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Hintergrund

Die Identifikation von Proteinen unterschiedlicher Spezies, welche an den selben biologi-
schen Prozessen beteiligt sind, ist eines der fundamentalen Probleme der Proteomfor-
schung. Eine wichtige Vorraussetzung ist die ldentifikation orthologer Proteine. Die Ortho-
logie ist ebenso wie die Paralogie eine Form der Homologie, welche durch eine hohe funk-
tionale Ubereinstimmung zwischen Proteinen unterschiedlicher Spezies gekennzeichnet
ist. Die Unterscheidung nach paraloge und orthologe Proteine erfolgt anhand der Entste-
hung der Homologie, so ist ersteres auf eine Genduplikation innerhalb eines Genoms und
letzteres auf einer Speziation zweier Spezies aus einem gemeinsamen Vorfahren zurtick-
zuftihren [4]. Allerdings beruht diese Unterscheidung auf Hypothesen, da der genaue Ver-
lauf der Evolution nicht bekannt ist.

Aktuelle Programme ([1], [6], [7], [9]) nutzen fur die l|dentifikation orthologer Proteine
Sequenzéhnlichkeiten zwischen den Proteinen unterschiedlicher Proteome. Sie flihren
eine all-against-all BLAST Suche aus und markieren Proteinpaare als ortholog, wenn sie
der jeweils beste BLAST Hit des Anderen sind. Diese paarweisen Cluster werden nach
bestimmten applikationsbedingten Regeln mit paralogen Sequenzen ergénzt, welche
durch eine ebenfalls hohe Sequenzéahnlichkeit zu den orthologen Proteinpaar gekenn-
zeichnet sind. Auf den paarweisen Orthologenbeziehungen werden bei [1], [6] und [9] zur
Bestimmung orthologer Beziehungen zwischen mehr als zwei Proteomen heuristische
Clusteralgorithmen ausgeftihrt. Im Ergebnis steht eine Menge von Clustern, welche so-
wohl orthologe als auch paraloge Proteine enthalten.

Zielstellung

Die Ergebnisse von [1], [6], [7] und [9] weisen flr viele Applikationen und Forschungsvor-
haben unerwtinschte Eigenschaften auf. So enthalten viele Cluster mehr bzw. weniger
Proteine als vorhandene Proteome oder ein und dasselbe Protein tritt in mehreren Clus-
tern auf. Als Grundannahme dieser Arbeit soll ein optimales Matching zwischen den Pro-
teinen unterschiedlicher Spezies hinsichtlich der Minimierung einer paarweisen Distanz-
funktion gefunden werden. Das Ergebnis entspricht einer Menge eindeutiger Cluster, der-
art dass in jedem Cluster genau ein Protein jeder Spezies auftritt und die Cluster keine
gemeinsamen Proteine besitzen.



Vorgehen

Die Proteine der unterschiedlichen Proteome kénnen als multipartiter gewichteter Graph
betrachtet werden. Die Partitionierung der Proteine entspricht der Spezieszugehdrigkeit
und die Wichtung der Kanten ist durch die Distanz zwischen den Proteinsequenzen be-
stimmt. Ein optimales Matching zwischen genau zwei Spezies entspricht dem paarweisen
linearen Zuordnungsproblem, besser bekannt als Heiratsproblem, und eine L6sung wird
mit Hilfe des Ungarischen Algorithmus gefunden [5]. Die Suche nach einen optimalen Mat-
ching zwischen mehr als zwei Spezies entspricht dem multidimensionalen Zuordnungs-
problem und ist in der kombinatorischen Mathematik als Multi Index Assignment Problem
bekannt. Dies gehért zu der Klasse der NP-vollstdndigen Problemen [8]. Eine Lésung fur
derartige Probleme kann nur mit Hilfe einer Heuristik gefunden werden, die einen Kom-
promiss zwischen der Berechnung in vertretbarer Zeit und der Qualitéat des Ergebnisses
realisiert. In dieser Arbeit wird eine Heuristik von Bandelt et al. [3] implementiert und auf
ihrer Eignung fiir das Finden eines optimalen Matchings zwischen den Proteinen vieler
Spezies untersucht. Als Distanzfunktion wird zunéchst die invertierte Sequenzédhnlichkeit
genutzt. AuBerdem wird eine Verbesserung der Distanzfunktion in Bezug auf die Identifi-
zierung wahrer Orthologer angestrebt. Daflir werden zusétzliche Parameter wie z.B. ge-
meinsame Domé&nen oder die Zugehdrigkeit zu einer gemeinsamen Proteinfamilie der Dis-
tanzfunktion hinzugeftgt.

Als Datengrundlage werden zwanzig Bakterienproteome der OrthoMCL Datenbank[10]
verwendet. Die paarweisen Sequenzahnlichkeiten werden mit Hilfe des BLAST Algorith-
mus[2] berechnet. Hierflir wird das Programm blastall des NCBI-Toolkits[11] auf jeweils
zwei Proteomen im FASTA-Format ausgeftihrt. Als expectation-value wird der Wert 10.0
angegeben, so dass BLAST nur die Sequenzéhnlichkeiten berechnet und nicht vermutete
zuféllige Treffer herausfiltert. AnschlieBend werden alle redundanten Informationen(z.B.
ProteinA ProteinB 2e-10 55 entspricht ProteinB ProteinA 2e-10 55) und alle Sequenzéhn-
lichkeiten, welche einen geringeren Wert als 10 % Ubereinstimmung aufweisen, aus dem
BLAST Ergebnis herausgefiltert. Dies dient vor allem der Einschrédnkung der zu betrach-
tenden Proteinmenge.

Entsprechend der Heuristik von Bandelt et al.[3] wird zunéchst eine suboptimale Cluster-
menge als Startlésung berechnet. Hierfur wird eine Kette von Teillésungen y1, y2,..., yk
konstruiert, wobei die Teillésung yk die vorherigen Teillésung yk' um die Proteine der Spe-
zies k mit Hilfe des Bipartiten Matchings erweitert. Diese Kettenkonstruktion wird flir jede
Spezies genau einmal gestartet und die beste der k gefundenen L&sung wird als Startl6-
sung deklariert. Fur die Optimierung der gefundenen suboptimalen L6sung wird iterativ je-
weils ein Speziesindex L aus der Indexmenge K ausgewdéhlt. Analog teilt sich damit die
Lésung x in die beiden Teilldsungen xt und xK\-. Ein optimales Bipartites Matching findet
die optimale Rekombination der Cluster der beiden Teilldsungen und verbessert die Kos-
ten einer gefundenen L&sung. Die lteration wird solange fortgesetzt bis sich die Kosten
einer gefundenen L&sung nicht mehr verbessern.

Das optimale Bipartite Matching wird mit Hilfe des Ungarischen Algorithmus[5] gefunden.
Derzeit stellt dieser Algorithmus das schnellste Verfahren zum Finden eines optimalen Bi-
partiten Matchings dar. Er hat eine Laufzeitkomplexitdt von O(n3) und einen Speicher-
platzbedarf von n2, wobei n der Machtigkeit der gréBeren Itemmenge entspricht. Der Algo-
rithmus ist bereits im Text Clustering Toolkit[12] der Universitat von Dublin implementiert
und wird als APl in die Applikation eingebunden.



Fur die Gltemessung des Verfahrens werden synthetische Cluster den Proteomen zuge-
flgt. Es werden aus einen externen Proteom Proteinsequenzen entnommen und einer
mehrfache Punktmutation ausgesetzt. Diese mutierten Sequenzen werden anschlieBend
den zu untersuchenden Proteomen hinzugefligt. Diese Cluster weisen sehr hohe paarwei-
se Sequenzéhnlichkeiten auf und sollten bei einem optimalen Matching auch als Cluster
identifiziert werden. Ein weiteres Gitekriterium ist die Verbesserung der Kosten des Mat-
chings im Vergleich zu den Kosten der Startlésung, welche als Ergebnis eines greedy-ba-
sierten Verfahrens betrachtet werden kann. Die Gltemessung erfolgt in Abhdngigkeit von
der Anzahl der zu untersuchenden Spezies und der Anzahl der lterationen zur Optimie-
rung der Startlésung.
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