
In Vorlesung 10 werden wir uns mit Proteinkomplexen und 
Proteininteraktionsnetzwerken beschäftigen.
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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 Spliceosome wird aus fünf verschiedenen kleinen nuklearen 
RNAs (snRNAs) und etwa 150 Proteinen zusammengesetzt. Es ändert jedoch 
während des Spleißprozesses seine Zusammensetzung und Konformation auf 
drastische Weise, siehe Video 
https://www.annualreviews.org/doi/suppl/10.1146/annurev-biochem-091719-
064225
Das Ribosom enthält zwei unterschiedlich große 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 großen Untereinheit) und etwa 4400 RNA Basen besteht. 
Spleißosom und Ribosom enthalten jeweils RNA-Moleküle um damit Kontakte
zur mRNA zu bilden. Das Proteasom ist für den Ubiquitin-gesteuerten Abbau von 
Proteinen verantwortlich. Es besteht aus über 60 Einzelproteinen. Das 
Apoptosom hat eine ungewöhnliche siebenzählige Symmetrie und bildet sich in 
der Zelle, wenn der Zelltod (Apoptose) eingeleitet wird. 
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Proteininteraktionsnetzwerke sind Graphen-Darstellungen, welche Proteine 
(einzelne Punkte bzw. Knoten) physikalische Kontakte (Linien bzw. Kanten) 
miteinander eingehen können. Aufgrund der großen 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 zurück.
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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 schätzt 
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.
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Bei der Tandemaffinitätsaufreinigung bindet man in einer Affinitätssäule 
Proteinkomplexe an das Trägermaterial. Man bringt zunächst an ein Protein der 
Zelle ein „tag“-Protein wie etwa Protein A an. In der Säule bindet dieses dann 
zusammen mit allen weiteren Proteinen, die evtl. daran gebunden sind, an einen 
dort angebrachten IgG-Antikörper. Mittlerweile werden viele unterschiedliche 
tags verwendet. Anschließend wäscht man den gebundenen Komplex aus der 
Säule heraus, trennt seine Komponenten auf einem Gel auf und bestimmt deren 
Identität mit Massenspektrometrie.
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Die TAP-Analyse für Hefe ergab 232 Proteinkomplexe. Abb. (a) zeigt, dass diese 
Komplexe aus verschiedenen Zellkompartmenten stammen. Lediglich die 
Membranfraktion scheint unterrepräsentiert. Etwa 25-30% aller zellulären 
Proteine lokalisieren in der Membran und auch dort bilden sich zahlreiche 
Membranproteinkomplexe. Allerdings können diese Interaktionen durch die 
Durchführung der Affinitätsaufreinigung in der flüssigen Phase nur sehr bedingt 
detektiert werden.
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Diese Folie illustriert an einem Beispiel, was man mit der Y2H-Methode (oben) 
und mit der TAP-MS-Methoden (unten) detektieren würde und welche Schlüsse 
man aus diesen Ergebnisse ziehen würde. 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 großen Komplex. Y2H 
kann nicht auflösen, ob die beobachteten Kontakte zu einem einzelnen oder zu 
mehreren Komplexen gehören. Aus der TAP-MS enthält man keine Information, 
welche Einzelproteine direkt miteinander interagieren.
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Hier interessierte man sich dafür, welche Positionen des Netzwerkes essentielle 
Proteine (rot) bzw. nicht-essentielle Proteine (grün) einnehmen.
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In Abb. (b) ist die Häufigkeit von Proteinen mit unterschiedlich vielen 
Interaktionen gezeigt. Die Häufigkeit fällt mit etwa 1/k3 ab. Es gibt daher 
deutlich mehr „Hub“-Proteine mit sehr vielen Interaktionen als man in einem 
Zufallsnetzwerk erwarten würde. Solche Netzwerke, in denen die Häufigkeit 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% für Proteine 
mit sehr wenigen Interaktionen. Die Deletion eines solchen Hub-Proteins ist 
daher für die Hefe-Zelle mit recht hoher Wahrscheinlichkeit tödlich.
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Verschiedene Datenbanken enthalten etwas unterschiedliche Informationen für 
Hefe und Mensch. Im Mensch gibt es etwas dreimal mehr Interaktionen als in 
Hefe.
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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 aufgeführt, die 
wir bereits in Vorlesung 7 kennengelernt hatten.
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Die Gene, die für 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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Das Prinzip der Gen-Nachbarschaft kann, wie erwähnt, 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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Wenn bei zwei interagierenden Proteinen der C-Terminus des einen Proteins im 
Komplex räumlich benachbart zum N-Terminus des zweiten Proteins liegt, ist 
eine Fusion der beiden Gene auf genomischer Ebene möglich. 
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In https://science.sciencemag.org/content/285/5428/751.full 
wurde die Rosetta-Stone-Methode zum ersten Mal vorgestellt.
Für diese Rosetta-Stone-Methode wurde sogar ein Patent in den USA erteilt: 
https://www.osti.gov/doepatents/biblio/874814
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Die Methode „phylogenetisches Profiling“ beruht auf der Idee, dass zwei 
interagierende Proteine natürlich beide im Genom des Organismus vorkommen 
müssen. Wenn eines nicht vorhanden ist, kann die Interaktion nicht stattfinden, 
obwohl das andere Gen trotzdem im Genom vorhanden sein könnte. Wenn man 
eine Statistik über eine große Anzahl an Organismen macht, stellt man fest, dass 
von zwei interagierenden Proteinen oft entweder beide vorhanden sind oder 
keines.
Diese Beobachtung kann man natürlich auch umdrehen. Dazu sucht man nach 
Proteinpaaren, deren Auftreten korreliert ist und nutzt dies als Vorhersage von 
möglichen Interaktionen.
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In diesem einfachen Beispiel betrachten wir (als Beispiel) den eukaryontischen
Organismus Hefe (S. cerevisae) und drei Bakterienstämme. 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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Eine ähnliche Idee wie beim phylogenetischen Profiling kann man auch auf 
einzelne Aminosäurepositionen anwenden. Zwei Aminosäuren, die sich an einer 
Bindungsschnittstelle gegenüber liegen, haben vermutlich einen ähnlichen 
physikochemischen Charakter (hydrophob bzw. polar). Allerdings könnten in 
einem anderen Organismus beide Aminosäuren zusammen von hydrophob nach 
polar mutiert sein, was ebenfalls eine günstige Wechselwirkung bewirken würde. 
Über viele Organismen gesehen, würde man daher eine Korrelation der 
Hydrophobizitäten von direkt interagierenden Aminosäurepositionen erwarten.

18



Man kann gezielt in multiplen Sequenzalignments von zwei Proteinen nach 
solchen Korrelationen zwischen Aminosäurepositionen suchen. Wichtig ist 
hierbei, dass die Organismen in  derselben Reihenfolge von oben nach unten 
angeordnet sind, da man ja Änderungen aufspüren möchte, die jeweils 
gemeinsam auftreten.  Diese Methode ist sehr erfolgreich um interagierende 
Aminosäurepaare aufzuspüren, siehe Abb. rechts oben. Starke Korrelationen 
zwischen Aminosäurepaaren gibt es in diesen beiden Proteinsequenzen nur am 
Bindungsinterface. Die beiden Interaktionspartner wurden hier zur besseren 
Visualisierung leicht auseinandergezogen.
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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 dafür, ob zwei Individuen 
X und Y ebenfalls Freunde werden könnten. Gilt dies auch für Proteine? Dies ist 
rechts symbolisiert. Dies würde bedeuten, dass 2 Proteine, die an mehrere 
gemeinsame Bindungspartner binden können, ebenfalls aneinander binden.
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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 tatsächlich beobachtete Trend ist jedoch abnehmend, nicht linear 
ansteigend, wie angenommen. Was ist der Grund hierfür?
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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 komplementär 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 häufig 
der Fall ist). 
Gut funktioniert jedoch eine andere Vorhersage: wenn X an D bindet und X und 
Y viele Bindungspartner gemeinsam haben, dann könnte Y ebenfalls an D 
binden. Solch eine Interaktion könnte man dadurch aufspüren, dass man nach 
Pfaden sucht, die 3 Kanten zwischen Y und D enthalten: Y – A– X – D, Y – B –
X – D und Y – C – X – D.
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Hier ist ein tatsächliches Beispiel für solche L3-Pfade gezeigt.
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Die rechte Abbildung zeigt, dass die Interaktionswahrscheinlichkeit zwischen Y 
und D logarithmisch mit der Anzahl an l = 3-Pfaden zwischen Y und D ansteigt 
und im Fall von 1000 Pfaden den Wert 1 erreicht.
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Hier wurde die Interaktion zwischen FAM161A und GOLGA2 durch die Analyse 
der L3-Pfade zunächst vorhergesagt und später experimentell bestätigt. 
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Wie könnten solche Proteinpaare entstanden sein? Ein möglicher Mechanismus 
ist die Genduplikation. 
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Proteininteraktionsnetzwerke bestehen aus paarweisen Interaktionen, die in zum 
Teil unabhängigen Experimenten detektiert wurden. Alle Interaktionen werden in 
einem statischen Netzwerk/Graphen angeordnet.



In Wirklichkeit sind diese Netzwerke aber sehr dynamisch, da einzelne Proteine 
zu unterschiedlichen Zeiten oder nur unter unterschiedlichen Bedingungen für 
einen bestimmten Zellzustand oder in einem Krankheits-Phänotyp synthetisiert 
werden. Die Netzwerkdarstellung bildet dies aber nicht ab. Um diese Effekte 
einzubauen, kann man auf Expressionsdaten zurückgreifen.



Gewöhnlich filtert man dabei das Netzwerk, so dass nur die in einer bestimmten 
Bedingung exprimierten Gene übrigbleiben. Eine Interaktion kann natürlich nur 
existieren, wenn beide Interaktionspartner exprimiert werden. 



Hier untersuchten wir Expressionsdaten aus The Cancer Genome Atlas (TCGA). 
Wir möchten aus der Analyse von Verschaltungen zwischen gesundem Gewebe 
und Tumorgewebe etwas über die Tumorentstehung lernen. D.h. wir interessieren 
uns dafür, welche Unterschiede zwischen den beiden Zellzuständen existieren, 
nämlich zwischen gesundem Gewebe und dem Tumorgewebe. In einem 
bestimmten Patienten können ganz individuelle Verschaltungen der Protein-
Interaktionen vorliegen, die vielleicht nur in diesem einen Patienten vorkommen. 
An solchen spezifischen Verschaltungen sind wir hier jedoch nicht interessiert, 
sondern an den allgemein gültigen -> wir möchten etwas über die 
Tumorentstehung lernen.
Hier führten wir solch einen Vergleich für 112 Brustkrebs-Patienten aus dem 
TCGA-Datensatz durch. Links ist immer das gefilterte Interaktionsnetzwerk für 
sein gesundes Brustgewebe gezeigt, rechts das für das Brustkrebsgewebe. Mit d 
bewerten wir für jede Kante, ob sie entweder nur im Tumor existiert (+1) oder 
nur im gesunden Gewebe (-1). Dann zählen wir alle d-Werte der Kanten für die 
112 Patienten zusammen und vergleichen sie mit der Anzahl an zufällig 
erwarteten Verschaltungen. Im Anschluss werden nur diejenigen Kanten weiter 
betrachtet, die signifikant häufiger (p < 0.05) verschaltet wurden als zufällig 
erwartet wird.



Wie erwähnt, sind wir an Verschaltungen interessiert, bei denen eine bestimmte 
Interaktion signifikant oft hinzugefügt bzw. entfernt ist. Doch was bedeutet 
„signifikant oft“? Dies können wir mit der Binomialverteilung und dem 
Binomialtest bestimmen. Dazu benötigen wir lediglich die W‘keit mit der 
Verschaltungen auftreten. In unserem Fall haben wir 112 paarweise Vergleiche 
von gesundem und Tumorgewebe. In jedem Vergleich beobachten wir n 
Verschaltungen unter den ca. 134.000 PP-Interaktionen. D.h. die W‘keit für 
Verschaltungen ist n / 134.000.
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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 ca. 2000 Gene zwischen 
beiden Geweben differentiell exprimiert sind.
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Was für Proteine sind an diesen „verschalteten“ Interaktionen beteiligt? 72% von 
ihnen, nämlich 7028, sind funktionell mit einem Hallmark-Term für Tumore 
annotiert. Diese Verschaltungen können daher erwartet werden. Diese Hallmarks
of Cancer wurden 2000 und 2011 von Hanahan und Weinberg formuliert: 
https://www.cell.com/fulltext/S0092-8674(00)81683-9 und 
https://www.cell.com/fulltext/S0092-8674(11)00127-9
Die Seite https://krebs-info.eu/expertenwissen/onkologie/tumorentstehung
fasst dies folgendermaßen zusammen: Obwohl Krebs eine sehr heterogene 
Erkrankung ist und Zellen unterschiedlicher Krebsarten auf ganz 
unterschiedlichen Wegen entarten, gibt es doch Gemeinsamkeiten in den 
Veränderungen der Physiologie von Krebszellen im Vergleich zu gesunden 
Zellen. Während der Entartung von Krebszellen erhalten diese Zellen sechs 
grundlegende Eigenschaften, die sie von nicht entarteten Zellen unterscheiden:
1  Die Unabhängigkeit von externen Wachstumssignalen (Proliferation)
2  Unabhängigkeit von wachstumshemmenden Faktoren
3  Das Umgehen des programmierten Zelltods (Apoptose)
4  Ein unbegrenztes replikatives Potential (Zellteilung)
5  Kontinuierliche Neubildung von Blutgefäßen (Angiogenese)
6  Die Eigenschaft in zellfremde Gewebe einzudringen und zu metastasieren
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In Proteininteraktionsnetzwerken kann man ebenfalls Proteinkomplexe aus 
mehreren Proteine identifizieren, bzw. zumindest hochwahrscheinliche 
Kandidaten.
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In diesem Beispiel interessierten wir uns für Proteinkomplexe, die mehrere
Transkriptionsfaktoren enthalten und z.B. am Transkriptionsstart von Genen
(TSS) binden.



Solche Komplexe können z.B. auch den Mediator-Komplex enthalten und in 
engem räumlichem Kontakt zu Enhancer-Regionen stehen, die in der 
genomischen Sequenz weit von dem zu regulierenden Gen entfernt liegen 
können.
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Das untere Bild zeigt eine Kristallstruktur, in der 10 Transkriptionsfaktoren an 
die rot/orange DNA gebunden sind.
Im oberen Bild deuten wir an, dass Transkriptionsfaktoren entweder direkt 
miteinander in Kontakt stehen können (ganz oben), oder über ein drittes Protein 
in Kontakt stehen können (Mitte).
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Wir verwendeten als Input ein gewichtetes Proteininteraktionsnetzwerk (aus den 
Datenbanken PrePPI oder Mentha), bei dem die Gewichte die Konfidenz 
angeben, ob die Interaktion tatsächlich existiert. Der Algorithmus ClusterOne
identifiziert dann kompakte bzw. kohäsive Regionen, bei denen die Summe der 
internen Kantengewichte relativ zur Summe aus internen und externen 
Kantengewichten möglichst groß 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) für den 
Komplex C-D-E-F geringer als für C-D-E.
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In unserer Methode DACO verwenden wir zudem eine Domänendarstellung der 
interagierenden Proteine. Die Domänen werden hier durch kleine Kreise 
angedeutet.
In diesem Beispiel interagieren die drei Proteine A, C und E über ihre roten 
Domänen. Wir nehmen an, dass jede Domäne maximal eine Interaktion ausbilden 
kann.
Es gibt weitere Proteine B und D, die mit ihren freien Domänen mit den blauen 
Domänen der Proteine A, C und E interagieren könnten. Ob diese zum Komplex 
A-C-E hinzugefügt werden, wird aufgrund der cohesiveness entschieden.
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Als Eingabe benötigt unser Algorithmus ein Proteininteraktionsnetzwerk des 
gewünschten Organismus (links Abbildung) und eine Datenbank für bekannte 
Wechselwirkungen zwischen Proteindomänen (rechts). Diese Domänen-Kontakte 
werden aus allen bekannten Organismen kombiniert, da physikalische 
Interaktionen zwischen Proteindomänen im Allgemeinen sehr gut konserviert 
sind. Wenn etwa zwei Domänen von zwei menschlichen Proteinen miteinander 
wechselwirken, gilt dies mit hoher Wahrscheinlichkeit auch für homologe 
Domänen in einem anderen Organismus. Mit einem kombinatorischen 
Algorithmus erzeugen wir dann für alle bekannten Transkriptionsfaktoren aus 
Hefe (seed proteins) Komplexe mit anderen Hefe-Proteinen inklusive weiterer 
Transkriptionsfaktoren.
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Hier vergleichen wir die Lösungen von DACO und des konkurrierenden
Algorithmus ClusterONE für bekannte Proteinkomplexen. Grün gefärbte Knoten 
sind deren experimentell bestätigte Komponenten, rote Knoten sind weitere 
Bestandteile im vom Algorithmus erzeugten Komplex, für die es aber bisher 
keine experimentelle Bestätigung gibt. ClusterONE erzeugt deutlich zu große 
Komplexe, besonders im Beispiel (f).
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In diesem Beispiel sehen wir, welche Einblicke man durch die Berücksichtigung 
der kombinatorischen Vielfalt von Transkriptionsfaktorkomplexen bekommen 
kann.
Die Abbildung zeigt die zeitabhängige 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 ein 
TFBindemotif (siehe V4) für MET4 und für MET32 enthalten), sieht man zwei 
Moden von Expressionsprofilen, die entgegengesetzt verlaufen. Diejenigen Gene, 
die zuerst hochreguliert werden (Maximum bei timepoint 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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In V11 werden wir uns mit metabolischen Netzwerken beschäftigen.
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