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

Homo-­Oligomere vs.  Hetero-­Oligomere
Homo-­Oligomere  bestehen  aus  mehreren  identischen  Einheiten  und  
werden  z.B.  von  Ionen-­Kanälen  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.  Antikörper)

Kovalente vs.  Nicht-­kovalente Komplexe
Kovalente:  z.B.  Ubiquitin-­modifizierte  Proteine
Nicht-­kovalent:  ist  der  übliche  Fall
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Beispiele  für  wichtige  Proteinkomplexe
RNA  Polymerase  II Spliceosome

Ribosom Proteasome   Apoptosom
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Proteininteraktionsnetzwerke
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Detektiere PP-­Interaktionen:  Yeast  Two-­Hybrid  Methode
Ziel:  entdecke  binäre  PPIs  zwischen  einem  “bait”  Protein  (dt.  Köder)  und  einem  “prey”  
Protein  (dt.  Beutetier),  die  “physikalisch”,  d.h.  direkt  miteinander  wechselwirken.

Gegeben: Transkriptionsfaktor, der ein Reporter-
Gen reguliert, besteht aus einer DNA-bindenden 
Domäne (BD) und einer Aktivatordomäne (AD)

Unterbreche kovalente Verbindung BD-AD; 
verbinde bait (orange) mit BD und prey (grün) 
mit AD →  Expression findet nur statt, wenn 
bait:prey-Komplex gebildet wird

Man kann das normale Reporter-Gen (hier lacZ) 
auch durch ein GFP-Gen ersetzen. Dann kann 
man erfolgte Transkription, d.h. Bindung von 
bait:prey-Komplex als Fluoreszenz detektieren.

www.wikipedia.org
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Tandem  affinity purification (also  „pull-­down“)
Yeast  2-­Hybrid-­Methode  kann  nur  binäre  Komplexe  
identifizieren.
In  der  Affinitäts-­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  Affinitätssäule  
aus  der  Lösung  herausgefischt,  zusammen  mit  allen  
interagierenden  Partnern    (W,  X,  Y,  Z).
Diese  Strategie  kann  man  genomweit  anwenden  (wie  Y2H).  

Hier  gezeigt:
Anwendung  für
S.  cereviseae.

Identifiziere  Proteine  in  
Gelbanden  mittels  
Massenspektrometrie.

Label  unten:  bait-­Protein
Jede  Bahn  entspricht  einem  
Komplex

5

Gavin et al. Nature  415, 141 (2002)
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TAP-­Analyse  für  PP-­Komplexe  in  S.  cereviseae

Gavin et al. Nature  415, 141 (2002)

Identifiziere  Proteine  durch
die  Massen  ihrer  Peptid-­
fragmente.

(a)listet  die  an  Komplexen  
beteiligten  Proteine  bzgl.  
ihrer  Lokalisation  in  der  Zelle
-­>  es  scheint  keinen  Bias  für
bestimmte  
Kompartments  zu  geben.

Allerdings  findet  man
nur  wenig  Membran-­
proteine  (Anteil  sollte
ca.  25%  sein)

6

(d)  die  Hälfte  aller  PP-­Komplexe
hat  1-­5  Mitglieder,  die  andere
Hälfte  ist  grösser.

(e)  PP-­Komplexe  sind  an
praktisch  allen  zellulären
Prozessen  beteiligt.

Gavin et al. Nature  415, 141 (2002)
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Protein-­Interaktionsnetzwerke

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

Unterschiedliche  experimentelle  Techniken  messen  verschiedene  Eigenschaften  
von  Proteinkomplexen.  Das  sind  keine  Messfehler,  sondern  Eigenheiten  der  
einzelnen  Methoden.  

In  der  Probe  gibt  es  zwei  Arten  
von  Komplexen,  A  und  B

Ergebnis  der  Messung  
für  diese  Probe.

„Logische“  Interpretation  der  
Messergebnisse.
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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  
vielen  Verbindungen  zusammengehalten.
Diese  nennt  man  Hubs.

Dieser  größte  Cluster  enthält  78%  aller  
Proteine  der  Zelle.

Barabasi  &  Oltvai,  Nature  Rev  Gen  5,  101  (2004)

Rot:  Gendeletion  ist  tödlich

Grün:  Gendeletion  ist  nicht  tödlich

Gelb:  Effekt  der  Gendeletion  ist  unbekannt.
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Welche  Proteindeletionen  sind  tödlich?
(b)  Die  Häufigkeit  von  Hub-­
Proteinen  mit  k Interaktionen  
nimmt  nicht  exponentiell  ab  
(wie  man  dies  in  einem  
Zufallsnetzwerk  erwartet),  
sondern  etwa  proportional  zu
1  /  k2 oder  1  /  k3 ,  ist  also  viel  
häufiger  als  zufällig  erwartet.

(c)  Die  Deletion  solcher  Gene,  
die  für  Hub-­Proteine  mit  vielen  
Links  kodieren  (und  im  Plot  
rechts  liegen),  
ist  eher  tödlich für  die  Zelle  als  
die  Deletion  von  Proteinen,  die  
mit  wenigen  anderen  Proteinen  
interagieren  (links  im  Plot).   H.  Jeong,  S.  P.  Mason,  A.-­L.  Barabási  and  Z.  N.  Oltvai

Nature  411,  41-­42

„essentielle“  Proteine:  Zelle  ist  nicht  
lebensfähig  ohne  diese  Proteine
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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/PrePPI/).  
(bioinformatisch  integrativ kompilierter Datensatz):  
60000  Interaktionen mit hoher Zuverlässigkeit

Mensch

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

PrePPI:  1.35  Millionen  vorhergesagte  Interaktionen.  
Für 127,000  davon  gibt  es  experimentelle  Bestätigung  der  direkten  Interaktion.
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In-­Silico Vorhersagemethode

Sequenz-basiert:

• Gen-clustering

• Gen-Nachbarschaft

• Rosetta stone

• phylogenetisches Profiling

• Ko-Evolution

Struktur-basiert:

• interface propensities (V7)

• Protein-Protein Docking (V7)

• 3D-Simulationen (z.B. MD)
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Gen-­Clustering

Suche nach Genen mit einem gemeinsamen Promoter
® wenn aktiviert, werden alle gemeinsam als ein Operon transkribiert

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

Beispiel:  
Biolumineszenz in V. fischeri wird
durch Quorum sensing reguliert
® 3 Proteinse I,  AB, CDE sind dafür

verantwortlich.
Sie sind als 1 Operon namens
luxICDABE organisiert.

LuxR

LuxR

Lux I

AI

luxICDABEluxR

LuxB

LuxA
LuxB
LuxA
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Gen-­Nachbarschaft

Hypothese:  funktionell verwandte Gene werden gemeinsam exprimiert

® Suche nach ähnlicher Anordnung der verwandten Gene in 
verschiedenen Organismen

genome 1

genome 2

genome 3

(<=> Gen-Clustering:  in einem Organismus, Promoter müssen bekannt sein

"funktionell verwandt” heißt gleicher {Komplex | Pfad | Funktion | …}
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Rosetta  Stein  Methode

Mehrsprachige Stele aus 196 v.Chr.,
wurde 1799 gefunden.
Auf dem Stein steht derselbe Text in 3 
Sprachen: Hieroglyphen, demotische
Schrift, griechisch
® Schlüssel um Bedeutung der 
Hieroglyphen zu entschlüsseln

Idee:  finde homologe Gene (”Worte”) in den Genomen
verschiedener Organismen (“Texte”)
- Überprüfe, ob ein Organismus ein Fusions-Gen enthält
® Kann darauf hindeuten, dass die beiden Proteine einen
Komplex bilden

Enright, Ouzounis (2001):
40000 vorhergesagte paarweise Interaktionen
in 23 Spezies

sp 1

sp 2

sp 3

sp 4

sp 5

Fusionsgen

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

®VergleicheVorkommen homologer Proteine zwischen Spezies
(z.B. mit Sequenzalignment)
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Distanzen in  Phylogenetischem Profiling

Hamming-Distanz zwischen Spezies:  Anzahl an unterschiedlichemVorkommen

Paare mit ähnlichemVorkommen sind:   P2-P7  und  P3-P6
Dies sind Kandidaten für Protein-Interaktionen.

Kodiere  Vorkommen/Abwesenheit

EC SC BS HI
P1 1 1 0 1
P2 1 1 1 0
P3 1 0 1 1
P4 1 1 0 0
P5 1 1 1 1
P6 1 0 1 1
P7 1 1 1 0

P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7
P1 0 2 2 1 1 2 2
P2 0 2 1 1 2 0
P3 0 3 1 0 2
P4 0 2 3 1
P5 0 1 1
P6 0 2
P7 0
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Ko-­Evolution
Bindungsschnittstellen von Komplexen sind
nur leicht stärker konserviert als die
restliche Proteinoberfläche.  

Idee von Pazos & Valencia (1997): 
Falls an einer Schnittstelle eine Mutation auftritt, die den 
Charakter der Aminosäure ändert 
(z.B. hydrophob/hydrophob in P1/P2 -> polar/polar in 
P1‘/P2‘), 
sollten an dem anderen Interface korrespondierende 
Mutationen an den Positionen auftreten, die mit der 
ersten Aminosäure Kontakte bilden. 

Die Suche nach solchen korrelierten Mutationen kann 
dabei helfen, Bindungskandidaten zu finden.
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Guo et al. J. Chem. Inf. Model. 2015, 55, 2042−2049

18

korrelierte  Mutationen
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Beispiel:  das  wichtige  p53-­Protein  /  post-­translationale  
Modifikationen

Collavin  et  al.  Cell  Death  and  Differentiation  (2010)  17,  901–911

p53  („der  Wächter  der  Zelle“)  ist  
ein  Transkriptionsfaktor,  der  
ggfs.  den  Zelltod  bzw.  die  DNA-­
Reparatur  einleitet.

p53  ist  bei  der  Hälfte  aller  
Krebsfälle  mutiert,  siehe  auch  
Vorlesung  V7.

p53  hat  im  Menschen  
2  Verwandte:  p63  und  p73  mit  
ähnlichem  Domänen-­Aufbau.

DBD:  DNA  binding domain
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Proteininteraktionen von  p53,  p63  und  p73

Collavin  et  al.  Cell  Death  and  Differentiation  (2010)  17,  901–911

Von  p53  ist  bekannt,  
dass  es  mit  300  
Proteinen  in  der  Zelle  
interagiert.

MDM2  ist  ein  wichtiger  
Inhibitor  von  p53.

Die  Interaktionen  von  
p63  und  p73  wurden  
bislang  weniger  
intensiv  untersucht.  

PP-­Interaktionen  
werden  oft  durch  post-­
translationale  
Modifikationen  
beeinflusst.
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Enzyme,  die  Mitglieder p53-­Familie  modifizieren

Collavin  et  al.  Cell  Death  and  Differentiation  (2010)  17,  901–911

Der  Überlapp  zwischen  
verschiedenen  Datenbanken  
ist  leider  gering.

Experimentell  nachgewiesen  
wurden  ca.  80  000  Inter-­
aktionen  von  menschlichen  
Proteinen.
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Proteininteraktionsnetzwerke

Collavin  et  al.  Cell  Death  and  Differentiation  (2010)  17,  901–911

Die  Mitglieder  p53-­
Familie  reagieren  auf  
viele  zellulären  Signale  
und  leiten  entsprechende  
Antworten  ein.
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Transkriptionfaktor-­
komplexe  in  Hefe  und  ihre  

Rolle

Oct1/Sox2 from RCSB Protein Data Bank, 2013
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Transkription:  Rolle  von  TFs

TBP  bindet  an  die  DNA,  wechselwirkt  mit  den  
allgemeinen  Transkriptionsfaktoren  und  rekrutiert  
RNA-­Polymerase  II

RNA-­Polymerase  II

TBP  (TATA-­bindendes  Protein)

GTFs  (allgemeine  
Transkriptionsfaktoren)
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Kombinatorische  Vielfalt  vieler  TFs,
Bindung  weiterer  Proteine  möglich

Mediator-­
protein

Looping  
Faktoren
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cis-­regulatorische Module

Koaktivatoren

Korepressoren

TFs

IFN-enhanceosome from RCSB Protein Data Bank, 2010
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identifiziere Proteinkomplexe,  
die  TFs  beinhalten aus PPI-­Netzwerk

27

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

win(V):  Summe  der  internen  (gewichteten)  
Kanten,  im  Beispiel  grün
wbound(V):  Summe  der  externen  Kanten,  im  
Beispiel  orange

Der  gestrichelt  umrandete  
Komplex  C-­D-­E  hat  die  maximale  
Cohesiveness.
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Domänen-­Domänen Repräsentation
des  PPI-­Netzwerks

Die  grünen  Proteine  A,  C,  E  bilden  aktuellen  Komplex.
Die  grünen  Kanten  zwischen  ihnen  stehen  für  direkte  Kontakte  zwischen  ihren  
roten  Domänen  (kleine  Kreise).

B  und  D  sind  Kandidaten  für  einen  größeren  Komplex.
Ihre  weißen  Domänen  könnten  über  die  orangen  Kanten  neue  Interaktionen  
mit  den  nicht  belegten  (blauen)  Domänen  von  A,  C,  E  ausbilden.

Annahme:  jede  Domäne  kann  nur  an  einer  Interaktion  beteiligt  sein.  
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Datenquellen

29
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Beispiele  für  TF-­Komplexe  (DACA  vs.  ClusterONE)

30

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

Rote  Knoten:  weitere  Proteine,  die  als  Teil  des  Komplexes  vorhergesagt  werden,  
die  aber  experimentell  nicht  bestätigt  sind.
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Targetgene von  TF  Komplexen sind ko-­exprimiert!

Grau:  Expression  der  Targetgene
von  MET4  oder  MET32  während  
des  Zellzyklus

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

-­>  es  gibt  2  Gruppen  von  
Targetgenen,  die  sich  sehr  ähnlich  
verhalten.

X-­Achse:  32  Zeitpunkte  entlang  des  
Zellzyklus  von  Hefezellen.
Zellen  wurden  für  Messung  synchronisiert.
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Funktionelle Rolle  von  TF  Komplexen

32

Wie  bestimmt  man  diese  
unter  den  Zielgenen  
angereicherten  GO-­
Terme?

Jeder  Komplex  
enthält  2-­3  TFs  
(und  andere  
Proteine)

PdECS <  0.05    bedeutet,  dass  Ko-­Expression  der  Zielgene  nicht  zufällig  ist;;  vergleiche  mit  
Datenpunkten,  bei  denen  die  Zeitpunkte  zufällig  durcheinander  gewürfelt  wurden.

Anzahl  an  
Zielgenen  mit  
Bindemotiven  
für  2-­3  TFs.



10.  Vorlesung  WS  2018/19 Softwarewerkzeuge 33 3
3

Spezifische  PP-­Interaktionsnetzwerke  
für  bestimmte  Bedingungen

Modell:  Brustkrebs  (gute  Datenlage)

Abb.  zeigt  das  gesamte  PPI-­
Netzwerk,  z.B.  für  Mensch
=  Sammlung  paarweiser  
Interaktionen  aus  
verschiedenen Experimenten

Will, Helms, Bioinformatics, 47, 219 (2015)
doi: 10.1093/bioinformatics/btv620

33
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Proteininteraktionen  können  jedoch  …

from Han et al., Nature, 2004

Gleiche Farbe = ähnliches Expression sprofil

Human tissues from www.pharmaworld.pk
Alzheimer from www.alz.org

Proteinkomposition 
variiert je nach Bedingung

dynamisch in Zeit and Raum

and

34
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Gen-­basierte  Bedingungs-­spezifische  PPI  Netzwerke
Vollständiges PPI Netzwerk

Idee:
breche auf Teilmenge 

der exprimierten 
Gene herunter

Datenbank(en) …

e.g.:
Bossi and Lehner, Mol. Syst. Bio., 2009
Lopes et al., Bioinformatics, 2011
Barshir et al., PLoS CB, 2014

P3P2P1

P5P4

P1 P2 P3

P4

P2

P5P4

35
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Differentielle  Analyse  der  PPI  (Um)-­Verknüpfungen

P4

P4

P4

d1

d2

d3

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

P4

-2

-1 -1

-1

-1

∑di

Vergleich 1:

Vergleich 2:

Vergleich 3:

-2

einseitiger binomieller Test
+ BH/FDR (<0.05)

P1 P2 P3 P2 P3

P5 P4 P5

P1 P2 P3 P2 P3

P4 P5

P1 P2

P5

P3 P1 P2

P4

P5

P1 P2 P3

P5

P1 P2

Prüfe, ob eine bestimmte PP-Interaktion in einer signifikant höheren Anzahl an Patienten 
geändert wird als man zufällig erwartet.
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Binomieller Verteilung  /  Test

37

Die  diskrete  Wahrscheinlichkeitsverteilung  mit  der  Wahrscheinlichkeitsfunktion

für      

heißt  die  Binomialverteilung zu  den  Parametern  n (Anzahl  der  Versuche)  und
(der  Erfolgs-­ oder  Trefferwahrscheinlichkeit).  

Ein  Binomialtest ist  ein  statistischer  Test,  bei  dem  die  Testgröße  binomialverteilt  ist.
Er  wird  verwendet  um  Hypothesen  über  Merkmale  zu  prüfen,  die  genau  
zwei  Ausprägungen  annehmen  können.

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

Man  erzeugt  also  für  eine  genauso  große  Anzahl  von  112  PP-­Netzwerken  dieselbe  
Anzahl  von  etwa  10.000  zufälligen  Verschaltungsänderungen  
Dann  zählt  man  ab,  wie  häufig  eine  bestimmte  Interaktion    Pi-­Pj  zufällig  „rewired“  wird
und  vergleicht  dies  mit  der  in  Patienten  beobachten  Anzahl.
Daraus  erhält  man  einen  p-­Wert  für  diese  Interaktion  Pi-­Pj.
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Rewiring von  PPIs  in  Brustkrebs  vs.  gesundem  Gewebe

Im  Mittel  liegen  12.500  – 12.600  Proteine  vor.

Die  Standardabweichung  drückt  Unterschiede  
zwischen  einzelnen  Patienten  aus.

Anhand  der  bekannten  Interaktionsdaten  
erwartet  man  zwischen  diesen  Proteinen  etwa  
134.000  PP-­Interaktionen

-­>  etwa  10.000  dieser  PP-­Interaktionen  sind  in  
Krebs-­Gewebe  signifikant  anders  verschaltet  
als  in  gesundem  Gewebe.
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Rewired PPIs  sind  mit  Krebs-­Merkmalen  assoziiert

Ein großer Anteil (72%) der anders
verschalteten (rewired) Interaktionen
betrifft Proteine, die mit den hier 
aufgeführten, bekannten Merkmalen 
von Krebs („hallmarks of cancer“) 
assoziiert sind.
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Zusammenfassung  – PP-­Komplexe  und  Netzwerke
Etwa die Hälfte aller zellulären 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) stärker konserviert als die restliche Protein-
Oberfläche (Problem: es kann ja weitere Interaktionen geben …).

Korrelierte Mutationen an Schnittstellen sind starke Indizien für PPIs.

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

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

Während der Zelldifferenzierung bzw. Krankheitsentstehung ändern sich eine Vielzahl 
an Protein-Interaktionen.
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