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Vom humanen Genom zum humanen Proteom?**
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Eines der grundlegenden Ziele der Biologie ist es, vollstidn-
dig zu verstehen, wie eine Zelle oder sogar ein kompletter
Organismus funktioniert. Idealerweise konnte solches Wissen
genutzt werden, um die zelluldre Antwort auf spezifische Si-
gnale oder Krankheiten vorherzusagen. Ein erster Schritt hin
zu diesem Ziel ist die Identifizierung und Charakterisierung
aller in den Zellen vorhandenen molekularen Akteure. Das
Humangenomprojekt) war vermutlich eines der bisher am-
bitioniertesten wissenschaftlichen Unterfangen und loste die
ersten Teile dieses Puzzles. Die Aufkldrung der drei Milliar-
den Basenpaare, die unsere DNA bilden, wurde weltweit
begeistert aufgenommen, da diese Informationen zum Ver-
stindnis der molekularen Mechanismen menschlicher
Krankheitsbilder fithren konnten.

Bald darauf wurde man sich jedoch der unserem geneti-
schen Kode innewohnenden Komplexitdt bewusst. Eine
iiberraschende Entdeckung war der geringe Anteil protein-
kodierender DNA (weniger als 2% des Genoms) mit ca.
20000 humanen Genen. Gleichwohl lassen aktuelle Analysen
darauf schlieBen, dass 80 % des menschlichen Genoms funk-
tionell sind, also entweder transkribiert werden, regulatori-
sche Proteine binden oder mit anderen biochemischen
Funktionen in Zusammenhang stehen.”” Zwar sind Informa-
tionen zum Genom unerlésslich, jedoch werden hierbei die
wichtigsten molekularen Effektoren in Zellen — die Proteine —
auller Acht gelassen. Jeder Wissenschaftler wird zustimmen,
dass die Analyse des Proteoms relevanter ist, aber wegen
technischer Hindernisse und der um mehrere Groéfenord-
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nungen hoheren Komplexitit des Proteoms bisher in gerin-
gerem MafBe durchgefiihrt wurde. Wéahrend das Genom jeder
Zelle des menschlichen Korpers nahezu identisch und im
Lauf des Lebens eines Organismus relativ konstant ist, sind
die Proteome der Zellen sehr unterschiedlich und verdndern
sich betrichtlich im Verlauf der Zeit (Abbildung 1).
Ungeachtet dieser Schwierigkeiten hat sich das Gebiet
der Proteomforschung im letzten Jahrzehnt enorm weiter-
entwickelt, vor allem dank Fortschritten bei Massenspektro-
metrie und Bioinformatik, und schlieBt nun in gewisser Weise
zur Genom- und Transkriptomforschung auf. Dies belegen
zwei aktuelle Veroffentlichungen in Nature von einer deut-
schen Gruppe unter der Leitung Bernhard Kiisters®® und ei-
nem von Akhilesh Pandey koordinierten, US-amerikanisch/
indischen Gemeinschaftsprojekt,’) die unabhingig vonein-
ander beispiellose Versuche unternommen haben, alle im
Genom kodierten menschlichen Proteine nachzuweisen.
Hierfiir haben beide Labore umfangreiche Proteomanalysen
von mehr als 70 menschlichen Geweben und Korperfliissig-
keiten sowie mehr als 150 Zelllinien durchgefiihrt. Zwar ha-
ben beide Gruppen sehr dhnliche, Massenspektrometrie-ba-
sierte Arbeitsabldufe genutzt, es gibt allerdings einige Un-
terschiede zwischen ihren Studien, besonders hinsichtlich der
Analysentiefe. Wihrend Pandey et al. ungefédhr 2000 mas-
senspektrometrische (LC-MS-)Analysen durchgefiihrt ha-
ben, machten Kiister etal. mehr als 6000 Analysen und
nutzten die Daten von 10000 weiteren Messungen aus 6f-
fentlich zugidnglichen Proteomikarchiven. Unter Annahme
einer durchschnittlichen Laufzeit von 2h wiirde die zur
Aufzeichnung dieser Daten benétigte Messzeit beeindru-
ckende 34000 h betragen (4.3 Jahre, wenn nur ein Massen-
spektrometer genutzt wiirde). Die Auswertung aller Daten
fiihrte zur Identifizierung von 946000 bzw. 293000 nichtre-
dundanten einzigartigen Peptidsequenzen in Kiisters bzw.
Pandeys Studien. Erstaunlicherweise (und trotz des signifi-
kanten Tiefenunterschiedes) wurde in beiden Studien eine
nahezu identische Zahl proteinkodierender Gene nachge-
wiesen: 18097 (Kiister) und 17294 (Pandey). Auch wenn ein
sorgfiltiger Vergleich beider Arbeiten noch aussteht, ldsst
sich bereits eines schlussfolgern: das unzweifelhafte Vorhan-
densein von Proteintranslation fiir 90-95 % der menschlichen
Gene. Dies ist ein auBerordentlich bedeutender Befund, da
fast ein Drittel der humanen Gene bislang kaum annotiert
war und kein experimenteller Nachweis bestand, dass sie
Proteine ergeben konnten. Eine weitere relevante Erkenntnis
aus diesen Studien betrifft das Ausmal alternativen SpleiBBens
bei der Generierung von Proteinisoformen. Es ist offen-
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Abbildung 1. Ein Gen, ein Protein? Die Komplexitit des humanen Proteoms: Die Zahl humaner proteinkodierender Gene wird auf ca. 20000
geschitzt. Aufgrund alternativen Spleiflens ist bereits die Zahl transkribierter mRNAs signifikant gréRer. Die in zwei aktuellen Studien veréffent-
lichten ersten Entwiirfe des humanen Proteoms belegen die Translation von 18000 Proteinen (mit mehr als 27000 Isoformen). Gewebsspezifische
Expression, posttranslationale Modifizierungen (PTMs), Protein-Protein-Wechselwirkungen und spezifische subzelluldre Lokalisierung tragen zur
zusitzlichen Steigerung der Proteomkomplexitit bei. Diese Proteomprofile werden infolge biologischer oder pathologischer Stérungen dynamisch
modifiziert. Schitzungen gehen von mehr als 1000000 Proteoformen (resultierend aus genetischer Variation, alternativem SpleifRen und PTMs)

im menschlichen Kérper aus.

sichtlich, dass die Zahl der Gene nicht mit der Komplexitét
eines Organismus korreliert (C. elegans hat z.B. 20500 Gene)
und es wurde vermutet, dass alternatives Spleien das Re-
pertoire funktioneller Proteine vergrofern konnte. In den
Proteomikstudien konnten jedoch nur 9000 der 67000 in
Uniprot annotierten Isoformen identifiziert werden. Zwar
erzeugen einige dieser Isoformen nur ein einzigartiges Peptid,
was die Wahrscheinlichkeit der Identifizierung durch Pro-
teomanalytik verringert, dennoch koénnten diese Daten die
Vorstellung untermauern, dass es eine dominante Isoform pro
Gen gibt.”) Beide Studien bestitigen die Existenz eines in
allen Geweben vorhandenen Kernproteoms, das aus ,,Haus-
haltsproteinen® besteht (z.B. Histone, ribosomale und zyto-
skelettale Proteine), die mehr als 75% der Gesamtprotein-
masse ausmachen. Andererseits wurde die Expression vieler
gewebsspezifischer Proteine beobachtet, die Gewebs-
proteomsignaturen definieren. Alle diese Daten wurden in
zwei nutzerfreundlichen Portalen (https://www.proteomicsdb.
org und www.humanproteomemap.org) offentlich zugénglich
gemacht. Somit ist es Wissenschaftlern moglich, diese aus-
gedehnten Entwiirfe humaner Proteome zu durchsuchen.
Durch die Entwicklung von Techniken zur Hochdurch-
satzsequenzierung von DNA und RNA wurde die Analyse
von Genomen und Transkriptomen mit akzeptablem Zeit-
und Kostenaufwand ermdglicht. Dies ist zum Teil in der Be-
schaffenheit von DNA und RNA begriindet, die aus nur vier
durch Polymerasen einfach zu vervielfiltigenden Nukleoti-
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den aufgebaut sind. Dagegen sind Proteome aus analytischer
Sicht deutlich anspruchsvoller. Beispielsweise haben die
20 Aminoséduren, die als Proteinbausteine fungieren, recht
unterschiedliche physikochemische Eigenschaften. Dariiber
hinaus kann die Proteinhdufigkeit in Zellen um zehn Gro-
Benordnungen variieren, und Protein-Protein-Wechselwir-
kungen sowie posttranslationale Modifizierungen (PTMs),
z.B. Phosphorylierung oder Glycosylierung, dndern sich
hochdynamisch in Raum und Zeit. Gleichwohl entwickelt
sich, parallel zur Gen- und Transkriptsequenzierung, eine
Proteomik ,,der nidchsten Generation“, die vorwiegend auf
bedeutenden Verbesserungen im Bereich der analytischen
Chemie (Probenvorbereitung und -auftrennung), Informatik,
Massenspektrometrie und Datenauswertung beruht und die
Analyse komplexer Proteome zu relativ niedrigen Kosten
sowie mit hoher Geschwindigkeit ermoglicht.[”! Der iiblichste
Arbeitsablauf zur Proteomanalyse besteht aus 1) Protein-
extraktion, 2) proteolytischer Spaltung, 3) Peptidauftren-
nung, 4) massenspektrometrischer Messung und 5) Daten-
auswertung (Abbildung 2). Eine effiziente Peptidauftrennung
ist entscheidend, um eine tiefe Proteomabdeckung zu erlan-
gen, da 1-2 Millionen Peptide infolge der proteolytischen
Spaltung eines menschlichen Proteoms generiert werden.
Mehrdimensionale Strategien, die orthogonale Auftren-
nungstechniken miteinander kombinieren, sind essenziell.
Um die Peptide bestmoglich aufzutrennen, arbeiten HPLC-
Systeme mittlerweile bei sehr hohem Druck (15000 psi) und
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Abbildung 2. Typischer Arbeitsablauf zur Analyse hochkomplexer hu-
maner Proteome. Einige aktuelle technische Entwicklungen sind in
Grau aufgefiihrt. CID = stofRinduzierte Dissoziation, ETD = Elektronen-
transfer-Dissoziation, HCD = stoRRinduzierte Dissoziation bei erhéhter
Energie, IEF =isoelektrische Fokussierung, HILIC=hydrophile Interak-
tionsfliissigchromatographie, nUHPLC = Nano-Ultrahochleistungs-
Flussigkeitschromatographie, SCX=lonenaustauschchromatografie
mit starkem Kationenaustauscher.

nutzen lange Sédulen (> 50 cm) mit kleinem innerem Durch-
messer (< 50 pm), die mit kleinen Partikeln (1.7 pm) gepackt
sind. Dadurch wird die Probenkomplexitit bedeutend redu-
ziert, den dynamischen Bereich betreffende Probleme wer-
den folglich verringert, und die nachfolgende Peptidsequen-
zierung mit Massenspektrometrie wird vereinfacht. Massen-
spektrometer haben sich betrédchtlich entwickelt: Moderne
Instrumente verfiigen {iber hohe Auflosungsvermégen von
240000 FWHM (FWHM = Halbwertsbreite), um Vorldufer-
und Fragment-lonen mit hoher Massengenauigkeit zu mes-
sen, sowie iiber hohere MS/MS-Peptidsequenzierungsge-
schwindigkeiten von 20 Hz. Verschiedene Fragmentierungs-
techniken (z.B. CID, HCD und ETD) kénnen zur spezifi-
schen Peptidsequenzierung verwendet werden, wodurch sich
die Identifizierungsquote erhoht. Nicht auler Acht gelassen
werden sollte die parallele Entwicklung im Bereich der In-
formatik, mit einer Fiille erhéltlicher Softwarepakete, die
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Gigabytes von Roh-MS-Daten in Tausende identifizierte
Peptide umwandeln konnen. Das ,,Hefeproteom-Wettren-
nen® veranschaulicht diesen Fortschritt: Zur Identifizierung
der 4000 Hefeproteine wurde 2008 eine 144-stiindige MS-
Analyse benotigt,”! die 2013 auf eine Stunde verkiirzt werden
konnte."! Zusammen haben diese parallelen Fortschritte in
den grundlegenden Techniken nun jene ersten Skizzen des
humanen Proteoms moglich gemacht.

Die vorgestellten Karten bieten umfangreiche Bezugs-
quellen fiir das humane Proteom. Dennoch ist es noch ein
langer Weg bis zum vollstindigen Verstdndnis des Proteoms.
Die Erkenntnis, dass fast jedes Gen auf Proteinebene mani-
festiert ist, verrdt uns noch nichts iiber die Funktion dieser
Proteine und deren Regulation durch PTMs und dynamische
Wechselwirkungen, die sie mit anderen molekularen Entité-
ten in der Zelle eingehen. Ein logischer nichster Schritt ist die
Identifizierung aller PTMs (mehr als 200 Arten sind be-
kannt!!), die insbesondere menschlichen Proteinen anhaften,
um zu verstehen, wie sie deren Funktionen, Aktivitdten und/
oder Lokalisierungen regulieren. Gleichermaflen wiirde die
gewebsspezifische Rekonstruktion aller Protein-Protein-
Wechselwirkungen Proteinnetzwerke erzeugen, die zur
Identifizierung neuer funktioneller Komplexe und Signalwe-
ge beitragen wiirden. Alternative Proteomikstrategien wer-
den in diesem Bereich notig sein. In Top-down-Ansitzen
werden intakte Protein durch MS ohne vorherige Proteolyse
analysiert, sodass genauere Kenntnis iiber Proteoformen und
die gegenseitige Abhingigkeit von PTMs erlangt wird.'”) Des
Weiteren kann Antikorper-basiertes Profiling zur Entschliis-
selung lokaler Proteinexpression in verschiedenen Zelltypen
genutzt werden.'! SchlieBlich wird die Analyse der dynami-
schen Umbildung des Proteoms infolge biologischer Storun-
gen essenzielle Informationen zum Versténdnis der Biologie
menschlicher Zellen liefern. Die Verfiigbarkeit hoch rele-
vanter, grofer Proteomikdatensitze wird, gemeinsam mit
anderen ,,-omik“-Daten, der Schliissel zum Erfolg persona-
lisierter Medizin (Prazisionsmedizin) sein.
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