Integrated Genomic and Proteomic
Analyses of a Systematically Perturbed
Metabolic Network

Trey Ideker, Vesteinn Thorrson, Jeffrey A. Ranish, Rowan Christmas,
Jeremy Buhler, Jimmy K. Eng, Roger Bumgarner, David R. Goodlett,
Ruedi Aebersold, Leroy Hood|[l1]

Nature 2001

Chris Bielow

Bioinformatik
Freie Universitat Berlin




Zusammenfassung

Die Autoren stellen einen neuen Ansatz zur Integration von mRNA- und Protein-
expressionsdaten am Beispiel des Galaktoseweges von Saccharomyces cerevisiae vor, der
es erlaubt bekannte intrazellulire Stoffwechselwege und Interaktionsnetzwerke zu erwei-
tern und zu verfeinern. Ziel ist es ein besseres Modell des Systems zu entwerfen und die
eingefiihrten Verbesserungen experimentell zu verfizieren. Die Autoren benutzen Microar-
rayexperimente und Tandem MS/MS und kénnen durch den Vergleich der beiden ca.
15 posttranskriptional modifizierte Proteine identifizieren. Es stellt sich weiterhin heraus,
dass 997 Gene in S. cerevisiae auf 20 systematische Stérungen des GAL-Systems mit einer
signifikant verdnderten mRNA-Expression reagieren und es somit eine starke Interakti-
on zwischen dem Galaktoseweg und anderen metabolischen Stoffwechselwegen zu geben
scheint. Die Autoren verwenden deshalb bekannte Protein-DNA- und Protein-Protein-
Interaktionen um daraus ein grofles Interaktionsnetzwerk zu erstellen. Dieses Netzwerk
wird um neue hypothetische Interaktionen erweitert und teilweise durch Experimente ve-
rifiziert.



1 Einleitung

Ein Weg um die Funktion von Genen und Proteinen besser zu verstehen ist die Erstellung
von Interaktionsnetzwerken. Dafiir werden oft Yeast-Two-Hybrid, Microarrays, RT-PCR und
viele andere Methoden eingesetzt. Die Ergebnisse von Gygi et al.[2] zeigen jedoch, dass die
Untersuchung von mRNA-Expressionmustern z.B. durch Microarrays oder Proteinexpressi-
onsmustern z.B. durch MS/MS fiir sich allein, nicht ausreicht um ein intrazelluldres Netzwerk
zu analysieren, da es keine signifikante Korrelation zwischen mRNA- und Proteinexpression
zu geben scheint. Griinde fiir diese fehlende Korrellation kénnen u.a. posttranskriptionale
Kontrollmechanismen, Halbwertzeiten von mRNAs und Proteinen oder intrazellulare Lokali-
sierung und Bindung der Proteine sein.

Die Autoren beschreiben eine Herangehensweise fiir die Aufklirung von intrazelluldren
Netzwerken am Beispiel von Saccharomyces cerevisiae, die es erlaubt ein (bekanntes) Netz-
werk zu verifizieren und zu erweitern. Das Genom der Béckerhefe ist vollsténdig sequenziert.
Das bedeutet zwar noch nicht, dass alle Gene vollstindig charakterisiert sind!, lisst aber
erste Microarrayanalysen zu. Fiir das tiefere Verstdndnis von Netzwerkstrukturen und Inter-
aktionen werden jedoch mehr Informationen benétigt, als man durch alleinige Messung der
mRNA-Expression extrahieren kann. Ein méglicher Ansatz ist eine Integration von mRNA-
und Proteinexpressionsmessungen.

Von den Autoren wurde dafiir der gut untersuchte Galaktoseweg der Hefe gewahlt. Er exi-
stiert in den meisten Hefestimmen (u.a. auch in der Béckerhefe) und dient als ein moglicher
Lieferant von Glukose fiir die Glykolyse. Das GAL-System ist ein klassisches Modell eines
eukaryotischen Genschalters, der von Galaktose aktiviert und von Glukose gehemmt werden
kann. Im Vergleich zu einer vorhergehenden Arbeit von Gygi et al. fithren die Autoren ver-
gleichende Analysen zwischen dem Wildtyp und genetisch verdnderten Béckerhefekulturen
durch und erhalten damit Hinweise auf die Funktion einzelner Gene/Proteine.

Obwohl der Galaktoseweg sehr ausfiihrlich untersucht wurde ist das bisherige Modell teil-
weise unvollstindig. Abbildung 1 zeigt den Kern der bisher bekannten Informationen. Die
Rolle von GALS6 ist hier zum Beispiel noch nicht vollsténdig geklért, da es urspriinglich in
einem Drug-resistance Pathway entdeckt wurde. Ostergaard et al. vermuten, dass es an der
Degradation von Gentranskripten der GAL-Gene beteiligt sein konnte[3]. Am Ende des Ga-
laktoseweges steht die Bereitstellung von Glukose-6-Phosphat fiir die Glykolyse. Galaktose
wird iiber einen Galaktosetransporter (GAL2) oder iiber einen unspezifischen Hexosetrans-
porter (HXT) in die Zelle transportiert und dann von einer Reihe von Enzymen (GALIL,
GAL7, GAL10, GAL5) zu Glukose-6-Phosphat umgewandelt. Die Expression dieser Gene
wird {iber einen Transkriptionsfaktor (GAL4) gesteuert. Ist er aktiv, so werden die Gene
exprimiert. GAL4 wird seinerseits durch einen Faktor (GALS8O0) inhibiert, der zwischen Zell-
kern und Cytoplasma hin und her wandern kann. In Anwesenheit von Galaktose wird GALS0
durch einen weiteren Faktor (GAL3), der ausschliefilich im Cytoplasma vorkommt, gebunden.
GALSO kann in diesem Zustand nicht mehr in den Zellkern wandern um GAL4 zu inhibieren.
Die Anwesenheit von Galaktose in der Zelle fithrt also zur Aktivierung der GAL-Gene, sofern
keine inhibierenden Zucker wie z.B. Glukose vorhanden sind. Andere Energiequellen die der
Hefe zu Verfiigung stehen sind u.a. Ethanol und Raffinose.

derzeit sind ca. 66,24%(4375) der proteinkodierenden Gene verfiziert (Stand: 07.03.2006); alle anderen Ge-
ne sind vorhergesagt oder nicht charakterisiert; URL:http://www.yeastgenome.org/cache/genomeSnapshot.
html; die Menge der bestdtigten Gene zum Zeitpunkt der Publikation des hier behandelten Papers ist
hochstwahrscheinlich kleiner, enthielt jedoch alle Gene des Galaktoseweges
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Abbildung 1: Bisher bekanntes Modell des Galaktoseweges einschliellich der von den Autoren
vorgeschlagenen Verfeinerungen - dargestellt als gepunktete Linien (Abbildung nach [1]).

2 Methoden

Der von den Autoren verwendete Ansatz sieht die vier folgenden Stufen vor:

(i) Beschreibung des bisher bekannten Netzwerkes aus Genen, Proteinen und weiteren Mo-
lekiilen und ihren Interaktionen

(ii) jede Komponente des Netzwerkes einzeln stéren (z.B. durch Mutationen oder verénderte
Umweltbedingungen) und Verdnderungen auf mRNA und Proteinebene global messen

(iii) neue Informationen in das Netzwerk integrieren

(iv) Hypothese iiber bisher unbekannte Beobachtungen formulieren und mit geeigneten Ex-
perimenten verifizieren

Im ersten Schritt (i) betrachten die Autoren das bisher giiltige Modell des GAL-Systems,
das in der Einleitung beschrieben wurde.

Schritt (ii) sieht die systematische Storung der bisher bekannten Netzwerkkomponenten
vor. Um Informationen iiber das Netzwerk zu erweitern wurden verschiedene Experimen-
te durchgefiithrt. Es wurden jeweils der Wildtyp und neun mutierte (aber funktionale) He-
festdmme in galaktosearmem (-gal) bzw. galaktosereichem (+gal) Medium auf ihre Gen- und
Proteinexpression untersucht. Insgesamt ergeben sich dadurch 20 Experimente. In allen Fillen
konnten die Expressionslevel aller GAL-Gene und ihrer Produkte gemessen werden. Den mu-
tierten Stdmmen fehlt jeweils eines der neun GAL-Gene, durch das sie jeweils ihren Namen
erhalten: gallA; gal2A, gal3A, galdA, gal5A, gal6A, gal7A, gall0A, gal80A.

Fiir die Genexpressionsanalyse wurden Microarrays mit je 6200 Genen verwendet, wobei
parallel die Expression eines Genes in einer Mutante gegen die Expression eines Genes im
Wildtyp unter gleichen dufleren Bedingungen gemessen wurde. Zusétzlich wurde als Nega-
tivkontrolle der Wildtyp im +gal Medium gegen sich selber und gegen den Wildtyp im -gal



Medium gemessen. Um eine robuste Messung zu gewéhrleisten wurden die Experimente je-
weils vier mal wiederholt. Daraus lésst sich eine sogenannte mRNA-Storungsmatrix (siehe
Abb. 2) erstellen.

Fiir die Proteinexpressionsmessung wurden ICAT-markierte Zellproben durch eine mehr-
dimensionale Chromatographie in Verbindung mit einer Tandem MS/MS getrennt und ana-
lysiert?. Im Gegensatz zur mRNA-Messung wurden hier nur die Daten des Wildtyps in den
zwei verschiedenen Kulturmedien erhoben.

3 Ergebnisse & Diskussion

Zum Zeitpunkt der Veroffentlichung war noch nicht hinreichend bekannt, dass Hefezellen
nachdem sie verdnderten externen Bedingungen ausgesetzt werden, langfristig zu einem Stea-
dy State unabhéngig vom Néhrmedium iibergehen. Das war bis dato nur von Hefekulturen
unter Stressbedinungen[4] bekannt. Die Autoren haben nicht angegeben wie lange die Hefe-
zellen dem jeweiligen Medium ausgesetzt waren bzw. nach wie vielen Generationen die Zellen
analysiert wurden und insbesondere ob das Zellmaterial fiir die Microarrayexperimente und
Proteinexpressionsmessungen zum gleichen Zeitpunkt entnommen wurde. Braun et al.[5] ha~
ben im Jahr 2004 gezeigt, dass Hefekulturen nach einer gewissen Zeit ihre Genexpression
unabhéngig von externen Einfliissen auf einen Steady State einstellen. Diese Entdeckung
konnte die Aussagekraft der gewonnenen Daten verringern.

Betrachtet man die aus den Mircoarraydaten resultierende mRNA-Stérungsmatrix (siehe
Abb. 2), dann sieht man dass die meisten der antizipierten Effekte der Genknockouts (nach
dem bisherigen Modell) auch eingetreten sind. Beispielsweise ist die Expression der meisten
GAL Gene vom -gal zu +gal Medium in Wildtyp angestiegen. Das wiirde man auch erwarten,
da das GAL-System durch Galaktose aktiviert wird. Die Konzentration von GAL4 sollte sich
dabei wie vorhergesagt nicht dndern, da es konstitutiv exprimiert wird. Weiterhin erwartet
man, dass beim Fehlen des Inhibitors GAL3, GAL80 ungehindert und unabhingig vom Ga-
laktosegehalt an GAL4 binden kann und somit die Expression der von GAL4 abhingigen
GAL-Gene verhindert wird. Der gleiche Fall tritt ein, wenn das GAL4-Gen direkt ausgeschal-
tet wird. Beispiele die nicht dem Modell folgen werden am Ende besprochen.

Vergleicht man die globale Gen- und Proteinexpression des Wildtyps in -gal gegen +gal
Bedingungen im Medium so findet man lediglich eine méfiige Korrelation (r = 0.61), wobei sich
bestimmte Gruppen von Proteinen anders verhalten als andere Gruppen. Zum Beispiel zei-
gen GAL-Gene meist eine positive Korrelation, wobei jedoch ein Anstieg im mRNA-Level nur
einen kleinen Anstieg auf Proteinebene nach sich zieht. Die Autoren haben in einer darauf fol-
genden Arbeit[6] ebenfalls solche Experimente durchgefiihrt und dort unter etwas verdnderten
duleren Bedingungen eine dhnliche Korrelation festgestellt.

Besonders Gene fiir ribosomale Proteine scheinen einer strikten posttranskriptionalen
Kontrolle zu unterliegen, da selbst bei erhchtem drei- bis fiinffachem mRNA Niveau im +gal
Medium die Proteinkonzentration stabil zu sein scheint (siche Abb. 3). Andererseits fanden
die Autoren auch 15 Proteine deren mRNA-Level unter verschiedenen Bedingungen konstant
blieben, die jedoch eine signifikant andere Proteinkonzentration aufwiesen. Das deutet eben-
falls auf eine posttranskriptionale Kontrolle hin und belegt wie wichtig eine integrierte Analyse
ist.

2eine gute Beschreibung der Methode findet sich unter http://www.lcpackings.com/applications/
UltiMate/Proteomics9.htm
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Abbildung 2: mRNA-Expressionsrate zwischen verschiedenen Hefestdmmen im -gal und +gal
Medium. (Abbildung leicht modifiziert nach [1])
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Abbildung 3: Protein vs. mRNA Expressionsraten zwischen dem -gal und dem +gal Wildtyp.
Die Gene im GAL-System zeigen eine hohere Expression im +gal-Medium, die jedoch nicht
gleich stark bei allen Genen ist. Auffallend sind auch die ribosomalen Proteine, die trotz
erhohter mRNA-Expression im +gal Medium eine relativ stabile Proteinexpression zeigen

(Abbildung nach [1]).



In den untersuchten mutanten Stadmmen wurden ausschliefllich Gene des Galaktoseweges
verdndert. Wie aber die Experimente gezeigt haben, fithrten die Mutationen nicht nur im
GAL-System zu Verdnderungen, sondern betrafen die mRNA-Expression von fast 1000 Ge-
nen. Die Autoren entscheiden sich deshalb ein weitaus grofleres Interaktionsnetzwerk zusam-
menzustellen, das es auch erlaubt, Interaktionen zwischen Komponenten des Galaktoseweges
und anderen Subnetzen zu finden. Wie Abbildung 4 zeigt, handelt es sich um ein hochver-
zweigtes Netzwerk. Dieses physische Interaktionsnetzwerk wurde mit Hilfe von offentlichen
Datenbanken (u.a. [7]) und Resultaten aus wissenschaftlichen Veroffentlichungen erstellt. Ei-
ne Beobachtung der Autoren ist, dass die Gene mit einer korrelierten Expression in den
mRNA-Messungen, ebenfalls an bekannten Interaktionen (z.B. Protein-DNA-Interaktion oder
Protein-Protein-Interaktion) beteiligt sind. Auf diese Weise lassen sich Hypothesen dariiber
aufstellen, welche Gene einen Einfluss auf ihre Interaktionspartner unter verschiedenen Be-
dingungen haben. Um nun aber die Verzahnung des Galaktoseweges mit anderen Netzwer-
ken genauer zu untersuchen, wurden Bindungsstellen fiir den zentralen Transkriptionsfaktor
GAL4p in allen Upstreamregionen von Genen gesucht, die eine dhnliche mRNA-Expression
aufwiesen. Fiir 16 dieser insgesamt 94 Gene wurde eine Bindungsstelle fiir GAL4p gefun-
den, wobei sieben davon bereits beschriebenen GAL-Gene im Galaktoseweg sind. Die restli-
chen neun Gene (MLF3, PCL10, YEL057C, YPLO66W, YPS3, GAL3, RPA49, YMR318C,
YPR194C) konnten nach Meinung der Autoren bisher unaufgedeckte Interaktionspartner und
damit mogliche Ziele von GAL4p sein. Einige sind in Abbildung 1 eingezeichnet. Die Infor-
mation der Proteinexpressionsmessung ist hier nur zum Teil eingeflossen. Leider liasst sich nur
schwer einschéitzen wie gut fundiert diese Hypothesen sind. Fiir eine genauere Betrachtung
der Giite der Vorhersage aus verschiedenen Experimenten und Informationsquellen siehe Lu
et al.[8] und Xia et al.[9].

Im letzten Schritt (iv) der Untersuchung widmen sich die Autoren der mRNA-Storungsmatrix
und versuchen Beobachtungen zu erkldren, die durch das initiale Modell nicht vorhergesagt
wurden®. Eine Beobachtung ist die ungewdhnlich hohe Verdoppelungszeit der gal80A Mu-
tante im -gal Medium und die ungewthnlich hohe Zahl an Genen, die im Vergleich zum
Wildtyp eine differentielle Expression zeigen. Die gal80A Mutante zeichnet sich dadurch aus,
dass durch die fehlende Inhibition des Transkriptionsfaktors GAL4p alle von ihm regulierten
GAL-Gene aktiviert werden, obwohl keine Galaktose im Medium vorhanden ist. Es liegt al-
so die Vermutung nahe, dass die erhohte Aktivitit der GAL-Gene mit den Beobachtungen
im Zusammenhang steht (z.B. durch Aktivierung weiterer Gene durch GAL-Proteine oder
schlechte Energieversorgung der Zelle durch Anschalten unbenutzter Metabolismuswege, im
speziellen dem Galaktoseweg). Fiir weitere Untersuchungen wurde eine gal4Agal80A Doppel-
mutante auf ihre mRNA Expression untersucht, bei der die GAL-Enzyme und der Transporter
GAL2 nicht exprimiert werden. Es zeigt sich, dass diese Doppelmutante ein &hnliches Expres-
sionsmuster der Gene zeigt wie die gal4dA Mutante. Das bedeutet, dass GALS80 nicht allein
fiir den Effekt verantwortlich ist, sondern andere GAL-Gene eine Vermittlerrolle spielen. Um
die Wirkung anderer GAL-Gene zu testen, wurde eine weitere Doppelmutante gal2Agal80A
untersucht, bei der die Effekte der hohen Verdoppelungszeit und der differentiellen Expression
vieler anderer Gene nicht erkennbar waren. Das deutet darauf hin, dass der Transporter mit
dem langsamen Wachstum und der global verdnderten Genexpression in Verbindung steht,
obwohl die Wirkung anderer GAL-Gene offen bleibt.

3eine vollstindige Aufstellung findet sich unter http://www.sciencemag.org/cgi/content/full/292/
5518/929/DC1
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Abbildung 4: hochverzweigtes Interaktionsnetzwerk von Genen und ihren Produkten. Gelbe
Pfeile stellen Protein-DNA Interaktionen dar, blaue Pfeile stehen fiir Protein-Protein Inter-
aktionen. Die Gene/Proteine sind nach Funktion gruppiert (Abbildung nach [1]).



Die Arbeit der Autoren liefert wichtige Erkenntnisse iiber die Verwendbarkeit von mRNA
und Proteindaten, auch wenn die vorgeschlagenen Erweiterungen des Modells bisher anschei-
nend nicht verifiziert werden konnten. Die Autoren erwiéhnen auch ausdriicklich, dass es sich
hierbei nur um Hypothesen handelt, die noch weiterer Experimente bediirfen. Es ist ihnen
jedoch gelungen zu demonstrieren, dass eine integrierte Analyse ein méchtiges Werkzeug fiir
die Aufklirung von Netzwerken und Interaktionen ist, mit der zum Beispiel Hinweise auf ei-
ne posttranskriptionalen Kontrollmechanismus gefunden werden kénnen. Am Beispiel wurde
auch deutlich wie stark die Expression einzelner Gene die Expressionmuster anderer Gene
beeinflussen kann. Die Bedeutung des Papers lédsst sich nicht zuletzt an der Zahl der Zitie-
rungen ablesen, die bis zum heutigen Datum nennenswerte 128 betrigt?. Nichtsdestotrotz
bleiben einzelne Analyseverfahren, wie Mircoarrays, fiir sich allein ein wichtiges Werkzeug,
z.B. fiir die Bestimmung von Zelltypen oder DNA-Markern.
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