Proteomik:
Durchblick im Dickicht

Mindestens 100 000 verschiedene
Proteine enthdlt jede Zelle unseres
Korpers, und in jedem Zelltyp
unseres Koérpers sind es andere.
Proteine bilden ein riesiges, hoch
komplexes Netzwerk: Sie bauen
Molekiile auf und ab, sie transpor-
tieren, speichern, mobilisieren,

sie lassen Zellen kommunizieren,
erteilen und empfangen Befehle, sie
erhalten die Zellen am Leben oder
konnen sie in den Freitod stiirzen.
Genau in dieses Netzwerk greifen
Medikamente ein — und nur langsam
verstehen wir, wie, wo, wann und
warum das geschieht. Die Proteomik
kann nun helfen, Licht in dieses
Dickicht zu bringen.




Als zwei australische Proteinforscher 1994 auf einer Konferenz
im italienischen Siena den Begriff «Proteom» pragten, hofften
sie wohl auf etwas mehr Beachtung fiir ihre Disziplin. Denn sie
lehnten das Wort an den Ausdruck «Genom» an, der in den
1990er Jahren die biologische Forschung bestimmte. Damals
wurde mit einem bislang unbekannten finanziellen, technischen
und organisatorischen Aufwand die Erbgut-Entschliisselung
vorangetrieben. Hefe, Fadenwurm und schliefllich sogar der

Begriffe

Genom die (weitgehend unveranderliche) Gesamtheit aller
Gene eines Organismus

Proteom die (sich meist standig andernde) Gesamtheit al- gegen in dieser Zeit nur Ne-
ler Proteine eines Organismus . s ;
Genomik die Wis?senschaft von Form, Funktion und Inter- bensache; etwas fiir - die
aktion der Gene eines Organismus

Proteomik die Wissenschaft von Form, Funktion und Inter- die, die es immer ganz genau
aktion der Proteine eines Organismus

Mensch gaben ihre Baupli-
ne preis. Die wesentlichen
Produkte all dieser Baupli-
ne, die Proteine, waren da-

Grundlagenforschung, fir

wissen wollen. Das hat sich
griindlich gedndert.

Langst wollen nicht mehr nur Grundlagenforscher genau wis-
sen, was die Zelle aus ihrem Genom macht. Denn die Proteine
sorgen fur den eigentlichen Lebensablauf in einem Organismus,
und sie sind daher der wichtigste Angriffspunkt, um — etwa
durch Medikamente — in dieses Geschehen einzugreifen.
Wihrend eine Zelle allerdings immer nur ein Genom haben
kann, ist ihr Proteom, also die Gesamtheit ihrer Proteine, hochst
flexibel. Theoretisch ist es fiir jede Zelle zu jedem Zeitpunkt und
sogar an jedem Ort in ihrem Innern verschieden: Im Gegensatz
zum Erbgut werden Proteine stindig auf- und abgebaut, verin-
dert, verlagert, verbunden oder getrennt. In dieses Dickicht
Licht zu bringen, ist eine noch groflere wissenschaftliche Her-
ausforderung als die Entschliisselung des menschlichen Genoms
— und wird doch auch die Gen- und Genomforschung weiter
voranbringen.

Vielféltige Strukturen Die Bedeutung der Proteine liegt in der Vielfalt

und Aufgaben
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ihrer Aufgaben. Bei nahezu allen Prozessen,

die das Leben eines Organismus oder — einfacher

betrachtet — einer Zelle ausmachen, spielen sie eine zentrale
Rolle:

O Strukturproteine sorgen fiir die Form und Gestalt der Zellen.

Sie bilden das Zellskelett und einen grofen Teil der dufleren

Hiille. Im Korper bestehen zum Beispiel auch Sehnen und



Haare daraus. Strukturproteine stellen den grofiten Anteil an
Proteinen in unserem Korper dar.

Stoftwechselproteine oder Enzyme erledigen den stindigen
Auf-, Um- und Abbau aller in einem Organismus bendotigten
oder anfallenden Stoffe und stellen die dazu erforderliche
Energie bereit. Schon kleine Storungen in ihrem komplizier-
ten Zusammenspiel konnen zu schwerwiegenden Krankhei-
ten fithren.

Signalproteine sind die Triger der Kommunikation inner-
halb (und zum Teil auch auflerhalb) eines Organismus. Dar-
unter fallen zum Beispiel Hormone, aber auch innerzelluli-
re Botenstoffe. Viele Arzneien greifen in die Signalwege des
Korpers ein.

Regulatorische Proteine regeln die verschiedenen Abldufe in
einem Organismus. Dazu gehort auch das korrekte Ablesen

der DNS, des Erbguts.

Daneben erfiillen Proteine noch eine Reihe weiterer Aufgaben,
etwa als Antikdrper im Immunsystem, als Sauerstofftransporter
im Blut oder als Motorproteine im Muskel. Das komplizierte

Netzwerk, das sich aus dem Zusammenwirken aller Proteine in
einem Organismus ergibt, ist ebenso faszinierend wie untber-
schaubar. Schitzungen gehen von etwa 100 000 verschiedenen
Proteinen in jedem Zelltyp unseres Korpers aus — im Gegensatz
zu nur etwa 30 000 bis 40 000 Genen in unserem Erbgut, das zu-
dem in allen Zellen gleich ist. Aufgrund dieser Fiille an Daten,

Wissen und Fragen in der Welt der Proteine sind Eingriffe darin,

Primérstruktur

Sekundarstruktur

;\Jl—; 7 Tertidrstruktur

Quartéarstruktur

Vielfiltig und wechselhaft: Der Aufbau der Proteine

Eine Kette aus bis zu zwanzig verschiedenen Aminosauren
(Primarstruktur - die variablen Bereiche sind angedeutet
durch die verschieden farbigen Quadrate) ordnet sich zu drei-
dimensionalen Strukturen an. Schraubige und flachige Berei-
che sind dabei besonders haufig. Die Lage dieser so genann-
ten Sekundarstrukturen zueinander bestimmt die Form eines
Proteins, die so genannte Tertidrstruktur. Haufig arbeiten
mehrere Proteine in Proteinkomplexen zusammen und bilden
Quartdrstrukturen; nur in dieser Anordnung erftillen sie dann
ihre vorgesehenen Aufgaben. Solche Proteinkomplexe bei
der Reinigung in ihrer urspriinglichen Form zu erhalten, ist
besonders schwierig.

Proteomik: Durchblick im Dickicht
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etwa durch Medikamente, bislang weitgehend dem Prinzip von
Versuch und Irrtum unterworfen. Die Proteomforschung soll
das nun dndern.

Proteinkataloge fiir In einem ersten Schritt arbeitet eine Vielzahl von
Ordnung und Uberblick Laboratorien weltweit an einer moglichst kom-

Bindeglied

pletten Liste aller im menschlichen Kérper vor-
kommenden Proteine. Diese Liste ist vergleichbar mit der Se-
quenz des menschlichen Genoms: Eine in sich aussagelose
Sammlung, aber zugleich eine ungeheuer wichtige Grundlage
tiir die weitere Forschung. Ebenso wie Genforscher die DNS-Se-
quenz nach Genen und regulatorischen Elementen durch-
forsten, konnten Proteinforscher bei ihren Experimenten auf
diesen Proteinkatalog zurtickgreifen. Weiterhin erleichtert der
Vergleich von Genom und Proteom die Suche nach neuen Ge-
nen und bietet damit auch den Genomforschern ein zusitzliches
Hilfsmittel zur Interpretation ihrer Ergebnisse.
In einem néchsten Schritt wird dann das Proteom in Abhingig-
keit von Zeit, Ort und vor allem von dufleren Einfliissen be-
trachtet. Zwar untersucht man das Erscheinen oder Verschwin-
den von Proteinen bei einer Krankheit oder bei Zugabe eines
Wirkstoffs schon seit Jahrzehnten. Jedoch wird die Suche nach
solchen Anderungen mithilfe der Proteomik viel systematischer.
So zeigt eine «differenzielle Proteinexpressionsanalyse», also der
Vergleich des Proteoms zum Beispiel eines Gesunden mit dem
eines Kranken unter gleichen Bedingungen, theoretisch alle Un-
terschiede im Proteom exakt und auf einen Blick auf. Kurz: Die
Ergebnisse der Proteomforschung sollen helfen, Ursachen und
Wirkungen von Krankheit und Therapie schneller, einfacher
und besser zu ermitteln.

In der Medizin stellt die Proteomforschung daher

Proteomforschung ein wichtiges Verbindungsglied zwischen ver-
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schiedenen Bereichen und Disziplinen dar.

O Diagnose. Erst auf der Ebene der Proteine zeigen sich die
Auswirkungen genetischer Verinderungen. Ob eine bekann-
te Mutation tatsdchlich zur Krankheit fithrt oder aber durch
andere Faktoren ausgeglichen wird, ldsst sich hidufig erst
durch einen Proteintest erkennen. Proteine konnen daher —
eher als Gene — als Marker fir die Diagnose komplexer
Krankheiten dienen.



0 Therapie. Medikamente verdndern in aller Regel nicht das
Erbgut. Selbst wenn sie dessen Verwendung beeinflussen,
entfalten sie doch ihre Wirkung erst durch Verdnderungen
des Proteoms. Darin spiegelt sich wider, ob und wie stark ein
eingesetzter Stoff wirkt. Eine Proteom-Momentaufnahme
kann also zum Beispiel dem Arzt helfen, eine Therapie rich-
tig auf die individuellen Bediirfnisse des Patienten abzustim-
men.

00 Forschung. Ein Ziel der Proteomik ist es, neue Stoffwechsel-
und Signalwege zu finden, die zur Entstehung von Krankhei-
ten beitragen. Jedes neu entdeckte Protein in einem solchen
Weg ist zugleich ein moglicher Angriffspunkt fiir neue Wirk-
stoffe, ein Target. Die Drug Discovery, also die Wirkstoff-
suche, soll durch die Proteomik einen wesentlichen Schub
bekommen.

0O Entwicklung. Je mehr iiber ein Zielmolekiil bekannt ist, um
so einfacher, schneller und sicherer lisst sich ein Wirkstoff
entwickeln. Zudem kann das Proteom Hinweise auf Proble-
me und Nebenwirkungen liefern, bevor diese in klinischen
Tests auftreten. So geben zum Beispiel bestimmte Marker-
proteine Hinweise darauf, dass eine Zelle mit einem fiir sie
giftigen Stoff konfrontiert worden ist. Toxische Wirkungen
neuer Medikamente konnen somit unter Umstidnden schon
frith in deren Entwicklung vorausgesagt werden.

Strategie: Standardisie- Aufgrund ihrer groflen Bedeutung hat die Pro-
rung und Automatisierung  teinforschung schon immer eine zentrale Stel-
lung bei der Suche nach neuen Diagnostika, The-
rapien und Verfahren eingenommen. Die meisten der heute
eingesetzten Methoden waren lange vor der Sienaer Wortschop-
fung bekannt. Die Proteomik ergénzt diesen Zweig der Biologie
jetzt um die Moglichkeit, in extrem kurzer Zeit riesige Mengen
an Daten zu sammeln und auszuwerten — ganz so, wie es in der
Genomforschung der Fall ist. Und das erschliefit der Proteomik
neue Einsatzgebiete.
In einem klassischen Experiment wird jeweils ein einzelnes Pro-
tein isoliert, dann seine Identitit, Form und Funktion ermittelt,
gegebenenfalls das zugehorige Gen bestimmt und schlief}lich
der Platz des Proteins im Netzwerk der Zelle gesucht. In der Pro-
teomik geschieht im Grunde genau das Gleiche — nur dass Tau-
sende von Proteinen gleichzeitig analysiert, identifiziert und
quantifiziert, also ihre Mengen im Innern der Zelle festgestellt
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&7 Dabsfrken
Arbeitsablaufe einer Proteomanalyse unter Verwen- extrahiert und im 2D-Gel aufgetrennt. Dann werden
dung von 2D-Gelelektrophorese und MALDI-TOF Mas- die Proteinspots ausgestochen und die entsprechen-
senspektrometrie. Die Proteine werden aus dem Pro- den Proteine mittels Massenspektrometrie identifi-

benmaterial, wie beispielsweise Blut oder Gewebe, ziert.

werden. Dafiir werden die verschiedenen Arbeitsschritte weitge-
hend automatisch und parallel durchgefiihrt und anschliefend
mithilfe leistungsfahiger Rechner und spezieller Programme
ausgewertet.

Trennung nach Ladung Der erste Schritt ist dabei immer die Auftrennung
und GroRe des Proteingemischs in einer Probe. Die wich-
tigste Methode dafiir ist — im klassischen wie im
Proteomik-Experiment — die zweidimensionale («2D-») Gel-
elektrophorese. Diese Methode ist seit den 1980er Jahren Routi-
ne; auch die Konferenz in Siena, auf welcher der Begrift «Pro-
teom» geboren wurde, befasste sich mit diesem Thema.
Bei der 2D-Gelelektrophorese werden die Proteine aus einer
Probe auf ein viereckiges Kunststoff-Gel aufgetragen. In diesem
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Wichtige Trennmethode: Die 2D-Gelelektrophorese

Kontrolle Alzheimerkrankheit

SDS-PAGE

Molekulargewicht

-
& L B ]

Das Glia fibrilldare Protein (GFAP) wird vermehrt
bei der Alzheimerkrankheit hergestelit.

Bei der zweidimensionalen Gelelektrophorese werden Pro-
teine nach ihrer Ladung und ihrer GroRe getrennt. Der
erste Schritt ist dabei die Trennung nach der spezifischen
Ladung durch eine isoelektrische Fokussierung (IEF). Das
verwendete Polyacrylamid-Gel besitzt zu diesem Zweck
einen pH-Gradienten. Legt man an das Gel eine Spannung
an, wandern die Proteine entlang dieses Gradienten,

solange sie eine Ladung haben. Ist der isoelektrische Punkt
eines Proteins erreicht, seine Nettoladung also gleich null,
bleibt es stehen.

Im néchsten Schritt werden die bereits getrennten Proteine
zusétzlich nach ihrer GroRe sortiert. Das geschieht im rech-
ten Winkel zur ersten Trennrichtung - der zweiten Dimen-
sion. Dafiir gibt man das Detergens Natriumdodecylsulfat
(SDS) zu. Dessen Molekiile lagern sich an die Proteine
abhéangig von deren Grole an. Wieder wird eine Spannung
angelegt, allerdings bestimmt diesmal die Ladung des
SDS, also letztlich die GréRe der Proteine, die Wander-
geschwindigkeit. Diese Art der Trennung heifst SDS-
PAGE oder Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelek-
trophorese.

Sehr &hnliche Proteine (zum Beispiel modifizierte Formen
eines Molekiils) sind in herkommlichen Gelen oft kaum zu
trennen. In diesem Fall greift man auf Narrow-Range-Gele
zurlick, die in dem gesuchten pH-Bereich einen extrem fla-
chen Gradienten besitzen. Auf diese Weise lassen sich
selbst minimale Ladungsunterschiede nachweisen.

Gel werden sie zunichst nach ihrer Ladung und dann — im rech-
ten Winkel zur vorherigen Trennrichtung — nach ihrer Grofe
getrennt. Wenn man die Proteine anschlielend sichtbar macht,
erhilt man ein kompliziertes Fleckenmuster, bei dem jeder Fleck
ein bestimmtes Protein darstellt. Je stirker dabei der Fleck ist,
desto mehr von dem jeweiligen Protein war in der Probe vor-
handen — wie auf einer Landkarte, in der grofle Stidte durch
grof8e Punkte dargestellt sind. Tatsdchlich spricht man von einer
Proteomkarte, die sowohl die Art als auch die Menge der vor-
handenen Proteine wiedergibt. Unter gleichen Bedingungen
findet man ein bestimmtes Protein immer am gleichen Platz; so
kann man unmittelbar erkennen, ob und in welcher Menge es in
der untersuchten Probe vorliegt.

Ist das gesuchte Protein gefunden, wird der entsprechende Fleck
aus dem Gel ausgeschnitten. Im klassischen Experiment ge-
schieht das per Hand, in der Proteomik iitbernehmen Roboter
diese Aufgabe. Fiir einen umfassenden Proteomvergleich und
fiir besonders prizise Untersuchungen missen allerdings mog-
lichst alle Proteine einer Probe erfasst werden. Manche dieser
Molekiile sind dabei in so geringen Mengen vorhanden, dass sie
im Gel mit den herkdmmlichen Fiarbemethoden nicht sichtbar

Proteomik: Durchblick im Dickicht

37



gemacht werden konnen; oft sind aber gerade solche seltenen
Proteine als Angriffspunkte fiir Wirkstoffe interessant. Auch
existieren von vielen Proteinen so genannte Isoformen, das sind
leicht verdnderte Varianten, die im 2D-Gel duflerst eng zusam-
menliegen. Um auch diese seltenen und variablen Molekiile zu
erfassen, wird die 2D-Gelelektrophorese meistens durch eine
Reihe von Trennverfahren verfeinert.

Vorsortierung erhoht Bestandteile der zu untersuchenden Probe kén-

die Auflésung

nen so schon im Vorfeld durch Filtration oder

Zentrifugation abgetrennt werden. Zudem stehen
verschiedene Verfahren zur Verfiigung, in denen die Proteine
nach bestimmten Eigenschaften vorsortiert werden — zum Bei-
spiel nach Ladung, Grof3e, Form oder Bindungsverhalten. Und
auch das 2D-Gel selbst spielt eine Rolle: Beide Trennfaktoren,
Ladung und Grof3e, konnen auf einen bestimmten Bereich ein-
gegrenzt werden, in dem dann die Auflgsung besonders grof3 ist.
Fur das Ausschneiden der Flecken schliefdlich haben Forscher
von Roche ein gitterformiges Werkzeug entwickelt, welches das
Gel in 6000 winzige Stiicke zerschneidet. Jedes dieser Stiicke
kann automatisch weiter untersucht werden.
Um die gesammelten Proteine zu identifizieren, werden sie in ei-
nem nichsten Schritt zerschnitten. Ahnlich wie Genomforscher
die DNS mithilfe molekularer Scheren, den Nukleasen, in leich-
ter zu sequenzierende Stiicke zerlegen, nutzt man auch in der
Proteinforschung Proteasen, also Enzyme, die Aminosdureket-
ten an genau definierten Stellen durchtrennen. Es entsteht eine
Mischung aus unterschiedlich groflen Proteinbruchstiicken,
Peptiden genannt. Weil die Proteasen hochst spezifisch arbeiten
— das Enzym Trypsin zum Beispiel schneidet immer nach den
Aminosduren Arginin oder Lysin —, ist die erhaltene Peptid-
mischung fur jedes Protein/Protease-Paar typisch.

Jedem Protein seinen Um das zerschnittene Protein zu identifizieren,

Fingerabdruck
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gibt man nun die Peptidmischung in ein Massen-

spektrometer. Wie der Name sagt, kann man mit
diesem Gerit die Masse (also das Gewicht) von Molekiilen er-
fassen. Fiir die Analyse der Peptidmischung wird diese auf ein
Trigermaterial — eine Matrix — aufgetragen und mit einem La-
ser beschossen. Die Matrix nimmt die Energie des Lasers auf
und tibertrigt sie auf die Peptide, welche dadurch ionisiert, also



Der kleine Unterschied: Peptid-Fingerprinting
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Bei der MALDI-TOF MS (Matrix-Assisted Laser Desorption
lonisation Time-Of-Flight Mass Spectrometry) wird die zu
untersuchende Proteinprobe mit einer spezifischen Pro-
tease verdaut und das entstehende Peptidgemisch im Mas-
senspektrometer auf eine Matrix aufgetragen. Die Energie
eines darauf gerichteten Laserstrahls Ubertragt die Matrix
auf die Peptide, welche dadurch ionisiert und verdampft

werden. Die geladenen Peptide gelangen in ein Flugrohr,
an dem eine starke Spannung in Langsrichtung anliegt. Die
Peptide folgen der Spannung und treffen am Ende des Roh-
res auf eine Messplatte - die leichten Molekiile zuerst, die
schweren zuletzt. Gemessen wird die Zeit, welche die Pept-
ide fur ihren Weg durch das Flugrohr benétigt haben.

mit Ladungen versehen, und verdampft werden. Die geladenen
Peptide fliegen nun entlang einer starken Spannung durch ein
Flugrohr; am Ende dieses Rohres kommen die kleinen Peptide
zuerst, die grofen zuletzt an. Die Zeit, die sie bis dorthin benoti-
gen, wird gemessen und gibt somit die Grof8e der Proteinstiicke
wider. Beschrieben wird diese Technik mit dem Wortungetiim
MALDI-TOF MS, Matrix-Assisted Laser Desorption Ionisation
Time-Of-Flight Mass Spectrometry.

Das Ergebnis der Messung ist so etwas wie ein Fingerabdruck
des untersuchten Proteins: ein unverwechselbares Spektrum,
anhand dessen man das Molekiil zweifelsfrei identifizieren
kann. In der Tat nennen Proteinforscher ihr Vorgehen auch
«Fingerprinting» und vergleichen ihre Arbeit mit der Krimina-
listik, in der mithilfe von Fingerabdriicken nach Verbrechern ge-

Proteomik: Durchblick im Dickicht
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MALDI-TOF-Spektren in Proteinen
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Durch MALDI-TOF MS erhélt man ein Spektrum, das
jeweils typisch flir den gewahlten Verdau und das in der
Probe befindliche Protein ist - einen Fingerprint. Jeder
Strich entspricht einem Signal von bestimmter Stérke und
bestimmter Zeit. Der Fingerprint ist beliebig reproduzierbar
und kann virtuell aus Datenbank-Proteinen errechnet wer-
den. Das erhaltene Spektrum dient also der direkten Iden-
tifikation des Ausgangsproteins.

Auffacherung des Signals
durch Kohlenstoff-Isotop *C
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Eine Besonderheit des Massenspektrums ist die Auffache-
rung des Signals durch die natlrliche Verteilung des
schweren Kohlenstoff-Isotops *C von etwa 1%. Bei groRRe-
ren Peptiden ist die Wahrscheinlichkeit hoch, dass eines
oder mehrere C-Atome in dem Molekiil diese erhéhte
Masse zeigen. lhre statistische Verteilung flhrt zu einer
Verbreiterung des Signals, sodass ein starkes, breites
Signal ein schwaches darunter verbergen kann. Mit
mathematischen Methoden und vor allem mit extrem emp-
findlichen Spektrometern Iasst sich jedoch die Auflésung
der Methode deutlich vergroern. Zur Zeit liegt die Genau-
igkeit eines modernen MALDI-TOF MS bei etwa 10 ppm
(parts per million).
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sucht wird. Und genauso wie die Polizei einen Fingerabdruck

vom Tatort mit jenen aus ihrem Archiv vergleicht, suchen die

Forscher in ihren Datenbanken nach dem Protein, das zu ihrem

Spektrum passt. Dafiir ist es nicht einmal notig, dass dasselbe
Experiment schon einmal durchgefiihrt wurde: Heute lassen
sich alle Proteine aus einer Datenbank «in silico», also virtuell,

im Rechner mit der verwendeten Protease behandeln und mas-

senspekrometrisch untersuchen. Um im Bild der Kriminalistik

zu bleiben, wiirde dies bedeuten, den Fingerabdruck eines Ver-

déchtigen aus dessen Foto errechnen zu kénnen — eine Mog-
lichkeit, um die vermutlich jede Polizei der Welt die Proteinfor-

schung beneiden wiirde.




Form und Funktion Blofle Datenbankvergleiche machen allerdings
gehoren zusammen nur einen kleinen Teil der Proteinforschung aus.
Findet sich das untersuchte Protein nicht in ei-
ner der vielen Datenbanken, ist es also moglicherweise noch un-
bekannt, beginnt der eigentlich spannende Teil der Arbeit erst
richtig: die Suche nach Form und Funktion des neuen Molekiils
— und die Hoffnung auf einen moglichen Nutzen fur die Medi-
zin. Denn jedes neu entdeckte Protein kann zugleich einen neu-
en Eingriffspunkt in das molekulare Netzwerk in unserem Kor-
per darstellen.
Die Suche nach der Form, also der Aminosiuresequenz und der
dufleren Gestalt des Proteins, ist dabei noch die einfacher zu au-
tomatisierende Aufgabe. Die Abfolge der Proteinbausteine kann
wieder in einem Massenspektrometer bestimmt werden; in die-
sem Fall werden die Peptide vom Ende her abgebaut und die ein-
zelnen Bausteine der Reihe nach bestimmt. Ist die Aminoséure-
sequenz des Proteins bekannt, kann bereits daraus auf die Form
des Gesamtmolekiils geschlossen werden — allerdings nur sehr
bedingt. Denn auch wenn sich eine Aminosdurekette grund-
sdtzlich von selbst anordnet, verlduft die Formbildung der Pro-
teine in der Zelle doch oft auf hoch komplexen Wegen. Vielfach
setzt der Korper beim Zusammenbau der Proteine Hilfsenzyme
ein, die einen Teil der Kette festhalten, wihrend der Rest noch
gebildet wird. Ohne diese «Chaperons» (Anstandsdamen) ge-
nannten Helfer richten sich die Bausteine falsch aus. Dieser
Vorgang, die «Proteinfaltung», ist ein wichtiges Forschungsfeld,
auch in der Medizin: So fithren etwa bei der Creutzfeldt-Jakob-
Krankheit falsch gefaltete Proteine zu den geftirchteten Hirn-
schiden. Dabei kommt es offenbar zu einer Kettenreaktion, in
der falsch gefaltete Proteine die richtige Struktur anderer eben-
falls krankhaft verdandern konnen.

Automatisierte Zu ermitteln, wie ein richtig gefaltetes Protein
Strukturanalyse raumlich aussieht, war bis vor wenigen Jahren
noch eine Doktorarbeit wert. Inzwischen aller-

dings hat die Proteomforschung auch diesen Aspekt der Wis-

senschaft weitgehend automatisiert und damit auch eine um-

fassende Strukturanalyse unseres Proteoms moglich gemacht.

Das gilt besonders fiir die Rontgenstrukturanalyse, die wichtigs-

te Methode bei der Formuntersuchung kleiner und mittlerer

Proteine. Bei dieser Technik werden die Proteine in Wirtsorga-

nismen, meistens Bakterien oder Hefen, massenhaft geziichtet
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Function Follows Form: Ritsel Proteinstruktur

Die Struktur eines Proteins legt dessen Funktion fest. So
sind Muskelproteine faserig, Membrankanale rohrenformig
und Enzyme meist rundlich mit einer oder mehreren Vertie-
fungen, in die das Substrat passt. Links ist der Wirkstoff
Herceptin gezeigt, ein Antikorper, der mit den gelb hervor-
gehobenen Bereichen an ein Brustkrebs verursachendes
Protein binden kann. Fir die Entwicklung von Medikamen-
ten ist die Struktur des Zielproteins wichtig: Mit seiner Hilfe
kann man Wirkstoffe ,mafschneidern” und somit viel Ver-
such und Irrtum vermeiden. Obwohl die Form eines
Proteins letztlich durch seine Aminosduresequenz fest-
gelegt wird, ist eine Strukturvorhersage bislang praktisch
unmaglich.

und dann kristallisiert. Frither galt die Kristallzucht fast als
Kunst, die einige wenige Spezialisten mit «goldenen Handen»
beherrschten; heute lduft sie automatisch ab und die Forscher
miissen nur noch aus der Masse an Kristallen die geeigneten
heraussuchen. Die winzigen Kristalle — wenigstens ein zwanzig-
stel Millimeter Kantenldnge ist Pflicht — beschieft man dann mit
Rontgenstrahlen. Auf dem Weg durch den Kristall werden die
Strahlen von den Proteinmolekiilen abgelenkt, und aus dem
Muster dieser Abweichung konnen die Wissenschaftler schlief3-
lich die dreidimensionale Gestalt des Molekiils berechnen.

Fischen nach dem Der weitaus schwierigere Teil der Analyse eines
richtigen Partner neuen Proteins ist allerdings die Suche nach sei-
ner Funktion — das heif3t nach seinem Platz im

molekularen Netzwerk des Koérpers. Auch in diesem Bereich

hilft die Technik mit immer neuen Moglichkeiten; zum Beispiel

mit Protein-Chips, millimetergrof3en Silikonfldchen, auf denen

Tausende verschiedener Proteine angebracht sind. Bindet das

neue Protein an eines der Molekiile auf dem Chip, ist davon aus-

zugehen, dass es sich auch in der Zelle mit diesem Partner ver-

bindet. Nur sind Proteine notorische Fremdginger: Sie binden

sich meist weder ausschlief}lich noch dauerhaft; zu einer ande-
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ren Zeit, an einem anderen Ort, unter anderen Bedingungen
machen sie gern etwas ganz anderes — mit anderen Proteinen,
mit anderen Molekiilen oder auch mit der DNS. Es ergibt sich
also fir jede einzelne Zelle in unserem Korper ein komplexes
Netzwerk an Wechselwirkungen und Bedingungen, das zu tiber-
schauen ein Menschenhirn zu klein ist. Zum Gliick gibt es dafiir
Computer.

Bioinformatik nennt sich die Zunft, die Ordnung in dieses Cha-
os zu bringen versucht. Und nicht nur das: Die Bioinformatiker
stellen auch eine wichtige Verbindung her zwischen Genetik,
Genomik und Proteomik. Denn sie bringen die Daten aus allen
drei Disziplinen zusammen. Welches Gen gehort zu welchem
Protein? Wann wird dieses Protein gebildet und warum? Und
welche Signale im Erbgut geben dazu den Auftrag? Welche Pro-
teine sind wiederum an der Kontrolle dieses Auftrages beteiligt?
Und wo liegen deren Gene? Gene und ihre Produkte, die Protei-
ne, sind nicht zu trennen. Das hat die Wissenschaft lingst er-
kannt, und insofern ist die Proteomik eine notwendige Ergin-
zung der Genomforschung.

HUPO - die Human- Entsprechend eng verlduft die Zusammenarbeit
Proteom-Organisation zwischen den Disziplinen. Die Proteomik
schlief3t sich meist nahtlos an genetische und ge-
nomische Experimente an, deren Aussagen sie tiberprift und er-
weitert. Und auch die transkriptomische Forschung, die sich
den Arbeitskopien unseres Erbguts, der mRNS, widmet, wird oft
mit Untersuchungen auf Proteinebene verkntipft. Damit diese
Zusammenarbeit funktioniert und um vor allem die Krifte der
Proteomforschung weltweit zu biindeln, haben Proteomfor-
scher inzwischen einen weltweiten Zusammenschluss nach dem

Vorbild der Genomforschung gebildet: die Human-Proteom-

Organisation, kurz HUPO. Diese Organisation soll eine Reihe

von Aufgaben erfiillen:

0O Aufmerksamkeit. Noch immer ist die Proteomforschung im
Vergleich zur Genomforschung in der Offentlichkeit recht
unbekannt. Thre Aufgaben und Ziele, vor allem aber auch
ihre Bedeutung sollen daher herausgestellt werden. Letztlich
will die HUPO deutlich machen, dass das menschliche Pro-
teom mindestens ebenso viel Forderung und Forschungsein-
satz verdient wie das Human-Genom-Projekt.

[0 Koordination. Bei der Entschliisselung des menschlichen Ge-
noms ist es am Ende zu einem viel beachteten Wettlauf zwi-
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schen dem offentlich finanzierten Human-Genom-Projekt
und der privaten Firma Celera Genomics gekommen. Diese
unerwartete Konkurrenz hat zwar sicherlich geholfen, das
Ziel des Projektes schneller als gedacht zu erreichen. Aller-
dings ist viel Arbeit gleichzeitig zwei Mal gemacht worden —
eine ungeheure Verschwendung von Forschungskapazitit,
die sich nach dem Willen der HUPO nicht wiederholen soll.

O Proteinkatalog. Entsprechend der Sequenz des menschlichen
Genoms will die HUPO einen umfassenden menschlichen
Proteinkatalog vorlegen, mit dessen Hilfe zum Beispiel po-
tentielle Gene aus dem Human-Genom-Projekt iiberpriift
werden konnen.

Mammutaufgabe Bei ihren Bemiithungen st6f3t die Proteomik je-
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doch auch auf Probleme. Eines der wichtigsten ist

zugleich die zentrale Eigenschaft des Proteoms:
seine Komplexitit. Inzwischen steht fest, dass die Gesamtzahl
der unterschiedlichen Proteine in unserem Korper diejenige der
Gene um ein Vielfaches tibertrifft. Schitzungen gehen von etwa
100 000 verschiedenen Proteinen pro Zelltyp unseres Korpers
aus; manche davon werden fast iiberall, manche nur in einigen
wenigen Zellen zu finden sein. Zurzeit umfasst zum Beispiel die
Roche-Datenbank tiber 150 000 Massenspektren, entsprechend
etwa 4500 Proteinen — es gibt also noch viel Arbeit zu tun. Zu-
dem ist zu erwarten, dass manche Proteine und insbesondere
manche Modifikationen, also nachtrigliche Verinderungen, ex-
trem selten sind. Im Gegensatz zu unserem Erbgut ist es dem-
nach schwierig, den menschlichen Proteinkatalog irgendwann
vollstindig zu nennen, vermutlich sogar unméglich: Die blofle
Tatsache, dass schon lange kein neues Protein mehr gefunden
wurde, wird nicht bedeuten, dass es keines mehr zu entdecken
gibt (tatsdchlich werden zum Beispiel in unserem Korper stdn-
dig neue Antikorper als Antwort auf Fremdstoffe gebildet). Das
Gleiche gilt in noch groflerem Maf3e fiir die Wechselwirkungen
der Proteine untereinander und mit anderen Bestandteilen un-
seres Korpers — etwa den Genen. Hier sind nur die starken
Wechselwirkungen leicht zu finden.
Ein weiteres Problem der Proteomforschung ist schon von
ihrem «groflen Bruder», der Genomforschung, bekannt: die Pa-
tente. Auch in diesem Bereich ist zu erwarten, dass vielfach erst
die Gerichte kldren werden, was wie geschiitzt werden kann. So-



lange hier jedoch Unsicherheit herrscht, ist jede Veroffentli-
chung fiir ein forschendes Unternehmen ein Risiko. Immerhin
wird es sich als hilfreich erweisen, dass diese Problematik schon
aus der Genomforschung hinlanglich bekannt ist.

Erste Erfolge: neue Signalwege bei Krebs

Dutzende von Signalwegen sind an der Entstehung der ver-
schiedenen Krebsarten beteiligt. Jeder neu entdeckte Weg
bietet auch neue Angriffsmaglichkeiten fir die Medizin. Die
Proteomik kann helfen, solche Signalwege aufzuklaren.

Kontrolle Ras-transformierte
ICE3  Maus-Lymphozyten
- -
HMG2

\///J

BTF3a

Das linke 2D-Gel zeigt einen Ausschnitt der Proteinaus-

stattung einer normalen Zelle, das rechte den gleichen

Ausschnitt bei einer Krebszelle. Deutlich sind Unterschie-

de zu erkennen:

- Ein Protein namens ICE3 erscheint in der Krebszelle ver-
mehrt

- Die Menge des High Mobility Group-Proteins HMG2 ist
dort reduziert

- Der Transkriptionsfaktor BTF3a wird vermehrt gebildet.

ICE3 spielt eine wichtige Rolle fiir den programmierten Zell-

tod. Dieser auch Apoptose genannte Selbstmord von Kér-

perzellen geschieht, wenn das Erbgut einer Zelle zu stark

geschadigt ist - und verhindert damit deren Umwandlung

zur Krebszelle. Um diese Kontrollfunktion austiben zu kén-

nen, wird ICE3 in gesunden Zellen von einem Enzym
namens Granzyme B zu Apopain gespalten. Das 2D-Gel der
Krebszellen deutet jedoch auf eine grofe Menge an unge-
spaltenem, also nicht aktivem, ICE3 hin. Aus einem ande-
ren Experiment mit Genchips weif? man zudem, dass in den
Krebszellen die Bauanleitung fur Granzyme B fehlt. Aus der
Kombination der Ergebnisse lasst sich schlieSlich der ent-
sprechende Signalweg rekonstruieren:

Signalweg-Schema
ICE3

Ras— Granzyme B l‘*

Zellen
wachsen
Apoptose — unkontrolliert

Auch die anderen beiden Proteine, deren Mengen in den
Krebszellen verandert sind, stehen im Zusammenhang mit
Krebs. HMG2 bindet an deformierte DNS - in den Krebs-
zellen scheint das Protein zum groRRen Teil aus dem Zell-
plasma verschwunden zu sein, was auf Erbgutschéden der
Zellen hinweist.

BTF3a ist ebenfalls ein DNS-bindendes Protein, jedoch ist
es als Transkriptionsfaktor fir das korrekte Ablesen von
Genen zustandig. BTF3a wurde bisher nur in Darmkrebs-
zellen vermehrt nachgewiesen - das Protein kdnnte sich
daher als neuer Krebs-Marker erweisen.
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