EENEN PROTEOMICS mEMN

Biomolekulare Interaktionsanalyse

Ein Werkzeug der funktionellen Proteomforschung?

Die genetische Information eines Organismus wird durch
Proteine und Proteinkomplexe vermittelt und in eine zellulare
Funktion iibersetzt. Im Vergleich zum eher statischen Genom
stellt sich das Proteom als dynamische Gesamtheit aller
exprimierten Proteine dar, abhdngig von Zelltyp,
Entwicklungsstatus und duBeren Signalen einer Zelle.

Durch hochkomplexe Proteinnetzwerke werden zentrale
zelluldre Prozesse gesteuert. Die Kontrolle biologischer
Aktivitaten wird nicht nur durch die Expression, Struktur und

Faltung von Proteinen, sondern auch durch ihre subzelluldre

Lokalisation definiert.

Proteinnetzwerke basieren zu einem
groBen Teil auf direkten Proteininterak-
tionen [1]. Die Dynamik dieser Netz-
werke, die durch post-translationale Mo-
difikationen (PTM) verschiedenster Art,
aber auch durch zelluldire Cofaktoren
wie Nukleotide und Metallionen beein-
flusst werden, generiert eine immense
Variabilitit auf Proteomebene (Abb. 1).
Fehlerhafte Signaltransduktionsnetz-
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werke spielen eine entscheidende Rolle
bei unterschiedlichsten Krankheitshil-
dern. Durch die Untersuchung der mole-
kularen Mechanismen von Proteinwech-
selwirkungen kann ein grundlegendes
Verstidndnis fiir die Entstehung und die
Therapie solcher Erkrankungen gewon-
nen werden. Die qualitative und quanti-
tative Untersuchung der Bindungseigen-
schaften von Komponenten eines

Abb. 1: Kristallstruktur einer Proteinkinase (1CDK, blau) im Komplex mit Inhibitor (grau), Substrat (rot)
sowie Cofaktor (griin). Wichtige posttranslationale Modifikationen (PTM) wie Phosphorylierung (P,
gelb) und Myristylierung (Myr, orange) sind hervorgehoben.
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Proteinnetzwerks ist ein zentrales Unter-
suchungsgebiet der funktionellen Prote-
omanalyse. Qualitative Aussagen (wer
interagiert mit wem) lassen sich z.B. aus
,Yeast Two Hybrid“ Experimenten [2]
oder ,Tap Tagging® [3] kombiniert mit
hochauflésender Massenspektrometrie
(MS) treffen. Erst durch quantitative
Analysen kann das Bindungsverhalten
von Interaktionspartnern erfasst und in
die Architektur eines intrazelluliren
Netzwerks eingeordnet werden. Dazu
wird eine Vielzahl von Techniken be-
nutzt, die unter dem Oberbegriff Biomo-
lekulare Interaktionsanalyse (BIA) zu-
sammengefasst werden konnen.

Werkzeuge in der Biomolekulare
Interaktionsanalyse

Um hochakkurate und detaillierte Bin-
dungsdaten zu generieren, werden in
der BIA Experimente im homogenen For-
mat (z.B. proximity assays) wie auch im
Festphasenformat (z.B. Protein-Microar-
rays) durchgefiihrt [4].

SPR erlaubt Echtzeitanalysen von
Proteinwechselwirkungen

Der Einsatz von Biosensoren basierend
auf Oberflichen-Plasmonresonanz (SPR:
engl. surface plasmon resonance) gilt als
der ,Goldstandard” fiir die Echtzeitun-
tersuchungen biologischer Wechselwir-
kungen. Das SPR-basierte Biacore Sys-
tem (Biacore AB) besteht aus einem
Sensor-Chip, an dem der eine Interakti-
onspartner immobilisiert wird, einer



SPR-Detektionseinheit zur Bestimmung
von Massendnderungen an der Sensoro-
berfliche und einem integriertem Mikro-
flusssytem, das den Transport des ande-
ren Interaktionspartners {iber die
Sensoroberfliche kontrolliert. Ein ent-
scheidender Vorteil der hochauflésen-
den, kinetischen Analyse mit dieser Art
von Biosensoren gegeniiber der klas-
sischen Gleichgewichtsanalyse ist die
Moglichkeit der separaten Bestimmung
von Assoziations- und Dissoziationsge-
schwindigkeitskonstanten (k,,, und kg;)
[5]. Interaktionspartner kénnen sogar in
geringen Volumina wiedergewonnen
werden und mittels MS identifiziert wer-
den (BIA-MS). Biacoreanalysen sind
leicht automatisierbar und es konnen Pa-
rameter wie Effekte von Cofaktoren (Abb.
2) oder pH-Anderungen, sowie der Ein-
fluss von PTM auf die Bindungskinetiken
direkt bestimmt werden [6]. Bindungs-
kinetiken konnen allerdings auch durch
die Immobilisierung des einen Interakti-
onspartners (kovalent oder nicht-kova-
lent z.B. iiber spezifische Fusionsanteile)
beeinflusst werden.

AlphaScreen ist ein homogener,
bead-basierter Assay

Im AlphaScreen (Amplified Lumines-
cence Proximity Homogenous Assay, Per-
kin Elmer) werden die (meist mit Fusi-
onsanteilenversehenen) Bindungspartner
an zwei unterschiedliche Arten von , Be-
ads“ (Latexkiigelchen, ¢ 250 nm) gekop-
pelt. Durch die direkte physikalische In-
teraktion der Bindungspartner werden
sog. Donor- und Akzeptorbeads in rdum-
liche Nédhe gebracht, so dass nach Anre-
gung des Donorbeads Singulettsauerstoff
freigesetzt wird und zum Akzeptorbead
diffundiert. In letzterem wird dann ein
quantifizierbares Lumineszenzsignal er-
zeugt. Der AlphaScreen ist hochdurch-
satzfdhig, jedoch miissen beide Interakti-
onspartner an Beads gekoppelt werden,
was die Beweglichkeit der immobilisier-
ten Molekiile, wie bei Chip-basierten
Technologien, einschrénken kann.

FP ist schnell und voll automatisierbar

Fluoreszenzpolarisation (FP) bendtigt die
Fluoreszenzmarkierung nur eines klei-
nen Interaktionspartners, der durch po-
larisiertes Licht angeregt wird. Bei freier
Beweglichkeit des markierten Interakti-
onspartners in Losung ist das emittierte
Licht nicht polarisiert. Wird der Ligand
durch die Bindung an einen grofBeren
Bindungspartner in der Anregungsebene
gehalten, ist das emittierte Licht polari-
siert, was als Messsignal genutzt wird.
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SPR-Interaktionsanalyse ohne Cofaktor
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SPR-Interaktionsanalyse mit Cofaktor
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Abb. 3: Prinzip der Detektion von
Protein-Protein-Interaktionen mittels BRET

Die Interaktion zweier Proteine (blau u. griin)
positioniert die beiden Reporterproteine (Rluc
blau, GFP? griin). Nach Substratzugabe emittiert
die Rluc Licht der Wellenldnge 410 nm und regt
durch strahlungslosen Energieiibergang (orange)
GFP? zur Fluoreszenz bei 515 nm an.

FP ist ein universell einsetzbares Sys-
tem im homogenen Format, das mit we-
nig Aufwand voll automatisierbar ist. Im
Verdriangungsformat lassen sich auch
Gleichgewichtsbindungskonstanten (K,
bzw. Kp) fiir andere Interaktionspartner
als die fluoreszenzmarkierten Partner
erfassen. So lassen sich beliebige Subs-
tanzen ihrer Affinitédt entsprechend cha-
rakterisieren [4]. Da im Vergleich zu an-
deren Methoden der Zeitaufwand und die
Materialkosten sehr gering sind, werden
FP Messungen hiufig von der pharma-
zeutischen Industrie in der Hochdurch-
satzanalyse eingesetzt.

ITC liefert eine Vielzahl von
Messparametern

Als einzig wirklich markierungsfreie Me-
thode beruht die Isothermale Titrations-
kalorimetrie (ITC) auf der Tatsache, dass
bei jeder Art von Reaktion Energie in
Form von Wirme entweder freigesetzt
(exotherme Reaktion) oder absorbiert
(endotherme Reaktion) wird. Zur Mes-
sung wird in einer Messzelle der eine In-

Abb. 2: Einfluss eines Cofaktors auf das
Bindungsverhalten gemessen mit SPR. Assozia-
tions- und Dissoziationsgeschwindigkeit werden
erheblich durch den Cofaktor beeinflusst.

teraktionspartner vorgelegt, der andere
Interaktionspartner durch eine rotie-
rende, computergesteuerte Prézisions-
spritze hinzu titriert und die Wirme, die
in der Messzelle freigesetzt oder absor-
biert wird, gemessen. So kénnen in einem
einzigen Experiment fiinf charakteristi-
sche thermodynamische bzw. bindungs-
spezifische GroBen einer Reaktion be-
stimmt werden: Stochiometrie der
Reaktion (n), Gleichgewichtsassoziati-
onskonstante (K,), Freie Energie (AG),
Enthalpie (AH) und die Entropie (AS) der
Bindung [7]. Die Kenntnis dieser Groen
kann Aufschluss iiber Bindungsmecha-
nismus geben. ITC bendtigt allerdings re-
lativ hohe Konzentrationen an Interakti-
onspartnern.

BRET misst Proteininteraktionen in
lebenden Zellen

Alle bisher aufgefiihrten Methoden ba-
sieren auf der Verwendung von gereini-
gten Komponenten in einem in vitro Ana-
lysesystem. Dariiber hinaus existiert eine
Vielzahl von in cell Reportersystemen.
Beispielhaft ist hier Biolumineszenz-Re-
sonanzenergietransfer, BRET, dargestellt
(Abb. 3). Fiir BRET-Analysen werden die
Interaktionspartner direkt als Fusion mit
einem Reporterprotein in eukaryotischen
Zellen exprimiert. Das Donorkonstrukt,
das eine Fusion mit Renilla Luciferase
darstellt, emittiert beim Umsatz des
Substrats Deep Blue C Energie. Ein Ak-
zeptorprotein, das fiir GFP? (eine Vari-
ante des Green fluorescent proteins) ko-
diert, wird nur dann strahlungslos zur
Fluoreszenz angeregt, wenn die an die
Reporterproteine fusionierten Interakti-
onspartner aneinander binden [8, 9]. Aus
dem Verhéltnis zwischen Biolumineszenz
und Fluoreszenz kann nun in lebenden
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Zellen die Interaktion zweier Proteine
quantifiziert werden.

Fazit

Jede der beschriebenen Methoden ver-
mittelt dem Forscher Erkenntnisse in der
Analyse von Proteininteraktionen. Dabei
muss der gewihlte Versuchsansatz auf
die individuelle Fragestellung innerhalb
der funktionellen Proteomanalyse abge-
stimmt werden. Erst die Verkniipfung
mehrerer auf unterschiedlichen Parame-
tern beruhenden Methoden vermittelt ei-
nen umfassenderen Einblick in das kom-
plexe Netzwerk der Interaktionen von
Biomolekiilen mit den dazugehorigen
Bindungspartnern und Cofaktoren. Je-
doch lésst sich durch die Vereinfachung
zu einer in vitro Situation das Netzwerk
nur sehr begrenzt nachstellen, zumal bei
der Verwendung gentechnisch verén-
derter Proteine PTM fehlerhaft sein
konnen.
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