V9 metabolische Netzwerke / Protein-Interaktionsnetzwerke

Methoden der Systembiologie ermoglichen die integrierte, simultane
Betrachtung von kompletten metabolischen Netzwerken.

wichtige Fragen:

(1) wie soll man die Gesamtheit der metabolischen Flusse im Netzwerk
beschreiben?

(2) wie konnen mathematische Techniken die gezielte Manipulation von
Mikroorganismen im Hinblick auf die Produktion bestimmter Substanzen
unterstutzen?

Inhalt V9:

(1) stochiometrische Matrix

(2) Flux Balance Analysis - Methode

(3) Elementary Flux Mode — Analyse (anschaulich + Anwendung)

(4) Aufbau und Visualisierung von Protein-Protein-Interaktionsnetzwerken
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Analyse von Stoffwechselwegen: Beispiel E. coli

verwende Daten aus Datenbank EcoCyc
(siehe auch MetaCyc: Stoffwechsel von > 150 Organismen)

EcoCyc enthalt 905 Reaktionen fur E.coli
davon gehoren 161 nicht zum Stoffwechsel kleiner Molekule, z.B. DNA Replikation,
von den verbleibenden 744 wurden 569 mindestens einem Pfad zugeordnet

Dagegen gibt es 607 Enzyme.

Es gibt also keine 1:1 Zuordnung zwischen Enzymen und Reaktionen, denn

(1) manche Enzyme katalyiseren mehrere Reaktionen,
und manche Reaktionen werden von mehreren Enzymen katalysiert
(2) nicht zu allen Reaktionen sind die Enzyme bekannt, die sie katalysieren.

Ouzonis, Karp, Genome Research 10, 568 (2000)
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Beispiel: Stoffwechsel von E. coli

Die 744 Reaktionen enthalten Im Mittel enthalt jede Reaktion
791 verschiedene Substrate 4 Substrate.

Table 1. Most Frequently Used Metabolites in E. coli
Central Metabolism

67 126 427 9% 83 5 6
Occurrence Name of metabolite
205 H,O
152 ATP
101 ADP @
100 phosphate 8
89 pyrophosphate )
66 NAD S
60 NADH B
54 €O; @
53 H* £
49 AMP 2
48 NH,
48 NADP
45 NADPH
44 Coenzyme A
43 L-glutamate
41 oyruvate
29 acetyl.CoA substrates
26 0, Figure 4 Diagram showing the number of reactions containing
24 2-oxoglutarate varying numbers of substrates (reactants plus products).
23 S-adenosyl-l-methionine
18 S-adenosyl-homocysteine
16 L-aspartate
16 L-glutamine
15 H,O,

Ouzonis, Karp, Genome Research 10, 568 (2000)
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Beispiel: Stoffwechsel von E. coli

EcoCyc enthalt 131 Stoffwechsel-
Pfade.

8§ 23211418 9 2 9 104 2 3 2 2 1 1

Die Lange der Pfade variiert von
1 bis 16. Der Mittelwert ist 5.4.

Von den 607 Enzymen sind

100 multifunktional.
Purin-Nukleosid-Phosphorylase
und Nukleosid-Diphosphatkinase

number of pathways

A 4 A 4 4 4 4 42 4 4 4 4 4 4 4 /4

katalysieren 7 bzw. 9 Reaktionen. Top T i T ) B A T TS A A

number of steps

) . ) Figure 5 Length distribution of EcoCyc pathways; two pathways
483 Reaktionen gehoren ZU eIineém  are not included because the number of steps is not known.

Pfad, 99 Reaktionen gehoren zu
mehreren Pfaden.

Ouzonis, Karp, Genome Research 10, 568 (2000)
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Fazit

Stoffwechsel-Netzwerke von einfachen Organismen sind mittlerweile
fast vollstandig bekannt.

Ist die Beschreibung mit einzelnen Stoffwechsel-Wegen adaquat?
- Reaktionen, Enzyme und Substrate gehoren oft zu mehreren Pfaden.

- Die Einteilung in einzelne Stoffwechsel-Pfade ist nicht immer eindeutig
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Metabolische Pfade in der post-genomischen Ara

(a) klassische Biochemie
bestimmt Stochiometrien
einzelner Reaktionen

(b) Katalogisierung vieler
Reaktionen, Gruppierung nach
gemeinsamen Metaboliten

fuhrt zu traditionellen Pfaden wie
Glykolyse, Pentose-Phosphat-
Pfad

(c) Durch komplette Information
konnen nun die kompletten
metabolischen Pfade zu einem
Netzwerk kombiniert werden.
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Metabolische Pfade in der post-genomischen Ara

Traditionelle metabolische Pfade dienen als konzeptioneller Rahmen
fur Forschung und Lehre.

Man kann dadurch Metabolismen verschiedener Organismen vergleichen.

Jedoch sind sie nicht fur quantitative, systemische Bewertungen biologischer
Reaktionsnetzwerke geeignet, da sie nur Teile der Netzwerke darstellen.

Sie wurden oft in Zelltypen entdeckt, in denen sie wichtige metabolische
Funktionen ubernehmen (z.G. Glykolyse in Hefe).

Man kann diese Pfade jedoch nicht einfach auf andere Zelltypen mit anderen
Enzym- und Metabolit-Konzentrationen Ubertragen.
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Beschreibuna vernetzter metabolischer Pfade

(a) (b) (c)

Reaction network

—'—’-O O*—F* Creation of Reactions A

| | oner A

I / 1 stoichiometric 10. . 1N = Pathway

: @) : matrix 0 1 @ analysis o
B — e I B e >

1 + | o 5

! AN ! BTN ¥ - 3

“—O>0 | 008 .

[ N | 2. . 10 o

| |

| |

et $ ______ .

Papin et al. TIBS 28, 250 (2003)
(a) aus genomischen, biochemischen, physiologischen Daten wird ein Reaktionsnetzwerk
aufgestellt. Es gibt interne Flusse innerhalb der Systemgrenzen und externe Fliusse zum
Austausch mit der Umgebung.

(b) Dieses Netzwerk wird durch eine m x n stochiometrische Matrix dargestellt, in der m
Metabolite durch n Reaktionen miteinander verbunden werden.

(c) Mogliche Zustande der Zelle aufgrund dieser Matrix werden mit Techniken wie
.elementary modes” oder ,extreme pathways"“ identifiziert. Die moglichen Zustande liegen
innerhalb eines Konus im durch die verschiedenen Flusse aufgespannten Koordinatensystem.
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Flux Balance Analyse
Jede chemische Reaktion erflllt die Erhaltung der Massen.

Mit dieser grundlegenden Bedingung konnen metabolische Systeme untersucht werden.

Man muss lediglich die Stochiometrie aller metabolischen Pfade und die metabolischen
Anforderungen kennen. Fur jeden Metabolit gilt:

i — dt - Vsym‘hes/zm’ - ,/a’egraded_ ( Vused _ ,/franspon‘d )

Im Gleichgewicht kann man die Massenerhaltung in einem metabolischen Netzwerk
mathematisch durch eine Matrixgleichung darstellen:

S-v=0

Hierbei ist die Matrix S wiederum die m x n stochiometrische Matrix,
m = Anzahl der Metabolite, n = Anzahl der Reaktionen im Netzwerk.

Der Vektor v beinhaltet alle Flusse des metabolischen Netzwerks,
namlich die internen Fllsse, die Transportflusse, und das Zellwachstum.
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Losungsraum der metabolischen Flusse

Da die Zahl an Metaboliten gewohnlich kleiner ist als die Zahl an Reaktionen (m < n) ist die
Flussgleichung Ublicherweise unterbestimmt.

Daher gibt es im Allgemeinen eine Vielzahl an erlaubten Flussverteilungen, die die
Massenerhaltung erfullen. Dieser Satz von Losungen entspricht dem Nullraum der Matrix S.

Um den ,wahren” biologischen Fluss zu finden (— e.g. Heinzle/UdS) benotigt man zusatzliche
Informationen, z.B. aus Experimenten mit C'3-Markierung.

Alternativ kann man Grenzwerte a; < v, < IB/
fur den Minimal- und Maximalbetrag jedes einzelnen metabolischen Flusses vorschreiben.
Der Durchschnitt des Nullraums und des durch diese linearen Ungleichungen eingeschrankten

Raums definiert dann ein Volumen im hochdimensionalen Flussraum, das alle moglichen
Flussverteilungen enthalt.
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E.coli in silico

Das am besten charakterisierte zellulare System ist E. col.

Im Jahr 2000 konstruierten Edwards & Palsson eine in silico Darstellung des
E.coli- Metabolismus.

Dies erforderte eine Menge Handarbeit um die notwendigen Informationen
- aus der biochemischen Literatur,

- aus Genomannotationen und

- aus metabolischen Datenbanken wie EcoCyc und KEGG

zusammenzustellen.

Bernhard Palsson,
UC San Diego

Edwards & Palsson
PNAS 97, 5528 (2000)
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Gene im in silico Modell fur E.coli

Table 1. The genes Induded In the . cofl metabollc genotype 21 | <00 ':”-'tl

Central metabolsm (ERP, PPP,
TCA cycle, eleciron transport}

Alternatiee carkon wouwros

Amino acid metabolism

Purine & pyrimidine
metabolism

Witamnin & cofactor metakalism

Lipid metabolizm

Cellwall metabalism

Trarsport prooeses

Edwards & Palsson
PNAS 97, 5528 (2000)
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E.coli in silico

Begrenze o; = O fur irreversible interne Flusse,
a; = -oo fUr reversible interne Flusse (aufgrund der biochemischen Literatur)

Transportflisse fir PO,%, NH;, CO,, SO,%, K*, Na* blieben unbeschrankt.

Fir die anderen Metabolite wurden Obergrenzen verwendet 0 < V, < I/,'-"ax
auler fur die Metabolite, die das metabolische Netzwerk verlassen konne
(d.h. Acetat, Athanol, Laktat, Succinat, Format, Pyruvat etc.)

Aus dem Satz der moglichen Flussverteilungen wird mit linearer Programmierung eine
bestimmte Losung bestimmt, die eine bestimmte metabolische Zielfunktion Z maximiert

(bzw. —Z minimiert). 7 Z 6oy = <(’; . V>

Als Zielfunktion Z wird hier die Summe aller Einzelflusse definiert, was der Bildung
maximaler Biomasse entspricht.

Edwards & Palsson, PNAS 97, 5528 (2000)
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E.coli in silico

Um die Korrektheit dieses Vorgehens zu testen, wurden Anderungen des metabolischen
Netzwerkes simuliert, die sich durch hypothetische Gendeletionen ergeben.

Daflur wird einfach der Fluss durch die entsprechende enzymatische Reaktion auf 0 gesetzt.

Dann wird der optimale Wert der Mutante (Z,,,i.t) Mit dem des Wild-types verglichen (Z)
Z

mutant

4

Edwards & Palsson
PNAS 97, 5528 (2000)
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Gendeletionen im zentralen E. coli MG1655 Metabolismus

1.4 -

Q Q
12 1 80 w w gsﬁ 8 8 @
a & Q. S99 LT
1 ? Ilugieentedeiiialloilefasfetini
@ Q
N 2 5
= 08 §&=
: 2337
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0.2 -
s Q
Tses88d

0.0 -

Maximale FlUusse fur virtuelles Wachstum auf Glucose fur alle moglichen Deletionen einzelner
Gene in Pfaden des zentralen Metabolismus (Glykolyse, Pentose Phosphat Pfad (PPP),
Zitratzyklus, Atmung).

Gelbe Balken: Gendeletionen, die die maximale Biomasse (Fluss) auf weniger von 95% des
Wert fur den in silico Wildtyp drucken.

Edwards & Palsson PNAS 97, 5528 (2000)
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Interpretation der Ergebnisse

Die essentiellen Gene gehorten zur 3-Kohlenstoff-Stufe der Glykolyse, 3 Reaktionen des
Zitratzyklus und mehrere Mitglieder des PPP.

Alle anderen Gene des zentralen Metabolismus konnten entfernt werden ohne
nenneswerten Effekt auf das in silico-\WWachstum von E.coli.

Edwards & Palsson PNAS 97, 5528 (2000)
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Umlenken der metabolischen Flusse

(Schwarz) Flussverteilung far Wildtyp. i, @ @gs @

3
6.
6

hino

(Rot) zwf- Mutante. Die Biomasse-Erzeugung ist 99% i1
des Wildtyps.

o O

4.8

(Blau) zwf- pnt- Doppelmutante. 60
Biomasse-Erzeugung ist 92% des Wildtyps.

E.coli in silico umgeht die Deletion einer kritischen
Reaktion (roter Pfeil) durch Erhohung des Flusses
durch die alternative G6P — P6P Reaktion.

Edwards & Palsson PNAS 97, 5528 (2000)
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E.coli in silico

Table 2. Comparisen of the pradicted mutant growth

characteristics from the gene deletlon study to published

exparimantal results with single mutants

Gere qlc gl sLICC =l
+ und — bedeuten Wachstum bzw. — R s -
Nichtwachstum. e " .
+ heisst, dass Suppressormutanten ek . o
beobachtet wurden, die diesem Mutanten- - " o
stamm Wachstum erlaubten. o [
fha i+
fho +/+ e e —I-
glc: Glucose, gl: Glycerol, frd H _ o e
Qag —d— e i -
succ: Succinat, ac: Acetat. 9-:; e o
;:-m' +:f+ -
idh —J— —f—
In 68 von 79 Fallen stimmte die Vorhersage mant’ H i+ +it
nal +i+ +i+
mit dem Experiment Uberein. nue +t +t
pfk —i+
ogiF +i+ +i— + =
. . . pgk —i- —i- - —f-
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Edwards & Palsson P o R
ti® * -t =i —I- ==
PNAS 97, 5528 (2000)
wf +/+ +i+ +I+
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Berechnung von Elementaren Flussmoden aus der
stochiometrischen Matrix

Darstellung des Reaktions- stochiometrische
netzwerks mit stochiometrischer Koeffizienten der
Matrix S. einzelnen
O Reaktionen.
i @ ; i Vi Vo V3 Vg Vg Vs: 1 Dby D3
L@@ O — @ SR ) chan
: WO sl 0 U A5 A0 6 6k Metabolite
i ¢ k/ i {8 +01 :'1 +n1 8 +01: _1.1 4“1 }ufp
: @1,9_3’ 0 0 -1 +1 -1 0: 0 0 _Jecof
e 5
| & |
- @—-04>0—0r
ggfhly\:vsae fjgr Matrix S — 6o -
y-Darstellung P. p ... —
Deren Zeilen enthalten 77N A @ 1 Elementare
den Reaktionen o 1o +~@-® © @~ Flussmoden
entsprechende Flusse RS & 0 ; "o @ | fur dies System.
und die Spalten die sich R S i
ergebenden Pfade. o I
: €9 :
~@-®4>0 O
@ @7 |
Papin et al. TIBS 28, 250 (2003) | l/ / |
! @O - @~
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Elementare Flussmoden

Ein Pfad P(v) ist eine elementare Flussmode, wenn er Bedingungen C1 — C3 erfullt.

(C1) Pseudo Gleichgewicht. S - e = 0.
Dies garantiert, dass kein Metabolit angereichert oder abgereichert wird.

(C2) Machbarkeit: alle irreversiblen Reaktionen haben einen Rate ¢, > 0.
Dadurch konnen nur thermodynamisch realisierbare Flusse in e enthalten sein.

(C3) Nicht-Zerlegbarkeit:

keine echte Teilmenge von Reaktionen aus P(v) ausser dem Nullvektor erfullt
ebenfalls Bedingungen C1 und C2.

Dadurch wird das Netzwerk in kleinste Einheiten P(v) zerlegt, die fur sich jeweils ein
Gleichgewicht im Netzwerk erzeugen.

Klamt & Stelling Trends Biotech 21, 64 (2003)
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Elementare Flussmoden in Modell-Netzwerk

Alext) Blext) Plext) Afext) Blext) Pilext) Alext) Blext) Plext)

A(ext) B(ext) C(ext)
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| [¥ ]
R6 D N, ) | N / ;
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16. Lecture WS
2011/12

Klamt & Stelling Trends Biotech 21, 64 (2003)
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Software: FquAnaIyzer based on Matlab
: e ——

Elle Seit View |nset Tools Window Help FlusAnalyzer ‘ P —
|‘W _»B R3 0.0000 %

Rl RT Metabalites (Hodes) [4]

_ Edit/ Info
C Delete
9200 1] —
Newr

Biomass Constituents [2]

Edit ¢ Info
1

: *-. 0.0600 10,1800

| 0.0800 10,0400 . .

¥ ¥ S ¥
Bicomass Component | Biomass Component 2

fi,dﬂﬂl] FI-I.EUUD
P 01000 |

Steffen Klamt :

Fig. 1. The network project of “SMALLNET’ constructed by the FluxAnalyzer. Left: interactive flux map displaying a flux scenario (unknown
rates are denoted by ‘###7). Right: network composer.

MATLAB

FluxAnalyzer

FluxAnalyzer has both EPs
and EFMs implemented.

Toolbox

functions for analysis of
structure and fluxes
in T o

Allows convenient studies of
metabolicsystems.

embedded in a menu

[ 1] RN ||
i Algebraic Routinet;J §§E,§2Fﬁ§‘ §§£ii,3%? §I§¥ i‘i.i‘,g!ﬁ"i"gg"‘iri’g“g ->§g
User Interfaces and Functions G!Egggﬁ;;;’;?‘éfig z.uggg ggﬁ;i‘ '{%
) i%’ 5
o 3

Klamt et al.
Fig. 2. Structural setup of the FluxAnalyzer. Fig. 3. Concise graphical representation of the stoichiometric matrix BIOI nformatlcs 1 9’ 26 1 (2003)

(here: catabolic part of the network studied in Klamt er al., 2002)
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Software: FluxAnalyzer, based on Matlab
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Stamm-Optimierung basierend auf EFM-Analyse

Metabolic Engineering 12 (2010) 112-122

Contents lists available at ScienceDirect METABOLIC

Metabolic Engineering

journal homepage: www.elsevier.com/locate/ymben

Rational design and construction of an efficient E. coli for production of
diapolycopendioic acid
Pornkamol Unrean, Cong T. Trinh, Friedrich Srienc™*

Department of Chemical Engineering and Materials Science, and BioTechnology Institute, University of Minnesota, 240 Gortner Laboratory, 1479 Gortner Ave,
St. Paul, MN 55108, USA

Carotenoide (z.B. DPL und DPA) sind Licht-absorbierende Pigmente, schitzen vor UV-
Strahlung, regulieren die Fluiditat von Membranen, und wirken antioxidierend.

Sie werden als Nahrungszusatzstoffe, Pharmazeutika und als Lebensmittelfarbstoffe
verwendet.

Ziel des Projekts: erh6he die Carotenoid-Synthese in E.coli

Unrean et al. Metabol Eng 12, 112-122 (2010)
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Metabolisches Netzwerk fur rekombinantes E.coli
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p R13r 7 SGR12r R2r R38 \
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: R15r P%RW J <— NH,
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: —2PEP «— O
58 metabolische Reaktionen, — [ ko !
[ R51 R R32 a i P T
: [ 7 Pyruvate > Lactate > Lactate
22 reversibel i i
_ _ | HMBPP Res Rk ;
36 irreversibel | RS2 Formate > Cormate
: o R29| |R27 e :
: DMPP IPP Acetyl-CoA Ethanol +——> Ethanol
: P &= RE2 Acetat
57 MetabO“te | GPP Oxaloacetate R35 Acetate ; > cetate
: RS6 R24r R17 t Pyruvate !
; FPP Malate Citrate PEP !
: | RS R23r$ R18r o~ Oxaloacetate :
v
29532 EFMS : DPCE Fumarate Isocitrate Hisinins ;—xtoglmame :
: R R22 r¢ R19r Acetyl-CoA 1
\ Carotenoids Succinate aHetogiutarate Rbceeds 1
In 5923 EFMs ist die N s i Glucose6-P ,’
b R45 Succinyl-CoA el
Produktion von Biomasse e i o R B S 5 S S i st -
und DPA gekoppelt. P
Unrean et al. Metabol Eng 12, 112-122 (2010)
9. Vorlesung WS 2013/14 Softwarewerkzeuge 25



Effekte einzelner Gendeletionen
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Resultate fur virtuelle Gen-Kockouts (Abzahlen der EFMs und Berechnung der CRT- und
Biomasse-Produktion gemaf Stochiometrien).

Wahle Targetgene, deren Knockouts noch eine moglichst hohe Ausbeute an CRT sowie eine
sinnvolle Biomasse-Produktion behalten, durch die jedoch moglichst viele EFMs eliminiert
werden.

Unrean et al. Metabol Eng 12, 112-122 (2010)
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Effekte einzelner Gendeletionen

Strain Total modes Aerobic modes Anaerobic modes Predicted CRT yield®
Wild-type 29,532 24,155 5377 0.0-426
AldhA 15,662 13,405 2257 0.0-426
AldhAAfrdA 8573 7810 763 0.0-426
AldhAAfrdAApoxB 7541 6861 680 0.0-426
AldhAAfrdAApoxBApta 6171 5600 571 0.0-426
AldhAAfrdAApoxBAptaAadhE 4099 4099 0 0.0-426
AldhAAfrdAApoxBAptaAadhEApykF 2573 2573 0 0.0-426
AldhAAfrdAApoxBAptaAadhEApykFAzwf 375 375 0 0.0-426
AldhAAfrdAApoxBAptaAadhEApykFAzwfAmaeB 5 5 0 0.4-426

“ Yield is in mg-diapolycopendioic add/g-glucose.

Deleted Reaction Corresponding gene Enzyme Pathway
R9 pykF Pyruvate kinase Glycolysis
R11 wf Glucose-6-phosphate-1-dehydrogenase Pentose phosphate
R22 frdA Fumarate reductase Fermentation
R28 maeB Malate dehydrogenase Anapleurotic
R31 poxB Pyruvate oxidase Fermentation
R32 ldhA Lactate dehydrogenase Fermentation
R34 adhE Alcohol dehydrogenase Fermentation
R35 pta Phosphate acetyltransferase Fermentation

Als optimale Losung vorhergesagt:
der Knockout von 8 Genen sollte zur Uberproduktion von DPL und DPA fiihren.

nur 5 EFMs verbleiben fur das restliche Netzwerk.

Unrean et al. Metabol Eng 12, 112-122 (2010)
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Verbleibende EFMs

Glucose

Glucose=6=P \

b
Frl,lc1 tosesBaP
F%LE-P
GA3P mmm DHAP
h 4
PG «— 0,
PEP
Pyruvate
HMBPP
DMP PP
G:P
IIP
DPCE
Carotenoids
NADH + 2 ADP 3 NAD + 2 ATP
ATP 3 ADP + Pi
\ Mode No. 1 j
Glucose
(_ Gluet 'se-e-P \
¥
Frul.'
L 4
Fruc &1 =P
DHAP
PG —— 0,
FPER
-
Pyruvata
HMBPP
DyP IPP
v
IP Oxaloacetate
P
D*CE
Carotenoids
NADH * 2 ADP -3 MAD + 2 ATP
FADH, + ADP - FAD + ATP
ATP 3 ADP + Pi
\ Mode No. 3 )

Glucose

-

)

R

Ribose=5P XylulosesSP

Sed GA-3P G

A&

Fructoses6FP ErythosesGP

— 0,

Fumarate

=3P DHAP
v

/. Oxalloacetate \“.
de -

FructosesbsP

Fr?muﬂ JB-P

v <= NH,

Acetyl-CoA

Isocitrate

4

Carotenoid

o T——
N aswtoghitiratn
Bioma o, FADH, + ADP

ATP = ADP + P|

Glucose
y
( GlucosesGP \
v
Fructose=G=P
L4
Fructose-16-P
GARIP @uus’ DHAP
% -
¥
PEP
Pyruvate
HMBPP
Dy IPP
GPP
P
DPFCE
Carotenoids
NADH + 2 ADP > NAD + 2 ATF
FADH, + ADP 3 FAD + ATP
ATP 3 ADP + Pl
\ Mode No, 2 J
Glucose

( RIhquso—EP Q—Glucw n-é-P \

RIhosa-ﬁnyIulnss-sP
sc-1 &-P
s G DHAP
PG
Fructose-6P Erythmm-ﬁP -
PE

i ksuccinyl-cuﬁ/

NADH + 2 ADP -» NAD + 2 ATP

FAD +ATP

Mode No. 5)

Unrean et al. Metabol Eng 12, 112-122 (2010)
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Experimentelle Verifikation: erhohte Carotenoid-Ausbeute

L]
O

0.3 10
g 3
E
o 02} o
2 g
- [7]
- § 0.5
£ ol 5
: 3
0.0 & 50
MG1655 0 1 2 3 4 5
Consumed glucose (g/l)
MG1655/ CRT028/
pACMNOX PACMNOX
. Growth rate (/h) 0.17 + 0.02 0.13 + 0.01
Mutante wachst Carotenoid production (mg/1) 0.19 + 0,02 0.83 + 020

Carotenoid yield (mg carotenoid/g glucose) 0.04 + 0.00 0.17 + 0.04
Iangsamer’ aber Specific production (mg carotenoid/g cell 0.01 +0.00 0.10 + 0.02

CRT-Produktion ist dry weight-h)
vierfach erhoht.

Unrean et al. Metabol Eng 12, 112-122 (2010
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Protein-Interaktionsnetzwerk in S. cerevisiae

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

Knoten: einzelne Proteine

Verbindungen/Kanten: physikalische Interaktionen.

Das Netzwerk wird von einigen Knoten mit sehr
vielen Verbindungen zusammengehalten.

Diese nennt man Hubs.

Dieser grofdte Cluster enthalt 78% aller Proteine.
Rot: Gendeletion ist todlich

Griun: Gendeletion ist nicht todlich

Gelb: Effekt der Gendeletion ist unbekannt.

9. Vorlesung WS 2013/14
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Barabasi & Oltvai, Nature Rev Gen 5, 101 (2004)
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Welche Proteindeletionen sind todlich?

(b) Die Haufigkeit von Hub- a o ’ b o

Proteinen mit k Interaktionen nicht . e A of

exponentiell ab (wie in einem L :?,; J & ’ §

Zufallsnetzwerk mit Poisson- & \" " @.‘m 8 ". S 4

Verteilung der Verkniipfungen : -:""‘:s*.- \%‘1::5..”“5‘%\:/3.@ il .

erwartet), sondern geméss einem .- ?:\" e e e 1 SO

Potenzgesetz (engl. power law). B '~;; . °m ]

(c) Die Deletion von Genen, die = ‘__' AL % vt oA S } o i ] ::

fir Hub-Proteine kodieren, die "‘ ,;‘i‘ R l | '

viele Links besitzen, ist eher pof /) LI R Z?( . |
W r < 0

tédlich als die Deletion von A T i I
Proteinen, die mit wenigen
anderen Proteinen interagieren.

H. Jeong, S. P. Mason, A.-L. Barabasi and Z. N. Oltvai

Nature 411, 41-42
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Proteinkomplexe: RNA Polymerase Il

Cramer et al., Science 288, 640 (2000)
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Proteinkomplexe: Spliceosom

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

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

9. Vorlesung WS 2013/14 Softwarewerkzeuge
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9. Vorlesung WS 2013/14

Proteinkomplexe: Proteasom

http://www.biochem.mpg.de

Softwarewerkzeuge
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Proteinkomplexe: Apoptosom

top view oblique top view

© D) ﬁ
‘

side view oblique bottom view

Acehan et al. Mol. Cell 9, 423 (2002)
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Proteininteraktionsnetzwerke
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Proteininteraktionsnetzwerke

Verschiedene experimentelle Techniken messen verschiedene Eigenschaften von
Proteinkomplexen.

Experimental interactions (PPIs)

True interactions (PPlS) obtained from binary or co-complex methods
physical topology in vivo Bmary mEthOdS
measure physical direct PPIs
A (P2) i
e.g. P1-PZ2 P2-P3 _ _ _ _
@ Y2H P1-P3  P4-P5 direct* @ @
P1-P4 P4-P6 assignment
(P—(P4) (P3) i

@ Two different PPl networks derived from

two types of experiental data
(the X below indicate interactions that do not occur,

i.e. they will be false positives)

PS5 P1=P2,P3,P4
B Pz2=P1,P3,P4 assignment
@ \ P3=P1,P2,P4 with @ oy
e.g N P4=P1,P2,P3,P5,P6 ﬁfg’;j \
P6 TAP-MS P5=P4,P6 ————p @ @ ><
2 sets of proteins Colp P6=P4,PS ”

A&B P6

(&

Co-complex methods

measure physical PPIs (direct & indirect)

De Las Rivas, PLOS Comp Biol. 6, €1000807 (2010)
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Datenbanken zu Proteininteraktionen

Table 1. Description of PPI databases and repositories.

n Proteins n Interactions

Acronym Database Full Name and URL PPI Sources Type of MI Species (Dec. 2009) (Dec. 2009)

Primary Databases: PPl experimental data (curated from specific SSc & LSc published studies)

BIND Biomolecular Interaction Network Database, http://bond. Ssc & Lsc published studies (literature-curated) PPIs & others All [31,972] [58,266]
unleashedinformatics.com/

BioGRID Biological General Repository for Interaction Datasets, http://www. Ssc & Lsc published studies (literature-curated) PPls & others All [28,717] [108,691]
thebiogrid.org/

DIP Database of Interacting Proteins, http://dip.doe-mbi.ucla.edu/dip/ Ssc & Lsc published studies (literature-curated) Only PPIs All 20,728 57,683

HPRD Human Protein Reference Database, http://www.hprd.org/ Ssc & Lsc published studies (literature-curated) Only PPls Human 27,081 38,806

IntAct IntAct Molecular Interaction Database, http://www.ebi.ac.uk/intact/ Ssc & Lsc published studies (literature-curated) PPls & others All [60,504] [202,826]

MINT Molecular INTeraction database, http://mint.bio.uniroma2.it/mint/ Ssc & Lsc published studies (literature-curated) Only PPls All 30,089 83,744

MIPS-MPact MIPS protein interaction resource on yeast, http//mips.gsf.de/ Derived from CYGD Only PPls Yeast 1,500 4,300
genre/proj/mpact/

MIPS-MPPI MIPS Mammalian Protein-Protein Interaction Database, Ssc published studies (literature-curated) Only PPls Mammalian 982 937
http://mips.gsf.de/proj/ppi

Meta-Databases: PPl experimental data (integrated and unified from different public repositories)

APID Agile Protein Interaction DataAnalyzer, http:/bioinfow.dep.usal.es/apid/ BIND, BioGRID, DIP, HPRD, IntAct, MINT Only PPls All 56,460 322,579

MPIDB The Microbial Protein Interaction Database, http://www.jcvi.org/mpidb/ BIND, DIP, IntAct, MINT, other sets (exp & lit.-curated) Only PPIs Microbial 7,810 24,295

PINA Protein Interaction Network Analysis platform, http://csbi.ltdk. BioGRID, DIP, HPRD, IntAct, MINT, MPact Only PPIs All k] 188,823
helsinki.fi/pina/

Prediction Databases: PPl experimental and predicted data (“functional interactions”, i.e., interactions /ato sensuv derived from different types of data)

Mimi Michigan Molecular Interactions, http://mimi.ncibi.org/MimiWeb/ BIND, BioGRID, DIP, HPRD, IntAct, & nonPP| data PPls & others All [45,452] [391,386]

PIPs Human PPI Prediction database, http://www.compbio.dundee. BIND, DIP, HPRD, OPHID, & nonPP| data PPls & others Human | [37,606]
ac.uk/www-pips/

OPHID Online Predicted Human Interaction Database, http://ophid. BIND, BioGRID, HPRD, IntAct, MINT, MPact, & nonPPIl data PPIs & others Human k4| [424,066]
utoronto.ca/

STRING Known and Predicted Protein-Protein Interactions, http://string. BIND, BioGRID, DIP, HPRD, IntAct, MINT, & nonPPI data PPls & others All [2,590,259] [88,633,860]
embl.de/

UniHI Unified Human Interactome, http://www.mdc-berlin.de/unihi/ BIND, BioGRID, DIP, HPRD, IntAct, MINT, & nonPP| data PPIs & others Human [22,307] [200,473]

The table divided in three sections: primary databases, which include PPls from large- and small-scale (Lsc & Ssc) experimental data that are usually obtained from curation of research articles (8 resources included: BIND,

BioGRID, DIP, HPRD, IntAct, MINT, MIPS-MPACT, MIPS-MPPI); meta-databases, which include PPIs derived from integration and unification of several primary repositories (3 resources: APID, MPIDB, PINA); prediction databases,

which include PPIs from experimental analyses together with predicted PPIs obtained from the analyses of heterogenous biological data (5 resources: MiMI, PIPs, OPHID, STRING, UniHI). The table shows the total number of
proteins and interactions that were reported by each repository in December 2009 (as far as we could see in the respective Web site). The numbers are in brackets [ ] when the repository includes PPls and other types of

interactions (e.g., protein-ligand interactions or for the case of prediction databases nonPPI data). The question mark [?] indicates that the number of distinct proteins included is such repository could not be found in the Web.

doi:10.1371/journal.pcbi.1000807.t001

De Las Rivas, PLOS Comp Biol. 6, €1000807 (2010)
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H

Coverage of human PPls on major public repositories

Proteininteraktionsnetzwerke

uman Interactome )
Der Uberlapp zwischen

verschiedenen Datenbanken

A IntAct
90000 24836 ppl ist leider gering.
B 31.0 %
80000 DIP 13489 oo
1489 ppi P!

70000
60000
50000
40000
30000
20000
10000

0

1.86 % HPRD

40551 ppi EXxperimentell nachgewiesen
50.7 %
wurden ca. 80 000 Inter-

aktionen von menschlichen

27297 ppi
34.1 %

Proteinen.

19659 ppi

2007 2008 2009

19088 i
Total number P!

human PPls

in Dec.2009
80032 ppi
BIND \ 2402 ppi
5626 ppi 7787 ppi 24568 ppi
7.03 % 30.8 %

Man schatzt, dass es in S. cerevisae (6000 Gene) ca. 20 000 — 30 000
Proteininteraktionen gibt.
D.h. im Mensch wird eine erheblich hohere Anzahl erwartet.

De Las Rivas, PLOS Comp Biol. 6, e1000807 (2010)
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Proteininteraktionsnetzwerke

Coverage of human PPls with 3D structure (only proteins with Pfam)

ppihsx2meth D
ppihs_all
ppihsxsdd
16959 9879
ppihsxsdd l
69079 9879 3635
Coverage 21.43 %
l ppihsxKEGG E
9879 ppihsxsdd
Total number Coverage 14.30 % 7693 9879
human PPls
(for proteins with Pfam) l
in Dec.2009
69079 ppi 2334

Coverage 30.34 %

De Las Rivas, PLOS Comp Biol. 6, €1000807 (2010)
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Proteininteraktionsnetzwerke - Visualisierung

&, Cytoscape Desktop (Session: galFiltered. cys)
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Proteininteraktionsnetzwerke - Visualisierung
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Proteininteraktionsnetzwerke - Visualisierung
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Proteininteraktionsnetzwerke
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