SPEZIAL PROTEOMICS

Protein-Protein-Interaktionen im Modell Hefe

Seit der Sequenzierung des
Hefegenoms im Jahre 1996
werden weltweit Anstren-
gungen unternommen, die
Funktionen der 6000 Hefe-
proteine zu verstehen. Alle
Proteine wurden mehr
oder weniger griindlich auf
ihre Expression und Inter-
aktionen untersucht. Die
Interaktionsstudien haben
bis heute rund 8000 ein-
zelne Protein-Proteininter-
aktionen identifiziert.
Daten dieser two-hybrid-
Screens und anderer Ex-
perimente erginzen dabei
neuere massenspektrome-
trische Studien zu einem
komplexen Bild der zellu-
ldren Architektur der Hefe.

Einleitung

Die Bickerhefe Saccharomy-
ces cerevisiae war 1996 der
erste Eukaryont, dessen Ge-
nom komplett sequenziert
wurde. Alleine dieser Durch-
bruch veranlasste viele Biolo-
gen — mich eingeschlossen —
von anderen Modellorganis-
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Abb. 1: Prinzip des two-hybrid-Systems

Wachstum auf -His

Das two-hybrid-System beruht auf der Expression zweier Fusionsproteine in
einer Zelle, die in diesem Fall durch die Verpaarung von zwei haploiden
Hefezellen erreicht wird, von denen jede ein anderes Fusionsprotein expri-
miert. Eines der Fusionsproteine enthélt eine DNA-bindene Doméne, die an
den Promoter eines Reportergens (hier: His3) binden kann, und ein Protein
“B" (fiir “bait” = Koder). Das zweite Fusionsprotein besteht aus einer Trans-
kriptionsaktivierungsdoméne und einem Protein ORF (fiir open reading
frame, ein beliebiges Protein). Interagiert B mit ORF wird ein Transkriptions-
faktor gebildet, der das Reportergen anschalten kann. Dadurch kann die
Zelle auf Histidin-freiem Medium wachsen. Eine wachsende Hefekolonie
zeigt damit an, ob die beiden exprimierten Proteine interagieren.

men auf Hefe umzusteigen.
Die Sequenz als solches war
an sich schon ein Meilenstein
in der Geschichte der Genetik,
kannte man dadurch doch
zum ersten mal alle Gene ei-
ner hoheren Zelle. Wichtiger
war allerdings noch, dass die
Sequenz das Startsignal fiir
eine neue Ara in der biologi-
schen Forschung gab - das
Zeitalter der ,postgenomi-
schen Biologie“. Die Hefe war
schon immer ein ,,Pioniermo-
dell” fiir neue Techniken oder

auch biologische Einsichten:
sie war das erste Lebewesen,
dessen Gene systematisch klo-
niert und deletiert, und deren
Proteine schliesslich systema-
tisch lokalisiert und analysiert
wurden. In den fiinf Jahren
seit der Publikation der Hefe-
Sequenz hat die Gemeinde
der Hefeforscher (ca. 1000
Labors mit ca. 5000 Mitarbei-
tern) vermutlich mehr Daten
angehduft, als in ihrer gesam-
ten Geschichte zuvor. Trotz-
dem steht die Erforschung der
Hefe immer noch am Anfang —
auch wenn sie vermutlich der
am besten verstandene Orga-
nismus ist — noch vor Bakte-
rien wie E. coli.

Proteomics

Noch wiahrend der Sequen-
zierung des Hefegenoms
wurde klar, dass die Zukunft
der Proteinforschung gehort.
SchlieBlich sind die Proteine
die aktiven Bestandteile einer
Zelle. Es ist auch schon lange
klar, dass die meisten Pro-
teine ihre Aufgabe nicht al-
leine, sondern in Zusammen-
arbeit mit anderen Proteinen
erfiillen. Eine Beschreibung
der Proteininteraktionen in
einer Zelle ist schon fiir das
Verstiandnis der Zellstruktur
notwendig. Genauso wichtig
sind diese Interaktionen aber
auch fiir die dynamischen
Prozesse in einer Zelle — man
denke nur an die Proteinkom-
plexe, die an Replikation und
Transkription oder auch an
metabolischen Prozessen wie
der Atmungskette beteiligt
sind. Aus diesem Grund
wurde auch gleich nach Ab-
schluss der Hefesequenzie-
rung begonnen, Proteininter-
aktionen in der Hefe
systematisch zu untersuchen.

Protein-Interaktionen

Sofort nach der Publikation
der Hefesequenz begann ein
Wettlauf um die Klonierung
und Analyse der Hefegene
bzw. -proteine. Ich hatte das
Gliick, ab Mai 1997 im Labor
von Stanley Fields (Seattle) an



diesem Wettlauf teilnehmen
zu konnen. Im Fields-Labor
konnte ich bis Ende 1997 ei-
nen Array aus 6000 Hefekolo-
nien aufbauen, die jeweils ein
anderes Hefeprotein expri-
mierten. Diese Fusionspro-
teine konnte man nun mit ei-
nem automatisierten
two-hybrid-System auf Inter-
aktionen testen, wobei die
6000 Kolonien jeweils mit ei-
nem Hefestamm gepaart
wurden, der ein bestimmtes
,Koder“-Protein exprimierte
(Abb. 1). Bis Mitte 1999 hat-
ten wir damit mehrere Hun-
dert Hefeproteine auf ihre
Interaktionen mit anderen
Proteinen getestet. Die ersten
Ergebnisse wurden Anfang
2000 verdffentlicht [1]. Unge-
fahr zur gleichen Zeit hatten
Takashi Ito und seine Mitar-
beiter in Japan ein &hnliches
System entwickelt und fast
zur gleichen Zeit publiziert,
wobei die Zahl der unter-
suchten Proteine allerdings
kleiner war. Im Friihjahr
2001 legten die Japaner dann
eine weitere und umfangrei-
chere Studie vor [2].

Obwohl two-hybrid-Screens
rund zwei Drittel aller bekann-
ten Proteininteraktionen iden-
tifiziert haben, lassen sie keine
Schliisse iiber die Stirke von
Proteininteraktionen zu und
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Abb. 2: Proteinnetzwerk in Hefe

Ein Netzwerk verbindet 1548 Proteine iiber 2358 Interaktionen. Proteine
bekannter Funktion sind hier in Grau, Proteine unbekannter Funktion in Rot

dargestellt.

noch weniger, welche Proteine
in stabilen Komplexen vorlie-
gen. Genau das leistet aber die
massenspektrometrische Ana-
lyse von Proteinkomplexen,
die freilich zuerst gereinigt
und in ihre Bestandteile aufge-
trennt werden miissen. Aller-
dings wurden vor kurzem
high-throughput-Verfahren

entwickelt, um grofSe Zahlen
von Komplexen zu reinigen
und dann auf ihre Zusammen-
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Abb. 3: Interaktionen zwischen Proteinklassen
Zahlen in Klammern geben hierbei die Zahl der Interaktionen innerhalb einer Gruppe und die Zahl der Proteine in
einer Gruppe an. Zahlen an den Verbindungslinien geben die Zahl der Interaktionen zwischen den verbundenen
Gruppen an. Zum Beispiel kennt man 77 Interaktionen zwischen den 21 Membranfusionsproteinen und den 141 Pro-
teinen des vesikuldren Transports (links oben). 23 Interaktionen verbinden die 21 Membranfusionsproteine. Man be-
achte, dass nur Verbindungen mit mindestens 15 Interaktionen gezeigt werden; nur Proteine bekannter Funktion
wurden hier beriicksichtigt. Modifiziert nach Schwikowski et al. [5].
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setzung zu untersuchen [3].
Kombiniert man die Ergeb-
nisse beider Methoden, ergibt
sich ein zunehmend detaillier-
teres Bild der molekularen
Anatomie einer Zelle.

Was lernen wir daraus?

High-throughput-Analysen

ganzer Proteome generieren
eine iiberwiltigende Detail-
fiillle, die unweigerlich den
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»Nebeneffekt” mit sich bringt,
dass man vor lauter Bdumen
den Wald nicht mehr sieht.
Bereits nach den ersten syste-
matischen two-hybrid-
Screens in der Arbeitsgruppe
von Pierre Legrain am Pas-
teur-Institut in Paris [4]
wurde klar, dass sich einzelne
Interaktionen zu komplexen
Netzwerken verbinden lassen
(Abb. 2). Um all die Daten in
einen Sinnzusammenhang
bringen zu koénnen, bendtigt
man neue Methoden der
Interpretation und Darstel-
lung. Eine Moglichkeit, den
Uberblick zu behalten, ist die
Zusammenfassung von vielen
Daten in schematischen Dar-
stellungen. Beispielsweise ha-
ben wir kiirzlich gezeigt, dass
sich eine Vielzahl von Protein-
interaktionen als Beziehun-
gen zwischen funktionellen
Klassen darstellen lassen
(Abb. 3). Man erkennt hier so-
fort, dass funktionelle Grup-
pen von Proteinen mit ganz
bestimmten anderen Gruppen
interagieren. So binden Re-
kombinationsproteine vor al-
lem an Reparaturproteine
(abgesehen natiirlich von den
Interaktionen innerhalb einer
Klasse). Interessanterweise
zeigt sich auch, dass Zellzy-
klusproteine mit auffillig vie-
len anderen Proteinklassen
interagieren -  schlieBlich
miissen die vielfiltigen Pro-
zesse in einer Zelle im Verlauf
der Zellteilung durch Interak-
tionen mit eben diesen Zellzy-
klusproteinen prézise koordi-
niert werden. Wenn dies nicht
geschieht, kann es zu Fehlre-
gulation und damit z.B. zu
Krebs kommen!

Ausblick

Die meisten Daten aus dem
Bereich functional Genomics
kommen bisher aus DNA-
Mikroarray-Experimenten,
aber Expressionsmuster lie-
fern nun mal keinen direkten
Hinweis auf die Funktion der
kodierten Proteine.

Es wird noch viele Jahre
dauern, bis wir wirklich alle
Proteinkomplexe und -inter-
aktionen in einer Zelle ken-
nen. Meine Arbeitsgruppe
arbeitet z. Zt. daran, Interak-
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Abb. 4: Two-hybrid-System und Massenspektrometrie

Die Analyse von Proteinkomplexen per Massenspektrometrie zeigt mitunter
iiberraschend groBe Unterschiede zu den Ergebnissen von two-hybrid-
Screens, aber auch zu anderen massenspektrometrischen Untersuchungen.
Im gezeigten Beipiel wurde der sogenannte SCF-Komplex mit epitop-mar-
kiertem Skp1-Protein aus Hefe isoliert und von 2 unabhéngigen MS-Gruppen
analysiert (MS1 und MS2, [6]). Unser two-hybrid-Screen mit Skp1 erbrachte
Interaktionen mit unerwartet vielen anderen Proteinen. Interessanterweise
sind fast alle gezeigten Proteine plausible Bestandteile des Komplexes: alle
rot gefarbten Proteine wurden bereits zuvor mit der Funktion des SCF-Kom-
plexes, namlich dem Proteinabbau, in Verbindung gebracht.
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tionen von Proteinen unbe-
kannter Funktion zu finden,
um damit Aufschliisse iiber
deren Funktion zu erhalten.
AuBerdem wollen wir die ge-
nauen interagierenden Se-
quenzen innerhalb der Pro-
teine kartieren, nicht zuletzt
um Vorhersagen machen zu
konnen, welche Sequenzklas-
sen an welche anderen bin-
den. Das sollte uns schlieBlich
auch erlauben, die Funktion
homologer Sequenzen beim
Menschen zu verstehen. Das
langfristige Ziel ist nicht zu-
letzt eine 4-dimensionale
,molekulare Anatomie” der
Zelle, die allerdings nur mit
Hilfe rontgenkristallographi-
scher und anderer Methoden
erreicht werden kann.
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