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Integration von
zelluldren Stoffwechsel-
und Signalnetzwerken

Rien ne va plus — nichts geht mehr ohne sie, die frUher schon mal

als Simulanten und Schonfarber der Wissenschaft Geschmahten.

Aus der Simulation, einst eine der Haupttriebfedern fur die Ent-

wicklung von Computern Uberhaupt, ist langst eine allgegenwartige

Querschnittstechnologie geworden, deren Ergebnisdaten in immer

groBerer Zahl immer schneller produziert — nur durch grafische Auf-

bereitung oder Visualisierung interpretierbar bleiben.

1. EinfUhrung

Experimentelle Beobachtungen und mathe-
matische Modellierung und Simulation
sind zwei zentrale und nicht trennbare
Aspekte der Systembiologie. Beide Berei-
che zeigen in den vergangenen Jahren
stiirmische Entwicklungen. Technologi-
sche Fortschritte im Bereich der Hoch-
durchsatztechnologien fiir die Sequenzie-
rung der Genome, die experimentellen
Analysen der Expression der genetischen
Informationen, die Beobachtungen der
mannigfaltigen Interaktionen zwischen
den Proteinen und die ganzheitliche Erfas-
sung der Konzentrationen der Metabolite
in verschiedenen biologischen Systemen
haben dabei zu einer noch nie dagewese-
nen Fiille von Daten in der experimentel-
len Biologie gefiihrt. Der durchaus berech-
tigte Begrift der ,Datenfluten” spiegelt ein-
drucksvoll das unverkennbare Missver-
hiltnis zwischen Datengenerierung und
Datenverarbeitung wider. Der Begrift der
Verarbeitung beschrinkt sich in diesem
Zusammenhang nicht auf das Informati-
onsmanagement im Sinne von Datenban-
ken, sondern zielt auf den Erkenntnis-



gewinn, also die Generierung von neuem
biologischen Wissen, die zielgerichtete Mo-
difikation biologischer Systeme in der Bio-
prozesstechnik und die Identifikation mul-
tipler Targets bei der Entwicklung neuer
pharmazeutischer Wirkstoffe. Die zuneh-
mende ErschlieBung des Wissens um die
Genome der hierbei interessierenden bio-
logischen Systeme erfordern neben den
bereits weitgehend verfiigbaren experi-
mentellen Methoden zur Entschliisselung
der Genome neue Werkzeuge und Metho-
den zur Quantifizierung der biologischen
Komponenten und fiir die mathematische
Modellierung und Simulation.

Eine besondere Herausforderung bei der ge-
nomweiten mathematischen Modellierung
und Simulation stellt die Kopplung von
Signal- und Stoftwechselnetzwerken dar.
Diese Integration ist aber unerlisslich, um
die Verarbeitung von Informationen in
und zwischen Zellen mit der Verteilung
von materiellen Stofffliissen im biologi-
schen System zu verkniipfen. In der sys-
temorientierten, ganzheitlichen Analyse
werden diese Netzwerke hiufig getrennt
betrachtet, und es ist sogar eine Tendenz
zu beobachten, Signaltransduktionsprozes-
se und Stoffwechselnetzwerke in eigenen
wissenschaftlichen Communities zu be-
handeln.

Im vorliegenden Beitrag wird versucht, Ge-
meinsamkeiten aber auch einige Besonder-
heiten dieser beiden Formen zellulirer
Netzwerke herauszustellen. Diese Frage-
stellungen werden zunichst auf den Ebe-
nen der Identifikation und Strukturanaly-
se der Netzwerke diskutiert. Am ausge-
wihlten Beispiel der Kopplung von Zell-
zyklus und Energiestoffwechsel bei der
Hefe Saccharomyces cerevisiae soll dariiber hin-
aus die Kopplung von Modulen aus der
Signaltransduktion und dem Stoftwechsel
gezeigt werden.

2. Rekonstruktion von zellularen
Netzwerken

Selbstverstindlich miissen vor jedweder
Analyse zelluldrer Netzwerke, sei es die des
Stoffwechsels oder der Informationsver-
arbeitung, in einem ersten Schritt die fiir
die Losung der interessierenden Probleme
relevanten Netzwerke identifiziert werden.
Vor dem Hintergrund der Abertausenden
zelluliren Komponenten und ihrer glei-
chermaBen vielfiltigen wie komplexen In-
teraktionen ist dieser Schritt der Rekon-

struktion mit gleichzeiti-
ger Fokussierung auf das
Wesentliche keineswegs
trivial. Insbesondere ist
bei vielen Fragestellungen
unklar, welche Details zu
berticksichtigen sind, be-
ziehungsweise welche
Granularitit in der Mo-
dellierung erforderlich
ist. Prinzipiell stehen fiir
die Losung dieser schwie-
rigen Aufgabe zwei in der
Regel komplementire
Strategien bereit: der
Bottom-up und der Top-
down Ansatz (01).

Bei der Rekonstruktion der

Netzwerke mit Hilfe des
Bottom-up Ansatzes wird
versucht, biologisches
Detailwissen {iber Einzel-
komponenten und deren
molekulare Wechselwir-
kungen in geeigneten
Modulen zu aggregieren,
um diese nachfolgend in
tiir ganzheitliche Be-
trachtungen geeigneten
Architekturen zu ver-
schalten. Der Top-down
Ansatz geht vom Gesamt-
system aus und verarbei-
tet dabei ganzheitliche
Informationen (Genom,
Transkriptom, Proteom
etc.). Uber globale Opti-
mierungen sind dann die
strukturellen gegebenen-
falls aber auch die kineti-
schen Eigenschaften der
Komponenten im Ge-
samtnetzwerk zu rekon-
struieren. Die hierfiir
erforderlichen
Operationen werden auch
unter dem Begriff des
~Reverse Engineering®
zusammengefasst. Bei die-
ser Analyse ist also der
Ausgangspunkt fiir die
Netzwerkrekonstruktion
bereits eine ganzheitliche
Betrachtungsweise.

In die Bewertung der beiden
Ansitze flieBen verschiede-
ne Kriterien ein. Zunichst

einmal sind Kenntnisse
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SUMMARY

Eine besondere Herausforderung in der System-
biologie stellt die Kopplung von Signal- und Stoff-
wechselnetzwerken dar. Diese Integration ist aber
unerldsslich, da das phinotypische Verhalten von
zelluldren Systemen sowohl von den Prozessen der
Signaliibertragung als auch durch Stoffwechsel-
prozesse bestimmt wird. In der systemorientierten,
ganzheitlichen Analyse werden diese Netzwerke
hiufig getrennt betrachtet, und es ist sogar eine
Tendenz zu beobachten, Signaltransduktionsprozesse
und Stoffwechselnetzwerke in eigenen wissenschaft-
lichen Communities zu behandeln.

Im vorliegenden Beitrag wird versucht, Gemeinsam-
keiten aber auch einige Besonderheiten dieser beiden
Formen zelluliirer Netzwerke herauszustellen. Diese
Fragestellungen werden zuniichst auf den Ebenen
der Identifikation und Strukturanalyse der Netzwer-
ke diskutiert. Am ausgewdhlten Beispiel der Kopp-
lung von Zellzyklus und Energiestoffwechsel bei der
Hefe Saccharomyces cerevisiae soll dariiber
hinaus die Kopplung von Modulen aus der Signal-
transduktion und dem Stoffwechsel gezeigt werden.

Integrating signalling networks with metabolic net-
works poses a major challenge in systems biology.
The coupling is essential since phenotypic behaviour
of cellular systems results from both (1) signal
transduction and (2) distribution of metabolic flu-
xes. In systems biology, however, signalling net-
works and metabolic networks are often treated
separately and, more and more, within specialised
scientific communities.

In this contribution, the authors try to work out
similarities but also to discriminate between the two
network classes. At first, the problem is discussed
on the basis of structural network analysis. In the
following section, the linkage ofmodulesfrom sig-
nal transduction and metabolism is exemplified by
the cell cycle and energy metabolism in the yeast
Saccharomyces cerevisiae.

Bottom-up und Top-down Ansdtze in

der Systembiologie.
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iiber die notwendigen Details beziiglich
der zu berticksichtigenden Komponenten
des Netzwerkes a priori nicht vorhanden.
Demzufolge gibt es natiirlich Risiken,
bedeutsame EinflussgréBen bei den experi-
mentellen Beobachtungen und der
Rekonstruktion des Netzwerkes beim
Bottom-up Ansatz zu iibersehen. Hiufig
reicht auch der Stand des Wissens nicht
aus, um die zur Lésung des Problems rele-
vanten Komponenten und deren
Wechselwirkungen bereit zu stellen.
Andererseits ist der Rechenaufwand bei
der holistischen Rekonstruktion von
Netzwerken via Top-down Ansitzen u.U.
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In silico-Netzwerkrekonstruktion. (1)
Die Netzwerkkomponenten werden aus
der Datenbank gezogen. (2) Das com-
putergestiitzte Layout beschleunigt die
Rekonstruktion. Die Elemente- und
Ladungsbilanzen und die damit durch-
gefiihrten Konsistenziiberpriifungen
laufen im Hintergrund (INSILICO
discovery; http §'§1t't(,‘\t‘.[nxtlu‘u—[u'olm‘h—
nology.com). Die roten Kdsten symbo-
lisieren die Stoffwandler, die blauen

Kreise die Stoffspeicher.

auBerordentlich groB. In der Tat kénnen
Methoden der Rekonstruktion der Ver-
schaltung in Regulationsnetzwerken wie
genomweite topologische Analysen an der
kombinatorischen Explosion scheitern.
Neuere Erkenntnisse bei der dynamischen
Analyse groBer Netzwerke (Mauch et al.,
unverdffentlichte Untersuchungen) liefern
indes Hinweise, dass die Zuordnung des
Verhaltens der Einzelkomponenten an
Bedeutung verliert. Dieser Sachverhalt
geht auf die Beobachtung zuriick, dass die
Sensitivititen der Kontrolle tiber das ge-
samte Netzwerk verteilt sind. Diese gerin-
gere Empfindlichkeit der Verhaltensweise
des Einzelbausteins im Kontext des
Gesamtsystems entspricht der biologischen
Plastizitit und erleichtert die dynamische
Modellierung groBer Netzwerke.

Der Stand des Wissens und vor allem der
Mangel an Methoden und Werkzeugen im
Bereich der Top-down Ansitze erlaubt
derzeit noch keine zuverlissige bezie-
hungsweise endgiiltige Bewertung der bei-
den Strategien. Man darf daher die beiden
Methoden als komplementire Strategien
betrachten.

Die Genome zahlreicher Mikroorganismen,
wie z.B. des Bakteriums Escherichia coli und
der Hefe Saccharomyces cerevisiae, wurden
nicht nur erfolgreich sequenziert, sondern
auch bereits funktionell charakterisiert.
Die Informationen sind in 6ffentlich zu-
ginglichen Datenbanken (z.B. EcoCyc,
SGD) verfiigbar. Die Rekonstruktion von
metabolischen Netzwerken wird dariiber
hinaus durch entsprechende Links zu
Proteindatenbanken (z.B. Swiss-Prot)
erleichtert. Diese geben dariiber Auskunft,
welche Gene unter verschiedenartigsten
Umweltbedingungen exprimiert werden.
Im Falle der Signalnetzwerke stehen ver-
gleichbare Informationen nur auBer-
ordentlich beschrinkt zur Verfiigung und
biologisches Wissen {iber die Funktionalitit
der einzelnen Bausteine des Netzwerkes
muss in der Regel aus primiren Literatur-
quellen extrahiert werden. Die ersten
Datenbanken tiber Signalnetzwerke sind
aber im Entstehen (z.B. http://www.
signaling—gate\\'a} .org)

Das wichtigste Werkzeug in der Analyse von
biologischen Netzwerken ist die Bilanzie-
rung der chemischen Spezies im Netzwerk.
Diese Bilanzierung erfordert zunichst ein-
mal eine Uberprl'jfung der Konsistenz des
rekonstruierten Netzwerkes. Hierzu sind
die Bilanzen der chemischen Elemente
und der elektrischen Ladungen der Mole-
kiile zu kontrollieren. Diese Kontrollen
geben Hinweise auf Unvollstindigkeiten
beziehungsweise auch Fehler in den ange-
nommenen Reaktionsgleichungen. Fiir die
Rekonstruktion und das Management die-
ser Netzwerke stehen verschiedene Model-
lierungs- und Simulationswerkzeuge zur
Verfiigung (02). Nach der essentiellen
Konsistenziiberpriifung kénnen dann ver-
schiedene topologische Analysen durchge-
fiihrt werden. Diese liefern Hinweise tiber
beispielsweise nicht genutzte
Transformationsschritte (fehlende Verbin-
dungen im Netz), sogenannte Dead-end
Metabolite (fehlende Anschlussreaktio-
nen), parallele Wege und die wichtigen
elementaren Moden im System. Diese Lle-
mentarmoden, die sich auch fiir genom-



weite Netze berechnen lassen (Mauch et
al., 2002), liefern Hinweise iiber die unter-
schiedlichsten Stoffwechselwege im biolo-
gischen System, die von einem vorgegebe-
nen Ausgangsstoff (z.B. Nihrsubstrat) zu
einem Produkt (z.B. ausgeschiedener Me-
tabolit oder Biomasse) fithren. Hieraus las-
sen sich beispielsweise im Fall von biotech-
nischen Prozessen jene Stoftwechselwege
in der Zelle identifizieren, die zu maxi-
malen Ausbeuten (kgProdukt /kgSubstrat)
tithren. Die gleiche Analyse fiihrt zur
Beantwortung der Frage, welche Gene fiir
eine vorgegebene Funktionalitit (z.B.
Produktion eines Stoffwechselproduktes)
essentiell sind, beziehungsweise wie viele
Gene gleichzeitig auszuschalten sind, um
eine spezifische Dysfunktion des Netz-
werkes herbeizufiihren. Letztgenannte
Analyse fithrt zum Begrift der ,strukturel-
len Robustheit* des Systems, ein anschau-
liches MaB fiir die Sensitivitit einer
Funktionalitit gegeniiber genetischen
Defekten.

AuBerordentlich hilfreich fiir die diversen
Analysen der interessierenden Systeme
sind automatisierte Visualisierungen (Lay-
outs). (03) zeigt als Beispiel das genom-
weite metabolische Netzwerk des Bakteri-
ums Helicobacter pylori, das aus der Daten-
bank MetaCyc (http://biocyc.org/meta)
rekonstruiert wurde. Bei der Visualisierung
der Rekonstruktion wurden die in der
klassischen Biochemie definierten Stoff-
wechselwege, wie z.B. ,,Glykolyse®, , TCA-
Zyklus® und ,Pentosephosphat-Shunt® in
Gruppen aggregiert. Es ist darauf hinzu-
weisen, dass diese , klassischen® Stoffwech-
selwege keineswegs mit den oben erwihn-
ten Elementarmoden, die der mathema-
tisch strengen Definition eines elementa-
ren Stoffwechselweges entsprechen, {iber-
einstimmen.

(04) zeigt die Visualisierung eines Signal-
netzwerkes fiir den transformierenden
Wachstumstaktor  (TGF-B). Dieses Netz-
werk wurde aus primiren Literaturdaten
rekonstruiert. Die Zahl der Netzwerk-
komponenten (561) ist in vergleichbarer
Grossenordnung wie bei dem metaboli-
schen Netzwerk in (03) (461). Trotz dieser
vergleichbaren Grésse der Netze siecht man
aber sofort gravierende Unterschiede in
den Topologien.

Zunichst einmal lisst sich in keinem der bei-
den Netze eine modulare Organisation
und klare Abgrenzungen von kleineren,
autonomen Netzwerken erkennen. Diese
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rein visuelle Beobachtung
wird durch Analysen der
Netzwerktopologie
bestirkt. In der Tat zeigen
neuere Untersuchungen
(Eeka et al., 2000; Ravasz et
al., 2002, Barabasi and
Oltvai, 2004), dass die
metabolischen Netzwerke
durch die Eigenschaften so
genannter skalenfreier
Topologie gekennzeichnet
sind. Aus der Darstellung
in (05) geht hervor, dass
auch das metabolische
Netzwerk des Bakteriums
Helicobacter pylori eine ska-
lenfreie Topologie zeigt, wobei die Stei-
gung einen Exponenten von 2,4 liefert.
Eine charakteristische Eigenschaft dieser
skalenfreien Netzwerke ist die Existenz
einiger hochvernetzter Knoten (hubs), wie
z.B. ATP, NADPH etc., die an einer groBien
Zahl von Verbindungen (Reaktionen) be-
teiligt sind. Infolge dieser hochvernetzten
Knoten ist eine Dekomposition des Ge-
samtnetzes in abgegrenzte, autonome Teil-
netze (Module) nicht moglich.

Im Unterschied zum metabolischen Netz-
werk liefert das Signalnetz den deutlich
niedrigeren Exponenten von 1,5 (05). Dies
darf man als Hinweis werten, dass die
Architektur des Signalnet-
zes durch eine im Vergleich
zum metabolischen Netz
geringere Anzahl von
hochvernetzten Knoten
zusammengehalten wird.

Weitere interessante Unter-
schiede lassen sich beob-
achten, wenn man ver-
sucht, das oben erwihnte
Konzept der Elementar-
moden auf die Signalnetze
zu iibertragen. Dabei lassen
sich zunichst einmal keine
Losungen (Signalwege) fin-
den, die den Eingang
(Rezeptor fiir das Ein-
gangssignal) mit dem Ausgang (z.B. Akti-
vierung eines Transkriptionsfaktors fiir die
Genexpression) verbindet. Vielmehr zeigen
die Lésungen eine Fragmentierung in sehr
kleine Regionen, die sich als Signaltrans-
duktionseinheiten interpretieren lassen.
Beispiele fiir diese kleinsten Einheiten sind
Assoziationen und Dissoziationen von
Proteinkomplexen, Aktivierungen und
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Genomweites metabolisches Netzwerk
des Bakteriums Helicobacter py-
lori. Das Netzwerk besteht aus 450
Reaktionen und 461 Metaboliten.

(A) Glykolyse (B) Pentosephosphat
shunt (C) TCA Zyklus. Datenbank:
MetaCyc (http:/[biocvyc.org/meta).
Das H. pylori-Netzwerk kann als
SBML-file von http:|[sbml.org/models|

heruntergeladen werden (SBML:
Systems Biology Markup Language).

Signaltransduktionsnetzwerk mit Re-

zeptoren fiir den transformierenden
Wachstumsfaktor B (TGF-B). Das
Netzwerk enthdlt 553 Reaktionen und
561 Komponenten. Die Mehrzahl der
Komponenten sind Proteine. Das TGF-
B Netzwerk kann als SBML-file von
http:|[sbml.org[models| heruntergela-

den werden.
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Verteilung des Verkniipfungsgrades
P(k). kist die Zahl der Verkniipfun-
gen pro Knoten und P(k) ist die Wahr-
scheinlichkeitsdichtefunktion der Kno-
ten mit k Verkniipfungen im Netz.
Links: Verteilung der Verkniipfungen
der Metabolite im metabolischen Netz
von H. pylori. Rechts: Verteilung der
Verbindungen der Speicher im Signal-
netz (TGF-p).

Deaktivie-
rungen von
Enzymen
oder Trans-
portprozes-
sen tiber die
Grenzen von
Zellkompar-
timenten. Bei

der Aggrega-

tion dieser Einheiten zu gréBeren Signal-
netzen lassen sich direkte Verbindungen
der Einheiten zu Signalkaskaden und
sFernwirkungen* {iber Kinasen beobach-
ten. Wihrend die Regeneration innerhalb
der elementaren Einheit durch einen
materiellen Stofffluss gekennzeichnet ist,
kommt es nach Aggregation nicht mehr
zur Ubertragung von Stofffliissen, sondern
von Informationen im Signalnetz. Ein wei-

terer Unterschied zwischen den Signal-

netzen und den metabolischen Netzen be-

Matabolic Network

Substrate O

O Product

Materieller Stofffluss im Stoffwechsel-
netzwerk und Informationsiibertragung

im Signalnetzwerk

steht darin,
dass im Stoff-
wechselnetz-
werk eine
Komponente
(Metabolit)
stets nur
Substrat oder
Produkt
einer Reak-
tion darstellt
und demzu-
folge keine
Katalyse

einer anderen Reaktion bewirken kann.
Eine Komponente im Signalnetz (Z.B. Pro-
tein) kann indes sowohl als Reaktand wie

auch als Katalysator einer anderen Trans-

formation in Erscheinung treten (T.01).

Stoffwechselnetzwerk

Materieller Stofffluss

Der Stationire Zustand ist fiir die Funktio-
natitit des metabolen Netzwerks von gro-

Ber Bedeutung

Die Enzyme treten nicht als Reaktanden in
Erscheinung

Charakteristische Eigenschaften der

Stoffwechsel- und Signalnetzwerke.

Signalnetzwerk

Informationsiibertragung

Die Funktion wird durch transientes Ver-

halten bestimmt

Komponenten, die transformiert werden,
sind hiufig Katalysatoren anderer Reak-

tionen

3. Integration von Signal- und
Stoffwechselnetzwerken

3.1. Biologische Fragestellung

Eine inhdrente Eigenschaft von Zellpopula-
tionen ist ihre Heterogenitit. Diese Hete-
rogenitit hat ihre Ursachen in den unter-
schiedlichen Lebensstadien der individuel-
len Zellen. Das dynamische Verhalten der
Gesamtpopulation ergibt sich demzufolge
aus der Superposition der Dynamik der
individuellen Zellen. Da sich die Dynamik
der zelluliren Netzwerke in Abhingigkeit
des Zellalters beziehungsweise der jeweili-
gen Position im Zellzyklus verindert,
tiihrt die Superposition zu einem dynami-
schen Verhalten auf der Populationsebene,
das zunichst einmal keine Riickschliisse
auf das Verhalten der Einzelzelle zulisst.
Diese systeminhirente Problemstellung
manifestiert sich in einer Reihe ebenso
interessanter wie auch offener Fragen der
systembiologischen Analysen in der
Biomedizin wie auch Biotechnologie. Es ist
bekannt, dass Subpopulationen unter-
schiedliche Wirkungen auf Medikamente
zeigen kdnnen. Beispielsweise ist die Wir-
kung der Cytostatika in der Krebstherapie
von der Zellzyklusposition der individuel-
len Zellen im Tumor abhingig (Smith et
al., 2000; Kitano 2003). Ginzlich andere
Auswirkungen kann die Heterogenitit der
individuellen Zellen in biotechnologischen
Anwendungen haben. So kann der Gehalt
der Plasmide, Triger zusdtzlicher extra-
chromomaler DNA, von Zelle zu Zelle va-
riieren. Diese Phinomene sind dann fiir
quantitative Analysen von Prozessen mit
rekombinanten Mikroorganismen von
groBer Bedeutung.

Die zentrale Rolle des sekun-

ddren Messengers cAMP

(cyclisches AMP) bei der Ko-

ordinierung des Energiestoff-

wechsels und des Zellzyklus
bei der Hefe Saccharomyces cere-
visiae soll als Beispiel fiir die

Unterschiede des Verhaltens

auf der Ebene der individuel-

len Zellen und den Eigen-
schaften der Population die-
nen. Mit diesem Beispiel soll
aber auch zugleich die Be-
deutung der Kopplung von

Stoffwechsel- und Signal-

netzwerken aufgezeigt werden. In Anwen-

dung dieser Kopplung auf die individuelle



Zelle wird schlieBlich die Frage adressiert,
wie der unterschiedliche Energiebedarf
withrend der verschiedenen Phasen des
Zellzyklus abgedeckt werden kann. Fiir
die mathematische Modellierung dieser
Problemstellung wird ein Konzept vorge-
stellt, das auf der Aggregation verschiede-
ner Module basiert. Diese Modellierungs-
strategie ist dann dem in (01) skizzierten
Bottom-up Ansatz zuzuordnen.

3.2. Kopplung des Zellzyklus mit dem
Energiestoffwechsel

(07) illustriert die wichtigsten Teile des
cAMP-Signalnetzwerkes in der Hefe Saccha-
romyces cerevisiae und dessen Ankopplung an
den Energie- und Speicherstoftwechsel.
Das Signal des Botenstoffs cAMP wird in
Folge einer Aktivierung der Adenylat-
cyclase gebildet und durch die Wirkung
der Phosphodiesterasen wieder abgebaut.
Ausgelost wird der fiir die Bildung des Sig-
nals entscheidende Teil des Signalweges
entweder durch einen zellexternen Stimu-
lus (z.B. Zugabe von Glucose) oder durch
zellinterne Signalkaskaden unter Mitwir-
kung der RAS-Proteine.

Die allgemeine Aufgabe des cAMPs besteht in
der Aktivierung der Proteinkinase A
(PKA). Hierbei dissoziiert das Tetramer in
die zwei katalytischen und ein Dimer der
regulatorischen Untereinheiten (C und R).
Die katalytischen Untereinheiten kénnen
dann verschiedene Substratproteine phos-
phorylieren. In (07) sind einige der Ziel-
proteine (Enzyme) im Energie- und Spei-
cherstoffwechsel der Hefe dagestellt. In der
Glykolyse ist es zunichst einmal die Phos-
phofructokinase 2 (PFK 2), die die Um-
wandlung des Metaboliten Fructose-6-
phosphat in Fructose-2,6-bisphosphat kata-
lysiert. Das Produkt dieser Reaktion ist sei-
nerseits ein sehr starker Aktivator des gly-
kolytischen Enzyms Phosphofructokinase
1 (PFK 1), das die Umwandlung von Fruc-
tose-6-phosphat in Fructose-1,6-bisphos-
phat katalysiert. Der integrale Effekt dieser
Phosphorylierung und Aktivierung ist
eine Erhohung der Aktivitit des Enzyms
PFK 1, so dass eine Verstirkung des Stoff-
flusses durch die Glykolyse stattfinden
kann, wenn unter den entsprechenden
physiologischen Bedingungen dieses En-
zym einen Einfluss auf die Flusskontrolle
ausiibt. Weitere durch die katalytische
Untereinheit der PKA phosphorylierte
Enzyme findet man im Speicherstoffwech-

sel. Hier kommt es zu einer Aktivierung
der Trehalase, die fiir den Abbau des Spei-
cherstoffes Trehalose verantwortlich ist,
sowie einer Aktivierung der Glykogen-
phosphorylase und Inhibierung der Glyko-
gensynthase, was schlieBlich zum Abbau
des zweiten wichtigen Speicherstofts der
Hefe, des Glykogens, fithrt. Der integrale
Eftekt dieser zellinternen Regulation ist
eine Mobilisierung der Speicherstofte, die
eine Verstirkung des Stoffflusses durch die
Glykolyse bewirkt. Mit dieser Stofttluss-
verstirkung ist eine Zunahme der ATP-
Bildung verkniipft.

Neben diesen Zielproteinen im Energiestoff-

wechsel tibernimmt die aktivierte PKA
auch wichtige Funktionen in der Regula-
tion des Zellzyklus (08). Hier sind vor
allem zwei wichtige Ereignisse herauszu-
stellen. Gemeinsam mit anderen Schliis-
selproteinen der Wachstumsregulation
(TOR) fiihrt der Anstieg der PKA-Aktivitit
zu einer Verstirkung der Proteinbiosynthe-
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Schematische Darstellung der cAMP-
PKA Signaltransduktionskaskade und
ausgewihlte Verbindungen zum Ener-
giestoffwechsel und Zellzyklus. Die
ausgezogenen Linien sind Reaktionen,
die gestrichelten Linien reprasentieren
Stimulationen (—) und Inhibierungen
(T ). Ellipsen sind Proteine, auch
zusatzlich markiert, um Phosphorylie-
rungen anzuzeigen.

Abkiirzungen: Ac: Acetat, Acald:
Acetaldehyd, AcCoA: Acetyl-CoA,
APC: anaphase promoting complex,
ATP: Adenosintriphosphat, C: Kata-
Iytische Untereinheit der PKA,
EtOH: Ethanol, F6P: Fuctose-6-Phos-
phat, F16BP: Fructose-1,6-Bisphos-
phat, F26Bpase: Fructose-2,6-Bis-
phosphatase, Glc: Glucose, G1P:
Glucose-1-Phosphat, G6P: Glucose-6-
Phosphat, Hxk: Hexokinase, PDC:
Pyruvatdecarboxylase, PDH: Pyruvat-
dehydrogenase, PFK1: Phosphofructo—
kinase 1, PFK2: Phosphofructokinase
2, Pyr: Pyruvat, R: Regulatorische
Untereinheit der PKA, TCA: Tri-
carbonsaurezyklus, UDPG: UDP-

Glucose.

Die Phasen des Zellzyklus und dessen

Interaktion mit der Proteinkinase A.
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se, was iiber eine Verkiirzung
der in (08) skizzierten G1-
Phase zu einem Anstieg der
Wachstumsrate der Hefe
tiihrt. Fiir die Verkiirzung
diese G1-Phase ist eine weite-
re Riickkopplung zwischen
PKA und den G1-Cyclinen
von Bedeutung (Baroni et al.,

1994), die schlieBlich fiir den

Startpunkt des Eintritts in
die nichste Zellzyklusphase
(S) relevant ist. Des weiteren
beeinflusst PKA aber auch

Culture

Von der kontinuierlichen Ziichtung der
Ile/l' Saccharomyces cerevisiae
im Bioreaktor iiber die Elutriations-

zentrifugation zu der Auftrennung der

Zellpopulation in verschiedene Fraktio-

nen. Die kleinen Tochterzellen werden
als Inokulum fiir die nachfolgende
Ziichtung einer Synchronkultur heran-

gezogen
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den Austritt aus der Mitose,
in der die Zellteilung erfolgt.
Dieser Einfluss erfolgt ver-
mutlich tiber eine Inhibierung des
Proteinkomplexes APC (anaphase promo-
ting complex), der fiir die zeitliche
Regulation der Trennung der Schwester-
chromatiden verantwortlich ist. Diese bei-
den Schliisselfunktionen der PKA legen die
Vermutung nahe, dass die Konzentration
des auslésenden Signals fiir die PKA-Akti-
vierung, das cAMP, wihrend des Zellzyk-
lus variieren muss.

Diese Vermutung ldsst sich durch gezielte

Messungen der Dynamik der Konzentra-
tion des intrazelluliren Botenstoffes in
sogenannten Synchronkulturen erhirten.
Ausgangspunkt dieser Synchronkulturen
sind zunichst Ziichtungen der Hefe bei
kontinuierlicher Prozesstithrung, d.h. zeit-
lich konstanter spezifischer
Wachstumsrate beziehungs-
weise Verdopplungszeit. Die-
ser Kultur wird eine Probe

e ]
5

" 20
14

entnommen und in einer
speziellen Zentrifugation
(Elutriationszentrifuge) die
Hefezellen in Fraktionen ver-
schiedener ZellgréBen auf-
getrennt (09). Mit der dabei
gewonnenen Fraktion der
kleinsten Tochterzellen wird

¥ & 2 B
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Dynamik der intrazelluliren cAMP-
Konzentration, des Gelvstsauerstoffs,
des Budding Index (Kennzeichnung

der Geburtsnarben; BI) in einer Glu-

cose-limitierten Kultur (Miiller et al.,

2003). Die als Cartoon gekennzeich-
neten Hefezellen zeigen die Zell-

zyklusposition.

anschlieBend ein neuer Pro-
zess unter kontrollierten
Wachstumsbedingungen ge-
startet. Da hierbei alle Zellen
zumindest wihrend eines Zellzyklus das
gleiche Alter haben, spricht man auch von
einer synchronisierten Kultur. In Verbin-
dung mit schneller Probenahmetechnik
(Theobald et al., 1993; Buziol et al., 2002)
lassen sich die zeitlichen Verldufe der intra-
extrazelluliren Metabolite sowie des
cAMPs verfolgen. Die in (10) dargestellten

Ergebnisse bestitigen die Vermutungen
beziiglich des Zeitverhaltens des cAMPs
(Anstieg in der Nihe der S-Phase und rapi-
der Abfall in der M-Phase (Mitose)), um
die Trennung der Zellen sicherzustellen.
Weitere experimentelle Untersuchungen
zeigen, dass der Anstieg des cAMP Signals
zu der erwarteten Mobilisierung der Spei-
cherstoffe der Zelle fiihrt, so dass zusitz-
lich bendstigtes ATP bereitgestellt werden
kann. Die durch die Mobilisierung der
Speicherstoffe bewirkte Verstirkung des
Stoffflusses durch die Glykolyse manife-
stiert sich auch in einer entsprechenden
Erniedrigung des Geldstsauerstoffs. Offen-
bar wird ein Teil des zusitzlichen Stoff-
flusses dem TCA-Zyklus zugefiihrt, was
mit einer Erhchung des Sauerstoftbedarfs
der Kultur einhergeht. Ein weiterer Teil
des zusitzlichen Stoffflusses wird aber {iber
einen sogenannten ,Metabolic overflow*
zum Ethanol umgeleitet, was sich durch
entsprechende Messungen des ausgeschie-
denen Ethanols belegen lisst.

Eine nach wie vor noch nicht zufriedenstel-
lend beantwortete Frage betrifft das Prob-
lem, welcher Stimulus die Aktivitit der
Adenylat-cyclase beziehungsweise der
Phosphodiesterasen in einer zellzyklusab-
hingigen Art und Weise beeinflusst. Vor
dem Hintergrund von Konzepten zur hier-
archischen Strukturierung zellulirer Re-
gulationsnetzwerke scheinen zwei Strate-
gien denkbar. Entweder kommt der Sti-
mulus direkt aus dem Zellzyklus oder aber
der Energiezustand der Zelle greift direkt
in die Regulation ein (,demand control®).
Messungen von Adenin- und Guanin-
nukleotiden wihrend des Zellzyklus
(Miiller et al., unverdffentlichte Unter-
suchungen) zeigen Variationen der Kon-
zentrationen in den verschiedenen Phasen
des Zellzyklus. Auf der Grundlage dieser
Beobachtungen wird derzeit ein direkter
Eingrift des Energiezustandes {iber die in
(07) skizzierte Ras-Kaskade postuliert, die
ebenfalls eine Aktivierung der Adenylat-
Cyclase bewirken kann.

3.3. Entwurf eines modularen Modells
fiir die Kopplung von
Energiestoffwechsel und Zellzyklus

Die Fragestellung der quantitativen Beschrei-
bung des Einflusses des cAMP auf das
Wachstum der Zellpopulation erfordert im
ersten Schritt die mathematische
Modellierung und Simulation auf der Ebe-



ne der Einzelzelle. Um sicherzustellen,
dass das detaillierte biologische Wissen
mdglichst umfassend Berticksichtigung
findet, ist es erforderlich, zunichst auf den
in (01) dargestellten Bottom-up Ansatz
zuriickzugreifen. Dieses Modellierungs-
konzept basiert auf der modularen Struk-
turierung, wozu Funktionsmodule in ge-
eigneter Weise zu definieren sind. Die fiir
das Einzelzellmodell definierten Funk-
tionsmodule sind nebst ihrer Verschaltung
in (11) dargestellt.

Der Funktionsmodul fiir die Signaltransduk-
tion umfasst die fiir die Beschreibung der
Bildung und Abbau des Botenstoffes cAMP
erforderlichen Reaktionen sowie das Teil-
modell fiir die Aktivierung der PKA. Eine
tiir zahlreiche Signaltransduktionsprozesse
charakteristische dynamische Eigenschaft
dieses Signals ist das tiber Riickwirkungen
im System bewirkte adaptive Verhalten. Im
konkreten Fall sind zwei Riickwirkungen
von Bedeutung und im Modell zu beriick-
sichtigen. Wie in (07) bereits skizziert,
wird eine der fiir den Abbau des cAMPs
verantwortlichen Phosphodiesterasen
(Pdel) durch die katalytische Untereinheit
C der PKA via Phosphorylierung aktiviert
(Ma et al., 1999). Eine Verstirkung erfihrt
die Rtickfithrung durch die Einwirkung
der PKA auf die Konzentration des mem-
brangebundenen Adenylat-Cyclase-Kom-
plexes. Die beiden Riickfithrungen bewir-
ken eine Riickstellung des cAMP-Signals
auch unter Bedingungen anhaltender
Stimulation des Signalweges durch extra-
zellulire Glucose. Diese Simulationsergeb-
nisse finden ihre Bestitigung im Experi-
ment. Die Bedeutung des adaptiven Ver-
haltens lisst sich besonders anschaulich an
der Dynamik des cAMP-Signals im Zell-
zyklus erkennen (10). Dem beim Uber-
gang in die S/G2-Phase erkennbaren Maxi-
mum in der Konzentration des cAMPs
folgt ein rascher Abfall, um die fiir die
Regulation der Trennung der Schwester-
chromatiden erforderliche niedrige PKA-
Aktivitit sicherzustellen.

Im Kern des Funktionsmoduls fiir das Stoff-
wechselnetzwerk stehen die bereits frither
am Institut fiir Bioverfahrenstechnik ent-
wickelten und durch Messungen von in-
trazelluliren Metaboliten validierten dy-
namischen Modelle fiir die Glykolyse und
den Pentosephosphat-Shunt (Rizzi et al.,
1997; Vaseghi et al., 1999). Diese wurden
durch Teilmodelle fiir den Speicher-
stoffwechsel (Auf- und Abbaureaktionen

der Trehalose und des
Glykogens) erweitert. Von
besonderer Bedeutung fiir

die Kopplung der

Signaltransduktion mit
dem Stoffwechselnetzwerk
ist die Berticksichtigung
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der Aktivititsinderung der
Enzyme infolge der
Phosphorylierung durch
die katalytische
Untereinheit der PKA. Dies
ldsst sich in den kineti-

schen Ansiitzen dadurch

beriicksichtigen, dass die
Maximalraten beziehungs-
weise Kapazititen der
Enzyme als Funktion der Konzentration
der katalytischen Untereinheit angesetzt
werden:

r=fm{£}_—]f{f"”.ﬁ}

mit E” Vektor der Metaboliten, die die
Reaktionsrate beeinflussen und Parameter-
vektor. Auch bei den hier ablaufenden
Phosphorylierungen der Zielproteine im
Metabolismus beobachtet man adaptives
Verhalten. Die im Modell zu berticksich-
tigenden Riickfithrungen betreffen Phos-
phatasen, die die Zielproteine wieder de-
phosphorylieren. Die nega-

tive Riickfiihrung wird [ 8 Veer e s | o=
durch die experimentell zu & :; a — hon
beobachtende Aktivierung T | O e |
3 [} L FLS T L S T . 5 Wl I
der Phosphatasen durch | e ] LR RN v |
P AL
die katalytische Unterein- wsf - -“* prnms | | iy Tom g
heit der PKA sichergestellt. i e
Tiemp (R Tomay o
Die zwei weiteren in (11) 8 e ]
gezeigten Module betreffen § o —
1 [ TR s
das Zellwachstum und den &:;: I | R | .
Zellzyklus. Das Wachstum e o e e T C— _‘“i’
wird unter Beriicksichti- ! | ) _ \-.

Architektur des durch Aggregation von

verschiedenen Funktionsmodulen resul-
tierenden Einzelzellmodells (1 = spe-
zifische Wachstumsrate, r = Rate der

enzymkatalysierten Reaktion).

gung der Stéchiometrie aid
proportional zu den Stoff-
fliissen, die das Stoffwech-
selmodul verlassen, angesetzt. Das Zell-
zyklusmodell basiert auf einem im Schrift-
tum fiir die Hefe vorgeschlagenen Modell
(Chen et al., 2000; Cross, 2003), das um
einige die PKA betreffenden Reaktionen
erweitert wurde.

(12) zeigt ein exemplarisches Simulations-
ergebnis. Bei dieser Simulation wurde als
dynamischer Eingang in das Modell die
experimentell beobachtete Abhingigkeit
des cAMPs im Zellzyklus (10) in einer
analytischen Funktion abgebildet. Das

phosphorylase, ¢

Tiem [

Simulierte Antwort der PKA und
Enzymaktivitdten »/‘[ir die Produktion
und Degradation des Speicherstoffs
Glycogen als Antwort auf das gemes-
sene cAMP Signal withrend des Zell-
zyklus. AC: Adenylat-Cyclase, Pdel:

Niedrigaffine Phosphodiesterase
)
49]

Blaue Pfeile illustrieren Stimulationen,

rote Pfeile inhibitorische Effekte. 1.,
ist die Reaktionsrate der Glycogen-
y5yu die Rate der

Glycogensynthase.
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Modell beschreibt den Anstieg der Kon-
zentration der katalytischen Untereinheit
der PKA am Gl/S—Ubergang und die hier-
durch bewirkte Aktivierung der Glykogen-
phosphorylase und Inhibierung der Glyko-
gensynthase. Dies bewirkt einen Abfall der
Glykogenkonzentration, Anstieg des gly-
kolytischen Flusses und zusitzlichen ATP-
Gewinn. In der M-Phase sinkt infolge der
fallenden cAMP-Konzentration die PKA-
Aktivitit wieder ab, wihrend die fiir das
adaptive Verhalten der Zielproteinphos-
phorylierung wichtige Phosphataseaktivi-
tit (PP2A) zunimmt. Die simulierte Dyna-
mik der Glykogenkonzentration wihrend
des Zellzyklus stimmt qualitativ mit den
experimentellen Beobachtungen (Sillje et
al, 1997; Miiller et al., 2003) tiberein.

Das integrierte Modell erlaubt eine dynami-
sche Simulation der cAMP abhingigen Re-
gulation des Stoffwechsels und der Pro-
gression des Zellzyklus. Die modulare
Struktur verbindet die Prozesse der Signal-
transduktion, des Stoffwechsels und der
Zellzyklusdynamik auf der Ebene der Ein-
zelzelle. Fiir die natiirlich ebenfalls interes-
sierende Simulation der Dynamik der Zell-
population muss die Dynamik der Einzel-
zellen zu gréBeren Zellensembles aggre-
giert werden. Dieser Ensembleansatz, bei
dem die Spezies zusitzlich tiber ausge-
schiedene und wieder aufgenommene Me-
tabolite oder Signalsubstanzen kommuni-
zieren und interagieren kénnen, hat sich
tiir die quantitative Beschreibung der He-
terogenitit von Zellpopulationen bewihrt
(Henson et al., 2002).

Der hier gezeigte modulare Ansatz, bei dem
das zellulire Geschehen durch eine De-
komposition in Funktionsmodule struktu-
riert wird, ist vielversprechend und fiir
zahlreiche Problemstellungen eine zielge-
richtete Vorgehensweise. Gleichwohl gibt
es auch Einschrinkungen. Nach wie vor
erlaubt die komplexe Verschaltung der
zelluliren Netzwerke keine eindeutige
Definition dieser Module, die hier als ab-
gegrenzte Teilsysteme fiir Submodelle her-
angezogen werden. Ein besonderes Prob-
lem stellen biologische Komponenten dar,
die in Abhingigkeit der Zeit, der subzellu-
liren Lokalisation oder aber auch von zell-
externen Stimuli in unterschiedlichen
Modulen mit unter Umstinden sogar ver-
inderten Funktionen auftreten.

Bei der hier diskutierten Fragestellung gibt es
eine weitere Einschrinkung. Die kiirzlich
am Institut abgeschlossenen experimentel-

len Beobachtungen {iber die zeitlichen Va-
riationen der Konzentrationen der Ade-
nin- und Guaninnukleotide wihrend des
Zellzyklus zeigen eine ausgeprigte Dyna-
mik, die unter Umstinden mit der in (07)
gezeigten Ras-Kaskade wechselwirkt und
auf diese Weise Einfluss auf die Aktivitit
der Adenylat-Cyclase nimmt. Eine solche
direkte Interaktion erlaubt iiber die oben
skizzierte Signaltransduktion in die Aktivi-
titen des Stoffwechsels eine zusitzliche
Energielieferung bei Bedarf, der sich bei-
spielsweise im Absinken der ATP-Konzen-
tration manifestiert. Wihrend diese ,,de-
mokratische® Hierarchie zelluldrer Regula-
tion den Umweg iiber die {ibergeordnete
hierarchische Ebene des Zellzyklus ein-
spart und damit u.U. sehr viel schneller
und effizienter ist, stellt dies fiir die Model-
lierung und Simulation eine erhebliche Er-
weiterung der Komplexitit dar. Besonders
das ATP ist einer der in Abschnitt 1 vorge-
stellten hochvernetzten Knoten (Hubs) im
Netzwerk. Eine Bilanzierung dieser Kom-
ponente lisst sich nicht mehr tiber Sub-
modelle bewerkstelligen und verlangt
demzufolge ein groBskaliges Gesamt-
modell. Zur eftizienteren Losung dieser
schwierigen Fragestellungen im Grenz-
gebiet zwischen den Top-down und Bot-
tom-up Ansidtzen empfiehlt sich unter
Umstinden eine Strategie, bei der ein
detailliertes und leistungsfihiges Modell
einer Funktionseinheit mit einer weniger
detaillierten Beschreibung des Gesamt-
netzwerkes vernetzt wird, um die Dyna-
mik der hochvernetzten Knoten mit hin-
reichender Genauigkeit zu erfassen. Im
Entwurf dieser groBskaligen, deutlich tiber
die Grenzen von Funktionsmodulen hin-
ausreichenden dynamischen Zellmodelle,
wird man sich auf die strukturellen Infor-
mationen zur Topologie der Stoffwechsel-
und Signalnetze stiitzen. °
Klaus Mauch
Dirk Miiller
Matthias Reuss
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