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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 intrazelluläre Stoffwechselwege und Interaktionsnetzwerke zu erwei-
tern und zu verfeinern. Ziel ist es ein besseres Modell des Systems zu entwerfen und die
eingeführten Verbesserungen experimentell zu verfizieren. Die Autoren benutzen Microar-
rayexperimente und Tandem MS/MS und können 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 Störungen des GAL-Systems mit einer
signifikant veränderten 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 großes Interaktionsnetzwerk zu erstellen. Dieses Netzwerk
wird um neue hypothetische Interaktionen erweitert und teilweise durch Experimente ve-
rifiziert.
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1 Einleitung

Ein Weg um die Funktion von Genen und Proteinen besser zu verstehen ist die Erstellung
von Interaktionsnetzwerken. Dafür 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 für sich allein, nicht ausreicht um ein intrazelluläres Netzwerk
zu analysieren, da es keine signifikante Korrelation zwischen mRNA- und Proteinexpression
zu geben scheint. Gründe für diese fehlende Korrellation können u.a. posttranskriptionale
Kontrollmechanismen, Halbwertzeiten von mRNAs und Proteinen oder intrazelluläre Lokali-
sierung und Bindung der Proteine sein.

Die Autoren beschreiben eine Herangehensweise für die Aufklärung von intrazellulären
Netzwerken am Beispiel von Saccharomyces cerevisiae, die es erlaubt ein (bekanntes) Netz-
werk zu verifizieren und zu erweitern. Das Genom der Bäckerhefe ist vollständig sequenziert.
Das bedeutet zwar noch nicht, dass alle Gene vollständig charakterisiert sind1, lässt aber
erste Microarrayanalysen zu. Für das tiefere Verständnis von Netzwerkstrukturen und Inter-
aktionen werden jedoch mehr Informationen benötigt, als man durch alleinige Messung der
mRNA-Expression extrahieren kann. Ein möglicher Ansatz ist eine Integration von mRNA-
und Proteinexpressionsmessungen.

Von den Autoren wurde dafür der gut untersuchte Galaktoseweg der Hefe gewählt. Er exi-
stiert in den meisten Hefestämmen (u.a. auch in der Bäckerhefe) und dient als ein möglicher
Lieferant von Glukose für 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. führen die Autoren ver-
gleichende Analysen zwischen dem Wildtyp und genetisch veränderten Bäckerhefekulturen
durch und erhalten damit Hinweise auf die Funktion einzelner Gene/Proteine.

Obwohl der Galaktoseweg sehr ausführlich untersucht wurde ist das bisherige Modell teil-
weise unvollständig. Abbildung 1 zeigt den Kern der bisher bekannten Informationen. Die
Rolle von GAL6 ist hier zum Beispiel noch nicht vollständig geklärt, da es ursprünglich in
einem Drug-resistance Pathway entdeckt wurde. Ostergaard et al. vermuten, dass es an der
Degradation von Gentranskripten der GAL-Gene beteiligt sein könnte[3]. Am Ende des Ga-
laktoseweges steht die Bereitstellung von Glukose-6-Phosphat für die Glykolyse. Galaktose
wird über einen Galaktosetransporter (GAL2) oder über einen unspezifischen Hexosetrans-
porter (HXT) in die Zelle transportiert und dann von einer Reihe von Enzymen (GAL1,
GAL7, GAL10, GAL5) zu Glukose-6-Phosphat umgewandelt. Die Expression dieser Gene
wird über einen Transkriptionsfaktor (GAL4) gesteuert. Ist er aktiv, so werden die Gene
exprimiert. GAL4 wird seinerseits durch einen Faktor (GAL80) inhibiert, der zwischen Zell-
kern und Cytoplasma hin und her wandern kann. In Anwesenheit von Galaktose wird GAL80
durch einen weiteren Faktor (GAL3), der ausschließlich im Cytoplasma vorkommt, gebunden.
GAL80 kann in diesem Zustand nicht mehr in den Zellkern wandern um GAL4 zu inhibieren.
Die Anwesenheit von Galaktose in der Zelle führt also zur Aktivierung der GAL-Gene, sofern
keine inhibierenden Zucker wie z.B. Glukose vorhanden sind. Andere Energiequellen die der
Hefe zu Verfügung stehen sind u.a. Ethanol und Raffinose.

1derzeit 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 bestätigten Gene zum Zeitpunkt der Publikation des hier behandelten Papers ist
höchstwahrscheinlich kleiner, enthielt jedoch alle Gene des Galaktoseweges
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Abbildung 1: Bisher bekanntes Modell des Galaktoseweges einschließlich 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-
lekülen und ihren Interaktionen

(ii) jede Komponente des Netzwerkes einzeln stören (z.B. durch Mutationen oder veränderte
Umweltbedingungen) und Veränderungen auf mRNA und Proteinebene global messen

(iii) neue Informationen in das Netzwerk integrieren

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

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

Schritt (ii) sieht die systematische Störung der bisher bekannten Netzwerkkomponenten
vor. Um Informationen über das Netzwerk zu erweitern wurden verschiedene Experimen-
te durchgeführt. Es wurden jeweils der Wildtyp und neun mutierte (aber funktionale) He-
festämme in galaktosearmem (-gal) bzw. galaktosereichem (+gal) Medium auf ihre Gen- und
Proteinexpression untersucht. Insgesamt ergeben sich dadurch 20 Experimente. In allen Fällen
konnten die Expressionslevel aller GAL-Gene und ihrer Produkte gemessen werden. Den mu-
tierten Stämmen fehlt jeweils eines der neun GAL-Gene, durch das sie jeweils ihren Namen
erhalten: gal1∆, gal2∆, gal3∆, gal4∆, gal5∆, gal6∆, gal7∆, gal10∆, gal80∆.

Für 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 äußeren Bedingungen gemessen wurde. Zusätzlich wurde als Nega-
tivkontrolle der Wildtyp im +gal Medium gegen sich selber und gegen den Wildtyp im -gal
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Medium gemessen. Um eine robuste Messung zu gewährleisten wurden die Experimente je-
weils vier mal wiederholt. Daraus lässt sich eine sogenannte mRNA-Störungsmatrix (siehe
Abb. 2) erstellen.

Für die Proteinexpressionsmessung wurden ICAT-markierte Zellproben durch eine mehr-
dimensionale Chromatographie in Verbindung mit einer Tandem MS/MS getrennt und ana-
lysiert2. Im Gegensatz zur mRNA-Messung wurden hier nur die Daten des Wildtyps in den
zwei verschiedenen Kulturmedien erhoben.

3 Ergebnisse & Diskussion

Zum Zeitpunkt der Veröffentlichung war noch nicht hinreichend bekannt, dass Hefezellen
nachdem sie veränderten externen Bedingungen ausgesetzt werden, langfristig zu einem Stea-
dy State unabhängig vom Nährmedium übergehen. 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 für 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
unabhängig von externen Einflüssen auf einen Steady State einstellen. Diese Entdeckung
könnte die Aussagekraft der gewonnenen Daten verringern.

Betrachtet man die aus den Mircoarraydaten resultierende mRNA-Störungsmatrix (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 würde man auch erwarten,
da das GAL-System durch Galaktose aktiviert wird. Die Konzentration von GAL4 sollte sich
dabei wie vorhergesagt nicht ändern, da es konstitutiv exprimiert wird. Weiterhin erwartet
man, dass beim Fehlen des Inhibitors GAL3, GAL80 ungehindert und unabhängig vom Ga-
laktosegehalt an GAL4 binden kann und somit die Expression der von GAL4 abhängigen
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 mäßige 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 durchgeführt und dort unter etwas veränderten
äußeren Bedingungen eine ähnliche Korrelation festgestellt.

Besonders Gene für ribosomale Proteine scheinen einer strikten posttranskriptionalen
Kontrolle zu unterliegen, da selbst bei erhöhtem drei- bis fünffachem mRNA Niveau im +gal
Medium die Proteinkonzentration stabil zu sein scheint (siehe 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 Hefestämmen 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 höhere Expression im +gal-Medium, die jedoch nicht
gleich stark bei allen Genen ist. Auffallend sind auch die ribosomalen Proteine, die trotz
erhöhter mRNA-Expression im +gal Medium eine relativ stabile Proteinexpression zeigen
(Abbildung nach [1]).
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In den untersuchten mutanten Stämmen wurden ausschließlich Gene des Galaktoseweges
verändert. Wie aber die Experimente gezeigt haben, führten die Mutationen nicht nur im
GAL-System zu Veränderungen, sondern betrafen die mRNA-Expression von fast 1000 Ge-
nen. Die Autoren entscheiden sich deshalb ein weitaus größeres 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 öffentlichen
Datenbanken (u.a. [7]) und Resultaten aus wissenschaftlichen Veröffentlichungen 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 darüber
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 für den zentralen Transkriptionsfaktor
GAL4p in allen Upstreamregionen von Genen gesucht, die eine ähnliche mRNA-Expression
aufwiesen. Für 16 dieser insgesamt 94 Gene wurde eine Bindungsstelle für GAL4p gefun-
den, wobei sieben davon bereits beschriebenen GAL-Gene im Galaktoseweg sind. Die restli-
chen neun Gene (MLF3, PCL10, YEL057C, YPL066W, YPS3, GAL3, RPA49, YMR318C,
YPR194C) könnten nach Meinung der Autoren bisher unaufgedeckte Interaktionspartner und
damit mögliche Ziele von GAL4p sein. Einige sind in Abbildung 1 eingezeichnet. Die Infor-
mation der Proteinexpressionsmessung ist hier nur zum Teil eingeflossen. Leider lässt sich nur
schwer einschätzen wie gut fundiert diese Hypothesen sind. Für eine genauere Betrachtung
der Güte 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-Störungsmatrix
und versuchen Beobachtungen zu erklären, die durch das initiale Modell nicht vorhergesagt
wurden3. Eine Beobachtung ist die ungewöhnlich hohe Verdoppelungszeit der gal80∆ Mu-
tante im -gal Medium und die ungewöhnlich hohe Zahl an Genen, die im Vergleich zum
Wildtyp eine differentielle Expression zeigen. Die gal80∆ 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 erhöhte Aktivität 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). Für weitere Untersuchungen wurde eine gal4∆gal80∆ 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 ähnliches Expres-
sionsmuster der Gene zeigt wie die gal4∆ Mutante. Das bedeutet, dass GAL80 nicht allein
für den Effekt verantwortlich ist, sondern andere GAL-Gene eine Vermittlerrolle spielen. Um
die Wirkung anderer GAL-Gene zu testen, wurde eine weitere Doppelmutante gal2∆gal80∆
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 veränderten Genexpression in Verbindung steht,
obwohl die Wirkung anderer GAL-Gene offen bleibt.

3eine vollständige Aufstellung findet sich unter http://www.sciencemag.org/cgi/content/full/292/

5518/929/DC1

7



GCN3

DED1

CRM1SRM1

YEF3

SAP4

GSP1

ACS2

TIF34

TIF35

TEF1

TEF2

HRP1

NIP7

EFB1

MAD2

MAD3

NAB2

SSN6

UGA1

MSB2

YGR203W

FCY1

ADH1

PRE10

RNA15

TUP1

MDH3

LSM4

YDL113C

LSM8

YER124C

YER116C

MCK1

GLK1

RAP1

SNC1

CNS1

SNC2

HOR2

YDR412W

NOP1

YPL222W

NOP5

DMC1

PRT1

YBR043C

MYO2HSC82

PHO13

TFA1

GCN4

GPD2

CIN4

RPS8B

STE50

PIG2

RPL31A

PGK1

GAL10

GAL11

YHR198C

GAC1

ILV2

MSL1

SIN4

RAD52

MSL5

YCR086W

GIC2

CPA1

YGR058W

CPA2

BAR1

HAP1

HAP2

HAP3

TFB1

APG5

HAP4

MCM1

APG7

LYS9

ENO1

ENO2

PRP21

SPA2

RPL16A

PDR1

RPL16B

HSL1

ALPHA2

HEX3

PDR3

PEP7

BAS1

PDC1

PDC5

FRE1

PMA1

GLN1

GLN3

YDR100W

RAS2

SNF2

SNF3

SNF4

RLM1

SIP2

SIP4

MAC1

MPT1

MSN5

TPO1

SSL2

RPP1A

RPP1B

PFK27

YNL050C

YOR215C

PRP40

RPL42B

RPL34A

YEL015W

RPL34B

YCK1

RPL18A

NIP1

YCK2

RPL18B

FTR1

ADE5

DDI1

TOR1

RPP2B

CAR1

ICL1

ACT1

HXT9

GCR1
GCR2

MEL1

CYB2

SFH1

HSP26

HIS3

HIS4

AST1

RPS22A

YAP1

HIS7

YKL204W

ECI1

YNL116W

SRP1

ATC1

YNL311C

MET14

ARG1

CMK1

CMK2

MET16

SNX4

CYC1

CYC7

YEL041W

CUP1A
CUP1B

SKO1

HSP150

YDL063C

YGL161C

SSO2

YMR291W

UFD1

CLN3

HSP42
PHO4

PHO5

RPS24A

RPS24B

ADE4

RSC8

YDR032C

YOR315W

GLC7

MIG1

GLC8

YPT1

GDS1

NPI46

FET3

PHO84

PHO85

CDC19

SSA4

GAL80

KNS1

RPS17A

CKB2

SWI4

YIL105C

TRP2

SWI5

TRP3

TRP4

PCK1

RPC19

CDC25

YNL047C

CDC28

HMO1

YIL113W

AUT1

SYF3

GNA1

YMR044W

DCP1

PEP12

MLC1

PEX13

KAP123

PEX14

CKS1

PCL5

PEX17

CBF1

VPS21

MLS1

CBF5

TAF25

CLB1

PEX5

RPL5

CLB2

PEX7

POT1

GAL1

GAL2

GAL3

GAL4

AHP1

RFA1

YKL161C

YPL201C

GAL7

RFA2

RPL10

CDC42

HSP82

HXT11

TEM1

HOM3

CTR1

CUP2

YBR190W

PCL10

CDC6

RPS28A RPS28B

SEC17

MFA1

MFA2

CHK1

RPC40

SST2

BFR2

SER33

BUD6

HSF1

GCY1

RPL25

TIF5

FPR1

APG12

OYE2

GFD1

GSY2

GDH2

YLR432W

YER079W

PRP9

STE11

STE12

YNL164C

RPL11A RPL11B

MUD2

RPA135

CTT1

SER3

PIS1

TPI1

MAM33

SNP1

YGR046W

YNL091W

SLT2

TAH18

GPA1

YDR070C

FBP1

FAR1

NCE103

YML114C

SPC24

YOR264W

YHR115C

SEC9

ASM4

SIK1

ARO8

SUC2

NPL4

STE2

STE4

STE5

YDL023C

RPP0

YGR136W

CMD1

SXM1

YLR345W

NUP170

REG2

GIP1

GIP2

ASN1

YNR053C

SMD1

MTH1

LSM2

Galactose 
utilization

Metal 
uptake

Gluconeo
-genesis

G lycogen  
metabolism

Mating, 
cell cycle 

RNA 
processing

Sugar 
transport

Vesicular 
transport

Glycolytic 
enzymes

rProtein 
synth

O2 
stress

O2 
stress

Fatty acid 
oxidation

Stress

Respiration

Amino acid, 
nt synth

Abbildung 4: hochverzweigtes Interaktionsnetzwerk von Genen und ihren Produkten. Gelbe
Pfeile stellen Protein-DNA Interaktionen dar, blaue Pfeile stehen für Protein-Protein Inter-
aktionen. Die Gene/Proteine sind nach Funktion gruppiert (Abbildung nach [1]).
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Die Arbeit der Autoren liefert wichtige Erkenntnisse über die Verwendbarkeit von mRNA
und Proteindaten, auch wenn die vorgeschlagenen Erweiterungen des Modells bisher anschei-
nend nicht verifiziert werden konnten. Die Autoren erwähnen auch ausdrücklich, dass es sich
hierbei nur um Hypothesen handelt, die noch weiterer Experimente bedürfen. Es ist ihnen
jedoch gelungen zu demonstrieren, dass eine integrierte Analyse ein mächtiges Werkzeug für
die Aufklärung von Netzwerken und Interaktionen ist, mit der zum Beispiel Hinweise auf ei-
ne posttranskriptionalen Kontrollmechanismus gefunden werden können. Am Beispiel wurde
auch deutlich wie stark die Expression einzelner Gene die Expressionmuster anderer Gene
beeinflussen kann. Die Bedeutung des Papers lässt sich nicht zuletzt an der Zahl der Zitie-
rungen ablesen, die bis zum heutigen Datum nennenswerte 128 beträgt4. Nichtsdestotrotz
bleiben einzelne Analyseverfahren, wie Mircoarrays, für sich allein ein wichtiges Werkzeug,
z.B. für die Bestimmung von Zelltypen oder DNA-Markern.
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