
Umwelteinfliisse sind an biochemische Reaktionen gebunden. Systeme interagie-
render Proteine bilden hierbei die Grundlage fiir nahezu jeden Prozess in Lebewesen.
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Abb 2: Ausschnitte aus dem '‘Biochemical Pathways'-Poster der Firma Boehringer

Mannheim ([BMBPC]), dessen digitalisierte Version unter [ExPASy-Pathways]
bereits eine einfache Reaktionspfad-Datenbank darstellt.
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Als Reaktionspfad (pathway) bezeichnet man in diesem biologischen Kontext eine
Menge von zusammenhédngenden biochemischen Reaktionen, wie sie in einer Zelle
oder einem Organismus stattfinden. "Zusammenhéngend" bedeutet dies: Das Reak-
tionsprodukt der einen Reaktion ist Reaktionspartner einer Folgereaktion oder aber
ein Enzym, das eine weitere Reaktion katalysiert. Biochemische Reaktionsnetze als
nidchsthohere Stufe der Betrachtung sind beliebige Ausschnitte aus der Gesamtheit
aller Reaktionswege. Hinsichtlich des Typs von Interaktionen lassen sich
Reaktionspfade in zwei grundsitzliche Gruppen unterteilen:

o Stoffwechselwege oder metabolische Pfade (metabolic pathways): Sie
spiegeln die Abldufe des Zellstoffwechsels wieder, die insbesondere durch
enzymgesteuerte Reaktionen gekennzeichnet sind (Abbildung 3).

e Regulatorische Pfade (regulatory pathways): Sie beschreiben vor allem die
Mechanismen der Genexpression und ihrer Regulation sowie Signalwege,
Transportsysteme und andere zelluldre Prozesse.

Damit die gewonnenen Daten fiir systembiologische Forschung genutzt werden
konnen, ist die Verwaltung und Bereitstellung der Daten in geeigneten Datenbanken
unabdingbar. Deswegen werden viele Datenbanken fiir biochemische Reaktionswege,
sogenannte Pathway-Datenbanken, aufgebaut (z.B.[KEGG], [WIT], [ExPASy-Path-
ways]). Einen Uberblick iiber die zur Zeit in der Forschung relevanten und
bekanntesten Pathway-Datenbanken wird in dem Aufsatz [Bax03] gegeben. Siehe
[Tabelle 1].

Datenbaken www - Adresse Beschreibung

EcoCyc http://ecocyc.org/ Escherichia coli K-12 genome,
metabolic pathways, transporters
and gene regulation

ENZYME http://www.expasy.ch/enzyme/ Enzyme nomenclature

EpoDB http://www.cbil.upenn.edu/EpoDB | Genes expressed during human
erythropoiesis

Klotho http://www.ibc.wustl.edu/klotho/ | Collection and categorization of
biological compounds

KEGG http://www.genome.ad.jp/kegg Metabolic and regulatory
pathways

LIGAND http://www.genome.ad.jp/ligand/ | Chemical compounds and reac-
tions in biological pathways

MetaCyc http://ecocyc.org/ Metabolic pathways and enzymes
from various organisms

PathDB http://www.ncgr.org/pathdb Biochemical pathways, comp-
ounds and metabolism

PRODORIC | http://prodoric.tu-bs.de Prokaryotic database of gene
regulation and regulatory
networks

UM-BBD http://umbbd.ahc.umn.edu/ Microbial biocatalytic reactions
and biodegradation pathways

WIT2 http://wit.mcs.anl.gov/WIT2/ Integrated system for metabolic
models

RegulonDB http://www.cifn.unam.mx/Compu Escherichia coli transcriptional

tational Genomics/regulondb/ regulation and operon organization

Tabelle 1: Aktuelle Datenbanken zu Pathway-Informationen, [Bax03].
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Wihrend biochemische Reaktionsnetze auf
Stoffwechselebene schon seit langem
untersucht werden, beschiftigt man sich
mit den regulatorischen Netzen noch nicht
so lange. Das ist ein Grund dafiir, weshalb
die meisten vorhandenen biochemischen
Reaktionspfade aus den Pathway-Daten-
banken Stoffwechselpfade sind. Die
Visualisierung dieser Netzwerke kann
helfen, damit man die Beziehungen
zwischen den chemischen Bausteinen gut
verstehen und lesen kann, und man neue
Reaktionswege finden kann [HWGO2].
Das Reaktionspfad-Diagramm ist eine

T Finsshogiyce s
npee

Sl visuelle Darstellung  des  Reaktionsnetz-
S werkes (Abbildung 3).

Abb.3 .Glycolyse als grundlegender Stoff-
wechselweg beim Menschen [BioCarta].

Reaktionspfad-Diagramme wurden im Boehringer-Poster, in Lehrbiichern der
Biochemie [Str95] und in den bisherigen Informationssystemen (z.B. [WIT] KEGG,
[ExPASy]) mit der Hand gezeichnet. Diese Diagramme reprédsentieren ihre
Erzeugung. Sie werden im Lehrbuch und im Informationssystem nur einmal erstellt
und dann sehr hdufig benutzt, meistens als Hardcopy. Diesen Typ des Diagramms
nennt man statische Visualisierung [BGH98]. Obwohl statische Visualisierung héufig
fir biochemische Netzwerke benutzt wird, hat diese Methode auch viele Nachteile:

e Die Bearbeitung und Aktualisierung dieser Diagramme ist ziemlich schwer
und teuer. Z.B. berichtet Michal [Mic93], dass seine Gruppe ein Jahr fiir die
dritte Version der "Biochemical Pathways" gearbeitet hat. Da immer neue
biochemische Reaktionen gefunden werden, muss man die biochemischen
Reaktionspfade immer wieder neu erstellen [BFRO1].

e Da die Reaktionspfad-Diagramme sehr viele Informationen zeigen miissen,
sind diese aufgrund ihrer Uberfrachtung schwer zu lesen. Deshalb werden die
statischen Diagramme mit verschiedenen Farben und Stilen gezeichnet. Auf
der anderen Seite sind die gegebenen Informationen oft nicht ausreichend; vgl.
z.B. Abbildung 2 [BFRO1].

e Die Darstellung spezifischer Details ist nicht moglich. Z.B. kann man in
statischen Diagrammen nicht zwischen Enzymname und Enzymklassifika-
tionsname [I[UB92] auswéhlen [BFRO1].

e Die Zusammenarbeit mit Pathway-Datenbanken ist schwierig, weil die
Pathway-Datenbanken viele Informationen beinhalten, die diese statische
Methode aber nicht einfach schnell und effektiv anwenden kann.

Deshalb ist ein neues Modell der Darstellung der Reaktionspfade unentbehrlich. Die
vorliegende Arbeit beschéftigt sich mit diesem neuen Modell. Das folgende Kapitel
wird die Hierarchie des Modells und die ersten Schichten beschreiben. In Kapitel 3
wird der Kern des Modells, d.h. der Algorithmus des Layouts zur Visualisierung und
Représentation biochemischer Netzwerke vorgestellt.
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2. Dynamisches Biochemisches Netzwerksystem
(DBNS)

In der Einfithrung wurde die Methode der ,,Statischen Visualisierung* erklért. Dieses
neue Modell basiert auf einer neuen Methode, die ,,dynamische Visualisierung®
genannt wird. Die dynamische Visualisierung [BfrO1] ist eine Methode, die
Reaktionspfad-Diagramme nach Bedarf erstellen kann. Die ,,Dynamische Visuali-
sierung wird auch als ,,automatische Visualisierung® [Kpa94] bezeichnet. In dieser
Arbeit wird der Begriff DBNS (Dynamisches Biochemisches Netzwerksystem)
definiert. Das DBNS besteht aus vier Modulen: Dateniibertragung, Datenanalyse,
Layouterstellung und Diagrammexport. Der eigentliche Kern des DBMS (Abbildung
4) ist die ,,Layoutererstellung®. Das Modul ,,Dateniibertragung® beschéftigt sich mit
dem Suchen und der Ubertragung der Quelldaten von Pathway-Datenbanken bzw.
von einer lokalen Datei zum lokalen Computer. Nachdem die Quelldaten eingelesen
wurden, werden sie durch das Modul 2 analysiert. Das Modul ,,Layouterstellung*
erstellt auf der Basis der analysierten Daten sowie der Bearbeitungsdaten das
Diagramm. In diesem Modul kann das erstellte Diagramm auch bearbeitetet werden.
Dieses Diagramm kann durch das Modul ,Diagrammexport” in verschiedene
Datenformate gespeichert werden.

Hi hi | ische Biocl ische N I
SQL/ORACLE'/Mysql

[XMI/web-service(soap)

[

-
=

Socket / JDBC(Java)
JPG/XMIL/VRML/... _ Pathways Datenbanken
— 2.B. KEGG[KEGG]
Export
Internal Server
\
Parse(XML.-Definition)

Abb 4: Hierarchie des Dynamischen Biochemischen Netzwerksystems.

21 Das Modul ,,Datenuibertragung*

Im DBNS gibt es zwei Arbeitsweisen, um die Quelldaten zu gewinnen. Die erste
Arbeitsweise benutzt das Lokalmodul, welches die Quelldaten, die in einer Format-



Exploration und Visualisierung biochemischer Reaktionspfade Seite 7 von 16

datei gespeichert sind, aus einer Festplatte, einer Diskette oder einem anderen lokalen
Speichergerit einliest. Als Implementierung dieser Arbeitsweise kann man die 10-
Pakete, die in jeder Programmsprache angeboten werden, benutzen, z.B. in Java
java.io.*. Eine andere Arbeitsweise ermdglicht das Client/Server-Modul. In dieses
CS-Modul werden die Quelldaten von Pathway-Datenbanken eingelesen.

2.1.1 Client/Server—-Modul

Die Pathway-Datenbanken werden mit verschiedenen Datenbanktechniken aufgebaut,
z.B. SQL, ORACLE, Web Service [Web]. Normalweise bieten die Pathway-
Datenbanken ein API (Application Programming Interface) an. In Java kann man
APIs mit JDBC zusammen verwenden. In dieser Arbeit wird KEGG
([KEGG],[KGKO03]) als ein Vertreter beschrieben. Die 'Kyoto Encyclopedia of Genes
and Genomes' ist eine sehr umfangreiche, Offentlich zugingliche Datenbank-
sammlung iiber Reaktionspfad-relevante Informationen. Seit Januar 2003 sind die
metabolischen Pfade auch im XML-Format verfiigbar. Die Daten sind gemil KGML
(KEGG Markup Language) strukturiert, die durch eine DTD-Spezifikation
beschrieben ist. Seit April 2003 bietet das System auch einen API-Web-Service, SOAP
(Simple Object Access Protocol) [SOAP], WSDL (Web Service Definition Language)
[WSDL] an.

Die Anwendung des Web-Services wird das Besuchen der Pathway-Datenbanken
vereinfachen. Die innere Struktur und Implementierungstechnik der Pathway-
Datenbanken ist fiir Anwender nicht wichtig. Mit SOAP werden alle Sub-
Datenbanken verkapselt. Es wurden zwar bei Sub-Datenbanken verschiedene
Datenbanktechniken verwendet, die aber alle den Gesamtport Port:80 anbieten. Nach
der Beschreibung der WSDL kann man die Quelldaten aus Pathway-Datenbanken
suchen und gewinnen. Fiir die Suche kann man aus zwei Moglichkeiten auswéhlen;
erste Moglichkeit: wenn eine Substanz eingeben wird, werden die Daten des Zu-
sammenhangs zwischen Substanz und Reaktionsnetzwerk ausgeben. Zweite Moglich-
keit: Wenn Reaktand und Produkt eingegeben werden, werden die Daten der Reak-
tion {liber die beiden Substanzen ausgegeben. Dabei kann man auch eine Bedingung
fiir das Reaktionsnetz eingeben. Z.B. sucht man ein Reaktionsnetz von dem Reak-
tanden Maltose nach D-Gluconat in zehn Reaktionsschritten. In Java kann man mit
JDBC und mit Hilfe von Jbuilder 8.0 die Quelldaten aus Pathway-Datenbanken durch
einen Web-Service verarbeiten.

2.2. Datenanalyse

In diesem Modul werden die gewonnenen Daten analysiert und bearbeitet. Die
Quelldaten aus Pathway-Datenbanken haben verschiedene Datenformate, z.B. XML
oder PDB. Man muss die Beschreibung des Datenformats aus den Datenbanken
gewinnen. Nach dieser Beschreibung des Datenformats kann man einen Parser
erstellen.

Eine biochemische Reaktion besteht grundsitzlich aus 5 Elementen: Reaktand,
Produkt, Enzym, Co-Produkt und Co-Reaktand. In diesem Modul werden die ge-
wonnenen Daten den 5 Elementen zugeordnet.
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2.3. Layouterstellung

In diesem Modul werden aus den analysierten Daten mittels eines Algorithmus das
Layout und mit einem graphischen Paket das Diagramm erstellt. In Kapital 3 werden
die Algorithmen fiir das Layout genauer vorgestellt.

2.4. Diagrammexport

In diesem Modul wird das erstellte Diagramm in verschiedenen Dateiformaten
gespeichert, z.B. in XML, VRML, PS, JPG. Das Outputformat muss man vorher
definieren, z.B. XML.

3. Algorithmen far Layouts

Wie kann man ein Pathway-Diagramm darstellen? Was sind die Anforderungen an
einen guten Visualisierungsalgorithmus? Welche Kriterien muss dieser beinhalten? In
diesem Kapital werden diese Fragen ansatzweise beantwortet. Ein Pathway-
Diagramm ist ein gerichteter Hypergraph (V, E), wobei V eine Menge von Knoten (oft
auch Ecken genannt) und EC @(V)x (V) eine Menge von Kanten (manchmal auch

Bogen genannt) bezeichnet (Abbildung 5).

Die Knoten reprisentieren die Reaktanden, die Produkte,
die Co-Reaktanden, die Co-Produkte und die Enzyme. Die
Kanten reprédsentieren die Reaktionen zwischen Reaktand
und Produkt (Abb 6). Haufig verwendet man fiir die
Darstellung der biochemischen Reaktionen Petri-Netze

[HKVO1], [KSH99].
Abb. 5: Gerichteter Hypergraph

= 3.1 Die Anforderungen an die
: Visualisierung

e Chemische Verbindung: Die chemische Ver-
s | S bindung ist der generische Term fiir alle Elemente
. der Reaktion: Substanz, Co-Substanz und Enzym.

Nach der existierenden Methode wird die

~—1'—--- Substanz durch ihren Namen oder durch ihre

Rl chemische Struktur oder durch beides im

Reaktionspfad-Diagramm angegeben und die Co-
Substanz wird mit ihrem Namen oder durch ihre
chemischen Abkiirzung angegeben. Das Enzym
wird durch seinen Name oder durch seine
Klassifikationsnummer angegeben.

Abb 6 . Pathway-Diagramm [BFRO1]

In Modul 1 werden die Quelldaten der chemischen Verbindung gewonnen. In Modul
2 wird die chemische Verbindung zugeordnet. (Abb 6).
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Reaktionen: Die Visualisierung der Reaktionen wird durch einen Richtungspfeil vom
Reaktand zum Produkt im Reaktionspfad-Diagramm verwirklicht. Das Enzym wird
auf der linken Seite des Richtungspfeils plaziert. Der Co-Reaktand und das Co-
Produkt werden auf der rechten Seite plaziert. Fiir die Co-Substanzen ist die
Reihenfolge sehr wichtig. In der Uberblicks-Darstellung des Reaktionspfad-
Diagramms kann man die Co-Substanz und das Enzym weglassen.

Reaktionsnetzwerk: Fiir die Visualisierung des Reaktionsnetzwerkes ist die tem-
pordre Ordnung von Sub-Reaktionen und des Layouts von Reaktionsnetzwerken
wichtig. Die Ordnung von Sub-Reaktionen ist die Grundlage fiir eine giiltige
Darstellung der biochemischen Reaktionen. Als Layout der Reaktionsnetzwerke gibt
es die Moglichkeiten fop-down, bottom-up, left-right und right-left. Man kann selbst
den Layouttyp auswihlen. In einigen Reaktionsnetzwerken gibt es auch eine
Kreisstruktur. Bei der Kreisstruktur gibt es zwei verschiedene Moglichkeiten. Die
erste: die sogenannte ,,offene Kreisstruktur®. Sie liegt vor, wenn der Reaktand und das
Produkt der Reaktionssequenz in der Schleife identisch sind (Abb 9). Die zweite: die
sogenannte ,geschlossene Kreisstruktur. Sie liegt vor, wenn die Anderung des
Reaktanden in der Reaktionssequenz von dem Produkt abhidngig ist (Abb 10). Die
Kreisstruktur muss man im Reaktionspfad-Digramm deutlich darstellen.

Sequenzen des Reaktionsnetzwerkes: Eine Sequenz des Reaktionsnetzwerkes wird
in zwei Phasen erstellt. Die erste Phase dient dazu, vom Uberblicksdiagramm die
spezifischen Details zu erkennen. In der anderen Phase werden neuen Reaktionen in
das existierende Reaktionsnetzwerk eingefiigt.

Deswegen miissen die Positionen der Reaktionen aus dem Reaktionspfad-Diagramm
im Programm gespeichert werden. Manchmal werden zusammenhingende Positionen
gemeinsam abgespeichert, um Speicherplatz zu sparen. Diese Technik wird ,,pre-
serving the mental map* (Erhaltung des gedachten Uberblicks) [MFL95] genannt.

3.2 Die Algorithmen zum Graphen-Zeichnen

Ein Reaktionspfad-Diagramm ist ein gerichteter bipartiter Graph
(V, E), wobei V' die Substanz, die Co-Substanz, das Enzym und
die Reaktion reprédsentiert, und deren Verbindung wird als
gerichtete Kante gezeichnet. Die Knoten des bipartiten Graphen
werden durch den Namen der chemischen Verbindung, durch
dessen Rolle in der Reaktion (Enzym, Substanz oder Co-
Substanz), durch seine Wirkung in der offenen oder
geschlossenen Kreisstruktur und seine Reihenfolge gelabelt. Der
Zusammenhang zwischen den Kennzeichen wird im Diagramm

@ odesof v,

@ vodesof v,

Abb 6: Reprisentation der
Reaktionen als bipartiter Graph [BFRO1].

durch den Text, die Farbe und die Layouteinschrinkung transformiert. Die
Layouteinschrinkung beinhaltet die Mdoglichkeiten: left-to-right oder top-to-bottom.
Die Algorithmen der Visualisierung basieren auf dem Sugizyma-Graphenalgorithmus
[STTS81].

Zusammenfassung von Clustern: Subgraphen werden zu einem neuen Knoten
gruppiert. Jeder gruppierende Knoten kann mit seinem eigenen Algorithmus erstellt
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werden. Die GroBen der neuen Knoten sind abhédngig vom Subgraphen. Die
Verbindung zwischen dem inneren Subgraphen und dem &ufleren Subgraphen ist ein
schwieriges Problem.

Layouteinschrinkungen (Layout constraints): Eine Layouteinschrinkung ist eine
zusdtzliche Bedingung fiir die Unterbringung der Objekte. Die Algorithmen des
Layouts beinhalten folgende Typen der Layouteinschrankungen: top-bottom, left-right
Layouteinschrinkung, horizontal und vertikal (Abb 7(a) (b) ).

ia) (b
Abb. 7: Gleiche biochemische Reaktionspfade werden mit zwei verschiedenen
Layouteinschrankungenen dargestellt: (a) Schicht-Layout (layered layout), (b)
kraftegesteuertes Layout (force directed layout) [BFRO1].

Layoutalgorithmus:

Eingabe: ein gerichteter Graph (ein Reaktionsnetzwerk reprisentierend) mit der
GrofBBe der Knoten, Typ der Knoten (Substanz, Co-Substanz, Enzym, Reaktion) und
Hinweise auf offene oder geschlossene Kreisstruktur.

Ausgabe: Pathway-Diagramm.

Errechnung des Lokallayouts fiir die Co-Substanz und das Enzym jeder Reaktion und
das Gruppieren dieser Knoten nach der Grof3e (Abbildung 8). Die Knoten der offenen
Struktur und der geschlossenen Struktur werden vorlibergehend gespeichert und in
eine neue Struktur konvertiert (Abb. 9). Nach der Tiefe der Knoten in dem gerichteten
Graphen werden die y-Koordinaten der Knoten berechnet. Nach der Top-Bottom
Layouteinschrinkung werden die Knoten plaziert (Abbildung 11). Berechnung der
richtigen Positionen fiir die eingefiigten Zwischenknoten, die durch lange Kanten und
auch durch lange Knoten induziert werden (Abb.12).

Die Umsetzung der Knoten erfolgt nach Left-to-right in gleiche Layer. Danach
werden die Positionen der Knoten in x-Koordinaten berechnet und die Gruppen-
Knoten getrennt. Im nédchsten Schritt wird der Pfad zwischen beiden Knoten
berechnet. Die Position (x,y-Koordinaten) wird in PMM (preserving the mental map)
gespeichert. Als nichstes wird die Layouteinschrankung umgesetzt.
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Abb. 9: (a) offene Kreisstruktur, (b) die Darstellung von (a) mit neuem Algorithmus

[BFRO1].
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Abb. 10: (a) Zitronensdurezyklus, geschlossene Kreisstruktur [KM94].
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Abb. 11: (a) Die Visualisierung eines Teils der offenen Kreisstruktur. (b) Berechnung
der Position mit 1- horizontaler Layouteinschrinkung, 2- top-bottom Layout-
einschriankung, 3- left-right Layouteinschrinkung , 4- vertikaler Layouteinschrinkung

[SCHO2].
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Abb. 12: (a) Biochemische Reaktionspfade horizontal angeordnet. (b) Die langen
Kanten und Knoten werden in eine Kette von Zwischenknoten zerlegt [SCHO02].
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4. Zusammenfassung

In dieser Arbeit wird das Dynamische Biochemische Netzwerkssystem (DBNS)
vorgestellt. Aber dieses Modell ist nur eine Moglichkeit flir die Visualisierung
biochemischer Reaktionspfade. Andere Modelle sind ziemlich komplex ([BFRO1]
[KGKO02]). Diese wurden in dieser Arbeit nicht diskutiert. In der Einfiihrung werden
nur einige Grundkenntnisse liber biochemische Reaktionen vorgestellt, damit der
Leser dieses Thema gut verstehen kann. Wenn Sie schon weitergehende Kenntnisse
iiber chemische Verbindungen haben, ist diese Einfiihrung nicht notwendig. Der
Layoutalgorithmus als der Kern des DBNS ist sehr schwieriges Thema. In dieser
Arbeite wurde der Layoutalgorithmus aus ([BFTO01], [SCHO02]) iibernommen. Dieser
Layoutalgorithmus ist eine Vereinfachung des Sugizyma-Graphalgorithmus, bei dem
viele Details fehlen. Der Layoutalgorithmus arbeitet nur im 2D-Raum, er ist nicht fiir
3D-Visualisierung geeignet. Uber einen 3D-Layoutalgorithmus kénnen Sie im Auf-
satz [LS02] mehr erfahren.
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