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Editorial

Liebe Leserinnen und Leser,

vor Thnen liegt die erste Ausgabe des neuen
THEMENHEFT FORSCHUNG der
Universitit Stuttgart. Das Themenheft
ist kein Forschungs-Magazin im {iblichen
Sinne, das wissenschaftliche Breite durch
mdglichst viele Themen in einem Heft an-
strebt. Diese Aufgabe erfiillen bereits zahl-
reiche andere Publikationen der Universi-
tit. Ziel des Themenheftes ist dagegen die
ausfiihrliche Vorstellung eines jungen und
zukunftstrichtigen Forschungsgebietes,
das schon bestehenden Fachrichtungen
oder organisatorischen Einrichtungen
nicht ohne weiteres zugeordnet werden
kann. In unserer ersten Ausgabe wird das
fakultits- und institutsiibergreifende Ge-
biet der Systembiologie vorgestellt. Hier
arbeiten Ingenieure, Biologen und System-
wissenschaftler gemeinsam an einem
neuen Verstindnis organischen Lebens.

Die Universitit Stuttgart bietet mit ihrem
Themenheft den jungen und aufstreben-
den neuen Forschungsinitiativen ein
Forum zur Information der Offentlichkeit
und gleichzeitig eine Plattform zur inner-
universitiren Selbstverstindigung. Die in-
haltliche Darstellung neuer Technologien
und Wissenschaftsfelder und ihrer Auswir-
kungen auf Wirtschaft und Gesellschaft
dient damit auch der Profilschirfung der
Universitit.
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Mit dem Konzept fiir dass THEMENHEFT

FORSCHUNG findet eine Veroffent-
lichungsreihe zu einem neuen Gesicht und
neuen Namen, die einmal mit einer revue-
artigen Universititsdarstellung als ,Ball-
broschiire* begann, in der organisations-
orientierten Darstellung aller Fakultiten
fortgesetzt wurde und in den letzten
Jahren mit der Darstellung der Sonderfor-
schungsbereiche und der Simulations- und
Visualisierungstechnologien bereits eine
Wendung zur Darstellung von disziplinen-
und fakultitsiibergreifenden Forschungs-
themen genommen hatte.

Gerade die Darstellung eines noch jungen

Forschungsgebietes fiir die Offentlichkeit
steht in besonderem MaBe vor dem Pro-
blem der Verstindlichkeit. Ich mochte
mich an dieser Stelle bei allen Autoren des
vorliegenden Heftes bedanken fiir die
nicht unerhebliche zusitzliche Arbeit an
dem heute oft geforderten ,Public Under-
standing of Science®. Vielleicht trigt diese
Broschiire ja auch ein wenig dazu bei, tiber
die zahlreichen bestehenden wissenschaft-
lichen Kooperationen und Vernetzungen
hinaus weitere Synergien zwischen den
Fichern, Instituten und Fakultiten anzu-

regen. N
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GruBwort des Rektors

Mitdem THEMENHEFT FORSCHUNG
verfiigt die in der Forschung ausgewiesene
Universitdt Stuttgart nun {iber eine Platt-
form, um innovative wissenschaftliche Ini-

tiativen profiliert herausstellen zu kénnen.

Die Systembiologie gehdrt zu den wichti-
gen strategischen Forschungsimpulsen in
Baden-Wiirttemberg, die zuletzt in einer
Bestandsaufnahme der Landesstiftung un-
ter dem Namen ,Modellierung komplexer
biologischer Prozesse® genannt wurde.
Gerade wegen des in Europa noch beste-
henden frithen Entwicklungsstadium kon-
statiert die Studie fiir diese Wissenschafts-
richtung einen bedeutenden Finanzie-
rungsbedarf. Angesichts der in nahezu al-
len Gebieten der lebenswissenschaftlichen
Spitzenforschung drohenden Gefahr der
Abwanderung vor allem junger Wissen-
schaftler ist es besonders zu begriiien, dass
die Einrichtung eines Zentrums fiir Sys-
tembiologie an der Universitit Stuttgart
vom Land unterstiitzt wird. Das Zentrum
Systembiologie soll als zentrale wissen-
schaftliche Einrichtung fakultitsiibergrei-
fend und interdisziplinir wirken; unter an-
derem durch die Vorbereitung eines Son-
derforschungsbereichs, die Einrichtung
einer International Summer School und
einer Graduate School sowie die Planung
eines eigenen Studiengangs. Stuttgart wird
damit zu einem wichtigen Standort auf
dem bislang vor allem von den USA domi-
nierten Forschungsfeld. Besonders in der
fach- und fakultitsiibergreifenden Integra-
tion von Ingenieurwissenschaftlern, Sys-
temwissenschaftlern und Biologen besitzt
die Universitit Stuttgart eine bundesweit
einmalige Ausrichtung.

Nur eine kleine Auswahl aus dem breiten
Spektrum systembiologischer Forschung
konnte im Themenheft Platz finden, den-
noch spannt sich ein weiter Bogen von der
Komplexitit in Technik und Biologie tiber
den Beitrag der mathematischen System-
theorie, die Rolle der funktionellen Geno-
mik, die Integration von Stoffwechsel- und
Signalnetzwerken, zu Nachweis- und Ver-
folgungstechniken einzelner Molekiile in
der Zelle und das Zusammenspiel von Da-
tenbanken und Modellierung bis zur phi-
losophischen Reflexion tiber die Rolle der
Systembiologie als Paradigma der Technik.

Allen Wissenschaftlern, die an der Finrich-
tung des Zentrums Systembiologie be-
teiligt sind, und auch den Autoren dieses
Themenheftes mchte ich meine Aner-
kennung fiir die bereits geleistete Arbeit
aussprechen. Ein besonderer Dank gilt
jedoch dem Kollegen Matthias ReuB, der
nicht nur die wissenschaftliche Koordina-
tion fiir dieses Heft iibernommen hat, son-
dern vor allem maBgeblich die Einrichtung
des Zentrums Systembiologie mit voran-
getrieben hat. °

i

Prof. Dr.-Ing. Dieter Fritsch
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Forschungsschwerpunkt

Ein jeder Teil hat die
Tendenz, sich einem
Ganzen anzuschlieBen,
um dadurch aus seiner
Unvollkommenheit
herauszukommen.

Leonardo da Vinci

ystembiologie

an der Universitat Stuttgart

Die Biologie hat sich in der Vergangenheit vornehmlich damit be-

fasst, die biologischen Systeme in ihre Komponenten zu zerlegen.

Dabei waren qualitative und beschreibende auf die molekularen

Details ausgerichtete Vorgehensweisen charakteristisch. Diese mole-

kularen Ansatze haben zu aulBerordentlich bedeutsamen Erkenntnis-

gewinnen gefuhrt und sind nach wie vor unverzichtbarer Bestandteil

biologischer Grundlagenforschung.

Vor dem Hintergrund des wiinschenswerten
Erwerbs neuer Erkenntnisse zum Verhal-
ten biologischer Systeme wie aber auch fiir
die Beantwortung bedeutsamer Fragestel-
lungen in der Biomedizin und Bioprozess-
technik stoBen diese reduktionistischen
Betrachtungsweisen indes immer dann auf
konzeptionelle Grenzen, wenn es um das
Verstindnis des biologischen Systems als
Ganzes geht. Diese Grenzen haben ihre
Ursachen zunichst einmal in der unglaub-
lich groBen Zahl von Einzelkomponenten
der Systeme. Eine Rekonstruktion des
Gesamtverhaltens des Systems wiirde aber
eine Verschaltung der Informationen {iber
das dynamische Verhalten simtlicher Ein-
zelbausteine erfordern, was angesichts der
immensen Zahl als nicht realistisch anzu-
sehen ist. Dariiber hinaus wiirde diese
Lbottum-up* Rekonstruktion immer dann
scheitern, wenn das ganzheitliche Verhal-
ten des Systems durch neu hinzutretende
Qualititen charakterisiert ist. Dieses durch
den Begriff der Emergenz gekennzeichnete
Phinomen, bei dem Systemeigenschaften
aus dem Ganzen auftauchen, die nicht
Eigenschaften der individuellen Teile sind,
trifft man in der Biologie auBerordentlich
hiufig an. Von besonderem systembiologi-
schen Interesse sind hierbei vor allem Fra-
gen der Robustheit und Fragilitit groBer
Netzwerke.

Die anerkannten Schwierigkeiten, biologi-

sches Systemverhalten durch Aggregation
aus den Informationen tiber das Kompo-
nentenverhalten zu generieren, stellen
einen treibenden Faktor fiir eine ganzheit-
lich orientierte Systembiologie dar. Weitere
bedeutsame Agenzien fiir diese mit gewis-
ser Vorsicht als Paradigmenwechsel zu be-
zeichnende neue Forschungsrichtung sind
die stiirmischen Entwicklungen neuer
Hochdurchsatztechnologien zur Sequen-
zierung der Genome, experimentellen
Analyse der Expression der genetischen In-
formation, Beobachtung der mannigfalti-
gen Interaktionen zwischen den Proteinen
und ganzheitlichen Messungen von Meta-
boliten. Der durchaus berechtigte Begrift
der ,Datenfluten® spiegelt eindrucksvoll
das unverkennbare Missverhiltnis zwi-
schen Datengenerierung und der auf
Erkenntnisgewinn fokussierten Datenver-
arbeitung wider. Dieses Dilemma der ge-
nomskaligen Hochdurchsatzexperimente
ist zugleich ein wichtiger Impetus fiir sys-
temorientierte Analysen, die es erlauben,
aus dieser ungeheuren Fiille von Daten
neue Erkenntnisse im Sinne eines ,,Reverse
Engineering” zu extrahieren. So darf es
nicht verwundern, dass nur relativ kurz
nach der als Meilenstein der Forschung
gefeierten Verdftentlichung des menschli-
chen Genoms bereits ein erstes Sonderheft



des Wissenschaftsmagazins ,Science® dem

Thema der Systembiologie gewidmet war.

Die Verwendung des Begrifts der Systembio-
logie geht auf den Biologen und Philo-
sophen Ludwig von Bertalanffy (1901—
1972) zurtick, der in den 40er Jahren des
vorigen Jahrhunderts erste Konzepte einer
ganzheitlichen Betrachtung biologischer
Systeme zu einer ,Allgemeinen System-
theorie® weiterentwickelte und diese
schlieBlich als generelles Mandat gegen die
Fragmentierung von Wissen in den Wis-
senschaften ausbaute. Diese allgemeine
Systemtheorie wurde sehr bald insbeson-
dere von der Kybernetik aufgegriffen und
zu der eigentlichen mathematischen Sys-
temtheorie weiterentwickelt. In der ak-
tuellen Systembiologie, die dank der er-
wihnten experimentellen Methoden und
den bahnbrechenden Erkenntnisgewinnen
auf eine ganz neue Qualitit biologischer
Forschung zuriickgreifen kann, liefern
nunmehr vor allem im Bereich der mathe-
matischen Modellierung und Simulation
diese mathematisch fundierten Methoden
der Systemtheorie entscheidende Beitrige.

An der Universitit Stuttgart wurden die
Méglichkeiten, durch interdisziplinire
Zusammenarbeit zentrale Fragestellungen
der Biologie mit systembiologischen Me-
thoden zu adressieren, bereits sehr friih-
zeitig erkannt und systematisch weiterent-
wickelt. Derzeit hat die Universitit in der
fach- und fakultitsiibergreifenden inter-
disziplindren Integration der Bio-, System-
und Ingenieurwissenschaften ein bundes-
weites Alleinstellungsmerkmal. Der An-
satz in Stuttgart entspricht den an fithren-
den amerikanischen Universititen ver-
folgten Strategien der transdisziplindren
Verbindungen zwischen Bio- und Inge-
nieurwissenschaften.

Neben der zentralen Rolle der mathemati-

schen Modellierung und Simulation kom-
plexer zellulirer Netzwerke kommt der
Weiterentwicklung der experimentellen
Methoden, um die fiir die Modellverifizie-
rungen notwendigen quantitativen Daten
zu ermitteln, groBe Bedeutung zu. Hierzu
gibt es im Rahmen des interdiszipliniren
Forschungsschwerpunkts Systembiologie
zusitzlich wichtige Beitrige aus den Fach-
richtungen der Biochemie, Biologie und
Physik. Im Zusammenhang mit diesen
notwendigen quantitativen Daten gibt es
sehr enge Kooperationen zwischen den
Modellierern und experimentellen Ar-
beitsgruppen. Diese Vernetzung zielt auf
die Weiterentwicklung der Methoden der
optimalen Versuchsplanung fiir Fragen der
Systemidentifikation und Modelldiskrimi-
nierung.

Es ist vorgesehen, die auBerordentlich giins-

tigen Voraussetzungen beziiglich der inter-
disziplindren Vernetzungen zwischen Bio-,
System- und Ingenieurwissenschaften wei-
ter auszubauen und nachhaltig in den uni-
versitiren Strukturen zu verankern. Als
InfrastrukturmaBnahme und organisatori-
scher Rahmen fiir die zukiinftige Vernet-
zung systembiologischer Aktivititen an
der Universitdt Stuttgart ist daher die
Griindung eines Zentrums fiir Systembio-
logie geplant. Fiir dieses Zentrum wird
derzeit ein Forschungsprogramm initiiert,
dessen Schwerpunkte auf neue Ansitze
zur Integration von System- und Biowis-
senschaften fiir die Analyse und das Design
biologischer Systeme fokussiert sind. ®

Matthias Reufp
Institutﬁir Bioverﬁzhrenstechnik
Universitit Stuttgart

EINLEITUNG |B=)
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Tech

wiagendt®

omplexitit in
nik und Biologie

Viele Veranderungen unseres taglichen Lebens sind dadurch

bedingt, dass die Komplexitat technischer Prozesse immer weiter

wachst. Ein typisches Beispiel ist das Internet, das mit seinen vielfal-

tigen Moglichkeiten die traditionellen Lebensgewohnheiten nachhaltig

verandert. Weitere Beispiele sind Verkehrssysteme und hochautoma-

tisierte industrielle Produktions- und Fertigungsprozesse.

Deren zunehmende Komplexitit stellt na-
tiirlich neue und erhéhte Anforderungen
an die Ingenieur- und Systemwissenschaf-
ten. So sind Methoden und Werkzeuge zu
entwickeln, die es gestatten, komplexe
technische Prozesse so zu gestalten, dass sie
bestimmte strukturelle Eigenschaften auf-
weisen. Eine besonders wichtige Struktur-
eigenschaft ist die Robustheit. Der Entwurf
eines komplexen Systems muss sicher-
stellen, dass dessen erwiinschte Funktio-
nalitit moglichst auch dann aufrecht
erhalten wird, wenn sowohl Fehlerquellen
im Innern als auch Stérungen in der Um-
gebung wirksam werden. Bei der Sicher-
stellung einer robusten Funktionalitit
kommt der Sensortechnik, der Signal-
iibertragung und vor allem der Regelung
eine zentrale Bedeutung zu. Zu den wich-
tigsten Konzepten, die zur Anwendung
kommen, um die Komplexitit technischer
Prozesse zu beherrschen, gehoren:

® Modularisierung,

® Hierarchische Strukturierung der Rege-
lungen,

® Redundanz und Diversitit.

Beispiele fiir nichttechnische komplexe Sys-
teme sind in der Biologie in zahlreichen
Formen zu finden. Betrachtet man z.B. das
Verhalten einer prokaryotischen oder
eukaryotischen Zelle etwas genauer, so ge-
winnt man den Eindruck, dass die Forde-

rungen, denen man bei der Gestaltung
komplexer technischer Prozesse zu genti-
gen versucht, im Falle biologischer Zellen
in vorbildlicher Weise erfiillt sind. Aller-
dings sind die Konzepte, die dem ganzheit-
lichen Verhalten zellulirer Systeme zu-
grunde liegen, heute noch wenig verstan-
den. Klar scheint aber zu sein, dass diese
Systeme eine natiirliche Modularitit besit-
zen. Dies bedeutet, dass sie aus interagie-
renden Funktionseinheiten des Stoffwech-
sels, der Signaltransduktion und der Regu-
lation aufgebaut sind, die deutlich vonein-
ander abgegrenzt werden kénnen und
durch einen gewissen Grad an Autonomie
gekennzeichnet sind. Die Granularitit der
Module ist durch die SkalengroBe der je-
weiligen Skalierungsebene bestimmt, auf
der man die Modularitit eines zelluliren
Systems betrachtet. Typisch fiir diese Sys-
teme ist auch, dass ihre Regulationen
einen hierarchischen Aufbau besitzen.
SchlieBlich gibt es auch im Bereich des
Stoffwechsels redundant angelegte Stoff-
wechselwege. Bei der Erfassung sensoriel-
ler Informationen kommt weiter ein brei-
tes Spektrum an Moglichkeiten zum Ein-
satz, Reize in Signale umzusetzen (Diver-
sitit).

Abgesehen vom deutlichen Unterschied im
Grad ihrer Komplexitit besteht also zwi-
schen biologischen Systemen und komple-
xen technischen Prozessen ein gewisses



MaB an Ahnlichkeit und Verwandtschaft.
Aus diesem Grunde darf man erwarten,
dass die in den System- und Ingenieurwis-
senschaften entwickelten Methoden und
Werkzeuge fiir die Analyse und Gestaltung
komplexer technischer Prozesse auch zum
besseren Verstindnis biologischer Systeme
wichtige Beitrige liefern konnen.

Betrachtet man den gegenwirtigen Stand
der Forschung in der Molekularbiologie,
so muss man zunichst einmal die unge-
heuren Fortschritte bewundern, die diese
Disziplin in den letzten Jahren erzielt hat.
Die Aufklirung des menschlichen Genoms
ist sicherlich der spektakulirste einer Viel-
zahl von Meilensteinen, die immer tieferen
Einblick in die molekularen Prozesse zellu-
lirer biologischer Systeme ermdglichen.
Man stellt aber auch fest, dass das heute
verfiigbare biologische Wissen noch immer
vorwiegend qualitativer und beschreiben-
der Natur ist und dass die Forschung pri-
mir auf ein besseres Verstindnis des mole-
kularbiologischen Details ausgerichtet ist.
So kommt z.B. der Aufklirung der indivi-
duellen Wechselwirkungen dieser Kompo-
nenten bei der zelluliren Regulation und
Signaltransduktion eine besondere Bedeu-
tung zu. Was aber bisher stark vernachlis-
sigt wurde ist die Analyse ganzheitlicher
Verhaltensmechanismen komplexer Netz-
werkstrukturen, die sich aufgrund des Zu-
sammenwirkens einer groBeren Anzahl
miteinander vernetzter molekularer Kom-
ponenten (Gene, Proteine, Metabolite) er-
geben. Rein gedanklich sind diese Verhal-
tensmechanismen nicht mehr nachvoll-
ziehbar. Hier braucht man das Hilfsmittel
der mathematischen Modellierung. Nur so
gelingt es, das heute verfiigbare biologi-
sche Wissen mit einer systemwissenschaft-
lich orientierten Denkweise zu verbinden.
Allerdings bedeutet diese system- und sig-
nalorientierte Betrachtung von zelluliren
Systemen auch, dass damit der Weg hin zu
einer stirker quantitativ orientierten Bio-
logie beschritten werden muss. Dieser Weg
wird dadurch erleichtert, dass in den letz-
ten Jahren ginzlich neue Analysemetho-
den entwickelt werden konnten. Mit der
sogenannten DNA-Chip-Technologie ist es
z.B. mdoglich, das Expressionsprofil mehre-
rer tausend Gene parallel und rasch zu
bestimmen. Diese Information ist wichtig,
um komplexe Regulationsstrukturen im
Sinne eines reverse engineering aufkliren zu
kénnen.

1. Modulare
Strukturierung

TECHNIK UND BIOLOGIE

ZUSAMMENFASSUNG s

Zur Beherrschung komplexer technischer Prozesse

Am Beispiel einer bakteriel-
len Zelle (01) soll nun ein
Strukturierungskonzept
erliutert werden, das —im
Sinne einer Nachbildung
der natiirlichen Modulari-
tit — der Modellierung zel-
lulirer Systeme zugrunde
gelegt werden kann. Dieses
Konzept ist auch die Basis,
um den hohen Stellen-
wert, der ganz allgemein
der Regelung in biologi-
schen Systemen zukommt,
verdeutlichen zu konnen.

Der bekannteste Vertreter
einer prokaryotischen
Zelle ist das Darmbakteri-
um Escherichia coli, das sich
in der molekularbiologi-
schen und genetischen
Forschung einer groBen
Beliebtheit erfreut. Dieses
einfache® Bakterium be-
sitzt {iber 4800 Gene und
verfiigt tiber etwa 50 Stoff-
wechseleinheiten, bis zu
100 genetisch gesteuerte
Regulationsnetzwerke, ca.
2500 Proteine und Enzyme
und ca. 50—70 Sensoren
einschlieBlich der zugehs-
rigen signalverarbeitenden
Elemente [1, 2, 3]. Aus einer abstrakt sys-
temtheoretischen Sicht lisst sich das ganz-
heitliche Verhalten einer solchen bakteri-
ellen Zelle durch das Zusammenwirken
dreier sehr komplexer Netzwerke, eines
Stoffwechselnetzwerks, eines Regulations-
netzwerks und eines Netzwerks der Signal-
transduktion beschreiben (02). In ihrem
Zusammenwirken bilden diese drei Netz-
werke eine autonome Einheit, die in der
Lage ist, sich in sehr effizienter Weise ver-
inderten Umgebungsbedingungen anzu-
passen [4, 5, 6].

1.1. Stoffwechselnetzwerk

Zunichst sei das Stoffwechselnetzwerk etwas
detaillierter betrachtet. Es umfasst eine
Vielzahl vorwiegend enzymatischer Reak-
tionsschritte, die ausgehend von den
Substraten zur Bildung zelluldrer Struktu-
ren fithren. Im Zuge der Zellteilung wer-

kommen heute in den Systemwissenschaften vor
allem die Konzepte der Modularisierung, der hie-
rarchischen Strukturierung sowie der Redundanz und
Diversitit zum Einsatz. Abgesehen vom Grad der
Komplexitat besteht zwischen biologischen Systemen
und komplexen technischen Prozessen ein gewisses
Maf an Abhnlichkeit und Verwandtschaft. Aus die-
sem Grunde darf man erwarten, dass die in den
System- und Ingenieurwissenschaften entwickelten
Methoden und Werkzeuge auch zum besseren Ver-
standnis biologischer Systeme wichtige Beitriige lie-
fern konnen. Die system- und signalorientierte Be-
trachtung von zelluldren Systemen betritt damit den
Weg hin zu einer stiirker quantitativ orientierten
Biologie. Am Beispiel einer bakteriellen Zelle wird
in diesem Beitrag ein Strukturierungskonzept vorge-
stellt, das — im Sinne einer Nachbildung der natiir-
lichen Modularitit — der Modellierung zelluldrer
Systeme zugrunde gelegt werden kann. Aus system-
theoretischer Sicht wird das ganzheitliche Verhalten
der Zelle durch das Zusammenwirken dreier sehr
komplexer Netzwerke, eines Stoffwechselnetzwerks,
eines Regulationsnetzwerks und eines Netzwerks der
Signaltransduktion beschrieben. Die Modularisie-
rung des bakteriellen Systems in Funktionseinheiten
begrenzter Autonomie ist die Basis der Modellie-
rung ganzheitlicher Verhaltensmechanismen. Dabei
kommt der richtigen Abgrenzung einer Funktions-
einheit und der Identifikation von Schliisselgrbﬁen,
die das Verhalten der Module charakterisieren, eine
entscheidende Bedeutung zu.
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Signalorientierte Darstellung

einer bakteriellen Zelle
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Stoffwechselnetzwerk

den diese Strukturen dann zu einer Toch-
terzelle zusammengesetzt. Zusitzlich ent-
stehen bestimmte Produkte, die in die Um-
gebung ausgeschleust werden. Ordnet
man die Reaktionen des Stoffwechselnetz-
werks entsprechend ihrer Funktion im
Metabolismus, so lisst sich dieses Netzwerk
wie in (03) gezeigt, in kleinere Stoftwech-
seleinheiten zerlegen:

die Transportreaktionen ermdglichen die
Aufnahme und Riickhaltung von Nihr-
stoffen sowie das Ausschleusen von Pro-
dukten;

durch die Reaktionen des Katabolismus
werden die Substrate in kleinere Molekiile,
die sogenannten Precursor zerlegt. Darii-
ber hinaus dienen diese Reaktionen der
Gewinnung von Energie und Reduktions-
kraft;

durch die Monomersynthese werden die
Precursor transformiert in Zellbausteine
wie Nukleotide, Aminosiuren, Zucker
und Fettsiuren;

durch die Polymerisationsreaktionen wer-
den ausgehend von Zellbausteinen Makro-
molekiile wie z.B. DNA, RNA und Prote-
ine gebildet;

Katabolismus und Glykolyse

¢ durch die Assembly-Reaktionen werden

Makromolekiile chemisch modifiziert, zu
vorbestimmten Stellen in den Zellen
transportiert und dort zu zelluliren
Strukturen wie z.B. Membranen, Poly-
somen und Nukleoid verkniipft;

® alle Metabolite, die Energie und Reduk-

tionskraft reprisentieren, werden ebenso
wie die Alarmone und Coenzyme einer
eigenen Stoffwechseleinheit zugeordnet.
Damit wird beriicksichtigt, dass diese Me-
tabolite im Gegensatz zu den {ibrigen
Metaboliten des Stoffwechselnetzwerks an
einer Vielzahl von Reaktionen beteiligt
sind. Diese Beteiligung kann entweder als
Reaktand oder als Katalysator erfolgen.

Fokussiert man nun auf den Block des Kata-

bolismus, so lisst sich dieser Block wie in
(04) gezeigt, in noch kleinere Unterein-
heiten wie z.B. die Glykolyse, den Pentose-
Phosphat-Weg (PPW) und den Zitronen-
siurezyklus (TCA) zerlegen. Der letzte
Schritt der Zerlegung wird am Beispiel der
Glykolyse gezeigt. Er fiihrt auf die Ebene
elementarer struktureller Modellbaustei-
ne. Zwei unterschiedliche Klassen dieser
Bausteine sind fiir eine Dekomposition der

Glykolyse erforderlich:

* Stoffspeicher, als elementare Kompo-

nenten,

* Stoffwandler, als elementare Verkniip-

fungselemente in Form enzymkatalysier-
ter Reaktionsschritte.

1.2. Regulationsnetzwerk

Betrachtet man nun das in (05) dargestellte
Regulationsnetzwerk, so verfiigt dieses
tiber eine groBe Anzahl von Enzymen und
Regulatorproteinen, deren Aufgabe darin
besteht, die Stofffliisse des Stoffwechsel-
netzwerks unabhingig von sich indernden
Umgebungsbedingungen auf eine genaue
Selbstreproduktion der Zelle auszurichten
[7]. Um geeignete Stellsignale z.B. in Form
von Enzymmengen und Enzymaktivititen
zu generieren, stehen dem Regulations-
netzwerk Sensorsignale zur Verfiigung,
die Informationen iiber den aktuellen
Zustand des Stoffwechselnetzwerks und
des Netzwerks der Signaltransduktion
beinhalten. Die Darstellung des Regulati-
onsnetzwerks als Pyramide in (05) soll die
ausgeprigte hierarchische Strukturierung
bakterieller Regulationen verdeutlichen.
Auf der untersten Ebene, der sogenannten
metabolischen Ebene, erfolgen die Stellein-
griffe durch allosterische oder kovalente
Modifikationen der Enzymaktivititen in-
nerhalb von Millisekunden. Die Zelle ist
damit in der Lage praktisch ohne Verzige-
rung auf Verdnderungen ihrer Substrat-
versorgung und auf andere Reize aus der



Umgebung zu reagieren. Die Regulations- tierenden Phase ab und sind immer irre-
vorginge dieser Ebene haben primir loka- versibel. Charakteristisch ist, dass in Rich-
len Charakter und beschrinken sich damit tung hoherer Hierarchieebenen der Regu-
jeweils auf sehr begrenzte Bereiche des lation eine Verdichtung der Messinforma-
Stoffwechselnetzwerks. tionen erfolgt und dass in umgekehrter

Der metabolischen Regulationsebene iiber- Richtung die Steuersignale immer stirker
geordnet ist die Ebene der genetischen detailliert werden. Wihrend fiir die Ebene
Regulation. Hier erfolgt die koordinierte des Zellzyklus im Wesentlichen diskrete
Produktion von Enzymen und Regulator- Entscheidungsprozesse bestimmend sind,
proteinen durch die im Minutenbereich haben die Steuersignale der unteren Regu-
verhiltnismiBig langsam ablaufenden Pro- lationsebenen primir zeitkontinuierlichen
zesse der Genexpression. Damit ist der Charakter.

Zeithorizont der Regulation auf der gene-
tischen Ebene deutlich linger als derjenige 1.3. Netzwerk der Signaltransduktion
der metabolischen Ebene.
Wichtig erscheint, dass die genetische Ebene  Der Informationsaustausch zwischen der Fi -
in sich selbst bereits hierarchisch struktu- Zelle und ihrer Umgebung erfolgt tiber et I e

el S, P iy 3
riert ist. Die Basiseinheit der Genexpres- das Netzwerk der Signaltransduktion. r - .'._ .';!'L__._._.-:.
sion ist das Operon. Mehrere Operons wer- Reize aus der Umgebung werden tiber ; . e
den durch ein {ibergeordnetes Regulator- membrangebundene Rezeptoren aufge- T — —
protein, ein sogenanntes Regulon koordi- nommen, verarbeitet und an das Regula- e s gz 4 2 B
niert gesteuert. Eine hierarchisch noch ho- tionsnetzwerk weitergegeben, das dann =
here Einheit ist das Modulon. Dieses Regu- entsprechende Stelleingriffe z.B. in das frovamm -—--—-j'l, —
latorprotein fasst eine mehr oder weniger Stoftwechselnetzwerk vornimmt. Diese p— |
groBe Anzahl von Regulons zu einer be- Stelleingriffe fithren auch zu Antwortsig-
reits sehr komplex strukturierten Regula- nalen der Zelle an ihre Umgebung. Auch N |
tionseinheit zusammen. Einem Modulon das Netzwerk der Signaltransduktion ist Regulationsnetzwerk
ldsst sich in der Regel eine bestimmte phy- durch eine modulare Strukturierung ge-
siologische Aufgabenstellung zuordnen. Es kennzeichnet. Eine wichtige Frage ist, ob
ist in der Lage die untergeordneten Expres- dieses Netzwerk aus einem begrenzten Satz
sionseinheiten koordiniert zu aktivieren immer wiederkehrender Grundbausteine
oder zu inhibieren. Der Graph in (05) der Signaltransduktion aufgebaut ist, die
zeigt, dass die Informationsiibertragung in durch elementare Formen ihres Ubertra-
einer solchen Regulationseinheit nicht nur gungsverhaltens gekennzeichnet sind.
vom Modulon ausgehend von oben nach Ein schon etwas komplexerer Grundbaustein
unten erfolgt, sondern dass Riickfiihrun- der Signaltransduktion ist das in (06) dar-
gen auch eine Signaliibertragung in umge- gestellte Zweikomponentensystem. Es ist
kehrter Richtung bewirken. aus den beiden Komponenten ,Sensor*

Die oberste Ebene des Regulationsnetzwerks und ,Antwortregulator” aufgebaut. Dem Schematische Darstellung vom Aufbau
kann man als Leitebene interpretieren. Sie Sensor entspricht in der Regel ein mem- eines Zweikomponentensystems
ist entscheidend durch das Verhalten des brangebundenes Sensorprotein, welches
Zellzyklus bestimmt. Der Zellzyklus hat aus zwei Dominen aufgebaut ist. Die In-
die Funktion einer periodisch arbeitenden putdomine ragt dabei durch die Zellmem-

Programmablaufsteuerung der zelluliren bran, so dass extrazellulire Reize aufge-
Prozesse. Ziel dieser Ablaufsteuerung ist nommen werden kénnen. Die Wahrneh-
die Herstellung méglichst exakter Kopien mung eines Reizes durch den Sensor fiihrt
einer Zelle durch Mitose (Zellteilung). Der zu einer Konformititsinderung des Pro-
bakterielle Zellzyklus besteht aus drei dis- teins, welches die Transmitterdomine zur
kreten Phasen (05). In der B-Phase erfolgt Autophosphorylierung befihigt. Die Sig-
das Massenwachstum der Zelle. Ist ein be- naltransduktion erfolgt durch Phospho-
stimmter Reifezustand erreicht, so beginnt rylierung des Antwortregulators. Dabei
mit dem Umschalten in die C-Phase die handelt es sich um ein im Zytoplasma ge-
Replikation der DNA. Die Mitose selbst, I6stes diffusibles Protein, das hiufig als
also die Zellteilung, erfolgt in der D-Phase. Aktivator oder Repressor an die DNA bin-
Die Uberg'zinge von einer Phase zur nich- det. Eine Dephosphorylierung des

sten hingen strikt von der korrekten Be- Antwortregulators entspricht einer

endigung aller Funktionen der gerade exis- Signalléschung.
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1.4. Zellulidre Funktionseinheiten

Verschaltet man eine Untereinheit des Stoff-
wechselnetzwerks mit der ihr zugeordne-
ten Untereinheit des Regulationsnetz-

werks und verfihrt man in

gleicher Weise mit einer Un-
tereinheit des Netzwerks der

. Signaltransduktion, so erhilt

man die in (07) dargestellten

| beiden Klassen geregelter zel-

luldrer Funktionseinheiten.

Klassen zellulirer Funktionseinheiten

Bei geeigneter Abgrenzung
sind diese Einheiten durch
ein gewisses MaB an Autono-
mie ihres Verhaltens gegen-
tiber ihrer Umgebung gekennzeichnet.
Erst aufgrund dieser begrenzten Autono-
mie macht es Sinn ein solches Teilsystem
als autarke zellulire Funktionseinheit zu-
nichst weitgehend unabhingig vom Rest
einer Zelle zu untersuchen. Der in diesem
Sinne richtigen Abgrenzung
einer Funktionseinheit
kommt damit eine entschei-

| By B g e dende Bedeutung zu. Da zur
/ \ 1 /= Zeit noch keine systemtheo-
== | = | retischen Methoden und
Bawftens. | ! ] ! mesm  Werkzeuge zur Verfligung
th=y e LY -'I — A My e . - .
II_':,_ s U h stehen, um eine Zelle in
s - s r 1 geeigneter Weise in zellulire
e W =
L e Hii i S -
ek e fun tionseinheiten }zlu zer
" T - egen, muss man sich mit
[t ] [ St ] 8

den folgenden intuitiven
Abgrenzungskriterien begnii-
gen:

¢ Physiologische Funktion: Komponenten
einer Funktionseinheit erfiillen durch
Zusammenwirken eine physiologische
Funktion (Nahrungsaufnahme, Atmung,
Sporulation, Stressbewiltigung).

® Genetische Struktur: Gene einer Funk-
tionseinheit werden koordiniert exprimiert
(Operon, Regulon, Modulon).

® Regulation: Funktionseinheit enthilt ge-
schlossene Regelkreise, die im Sinne einer
Verhaltensreduktion ihr Eigenverhalten
préigen.

¢ Signaltransduktion: Komponenten einer
Funktionseinheit bilden ein Netzwerk von
Ubertragungsgliedern zur Verarbeitung
und Integration von Signalen.

Um zellulire Verhaltensmechanismen ganz-
heitlich zu untersuchen, kann man zu-
nichst mit der Modellierung verhiltnis-
miBig einfacher Funktionseinheiten begin-
nen, um diese dann zu héher strukturier-

ten Funktionseinheiten zu vernetzen. Die
mit dieser Vernetzung verbundene Zunah-
me der strukturellen Komplexitit muss
sich allerdings nicht in einer entsprechen-
den Zunahme der Verhaltenskomplexitit
duBern. Der Grund dafiir sind meist {iber-
geordnete Regulationen, die mit der fort-
schreitenden Vernetzung zur Wirkung
kommen und auf diese Weise zu einer
Eingrenzung und Fokussierung der mogli-
chen Verhaltensmechanismen fiihren.
Diese Wirkung der Regulation ldsst erwar-
ten, dass zellulidres Verhalten auch bei
zunehmender struktureller Komplexitit
mit {iberschaubaren reduzierten Modellen
beschrieben werden kann. Die mit der
fortschreitenden Vernetzung wirksam wer-
denden Regulationen sind auch die Ur-
sache dafiir, warum das Verhalten detail-
lierter Modellstrukturen oft eine hohe Ro-
bustheit gegeniiber Verinderungen einer
Vielzahl ihrer Parameter aufweist. Der Ver-
such zellulires Verhalten ganzheitlich zu
modellieren, muss deshalb auch nicht an
der Beschaffung einer kaum noch tiber-
schaubaren Anzahl reaktionskinetischer
und thermodynamischer Parameter schei-
tern, die im Falle molekularbiologisch de-
taillierter Strukturen zellulirer Funktions-
einheiten bendtigt werden. Stattdessen
wird es wichtig sein, diejenigen Schliissel-
parameter zu identifizieren, die fiir die
Beschreibung der ganzheitlichen Verhal-
tensmechanismen bestimmend sind.

2. Schlussfolgerungen

Die bisherigen Ausfiihrungen sollten ver-

deutlichen, dass zwischen dem Aufbau zel-
lulirer biologischer Systeme und dem
Aufbau komplexer technischer Prozesse
gewisse Ahnlichkeiten bestehen. So zeigt
z.B. (08) Analogien, die zwischen einer
bakteriellen Zelle und einem technischen
Produktionsprozess bestehen. Die Konzep-
te, die sich einerseits im Laufe der Evolu-
tion zelluldrer biologischer Systeme her-
ausgebildet haben und die andererseits von
Ingenieuren angewendet werden, um
komplexe technische Prozesse so zu gestal-
ten, dass diese trotz ihrer Komplexitit
beherrschbar bleiben, sind durchaus mit-
einander verwandt. Modularitit, hierarchi-
sche Strukturierung der Regulationen,
Redundanz und Diversitit gehdren offen-
sichtlich zu den unverzichtbaren Gestal-
tungsmerkmalen der Systeme und Prozes-
se in beiden Bereichen.



Zellulire Funktionseinheiten sind dadurch

gekennzeichnet, dass sie eine Vielzahl mo-
lekularbiologischer Komponenten enthal-
ten, die in komplexer Weise miteinander
vernetzt sind. Das Zusammenwirken die-
ser Komponenten kénnte nicht auf eine
bestimmte physiologische Funktion ausge-
richtet sein und miisste im Chaos enden,
wenn nicht auf der Basis sensorieller Infor-
mationen hoch effiziente Regulationsvor-
ginge eine zielgerichtete Funktionsweise
nicht nur ermdglichen, sondern trotz
Storeinfliissen auch aufrecht erhalten
wiirden. Die komplexen molekularbiologi-
schen Strukturen miissen also auch leis-
tungsfihige Signaltransduktionen und
Regulationen umfassen, um ihre Funktion
tiberhaupt wahrnehmen zu kénnen. Will
man also biologische Systeme in ihrem
Verhalten verstehen, so reicht eine Erfor-
schung aus rein molekularbiologischer
Sicht nicht aus. Die zentrale Bedeutung,
die der Signaltransduktion und Regulation
im Hinblick auf die Funktionalitit zelluli-
rer Funktionseinheiten zukommt, ver-
langt auch eine Analyse ihres dynami-
schen Verhaltens aus systemtheoretischer
Sicht. Insbesondere ganzheitliche Verhal-
tensmechanismen lassen sich nur dann
wirklich verstehen, wenn sie auf der
Grundlage molekularbiologisch fundierter
Modelle einer systemtheoretischen Ana-
lyse unterzogen werden. Hier existieren
heute noch erhebliche Defizite, die darauf
zurtickzufiihren sind, dass sich die Biologie
nur zégernd einer quantitativen Betrach-
tungsweise 6ffnet. Unter den Begriffen
wSystembiologie® und ,Biosystemtechnik®
ist aber in jlingster Zeit ein Prozess des
Umdenkens deutlich erkennbar.

Nach diesen Uberlegungen versteht es sich
von selbst, dass eine interdisziplinire Zu-
sammenarbeit der Biologie mit den Sys-
tem- und Ingenieurwissenschaften im Hin-
blick auf ein verbessertes Verstindnis zel-
lulirer Funktionseinheiten auBerordent-
lich lohnend sein muss. Vor allem ist es das
system- und regelungstheoretische Gedan-
kengut, das in diesem Sinne wichtige Bei-
trige zu leisten vermag, um ganzheitliches
Verhalten biologischer Systeme besser zu
verstehen. So fiihrt die Anwendung sys-
tem- und regelungstheoretischer Metho-
den und Werkzeuge auch in der Biologie
zu neuen Einsichten in die Prinzipien, die
der Gestaltung zelluldrer Systeme zugrun-
de liegen. Besonders niitzlich erscheint an
dieser Stelle die Entwicklung eines virtuel-

len biologischen Labors,
dessen interdisziplindrer
Aufbau aus (09) hervor-
geht. Mittels computer-
gestiitzter Modellierung
und Simulation kann
man in einem solchen
Labor in d#hnlicher Weise
experimentieren wie mit
biologischen Systemen
der realen Welt. Die in
(08) dargestellten Analo-
gien zwischen einer Zelle
und einem chemischen
Produktionsprozess legen
es nahe, auch dariiber

nachzudenken, ob die zel-

luldren Regulationskon-
zepte nicht geeignet sind,
um die Leittechnik tech-
nischer Produktionsanla-
gen wesentlich zu verbes-

sern. ® Ernst Dieter Gilles
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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 Geschmaéahten.

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

STOFFWECHSEL- UND SIGNALNETZWERKE

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 zellulirer 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 of modules from sig-
nal transduction and metabolism is exemplified by
the cell cycle and energy metabolism in the yeast
Saccharomyces cerevisiae.

Svareus BaLoor
Holisikc Description of Cellular Funcilons
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iiber die notwendigen Details beziiglich
der zu beriicksichtigenden 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.

[
it e
-t LIy Linpout;
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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 s“";‘“tvunv.[nx:lu‘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.
sigll;lling—gate\\';l}'.()rg)‘

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
Vertiigung (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-
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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

STOFFWECHSEL- UND SIGNALNETZWERKE

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 enthilt 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 verdndert,
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 abhiingig (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
wiithrend 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 Speicherstoffwechsel.
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-
cherstoftwechsel 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 lisst 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
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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
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Dynamik der intrazelluliren cAMP-
Konzentration, des Geldstsauerstoffs,
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 bertick-
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 Riickfithrung 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
)
4a]

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 zellulirer 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 Ansitzen empfiehlt sich unter
Umstinden eine Strategie, bei der ein
detailliertes und leistungstihiges 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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Sein oder Nichtsein?

Mathematische Systemtheorie

zur Analyse

Biologischer Signalverarbeitung

u3.

alba

1. Uberblick

Die mathematische Modellierung von Sig-
naltransduktionsprozessen stellt besondere
Herausforderungen an die Systembiologie.
Das zu Grunde liegende komplexe dyna-
mische Verhalten erfordert andere Heran-
gehensweisen als sie z.B. bei der Modellie-
rung von Stoffwechselvorgingen ange-
wendet werden kénnen. Im Rahmen des
Sonderforschungsbereichs 495 , Topologie
und Dynamik von Signalprozessen® haben
es sich die beteiligten Institute zum Ziel
gesetzt, anhand der vom Zytokin Tumor
Nekrose Faktor (TNF) ausgeldsten Signal-
wege prinzipielle Funktionsweisen zu ver-
stehen, aber auch Antworten auf spezifi-
sche Fragen zu finden. TNF ist ein wichti-
ges inflammatorisches Signalmolekiil, wel-
ches in Zellen so verschiedene Prozesse wie
deren Aktivierung, Zellteilung oder den
programmierten Zelltod auslésen kann.
Damit vermag TNF iiber Sein oder Nicht-
sein von Zellen zu entscheiden. Obwohl
man in Literaturdatenbanken bis zu

|

100.000 Eintrage findet, die sich mit der
Wirkweise von TNF auseinandersetzen,
bestehen noch viele offene Fragen. Ein
Kernproblem beruht in der ungeheuren
Komplexitit der TNF-Signaltransduktion,
wobei hier mathematische Modelle helfen
konnen, die komplexen Wirkweisen besser
zu verstehen. Dabei ist die Modellierung
aber nur ein Aspekt, denn erst die Analyse
der gewonnenen Modelle bringt tiefere
Einblicke. Da die zur Analyse eingesetzten
Methoden oft urspriinglich fiir technische
Fragestellungen entwickelt wurden, miis-
sen sie von uns angepasst und weiter ent-
wickelt werden.

1.1. Biologische
Signaltransduktionsprozesse

Selbst einfach aufgebaute Einzeller, wie z.B.
Bakterien, benutzen verschiedene chemi-
sche Signalwege, um sich ihrer Umwelt
optimal anzupassen. Auch bei hoher ent-
wickelten Organismen stehen chemische
Botenstoffe im Vordergrund, obwohl z.B.



die hoch spezialisierten Nervenzellen zu-
sitzlich tiber elektrische Signale Informa-
tionen iibermitteln. Im menschlichen
Korper laufen zu jedem Zeitpunkt eine
Vielzahl von Signalprozessen ab. Diese Sig-
nale erméglichen die Kommunikation un-
terschiedlicher Kérperbausteine unterein-
ander und sind somit fiir die Koordination
unseres komplexen Verhaltens essentiell.
Mit Hilfe von Hormonen oder den so ge-
nannten Zytokinen kénnen Signale vom
Produzenten zu oft weit entfernten Ziel-
zellen transportiert werden. Diese Signale
bewirken dann auf der nichsten Ebene,
der einzelnen Zelle, eine entsprechende
Anderung des physiologischen Zustands
und koordinieren somit die Homdoostase
des gesamten Organismus.

Auf der Ebene der einzelnen Zelle sind klas-
sische Abschnitte der Signaltransduktion
das Binden des Botenstoffes an seinen
Membranrezeptor, welcher hierdurch
aktiviert wird und das Signal an intrazel-
lulire Proteine tibergibt. Auf ihrem Weg
durch das Zytoplasma werden die Signale
oft verstirkt und mit Signalen aus ande-
ren Quellen verrechnet. Die Folge sind
geinderte Proteinmengen oder geinderte
Proteinaktivititen. Neben ihrer Rolle als
Signaltriger fungieren Proteine oft als
Enzyme, also Katalysatoren fiir Reaktio-
nen — die Familie der Proteasen zum Bei-
spiel hat die Fihigkeit andere Proteine zu
spalten. Die Aktivitit der Gesamtheit der
Enzyme bestimmt somit die zellulire Phy-
siologie. Verinderungen in Enzymaktivita-
ten konnen dazu fithren, dass die Zelle
sich teilt, stirbt oder differenziert, also
einen bestimmten Zelltyp ausprigt. Es gibt
viele unterschiedliche Signale innerhalb
einer Zelle, um deren unterschiedlichste
Funktionen zu ermdglichen. Oft sind die
Charakteristika der Signale und deren
Zusammenspiel unzureichend verstanden;
sie bieten somit eine groBe Herausforde-
rung fiir die Systembiologie.

Der Prozess der Signaltransduktion in der
Biologie ist also sehr komplex und aus
mathematischer Sicht nicht-linear. Die
Dynamik, also das zeitliche Verhalten, ist
sehr wichtig und wird entscheidend von
positiven und negativen Riickkopplungen
(feedback loops) beeinflusst. Daher sind

bestimmte Vereinfachun-
gen, wie sie oft in mathe-
matischen Modellen fiir
Stoffwechselwege ange-
nommen werden, unge-
eignet. Auch wenn z.B. die
Annahme eines FlieB3-
gleichgewichtes griBere,
handhabbare Modelle fiir
Einblicke in die {ibergeord-
nete Netzwerkstruktur
geben kann, gehen durch
diese Einschrinkung oft
essentielle Charakteristika
von Signalprozessen verlo-
ren. Weiterhin ist die klas-
sische Unterteilung von
Enzymen, Substraten und
Produkten schwierig, da in
Signalkaskaden das Pro-
dukt enzymatischer Reak-
tionen oft selbst wieder als
Enzym fungiert. Bei einem
solchen Prozess wird nur
die Aktivitdt als Signal
weitergegeben und es fin-
det kein Stofffluss statt.
Ein groBes Problem bei der
Modellierung von Signal-
transduktionsprozessen
wird weiterhin durch die
begrenzte Datenlage ge-
schaffen, die schnell zu
unterdeterminierten Mo-
dellen fiihren kann. Prin-
zipiell stellt ein Modell
immer eine Approxima—
tion der Wirklichkeit dar
und die gewihlte Model-
lierungsart, wie auch der
gewihlte Detaillierungs-
grad (meist ausgedriickt in
der GréBe der Modelle)
hingt von den zur Verfii-
gung stehenden Daten
und den Fragestellungen
ab, die man untersuchen
mdochte. Eine Konsequenz
dieser Umstinde ist, dass
es bei bestimmten Frage-
stellungen sinnvoll er-
scheint mit kleinen Mo-
dellen zu beginnen, die
die essentiellen Verhal-
tensweisen des biologi-
schen Systems wiederge-
ben konnen.

Biologische Signaltransduktionswege sind verant-
wortlich fiir die Koordination unterschiedlicher
Aspekte, die ,,das Leben™ ausmachen. Sie werden
von einem komplexen Netzwerk biochemischer Re-
aktionen ausgefiihrt bei denen, im Unterschied zum
Metabolismus, der Signalfluss und nicht der Mas-
senfluss wichtig ist. Der Signalfluss wird durch
nichtlineare dynamische Prozesse bestimmt, zu des-
sen effizienter Aufklirung es eines kombiniert expe-
rimentell-theoretischen Ansatzes bedarf. Dies stellt
besondere Herausforderungen an die Systembiologie.
Im Rahmen des Sonderforschungsbereiches
495 wird ein solch kombinierter Ansatz verfolgt,
um tiefere Einblicke in die Funktionsweise des Zy-
tokins Tumor Nekrose Faktor (TNF) zu erhalten
und um grundlegende Mechanismen der biologischen
Signaltransduktion sowie deren mathematische
Beschreibung zu kldren. TNF ist ein wichtiger Ver-
mittler so diverser biologischer Phinomene wie Ent-
ziindung, Zellproliferation oder dem programmierten
Zelltod (PCD). Obwohl die grundlegenden Signal-
wege aufmolekularer Ebene entrdtselt sind, ist ein
detailliertes Verstindnis des iiber Riickkopplungs-
Mechanismen regulierten Netzwerks noch nicht vor-
handen.

In diesem Artikel werden unterschiedliche Aspekte
vergangener und aktueller Arbeiten unserer Gruppe
vorgestellt. Arbeiten zum PCD-Signalweg werden
detaillierter beschrieben, um exemplarisch zu zei-
gen, wie die Systemtheorie zur Biologie beitragen
kann. Unter Verwendung eines reduzierten mathe-
matischen Modells sechster Ordnung und durch An-
wendung von Bifurkationsanalysen konnte gezeigt
werden, dass es in dem System zusatzlicher Kon-
trollmechanismen bedarf. Die Modelluntersuchun-
gen konnten genauere Anforderungen beschreiben,
die diese Inhibitoren erfiillen miissen, deren Exis-
tenz neuerdings auch durch experimentelle Daten
unterstiitzt wird. Das derart erweiterte Modell er-
fiillt zahlreiche Anforderungen, wie z.B. notwendi-
ge Stabilititseigenschaften. Weiter bringt das Mo-
dell widerspriichlich erscheinende experimentelle
Befunde in Einklang, welche unterschiedliche Akti-
vierungskinetiken von Schliisselvorgingen des PCD
auf Einzelzellebene bzw. Zellpopulationsebene be-
schreiben. Mit Hilfe mathematischer Modelle und
deren Analyse kinnen wir also tiefer gehende Ein-
blicke in komplexe Signalnetzwerke erhalten.
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TNF Signaltransduktion. Nach
Bindung an seinen Rezeptor lost TNF
unterschiedliche Signalwege aus. Ein
Komplex aus unterschiedlichen Pro-
teinen (C1) regt den Signalweg an
der letztendlich den Transkriptionsfak-
tor NF-KB aktiviert. Nach Internali-
sierung der TNF-Rezeptor-C1-Kom-
plexe bildet sich ein Komplex mit an-
derer Proteinzusammensetzung (C2),
welcher zur Aktivierung der Caspase 8
Sfiihrt. In dem im Text nither analysier-
ten Modell (hier rotlich unterlegt)
dient diese Caspase 8- Aktivierung als
Modelleingang, wihrend die mit dem
Zelltod verbundene Aktivierung der
Caspase 3 als Modellausgang fun-
giert. Wie angedeutet, gibt es zahlrei-
che Interaktionspunkte zwischen den

beiden Signalwegen
: 4

Er kann durch zahlreiche ex-
terne und interne Stimuli

S
Bai b‘l
3 | | Gl
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1.3. Tumor Nekrose Faktor und Apoptose

Der Tumor Nekrose Faktor gehort zur Klasse
der Zytokine, ist also ein hormonihnliches
Molekiil. TNF riickte ins Rampenlicht als
man zeigen konnte, dass man durch eine
einzige TNF-Injektion gezielt Tumore in
Miusen abtéten konnte. Aufgrund der
starken Nebenwirkungen im Menschen ist
die systemische Gabe von TNF zur Tumor-
behandlung hier leider nicht méglich.
Heute ist klar, dass TNF vor allem fiir die
Aktivierung und Koordination von Ab-
wehrleistungen des angeborenen Immun-
systems wichtig ist. TNF entfaltet seine zel-
lulire Wirkung indem es an spezifische
Membranrezeptoren der Zielzelle bindet.
Diese Rezeptoren vermitteln das Signal
tiber die Plasmamembran, und iiber zahl-
reiche Hilfsproteine werden in der Zelle
entsprechende Signalwege ausgeldst (01).
Ein wichtiger Signalweg fiihrt zur Aktivie-
rung des Transkriptionstaktors NF-xB
(Nuclear Factor kappa B), welcher die Produk-
tion diverser Proteine hoch reguliert. Diese
regulierten Proteine knnen in Entziin-
dungsreaktionen helfen die Zellprolifera-
tion zu stimulieren und den programmier-
ten Zelltod zu hemmen. Der program-
mierte Zelltod, auch Apoptose genannt, ist
ein Programm, das jede Zelle beherbergt.

ausgeldst werden. Die Folge
ist, dass die Zelle ein Selbst-
mordprogramm ausfiihrt
und anschlieBend kontrol-
liert, d.h. ohne Entziindun-
gen hervorzurufen, beseitigt
wird. Apoptose kann also als
ein altruistischer Zelltod der
einzelnen Zelle zum Wohl
des gesamten Organismus
angesehen werden. Eine St6-
rung der Balance zwischen
Zellteilung und Zelltod zu-
gunsten des einen oder ande-
ren Prozesses ist mit zahlrei-
chen Krankheiten verbun-
den, unter denen Krebs oder
neurodegenerative Erkran-
kungen wie Alzheimer nur
prominente Beispiele sind. In
scheinbar paradoxer Weise
induziert TNF nicht nur, wie
oben beschrieben, anti-apop-
totische Signale, sondern es
kann selbst ebenfalls Apop-
tose auslosen. Das pro-apoptotische Signal
wird parallel im Rezeptorkomplex initiiert
und zahlreiche, nicht sehr gut verstandene
Mechanismen kontrollieren, welcher der
beiden Signalwege am Ende die Oberhand
behilt.

2. FrUhe Ansatze und neue
Herausforderungen

Erste Modelle der TNF-Signaltransduktion

oder zur Rezeptor induzierten Apoptose
wurden vor etwa fiinf Jahren auch von
unserer Arbeitsgruppe erstellt. Diese
konnte einige Aspekte der Wechselwirkung
der Signalwege gut beschreiben und prin-
zipielle Funktionsweisen veranschauli-
chen. Neue experimentelle Ansitze auf
Einzelzellebene haben in den letzten Jah-
ren aber zur tiberraschenden Einsicht ge-
tiihrt, dass vor allem die apoptotischen
Signale auf der Einzelzellebene sehr viel
schneller ablaufen als zuvor in Zellpopula-
tionen beobachtet. Wihrend man in Zell-
populationen ein graduell ansteigendes
apoptotisches Signal tiber Stunden be-
obachten kann, werden die relevanten
Molekiile auf Einzelzellebene, nach einer
unterschiedlichen Wartezeit (lag phase), in-
nerhalb weniger Minuten vollstindig akti-
viert. Diese neuen Daten waren mit dem



etablierten Modell nicht ohne weiteres
wiederzugeben. Um diese Problematik
detailliert untersuchen zu kénnen, wurde
der eigentliche apoptotische Kern des

Modells isoliert, in der Hoffnung mit strin-

genteren mathematischen Analysen zu
weiterreichenden Aussagen zu kommen.

Das erstellte Modell bildet den Kern der
apoptotischen Reaktionen vereinfacht ab
(01, rétlich hinterlegt). Hauptakteure bei
der Rezeptor induzierten Apoptose sind
die so genannten Caspasen, eine Subfami-
lie von Proteasen. Sie werden durch pro-
teolytische Spaltung aktiviert und kénnen
dann weitere Caspasen, wie auch andere
Proteine spalten. Somit existiert eine Cas-
pase-Kaskade, von der die rezeptornahen
Caspasen, im Folgenden durch Caspase 8
symbolisiert, direkt von TNF-Rezeptor-
komplexen durch Spaltung aktiviert wer-
den kénnen. Die rezeptornahen Caspasen
konnen ihrerseits rezeptorferne Caspasen,
im Weiteren durch Caspase 3 symbolisiert,
aktivieren. Letztere kann zahlreiche, fiir
die Funktion der Zelle wichtige Proteine
spalten. Ein prominentes Beispiel ist z.B.
ein Inhibitor fiir eine so genannte DNase,
welche nach Verlust des funktionellen In-
hibitors die zellulire DNS degradiert. Ein
weiteres wichtiges Substrat fiir die Caspase
3 ist wiederum die Caspase 8 — hier liegt
also eine positive Riickkopplung vor. Es ist
offensichtlich, dass die Aktivierung der
Caspasen streng kontrolliert werden muss
und es wurden sowohl Inhibitoren identi-
fiziert, die die Aktivierung der initialen
Caspase 8 im Rezeptorkomplex verhindern
(z.B. ein Molekiil mit Namen FLICE inhi-
bitory protein, FLIP), als auch solche, welche
die aktivierte , Arbeits“-Caspase 3 hemmen
(z.B. die Familie der inhibitor of apoptosis
(TAP)-Proteine).

Will man ein méglichst einfaches Apoptose-
Modell ohne Berticksichtigung der Rezep-
torebene aufbauen, bildet die Initiator-
Caspase 8 einen sinnvollen Eingang. Die
Aktivitit der Caspase 3 kann wiederum als
Ausgang fungieren, da ihre Aktivierung
mit dem Zelltod gut korreliert. Weiter
muss die gegenseitige Caspase-Aktivierung
beriicksichtigt werden und die IAP-vermit-
telte Hemmung der aktivierten Caspase 3.
Hinzu kommen dann noch Auf- und
Abbaureaktionen fiir simtliche beteiligte
Komponenten, da diese auf den interessie-

renden Zeitskalen nicht
vernachlissigbar sind.

Eine mogliche Form, die

biologischen Vorginge
mathematisch zu be-
schreiben, bilden Diffe-
rentialgleichungssysteme.
Mit Hilfe dieser Gleichun-
gen kann beschrieben
werden, wie sich die Kon-
zentrationen der beteilig-
ten Komponenten in Ab-
hingigkeit von der Zeit
indern. Den Zeitverlauf
erhilt man in sehr einfa-
chen Fillen durch analy-
tisches Losen des Diffe-
rentialgleichungssystems
und bei komplexeren Mo-
dellen allgemeiner durch
deren numerische Lésung
mit Hilfe von Compu-
tern, was auch als Simu-
lation bezeichnet wird.
Der Nachteil einer nume-
rischen Losung ist, dass
hierfiir numerische Zah-
lenwerte fiir Parameter
eingesetzt werden miis-
sen, deren genaue Werte
oft nicht bekannt sind. Es
ist also schwierig, mit Si-
mulationen zu allgemei-
nen Aussagen zu kom-
men oder zu beschreiben,
wie sich das prinzipielle
Verhalten in Abhingig-
keit von Parameterwerten
indert — ein Phinomen,
das bei nichtlinearen Sys-
temen sehr hiufig vor-
kommt und sogar zu
chaotischem Verhalten
fithren kann. Alternative
Ansitze erlauben es je-
doch, bestimmte System-
eigenschaften analytisch
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Biological signal transduction pathways are respon-
sible for the coordination of the different aspects
that define life. These are carried out by a complex
network ofbiochemzcal reactions where, unlike in
metabolism, szgnalﬂow rather than mass ﬂow is
important. Signal flow is dictated by nonlinear
dynamic processes that demand a combined experi-
mental and theoretical approach in order to be effi-
ciently explored which poses special challenges to
systems biology. In the framework of the Sonder-
forschungsbereich 495 such a combined ap-
proach is taken to further elucidate the function of
the cytokine Tumor Necrosis Factor (TNF) and
clarify principle mechanisms of biological signal
transduction and its mathematical description. TNF
is an important mediator of diverse biological ef-
fects ranging from inflammation and proliferation to
programmed cell death (PCD). Although the major
signaling pathways have been unraveled at the
molecular level, a detailed mechanistic understand-
ing of the underlying feedback-regulated network
remains elusive.

Several aspects of our past and current work are
sketched in this article. Work on the signaling path-
way responsible for PCD is described in more detail
to exemplify how systems theory can contribute to
biology. Using a reduced mathematical model of
sixth order and applying bifurcation analysis to it,
it was worked out that the system requires additional
control mechanisms. Model studies suggested their
nature and have now become supported by recent
experimental findings. The respective extended mo-
del fulfills desired characteristics, such as appro-
priate stability properties. Further, the results from
the model studies allow the reconciliation of the fast
activation kinetics of key PCD executioners obser-
ved at the single cell level opposed to the much
slower kinetics found at the level of a cell popula-
tion. With the help of mathematical modeling and
analyses we can therefore gain deeper insight into
complex signaling networks.

zu untersuchen, ohne konkrete Werte fiir
alle Parameter einsetzen zu miissen.
Allgemein wird die zeitliche Verinderung
einer Komponente beschrieben, indem
man produzierende und konsumierende
Reaktionen bilanziert. Mathematisch wer-
den fiir Enzymreaktionen oft so genannte
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Mathematisches Modell. A Aus
den Reaktionen abgeleitete Raten und
B das bilanzierte Differentialglei-
chungssystem des Modells. Das ur-
spriingliche Modell besteht hierbei aus
den ersten zehn gezeigten Reaktionen
und den ersten sechs Differentialglei-
chungen. Das erweiterte Modell be-

inhaltet alle Reaktionen und Differen-

tialgleichungen
4 !

of

Michaelis-Menten-Kinetiken angenom-
men. In unserem Fall konnten wir aber
zeigen, dass Kinetiken auf Basis des Mas-
senwirkungsgesetzes sinnvoll sind, da man
die so genannten Enzym—Substrat—Uber—
gangskomplexe vernachlissigen kann. Dies
tithrt zu einer vereinfachten Gleichungs-
struktur, die mathematisch gesehen maxi-
mal quadratische Terme enthilt. Diese
Struktur ermdglicht Untersuchungen, die
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anderenfalls so nicht méglich wiren. Un-
ser resultierendes Modell beinhaltet sechs
Komponenten (Differentialgleichungssys-
tem sechster Ordnung) und zehn Reaktio-
nen (02).

3. Anforderungen an das Modell

Die Entscheidung, ob eine einzelne Zelle

Apoptose erleidet oder tiberlebt, ist letzt-
endlich eine ,Ja oder Nein“-Entscheidung.
Fiir eine Zellpopulation ist dies nicht
zwingend der Fall, da hier oft nur ein ge-
wisser prozentualer Anteil der Zellen
stirbt. Will man nun das Verhalten einer
Einzelzelle beschreiben und den zugrunde
liegenden Mechanismus verstehen, muss
diesem Punkt jedoch Rechnung getragen
werden. Neuere Experimentaldaten auf
Einzelzellebene unterstreichen diese Uber-
legungen, da sie zeigen, dass die eigentliche
Aktivierung der ,Arbeits“-Caspasen (Cas-
pase 3) irreversibel und rasch innerhalb
eines sehr engen Zeitfensters nach einer
unterschiedlich langen Warte- bzw. Ent-
scheidungsphase abliuft. Offensichtlich
wird also ein kontinuierliches Eingangs-
signal (Caspase 8-Aktivierung) in eine ,Ja

i} cy WM]

Bifurkationsillustration. A In
einer Ruhelage verdndern sich die Kon-
zentrationen der Komponenten des Sys-
tems nicht mit der Zeit. Wenn wir nahe
diesen Konzentrationen starten und das
System in die Ruhelage liuft, wird die-
se als stabil bezeichnet, sonst als insta-
bil. Das gezeigte Beispiel ist bistabil,
besitzt also zwei stabile Ruhelagen
(und eine trennende instabile Ruhela-

ge). B Hier ist das Stabilititsverhalten

in Abhingigkeit von dem Parameter k;,
bei sonst konstanten Parametern, dar-
gestellt. Die , Energie-Koordinate "
soll der Veranschaulichung dienen
Durchgezogene Linien kennzeichnen
stabile, gestrichelte Linien instabile
Ruhelagen. Fiir kleine k;-Werte gibt es
nur eine Ruhelage, die , Lebensruhe-
lage*, die fiir den ganzen Konzentra-
tionshereich attraktiv ist. Bei etwas

groferen k- Werten tauchen plotzlich

zwei weitere Ruhelagen im positiven
Konzentrationsbereich auf. Ab diesem
Bifurkationspunkt ergibt sich die Land-
schaft eines bistabilen Systems (wie in
A dargestellt)

le , Lebensruhelage” (schwarze Linie),

wir finden eine stabi-

eine stabile , Todesruhelage (griine
Linie) und eine instabile Ruhelage

(rote Linie), die die Einzugsbereiche
trennt. Mit weiter zunehmenden k-

Werten verdndert sich die Landschaft

und die trennende instabile Ruhelage
trifft auf die , Lebensruhelage. An
diesem zweiten Bifurkationspunkt wer-
den die Stabilititseigenschaften ausge-
tauscht und die zuvor trennende Ruhe-
lage verschwindet im biologisch ir-
relevanten negativen Konzentrations-
bereich. Fiir grofe k,-Werte ist also die
..Lebensruhelage* instabil und die ,, To-
desruhelage* attraktiv fiir den gesamten

positiven Konzentrationsbereich.



oder Nein“-Entscheidung am Ausgang
(Caspase 3) umgesetzt.

Mathematisch gesehen lisst sich diese Forde-
rung in ein bistabiles Schalterverhalten
tibersetzen. Bistabil bezeichnet hier die
Tatsache, dass zwei stabile Ruhelagen vor-
liegen. Als Ruhelage wird derjenige Zu-
stand bezeichnet, der zeitlich invariant un-
ter dem Einfluss der Differentialgleichun-
gen ist. Wenn sich die Konzentrationen der
Komponenten tiber die Zeit also nicht in-
dern, befindet sich das System in einer
Ruhelage. Fiir die Konzentrationen der im
Modell beriicksichtigten Komponenten
kann angenommen werden, dass sie sich
in einer nicht stimulierten Zelle nicht in-
dern, sich das System also in einer
sLebensruhelage® befindet. Eine Ruhelage
wird dann als stabil bezeichnet , wenn

kleine Auslenkungen im Zustand zur

Riickkehr in die Ruhelage fiithren (ihnlich

einer Kugel in einer Mulde) und als in-

stabil, wenn dies nicht der Fall ist (ihnlich
einer Kugel auf einer Anhohe). Die Le-
bensruhelage muss stabil sein, da kleine

Stérungen nicht automatisch den Zelltod

zur Folge haben diirfen. Nach einem star-

ken Stimulus des apoptotischen Signalsys-
tems wird die Zelle jedoch unwiderruflich
in einen anderen Zustand gebracht, wel-
cher als ,Todesruhelage® bezeichnet wer-
den kann und ebenfalls stabil sein muss.

Somit muss das Differentialgleichungssys-

tem zwei stabile Ruhelagen ermdglichen

und je nach Anregung muss die eine oder
andere angesteuert werden.

Wir haben untersucht, fiir welche Para-
meterbereiche das mathematische Modell
des apoptotischen Kerns ein bistabiles Ver-
halten zuldsst. Die hierbei angewandten
Methoden nutzen die relativ einfache Glei-
chungsstruktur aus und erméglichen es,
zu analytischen Aussagen beziiglich der
Lage und Stabilitit der Ruhelagen zu kom-
men, was selten fiir Systeme solch hoher
Ordnung mdoglich ist. Die erhaltenen
Ergebnisse deuteten stark auf einen Wider-
spruch des Modellverhaltens mit den Ex-
perimentaldaten hin. Obwohl ein kleiner
Parameterbereich identifiziert werden
konnte, der prinzipiell ein bistabiles Ver-
halten ermdglicht, zeigte sich jedoch, dass
diese Parameterwerte weit weg von denje-
nigen der Experimentaldaten liegen
Die aus experimentellen Daten ermittelte
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Modellstruktur lieB sich also nicht mit ex-
perimentell bestimmten kinetischen Daten
in Einklang bringen.

Mit Hilfe der Modellbildung ist es nun mog-
lich zu untersuchen, welche strukturellen
Verinderungen diese Diskrepanz eliminie-
ren kénnten. Das Verhalten des Modells -
eine instabile Lebensruhelage bei Parame-
terkombinationen, die mit den Literatur-
werten in Einklang standen, legte es nahe,
nach einer zusitzlichen inhibitorischen
Komponente des apoptoti-
schen Weges zu suchen.
Stabilititsuntersuchungen 108

und Simulationen zeigen,

dass die Einfithrung eines

.
i
-

solchen hypothetischen In-
hibitors auf der Ebene der
Caspase 8 zu einem Modell

fithrt
Einklang mit Parameter-

s peadseD
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, welches im
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werten der Literatur ein bi-
stabiles Verhalten aufweist.
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gen: Bei einer schwachen
Aktivierung der Caspase 8
gibt es keine signifikante,
dauerhafte Aktivierung der rezeptorfernen
Caspase 3. Ab einer bestimmten Anre-
gungsschwelle werden jedoch die Effektor-
Caspasen maximal aktiviert, das System
springt von der stabilen ,Lebensruhelage®
in die stabile ,, Todesruhelage®. Eine weitere
Erhohung des Eingangsstimulus fiihrt in-
teressanterweise nur zu einem fritheren
Schalten, dndert aber nichts an der Ampli-
tude der Caspase-Aktivierung. Dieses Ver-
halten des Modellsystems stimmt gut mit
publizierten Experimentalergebnissen
tiberein. Ebenfalls in Einklang mit aktuel-
len Ergebnissen anderer Gruppen, konn-
ten wir die positive Riickkopplung in un-
serem Modell als notwendige Vorausset-
zung fiir ein bistabiles Verhalten identifi-
zieren. Neue Experimentaldaten weisen im
Ubrigen eindeutig auf die Existenz von In-
hibitoren der Caspase 8 hin — wenn auch
noch keine biochemischen Details bekannt
sind, die in das Modell integriert werden
konnten.
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Simulation des bistabilen
Verhaltens des erweiterten
Modells. Es sind zeitliche Verliufe
der aktivierten Caspase 3 fiir verschie-
dene Eingiinge gezeigt. Oberhalb einer
Schwelle (~75 Molekiile aktivierter
Caspase 8 pro Zelle) wird das System
vollstindig aktiviert, wihrend unter-
halb dieser Schwelle keine signifikante
Abktivierung stattfindet. Die | Lebens-
ruhelage™ entspricht in etwa dem blau-
en Bereich und die , Todesruhelage*
dem griinen Bereich, der nach langer

Zeit erreicht wird

Einzelzell- und Populationsver-
halten in Einklang gebracht.

A chl\‘uz‘/ul{/}/ur Caspase 3 Aktivie-
rung einer Zellpopulation. B Vertei-
lungsdichte des Eingangsimpulses in

{ qan

das in Abbildung 5 beschriebene Mo-
dell, welche notig ist, um das in A ge-

zeigte Populationsverhalten zu erhalten

T | .l !
A Attt

3.3. Einzelzell- und Populationsverhalten

Die eindeutige zeitliche Abhingigkeit des
»Schaltvorganges” von der Stimulusstirke
ermdglicht es nun, die beobachtete Diskre-
panz zwischen Einzelzell- und Popula-

tionsmessungen zu erkliren:

Es ist bekannt, dass praktisch

jedes Molekiil innerhalb

einer Population von Zellen
eine Streuung beziiglich sei-
ner Anzahl aufweist. Bildet

man diese Population durch

eine entsprechende Anzahl
unterschiedlicher Parameter-
sitze im Modell nach, wiirde
jetzt diese ,virtuelle Zell-
population* auf ein konstan-
tes Eingangssignal mit einem
zeitlich gestreuten Spektrum an Caspase 3-
Aktivierung antworten. Gibt man nun das
zeitliche Populationsverhalten an Hand
von Experimentaldaten vor, so kann man
zurtickrechnen, welche Eingangssignalver-
teilung notig wire, um das entsprechende
Populationsverhalten zu erreichen (06).
Die erhaltene Kurve deckt sich gut mit der
experimentell beobachteten Verteilung der
Membranrezeptoren. Alleine diese Streu-
ung der auf der Zelloberfliche vorhande-
nen Membranrezeptoren wiirde also bei
einer konstanten Stimulation einer Zell-
population (z.B. eine gegebene TNF-Kon-
zentration) zu einer zeitlich
gestreuten apoptotischen
Antwort fiihren. Diese Un-
tersuchungen zeigen, dass
auch einfache Modelle mit
vereinfachten Annahmen
bereits ein tieferes Verstind-
nis {iber die zu Grunde lie-

ge liefern konnen — wie z.B.
grundsitzliche Zusammenhinge zwischen
Experimentaldaten aus Einzelzell- und
Zellpopulationsmessungen.

4. Aktuelle Arbeiten

Aufbauend auf den neu gewonnenen Er-
kenntnissen werden zurzeit weitere biolo-
gische und theoretische Fragestellungen
bearbeitet.

Wie Anfangs erwihnt, werden von TNF zwei

widerspriichlich erscheinende Signalwege
gleichzeitig aktiviert. Ein Schwerpunkt
unserer Arbeiten bildet daher die Beschrei-
bung des Zusammenspiels des apoptoti-

schen Signalwegs mit dem anti-apoptoti-
schen, NF-kB vermittelten Signalweg.
Letzterer wurde isoliert in jiingster Ver-
gangenheit von einigen Gruppen niher
charakterisiert und modelliert und dabei
wurde die Bedeutung der Signalform he-
rausgearbeitet. Es gibt zahlreiche Inter-
aktionspunkte der beiden Wege miteinan-
der, deren Bedeutung nun theoretisch und
experimentell hinterfragt werden kann.

Weiter sind die Vorginge bei der Signal-
initiierung im Rezeptorkomplex noch un-
zureichend verstanden. Sowohl auf experi-
menteller, als auch theoretischer Ebene
finden hier Arbeiten statt, die zu einem
tieferen Verstindnis dieser Vorginge beitra-
gen sollen. Ein besonderes Interesse richtet
sich dabei auf die Klirung der Rolle von
Rezeptoraggregaten, die hierbei experi-
mentell beobachtet werden.

In diesem Fall war es aufgrund des biologi-
schen Wissens moglich, ein Modul (Teil-
system) aus den komplexen TNF Signal-
wegen zu isolieren und in diesem Modell
durch spezifische Untersuchungen Verein-
fachungen in den Reaktionsschemata vor-
zunehmen, die das Systemverhalten kaum
verindern und damit noch biologisch
sinnvoll wiedergeben. Weitere Arbeiten in
unserer Arbeitsgruppe befassen sich damit,
selbst bei begrenztem biologischem Wissen
systematisch, zum einen Module isolieren
zu konnen und zum anderen komplexe
Module zu vereinfachen. Zum Beispiel
wiirde eine exakte Beschreibung der mole-
kularen Vorginge am TNF-Rezeptor auf-
grund der kombinatorischen Vielfalt der
zahlreichen interagierenden Proteine viele
Millionen Zustinde liefern (welche alle in
Differentialgleichungen bilanziert werden
miissten), obwohl viele dieser Zustinde im
Informationsgehalt redundant und/oder
experimentell nicht differenzierbar sind.

Bei den oben genannten Ergebnissen hat uns
die Kombination von theoretischen Unter-
suchungen mit experimentellen Daten
geholfen, eine geeignete Modellstruktur
zu finden. Von theoretischer Seite her ver-
suchen wir Verfahren zu entwickeln, mit
deren Hilfe man unterschiedliche Modelle
diskriminieren kann, um zu entscheiden,
welches Modell unter verschiedenen vor-
geschlagenen Modellen das Bessere ist.
Hierbei steht die Methodenentwicklung im
Vordergrund. Die zwei vorgestellten Mo-
delle dienen hier als Testobjekte. Die der-
zeitigen Ansitze nutzen die kiirzlich her-
ausgearbeitete Eigenschaft der Robustheit



von biologischen Signalwegen als Diskri-
minierungskriterium. Hiermit ist gemeint,
dass das Systemverhalten oder bestimmte
Systemeigenschaften relativ tolerant
gegeniiber Stérungen sind. Wir untersu-
chen zum einen die Robustheit des bistabi-
len Verhaltens beziiglich Parametervaria-
tionen und zum anderen die Robustheit
der bistabilen Schwelle unter dem Einfluss
der stochastischen Natur der Reaktionen.
Die hier vereinfacht dargestellten Einfliisse
von unterschiedlichen Molekiilkonzentra-
tionen in unterschiedlichen Zellen sind in
realen Systemen nicht die einzigen sto-
chastischen Einfliisse auf die Signaliiber-
tragung. Die biochemischen Reaktionen
an sich kénnen ndmlich nur niherungs-
weise mit dem hier vorgestellten determi-
nistischen Ansatz wiedergegeben werden.
Diese Untersuchungen sind recheninten-
siv, kénnen aber nicht nur ein Kriterium
zur Modelldiskriminierung liefern, son-
dern wir erhoffen uns hiervon weitere Ein-
blicke in das prinzipielle Systemverhalten.

Es wurde beispielhaft gezeigt, wie mit Hilfe
von mathematischer Modellierung in
Kombination mit einer anschlieBenden
Analyse experimentelle biologische Daten
und Sichtweisen auf Konsistenz tiberpriift
werden konnen. Des Weiteren kénnen die
theoretischen Uberlegungen helfen,
scheinbar widerspriichliche Daten in Ein-
klang zu bringen und somit zum tieferen
Verstindnis der zugrunde liegenden Vor-
ginge beitragen. Diese Arbeiten zeigen
exemplarisch einige Vorziige und Méglich-
keiten der systemtheoretischen Analyse
biologischer Vorginge auf. Wihrend die
angewandten Methoden bisher meistens
nur fiir Systeme sehr geringer Ordnung
(£ 3) angewendet wurden, zeigen die hier
beschriebenen Ergebnisse und die damit
gewonnen Einsichten, dass auch fiir gréBe-
re Modelle oft noch sehr allgemeine Aus-
sagen iiber interessierende Systemeigen-
schaften méglich und sinnvoll sind.

Zum Abschluss wurden noch einige zusitzli-
che Arbeitsgebiete angesprochen, die wei-
tere Herausforderungen in diesem neuen
Arbeitsgebiet aufzeigen. Ein besseres Ver-
stindnis des Systemverhaltens ist nicht
nur fiir die Grundlagenwissenschaften von
groBem Interesse, sondern natiirlich essen-
tiell, um in der Zukunft rationale, sinnvol-
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le Angriffspunkte fiir potentielle Medika-
mente zu identifizieren. Hier k6nnen ma-
thematische Modelle helfen, Medikamente
in silico auf Wirksamkeit und Spezifitit zu
untersuchen. Modelle mit einer Qualitit,
die Experimente iiberfliissig machen, lie-
gen aber wohl noch sehr weit in der Zu-
kunft.
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Das griine Leuchten

Dem Molekil auf der Spur

1. Einleitung: Nachweis einzelner
MolekduUle in der lebenden Zelle

Der Nachweis einzelner Molekiile in leben-

den Zellen stellt das ultimative analytische
Instrument in der Zellbiologie dar. Ent-
sprechend vielfiltig sind die Forschungs-
bemiihungen in den letzten Jahren, um
bestehende Verfahren, wie beispielsweise
die Fluoreszenzmikroskopie oder Massen-
spektroskopie, in ihrer Empfindlichkeit zu
verbessern. Dabei ist es bisher allein im

Bereich der optischen Mikroskopie gelun-
gen, verlisslich einzelne Molekiile in
lebenden Zellen nachzuweisen. Diese Ver-
fahren erméglichen teilweise bereits jetzt
einen neuen Zugang zu zellbiologischen
Prozessen, der auch die Systembiologie
befruchten wird. Im Folgenden sollen die
wesentlichen Grundlagen der Technik er-
liutert und Méglichkeiten sowie Limitie-
rungen beschrieben werden.

Die optische Mikroskopie ist die tragende
Sdule in der Darstellung zelluldrer Pro-



zesse. Die am hidufigsten benutzten For-
men sind dabei die Transmissions-, Phasen-
kontrast- und Fluoreszenzmikroskopie.
Aufgrund der Moglichkeit spezifisch ein-
zelne Proteinsorten mittels Farbstoffen
anzufirben hat sich die Fluoreszenzmikro-
skopie als besonders leistungsfihiges Werk-
zeug erwiesen. In der jiingeren Vergangen-
heit ist es zudem gelungen, die raumliche
Auflésung durch die Konfokalmikroskopie
oder die Verwendung einer strukturierten
Beleuchtung in der Weitfeldmikroskopie
zu verbessern.

In der Tat ist es auch die Fluoreszenzmikro-

skopie, die den Nachweis einzelner Mole-
kiile erlaubt. Entscheidend hierfiir ist es
zunichst, dass es gelingt, genau ein Mole-
kiil zur Fluoreszenz anzuregen und diese
Fluoreszenz auch nachzuweisen. Ein einfa-
ches Rechenbeispiel soll zeigen, dass beides
— zumindest unter gewissen Voraussetzun-
gen — technisch realisierbar ist. Ein Fluo-
reszenzmikroskop besteht aus einer Licht-
quelle, in der Regel einem Laser, der in
einem Konfokalmikroskop auf ein mog-
lichst kleines Probenvolumen fokussiert
wird. Die Abmessung dieses Volumens ist
durch die Beugung des Laserstrahls be-
grenzt und betrigt ca. 0,025um3. Nur die in
diesem Volumen angeregte Fluoreszenz
wird auch nachgewiesen. In diesem Pro-
benvolumen befinden sich ca. 108 Molekii-
le der Zelle, von denen nur eines fluores-
ziert. Erreicht wird diese hohe Selektivitit
durch eine geeignete Wahl der Laserwel-
lenlinge und eine spezielle Markierung
der nachzuweisenden Molekiile mittels
geeigneter Farbstoffe. Die meisten in der
Zelle vorhandenen niedermolekularen
Verbindungen zeigen bei Anregungswel-
lenlingen oberhalb von 550nm keine Fluo-
reszenz mehr (01). Auch Proteine lassen

Durch den Laser wird der
an dem Protein befindli-
che Farbstoff zur Fluores-
zenz angeregt. In einem
optimal aufgebauten
Mikroskop wird ca. 1 Pro-
zent des Fluoreszenzlich-
tes nachgewiesen. Ein
guter Fluoreszenzfarb-
stoff emittiert ca. 10° Pho-
tonen pro Sekunde, falls
der optische Ubergang ge-
sdttigt wird. Damit kon-
nen bis zu 104 Photonen
pro Sekunde zum Detek-
tor gelangen. Da heut-
zutage die Nachweisemp-
findlichkeit der Detekto-
ren fiir Photonen in ei-
nem Wellenlingenbereich
von 500nm—900nm bis zu
80 Prozent betrigt, bei
nahezu keinem Eigenrau-
schen der Detektoren,
werden diese Photonen
auch vom Mikroskop
nachgewiesen. Ausge-
withlte Farbstoffmolekiile
emittieren also ausrei-
chend Photonen, so dass
einzelne Molekiile leicht
detektiert werden kon-
nen. Entscheidend fiir

den erfolgreichen Nach-
weis einzelner Molekiile in
Zellen ist es vielmehr, wie
viele unspezifisch emittier-
te Photonen (Autofluores-
zenz der Zelle) gleichzeitig
mit dem Fluoreszenzsignal
des Molekiils zum
Detektor gelangen.
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ZUSAMMENFASSUNG

In der Systembiologie sind analytische, experimen-
telle Methoden wichtig, um zuverldssige Daten und
Parameter fiir die Modellierung der biologischen
Systeme zu gewinnen. Neben der Fluoreszenzmikro-
skopie erhilt in Stuttgart die Einzelmolekiilmikro-
skopie eine zunehmend wichtige Rolle. Es werden
Methoden entwickelt, die eine moglichst genaue
Messung der entscheidenden Schliisselparameter
zelluliirer Prozesse leisten konnen. Entscheidend ist
dabei, die Fluoreszenz einzelner Molekiile nachzu-
weisen, um somit den zelluliiren Prozessen , zuse-
hen zu konnen. Hier macht man sich die Entde-
ckung zunutze, dass die Fluoreszenz einer Qualle
von einem relativ kleinen Protein stammt, dem GFP
(green fluorescent protein). Da man die
Zelle veranlassen kann, das fluoreszierende GFP an
einem bestimmten interessierenden Zielprotein an-
zuhiingen, war der entscheidende Marker gefunden.
Mit den Messmethoden der Fluoreszenzkorrelations-
Spektroskopie (FCS, Fluorescence Correla-
tion Spectroscopy) und der Fluoreszenz-Kreuz-
korrelationsspektroskopie (FCCS, Fluorescence
Cross-correlation Spectroscopy) konnen die
Stuttgarter nun nachweisen, ob ein Protein zu einem
bestimmten Zeitpunkt an einem anderen Protein
oder in einen Proteinkomplex gebunden ist oder
nicht; eine wichtige Voraussetzung zur Aufklirung
der Signalkaskaden in der Zelle, mit denen diese
auf ihre Umgebung reagiert und ihre Reproduktion
oder auch den Zelltod reguliert.
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sich in diesem Fall nicht mehr effektiv zur ~ Wie bereits erwihnt, kann

Fluoreszenz anregen. Nur eigens in die
Zelle eingebrachte Farbstoffe oder von der
Zelle synthetisierte Proteine absorbieren
bei dieser oder lingeren Wellenlingen. Zu-
dem kann eine intensive langwellige An-
regung durch die Absorption von zwei
Photonen (anstelle eines einzigen Photons
bei niedrigen Intensititen) zu einer weite-
ren Steigerung der Selektivitit in der An-
regung fithren. Unterstiitzt wird dies da-
durch, dass viele interessante Proteinarten,
wie z.B. einige Membranrezeptoren in der
Zelle in solch geringen Mengen vorkom-
men, dass sich in einem Probenvolumen
von 0,025um? gerade ein Protein befindet.

mittels geeigneter Auswahl e

der Zellen und der Wachs-
tumsbedingungen diese
Autofluoreszenz minimiert werden.
Weiterhin spielt die Wahl der Anregungs-
wellenlinge eine entscheidende Rolle.

In der Regel gilt dabei: je langwelliger die
Anregungswellenlinge, desto geringer die
Autofluoreszenz der Zelle. Daher ist die
Zweiphotonenabsorption, bei der zwei
langwellige Photonen statt einem kurz-
welligen zur Anregung benutzt werden,
eine geeignete Methode zur Unterdrii-
ckung der Autofluoreszenz. In der Regel
wird unter giinstigen Umstinden ein
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Darstellung der verschiedenen intrazel-
luliiren Substanzen, die zur Autofluo-
reszenz der Zelle beitragen als Funk-
tion ihrer Absorptionswellenlinge. Aus
der Abbildung wird sichtbar, dass im
langwelligen roten Bereich praktisch
keine Autofluoreszenz angeregt wird.
Durch gezielten Einsatz von Mehrpho-
tonenabsorption kann dies ausgenutzt
werden, um die Autofluoreszenz bei
der Anregung einzelner Molekiile zu

unterdriicken
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Signal-zu-Rausch-Verhiltnis von ca. 5:1
erreicht. Dieses reicht aus, um einzelne
Molekiile in lebenden Zellen nachzuwei-
sen und auch ihre Diffusion oder den
Transport zu bestimmen.

Eine weitere Herausforderung besteht in der
Photostabilitit der verwendeten Farbstoffe.
Wie in der klassischen Fluoreszenz-Kon-
fokalmikroskopie unterliegen die Farbstof-
fe dem Photobleichen, d.h. durch die opti-
sche Anregung werden chemische Modifi-
kationen induziert, die dazu fiihren, dass
der Farbstoff nicht mehr (oder bei einer
anderen Wellenlinge) fluoresziert. Die
besten Farbstoffe emittieren zwischen 107
bis 108 Photonen bevor sie ,,photoblei-
chen®. Dies fiihrt dazu, dass einzelne Farb-
stoffe in lebenden Zellen nur einige 10 Se-
kunden kontinuierlich verfolgt werden
koénnen, bevor sie einer irreversiblen pho-
tochemischen Reaktion unterliegen. Ent-
sprechend intensiv werden Bemiithungen
verfolgt, stabilere Farbstoffe zu verwenden.
In diesem Zusammenhang kommen Halb-
leiternanopartikeln eine wichtige Rolle zu,
da sie sich als besonders photostabil her-
ausgestellt haben.

2. Einzelmolekulmikroskopie und
Systembiologie

Ein Forschungsgebiet, das von der System-
biologie bearbeitet wird, sind so genannte
Signalkaskaden. Eine einzelne Zelle nimmt
ihre Umgebung in der Regel durch chemi-
sche Signale wahr. So kénnen etwa Einzel-
ler einen Gradienten einer Molekiilsorte,
die als Nahrung dient, erkennen, diese In-
formation verarbeiten und darauf reagie-

ren, indem die Zelle sich auf die Nah-
rungsquelle zu bewegt. Eine weitere Grup-
pe von chemischen Stoffen signalisiert eine
Gefahr, z.B. durch Viren und Bakterien,
mechanischen Stress oder eine toxische
Umgebung. Bei htheren Organismen
kommen die vielfiltigen Mechanismen
hinzu, die eine Kommunikation zwischen
verschiedenen Zellen innerhalb eines Or-
gans oder auch zwischen verschiedenen
Organen ermdglichen. Ein Beispiel hierfiir
ist der programmierte Zelltod (Apoptose).
In einem héheren Organismus ist es essen-
tiell, dass Zellen, die ihre Funktion nicht
mehr korrekt erfiillen, durch neue Zellen
ersetzt werden. Hierbei ist es entscheidend,
dass zum einen keine gesunden Zellen ab-
gebaut werden und andererseits, dass der
Prozess wohl definiert abliuft, d.h. keine
fiir benachbarte Zellen schidlichen Sub-
stanzen, wie z.B. eiweiBspaltende Enzyme,
freigesetzt werden. Es gibt verschiedene
Signale, die eine Zelle zum programmier-
ten Zelltod veranlassen kénnen, die aber
immer auf der Ausschiittung einer Mo-
lekiilsorte durch das Immunsystem beru-
hen. Zellen, die mit diesem Signal in Be-
rithrung kommen, entscheiden quasi
selbststindig, wie auf das Signal reagiert
wird, also ob der programmierte Zelltod
eingeleitet wird oder nicht. Die Beschrei-
bung der Signalverarbeitung auf das To-
dessignal, aber auch auf jedes andere Sig-
nal, das eine Zelle empfangen kann, ist auf
molekularer Ebene komplex und man ist
heutzutage weit davon entfernt, eine belie-
bige Signalkaskade einer Zelle auf moleku-
larer Ebene prizise in ihrem raumzeitli-
chen Ablauf zu beschreiben.



Wie kann man sich eine solche molekulare
Beschreibung vorstellen? Das Signalmole-
kil bindet an einen bestimmten Rezeptor,
da dieser eine Bindungsstelle hat, die z.B.
genau entgegengesetzt geladen ist, wie die
Bindungsstelle des Signalmolekiils, so dass
eine starke anziehende Wechselwirkung
entsteht. Durch den Bindungsvorgang
wird der Rezeptor auf der Innenseite der
Zelle leicht verformt, da dies energetisch
etwas giinstiger ist. Dadurch werden wie-
derum zuvor verborgene Bindungsstellen
freigelegt, an die Enzyme, die hochspezi-
fisch andere Proteine zerschneiden kon-
nen, aus dem Zellinneren binden kénnen.
Diese Enzyme sind eigentlich inaktiv, kon-
nen aber nun, da sie sehr dicht beieinander
sind, sich gegenseitig modifizieren, so dass
aktive Enzyme entstehen. Diese wiederum
kénnen dann andere inaktive Proteine ak-
tivieren. Allein diese kurze Sequenz zeigt,
dass eine molekulare Beschreibung nicht
nur sehr lang, sondern auch kompliziert
werden kann, insbesondere, wenn man be-
denkt, dass in vielen Signalkaskaden hun-
derte von verschieden Proteinen eine Rolle
spielen.

Der Ansatz der Systembiologie, diese Sisy-
phusarbeit der molekularen Beschreibung
auf ein System zu reduzieren, das mit sehr
wenigen Parametern auskommt und trotz-
dem das Ergebnis einer Signalkaskade kor-
rekt beschreibt, ist sehr verlockend. Es ist
leicht einzusehen, dass nicht jeder Schritt
in der Signalkaskade genau bekannt sein
muss. Oft ist nur notwendig, dass wichtige
Zwischenschritte erfasst werden. Im zuvor
genannten Beispiel ist dies die Aktivierung
eines Proteins, das nuklearer Faktor ge-
nannt wird und das nach Aktivierung in
den Zellkern vordringt, um Gene zu akti-
vieren, wodurch dann die Produktion von
anderen Proteinen veranlasst wird. In die-
sem Prozess ist der nukleare Faktor das Na-
delshr der Prozessgeschwindigkeit. Wenn
man von Stuttgart nach Miinchen fihrt
und auf der A8 im Stau steht, ist es fiir die
Gesamtfahrzeit vollig egal, wie man in
Stuttgart auf die Autobahn gefahren ist,
sondern nur wie lang der Stau ist. Solche
Schliisselstellen der Signalkaskade sind
entscheidend fiir eine erfolgreiche Simu-
lation der Kaskade. Hier kénnen kleine
Abweichungen in der Parametrisierung
groBen Einfluss auf das Gesamtergebnis
haben. Es ist also entscheidend, dass man
Methoden zur Verfiigung hat, die eine
mdglichst genaue Messung der Schliissel-
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parameter liefert. Genau an dieser Stelle
spielt die Einzelmolekiilmikroskopie eine
wichtige Rolle.
Verschiedene zellbiologische
Untersuchungen haben zu-
dem in der jiingsten Ver-
gangenheit gezeigt, dass
Fluktuationen selbst den
Ort und den Zeitpunkt
eines bestimmten biochemi-
schen Prozesses in einer
Zelle bzw. einem Organis-
mus bestimmen kénnen.
Ein Beispiel ist die Zelltei-
lung, bei der die Orientie-
rung der mitotischen Spin-
del durch die (riumlich
begrenzte) Fluktuation in

der Konzentration eines
bestimmten Proteins induziert wird. Auch Die Abbildung zeigt einen Membran-
hier vermag riumlich hochauflssende und rezeptor, an dem ein Griinfluoreszie-

ultraempfindliche Fluoreszenzmikroskopie  rendes Protein (GFP) befestigt ist. Bei

neuartige Einblicke zu liefern, indem nim-  ciner optischen Anregung mit einer
lich diese Fluktuationen direkt anhand der  Wellenliinge von 500 nm fluoresziert
Fluoreszenzintensitit nachvollzogen wer-  nur das GFP.

den kénnen. Im Folgenden soll dargestellt
werden, warum hochsensitive Mikrosko-
pietechniken, bis hin zur Einzelmolekiil-
detektion, das geeignete Werkzeug sind,
um Parameter fiir die Modellierung zu be-
stimmen.

3. Fluoreszenzkorrelationsspek-
troskopie: Statistische Schwan-
kungen unter dem Mikroskop

Obwohl viele verschiedene Proteinsorten an
Signalkaskaden beteiligt sind, ist die Kon-
zentration der einzelnen Sorten teilweise
sehr gering, d.h. in der Zellmembran bzw.
im Zellinneren (im Zytoplasma) befinden
sich lediglich einige Tausend Proteine einer
Sorte. Fiir eine typische Siugerzelle bedeu-
tet dies z.B., dass der mittlere Abstand zwi-
schen zwei Rezeptorproteinen in der Zell-
membran im Bereich einiger hundert Na-
nometer liegt, also im Bereich der Aufls-
sung eines optischen Mikroskops. Wenn
pro optisch auflésbarem Bereich aber nur
ein Protein vorhanden ist, miissen einzelne
Molekiile detektiert werden kénnen, um
tiberhaupt noch ein nachweisbares Signal
zu erhalten. Dies ist nur mdglich mittels
héchstempfindlicher Fluoreszenzmikro-
skopie. Das Problem ist nun, dass Proteine
in der Regel nicht fluoreszieren. Wie
schafft man es, dass Proteine, und zwar
nur Proteine der Sorte, die von Interesse
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Schematische Darstellung des konfoka-

len Strahlenganges. Die Ellipse im
unteren Teil der Abbildung symboli-
siert das Fokalvolumen der Anordnung
und ist rechts in der Abbildung ver-
grofert dargestellt. Die Linie im
Fokalvolumen soll den Diffusionspfad

eines einzelnen Molekiils andeuten.

3

Zeitlicher Verlauf der Fluoreszenz-
intensitit. Immer wenn ein einzelnes
Molekiil durch das Fokalvolumen
(03) diffundiert, ergibt sich eine
nitz 3urst) 1 ] reSzenz.
Spitze (Burst) im Fluoreszenzsignal.

ist, fluoreszieren? Hier macht
man sich die Entdeckung zu-
nutze, dass die Fluoreszenz
einer Qualle von einem rela-
tiv kleinen Protein stammt,
dem GFP (green fluorescent pro-
tein). Es ist moglich, das Erb-
gut einer Zelle so zu verin-
dern, dass sie anstelle des
Proteins von Interesse, z.B.
dem TNF-Rezeptor, ein so

TNEF-Rezeptor und GFP produziert, also
einen Rezeptor, an dessen Ende ein GFP
angehingt wurde (02). Bestrahlt man die
Zelle nun mit blauem Licht, so leuchten
die GFPs griin, und da sie direkt mit den
Rezeptoren verbunden sind, stammt diese
griine Fluoreszenz direkt von den Orten,
an denen sich der Rezeptor befindet. Man
hat also eine Methode, um Gen-spezifisch
Proteine zu markieren.

Es ist leicht einzusehen, dass GFP aus der

Zellbiologie mittlerweile nicht mehr weg-
zudenken ist. Obwohl nicht optimal, sind
die Fluoreszenzeigenschaften des GFP
gliicklicherweise gut genug, um einzelne
GFP-Molekiile detektieren zu kénnen.
Dies wird in einer Messmethode ausge-
nutzt, die sich Fluoreszenzkorrelations-
Spektroskopie nennt (FCS, Fluorescence Cor-
relation Spectroscopy). Mit FCS kénnen Diffu-
sionskonstanten und mit Einschrinkun-
gen auch Konzentrationen gemessen wer-
den. Diese Methode soll im Folgenden
kurz erliutert werden.

(03) zeigt den schematischen FCS-Aufbau.

Genau wie in der Konfokal-
mikroskopie wird nicht die
gesamte Zelle beleuchtet,
sondern vielmehr das An-
regungslicht stark fokussiert,
so dass nur ein ,Punkt®in
der Zelle beleuchtet wird.
Aufgrund der Wellennatur
des Lichtes kann hier mini-
mal eine GroBe von bis zu

200nm in XY-Richtung und
bis zu 600nm in Z-Richtung
erreicht werden. Den Fokus
platziert man nun an die

6 Stelle der Zelle, an der die
mit GFP markierten Proteine
untersucht werden sollen, also etwa auf
die Zellmembran im Falle der TNF-Rezep-

toren. Hat man sehr wenige Rezeptoren in

der Membran, so misst man ein stark fluk-
tuierendes Signal: Immer wenn ein mar-

genanntes Fusionsprotein aus

FLUORESZENZ

Fluoreszenz und fluores-
zierende Proteine

Fluoreszenz ist die Eigenschaﬁ von Molekiilen,
Licht zu absorbieren und mit einer groferen Wellen-
linge wieder zu emittieren. Eine intensive Fluores-
zenz beobachtet man bei nur verhiltnismiifig weni-
gen Molekiilen. Unabhangig davon gibt es viele
Anwendungen fiir fluoreszierende Molekiile, z.B. so
genannte Aufheller in Waschmitteln, die im UV
absorbieren und im Blauen fluoreszieren und so der
Wiische ein strahlendes Weif verleihen konnen.
Technische Anwendungen sind z.B. der Farbstoff-
laser oder die Fluoreszenzmikroskopie. Wie kommt
die Verschiebung zu groferen Wellenlingen zustan-
de? Bei der Anregung eines Molekiils in einen
hoheren elektronischen Zustand werden in der Regel
zusatzlich noch Schwingungszustinde mit angeregt
(06). Die Energie dieser Schwingungszustdnde
wird extrem schnell an die Umgebung abgegeben, so
dass das Molekiil im rein elektronischen Zustand
verbleibt. Von hier relaxiert das Elektron unter
Aussendung eines Photons in den Grundzustand
zuriick. Die Energie dieses Photons ist nun um die
Energie vermindert, die zuvor durch die Schwingun-
gen abgegeben wurde.

In der Fluoreszenzmikroskopie macht man sich die
Fluoreszenz zunutze, indem man nicht-fluoreszieren-
de Molekiile (z.B. Proteine in einer Zelle) mit
[luoreszierenden Molekiilen markiert. Durch He-
rausfiltern des Anregungslichts sieht man im
Mikroskop nur die Fluoreszenz der Marker und da-
mit die Position des interessierenden Molekiils.

In der Zellbiologie benutzt man als Marker hiufig
fluoreszierende Proteine, z.B. GFP. Diese haben
den Vorteil, dass die Zelle sie selbst produziert,
noch dazu verbunden mit dem Protein, das von Inte-
resse ist. (02) etwa zeigt TRAF2, ein Protein,
das in der Signalkaskade des programmierten Zell-
tods beteiligt ist, das mit GFP markiert ist. Man
sieht, dass GFP verha'lmismaﬁig groﬁ ist, so dass
durchaus die Gefahr besteht, dass die Funktion des
markierten Proteins gestort wird.

kierter Rezeptor in den Fokus diffundiert,
steigt das Signal an, diffundiert er wieder
hinaus, geht das Signal auf ein Unter-
grundniveau zuriick. Dies ist in (04) zu
sehen, wo die Fluoreszenz als Funktion der
Zeit aufgetragen ist (Fluoreszenzspur). Die
einzelnen Spitzen (Bursts) im Signal ent-
sprechen einzelnen markierten Rezepto-
ren, die durch den Fokus diffundieren. Die
Breite der Bursts korreliert mit der Diffu-
sionsgeschwindigkeit. Je langsamer ein



Protein diffundiert, desto linger sind die
Bursts. Bildet man die Autokorrelation
(Korrelationen) der Fluoreszenzspur, so
ldsst sich mit Hilfe eines analytischen Mo-
dells sofort die Diffusionskonstante und
die Proteinkonzentration aus der Korrela-
tionsfunktion ableiten. Die Daten in (05)
stammen von mit GFP markierten TNF-
Rezeptoren. Es zeigt sich, dass die gemes-
senen Diffusionskonstanten im fiir Mem-
branproteine typischen Bereich von 109
cm?/s liegen. Dies dndert sich drastisch,
wenn der Rezeptor aktiviert wird, also ein
chemisches Signal empfangen wird (Bin-
dung von TNF an den TNE-Rezeptor), auf
das die Zelle reagieren muss und das die
Einleitung des programmierten Zelltodes
bedeuten kann. (05) zeigt, wie sich die
Autokorrelationsfunktion zu groBen Zei-
ten hin verschiebt, d.h. die Diffusion wird
deutlich langsamer. Nach einer aktuell dis-
kutierten Theorie liegt dieses Verhalten
daran, dass der Rezeptor nach Aktivierung
in einen Membranbereich wechselt, der
eine hohere Ordnung hat als die iibrige
Zellmembran. Die gemessene Diffusion
entspricht dann der Diffusion des gesam-
ten geordneten Bereichs (einige 10nm
Durchmesser) in der Zellmembran.

Dieses einfache Beispiel zeigt verschiedene
wichtige Aspekte:

1. Man kann Diffusionskonstanten von mo-
lekularen Komponenten kleinster
Konzentration in lebenden Zellen leicht
messen.

2. Fluktuationen sind ein wesentlicher Be-
stand von zelluliren Prozessen, die aber in
der Regel in der klassischen Fluoreszenz-
mikroskopie nicht berticksichtigt werden.

3.Schon der erste Schritt der Signalkaskade,
die den programmierten Zelltod vermit-
telt, ist hoch kompliziert und auf mole-
kularer Ebene bis jetzt nicht verstanden.

4. Kreuzkorrelation:
Nachweis molekularer Bindung
durch korrelierte Fluktuationen

Mit Hilfe von Fluktuationen ist es aber nicht
nur méglich, Diffusionskonstanten zu be-
stimmen, sondern es kéonnen ebenfalls Ko-
lokalisationen auf molekularer Ebene be-
stimmt werden, d.h. man kann feststellen,
ob zwei Proteine aneinander gebunden
sind oder nicht. Man kann sich leicht vor-
stellen, dass gerade diese Fragestellung, ob
ein Protein zu einem bestimmten Zeit-
punkt an einem anderen Protein oder
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einem Proteinkomplex ge-
bunden ist oder nicht, in
Signalkaskaden eine zen-
trale Rolle einnimmt. Eine
elegante Methode, dies di-
rekt in lebenden Zellen zu
messen, ist die Fluores-
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zenz-Kreuzkorrelations-
spektroskopie (FCCS,
Fluorescence Cross-correlation

0,14

Spectroscopy). Hierbei werden

zwei Proteinsorten, von
denen man wissen mochte, wf ¥
ob sie innerhalb einer Kas-
kade aneinander binden,
mit unterschiedlichen Markern versehen,
d.h. Markern, die bei unterschiedlichen
Wellenlingen fluoreszieren. Nun muss die
Fluoreszenz beider Marker getrennt mit-
tels zweier Detektoren gemessen werden.
Detektor 1 weist ausschlieBlich Fluores-

Korrelationsfunktion G (T) vor a)
und nach der Stimulation b) eines
Membranrezeptors. Die Kreise stellen
Messdaten und die durchgezogene Line
eine nlllﬂL’]‘[S('//lC 1{/1[7(155“”(&{ an L”(’
Daten dar.

zenz von einem Marker, Detektor 2 aus-

schlieBlich vom anderen Marker nach.

Bildet man nun die Korrelationsfunktion

(Korrelationen) zwischen den Signalen

von Detektor 1 und 2, so erhilt man nur

dann eine Korrelation mit einem Betrag

groBer als eins, wenn die beiden Marker

immer zusammen durch den Fokus des

Mikroskops diffundieren. In einer Zelle,

in der beide Proteine aneinander gebunden

sind, ist dies immer der Fall und man er-

hiilt eine starke Korrelation. Sind die Pro-

teine hingegen nicht aneinander gebun-

den, ergibt sich keine Korrelation. Auch

ein gleichzeitiges zufilliges Passieren des

Fokus von je einer Proteinsorte ist belang-

los. Solche zufilligen Koinzidenzen mit-

teln sich in der Korrelation

zu eins heraus.
Fiir Messungen in lebenden

Zellen bendtigt man also

verschiedenfarbige Marker
oder autofluoreszierende
Proteine. Durch Mutatio-
nen des GFP ist es gelun-

gen, GFP-Mutanten zu

FPlaalereliega | i

erzeugen, die bei unter-
schiedlichen Farben leuch-
ten. Dementsprechend heiBen sie Blau-
fluoreszierendes Protein (BFP), Cyanfluo-
reszierendes Protein (CFP) und Gelbfluo-
reszierendes Protein (YFP). Markiert man
zwei verschiedene Proteine mit zwei unter-
schiedlichen Mutanten sollte FCCS leicht
moglich sein. Allerdings ist zu beachten,
dass die Fluoreszenzspektren der verschie-

Die Abbildung zeigt das vereinfachte
Niveauschema eines fluoreszierenden
Proteins. Die dicken Linien (S, S,)
entsprechen rein elektronischen Zustin-
den, die diinnen Linien stellen Schwin-
gungsniveaus dar. Da Schwingungen
sehr schnell abklingen, sind Absorp-
tions- und Fluoreszenzspektren gegen-

denen fluoreszierenden Proteine spektral einander verschoben
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sehr breit sind, so dass es nicht moglich ist,
zwei spektrale Bereiche zu finden, in de-
nen jeweils nur ein Protein fluoresziert.
Man erhilt also immer in beiden Detekto-
ren Fluoreszenzlicht, obwohl nur eine Pro-
teinsorte durch den Fokus diffundiert ist.
Dies bedeutet aber, dass man immer eine
scheinbare Kreuzkorrelation misst.
Wie kann dieses Problem nun umgangen
werden? Die Fluoreszenzspektren tiberlap-
pen spektral und sind somit
unbrauchbar fiir Korrela-

o e

o
-E:: IIII| | $Fr§ | tionsmessungen. Auf die Ab-
1 b sorptionsspektren trifft dies
| b e jedoch nicht zu. Es ist mog-
dl P T ?. | ﬁ lich, unterschiedliche fluo-
™ e W e == reszierende Proteine getrennt

»_T

A) Die Spektren von CFP und YFP
sind in Absorption spektral trennbar
(graue L[nwn), withrend in Emission
ein l"lbeiicpre(lzen der Fluoreszenzkandi-
le nicht vermeidbar ist (roter Kreis).
B) Schematische Darstellung des
Kreuzkorrelationsspektrometers. Durch
abwechselndes Anregen von CFP und
YFP mit zwei Lasern sowie :eiluu[ge—
loster Detektion kann jedes gemessene
Photon eindeutig CFP oder YFP zuge-

ordnet werden.

e
1

T/

Kreuzkorrelationskurven vor und nach

der Bindung von Proteinen.

Emu-:-um

anzuregen. (07) zeigt dies
fiir CFP und YFP. Bei einer
Wellenlinge von 425 nm
(blau) ldsst sich ausschlieB-
lich CFP anregen, bei 514 nm
(griin) ausschlieBlich YFP. In
dem am 3. Physikalischen

wg-rurr

ernw

Institut entwickelten Aufbau
wird dieser Sachverhalt aus-
genutzt: Mit gepulsten Lasern wird ab-
wechselnd CFP, mit einem blauen Laser-
puls, und YFP, mit einem griinen Laser-
puls, angeregt. Die Fluoreszenz wird dann
zeitaufgeldst detektiert. Fluoreszenzphoto-
nen, die unmittelbar nach dem blauen
Anregungspuls gemessen werden, miissen
vom CFP stammen, da mit Blau aus-
schlieBlich CFP angeregt wurde, wihrend
Photonen, die unmittelbar nach dem grii-
nen Puls gemessen werden von YFP stam-
men. (07) zeigt diesen Aufbau im Detail:
Ein gepulster Titan-Saphir-Laser liefert
eine Wellenlinge von 850 nm (nahes Infra-
rot) und alle 10 ns einen Puls. Mittels eines
Kristalls, der die Frequenz
der Laserstrahlung verdop-
pelt, erhilt man die bendtig-
ten 425 nm. Ein so genannter
Pulspicker sorgt dafiir, dass
nur jeder zehnte Puls durch-
gelassen wird, so dass nun
alle 100 ns ein sehr kurzer
blauer Laserpuls zur Verfiigung steht.
Synchron hierzu, aber mit 50 ns Verzdge-
rung, wird aus einem kontinuierlichen
griinen Laser ein Puls herausgeschnitten.
Man erhilt also abwechselnd alle 50 ns
einen blauen und einen griinen Laserpuls.
Durch das zeitaufgeloste Messen der Pho-
tonen lassen sich am Ende die Fluoreszenz
von CFP und YFP getrennt als Funktion

KORRELATION

Mit Hilfe von Korrelationsfunktionen kann man
allgemein Ahnlichkeiten zwischen Funktionen oder
Selbstihnlichkeiten innerhalb einer Funktion auf-
decken. Hier werden die Intensitits- Autokorrela-
tionsfunktion und die Intensitits-Kreuzkorrelations-
funktion benutzt, um aus Fluktuationen der Fluores-
zenz, d.h. aufgrund von Konzentrationsschwankun-
gen innerhalb eines Fokalvolumens Informationen
iiber Proteine innerhalb einer lebenden Zelle zu
erlangen.

Die Autokorrelationsfunktion ist definiert als:

6% (r)= Ei"[i]!‘[r” :n

(F(O)f

Hierbei ist F die Fluoreszenzintensitit und die spit-
zen Klammern bedeuten eine Zeitmittelung. Es
wird also die Intensitit zur Zeit t mit der Intensitit
zu einem spiteren Zeitpunkt t + t verglichen. Die
Zeit, die ein Protein bendtigt, um durch den Fokus
zu schwimmen, taucht somit direkt in der Korrela-
tionsfunktion auf. Aus thr kann dann die Diffu-
sionskonstante des Proteins abgeleitet werden.

Die Kreuzkorrelation fiir zwei verschieden fluores-
zierende Spezies, z.B. fiir CFP und YFP, lautet:

Fope (1) Fope (14 7))
':: Ferr (1) P (1t ]:"
Hier sind FCFP und FYFP die Intensititen der

fluoreszierenden Proteine CFP und YFP. Sind diese
Proteine miteinander verbunden, so ergeben sich fiir

G (r)= {

sie identische Fluoreszenzspuren, d.h. die Kreuz-
korrelationsfunktion stimmt mit der Autokorrela-
tionsfunktion iiberein. Sind beide Komponenten un-
abhiingig voneinander, so mitteln sich die Fluores-
zenzspuren zu eins.

der Zeit aufnehmen. Aus diesen Fluores-
zenzspuren bestimmt man die Kreuzkor-
relation.

(08) zeigt Beispiele fiir zwei Proteine, die
nicht aneinander gebunden sind (08A)
bzw. zwei Proteine, bei denen das der Fall
ist (08B). Man erkennt leicht, dass im
ersten Fall die Kreuzkorrelation flach ver-
liuft, wihrend im zweiten Fall, der anein-
ander gebundenen Proteine, die Korrela-
tionsfunktion deutlich gréBer Null ist. Bei
genauer Kenntnis des Untergrunds (also
geringe Fluoreszenz von anderen Zellkom-
ponenten und Dunkelzihlrate des Detek-
tors) ist es sogar mdoglich, mit Hilfe der
Autokorrelationen beider Proteinsorten
sowie deren Kreuzkorrelation genau zu
bestimmen, wie hoch der Anteil der ge-
bundenen und ungebundenen Proteine ist.
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5. Videomikroskopie an einzelnen
MolekUlen

Besonders elegant ist die Abbildung bzw. das
Verfolgen einzelner Molekiile mit einem
Weitfeld-Fluoreszenzmikroskop. Neuarti-
ge, empfindliche CCD-Kameratypen er-
lauben den Nachweis einzelner Photonen
mit einer Quantenausbeute von bis zu 80
Prozent bei gleichzeitigem geringen Eigen-
rauschen und hoher Ausleserate. Mit
einem solchen Gerit gelingt es, einzelne
Molekiile in lebenden Zellen mit einem
konventionellen Epifluoreszenzmikroskop
nachzuweisen. Gleichzeitig kann mit einer
Bildwiederholrate von 10 Hz die Diffusion
bzw. der Transport einzelner Molekiile
verfolgt werden. Auf diese Weise lisst sich
direkt, d.h. weitgehend modellfrei, das
Diffusionsverhalten der Molekiile erfassen,
was Informationen {iber die Umgebung
der Molekiile bzw. {iber die Assoziation der
Molekiile mit Bindungspartnern liefert.

6. Fazit

Eine erfolgreiche systembiologische Beschrei-
bung zellulirer Prozesse wird ganz wesent-
lich auf der Bereitstellung verlisslicher
und detaillierter experimenteller Daten
basieren. Teilweise, etwa bei der Erhebung
des Proteinbestandes einer Zelle, sind diese
nur mit erheblichem Aufwand zu beschaf-

zierung von Proteinmen-
gen gehort dabei zu den
Stirken der Methode.
Weiterhin kann das Bewe-
gungsverhalten von Pro-
teinen weitgehend mo-
dellfrei bestimmt werden,
d.h. es ist moglich zu be-
stimmen, ob Proteine
transportiert werden, in
beschrinkten Volumina
zwei- oder dreidimensio-
nal diffundieren oder gar
eine freie unbeschrinkte
Diffusion durchfiihren.
Hier stellt die Einzelmole-
kiilmikroskopie oder das
Single Particle Tracking eine
sinnvolle Erginzung zu
Standardtechniken wie
Fluorescence Revovery after
Photobleaching (FRAP) dar.
Eine ginzlich neue Mdg-
lichkeit besteht im Nach-
weis der zeitlichen Fluk-
tuationen von Protein-
mengen in Zellen. Bei
verschiedenen zelluldren
Prozessen wird vermutet,

SUMMARY

In systems biology it is important to find reliable
input data for key parameters for the model of a
biological system. These data can only be found by
analytically experimental methods. In addition to
standard fluorescence microscopy, single molecule
methods became popular nowadays in Stuttgart.
Methods are developed to help determine key para-
meters of cellular processes with highest possible
accuracy. The extreme low concentrations of the
molecular components of many important processes
require methods that allow for the detection of the
[luorescence of single molecules. Therefore, the
[luorescence of a relatively small protein extracted
from a jelly fish named green fluorescent pro-
tein (GFP) can be used. It is possible to trigger
the cell to fuse the GFP to every target protein
under investigation. This makes GFP the most used
marker in cell biology. Using fluorescence correla-
tion spectroscopy (FCS), it is possible to measure
the mobility of proteins within living cells.
Fluorescence cross-correlation spectroscopy (FCCS)
shows whether a protein binds to another protein or
protein complex. These data are important to model
a signal cascades describing the response of a cell to
the manifold signals of the environment.

dass solche Fluktuationen zur Musterbil-

dung bzw. Asymmetrie fithren. Hier hat

die hochempfindliche Fluoreszenzmikro-

skopie sicherlich ein interessantes Einsatz-
fen und es bedarf sicherlich jahrelanger gebiet. Auch der klassische Nachweis von
Proteininteraktion in Zellen wird durch

die Methode neu beleuchtet. Die Kreuz-

korrelationsspektroskopie stellt ein neues

systematischer Bemiithungen, um entspre-
chendes Datenmaterial zur Verfiigung zu

stellen. Die experimentellen Techniken in
diesem Bereich sind jedoch gut entwickelt, Verfahren zum Nachweis der Proteinbin-
so dass ,lediglich® entsprechende Bemii- dung dar, ohne auf die teilweise kritischen
hungen unternommen werden miissen. In Energietransfermessungen, oder die Ko-
anderen Bereich fehlen die entsprechen- lokalisationsmessungen zuriickzugreifen.
den experimentellen Techniken noch oder Alles in allem stellt die Einzelmolekiil-
befinden sich im Erprobungsstadium. Dies mikroskopie eine betrichtliche Erweite-
trifft in diesem Zusammenhang auf die rung der klassischen Fluoreszenzmikro-
Einzelmolekiilmikroskopie zu. Die groBe skopie dar, ohne diese zu verdringen oder
Chance besteht darin, in bisher nicht ge-
kanntem MaB detaillierte Einblicke in die

Bewegung von Proteinen und Protein-

gar zu ersetzen. Aber ein immer genaueres
Verstindnis zellulidrer Prozesse erfordert
schlieBlich doch gelegentlich das Verfolgen
interaktion in Zellen zu erreichen. Gleich- einzelner Molekiile in Zellen.
zeitig kann mit Zellen gearbeitet werden, Jorg Wrachtrup
Carsten Tietz
Margarita Gerken

Elmar Thews

bei denen die entsprechenden Proteine
nicht {iberexprimiert werden, so dass ent-
sprechende Artefakte ausgeschlossen wer-
den kénnen. Fine Nutzung fiir die System-
biologie setzt voraus, dass die Technik an
bestimmten Stellen eingesetzt wird, etwa
an einem besonders neuralgischen Punkt
in einer Signalkette. Eine genaue Quantifi-
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Funktionelle Genomik

in mikrobiellen und humanen Systemen

In der Systembiologie als Teilgebiet der Biologie steht die Analyse
der Zelle im Vordergrund. Bisher erfolgte die Analyse der Proteine
und Gene mit den Methoden der klassischen Biochemie, die aber
hinsichtlich der Vielzahl von Genen und Proteinen eines Organismus
sehr aufwendig ist. Zudem lasst sie nur wenige Aussagen Uber Re-
gulationsmuster und das Zusammenspiel der in einem biologischen
System vorhandenen Gene und Proteine zu. Die komplette Sequen-
zierung verschiedenster Genome versetzt die Wissenschaft heutzu-
tage in die Lage, das
Geschehen der Zelle
als Ganzes zu be-
trachten. Hierbei
spielt die funktionelle
Genom-Analyse
(FuNcTIONAL GENOM-
ICS) eine entscheiden-

de Rolle. Die Funktion

der Gene und Pro-

teine, deren Regula-
tion sowie deren Zu-
sammenspiel, kdnnen mit Hilfe neuer Technologien auf der Ebene
des gesamten Genoms betrachtet werden. Eine dieser vergleichs-
weise neuen Techniken basiert auf den so genannten DNA-Chips
(DNA-MICROARRAYS), mit deren Hilfe die Aktivitat von Tausenden oder
sogar aller Gene einer Zelle gleichzeitig bestimmt werden ké&nnen.
Die parallele Beobachtung einer Vielzahl von Genen in einem einzi-
gen Experiment liefert schlieBlich Hinweise zur Analyse der gegen-
seitigen Regulation der Gene, eine Vorgehensweise die haufig als
Reverse Engineering bezeichnet wird. Solche komplexen Netzwerke
konnen mit klassischen Techniken nur schlecht oder gar nicht ent-

deckt werden.



1. Die Transkriptomanalyse oder:
Was passiert eigentlich in der
Zelle?

Noch Zukunftsmusik ist heute der gezielte
Einsatz von Medikamenten unter weitge-
hender Vermeidung von Nebenwirkungen
durch den Einsatz von DNA-Microarrays
in der Arztpraxis. Denn theoretisch wire
es moglich, dass der Arzt die DNA eines
Patienten, die er tiber eine Speichelprobe
gewonnen hat, mit dem diagnostischen
Hilfsmittel eines DNA-Microarrays ana-
lysiert, mit dem die individuellen Varian-
ten spezieller, Medikamente abbauender
Enzyme des Patienten bestimmt werden
kénnen.

Um einen umfassenden Uberblick tiber das
zu erlangen, was in der Zelle wihrend der
verschiedensten experimentellen Bedin-
gungen, die ja nicht zuletzt auch die Na-
tur widerspiegeln, passiert, bedient man
sich seit nun mehr als zehn Jahren der
DNA-Microarray-Technologie. Hierbei
werden DNA-Sequenzen der zu untersu-
chenden Gene in vitro oder in vivo syntheti-
siert, chemisch modifiziert und an speziell
beschichtete Glas-Objekttriger gekoppelt.
Hierbei spielt die Lokalisation der DNA-
Sequenzen auf dem Array eine wichtige
Rolle, um spiter biologische Aussagen
treffen zu kénnen. Mit speziellen Dru-
ckern (Spottern) kénnen mehrere tausend

verschiedene Gensequen-
zen in Form von kleinen
Punkten, den so genann-
ten Spots abgesetzt und
immobilisiert werden.
Diese reprisentieren Teile
oder gar das gesamte Ge-
nom des zu untersuchen-
den Organismus. Will
man nun Aussagen darti-
ber gewinnen, was unter
verschiedenen experi-
mentellen Bedingungen
in der Zelle passiert, so
kann man nach Durch-
tithrung des Experiments
die Boten-RNA aus dem
biologischen Material iso-
lieren, in die stabilere
cDNA — eine komple-
mentire Kopie — um-
schreiben und withrend-
dessen mit Fluoreszenz-
farbstoffen markieren.
Wichtig hierbei ist es, im-
mer auch die Boten-RNA
des biologischen Materials
vor Durchfiithrung des
Experiments als Kontrolle
zu isolieren und mit
einem zweiten Fluores-
zenzfarbstoff zu markie-
ren. Die Mischung der so

FUNKTIONELLE GENOMIK

ZUSAMMENFASSUNG s

Die Arbeitsgruppe Molekulare Biotechnologie am
Institut fiir Technische Biochemie der Universitdt
Stuttgart beschiiftigt sich unter anderem mit der
ganzheitlichen Untersuchung biologischer Systeme
auf Gen- und Proteinebene. Im Rahmen dieses
systembiologischen Ansatzes werden zwei Themen-
stellungen verfolgt: Zur Untersuchung des Fremd-
stoﬂ—Metabalismus in Leberzellen, werden die
Abktivititen der verschiedenen Gene, die in diesem
Zusammenhang eine Rolle spielen und verbunden
damit die Variation der entsprechenden Proteinmen-
gen mit Hilfe von DNA-Chips untersucht. Ergin-
zend werden ausgewdhlte Enzyme gentechnisch in
Hefen hergestellt und biochemisch charakterisiert.
Da der Fremdstoff-Metabolismus die Wirkung von
Medikamenten von Patient zu Patient verschieden
beeinflusst, hat das Projekt eine intensive pharma-
kologische Bedeutung. Zur Untersuchung der
Stressantwort des Bakteriums Escherichia coli
werden in einem weiteren Projekt die Genexpres-
sionsmuster in Abhingigkeit von verschiedenen
Stressfaktoren wie etwa Néhrstoffmangel mit Hilfe
von DNA-Chips ermittelt. Ziel beider Projekte —
in Zusammenarbeit mit dem Institut fiir Bioverfah-
renstechnik — ist die Erzeugung von systembiologi-
schen Modellen, die die Simulation der bearbeiteten
Stoffwechselvorginge am Rechner und damit die
Vorhersage biologischer Phinomene erlauben.

Microarrays bilden die Grund-
lage der Expressionsanalyse.
Der , hepato-Dual Chip* der Firma
Eppendorf dient der Analyse der toxi-
kologisch relevanten differentiellen
Genexpression und beinhaltet Sonden
fiir 151 Gene in Triplikaten (leere
Kreise). Die Auswahl reprisentiert
alle fiir diese Fragestellung relevanten
Bereiche wie z.B. Phase 1 und 2 Me-
tabolismus, Apoptose, Transport. Des
Weiteren ist der Chip mit zahlreichen
Kontrollspots versehen (farbig gefiillte
Kreise), die der Uherpri[ﬁmg der ein-
zelnen Arbeitsschritte (Reverse Trans-
kription, Hybridisierung) sowie der
Normalisierung der gewonnen Roh-
daten dienen. Die statistisch ausgewer-
teten Fluoreszenzsignale geben Auf-
schluss iiber die differentielle Genex-
pression in unterschiedlichen Hepato-

zytenproben.
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Ablauf eines typischen Micro-

arrayexperiments. (1) Zu Beginn
Jjeder Untersuchung muss das Experi-
ment geplant werden. Beriicksichtigt
werden hierbei unter anderem die er-
forderliche Probenanzahl, die fiir die
Statistik erforderlichen Replikate, die
Zeitpunkte der Probennahmen. (2)
Nach erfolgter Probennahme wird die
RNA aus den Zellen isoliert, sowie
deren Qualitat durch Gelelektrophorese
und Konzentrationsbestimmung kon-
trolliert (3). Die RNA-Proben wer-
den in einer reversen Transkriptions-
reaktion mit Fluoreszenzfarbstoffen
markiert und anschliefend auf einem
Array hybridisiert (4). Nach der
Hybridisierung wird der Array einge-
scannt. (5) Die gewonnen Signale
werden dann mittels Bildverarbeitung
und statistischen Analysewerkzeugen,
wie der So»/‘tware . R* in Expressions-

level der einzelnen Gene iibersetzt.

Microarray-Drucker. Dargestellt
sind die Nadeln beim Absetzen der
DNA auf speziell chemisch modifi-
zierte Glasobjekttriiger. Pro Druckvor-
gang werden zwischen 2,5 und 6,4 nL
abgesetzt, was einem Spotdurchmesser

von 75—215 pum entspricht.

gewonnenen
cDNA kann
dann auf den

Microarray

aufgetragen

werden. Da
sich auf dem

Microarray

die zur cDNA

komplemen-
tire DNA-

Sequenz be-

findet, kann

es nun im

nichsten

Schritt zu

einer Hybri-
disierung, d.h. zur Wechselwirkung zwi-
schen komplementiren DNA-Fragmenten
kommen, sofern sie in der Mischung vor-
handen sind. Dies ist dann der Fall, wenn
unter den gegebenen experimentellen Be-
dingungen diejenige Boten-RNA gebildet
wurde. Die so behandelten Glas-Objekt-
triger kdnnen mit Hilfe spezieller Fluores-
zenzscanner eingescannt und mit einer
Bildverarbeitungssoftware in numerische
Daten iibersetzt werden. Diese Daten
werden dann in Statistikprogramme ein-
gelesen und ausgewertet. Dabei wird fest-
gestellt, welche Gene signifikant hohere
Fluoreszenzen der einen oder anderen Far-
be aufweisen oder aber unverindert blei-
ben, also die Mischfarbe der Fluoreszenzen
aufweisen.

Die Auswertung dieser Intensititen erlaubt
die Genotypisierung der in den Proben
enthaltenen DNA-Sequenzen, d.h. die De-
tektion von Verdnderungen der Sequenzen
(Mutationen) oder aber die Bestimmung
der relativen Expressionslevel der Proteine.
1996 kam der erste DNA-Chip mit ver-
schiedenen Varianten eines HIV-Gens zur
Uberprijfung von Resistenzen gegen be-
stimmte Medikamente auf den Markt.

Seither wurde eine Vielzahl von Chips ent-
wickelt und die Anzahl der auf einem
Chip verankerten und testbaren DNA-
Fragmente von einigen Tausend auf meh-
rere Hunderttausend erhsht. Dies erlaubt
die Bestimmung der verinderten Expres-
sionslevel aller Gene einer Zelle als Reak-
tion auf einen Stimulus oder aber den Ver-
gleich der Expressionslevel zwischen ver-
schiedenen Zelltypen. DNA-Chips werden
des weiteren fiir die Genotypisierung und
die Diagnose von Mutationen oder Poly-
morphismen, die zu Erbkrankheiten oder
einem erhéhten Krebsrisiko fithren kén-
nen, genutzt.

2. Transkriptomanalyse von
Leberzellen (Hepatozyten)

Im Rahmen eines vom Bundesministerium
fiir Bildung und Forschung (BMBF) gefor-
derten Verbundprojektes am Institut fiir
Technische Biochemie (ITB) innerhalb des
Forschungsschwerpunkts Systembiologie —
Systeme des Lebens, steht die Leberzelle, der
Ort der Entgiftung des menschlichen Kor-
pers, im Focus. Warum ist die Entgiftung
tiir den Korper lebensnotwendig? Dem
Korper werden tiglich zahlreiche Fremd-
stoffe (Nahrungsmittelzusitze, Medika-
mente ...) zugefiihrt, die er nicht verwer-
ten kann und die zudem eine schidigende
Wirkung haben kénnen. Viele werden, da
sie wasserltslich sind, iiber die Niere wie-
der ausgeschieden, nicht aber solche, die
tettlgslich sind. Diese miissen vom Korper
erst in wasserlosliche und somit ausscheid-
bare Varianten umgewandelt werden.
Diesen Vorgang bezeichnet man als Ent-
giftung.

Die Entgiftung von Fremdstoffen (Xenobioti-
ka) wird in zwei Phasen eingeteilt:

Phase 1 beinhaltet die Umsetzung von Xeno-
biotika (meist fettldsliche Substanzen)
durch chemische Modifikationen. Diese
Reaktionen dienen der Funktionalisie-
rung. Die dabei in die Molekiile eingebau-
ten reaktiven Gruppen stellen Angriffs-
punkte fiir die Enzyme der Phase 2 dar,
in der die funktionalisierten Zwischenpro-
dukte an verschiedene kleine, hiufig nega-
tiv geladene Molekiile gebunden werden.
Diese auch als Konjugation bezeichneten
Reaktionen erhchen die Wasserloslichkeit
und férdern die Ausscheidung der Xeno-
biotika tiber Niere und Leber: Der konju-
gierte Metabolit verlisst die Leber, gelangt
tiber den Blutkreislauf zu den Nieren oder



in die Galle und wird dort in Phase 3 iiber
Transporter, die das mit dem Xenobiotika
konjugierte Molekiil erkennen, in den
Urin bzw. die Galle ausgeschieden.

Ziel des Projektes ist die Generierung holisti-
scher Daten, die in Kooperation mit den
Projektpartnern zu einem Modell des
Xenobiotikastoffwechsels der Hepatozyten
verarbeitet werden. Neben der Analyse der
am Fremdstoff-Metabolismus beteiligten
Gene und Genprodukte soll auch das De-
differenzierungsverhalten primirer Hepa-
tozyten (Leberzellen, die nach einer Ope-
ration in Kultur genommen werden) auf
Transkriptionsebene verfolgt und analy-
siert werden.

Hierfiir werden am IBVT primire Hepato-
zyten kultiviert und mit unterschiedlichen
Medikamenten behandelt. Zu verschiede-
nen Zeitpunkten werden den Kulturen
Proben entnommen und die RNA isoliert.
Die RNA wird in die stabilere Form der
cDNA umgeschrieben und hierbei jeweils
mit einem Fluoreszenzfarbstoff markiert.
Die unterschiedlich markierten cDNAs aus
behandelten und nicht behandelten Zellen
werden vereinigt und auf einem Mikro-
array hybridisiert. Dazu werden im Rah-
men einer Kooperation mit der Firma
Eppendorf die Dual Hepato DNA Arrays ver-
wendet, auf denen derzeit 151 fiir den
Fremdstoffmetabolismus relevante Gene
erfasst werden.

Findet eine Hybridisierung auf dem Array
statt, sind Fluoreszenzsignale detektierbar.
Je nachdem ob nun die cDNA eines Gens
der behandelten oder der unbehandelten
Probe tiberwiegt, fillt das Fluoreszenzsig-
nal an der entsprechenden Position des
Arrays entweder griin oder rot aus. Fiihrt
ein Stimulus der Zellen zu keiner Verinde-
rung des Transkriptionslevels eines Gens
ergibt sich an der entsprechenden Position
des Arrays ein gelbes Signal (rot:griin =
1:1). So kann mithilfe der Transkriptom-
analyse die Relevanz einer Vielzahl von
Genen bei der Verstoftwechslung von un-
terschiedlichen Fremdstoffen gleichzeitig
untersucht werden.

Des weiteren sollen die zugrunde liegenden
genetischen Regulationsnetzwerke identi-
fiziert werden. Da bislang nicht alle Gene
bekannt sind, die eine Rolle spielen, sollen
am ITB alternativ zu den Arrays von Ep-
pendorf eigene Arrays hergestellt werden,
die zusitzliche, auf dem kommerziellen
Array noch nicht reprisentierte, Gene
enthalten. Hierfiir ist geplant, auf Oligo-

basierte Mikroarrays der
Fa. Agilent Technologies
und/oder eine cDNA-
Bank des Deutschen Re-
sourcenzentrums fiir
Genomforschung zuriick-
zugreifen. Die Identifizie-
rung der zusitzlichen
Gene erfolgte zum Teil
bereits anhand von Lite-
raturrecherchen sowie in
Absprache mit den Pro-
jektpartnern, insbesonde-
re dem Institut fiir Klini-
sche Pharmakologie (IKP)
an der Robert Bosch Kli-
nik. Knapp 300 relevante
Gene wurden identifi-
ziert. Zukiinftig flieBen
hier die Ergebnisse von
Transkriptionsmessungen
der Hepatozytenkulturen
mit kommerziellen
Mikroarrays ein, die das
komplette Humangenom
reprdsentieren.

Eine besondere Herausfor-
derung stellt die statisti-
sche Analyse der gewonnenen Daten dar:
Hohe Hintergrundsignale, unterschied-
liche Einbauraten der verschiedenen
Fluoreszenzfarbstoffe sowie die hohe Zahl
an Variablen (gleichzeitig beobachtete
Gene) bei nur wenigen Beobachtungen
(Wiederholungen) erfordern eine Norma-
lisierung der Daten sowie eine statistische
Auswertung der gewonnenen Daten. Diese
Analyse erfolgt in Zusammenarbeit mit
dem Institut fiir Stochastik und Anwen-
dungen der Universitit Stuttgart.

Die Transkriptomanalyse erlaubt eine zeit-
liche Auflésung sowie einen Vergleich der
Regulationsvorginge bei verschiedenen
Stimuli auf Transkriptionsebene; die 6rtli-
che Auflésung oder gar eine Aussage iiber
funktionelle Interaktionen zwischen co-
regulierten Genprodukten ist mit dieser
Technik jedoch nicht mdglich. Hier setzt
ein weiteres Teilprojekt an, das die Bestim-
mung von moglichen Protein-Protein-
Interaktionen im rekombinanten System
zum Ziel hat. Neben der Bestimmung der
Interaktionen ausgewihlter Proteine, ist
geplant, ein Interaktionsnetzwerk der He-
patozyte mit entsprechend modifizierten
Hefe-Zwei-Hybridsystemen zu generieren.
Eine besondere Herausforderung stellen
membrangebundenen Proteine dar, die

FUNKTIONELLE GENOMIK

[SumMMaRy [

One of the topics of the working group Molecular
Biotechnology at the Institute of Technical Bio-
chemistry deals with the holistic analysis of biologi-
cal systems mainly on the level of gene and protein
expression. Two projects are in the focus: In order to
investigate the xenobiotic metabolism in liver cells,
the expression profiles of the genes playing a role in
this context and the respective protein expression
levels are investigated using the microarray techno-
logy. Additionally selected enzymes are expressed
recombinantly and characterized biochemically. Due
to the influence of the xenobiotic metabolism on the
function of drugs, the project has a strong pharma-
ceutical impact. The second project covers the so-
called Stringent Response of the bacterium Esche-
richia coli. The response of the bacterium on
stressfactors such as nutrient starvation is investi-
gated on the level of gene expression using custom-
made DNA-Chips representing the complete geno-
me of E. coli. The aim of both projects — in col-
laboration with the Institute of Bioengineering — is
the generation of a model, allowing the simulation
of the respective metabolism in-silico and thus

predictions of respective phenomena.
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beim Xenobiotikametabolismus eine wich-
tige Rolle spielen (CYPs, Transporter, Glu-
curonosyltransferasen ...). Des weiteren
werden die in der Transkriptomanalyse ge-
wonnenen Daten mit Proteomdaten ver-
glichen, die bei einem Projektpartner, dem
Medizinischen Proteomcenter in Bochum,
aus denselben Proben gewonnen werden.

Neben diesen umfassenden Ansitzen werden
biochemische Daten einzelner Proteine des
Phase 1 und 2 Stoffwechsels (CYPs, Trans-
ferasen) bestimmt. Da die Ausstattung mit
den entsprechenden Enzymen aufgrund
unterschiedlicher Genotypen und Ex-
pressionslevel individuell verschieden ist,
gleichzeitig aber fiir einen Fremdstoff hiu-
tig mehrere Wege der Metabolisierung be-
stehen, werden kinetische Daten anhand
rekombinanter Enzyme gemessen. Dies
gewihrleistet, dass die Kinetik eines einzel-
nen Enzyms und nicht die Kinetik einer
Umsetzung mit einem in vivo vorkom-
menden Satz an Enzymen bestimmt wird.
Gleichzeitig ermdglicht dies den Vergleich
der katalytischen Eigenschaften verschie-
dener Varianten eines Enzyms, die in vivo
in Form unterschiedlicher Genotypen vor-
kommen. Hierfiir wird mit der methylo-
trophen Hefe Pichia pastoris ein rekom-
binantes Expressionssystem etabliert, das
die Expression humaner, mikrosomaler
CYPs sowie ausgewihlter Phase 2 Enzyme
erlaubt. Erste Ergebnisse fiihrten zu einer
Industriekooperation im Rahmen derer
mit den rekombinanten Hefen Verfahren
zur Synthese pharmazeutisch relevanter
Metaboliten durch Biotransformation ent-
wickelt werden.

Die im Rahmen der beschriebenen Teilpro-
jekte gewonnenen Daten dienen schlieB-
lich zur Erzeugung bzw. Validierung geeig-
neter in-silico Modelle des Xenobiotika-
stoffwechsels am Institut fiir Bioverfah-
renstechnik (IBVT). Insbesondere die im
letzten Teilprojekt beschriebenen kineti-
schen Daten rekombinanter Monooxy-
genasen dienen der Beurteilung und Vali-
dierung der im folgenden Artikel beschrie-
benen Strukturmodelle und Datenbank-
ansitze hinsichtlich ihrer Fihigkeit bioka-
talytische Eigenschaften korrekt vorherzu-
sagen.

3. Analyse von Bakterien
Ein vom Land Baden-Wiirttemberg finan-

ziertes Projekt befasst sich mit der Analyse
von Bakterien und deren Reaktion auf ver-

schiedene Stressfaktoren aus der Umwelt.
Beispielsweise 16st die Limitierung von
Nihrstoffen bei Escherichia coli — einem
unter anderem auch im menschlichen
Darm vorkommenden Bakterium — zahl-
reiche physiologische Reaktionen aus, die
auf verschiedenen Ebenen (Genom, Pro-
teom sowie Metabolom) analysiert werden
konnen. Ein als ,,Stringente Kontrolle®
bezeichnetes Phinomen bezeichnet die
physiologischen Reaktionen des Bakteri-
ums auf Stickstoff- sowie Kohlenstofflimi-
tierung. Stickstoft ist ein elementarer Bau-
stein von Aminosduren, die zur EiweiBsyn-
these unentbehrlich sind. Stehen keine
Aminosduren zur Verfiigung, kénnen
lebenswichtige Proteine nicht mehr her-
gestellt werden — die Zelle muss sterben.
Um dies zu verhindern, sind die Bakterien
in der Lage, die Proteinsynthese auf die
dringend erforderlichen Proteine zu be-
schrinken. Dazu gehdren solche, die das
Uberleben der Zelle im momentanen Zu-
stand gewihrleisten, nicht aber solche, die
tiir das Wachstum oder die Vermehrung
ndtig sind. Dadurch wachsen die Zellen
deutlich langsamer und minimieren ihren
Energieverbrauch. Dieser wirtschaftliche
Umgang mit den zur Verfligung stehenden
Ressourcen ermdglicht es den Zellen, die
Hungerperiode zu {iberstehen und erlaubt
durch feinste Regulation auf der Tran-
skriptionsebene ein Wiederautnehmen des
Wachstums, wenn wieder gentigend Nihr-
stoffe in der Umgebung zur Verfiigung ste-
hen. Dementsprechend hat die ,Stringente
Kontrolle® weit reichende Auswirkungen
auf zelluldrer Ebene. Zahlreiche Gene sind
beteiligt und verschiedenste Proteine inter-
agieren miteinander, um die gewtiinschte
Reaktion zu ermdglichen. Um dieses Phi-
nomen mdglichst umfassend zu beschrei-
ben, werden mithilfe von Microarrays die
das komplette Genom von E. coli K12 re-
prisentieren (> 4000 Gene) Transkriptions-
analysen zu unterschiedlichen Zeitpunk-
ten vor, wihrend und nach einer induzier-
ten Stressantwort durchgefiihrt. Die so
gewonnenen Daten werden dann mit am
IBVT bestimmten Metabolitdaten (zellu-
lire Konzentrationen verschiedener Alar-
mone wie ppGpp, cAMP, etc.) verglichen. ®
Lisa Grundmann
Stefan Lange
Karin Lemuth
Dirk Michel
Thomas Reichart
Rolf Schmid
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Von der Sequenz zur
Funktion

Datenbanken und Modellierung

Enzyme spielen in der Medizin
eine wichtige Rolle, da je nach
der vorhandenen Enzymausstat-
tung die individuelle Reaktion auf
Medikamente aul3erst unter-
schiedlich ausfallen kann und von
Mensch zu Mensch variiert. Wird
zuviel eines Enzyms produziert,
das am Abbau eines bestimmten
Medikaments beteiligt ist, kann
dieses Medikament unwirksam
werden. Ist hingegen das Enzym
in zu geringen Mengen vorhan-
den, wird das Medikament zu
langsam abgebaut.

Ein zu langsamer Abbau hat da-
bei den gleichen Effekt wie eine

Uberdosierung und kann zu Ne-

benwirkungen fuhren. Ein Fehlen
des Enzyms kann ebenfalls die Bildung giftiger Nebenprodukte bewir-
ken, da der eigentliche Abbauweg nicht funktioniert. Aus der grofB3en
Enzymklasse der P450 Monooxygenasen sind die drei wichtigsten
am Abbau von 30 Prozent aller in der Leber verarbeiteten Arzneimit-
teln beteiligt. Ein groBer Schritt fUr die Entwicklung maflBgeschneider-
ter Medikamente ist daher das Verstandnis, wie sich die unterschied-
lichen Variationen in der DNA-Sequenz eines Gens, die entweder zu
einem verdnderten Enzym oder zu einer Anderung der Menge an
produziertem Enzym fUhren kdnnen, auf die Eigenschaften von P450

Monooxygenasen auswirken.



1. Einleitung

Die Enzymklasse der P450 Monooxygenasen
spielt eine wichtige Rolle bei der Entgif-
tung und der Biosynthese. Monooxygena-
sen kommen in allen Lebewesen vor; so
wurden drei P450 Monooxygenasen in der
Hefe Saccharomyces cerevisiae, 18 in dem Bo-
denbakterium Streptomyces coelicolor, 80 in
dem Fadenwurm Caenorhabditis elegans und
257 in der Ptlanze Arabidopsis thaliana gefun-
den. Erstaunlicherweise enthalten die
Bakterien Escherichia coli und Salmonella typhi-
murium keine P450 Monooxygenasen. Das
menschliche Genom kodiert fiir 60 ver-
schiedene P450 Monooxygenasen. 15 dieser
Enzyme sind fiir den Abbau von Fremd-
stoffen wie etwa Medikamenten, die nor-
malerweise nicht im Kérper vorkommen,
zustindig; 14 sind am Steroidstoffwechsel
beteiligt, vier P450 Monooxygenasen oxi-
dieren fettlosliche Vitamine und neun En-
zyme sind am Stoftwechsel von Fettsiuren
beteiligt. Die Funktion der restlichen P450
Monooxygenasen ist zurzeit noch nicht
bekannt. Die Hauptaufgabe dieser Enzyme
ist es, wasserunlosliche Substanzen in was-
serlosliche Produkte umzuwandeln. Dies
trifft auch auf Medikamente zu, die da-
durch unwirksam und aus dem Korper
ausgeschieden werden kénnen. Die wich-
tigsten an Abbau, Aktivierung oder Um-
bau von Medikamenten beteiligten P450
Monooxygenasen kommen in der Leber
vor, aber auch in anderen Geweben befin-
det sich eine Vielzahl dieser Enzyme. Aller-
dings hat nicht jeder Mensch die gleiche
Ausstattung an P450 Monooxygenasen,
sondern es existieren erblich bedingte Va-
riationen. Diese werden verursacht durch
so genannte Single Nucleotide Polymorphisms
(SNPs). SNPs sind Variationen in der DNA-
Sequenz eines Gens, die entweder zu
einem verdnderten Enzym oder zu einer
Anderung der Menge an produziertem En-
zym fiithren kénnen.

2. P450 Datenbank

Die Funktion der meisten humanen P450
Monooxygenasen ist noch nicht bekannt.
Die Vorhersage der Eigenschaften dieser
Enzyme und ihrer SNPs beziiglich Menge
und biochemischer Eigenschaften, und
somit die Vorhersage ihrer Aktivitit gegen-
tiber neuen Wirkstoffen ist das Ziel der
P450 Datenbank. Durch systematisches
Sammeln und Vergleichen der Daten von

Die P450 Datenbank ist eine

- DATENBANKEN UND MODELLIERUNG -

P450 Monooxygenasen
mit bekannten und unbe-
kannten Eigenschaften Die Enzymklasse der P450 Monooxygenasen spielt
koénnen die Funktionen eine wichtige Rolle beim Ab- und Umbau von
Fremdstoffen wie Giftstoffen oder Medikamenten.

Obwohl alle Vertreter dieser Klasse den gleichen

der einzelnen Bereiche
des Proteins entschliisselt
werden. Obwohl die Pro-
teinsequenzen von P450

Reaktionstypus katalysieren, variieren die einzelnen
Enzyme erheblich in threm Substrat- und Produkt-

Monooxygenasen nur ge-
ringe Ahnlichkeit aufwei-

spektrum. Alleine im menschlichen Genom gibt es
60 verschiedene P450 Gene. An unserem Institut
wird durch Methoden der Bioinformatik und durch
computergestiitzte Proteinmodellierung untersucht,

sen, haben die Proteine

eine ihnliche Struktur

und Funktion, wodurch welche Bereiche in den P450 Monooxygenasen fiir
sie direkt verglichen wer- die Erkennung der Fremdstoffe verantwortlich sind
den kénnen. Der syste- und welche Produkte dabei jeweils entstehen. Mit
matische Vergleich aller einem solchen Modell lésst sich erkliren, wie eine
bekannten Sequenzen,

Strukturen und Eigen-

unterschiedliche Zusammensetzung von P450
Monooxygenasen bei zwei Patienten zu unterschied-
lichen Abbauraten desselben Medikaments fiihren
kann. Ziel ist es, die Abbauraten und die Abbau-
produkte fiir jeden beliebigen Fremdstoff individuell

vorhersagen zu konnen.

schaften soll daher zum
Verstindnis dieser Enzy-
me fiithren.

familienspezifische Da-

tenbank, sie biindelt und

organisiert groBe Mengen an Sequenz—,
Struktur- und Annotationsinformationen
und ist daher ein niitzliches Werkzeug, um
Beziehungen zwischen Proteinsequenzen
und Proteinstrukturen zu untersuchen.
Ein Protein ist ein Polymer bestehend aus
einer Kette von Aminosiuren, die eine
definierte riumliche Struktur einnehmen.
Die rdumliche Struktur eines Proteins be-
dingt seine Funktion und Wirkungsweise.
Verwandte, also aus einem gemeinsamen
Vorgingerprotein hervorgegangene Pro-
teine weisen neben einer ihnlichen Struk-
tur auch eine dhnliche Proteinsequenz auf.
Je nach dem Verwandtschaftsgrad wurden
die Proteinsequenzen daher in homologe
Familien und {ibergeordnet in Superfami-
lien eingeteilt. Die Benennung von P450
erfolgt nach ihrem Verwandtschaftsgrad
und deckt sich mit der Einteilung der En-
zyme in der P450 Datenbank: Der Name
eines P450 beginnt mit CYP (Cytochrom
P450) gefolgt von einer Zahl, die die Super-
familie bestimmt, eines Buchstabens, der
die homologe Familie bezeichnet und
einer weiteren Zahl, die das Enzym identi-
fiziert (Z.B. CYP2C9, CYPSA‘l). Die P450
Datenbank enthilt 3538 Proteineintrige,
wobei von 128 Eintridgen Proteinstrukturen
bekannt sind. Sie lassen sich in 934 homo-
loge Familien und 462 Superfamilien ein-
teilen. Hiervon sind 218 Proteine aufgeteilt
in 43 homologe Familien und 20 Super-
familien humane P450 Monooxygenasen.

ZUSAMMENFASSUNG



Phylogenetischer Baum der homologen

Familien 2A, 2B, 2C, 2D, 2E und
2F. Humane P450 wurden in rot her-
vorgehoben, homologe Familien wurde

durch Einrahmungen gekennzeichnet

Ausschnitt aus dem Sequenzalignment
{

der Familie 2B. Die Positionen 21 und

46 sind farbig markiert.
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Eine interessante Familie ist
die Superfamilie 2. Mitglieder
dieser Superfamilie sind be-
teiligt am Abbau von Nikotin
(CYP2A6, CYP2B6), Morphi-
nen (CYP2B1), AT1-Antago-
nisten (Cyp2C9), Protonen-
pumpenhemmern, Antiepi-
leptika und Antidepressiva
(CYP2C19), B-Blockern
(CYP2D6) sowie Anisthetika,
Ethanol und Paracetamol
(CYP2E1). Um Protein-
sequenzen dieser Superfami-
lie zu untersuchen, werden
verschiedene Analysemethoden ange-
wandt.

Zur Analyse der gesammelten Sequenzdaten
wurden fiir jede homologe Familie und
jede Superfamilie Sequenzvergleiche er-
stellt. Bei einem Sequenzvergleich werden
Proteinsequenzen nach ihrer Ahnlichkeit
angeordnet, wobei die Eigenschaften ihrer
Aminosiuren (hydrophob, polar, geladen)
eine wichtige Rolle spielen. Von besonde-
rer Bedeutung ist hierbei die Beobachtung,
dass die Eigenschaften von Aminosiuren
an bestimmten Positionen im Protein fiir
die Faltung und Aktivitit essentiell sind.
Anhand eines Sequenzvergleichs kdnnen
daher Aminosiuren, die in allen Protein-
sequenzen einer Familie gleich sind, identi-
fiziert werden. Solche konservierten Ami-
nosiuren sind hiufig entweder fiir die
Funktion oder die Struktur eines Proteins
essentiell. Sequenzvergleiche werden als
Grundlage fiir eine Vielzahl von Analyse-
methoden eingesetzt, wie fiir die Berech-
nung von phylogenetischen Biumen, wel-
che die Verwandtschaftsbeziechungen zwi-
schen einzelnen Proteinen aufgrund ihrer

Sequenzihnlichkeit darstel-
i : len. In (01) ist ein phyloge-
! netischer Baum ausgesuchter

Proteine aus sechs homolo-

gen Familien der Superfami-

lie 2 dargestellt. Der Baum
gliedert sich fiir die homolo-
gen Familien 2A, 2B, 2D und
2F deutlich in vier Aste, wo-
bei auch Unterteilungen in-
nerhalb einer homologen

Familie sichtbar sind (2A, 2B

und 2D). Die homologen Fa-

milien 2C und 2E hingegen
zeigen keine deutliche Trennung, da die

Familie 2C streut. In diesem Fall wiire zu

iiberlegen, ob die Einordnung der Proteine

2C22,2C30, 2C117 und 2C33 aus diesem
Beispiel in die homologe Familie 2C kor-
rekt ist.

Zur Analyse der Auswirkungen von Poly-
morphismen werden alle verfiigbaren In-
formationen iiber bekannte SNPs in der
Datenbank gesammelt und ausgewertet:
welche Position wurde mutiert, welche
Aminosdure wurde ausgetauscht, und wel-
che Auswirkungen auf die Aktivitit und
die Substratspezifitit des Enzyms sind
bekannt. Allerdings fithrt nicht jeder Aus-
tausch notwendigerweise zu einer Ande-
rung der Eigenschaften. Gewisse Variatio-
nen in der Proteinsequenz werden tole-
riert, andere hingegen fithren zur Inakti-
vierung des Enzyms. Um diese Variationen
innerhalb einer Familie zu untersuchen,
wurden Konservierungsanalysen durch-
gefiihrt. Hierbei werden die Eigenschaften
der Aminosiuren, ihre Position im Protein
und ihre Konservierung beriicksichtigt. Im
Alignment der Familie CYP2B erkennt
man, dass die Aminosidure Glutamin an
Position 21 des humanen CYP2B6 Enzyms
nur in einer weiteren Sequenz der Familie
vorkommt, und damit nicht konserviert
ist (02). Die Aminosiure Methionin an
Position 46 hingegen ist in fast allen Se-
quenzen der Familie 2B erhalten und da-
mit hoch konserviert. Experimentelle Da-
ten zu Mutationen an diesen Positionen in
CYP2B6 zeigen, dass eine Mutation des
hoch konservierten Methionins zu einem
Verlust der Enzymfunktion fiihrt, wih-
rend das Enzym tolerant gegentiiber einer
Mutation an der nicht konservierten Posi-
tion 21 ist. Im Vergleich mit P450/SNPs mit
bekannten Eigenschaften lassen sich Riick-
schliisse auf die Eigenschaften neu ent-
deckter SNPs ziehen. Das Ziel dieser Un-
tersuchungen ist, die Eigenschaften un-
bekannter SNPs vorherzusagen und somit
die Grundlage zu schaffen, dass individuell
tiir jeden Patienten das richtige Medika-
ment in der richtigen Dosierung verab-
reicht werden kann.

3. Modellierung

Um die Funktionsweise von Enzymen zu
verstehen sind Informationen tiber ihre
dreidimensionale Proteinstruktur notig.
Zur Zeit sind etwa 28.500 Proteinstruk-
turen in der 6ffentlich zuginglichen
Datenbank, der Protein Data Base (PDB)
(www.pdb.org) zuginglich. Seit Anfang
der neunziger Jahre des letzten Jahrhun-



derts, als die erste Kristallstruktur eines
bakteriellen P450 Enzyms publiziert wurde,
konnten die Strukturen von 13 verschiede-
nen P450 Monooxygenasen aufgeldst wer-
den. Zunichst wurden vor allem die
Strukturen bakterieller Enzyme, in den
letzten Jahren jedoch auch die von héhe-
ren Organismen aufgeklirt (03). Trotz
unterschiedlicher Sequenzen zeigen die
bisher bekannten P450 Monooxygenasen
eine grofie Ahnlichkeit. Da die Kristallisa-
tion von Proteinen, die fiir die Ermittlung
von Proteinstrukturen bendtigt wird, sehr
aufwendig und schwierig ist, gibt es, im
Verhiltnis zu den bekannten Sequenzen,
nur eine relativ geringe Anzahl aufgeléster
Proteinstrukturen. Allerdings kann die
Struktur eines Proteins auch auf dem
Computer modelliert werden. Dabei wird
vorausgesetzt, dass Proteine mit dhnlicher
Sequenz eine dhnliche Struktur besitzen.
Die Sequenzidentitit zwischen einem Pro-
tein mit bekannter Struktur und dem zu
modellierenden Protein sollte 50 Prozent
oder mehr betragen, um ein vertrauens-
wiirdiges Modell zu erhalten.

Mit Hilfe der Methoden der Bioinformatik
und der computergestiitzten molekularen
Modellierung soll der Zusammenhang
zwischen Sequenz, Struktur und bioche-
mischen Eigenschaften der P450 Monooxy-
genasen untersucht werden. Auf dem
Computer wird modelliert, wie ein Enzym
sein Substrat in der Bindungsstelle bindet,
und welche Aminosiuren fiir die bioche-
mischen Eigenschaften verantwortlich
sind. Wechselwirkungen zwischen Substrat
und Enzym kénnen mit der Methode des
Dockings untersucht werden. Mit Hilfe die-
ser Methode konnen groBe Substratbiblio-
theken virtuell in Enzymstrukturen ge-
dockt werden und deren Wechselwirkun-
gen untersucht werden (virtual screening). Da
tiir die Erkennung von Substraten durch
Enzyme sowohl die Struktur als auch die
Flexibilitit eine wichtige Rolle spielen,
miissen bei der Modellierung die Bewe-
gungen des gesamten Systems simuliert
werden. Ein typisches Enzym-Substrat-
System besteht zusammen mit dem L6-
sungsmittel aus 50.000 bis 100.000 Atomen.
Um solch groBe Systeme simulieren zu
koénnen, wurde 2002 am Institut fiir Tech-
nische Biochemie ein Hochstleistungscom-
puter aus 256 PC-CPUs mit einer Spitzen-
leistung von 785 GFlops aufgebaut (04).

Durch Modellierung von
P450 Enzym-Substrat-
Komplexen auf dem
Computer wird die Selek-
tivitit verschiedener P450
gegeniiber Substraten
und der Einfluss einzelner
Aminosiuren untersucht.
Aber nicht nur die Sub-
stratspezifitit, sondern
auch die Selektivitit der
entstehenden Produkte
kann modelliert und ver-
standen werden. Dies ist
ein wichtiger Gesichts-
punkt bei der Entwick-
lung von Medikamenten,
da unterschiedliche Reak-
tionsprodukte verschiede-
ne, teils toxische Figen-
schaften haben kénnen. So
konnte die unterschiedli-
che Regioselektivitit von
CYP2B6 gegeniiber Cyclo-
phosphamid und Ifosfamid,
Wirkstoffen aus der Krebs-
therapie, durch Modellie-
rung verstanden werden.
Durch den Austausch von
Aminosiuren werden die
Auswirkungen von SNPs
auf die Selektivitit einzel-
ner P450 untersucht. Die
computergestiitzte Model-
lierung ist damit eine Brii-
cke zwischen Proteinstruk-
turen und ihren Funk-

Sandra Barth

Stephan Tatzel

Jiirgen Pleiss

tionen. °
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SUMMARY

The enzyme class of P450 monooxygenases plays a
major role in the metabolism of xenobiotics like
toxic agents or drugs. Although all members of this
class catalyse the same reaction type, their substrate
and product spectrum varies considerably. In the hu-
man genome 60 different P450 genes have been
identified. At our institute we investigate by bio-
informatics and computer-aided protein modelling
methods which binding sites in the protein mediate
the recognition of xenobiotics and the formation of
product. Such a model explains how for the same
drug the different compositions of P450 monooxyge-
nases in two patients lead to a different degradation
rate. This model will then be applied to predict the
individual degradation rates and degradation pro-
ducts for any xenobiotic.

Struktur des P450 CYP2B4 aus
Oryctolagus cuniculus (]luse)
Im aktiven Zentrum ist das Him, die
prosthetische Gruppe des Enzyms, rot
dargestellt.

BioCORTEX Ein PC-Cluster beste-
hend aus 256 AMD MP1800+ Pro-

zessoren.
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Systembiologie als

Paradigma der Technik —

Technik als Paradigma
der Systembiologie?

Paul Klee, Baumkultur, 1927
© VG Bild-Kunst, Bonn 2005

1. Problemlage

Die beeindruckenden Ertrige systembiologi-

scher Forschung zu den Funktionsmecha-
nismen biologischer Systeme, insbesondere
der Zelle, erwecken berechtigte Hoffnun-
gen, ein besseres Verstindnis komplexer
biologischer Prozesse fruchtbar zu machen
tiir die Beherrschung technischer Prozesse,
die immer komplexer werden. Dies betrifft
nicht bloB die Herstellungsverfahren im
engeren Sinne (Produktions-/Verfahrens-
technik etc.), sondern auch unsere techno-
logische Kultur insgesamt mit ihren im-
mer komplexer werdenden Systemen der
Wandlung, des Transports und der Spei-
cherung von Stoffen, Energie und Infor-
mation. Angesichts der Storanfilligkeit
dieser Systeme, deren Havarien oftmals
durch scheinbar ,banale” Faktoren aus-
gelost werden, beeindruckt die Robustheit
und Leistungsfihigkeit biologischer Syste-
me, die aufgrund ihrer hierarchischen Re-
gelungsprozesse, ihrer Modularisierung,
ihrer sicherheitsverbiirgenden Redundan-
zen sowie dquifunktionaler Diversivitit
mit den Provokationen ihrer Umwelt fer-
tig werden, ja diese Provokationen selbst
beeinflussen und daher fiir viele die ge-

(Walther Ch. Zimmerli zum 60. Geburtstag)

suchte — tiberfillige — Konkretisierung des
allerorten befiirworteten, aber eben krite-
riologisch unscharfen Leitbildes ,nachhal-
tige Entwicklung®” abgeben — soweit man
sie in Ruhe lisst. Biologische Systeme also
als Vorbild fiir die Architektur und das Ma-
nagement technischer Systeme?

Die menschliche Technik — sieht man sie im
Kontrast zum tierischen Werkzeug-
gebrauch und zur ,Zufallstechnik® (José
Ortega y Gasset) der Jiger und Sammler —
war und ist immer Systemtechnik. Seit der
agrikulturellen Revolution (ein Pleonas-
mus, denn ,cultura® heift urspriinglich
Ackerbau, Ptlege der duBeren ,natiirli-
chen® Natur, sogleich dann der inneren
Natur unseres Geistes und Handelns) dient
ihre Technik nicht bloB der Optimierung
des Mitteleinsatzes durch artifizielle Ver-
stairkung, Entlastung oder des Ersatzes
natiirlicher Mittel (Organe), sondern zu-
gleich auch und gerade der Absicherung
und Gewihrleistung gelingenden Mittel-
einsatzes gegeniiber den Widerfahrnissen
der Natur, denen die Jiger und Sammler
ausgesetzt waren. Zu diesem Zwecke wur-
de die natiirliche Umwelt gestaltet (Acker-
bau, Siedlung, Bewidsserung, StraBen etc.),
genauer: ein Ausschnitt der natiirlichen



Umwelt wurde transformiert und in das
System aufgenommen, mithin die Gren-
zen des Systems nach auBen verschoben.
Dies bedeutete zugleich eine Erh6hung der
Binnenkomplexitit des Systems, dessen
Leistungen (Optimierung und Absiche-
rung des Mitteleinsatzes) nur zu erbringen
waren {iber eine Diversifizierung der Wahr-
nehmung der Systemfunktionen (Speziali-
sierung/Arbeitsteilung) sowie den Aufbau
zusitzlicher Systemfunktionen zum Zwe-
cke der Relationierung und Koordinierung
(Sprache, Schrift/Fernkommunikation, In-
formationsaustausch) der speziellen Funk-
tionen. Ausgedriickt in der Begrifflichkeit
der Systemtheorie finden wir hier bereits
die beiden Grundoperationen technischen
Handelns angelegt: ,,Steuern® als Erzielen
von Effekten (RegelgréBen) im Ausgang
von Inputs als StellgréBen, und ,Regeln®
als Operation, die den Steuerungsprozess
angesichts der StérgréBen der Systemum-
welt gelingen ldsst, absichert, von ihnen
unabhingig macht fiir die Realisierung der
RegelgréBen als Ziele. Auch finden wir
bereits in rudimentirer Form die beiden
grundlegenden Typen einer solchen Rege-
lung, ndmlich die einer vorgeschalteten

., Die menschliche Technik —
sieht man sie im Kontrast zum
tierischen Werkzeuggebrauch
und zur ,, Zufallstechnik”
(José Ortega y Gasset)
der Jager und Sammler — war

und ist immer Systemtechnik.”

hsherstufigen Steuerung (der Steuerung)
im hierarchischen Aufbau der soziotechni-
schen Systeme sowie (sozial-institutiona-
lisierte) Mechanismen der Riickkopplung,
indem durch Abgleich der RegelgriBe mit
der SollgréBe der ,Regler® eingestellt wird
(hierzu spiter). Das Fithrungsverhalten
dieser Regelungen dient der Stabilitit und
der Storunterdriickung, wobei erstere bei
starken Stérungen, instabilen Systemen
oder ungenau bekannten Systemen in der
Regel versagt, wihrend letztere aufgrund
der Feed-back-Effekte bei deterministisch
chaotischen Systemen an ihre Grenzen
kommt.

Gerade Martin Heidegger,

an dessen Technikver-
stindnis man durchaus
Zweifel anmelden kann,
hat dies allerdings vollig
richtig gesehen. Als
Grundzug abendlindi-
schen Denkens (welches
er kritisiert) stellt er he-
raus, dass die Widerfahr-
nisse beim technischen
Handeln dazu fiihren,
dass uns Gegen-stinde er-
sichtlich werden, sich ein
vor-stellender Weltbezug
etabliert, in dessen Rah-
men das ,rechnende Den-
ken* darauf aus ist, (nun
bewusst) zu ,steuern®
und zu ,sichern® (d.i. zu
regeln). Der symptomati-
sche Irrtum jedoch, der
die gesamte abendlindi-
sche Technikphilosophie
— mit Ausnahme der Stoa
— bis zur Aufklirung hin
begleitet, tritt bei ihm
auch deutlich zu Tage:
Erst die ,moderne Tech-
nik“ sei eine, innerhalb
derer jene beiden Opera-
tionen im ,Gestell“ (seine
Ubersetzung tiir ,Sys-
tem®) stattfinden. Hier
werde — in spezifischer
Weise — die Natur ,,ge-
stellt®, ,herausgefordert®,
was er insbesondere an

- SYSTEMBIOLOGIE ALS PARADIGMA? -

ZUSAMMENFASSUNG

Der Beitrag analysiert die philosophischen Implika-
tionen der modernen Systembiologie unter der Leit-
frage, in welcher Hinsicht biologische Systeme als
Vorbild fiir die Architektur und das Management
technischer Systeme gelten konnen. Zundchst wird
die Problemlage durch eine Skizze der Entwicklung
des Systembegriffs in der philosophischen Tradition
im Verhiltnis zum jeweiligen Stand der Wissen-
schaften und der Technik entfaltet. Es zeigt sich,
dass menschliche Technik und Kultur vom Prinzip
her immer schon als Systemtechnik zu verstehen ist,
und dass die Prozesse des Steuerns und Regelns
nicht nur die basalen Prozesse der Technik, sondern
auch der Naturwissenschaft sind. In dieser Hinsicht
ist die wissenschaftliche und philosophische Hin-
wendung zu den Prozessen, Verfahren und Steue-
rungsmaglichkeiten in der molekularen, biologi-
schen, technischen und kulturellen Welt unverzicht-
bar fiir das Verstiindnis dieser Systeme. Den Gefah-
ren eines kruden Naturalismus und Mechanismus
hat sowohl die philosophische Tradition als auch die
Wissenschaftstheorie mit der Theorie der offenen
Systeme entgegengearbeitet. Der Autor zeigt, dass
auch die moderne Systembiologie nicht unter das
Verdikt des naturalistischen Fehlschlusses fallt, da
sie den biologischen Systemen keine Ziele ablau-
schen oder unterstellen will. Thre Intention zielt
vielmehr auf die komplexen Mittel und Kriterien,
mit denen die Systeme organisiert sind, um die Pro-
zesse effektiv, effizient und stabil zu halten. Damit
komme die Systembiologie sowohl dem modernen
Paradigma einer nachhaltigen Technik als auch den
friihen Intentionen von ,, Technik* nahe.

der Energiebereitstellung verdeutlicht,

und in dem ,,Versammelnden dieses Stel-
lens“ werde auch der Mensch insofern he-
rausgefordert, als der somit gegebene ,Be-
stand* als Inbegriff der technischen Mittel
dem Menschen nicht mehr als (disponib-
ler) ,Gegen-stand® gegentiber tritt, son-
dern der Mensch , Teil“ dieses Bestandes
ist, auf ihn angewiesen ist, sofern er die
Sorge um sein Dasein nicht aufgeben will.
Das ist eine Formulierung der allgemein
geteilten These, dass der Mensch der
~Herrschaft® seiner Mittel unterliege
(Jacques Ellul u.v.a.), Teil des Reproduk-
tionsmechanismus des technischen Sys-
tems ist — womit wir wieder bei der Biolo-
gie, hier: einem problematischen ,Biologis-
mus®, wiren. In Gang gesetzt wurde dieser
Prozess — wie gesagt — durch einen techno-
morphen Weltbezug, wie ich ihn bezeich-
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ne, welcher alle Widerfahrnisse der Natur
als technisch losbare Probleme im Felde
disponibler Gegenstinde begreift.

Ein weiteres hat Heidegger — wohl auch un-
ter dem Einfluss der Gespriche mit pro-
minenten Physikern seiner Zeit — richtig
erfasst: Die Prozesse des Steuerns und
Regelns sind nicht nur die basalen Prozesse
der Technik, sondern auch der Naturwis-
senschaft. Das naturwissenschaftliche Ex-
periment ist ein Steuerungsprozess, einer
Praxis, die Theorie heift“ unter ,Metho-
den als niitzlichen Maschinen® (Edmund
Husserl) — gegenstindlich gestiitztem,
algorithmisiertem gedanklichen Vorgehen.

., Die Prozesse des Steuerns
und Regelns sind nicht nur
die basalen Prozesse der Technik,
sondern auch der

Naturwissenschaft.*

Dieser Steuerungsprozess ist dahingehend
reguliert, dass die Versuchsanordnung da-
rauf aus ist, eine Unabhingigkeit von Stor-
groBen (durch Isolierung, Unterdriickung,
Kompensation dieser GroéBen) zu erzielen,
eben eine Stabilitit der Steuerung und ihre
Wiederholbarkeit — Definition des gelunge-
nen Experiments wie gelingender Technik
—zu erreichen. Technik als Wissenschaft ist
nicht ,angewandte Naturwissenschaft*,
wie Heidegger hervorhebt, sondern beide
richten sich auf das, was (wiederholbar)
wsein kann® (Ernst Cassirer): Seien es mog-
liche Inputs fiir gesetzte Outputs oder
mogliche Outputs bei gesetzten Inputs.
lIhre gemeinsame Wurzel ist der realtechni-
sche Eingriff in die Natur.

Aber trifft dies nicht erst fiir ein Denken in
Galileieschen Paradigma oder einer , Leo-
nardo-Welt“ (Jiirgen MittelstraB) zu? Ist
dies nicht doch ein Spezifikum moderner
Wissenschaft und moderner (System-)
Technik als ,Gestell*? Hatte Heidegger
doch recht, und finden wir hier nicht den
wahren Kern der (problematischen) kul-
turpessimistischen Technikphilosophie? Ja
und nein — die Sachlage ist komplizierter.

2. Der Systembegriff im Wandel
der Technikphilosophie

Wie bereits erwihnt, findet sich im technik-
philosophischen Denken der ilteren Tra-
dition ein Ansatz, der erstens eine adiqua-
te Einschitzung der realen Technik (als
Material-, Intellektual- und Sozialtechnik)
verhinderte (und von Heidegger u.a. auf-
genommen wurde), und der zweitens
Technik neben einer theoretisch ausgerich-
teten Wissenschaft verortete, so dass mit
Leonardo und Galilei die neue Wissen-
schaft erst etwas einholen und integrieren
musste, was in Gestalt realer Technik be-
reits durchaus entwickelt war, nur eben
nicht in einer adiquaten wissenschaftli-
chen Deutung dieser Technik. Man ging
vom Handeln aus, prizisierte Handeln als
Einsatz von Werkzeugen zwecks Verferti-
gung von Giitern des alltiglichen Ge-
brauchs (einschlieBlich der Kunst) und
verfehlte damit von vorneherein denjeni-
gen Bereich der Technik, der —s.0. —als
cultura ein System der Absicherung dar-
stellte, das bereits ganz erheblich auf die
Umwelt wirkte und diese nutzte (Rodung,
Ziichtung, Bergbau) mit einschligigen
tkologischen Folgen (Georg Agricola).
Ferner fiel nicht in den Blick, dass seit der
Antike Maschinen — wenn auch quantita-
tiv nicht reprisentativ — eingesetzt wurden
(Nutzung von Wind und Wasserkraft sowie
Verbrennungsenergie), so dass die Charak-
terisierung erst der modernen Technik als
Maschinentechnik zwar ihre Berechtigung
in quantitativen Sinne hat sowie beziiglich
eines spezifischen Typs der Bereitstellung
und Nutzung von Verbrennungsenergie in
Arbeits- und Werkzeugmaschinen, nicht
jedoch prinzipiell.

Die mythischen Bilder der Entstehung von
Technik bei Hephaistos, Prometheus, He-
rakles, Athene und Odysseus sind da treft-
licher und zeigen das breitere Spektrum:
Athene steht fiir die Technik des ,, Webens®
(Zusammenfiigen, Wortwurzel TeK) von
Rohstoffen, Zeichen (nach Pindar) und So-
zialbeziehungen/Arbeitsteilung (Orestie),
wobei zum einen niitzliche Produkte und
Zustinde entstehen, sie zum anderen aber
eben dadurch und dartiber hinaus Sorge
dafiir trigt, Unabhingigkeit von den Ein-
fliissen (Gefahren und Verlockungen) der
unmittelbaren Natur zu gewihrleisten.
Dabei finden wir im Kleinen wie im Gro-
Ben Steuerungs- und Regelungsprozesse,
und wir finden regelmiBig die Klage der-



jenigen, die sich in das ,Gestell* mit seinen

Herausforderungen nicht fiigen wollen
und dies in vergangenheits- oder zukunfts-
zentrierten Utopien (letztere positiv oder
negativ) oder im Hang zur arkadischen
Idylle artikulierten. Weitere Pointen soll-
ten nicht unerwihnt bleiben: Prometheus
wurde nicht von den Géttern gestraft, weil
er den Menschen die Kunst der Medizin,
der Mathematik, der Navigation und der
Weissagung gebracht, sondern auch und
gerade die des Bergbaus und der Feuer-
kunst sowie die der Bearbeitung von Metall
(Aischylos). Und sein Befreier Herakles
letet den Fluss um zwecks Reinigung der
Stille der Augias. Was sich hier ausdriickt,
ist die Loslésung von einer natiirlichen
Ordnung, die ihre Ressourcen (Holz, Was-
ser, Wind etc.) gemiB den ,,Launen der
Gotter” bereitstellt — Technik als ,,Kontin-
genzmanagement” (Niklas Luhmann).
Ihren Triumph feiert diese Technik aller-
dings erst im Zuge der industriellen Revo-
lution, dem Abschied von der ,,Holz- und
Wasserwirtschaft® (Lewis Mumford, Phyllis
Deane) qua ErschlieBung neuer Energie-
und Rohstoffvorrite, nicht mehr solchen,
von deren Regenerationsmodus man ab-
hingig war. Bergbau und Artifizialisierung
von Ausgangsstoffen waren die Grundlage
tiir die Freisetzung eines Potentials ,,endlos
erweiterbarer® Mittel fiir neue Zweckbin-
dungen — diesen ,Frevel haben die alten
Gotter erkannt. Nach Norbert Wiener ist
dies die einzige technische Revolution (die
zweite wire die der Ersetzung menschli-
cher Intelligenz).

. Blofe Wissenschaft oder
blofe Erfahrung sind nicht hin-
reichend fiir technisches
Gelingen; systemtheoretisch:
blofe Steuerung oder blofes
(regelndes) Feed-back laufen,

jeweils fiir sich, ins Leere.

In der Technikphilosophie — die ja nicht eine
Disziplin darstellt, vielmehr das jeweilige
philosophische Weltverstindnis fiir die
Analyse eines bestimmten Umgangs mit
der Welt geltend macht — findet sich der
Wandel des Technikverstindnisses, das seine
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Provokationen in der realtechnischen Ent-
wicklung findet. Die Einsichten des My-
thos waren verdringt, {iberboten von
einem spekulativen Philosophieren, das bis
zum Humanismus und der Aufklirung
der Technik nicht gerecht werden konnte.
Aber selbst in der Antike mit ihrer Ein-
schrinkung auf die Technik des Werkzeug-
gebrauchs und des Herstellens finden wir
zwei Impulse unterschiedlicher Art:
Aristoteles (wer sonst?) verweist auf das
menschliche Spezifikum der Hand als
nicht festgelegtem Steuerungsorgan (kine-
sis) spezialisierter komplexer Werkzeuge
(als kleinen Systemen, die die entsprechen-
den Gegenstinde und Zustinde realisie-
ren), ,ablegbaren Teilen® unseres Krpers
als hoherstufigem, ,,anpassungsfihigem*
Organ, das zudem diese Teile adidquat be-
reithalten und bevorraten (Regelung) und
seinerseits nur in hoherstufigen Koordina-
tionszusammenhingen (als zoon politi-
kon) leben kann (de generatione animali-
um). Technik bedarf des Wissens um die
Griinde ihres Tuns (Episteme/Wissen-
schaft), die sie aus der Kenntnis der Natur
bezieht sowie der Erfahrung (Emperia),
aus der sie die Informationen iiber die not-
wendige situative Anpassung erhilt. BloBe
Wissenschaft oder bloBe Erfahrung sind
nicht hinreichend fiir technisches Gelin-
gen; systemtheoretisch: bloBe Steuerung
oder bloBes (regelndes) Feed-back laufen,
jeweils fiir sich, ins Leere.

Ferner wurden —in anderer Hinsicht — die
Uberlegungen der Stoa traditionsbildend:
»Technik ist das System von Unterweisun-
gen und Fertigkeiten gemiB ihrer Niitz-
lichkeit fiir das Leben insgesamt“ (Zenon,
Lukian) — hier erscheint explizit der Ter-
minus ,System*, der erst spiter wieder im
Humanismus und Rationalismus aufge-
nommen wurde — Lukian wurde geradezu
paradigmatisch zitiert (von Petrus Ramus,
Philipp Melanchthon, Bartholomius Ke-
ckermann, Clemens Timpler, Johann
Heinrich Alstedt iiber Gottfried Wilhelm
Leibniz bis hin zu Christian Wolff). Freilich
verschob sich der Akzent zunichst hin zu
den Intellektualtechniken, dann iiber die
Charakterisierung ihrer Griinde ,.ex physi-
ca“ in eine Auffassung der Technik als
»groBe Maschine® (Gottfried Wilhelm
Leibniz). Gemeinsam ist die Betonung des
notwendigen inneren Zusammenhangs,
der das System konstituierenden verbin-
denden Krifte (Johann Heinrich Lambert),
der ein System von einem bloBen ,Aggre-
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gat®, das eines solchen Ordnungsprinzips
ermangelt, unterscheidet (Keckermann,
Immanuel Kant). Ein im heutigen Sinne
stechnisches Aggregat® ist ein System.
Die Idee eines technischen Systems als
Megamaschine wurde leitend fiir Lewis
Mumford.

Es scheint, als seien wir weit von unserem
Thema abgekommen. Ist doch jetzt in
einem allgemeinen Sinne von Technik die
Rede oder von einem mehr oder weniger
problematischen Technikverstindnis,
nicht aber von der Technik i.e.S. als Pro-
zesstechnik (Verfahrenstechnik, Biosys-
temtechnik) mit ihrer Sensor-, Signaliiber-
tragungs- und Regeltechnik, die etwa von
der Systembiologie lernen kann. Aller-
dings sind verfahrenstechnische Prozesse —
von denen her sich iibrigens der moderne
Technikbegriff als spezifische Benennung
historisch ableitete (nicht von ,ars® oder
stechne®) —ja ihrerseits solche eines Sys-
tems, das Subsystem groBerer realtechni-
scher Systeme ist, die ihrerseits soziotech-
nisch eingebettet sind. Auch mussten —
und miissen — wir weiter ausholen, um die
eigentiimliche Karriere philosophischer
Systemkonzepte und ithre Annidherung an
die Biologie nachvollziehen zu kénnen.

Fiir Immanuel Kant, der noch einen ,,New-
ton des Grashalms® vermisste und glaubte,
dass es einen solchen nicht geben kénne,
schien es nur zirkulidr begriindbar, der Na-
tur entweder die ,,technica intentionalis®
eines organisierenden Wesens beizulegen
(einer auf ZweckmiBigkeit ausgerichteten
»Weltseele®) oder eine ,technica rationa-
lis* als Notwendigkeit der Naturscheinun-
gen, deduziert aus einem ,hyperphysi-
schen® Grund (wie Baruch de Spinoza).
Gleichwohl war die Annahme einer
Technik der Natur® fiir ihn ein notwendi-
ges heuristisches Prinzip, eine als-ob-Vor-
stellung einer ckonomisch rational han-
delnden Instanz, welche unverzichtbar ist,
wenn wir (in mathematischer Modellie-
rung) ihre Mechanismen erforschen wol-
len. Denn andernfalls — wenn wir der Na-
tur spielerische AusreiBer und Willkiir
konzedierten — hitten wir keinerlei Krite-
rien, die uns veranlassen, unsere Erkennt-
nisse in einem System zusammenzufiih-
ren, Theorien unter das Ideal einer Einheit
zu stellen, ja nicht einmal eine simple Feh-
lerrechnung wire moglich. Nur unter der
Idee eines , Technizismus® und des Mecha-
nismus als dessen ,Mittel“ (man ist an
Albert Einsteins ,,Gott wiirfelt nicht“ erin-

nert) sei Naturwissenschaft moglich.
Ansonsten erhielten wir ein bloBes Aggre-
gat von RegelmiBigkeiten auf induktivem
Wege nach MaBgabe beliebig moglicher
Abstraktionen (wie es ja manchen Typ
walternativer Wissenschaft® auszeichnet).
Dieses Konzept einer Einbettung des Me-
chanismus in einen Technizismus leitete
die Systembegriffe des Idealismus bis hin
zu Hegel, wobei ,Notwendigkeit* und
»Vollstindigkeit* aller Elemente und ihrer
internen Relationen letztlich das ,,absolu-
te”, unbedingte System definieren. Dieser
Anspruch als Idee von Wissenschaft tiber-
haupt bedingt, wie wir die Welt als uns
gegebene erschlieBen, bestimmen und ge-
stalten und uns in dieser Gestaltung als
Subjekt/, Geist* entfalten.

War somit zwar ein ,technomorpher® Welt-
bezug radikal zu Ende gedacht, so war
doch diese erkenntnistheoretisch plausible
Pointe fiir die an der Biologie orientierten
Philosophien unbefriedigend. IThre Proble-
me griindeten gerade im Festhalten am
Mechanismus, der eben dadurch seine De-
fizienzen erwies: Einen Organismus als rein
materielles System zu begreifen, maschi-
nenanalog, kénne nicht die ,prospektive
Potenz“ der Formbildung erkliren, wie sie
in den ,komplex dquipotentiellen Syste-
men*® angelegt sei (d.h. nach Zerstiicke-
lung, Umstellung oder Neukombination
der Teile wieder komplette Systeme zu bil-
den) und das lernfihige Agieren der Syste-
me sei nur iiber ,harmonisch dquipotenti-
elles® Zusammenwirken der Signalfliisse
erklirbar. Beides verweise auf eine system-
konstitutive ,Lebenskraft® als ,,organischer
Kausalitit®, eine ,ganzmachende Kraft* —
hologen (aus der Ganzheit), nicht mero-
gen (aus den Teilen resultierend) — als
JInsertion®, wie die Vitalisten (Hermann
Diersch, Wilhelm Ostwald) postulieren zu
miissen glaubten. Diese Kraft ist sozusagen
die oberste Regelung (Ostwald), die ober-
ste Ausgleichsinstanz fiir systemgefihr-
dende ,Intensititsdifferenzen® jeder Art.

Die Antworten auf diese philosophische Ver-
zweiflungstat kamen aus der Biologie, der
Kybernetik sowie physikalischen Unter-
suchungen zur Entstehung geordneter
Strukturen (Synergetik) selbst: Nicht ein
Festhalten am Mechanismus, sondern am
Organismus als geschlossenem System be-
dingt diese Probleme. Eine Theorie offener
Systeme, die mit ihrer Umgebung nicht
nur Energie, sondern auch Stoffe austau-
schen und von einer Thermodynamik



nicht modelliert werden kénnen, die nur
Uberg'ainge von einem Gleichgewichtszu-
stand in einen anderen thematisiert, ana-
lysiert biologische Prozesse (Stoffwechsel,
Regeneration) unter dem zeitunabhingi-
gen und nur durch Transport- und Pro-
duktionsgréBen bestimmten ,FlieBgleich-
gewicht® mit Entropieinderung 0 (so
zunichst Ludwig von Bertalanffy). FlieB-
gleichgewichte als ,primire Regulative*
werden ihrerseits von sekundiren , ho-
moostatischen® Regulationen tiberlagert,
die den stationdren Zustand des Organis-
mus — qua Riickkopplung — aufrecht er-
halten, aber Regenerations- und Adap-
tionsfihigkeit zugunsten besserer ,System-
leistung* einschrinken. Wir finden hier bei
Bertalanffy bereits den Befund, der spiter
von manchen soziologischen Systemtheo-
retikern aufgegriffen wurde: die Schere
zwischen Optimierung der Systemfunktio-
nen und Adaptionsfihigkeit (Beispiel Bii-
rokratie!). Doch was heiBt ,Systemleis-
tung"? Jedenfalls war gezeigt — trotz man-
cher Irrtiimer —, dass Organismen begrif-
fen als offene Systeme qua Aufnahme der
Negentropie (Erwin Schrédinger) nicht,
wie die Vitalisten unterstellten, unter phy-
sikalischen Gesetzen nicht verstehbar
seien. Zugleich wurde — manche Philoso-
phie korrigierend — ersichtlich, dass eine
Einteilung nach geschlossenen oder offe-
nen Systemen davon abhingt, wieweit ein
geeigneter Umweltausschnitt einbezogen
wird oder nicht. Systeme existieren also
nicht absolut, sondern qua Festlegung der
Systemgrenzen und sind tiberdies, was die
Modellierung unter stationidren oder FlieB-
gleichgewichtsgesichtspunkten betrifft,
von der beobachteten Geschwindigkeit der
Systemprozesse relativ zur Beobachtungs-
dauer und -geschwindigkeit abhingig
(schnelle molekulare Prozesse — stationi-
re Zustinde, langsame hoherstufige Pro-
zesse — dynamische Zustinde).

Die Analyse von Gleichgewichtszustinden
und stabilen, instabilen oder neutralen
Zustandsfolgen (,Zyklen®) wurde zum
Thema der Kybernetik (W. Ross Ashby
u.a.), die Kopplungs- und Riickkopplungs-
prozesse zwischen Systemen und ihren
Subsystemen modelliert und in einer Fiille
von Ansitzen ausdifferenziert ist. Generell
geht es um die Abbildungsfunktionen von
Variablen (GroBen zur Beschreibung eines
Systemzustandes) eines (Sub-)Systems A
auf die Parameter (GroBen zur Beschrei-
bung des Systemverhaltens) eines (Sub-)

Systems B und umge-

kehrt in der Hoffnung,
durch die angemessene
Auswahl der Variablen
prognosefihige Modelle
zu erhalten. Philoso-
phisch interessant ist
hierbei die Untersuchung
verschiedener Konzepte
von Regelung in ihrem
Verhiltnis zur Steuerung,
denn der Sprachgebrauch
ist keineswegs einheitlich.

Mit GesetzmiBigkeiten der

Entstehung und Erhal-
tung geordneter Struktu-
ren in physikalischen,
chemischen und biologi-
schen Systemen, die da-
ran gehindert werden,
sich auf den Gleichge-
wichtszustand hinzube-
wegen, befasst sich die
Synergetik (Hermann Ha-
ken). Nichtgleichgewich-
te konnen zur Quelle von
Ordnung werden (was
von einem Boltzmann-
schen Standpunkt aus
nicht zu verstehen ist, da
dort die Wahrscheinlich-
keit der Entstehung einer
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SUMMARY

The article analyzes the philosophical implications
of modern system biology: can biological systems be
a valid example for the architecture and the ma-
nagement of technical systems? At first the author
outlined the concept of system in the philosophical
tradition in relation to the respective development of
science and technology. He shows that human tech-
nology and culture from the principle is already
systems engineering, and that the processes of con-
trol and regulation are not only the basic processes
of technology but also of natural sciences. This
scientific and philosophical turn is inalienable in
regard to the processes, methods and controls in the
molecular, biological, technical and cultural world
for the understanding of these systems. The philoso-
phical tradition and the sciences developed a theory
of open systems against the dangers of a crude natu-
ralism and mechanism. The author shows that
modern system biology doesn’t fall under the verdict
of the naturalistic false conclusion because it is not
looking for hidden aims in biology. The intention
aimed rather at the complex means and criteria
which the systems used to keep the processes effec-
tive, efficient and stable. System biology therefore
gets close to both the modern paradigm of a sustain-
able technology and the early intentions of ,,techno-
logy* with that.

korrelierten Bewegung einer groBen Zahl
von Molekiilen als gegen Null tendierend
erachtet wird). Je nach Randbedingungen
werden Selektionen nach MaBgabe des op-
timalen Energieaustauschs der konkurrie-
renden Ordnungsparameter realisiert, und

., Dabet ist eben nicht mehr
erforderlich, die Entstehung
von Ordnungsstrukturen als Folge
externer unwahrscheinlicher

Anfangsbedingungen anzunehmen

13

der daraus hervorgehende dominante Ord-
nungsparameter prigt dem anderen ein
bestimmtes Verhalten auf. Solche Selbst-
organisationsprozesse in offenen Systemen
unter gleichgewichtsfernen Bedingungen
finden sich im chemischen und biologi-
schen Bereich, sofern dort autokatalyti-
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sche Reaktionsschritte existieren. An
bestimmten Punkten der kinetischen Glei-
chungen sind mikrophysikalische Schwan-
kungen nicht mehr vernachlissigbar; sie
werden fiir das ,Wahlverhalten* des Sys-
tems an solchen Verzweigungspunkten
(Bifurkationen) maBgeblich und lassen nur
noch eine probabilistische Beschreibung
zu, die bedeutsame Abweichungen von
einer probabilistischen Theorie des Gleich-
gewichtszustandes aufweist. Die Uber-
gangswahrscheinlichkeiten werden zu
nicht-linearen Funktionen der stochasti-
schen Variablen und sind nicht mehr
durch deterministische Bewegungsglei-
chungen fiir makroskopische Variablen
beschreibbar. Schwankungen kénnen ver-
stirkt werden und das System in einen
neuen Zustand treiben. Solche Oszilla-
tionsprozesse finden wir in der Popula-
tionsdynamik (Raubtier-Beute) und in der
Evolution qua Verstirkung oder Abschwi-
chung von Mutationen je nach Rand-
bedingungen, ja auch in pribiotischen
evolutioniren Prozessen (Manfred Eigen),
wo konkurrierende Hyperzyklen der
wechselseitig katalytischen Verbindung
von Protein- und Nukleinsiuremolekiilen
nach MaBgabe der Randbedingungen se-
lektiert werden. Der Anspruch dieses An-
satzes ist, auch die Herausbildung geogra-
phischer, wirtschaftlicher und sozialer
Strukturen auf dieser Basis zu verstehen.
Dabei ist eben nicht mehr erforderlich, die
Entstehung von Ordnungsstrukturen als
Folge externer unwahrscheinlicher An-
fangsbedingungen anzunehmen (Jacques
Monod), sondern die Physik der Selbstor-
ganisation vermag den Gegensatz ,Boltz-
mann — Darwin® aufzuheben und unter
Nachweis ,dissipativer Strukturen® (Ilja
Prigogine) die Herausbildung komplexer
Ordnungsstrukturen des Lebens unter
neuen Gesichtspunkten zu betrachten.
Diese Ertrige sind nicht nur naturphiloso-
phisch, sondern auch technik- und kultur-
philosophisch relevant.

3. Naturalismus —
Eine Begrundungsbasis oder He-
rausforderung der Philosophie?

Angesichts der in aller Kiirze beschriebenen
Problemtradition ist nun derjenige, der in
der Systembiologie orientierungsstiftende
Anhaltspunkte fiir die Technikgestaltung
sucht, einem irritierenden Befund ausge-
setzt: Zeigte eine Hauptlinie des klassi-

schen philosophischen Nachdenkens tiber
Technik, dass ,System® Resultat eines
modellierenden Zugriffs auf die Welt in
technischer Absicht ist, der Systemgrenzen
Jfestsetzt, Parameter ,auswihlt® und de-
ren Adiquatheit operativ testet an der Va-
liditdt der Prognostizierbarkeit des System-
verhaltens unter pragmatischen Kriterien, so
verweist eine philosophierende Biologie
und Physik auf objektive Befunde, aus denen
Technik und Handeln tiberhaupt ein neues
Selbstverstindnis und gegebenenfalls die
Basis ihrer normativen Ausrichtung ge-
winnen sollten. Das hat ihr seitens der
Philosophie den Vorwurf des ,Naturalis-
mus“ bzw. eines naturalistischen ,,Reduk-
tionismus® eingetragen und zu den erbit-
terten Abwehrschlachten gefiihrt, wie wir
sie gegenwirtig auch auf dem Felde der
Neurophysiologie (Gerhard Roth, Wolf
Singer) und der Evolutionsbiologie (Ernst
Mayr) beobachten kénnen. Denn die Ver-
fechter jenes naturwissenschaftlich orien-
tierten Philosophierens fordern ja gerade
mit Blick auf ihre molekularbiologischen
Befunde, die unstrittig sind, dass wir unser
Verstindnis von bewusstem Handeln,
Technik und Kultur auf eine neue Basis zu
stellen hitten. Auf den ersten — und als
falsch erweisbaren — Blick scheint der Vor-
schlag, die Leittechnik groBer technischer
Systeme an Regulationskonzepten biologi-
scher Systeme zu orientieren, in dieselbe
Richtung zu gehen. Dem ist aber mitnich-
ten so, und das spricht fiir den systembio-
logischen Vorschlag.

Betrachten wir aber zunichst die erwihnten,
offentlichkeitswirksam ausgetragenen
Kontroversen und ihre Ertrige: Von einem
Beobachterstandpunkt aus (Naturalismus)
ist gezeigt, dass im molekularbiologischen
Bereich bestimmte Determinationen nach-
weisbar sind, die wirksam werden, bevor
ein Handeln uns als solches bewusst wird
(Neurophysiologie). Oder es wird seitens
der Evolutionsbiologie darauf verwiesen,
dass die Moglichkeiten des Gelingens/
Misslingens individueller oder kollektiver
Vollziige in der natiirlichen Verfasstheit
des Evolutionsgeschehens vorgeben sind.
Unser — kulturkonstitutives — Selbst-
bewusstsein und die hiermit verbundene
Selbstzuschreibung von Verantwortung
wiren dann bloBe Ideologie. Freilich wird
hier — aufgrund zweier Denkfehler (denen
die Systembiologie nicht unterliegt, s.u.) —
das Kind mit dem Bade ausgeschiittet: Der
erste besteht in der Verwechslung des Be-



obachterstandpunktes mit dem subjekti-
ven Standpunkt (,,Ich-Perspektive®), unter
dem wir uns zu bestimmten Sachverhalten

in einen Bezug setzen. Dass wir, wie bereits

., Die Deterministen’ konnen
nicht aufweisen, was sie dazu
determiniert, die kulturell
entstandene Komplexitit
unserer Handlungsmodellierung
auf diejenigen unmittelbaren
(molekularen) Determinations-
ketten zu reduzieren,

die eine Aktion auslosen.

Georg Wilhelm Friedrich Hegel bemerkte,
seine Handlung erst aus der Tat kennen
lernen*, ist ja gerade dadurch bedingt, dass
wir ,irgendwie anfangen® und dann sehen
miissen, was unter materiellen Bedingun-
gen aus unserem Plan geworden ist. Ent-
sprechend nehmen wir unsere Verantwor-
tungszuschreibungen vor, ex post, gerade
indem wir dem Subjekt zugute halten be-
ziehungsweise anlasten, was im Vorfeld der
Handlung vorlag und dazu gefiihrt hat,
dass in diesem Subjekt sich die entspre-
chende Handlungsdisposition etablieren
konnte.

Die Arbeit eines Bewusstseins an ihm selbst

als komplexer Prozess der Herausbildung
von Prisentationen und Reprisentationen
ist gerade die Kulturleistung, die Systeme
herausgebildet hat, innerhalb derer Deter-
minationsprozesse ihrerseits reguliert wer-
den. Sie ist also zunichst einmal Voraus-
setzung dafiir, dass individuelle Aktionen
determiniert sein konnen. Zu dieser Kul-
turleistung gehort aber auch und gerade,
dass wir individuelle Aktionen, deren de-
terminierender Hintergrund nicht véllig
offen liegt, einer Kausalitit ,aus Freiheit®
(Kant) des handelnden Subjekts zuschrei-
ben. Auf diese Weise nimlich wird die N&-
tigung ausgesprochen, diejenigen hsher-
stufigen Griinde geltend zu machen, die
als Regulative des Handelns (Ideen, Werte,
Normen) in der Kultur reprisentiert sind
und gegebenenfalls beim handelnden Sub-
jekt nur ,unzureichend® reprisentiert
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waren, was zur moralischen Kritik fiihrt.
Dass wir so tun ,miissen, als ob wir frei
sind®, ist darin begriindet, dass ,selbst der
hartnickigste Skeptiker oder entschlossene
Fatalist, wenn es zum Handeln kémmt®,
gestehen miisse, dass er nicht weiter-
kommt, wenn er sich auf die These der De-
terminiertheit des Handelns beruft, eben
weil er eine (mdgliche) Determination der
determinierenden Griinde seines Handelns
nicht kennen kann (Kant). Er kann sie nur
anerkennen (oder nicht), und das ist ein
Akt subjektiver Freiheit, zu dem wir ,,von
der Kultur*® verurteilt sind. Weiter ge-
dacht: Die ,,Deterministen® konnen nicht
aufweisen, was sie dazu determiniert, die
kulturell entstandene Komplexitit unserer
Handlungsmodellierung auf diejenigen
unmittelbaren (molekularen) Determina-
tionsketten zu reduzieren, die eine Aktion
auslosen. Ein graduelles Unabhingigwer-
den von der Natur — die technische Sys-
temleistung — hat uns in einen Zustand
der ,Mittelbarkeit® (Helmuth Plessner)
versetzt, die uns zwingt, mittels Reprisen-
tationen mit Repridsentationen umzuge-
hen. Kein System von Reprisentationen
kann sich mit eigenen Mitteln vollstindig
beschreiben (Kurt Godel) — geschweige
denn begriinden.

Der zweite Denkfehler liegt in der Hoffnung,

aus der Erklirung und Analyse von Syste-
men irgendwelche normativen Kriterien
tiir die Ausrichtung der erwihnten ,An-
erkennung® (aus Freiheit) zu gewinnen.
Das ist der ,naturalistische Fehlschluss®,
wie ihn David Hume oder George E.
Moore kritisiert haben. Umgekehrt wiirde
eine Suche nach Normen, die Normen be-
griinden sollen, warum wir etwas fiir gut
halten sollen, in einen unendlichen Regress
fithren. Oder wir landen bei inkonsisten-

. Angesichts dieser Problemlage
ist nun der Impetus der
Systembiologie aus zwei Griinden
vollig unverdichtig, ja vielmehr

zielfﬁhrend und aussichtsreich.

ten Forderungen nach einer ,Hebammen-
kunst® bzw. -technik (polemisch hierzu
Karl Raimund Popper), die nur kunstvoll
fordert bzw. sich dem anpasst, was sowieso
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geschieht. Ausgeprigt findet sich diese
Haltung bei Evolutionsethikern, die tiber
eine humanistisch geprigte Lenkungsstra-
tegie von Evolutionsprozessen nachden-
ken, die doch ihrerseits als dissipative
Strukturen erhellt sind (Erwin Lazlo).

Angesichts dieser Problemlage ist nun der
Impetus der Systembiologie aus zwei
Griinden véllig unverdichtig, ja vielmehr
zielfiihrend und aussichtsreich. Denn die
Systembiologie debattiert nicht iiber ir-
gendwie der Biologie des Verhaltens oder
biologischer Evolution unterstellte und
abgelauschte Ziele, sondern tiber (komple-
xe) Mittel bzw. Kriterien, denen die Mittel-
gestaltung unterliegt, sofern die Prozesse ef-
fektiv, effizient und eben abgesichert (sta—
bil, reproduktiv etc.) ablaufen sollen — die
Ur-Intentionen von ,, Technik®.

Dass wir uns, was die Gestaltung von Mitteln
betrifft, an den von uns modellierten Na-
turgesetzlichkeiten zu orientieren haben,
ist von Aristoteles iiber Francis Bacon (na-
tura non nisi parendo vincitur) bis zu He-
gel (,wir unterliegen der Macht duBerer
Mittel®) klar. Der Horizont wird freilich
dahingehend erweitert, dass nicht moleku-
lar determinierte Prozesse per se, sondern
ihre Einbettung in die regulatorischen Pro-
zesse auf den verschiedenen Ebenen der
Signalverarbeitung und des Stoffwechsels
offener Systeme untersucht wird. Die Vali-
ditit von Mitteln kann somit relativ zu
Funktionen besser verstanden und bewer-
tet werden.

Zugleich entspricht die modernste system-

biologische Forschung der Einsicht, dass
Technik nicht systembiologischen For-
schungsergebnissen nachgeordnet, son-
dern in einem wechselseitigen Konstitu-
tionszusammenhang aufgrund ihrer ana-
logen Ausrichtung (s.0.) verbunden ist:
Wenn in ,virtuellen biologischen Labo-
ren* experimentiert wird, wird gerade der
Horizont rein molekularbiologischer Sicht
tiberschritten und die Leistungsfihigkeit
derjenigen Regelungsparameter eruiert
und getestet, die verhindern, dass das Zu-
sammenwirken der Vielzahl kaum zu
tiberschauender reaktionskinetischer und
thermodynamischer Parameter mit ihren
Verinderungen im Chaos endet. Jene ho-
herstufigen ,Schliisselparameter*, die fiir
die ganzheitlichen Verhaltensmechanis-
men der Systeme maBgebend sind, kén-
nen in der Tat die technische Gestaltung
anderer komplexer Systeme orientieren
bis hin zur Diskussion einer ,nachhaltigen
Entwicklung®, ohne dass hier ein ,Natura-
lismus“ oder ein ,,Reduktionismus® vor-
zuwerfen wire. Genauso wiren aus den
Ertrigen der Neurophysiologie und der
Evolutionsbiologie — die ihrerseits aus der
Systembiologie viel lernen kénnten —
Orientierungen fiir die Gestaltung von
technischen Mitteln, ihrer Leistungsfihig-
keit und den Voraussetzungen der Zu-
mutbarkeit ihres Einsatzes zu gewinnen.

Christoph Hubig
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