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Kapitel 1

Einleitung

Die Klassifikation von Organismen ist eine zentrale Aufgabe in der Biologie. Cha-
rakteristische Merkmale dienen der Einordnung in das bestehende phylogenetische
System. Die traditionelle Klassifizierung iiber den Phénotyp, das dufiere Erschei-
nungsbild eines Organismus, wird durch Kenntnisse iiber die genetische Ausstat-
tung des Organismus, den Genotyp ergénzt. Der Phinotyp beschreibt die morpho-
logischen, physiologischen, 6kologischen und verhaltenstypischen Eigenschaften ei-
nes Organismus. Er leitet sich aus der Gesamtheit der Gene des Organismus ab,
und wird zusétzlich von Umwelteinfliissen beeinflusst. Somit kann derselbe Genotyp
leicht unterschiedliche Phénotypen hervorbringen. [23]

Die phinotypische Klassifikation von Organismen erfordert umfassende Kennt-
nisse, die durch eingehende Studien erhalten werden konnen. Dies wirft bei Pro-
karyoten einige Probleme auf. Schiatzungen zufolge sind lediglich 0,1-1% [14] aller
Prokaryoten im Labor kultivierbar. Bei dem Grofsteil der Organismen ist es folg-
lich nicht méglich, den Phéanotyp direkt zu beobachten und sie auf Grund dessen
zu klassifizieren. Um dennoch eine taxonomische Einordnung vornehmen zu kdn-
nen, wird der Genotyp hinzugezogen. Mittels der DNA-Sequenz erhofft man sich,
nah verwandte Organismen zu identifizieren. Das Argument ist, dass eine hohe Se-
quenzahnlichkeit Hinweis auf geringe phylogenetische Distanz ist. In der Praxis ist
es jedoch haufig nicht moglich, prokaryotische Organismen isoliert zu sequenzieren.
Spezielle Verfahren wie das Single Cell Sequencing [40] ermdglichen es in Kombina-
tion mit bioinformatischen Methoden, aus komplexen mikrobiellen Gemeinschaften
Referenzgenome unkultivierter Taxa zu erstellen. Aus diesem Grund spielt die Bioin-
formatik eine zunehmende Rolle bei der Klassifikation von Organismen, insbesondere
bei komplexen Gemeinschaften.

In diesem Zusammenhang ist die Frage interessant, inwieweit der Genotyp Riick-
schliisse auf den Phéanotyp zulésst. Die vorliegenden Arbeit dient der phénotypischen
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Klassifikation von Organismen mit Fokus auf der Detektion von zu Grunde liegenden
Proteinfunktionen. Basierend auf bekannten Organismen mit bestimmten phanoty-
pischen Eigenschaften wird eine ,,Support Vektor Maschine* (SVM) [3, 5] trainiert.
Dabei handelt es sich um ein Verfahren des maschinellen Lernens, das eine Klassifi-
kation unbekannter Daten, in diesem Fall die Einordnung unbekannter Organismen,
ermoglicht. Eine SVM findet die Trennebene zwischen zwei Klassen, die den groft-
moglichen Abstand (,Margin“) zu beiden Klassen hat. Anhand dieser Trennfunkti-
on werden unbekannte Datenpunkte als zu der einen oder anderen Klasse gehorend
klassifiziert.

Einzelne Merkmale von Organismen (zum Beispiel die Gramfirbung) werden
isoliert von dem restlichen Phanotyp betrachtet und vereinfacht als Zweiklassen-
problem modelliert. Das bedeutet, dass jedem Organismus die Ausprigung oder
Nicht-Auspriagung des partiellen Phinotypes zugeordnet wird. Dargestellt werden
die Organismen als Datenpunkte im mehrdimensionalen Raum. Im Rahmen die-
ser Arbeit entsprechen die einzelnen Dimensionen spezifischen Proteindoménen. Die
Koordinaten der Datenpunkte sind durch die relative Haufigkeit der entsprechenden
Proteindoménen gegeben.

Proteindoménen zdhlen zu den kleinsten Struktureinheiten eines Proteins. Ge-
bildet werden sie aus einer Sequenz von 30-400 Aminoséuren [34]. Abhéngig von der
rdumlichen Struktur, die die Aminosduresequenz des Proteins einnimmt, bilden sich
die komplex gefalteten, globuldren Proteindoménen aus. Sie sind unabhéingig vom
iibrigen Protein gefaltet. Zum Teil fiihren sie eigene Reaktionen aus. Einander dhnli-
che Proteindoménen konnen mehrfach in demselben Protein vorkommen (z. B. SH2-
und SH3-Doménen in dem menschlichen Onkogen Vav), sowie in evolutionér nahe
verwandten Proteinen einer Familie (z. B. in Onkogenen von Mensch und Maus)
[30] oder in sehr unterschiedlichen Proteinen mit dhnlicher Funktion. Strukturell
und funktionell wichtige Bereiche eines Proteins sind in aller Regel evolutionar stér-
ker konserviert. Generell ist die Struktur eines Proteins besser konserviert als die
zugrunde liegende DNA-Sequenz [30].

Ziel der Arbeit soll eine Auswertung der Doménen beziiglich ihrer Wichtigkeit
fiir die Unterscheidung innerhalb eines partiellen Phénotypes (einer Klasse) und zwi-
schen den partiellen Phanotypen sein. Die Menge der fiir einen partiellen Phanotyp
charakteristischen Proteindomé#nen wiederum kann Riickschliisse auf charakteristi-
sche Stoffwechselwege zulassen. [Im Folgenden wird der partielle Phanotyp verkiir-
zend als Phénotyp bezeichnet, gemeint ist weiterhin der partielle Phénotyp.| Dies
wiederum ist eine wichtige Information fiir die funktionelle Annotation von Protein-
doménen. Interessant ist in diesem Zusammenhang die Fragestellung, ob unter den
charakteristischen Domédnen auch Doménen unbekannter Funktion sind. In diesem
Fall kénnte deren funktionelle Annotation mit den gewonnenen Informationen ver-



bessert werden. Ebenfalls von Interesse ist die Verteilung der Doménenfamilien un-
ter den charakteristischen Doménen eines Phinotypes, also die Frage, ob bestimmte
Familien gehduft vorkommen.

Eine Datenbank, die sich fiir die Vorhersage von phénotypischen Eigenschaften
auf Grundlage von Proteindoménen besonders eignet, ist Pfam [10]. Pfam ist eine
Proteindoménen-Datenbank, in der Datensétze zu Proteinfamilien hinterlegt sind.
Der Umfang der Datenbank wird aktuell' mit 10340 Proteinfamilien angegeben. Zu
den Proteinfamilien werden multiple Sequenzalignments und Profil-Hidden-Markov-
Modelle (Profil-HMM) |7| zur Verfiigung gestellt. Mit den Profil-HMMs werden Mo-
delle fiir Proteindoménen realisiert. Die Datenbank ist in zwei Teilbereiche, Pfam-A
und Pfam-B, unterteilt. Pfam-A Eintrage werden manuell kuratiert. Damit wird eine
hohe Qualitdt der Annotation gewéhrleistet. Gleichzeitig ist der Umfang der Daten-
bank durch den grofsen Arbeitsaufwand limitiert. Zu Pfam-A gibt es eine {ibergeord-
nete Hierarchie. Verwandte Familien dhnlicher Struktur, Sequenz oder Profi-HMM
sind zu Clans zusammengefasst. Die vollstdndigere Abbildung der bekannten Prote-
ine ist in Pfam-B hinterlegt. Pfam-B besteht aus automatisch generierten Eintrigen.
Durch diese Unterteilung liegt die Entscheidung zwischen gesicherten, aber im Um-
fang eingeschrinkten Wissen iiber Proteindoménen und einer nahezu vollstdndigen,
aber moglicherweise in Teilen fehlerhaften Abbildung der bekannten Proteine beim
Nutzer. Grundlage dieser Arbeit sind die unter Pfam-A annotierten Proteindomé-
nen.

Da Proteinfamilien héufig durch strukturelle Bereiche, also Proteindoméinen,
charakterisiert werden, ermoglicht Pfam die Klassifikation von Proteinen in Pro-
teinfamilien. Neue Sequenzen konnen auf ihre Ahnlichkeit mit diesen Profil-HMMs
untersucht und darauf autbauend klassifiziert werden.

Wichtige Anwendungsbereiche fiir die Ergebnisse erschliefen sich insbesondere
in der Metagenomik. Hierbei handelt es sich um einen Forschungsbereich, der sich
mit der Analyse von mikrobiellen Habitaten beschéftigt. Aus einer Umweltprobe
(Proben aus Habitaten, wie z.B. hypersaline Mikrobenmatten) wird DNA direkt
isoliert und sequenziert, ohne die Organismen vorher im Labor zu kultivieren. Dies
fithrt zu einigen Besonderheiten der Metagenomik. Die Kultivierung von Organis-
men bietet grundséatzlich die Moglichkeit der taxonomischen Identifizierung, stofst in
Habitaten hoher Diversitdt aber an Grenzen. Diese Grenzen ergeben sich aus oben
erwiahnten Einschriankungen der Kultivierbarkeit und der Vielzahl an Organismen.
Folglich ist die Metagenomik durch die Arbeit mit grofen Datensidtzen aus DNA-
Fragmenten von “anonymen” Organismen gekennzeichnet. Die Datenanalyse erfolgt
unter verschiedenen Gesichtspunkten. Wahrend einerseits bei der funktionellen Ana-
lyse Aussagen iiber metabolische Eigenschaften des Metagenomes getroffen werden,

'Quelle: http://pfam.sanger.ac.uk/, Abruf am 10. August 2009
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steht andererseits bei der phylogenetischen Analyse die Diversitdt im Vordergrund.
In der funktionellen Analyse werden Stoffwechselwege aus der Genannotation ab-
geleitet. Im Zuge dessen kann die Annotation , hypothetischer Proteine* verbessert
werden [14].

Ein aktuelles Beispiel der sequenzbasierten Analyse von Metagenomen ist der
Global Ocean Survey (GOS)-Datensatz [33]. Anhand dieses Metagenomes wurde
unter anderem untersucht, ob Korrelationen zwischen 6kologischen und genetischen
Variablen bestehen. Die zugrundeliegende Fragestellung ist, inwieweit die Stoffwech-
selwege einer mikrobiellen Gemeinschaft auf deren Anpassung an ihre Umwelt hin-
weisen. Dabei wird der Begriff der Umwelt als das Zusammenspiel mehrerer, konti-
nuierlich verdnderbarer Variablen verstanden und diese auf Korrelationen mit ausge-
wahlten Stoffwechselwegen hin analysiert. Es wurde gezeigt, dass unweltabhingige
Stoffwechselwege (“footprint characteristics”) existieren [11]. Insbesondere Energie-
stoffwechselwege und autotrophe Prozesse sind mit Umweltvariablen korreliert.

Die funktionelle Charakterisierung wurde auf eine hypersaline Mikrobenmatte
aus Guerrero Negro [19] angewandt. Hier wurden verschiedene Schichten auf Phylo-
genie, funktionelles Potential der Organismen sowie genetische Gradienten zwischen
den Schichten untersucht. Es hat sich gezeigt, dass analog zu den bereits untersuch-
ten physikalisch-chemischen Gradienten der verschiedenen Schichten auch genetische
Gradienten existieren. So ldsst sich entsprechend der in tieferen Schichten abfallen-
den Sauerstoffgradienten eine Verschiebung der vorherrschenden Genfamilien und
Proteindoménen erkennen. Interessant in solchen Zusammenhéngen sind uncharak-
terisierte Proteindoménen, die unter Umstidnden durch die erzielten Ergebnisse cha-
rakterisiert werden konnen.

In einer weiteren Arbeit wurden Zusammenhénge zwischen metabolischen Ei-
genschaften und Habitaten aufgedeckt. Dafiir werden Organismen mit dhnlichen
metabolischen Eigenschaften zu Clustern zusammengefasst. Auf diese Cluster wer-
den Habitate abgebildet. Dabei konnte gezeigt werden, dass sie die Phylogenie der
Organismen gut widerspiegeln. Des weiteren ergab die Abbildung der Habitate auf
Cluster, dass Korrelationen zwischen den Eigenschaften und Habitaten bestehen.
18]



Kapitel 2

Methoden

Die Vorhersage von phénotypischen Eigenschaften von Prokaryoten erfolgt mit ei-
nem Verfahren des maschinellen Lernens, Support Vektor Maschinen. Die Auspra-
gung eines Phénotypes wird als Summe unabhéngiger Figenschaften aufgefasst. Fiir
jede Eigenschaft wird gesondert iiberpriift, ob sie auf einen bestimmten, durch sein
Proteindoménenprofil gegebenen, Organismus zutrifft oder nicht. Die Organismen
werden als Datenpunkte im d-dimensionalen Raum dargestellt. Die Anzahl der Di-
mensionen entspricht der Anzahl unterschiedlicher Proteindoménenfamilien. Die Ko-
ordinate eines Organismus ist durch die relative Haufigkeit von Genen, in denen die
entsprechende Doméne vorkommt, gegeben.

Die Organismen werden in zwei Klassen eingeteilt. Haben sie eine bestimmte
Eigenschaft, werden sie zu der einen, ansonsten zu der anderen Klasse gezihlt. Die
Mengen haben die Eigenschaft, sich durch eine lineare Trennfunktion voneinander
abgrenzen zu lassen. Die Klassifikation eines neuen Datenpunktes erfolgt anhand
dieser Trennfunktion. Abhéngig davon, auf welcher Seite der Trennfunktion die Dar-
stellung eines Organismus liegt, wird er zu der einen oder anderen Klasse gezihlt.

Es handelt sich um einen hochdimensionalen Datenraum. Etliche Dimensionen
tragen nicht zur Diskriminante (der linearen Trennfunktion) bei, z. B. weil die
entsprechenden Proteindoménen in keinem Organismus vorkommen. Von daher er-
scheint es ratsam, die Anzahl der Dimensionen zu reduzieren. Die Dimensionen,
die am wenigsten zu der Diskriminaten beitragen, sollen nach und nach eliminiert
werden. Diese Technik wird als rekursive Merkmalseliminierung (,,Recursive Feature
Elimination®, RFE) [13] bezeichnet.

DNA-Sequenz und Annotation der Genome wurden der NCBI-Datenbank ent-
nommen. Diese Daten stammen aus einem grokangelegten Sequenzierungsprojekt,
dem ,,Prokaryotic Genome Project [26]. Bei diesem Projekt handelt es sich um eine
Sammlung vollstandig bzw. teilweise sequenzierter prokaryotischer (Genome. Zu den
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Genomen werden einige Informationen bereitgestellt, die von dem Namen des Orga-
nismus iiber den Link zur Genomsequenz bis hin zu phénotypischen Eigenschaften
wie der Gramfiarbung reichen. Eine vollstindige Auflistung aller verfiigharen Eigen-
schaften ist in Anhang A zu finden. Mittels UFO (,,Ultrafast Functional Profiling*)
[21] wird fiir jeden Organismus die absolute Héufigkeit der Gene, die mit den Pro-
teindoménen aus Pfam-A korrelieren, bestimmt. Im Folgenden wird dieses Profil als
das Doménenprofil eines Organismus bezeichnet.

2.1 Support Vektor Maschinen

Gegeben ist eine Menge X an gelabelten Datenpunkten, wobei fiir jedes Datum ein
Merkmalsvektor ¥ und das Label y als Zugehorigkeit zur positiven oder negativen
Klasse gegeben ist.

X = {(fhyl); (f% y2)7 R (frwyn)}
mit T = (z129...24)"

und y; € {—1,1}

Angewendet auf die Vorhersage von Phénotypen entspricht X den NCBI-Orga-
nismen. Dabei ist X € N™™: Einer Auswahl von insgesamt 1039 komplett sequen-
zierten Organismen werden Proteindoménen mit Pfam-IDs zwischen PF00001 und
PF10797 zugeordnet. Der Merkmalsvektor ist das Doménenprofil, in jeder Dimen-
sion ist die Haufigkeit der Pfam-ID eingetragen, die der Dimensionszahl entspricht.
Aus den Zusatzinformationen der NCBI-Annotation werden Kategorien generiert.
Eine Voraussetzung fiir die Anwendung von maschinellen Lernen ist eine ausreichen-
de Menge an Trainingsbeispielen pro Klasse. Aus diesem Grund konnen nicht alle
unter NCBI vorgestellten Kategorien zur Generierung von Zweiklassenproblemen
verwendet werden. Ein Beispiel hierfiir ist die Kategorie ,,Arrangement®. Die Art
des Zellverbandes ist so detailliert dargestellt, dass eine Reduktion auf zwei Klassen
kaum durchfiihrbar ist, zumal es zum Teil nur eine Handvoll Organismen pro Klasse
gibt. Dariiber hinaus kénnen nur die Kategorien verwendet werden, die aller Voraus-
sicht nach durch Domé&nenprofile modelliert werden. In Anbetracht dieser Tatsachen
werden folgende Kategorien generiert:

Zugehdrigkeit zur Doméne des Lebens youper  Kingdom*
Gramfirbung ,Gram__ Stain®
Endosporen ,,Endospores”
Beweglichkeit ,Motility®

Sauerstoffbedarf ,Oxygen  Req”
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Salztoleranz ,oalinity
Habitat ,,Habitat"
Temperaturbedingungen , Temp Range®

Fiir jede Kategorie (Eigenschaft) wird aus der Menge X eine Teilmenge X' extra-
hiert. Diese Teilmenge enthilt alle Organismen ¢ = 1,. .., n, die als zu der jeweiligen
Kategorie zugehorig annotiert sind. Sie ist weiter unterteilt in zwei disjunkte Unter-
mengen. Die eine Menge enthilt alle positiven Beispiele, die andere alle negativen.
Ein positives Beispiel ist in diesem Fall ein Organismus, auf den eine bestimmte
Eigenschaft, wie zum Beispiel die Bildung von Endosporen oder die Zugehorigkeit
zu den Bakterien, zutrifft. Entsprechend ist ein negatives Datenbeispiel ein Organis-
mus, auf den diese Figenschaft nicht zutrifft. Dies kann, je nach Kategorie, bedeuten,
dass ein Organismus eine Eigenschaft nicht hat (z. B. keine Endosporen ausbildet)
oder aber eine andere Eigenschaft hat, die von der ersten abgegrenzt werden soll
(z. B. kein Bakterium, sondern ein Archaeum ist). Fiir jede Teilmenge X' wird ein
Labelvektor ¢ erstellt.

Die beiden Klassen sind linear separabel, das heifst, dass alle Datenpunkte einer
Klasse auf derselben Seite einer Hyperebene liegen. In Abbildung 2.1 auf Seite 8 ist
dies anschaulich dargestellt.

Gesucht ist eine affin lineare Trennfunktion,
f:R* SR
f(@) = (@, 7) +b
mit  w: Normalenvektor

und  b: Verschiebung gegeniiber dem Ursprung
die den Abstand v der Datenpunkte zur Hyperebene maximiert.

Maximiere v unter der Bedingung
Vi y;((W, &) +b) = v

Dies entspricht mit quadratischer Programmierung der Minimierung von ||<]°.

mit [ =1/~

Die Maximierung der Mindestabstandes (,Margin“) ist also dquivalent zu der
Minimierung der quadrierten Norm des Normalenvektors. Da er den Beitrag der
einzelnen Dimensionen zur Diskriminanten gewichtet, wird der Normalenvektor auch
als Gewichtsvektor bezeichnet.
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Abbildung 2.1: Hyperebene mit mazimalem Abstand zu den Datenpunkten. Her-
vorgehoben sind die Support Vektoren der Hyperebene. Quelle: Cristianini, Shawe-
Taylor, S. 97

Die optimale Trennfunktion ist durch einige Datenbeispiele gegeben, die genau
den maximalen Mindestabstand zur Hyperebene haben. Diese Datenpunkte werden
als Support Vektoren bezeichnet.

Geméal der Trennfunktion wird ein linearer Klassifikator ¢ realisiert.

o) = {1, falls f(Z) >0

—1, sonst

Die Parameter w und b werden entsprechend der oben genannten Bedingung auf
bekannten Beispielen optimiert. Dies erfolgt kernbasiert [1, 5|, um die Anzahl der
zu optimierenden Dimensionen in @ mdoglichst gering zu halten.

Dazu wird X' zufillig in eine Trainings- und in eine Testmenge aufgeteilt. Fiir
beide Mengen soll gelten, dass sowohl positive als auch negative Beispiele enthal-
ten sind. Zudem sollte die Kardinalitdt der Trainingsmenge grofer oder gleich der
Kardinalitdt der Testmenge sein. Mit diesen Bedingungen wird gewéhrleistet, dass
eine optimale Diskriminante berechnet werden kann. Die Berechnung der Parame-
ter erfolgt auf der Trainingsmenge. Die Beispiele der Testmenge dienen dazu, die
Vorhersagegenauigkeit des Klassifikators zu iiberpriifen. Dabei treten im Allgemei-
nen Klassifikationsfehler auf. Zur Abschéitzung der Klassifikationsrate werden zwei



2.1. SUPPORT VEKTOR MASCHINEN 9

Grofen der Statistik herangezogen, Sensitivitdt und Spezifitdt. Sie sind wie folgt
definiert:

t
Sensitivitdt = p
tpt + fn
e D
Spezifitit =
tp + Jp

wobei mit
tp (true positive): ein korrekt als positiv erkannter Sachverhalt
fp (false positive): ein filschlicherweise als positiv erkannter Sachverhalt
fn (false negative): ein filschlicherweise als negativ erkannter Sachverhalt
bezeichnet wird.

Das harmonische Mittel aus Sensitivitit und Spezifitit ist ein geeignetes Maf fiir
die Giite der Klassifikation bei unterschiedlicher Anzahl an positiven und negativen
Beispielen.

Es wird geméf der Formel

2. Sensitivitdt - Spezifitat
~ Sensitivitit + Spezifit it

gebildet und eignet sich auch zum Vergleich der Klassifikationsraten der verschie-
denen Kategorien. In dieser Arbeit wird der Begriff der Performanz stellvertretend
fiir das harmonische Mittel gebraucht.

Die Aufteilung der Organismen in Trainings- und Testmenge erfolgt iiber den
Genus. Um zu erreichen, dass alle Organismen eines Genus entweder zum Training
oder zum Testen verwendet werden, wird die Aufteilung iiber die Genera vorgenoms-
men. Ein vorgegebener Prozentsatz (70 %) aller Organismen soll der Trainingsmenge
zugeteilt werden. Zugleich soll die Aufteilung zuféllig erfolgen. Dies wird dadurch
erreicht, dass iiber den Genera eine Permutation gebildet wird. Die ersten n Gene-
ra werden zum Training benutzt, die iibrigen zum Testen. Dabei wird n wie folgt
gewahlt:

Wihle das kleinste n, so dass qilt: Die Anzahl Organismen in n ist gréfier oder
gleich dem geforderten Anteil Trainingsbeispiele.

Unter den Organismen befinden sich einige, die bislang nicht giiltig beschrieben
werden konnten. Zu der giiltigen Beschreibung einer neuen Bakterienart gehort unter
anderem, dass die Art dauerhaft in Reinkultur gehalten werden kann, und in einer
Sammlung hinterlegt ist. Ist dies noch nicht der Fall, wird dem Artnamen ein ,,Can-
didatus” vorangestellt. Trotz der (noch) nicht giiltigen Beschreibung der Art kann
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sie gut charakterisiert sein. Andersherum sind auch die wissenschaftlich giiltig be-
schriebenen Bakterienarten nicht in allen Kategorien gelabelt. Hierdurch motiviert,
werden die Candidatus-Organismen ebenfalls beriicksichtigt und als Datenbeispiele
verwendet.

Bei der hier vorgestellten SVM handelt es sich um eine sogenannte Hard-Margin
SVM. Das bedeutet, dass keine Abweichungen (,,Schlupfvariablen“) vom Mindestab-
stand zugelassen werden. Dieses Verfahren bietet gegeniiber anderen Verfahren wie
dem Perzeptron- Lernalgorithmus und Soft-Margin SVMs einige Vorteile. Wahrend
der Perzeptron-Lernalgorithmus unter den iiberabzahlbar vielen moglichen Losung-
en (Trennfunktionen) eine beliebige findet, findet die SVM die optimale Losung.
Die Anwendbarkeit von SVM ist zunéchst auf linear separable Trainingsmengen
beschrankt, kann durch die Einfiihrung von Schlupfvariablen aber auf den allge-
meineren Fall einer nicht linear separablen Trainingsmenge erweitert werden. Dies
macht vor allem dann Sinn, wenn es nur wenige Ausreifer gibt, die bestraft werden
sollen. Damit muss zusatzlich ein Hyperparameter, der den Einfluss von Ausreiffern
bestimmt, optimiert werden. Im Unterschied zu den Modellparametern « und b sind
Hyperparameter Parameter der zugrundeliegenden A-Priori-Wahrscheinlichkeit.

2.2 Rekursive Merkmalseliminierung

Die rekursive Merkmalseliminierung (RFE) ist ein etabliertes Verfahren zur tiber-
wachten Dimensionsreduktion, das in Verbindung mit Klassifikatoren angewandt
wird. Bei hochdimensionalen Datenrdumen und vergleichsweise wenigen Datenpunk-
ten besteht zum einen die Gefahr des sogenannten ,,Overfittings®, einer Uberanpas-
sung der Trennfunktion an die Daten, und zum anderen treten Probleme bei der
Auswertung der Dimensionen auf. In der Bioinformatik steht oft die Frage im Raum,
welche Merkmale (das kénnen z. B. Gene, oder auch Proteindoménen sein) typisch
fiir die beiden Klassen sind. Somit sollen aussagekriftige Merkmale detektiert wer-
den. Das Prinzip der RFE besteht darin, rekursiv die Dimensionen (Merkmale) mit
dem niedrigsten Gewicht zu verwerfen. Das Verfahren wird solange angewandt, bis
auf diese Art eine nach den Gewichten geordnete Liste aller Merkmale erstellt ist.
Dazu werden folgende Schritte wiederholt, bis nur noch ein Merkmal {ibrig ist:

repeat

ntrainiere den Klassifikator

,berechne w “

yverwirf das Merkmal mit dem geringsten Absolutbetrag®
until ,Anzahl iibrig gebliebener Merkmale = 0




2.2. REKURSIVE MERKMALSELIMINIERUNG 11

Die RFE resultiert in einer geordneten Liste aller Merkmale, wobei das als erstes
verworfene Merkmal am Ende der Liste steht.

In der vorliegenden Arbeit wird das Verfahren leicht modifiziert angewandt. Zum
einen werden in jedem Iterationsschritt 5% der Merkmale verworfen, anstatt nur eine
einziges Merkmal. Der Grund hierfiir ist die hohe Anzahl an Ausgangsdimensionen.
Da jede Tteration das erneute Trainieren der SVM beinhaltet, wiirde das Verfahren
bei mehr als 10 000 Merkmalen eine extrem lange Laufzeit haben. Werden 5% der
verbleibenden Merkmale verworfen und die Rekursion abgebrochen, sobald die Trai-
ningsmenge nicht mehr linear separabel ist, sinkt die Anzahl notiger [terationsschrit-
te rapide. Als zweite Abbruchbedingung dient die Anzahl verbleibender Merkmale.
Da davon ausgegangen werden kann, dass nicht nur ein einziges Merkmal, sondern
vielmehr eine Menge mehrerer Merkmale fiir die Klassifikation entscheidend ist, wird
als Untergrenze das Verbleiben von 10 Merkmalen festgesetzt. Damit ergeben sich
nach der Formel

10797 - 0,95 > 10

mit x: Anzahl notiger Iterationsschritte
maximal 138 Iterationsschritte. Es hat sich herausgestellt, dass etwa zu diesem Zeit-
punkt eine lineare Separabilitit der Datenmenge nicht mehr gegeben ist.

Der modifizierte Algorithmus sieht wie folgt aus:

for all Kategorien do
,, bilde 20 Zufallspartitionen unter Beachtung des Genus®
while ,, linear separabel AND Anzahl Merkmale < Mindestanzahl“ do
,, trainiere SVM*
,, sortiere Merkmale
,, berechne Performanz*
,, verwirf die, dem Betrag nach, kleinsten 5% der Merkmale*
,, speichere {ibrige Merkmale*
end while
end for

Die Auswahl der zu verwerfenden Merkmale erfolgt iiber zwei Statistiken, die
miteinander verglichen werden kénnen. Beide Methoden basieren auf der Tatsache,
dass der Gewichtsvektor w das Gewicht der einzelnen Merkmale angibt. Zum einen
erfolgt die Auswahl der Merkmale {iber das Gewicht der Merkmale in dem Gewichts-
vektor, zum anderen iiber eine t-Teststatistik iiber den Gewichtsvektor.

In der ersten Methode wird fiir 20 Zufallspartitionen die RFE in Kombination
mit einer SVM angewandt. Fiir jede Iteration der RFE werden die 5% der Merkmale
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verworfen, die dem Betrag nach das niedrigste Gewicht im Gewichtsvektor haben.
Auf den Zufallspartitionen wird pro Iterationsschritt eine SVM trainiert. Fiir jeden
Parametervektor w der SVM wird berechnet, welche Merkmale verworfen werden.
Vereinigung und Durchschnitt der Menge der verbleibenden Merkmale wird gebildet
und zusammen mit dem iiber alle Partitionen gemittelten harmonischen Mittel aus
Sensivitdat und Spezifitdt gespeichert.

Die zweite Methode verfahrt umgekehrt. Hier wird pro Iteration der RFE auf
20 gleichbleibenden Zufallspartitionen die SVM trainiert. Zu den 20 resultierenden
Gewichtsvektoren wird unter der Annahme der Standardnormalverteilung der Ge-
wichte eine t-Teststatistik aufgestellt. Auf Grund dieser Teststatistik werden die
5% dem Betrag nach geringsten Merkmale verworfen. Mit den entsprechend verblei-
benden Merkmalen wird in allen Zufallspartitionen weiter trainiert und selektiert.
Pro Iterationsschritt der RFE wird die Menge der verbleibenden Merkmale und das
iiber alle Partitionen berechnete harmonische Mittel aus Sensitivitdt und Spezifitéit
gespeichert.

Wihrend mit dem Absolutbetrag der Gewichte der einzelnen Merkmale Ausrei-
fer selektiert werden, selektiert die Teststatistik auf Merkmale, deren Gewicht iiber
mehrere Zufallspartitionen kaum schwankt. Die Teststatistik wird geméfs der Formel

0
berechnet. Ist die Standardabweichung eines Merkmales iiber alle Partitionen gleich
null, so ist die Teststatistik mathematisch nicht definiert. Dieses Merkmal wird ent-
fernt, da sein Gewicht in allen Partitionen gleich ist und somit keine Unterscheidung
zwischen positiver und negativer Klasse anhand dieses Merkmales moglich ist.

Das Speichern der selektierten Merkmale pro Iteration bietet gegeniiber dem
Erstellen einer geordneten Liste mehrere Vorteile. Wahrend in einer geordneten Lis-
te nur das Endergebnis der Merkmalseliminierung enthalten ist, kann man bei der
verwendeten Methode das Ergebnis, also die selektierten Merkmale, zu jedem Itera-
tionsschritt untersuchen. Dies ist von Vorteil, da sich das Gewicht der verbleibenden
Merkmale in jedem Iterationsschritt verdndern kann, und sich somit andere Teilmen-
gen an selektierten Merkmalen ergeben kénnen.

Zudem bietet diese Methode die Moglichkeit, die Teilmenge der selektierten
Merkmale bzw. die Menge der eliminierten Merkmale in Abhéngigkeit der erziel-
ten Performanz zu betrachten. Wie im néchsten Kapitel (Kapitel 3.4, Seite 23) né-
her beschrieben wird, haben beide Eliminierungsmethoden einen charakteristischen
Kurvenverlauf der Performanz iiber der Anzahl verbleibender Merkmale. Bei der re-
kursiven Merkmalseliminierung (RFE) nach der Teststatistik gibt es ein Maximum
bzw. ein Plateau maximaler Performanz. Die Performanz der RFE iiber die zwei-
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te Methode nimmt tendenziell mit der Anzahl eliminierter Merkmale ab, schwankt
jedoch.

Im Falle der RFE iiber den Absolutbetrag der t-Teststatistik wird besonderes
Augenmerk auf die Merkmale gelegt, die in der Iteration der maximalen Perfor-
manz selektiert sind. Bei Eliminierung mittels des sortierten Absolutbetrages der
Merkmalsgewichte werden die Merkmale (in dieser Arbeit handelt es sich dabei
um Proteindoménen) untersucht, die nach dem grofsten Riickgang der Performanz
selektiert sind. Zusétzlich werden die Merkmale gesondert betrachtet, nach deren
Eliminierung die Performanz am stérksten abnimmt.






Kapitel 3

Ergebnisse

3.1 Fragestellung und Ansatz zur Bearbeitung

Das Leitmotiv der vorliegenden Arbeit ist die Verwendung von detektierten Prote-
indoménen, mit denen phanotypische Eigenschaften von Prokaryoten vorhergesagt
werden konnen. Mittels der NCBI-Datenbank und dem Programm UFO werden ge-
labelte Datenbeispiele gewonnen. Dabei handelt es sich um Organismen, denen iiber
ihr Domé&nenprofil ein Merkmalsvektor und iiber ihre Annotation verschiedene par-
tielle Phénotypen als Label zugeordnet sind. Die Phanotypen werden voneinander
getrennt betrachtet. Somit lasst sich die Klassifikationsaufgabe als Zweiklassenpro-
blem auffassen, welches mit geeigneten Verfahren des maschinellen Lernens geltst
werden kann. Die Klassifikation erfolgt mit Support Vektor Maschinen. In Kombi-
nation mit einem Verfahren zur Dimensionsreduktion, der rekursiven Merkmalseli-
minierung (,,Recursive Feature Elimination“, RFE), werden Dimensionen, die am
wenigsten zur Diskriminanten beitragen, verworfen. Das Verfahren selektiert die fiir
die Klassifikation aussagekriftigsten Proteindoménen.

3.2 Zusammenstellung der Kategorien

Aus der NCBI-Datenbank werden Organismen sowie Kategorien ausgewahlt. Wah-
rend die Organismen vollstindig sequenziert sein miissen, wird an die Kategorien
der Anspruch gestellt, dass es fiir die einzelnen Klassen geniigend Datenbeispiele
gibt (in dieser Arbeit wurden mindestens 50 Beispiele in der positiven bzw. negati-
ven Klasse gefordert) und die Performanz, das harmonische Mittel aus Sensitivitét
und Spezifitit, einen festgelegten Schwellenwert (80%) iiberschreitet. Uber das erste
Kriterium werden die moglichen Kategorien auf neun reduziert (siehe Tabelle 3.1,
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Kategorie Positiv Negativ Z + Z - Z gesamt
Endospores Yes 100 No 344 100 344 444
Gram_Stain + 269 - 585 269 585 854
Habitat 1 Aquatic 183  Terrestrial 56 183 56 239
Habitat 2 Specialized 88 Multiple 320 88 320 408
Motility Yes 467 No 254 467 254 721
Aerobic 299 .
Oxygen_Req Facultative 379 Anaerobic 174 678 174 852
Extreme halophilic 8 929
Salinity Moderate halophilic 18 Nonhalophilic 175 54 175
Mesophilic 28
Super Kingdom  Archaea 56 Bacteria 983 56 983 1039
Temp Range Hyperthermophilic 31y 0y 835 92 835 927

Thermophilic 61

Tabelle 3.1: Umfang der Kategorien und Klassen. Dargestellt ist die Auftei-
lung der in den einzelnen Kategorien zu Verfigung stehenden Klassen auf die positi-
ve (auch mit ,,+“) und negative (auch mit ,,-“ bezeichnete) Klasse. Nicht verwendet
wurden die Klassen ,, Host-Associated” (332 Vertreter, Kategorie ,, Habitat“), ,, Mirco-
aerophilic“ (30 Vertreter, Kategorie ,,Ozygen_ Req“), ,, Psychrophilic “ (13 Vertreter)
und ,,Cryophilic* (1 Vertreter, beide Kategorie ,, Temp Range“).

Seite 16 sowie Anhang A, Seite 49). Aus diesen neun Kategorien sollen Zweiklassen-
probleme generiert werden. Die Kategorien sind in der Datenbank zum Teil in mehr
als zwei Klassen unterteilt. In diesem Fall ist es notwendig, Klassen zu vereinigen
bzw. wegzulassen. Dazu wird nach biologischen Gesichtspunkten vorgegangen, so-
fern andere Griinde wie z. B. der Umfang der Klasse nicht dagegen sprechen. Fiir
jede Kategorie wird eine positive und eine negative Klasse generiert. Die Aufteilung
der urspriinglichen Klassen auf diese beiden ist in der bereits erwdhnten Tabelle 3.1
dargestellt.

Eine Reduktion der Klassen ist bei folgenden Kategorien erforderlich: ,,Habi-
tat _1“ und ,Habitat 2“ ,Motiliy“, ,,Salinity“, , Temp Range* und ,,Oxygen Req".
Die direkte Uberfithrung der Klassen in eine positive und eine negative ist bei den
Kategorien ,,Endospores, ,,Gram_Stain“, ,Super Kingdom®“ und ,,Motility* mog-
lich. Hier besteht bereits die Datenbank-Annotation aus zwei unterschiedlichen Klas-
sen. Die Klassen ,,Yes“ und ,,No“, der im NCBI unter ,,Endospores” gelabelten Orga-
nismen werden ebenso wie ,,+“ und ,,— der unter ,,Gram__ Stain“ gelabelten Organis-
men direkt in die positive und die negative Klasse iibernommen. ,Super Kingdom®
teilt sich auf in die Klassen ,Archaea und ,Bacteria“. Die Entscheidung, welche
der beiden Klassen als positiv bezeichnet werden soll, ist willkiirlich, hier wurde
»Archaea” als positiv gewahlt. Die Reduktion der zu , Motility* gehorenden Klas-
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sen ist ebenfalls intuitiv ersichtlich. Es gibt drei Annotationen, ,Yes®, ,yes“ und
,Motile“, fiir dieselbe Klasse. Diese drei Klassen werden zu einer positiven Klasse
zusammengefasst. Die verbleibende Klasse ,,No“ modelliert das Nicht-Vorhandensein
der Eigenschaft.

Die Auspriagung der Salztoleranz, die Kategorie ,,Salinity”, wird unter NCBI zwi-
schen ,,Extreme halophilic”, ,,Mesophilic”, ,,Moderate halophilic* und ,,Non-halophilic*
unterschieden. In dieser Kategorie muss die Klassenaufteilung auf Grund der Anzahl
an gelabelten Organismen vorgenommen werden. Aufer ,Non-halophilic* werden al-
le Klassen zur positiven zusammengefasst, ,,Non-halophilic® verbleibt als negative
Klasse.

Bei den verbleibenden drei Kategorien werden nicht alle Klassen in das Zwei-
klassenproblem iiberfiihrt, einige Klassen werden ausgeklammert. Grund hierfiir ist,
dass es in diesen Klassen zu wenig Beispiele gibt oder dass sie keine biologischen
Gegensitze modellieren.

Das Problem des zu kleinen Klassenumfanges stellt sich insbesondere bei der Ka-
tegorie ,,Temp Range“. Der deutlichste Gegensatz der bevorzugten Temperatur ist
der zwischen extrem kilteliebenden und extrem wirmeliebenden Organismen. Al-
lerdings gibt es in diesem Datensatz zu wenig Beispiele kilteliebender Organismen.
Den Extremen entsprechende Proteindoméinen kénnen mit der verwendeten Metho-
dik nicht detektiert werden, der Einsatz von maschinellem Lernen erfordert eine
ausreichende Zahl an Datenbeispielen. Somit konnen die Klassen ,,Cryophilic* und
,Psychrophilic” nicht verwendet werden. Die verbleibenden Klassen ,,Hyperthermo-
philic”, , Thermophilic* und ,,Mesophilic“ werden wie folgt zu zwei Klassen reduziert:
Organismen die geméafigte Temperaturen brauchen, die Klasse ,,Mesophilic”, werden
als negative Klasse bezeichnet. Dem gegeniiber werden die wirmeliebenden Orga-
nismen, die Klassen ,, Thermophilic* sowie ,,Hyperthermophilic®, als positive Klasse
gestellt.

Die unterschiedlichen Sauerstoffbediirfnisse der Organismen werden in der Kate-
gorie ,,Oxygen Req" in vier Klassen zusammengefasst. Diese Klassen sind ,, Aerobic”,
»Anaerobic”, ,Facultative* und ,Microaerophilic“. Die kleinste Klasse ist ,,Microae-
rophilic® mit 30 Beispielen, die iibrigen drei Klassen enthalten zumindest anndhernd
sechs mal so viele Beispiele. Verschiedene Reduktionen sind denkbar, um aus den
vier Klassen ein Zweiklassenproblem zu generieren. Folgende Aufteilungen werden
als biologisch sinnvoll erachtet: aerobe Organismen gegen anaerobe, aerobe und mir-
koaerophile gegen anaerobe sowie die Zuordnung der fakultativ anaeroben Organis-
men zu den aeroben einerseits und den anaeroben andererseits. Am Beispiel dieser
Kategorie werden die denkbaren Moglichkeiten anhand der erzielten Performanz
(im Sinne von Vorhersagegenauigkeit) evaluiert. Die jeweiligen Performanzen sind
in Tabelle 3.2, auf Seite 18 aufgelistet.



18 KAPITEL 3. ERGEBNISSE

Positiv Negativ Performanz
Aerobic, Facultative Anaerobic 94,38
Aerobic, Microaerophilic Anaerobic 91,34
Aerobic Anaerobic, Facultative 68,79
Aerobic Anaerobic 94

Tabelle 3.2: Performanz (Angabe in %) verschiedener, biologisch sinnvoller Klas-
senaufteilungen der Kategorie ,,Oxygen_ Req“. Die Einteilung der Organismen in
Trainings- und Testmenge wurde unter Beachtung des Genus durchgefiihrt.

Die beste Performanz kann durch das Zusammenfassen von ,,Aerobic“ und , Fa-
cultative” zu der positiven Klasse gegen ,, Anaerobic“ als negative Klasse erzielt wer-
den.Wird die Klasse ,Facultative“ hingegen mit der Klasse ,,Anaerobic* zu der ne-
gativen Klasse zusammengefasst und gegen die Klasse ,,Aerobic* klassifiziert, fiihrt
das zu der schlechtesten in dieser Kategorie erzielten Performanz. Die Unterteilung
der Klassen in das Zweiklassenproblem ,,Aerobic gegen ,,Anaerobic® fiihrt zu der
zweitbesten Performanz. Sie ist geringfiigig niedriger als die der Unterteilung, in der
die Klasse , Facultative “ mit der Klasse ,,Aerobic* zusammengefasst wird. Dadurch
motiviert, wird die Klasse ,,Facultative” in das Klassifikationsproblem integriert. Die
vierte Klasse, ,,Microaerophilic®, wird ausgeklammert, um die Klassifikationsaufgabe
nicht zu tiberfrachten. Die weitere Analyse wird mit der Aufteilung ,,Aerobic” und
,Facultative” als positive Klasse gegen ,,Anaerobic” als negative Klasse durchgefiihrt.

Die Kategorie Habitat ist in die fiinf Klassen ,,Aquatic”, ,,Host-associated", ,Mul-
tiple“, ,,Specialiced” und ,,Terrestrial® unterteilt. Damit lassen sich zwei Gegensét-
ze darstellen, ,Aquatic® gegen , Terrestrial® sowie ,,Multiple* gegen ,,Specialized”.
Dementsprechend wird diese Kategorie in zwei Kategorien aufgeteilt: ,Habitat 1¢
enthilt die Klassen ,,Aquatic* und , Terrestrial“, ,Habitat 2“ die Klassen ,,Multiple“
und ,,Specialized”. Die Bezeichnung der einen Klasse als positiv und der anderen
als negativ ist in beiden Fillen willkiirlich. In der ersten Kategorie, ,,Habitat 1%
wird ,,Aquatic” als positive Klasse gekennzeichnet, in der der zweiten ,,Specialized”.
Die negativen Kategorien sind ,, Terrestrial“ in ,,Habitat 1 und ,,Muliple* in ,,Habi-
tat 2% Die Klasse ,,Host-associated” wird in keinem der beiden Zweiklassenprobleme
verwendet. Die urspriinglichen fiinf Klassen schliefen sich gegenseitig nicht aus, es
sei denn, die Klasse ,,Host-associated wird weggelassen. Organismen, die auf einem
Wirt leben, konnen in verschiedenen Habitaten vorkommen, in terrestrischen genau-
so wie in aquatischen. Ebenso ist es denkbar, dass diese Lebensgemeinschaft auf ein
bestimmtes Habitat angepasst ist und ausschlieflich darin leben kann oder in einer
Vielzahl von Habitaten existieren kann.
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3.3 Evaluation der Kategorien

Die oben beschriebenen Kategorien werden zum Training einer Support Vektor Ma-
schine verwendet. Als Mak fiir die Giite der Klassifikation wird das harmonische
Mittel aus Sensitivitdt und Spezifitat gebildet. Es wird iiber 20 Zufallspartitionen
gemittelt (vgl. Methoden, Kapitel 2.1 auf Seite 9). Dieser Wert erméglicht den Ver-
gleich der erzielten Performanzen der Kategorien trotz der unterschiedlichen Anzahl
an Datenbeispielen. In dieser Arbeit ist mit dem Begriff ,,Performanz“ das harmoni-
sche Mittel aus Sensitivitit und Spezifitit gemeint. Ein Wert nahe 100% deutet auf
eine hohe Vorhersagbarkeit des Phanotypes iiber das Doménenprofil hin, die Anzahl
falsch klassifizierter Organismen geht gegen null.

Die Performanzen der verschiedenen Kategorien unterscheiden sich deutlich von-
einander. Innerhalb einer Kategorie ist die Performanz der iiber die Genera par-
titionierten Datenmenge (im Folgenden und in Tabelle 3.3 als ,,Genus-Korrektur”
bezeichnet) geringer als die der rein zuféllig partitionierten Datenmenge. Befinden
sich Organismen eines Genus zum Teil in der Trainings- und zum Teil in der Test-
menge, wird die Performanz anhand der Klassifikation von Datenpunkten bewer-
tet, die einigen Trainingspunkten sehr dhnlich sind. Die Performanz nimmt in ver-
schiedenen Kategorien unterschiedlich stark ab. Wahrend sie bei ,,Habitat 2“ deut-
lich abnimmt von 71,36% bei den zufélligen Partitionen auf 55,81% bei Partitionen
nach Genera, bleibt die Performanz bei der Kategorie ,,Super Kingdom® durch die
Genus-Korrektur unverdndert bei 100%. Die Performanzen der anderen Kategorien
verschlechtern sich bei Aufteilungen unter Beriicksichtigung des Genus um unge-
fahr 10%. Ohne Beriicksichtigung des Genus erreichen zwei Drittel der Kategorien
eine Performanz von iiber 90%. Ohne Beachtung des Genus bei der Zusammenstel-
lung der Trainings- und Testmenge wird in der Kategorie ,,Salinity* mit 63,46% die
niedrigste Performanz erzielt, die zweitniedrigste in der Kategorie ,,Habitat 2“. Die
Performanz von ,Temp Range” liegt ohne Genus-Korrektur iiber dem Schwellen-
wert von 80% (vgl. Kapitel 3.2, Seite 15), mit Genus-Korrektur nicht mehr. Alle
Kategorien, die ohne Genus-Korrektur eine Performanz von iiber 90% erreichen,
erreichen mit Genus - Korrektur den Schwellenwert von 80%. Um eine Fehleinschét-
zung der gelernten Diskriminanten zu vermeiden, ist die Genus-Korrektur sinnvoll.
Sie liegt den folgenden Darstellungen zugrunde. Die genauen Werte sind in Tabelle
3.3 auf Seite 20 zusammengefasst.

Die Performanzen (bezogen auf die Klassifikation mit Genus- Korrektur) reichen
von knapp iiber 50% bis 100%. Die geringste Performanz wird auf den Kategori-
en ,Habitat 2 und ,Salinity” mit 55,81% beziehungsweise 58,05% erreicht. Die
Werte liegen nur wenig iiber 50% und sind damit unwesentlich besser als die Perfor-
manz einer zufélligen Zuordnung der Testdaten zu der einen oder anderen Klasse.
Die Performanz der Kategorie ,,Temp Range“ liegt bei 75,73%. Dieser Wert liegt
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Kategorie Ohne Genus-Korrektur Mit Genus-Korrektur
Endospores 93,64 81,34

Gram_ Stain 95 91,44

Habitat 1 91,89 88,04

Habitat 2 71,36 55,81

Motility 92,39 83,85

Oxygen Req 97,08 94,92

Salinity 63,46 58,05

Super Kingdom 100 100

Temp Range 83,2 75,73

Tabelle 3.3: Performanz der Kategorien (Angaben in %). Die Performanz ist iber
20 Zufallspartitionen gemittelt und fir eine Aufteilung der Datenbeispiele mit und
ohne Beachtung des Genus dargestellt.

im Grenzbereich der Existenz einer geeigneten, generalisierten Hyperebene. In der
vorliegenden Arbeit wird ab einer Performanz von 80% von deren Existenz ausge-
gangen.

Die iibrigen Kategorien haben eine hohere Performanz, sie werden mit rekursiver
Merkmalseliminierung auf aussagekréftige Proteindoménen untersucht. Die Perfor-
manz (das harmonische Mittel aus Sensitivitidt und Spezifitdt) von ,,Endospores”
liegt mit 81,34% knapp oberhalb des Schwellenwertes. Gleiches gilt fiir die um weni-
ge Prozentpunkte hohere Performanz von ,,Motility*, die 83,85% betriagt. Im Gegen-
satz dazu stehen die auf den verbleibenden Kategorien ,Habitat 1% ,Gram Stain®,
,Oxygen Req* und ,,Super Kingdom® erzielten Performanzen. Sie liegen deutlich
iiber 80%. Angefangen bei 88,04% der Kategorie ,,Habitat 1%, nahern sich die Per-
formanzen der einer 100%ig korrekten Klassifikation. ,,Gram _Stain“ wird mit einer
Performanz von 91,44% richtig vorhergesagt, ,,Oxygen Req* erzielt 94,92% und
youper _Kingdom“ 100%. Die Zugehorigkeit zur Doméne des Lebens wird fiir alle
Testbeispiele korrekt vorhergesagt.

Generell lassen sich drei Tendenzen in den auf den Kategorien erzielten Perfor-
manzen erkennen. Erstens gibt es Klassifikationsprobleme, die fiir eine Klassifikation
iiber ihr Doméanenprofil nicht geeignet zu sein scheinen. Einige Kategorien, wie z.
B. ,Salinity“, haben eine duferst geringe Performanz. Mgliche Griinde werden in
Kapitel 4, Seite 35 diskutiert. Die Anzahl der Datenbeispiele pro Klasse wirkt sich
auf die Giite der Klassifikation aus: Je weniger Datenbeispiele es pro Klasse gibt,
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desto schwieriger wird das Aufstellen einer generalisierten Trennfunktion. Aufer-
dem ist die Qualitdt der Annotation unter NCBI hochst unterschiedlich. Es gibt
keine Kontrollmechanismen, ob die Annotation korrekt ist. Zweitens verschlechtert
die Einteilung der Datenbeispiele in Trainings- und Testmenge geméf des Genus der
Organismen die Performanz gegeniiber einer rein zufillig vorgenommenen Einteilung
deutlich. Grund hierfiir ist, dass die korrekte Klassifikation schwieriger wird, sobald
alle Organismen eines Phylums (dhnliche Doménenprofile) in einer Menge sind. Drit-
tens &ndert sich die Reihenfolge der Performanz der verschiedenen Kategorien. Dies
bedeutet, dass die Aufteilung in Trainings- und Testmenge unterschiedliche Auswir-
kungen auf die Klassifikation hat. Wihrend einige Kategorien dufserst robust gegen
die Genus-Korrektur sind (keine Anderung der Performanz bei ,,Super Kingdom®),
scheint bei anderen keine verniinftige Klassifikation mdglich zu sein, sobald alle Or-
ganismen eines Genus zum Training bzw. Testen verwendet werden (die Performanz
der Kategorie ,Habitat 2“ spezielles gegen allgemeines Habitat, bricht stark ein
und sinkt in einen Bereich, der mit hoher Wahrscheinlichkeit ebenfalls durch ,,Ra-
ten“ erzielt werden kann).

3.4 Detektion von diskriminativen Proteindomanen

Eine Auswahl der oben beschriebenen Kategorien wurde auf diskriminative Protein-
doménen untersucht. Das Auswahlkriterium ist die erzielte Performanz. Ein grofser
Anteil an Falschklassifikationen gibt Hinweis darauf, dass die Trennung der Klassen
durch die gelernte Diskriminante unzureichend ist. Andersherum deutet ein geringer
Anteil falsch klassifizierter Organismen auf das Vorhandensein diskriminativer Pro-
teindoménen hin. Proteindomé&nen werden im Folgenden als Merkmale bezeichnet,
es sei denn, es wird Bezug auf ihre Funktion genommen.

Dadurch motiviert wird ein Schwellenwert von 80% gesetzt. Die Kategorien, auf
denen nach der ,, Genus-Korrektur” eine héhere Performanz erzielt wird, werden mit
rekursiver Merkmalseliminierung (RFE) auf diskriminative Proteindoménen unter-
sucht. Dabei handelt es sich um folgende Kategorien: ,,Endospores”, ,,Gram__Stain®,
,2Habitat 1% | Motility", ,,Oxygen Req“ und ,,Super Kingdom®.

Die RFE wird mit zwei Eliminierungsmethoden verwendet: Zum einen erfolgt
die Eliminierung iiber das Gewicht der Proteindoménen in der Diskriminanten, zum
anderen iiber eine Teststatistik iiber die Diskriminanten (siche Seite 11 in Kapitel
2.2, Methoden). Bei dieser Methode handelt es sich um eine neue Variante der RFE.
Die Auswahl der Proteindoménen soll anhand beider Eliminierungsmethoden erfol-
gen. Dazu wird die iiber 20 Zufallspartitionen gemittelte Performanz betrachtet. Die
Eliminierungsmethode mittels Absolutbetrag liefert kein eindeutiges Maximum der
Performanz, sondern vielmehr eine stark schwankende Performanz, die ab einem be-



22 KAPITEL 3. ERGEBNISSE

stimmten Eliminierungsschritt deutlich einbricht. Dieser Eliminierungsschritt wird
anhand der groften Differenz zweier aufeinander folgender Performanzen ermittelt.
Die Merkmale, die in diesem Eliminierungsschritt eliminiert werden, sowie die, die
selektiert sind, sollen ndher betrachtet werden. Da in jeder Zufallspartition die Eli-
minierung getrennt von den anderen Partitionen erfolgt, wird die Schnitt- und Verei-
nigungsmenge der selektierten Merkmale iiber alle Partitionen pro Iterationsschritt
gebildet. Mit Ausnahme der Kategorie ,Super Kingdom® ist die Schnittmenge in
dem interessanten Iterationsschritt eine leere Menge. Die Eliminierung mittels t-
Teststatistik macht die Auswertung einfach, da es ein eindeutiges Maximum bzw.
ein Plateau maximaler Performanz gibt. In 20 Zufallspartitionen wird auf densel-
ben Merkmalen eine Diskriminante trainiert. Die Merkmale, die zu der maximalen
Performanz beitragen, werden untersucht.

Die Menge der oben erwdhnten, interessanten Merkmale liegt in der Grofenord-
nung mehrerer hundert Merkmale pro Kategorie. Eine ausfiihrliche Untersuchung
wiirde den Rahmen dieser Arbeit sprengen. Aus diesem Grund wird die Menge der
zu untersuchenden Merkmale stark eingeschriankt. Betrachtet werden lediglich die-
jenigen Merkmale, welche in einer der beiden Eliminierungsmethoden zu den wich-
tigsten zehn Merkmale gehoren und bei der anderen Methode in der Menge der
selektierten Merkmale an beliebiger Position enthalten sind. Handelt es sich dabei
um mehr als zehn, so werden erneut nur die zehn wichtigsten betrachtet.

Die Wichtigkeit eines Merkmales wird geméafl seines Gewichtes in der Diskrimi-
nanten bestimmt: Merkmalen mit gréferem Gewicht wird eine grofere Bedeutung
zugemessen als denen mit geringem Gewicht. Doméanen mit negativem Gewicht wer-
den als kontraindikativ fiir die positive Klasse betrachtet.

Die Eckdaten der oben beschriebenen, ausfiihrlichen Betrachtung sind in Tabelle
3.4, Seite 23 aufgefiihrt. Dort ist fiir jede Kategorie angegeben, wieviele Merkmale in
dem interessanten Eliminierungsschritt beider Methoden selektiert bzw. verworfen
werden. Zusétzlich wird der Anteil Doménen unbekannter Funktion (,,Domains of
Unknown Functions, DUF“ an den selektierten Merkmale der t-Teststatistik ange-
geben. Eine Auflistung der entsprechenden Pfam-IDs ist in Anhang B (ab Seite 51)
hinterlegt. In Anhang C, Seite 59, sind zu jeder Kategorie die DUFs aufgelistet, die
in der Merkmalsmenge des interessanten Eliminierungsschrittes der t-Teststatistik
enthalten sind. Auf die Merkmale pro Kategorie, die letztendlich untersucht werden,
wird in dem jeweiligen Abschnitt eingegangen.

Die Performanzen beider Methoden zeigen einen typischen Verlauf in allen Kate-
gorien. Bei der rekursiven Merkmalseliminierung iiber den Absolutbetrag nimmt die
Performanz bestindig ab, mit geringen Schwankungen. Im Gegensatz dazu nimmt
die Performanz bei der zweiten Methode iiber die t-Teststatistik bis wenige Itera-
tionen vor Abbruch stetig zu. Die RFE bricht ab, sobald die Trainingsmenge nicht
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Kategorie RFE iiber Absolutbetrag RFE iiber t-Teststatistik
{ it . et sitine . puy

Endospores 18 87 161 12%
Gram_Stain 29 112 124 9%

Habitat 1 34 88 78 8%

Motility 89 202 365 19%

Oxygen Req 41 156 118 14%
Super_Kingdom 2 64 10 10%

Tabelle 3.4: Mit rekursiver Merkmalseliminierung (RFE) selektierte Merk-
male: Anzahl der Merkmale in dem Eliminierungsschritt mit der hochsten Aussa-
gekraft. Dies ist bei der Eliminierung tdber den Absolutbetrag der Schritt, in dem die
Performanz am starksten abnimmt; bei der Eliminierung tiber die t-Teststatistik der
Schritt mit der héchsten Performanz. Die Anzahl Merkmale bei der Eliminierungs-
methode tiber den Absolutbetrag bezieht sich auf die Vereinigungsmenge tiber alle 20
Zufallspartitionen. Das Symbol # steht fiir die Anzahl Elemente in einer Menge.

mehr linear separabel ist oder nur noch 10 Merkmale iibrig sind.

Der Kurvenverlauf der RFE nach Absolutbetrag ist in Abbildung 3.1, Seite 24
dargestellt, der der RFE nach t-Teststatistik in Abbildung 3.2, Seite 25.

Im Folgenden wird fiir jede Kategorie auf die Auswahl der selektierten Merk-
male eingegangen, jedoch nicht mehr auf die Performanz. Die Performanz bringt
in diesem Kontext keine weiteren Informationen: Uber die t-Teststatistik ermittelte
Performanzen nehmen in allen Kategorien Maximalwerte nahe 100% an. Die mit der
herkémmlichen RFE mit Eliminierung iiber den Absolutbetrag und der hier vorge-
stellten, neuen Methode der Eliminierung iiber die t-Teststatistik erzielten Perfor-
manzen sind einander in Tabelle 3.5 auf Seite 26 gegeniibergestellt. Aufgelistet sind
die besten Performanzen der RFE mit Absolutbetrag und t-Teststatistik und die
in den interessantesten Eliminierungsschritten. In der Eliminierungsmethode iiber
den Absolutbetrag ist dies der Schritt mit der grofsten Abnahme der Performanz.
Bei der RFE iiber die t-Teststatistik ist dieser Schritt zugleich derjenige, in dem die
maximale Performanz erzielt wird. Uber die RFE mit t-Teststatistik wird in allen
Kategorien eine deutlich bessere Performanz erreicht. Vorhersagegenauigkeiten von
annahernd 100% bestitigt den Erfolg der neuen Methode, sagt jedoch nichts iiber
die in den einzelnen Kategorien selektierten Merkmale aus. Die Performanzen der
RFE mit Absolutbetrag und mit Teststatistik nehmen unterschiedlich stark in den
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Abbildung 3.1: Performanz in Relation zu der Anzahl der selektierten Merkmale.
Eliminierung mittels RFE, Absolutbetrag
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Abbildung 3.2: Performanz in Relation zu der Anzahl der selektierten Merkmale.
Eliminierung mittels RFE, t-Teststatistik
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Kategorie ZlE){FE iib(ze;“ Absolutbetrag ZlE){FE iiber t-Teststatistik
Endospores 59,94% 80,65% 99,8%

Gram_ Stain 68,32% 90,57% 99,78%

Habitat 1 46,05%  89,28% 99,52%

Motility 44,48%  85,13% 98,61%

Oxygen Req 58,83% 91% 99,23%

Super Kingdom 100% 100% 100%

Tabelle 3.5: Performanz der RFE tiber Absolutbetrag und t-Teststatistik in dem Eli-
minierungsschritt mit der hichsten Aussagekraft. Die mit ¥ gekennzeichneten Spal-
ten beziehen sich auf die Eliminierungsschritte mit der hochsten Aussagekraft (vgl.
Tabelle 3.4, Seite 23). Dies ist im Falle der RFE tber die t-Teststatstik zugleich die
maximale Performanz. Die maximale Performanz der RFE tiber den Absolutbetrag
ist in der mit ¥ gekennzeichneten Spalte dargestellt.

verschiedenen Kategorien ab. In den verschiedenen Kategorien werden von vorne-
herein unterschiedliche Performanzen erreicht. Es wird kein Vergleich der Merkmale
zwischen den Kategorien angestrebt: Jede Kategorie reprasentiert ein eigenes Zwei-
klassenproblem. Damit steht es in der Betrachtungsweise dieser Arbeit fiir einen
unabhéngigen, partiellen Phanotyp. Die Auswertung der Merkmale in Bezug auf die
Kategorie erfolgt in dem anschliefenden Kapitel 4, das auf Seite 35 beginnt.

3.4.1 Endospores

In dieser Kategorie nimmt die Performanz in der Eliminierung iiber den Absolutbe-
trag der Gewichte in dem Eliminierungsschritt von 87 Merkmalen in der Schnittmen-
ge iiber alle Zufallspartitionen zu 69 Merkmalen in der Schnittmenge am stirksten
ab. Die maximale Performanz bei der Eliminierung iiber eine t-Teststatistik wird
mit 161 selektierten Merkmalen erzielt. Von diesen 161 Merkmalen sind 12% Do-
ménen unbekannter Funktion (DUF). Die Doménen PF07875 und PF04545 gehoren
in beiden Merkmalsmengen zu den zehn wichtigsten. Bei diesen beiden Doménen
handelt es sich um Doménen, die zu einer Proteinfamilie der Sporenrindenprotei-
ne (PF07875) bzw. einer Untereinheit der o-Faktoren (PF04545) gehoéren. Weitere
sechs Doménen sind in beiden Merkmalsmengen enthalten und zdhlen in einer der
beiden zu den zehn wichtigsten. Dabei handelt es sich um eine Proteindoméne, die
die Sporen-DNA vor Abbau schiitzt (PF00269), eine Doméne eines Quecksilber-
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Pfam-ID Pfam-Familie Kurzbeschreibung

PF00269  SASP Sporenprotein

PF04545 Sigma70 r4 RNA-Polymerase Untereinheit
PF07875 Coat F Sporenprotein

PF00376  MerR Transkriptionsregulator

PF00082  Peptidase S8  Proteinspaltung

PF02659 DUF204 hypothetisches Transmembranprotein

PF00296* Bac_luciferase Biolumineszenz

PF08534* Redoxin u. a. Nukleotidbiosynthese

Tabelle 3.6: Fir die Kategorie ,,Endospores” detektierte Proteindomdnen, Auflis-
tung absteigend in der Reihenfolge ihres Gewichtes. Mit * gekennzeichnete Domdnen
haben ein negatives Gewicht, dick gedruckte Domdnen gehoren in beiden Eliminie-
rungsmethoden zu den 10 wichtigsten.

abhéngigen Transkriptionsregulators (PF00376), eine Peptidasedoméne (PF00082),
eine Doméne unbekannter Funktion, die ein hypothetisches Transmembranprotein
ist (PF02659) sowie um zwei Doménen mit negativem Gewicht. Diese Doménen
sind indikativ fiir die Nicht-Ausbildung von Endosporen. Es handelt sich um eine
Redoxindoméne (PF08534) und eine Doméne, die zu der Familie der Luziferase-
dhnlichen Monooxygenasen zéhlt (PF00296). Die beschriebenen Doménen sind mit
Pfam-1D, Pfam-Familie und kurzer Beschreibung der Funktion in Tabelle 3.6 auf
Seite 27 zusammengefasst.

3.4.2 Gram _Stain

Die Anzahl selektierter Merkmale in den entscheidenden Eliminierungsschritten bei-
der Methoden ist in dieser Kategorie etwas grofer als in der Kategorie ,,Endo-
spores®. Das bedeutet, dass die maximale Performanz bzw. der grofste Verlust in
der Performanz in einem fritheren Eliminierungsschritt erfolgt ist. In der Kategorie
,Gram _Stain® sinkt die Performanz durch die Eliminierung mittels Absolutbetrag
von 29 Merkmalen aus 112 in allen Zufallspartitionen am stérksten. In der Teststatis-
tik wird mit 124 Merkmalen die maximale Performanz erzielt. Von diesen Merkmalen
sind 9% Doméanen unbekannter Funktion.

Insgesamt zwolf Doménen gehdren in einer der beiden Eliminierungsmethoden zu
den zehn wichtigsten und sind gleichzeitig in der jeweils anderen Menge. Von diesen
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Pfam-ID Pfam-Familie Kurzbeschreibung

PF00263* Secretin Sekretion Gram-negativer Bakterien
PF02798* GST N Glutathiontransfer

PF03739*% YjgP/YjgQ unbekannte Funktion

PF08443* RimK Translation: Modifikation von Ribosomen
PF00300 PGAM Phosphatgruppentransfer

PF01520 Amidase 3 Zellwandsynthese Gram-positiver Bakterien
PF01316  Arg repressor Repressor der Argininsynthese

PF00529* HIlyD Sekretion Gram-negativer Bakterien
PF01380* SIS Phosphatzuckerbindung

PF08282  Hydrolase 3 Zellwandsynthese Gram-negativer Bakterien

Tabelle 3.7: Detektierte Proteindomdnen der Kategorie ,,Gram_ Stain®. Sie sind in
der Reihenfolge ihres Gewichtes aufgelistet. Mit * gekennzeichnete Domdnen haben
ein negatives Gewicht.

zwoOlf Doménen sind die zehn mit dem hochsten Absolutgewicht in Tabelle 3.7 auf
Seite 28 aufgefiihrt. Darunter sind vier Doménen mit positivem Gewicht. Es handelt
sich um Doménen von Proteinen, die Phosphatgruppen innerhalb eines Zuckermole-
kiiles transferieren (PF00300), am Zellwandaufbau Gram-positiver Bakterien betei-
ligt sind (PF01520), des Argininstoffwechselweg-Repressors (PF01316) und an der
Bildung der Lipopolysaccharidschicht Gram-negativer Bakterien (PF08282) betei-
ligt sind.

Die iibrigen sechs Proteindoménen haben ein negatives Gewicht und sind somit
indikativ fiir Gram-negative Bakterien. Zwei Doménen werden mit dem Sekretionss-
toffwechselweg Gram-negativer Bakterien assoziiert: Secretin (PF00263) und HylD
(PF00529). Die anderen Doménen gehoren zu Proteinen, die schwefelhaltige, funktio-
nelle Gruppen (speziell Glutathion) auf andere Molekiile iibertragen (PF02798) und
einem vermutlich membranintegrierten Protein unbekannter Funktion (PF03739).
PF08443 ist die ATP-bindende Doméne eines Proteins, dass ribosomale Modifika-
tionen vornimmt, PF01380 eine phosphatzuckerbindende Doméne.
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3.4.3 Habitat 1

In dieser Kategorie sind mittels Eliminierung iiber den Absolutbetrag der Gewichte
vor der groften Abnahme der Performanz 88 Merkmale selektiert, in diesem Eli-
minierungsschritt wurden 34 Merkmale in allen Zufallspartitionen eliminiert. Uber
die Teststatistik werden 78 Merkmale selektiert. Von diesen 78 sind 8% Doménen
unbekannter Funktion.

Sechs Doménen sind in der Schnittmenge der Doménen, die in einer der bei-
den genannten Mengen zu den zehn wichtigsten zédhlen. Von diesen, in Tabelle 3.8
(Seite 29) aufgelisteten Doménen gehort eine zu einer Familie chorismatbindender
Proteine. Bei den anderen handelt es sich um eine Doméne, die den Transfer der
Aminogruppe von Glutamin zu einem anderem Molekiil katalysiert (PF00310), eine
vermutlich DNA-bindende Doméne der Transposase (PF07282) sowie um eine Do-
méne, die in einer Vielzahl an Bakterien vorkommt (PF00990). Ihre Funktion ist der
Adenylcyclase Katalase homolog. Die {ibrigen beiden Doménen haben negative Ge-
wichte. Eine Doméne gehort zu einer Familie bakterieller Stressproteine (PF02342),
die andere zu einem polysaccharidabbauenden Protein (PF01522).

Pfam-ID Pfam-Familie Kurzbeschreibung

PF00425  Chorismate bind Chorismatbindung
PF01522* Polysacc_deac_1 Polysaccharidabbau
PF00310 GATase 2 Aminogruppentransfer
PF02342* TerD Stressprotein

PF07282  Transposase 35  Transposase
PF00990 GGDEF ATP Spaltung zu cAMP

Tabelle 3.8: Proteindomdnen, die in der Kategorie ,Habitat 1“ ermattelt wurden.
Die Reihenfolge entspricht der Gewichtung, die Domdne mit dem hdchsten Gewicht
steht in der ersten Zeile. Mit * gekennzeichnete Domdnen haben ein negatives Ge-
wicht.

3.4.4 Motility

In dieser Kategorie wird, im Vergleich zu den anderen Kategorien, in einer relativ
frithen Tteration die maximale Performanz bzw. maximale Abnahme der Performanz
erzielt. Aus diesem Grund sind die Mengen der selektierten Merkmale in beiden
Eliminierungsmethoden am groften. Uber den Absolutbetrag der Gewichte sind
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Pfam-ID Pfam-Familie Kurzbeschreibung

PF01443* Viral helicasel = Basenpaarspaltung, virales Protein

PF00460  Flg bb_ rod bakterielle Flagellen

PF00565  SNase Nukleinsdureabbau
PF02503* PP _ kinase Polyphosphattransferase
PF04964 Flp Fap bakterielle Pili

PF01610* Transposase 12 Transposase

PF01555 N6_N4 Mtase  DNA-Methylierung

PF02879* PGM_PMM II Phosphatzuckertransfer, innerhalb eines Molekiiles

PF04545  Sigma70 r4 RNA-Polymerase Untereinheit

PF01839 FG-GAP Integrinfaltung

Tabelle 3.9: In der Kategorie ,,Motility” selektierte, in der Reihenfolge ihres Ge-
wichtes sortierte Proteindomdanen mit kurzer Funktionsbeschreibung. Mit * gekenn-
zeichnete Domdnen haben negatives Gewicht.

in dem Eliminierungsschritt, in dem die Performanz am stirksten abnimmt, 202
Merkmale selektiert, es werden 89 verworfen. Uber die t-Teststatistik wird mit 365
Merkmale die maximale Performanz erreicht. Mit 19% ist der Anteil an Doménen
unbekannter Funktion in der Merkmalsmenge der Teststatistik am groften.

Die zehn Merkmale mit dem groften Gewicht, die in beiden Mengen vorkom-
men, sind in Tabelle 3.9, Seite 30 verzeichnet. Das grofste Gewicht hat ein Merk-
mal, das kontraindikativ fiir Zellbeweglichkeit ist. Es handelt sich um eine virale
Helikase-Doméne (PF01443). Unter den zehn analysierten Doménen sind drei weite-
re mit negativem Gewicht. Dies sind Doménen der Polyphosphatkinase (PF02503),
der Phosphogluko- bzw. Phosphomannomutase (PF02879) und eine Transposase-
doméne (PF01610). Zwei der Proteindoménen mit positivem Gewicht bilden Teil-
strukturen von Flagellen (PF00460) und Fibrillen (PF04964) aus. Beide Strukturen
dienen der prokaryotischen Bewegung. Von den iibrigen Proteindoménen, die indi-
kativ fiir Zellbeweglichkeit sind, stehen zwei Doménen in Zusammenhang mit der
DNA-Replikation. Diese beiden Doménen sind Untereinheiten der DNA-Methylase
(PF01555) und der RNA-Polymerase (PF04545). Des weiteren haben eine Doméne
der SNase (PF00565), die Nukleinsduren umsetzt, und eine Doméne, die an einer
speziellen Faltung (/3-Propeller) von bestimmten Proteinen, wie Integrin [35], betei-
ligt ist (PF01839), hohes Gewicht.
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3.4.5 Oxygen Requirement

Die Performanz nimmt in der Kategorie Oxygen Req am stirksten durch die Eli-
minierung von 41 aus insgesamt 156 Merkmalen ab. In der anderen Eliminierungs-
methode {iber die Teststatistik wird mit 118 Merkmalen die maximale Performanz
erzielt. Bei 14% dieser 118 Merkmale handelt es sich um DUFs.

Pfam-ID Pfam-Familie Kurzbeschreibung

PF02803 Thiolase C Fettsaureabbau

PF04095* NAPRTase NAD-Synthese

PF03595  C4dic_mal tran Cy-Zucker-Transport

PF05656* DUF805 unbekannte Funktion
PF08666* SAF domain Flagellen, Pili

PF00037* Ferd Eisen-Schwefel-Cluster-Bindung

PF02837* Glyco hydro 2 N Spaltung glykolytischer Bindungen
PF10604* Polyketide cyc2 Polyketidsynthese

PF04055* Radical SAM anaerobe Oxidation

PF00529  HylD Sekretion Gram-negativer Bakterien

Tabelle 3.10: Detektierte Proteindomdnen der Kategorie ,, Orygen_ Req“. Sie sind in
der Reihenfolge ihres Gewichtes aufgelistet. Mit * gekennzeichnete Domdnen haben
ein negatives Gewicht, die dick gedruckte Domdne gehdrt in beiden FEliminierungs-
methoden zu den 10 wichtigsten.

Eine Doméne unbekannter Funktion (PF05656) ist unter den zehn Doménen mit
dem hochsten Gewicht. In beiden Eliminierungsmethoden zéhlt die Proteindoméne
PF02803 zu den zehn wichtigsten. Es handelt sich um eine Doméne der Thiolase.
Dieses Enzym ist am Fettsdureabbau beteiligt. Weitere Proteindoménen, die ein
hohes Gewicht haben und indikativ fiir aerobe beziehungsweise fakultativ anaero-
be Organismen sind, sind eine Cy-Dicarboxylat-Transporterdoméne (PF03595) und
eine Sektretionsdoméne Gram-negativer Bakterien, HylD (PF00529). Die iibrigen
sieben Doménen haben ein negatives Gewicht. Die Doméne mit dem zweithochsten
Gewicht limitiert die NAD-Synthese (PF04095). Eine andere Proteindoméne bindet
Eisen-Schwefel-Cluster (PF00037). PF02837 ist eine Doméne, die glykosidische Bin-
dungen hydrolisiert. Eine weitere Doméne kommt unter anderem in Flagellen- und
Piliusproteinen vor (PF08666). Eine Proteindoméne ist an der Polyketidsynthese
(PF10604) beteiligt, eine andere gehort zur START-Superfamilie (PF04055), einer



32 KAPITEL 3. ERGEBNISSE

Proteinfamilie, die unter anderem anaerobe Oxidationen katalysiert.

Die oben genannten Proteindoménen sind in Tabelle 3.10 auf Seite 31 zusam-
mengefasst.

3.4.6 Super Kingdom

Die rekursive Merkmalseliminierung (RFE) tiber den Absolutbetrag wird in der Ka-
tegorie ,Super Kingdom® in einem spéten Eliminierungsschritt abgebrochen. Diese
Methode resultiert in einem Merkmal, das in allen Zufallspartitionen selektiert ist
und 64 Merkmalen, die in mindestens einer Partition selekiert sind. Es gibt keine
Merkmale, die iiber beide Methoden zugleich selektiert werden. Die RFE iiber eine
Teststatistik resultiert in einer Menge von zehn selektierten Merkmalen. Darunter
ist eine Doméne unbekannter Funktion, der Anteil DUFs liegt damit bei 10%. In
dieser Kategorien betrigt die Performanz in jedem Eliminierungsschritt 100%. Die
RFE wird abgebrochen, weil die Trainingsmenge nicht mehr linear separabel ist,
nicht, weil die maximale Anzahl Tterationen iiberschritten ist. In dieser Kategorie
wird deutlich, dass sich das zweite Abbruchkriterium, eine Mindestmenge selektier-
ter Merkmale, nicht negativ auf die mit der RFE erzielten Ergebnisse auswirkt.

Da iiber die Teststatistik stabile Performanzen erzielt werden, werden in dieser
Kategorie die zehn Merkmale analysiert, die iiber die Teststatistik ermittelt wur-
den. Zusétzlich wird das Merkmal betrachtet, dass in der Eliminierung iiber den
Absolutbetrag der Gewichte in allen Zufallspartitionen selektiert ist. Dieses Merk-
mal, PF04542, ist eine Untereinheit des Sigmafaktors ¢°. Die o-Untereinheit kommt
ausschlieflich in bakteriellen RNA-Polymerasen vor. Bei diesem speziellen Sigmafak-
tor handelt es sich um einen generellen Sigmafaktor, der auch als housekeeping-
Sigmafaktor bezeichnet wird [12]. Er hat ein negatives Gewicht und ist damit kon-
traindikativ fiir die positive Klasse der Archaeen.

Die iiber die Teststatistik selektierten Merkmale haben positives Gewicht. Al-
le Merkmale sind an der DNA-Replikation von Archaeen beteiligt. Die Hilfte der
Merkmale sind ribosomale Untereinheiten (PF01020, PF00935, PF01015, PF01157,
PF01655). Bei einem anderen Merkmal, (PF01194), handelt es sich um eine Unter-
einheit der RNA-Polymerase von Archaeen. Eine Doméne ist ein Translationsinti-
tationsfaktor (PF01287). Zwei weitere Doménen sind an der Translation beteiligt.
Diese Proteindoménen sind PF02778 und PF09249. Auferdem wird ein Archaeen-
protein unbekannter Funktion vorhergesagt (PF04895).

Die beschriebenen Merkmale sind in Tabelle 3.11 auf Seite 33 aufgelistet.

Im folgenden Kapitel (Kapitel 4) werden die hier vorgestellten Ergebnisse mit
biologischem Hintergrund diskutiert.
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Pfam-ID Pfam-Familie Kurzbeschreibung

PF02778 tRNA int _endo N Translation

PF04895 DUF651 Archaeenprotein unbekannter Funktion
PF01287  elF-5a Ribosomale Untereinheit
PF01020  Ribosomal T.40e Ribosomale Untereinheit
PF00935  Ribosomal L44 Ribosomale Untereinheit

PF01015  Ribosomal S3Ae Ribosomale Untereinheit

PF01157  Ribosomal L2le Ribosomale Untereinheit

PF01194 RNA pol N RNA-Polymerase Untereinheit, Archaeen
PF01655  Ribosomal L32e Ribosomale Untereinheit

PF09249 tRNA NucTransf2  Translation

PF04542* Sigma70 12 RNA-Polymerase Untereinheit, Bakterien

Tabelle 3.11:  Proteindomdnen, die in der Kategorie ,Super Kingdom® iber eine
t- Teststatistik detektiert wurden. Die mit * gekennzeichnete Domdne hat negatives
Gewicht. Diese Domdne ist iber den Absolutbetrag der Gewichte selektiert worden.
Die Funktion der Domdanen ist kurz beschrieben.






Kapitel 4

Diskussion

In dem vorangegangen Kapitel wurden Proteindoménen vorgestellt, die mit einem
kombinierten Ansatz aus Support Vektor Maschinen und rekursiver Merkmalselimi-
nierung als indikativ fiir bestimmte phinotypische Eigenschaften detektiert wurden.
Des weiteren wurde beschrieben, wie aus den phénotypischen Eigenschaften Zwei-
klassenprobleme konstruiert werden. Noch nicht eingegangen wurde jedoch darauf,
was die untersuchten Phanotypen kennzeichnet. In diesem Kaptiel werden zunéchst
die Phanotypen beschrieben. Davon ausgehend kann fomuliert werden, inwieweit
eine bestimmte Proteinausstattung ,erwartet” wird und in welchem Umfang die de-
tektierte Proteinausstattung diese Erwartung erfiillt.

Anhand von Organismen, die diese phénotypischen Figenschaften haben, werden
Proteindoménen detektiert. Diese Doménen lassen Riickschliisse auf fiir die Organis-
men wichtige Proteine zu. Daraus ableitbar sind vorherrschende Stoffwechselwege,
sowie, in gewissem Mafe, Phinotypen. Einige Phénotypen konnen besser durch Pro-
teindoménen charakterisiert werden als andere, was sich in der Performanz (dem
harmonischen Mittel aus Sensitiviit und Spezifitéit, vgl. Kapitel 2.1 (Methoden),
Seite 9) widerspiegelt. Die Vermutung, dass in diesem Fall die Ausprigung des Phé-
notyes nicht ausreichend stark iiber Proteindoménen modelliert werden kann, liegt
nahe. Basis fiir die Analyse ist folgender Zusammenhang: Proteindoménen, die kenn-
zeichnend fiir die Auspragung beziehungsweise Nicht-Auspriagung eines Phénotyes
sind, haben in entscheidenden Eliminierungsschritten hohes Gewicht. Somit wirkt
sich die Beschrankung auf einige wenige Proteindoménen, in der vorliegenden Arbeit
die zehn Proteindoménen mit dem hoéchsten Gewicht, nicht negativ auf die weitere
Analyse aus. Im Gegenteil wird erst durch das Einschrénken der zu betrachtenden
Proteindoménen deren genauere Analyse moglich. Diese Proteindomanen werden
durch die Schnittmenge der wichtigsten Proteindoménen zweier Elimierungsmetho-
den (siehe Methoden 2.2, Seite 11) bestimmt. Die Tatsache, dass die ausgewéhlten



36 KAPITEL 4. DISKUSSION

Proteindoménen in beiden Methoden der Merkmalseliminierung hohes Gewicht ha-
ben, unterstreicht die Bedeutung dieser Domé&nen.

Eine Variante wire die Fokussierung auf die Eliminierung mittels t-Teststatistik.
Diese Eliminierungsmethode ist in der Performanz der urspriinglichen Methode, die
ausschlieklich auf dem Absolutbetrag der Gewichte basiert, iiberlegen. Mehr als 99%
der Testbeispiele werden korrekt klassifiziert. Ein weiterer Vorteil ist, dass diese Me-
thode robuster gegeniiber Schwankungen der Gewichte zwischen den Zufallsparti-
tionen ist. Grund hierfiir ist, dass in dieser Methode kleinere Absolutbetriage, die
zwischen den Partitionen kaum schwanken, gegeniiber hohen, stark schwankenden
Gewichten bevorzugt werden.

Der ,interessanteste Eliminierungsschritt lésst sich eindeutig bestimmen. Unter
der Annahme, dass die maximale Performanz mit der Eliminierung aller unwich-
tigen Proteindoménen korreliert, wird diese Menge betrachtet. ,,Wichtig® bedeutet
in dem Fall, dass die Proteindoménen die grofite diskriminative Eigenschaft haben.
Die in der Originalarbeit zur RFE vorgestellte Eliminierung iiber den Absolutbetrag
der Gewichte erzielt auf den vorliegenden Daten keine globalen Maxima der Perfor-
manzen. Das deutet zusammen mit der leeren Schnittmenge der iiber 20 Zufallspar-
titionen selektierten Merkmale darauf hin, dass das Gewicht der Proteindoménen
zwischen den Partitionen stark schwankt. Damit d&ndert sich die Reihenfolge der Eli-
minierung in vergleichbaren Iterationsschritten der verschiedenen Partitionen, was
die leeren Mengen erkléart.

4.1 Endosporen

Endosporen werden von Gram-positiven Bakterien des Phylums Firmicutes gebil-
det. Sie stellen eine nicht reproduktive Uberdauerungsform dar, die durch umwelt-
bedingten Stress induziert wird. Die Resistenz gegen physikalische und chemische
Einfliisse wird durch eine mehrschichtige Sporenhiille bedingt. Sie besteht aus einer
dicken Peptidoglukanschicht, der Sporenrinde, und der darauf liegenden Sporenhiil-
le. Die Sporenhiille ist eine Multiproteinschicht. Thre Zusammensetzung ist, wie die
der iibrigen Schichten, speziesspezifisch und variiert stark zwischen den Spezies [15].
Sie enthélt typischerweise das Protein Calciumdipicolnat in hohen Konzentrationen.
Dieses Protein macht die Hitzestabilitiat der Spore aus. Der Sporenkern enthélt Cy-
toplasma und einige Enzyme, er ist jedoch nicht metabolisch aktiv. Die DNA ist
an das Sporenprotein SASP gebunden. Dieses Protein bewirkt eine Konformations-
anderung der DNA und schiitzt sie dadurch vor chemischem und enzymatischem
Abbau. Dieser Schutzmechanismus ist ein Grund fiir die hohe Resistenz der Sporen
gegeniiber UV-Strahlung.
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Die Sporulation ist eine Phase hoher Genaktivitat. Sie beginnt mit asymmetri-
scher Zellteilung und einer Replikation des kompletten Genomes. Die Genaktivitit
wird von vier o-Faktoren, Untereinheiten der RNA-Polymerase, kontrolliert [36].
Unter anderem werden Mantelproteine, Stoffwechselproteine und Transportproteine
[8] von o-Faktoren kontrolliert.

Viele detektierte Proteindoménen konnen der Synthese von sporentypischen Struk-
turen wie dem Mantel oder der Regulation der Synthese zugeordnet werden. Zwei
Doménen haben in beiden Methoden der Merkmalseliminierung ein hohes, positi-
ves Gewicht. Bel diesen Doméanen handelt es sich um die o4-Doméne und eine des
Sporenhiillenproteins Coat F.

Die o4-Doméne ist eine stark konservierte Struktur innerhalb der o-Faktoren.
Eine weitere detektierte Doméne wird mit einem prokaryotischen Transkriptionsre-
gulator assoziiert. Dabei handelt es sich um MerR, eine mit Quecksilber assoziier-
te Transkriptionsdoméne. Damit sind zwei der acht betrachteten Proteindoméanen
mit dem hochsten Gewicht mit der sporentypischen Transkriptionsregulation asso-
ziiert. Ebenfalls in deutlichem Zusammenhang mit der Sporulation steht die Coat
F-Doméne, die an der Synthese der Sporenhiille beteiligt ist.

Bei den weiteren fiir die Endosporenbildung indikativen Doménen handelt es
sich um eine SASP-Doméne, eine Untereinheit der Peptidase und eine Doméne un-
bekannter Funktion. SASP ist ein fiir Endosporen spezifisches Protein, an das die
Sporen-DNA gebunden ist. Auferdem wird eine Peptidaseuntereinheit detektiert. Sie
gehort zu der Familie der Serinproteasen, die die Spaltung von Peptidbindungen ka-
talysieren und damit Proteine abbauen [16]. Hier ist der Zusammenhang zur Sporu-
lation weniger offensichtlich erkennbar. Méglicherweise ist wiahrend der Sporulation
und der damit verbundenen Neusynthese sporentypischer Proteine [9] der verstirkte
Abbau anderer Proteine von Vorteil fiir den Organismus. Die Doméne unbekannter
Funktion gehdrt zu einer Familie hypothetischer Transmembranproteine. Gerade bei
dieser Doméne konnen nur Vermutungen iiber den Zusammenhang zur Sporulation
angestellt werden. Es ist zu vermuten, dass wihrend der Sporulation der Transport
durch Membranen eine besondere Rolle spielt [9]. Genauso gut kann es sich bei die-
sem Protein um ein in der Membran verankertes Protein génzlich anderer Funktion

handeln.

Die beiden Doménen negativen Gewichtes sind weitaus schwieriger einzuordnen.
Es handelt sich um eine zur Redoxinfamilie gehdrende Proteindoméne und um eine
Monooxygenasedoméine. Proteine der Redoxinfamilie dienen unter anderem der Nu-
kleotidbiosynthese, aber auch der Regulation des Calvinzyklus (Thioredoxin) [22].
Die Monooxygenase ist der bakteriellen Luziferase &hnlich. Durch die Oxidation
langkettiger Alkohole freiwerdende Energie wird in Form von Licht frei. Die Mo-
nooxygenase kommt bei Gram-negativen Firmicutes des verwendeten Datensatzes
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nicht vor. Inwieweit daraus auf eine allgemeine Tendenz geschlossen werden kann,
bleibt offen. Dariiber hinaus ist bei beiden Proteinen kein Zusammenhang zu der
Nicht-Ausbildung von Endosporen erkennbar.

Die detektierten, fiir die Sporulation indikativen Proteindoménen entsprechen
den Erwartungen an Proteindoménen, die fiir die Sporenbildung spezifisch sind.

4.2 Gramfarbung

Bakterien habe eine starre, formgebende Zellwand. Ein wichtiger Bestandteil die-
ser Zellwand ist Peptidoglykan. Uber Aufbau und Zusammensetzung der Zellwand
lassen sich Bakterien unterscheiden: In einer differenzierenden Farbemethode der
Gram- Farbung, die auf den dédnischen Arzt Hans Christian Gram zuriickgeht, neh-
men sie je nach Aufbau der Zellwand eine von zwei Farben an. Anhand dessen
werden Bakterien in Gram-positive und Gram-negative Bakterien eingeteilt.

Die Zellwand Gram-negativer Bakterien besteht aus zwei Schichten: dem Pep-
tidoglykan und einer duferen Membran. Peptidoglykan ist eine aus Zuckern aufge-
baute, einfache Zellwandschicht. Die Zuckermolekiile sind iiber vier Aminosduren
miteinander verkniipft. Es handelt sich bei den Zuckermolekiilen unter anderem
um N-Acetylglucosamin und N-Acetylmuraminsiure, andere Zellwandbestandteile
variieren von Spezies zu Spezies [4]. Die Peptidoglykanschicht ist in den periplas-
matischen Raum zwischen Cytoplasmamembran und dufterer Membran eingebettet.
Das Periplasma ist iiber Transportproteine fiir kleine wasserlosliche Proteine, soge-
nannte Porine, mit der dufseren Membran verbunden. Die dufsere Membran besteht
aus Phospholipiden und darauf aufgelagerten Lipopolysacchariden. Die Lipopoly-
saccharide bestehen aus einem lipophilen, nach innen gerichteten Teil und einem
hydrophoben Teil. Der lipophile Teil hat antigenischen Charakter und toxische Ei-
genschaften, die zu seiner Bezeichnung als Endotoxin fiihren.

Synthese und Stoffwechselwege zum Aufbau der Gram-positiven Zellwand un-
terscheiden sich von denen der Gram-negativen Zellwand. Die Peptidoglykanschicht
Gram-positiver Bakterien ist um ein vielfaches dicker als die Gram-negativer Bak-
terien. Sie sind aus dhnlichen Zuckern aufgebaut, und auch die Verkniipfung der
Zucker erfolgt iiber eine Aminosaurekette. Deren Zusammensetzung ist jedoch bei
Gram-positiven Bakterien eine andere als bei Gram-negativen. Dariiber hinaus sind
in der Peptidoglykanschicht anionische Polymere eingelagert. Diese, sowie zellwan-
dassoziierte Proteine ragen zum Teil aus der Peptidoglykanschicht heraus. [4]

Auf die Zellwand vieler Prokaryoten aufgelagert sind Oberflichenstrukturen. Da-
bei handelt es sich um Proteinstrukuren unbekannter Funktion, die jedoch bekann-
termafen zu der antigenischen Variabilitdt einiger Bakterien beitragen [25].
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Einige der detektierten Proteindoménen konnen direkt Zellwandstrukturen Gram-
positiver bzw. Gram-negativer Bakterien zugeordnet werden. Darunter sind zwei
Proteindoménen, die an der Sekretion von Proteinen beteiligt sind: Secretin und
HlyD. Die beiden entsprechenden Proteine sind spezifisch fiir Gram-negative Bakte-
rien. Sie werden folgerichtig negativ, also kontraindikativ fiir Gram-positive Bakte-
rien, gewichtet. Zwei weitere, detektierte Proteindoménen sind an der Zellwandsyn-
these beteiligt. Hierzu gehort Hydrolase 3. Diese Proteindoméne ist an der Synthese
der Lipopolysaccharidschicht Gram-negativer Bakterien beteiligt. Dennoch ist die-
se Proteindoméine positiv gewichtet. Ebenfalls positives Gewicht hat die Doméne
Amidase 3. Die Amidase ist an der Synthese der N-Acetylmuraminsiure beteiligt.
Obwohl diese Struktur sowohl in Gram-positiven als auch in Gram-negativen Bakte-
rien vorkommt, ist sie vor allem fiir Gram-positive Bakterien spezifisch [25]. Insofern
ist es nachvollziehbar, dass sie in dem Klassifikationsproblem fiir die positive Klasse,
Gram-positive Bakterien, indikativ ist. Grund hierfiir kann die dickere Peptidogly-
kanschicht Gram-positiver Bakterien sein.

Bei zwei anderen Doménen handelt es sich um Proteindoménen, die am Um-
bau von Zuckermolekiilen beteiligt sind. Eine der Domé&nen, PGAM, ist indikativ
fiir Gram-positive Bakterien. PGAM transferiert Phosphatgruppen innerhalb eines
Zuckermolekiils. Mit negativem Gewicht wird eine Phosphatzucker-bindende Domé-
ne (SIS) vorhergesagt. Man kann davon ausgehen, dass diese Domédnen am Aufbau
der Zellwand, inshbesondere der Peptidoglykanschicht beteiligt sind.

Die iibrigen Proteindoménen sind schwerer Gram-positiven bzw. Gram-negativen
Bakterien zuzuordnen. Drei der vier Doménen werden mit sehr hohem Gewicht fiir
die negative Klasse vorhergesagt. Darunter ist beispielsweise eine Doméne, die ein
ribosomales Protein modifiziert (RimK). Diese Doménen haben gemeinsam, dass
kein Zusammenhang zu dem Zellwandaufbau festgestellt werden konnte.

Betrachtet man die analysierten Merkmale als Ganzes, so fillt folgendes auf: Es
wird zwar anhand von einigen, mit der Zellwand in Verbindung stehenden Doménen
klassifiziert, jedoch nicht aussschliefllich. Gemessen an der Zahl der Proteindoménen,
die eindeutig an der Zellwandsynthese Gram-positiver oder Gram-negativer Bakte-
rien beteiligt sind, ist es verwunderlich, dass unter den Doménen mit dem hochsten
Gewicht einige sind, die nicht spezifisch fiir Gram-positive oder negative Bakterien
zu sein scheinen.

4.3 Habitat

Eine weitere, in der vorliegenden Arbeit untersuchte Eigenschaft von Prokaryoten ist
das Vorkommen in aquatischen und terrestrischen Habitaten. Terrestrische Lebens-
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raume konnen als lebensfeindlicher fiir Prokaryoten betrachtet werden: Verglichen
mit aquatischen Habitaten unterliegen terrestrische stirkeren Verdnderungen. Le-
bewesen, die in diesem Habitat vorkommen, sind einer Reihe von umweltbedingten
Stressoren ausgesetzt, wie beispielsweise der Gefahr plotzlicher Austrocknung [31].
Eine der beiden Doménen, die indikativ fiir terrestrische Habitate sind, (TerD),
gehort zu einer Familie bakterieller Stresshormone.

In dieser Kategorie werden Proteindoménen stark gewichtet, die Prokaryoten auf
sehr allgemeine Art charakterisieren. Unter den Doménen mit positivem Gewicht, die
indikativ fiir das Besetzen von aquatischen Habitaten sind, ist die GGDEF-Domaéne.
Sie ist der Adenylcyclase Katalase-Doméane homolog und kommt in einer Vielzahl
an Bakterien vor [29]. Diese Doméne kann jedoch nicht ausschlieflich aquatischen
Habitaten zugeordnet werden. Gleiches gilt fiir die anderen Doménen mit positi-
vem Gewicht, wie z. B. der GATase 2. Diese Doméne transferiert die Aminogruppe
von Glutamin zu anderen Molekiilen. Die detektierten Doménen scheinen indikativ
fiir Prokaryoten im Allgemeinen zu sein. Zum Teil sind die Proteine jedoch nicht
spezifisch fiir Prokaryoten. Ein Beispiel fiir ein solches Protein ist die Transposase.
Transposasen schneiden die fiir sich kodierenden DNA-Bereiche mit umliegenden
Bereichen aus dem DNA-Strang aus und integrieren sie an anderer Stelle. Es wird
vermutet, dass diese Proteine {iber grofere Verdnderungen im Genom zu evolutio-
néren Ereignissen wie Artaufspaltungen gefiihrt haben |24, 28|.

Die in dieser Kategorie detektierten Proteindoménen lassen sich nicht vollstin-
dig den zugrunde liegenden Klassen zuordnen. Vor allem die positiv gewichteten
Doménen sind weniger indikativ fiir aquatische Habitate sondern vielmehr fiir das
Vorkommen von Prokaryoten an sich (in einem beliebigen Habitat).

4.4 Beweglichkeit

Eine weit verbreitete Eigenschaft unter Prokaryoten ist die Beweglichkeit. Wie die
Fortbewegung erreicht wird, unterscheidet sich stark zwischen Bakterien und Ar-
chaeen, aber auch innerhalb der Doménen des Lebens. Die am weitesten verbreitete
Bewegungsform sind Flagellen. Weniger verbreitete Formen der Bewegung sind Fi-
brillen (Pili) und Gleiten mit Hilfe eines Schleimfilmes.

Flagellen sind duferst komplexe Strukturen, deren Synthese eine Vielzahl von
Proteinen erfordert. Bakterielle Flagellen bestehen aus Basalkérper, Haken und Fi-
lament. Das aus dem Protein Flagellin aufgebaute Filament fiihrt propellerartige
Drehungen aus und erzeugt damit eine Bewegung. Es ist iiber Basalkorper und Ha-
ken mit der Zellwand verbunden. Aufgebaut sind Flagellen aus mehr als 20 verschie-
denen Proteinen, die Zusammensetzung ist von Spezies zu Spezies unterschiedlich
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|2]. Ungeféhr 30 weitere Proteine sind fiir die Regulation und den Zusammenbau der
aufbauenden Proteine erforderlich, z. B. fiir die Sekretion der Proteine zum richtigen
Zeitpunkt.

Die Flagellen der Archaeen sind anders aufgebaut als bakterielle. Wichtige Un-
terschiede liegen in der Zusammensetzung des Filamentes und der Verankerung in
der Membran. Archaerielles Flagellin ist einem bestimmten bakteriellen Fibrillentyp
(Typ IV Pili) dhnlich. Eine dem bakteriellen Basalkdrper dhnliche Struktur gibt es
in Flagellen von Archaeen nicht.

Die zu den Archaeen gehorenden Spirochaeten bewegen sich typischerweise mit
Axialfibrillen. Fibrillen sind aus anderen Proteinen zusammengesetzt als Flagellen.
Ein Filament erzeugt ebenfalls eine drehende Bewegung, ist jedoch anders zusam-
mengesetzt als das bakterielle Filament. Auch die Verankerung in der Zellwand
erfolgt {iber die gleiche Struktur, die jedoch wiederum aus anderen Proteinen zu-
sammengesetzt ist. Beide Fortbewegungsformen werden iiber Protonengradienten
angetrieben.

Von den detektierten Merkmale sind zwei Proteindoménen strukturgebend fiir
prokaryotische Fortbewegungsformen. Die eine Proteindoméne, Flg_bb_rod, ist Teil
des Basalkorpers von bakteriellen Flagellen, die andere, Flp Fap, eine Komponente
der Pili. Die {ibrigen gehdren zu den Proteinen, die an der Regulation und dem Auf-
bau der Fortbewegungsorganellen beteiligt sind. Darunter sind die o4-Doméne, eine
Doméne einer Untereinheit der bakteriellen RNA-Polymerase. Diese Doméne wurde
ebenfalls fiir die phanotypische Eigenschaft ,,Endosporen” detektiert. Der o-Faktor
hat ein grofses Regulon, zu dem unter anderem viele Gene der Bildung von Endos-
poren zdhlen. Somit wird ein Regulator der Sporulation in der Kategorie Bewegung
hoch gewichtet. Paredes hat am Beispiel von Bacillus subtilis gezeigt, dass beide
Prozesse eng miteinander verbunden sind: sie sind entgegengesetzt reguliert |27].

Ebenfalls in Zusammenhang mit der Bewegung von Zellen steht Integrin. Integrin
gehort zu einer Familie von Zelladhasionsproteinen. Sie sind an der Weiterleitung
von intrazelluldren Signalen zur Steuerung von Zellbewegungen beteiligt. Eine Pro-
teindoméne, die an der Faltung von Integrin beteiligt ist, ist unter den detektierten
Proteindoménen.

Fiir zwei negativ gewichtete Doménen konnte kein Zusammenhang zur Kontrain-
dikativitat fiir prokaryotische Beweglichkeit hergestellt werden. Bei diesen Doménen
handelt es sich um Doménen der Polyphosphatkinase und der Phosphoglucomutase.

Die am hochsten gewichtete Doméne ist ein Doméne der viralen Helikase. Es
ist verwunderlich, dass diese Doméne am hochsten gewichtet wird. Virale Doménen
sollten nicht in so vielen prokaryotischen Organismen vorhergesagt werden, dass
anhand dieser Doménen klassifiziert wird.
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In dieser Kategorie wird in einem sehr frithen Eliminierungsschritt, also mit
vielen Merkmalen, die hochste Performanz erzielt. Eine Erklarung hierfiir liefert die
Tatsache, dass es sich bei Fortbewegungsorganellen um sehr komplexe Strukturen
handelt, an deren Synthese viele Proteine beteiligt sind. Aus diesem Grund ist die
hohe Anzahl an Merkmalen nachvollziehbar.

4.5 Sauerstoffbedarf

Die Klasseneinteilung der Kategorie Oxygen Req (Sauerstoffbedarf) wurde nicht
ausschlieflich anhand biologischer Gesichtspunkte entschieden. Es gibt einige Kom-
binationen aus den Klassen, die biologisch sinnvoll sind. Das Weglassen der beiden
Klassen ,,Microaerophilic“ und , Facultative sorgt ohne Zweifel fiir ein Zweiklassen-
problem, dass biologisch nicht anfechtbar ist. Jedoch steht zu vermuten, dass die
auf der Unterteilung ,,Aerobic* — ,,Anaerobic” erzielten Ergebnisse keine neuen Er-
kenntnisse bringen. Es gibt eine Reihe gut untersuchter Merkmale, anhand derer sich
Aerobier von Anaerobiern unterscheiden. So haben aerobe Organismen im Gegensatz
zu anaeroben beispielsweise Enzymklassen, die reaktive Sauerstoffspezies abbauen
konnen. Katalase ist ein solches Enzym, das Wasserstoffperoxid zu Sauerstoff und
Wasser umsetzt. Dieses Enzym wird sogar in einem mikrobiologischen Differenzie-
rungstest, dem Katalasetest, zwischen Aerobiern und Anaerobiern verwendet. Viel
interessanter hingegen ist die Frage, anhand welcher Proteindoménen klassifiziert
wird, sobald Organismen mit anderem Sauerstoffbedarf hinzugenommen werden.

Die Organismen der beiden anderen Klassen stehen mit ihrer Proteinausstattung
beziiglich der Sauerstofftoleranz zwischen den aeroben und anaeroben. Fakultativ
anerobe Organismen nutzen Sauerstoff als Elektronenakzeptor, falls er vorhanden
ist. Anderenfalls stellen sie ihren Metabolismus auf Fermentation bzw. anaerobe At-
mung um. Mikroaerophile verstoffwechseln Sauerstoff, konnen jedoch nur bei Kon-
zentrationen wachsen, die deutlich geringer sind als der Sauerstoffpartialdruck der
Luft.

Die detektierten Proteindoménen haben zum gréfsten Teil negatives Gewicht.
Somit sind sie kontraindikativ fiir aerobe bzw. fakultativ anaerobe Organismen. Ei-
ne Proteindoméne kann eindeutig anaeroben Stoffwechselwegen zugeordnet werden.
Dabei handelt es sich um Radical SAM. Enzyme dieser Proteinfamilie modifizieren
andere Enzyme (Sulfatasen) posttranslational, was zu deren Aktivierung fithrt. Ein
Grofsteil der radikalen SAM Enzyme hat sauerstoffempfindliche Cluster wie Eisen-
Schwefel-Cluster. Die katalytische Figenschaft des Enzymes ist nur unter strikt an-
aeroben Bedingungen gegeben. Ebenfalls unter den detektierten Proteindoménen ist
Fer4. In dieser Familie sind Proteine zusammengefasst, die Eisen-Schwefel-Cluster
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bindende Doméanen haben.

Fiir die iibrigen Doménen gibt es keinen Hinweis darauf, dass sie typisch fiir An-
aerobier sind. Dazu zéhlen folgende Doménen: NAPRTase ist eine Proteindoméne,
die an dem ersten Schritt der NAD-Synthese iiber die Wiederverwendung von Ab-
bauprodukten (der sogenannte ,Salvage Pathway*) beteiligt ist [6]. Dabei handelt es
sich um einen fiir alle Lebewesen wichtigen Stoffwechselweg. Es ist nicht ersichtlich,
warum diese Doméne in dieser Kategorie detektiert wurde. Insbesondere der Zu-
sammenhang zu anaeroben Organismen kann nicht hergestellt werden. Ebenfalls in
allen Doméanen des Lebens kommen die Proteindoménen Polyketide cyc2 und die
SAF-Doméne vor. Die erstgenannte Doméne ist an der Synthese von Polyketiden, ei-
ner Gruppe Sekundarmetabolite, beteiligt. Sie gehort zu der START-Proteinfamilie.
Diese weit verbreitete Familie ist essentiell fiir enzymatische Aktivitdt. Sie bindet
Liganden und ermdglicht damit Interaktionen zwischen Proteinen und kleinen Mo-
lekiilen [17]. Die SAF-Doméne katalysiert eine Reihe unterschiedlicher Reaktionen.
Sie ist Teil verschiedenster Proteine, darunter sind Frostschutzproteine genauso wie
Flagellenproteine.

Die Proteindoméne mit dem hochsten Gewicht ist indikativ fiir aerobe Orga-
nismen. Thre Bedeutung wird dadurch bestétigt, dass sie in beiden Eliminierungs-
methoden zu den wichtigsten Merkmalen gehort. Diese Doméne wird in der Pfam-
Datenbank als C4dic_mal tran gefiihrt. Sie gehort zu einem Transporter von Cy-
Zuckern wie Dicarboxylat oder Malat. Dieser Transporter ist Teil des mitochondira-
len Transportsystems [32]. In den Mitochondrien findet unter aeroben Bedingungen
der energetisch wichtige, letzte Schritt des Glukoseabbaues (die Endoxidation) statt.
Bei der Endoxidation handelt es sich um einen wichtigen Stoffwechselweg aerober
Organismen. Insofern ist es nicht verwunderlich, dass eine zu diesem Stoffwechselweg
gehorende Proteindoméne sehr hoch gewichtet wird.

Zum Teil ist keine Verbindung zwischen den hoch gewichteten Proteindoménen
und dem Sauerstoffbedarf erkennbar. In dieser Kategorie wurde davon ausgegangen,
dass anhand von Proteindoméinen klassifiziert wird, die sich eindeutig der einen
oder anderen Klasse zuordnen lassen. Zudem wurde von einigen Proteindoménen
vermutet, dass sie ein hohes Gewicht bekommen wiirden. Ein Beispiel, in dem das
nicht der Fall war, sind katalasespezifische Doménen. Insofern sind die detektierten
Doménen zum Teil unerwartet.

4.6 Domane des Lebens

In der Evolution haben sich drei phylogenetische Abstammungslinien entwickelt,
Bacteria, Archaea und Eukarya. Sie werden als Doménen des Lebens bezeichnet.
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Zwei der drei Abstammungslinien, Bakterien und Archaeen sind prokaryotisch. Den-
noch sind Archaeen nidher den Eukaryoten als den Bakterien verwandt [39]. Ei-
ne Vielzahl phanotypischer Eigenschaften korreliert mit der Doméanenzugehorigkeit.
Prominente Unterschiede bestehen in dem Zellwand- und Membranautbau sowie der
RNA-Polymerase. Kennzeichnend fiir die Zellwand von Bakterien ist Peptidoglykan.
Dieses Molekiil findet sich weder in der Zellwand von Archaeen noch in der von
Eukaryoten. Die Zellwand von Archaeen ist aus Pseudopeptidoglykan, Polysaccha-
riden und Proteinen aufgebaut, die der Eukaryoten aus Polysacchariden, Cellulose
oder Chitin. Membranlipide der Archaeen sind iiber Etherlipide miteinander ver-
kniipft, Lipide von Eukaryoten und Bakterien iiber Esterbindungen [39]. Typische
Unterschiede gibt es auch in der Enzymausstattung, hier sei die RNA-Polymerase
genannt. Bakterien haben eine einzige RNA-Polymerase mit vier Untereinheiten.
Dem gegeniiber stehen mehrere RNA-Polymerasen bei Archaeen und Fukaryoten.
Sie sind sowohl in Eukaryoten als auch in Archaeen aus einer grofseren Anzahl Un-
tereinheiten aufgebaut [20].

Diese Unterschiede spiegeln sich in den detektierten Proteindoménen wider. Sie
sind so grundlegender Natur, dass in dieser Kategorie die Klassenzugehorigkeit aller
Organismen richtig vorhergesagt wurde. Das einzige Merkmal, das in der Merk-
malseliminierung iiber den Absolutbetrag der Gewichte in allen Zufallspartitionen
selektiert ist, ist eine Untereinheit des bakteriellen RNA-Polymerasekomplexes. Die
o®-Untereinheit gehért zu den housekeeping-Genen der Bacteria. Als housekeeping-
Gene werden die Gene bezeichnet, die konstitutiv exprimiert werden [12]. Sie sind
in Prozesse involviert, die standig in der Zelle ablaufen.

Fiinf der zehn iiber die t-Teststatistik detektierten Proteindom#nen sind ribo-
somale Proteindoménen. Auch sie gehoren zu den housekeeping-Genen einer Zelle.
Diese ribosomale Untereinheiten haben in Archaeen und Eukaryoten eine dhnliche
Struktur [20]. Auferdem werden einige an der Translation beteiligten Proteindomé-
nen detektiert, darunter ein Translationsintiationsfaktor und Proteine, die an der
Synthese der t-RNA beteiligt sind. An den detektierten Domé&nen zeigt sich die
gemeinsame Abstammung der Archaea und Eukarya. Das archaerielle Transkripti-
onssystem ist dem eukaryotischen homolog [20], unterscheidet sich aber in Struktur
und Funktion von dem bakteriellen.

In dieser Katgorie gibt es eine so grofe Anzahl an Unterschieden zwischen den
beiden Klassen, dass offensichtlich Proteindoméanen detektiert werden, die zahlen-
méifkig den anderen iiberlegen sind. Dabei handelt es sich um housekeeping-Gene,
die auf Grund ihrer Bedeutung fiir grundlegende Prozesse der Zellen mehrfach im
Genom vorkommen.
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Ausblick

Der vorgestellte Ansatz zur Vorhersage von phianotypischen Eigenschaften auf Grund-
lage von Proteindoménendetektion zielt auf die funktionelle Annotation von Orga-
nismen ab. Eine Ubertragung auf Metagenome ist leicht mdglich. Im Unterschied
zur Analyse eines einzigen Genomes liegt in der Metagenomik das Augenmerk nicht
auf der Klassifikation, sondern vielmehr auf den Proportionen der vorkommenden
phinotypischen Eigenschaften. Fiir das Beispiel des Sauerstoffbedarfs bedeutet dies,
das nicht die Klassifikation der einzelnen Organismen als Aerobier bzw. fakultati-
ve Anaerobier oder als strikte Anaerobier im Vordergrund steht. Wichtiger fiir die
Charakterisierung des Metagenomes ist der Anteil aerober Organismen. Durch das
Verhéltnis der einzelnen Klassen eines partiellen Phinotypes ist eine Zuordnung
zwischen dem Metagenom und seinen kennzeichnenden Eigenschaften méglich.

Eine biologische Herangehensweise an die detektierten Proteindoménen ist eben-
falls moglich. So sind unter den analysierten Proteindoménen die Doménen unbe-
kannter Funktion biologisch dufserst interessant. Sie haben ein hohes Gewicht in den
Diskriminanten und bleiben {iber viele Elimierungsschritte erhalten. Das lasst darauf
schlieffen, dass sie eine Bedeutung fiir Organismen des jeweiligen Phinotypes haben.
Somit lassen sich weitere Aussagen iiber ihre Funktion treffen. An dieser Stelle ist
es sinnvoll, die iiber bioinformatischen Methoden aufgestellte Theorie experimentell
zu liberpriifen. Mit weiteren Hinweisen auf die Funktion der Proteindoménen kann
deren Annotation verbessert werden.

Untersuchungen iiber Korrelationen zwischen 6kologischen und genetischen Va-
riablen sind Gegenstand aktueller Forschung [11, 19]. Es ist zu erwarten, dass die
Ergebnisse vielversprechende Antworten beziiglich offener Fragestellungen der An-
passung von Organismen an ihre Umwelt liefern kénnen.

Die Anwendung von Korrelationsanalysen zur Detektion von Zusammenhéingen
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zwischen genetischen Profilen und metabolischen Netzwerken ist eine neuere Ent-
wicklung. Es hat sich als sinnvoll erwiesen, genetische Profile {iber die H&aufigkeit
von Genprodukten, d. h. Proteinen, zu modellieren.

Als ein Anwendungsziel solcher Arbeiten kann die Umweltokologie genannt wer-
den. Letztlich soll es ermoglicht werden, Vorhersagen iiber die Anpassung von Orga-
nismen an ihre Umwelt zu treffen. Diese Vorhersagen ermoglichen neue Blickwinkel.
So kénnen durch Hinweise auf Anpassungen an die Umwelt Aussagen iiber Verinde-
rungen, die der Organismus an seiner Umwelt vornimmt, getroffen werden. Okologi-
sche Effekte von mikrobiellen Gemeinschaften zu verstehen, wird in Zeiten globaler
Klima- und Umweltverdnderungen immer wichtiger. Insofern kann die Bioinformatik
einen wichtigen Beitrag zu aktuellen, fachiibergreifenden Themen leisten.

Die langerfristige Perspektive der funktionellen Charakterisierung von Genomen
und Metagenomen ist, neben der Umweltokologie, die Medizin [30]. Die funktionelle
Charakterisierung von Genomen und Metagenomen kann in der modernen Diagno-
stik bedeutsam werden. Weitere Forschung wird zeigen, ob die funktionelle Cha-
rakterisierung zu einem anerkannten Diagnoseverfahren der Medizin werden kann.
So konnte es beispielsweise moglich sein, iiber die Analyse von mikrobiellen Me-
tagenomen der Schleimhdute oder des Darmes eine erste Aussage iiber krankhafte
Verdnderungen zu treffen [38, 37]|.



Kapitel 6

Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurden bestimmte phanotypische Eigenschaften auf in-
dikative Proteindoménen untersucht. Dazu wurden aus den partiellen Phanotypen
Zweiklassenprobleme modelliert. In den so entstandenen Kategorien wurden mittels
eines kombinierten Ansatzes aus Support Vektor Maschine und rekursiver Merk-
malselimierung Proteindoménen detektiert, welche typisch fiir den entsprechenden
Phénotyp sind. Von diesen Proteindoménen wurde eine Auswahl getroffen, die mit
Bezug auf den jeweiligen partiellen Phianotyp ausgewertet wurden. Die Auswahl wur-
de in zwei Eliminierungsmethoden, iiber den Absolutbetrag und der t-Teststatistik
der Gewichte, getroffen. Von den Proteindoménen, die in beiden Methoden detek-
tiert wurden, wurden die zehn mit dem hochsten Gewicht untersucht.

In allen Kategorien konnten mit dieser Methode Proteindoménen detektiert wer-
den, die den Phénotypen zugeordnet werden kénnen. Zwischen den Kategorien gibt
es Unterschiede in der Zuverldssigkeit der Vorhersage und der Aussagekraft der de-
tektierten Doménen. So sind die in der Kategorie Super Kingdom detektierten Pro-
teindoménen eindeutig der einen oder anderen Klasse zuzuordnen. In der Kategorie
Habitat 1 hingegen konnte keine eindeutige Verbindung zwischen den detektierten
Doménen und dem Vorkommen in dem einen oder anderen Habitat hergestellt wer-
den. Obwohl die Proteindoménen offensichtlich nicht mit der Zugehorigkeit zu der
einen oder anderen Klassen korrelieren, wird eine relativ hohe Performanz erzielt.

An dieser Stelle wird deutlich, dass die festgelegte Mindestrate der Klassifikation
willkiirlich gewéahlt ist. Es stellt sich die Frage, ob in anderen Kategorien, die auf
Grund des Schwellenwertes nicht weiter analysiert wurden, aussagekréftigere Domé-
nen detektiert werden konnen. Insbesondere die Kategorie Temp Range ist hierfiir
ein Kandidat. Es ist zu vermuten, dass sich bevorzugte Temperaturbedingungen
iiber die Anpassungen des Organismus an diese Bedingungen in dem Doménen-
profil widerspiegeln. Basierend auf diesen Erfahrung sollte das Auswahlkriterum in
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zukiinftigen Analysen angepasst werden.

Auf alle Kategorien betrachtet wurden viele Regulationsproteine detektiert. Grund
hierfiir ist deren Bedeutung fiir die Organismen. Regulationsproteine sind hoch ex-
primiert und dementsprechend stark in den Doménenprofilen vertreten.

Im Groften und Ganzen wurden mit der verwendeten Methodik Proteindoménen
detektiert, die dem Vorwissen iiber typische Proteindoménen fiir die jeweiligen Pha-
notypen entsprechen. Somit kann davon ausgegangen werden, dass {iber die Auswahl
der Doménen mit dem hochsten Gewicht aussagekriftige isoliert werden konnen. Die
Erwartung, also die Detektion von aussagekréftigen Proteindoménen, wurde erfiillt.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte nicht geklért werden, inwieweit Fehler in der
Vorhersage der Doménenprofile Auswirkungen auf die Bestimmung diskriminativer
Proteindoménen haben. Es besteht die Méglichkeit, dass durch UFO vorhergesagte
Proteindoménen eine leicht verfilschte Darstellung der tatsichlichen Doménenpro-
file sind.



Anhang A

Prokaryotic Genome Project

Die vollstindige Auflistung der Eigenschaften, die im Rahmen des Prokaryotic Ge-
nome Project annotiert werden. Die in dieser Arbeit verwendeten Kategorien sind
dick gedruckt. Falls abweichende Abkiirzungen verwendet wurden, sind sie in Klam-
mern angegeben.

Organism

Kingdom (Super_ Kindom)

Genome Size

GC content

Gram stain (Gram_ Stain)

Shape

Arrangement

Endospores

Motility

Salinity

Oxygen Requirements (Oxygen Req)
Habitat (Habitat 1, Habitat_2)
Temperature Range (Temp range)
Pathogenic in

Disease
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Anhang B

Rekursive Merkmalseliminierung

Vollstindige Liste der Pfam-IDs, die mittels rekursiver Merkmalseliminierung ermit-
telt werden. Zu der Eliminierungsmethode tiiber den Absolutbetrag sind die Pfam-IDs
aufgefiihrt, die in dem Selektionsschritt vor der stirksten Abnahme der Performanz
selektiert wurden sowie die Pfam-IDs, die in diesem Schritt elimiert wurden. Fir
jede Kategorie sind Vereinigungsmenge tber alle Zufallsdistributionen und, wenn
die Menge nicht leer ist, Schnittmenge aufgefiihrt. Auflerdem sind fir die zweite
Eliminierungsmethode tber die t-Teststatistik die Pfam-IDs aufgefiihrt, die in dem
Selektionsschritt, in dem die mazimale Performanz (harmonisches Mittel aus Sen-
sitivitat und Spezifitat) erzielt wurde, selektiert waren.

Endospores

Eliminierte Merkmale: Vereiningungsmenge (Absolutbetrag)
PF01314 PF02852 PF08279 PF00704 PF03610 PF00296 PF00501 PF00942
PF03553 PF00395 PF01391 PF08534 PF08239 PF04122 PF00563 PF00389
PF00860 PF02588

Selektierte Merkmale: Vereiningungsmenge (Absolutbetrag)
PF00269 PF04672 PF03323 PF04545 PF04149 PF03144 PF02230 PEFO7875
PF00376 PF00082

Selektierte Merkmale (t-Teststatistik)

PF00662 PF06798 PIF09925 PF06026 PF02599 PF02463 PI08812 PLF06826
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PF01467
PF00318
PF02562
PF02436
PF04012
PF0O7873
PF02355
PF03802
PF03419
P104542
PF03364
PF03418
PF09578
PEF00453
PF00472
PF05949
PF01381
PF00106
PF02659
PF04545

PF02978
PF00478
PF04127
PF01796
PF02107
PF02589
PF05127
PF01148
PF03739
PF02119
PF04560
PF04026
PF01842
PF02470
P102661
PF02657
PF02954
PF05000
PF02879

Gram_Stain

Eliminierte Merkmale: Vereiningungsmenge (Absolutbetrag)

PE07486
PEF00437
PF00544
PF00795

Selektierte Merkmale: Vereiningungsmenge (Absolutbetrag)

PF09587
PF00331
PF01584
PF00155
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PF09547
PF00115
PF00237
PEF01075
PEF06898
PF02687
PF02649
PF10369
PF00561
PF03862
PF07451
PF06993
PF01746
PF08264
PEF00155
PF03958
PF09334
PF00623
PF00408

PI02836
PF03486
PF00768
PF08241

PF10414
PF02583
PF00238
PF00861
PF01869
PF00263
PF04613
PF04453
PF02261
PF01509
PF08378
PF00082
PFO1127
PF10135
PFO7561
PF02518
PF02424
PF02405
PF00296

PF01276
PF02452
PF01636
PF01183

PF01351
PF02534
PF00281
PEF06888
PF02108
PF03946
PF08298
PF06686
PF07441
PEF09855
PF07241
PF04565
PF00768
PF02656
PF00211
PF00989
PF10764
PF00501
PF00440

PEF07859
PF01128
PF01032
PF08448

PF07486
PF08461
PF02606
PF00884
PI05681
PF05137
PF03060
PF00069
PF02223
PF02588
PF01258
PF00572
PF00773
Pro2142
PF04715
PF00298
PF03422
PF04983
PF08534

PF00781
PF03845
PF06429

PF00146
PF01725
PF08668
PF04456
PF06835
PF00347
PF00133
PF00270
PF00256
PF04998
PF09551
PF00673
PF01975
PF01227
PF03551
PF00152
PF00376
PF0O7875
PF00005

PF02018
PEF00004
PF05175

PF00263 PF02798 PF03739 PI08443 PLF00300 PF00691 PF04203

PF01316

Selektierte Merkmale (t-Teststatistik)

PF00924

PF00176 PF03894 PF02384 PF06969 PF02769 PF04077 PEF01095
PF05991 PF05108 PF01128 PF06182

PEF03050

Pro1047

PF02811

PF09546
PF00037
PF02806
PF00269
PI00067
PF04413
PF08218
PF06750
PF09555
Pr01061
PF00252
PF00410
PF00189
PF04365
PF05532
PEF10035
PFO7715
PF00165
PF02880

PF03781
PF00571
PF04616

PF01520

PF02452
PF09560



PF00300 PF00682 PF00126 PF09397 PF10670 PF01761 PF02390
PF02785 PF10518 PF05593 PF08443 PF03648 PF00289 PF01580
PF02655 PF03797 PF05594 PF00953 PF01139 PF05175 PF02594
PF01433 PFO01842 PF02366 PIF03613 PF08666 PIF01451 PI05848
PF09832 PFO01568 PIF01943 PF04413 PF03830 PF03780 PI01381
PF07488 PF01520 PF03123 PF00768 PF01292 PF02664 PF02467
PF10400 PF06135 PF04271 PF03725 PF07833 PF03845 PF02647
PF04075 PF00331 PF07582 PF07693 PF00942 PF00293 PF01391
PF00171 PFO05958 PF03099 PF01106 PF00994 PF02353 PEF01035
Pr04167 PF02863 PLF09581 PI08447 PIF02786 PIF06964 PI01569
PF01032 PFO07733 PF00263 PF08238 PF02798 PF09587 PF07669
PF00188 PFO01380 PF03739 PF01618 PF09515 PF03861 PF00165
PF01385 PF10604 PF06032 PF01554 PFO01316 PF00465 PF00015
PF01077 PFO08282 PF00990 PEF00529

Habitat 1

Eliminierte Merkmale: Vereiningungsmenge (Absolutbetrag)

PF02743 PF01833 PF02779 PF03787 PF08242 PF01391 PF00117
PF01526 PF00148 PF01554 PF07282 PF00376 PF00664 PF04290
PF03480 PF02798 PF00990 PF00122 PF01979 PF00082 PF01040
PF02195 PFO00355 PFO07726 PF01497 PF04389 PF01909 PEF00550
PF00553 PF02378

Selektierte Merkmale: Vereiningungsmenge (Absolutbetrag)

Pro0924 PIF00482 PI00425 PF01522 PF02811 PF08240 PF03537
PF00310 PF02342

Selektierte Merkmale (t-Teststatistik)

PF10369 PF02075 PF10411 PF05762 PF02733 PF05726 PLF07679
PF00959 PF04408 PF01931 PF05239 PF01522 PF06421 PF00515
PF03734 PF00916 PF08338 PF02436 PF00909 PF01946 PF02518
PF03649 PF04358 PF00092 PF01483 PF00560 PF00476 PEF08808
PF02568 PF02635 PF07720 PF03480 PF05860 PI04402 PI04973

23

PF01263
PF02782
PF03609
PEF00590
PEO7477
PF00460
PF01643
PF01522
PF02581
PEF03577
PF01244
PF02096
PF00083

PF00083
PF01012
PF02463
PF01527

PF03441

PEF07517
PF01904
PF01969
PF02342
PE04066
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PF00310 PFO02779 PF00275 PF00201 PF00743 PF00239 PEF00795
PF00083 PF01408 PF02498 PF04039 PF03349 PF07719 PF08479
PF03773 PF10385 PF01202 PF04909 PF01926 PF01396 PF00512
PF01497 PFO00005 PF02082 PF03807 PF00425 PF03787 PEF07282
PF00571 PFO00158 PF00072 PF01656 PIF04055 PLF00990

Motility

Eliminierte Merkmale: Vereiningungsmenge (Absolutbetrag)

PF00419 PF00102 PF10604 PF01883 PF05721 PF04015 PF00211
PF02634 PF08376 PIF06439 PIF00690 PLF02534 PF02885 PLIF00850
PF09376 PF04471 PF00176 PF06271 PF00560 PF00753 PFO01874
PF01029 PF00669 PF01227 PF01113 PF02743 PF00112 PF00427
PF04073 PF00082 PF07366 PF00144 PF00309 PF05222 PF02769
PF01138 PF04185 PF00224 PF04820 PIKF01077 PF00905 PF01648
PF05942 PF01979 PF01420 PF02668 PIF01041 PF02355 PIF04464
PF01595 PF04892 PF00201 PF08242 PF01593 PF04069 PF04909
PF02080 PF01522 PF00486 PF03050 PF00936 PF04607 PF04397
PF01476 PFO01814 PF02780 PF01926 PF01890 PF02662 PF01451
PF01134 PF01934 PF00246 PF07980 PF02811 PF00571 PF09851
PF00382

Selektierte Merkmale: Vereiningungsmenge (Absolutbetrag)

PF01443 PF00460 PF01957 PF00565 PIF10106 PF08666 PF01442
PF04964 PF01610

Selektierte Merkmale (t-Teststatistik)

PF03818 PF01139 PF04752 PF00516 PFO08873 PF(07441 PF00144
PF01923 PF01419 PF06353 PIF09411 PF01814 PF06338 PIF04961
PF10697 PFO01795 PF09862 PF06135 PF08902 PF08002 PF03899
PF10411 PF02623 PF07552 PF10431 PFO01193 PF02195 PF05223
PF00335 PF03345 PF00350 PF03805 PF04941 PF05202 PF07858
PF06999 PF06005 PF07521 PF03852 PF03786 PF00570 PF09137
PF01895 PF05977 PF02335 PF10687 PLF08863 PIF02545 PLF00662

PF01051
PF08548
PF00043
PF01636

PF03486
PF00091
PF02475
PF03062
PF08534
PF05157
PF01479
PF02446
PF03459
PF02086
PF02133

PF02503

PF00401
PF08670
PF05881
PF02824
PF01230
PF05675
PF06455



PF03561
PF02863
PF02446
PF03319
PF03063
PF00141
PF06161
PF06296
PF08401
PF09185
PF05448
PF07505
PF08760
PF00301
PF01656
PF02321
PF01965
PF01228
PF01610
PF02503
PF04857
PF00262
PF02283
PF02768
PF06877
PEF07040
PF03067
PF07605
PF05193
PF01288
PF05377
PF04892
PF01494
PF00534
PF08028
PF03193
PF04879
PF01077
PF07980

PF03922
PF09278
PF00989
PF06304
PE07720
PF06897
PF02030
PF06352
PF07694
PE09188
PEF00560
PF02278
PF09946
PF01979
PF07044
PF01126
PF00011
PF09298
PF03613
PF06445
PF02738
PF08907
PF10101
PF01070
PF09345
PI02562
PF00331
PF00149
PF02151
PF08212
PEF03783
PF02654
PF02579
PF02753
PF04659
PE00849
PF00271
PF00582
PF01839

PF07130
PF05721
PF04854
PF02976
PF03772
PF06192
PF06415
PF06039
PFo1727
PF05220
PF04385
PF05109
PF01619
PFo00112
PF08479
PF08406
PF04472
PF09574
PF09948
PF03646
PF00036
PF06196
PF00588
PF04328
PEF10070
PEF00005
PF00580
PF00145
PF05985
PEF00905
PF00691
PF02880
PF01443
PF00460
PF07683
PF07186
PF10110
PF01479
PF02879

PF09526
PF06153
PF06022
PF00912
PF03812
PF03357
PF04405
PF03780
PF03072
PF03257
PF08757
PF07666
PF01724
PF03008
PF10503
PF03212
PF04257
PF03070
PF08534
PF05935
PF02515
PF05738
PF04215
PF09829
PF00171
PEF09968
PF00874
PF00702
PF02586
PF04443
PF02132
PF06439
PF08242
PF01568
PF00753
PEF00497
PF00092
PF01381
PF04545

PF06013
PF06526
PF06764
Pro4277
PF02080
PF03241
PF06761
PF09359
PF03086
PF00938
PF04261
PF07668
PF03611
PFro1312
PF00133
PF06938
PF02878
PF02911
PF05116
PF04383
PF03203
PF00924
PF02769
PF00440
PF03130
PEF07005
PF04016
PF04283
PF00067
PF04963
PIF01522
PEF00765
PF08936
PF09588
PF00533
Pro1641
PF00325
PF03600
PF01926

PF00091
PF10102
PF03471
PF04434
PF09832
PF07667
PF02482
PF02595
PF07271
PF00625
PFEF00080
PF01812
PF00528
PF03830
PF00881
PF02475
PF09299
PF01118
PF07883
PF00491
PF02585
PF03960
PF02152
PF04607
PF02464
PT'00925
PF00211
PF02694
PF00246
PF06850
PF06751
PF06832
PF01520
PF01758
PF00345
PF00106
PF04326
PF01555

PF04964
PF08883
PF06314
PF01120
PF03953
PF02643
PF01039
PF00435
PF09644
PF05658
PF03372
PF10094
PF02625
PF02108
PIF02668
PF09992
PF05732
PF06744
PF00547
PF06719
PF06857
PF05159
PF10091
PF02409
PF01113
PF03120
PF00128
PF00015
PF03062
PF07071
PF00565
PF04552
PF00089
PF01883
PF00085
PF01510
PF01917
PF06429

95

PF00146
PF02706
PF08272
PF01227
PF07714
PF02361
PF05147
PF09977
PF01065
P104940
PF10064
PF08487
PF01325
PF08331
PF01712
PF01734
PF00639
PF01316
PF00862
PF01527
PF03609
PF08345
PF08447
PF00449
PF03480
PI08124
PF01451
PF08388
PF01168
PEF00581
P104432
PF0O7715
PF00419
PF00672
PEF00082
PEF00873
PF01551
PF00027
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Oxygen Req

Eliminierte Merkmale: Vereiningungsmenge (Absolutbetrag)

PF01541 PF01434 PF08239 PF05345 PIF04972 PLF04069 PF01075
PF03459 PF01074 PF00581 PF00684 PF00580 PF01943 PEF00733
PF01464 PF01938 PF08668 PF00041 PF02719 PF00702 PF01494
PF01170 PF00586 PF00691 PF07963 PF02872 PF00378 PF02687
PF00294 PF01867 PFO07007 PF00293 PF07969 PF04471 PF01844
PF01832

Selektierte Merkmale: Vereiningungsmenge (Absolutbetrag)

PF02803 PF04095 PF03595 PF05656 PF01578 PF08666 PEF00037
PF00550 PF08245

Selektierte Merkmale (t-Teststatistik)

PF07278 PF00850 PI03916 PF09686 PLKF07513 PI08900 PLF00437
PF05662 PF06146 PF04245 PF03382 PF07942 PF08013 PF06458
PF09899 PF06710 PF02104 PF09423 PF04267 PF04095 PF10418
PF00171 PF05922 PF08707 PF01184 PF09347 PF08379 PF02771
PF05425 PF00733 PF00892 PF07883 PF00033 PF01909 PF01011
PEF00990 PFO01925 PF02096 PF00227 PF00873 PEF02080 PF02629
PF02016 PFO00703 PF00891 PF00343 PF02770 PF03595 PF05552
PF06628 PF02195 PF09829 PF08323 PF07690 PF07497 PEF00455
PF04235 PF00486 PF00857 PF03592 PF03358 PF03880 PF02357
PF03672 PF04069 PF05175 PF03838 PF00199 PF00294 PF01541
PF01039 PF00361 PEF00586 PLF03572 PF00668 PLF09313 PEF08803
PF00702 PFO01075 PF00684 PF01839 PIF01381 PF00037 PLF08666
PF08722 PFO07721 PF01970 PF00108 PF08238 PF04972 PF00165
PF01497 PFO01527 PF02574 PF03918 PF00593 PF00196 PF00529
PF10604 PF04055 PF00128 PF02803 PF08241 PF02518

Super Kingdom

Eliminierte Merkmale: Vereiningungsmenge (Absolutbetrag)

PIr00145
PF03372
PF04205
PF02416
PF04616

PF02837

PFO7511
PF05656
PF00358
PFO00117
PF04940
PF00578
Pro4171
PF07922
PF02837
PF00293
PF10423
PI02836
PF01022
PF07992
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PF00535 PFO01979

Selektierte Merkmale: Schnittmenge (Absolutbetrag)

PF04542

Selektierte Merkmale: Vereiningungsmenge (Absolutbetrag)

Pro4542 PF00753 PIF01978 PI01472 PF00486 PLF07724 PF02875 PLF02775
PF00571 PF01163

Selektierte Merkmale (t-Teststatistik)

PF02778 PF04895 PF01287 PF01020 PF00935 PF01015 PF01157 PF01194
PFo01655 PF09249
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Anhang C

Domanen unbekannter Funktion
(DUF)

Auflistung der Domdnen unbekannter Funktion (,Domains of Unknown Function
DUF), die unter den selektierten Merkmalen sind. Die Merkmalsmenge wird dber
die t-Teststatistik ermittelt. Fs handelt es um die Merkmale, an Hand derer in dem
Eliminierungsschritt mit maximaler Klassifikationsrate klassifiziert wird.

Endspores

PF09925
PF02583
PF01796
PF04456
PF06835
PF02589
PF05127
PF02649
PF09855
PF02588
PF07241
PF06993
PF02656
PF04365
PF07561
PF05949
PF10035
P102405

DUF2157
DUF156
DUF35
DUF503
DUF1239
DUF162
DUEF699
DUF198
DUF2082
DUF161
DUF1429
DUF1304
DUF202
DUF497
DUF1540
DUF881
DUEF2179
DUF140

Predicted membrane protein (DUF2157)

Uncharacterised BCR, COG1937

Domain of unknown function DUF35

Protein of unknown function (DUF503)

Protein of unknown function (DUF1239)

Uncharacterised ACR, YkgG family COG1556

Putative ATPase (DUF699)

Uncharacterized ACR, COG1469

Nucleic-acid-binding protein containing Zn-ribbon domain (DUF2082)
Uncharacterized BCR, YitT family COG1284

Protein of unknown function (DUF1429)

Protein of unknown function (DUF1304)

Domain of unknown function DUF

Protein of unknown function (DUF497)

Domain of Unknown Function (DUF1540)

Bacterial protein of unknown function (DUF881)
Uncharacterized protein conserved in bacteria (DUF2179)
Domain of unknown function DUF140
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PF02659

DUF204

Gram_Stain

PF05991 DUF901
PF05108 DUF690
PF06182 DUF990
PF02594 DUF167
PF09832 DUF2059
PF03780 DUF322
PF06135 DUF965
PF02647 DUF196
PF04075 DUF385
PF04167 DUF402
PF06032 DUF917
Habitat 1

PF01931 DUF&4
PF01904 DUFT72
PF08338 DUF1731
PF01969 DUFI111
PF04402 DUFb541
PF03773 DUF318
Motility

PF08873 DUF1834
PF06353 DUF1062
PF10697 DUF2502
PF09862 DUF2089
PF06135 DUF965
PF08902 DUF1848
PF08002 DUF1697
PF06005 DUF904
PF05675 DUFS817

ANHANG C. DOMANEN UNBEKANNTER FUNKTION

Domain of unknown function DUF

Protein of unknown function (DUF901)

Protein of unknown function (DUF690)

Protein of unknown function (DUF990)
Uncharacterised ACR, YggU family COG1872
Uncharacterized protein conserved in bacteria (DUF2059)
Protein of unknown function (DUF322)
Bacterial protein of unknown function (DUF965)
Uncharacterized ACR, COG1343

Domain of unknown function (DUF385)

Protein of unknown function (DUF402)

Protein of unknown function (DUF917)

Protein of unknown function DUF84
Protein of unknown function DUF72
Domain of unknown function (DUF1731)
Protein of unknown function DUF111
Protein of unknown function (DUF541)
Predicted permease

Domain of unknown function (DUF1834)

Protein of unknown function (DUF1062)

Protein of unknown function (DUF2502)

Uncharacterized protein conserved in bacteria (DUF2089)
Bacterial protein of unknown function (DUF965)

Domain of unknown function (DUF1848)

Protein of unknown function (DUF1697)

Protein of unknown function (DUF904)

Protein of unknown function (DUF817)



PF05977
PF10687
PF09526
PF06153
PF06526
PF10102
PF04854
PF06764
PF06304
PF09832
PF06897
PF07667
PF02643
PF06161
PF06296
PF06352
PF03780
PF09977
PF08401
PFO1727
PF03072
PF03086
PF09185
PF09188
PF10064
PF10094
PF08760
PF09946
PF01724
PF03008
PF08331
PF07044
PF06938
PF09992
P1ro4472
PF09298
PF09574
PF06744
PF09948
PF08907
PF06196

DUF894
DUF2495
DUF2387
DUF970
DUF1107
DUF2341
DUF624
DUF1223
DUF1048
DUF2059
DUF1269
DUF1600
DUF192
DUF975
DUF1044
DUF1061
DUF322
DUF2134
DUF1738
DULE30
DUF237
DUF240
DUF1948
DUF1951
DUF2302
DUF2332
DUF1793
DUF2178
DUF29
DUF234
DUF1730
DUF1329
DUF1285
DUF2233
DUF552
DUF1969
DUF2374
DUF1215
DUF2182
DUF'1853
DUL997

Bacterial protein of unknown function (DUF894)

Protein of unknown function (DUF2495)
Probable metal-binding protein (DUF2387)
Protein of unknown function (DUF970)
Protein of unknown function (DUF1107)
Domain of unknown function (DUF2341)
Protein of unknown function, DUF624
Protein of unknown function (DUF1223)
Protein of unknown function (DUF1048)

Uncharacterized protein conserved in bacteria (DUF2059)

Protein of unknown function (DUF1269)
Protein of unknown function (DUF1600)
Uncharacterized ACR, COG1430
Protein of unknown function (DUF975)
Protein of unknown function (DUF1044)
Protein of unknown function (DUF1061)
Protein of unknown function (DUF322)
Predicted membrane protein (DUF2134)
Domain of unknown function (DUF1738)
Domain of unknown function DUF30
MG032/MG096,/MG288 family 1
MG032/MG096,/MG288 family 2
Domain of unknown function (DUF1948)
Domain of unknown function (DUF1951)

Uncharacterized conserved protein (DUF2302)
Uncharacterized protein conserved in bacteria (DUF2332)

Domain of unknown function (DUF1793)
Predicted membrane protein (DUF2178)
Domain of unknown function DUF29

Archaea bacterial proteins of unknown function

Domain of unknown function (DUF1730)
Protein of unknown function (DUF1329)
Protein of unknown function (DUF1285)
Predicted periplasmic protein (DUF2233)
Protein of unknown function (DUF552)

Domain of unknown function (DUF1969)
Protein of unknown function (Duf2374)

Protein of unknown function (DUF1215)

Predicted metal-binding integral membrane protein (DUF2182)

Domain of unknown function (DUF1853)
Protein of unknown function (DUF997)
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PF10101 DUF2339
PF10091 DUF2329
PF04328 DUF466
PF09829 DUF2057
PF06877 DUF1260
PF09345 DUF1987
PF10070 DUF2309
PF07040 DUF1326
PF09968 DUF2202
PF07005 DUF1537
PF04016 DUF364
PF07605 DUF1568
PF04283 DUF439
PF02586 DUF159
PF0O7071 DUF1341
PF06439 DUF1080
PF01883 DUF59
PF03193 DUF258
PF06429 DUF1078
Oxygen Req
PF07278 DUF1441
PF07513 DUF1527
PF08900 DUF1845
PF07511 DUF1525
PF03382 DUF285
PF05656 DUF805
PF09899 DUF2126
PF06710 DUF1197
PF09347 DUF1989
PF00892 DUF6
PF01925 DUFS81
PF04171 DUF405
PF09829 DUF2057
PF04235 DUF418
PF09313 DUF1971
PF01970 DUF112

ANHANG C. DOMANEN UNBEKANNTER FUNKTION

Predicted membrane protein (DUF2339)

Uncharacterized protein conserved in bacteria (DUF2329)
Protein of unknown function (DUF466)

Uncharacterized protein conserved in bacteria (DUF2057)
Protein of unknown function (DUF1260)

Domain of unknown function (DUF1987)
Uncharacterized protein conserved in bacteria (DUF2309)
Protein of unknown function (DUF1326)

Uncharacterized protein conserved in archaea (DUF2202)
Protein of unknown function, DUF1537

Domain of unknown function (DUF364)

Protein of unknown function (DUF1568)

Protein of unknown function (DUF439)

Uncharacterised ACR, COG2135

Protein of unknown function (DUF1341)

Domain of Unknown Function (DUF1080)

Domain of unknown function DUF59

Protein of unknown function, DUF258

Domain of unknown function (DUF1078)

Protein of unknown function (DUF1441)

Protein of unknown function (DUF1527)

Domain of unknown function (DUF1845)

Protein of unknown function (DUF1525)

Mycoplasma protein of unknown function, DUF285
Protein of unknown function (DUF805)

Uncharacterized protein conserved in bacteria (DUF2126)
Protein of unknown function (DUF1197)

Domain of unknown function (DUF1989)

Integral membrane protein DUF6

Domain of unknown function DUF81

Protein of unknown function (DUF405)

Uncharacterized protein conserved in bacteria (DUF2057)
Protein of unknown function (DUF418)

Domain of unknown function (DUF1971)

Integral membrane protein DUF112



Super Kingdom

PF04895

DUF651

Archaeal protein of unknown function (DUF651)
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danke ich meiner Familie. Claudia, Du meine allerliebste Schwester, ohne Dich géibe
es noch mehr grammatikalische Absonderlichkeiten in dieser Arbeit. Du hast mich
zuverlissig mit Lebensweisheiten versorgt (,Denk an die Vitamine! ) und mich
damit mehr als einmal zum Schmunzeln gebracht.

Fabian, ohne Deine Zeit und Geduld, hilfreiche Diskussionen, kritische Anmer-
kungen (,,Department of Redundancy Department) und die eine oder andere Tasse
Tee, die wir zusammen geschliirft haben, wire diese Zeit nicht halb so schon gewe-
sen. Danke, dass Du Dich zu nachtschlafender Zeit aus dem Bett gequélt hast (und
damit bewiesen hast, dass es Dich auch vor zehn Uhr gibt!), um mit mir Fahrrad zu
fahren.

Ein grofes Dankeschén an Rike und Daggi fiir ihre Freundschaft und all die
schénen Spieleabende. Sei es die ,, bombige Palme* oder andere Assoziationen: Macht
das Leben lebenswerter. Nicht vergessen mochte ich all die Menschen, die mit mir
die Musik, die schone Seite des Lebens, teilen: Katharina und Unicante.

Fabian, Papa, Danke fiir's Korrekturlesen!



Ich erklare hiermit, dass ich die vorliegende Arbeit selbstindig verfasst und keine
anderen als die angegebenen Quellen und Hilfsmittel verwendet habe.

Gottingen, den 19. August 2009
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