V10 Protein-Protein-Interaktionsnetzwerke
Ruckblick (V7): Arten von PP-Interaktionen:

Homo-Oligomere vs. Hetero-Oligomere
Homo-Oligomere bestehen aus mehreren identischen Einheiten und
werden z.B. von lonen-Kanalen oder Rezeptoren gebildet

Stabile vs. Transiente Komplexe
Stabil: Ribosom, RNA-Polymerase, ...
Transient: Redox-Partner, Signaltransduktion

Obligate vs. Nicht-obligate Komplexe:
obligat (-> obligatorisch): Komponenten liegen in der Zelle nur als Komplex vor
nicht-obligat: Komponenten existieren in der Zelle ebenfalls im freien Zustand
(z.B. Antikérper)

Kovalente vs. Nicht-kovalente Komplexe
Kovalente: z.B. Ubiquitin-modifizierte Proteine
Nicht-kovalent: ist der tbliche Fall
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In Vorlesung 10 werden wir uns mit Proteinkomplexen und
Proteininteraktionsnetzwerken beschaftigen.




Beispiele fur wichtige Proteinkomplexe

RNA Polymerase Il SpleiRosom

http://www.weizmann.ac.il/

Cramer et al., Science 288, 640 (2000)

Ribosom Proteasome Apoptosom

http://www.millerandlevine.com/chapter/12/cryo-em.html

Acehan et al. Mol. Cell 9, 423 (2002)
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Als Appetizer sind hier die dreidimensionalen Strukturen einiger sehr
bekannter Proteinkomplexe gezeigt. RNA Polymerase ist ein Komplex aus
10 einzelnen Proteinen. Das Spleillosom wird aus funf verschiedenen
kleinen nuklearen RNAs (snRNAs) und etwa 150 Proteinen
zusammengesetzt. Es andert jedoch wahrend des Spleildprozesses seine
Zusammensetzung und Konformation auf drastische Weise, siehe Video

https://www.annualreviews.org/doi/suppl/10.1146/annurev-biochem-
091719-064225

Das Ribosom enthalt zwei unterschiedlich groRe Untereinheiten (50S und
30S). Bakterielle und eukaryontische Ribosomen enthalten einen
gemeinsamen strukturellen Kern, der aus 34 konservierten Proteinen (15
in der kleinen Untereinheit, 19 in der groRen) und etwa 4400 RNA Basen
besteht. Spleillosom und Ribosom enthalten jeweils RNA-Molekile, um
damit Kontakte zur mRNA zu bilden. Das Proteasom ist flir den Ubiquitin-
gesteuerten Abbau von Proteinen verantwortlich. Es besteht aus tber 60
Einzelproteinen. Das Apoptosom besitzt eine ungewohnliche
siebenzahlige Symmetrie und bildet sich in der Zelle, wenn der Zelltod
(Apoptose) eingeleitet wird.



Proteininteraktionsnetzwerke
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Proteininteraktionsnetzwerke sind Graphen-Darstellungen, welche
Proteine (einzelne Punkte bzw. Knoten) physikalische Kontakte (Linien
bzw. Verbindungen) miteinander eingehen kdnnen. Aufgrund der grol3en
Anzahl an Knoten und Kanten bezeichnet man solche Netzwerke als
»hairball monsters®. Eigentlich sieht man darin gar nichts. Wir kommen am
Ende der heutigen Vorlesung auf solche Netzwerke zurtck.




Detektiere PP-Interaktionen: Yeast Two-Hybrid Methode

Ziel: entdecke binare PPIs zwischen einem “bait” Protein (dt. Kéder) und einem “prey”
Protein (dt. Beutetier), die “physikalisch”, d.h. direkt miteinander wechselwirken.

Cald.
«0Gq, =

e Coaso — Gegeben: Transkriptionsfaktor, der ein
o e e eneEEL] Reporter-Gen reguliert, besteht aus einer
DNA-bindenden Doméane (BD) und einer
Aktivatordoméne (AD)

3 ¢ > e
- e Unterbreche kovalente Verbindung BD-AD;
UAS \Reporter gene (lLacZ | =4 ’

B. o.neluson protein only (Gal4-8D + Bait) - no transcription verbinde bait (orange) mit BD und prey
(grun) mit AD — Expression findet nur statt,

e, wenn bait:prey-Komplex gebildet wird.
£ Y>> ¥ -
I v — ;Re/\‘_:;ort’era_ene ez | Man kann das normale Reporter-Gen (hier
€ One fuston protein orly (G440 + Prey) - o ranscriptn 1307 auch durch ein GFP-Gen ersetzen.
Dann kann man erfolgte Transkription, d.h.

Prey. st

Bindung von bait:prey-Komplex, als

s > Fluoreszenz detektieren.

o0 8o,
3 -
[ UAS Reporter gene LacZ |

D. Two fusion proteins with interacting Bat and Prey
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Die Hefe Zwei-Hybrid-Methode (Y2H) ist eine experimentelle Technik um
direkte Proteininteraktionen experimentell zu detektieren. Die Methode
wurde 1989 erstmalig vorgestellt
(https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/2547163/) und im Jahr 2000
(https://www.nature.com/articles/35001009) erstmalig als
Hochdurchsatzmethode zur Detektion von etwa 1000 Interaktionen in
Hefe eingesetzt, die 1000 der 6000 Hefe-Proteine involvierten. Mittlerweile
schatzt man, dass es in Hefe etwa 90.000 Proteininteraktionen gibt (siehe
Folie 10), d.h. 30 pro Protein, da ja an jeder Interaktion zwei Proteine
beteiligt sind.




Tandem affinity purification (also ,,pull-down“)

Die Yeast 2-Hybrid-Methode kann nur binare Komplexe
identifizieren.
Y Bau —0

In der Affinitats-Aufreinigung wird ein bestimmtes Protein
(bait) mit einem molekularen Label verbunden (dunkle
Route in Abb.) um dessen Aufreinigung zu erleichtern.

Das so “ge-taggte” Protein wird dann in einer Affinitatssaule
aus der Losung herausgefischt, zusammen mit allen
interagierenden Partnern (W, X, Y, Z).

Diese Strategie kann man genomweit anwenden (W|e Y2H).

Strategy Failed

Affinity column

rate

Hier gezeigt: Pon st Soror QT N\ o i s .
Anwendung fur N e L :,\‘ W s
S. cereviseae. . / : N~

Fuson NH '-‘S““'-TEV‘“. Socton of postercionss do;mw 1167 381 75%
Identifiziere Proteine in s | (rambmepEenz

b cultvation
Gelbanden mittels &‘;o* 74 4‘5?{ ! l\

: L R s s
Massenspektrometrie. i " ) e T e
— || =] || .

Label unten: bait-Protein Enl = Rty
Jede Bahn entsprichteinem el = =
Komplex Fée §£9

Gavin etal. Nature 415,141 (2002)
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Bei der Tandemaffinitatsaufreinigung bindet man in einer Affinitatssaule
Proteinkomplexe an das Tragermaterial. Man bringt zunachst an ein
Protein der Zelle ein ,tag“-Protein wie etwa Protein A an. In der Saule
bindet dieses dann zusammen mit allen weiteren Proteinen, die evtl.
daran gebunden sind, an einen dort angebrachten IgG-Antikorper.
Mittlerweile werden viele unterschiedliche tags verwendet. Anschliel3end
wascht man den gebundenen Komplex aus der Saule heraus, trennt seine
Komponenten auf einem Gel auf und bestimmt deren Identitat mit
Massenspektroskopie.




TAP-Analyse fur PP-Komplexe in S. cereviseae

Identifiziere Proteine durch (d) die Halfte aller PP-Komplexe
die Massen ihrer Peptid-_ hat 1-5 Mitglieder, die andere
fragmente. Membrans _ Mittochondria Halfte ist grosser.

- ER/Golgi/vesicles

Nucleus ~ 45 5 -
(a) listet die an Komplexen W 4 (e) PP-Komplexe sind an

beteiligten Proteine bzgl. * Cytoplasm praktisch allen zellularen
ihrer Lokalisation in der Zelle Prozessen beteiligt.

-> es scheint keinen Bias fur
bestimmte

Subcellular localization of
identified proteins

d e Cell cycle

Kompartments zu geben. , >40 Tra;:i::tl:::::él:/NA Col poletty and struchure
21-30 446 )
\ chromatin structure __ Intermediate and
X \. 19" energy metabolism
Allerdings findetman 1120 15 Jo 1-5 %

S———— Signaiiing— =

. Membrane biogenesis/
nur wenig Membran- o ANA metaboiem " tumover
= : . Protein synthesis/
proteine (Anteil sollte Protein/RNA transport ' tumover
ca. 25% Sein) Number of proteins Distribution of complexes
per complex according to function

Gavin et al. Nature 415, 141(2002)
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Die TAP-Analyse fur Hefe ergab 232 Proteinkomplexe. Abb. (a) zeigt,
dass diese Komplexe aus verschiedenen Zellkompartementen stammen.
Lediglich die Membranfraktion scheint unterreprasentiert. Etwa 25-30%
aller zellularen Proteine lokalisieren in der Membran und auch dort bilden
sich zahlreiche Membranproteinkomplexe. Allerdings konnen diese
Interaktionen durch die Durchfihrung der Affinitatsaufreinigung in der
flissigen Phase nur sehr bedingt detektiert werden.




Protein-Interaktionsnetzwerke
Unterschiedliche experimentelle Techniken messen verschiedene Eigenschaften
von Proteinkomplexen. Das sind keine Messfehler, sondern Eigenheiten der

einzelnen Methoden. Experimental interactions (PPIs)

True interactions (PPlS) obtained from binary or co-complex methods
physical topology in vivo Blnary methods

measure physical direct PPls

eg PI-P2 P2-P3 ____ o
Y2H P1-P3  P4-PS direct @ m
P1-P4 P4-P6 assignment
P3 PG|
~— ~ |/ -~
Two dfferent PPl networks derived from
two types of experiental data
B

m (the X below indicate interactions that do not occur,

A

P1=P2.P3.P4 i.e. they wil be false positives)

P2=P1,P3,P4 assignment

@ \ P3=P1,P2,P4 with @ m
eg \ P4=P1,P2,P3,PS,P6 I{‘D:;;
P6 TAP-MS P5=P4,P6 e “91 »

2 sets of proteins ColP P6=P4,PS - —_—
® B
Co-complex methods

measure physical PPIs (direct & indirect)

In der Probe gibt es zwei Arten  Ergebnis der Messung ,Logische® Interpretation der
von Komplexen, A und B fur diese Probe. Messergebnisse.

De Las Rivas, PLOS Comp Biol. 6, e1000807 (2010)
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Diese Folie illustriert an einem Beispiel, was man mit der Y2H-Methode
(oben) und mit der TAP-MS (unten) detektieren wirde und welche
Schllisse man aus diesen Ergebnisse ziehen wirde. Im linken Beispiel
befinden sich zwei Proteinkomplexe A und B in einer Probe. Y2H
,vermischt die beiden Komplexe aufgrund der existierenden Kontakte zu
einem einzigen grolRen Komplex. Y2H kann nicht auflésen, ob die
beobachteten Kontakte zu einem einzelnen oder zu mehreren Komplexen
gehoren. Aus der TAP-MS enthalt man keine Information, welche
Einzelproteine direkt miteinander interagieren.




Globales Protein-Interaktionsnetzwerk in S. cerevisiae

Abb. zeigt das Protein—Protein Interaktions-
netzwerk in Saccharomyces cerevisiae,
basierend auf yeast two-hybrid Experimenten.

Jeder Knoten (Kreis): bestimmtes Protein
Verbindungen/Kanten: physikalische
Interaktionen.

Das Netzwerk wird von einigen Knoten mit sehr ~ u
vielen Verbindungen zusammengehalten.
Diese nennt man Hubs.

Nature Reviews | Genetics.

Dieser groRte Cluster enthalt 78% aller
Proteine der Zelle.

Rot: Gendeletion ist tédlich
Grun: Gendeletion ist nicht todlich

Barabasi & Oltvai, Nature Rev Gen 5, 101 (2004) Gelb: Effekt der Gendeletion ist unbekannt.
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Hier interessierte man sich dafir, welche Positionen des Netzwerkes
essentielle Proteine (rot) bzw. nicht-essentielle Proteine (grtin)
einnehmen.




Welche Proteindeletionen sind todlich?

a ,o b o
(b) Die Haufigkeit von Hub- TEE N & \
Proteinen mit k Interaktionen Yoad F' e '
nimmt nicht exponentiell ab
(wie man dies in einem
Zufallsnetzwerk erwartet),
sondern etwa proportional zu” - AT
1/K2 oder 1/K? , ist also viel” "+ to:'2 ot
haufiger als zufallig erwartet. =", Y

oGP #)) +k/k
b 4

1 T T

(c) Die Deletion solcher Gene,
die fur Hub-Proteine mit vielen 4 A\ [ & &
Links kodieren (und im Plot e ™ ™

Porcentage of essential proteins @
8 8

rechts liegen),
ist eher tédlich fur die Zelle als ,essentielle” Proteine: Zelle ist nicht
die Deletion von Proteinen. die lebensfahig ohne diese Proteine
mit wenigen anderen Proteinen
interagieren (Iinks im P|0t). H. Jeong, S. P. Mason, A.-L. Barabasiand Z. N. Oltvai
Nature 411,41-42
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In Abb. (b) ist die Haufigkeit von Proteinen mit unterschiedlich vielen
Interaktionen gezeigt. Die Haufigkeit fallt mit etwa 1/k3 ab. Es gibt daher
deutlich mehr ,Hub“-Proteine mit sehr vielen Interaktionen als man in
einem Zufallsnetzwerk erwarten wirde. Solche Netzwerke, in denen die
Haufigkeit mit einem Potenzgesetz abnimmt, nennt man ,scale free“. Mehr
zu solchen Netzwerken behandeln wir in der Vorlesung Bioinformatik 3.

In der Abbildung rechts unten sieht man, dass der Anteil essentieller
Proteine unter den Hub-Proteinen bei etwa 60% liegt, im Vergleich zu 20%
fur Proteine mit sehr wenigen Interaktionen. Die Deletion eines solchen
Hub-Proteins ist daher fur die Hefe-Zelle mit recht hoher
Wahrscheinlichkeit todlich.




Wieviele Proteininteraktionen gibt es
S. cerevisiae

BioGrid (www.thebiogrid.org): 91,651 nicht-redundante physikalische
Interaktionen von 6367 Hefe-Proteinen (August 2017).

Mentha (http://mentha.uniroma2.it/): 106,683 Interaktionen.

PrePPI (https://bhapp.c2b2.columbia.edu/PrePPl/).
(bioinformatisch integrativ kompilierter Datensatz):
60000 Interaktionen mit hoher Zuverlassigkeit

Mensch

Mentha: 277,371 physikalische Interaktionen zwischen 18,506 menschlichen
Proteinen.

PrePPI: 1.35 Millionen vorhergesagte Interaktionen.
Fur 127,000 davon gibt es experimentelle Bestatigung der direkten Interaktion.
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Verschiedene Datenbanken enthalten etwas unterschiedliche
Informationen fir Hefe und Mensch. Im Mensch gibt es etwas dreimal
mehr Interaktionen als in Hefe.




In-Silico Vorhersagemethode

Sequenz-basiert Struktur-basiert:

« interface propensities (V7)
Funktionelle Ahnlichkeit: * Protein-Protein Docking (V7)
» Gen-Clustering » 3D-Simulationen (z.B. MD)
+ Gen-Nachbarschaft

Interaktionen:
» Rosetta stone
« phylogenetisches Profiling

» Ko-Evolution
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Auf den folgenden Folien betrachten wir einige einfache Bioinformatik-
Methoden, mit denen man Protein-Interaktionen vorhersagen kann. Diese
sind links aufgelistet. Rechts sind ein paar strukturbasierte Methoden
aufgefuhrt, die wir bereits in Vorlesung 7 kennengelernt hatten.
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Gen-Clustering

Idee: funktionell verwandte Proteine oder Teile eines Komplexes werden
gleichzeitig exprimiert
co-regulated

\/

Suche nach Genen mit einem gemeinsamen Promoter

a aim MNnrnaran tramalirilhiard
S Tl WpCiurn ualioniivici L.

L waramm aldivviard waiarAa
—2 WCIIIl anuvicii, weoiuc

Beispiel:

Biolumineszenz in V. fischeri wird

durch Quorum sensing reguliert

— 3 Proteine |, AB, CDE sind dafur
verantwortlich.

Sie sind als 1 Operon namens

luxICDABE organisiert.
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Die Gene, die fur funktionell eng verwandte Proteine kodieren, haben in
Bakterien teilweise einen gemeinsamen Promoter und werden eins nach
dem anderen exprimiert. Dies bezeichnet man als Operon. Diese
Organisation gibt es nur in Prokaryoten. Auch in Eukaryonten liegen
funktionell verwandte Proteine jedoch oft benachbart auf dem Genom,
haben aber eigene Promoterabschnitte.
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Gen-Nachbarschaft
Hypothese: funktionell verwandte Gene werden gemeinsam exprimiert

"funktionell verwandt” heif3t gleicher {Komplex | Pfad | Funktion | ...}

— Suche nach dhnlicher Anordnung der verwandten Gene in
verschiedenen Organismen

(<=> Gen-Clustering: in einem Organismus, Promoter missen bekannt sein
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Das Prinzip der Gen-Nachbarschaft kann, wie erwahnt, auf funktionelle
Verwandtschaft von Proteinen hindeuten. Man kann daher gezielt nach
sequentiell angereihten Genen suchen, deren Anordnung in etlichen
verschiedenen Organismen konserviert ist. Diese Konservierung deutet
dann wiederum auf deren gemeinsame funktionelle Rolle hin.
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Rosetta Stein Methode

Idee: finde homologe Gene ("Worte”) in den Genomen
verschiedener Organismen (“Texte”)

- Uberprife, ob ein Organismus ein Fusions-Gen enthalt
— Kann darauf hindeuten, dass die beiden Proteine einen
Komplex bilden

% V| [ [\ [ | N
Sy Ty T ey
sp2 _Q_D_.ED_.D_ Fusionsgen
23 —@ DD~ Fusionsgen
Mehrsprachige Stele aus 196 v.Chr., sp4 ===l N > )—
wurde 1799 gefunden.
Auf dem Stein steht derselbe Text in 35P° g O e B e
Sprachen: Hieroglyphen, demotische
Schrift, griechisch Enright, Ouzounis (2001):
— Schlussel um Bedeutung der 40000 vorhergesagte paarweise
Hieroglyphen zu entschlisseln Interaktionen in 23 Spezies
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Wenn bei zwei interagierenden Proteinen der C-Terminus des einen
Proteins im Komplex raumlich benachbart zum N-Terminus des zweiten
Proteins liegt, ist eine Fusion der beiden Gene auf genomischer Ebene
maoglich.
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Rosetta Stein Methode

Yeast Topoisomerase Il

E. coli gyrase B e — — e -

E. coli gyrase A e ————————

Human succinyl CoA-transferase .. ) .

£ coll acetate Co-A transferase & == Jede Box symbolisiert ein Protein.
E. coli acetate Co-A transferase B 7

B. subtilis DNA pol lll o. M )

E. coli DNA pol Il o X

E. coliDNA pol lll &

Yeast histidine biosynthesis HIS2
E. coli histidine biosynthesis HIS2
E. coli histidine biosynthesis HIS10

Human §-1-pyrroline-5-carboxylate synthetase
E. coliy-glutamyl phosphate reductase SOOI
E. coli glutamate-5-kinase e )

5 Beispiele von E. coli-Proteinen, deren Interaktion vorhergesagt wurde.

Da in einem anderen ﬂmnmem_ ( rete Rmhm ein Fu __Q__spm'mm existiert ist
s E.

s wahrscheinlich, dass das zweite und dritte Protein a coli interagieren.

Die ersten 3 Interaktionen waren aus dem Experiment bereits bekannt.

Marcotte et al. Science 285, 751 (1999)
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In https://science.sciencemag.org/content/285/5428/751.full
wurde die Rosetta-Stone-Methode zum ersten Mal vorgestellt.

Fir diese Rosetta-Stone-Methode wurde sogar ein Patent in den USA
erteilt: https://www.osti.gov/doepatents/biblio/874814
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Phylogenetisches Profiling

Idee: entweder alle oder kein Protein eines Komplexes sollten in
einem Organismus vorkommen

— Vergleiche Vorkommen homologer Proteine zwischen Spezies
(z.B. mit Sequenzalignment)

S. cerevisiae (SC)

P2 P5 P3
P1
ps P P4 P5
P6 pP7
p2 P5  P7 P1 P8 E. coli (EC)
P3 P6 P3 PS5
B. subtilis (BS) H.influenze (HI)
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Hinter der Methode ,phylogenetisches Profiling” steht die Idee, dass zwei
interagierende Proteine natlrlich beide im Genom des Organismus
vorkommen mussen. Wenn eines nicht vorhanden ist, kann die Interaktion
nicht stattfinden, obwohl das andere Gen trotzdem im Genom vorhanden
sein kdnnte. Wenn man jedoch eine Statistik Gber eine grol3e Anzahl an
Organismen macht, stellt man fest, dass von zwei interagierenden
Proteinen oft entweder beide vorhanden sind oder keines.

Diese Beobachtung kann man naturlich auch umdrehen. Man sucht nach
Proteinpaaren, deren Auftreten korreliert ist und nutzt dies als Vorhersage
von mdaglichen Interaktionen.
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Distanzen in Phylogenetischem Profiling
Kodiere Vorkommen/Abwesenheit

8. cerevisiae (SC) .

P2 o EC sC BS HI
P1 P4 P!
P P . P1 1 1 0 1
P2 1 1 1 0
P3 P6 P3 PS5
i H.infl HI; P4 1 1 0 0
B. subtilis (BS) .influenze (H1) P5 . 1 1 .
P6 1 0 1 1
P7 1 1 1 0

Hamming-Distanz zwischen Spezies: Anzahl an unterschiedlichem Vorkommen

PI P2 P3 P4 P5 P6 P7 P1

PPl o 2 2 1 1 2 2 P7/ \Fz —
P2 0 2 1 1 ) 0 / \ —1
D2 n 2 1 n o) 2
P3 0 3 . 0 2 |/ ‘

P4 0 2 3 1 P6 P3

P5 0 1 1 \ /

Pé 0 P5 ——p4

P7 0

Paare mit ahnlichem Vorkommen sind: P2-P7 und P3-P6
Dies sind Kandidaten fur Protein-Interaktionen.
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In diesem einfachen Beispiel betrachten wir (als Beispiel) den
eukaryontischen Organismus Hefe (S. cerevisae) und drei

Bakterienstamme. Das Vorkommen/Nichtvorkommen der sieben Proteine

P1 bis P7 (bzw. ihrer Gene im Genom) wird mit 1 und 0 symbolisiert.

Dann berechnen wir zwischen zwei Proteinen (Reihen) die Summe ihrer
Unterschiede. Dies bezeichnet man als Hamming-Distanz. Z.B. kommen
P2 und P7 gemeinsam in EC, SC und BS vor und fehlen beide in HI.
Deshalb haben sie die Hamming-Distanz 0.
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Ko-Evolution

Bindungsschnittstellen von Komplexen sind
nur leicht starker konserviert als die
restliche Proteinoberflache.

Idee von Pazos & Valencia (1997):

Falls an einer Schnittstelle eine Mutation auftritt, die
den Charakter der Aminosaure andert

(z.B. hydrophob/hydrophobin P1/P2 -> pola
P1/P2"),

ollten an dem anderen Interface korrespondierende
Mutationen an den Positionen auftreten, die mit der

ersten Aminosaure Kontakte bilden.

Die Suche nach solchen korrelierten Mutationen
kann dabei helfen, Bindungskandidaten zu finden.
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Eine ahnliche Idee wie beim phylogenetischen Profiling kann man auch
auf einzelne Aminosaurepositionen anwenden. Zwei Aminosauren, die
sich an einer Bindungsschnittstelle gegenlber liegen, haben vermutlich
einen ahnlichen physikochemischen Charakter (hydrophob bzw. polar).
Allerdings kdnnten in einem anderen Organismus beide Aminosauren
zusammen von hydrophob nach polar mutiert sein, was ebenfalls eine
glinstige Wechselwirkung bewirken wiirde. Uber viele Organismen
gesehen, wirde man daher eine Korrelation der Hydrophobizitats-Werte
von direkt interagierenden Aminosaurepositionen erwarten.
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-
5"

':“ { r;‘f"é JJ i i
:.;\ 2%  korrelierte Mutationen
Pa Po

(a) construct structure alignments.
for one input protein, based on
all aligned proteins in the database

EoE

S Sy,
(b) caiculate evolutionary distance matrices
through geometric similarity and
evolutionary information
PB

LR,y
/ (c) use evolutionary distance matrices
S, _- to estimate correlation coefficient
’ between each fragment pair

of two input proteins

S, Pa

(d) extract interacting residues with
high values of correlation coefficient, which
can be grouped as interacting patches

" Figure 3. Our method detects correlated residues on SK/RR
2 interaction. Interface residues are indicated in red boxes, and non-

interface residues are indicated in black hoxas
T are in Dialk DOXes.

Table 6. Comparison to metaPPI, meta-PPISP, and PPI-Pred

7.3 our method metaPPl meta-PPISP PPL-Pred
3 type Acc Cov Acc Cov Acc Cov Acc Cov
,.r E1 7% 65% 61% 37% S6% 5% 465 ™
Py others 55% ™% 4% 2% 39% 2% 29% 3%
@ % overall a% 61% 49% 2% 4% 3% 6% 38%
.

“E-Lis type of enzyme-—inhibitor.

J. Chem. Inf. Model. 2015, 55, 2042-2049
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Man kann gezielt in multiplen Sequenzalignments von zwei Proteinen
nach solchen Korrelationen zwischen Aminosaurepositionen suchen.
Wichtig ist hierbei, dass die Organismen in derselben Reihenfolge von
oben nach unten angeordnet sind, da man ja Anderungen aufspiren
mdchte, die jeweils gemeinsam auftreten. Diese Methode ist sehr
erfolgreich um interagierende Aminosaurepaare aufzuspuren, siehe die
Abb. rechts oben. Starke Korrelationen zwischen Aminosaurepaaren gibt
es in diesen beiden Proteinsequenzen nur am Bindungsinterface. Die
beiden Interaktionspartner wurden hier zur besseren Visualisierung leicht
auseinandergezogen.
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Link-Vorhersage basierend auf Netzwerkdaten

Social networks

o

TCP predicted trend Kovacs Vidal &

o A Q) N Barabasi

g Nature Commun. 10,
/ \ Prototype: . 1240(2019)
7\

S=A?

A

TCP

2 paths)

7
\

Connection probability

»
>

Jaccard similarity

= 34w &

(a) In sozialen Netzwerken impliziert eine groRe Anzahl an gemeinsamen
Freunden eine hohe W'keit, dass 2 Leute Freunde werden (rote Verbindung
zwischen Knoten X undY). Dies nennt man Triadic Closure Principle (TCP).

TCP sagt basierend auf einer Knotenahnlichkeit (S) Verbindungen (P) voraus.
Ein MaR fur die Ahnlichkeit ist z.B. die Anzahl an gemeinsamen Nachbarn
zwischen jedem Knotenpaar (A2).

(b) Ubertragen auf PPI-Netzwerke wiirde man erwarten, dass Proteinpaare mit

hoher Jaccard-Ahnlichkeit ebenfalls miteinander interagieren.
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Man kann Interaktionen auch aufgrund der Position von Proteinen in
Proteininteraktionsnetzwerken vorhersagen. In sozialen Netzwerken
(links) ist die Anzahl an gemeinsamen Freunden ein gutes Indiz daflr, ob
zwei Individuen X und Y ebenfalls Freunde werden kénnten. Gilt dies auch
fur Proteine? Dies ist rechts symbolisiert. Dies wurde bedeuten, dass 2
Proteine, die an mehrere gemeinsame Bindungspartner binden kdnnen,
ebenfalls aneinander binden.
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TCP trifft nicht auf PPI-Netzwerke zu

(2]

Interactome data Kovacs, ... Vidal &
Barabasi

2 Nature Commun. 10,
210 s 1240 (2019)
g ‘AAA
g 102 AAA‘ A
g o Jaccard-Koeffizient:
t U= NN Nyl /[Ny U Ny,

10 wobei Ny and Ny die Anzahl

LA R an Interaktionspartnern von
X undY sind.

Allerdings beobachten Kovacs et al. in einem sehr zuverlassigen PPI-Netzwerk
fur den Mensch (HI-1-14) quasi das Gegenteil:

Proteinpaare mit hoher Jaccard-Ahnlichkeit haben eine geringere W'keit,
miteinander zu interagieren.
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Die Anzahl an gemeinsamen Bindungspartner misst man mit dem
Jaccard-Koeffizienten, d.h. dem Quotient aus der gemeinsamen
Schnittmenge der Bindungspartner von X und Y geteilt durch deren
Vereinigungsmenge. Der in der Abbildung tatsachlich beobachtete Trend

ist jedoch abnehmend, nicht linear ansteigend, wie angenommen. Was ist
der Grund hierfir?
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PPIs involvieren Bindungsschnittstellen

Interactome PPIs benétigen meist komplementare Schnittstellen.
Deshalb teilen sich zwei Proteine, X undY, mit
ahnlichen Schnittstellen oft viele Bindungspartner.

P=AS

\ Prototype:
S=A?

y D N :)Y Allerdings garantiert eine gemeinsame Schnittstelle
\67 nicht, dass X undY direkt miteinander interagieren.
D,
l O—O—(Y) Stattdessen konnte ein weiterer Interaktionspartner
“™* " yon X (Protein D) ebenfalls mit Protein Y interagieren
(blaue Verbindung).
Solche Kanten konnen durch Pfade der Lange 3
unriharrnacant wwardan /1 2\
vuUILTITO HUOGHL VWTIuUCTH \l_\)l.
Kovacs, ... Vidal & L3 identifiziert ahnliche Knoten zu den bekannten
Barabasi Partnern (P = AS), und geht dabei einen Schritt weiter
Nature Commun. 10, . i X
1240(2019) als das AhnlichkeitsmalR TCP.
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Der Grund ist folgender: wenn X an Z binden kann und ebenfalls Y an Z
binden kann, sind X und Y jeweils komplementar zu Z, jedoch
anscheinend nicht zueinander. Z kann entweder X oder Y an seiner
Bindungsschnittstelle binden (falls X und Y nicht auf verschiedenen Seiten
an Z binden, was nicht sehr haufig der Fall ist).

Gut funktioniert jedoch eine andere Vorhersage: wenn X an D bindet und
Xund'Y viele Bindungspartner gemeinsam haben, dann kénnte Y
ebenfalls an D binden. Solch eine Interaktion kdnnte man dadurch
aufsplren, dass es 3 Pfade mit 3 Kanten zwischen Y und D gibt: Y — A- X
-D,Y-B-X-DundY-C-X-D.
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Structurelle Veranschaulichung von L3

Gezeigt sind PDB-Strukturen flr zwei
menschliche Proteine, CDC42 und RHOA,
die mit manchen Interaktionspartner durch
das gleiche, gemeinsame Interface
wechselwirken.

CDC42 und RHOA wechselwirken nicht
miteinander. Sie kénnten aber weitere

gemeinsame Interaktionspartner haben,
die an das gemeinsame Interface binden.

Z.B. deutet die blau gestrichelte Kante
eine mogiiche interaktion zwischen iTSN
und RHOA an.

Kovacs, ... Vidal & Es existieren eine groRe Anzahl an Pfaden

Barabasi - 5

Nstiire Commin. 10, der Lange_ I=3in _dem PPI_-Net_zwerk

1240(2019) zwischen ihnen. Hier gezeigt sind 3 Pfade.
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Hier ist ein tatsachliches Beispiel flr solche L3-Pfade gezeigt.
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L3 trifft auf PPI-Netzwerke zu!

e L3 predicted trend f Interactome data
1
2. .
*r OO o -
> 3 . 1. 2 -
E | E .
| o0 . £ 10 .
3 [
g c net
< $ o
= s} 3
g g 102 "
g o "
[&]
Olm » T
- 107
# of (=3 paths

1 10 10? 10°

v b be

e Selbst ohne existierende Strukturinformation kann man erwarten, dass 2
Proteine Y und D miteinander interagieren, wenn sie durch mehrere Pfade der
Lange £ = 3 im PPI-Netzwerk verbunden sind. (L3).

f Fur das Benchmark PPI-Netzwerk HI-lI-14 fir menschliche Proteine wurde eine
positive Korrelation entsprechend e beobachtet.

Kovacs, ... Vidal &
Barabasi
Nature Commun. 10,

10. Vorlesung WS 2020/21 Softwarewerkzeuge
¢ 9 1240(2019)

Die rechte Abbildung zeigt, dass die Interaktionswahrscheinlichkeit
zwischen Y und D logarithmisch mit der Anzahl an | = 3-Pfaden zwischen
Y und D ansteigt und im Fall von 1000 Pfaden den Wert 1 erreicht.
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Durch L3 vorhergesagte Interaktion

e i FAM161A and PRPF31 sind 2
se "X, 2 /580 i Proteine, die mit der Krankheit
ot NG\ T [t/ » e retinitis pigmentosa verknupft
""W‘m T2 T SALCOCOR > crdr Werden

xiakorss. »dcs. €Coos? Y " & .
e\ i cepcre % «w Gezeigt sind alle bekannten
PR S\ ’Q , "™ Interaktionspartner (grau),
= %N o e P whwzysammen mit den durch L3
N 7 TADRA e L T —— rp—

NECAB2 TRIM: odness

AT o e\
Fs0z GALCOTO w2 e s yornergesdaglerl (Didu).
- | \ gesagion jbiat)
o ol ), N
TRIMIS KIFC3 GOLG, Ty
e cotan 2Fser
VPS52
00c1
AF2

aFa REL Die starkste durch L3 vorher-
L gesagte Interaktion verbindet
FAM161A mit GOLGA2.

R
C150e55.

TRIM23
- |3 predicted, experimentally validated Die beiden Proteine haben
———— Previously known (HI-tested) kelne gemelnsamen |nterak_
tionspartner.
Kovéacs, ... Vidal & "
Barabasi Knotengrosse und —farbe
Nature Commun. 10, symbolisieren die Anzahl an
1240(2019) .
Interaktionen.
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Hier wurde die Interaktion zwischen FAM161A und GOLGAZ2 durch die
Analyse der L3-Pfade vorhergesagt und spater experimentell bestatigt.
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Verbindung zur Evolution
o %o

Genduplikationist ein Schlisselmechanismus der Evolution, durch den
neue Proteine entstehen kénnen.

non-SIP

Wenn Protein V dupliziert wird (bzw. das dafur kodierende Gen),
wird der duplizierte Knoten (V') zumindest anfangs die Interaktionen des
Originalproteins V mit X undY behalten.

Dies kann den Erfolg von |3 teilweise erklaren.

Jig valt el

Kovacs, ... Vidal &

Barabasi
Nature Commun. 10,
1240(2019)
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Wie kdnnten solche Proteinpaare entstanden sein? Ein mdglicher
Mechanismus ist die Genduplikation.
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Spezifische PP-Interaktionsnetzwerke
fur bestimmte Bedingungen

Modell: Brustkrebs (gute Datenlage)

P

~

;\bb. zeigt das gesamte PPI-
Netzwerk, z.B. fir Mensch

= Sammlung paarweiser
Interaktionen aus

verschiedenen Experimenten
8 J

Will, Helms, Bioinformatics, 47,219 (2015)
doi: 10.1093/biocinformatics/btv620
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Proteininteraktionsnetzwerke
bestehen aus paarweisen
Interaktionen, die 1n zum Teil
unabhingigen Experimenten
detektiert wurden. Alle Interaktionen
werden 1n einem statischen
Netzwerk/Graphen angeordnet.




Proteininteraktionen konnen jedoch ...

dynamisch in Zeit and Raum Proteinkomposition
e variiert je nach Bedingung
. S .
-\-\‘ A.ﬂ‘\ . 7 . - Y, < v
> e 7 4 =N SO0 B
% - A&// ¢ l E N by
Date hut: 1 /"J x“‘\i “.- lu.f.- and ,&“‘, ) ‘Y.}f @
iy \ S G © S = 7 S
Saletal musch Sl
e . %‘ J; £
m v e
om Han et ture, 200 Party =
Gleiche Farbe = ahnliches Expression sprofil althy s ad
" AN -
A A
A ,gl\ \
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In Wirklichkeit sind diese Netzwerke
aber sehr dynamisch, da einzelne
Proteine zu unterschiedlichen Zeiten
oder nur in unterschiedlichen
Bedingungen fir einen bestimmten
Zellzustand oder 1n einem
Krankheits-Phanotyp synthetisiert
werden. Die Netzwerkdarstellung
bildet dies aber nicht ab. Um diese
Effekte einzubauen, kann man auf
Expressionsdaten zuriickgreifen.




Gen-basierte Bedingungs-spezifische PPl Netzwerke
Vollstandiges PP Netzwerk

P1 P2 P3
Datenbank(en)|  --- :(>
atenbank(en

u condition 1 m condition 2
Idee:

breche auf Teilmenge

[
2
g g der exprimierten 2
OCc . _ B ... Gene herunter o
o e.g:
Bossi andLehner, Mol. Syst. Bio., 2009
P1 P2 P3 P4 PS Lopes et al., Bioinformatics, 2011 P1 P2 P3 P4 PS
Barshir etal. PLoS CB. 2014
P1 P2 P3 P2
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GewoOhnlich filtert man dabei das
Netzwerk, so dass nur die 1n einer
bestimmten Bedingung exprimierten
Gene librigbleiben. Eine Interaktion
kann natiirlich nur existieren, wenn
beide Interaktionspartner exprimiert
werden.




Differentielle Analyse der PPl (Um)-Verknupfungen

112 normale Gewebe (TCGA — gleiche Personen)) 112 Brustkrebsgewebe (TCGA)

P1 P2 P3 P2 P3
Vergleich 1: ' d1 '
— ol N
P4 P5 P4 P5
Vergleich 2: d2
—>
W A4 A4
P1 P2 P3
Vergleich 3: ' ds G -
e N/
P4 P5 b4
I Yd
2 1 einseitiger binomieller Test
P P2 253 + BH/FDR (<0.05)
-2

P4 P5

Prife, ob eine bestimmte PP-Interaktion in einer signifikant hoheren Anzahl an Patienten
geandertwird als man zuféllig erwartet.
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Wir interessieren uns gewohnlich
dafiir, welche Unterschiede zwischen
zwel Zellzustanden existieren, z.B. in
gesundem Gewebe und 1n
Tumorgewebe. In einem bestimmten
Patienten konnen ganz individuelle
Verschaltungen der Protein-
Interaktionen vorliegen, d.h.
bestimmte Interaktionen existieren
entweder nur im Tumor oder nur 1m
gesunden Gewebe.




Hier flihrten wir solch einen Vergleich fir
112 Brustkrebs-Patienten aus dem
TCGA-Datensatz durch. Links 1st immer
das gefilterte Interaktionsnetzwerk fiir
sein gesundes Brustgewebe gezeigt,
rechts das fiir das Brustkrebsgewebe. Mit
d bewerten wir fiir jede Kante, ob sie
entweder nur im Tumor existiert (+1)
oder nur 1m gesunden Gewebe (-1). Dann
zahlen wir alle d-Werte der Kanten fiir
die 112 Patienten zusammen und
vergleichen sie mit den zufillig
erwarteten Verschaltungen. Nur
diejenigen werden librig behalten, die
signifikant haufiger (p < 0.05) verschaltet
wurden als zufallig erwartet wird.
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Binomieller Verteilung / Test

Die diskrete Wahrscheinlichkeitsverteilung mit der Wahrscheinlichkeitsfunktion

n . —k
B(k|p,n)= I Pk(l —p)" F k=0,1,....n
heilt die Binomialverteilung zu den Parametern n (Anzahl der Versuche) und
pE [0, 1] (der Erfolgs- oder Trefferwahrscheinlichkeit).

Ein Binomialtest ist ein statistischer Test, bei dem die TestgréRe binomialverteilt ist.
Er wird verwendet um Hypothesen Uber Merkmale zu prifen, die genau
zwei Auspragungen annehmen kénnen.

In Fall der PP-Interaktionen kann eine Interaktion existieren oder nicht.

Man erzeugt also fur eine genauso groRe Anzahl von 112 PP-Netzwerken dieselbe
Anzahl von etwa 10.000 zufalligen Verschaltungsanderungen

Dann zahlt man ab, wie haufig eine bestimmte Interaktion Pi-Pj zufallig ,rewired“ wird
und vergleicht dies mit der in Patienten beobachten Anzahl.

Daraus erhalt man einen p-Wert fur diese Interaktion Pi-Pj.
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Die zufallig erwartete Anzahl an Verschaltungen erhalt man durch ein
(n=112 mal durchgeflihrtes) Experiment, bei dem man 10.000 Kanten des
Netzwerks zufallig auswahlt und verschaltet, d.h. entfernt oder hinzufugt.
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Rewiring von PPIs in Brustkrebs vs. gesundem Gewebe

Im Mittel liegen 12.500 — 12.600 Proteine vor.

GENE Die Standardabweichungdrickt Unterschiede
avg. number of proteins (normal) 12,678 + 223 ZWiSChen einzelnen Patienten aus.
avg. number of proteins (tumor) 12,528 + 206
avg. number of interactions (normalj| 134,348 + 2, 387 Anhand der bekan nten Interaktionsdaten

avg. number of interactions (tumor)| 133,128 + 2 144

N e erwartet man zwischen diesen Proteinen etwa
Drew 067 + 0.016 .

e o _ 134.000 PP-Interaktionen

significantly rewired interactions

-> etwa 10.000 dieser PP-Interaktionen sind in
Krebs-Gewebe signifikant anders verschaltet
als in gesundem Gewebe.
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Im Mittel enthalten die Interaktionsnetzwerke in gesundem Gewebe und in
Tumorgewebe beide jeweils etwa 12.500 Proteine und etwa 134.000
Interaktionen. Allerdings sind im Durchschnitt 9754 Interaktionen
,verschaltet”. Dies ist eine riesige Anzahl und resultiert daraus, dass
vermutlich ca. 2000 Gene zwischen beiden Geweben differentiell
exprimiert sind.




Rewired PPls sind mit Krebs-Merkmalen assoziiert

GENE
Ein groRer Anteil (72%) der anders
rewired interactions 9,754 i X
o i verschalteten (rewired) Interaktionen
participation in any hallmark term 7,028 ) ) ) ! )
fraction in any hallmark term 0.721 betrifft PrOteIne’ die mit den hier

aufgefuhrten, bekannten Merkmalen
von Krebs (,hallmarks of cancer®)
assoziiert sind.

Resisting Cell Death 4,064 (0.417

Activating Invasion and Metastasis 2,244 (0.230
Sustaining Proliferative Signaling 3,964 (0.406
Inducing Angiogenesis 169 (0.017

Tumor-Promoting Inflammation 516 (0.053

)
)
)
)
)
Genome Instability and Mutation 1,362 (0.140)
Enabling Replicative Immortality 232 (0.024)
Evading Growth Suppressors 3,362 (0.345)
Avoiding Immune Destruction 752 (0.077)

)

Deregulating Cellular Energetics 821 (0.084

avg. 1,749 (0.179)
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Was fur Proteine sind an diesen ,verschalteten® Interaktionen beteiligt?
72% von ihnen, namlich 7028, sind funktionell mit einem Hallmark-Term
fur Tumore annotiert. Diese Verschaltungen kdnnen daher erwartet
werden.




Transkriptionfaktor-
komplexe in Hefe und ihre
Rolle

10. Vorlesung WS 2020/21 Softwarewerkzeuge Oct1/Sox2 from RCSB Protein Data Bank, 20

In Proteininteraktionsnetzwerken kann man ebenfalls Proteinkomplexe
aus mehreren Proteine identifizieren, bzw. zumindest
hochwahrscheinliche Kandidaten.
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Transkription: Rolle von TFs

GTFs (allgemeine
Transkriptionsfaktoren) RNA-Polymerase ||

TBP (TATA-bindendes Protein)

TBP bindet an die DNA, wechselwirkt mit den
allgemeinen Transkriptionsfaktoren und rekrutiert

RNA-Polymerase ||
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In diesem Beispiel interessierten wir uns
far Proteinkomplexe, die mehrere
Transkriptionsfaktoren enthalten konnen
und z.B. am Transkriptionsstart von
Genen (TSS) binden.




Kombinatorische Vielfalt vieler TFs,
Bindung weiterer Proteine moglich

Looping
Faktoren

Mediator-
protein

TATA TSS
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Solche Komplexe kdnnen z.B. auch den Mediator-Komplex enthalten und

in engem raumlichem Kontakt zu in der genomischen Sequenz weit
entfernten Enhancer-Regionen stehen.
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cis-regulatorische Module

Koaktivatoren Q @
Korepressoren Q

IFN-enhanceosome from RCSB Protein Data Bank, 2010
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Das untere Bild zeigt eine Kristallstruktur, in der 10 Transkriptionsfaktoren
an die rot/orange DNA gebunden sind.
Im oberen Bild wird veranschaulicht, dass Transkriptionsfaktoren entweder

direkt miteinander in Kontakt stehen kdnnen (ganz oben), oder Uber ein
drittes Protein in Kontakt stehen kdnnen (Mitte).
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identifiziere Proteinkomplexe,
die TFs beinhalten aus PPI-Netzwerk

N N~ -7

Der gestrichelt umrandete
Komplex C-D-E hat die maximale
Cohesiveness.

Identifying transcription factor complexes and their roles
Thorsten Il and Vol<harc HSS"

10. Vorlesung WS 2020/21

Verwende Idee der Methode ClusterOne:
Identifiziere Kandidaten fur TF-Komplexe im
Protein-Interaktionsgraph durch
Maximierung der Cohesiveness f(V):

s

B w (V)
f(V) o win(v) + wbound(v)

wn(V): Summe der internen (gewichteten)
Kanten, im Beispiel grun

wbound(\/): Summe der externen Kanten, im
Beispiel orange
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Wir verwendeten als Input ein gewichtetes Proteininteraktionsnetzwerk
von PrePPI, bei dem die Gewichte die Konfidenz angeben, ob die

Interaktion tatsachlich existiert.

Der Algorithmus ClusterOne identifiziert dann kompakte bzw. kohasive
Regionen, bei denen die Summe der internen Kantengewichte relativ zur
Summe aus internen und externen Kantengewichten moglichst grof} ist.

In der Abbildung wurde damit der Komplex-Kandidat der 3 Proteine C-D-E
identifiziert, die alle miteinander verbunden sind. Das externe Protein F
interagiert zwar ebenfalls mit D und E, aber nicht mit C. Deshalb ist f(V)
fur den Komplex C-D-E-F geringer als fur C-D-E.
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Domanen-Domanen Reprasentation
des PPI-Netzwerks

Annahme: jede Domane kann nur an einer Interaktion beteiligt sein.

®
F6/ %

Die grunen Proteine A, C, E bilden aktuellen Komplex.
Die grunen Kanten zwischen ihnen stehen fur direkte Kontakte zwischen ihren
roten Domanen (kleine Kreise).

B und D sind Kandidaten fur einen gréReren Komplex.
Ihre weilken Domanen kénnten tUber die orangen Kanten neue Interaktionen
mit den nicht belegten (blauen) Domanen von A, C, E ausbilden.
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In unserer Methode DACO verwenden wir zudem eine
Domanendarstellung der interagierenden Proteine. Die Domanen werden
durch kleine Kreise angedeutet.

In diesem Beispiel interagieren die drei Proteine Uber ihre roten Domanen.
Wir nehmen an, dass jede Domane maximal eine Interaktion ausbilden
kann.

Es gibt weitere Proteine B und D, die mit ihren freien Domanen mit den
blauen Domanen der Proteine A, C und E interagieren kdnnten.
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Datenquellen

/SN“Z ARP9 UL . o oS
seed proteins, ' )
threshold for pairs, ' SN
max. depth of search | L 2
' LA A
weighted protein-protein SR A : , | ' 4
interaction data, such as X X i
domain-aware cohesiveness > . 3
PrePPIl optimization algorithm NG
‘ s domain-domain
v ' interaction network

transcription factor oottty -

data retrieval and buildup automatically

complex candidates Pfam 5§32 icerpo
22237= IDDI

10. Vorlesung WS 2020/21 Softwarewerkzeuge 40

Als Input bendétigt unser Algorithmus ein Proteininteraktionsnetzwerk des
gewunschten Organismus (links Abbildung) und eine Datenbank flr
bekannte Wechselwirkungen zwischen Proteindomanen (rechts). Diese
Domanen-Kontakte werden aus allen bekannten Organismen kombiniert,
da physikalische Interaktionen zwischen Proteindomanen im Allgemeinen
sehr gut konserviert sind. Wenn etwa zwei Domanen von zwei
menschlichen Proteinen miteinander wechselwirken, gilt dies mit hoher
Wahrscheinlichkeit auch fir homologe Domanen in einem anderen
Organismus. Mit einem systematischen, kombinatorischen Algorithmus
erzeugen wir dann fur alle bekannten Transkriptionsfaktoren (hier aus
Hefe) Komplexe mit anderen Proteinen inklusive weiterer
Transkriptionsfaktoren.
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Beispiele fur TF-Komplexe (DACA vs. ClusterONE)

o,

A
vG3A

(a) HIR(SGD) / DACO (b) HIR(SGD) / ChustarONE

(&) ORC(MIPS) / (f) ORC(MIPS) / ClusterONE
DACO

(¢) RPD3L(CYC2008) / (d) RPD3L{CYC2008) / ClusterONE
DACO

Grune Knoten: Proteine im Referenzkomplex, die korrekt vorhergesagt wurden.

Rote Knoten: weitere Proteine, die als Teil des Komplexes vorhergesagt werden,
die aber experimentell nicht bestatigt sind.
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Hier vergleichen wir die Lésungen von DACO und des konkurrierenden
Algorithmus ClusterONE mit bekannten Proteinkomplexen. Grin gefarbte
Knoten sind deren bekannte Komponenten. ClusterONE erzeugt deutlich

zu grofRe Komplexe, besonders im Beispiel (f).
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Targetgene von TF Komplexen sind ko-exprimiert!

Grau: Expression der Targetgene
’ von MET4 oder MET32 wahrend
\ /4 des Zellzyklus

Schwarz: Expression der
Targetgene, die sowohl von MET4
und von MET32 reguliert werden.

normalized expression

-3 -> es gibt 2 Gruppenvon
Targetgenen, die sich sehr ahnlich
timepoints verhalten.

X-Achse: 32 Zeitpunkte entlang des
Zellzyklus von Hefezellen.
Zellen wurden fur Messung synchronisiert.
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In diesem Beispiel sehen wir, welche Einblicke man durch die
Berucksichtigung der kombinatorischen Vielfalt von
Transkriptionsfaktorkomplexen bekommen kann.

Die Abbildung zeigt die zeitabhangige Variation der Expression von
bestimmten Genen in 32 Zeitpunkten entlang des Zellzyklus von Hefe.
Hellgrau angedeutet sind alle Gene, die entweder von dem
Transkriptionsfaktor MET4 oder von dem TF MET32 reguliert werden. Die
Expressionsprofile enthalten kein offensichtliches Muster.

Wenn man aber nur diejenigen Gene plottet (schwarze Linien), die von
MET4 und von MET32 reguliert werden (d.h. in ihrem Promoterbereich
jeweils eine TFBS-Sequenz (siehe V4) fir MET4 und fur MET32
enthalten), sieht man zwei Moden von Expressionsprofilen, die
entgegengesetzt verlaufen. Diejenigen Gene, die zuerst hochreguliert
werden (Maximum bei Zeitpunt 3), sind bei t=12 stark runterreguliert.
Diejenigen, die bei t=3 stark runterreguliert sind, sind bei t=12 in einem
Maximum.
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Zusammenfassung — PP-Komplexe und Netzwerke

Etwa die Halfte aller zellularen Proteine beteiligen sich transient oder
permanent an Interaktionen mit anderen Proteinen.

Im Mittel interagiert ein Protein mit 6 anderen Proteinen (in Hefe).

Protein-Schnittstellen sind (etwas) starker konserviert als die restliche
Protein-Oberflache (Problem: es kann ja weitere Interaktionen geben ...).

Korrelierte Mutationen an Schnittstellen sind starke Indizien fur PPls.

Hub-Proteine im Protein-Protein-Interaktionsnetzwerk haben eine hdhere
Wahrscheinlichkeit essentiell zu sein.

Proteinkomplexe, die mehrere Transkriptionsfaktoren erhalten, erhéhen die
kombinatorische Vielfalt der Genregulation.

Wahrend der Zelldifferenzierung bzw. Krankheitsentstehung &ndern sich eine
Vielzahl an Protein-Interaktionen.
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In V11 werden wir uns mit metabolischen Netzwerken und evtl. etwas mit
Diffusionsprozessen beschaftigen.




