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Die Entschlüsselung des Genoms ist zentrale 
Voraussetzung für ein systemweites, funktio- 
nelles Verständnis der Vorgänge innerhalb der 
Zelle. Funktionsträger in einem Organismus 
sind jedoch nicht die Gene, sondern die 
Gesamtheit der tatsächlich produzierten Pro- 
teine, das 'Proteom'. Die Erfassung des Pro- 
teoms ist weitaus aufwändiger als die Genom- 
sequenzierung, da Proteine weniger gut auto- 
matisiert handhabbar sind als Nukleinsäuren. 
Zudem sind die anfallenden Datenmengen 
gewaltig: Im Unterschied zu den Genen ändert 
sich die Proteinausstattung eines Organismus 
ständig: von Gewebe zu Gewebe, während des 
Entwicklungszyklus, sowie in Abhängigkeit von 
äusseren Einflüssen. 

Für eine funktionelle Charakterisierung des 
Proteoms sind insbesondere die Interaktionen 
der Proteine untereinander von Interesse - viele 
erfüllen ihre Funktion erst im Verbund mit 
anderen, und die systemweite Erfassung sol- 
cher Proteinkomplexe ist ein wichtiger Schritt 
hin zur präziseren Annotation von Proteinen 
und ihrer Wechselwirkungen. Umfassende 
Kenntnisse über Proteinkomplexe sind zudem 
oft Voraussetzung für die Identifizierung mög- 
licher neuer Angriffspunkte für medizinische 
Wirkstoffe. 
Im folgenden sollen erste, vielversprechende 
Ansä tze zur Organismus-weiten Analyse von 
Proteinkomplexen vorgestellt werden. Zwei 
derartige Projekte wurden zeitgleich zu Beginn 

dieses Jahres in der Zeitschrift Nature veröf- 
fentlicht, siehe Band 415, Seiten 141-147 und 
180-183. Eine der Studien entstand in Heidel- 
berg, in einer Kollaboration zwischen der Firma 
Cellzome und dem Europaischen Molekularbio- 
logie Labor; die andere in Kanada in einer 
Zusammenarbeit zwischen der Firma MDS-Pro- 
teomics und Forschungseinrichtungen inToron- 
to. Beide Teams analysierten Proteinkomplexe 
in der Hefe Saccharomyces cerevisiae, und beide 
folgten dem gleichen experimentellen Grun- 
dansatz (Abb. 1). 
Trotz des vergleichbaren technischen Prinzips 
unterscheiden sich die beiden Studien in zahl- 
reichen methodischen Details (Abb. 2). 
Auch was die Auswahl der mit 'tags' versehe- 
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nen Proteine angeht, gibt es deutliche Unter- 
schiede zwischen den beiden Projekten. Es 
wurden bei weitem nicht alle Proteine im Hefe- 
genom analysiert - die Cellzome-Studie kon- 
zentriert sich hauptsachlich auf Proteine die in 
ähnlicher Form auch im Menschen vorkornmen. 
Die MDS-Studie dagegen untersucht unter 
anderem eine Anzahl von Signaltransduktions- 
proteinen, sowie Proteine welche für die Reak- 
t ion der Zelle auf Schädigungen des Genoms 
essentiell sind. 
Trotz der methodischen Unterschiede sind die 
Ergebnisse beider Projekte vergleichbar, zumin- 
dest auf den ersten Blick. Bei beiden Studien 
werden in den aufgereinigten Komplexen über 
tausend verschiedene Hefeproteine nachge- 
wiesen (1 379 bei Cellzome, 1578 bei MDS-Pro- 
teomics). Auch haben beide Projekte mit den 
gleichen unspezifischen Verunreinigungen zu 
kämpfen: Insbesondere ribosomale Proteine 
und andere stark exprimierte Proteine finden 
sich in vielen Aufreinigungen, und werden des- 
halb herausgefiltert. Die Grössenverteilung der 
gefundenen Komplexe ist ebenfalls ähnlich: 
Eine begrenzte Anzahl von Proteinen wird ohne 
assoziierte Partner gefunden (76 bei Cellzome, 
110 bei MDS-Proteomics), die Mehrzahl hat 
fünf bis zehn Partner (im Durchschnitt 7.0 bei 
Cellzome, und 8.5 bei MDS), und einige haben 
mehr als 30  (die grösste Aufreinigung bei Cell- 
zome enthält 54 Proteine, bei MDS 63 Protei- 
ne). 
Bemerkenswerterweise gibt es auf der Ebene 
der einzelnen Komplexe jedoch deutliche 
Unterschiede - bei jenen Proteinen, die zufäl- 
lig in beiden Studien mit einem 'tag' versehen 
wurden, ist ein relativ grosser Teil der gefunde- 
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nen Komplexpartner nicht identisch, 9 4  Protei- 
ne wurden in beiden Studien analysiert; ver- 
gleicht man deren Bindungspartner, so stim- 
men nur 29% der bei Cellzome gefundenen 
Proteine mit jenen von MDS  überein, und 
umgekehrt nur 18% der bei MDS gefundenen 
mit  jenen von Cellzome (MDS findet bei ver- 
gleichbaren Proteinen of t  etwas mehr Kom- 
plexpartner). 
Die fehlende Übereinstimmung bedeutet, dass 
entweder beide Studien nur einen relativ klei- 
nen Teil der tatsächlich vorhandenen Interakti- 
onspartner erfassen, oder dass zumindest bei 
einer Studie eine signifikante Anzahl an falsch- 
positiven Interaktionen auftritt. Möglicherwei- 
se treffen beide Erklärungen bis zu einem 
gewissen Grad zu. Zum einen bedingen die 
technischen Unterschiede zwischen beiden 
Projekten eine unterschiedliche Präferenz für 
Interaktionspartner: MDS ist aufgrund der 
schnelleren Aufreinigung und stärkeren Expres- 
sion des markierten Proteins möglicherweise 
besser in der Lage, schwache und/oder transi- 
ente Bindungen zu erkennen; wogegen Cellzo- 
me durch die spezifische Aufreinigung und 
stochiometrische Expression eher die stabilen 
Bindungen erfasst. Zum anderen konnten wir 
im Rahmen einer vergleichenden Studie über 
Protein-lnteraktionsdaten zeigen, dass auch 
ein deutlicher Anteil an falsch-positiven Inter- 
aktionen für die geringe Übereinstimmung ver- 
antwortlich ist (Nature, Band 417, Seiten 399- 
403). Wir untersuchten diejenigen Proteine, für 
welche bereits Informationen bezüglich Inter- 
aktionspartner, Funktion oder Lokalisation 
innerhalb der Zelle bekannt waren. Sowohl im 
Cellzome-Datensatz, als auch bei MDS fanden 

Abb. 1 :  Proteomweite Kartierung von Proteinkomple- 
xen in Hefe. 
Einzelne Proteine werden systematisch mittels moleku- 
larbiologischer Methoden durch kurze Ankerpeptide 
(sog. 'tags') markiert und in der Zelle exprimiert. Mit 
Hilfe der tags werden sie anschliessend  aus Zellextrak- 
ten biochemisch aufgereinigt, zusammen mit evtl. 
gebundenen Komplexpartnern. Die gereinigten Kom- 
plexe werden durch Gelchromatographie getrennt, 
und die Proteine durch massenspektroskopische  Analy- 
se identifiziert. Der ganze Ablauf wird standardisiert 
und automatisiert, um einen hohen Durchsatz zu errei- 
chen. 

sich innerhalb dieser Proteine Interaktionspart- 
ner, die zumindest anhand ihrer bisherigen 
Annotationen nicht gemeinsam in einem Kom- 
plex zu erwarten gewesen wären. Dies betraf 
fehlende Übereinstimmung bei zellulärer Loka- 
lisation, funktioneller Kategorie oder bereits 
bekannter Komplexzugehörigkeit. Derartige 
Diskrepanzen tauchen besonders im MDS- 
Datensatz auf, was möglicherweise darauf 
zuruckzuführen ist, dass durch Überexpression 
und schnellere Aufreinigung mehr Kontaminan- 
ten detektiert werden. 
Trotz eines gewissen Anteils an falsch-positiven 
Interaktionen stellen beide Studien beein- 
druckende Informationsquellen zu Proteinkom- 
plexen dar. Die vielleicht überraschendste 
Erkenntnis daraus ist die Vernetzung der ein- 
zelnen Komplexe. Zahlreiche Proteine werden 
in mehr als einem Komplex gefunden, sodass 
ein Netzwerk aus Protein-Protein Interaktionen 
entsteht. Dieses Netzwerk verdeutlicht die 
Komplexität der Regulierung und Verzahnung 
von Proteinfunktion, selbst in einem ver- 
gleichsweise 'einfachen' eukaryontischen 
Modellorganismus wie der Hefe. Die Vernet- 
zung geht oft so weit, dass es schwierig wird, 
die einzelnen Komplexe klar voneinander abzu- 
trennen. Auch die falsch-positiven Interaktio- 
nen erschweren dies; hier jedoch hilft die Tat- 
sache, dass mehrere Proteine eines Komplexes 
unabhängig voneinander mit einem 'tag' ver- 
sehen werden konnen - dies erlaubt die wie- 
derholte Analyse eines Komplexes von ver- 
schiedenen Angriffspunkten aus, und damit 
eine interne Überprufung der Ergebnisse (siehe 
z.B. Abb. 3). 
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Die beiden hier vorgestellten Studien repräsen- 
tieren einen Durchbruch in der systematischen 
Analyse von Proteinkomplexen, für sich alleine 
reichen sie jedoch zur angestrebten vollständi- 
gen Charakterisierung von Protein-lnteraktio- 
nen nicht aus. Unterrepräsentiert sind Proteine 
in schlecht zugänglichen Zellkompartimenten 
wie z.B. Membranen oder Lysosomen, sowie 
Proteine die nur transient existieren oder nur 
unter bestimmten Bedingungen interagieren. 
Die Studien sind Hochdurchsatz-Studien, und 
man wird daher auf komplementare Techniken 
wie z.B. die 'Yeast Two-Hybrid' Methode 
zurückgreifen, um detaillierte Einzeluntersu- 
chungen durchzuführen. Darüberhinaus wer- 
den in Zukunft auch vermehrt miniaturisierte 
Technologien wie z.B. Proteinchips eingesetzt 
werden. Die hier vorgestellten neuen Interakti- 
onsdaten stellen jedoch im Moment eine ein- 
zigartige Informationsquelle dar, die sich her- 
vorragend eignet um fundamentale Erkenntnis- 
se über Struktur und Organisation von Protein- 
netzwerken zu gewinnen. 

Abb. 2: Technische und konzeptionelle Unterschiede 

zwischen den beiden Studien zur systematischen 

Erfassung von Proteinkomplexen. 

Cellzome Studie 
verwendete Ankersequenz: TAP ('tandem affinity purification'). Eine zweiteilige Sequenz, 

- .  

welche eine doppelte Affinitätsreinigung erlaubt. Nach dem ersten Schritt wird der bereits 
gebundene Teil der Sequenz durch eine spezifische Enzymreaktion abgespalten. Vorteil: Durch 
die zweifache Reinigung wird eine sehr saubere und spezifische Aufreinigung des Komplexes 
erreicht. Nachteil: Die Reinigung ist vergleichsweise langwierig - schwach gebundene Komplex- 
partner konnten verloren gehen. 
Expressionssystem: Das Expressionskonstrukt wird durch homologe Rekombination in das 
Genom eingefügt und ersetzt dabei das Wildtyp Gen. Vorteile: Der natürliche Promotor treibt 
die Expression an - das Protein wird in normaler Stärke exprimiert und die Stochiometrie im 
Komplex bleibt erhalten. Nachteil: Scheitert, wenn das Gen unter Laborbedingungen nicht 
exprimiert ist. 
Detektionssystem: MALDI-TOF Massenspektroskopie (matrix assisted laser desorption 
ionization - t ime of flight). Eine schnelle und präzise Nachweismethode, basierend auf Moleku- 
largewichtsbestimmung von Proteinfragmenten. Kann bis zu einem gewissen Grad auch bei 
Proteingemischen verwendet werden, falls ein Komplex durch die Gelchromatographie nicht 
vollständig aufgetrennt werden kann. 

MDS-Proteomics Studie 
verwendete Ankersequenz: FLAG - ein kurzes hydrophiles Peptid, welches die Reinigung 
eines Komplexes in einem Schritt ermöglicht. Vorteil: Schnelle und einfache Reinigung, schwach 
gebundene Proteinpartner verbleiben eher im Komplex. Nachteil: Reinigung ist weniger spezi- 
fisch, Kontamination durch stark exprimierte Proteine ist möglich. 
Epressionssystem: Ein plasmid-basiertes, induzierbares Expressionssystem. Vorteil: Durch 
Überexpression lassen sich Proteine zuverlässiger produzieren, auch diejeniqen welche unter 
Laborbedingungen normalerweise nicht exprimiert werden. Ausserdem funktioniert diese 
Methode auch in Organismen in denen homologe Rekombination nicht oder nur schlecht an- 
wendbar ist. Nachteile: Die Stochiometrie eines Proteinkomplexes kann gestört werden, wenn 
ein Protein im Überschuss vorliegt; starke Expression kann unspezifische Bindungen begünsti- 
gen. 
Detektionssystem: LC-MS/MS Massenspektroskopie (liquid chromatography - tandem mass 
spectrometry). Spezifischere, aber auch etwas aufwändigere Methode als MALDI-TOF. Die ein- 
zelnen Proteinfragmente werden dabei partiell sequenziert, aufgrund dieser Zusatzinformation 
ist das Verfahren besser geeignet für Proteingemische. 

Abb. 3: Einer der zahlreichen neu entdeckten 
Protein komplexe. 

Das Protein 'PPH3' ist eine Serin/Threonin-Phosphatase 

aus der Familie der PP2A-Phosphatasen.  Das Hefege- 

nom enthält mehrere Phosphatasen dieser Familie; 

PPH3 wurde bisher noch nicht eingehend charakteri- 
siert. Durch Analyse der Komplexaufreinigungen von 

 Cellzome und MDS-Proteomics wird ein bisher unbe- 

kannter Proteinkomplex um PPH3 sichtbar. Die beiden 

identifizierten Kern des Komplexes, da sie in allen vier 

relevanten Aufreinigungen gefunden werden. Die 

Situation ist weniger klar für die anderen Proteine - 
'SPT5'  wird zwar in zwei Aufreinigungen detektiert, 

allerdings auch noch in anderen Komplexen (nicht 

gezeigt; SPT5 ist ein Beispiel für die 'Vernetzung' der 

Komplexe untereinander). 

 uncharakterisierten Proteine 'YBL046W' und 
'YNL201C' bilden zusammen mit PPH3 den sicher 


