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Zusammenfassung

Ubersicht

Profile und Matrizen sind in den Biowissenschaften haufig angewendete Konstrukte,
um Vergleiche von Hochdurchsatzdaten durchzufihren oder deren Visualisierungen
zu ermoglichen. Ein mathematischer Vergleich solcher Profile setzt bestimmte Algo-
rithmen und in bestimmten Féllen Vergleichsmetriken, z.B. Distanzmetriken, voraus.
Im Zusammenhang dieser Arbeit versteht sich ein Profil als eine Aneinanderreihung
von Eigenschaften einer physikalischen Entitat Uber eine Reihe von Objekten, und
die Eigenschaften dieser Objekte charakterisieren dann diese Entitat. Wenn Profile
mehrerer Entitaten aufeinander gestapelt werden, ergibt sich eine Matrix von Entita-
ten Uber Objekte. In einer solchen Matrix gilt die orthogonale Sichtweise genauso:
ein Objekt lasst sich tUber ein Profil von biophysikalischen Entitdten beschreiben.

In den vier mit dieser Arbeit zusammengefassten Publikationen wird eine Reihe von
Profilanwendungen prasentiert, die direkt oder indirekt Bedeutung in der Biomedizin
erlangt haben: Topologien in Phylogenomischen Baumen fir eine Reihe genereller
Bakterienstimme, methodisch neu eingefuhrt als Tree Topology Profiling; die Cha-
rakterisierung von Spezien uUber die Gesamtheit aller Genfamilien; Chemosensitivi-
tatsprofile sowie Genexpressionsprofile als Charakterisierungen von chemischen
Substanzen oder Genen Uber eine Reihung von Krebszelllinien; Substanz-Zielgen-
Matrizen als Charakteristikum des Interaktionspotentials z. B. in Krebs-relevanten
Signalwegen. Eine weitere Anwendung besteht in der Darstellung von Genexpressi-
onsprofilen innerhalb einer Genfamilie flr zwei biologische Subjekte, die vergleichba-
ren experimentellen oder medizinischen Behandlungen unterworfen waren.

In der ersten Publikation werden Genomphylogenien, die in der Literatur in sehr hete-
rogener Form als Resultate der jeweiligen Generierung zu finden sind, in Bezug zu
ihrem algorithmischen Hintergrund gestellt. Aus den Ergebnissen wird die allgemeine
Bedeutung verwendeter Distanzmetriken fur Profilanwendungen herausgearbeitet.
Die Datenbank CancerResource, http://bioinf-data.charite.de/cancerresource/, fir
Substanz-Zielgen-Interaktionen untermauert mit experimentellen Daten sowie die
Web-basierte Software Ortho2ExpressMatrix flir Genexpressionsereignisse innerhalb
von Genfamilien, http://bioinf-data.charite.de/o2em/cgi-bin/o2em.pl, werden in drei
weiteren Publikationen beschrieben. Sie haben zentrale Bedeutung auf den Gebieten

der Medikament-relevanten Krebsforschung und der Vergleichenden Genomik.
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1. Einleitung mit Zielstellungen

Im Zeitalter der Genom-, Transkriptom-, Proteom-, oder Metabolom-weiten Erfassung
von biophysikalischen oder biochemischen Zustdnden in Zellen von Lebewesen sind
Profile und Matrizen mathematische oder programmatische Konstrukte, die eine Be-
waltigung entsprechender Datenmengen oft erst erlauben. Nach Transformation der
Daten ermdéglicht die Bildung solcher Konstrukte einerseits die weitere Verarbeitung
im Computer und andererseits Reprasentationen oder Visualisierungen, die einem
Betrachter die Rezeption dieser komplexen Zusammenhange vereinfachen. Dabei ist
mit Transformation gemeint, dass im Vorfeld dem jeweiligen Wissenschaftsfeld an-
gepasste Abstraktionen oder Modellierungen notwendig sind. Die Wissenschaftsfel-
der, bei denen Profile oder Matrizen zum Zwecke der Darstellung eingesetzt werden,
haben stetig zugenommen. Sie sind &ul3erst vielfaltig, und Beispiele von ihnen wer-
den in den Publikationen présentiert, die mit dieser Arbeit vorgestellt werden. Profile

sind zentrales Thema in zwei Verdffentlichungen, Matrizen in einer weiteren.

In den Biowissenschaften werden Profilvergleiche fir verschiedenste biophysikali-
sche Grol3en und biologische Objekte durchgefuhrt. Damit sind Profilvergleiche nicht
zuletzt fur die Biomedizin relevant. Die untersuchten Objekte sind Spezien, Gewebe-
typen, Zelllinien, Individuen in einer Kohorte, aber auch schwer beschreibbare Sub-
jekte wie Topologien in Phylogenomischen Baumen. Die mathematische Grundlagen
zum Vergleich zweier Profile mit bindren Charakteren hinsichtlich ihrer Ahnlichkeit
wurden mit der Numerischen Taxonomie zu Beginn des 20. Jahrhunderts einge-

fuhrt.1?

Phylogenetic Profiling’ ist im Jahr 1999 in der Bioinformatik etabliert worden.* ° Mit
Phylogenetischen Profilen wird das Vorhandensein eines Gens in einer definierten
Reihe biologischer Arten, Spezien, aufgezeigt; die so charakterisierten Genfamilien
werden Uber diese Profile vergleichbar gemacht. Mit dem ,Aufeinanderstapeln’ aller
dieser Profile wird eine Phylogenetische Ereignismatrix gebildet. - Die zum ,Phyloge-
netic Profiling’ orthogonale Sichtweise auf die Ereignismatrix charakterisiert die un-
tersuchten Spezien: Anhand der Gegenwart (oder Abwesenheit) einer jeden in der
Matrix existierenden Genfamilie kann die Ahnlichkeit tiber mehrere tausend (Zahlen-
beispiel PhyloMatrix:® 19374) Familien zwischen zwei vollstandig sequenzierten Spe-
zien (PhyloMatrix: 106 Spezien) untereinander berechnet werden. Aufgrund solcher

Ereignismatrizen und einer Vielzahl von Abwandlungen davon, aber auch aufgrund
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ganzlich anderer Methodiken, die auf Baumen von Genfamilien oder auf Super-
Alignments von Sequenzen basieren, wurden aufgrund rein molekularbiologischer
Daten eine Vielzahl von Phylogenomischen Baumen publiziert.”® Solche Genom-
baume, aber auch Phylogenetische Baume oder der Taxonomische Baum werden
erstellt, um dem Baum des Lebens, dem ,Tree of Life’ (ToL), nahe zu kommen, wie
ihn Charles Darwin in seinen Aufzeichnungen bereits 1837/1838 skizziert hat.'® Fiir
publizierte Genom-Baume fallt auf, dass deren Generierung im Ergebnis sehr unter-
schiedlich ausfallt, und es bestand Klarungsbedarf, inwieweit sich die Umstande ei-
ner Generierung, insbesondere die Art der Berechnung der Ahnlichkeiten zwischen
den Spezien, auf Genomphylogenien auswirken. Mit bestimmten Heuristiken und
Distanzmal3en wird ein Teil dieser Genombaume als ,gene content’ Phylogenien er-
zeugt, indem die Profile tGber samtliche Genfamilien ausgewertet wurden, die die
Spezien charakterisieren. Die Literatur bietet eine Vielzahl von Publikationen zu die-
sem Thema, und in einer Meta-Analyse sollten die publizierten Baume vergleichend
beschrieben und in Beziehung zu dem Hintergrund ihrer Generierung gestellt wer-
den. Gleichzeitig sollte die Mdglichkeit genutzt werden, Molekulardaten von SYS-
TERS-PhyloMatrix® Genfamilien zu verwenden, indem ,gene content’ Genom-Baume
mit verschiedenen Techniken erzeugt und in diese Meta-Analyse einbezogen wer-
den. Neben diesen Gesichtspunkten werden in der Publikation 1 die bei der Erzeu-
gung dieser Phylogenien verwendeten Distanzmetriken studiert, um Auswirkungen

bei einer Anwendung in der Biomedizin abschétzen zu kénnen.

Interaktionen von chemischen Substanzen mit deren Zielgenen werden in vielen Be-
reichen der Biowissenschaften beschrieben. Oftmals sind jedoch die entsprechenden
Web-Ressourcen einseitig auf einen bestimmten Bereich beschrankt. Die projektierte
Datenbank CancerResource sollte die Resultate eines Datamining fur Interaktionen
von chemischen Substanzen mit Zielgenen auf Krebserkrankungen fokussieren und
mit experimentellen Daten, die dem biologisch-medizinischen Forschungsfeld ent-
springen, unterfuttert werden. Deren Visualisierung durch Profile und Matrizen war zu
prifen und in das Konzept der zu erstellenden Ressource zu integrieren. Aktivitats-
profile auf Basis der Chemosensitivitat sind bereits seit mehreren Jahrzehnten ein
anerkanntes methodisches Instrument zur ldentifizierung der biologischen Wirksam-
keit chemischer Substanzen. Der Grundansatz hierfur ist die Ermittlung der Inhibition
des Zellwachstums nach Applikation einer chemischen Substanz auf ein Spektrum

von Zelllinien, die in eine definierte Reihung gebracht werden. Ein etabliertes Werk-
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zeug hierfirr sind die bekannten 60 Zelllinien humaner Herkunft (NCI-60 Zelllinien),*
die aus Gewebeproben verschiedener Tumore abgeleitet wurden. Diese Profile, die
biologisch wirksame Substanzen Uber deren Chemosensitivitat charakterisieren,
werden auch als ,Daumenabdriicke Uber Zelllinien’ (,cellular fingerprints’) bezeichnet.
Es war naheliegend, in ihrer Chemosensitivitat &hnliche Substanzen auch in der Ahn-
lichkeit von Struktureigenschaften zu vergleichen.*? Dariiber hinaus war die Aufde-
ckung der Substrat-Spezifitdt in Signalweg-Beziehungen Gegenstand intensiver For-
schung.'®** Die Quantifizierung von Genen (Expression) ist Grundlage fiir eine zwei-
te Quelle experimenteller Daten, die in der klinischen Diagnostik am haufigsten mit
der Mikroarray-Technologie erhoben werden. Fur eine genomweite Reprasentation
der Resultate werden Ublicherweise zwei-dimensionale Heatmaps durch Clustering
erzeugt. Dabei werden in den zwei Dimensionen sowohl die Gene (durch die ent-
sprechenden Sonden) als auch die experimentellen Ansatze als Profil Uber den je-
weilig anderen Parameter beschrieben. Die Ahnlichkeit der experimentellen Ansatze
(wie auch der Gene) zueinander wird in Dendrogrammen ausgedrtickt, die neben die
Heatmap gezeichnet werden. In der projektierten Datenbank sollte ein Benutzer auf
die Profile beider Datensammlungen und in beiden Dimensionen in geeigneter Weise
zugreifen konnen. Ein weiterer Gesichtspunkt sollte die Darstellung von Genen in
Krebs-relevanten Signalwegen sein, um dem Betrachter den bestehenden funktiona-
len Kontext integral erfassen lassen zu kénnen. Daher sollte im Sinne des Profil-
oder Matrixgedankens ermdglicht werden, neben einer Ublichen bildlichen Darstel-
lung in einem Graphen fur Signalwege das multiple und redundante Auftreten dieser

Interaktionen aus Eventmatrizen heraus zu erfassen (Publikationen 2 und 3).

Wie oben bereits beschrieben, visualisieren Phylogenetische Profile das Vorhanden-
sein von Genen und sind dafur konstruiert, einen moglichen funktionalen Kontext
sichtbar zu machen. Offen blieb an dieser Stelle die Frage, in welcher Quantitat die-
se Gene in den Spezien vorhanden (exprimiert) sind. Weiterhin wirde es ein Phylo-
genetisches Profil prazisieren, wenn man funktionelle Orthologie aufzeigen kdnnte.
Funktionelle Orthologie fuhrt einzelne Proteine z. B. zweier Spezien zusammen, die
gleichzeitig eine identische, also beibehaltene, Funktion bei gemeinsamem evolutio-
naren Ursprung besitzen.” Eine Beriicksichtigung dieser zwei Aspekte entsprache
also einer Aufschlisselung oder Prazisierung eines ,Charakters” in einem Phyloge-
netischen Profil. Die Frage, ob mehrere funktionell zusammenhéangende Gene sich

Uber gleichsinnige Expression, also Koexpression, identifizieren lassen, wurde in
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verschiedenen Ansatzen beantwortet,*® 7

ohne jedoch explizit die Frage nach den
Paralogen zu bericksichtigen. Ein in diese Richtung weisender systematischer For-
schungsansatz wirde etwa mit der Frage berthrt, welche Paraloge in zwei verschie-
den Spezien eine identische funktionelle Aufgabe besitzen. In der Literatur bot die
Frage nach der Krankheits-Relevanz'® bzw. die Funktionalitat von Paralogen in ver-
schiedenen Spezien und hier besonders in vergleichbaren Geweben Anlass zu ver-
schiedenen Untersuchungen, und es wurde gefunden, dass die Expressionsprofile
von ,one-to-one’ Orthologen héher konserviert sind als von ,many-to-many’ Ortholo-
gen.'® Zwischen vergleichbaren Geweben von Spezien scheint es dennoch eine ho-
he Konservierung der Genexpression zu geben.?® Zusammengefasst besteht fiir vie-
le Bereiche in den Biowissenschaften in einer zentralen Frage, namlich der nach der
Koexpression innerhalb von Genfamilien, ein permanenter und vielfaltig aufkommen-
der Forschungsbedarf. Die in Publikation 4 beschriebene Software Or-
tho2ExpressMatrix sollte daher breit und unter dem Gesichtspunkt universeller Ver-
wendbarkeit ausgelegt sein, Expressionsdaten im Kontext von Genfamilien genom-

weit visualisieren zu koénnen.

2. Ergebnisse mit Diskussion: Publikationen

2.1 Publikation 1:
»Meta-Analysis of General Bacterial Subclades in Whole-

Genome Phylogenies Using Tree Topology Profiling”

2.1.1 Bibliographische Angabe

Thomas Meinel, Antje Krause (2012). Evolutionary Bioinformatics Online 8: 489-525

Doi: 10.4137/EBO.S9642

2.1.2 Zusammenfassung Publikation 1

Diese Forschungsarbeit umfasst die Meta-Analyse von 47 publizierten Genomphylo-
genien, die aus 30 Publikationen zusammengetragen wurden. Es werden die darin

gezeichneten und zumeist bifurkierenden Baume in der Weise analysiert, dass Topo-
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logien von in ihrem Genom vollstandig untersuchten Bakteriengruppen in einen ei-
gens erstellten Topologie-Katalog eingeordnet werden. Die in den Baumen gefunde-
nen reinen Topologiebeschreibungen wurden einer Generalisierung unterworfen und
in Scorewerte Ubersetzt. Dieses Vorgehen eroffnet nun die Mdéglichkeit einer algo-
rithmischen Behandlung, womit das mit dieser Verdffentlichung eingefthrte ,Tree To-
pology Profiling’ umschrieben ist. Die sehr heterogenen Genombaume - sie unter-
scheiden sich hauptsachlich in der Anzahl der implizierten Spezien, im zugrunde lie-
genden Datenmodell und in der Methodik der Erstellung der jeweiligen Phylogenie -
wurden damit durch ein sehr einfaches Verfahren quantitativ vergleichbar gemacht.
Das erste Ziel, rekonstruierte Phylogenien mit deren Datenmodellen und Generie-

rungsverfahren fir eine Diskussion gegenuberzustellen, konnte so erreicht werden.

Als zweites Ziel konnte fir die Gruppe der ,Gene Content’ Phylogenien durch Simula-
tion mit neuen Daten gezeigt werden, welches die innerhalb dieser Gruppe besser
geeigneten Verfahren fur die Generierung dieser Phylogenien sind. Zentraler Ansatz
war die Charakterisierung der Spezien durch binare Profile Uber SYSTERS-
PhyloMatrix® Proteinfamilien mit mindestens drei Spezien. Es zeigte sich, dass fiir die
Generierung der Baume Distanz-basierte Heuristiken (Neighbor Joining) mit Dis-

tanzmetriken nach Simpson® oder nach Korbel?* am realistischsten sind.

Mit dieser Veroffentlichung lasst sich durch den Vergleich der unterschiedlichen Re-
konstruktionen des Baums des Lebens die Nahe bestimmter Bakteriengruppen zu-
einander bestatigen, wie etwa die Nahe der Spirochaten zu den Chlamydien und die
der Actinobakterien zu den Cyanobakterien. Dies ist bemerkenswert, weil in neueren

22, 23

Phylogenien eine Bifurkation fur diesen Teil des Baums des Lebens aus syste-

matischen Griinden vernachlassigt wird oder aufgegeben wurde.

Das zugrunde liegende Datenmodell SYSTERS-Phylomatrix® erweist sich mit dieser
Untersuchung als biologisch sinnvoll, weil erwahnte Distanzmetriken sinnvolle Phylo-
genien erzeugen, und zwar im gleichen Mal3e wie fUr publizierte Phylogenien. Das
Ergebnis dieser Meta-Analyse tragt somit auch Ubergeordnet zur Bestéatigung des
gesamten SYSTERS Projektes®® bei und reiht sich in frilhere Analysen ein, wie die
Analyse zur Spezifitat von Proteinfamilien fir Spezien und Gruppen von Spezien®
oder eine Betrachtung der 20 Aminoacyl-tRNA-Synthetase-Familien, die die biolo-
gisch sinnvolle Partitionierung des gesamten Proteinsequenzraumes durch die in

SYSTERS angewendete Methodik anhand ausgewahlter Protein-Familien zeigte.?
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In der Publikation sind die Arbeitsschritte flr die durchgeflihrte Meta-Analyse sowie
das Clustering-Resultat als ,Heatmap’ abgebildet. Im Anhang befinden sich sieben
SYSTERS-Phylomatrix ,Gene Content’ Genomphylogenien, die mit Parsimony-

Methoden und mit Neighbor Joining erzeugt wurden.

2.1.3 Bedeutung im Kontext dieser Dissertation

Erst das durch diese Publikation eingefuhrte ,Tree Topology Profiling’ ermdglichte
methodisch die Quantifizierbarkeit der zunachst nur deskriptiven Topologiemerkmale.
Durch deren Ubertragung auf Profile lieR sich eine Vergleichbarkeit der extrem un-
terschiedlichen Genomphylogenien erzielen. Die zweite Bedeutung dieser Arbeit liegt
in der Profil-gestiitzten Generierung von ,Gene Content’-Phylogenien, bei deren Be-

rechnung die Distanzmetriken nach Simpson oder Korbel am erfolgreichsten waren.

214 Perspektiven und Anséatze fur weitere Entwicklungen

Nachdem gezeigt werden konnte, welche Distanzmetriken besonders wertvoll fur
einen speziellen Bereich der Biologie sind, erhebt sich die Frage, inwiefern sich diese
zusammen mit den entsprechenden Distanz-basierten Algorithmen auch fur den
Vergleich von Chemosensitivitatsprofilen biologisch aktiver Substanzen eignen. Dies
ware dann eine Alternative zur Berechnung uber die Pearson-Korrelation (siehe Kap.
2.2.3). Mit dem gleichen Ansatz kdnnte auch die automatisierte Kategorisierung einer
grof3en Anzahl dieser Substanzen gefiihrt werden - was seinerseits Einordnungen

nach struktur-chemischen Gesichtspunkten kontrastieren wiirde.

2.2 Publikation 2:
,cancerResource: a comprehensive database of cancer-
relevant proteins and compound interactions supported by

experimental knowledge*

2.2.1 Bibliographische Angabe

Jessica Ahmed, Thomas Meinel, Manuela S. Murgueitio, Robert Adams, Corinna
Blasse, Andreas Eckert, Saskia Preissner, Robert Preissner (2011).
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Nucleic Acids Research 39:D960-D967 (Database issue)

Doi: 10.1093/nar/gkq910

2.2.2 Zusammenfassung Publikation 2

Die Datenbank CancerResource komplementiert umfassende Literatur-Recherchen
Uber den Zusammenhang von Wirksubstanzen und Zielgenen durch die Integration
einer Vielzahl von Experimentaldaten. lhre Ausrichtung besitzt damit zwei Stufen: Die
Recherche als erste Stufe beinhaltet ein Datamining, bei dem Uber 19 Mio. Zusam-
menfassungen (Abstracts) von in PubMed verfligbaren Publikationen automatisiert
durchsucht wurden; das Ergebnis, 8000 Hits, wurde anschlie3end manuell validiert.
Zu den mehr als 900 Publikationen mit relevanter Wirksubstanz-Zielgen-Annotierung
in hoher Qualitat konnten Informationen anderer Repositorien hinzugefiigt werden,?”
% die das gefundene Interaktionsspektrum erheblich erweiterten. Die Fokussierung
der Datenbank auf Krebs-Relevanz ist im Wesentlichen durch die Zugehorigkeit der
entsprechenden Gene zu Krebs-relevanten KEGG-Signalwegen®! definiert. Auf
Grundlage der in der zweiten Stufe hinzugefiigten experimentellen Daten zur Che-
mosensitivitat und Genexpression sind diese Interaktionen Uber die entsprechenden
Parameter - auch in Form vollstandiger Profile - in der Datenbank auffindbar. Diese

experimentellen Daten untermauern somit die Wirksubstanz-Zielgen-Interaktionen.

CancerResource findet in der Literatur inzwischen grol3es Interesse. Hier war immer
die Frage nach Zielgenen und entsprechenden biologisch wirksamen Substanzen
gestellt, einerseits bei der Analyse von Interaktionsbeziehungen (,druggability’) neu
gefundener Gene und deren Mutationen im Zusammenhang mit Lungenkrebs®? oder
bei der Priorisierung von Genen in regulatorischen Netzwerken im Zusammenhang
von Ovarialkarzinomen.® Wegen ihrer Integrativitat wurde CancerResource fiir eine
Signalweg-Assoziierungs-Vorhersage ausgeschopft®*, um einzelne Krebstypen mit
spezifischen Wirkstoffen behandeln zu konnen.

In der Publikation werden Schaudiagramme dargestellt, die die Datenintegration be-
schreiben und dem Benutzer zwei mehrstufige Arbeitsschrittkaskaden (,Pipelines’)

vorschlagen.
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2.2.3 Bedeutung im Kontext dieser Dissertation

An vier Stellen wird durch diese Publikation das Kernthema der vorliegenden Disser-
tation berthrt: 1. durch die Integration von in beiden Dimensionen durchsuch- und
analysierbaren Genexpressionsprofilen, 2. durch die Integration von Profilen von dif-
ferentieller Genexpression, also vor und nach Einfluss von Wirksubstanzen (sowie
mit einem Vergleich zu Resultaten aus den Literaturrecherchen), 3. durch die Integ-
ration von Chemosensitivitatsprofilen, und 4. durch die dynamische Erzeugung einer
Ereignismatrix, in der aufgezeigt wird, fir welche Substanzen die entsprechenden

Zielgene gefunden werden konnten.

Zu 1.: Profilierte Genexpressionsdaten erlauben den Vergleich von Genen aber auch
von Gewebeproben eines bestimmten Krebstypes. Gene werden durch ihre Expres-
sion in den 60 NCI-Krebszelllinien™* in einem im Web-Browser horizontalen Profil
charakterisiert. Die Normalisierung der Daten erfolgt tber die ,relative abundance’
analog zu einer Berechnung Uiber zu vergleichende Gewebe in Mensch und Maus,*
der Vergleich dynamisch tber die Berechnung mit der Pearson Korrelation. Diese so
standardisierten Daten zur Genexpression sind im Vergleich mit Balkendiagrammen
anderer Publikationen® in Farbbalken Ubersetzt, der Farbcode unterscheidet sich
dabei von dem fir die differentielle Genexpression, siehe Punkt 2. Ahnliche Profile
fur Gene sind suchbar oder werden in den Kontext von Protein-Protein-
Interaktionen®” gestellt. Eine beliebige Gewebeprobe kann, auch mit Mikroarray-
Daten, genom-weit tber die (fir NCI-60 Zelllinien im Web-Browser vertikal orientier-

ten) Expressionsprofile mit der Datenbank abgeglichen werden.

Zu 2.: Aus Daten zur differentiellen Genexpression kdnnen indirekte Wirksubstanz-
Zielgen-Interaktionen abgeleitet werden. Auf entsprechende Ergebnisse einer exter-
nen Datenquelle (BROAD Institute, Cambridge, MA, USA),*® die den Einfluss von
Wirksubstanzen auf Gene in ausgewahlten Zelllinien aufzeigt, wird Uber einen Web
Service zugegriffen, vgl. Publikation 3. Neben den dynamisch erzeugten Profilen die-
ser experimentellen Resultate ist eine Gegenuberstellung mit Resultaten der Litera-

turrecherche auf einer nachgeschalteten Internetseite einsehbar.

Zu 3.: Chemosensitivitatsprofile von Wirksubstanzen charakterisieren in einer festge-
legten Reihung von Krebs-Zelllinien - analog zu Genexpressionsdaten - diese Sub-

stanzen Uber die halb-maximale Wachstumsinhibition (GI-50) in jeder dieser Zellli-
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nien. Dabei sind die Profile bereits in Bit-Muster Ubersetzt, als solche in der Daten-
bank abgelegt und mit einer entsprechenden schnellen Routine bereits auf Daten-

bankebene vergleichbar.**

Zu 4.: Ein weiterer Visualisierungstyp, der mit dieser Arbeit beschrieben wird, besteht
in Ereignismatrizen, die Interaktionen von Zielgenen und deren Wirksubstanzen auf-
zeigen. Eine solche Ereignismatrix wird mit einer Karte in Verbindung gebracht, die
einen Krebs-spezifischen Signalweg der KEGG Datenbank® visualisiert. Uber vierzig
solcher (interaktiver) Karten sind wesentlicher Bestandteil der CancerResource. Die-
se Matrix gibt Hinweise auf ,Repositioning’ oder auf Nebenwirkungseffekte, also auf
das multiple Einwirken einer chemischen Substanz auf die in diesem Signalweg vor-

handenen Gene, oder auf Substanzen, die alternativ auf ein Gen einwirken.

224 Perspektiven und Ansétze fur weitere Entwicklungen

Eine Uberarbeitung der Chemosensitivitatsprofile konnte mit dem Ziel erfolgen, eine
aus den Profilen selbst heraus erzeugte Gruppierung sowie eine Ahnlichkeitssuche
zu ermdglichen bzw. dass eine bereits publizierte Gruppierung® tberpriift werden
kann. Dies sollte sich auch nach den Erkenntnissen richten, die sich aus den Ergeb-
nissen des Kapitels 2.1 bezuglich der Distanzmetriken ergeben. Der bezeichnende
Unterschied zu Genexpressionsdaten liegt in der jeweiligen Beteiligung der tber die
Krebszelllinien charakterisierten biophysikalischen Entitaten Gen bzw. Substanz.
Wahrend Gene bei der Aufnahme von Expressionsprofilen nur charakterisiert wer-
den, also die aul3ere Ursache Krebs und ein Gen als inharenter Teil der (unbehan-
delten) Krebszelle eine passive GroR3e ist, ist in Chemosensitivitatsprofilen die che-
mische Substanz die Ursache, die aktiv auf die Zelllinien einwirkt und gleichzeitig den
zu beschreibenden Parameter GI-50 erzeugt. Die Kombination der beiden Einheiten
Gen und Substanz Uber eine Linearkombination beider Profile konnte allenfalls die
Sensitivitat einer mdglichen Therapie herausstellen.*® Deren Zusammenfiihrung wére

eine weitere Perspektive hinsichtlich der Weiterentwicklung der Weboberflache.
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2.3 Publikation 3:
. SOAP/WSDL-based Web Services for Biomedicine:

Demonstrating the Technique with the CancerResource”

2.3.1 Bibliographische Angabe

Thomas Meinel, Manuela S. Miuller, Jessica Ahmed, Reha Yildiimman, Mathias
Dunkel, Ralf Herwig, Robert Preissner (2010). In: Panagiotis D. Bamidis and Nicolas
Pallikarakis (Eds.): Xl Mediterranean Conference on Medical and Biological Engi-
neering and Computing 2010 (IFMBE Proceedings), Chalkidiki, Greece. Berlin Hei-
delberg: Springer. 835-838

Doi: 10.1007/978-3-642-13039-7_211

Beitrag zur Konferenz: Web-based Applications in Health Care & Biomedicine, ME-
DICON 2010. 27-30 May 2010, Porto Carras, Chalkidiki, Greece.

2.3.2 Zusammenfassung Publikation 3

In der vorgestellten Publikation werden drei inhaltlich unterschiedliche Implementie-
rungen von Web-Service-Klienten beschrieben, die Beispiele fur deren Auslegung
sind. Erst wird ein einfacher Datenzugriff auf die SYSTERS Datenbank fur Protein-
Familien beschrieben (die extra hierfir Server-seitig erweitert wurde), dann die An-
bindung einer Software der KEGG Datenbank*! tiber einen Web Service zur dynami-
schen Erzeugung von kolorierten Signalwechselwegen. Weiterhin werden vom Ser-
ver der Datenbank GenomeMatrix vorberechnete Daten zur differentiellen Ge-
nexpression bezogen, die in Zelllinien nach Behandlung mit chemischen Wirksub-
stanzen gemessen werden konnten.*® Dieses Web Server Modul ist als Arbeitsfluss
(workflow) mehrerer Web Service Komponenten gestaltet und bietet dem Benutzer
interaktiv Auswahlmadglichkeiten an.

Dieser durch ,peer-reviewing’ begutachtete, nicht indizierte Konferenzbeitrag zeigt
die neuen technischen Mdglichkeiten auf, die Web-Services bieten kénnen. In einer
friheren Veroffentlichung wurde die Bedeutung von Web-Services in der Biomedizin
herausgestellt, diese die Interoperabilitat von Computer untereinander ermaoglichen

und so Ergebnisse dynamisch entstehen lassen kénnen.** Diese Technologie, die
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programmatisch ganz unterschiedlich ausgelegt sein kann, ist in der Lage, Daten-
quellen, Software aber auch medizinische Gerate miteinander zu verbinden - sie ist
daher eine Schlusseltechnologie fur die Verbindung dezentraler, delokalisierter und
daher prinzipiell unabhangiger Datenquellen. Dies konnte anhand der CancerRe-

source Anwender-seitig mit mehreren Web-Service-Klienten gezeigt werden.

Es werden ein einfaches Programmierbeispiel in der Programmiersprache PHP und
ein Flussdiagramm fir eine Funktionsabfolge gezeigt, die die oben erwahnten Mog-

lichkeiten zusammenfasst.

2.3.3 Bedeutung im Kontext dieser Dissertation

Einer der beschriebenen Web-Services dient der Beschaffung der Daten, die fur die

Erzeugung der Profile der differentiellen Genexpression notwendig sind.

2.34 Perspektiven und Anséatze fur weitere Entwicklungen

Web Services auf Basis der ,Web Service Description Language’ WSDL waren ge-
eignet, (z.B. im Arbeitskreis) existierende Datenbanken miteinander zu vernetzen,
ohne Eingriffe in existierende Datenstrukturen zu machen. Fur eine solche Aufgabe
sind mit dieser Publikation technische und inhaltliche Mdglichkeiten fur die Etablie-

rung von Web-Service-Klienten aufgezeigt.

2.4 Publikation 4:
, Ortho2ExpressMatrix—a web server that interprets cross-

Species gene expression data by gene family information®

2.4.1 Bibliographische Angabe

Thomas Meinel, Michal-Ruth Schweiger, Andreas Hanno Ludewig, Ramu Chenna,
Sylvia Krobitsch, Ralf Herwig (2011). BMC Genomics 12:483

Doi: 10.1186/1471-2164-12-483
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2.4.2 Zusammenfassung Publikation 4

Ortho2ExpressMatrix ist eine Internet-basierte Software, die zwei Kernbereiche der
Bioinformatik zusammenfuhrt, die der Gruppierung ahnlicher Gene (vornehmlich in
Proteinfamilien oder allgemein Genfamilien) mit deren Quantifizierung (in Form der
Genexpression). Dabei wird jede dieser Genfamilien in der Ortho2ExpressMatrix als
Entitdt aufgefasst und in einer Matrix visualisiert, an deren beiden Achsen nach
Mafl3gabe des Benutzers zwei zu vergleichende biologische Objekte notiert werden.
Diese sind im Verhaltnis zueinander gleichrangig und kénnen bestimmten Formen
des Lebens wie Spezien, Patienten(-kohorten) oder Gewebe eines Individuums
kennzeichnen. Die Zellen der Matrix symbolisieren die Ahnlichkeitsbeziehung einer
jeden Gen-Einheit der einen Achse zu der der anderen. Diese erste experimentelle
GrolRRe, die im Vorfeld auch zur Generierung solcher Proteinfamilien beitragt, ist tber
die Sequenzahnlichkeit in Form eines BLAST-e-values,*® und dieser wiederum stu-
fenweise Uber einen Farbkode, quantifiziert. Die Achsen filhren mehrfach Annotie-
rungen wie die Bezeichnungen fir Gen, Transkript, oder Mikroarray-Sonden sowie,
als zweiten experimentellen Parameter, ausschlie3lich vom Benutzer definierte Wer-

te der differentiellen Expression.

Die Organisation in Genfamilien kann wichtige Hinweise mit besonderer biomedizini-
scher Bedeutung enthalten. Bei der Inspektion mancher Proteinfamilien fallt auf, dass
mehrere Gene einer Familie zu einem gemeinsamen Proteinkomplex gehéren kon-
nen. Neben der notwendigerweise bestehenden Sequenzahnlichkeit innerhalb einer
Genfamilie sind entsprechende Familienmitglieder dann auch Uber Funktionalitat
miteinander verbunden. Uber Genexpressionsdaten ist mit Ortho2ExpressMatrix
leicht bestimmbar, welche Komponente eines solchen Komplexes das Nadelohr in
der Regulation sein kann. Allerdings versteht sich Ortho2ExpressMatrix nicht explizit
als Werkzeug zur Identifizierung von Koexpression. Mit Ortho2ExpressMatrix kann
der Benutzer, bei identischer Ursachlichkeit (zum Beispiel derselben Krankheit oder
Behandlung mit demselben Medikament), mit eigenen Genexpressionsdaten explo-
rieren, ob Paraloge eine entsprechende Funktionalitdt ibernommen haben kbénnen,
ob unterscheidbare Isoformen eines Gens ahnlich exprimiert sind oder wie sich, im
Vergleich Uber vorgegebene Annotierungen, Entsprechungen von Genen in ihren
Expressionsmustern ergeben. Das Aufzeigen von Ambiguitat, die an verschiedenen

Stellen der Assoziierung auftritt, stellt bei einem solchen Projekt jedoch ein grol3es
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Problem aber auch eine Chance dar. So sind oftmals Orthologiebeziehungen zwi-
schen zwei Spezien nicht eineindeutig. Dies ist in der Biomedizin von Relevanz,
wenn ein Vergleich von Genmaterial humanen Ursprungs mit dem von verschiede-
nen Modellorganismen ein wichtiges Hilfsmittel zur Erkundung genetischer Ursachen
von Krankheiten sein soll. Als sehr unbeliebt gilt auch die ambige Annotierung von
Mikroarray-Sonden zu Genen; dies kann mit Ortho2ExpressMatrix fur eine Vielzahl
von Mikroarray-Plattformen in jeder einzelnen Proteinfamilie aufgeklart werden. Or-
tho2ExpressMatrix ermdglicht nicht nur den Blick auf die Resultate grundsatzlich ver-
schiedener (in der aktuellen Software-Version sind dies vier) Generierungsverfahren
fur Proteinfamilien, sondern - als unabhangige Alternativen zu Protein-kodierenden
Genen - auch den Blick auf Familien von microRNAs. Hier sind zwei Ansatze imple-
mentiert, erstens microRNA-Familien fur microRNAs mit ahnlichen Sequenzen flr
reife microRNAs (gemaR der Annotierung in der Datenbank miRBase*) und zwei-
tens fir funktions-orientierte microRNA-Familien der Datenbank TargetScan,” in der

microRNAs mit gleicher Zielgen-Orientierung als Familie zusammengefasst sind.

In  Ortho2ExpressMatrix wird fir jede Genfamilie automatisch die Uber-
Reprasentierung signifikant differentiell exprimierter Gene (oder deren Repréasentan-
ten wie Sonden, Isoformen, Proteine) angegeben, und zwar separat fur beide biolo-
gische Objekte sowie fur beide Expressionsrichtungen: fur jede dieser vier Gengrup-

pen wird mittels des Hypergeometrischen Tests ein p-value berechnet.

In der Publikation wird bildhaft neben der prinzipiellen Anordnung einer Genfamilien-
Matrix schematisch der Datenfluss wahrend der genomweiten Generierung des Er-
gebnisses beschrieben. Ein Suchergebnis wird in zwei Beispielen mit Daten aus dem

Expressionsdatenrepositorium Gene Express Omnibus GEO*® erklart.

2.4.3 Bedeutung im Kontext dieser Dissertation

Ortho2ExpressMatrix bringt zwei biologische Objekte, die optisch orthogonal zuein-
ander gestellt sind, in die vergleichende Beziehung einer Matrix. Die in den Profilen
langs der Achsen visualisierten Datenreihen unterscheiden sich jedoch von Profilen
der vorher erwéhnten Publikationen dadurch, dass die Anzahl der Charaktere in den
Wertereihen Uber ein Profil, die Sequenzahnlichkeit in den Zellen der Matrix oder die
Reihung der Genexpression an den Achsen der Matrix in den einzelnen Genfamilien

variieren. In Profilen der vorangehenden Beispiele ist die Reihenfolge dieser Charak-
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tere einmalig festgelegt und fir jeden Charakter variiert nur der Status (also ein bin&-
rer oder ein numerischer Wert). Damit wird in Ortho2ExpressMatrix gegentber den
klassischen Profilen ein grundsatzlich anderer Typ einer Profil-basierten Visualisie-

rung verwendet.

244 Perspektiven und Anséatze fur weitere Entwicklungen

Die aktuelle Version der Internet-basierten Software Ortho2ExpressMatrix vergleicht
in den zwei Achsen der zweidimensionalen Matrix zwei gleichrangige Parameter, die
Matrix ist in diesem Sinne symmetrisch: ein Austausch der Achsen verandert die
Aussage der Visualisierung nicht, selbst wenn Gene zweier verschiedener Spezien in
einer Genfamilie miteinander verglichen werden. Die programmatische Struktur der
Software ist hingegen so ausgelegt, dass nur wenige Veranderungen noétig sind, um
auch Parameter anzeigen zu kénnen, die zueinander in asymmetrischer Beziehung
stehen. Hier sei an solche Félle gedacht wie an microRNAs und ihre Zielgene oder,
um ein Beispiel mit dem Hintergrund der Evolution zu geben, an Pseudogene und
deren urspringliche Verwandte. Damit ist Ortho2ExpressMatrix nicht nur ein in sei-
ner Entwicklung abgeschlossenes Internetwerkzeug sondern auch eine technische
wie intellektuelle Blaupause fur neue Visualisierungen, wenn es darauf ankommt,
zwei voneinander abhangige Parameter, die hierarchisch organisiert sind, gegentuber

zu stellen.

3. Zusammenfassende Betrachtung

Mit dieser Arbeit werden anhand der vorgestellten Publikationen Profile und Matrizen
als Kernthema hervorgehoben. Gleichwohl kénnte aus denselben Publikationen auch
ein anderer gemeinsamer Schwerpunkt herausgearbeitet werden wie der der evoluti-
onaren Beziehungen zwischen Genen oder der der Bildung von (Gen-)Familien. Eine
weitere Abstraktion dieses Aspektes liefe auf eine Hierarchisierung von (geneti-
schen) Parametern hinaus, deren Bildung und Verwendung in den Biowissenschaf-
ten eine zunehmende Bedeutung erlangen wird. Integrative Ebenen von biologischen
Einheiten, also beispielsweise Genfamilien fir Gene wie microRNA-Familien anstelle
einzelner microRNAs, werden punktuell eine wachsende Rolle in der Analyse von

genomischen Daten spielen. So finden beispielsweise kollektive Effekte immer mehr
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Beachtung - die Gemeinsamkeit eines Zielgenes fir alle Mitglieder einer microRNA-
Familie ware ein Beispiel dafir. Die Aufklarung solcher Zusammenhange konnte
Werkzeugen wie der Ortho2ExpressMatrix zufallen. Mit den besprochenen Publikati-
onen konnten einige Beispiele der Profilbildung und Beispiele der Anwendbarkeit von
Profilen und Matrizen in der Biomedizin aufgezeigt werden. Genexpressionsprofile
oder Chemosensitivitatsprofile sind bereits seit geraumer Zeit etabliert - das Potential
solcher Datenreihen wird im Fall der CancerResource vielfaltig aufgezeigt. Daten-
banken oder, allgemein, visualisierende Software sind, wie auch gezeigt werden
konnte, eine bevorzugte Spielwiese fur den Einsatz von Profilen. Nicht zuletzt kén-
nen schwer quantifizierbare, zunachst nur deskriptive Beschreibungen der Natur mit
dem Trick einer Profilbildung darstellbar gemacht werden, wie es beim ,tree topology

profiling’ fuir Genomphylogenien erfolgreich versucht wurde.
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