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Die Systembiologie ist eine junge und dynamische Disziplin mit dem Blick fiirs
Ganze. Als Teil der molekularen Lebenswissenschaften schlagt sie die Briicke
zwischen ausgekliigeltem Laborexperiment und mathematischer Modellierung,
zwischen hoch technisierter Erfassung von Messdaten und computergestiitzter
Datenauswertung. lhr Forschungsgegenstand sind die netzwerkartig verwobe-
nen Ablaufe der Signaliibertragung und Stoffumwandlung in Zellen, Geweben,
Organen und Organismen. Die systembiologische Forschung stellt sich dieser
Komplexitat, indem sie sich in facheriibergreifenden Netzwerken organisiert.
Erfahren Sie im Magazin systembiologie.de, wie dieser faszinierende und auf-
strebende Wissenschaftszweig arbeitet und welche Antworten er auf die
bislang ungelésten Fragen des menschlichen Lebens findet.

Titelbild: Wildtyp Ralstonia eutropha H16 mit PHB-Einschliissen (Polyhydroxybuttersaure) zur
Herstellung von biologisch abbaubaren Kunststoffen (siehe auch Artikel Seite 40 ff). © Dr. Jens Kroll.
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Liebe Leserinnen und Leser,

die Systembiologie erforscht, wie verschiedene Faktoren in unserer Umwelt zusammenspielen und
ermdoglicht so ein besseres Versténdnis der biologischen Prozesse und Zusammenhénge. System-
biologische Forschung zeichnet ein Gesamtbild von den dynamischen Vorgéngen des Lebens unter
Einbeziehung samtlicher Ebenen — vom Genom uber das Proteom und die komplette Zelle bis hin
zum vollstédndigen Organismus. Erkenntnisse der Systembiologie kdnnen so einen entscheidenden
Beitrag zu Innovationen in den Lebenswissenschaften leisten.

Das Bundesministerium fiir Bildung und Forschung (BMBF) hat das Potenzial dieser jungen Fachrichtung rechtzeitig erkannt.
Bereits vor rund zehn Jahren wurde der Férderschwerpunkt ,,Systeme des Lebens - Systembiologie“ aufgelegt. Seitdem haben
wir mehr als 350 Millionen Euro in FordermaRnahmen investiert und zu einer beispiellosen Entwicklung der Systembiologie in

Deutschland beigetragen.

BMBF-Forderschwerpunkte wie ,,CancerSys“ und ,,GerontoSys* leisten mit ihrem systemorientierten Forschungsansatz wertvolle
Dienste in der Krebs- und Altersforschung. Das Pilotprojekt ,,HepatoSys* sowie das seit 2010 bestehende Netzwerk ,,Virtuelle
Leber“ finden international groRe Beachtung. Das Netzwerk ,,Virtuelle Leber* ist weltweit einzigartig. Sein Ziel ist, die
komplexen Entgiftungsprozesse dieses Organs zu untersuchen. Auch der Industrie bietet die Systembiologie interessante

Verwendungsmdglichkeiten.

Die exzellente Forschungsinfrastruktur sowie neue Methoden verankern nachhaltig den systembiologischen Forschungsansatz
in der lebenswissenschaftlichen Forschung in Deutschland. Durch internationale Koordinierungs- und FérdermaRnahmen ist
Deutschland ein wichtiger Partner in grenziibergreifenden Netzwerken. Um die internationale Wettbewerbsfihigkeit dieser
Forschungsbereiche in Deutschland zu stirken, setzt das BMBF auch in diesem Jahr die Férderung ,,e:Bio - Innovationswettbewerb

Systembiologie* fort.

Den Leserinnen und Lesern der fiinften Ausgabe von systembiologie.de wiinsche ich eine spannende
Lektiire und interessante Einblicke in dieses faszinierende Forschungsfeld.

b usa.

Prof. Dr. Annette Schavan, MdB
Bundesministerin fur Bildung und Forschung

www.systembiologie.de



VONWOIT

Wer hétte schon gedacht, dass dieser fulminante Ausdruck das Leitmotiv unserer amtierenden Bundes-
kanzlerin, Dr. Angela Merkel, ist. Nun rackern wir schon seit gut zehn Jahren in der Systembiologie, aber
sind wir wirklich grundlegend schlauer geworden? Hat die Systembiologie die immens groBen Erwartungen,
die an sie gerichtet wurden, erflllen kdnnen?

Keine Frage: Das Feld der Systembiologie hat die Art und Weise, wie lebenswissenschaftliche Forschung betrieben wird, nachhaltig
verdndert. Sie hat vielzdhlige neue Einsichten in zelluldre und molekulare Mechanismen geliefert, die ohne eine enge Verkniipfung
von Experiment und Theorie so nicht méglich gewesen wiren. Aber wo steht die Systembiologie gut fiinfzehn Jahre nach ihrer
Begriindung als eigenstdndige Disziplin und nach gut zehn Jahren intensiver Forschungsférderung in Deutschland, Europa, den
USA und in Japan? Die Systembiologie entstand vor allem auf der Grundlage der Genomforschung, einer Nachbardisziplin, deren
Technologieentwicklungen es damals erstmalig erlaubten, groBe Teile eines Systems auf Genom-, Transkriptom- und Proteomebene
parallel zu beobachten. Die in der Genomforschung zunichst einsetzende Begeisterung wurde sehr schnell durch eine Welle der
Frustration ersetzt, getrieben durch die niichterne Erkenntnis, dass eine Beobachtung, z.B. der Expression zehntausender Gene in

einem Experiment, nicht notwendigerweise einen Erkenntnisgewinn mit sich bringt.

Ein Verstdndnis der komplexen Regulation und Interaktion von Genen bedarf eines integrierten Ansatzes iiber Skalengrenzen
hinweg und eben einer mathematischen Beschreibung dieser Interaktionen. Hier waren holistische Ansitze gefragt, die basierend
auf einer moglichst umfassenden Datenbasis ein integriertes Modellverstdndnis von komplexen zelluldren Abldufen erméglicht.
Erforderlich waren im Wesentlichen zwei Dinge: Zum einen die Entwicklung von Modellierungs- und Simulationsansitzen und
zum anderen die Entwicklung von Technologien, die mit einem groRen Durchsatz die parallele, quantitative Erfassung von zellu-
ldren Komponenten ermdglicht. Obschon gerade in Europa die modellbasierten Systembiologieansitze sich mit Macht ausgebreitet
haben, basieren die quantitativen, experimentellen Messungen iiberwiegend noch auf Methoden, die bereits weit im letzten Jahr-
hundert den experimentellen Lebenswissenschaften zur Verfiigung standen. Diese sich stindig ausweitende Kluft zwischen den
immensen Moglichkeiten, die die Simulation groRer zelluldrer Systeme bietet, und den eklatant limitierten experimentellen Mess-

moglichkeiten, haben heute zu einem Punkt gefiihrt, an dem bereits eine Systemkrise der Systembiologie diskutiert wird.

In vielerlei Hinsicht scheint die Zeit der Datensammler zuriickgekommen zu sein. Mit den unfassbaren Moglichkeiten der Hoch-
durchsatzsequenzierung sind wir nun in der Lage, mit einem bislang ungeahnten Durchsatz das Genom oder Transkriptom eines
Systems zu erfassen. Im Gegensatz zu den chipbasierten Transkriptionsanalysen zur Geburtsstunde der Systembiologie bringt die
Hochdurchsatzsequenzierung nicht nur einen abermaligen Sprung in der Menge und Geschwindigkeit der Datenerhebung, sondern
vielmehr erlaubt diese Technologie das absolute Zahlen von Genom- oder Transkriptionsabschnitten. Somit bietet sich diese Tech-
nologie im Gegensatz zu den chipbasierten Ansitzen als Methode zur quantitativen Datenerfassung mit hohem Durchsatz an. Nur
leider birgt diese Technologie auch ihre Tiicken, denn nur wenige Labors auf dieser Welt sind derzeit in der Lage, mit den gewal-
tigen Datenmengen, die diese Technologie liefert, umzugehen. Zeitaufgeldste Studien basierend auf Hochdurchsatzsequenzierung
sind daher bislang fast nicht zu finden, dafiir stehen wir einer geradezu explodierenden Anzahl von Studien gegeniiber, die auf End-
punkt- oder Gleichgewichts-Analysen beruhen. Die Bioinformatik ist hier als Disziplin gefragt wie selten zuvor. Die massiv-parallele
Sequenzierung von Genomen in der Gesundheitsforschung stellt die Forschung in den Lebenswissenschaften vor grundlegende,

bislang unbekannte Herausforderungen. Die Genomsequenzierung an einem weltweit fithrenden Zentrum erzeugt gréenordnungs-
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miRig zehn Terabyte an Daten téglich und somit ebenso viele Daten wie die derzeitigen Datenweltmeister Twitter und Facebook
global. Aber trotz all dieser Datenflut kann die ultimative Frage der Systembiologie, wie das rdumlich und zeitlich fein abgestimmte
Konzert der Gene, Transkripte und Proteine in komplexen zelluldren Netzwerken funktioniert, nicht beantwortet werden, ohne

dass die Systembiologie ihr theoretisches Systemverstindnis dem gegeniiberstellt.

Auch in den Bereich der Proteomik scheint Bewegung zu kommen: Nach Jahrzehnten von Immunoblotting als Standardmethode
der Systembiologie fiir quantitative Proteinmessungen scheint sich die schrittweise Hochskalierung von massenspektrometrischen
Ansidtzen mehr und mehr durchzusetzen. Jedoch bietet auch dieser Ansatz nicht die Méglichkeit, die Zell-zu-Zellvariabilitit oder
die rdumliche Verteilung von Molekiilkonzentrationen in einzelnen Zellen zu erfassen. Hier sind bahnbrechend neue Technologien
in der Mikroskopie wie die Lichtblatt-Mikroskopie in den letzten Jahren entwickelt worden, die in diesem fiir die Systembiologie so

wichtigen Feld einen Durchbruch erhoffen lassen.

Trotz all dieser Fortschritte scheint die Gemeinschaft der Systembiologen noch immer weit von ihren Zielen, die sie in der Geburts-
stunde der Systembiologie formuliert hat, entfernt zu sein. Nicht nur, dass wir grundlegend neue und ginzlich andere Einblicke

in komplexe zelluldre Prozesse gewinnen wollten, vielmehr hat die Community schon damals einen Umbruch in der klinischen
Medizin versprochen. Mit Hilfe systembiologischer Ansitze sollen grundsitzlich neue Wege zur Diagnose und Therapierung von
Patienten eingeschlagen werden. So postulierte vor knapp zehn Jahren bereits Thomas Paterson, technischer Vorstand von Entelos
in den USA, dass die Systembiologie die Erfolgsrate von Clinical Trials in Phase II dramatisch erhéhen wird. Eine weitreichende Ver-

sprechung, die auch nach zehn Jahren rastloser Forschung und Entwicklung ihrer Einlgsung harrt.

,Besessenheit ist der Motor - Verbissenheit ist die Bremse*, formulierte der russische Balletttinzer und Choreograf Rudolf Nurejew
treffend in der zweiten Hilfte des letzten Jahrhunderts. Auch wir Systembiologen sind besessen von der Idee, dass ein strikt quanti-
tativer und systemweiter Ansatz geradezu notwendige Voraussetzung ist, um die Ara der Datensammler und Jéger, die so sehr die
Lebenswissenschaften in den letzten Jahrzehnten dominiert hat, abzuldsen. Die Systembiologen sind aber gut beraten, dieses Dog-
ma nicht mit Verbissenheit zu verfolgen, sondern vielmehr die parallel ablaufenden, technischen Neuerungen der Genomik und der
Proteomik als bereichernden Segen aufzufassen. ,,Geniale Menschen beginnen groRe Werke, fleifige Menschen vollenden sie®.
Diesen so wahren Ausspruch von Leonardo da Vinci sollten wir uns immer in Erinnerung rufen, wenn wir leichtfertig nach den
schnellen Erfolgen der Systembiologie rufen. Fleif und Besessenheit, ja auch gerne Genialitdt, sollten die drei Tugenden der System-

biologie sein - hier wiirde sicherlich auch unsere Kanzlerin nicht widersprechen wollen.

Thr Roland Eils
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Mathematische Modelle ermdglichen Einblicke in die

von Doris Urlaub und Carsten Watzl

Natdrliche Killer (NK)-Zellen sind eine Population
von Immunzellen, die in der Lage sind, andere Zellen
durch direkten Kontakt zu téten. Dabei ergibt sich
das generelle Problem, dass mdglichst alle Zellen,
die eine Gefahr fir den Organismus darstellen,
effektiv beseitigt werden sollen, ohne aber gesunde
Zellen zu schadigen. Um dies zu erreichen, unter-
liegt die Aktivitadt der NK-Zellen einer strengen und
komplexen Regulation. Obwohl Uber die mbglichen
Mechanismen dieser Regulation schon vieles bekannt
ist, ist immer noch unklar, wie die NK-Zelle ihre Ent-
scheidung trifft. Wir wéhlten daher eine Kombination
aus einem mathematischen Modell und verschiedenen
funktionellen Experimenten, um einen Einblick in
diesen Prozess zu erhalten.

Naturliche Killerzellen — eine erste Verteidigungslinie
unseres Immunsystems

Das Immunsystem unseres Korpers besitzt eine Reihe von Mog-
lichkeiten, sich gegen Krebszellen und durch von Viren verur-
sachte Infektionen zu verteidigen. Die zu den Lymphozyten gehs-
renden natiirlichen Killerzellen (NK-Zellen) sind hier besonders
wichtig fiir eine effektive und frithe Immunantwort (Vivier et al.,
2008). NK-Zellen werden oft als "geladene Waffen bezeichnet, da
sie ein potentielles Ziel, wie etwa eine Tumorzelle, sofort elimi-
nieren kdnnen (Abb. 1). Darauf geht auch der Ausdruck "natiirli-
che Killerzelle* zuriick. Allerdings wurde nach ihrer Entdeckung
bald klar, dass sie nicht nur Zellen téten kénnen. Durch Produk-
tion von Botenstoffen wie Zytokinen und Chemokinen und auch
durch die direkte Interaktion mit anderen Immunzellen iiben sie

dariiber hinaus wichtige regulatorische Funktionen aus.

Woher wissen NK-Zellen, wen sie eliminieren miissen und wen
sie nicht schddigen diirfen? Um diese wichtige Entscheidung zu
treffen, benatigt die NK-Zelle Signale von den Zellen in ihrer Um-
gebung. Um diese Signale zu empfangen, besitzen NK-Zellen auf
ihrer Oberfliche verschiedene aktivierende und inhibierende

Rezeptoren (Lanier, 2008). Das Zusammenspiel der Signale, die

Forschung Td&ten oder leben lassen?

von diesen Rezeptoren ausgeldst werden, bestimmt letztendlich
die Aktivitit der NK-Zellen. Zu den inhibierenden Rezeptoren
gehdren unter anderem die sogenannten ,killer cell Ig-like re-
ceptors (KIR)‘. Diese erkennen Molekiile des Haupthistokompa-
tibilitdtskomplexes (MHC), der auf fast allen Zellen im Kérper
vorhanden ist. NK-Zellen benutzen den MHC daher als eine Art
molekularen Ausweis, dessen Erkennung die NK-Zellen ruhig
stellt. Interessanterweise wird die MHC I-Expression von einigen
Viren und auch bei Krebszellen unterdriickt. Somit verlieren
diese Zellen ihren molekularen Ausweis und damit die Fahigkeit,
die NK-Zellen ruhig zu stellen. Zusétzlich besitzen NK-Zellen ak-
tivierende Rezeptoren, die sehr heterogen sind und eine Vielzahl
unterschiedlicher Liganden erkennen kénnen. Einige dieser Li-
ganden werden bei zelluldrem Stress verstédrkt auf der Oberfldche
der betroffenen Zelle exprimiert, was zusétzlich zur Aktivierung

der NK-Zellen beitragen kann.

Die verschiedenen Rezeptoren interagieren mit ihren Liganden
in einem komplex ausgebildeten Kontaktbereich zwischen
NK-Zelle und potentieller Zielzelle, den man immunologische
Synapse nennt (Orange, 2008). Wenn MHC I auf der Zielzelle z.B.
durch eine virale Infektion oder Transformation der Zelle herab
reguliert wurde oder stressinduzierte aktivierende Liganden
verstirkt exprimiert sind, kommt es zur Aktivierung der NK-
Zelle. Daraufhin werden von der NK-Zelle zytotoxische Granula
ausgeschiittet, die den Zelltod der Zielzelle ausldsen kénnen. Dies
geschieht gerichtet, so dass nur die Zielzelle getotet wird, selbst
wenn die NK-Zelle gleichzeitig auch noch Kontakt zu anderen

Zellen hat.

Ein molekularer Schalter reguliert die Balance
aktivierender und inhibierender Signale

Vereinfacht ausgedriickt wird also die Stirke der aktivierenden
und inhibierenden Signale in die Waagschale gelegt und anhand
der Balance die Entscheidung getroffen, ob eine Zielzelle gettet
wird oder nicht. Doch wie funktioniert diese Waage auf einer
molekularen Ebene? Die Signale der verschiedenen aktivierenden

und inhibierenden Rezeptoren sind graduell, und doch miissen

www.systembiologie.de



30 min

Abbildung 1: NK-Zellen in Aktion

146 min

Unter dem Mikroskop kann man NK-Zellen (rot) beim schnellen und effizienten Téten der Tumorzellen (griin) beobachten. Die Zahlen in den Bildern geben den
Zeitpunkt nach der Zugabe der NK-Zellen an, der Bildausschnitt ist zu jedem Zeitpunkt identisch. WeiBe Pfeile zeigen auf die zu diesem Zeitpunkt sterbende

Zelle (Bild: S.C. Hoffmann).

diese Signale in eine "ja oder nein“ - téten oder nicht téten -
Reaktion der NK-Zelle iibersetzt werden. Viele verschiedene Wege
der Signalweiterleitung von aktivierenden und inhibierenden
NK-Zell-Rezeptoren sind bekannt. Doch wie es der Zelle gelingt,
diese Signale zu integrieren, um zu einer Entscheidung zu kom-
men, ist immer noch unklar. Eine mégliche Erkldrung wire, dass
aktivierende und inhibierende Signale iiber eine Art molekularen
Schalter miteinander verbunden sind. Diesen Schnitt- und még-
licherweise Integrationspunkt der antagonistischen Signale stellt

unserer Meinung nach das Signalmolekiil Vav1 dar.

Die Stimulation aktivierender Rezeptoren bewirkt, dass Vav1
durch Kinasen der Src-Familie durch eine sogenannte Phospho-
rylierung aktiviert wird. Im Gegensatz dazu fithren die Signale
der inhibierenden Rezeptoren dazu, dass Vav1 durch die Phos-
phatase SHP-1 dephosphoryliert und somit inaktiviert wird
(Stebbins et al., 2003) (Abb. 2). Dadurch ist Vav1 der erste Schritt
der aktivierenden Signalkaskade, der von inhibierenden Signalen

beeinflusst werden kann. Phosphoryliertes Vav1 leitet eine Kas-

kade aktivierender Prozesse in der Zelle ein. Kleine GTPasen wie
Racl werden aktiviert, es kommt zu einer Reorganisation des Ak-
tin-Zytoskeletts, aktivierende Rezeptoren und auch spezialisierte
Membrandominen werden in den Bereich der immunologischen
Synapse gebracht. Diese Prozesse initiieren die Ausschiittung der

zytotoxischen Granula, die die Zielzelle zerstoren.

Unsere experimentellen Ergebnisse zeigten, dass zunehmende
Stimulation der aktivierenden Rezeptoren einen rapiden Anstieg
der Vav1-Phosphorylierung verursacht. Wenn gleichzeitig inhi-
bierende Rezeptoren stimuliert werden, erfolgt eine Hemmung
der Vavl-Phosphorylierung. Interessanterweise scheint diese
Hemmung dominant gegeniiber den Signalen der aktivierenden
Rezeptoren zu sein. Zusitzlich haben wir beobachtet, dass nur
kleine Verdnderungen in der Signalstarke der verschiedenen
Rezeptoren notwendig sind, um eine drastische Verdnderung der
Vav1-Phosphorylierung zu bewirken. Dies hat ein schalterartiges
Verhalten zur Folge, bei dem Vav1 entweder minimal oder maxi-

mal phosphoryliert ist (Abb. 3A).

B Aktivierender
Ligand

Aktivierender

Inhibierender
Rezeptor

Rezeptor

Aktivierung

Nach der Stimulation aktivierender Rezeptoren wird das
Signalmolekdl Vav1 phosphoryliert. Inhibierende Rezeptoren
kénnen mittels der Phosphatase SHP-1 diese Phosphory-
lierung wiederum entfernen. Phosphoryliertes, und somit
aktives Vav1, leitet Uber die kleine GTPase Rac1 und eine
Reorganisation des Aktin-Zytoskeletts eine Signalkaskade
ein, die zur Aktivierung der NK-Zelle fihrt. Somit kdnnte
Vav1 eine Schalterfunktion Ubernehmen, die tber die
Aktivierung der NK-Zelle entscheidet.

(Bild: C. Watzl)
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Abbildung 3: Verhalten der NK-Zelle in Abhéngigkeit von aktivierenden und inhibierenden Signalen
A: Eine Zunahme des aktivierenden Stimulus bewirkt einen rapiden Anstieg der Vav1-Phosphorylierung (rot gefarbter Bereich), wahrend Stimulation der

inhibierenden Rezeptoren diese Phosphorylierung hemmt (blaue Flache).

B: In der Simulation konnten wir das im Experiment beobachtete Verhalten der Vavi-Phosphorylierung reproduzieren. Voraussetzung daflir ist die Assoziation

der Kinase mit dem aktivierenden Rezeptor.

C: Die zytotoxische Aktivitat der NK-Zellen zeigt das gleiche Verhalten wie die Vav1-Phosphorylierung.

(Abbildung: C. Watzl, modifiziert nach Mesecke, S, et al. (2011). Sci Signal)

Viele Reaktionen, viele Variablen, viele Modelle

Um einen Einblick in die Signalverarbeitung auf molekularer
Ebene zu bekommen, haben wir in einer Kooperation mit den
Bioinformatikern um Prof. Roland Eils vom DKFZ ein mathe-
matisches Modell aufgestellt, das diese frithen Signalprozesse

in NK-Zellen beschreiben kann (Mesecke et al., 2011). Um ver-
schiedene Méglichkeiten der Verschaltung und Regulation in
Betracht ziehen zu kénnen, wurde als Herangehensweise das
sogenannte ,ensemble modeling’ gewdhlt. Auf diese Weise erhilt
man verschiedene Variationen eines Basismodells, in das einzel-
ne Bausteine hinzugefiigt und miteinander kombiniert werden
kénnen. In unserem Fall ergidnzten wir das Basismodell mit
sieben optionalen Reaktionen, die Konzepte beschreiben, die bei
der Signaltransduktion der Rezeptoren eine Rolle spielen kénnen
(Abb. 4). Durch Kombination aller sinnvollen Alternativen er-
hielten wir insgesamt 72 verschiedene Modellvarianten, die wir

fiir unsere Simulationen verwendeten.

Um quantitative Simulationen mit unserem Modell durchfiihren
zu konnen, benétigten wir verschiedenste Parameter. Wahrend
wir Faktoren, wie zum Beispiel die GroRe der einzelnen Kom-
partimente und die Konzentrationen der beteiligten Molekiile
experimentell bestimmen konnten, mussten wir uns fiir die
kinetischen Parameter der verschiedenen Reaktionen zunichst
auf Daten aus der Literatur verlassen. Aber gerade bei unklaren
kinetischen Parametern hat sich die ,ensemble modeling’ Vor-
gehensweise als Vorteil erwiesen. Indem wir alle 72 Modelle mit
unterschiedlichen Parametern simulierten, konnten wir bestim-
men, welche Modelle Ergebnisse lieferten, die sich mit unseren
experimentellen Daten deckten. Durch diesen Parameterscan
zeigte sich, dass nur wenige Modelle iiberhaupt in der Lage

waren, eine physiologische Reaktion der Vavi-Phosphorylierung

Forschung Td&ten oder leben lassen?

zu simulieren (Abb. 3B). Nur Modelle, bei denen eine Kinase
direkt an die aktivierenden Rezeptoren binden konnte, lieferten
ein korrektes Ergebnis. Andere Prinzipien der Signalverarbei-
tung, wie Segregation von Phosphatasen von der Synapse und
Kinase-Autophosphorylierung, waren fiir eine physiologische
Reaktion in unserem Modell entbehrlich, verschlechterten je-
doch nicht das Ergebnis in Kombination mit der Assoziation von
Kinase und Rezeptor. Diese Vorginge konnten zum Beispiel fiir

die zusitzliche Feinabstimmung der Entscheidung nétig sein.

Durch den Vergleich experimenteller Daten mit unseren Simula-
tionsergebnissen ist es uns gelungen, aus der Vielfalt moglicher
Regulationsprozesse einen Vorgang zu isolieren, der das Ent-
scheidungsverhalten der NK-Zellen effizient erkldren kann. Wir
konnten durch das Modell unsere Suche nach dem verantwort-
lichen Prozess auf ein Konzept eingrenzen, ohne jede Option
experimentell iiberpriifen zu miissen. Die vom Modell vorher-
gesagte Assoziation von Rezeptor und Kinase konnten wir auch
experimentell fiir den aktivierenden NKG2D-Rezeptor nachwei-
sen. Dies war bisher noch nicht bekannt. Durch diesen Prozess
ergibt sich eine lokale Ansammlung der Kinase direkt an der
Kontaktstelle zwischen NK und Zielzelle. Dies konnte erkldren,
warum eine NK-Zelle in der Lage ist, gezielt nur eine Zielzelle
anzugreifen, obwohl sie unter Umstinden auch noch Kontakte

zu anderen Zellen haben kann.

Vav1 - ein Schalter fir die Zytotoxizitat?

Wenn NK-Zellen durch eine Kombination aktivierender und
inhibierender Signale stimuliert werden, zeigt ihre zytotoxische
Aktivitit das gleiche schalterartige Verhalten wie die Vavi-
Phosphorylierung: Schon bei einem geringen aktivierenden

Signal wird Vav1 rasch durch Phosphorylierung aktiviert und

www.systembiologie.de



Abbildung 4: ,ensemble modeling’ der Signalverarbeitung von NK-Zellen

A: Das Basismodell unserer Simulation beinhaltet die Interaktionen der aktivierenden und inhibierenden Rezeptor-Liganden-Paare. Aktivierende Interaktionen
flhren zur Phosphorylierung von Vav1 durch Kinasen der Src-Familie (SFK), wahrend inhibierende Interaktionen die Dephosphorylierung von Vav1 durch die

Phosphatase SHP-1 bewirken.

B: Sieben weitere Konzepte der Signalverarbeitung kdnnen unserem Basismodell hinzugefligt werden.

(Abbildung aus: Mesecke, S, et al. (2011). Sci Signal)

die NK-Zelle in die Lage versetzt, die Zielzelle zu téten (Abb. 34, C).
Durch ein gleichzeitiges inhibierendes Signal wird jedoch die
Vavl-Phosphorylierung effizient unterdriickt und die NK-Zell-
Zytotoxizitit verhindert. Vermutlich stellt Vavl deshalb nicht
nur einen Punkt der Signaltransduktion dar, bei dem die unter-
schiedlichen Signale zusammengefiihrt werden, sondern kénnte
auch die Schaltstelle sein, an der die Entscheidung getroffen

wird, ob eine Zielzelle angegriffen wird oder nicht.

Die Kombination von gezielten Experimenten und mathemati-
schen Simulationen ist fiir beide Seiten sehr gewinnbringend.
Durch experimentelle Quantifizierung von Modellparametern
kénnen méglichst realistische Simulationen durchgefiihrt wer-
den, wihrend wiederum die Ergebnisse der Simulationen ein

gezieltes Design der Experimente ermdglichen.

Unsere Ergebnisse aus diesem Vorgehen sprechen fiir eine zent-

rale Rolle von Vav1 bei der Entscheidungsfindung der NK-Zellen.

Durch das mathematische Modell wird ein neuer Einblick in die
Verarbeitung aktivierender und inhibierender Signale wahrend
der Aktivierung von Lymphozyten erméglicht. Dieses Modell

wird daher auch fiir unser weiteres Vorgehen sehr wichtig sein.
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entschlisselung von

signal

netzwerken mittels

transkriptom-sequenzierung

von Christina Falschlehner und Michael Boutros

Wie integrieren Zellen Signale, die sie von ihrer
Umwelt erhalten? Welche Signale entscheiden tber
Leben oder Tod? Im ApoNET-Projekt durchleuchten
wir das Signalnetzwerk der sogenannten Todesre-
zeptoren und erstellen Modelle, um den Signalfluss
in entarteten Zellen sowie gesundem Gewebe nach-
zuvollziehen. Diese Modelle kénnten Angriffspunkte
fir neue Krebstherapien sein und Einblicke in die
Entstehung behandlungsresistenter Tumore liefern.

RNA-Sequenzierung im Hochdurchsatz-Verfahren
Durch die Entwicklung neuer Hochdurchsatzverfahren zur Se-
quenzierung von Nukleinsduren kénnen innerhalb kurzer Zeit
die Erbinformation (DNA) sowie die abgelesenen Gen-Transkripte
(RNA) einer Zelle entschliisselt werden. Beim sogenannten

,Next-Generation-Sequencing® werden Millionen einzelner

DNA-Fragmente parallel sequenziert und unter Zuhilfenahme
der Bioinformatik analysiert. Die Abfolge der Basenpaare gibt
Aufschluss dariiber, welche Geninformation in der Zelle vorhan-
den ist. Neben der Entschliisselung von Mutationen kann auch
die Gesamtheit der zelluldren Transkripte bestimmt werden, das
sogenannte Transkriptom. Bei der RNA-Sequenzierung (RNASeq)
werden die messenger RNA-Molekiile (mnRNA) quantifiziert, also
jene Gene, die gerade in der Zelle abgelesen werden und als Vor-
lage fiir die Erstellung von Proteinen dienen (Abb. 1). Die Prote-
ine wiederum sind an der zelluldren Signaliibertragung beteiligt
und prégen das Erscheinungsbild der Zelle unter verschiedenen

Umwelteinfliissen.

Um die Antwort der Zelle auf einen duReren Stimulus méglichst
genau und reproduzierbar zu messen, sind standardisierte und

automatisierte Probenaufbereitungsprotokolle unerldsslich.

Nach Isolierung der zelluldaren RNA wird die mRNA an-

gereichert und fragmentiert. Danach erfolgt die reverse
Transkription in cDNA. Adapter dienen zur Barcode-

Generierung und Amplifizierung der cDNA-Bibliothek.

Reverse Transkription (cDNA)

=]
Amplifikation

Adapter P1 [—————

Sequenzierung

e AAAAAA —_—
I — AAAAAA  ~—> AAAAAA > -_—
AAAAAA -_—
Total RNA mRNA Fragmentierte RNA
Adapter Hybridisierung Adapter P1 RRR—NNN

—ww P2
Adapter P1 ————

o —

Die anschlieBende Sequenzierung resultiert in Millionen
von Sequenzfragmenten, die den urspringlichen
Transkripten entsprechen (Quelle: C. Falschlehner,

S. Leible, DKF2).




Abbildung 2: Verwendung von Robotertechnik zur automatisierten Probenaufbereitung
(Quelle: C. Falschlehner, T. Miersch, DKF2)

Fiir die Erstellung von Transkriptionsprofilen werden zunéchst
die mRNA-Molekiile der Zellen isoliert und mittels reverser
Transkription in DNA umgewandelt. Danach werden Multiplex-
Bibliotheken fiir die Sequenzierung generiert. Der Einsatz von
Multiplex-Markierungen (Barcodes) erméglicht die Zusammen-
legung von Proben und somit eine parallele Sequenzierung, die
Zeit und Kosten spart. Bei der anschlieRenden Datenanalyse
werden die Barcodes verwendet, um die Proben voneinander zu
unterscheiden. Um einen hohen Probendurchsatz bei gleichblei-
bender Qualitit und mdglichst geringen Kosten zu gewihrleisten,
nutzen wir moderne Robotik zur Automatisierung der Prozessab-
liufe (Abb. 2).

Die dabei gewonnenen Datensitze erlauben es uns, Aussagen da-
riiber zu treffen, welche Gene zu einem bestimmten Zeitpunkt in
der Zelle aktiviert sind. Diese Signaturen kénnen wir nutzen, um

zelluldre Signalnetzwerke systematisch zu analysieren.

Analyse eines Signalnetzwerkes mittels Nested
Effects Modelling

Jede Behandlung hinterldsst Spuren in der Zelle, die es uns er-
lauben, das zugrunde liegende Signalnetzwerk systematisch zu
analysieren. Wird der Signalfluss einer Zelle gestdrt, beispiels-
weise durch die Wegnahme eines bestimmten Gens, hat das Aus-
wirkungen auf die Expression vieler anderer Gene, die wir mit-
tels RNA-Sequenzierung nachweisen. Diese Effekte kénnen wir
uns zu Nutze machen, um mathematische Signalwegsmodelle zu
erstellen und den Signalfluss von einem Molekiil zum néchsten

zu rekonstruieren.

Um die Signaliibertragung einzelner Gene zu storen, nutzen

wir eine Technologie namens RNA-Interferenz (RNAi). Durch

Einschleusen kurzer Sequenz-spezifischer doppelstringiger
RNA-Molekiile (short interfering RNAs, siRNAs) erreichen wir die
Herunterregulation eines bestimmten Signalgens (S), welches
somit fiir die Signaltransduktionskaskade nicht mehr zur Ver-
fiigung steht. Bestimmen wir nun mittels Transkriptionsanalyse
die Auswirkungen vieler Signalgene auf die nachfolgenden Effek-
torgene (E), konnen wir mit Hilfe mathematischer Algorithmen,
dem sogenannten ,,Nested Effects Modelling®, Signalnetzwerke
rekonstruieren und dynamisch modellieren (Abb. 3). Anhand
dieser Modelle kann die Reaktion einer Zelle auf eine verdnderte

Umweltbedingung simuliert werden.

Leberkrebs und der programmierte Zelltod

Jeden Tag sterben in unserem Kdrper Millionen von Zellen wih-
rend gleichzeitig neue Zellen gebildet werden. Der programmier-
te Zelltod, die sogenannte Apoptose, sorgt dafiir, dass entartete
Zellen im Korper entsorgt werden und keine Gefahr fiir den
Organismus darstellen (Abb. 4). Ist dieser Mechanismus defekt,
kann es zu unkontrolliertem Zellwachstum und somit zur Ent-
stehung von Krebs kommen. Eine Krebsart, die sich hdufig durch
eine Resistenz gegeniiber dem Einleiten der Apoptose auszeich-
net, ist der Leberkrebs - auch Hepatozelluldres Karzinom (HCC)
genannt. Wenn das Todesprogramm der Zellen blockiert ist,
kann das Hepatozelluldre Karzinom mit konventionellen Thera-
pien wie Chemo- oder Strahlentherapie kaum behandelt werden,
ohne umgebendes gesundes Gewebe stark zu beschddigen. Ziel
der Forschung ist es deshalb, gezielte Wirkstoffkombinationen zu
identifizieren, die Krebszellen zerstéren und dabei das normale

Lebergewebe aber nicht beeintrichtigen (,,targeted therapy*).




Abbildung 4: Der programmierte Zelltod
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rucker, Universitat Regensburg).

Die Wegnahme von Signalgenen (S) mittels RNAi hat Auswirkungen auf die

Expression vieler Effektorgene (E) (Quelle: C. Falschlehner, DKFZ; C. Hunds-

Lebende Leberkrebszellen (Quelle: C. Falschlehner, DKFZ (Konfokales Mikroskop: Leica TCS SP5)).

Leberkrebs wird hiufig durch eine Entziindungsreaktion (In-
flammation) ausgeldst, die mit dem Einleiten des Selbstmord-
programms konkurriert. Wir beschiftigen uns deshalb mit

zwei Signalmolekiilen, die mit der Krankheitsentstehung von
Leberkrebs in Verbindung gebracht werden: Der Tumor Nekrose
Faktor (TNF) und der TNF-Related Apoptosis Inducing Ligand
(TRAIL). TNF und TRAIL sind sogenannte Todesliganden, die
durch Bindung an ihren entsprechenden Oberflichenrezeptor
einerseits ein inflammatorisches (Uberlebens-)Signal und ande-
rerseits den Tod der Zelle auslésen kénnen. In Leberzellen indu-
ziert TNF vorrangig Inflammation, wahrend TRAIL tiberwiegend
Apoptose hervorruft. Die Kommunikation zwischen den beiden
Signalwegen kann iiber Leben und Tod von Leberkrebszellen
entscheiden. Blockiert man beispielsweise mittels Inhibitoren
das TNF-induzierte Entziindungssignal, dann kdnnen vormals
TRAIL-resistente Leberkrebszellen mit TRAIL getdtet werden,
wihrend normale Hepatozyten auch bei Anwendung dieser

Kombinationstherapie nicht geschidigt werden.

Eine systematische Analyse des TNF/TRAIL-vermittelten Signal-
netzwerks kann uns helfen, zu verstehen, warum Leberkrebs-
zellen und primére Hepatozyten unterschiedlich auf eine Be-
handlung reagieren und kann dadurch mégliche Knotenpunkte
fiir neuartige Therapien aufzeigen und wichtige Einblicke in die

Entstehung behandlungsresistenter Tumore liefern.



Abbildung 4: Der programmierte Zelltod

Apoptotische Leberkrebszellen mit typischen Charakteristika wie Schrumpfung der Zelle, blasenférmige Ausbuchtungen an der Zelloberflache, Kondensation und
Degradierung der DNA. Farbungen: Blau = DNA (Zellkern). Grin = b-Tubulin (Zytoskelett), Rot = Phalloidin (Aktinfilamente) (Quelle: C. Falschlehner, DKFZ (Konfokales
Mikroskop: Leica TCS SP5)).
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SYBIT — systems biology [T

Software, Werkzeuge und IT-Infrastruktur fir

Systembiologie in der Schweiz

von Peter Kunszt

Die Systembiologie befindet sich in einem ,,goldenen
Zeitalter®, in dem eine immer gréBer werdende Zahl
neuer Technologien zur Messung, Beobachtung und
Erforschung biologischer Vorgénge verfligbar ist.
Diese mehrheitlich digitalen Methoden produzieren
haufig erhebliche Mengen an Daten, deren Verwal-
tung und Analyse eine groBBe Herausforderung fir
Wissenschaftler darstellt. Besonders komplex wird
diese Aufgabe bei der Zusammenarbeit mehrerer,
geographisch verteilter Institutionen in gréBeren
Konsortien. Im Rahmen der schweizerischen System-
biologieinitiative SystemsX.ch hilft das Projekt SyBIT
den Forschungsprojekten als zentraler Dienstleister
bei der Bewaltigung dieser digitalen Datenflut.

Nachhaltigkeit als Herausforderung

Trotz der bemerkenswerten wissenschaftlichen Fortschritte in
der Systembiologie, sowohl auf experimenteller, als auch theo-
retischer Ebene, gibt es fiir die Bewiltigung der sich ergebenden
Datenflut noch nicht immer passende Losungen. Beispielsweise
sind Wissenschaftler nicht selten gezwungen, eigene Auswer-
tungsprogramme zur Datenanalyse zu schreiben, Daten selbst zu
verwalten und Speichermedien zu bewirtschaften. Hiervon sind
insbesondere Studenten und Postdocs betroffen, die mit teilweise
erheblichem Aufwand die notwendigen Entwicklungen voran-

treiben.

Aber gerade jiingere Wissenschaftler sind besonders mobil und
miissen ihren Arbeitsplatz gelegentlich wechseln. Sind dann
Informationen zu Ort und Systematik der Speicherung nicht
ausreichend dokumentiert, besteht das Risiko, dass Daten nach
dem Weggang einer Person schlicht verloren gehen. Auswer-
tungsprogramme wiederum werden als ,,black box“ benutzt, weil
ihre genaue Funktionsweise nicht mehr bekannt ist. So kann es
zur falschen Anwendung der Analysen kommen, ohne dass dies
den Forschern bewusst ist. Wenn keine Dokumentation vorliegt
und daher keine Anderungen mehr angebracht werden kénnen,

miissen die Programme letztlich neu geschrieben werden. Fiir die
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Wissenschaftler bedeutet das einen Verlust an wertvoller Zeit,

der wiederum zu Lasten der Forschung geht.

Umso wichtiger ist es, bei einer nationalen Initiative wie Sys-
temsX.ch fiir Wissenschaftler gezielt gemeinsame Lésungen
zu suchen und Unterstiitzung anzubieten. Ein entscheidender
Schritt ist die Einfithrung und konsequente Einhaltung von
Standards, um Redundanzen in der Entwicklung zu vermeiden
und damit Geld und Zeit einzusparen. Die Festlegung auf
standardisierte Methoden und Formate ist notwendig, damit
Messergebnisse sicher und nachhaltig abgelegt und unter den
zusammenarbeitenden Forschungsgruppen ausgetauscht und

verglichen werden kénnen.

Dazu muss eine ,Werkzeugkiste’ fiir Biologen und Bioinformati-
ker erstellt und gepflegt werden, zu der neue Werkzeuge standig
hinzugefiigt und veraltete abgelost werden. Dariiber hinaus ist
die notwendige Infrastruktur bereitzustellen, um die Werkzeuge

iiberhaupt einsetzen zu kdnnen (Abb. 2).

Aufgaben und Zusammensetzung von SyBIT

An dieser Stelle setzt das Projekt SyBIT mit seinen vielschichtigen
Aufgaben an. Das Team hilft den Forschungsgruppen, die nétige
Daten- und Recheninfrastruktur bereitzustellen sowie - wenn
méglich - automatische Abldufe zu planen. SyBIT stellt standar-
disierte Software und Datenverwaltungsdienste zur Verfiigung,
nimmt selbstentwickelte Programme und schreibt diese bei Be-

darf um oder verpackt sie in wiederverwendbare Bibliotheken.

Forschungsgruppen wird geholfen, ihre Algorithmen der breiten
Wissenschaftsgemeinde in einer Form zur Verfiigung zu stellen,
in der sie leicht handhabbar sind. Dies gewihrleistet eine bessere
Sichtbarkeit, eine gréRere Akzeptanz und damit die breite Ver-
wendung sowie Nachhaltigkeit. SyBIT verwaltet dariiber hinaus
die SystemsX.ch Wiki-Plattform, E-Mail-Listen und weitere, von
der Gemeinschaft verwendete Web-basierte Dienste. Zusammen
mit den Partner-Instituten stellt SyBIT Kurse zur Nutzung der

verschiedenen Software und Dienstleistungen zusammen.

www.systembiologie.de



Abbildung 1: Die fiinf Arbeitsschritte der Datenauswertung

Die Projektpartner von SyBIT sind meist Arbeitsgruppen, die

an den einzelnen Universititen und Forschungseinrichtungen

in Basel, Lausanne und Ziirich bereits vergleichbare Aufgaben
wahrnehmen. Zur Unterstiitzung der an SystemsX.ch beteiligten
Forschungsgruppen wird zudem vor Ort mit Mitteln des SyBIT-
Projektes zusitzliches Personal angestellt sowie die nétige Infra-
struktur bereitgestellt. In einzelnen Forschungsgruppen mit be-
sonders anspruchsvollen Datenverwaltungsaufgaben ist Personal

des SyBIT-Teams direkt in die Arbeitsgruppen integriert.

Die Zusammenarbeit ist eng koordiniert: So kénnen Gruppen

in Ziirich auch von der spezifischen Expertise in Lausanne und
Basel profitieren und umgekehrt. Gut funktionierende, bereits
bestehende lokale Strukturen werden von SyBIT verstarkt. Wo
diese Strukturen fehlen, erhalten die Arbeitsgruppen Unterstiit-

zung bei deren Aufbau.

Ein Vorteil dieser dezentralen Struktur liegt in der unmittelbaren
Integration von Experten in die Forschungsgruppen vor Ort. Dort
kénnen sie fiir die Dauer der jeweiligen Projekte mit den wissen-

schaftlichen Anwendern zusammenarbeiten und Kommunikati-

onsprobleme leichter abbauen. Es wird versucht, dieses bereits
in der Westschweiz als ,embedded bioinformatician’ etablierte
Konzept fiir SystemsX.ch in der ganzen Schweiz anzuwenden.
Zusitzlich unterstiitzt SyBIT ein Team an der Eidgendssischen
Technischen Hochschule ETH in Basel, welches fiir lingerfristige,
strategische Entwicklungsarbeiten eingesetzt wird und effizient

groRere Softwareentwicklungsaufgaben erledigen kann.

Datenauswertungsprozesse in der Systembiologie
Die mit SystemsX.ch verbundenen Investitionen in neue Gerite
fithren auch nicht zuletzt zu einem héheren Bedarf an IT-Infra-
struktur. GroRe Fortschritte bei den Technologien der DNA-Se-
quenzierung, der Massenspektrometrie und in den bildgebenden
Verfahren tragen dazu bei, dass in der Systembiologie mittler-
weile ebenso viele oder sogar mehr Daten produziert werden,
wie in der Physik oder der Chemie. Nicht alle Universititen sind
auf diese Datenflut aus der Biologie vorbereitet. Zusammen mit
den Informatikdiensten, Rechenzentren und Datenzentren der
Partner-Institutionen von SystemsX.ch werden Konzepte erar-
beitet, um die neuen, erweiterten Bediirfnisse der Systembiologie

abdecken zu konnen.

Abbildung 2: Die Systembiologie wird unterstltzt durch drei Gruppen

Die Systembiologie wird unterstiitzt durch drei Grup-
pen: Die [T-Infrastruktur wird von zentralen und lokalen
Dienstleistern aufgebaut, koordiniert und gewartet
(rot); Algorithmen zur Datenanalyse der einzelnen
Experimente werden als Teil der Forschung von den
Forschenden selbst oder von SyBIT-Bioinformatikern
geschrieben (blau); dazwischen stellt SyBIT sicher,
dass die bereitgestelite Infrastruktur die Anforderungen
der Forschung erflllt, Standards eingehalten werden
und neue Algorithmen in wiederverwendbare Software
integriert werden. SyBIT nimmt eine wichtige Kommuni-
kationsaufgabe wahr, um die Anforderungen der For-
schung den Infrastrukturdienstleistern zu Ubergeben

(Quelle: Peter Kunszt).

www.systembiologie.de

Forschung SyBIT — Systems Biology IT 1 7



Fiir die Auswertung der erzeugten Daten ist eine gut funktio-
nierende IT-Infrastruktur mit der entsprechenden Software
notwendig. Um insbesondere auch die groRen Datenmengen
im Bereich von Gigabyte (z.B. konfokale Mikroskopie, FACS) bis
Terabyte pro Monat (DNA Sequenzierung, hochauflsende ,,live
imaging" Verfahren) effizient bearbeiten zu kénnen, miissen in
jedem der fiinf Arbeitsschritte bei der Auswertung viele Details

beachtet werden (Abb. 1):

1. Datenerfassung am Instrument: Die Daten werden in
einem speziellen, jeweils vom Instrumentenhersteller festgelegten

Format erfasst und an dem angeschlossenen Geriterechner abgelegt.

2. Validierung und Vorbereitung: Um Einfliisse durch
Verunreinigungen oder falsche Instrumentenhandhabung zu ver-
meiden, miissen die erfassten Daten auf Messfehler kontrolliert
werden. Meist erfolgt nach der Validierung eine Umwandlung

in standardisierte Datenformate, oft verbunden mit einer Kom-
primierung zur Vorbereitung fiir die néchsten Arbeitsschritte. Die
Daten, nach diesem Arbeitsschritt Rohdaten genannt, werden auf
sichere Speichermedien verschoben. Die Originaldaten werden
vom Geriterechner gel6scht, um Platz fiir die nidchste Akquisition

zu schaffen.

3. Automatische Auswertung: Je nach Instrument er-
folgt eine einfache oder zum Teil komplexe, aus vielen einzelnen
Schritten bestehende, automatisierte Auswertung der Rohdaten.
Diese konnen sehr rechenintensiv sein, lingere Zeit in Anspruch
nehmen und erfolgen entweder auf virtualisierten Rechnern
oder auf gréReren, zentralen Linux-basierten Clustern mit meh-
reren hundert parallelen Arbeitsschritten. Die Resultate dieser
automatisierten Auswertung werden erneut auf sichere, langfristig

verfiigbare Speicher gelagert.

4. Nachbearbeitung: Aus diesen Daten werden interaktiv
verschiedene Statistiken, Diagramme und Visualisierungen er-
stellt. Bei Bedarf schreiben Bioinformatiker spezielle Programme
zur Auswertung bestimmter Experimente. Je nach Anforderung
kénnen die Ergebnisse durch den Wissenschaftler am Arbeits-

platz oder unter Verwendung eines Grorechners ermittelt werden.

5. Publikation und Archivierung: Die Ergebnisse miissen
gesammelt und bei einer Publikation ffentlich in standardi-
sierten Formaten zur Verfiigung gestellt werden; die Rohdaten
und bei der Auswertung verwendeten Arbeitsschritte werden in
einem Archiv abgelegt, damit die Nachvollziehbarkeit der Resul-

tate sichergestellt werden kann.

Die Erfahrung von SyBIT in den letzten Jahren zeigt, dass eine
gut koordinierte Unterstiitzung nétig ist, um in Zukunft datenin-
tensive Forschung in den Lebenswissenschaften konkurrenzfahig
und nachhaltig zu betreiben. Die Herausforderungen kénnen
nicht durch einzelne Arbeitsgruppen und Entwicklerteams gelost
werden. Vielmehr ist es das enge Zusammenspiel aller Beteilig-
ten, das den notwendigen Mehrwert erzeugt. Der Aufbau nach-
haltiger Strukturen wird auch in Zukunft forschungspolitische

Aufmerksamkeit erfordern.

Steckbrief Forschungsprojekt:

SyBIT ist das IT- und Bioinformatik-Supportprojekt von Sys-
temsX.ch, der schweizerischen Initiative fiir Systembiologie. Als
Sonderprogramm der Eidgenossenschaft im Rahmen des Schwei-
zerischen Nationalfonds dient SystemsX.ch gezielt der Férderung
der Systembiologie in der Schweiz. SyBIT beschiftigt knapp 30
Mitarbeiter, verteilt in den Forschungsgruppen und lokalen
Supporteinheiten folgender Institutionen: Die Eidgendssischen
Technischen Hochschulen in Lausanne und Ziirich (EPFL, ETHZ),
die Universititen von Basel, Bern, Genf und Ziirich und das Fried-
rich Miescher Institut in Basel.

Links:

http://www.systemsx.ch

http://www.sybit.net

http://www.sci-bus.eu

http://wiki.systemsx.ch/display/sybit
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Kontakt:

Dr. Peter Kunszt
Projektleiter SyBIT
ETH Ziirich

peter.kunszt@systemsx.ch
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anre molekulargenetik —

ein ruckolick aus
oersonlicher sicnt

Interview mit Professor Dr. Alfred Puhler
Centrum fur Biotechnologie der Universitét Bielefeld

Mit der Entdeckung der DNA-Doppelhelix durch
James Watson und Francis Crick im Jahr 1953 war
die Molekulargenetik aus der Taufe gehoben. Ein
weiterer Durchbruch ereignete sich rund ein Jahr-
zehnt spater, als es gelang, den genetischen Code
zu entziffern. In den 1970er Jahren schlieBlich zog
die Gentechnik alle Aufmerksamkeit auf sich und
wurde im gesellschaftlichen Umfeld kontrovers dis-
kutiert. FUr den wissenschaftlichen Bereich aber er-
wies sie sich als treibende Kraft, die viele Fragen zur
Organisation und Funktion von Erbmolekilen beant-
worten lieB: Die Gentechnik war es, mit der die Mole-
kulargenetik in Schwung kam.

Professor Alfred Pihler vom Centrum flr Biotech-
nologie der Universitat Bielefeld gehort zu den
Pionieren der modernen Gentechnik, Biotechnik
und Genomforschung. Uber vier Jahrzehnte lang
hat Alfred Pihler die Entwicklung der Molekularge-
netik begleitet und mit dazu beigetragen, dass sie
sich zu einem der bedeutendsten Forschungsge-
biete der Gegenwart entwickelte. Im Gesprach mit
der Zeitschrift systembiologie.de blickt der renom-
mierte Wissenschaftler zurlick auf die Zeiten des
Umbruchs und wagt einen Blick in die Zukunft.

systembiologie.de: Herr Professor Piihler, Sie haben in den 1960er
Jahren zundchst Physik studiert, dann im Fachbereich Mikrobiologie
promoviert und schlieflich in der Genetik habilitiert. Das sind
interessante Fachwechsel in der Friihzeit Ihrer wissenschaftlichen
Karriere.

Professor Dr. Alfred Piihler: Fiir meine wissenschaftliche Karriere
entscheidend war das Jahr 1968. Mein Physikstudium hatte ich
ein Jahr zuvor an der Universitdt Erlangen abgeschlossen und
war nun auf der Suche nach einem attraktiven Thema fiir meine
Promotion. Eigentlich war das Fach dafiir ldngst vorgezeichnet - da
meine Diplomarbeit auf Experimenten an einem Tandembe-
schleuniger aufbaute, wollte ich in der Kernphysik promovieren.
Kurzfristig verlagerten sich jedoch meine Interessen, und ich

startete die Promotion auf dem Gebiet der Bakteriengenetik.

20 Interview Alfred PUhler

Wie kam es zu diesem plétzlichen Umschwung?

Ausldser waren zwei Fernsehsendungen, die iiber die Entschliis-
selung des genetischen Codes berichteten. Den Wechsel von

der Kernphysik iiber die Mikrobiologie zur Genetik habe ich nie
bereut. Bis heute beschiftige ich mich kontinuierlich mit dem

Wissensgebiet der Molekulargenetik.

Was wdhlten Sie als Promotionsthema?

Neben der Aufklarung eines Konjugationssystems bei einem
Bodenbakterium widmete ich mich wihrend der Promotion in-
tensiv der Frage, welche Methoden geeignet sein kdnnten, das
Erbmolekiil DNA zu analysieren. Damals gerade im Entstehen
war die Resistenzplasmid-Forschung. Sie trug entscheidend dazu
bei, die Frage nach den DNA-Analysetechniken zu beantworten,
da Plasmid-DNA iiber CsCl-Gradienten isoliert und anschliefend
mittels Elektronenmikroskopie dargestellt werden konnte. Die
Plasmid-DNA wurde dazu auf diinnen Kohlefilmen gespreitet und
dann elektronenmikroskopisch abgebildet. Es war faszinierend,
erste DNA-Molekiile bakterieller Resistenzplasmide unter dem
Mikroskop zu sehen und iiber Konturldngenmessung eine Vor-
stellung von der GroRe dieser Molekiile zu erhalten. Die Elektro-
nenmikroskopie war zur damaligen Zeit das einzige Verfahren,
mit dem man DNA-Molekiile darstellen konnte. Meine Promotion
schloss ich im Jahr 1971 am Institut fiir Mikrobiologie der Uni-
versitit Erlangen ab; die Arbeiten iiber bakterielle Resistenzplas-
mide waren dann auch das Thema meiner Habilitationsschrift

aus dem Jahr 1976.

Das intensive Beschdftigen mit Plasmid-DNA erwies sich als
zukunftsweisend.

Ja, die erfolgreichen Arbeiten mit Plasmid-DNA sollten fiir meine
Erlanger Arbeitsgruppe in den 1970er Jahren groe Bedeutung
haben. Ab dem Jahr 1972 erschien in der Zeitschrift Proceedings of
the National Academy of Sciences, kurz PNAS, eine Reihe von Publi-
kationen, die iiber die Entwicklung der bakteriellen Gentechnik
auf der Basis von Resistenzplasmiden berichteten. Meine Gruppe
war damals bereits geiibt im Umgang mit Plasmid-DNA und um
frithzeitig in die bakterielle Gentechnik einsteigen zu kénnen,
bemiihten wir uns erfolgreich darum, das Restriktionsenzym

EcoRI und das Ligaseenzym T4 aus den USA nach Deutschland
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Professor Alfred Piihler vom Centrum fiir Biotechnologie der Universitét Bielefeld (Bild: Universitat Bielefeld)

einzufiithren. Mit diesen beiden Enzymen war die Gentechnik
quasi nur noch eine Fingeriibung - mit dem Restriktionsenzym
konnten wir Plasmid-DNA in Fragmente zerlegen und mit der
Ligase wieder verbinden. Im Laufe dieser Arbeiten haben wir im
Eigenbau auch die ersten Gelelektrophorese-Apparaturen ent-
wickelt, mit denen man DNA-Restriktionsfragmente nach ihrer
GroRe auftrennen kann. Die bakterielle Gentechnik hat sich rasch
als zusitzliche Methode auf dem Gebiet der Molekulargenetik
etabliert. Es zeigte sich dariiber hinaus, dass dieser Technik eine
Schliisselrolle zukommt, weil sich das molekulargenetische Wissen
durch Klonierungsexperimente mit Bakterien enorm erweitern
ldsst. Es wurde beispielsweise moglich, Funktionsanalysen von
DNA-Fragmenten mithilfe von Klonierungsexperimenten in groRem

MaRstab vorzunehmen.

Sie waren mafgeblich an der Entschliisselung des Genoms
mehrerer Mikroorganismen beteiligt.

Nach der Aufklidrung der DNA-Struktur und des genetischen
Codes war es das groRe Ziel der Molekulargenetik, die Basen-
sequenz individueller DNA-Fragmente zu bestimmen. Der
Durchbruch erfolgte im Jahre 1977. Damals wurde die chemische
Degradationsmethode von Allan Maxam und Walter Gilbert
sowie die Kettenabbruch-Methode nach Frederick Sanger im
selben PNAS-Heft publiziert. Meine damalige Arbeitsgruppe
engagierte sich daraufhin auf dem Sequenziergebiet und konnte
die Maxam-Gilbert-Technologie bereits ein Jahr spéter erfolg-

reich an der Universitit Erlangen etablieren.

Wie verliefen die ersten Sequenzierungsarbeiten?

Die ersten DNA-Sequenzierungen waren enorm aufwendig. Man
arbeitete mit radioaktiv markierten DNA-Fragmenten, separierte
die degradierten Fragmente auf selbst gegossenen Sequenzier-
gelen, identifizierte die DNA-Banden mittels Autoradiographie
und interpretierte die sichtbaren Banden per Auge. Wir waren
mit der Etablierung der chemischen Degradationsmethode so er-
folgreich, dass wir sie bereits im April 1979 in einem EMBO-Kurs

an der Universitdt Erlangen mit dem Titel Plasmids - a Course in

www.systembiologie.de

Advanced Techniques anbieten konnten. Bis zur gezielten Sequen-
zierung von Genen und Genomabschnitten sollte allerdings noch

einige Zeit vergehen.

Was war zusdtzlich erforderlich?

Man muss das DNA-Molekiil in handliche Stiicke zerlegen, bevor
man es einer Maxam-Gilbert-Sequenzierung unterziehen kann.
Hier erwies sich die Gentechnik als Mittel der Wahl, weil man
DNA-Fragmente mit gentechnischen Methoden in Escherichia coli
klonieren kann, sodass sie in ausreichender Menge fiir eine Se-
quenzierung verfiigbar sind. Ende des Jahres 1979 nahm ich den
Ruf auf einen Lehrstuhl fiir Genetik der Universitit Bielefeld an,
was es moglich machte, ein groles Sequenzierlabor einzurichten.
Wir etablierten in Bielefeld neben der Maxam-Gilbert-Methode
kurz darauf auch die Sanger-Sequenzierung, die sich dann auf-
grund ihres Automatisierungspotenzials in den nichsten Jahren

gegeniiber der Maxam-Gilbert-Methode durchsetzte.

Wann wurden die ersten bakteriellen Genome in Ihrer Arbeits-
gruppe analysiert?

Es dauerte nahezu 20 Jahre, bis es technisch méglich wurde,
komplette Bakteriengenome zu sequenzieren. Wir konzen-
trierten uns in Bielefeld auf die Genomsequenzierung des sym-
biotisch N_-fixierenden Bodenbakteriums Sinorhizobium meliloti
und des Aminosdureproduzenten Corynebacterium glutamicum.
Die Publikation des Genoms von Sinorhizobium meliloti, beste-
hend aus drei Replikons, erfolgte im Jahr 2001 in der Zeitschrift
Science, wobei jedes einzelne Replikon noch in PNAS publiziert
werden konnte. Die Science-Publikation ist bis heute nahezu
600mal zitiert worden. Das Genom von Corynebacterium gluta-
micum wurde in Zusammenarbeit mit der Firma Degussa, heute
Evonik, entschliisselt (Abb. 1). Die Corynebacterium glutamicum-
Sequenz stand 2001 zur Verfiigung und konnte im Jahr 2003

im Journal of Biotechnology veréffentlicht werden. Auch diese

Publikation weist in der Zwischenzeit einen Zitierungsstand

von iiber 350 auf.
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Wie entwickelte sich die Genomforschung unter Ihrer Agide in
Bielefeld weiter?

Mit den beiden entzifferten Bakteriengenomen war fiir meinen
Lehrstuhl in Bielefeld das Zeitalter der Genomsequenzierung ein-
geldutet. Zusammen mit meinen Kollegen Werner Goebel von der
Universitat Wiirzburg und Gerhard Gottschalk von der Univer-
sitdt Gottingen konnten wir das Bundesministerium fiir Bildung
und Forschung davon iiberzeugen, in Deutschland ein gréReres
bakterielles Genomsequenzier-Programm aufzulegen. Die Grund-
idee war, die bakterielle Genomanalyse fiir interessierte deutsche
Gruppen mittels weniger Sequenzierzentren zu férdern. Ein
solches Zentrum wurde im Jahr 2001 in der Universitit Bielefeld
eingerichtet. Es kooperierte mit 26 Projektpartnern aus Universi-
tdten, Forschungsinstituten und Industrieunternehmen auf dem
Gebiet der Genomforschung an Bakterien fiir den Umweltschutz,
die Landwirtschaft und die Biotechnologie. Dabei kristallisierte
es sich heraus, dass die Genomforschung ohne eine umfangreiche
Bioinformatik nicht denkbar ist. In Bielefeld wurde deshalb auch
ziigig mit dem Ausbau einer bioinformatischen Abteilung begon-
nen. Sie war zunichst zustidndig fiir die Assemblierung, also die
Zusammenfiihrung von Nukleotidsequenzen zu ldngeren Frag-
menten, dann fiir die Genidentifizierung, d.h. die Lokalisierung
von Genen auf lingeren DNA-Fragmenten und schlieBlich fiir die
Annotation, dies bedeutet die Zuweisung von méglichen Funktio-

nen zu identifizierten Genen mittels Sequenzvergleich.

Welche Ergebnisse konnten dank des BMBF-Programmes
erarbeitet werden?

Die Initiative des Bundesministeriums erwies sich als sehr erfolg-
reich, was die lange Liste der in Bielefeld erarbeiteten Bakteri-

engenome deutlich macht. Die Sequenzierung der bakteriellen

giuta
ATCC 13032
3,282 711 bp
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Genome erfolgte zunidchst mit Kapillarsequenzierern. Dieses
Verfahren wurde in den Jahren 2006 und 2007 von der sogenann-
ten Next Generation Sequencing-Technologie abgeldst, die die
Kapazitit des Sequenziervorgangs um Zehnerpotenzen steigert.
Millionen von Sequenzierklonen kénnen damit parallel sequenzi-
ert werden. Diese neue Hochdurchsatztechnologie funktioniert,
ohne dass man die zu sequenzierenden DNA-Fragmente zuvor
klonieren muss. Am Centrum fiir Biotechnologie der Universitit
Bielefeld wurde die Next Generation-Technologie ab 2007 fiir die
Sequenzierung bakterieller Genome eingesetzt, und das Bundes-
ministerium machte in einem Aufstockungsprogramm Mittel
verfiigbar, um weitere Genome biotechnologisch interessanter
Bakterien analysieren zu kdnnen. Das Programm lief Ende des
Jahres 2011 aus. Es hat wesentlich dazu beigetragen, dass die in
Deutschland angesiedelte Biotechnologie-Forschung auf verliss-

liche bakterielle Genomsequenzen zuriickgreifen kann.

Sind die Verfahren zur Sequenzierung mit der Next-Generation-
Technik abgeschlossen?

Blickt man nach vorn, ist die Sequenziertechnologie noch lange
nicht ausgereizt. Man erwartet als ndchsten Schritt die zuver-
ldssige Sequenzierung von DNA-Einzelmolekiilen, die ohne
PCR-Amplifizierung der zu sequenzierenden DNA-Fragmente

auskommt.

Wann wurden Genom-basierte Analyseverfahren, also Omics-
Technologien, in Bielefeld etabliert?

Mit der Mdglichkeit, die Genomsequenzen beliebiger Organismen
in kurzer Zeit zu bestimmen, riickten genombasierte Analysever-
fahren in den Vordergrund. Allgemein versteht man darunter so-
genannte Omics-Technologien, zu denen Transkriptomik, Prote-
omik und Metabolomik gezihlt werden. Die Omics-Technologien
wurden am Centrum fiir Biotechnologie der Universitit Bielefeld
frithzeitig, bereits ab dem Jahr 2002, angesiedelt. Dazu griindeten
wir zwei Institute - das Institut fiir Genomforschung mit einer
Technologieplattform Genomik und das Institut fiir Bioinformatik
mit einer Technologieplattform Bioinformatik. Beide Plattformen
sind eng miteinander verbunden, wobei die Technologieplatt-
form Genomik fiir das Erzeugen von Omics-Daten verantwortlich
ist, die von der Technologieplattform Bioinformatik sodann erfasst,

ausgewertet und gespeichert werden.

Welchen Einfluss hatten die zahlreichen ,,Omics* auf die
Molekulargenetik?

Die Molekulargenetik hat mit der Genomforschung und den
Omics-Analysen eine steile Entwicklung genommen, weil es zum
ersten Mal méglich wurde, das zelluldre Geschehen in ausge-

wihlten Organismen ganzheitlich zu beschreiben.

Auf welche Weise soll diese Ganzheitlichkeit gelingen?

Mit der Genomforschung lassen sich mittlerweile alle Gene und

www.systembiologie.de



Quelle: Kohl et al., J. Biotechnol. (2009) 143, 239-246.

regulatorischen Elemente einer Zelle erfassen. Die Transkripto-
mik schlieBt daran an und erméglicht es mithilfe der Microarray-
Technologie, die Menge der transkribierten Gene abhingig vom
jeweiligen zelluldren Zustand zu beschreiben. Mit der Proteom-
analyse kann dann ein groRer Teil der Proteine identifiziert
werden, die in einer Zelle vorkommen. Die Metabolomik schlie3-
lich ist darauf ausgerichtet, die in einer Zelle existierenden
Metabolite zu erfassen. Das Ergebnis all dieser Verfahren ist eine
grofe Fiille von Einzeldaten, deren gegenseitige Abhingigkeit
analysiert werden muss. Nur so lédsst sich das zelluldre Gesche-
hen auch tatsichlich ganzheitlich beschreiben. Hier kommt die
genombasierte Systembiologie ins Spiel, die sich zum Ziel gesetzt
hat, den Zusammenhang zwischen den verschiedenen Kategorien

von Omics-Daten aufzukldren.

Welchen systembiologischen Forschungsschwerpunkt setzt das
Centrum fiir Biotechnologie in Bielefeld zurzeit?

Unser Forschungsschwerpunkt auf dem Gebiet der Systembiologie
ist die systematische Beschreibung des Transkriptionsgeschehens
bei dem Aminosdureproduzenten Corynebacterium glutamicum
(Abb. 2). Von den schitzungsweise 128 Transkriptionsfaktoren,
die dem Bakterium eigen sind, konnten zwischenzeitlich rund
zwei Drittel einschlieRlich der Regulationsnetzwerke analysiert
werden. Damit ist die Transkription in der Corynebacterium gluta-
micum-Zelle aber langst nicht umfassend beschrieben, haben sich
doch neben den Transkriptionsfaktoren in jiingerer Zeit auch
immer mehr regulatorische RNAs in den Vordergrund gespielt.
Auch sie konnen mittlerweile iiber RNA-Sequenzierung mit den

Next-Generation-Sequencing-Methoden gut identifiziert werden.
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Im Jahr 2008 haben Sie Ihren Lehrstuhl fiir Genetik an der Fa-
kultdt fiir Biologie der Universitdt Bielefeld nach nahezu drei
Jahrzehnten verlassen. Haben Sie sich auch aus der Forschung
zuriickgezogen?

Ich hatte das Gliick, dass mir die Universitit Bielefeld am Cent-
rum fiir Biotechnologie eine Senior Research-Professur fiir Ge-
nomforschung an industriellen Mikroorganismen zur Verfiigung
stellte, die ich nutzen kann, um meine Forschungsinteressen
fortzufithren. Das eréffnet mir die Mdglichkeit, mich nach der
Genomforschung, den Omics-Analysen und der Systembiologie
mit einer neu entstehenden Forschungsrichtung, der sogenann-
ten Synthetischen Biologie, zu beschiftigen. Die Synthetische
Biologie ist meines Erachtens die unmittelbare Fortsetzung der
Systembiologie. Sie nutzt das immense Wissenspotenzial der ge-
nombasierten Systembiologie mit dem Ziel, synthetische Zellen
zu entwickeln, die die interessantesten Eigenschaften unter-
schiedlicher Organismen in sich vereinen. Der Systembiologie
kommt dabei im Vorfeld die entscheidende Rolle zu, iiber Mo-
dellbildung und Simulation die Funktionsfdhigkeit synthetischer
Zellen zu erfassen. Dieser ingenieurmiRige Ansatz ist der Grund
dafiir, dass die Synthetische Biologie als neue Technikwissen-
schaft gilt. Ich habe mich bereits ab dem Jahr 2009 intensiv mit
der Synthetischen Biologie auseinandergesetzt. Damals arbeitete
ich zusammen mit Kolleginnen und Kollegen an der DFG-acatech-
Leopoldina-Studie zu Fragen der Synthetischen Biologie. Am
Centrum fiir Biotechnologie der Universitit Bielefeld waren es
die Studenten aus den einschldgigen Masterstudiengéingen, die
sich mit Experimenten der Synthetischen Biologie beschiftigten
und sich erfolgreich an den “International Genetically Enginee-

red Machines (iGEM)”-Wettbewerben 2010 und 2011 beteiligten.

Nach diesem Riickblick auf die Entwicklung der Molekulargenetik -
was raten Sie den Studierenden heute?

Es gibt zurzeit keinerlei Hinweise dafiir, dass sich die molekular-
genetische Entwicklung verlangsamen wiirde oder gar zum Still-
stand kommen kénnte. Man kann deshalb junge Studierende nur
weiterhin dazu ermuntern, sich fiir dieses Gebiet zu begeistern

und dessen Zukunft mitzugestalten.

Das Interview fiihrte Claudia Eberhard-Metzger.

Kontakt:
Prof. Dr. Alfred Piihler

Centrum fiir Biotechnologie

Universitat Bielefeld

puehler@CeBiTec.Uni-Bielefeld.de




CeBiTec

Ein interdisziplindres Zentrum flr Biotechnologie

an der Universitat Bielefeld

von Stefan Weidner und Thomas Noll

Das Centrum fur Biotechnologie ist eine fakultats-
Ubergreifende zentrale wissenschaftliche Einrichtung
der Universitat Bielefeld. Die Forschungsschwer-
punkte liegen in der Genomforschung und System-
biologie von Mikroorganismen und von Pflanzen, in
der medizinischen Biotechnologie und auf dem Ge-
biet der Bioenergieforschung. Von groBer Bedeutung
sind dafir die drei Technologie-Plattformen fur
Genomik, fur Bioinformatik und flr Fermentation
und Bioenergie, die Uber eine moderne apparative
Ausstattung und ein breites Methodenspektrum ver-
flgen, wie sie fir die Durchfihrung der Forschungs-
vorhaben unabdingbar sind.

@ CeBiTec

(enter for Biotechnology

Fakultatsibergreifende Forschung an einem Ort

Die Universitit Bielefeld zeichnet sich seit ihrer Griindung durch
ihre interdisziplindre Ausrichtung aus. Neben den Fakultiten
wurden an der Universitit verschiedene fakultitsiibergreifende
zentrale wissenschaftliche Einrichtungen gegriindet, wovon

das CeBiTec heute eine ihrer groften ist. Zu seinen Aufgaben
zéhlte von Beginn an, die biotechnologischen Aktivititen und
Forschungsvorhaben an der Universitit zu biindeln, eine Vernet-
zung von Techniken aus unterschiedlichen Forschungsgebieten
zu férdern und innovative Projekte zu entwickeln. Seit seiner
Griindung im Jahr 1998 ist das CeBiTec kontinuierlich gewachsen.
Heute sind dort insgesamt 36 Arbeitsgruppen tatig, wovon die
meisten zugleich Mitglied einer der naturwissenschaftlichen
Fakultiten der Universitdt sind. Der Kernbereich des CeBiTec ist
in einem eigenen, 2009 vollstindig fertiggestellten Gebdude mit
ca. 3.300 m? Hauptnutzfliche auf dem Campus der Universitit

untergebracht.

Abbildung 1: Forschungsbereiche und Fragestellungen, zu denen RNA-Seq Beitrage leisten kann
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Vorbereitung eines Hochdurchsatz-Sequenziersystems in der Technologie-Plattform Genomik (Bild: CeBiTec)

Forschungsfelder und Projekte

Einer der Schwerpunkte der Forschung liegt in der Genomfor-
schung und der Systembiologie von Mikroorganismen. Insbe-
sondere durch die Férderinitiative des BMBF, ,,Genomforschung
an Mikroorganismen - GenoMik", in dessen Rahmen das in
Bielefeld angesiedelte Kompetenznetz ,,Genomforschung an
Bakterien mit Bedeutung fiir Landwirtschaft, Umweltschutz und
Biotechnologie* eingerichtet wurde und durch die anschlie-
Rende Férderinitiative ,,GenoMik-Plus*, konnte dieses Feld zwi-
schen 2001 und 2009 intensiv ausgebaut werden. Im Fokus der
Genom- und Postgenomforschung und der bioinformatorischen
Analyse stehen Bakterien mit auergewdhnlichen metabolischen
Eigenschaften (z.B. Schneiker et al., 2007). Die biotechnologische
und industrielle Anwendung ist durch weiterfiihrende Projekte,
wie etwa die vom BMBF und vom Ministerium fiir Innovation,
Wissenschaft und Forschung NRW geforderte Initiative ,,CLIB?? -
Cluster Industrielle Biotechnologie”, weiter verstirkt worden.
Die Entschliisselung der Genome von Nutzpflanzen und die
Aufkldrung ihrer Funktionen mit Methoden der Postgenomfor-
schung und Bioinformatik stellen einen weiteren Forschungs-
schwerpunkt dar. Dabei kommt den vom BMBF geforderten
GABI - (Genomanalyse im biologischen System Pflanze) Projek-

ten eine zentrale Rolle zu (z.B. Kleinboelting et al., 2012).

Auf dem Gebiet der medizinischen Biotechnologie werden
sowohl Projekte, die sich mit der Genom- und Postgenomfor-
schung von Sduger-Zelllinien (z.B. Becker et al., 2011), als auch
solche, die sich mit pathogenen Mikroorganismen und mit Anti-
biotikaresistenzen befassen, durchgefiihrt. Die Entwicklung und
Optimierung von Methoden der funktionellen Genomforschung
zur Untersuchung von Produktionszelllinien (CHO und human)
unter Prozessbedingungen, wie sie z.B. in dem vom MIWF-NRW
geforderten Projekt ,,ProCell - Innovative Plattformtechnolo-
gien fiir die integrierte Prozessentwicklung mit Zellkulturen*
durchgefiihrt werden, spielen dabei eine entscheidende Rolle.
Die Entschliisselung und Interpretation von Genomen pathoge-
ner Bakterien, beispielsweise der Gattung Corynebacterium sp.,
aber auch die systematische Rekonstruktion transkriptioneller

Regulationsnetzwerke dient dazu, Riickschliisse auf ihre Lebens-

weise ziehen zu kénnen.

Einen weiteren Forschungsschwerpunkt des CebiTec bildet die
Bioenergieforschung. Hierbei wird die Konversion von Sonnen-
energie in Biomasse, Biokraftstoffe und hochwertige Produkte,
vor allem durch Photosynthese in Mikroalgen, untersucht (z.B.
Doebbe et al., 2010). Zu nennen ist hier das von der EU gefér-
derte Projekt ,,Towards a better sunlight to biomass conversion
efficiency in microalgae - SUNBIOPATH". Die Potentiale der
Wasserstoffproduktion werden unter anderem in dem BMBF-ge-
forderten Projekt ,,Bio-H, Production in Microalgae: From Sys-
tems Biology to Applied Solar Energy Conversion® untersucht.
Die Potentiale mikrobieller Gemeinschaften in der Umwelt wer-
den beispielsweise in dem EU-Projekt ,,Metagenomics for bioex-

ploration - tools and application - METAEXPLORE" untersucht.

Der internationale Austausch und die Kooperationen auf den
genannten Gebieten werden auch durch eine neue, erstmalig

im September 2010 gestartete Konferenzserie mit der European
Science Foundation (ESF) unterstiitzt. Die , ESF-Bielefeld-CeBiTec-
Conference” widmet sich im jahrlichen Wechsel den drei Themen-
feldern ,Microbes and Industrial Biotechnology*, ,,Microorga-
nisms for Bio-fuel Production from Sunlight” und ,,Functional
Genomics in Cell Culture Technology: From Sequence to Function

and Application®.

Technologie-Plattformen

Ein wesentliches Strukturelement des CeBiTec sind seine
Technologie-Plattformen. Die Genomik-Plattform verfiigt iiber
die Hochdurchsatz-Sequenziersysteme ,,454 Genome Sequencer
flx+“ (Roche), ,,lon Torrent Ion Personal Genome Machine* (Life
Technologies) und ,,Solexa Genome Analyzer GA 11x* (Illumina),
die fiir die Sequenzierung mikrobieller, aber auch gréRerer Ge-
nome wie etwa von Pflanzen, des Chinesischen Hamsters oder
fiir komplexere DNA-Proben wie Metagenome eingesetzt wer-
den. Transcriptomics-Techniken, wie Genexpressionsstudien
mittels Microarrays, quantitative Real-Time RT-PCR oder die
Sequenzierung von cDNA, die aus revers transkribierten Tran-
skriptomproben generiert wird, werden vor allem bei Bakterien
mit industrieller Bedeutung angewandt (Abb. 1). Auf dem Gebiet

der Proteomics kommen Gel- und nicht Gel-basierte Techniken
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zur Separation von Proteomen zum Einsatz. Die Identifikation
von Proteinen erfolgt durch tryptische Fingerprints und MALDI-
TOF-Massenspektrometrie am ,ultrafleXtreme* (Bruker), die
Analyse von Proteinmodifikationen mittels MALDI-TOF-MS/MS
oder durch LC-ESI-MS/MS (Bruker micrOTOF-Q). Der Bereich
Metabolomics umfasst die Erstellung metabolischer Profile
und Flux-Analysen durch Gaschromatographie oder Fliissig-
chromatographie gekoppelt mit MS. Die Technologie-Plattform
betreibt drei GC- bzw. GCxGC-Massenspektrometer. Fiir sehr
hydrophile Molekiile kommt die LC-MS-Technik, die mit einem
Quadrupol-TOF- und einem ESI Ionfallen-Massenspektrometer

durchgefiihrt wird, zur Anwendung.

Hochspezialisierte Hard- und Software-Infrastruktur, die fiir
das Management, die Prozessierung und Analyse experimentell
ermittelter Daten, insbesondere aus den Hochdurchsatztech-
nologien, unabdingbar ist, wird in der Bioinformatik-Plattform

bereitgestellt (Abb. 2). Neben flexibler, vielseitig einsetzbarer

Computer-Cluster, betreibt die Plattform verschiedene spezi-
alisierte Systeme, z.B. fiir Hardware-beschleunigte Sequenz-
Alignments und BLAST-Suchen oder GPU-Systeme fiir Mapping-
Operationen kurzer Sequenzen. Die Ausstattung umfasst unter
anderem 300 vielseitig einsetzbare Rechenknoten mit 3.750
CPU Cores und 8 Spezialsysteme mit einer Gesamtleistung von
etwa 23 Tflop, sowie Plattenspeichersysteme mit ca. 430 TB und
Bandbibliotheken mit einer Kapazitit von 1.290 TB. Umfang-
reiche Software-Anwendungen fiir alle Omics-Technologien
werden von der Plattform und den bioinformatisch ausgerich-
teten Arbeitsgruppen des CeBiTec entwickelt und bereitgestellt.
Fiir die Annotation von Genomsequenzen kommt GenDB zum
Einsatz. Fiir groRe Datensitze aus der Hochdurchsatz-Sequen-
zierung werden SAMS und MetaSAMS verwendet. Vergleichen-
de Genomanalysen, wie die Identifikation orthologer Gene in
unterschiedlichen Genomen und die Gen-Klassifizierung in
,,Core-Gene"“ oder ,,Singletons* wird durch EDGAR geboten.

EMMA wurde fiir die systematische Speicherung und Auswer-

Abbildung 2:
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tung von Transkriptom-Daten entwickelt. Fiir experimentelle
Daten aus der Protein-Massenspektrometrie kommt QUPE zum
Einsatz und mit der MeltDB-Plattform werden Datensétze aus
Metabolomics-Experimenten analysiert und annotiert. Basie-
rend auf der funktionalen Annotation eines Genoms kénnen mit
CARMEN (Schneider et al., 2010) Stoffwechselwege rekonstruiert
und im standardisierten SBML-Format gespeichert werden. Mit
Hilfe des Programms ProMeTra (Neuweger et al., 2009) lassen
sich dann die Messdaten aus korrelierenden Postgenomana-
lysen auf den entsprechenden Stoffwechselkarten visualisie-
ren. Des Weiteren werden von der Plattform eine Vielzahl an
Software-Tools und verschiedene eLearning-Medien durch den

BiBiServ (http://bibiserv.cebitec.uni-bielefeld.de) iiber das In-

ternet bereitgestellt.

Die technische Ausstattung fiir die Kultivierung und Fermen-
tation von Mikroorganismen und Zellkulturen unterschied-
lichster Organismen, die Entwicklung und Optimierung von
Prozessen und Verfahren der Produktgewinnung sowie fiir die
Gewinnung von Bioenergie und Biomasse wird in der ,,Techno-
logie-Plattform Fermentation und Bioenergie“ betrieben. Dazu
stehen mehr als 30 Bioreaktoren unterschiedlicher Hersteller
und GréRe (bis zu 300 | fiir die Kultivierung von Mikroorga-
nismen und bis zu 100 | fiir Sduger-Zelllinien) zur Verfiigung.
Spezielle Algen-Bioreaktoren werden fiir Arbeiten zur Wasser-
stoffproduktion eingesetzt, wihrend die Biomethanproduktion

in Biogas-Modellfermentern untersucht wird.

Von der Schule bis zur Promotion: Biotechnologie-
Ausbildung in Bielefeld

Die Postgraduierten-Ausbildung wird im Rahmen verschiedener
Programme, die im Graduate Centre organisiert sind, geférdert,
wobei das CLIB Graduate Cluster ,,Industrielle Biotechnologie*
mit 28 vergebenen Stipendien und weiteren assoziierten Dokto-
randinnen und Doktoranden das z. Zt. stirkste Programm bildet.
Das CeBiTec betreibt gemeinsam mit der Fakultit fiir Biologie
das sogenannte teutolab Biotechnologie und gibt dort Schiilerinnen
und Schiilern weiterfiihrender Schulen Einblicke in molekular-
biologische und biotechnologische Arbeitsweisen. Mit maR-
geblicher Unterstiitzung des CeBiTec nahmen in 2010 und 2011
Studierende der M.Sc.-Studiengénge ,,Genome-based Systems
Biology” und ,,Molekulare Biotechnologie* sehr erfolgreich am
iGEM-Wettbewerb (International Genetically Engineered Machine
Competition) fiir Synthetische Biologie teil. In 2011 hat es das
Bielefelder Team mit einem Biosensor, der das Umweltgift
Bisphenol A in Lebensmittelbehéltnissen nachweist, beim finalen
Wettbewerb am Massachusetts Institute of Technology (MIT)

in Boston unter 160 Konkurrenten in die Gruppe der besten 16

und von den Europiischen Teams sogar unter die besten drei

geschafft.
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synthetische biologie

Neue Werkzeuge nicht nur flr Biologen

von Maximilian Hérner und Wilfried Weber

Die Synthetische Biologie verfolgt das Ziel, mit den
Methoden der Ingenieurswissenschaften biologische
Systeme mit gewiinschten Eigenschaften herzustel-
len. Hierzu werden modulare biologische Komponen-
ten zu komplexen Schaltkreisen kombiniert und
anschlieBend zur Erfillung der gestellten Aufgabe in
eine Wirtszelle eingefltihrt. In diesem Beitrag zeigen
wir auf, wie einzelne biologische Komponenten
einerseits zu genetischen Schaltern in menschlichen
Zellen kombiniert werden kénnen, um damit neue
Medikamente zu entdecken. Andererseits beschrei-
ben wir, wie die gleichen biologischen Schalter in
andere Disziplinen wie beispielsweise die Material-
wissenschaften Ubertragen werden kénnen, um dort
neuartige biohybride Materialien flir biomedizinische
Anwendungen zu synthetisieren.

Synthetische Biologie — Modulare Konstruktion bio-
logischer Systeme

Um biologische Systeme mit gewiinschten Eigenschaften herzu-
stellen, verfolgen Bioingenieure in der aufstrebenden Disziplin
der Synthetischen Biologie einen modularen Ansatz: Einzelne,
gut charakterisierte Komponenten (Module) wie Promotoren,
Transkriptionsfaktoren oder Enzyme werden zu genetischen
oder metabolischen Schaltkreisen verkniipft. Diese Schaltkreise
werden anschlieRend in Zellen transferiert und fithren dort zur

Ausbildung des gewiinschten Phinotyps (Abb. 1).

Dieser modulare Konstruktionsansatz wurde bereits in verschie-
denen Anwendungsbereichen erfolgreich umgesetzt. Beispiele
hierfiir sind Mikroorganismen zur Herstellung von Biotreibstoffen
und Feinchemikalien oder zum Abbau von Umweltschadstoffen.

Des Weiteren ermdglichte die Synthetische Biologie neuartige
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Durch die intensive Forschung in der funktionalen Genomik und der Systembiologie wurde eine Vielzahl biologischer Komponenten entdeckt und quantitativ cha-
rakterisiert. Diese modularen Komponenten kénnen nun analog zur Vorgehensweise in den Ingenieurswissenschaften zu komplexen Schaltern und Schaltkreisen
mit gewlnschter Funktionalitéat kombiniert werden. Diese Schalter und Schaltkreise kénnen einerseits in Zellen eingeflihrt werden, um den gewlnschten Phanotyp
zu erhalten. Andererseits kdnnen sie in chemische Polymersysteme integriert werden, um dort Materialien mit extern schaltbaren Eigenschaften zu synthetisieren.

pA = Polyadenylierungssignal. (Grafik: Maximilian Horner).
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Die Arbeitsgruppe Synthetische Biologie der Fakultat fiir Biologie, Albert-Ludwigs-Universitat Freiburg (von links nach rechts):

Dr. Natascha Sprossmann, Frauke Bartels-Burgahn, Kathrin Jakobus, Marc Wirstlin, Dr. Erik Christen, Natascha Hotz, Maximilian Horner, Sabrina Wend,
Dr. Matias Zurbriggen, Raphael Gubeli, Maria Karlsson, Hanna Wischhusen, Balder Rebmann, Hannes Beyer, Beate Kaufmann, Prof. Wilfried Weber
(Foto: Christian Geraths)

Forschungsansitze entlang der pharmazeutischen Wertschopf-
ungskette: So wurden dank synthetisch-biologischer Methoden
(i) die molekularen Grundlagen von Krankheiten aufgeklrt,

(ii) neue Ansitze zur Vorbeugung gegen Infektionskrankheiten
entwickelt, (iii) pharmazeutische Wirkstoffe basierend auf gene-
tischen und metabolischen Schaltkreisen entdeckt und effizient
produziert. Des Weiteren zeigen synthetische genetische Schalt-
kreise in ersten Versuchen ein vielversprechendes Potential, um
als ,,molekulare Prothesen* defekte zelluldre Regulationsmecha-

nismen zu ersetzen (Weber and Fussenegger, 2012).

Synthetische genetische Schalter fir pharma-
zeutische Anwendungen

Die am universellsten einsetzbaren Schalter in der Synthetischen
Biologie beruhen auf Stimulus-sensitiven Protein-DNA-Interaktionen.
In diesen Schaltern wird iiber einen externen Stimulus die Bindung
eines Transkriptionsfaktors an einen Zielpromoter gesteuert,

um somit die Aktivitit eines Zielgens zu beeinflussen. So wurden
Schalter entwickelt, die es ermdglichen, die Genexpression in
tierischen Zellen mit Medikamenten oder Metaboliten zu steuern

(Horner and Weber, 2012).

Andererseits ermdglichen diese synthetischen Schalter auch die
Entdeckung neuer pharmazeutischer Wirkstoffe. Beispielsweise
besitzt Mycobacterium tuberculosis, der Erreger der Tuberkulose,
eine intrinsische Resistenz gegen das Antibiotikum Ethionamid.
Diese Resistenz wird durch EthR vermittelt, ein DNA-bindendes
Regulatorprotein. Aufgrund des Resistenzmechanismus (Weber et
al., 2008) wurde die Hypothese aufgestellt, dass eine Inhibition
der Bindung von EthR an seine DNA-Operatorsequenz O, . zu
einer Abschwichung der Resistenz fiithren sollte. Potentielle Wirk-
stoffe miissen neben der Inhibition von EthR des Weiteren eine
gute Vertriglichkeit mit menschlichen Zellen aufweisen, sowie
die Fihigkeit besitzen, in menschliche Zellen einzudringen, um
die iiblicherweise intrazelluldr lebenden Tuberkulosebakterien
zu erreichen. Um simultan nach Wirkstoffen zu filtern, die alle drei
Bedingungen erfiillen (Inhibition von EthR, Zellvertraglichkeit und
Zellgéngigkeit), wurde basierend auf der EthR-O,, -Interaktion

www.systembiologie.de

ein synthetischer Schalter in menschlichen Zellen konstruiert.
Der Schalter ist ein Fusionsprotein aus EthR und der Herpes
simplex-abgeleiteten Aktivierungsdomine VP16 plus einem

chimiren Promotor, bestehend aus O_, , fusioniert an einen

EthR?
Minimalpromotor P_,_aus Drosophila melanogaster (Abb. 2a). Die

Bindung von EthR-VP16 an O, -P . fiihrt zur Expression des

EthR
Reportergens SEAP (sekretierte alkalische Phosphatase). Dieser
Schalter wurde in menschliche HEK (Human Embryonic Kidney)-
Zellen integriert und zur Entdeckung von Wirkstoffen verwendet.
Nur wenn ein Wirkstoff die drei Bedingungen erfiillte, wurde
eine spezifische Abschwichung der SEAP-Expression beobachtet.
Mit diesem System wurden neue Wirkstoffe entdeckt, die effektiv
in der Lage waren, die intrinsische Antibiotikaresistenz von

M. tuberculosis gegeniiber Ethionamid abzuschwéchen (Abb. 2b).
Verbesserte Derivate dieses zuerst entdeckten Wirkstoffes befinden
sich zurzeit in préiklinischen Studien der Firma BioVersys AG

(www.bioversys.com).

Von synthetischen biologischen Schaltern zu
schaltbaren biohybriden Materialien

In den oben erwihnten Beispielen wurden biologische Schal-
ter in Zellen eingefiigt, die daraufhin gewiinschte Eigenschaf-
ten aufwiesen. Die Ansitze der Synthetischen Biologie sind
jedoch nicht darauf beschrinkt, Zellen neue Eigenschaften zu
verleihen - vielmehr kénnen die Bausteine und Konzepte der
Synthetischen Biologie in andere Disziplinen wie beispielsweise

die Materialwissenschaften iibertragen werden.

In biomedizinischen Anwendungen finden hiufig sogenannte
Hydrogele Anwendung. Hydrogele bestehen aus chemisch oder
physikalisch vernetzten wasserquellbaren Polymeren. Aufgrund
des hohen Wasseranteils (> 95 %) in gequollenen Hydrogelen
sowie der flexiblen Eigenschaften der polymeren Bausteine dhneln
diese Materialien in ihren mechanischen Eigenschaften der
extrazelluldren Matrix von tierischen Zellen und besitzen eine
exzellente Biokompatibilitdt. Hydrogele wurden bereits vielfach
in biomedizinischen Anwendungen eingesetzt, z.B. in vitro als

Matrix fiir Zellwachstum im Bereich Tissue Engineering oder in
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vivo als Depot fiir therapeutische Proteine. Um trotz dynamisch
wechselnder biologischer Erfordernisse stets optimale Material-
eigenschaften sicherzustellen, ist es notwendig, die biologischen
und mechanischen Eigenschaften der Hydrogele iiber die Zeit
anzupassen. Hierzu eignen sich Hydrogele, deren Eigenschaften
iiber einen extern applizierten Steuerimpuls gezielt gesteuert
werden kdnnen. Die Synthese solcher Hydrogele fiir biologische
Anwendungen erwies sich jedoch als schwierig, da die meisten
verfligbaren Steuermechanismen wie pH oder Temperaturinde-

rungen biologisch hiufig inkompatibel sind.

Eine Moglichkeit, diese Limitation zu iiberwinden, ist ein inter-
disziplindrer Ansatz aus der Synthetischen Biologie und den
Materialwissenschaften: Fithrt man die Schalter und Schaltkreise
aus der Synthetischen Biologie nicht in Zellen ein, sondern inte-

griert sie funktional in Polymernetzwerke, dann eréffnet dies

die Maglichkeit, die Eigenschaften von Hydrogelen unter physio-
logischen Bedingungen iiber externe Signale zu steuern (Abb. 1).
In dem folgenden Abschnitt wird diese Herangehensweise illus-

triert.

Synthese eines biohybriden Materials zur induzier-
baren Freisetzung von Wirkstoffen

Genetische Schalter beruhen mehrheitlich auf Stimulus-sensi-
tiven DNA-Proteininteraktionen (Abb. 2a). Diese Interaktionen
kdnnen verwendet werden, um Polymere zu einem Hydrogel

zu vernetzen. Die Zugabe des entsprechenden Stimulusmole-
kiils moduliert somit den Vernetzungsgrad der Polymerketten,
was zur Steuerung der Materialeigenschaften verwendet wer-
den kann (Abb. 3). Dieses Konzept wurde kiirzlich anhand des
Tetrazyklin-Repressors TetR sowie seiner Operatorsequenz tetO

realisiert (Christen et al., 2011). TetR bindet an tet0, kann jedoch

Abbildung 2: Synthetischer genetischer Schalter zur Entdeckung von pharmazeutischen Wirkstoffen
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(a) Entdeckung von Wirkstoffen. Basierend auf den Resistenzregulatoren von
Mycobacterium tuberculosis wurde ein synthetischer genetischer Schalter

in menschlichen Zellen entwickelt. Dieser Schalter wurde zur Suche nach
Substanzen eingesetzt, die spezifisch die Resistenz hemmen kénnen: Nur in
Gegenwart von Substanzen, die zellgéngig sind, keinen toxischen Effekt auf
die Zelle haben und die gleichzeitig den Resistenzregulator EthR hemmen,

kann eine spezifische Anderung der Genexpression festgestellt werden.

30 Forschung Synthetische Biologie

(b) Validierung der entdeckten Substanzen. Der potentielle Wirkstoff
2-Phenylethyl-butyrat wurde in Kombination mit dem Antibiotikum Ethionamid
auf seine Wirkung auf M. tuberculosis untersucht. Es konnte gezeigt werden,
dass der neu entdeckte Wirkstoff die Antibiotikaresistenz abschaltet und

somit das Bakterium wieder sensitiv gegen das Antibiotikum macht.

Bilder angepasst aus (Weber et al., 2008).
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Der Tetrazyklin-abhéngige genetische Schalter wurde von der Biologie in die Materialwissenschaften Ubertragen. Hierzu wurde der Tetrazyklinrepressor TetR sowie

seine Operatorsequenz tetO an lineares Polyacrylamid fusioniert. Durch die Protein-DNA-Interaktion wurden die Polymerketten zu einem Hydrogel quervernetzt.

Durch Zugabe von Tetrazyklin konnte das Hydrogel dosisabhéngig aufgeldst werden, was zur einstellbaren Freisetzung eines zuvor eingebetteten Therapeutikums

(z.B. Interleukin-4, IL-4) verwendet werden kann (Grafik: Maximilian Horner).

durch Tetrazyklingabe wieder losgeldst werden. Zur Synthese
des Hydrogels wurde lineares Polyacrylamid synthetisiert und
mit TetR und tetO funktionalisiert. Die Bindung von TetR an

tetO fithrte zur Ausbildung eines stabilen Hydrogels. Als Modell-
Therapeutikum wurde das Zytokin Interleukin-4 (IL-4) inkor-
poriert. Es konnte gezeigt werden, dass die Zugabe steigender
Tetrazyklinkonzentrationen zu einer graduellen Auflésung des
Hydrogels und somit zu einer steuerbaren Freisetzung von bioak-
tivem Interleukin-4 fiihrte (Christen et al., 2011). Die vielverspre-
chenden Ergebnisse aus dieser sowie aus verwandten Studien
(Jakobus et al., 2012) lassen das Potential dieser interdisziplindren
Zusammenarbeit zwischen Synthetischer Biologie und den Ma-
terialwissenschaften erkennen, ndmlich die Herstellung neuer
Materialien mit mageschneiderten Eigenschaften fiir zukiinftige

biomedizinische Anwendungen.

Steckbrief Forschungsprojekt:

Das Forschungsprojekt zur Ubertragung der Konzepte und Werk-
zeuge der Synthetischen Biologie in die Materialwissenschaften
wird durch einen Starting Grant des European Research Council
im Rahmen des 7. EU-Forschungsrahmenprogramms fiir 5 Jahre

gefordert (ERC Grant agreement 259043-CompBioMat).
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oroduktentwickiung fur die

DIoOHKONOMIE

Neue Methoden zur biotechnoloqgi

schen Herstellung

von Feinchemikalien

von Birgitta E. Ebert und Lars M. Blank

Mikroorganismen sind in der Lage, eine breite Palette
hochwertiger Chemikalien und Produkte herzustellen.
Dieses Potential wird immer stérker erkannt und in
der industriellen Produktion von Chemikalien, Phar-
mazeutika, Kunst- und Treibstoffen ausgenutzt. Wei-
teren Schub gewinnen biobasierte Prozesse durch
inre oft bessere Okobilanz im Vergleich zu traditionellen
chemischen Verfahren und ihre Unabhéngigkeit von
knapper werdenden, nicht-nachwachsenden Roh-
stoffen. Knackpunkt bei der Implementierung bio-
technologischer Prozesse ist jedoch haufig ihre geringe
Effizienz, die eine 6konomische Produktion vereitelt.
Die Effizienz eines Prozesses wird maBgeblich durch
die Faktoren Produktivitat, Produktausbeute und
Endkonzentration sowie der Prozessstabilitat bestimmt.
Eine effektive Entwicklung biobasierter Prozesse sollte

Biologische Systeme konnen inzwischen immer perfekter mo-
delliert und simuliert werden. Erméglicht wird dies zum einen
durch die immer umfangreichere quantitative ,,Vermessung*
von Zellen, zum anderen durch die Fortschritte in der systembi-
ologischen Forschung und der Anwendung ingenieurwissenschaft-
licher Methoden hinsichtlich Design und Konstruktion auf biolo-
gische Produktionssysteme (Synthetische Biologie). Dadurch ist
heutzutage ein rationales Design biotechnologischer Verfahren
méglich. Die Vision eines zukiinftigen Produktionsstamm-Designs
nach dem Lego- oder Baukastenprinzip ist in Abb. 1 dargestellt:
Minimal ausgestattete Chassis-Zellen werden mit zusétzlichen
Modulen erweitert, die die zur optimalen Produktivitit erforder-
lichen Funktionen erméglichen. Idealerweise verluft die so kon-
struierte Produktsynthese entkoppelt und dadurch orthogonal
zum komplexen regulatorischen Netzwerk des Wirtsorganismus,

da dies wesentlich zur Stabilit4t und Robustheit des Prozesses

daher eine Optimierung dieser Faktoren anstreben. beitragt.
Eine minimal ausgestattete Chassis-Zelle wird mit ge-
y eigneten Modulen zur Regulierung der enzymatischen
Chassis 4
cell £ Regulatory Reaktionen und Transportprozesse und zur Adaptation
modules

Flux
modules

Turbo cell

an die Bioprozessbedingungen aufgerUstet. Die finale
Turbo-Zelle ist dann in der Lage, ausgehend von ein-
fachen Kohlenstoffquellen, komplexe Molekdle (im Bild
gezeigt ist die Umwandlung von Glucose in Terephtha-
lat) mit optimaler Rate, Ausbeute und Titer herzustellen
(Nachdruck aus Vickers et al. (2010) mit Zustimmung

der Nature Publishing Group).

Process
modules
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Wir stellen hier die rationale und integrierte Prozess- und

Stammentwicklung am Beispiel der Rhamnolipidherstellung in
nicht-pathogenen Pseudomonaden (Wittgens et al., 2011) dar und
diskutieren gegenwirtige Limitierungen und notwendige Fort-
schritte. Rhamnolipide besitzen aufgrund ihrer oberflichenaktiven
Eigenschaften ein grofRes Potential, chemisch synthetisierte Tenside
in der Waschmittel-, Kosmetik- und Lebensmittelindustrie zu er-
setzen. Es wird erwartet, dass die Produktion biobasierter Tenside
jahrlich um 3,5% steigt und bis 2020 eine Jahresproduktion von
2,3 Millionen Tonnen aufweisen wird (http://www.europe-innova.eu/

web/guest/home/-/journal content/56/10136/175899).

Optimierung der Fermentationsbrihe: Steigerung
des Produkttiters durch Wahl des Wirtsorganismus
Der Produkttiter, die Konzentration des Wertstoffes in der Fer-
mentationsbriihe, ist ein wichtiger Parameter, der Aufwand

und Kosten der folgenden Produktaufreinigung bestimmt. Die
toxische Wirkung vieler industriell interessanter Chemikalien
(z.B. Alkohole, organische Siuren, Biotenside) auf den Mikroor-
ganismus verhindert oftmals das Erreichen hoher Produktkon-
zentrationen in fermentativen Prozessen. In diesen Fillen ist bei
der Stammauswahl die Sensitivitdt des Wirtstammes hinsichtlich
des Produktes ein wichtiges Auswahlkriterium. In der Ent-
wicklung des Rhamnolipidprozesses wurde der Effekt erhShter
di-Rhamnolipidkonzentrationen auf das Wachstumsverhalten vier
verschiedener Mikroorganismen getestet. Als besonders resistent
zeigte sich hier der Stamm Pseudomonas putida KT2440: Rhamno-
lipidkonzentrationen bis zu 90 g/l fithrten nur zu einer marginalen
Erniedrigung der exponentiellen Wachstumsrate, wihrend
beispielsweise das Wachstum des Bakteriums Corynebacterium
glutamicum bereits bei tausendfach niedrigeren Rhamnolipidkon-

zentrationen um 60% vermindert war.

Bessere Ausbeute durch Metabolic Engineering

P. putida KT2440 ist kein natiirlicher Rhamnolipidproduzent. Um
die Synthese dieses Biotensids in P. putida zu gewihrleisten, muss
daher zunichst das enzymatische Inventar aufgestockt und das

bestehende Netzwerk fiir die Produktsynthese optimiert werden.

www.systembiologie.de

Maximale Produktausbeuten werden erzielt, wenn der Pro-
duktsyntheseweg moglichst effizient ist, d.h., dass das Produkt
mit dem minimalsten energetischen Aufwand und geringstem
Kohlenstoffverlust (durch Bildung von CO, oder anderen Neben-
produkten) ablduft und kein Produktabbau stattfindet. Hiufig

ist die Prozessleistung durch die Verfiigbarkeit an Energie oder
durch die Kohlenstoffverfiigbarkeit limitiert. So kann sich z.B.
die Wahl einer stérker reduzierten Kohlenstoffquelle positiv auf
einen energielimitierten Prozess auswirken, auch wenn dadurch
die Kohlenstoffausbeute geringer ausfillt. Dies macht klar, dass
zur Bestimmung des optimalen Stoffwechselweges jeweils die
Gesamtbilanz, d.h. nicht nur die Kohlenstoff- sondern auch die
Energie- und Redoxbilanz, betrachtet werden muss. Dies ist mdg-
lich durch stéchiometrische Modellierung des Gesamtsystems,
d.h. des Wirtsmetabolismus plus des potentiell heterologen Stoff-
wechselweges. Stochiometrische Modelle sind geeignet, um bei-
spielsweise maximale Produktausbeuten und die hierzu nétigen

Reaktionsraten zu berechnen.

Fiir die Implementierung komplexer und fiir das Design véllig
neuer Stoffwechselwege stehen ausgereifte Software-Tools zur
Verfiigung (vorgestellt u.a. in Medema et al., 2012). Das Ermégli-
chen der Rhamnolipidsynthese in P. putida KT2440 gestaltete sich
jedoch sehr einfach: Da die Synthesewege der beiden Rhamno-
lipidvorstufen ,,aktivierte B-Hydroxyfettsdure* und ,,aktivierte
Rhamnose oder dTDP-L-Rhamnose* vorhanden sind, ist zur
Biotensidsynthese in diesem Stamm nur das Einbringen zwei-

er Transferasen, die die Umsetzung der beiden Vorstufen zum

mono-Rhamnolipid katalysieren, nétig (Abb. 2).

Erste Versuche mit dem genetisch modifizierten P. putida KT2440
resultierten in Rhamnolipidkonzentrationen von 0,22 g/l und
entsprechen damit in etwa denen, die fiir rekombinante Esche-
richia coli berichtet wurden. Die Produktausbeute blieb jedoch
stark hinter dem theoretischen Wert zuriick. Aus diesem Grund
wurden weitere metabolische Netzwerkanalysen durchgefiihrt
und Strategien entwickelt, um den Freiheitsgrad der Zelle beziig-
lich der metabolischen Fliisse zu beschneiden und diese in Rich-
tung einer optimalen Rhamnolipidsynthese zu lenken. Solche

Optimierungen werden allgemein unter dem Begriff Metabolic
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Engineering zusammengefasst. Der erste Schritt in diese Richtung
war die Blockierung des Polyhydroxyalkanoat-Syntheseweges
(Abb. 2). Die Verwendung eines P. putida Stammes, dem das fiir
die Polyhydroxyalkanoate-Synthase codierende Gen pha(1 fehlt,
resultierte in einer erhdhten Verfiigbarkeit an Fettsduren und
einer signifikanten Verbesserung der Rhamnolipidproduktion.
Die Rhamnolipidkonzentration stieg auf 1,50 g/1, die Produkt-

ausbeute auf 0,23 Cmol /C-mol . Produktbildungsrate

Rhamnolipid Glucose

und Raum-Zeit-Ausbeute konnten ebenfalls deutlich verbessert
werden, erreichten jedoch nicht die maximalen Werte, die fiir

Wildtypstdmme in der Literatur berichtet wurden.

Die in dieser Studie verwendeten rein stéchiometrischen Modelle
sind aufgrund der Vernachldssigung von Enzymkinetiken und
regulatorischer Interaktionen nur bedingt aussagekriftig, so dass
hiulfig in silico-Vorhersage und beobachtete in vivo-Antwort des
Systems voneinander abweichen. Ziel des computergestiitzten
Metabolic Engineering ist daher die Entwicklung detaillierter Mo-
delle, die ein wirklich effektives Design von mikrobiellen Zellfab-
riken erméglichen. Fehlende kinetische Daten als auch Modellie-
rungsansitze fiir die komplexen biologischen Systeme erschwe-

ren derzeit allerdings noch die Konstruktion solcher Modelle.

Gesamtheitliche Betrachtung notwendig: Okonomie
und Okologie als Grundlage des Prozessdesigns

In Wildtypstdmmen wird die Rhamnolipidproduktion stark durch
das regulatorische Netzwerk kontrolliert und wird in P. aeruginosa
beispielsweise durch Stickstofflimitierung aktiviert. Die Bioten-
sidsynthese in dem entwickelten rekombinanten Pseudomonas-
Stamm hingegen verlduft unabhéngig von Prozessbedingungen
und Wachstumseigenschaften mit einer konstanten spezifischen
Produktionsrate iiber den gesamten Fermentationsverlauf (Abb.
3). Diese Orthogonalitét der Produktbildung, also die Unabhén-
gigkeit gegeniiber Wachstumsphasen und Prozessbedingungen,
ist fiir die Entwicklung effizienter und stabil laufender Prozesse

von hoher Bedeutung.

Einen systembiotechnologischen Ansatz aus Analyse, Design und
Synthese wurde von Kuhn et al. (2010) fiir die parallele Stamm-
und Prozessentwicklung vorgeschlagen, wobei die 6kologische
und Skonomische Evaluation als weiteres Werkzeug fiir einen
rationalen Ansatz mit aufgenommen wurde. In der Rhamnoli-
pidproduktion ist die Produktaufreinigung, die klassisch iiber
Extraktion mittels groBer Mengen an organischen Lésungsmitteln

ablduft, ein moglicher weiterer Ansatzpunkt, den Prozess deutlich
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umweltfreundlicher zu gestalten. Hier wurde von der Arbeits-

gruppe von Herrn Prof. Wichmann (TU Dortmund) ein gezieltes
Ausschdumen des Biotensids vorgeschlagen, welches eine einfache
Aufkonzentration des Produktes um den Faktor 10 und mehr er-
laubt und gleichzeitig eine stabile Fermentation, die nicht tiber-

schdumt, ermdglicht.

Erste Ideen, wie die Mdglichkeiten der computerbasierten Analyse
und Design von metabolischen Netzwerken mit Prozessmodellen

verbunden werden kénnen, sind veréffentlicht (z.B. Meadows et al.
(2010)). Viele weitere Fortschritte der Systembio(techno)logie wer-
den wichtige Beitrdge zur rationalen Prozess- und Stammentwick-

lung liefern und somit die anvisierte BioSkonomie erméglichen.
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wird seit Juli 2011 von Prof. Lars M. Blank geleitet. Das Projekt
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Pseudomonaden* wird durch die Bundesstiftung Umwelt (DBU)
im Rahmen des Netzwerkes ChemBioTec geférdert, indem mehr
als 90 Partner im In- und Ausland an nachhaltigen (Bio-) Produk-
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Koordination: Frank Rosenau (Universitit Ulm).
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Abbildung 3: Entkopplung von Zellwachstum und Produktbildung in P putida wahrend der Kultivierung in

50 ml Schittelkolben
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GroBes Bild: Zellwachstum (m) und Verlauf der Rhamnolipid- (&) und
Glucose-Konzentrationen (#) sowie die jeweiligen simulierten Verlaufe
(durchgezogene Linien). Kleines Bild: Berechnete spezifische Wachstums-
(violett), Glucoseaufnahme- (hellblau) und Rhamnolipidbildungsraten (griin)
(Nachdruck aus Wittgens et al. (2011) mit Zustimmung von Microbial Cell

Factories).
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Corynebacterium glutamicum
als arpeitspferad und modell

WeiB3e Biotechnologie in Forschung und Anwendung

von Volker F. Wendisch

Die WeiBe Biotechnologie ermdglicht die ErschlieBung
nachwachsender Rohstoffe und ihre Transformation
in eine Vielzahl nachhaltiger Produkte von chemischen
Grundstoffen tber Energietréager bis hin zu pharma-
zeutischen Wirkstoffen. Die WeiBe Biotechnologie
konzentriert sich auf wenige Produktionsorganismen
wie Hefen, Escherichia coli oder Corynebacterium
glutamicum, die zunehmend mithilfe der System-
biologie und der Synthetischen Biologie zur Pro-
zessintensivierung und zur Entwicklung neuer Ver-
fahren weiterentwickelt werden. Systembiologische
Forschung zu C. glutamicum vertieft das physiologi-
sche Versténdnis und erleichtert die Translation zu
optimierten und neuen biotechnologischen Produkten.

Am Anfang war...

Corynebacterium glutamicum. Dieses Bakterium wurde vor mehr
als einem halben Jahrhundert als Aminosduren ausscheidendes
Bakterium entdeckt. Diese Entdeckung legte den Grundstein fiir
die biotechnologische Aminoséureproduktion (Wendisch, 2007).
Heute gilt C. glutamicum als eines der Arbeitspferde der Weilen
Biotechnologie, werden doch mit ihm jéhrlich Millionen Tonnen
Aminoséuren wie L-Glutamat oder L-Lysin hergestellt. Die mit
diesem Bakterium produzierten Aminoséuren finden vor allem
als Lebensmittelzusitze oder bei der Veredelung von Futtermit-
teln Verwendung. Der generally recognized as safe-Organismus

C. glutamicum steht damit auch fiir eine mehr als 50-jahrige Tra-
dition erfolgreicher und sicherer Produktion in der Futter- und

Lebensmittelindustrie.

Die WeiRe Biotechnologie liefert entscheidende Beitrige fiir den
Rohstoffwandel, der auch die chemische Industrie wesentlich
verdndern wird. Erddl wird zunehmend teurer und auch der fiir
die chemische Produktion wichtige kontinuierliche Zugang zu
diesem Rohstoff wird sich aufgrund der begrenzten Ressourcen
schwieriger gestalten. AuRerdem erwarten Konsumenten heute
immer mehr Produkte auf Basis nachhaltiger Rohstoffe. Als
Konsequenz hat die Industrie selbst erklirt, ihre Abhingigkeit

von fossilen Rohstoffen mindern zu wollen. Hier erdffnet die
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Weille Biotechnologie Handlungsmdglichkeiten, indem sie nach-
wachsende Rohstoffe erschliet und deren Transformation in
nachhaltige Produkte erméglicht. Auf dem Weg in die von der
Bundesregierung formulierte Vision einer BioSkonomie ist die

Weille Biotechnologie unverzichtbar.

Synthetische Biologie flir den Zugang zu alternativen
Kohlenstoff- und Energiequellen

Zuckerhaltige Melassen oder Stirkehydrolysate dienen als Aus-
gangsstoffe fiir die Aminosdureproduktion (Abb. 1). Diese Aus-
gangsstoffe kénnen aber auch als Nahrungsmittel verwendet
werden. Es bedurfte synthetischer biologischer Ansitze, um

C. glutamicum als alternative Kohlenstoff- und Energiequelle zu
diesen Zuckern zu nutzen. Glyzerin, das als Nebenprodukt der
Biodieselproduktion entsteht, konnte von C. glutamicum erst nach
Integration eines heterologen Stoffwechselweges fiir das Wachs-
tum und die Aminosdureproduktion genutzt werden (Wendisch
etal., 2011). Damit gelang es prinzipiell, ein im Millionen-Tonnen-
MafRstab anfallendes Nebenprodukt der Biodieselproduktion einem

entsprechend starken Markt zugénglich zu machen (Abb. 1).

Auch Agrarabfille konnen als alternative Substrate beispiels-
weise in Form von Hemicellulose-Hydrolysaten in der Weien
Biotechnologie Verwendung finden. In diesen Hydrolysaten finden
sich neben Glucose aber auch Pentosen wie Xylose und Arabinose,
die C. glutamicum nicht verwerten kann. Durch metabolic engi-
neering und heterologe Expression synthetischer Operons gelang
es, C. glutamicum-Staimme herzustellen, die effizient Glucose mit
den Pentosen Arabinose und Xylose verstoffwechseln kénnen.
Als Besonderheit dieser C. glutamicum-Stamme ist dabei die simul-
tane Verstoffwechslung aller Substrate hervorzuheben. Dadurch
wurden Reisstroh-Hydrolysate zu effektiven Ausgangsmaterialien
fiir die Produktion der Aminosduren Lysin und Glutamat (Abb. 2)
(Gopinath et al., 2011).

MaBgeschneiderte Stoffwechselwege flr die
Produktion von Diaminen
Polyamide lassen sich durch Ringdffnungspolymerisation von Lac-

tamen herstellen oder durch Polykondensation von aliphatischen
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Dicarbonsduren mit Diaminen. Der {iberwiegende Teil des Poly-
amid-Marktes basiert auf petrochemischen Intermediaten. Einige
Vorldufer wie die Dicarbonsdure Sebacinsdure kénnen aber auch
biogen, beispielsweise durch Extraktion aus Rizinusél, gewonnen
werden. Fiir die biotechnologische Produktion von Polyamid-Vor-
ldufern bietet sich das Aminosduren produzierende C. glutamicum
an (Schneider et al., 2011). So wurden in Japan bereits 2007 Lysin-
produzierende C. glutamicum-Stamme fiir die Produktion des Dia-
mins Diaminopentan (Pentamethylendiamin, PMD oder Cadaverin)
weiterentwickelt. In einem Schritt konnte Lysin zum Diaminopen-
tan decarboxyliert werden, wenn man das Gen fiir eine Lysindecar-

boxylase heterolog in einem Lysinproduzenten exprimierte.

In Deutschland wurden C. glutamicum-Stamme fiir die biotech-
nologische Produktion des Diamins Diaminobutan konstruiert
(Schneider et al., 2010) (Abb. 1). Mithilfe der Synthetischen
Biologie wurde ein endogener Stoffwechselweg optimiert und
mit einer neuen Reaktion gekoppelt. Zunichst wurden Arginin-
bzw. Ornithin-iiberproduzierende Stimme entwickelt und mit
Varianten synthetischer Stoffwechselwege zum Diaminobutan
kombiniert. Dabei zeigte sich, dass die direkte Decarboxylierung

von Ornithin die héchsten Produktionsleistungen ermdglichte

==

{

(Schneider et al., 2010). Diaminobutan kann mit der Dicarbon-
sdure Adipinsdure zum high-performance-Polyamid Nylon-4,6
polykondensiert werden. Dieses high-performance-Polyamid findet
eine breite Palette von Anwendungen in den Automobil- und

Elektronikmérkten.

Evaluation der Genomreduktion als Strategie der
biotechnologischen Stammentwicklung

Bakterien kodieren aufgrund ihrer groen Anpassungsfahigkeit
an sich stindig dndernde Umweltbedingungen in ihren Genomen
eine Vielzahl metabolischer und regulatorischer Eigenschaften.
Diese sind wahrscheinlich zu einem betrichtlichen Teil irrele-
vant oder gar hinderlich fiir den Einsatz in biotechnologischen
Prozessen. Aulerdem miissen die Mikroorganismen allein fiir die
Aufrechterhaltung dieses genetischen Potentials nicht unerheb-
lich Energie aufwenden. Fiir biotechnologisch relevante Mikroor-
ganismen ist eine Reduktion des Genoms daher wiinschenswert

(,,Katalysator ohne Ballast“).

Vergleicht man die Genome von Bakterien in Habitaten mit kons-
tanten Umweltbedingungen wie im offenen Ozean mit Bakterien,

deren Habitate durch komplexe, sich stindig dndernde Umwelt-
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bedingungen gekennzeichnet sind, fillt auf, dass erstere deutlich
kleinere Genome aufweisen. Solch eine natiirliche Genomreduk-
tion findet sich auch bei parasitiren Bakterien, die beispielsweise

innerhalb von Sdugerzellen leben.

Will man eine Genomreduktion in der biotechnologischen Stam-
mentwicklung realisieren, wird eine rationale, also Gen-genaue
Genomreduktion angestrebt. Unterstiitzt durch Stoffwechsel-
simulationen, einem genom-weiten metabolischen Modell und
auf bekannten experimentellen Befunden werden dazu nicht-
essentielle Bereiche des Genoms deletiert. Nach experimenteller
Bestitigung der Uberlebensfahigkeit der generierten Stimme
kdnnen in einem iterativen Prozess zunehmend gréRere Regio-
nen des Genoms unter Beibehaltung einzelner, neu zu ordnender

essentieller Gene deletiert werden.

Fiir C. glutamicum werden Stimme erstellt, die sich durch den
Grad der Genomreduktion unterscheiden und anschliefend in
einem mehrstufigen Verfahren nicht nur auf Uberlebensfahig-

keit, sondern auch auf ihre biotechnologische Leistungsfihigkeit

Mitglieder der Arbeitsgruppe Wendisch bei der Aminosaure-Analytik (Foto: Fakultat fUr Biologie, Universitét Bielefeld)

evaluiert. Im Vordergrund stehen dabei die Aminosdureproduk-
tion, aber auch die zu etablierende Dipeptidproduktion sowie
die Eigenschaften beziiglich des Transports und der Verwertung
von Kohlendioxid. Damit wird der Frage nachgegangen, ob eine
Genomreduktion fiir biotechnologische Anwendungen generell
vorteilhaft ist oder nur dann, wenn diese spezifisch auf den Pro-

zess angepasst wurde.

Systembiologische Charakterisierung des Energie-
haushaltes von C. glutamicum

Ein systembiologisches Verstdndnis von C. glutamicum konnte
urspriinglich von der funktionellen Genomanalyse ausgehend
(Wendisch et al., 2005) im Bereich des zentralen Kohlenstoffmeta-
bolismus erarbeitet werden (Takors et al., 2007). Der Energiehaus-
halt von C. glutamicum ist weniger verstanden und kann damit
nicht so effizient optimiert werden wie der Kohlenstoffmetabo-
lismus. Daher werden energetische Teilprozesse beispielsweise
zur Bildung von Speicherstoffen sowie deren Mobilisierung experi-
mentell charakterisiert und die gewonnenen Erkenntnisse flieRen

in ein genomweites Modell ein. In einem iterativen Prozess von

Abbildung 2: Herstellung und Nutzung hemicellulosischer Hydrolysate aus Reisstroh

Rice straw

dilute sulfuric acid

utilize as
carbon source
in fermentation
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Simulation und experimenteller Verifikation/Falsifikation werden
Strategien fiir das Metabolic Engineering beispielsweise der Sub-
stratstufenphosphorylierung oder der Elektronentransportketten
abgeleitet. Diese Strategien werden fiir die rationale Verbesserung
der energetisch besonders aufwandigen Produktion der Amino-

sduren Arginin und Histidin eingesetzt und evaluiert.

Chancen fur die WeiBe Biotechnologie

Die sich erschépfenden Ol-Vorrite und die Nachfrage der Konsu-
menten nach nachwachsenden Rohstoffen treiben den Rohstoff-
wandel unserer Gesellschaft an. Aus der Vision einer BioSkonomie
folgen Herausforderungen, aber vor allem betréchtliche Chancen
fiir die WeiRRe Biotechnologie, den Rohstoffwandel in der chemi-
schen Industrie mitzugestalten. Die Fokussierung der Weilen Bio-
technologie auf wenige Produktionsorganismen wie C. glutamicum
aufgrund regulatorischer und technischer Erwédgungen macht

ein systembiologisches Verstindnis dieser Mikroorganismen un-
umginglich. Der Weg zu neuen Produkten mit C. glutamicum und
anderen Produktionsorganismen fiihrt iiber die Synthetische Bio-
logie. Die weitreichende Bedeutung und Vordringlichkeit des Roh-
stoffwandels sowie die wissenschaftliche Komplexitit erfordern
eine Intensivierung der Forschung in der Weif3en Biotechnologie

mit Ansétzen der System- und Synthetischen Biologie.

Steckbrief Forschungsprojekt:

Das Labor von Volker F. Wendisch ist an den BMBF-Verbund-
projekten SysEnCor und FlexFit beteiligt und koordiniert das
CLIB**-BMBF-Verbundprojekt Genomreduktion. In SysEnCor
thematisieren akademische Partner aus Bielefeld, Jiilich, K6In
und Ulm sowie industrielle Partner (Evonik, Insilico, GeneData)
die Systembiologische Charakterisierung des Energiehaushaltes
von Corynebacterium glutamicum. Im GenoMik-Transfer-Verbund-
projekt FlexFit fokussieren die Forschungsarbeiten der akademi-
schen Partner aus Bielefeld, Bochum, Erlangen, Jiilich, K6ln und
Ulm sowie von Evonik auf die Flexibilit4t und Fitness von Cory-
nebacterium fiir die industrielle Produktion. Das CLIB***-BMBF-
Verbundprojekt Genomreduktion mit akademischen Partnern
aus Bielefeld, Jiilich und K61ln und den Unternehmen Evonik und
Insilico bewertet die Genomreduktion als Strategie der biotech-

nologischen Stammentwicklung.
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Ralstonia eutropha H16
Jnd die systempiologie

biotechnologischem Potential

von Katja Adames und Alexander Steinbiichel

Das stédbchenférmige Bakterium Ralstonia eutropha
H16 ist ein weit verbreitetes Boden- und StuBwasser-
bakterium. Es wurde 1959 aus einer Quelle in der
Nahe von Gottingen isoliert und hat sich seit mittler-
weile funf Jahrzehnten als sogenanntes Knallgas-
bakterium einen festen Platz in der mikrobiolo-
gischen Forschung gesichert. Seine ungewdhnlich
flexible Stoffwechselfahigkeit hat das Bakterium
zu einem gut untersuchten Modellorganismus fir
die Forschung gemacht und damit ein betrachtli-
ches biotechnologisches Interesse geweckt. Be-

reits in den 1970er Jahren war R. eutropha H16
ein Kandidat zur Produktion von Einzellerprotein
fur die Tierernéhrung. Seit den 1980er Jahren wird
R. eutropha H16 zur industriellen Herstellung bio-
logisch abbaubarer Kunststoffe intensiv erforscht
und war hierflr vortiibergehend als Produktionsor-
ganismus etabliert. Aber auch fur weitergehende
biotechnologische Anwendungen bietet dieses
Bakterium zahlreiche Perspektiven und ist ein viel-
versprechendes Forschungsobjekt in der System-
biologie.

Abbildung 1:

Schematische Darstellung des Nag-Transporters
und Teilen des zentralen Stoffwechsels in Ralstonia
eutropha H16 (Grafik: Raberg M, et al., Appl Environ
Microbiol, 2011).




Abbildung 2a: Elektronenmikroskopische Aufnahme einer Zelle von Ralstonia eutropha mit PHA-Einschllssen

(Grafik: Pétter M, et al., Microbiology, 2002)

Ein gentigsamer Alleskénner

R. eutropha H16 gehort zur Gruppe der Knallgasbakterien. Zur
Energiegewinnung und zum Aufbau organischer Zellbestandteile
bendtigt es lediglich Wasserstoff, Sauerstoff und Kohlendioxid
(Chemolithoautotrophie); es kann aber auch Zucker und andere
organische Kohlenstoffquellen fiir sein Wachstum nutzen (Hetero-
trophie). Dariiber hinaus ist es in der Lage, unter bestimmten
Nihrstoffbedingungen Polyhydroxyalkanoate (PHA) zu bilden,
die in der Zelle in Form von Granula gespeichert werden und

der Zelle als Reservestoffe dienen (Abb. 2). PHAs werden bereits
industriell genutzt, um thermoplastisch verformbare Plastikma-
terialien herzustellen, die sowohl als biologisch abbaubare Ver-
packungen als auch als resorbierbare Materialien in der Medizin,
z.B. unter den Handelsnamen Biopol® und Mirel®, Verwendung

finden.

Von der mikrobiellen Genomforschung zum
industriellen Produkt

Die enorme Stoffwechselvielfalt dieses Bakteriums bietet ein
betrichtliches Potential fiir weitere biotechnologische Anwen-
dungen und ist daher fiir die weile Biotechnologie besonders
interessant. Um die molekularbiologischen Grundlagen der
physiologischen Vielfalt dieses Organismus zu erfassen, wurde
im Jahre 2001 im Rahmen der Férderinitiative ,,Genomforschung
an Mikroorganismen - GenoMik* des Bundesministeriums fiir
Bildung und Forschung (BMBF) in Kooperation zwischen den Ar-
beitsgruppen von Botho Bowien (Universitit Gottingen), Barbel
Friedrich (Universitit Berlin) sowie Alexander Steinbiichel (Uni-
versitit Miinster) und dem Gottinger Labor fiir Genomanalyse
unter der Leitung von Gerhard Gottschalk die vollstdndige Ge-
nomsequenz von R. eutropha H16 entschliisselt (Pohlmann et al.,
2006). Das Genom des Stammes besteht aus drei unabhéngigen
Replikons: Den Chromosomen 1 und 2 sowie dem Megaplasmid
pHG1 (Schwartz et al., 2003). Es ist mit einer GréRe von insgesamt
7,45 Mbp fast doppelt so grof wie das von Escherichia coli, welches
zu den weltweit am besten untersuchten Organismen zghlt. Im
Ralstonia-Genom befinden sich nahezu alle Gene mit essentiellen

Funktionen auf Chromosom 1, wihrend Chromosom 2 vor allem

zusitzliche Stoffwechselleistungen kodiert und zahlreiche Du-
plikationen von Genregionen der beiden anderen Replikons auf-
weist. Das Megaplasmid pHG1 ist fiir lithoautotrophes Wachstum
mit Wasserstoff als Energiequelle essentiell, da es Hydrogenasen

kodiert, die das Gas verstoffwechseln.

Ausgehend von den erzielten Erkenntnissen aus dem GenoMik-
Programm, schloss sich 2006 das Nachfolgeprojekt ,,GenoMik-
Plus* an, welches ebenfalls vom BMBF gefordert wurde. Genom-
weite Transkriptions- und Proteomanalysen von R. eutropha
lieferten umfassende Einblicke in genregulatorische Zusammen-
hénge ausgewihlter Stoffwechselwege und die Vorhersage zahl-
reicher an der Regulation beteiligter Zielgene (Peplinski et al.,
2010; Raberg et al., 2011). Diese Ergebnisse bilden die Basis der-
zeitiger weiterfithrender Forschungsarbeiten, um das Potential
dieses Bakteriums durch gezieltes ,Metabolic Engineering”, also
einer gezielten Verdnderung des Stoffwechsels, auszuschdpfen
und um zu einem verbesserten Produktionsverfahren fiir bereits
bekannte oder gar neue Polymere sowie fiir biotechnologisch
interessante Metaboliten zu gelangen. Daran kniipft die aktuelle
Férderinitiative des BMBF ,,GenoMik-Transfer* an. Ziel ist es,
die Arbeiten der Vorlduferinitiativen in enger Kollaboration mit
Industriepartnern fortzusetzen, um Produkte bis hin zur Markt-

reife zu entwickeln.

ErschlieBung alternativer Kohlenstoffquellen

Von groRem Interesse fiir die biotechnologische Nutzung von
Produktionsstimmen ist die Verwertung kostengiinstiger und er-
neuerbarer Rohstoffe. Glucose in Form von Stérke und Zellulose
ist in der Natur eine der am hiufigsten vorkommenden Kohlen-
stoffverbindungen und somit als preisgiinstige Kohlenstoffquelle
fiir die Kultivierung von Mikroorganismen besonders interes-
sant. Die Fahigkeit, Zucker als Kohlenstoffquelle zu nutzen, ist
bei R. eutropha H16 auf Fructose und N-Acetylglucosamin, einem

Derivat der Glucose, begrenzt. Vergleichende Transkriptom- und

e
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Abbildung 2b: Elektronenmikroskopische Aufnahme einer Zelle von Ralstonia eutropha mit PHA-Einschlissen

(Grafik: Jens Kroll)

Proteomanalysen des Stammes H16 und einer Glucose verwer-
tenden Mutante fithrten zur Identifikation des Transkriptionsre-
gulators NagR. Dieser Regulator kontrolliert die Expression des
nag-Operons, eines Genclusters, das fiir ein Transportsystem fiir
die Aufnahme von N-Acetylglucosamin in die Zelle kodiert. Die
vorliegenden Ergebnisse lassen darauf schlieRen, dass die Gen-
sequenz dieses Regulators durch eine Mutation derart verdndert
ist, dass eine regulierte Kontrolle des nag-Operons nicht mehr
mdglich ist. Die daraus resultierende Uberproduktion des Trans-
portsystems fiithrt zur unspezifischen Aufnahme von Glucose in
die Zelle. Diese Hypothese wurde durch weitere Experimente im
Labor bestitigt (Raberg et al., 2011). Neben der Zuckeraufnahme
konnten mit Hilfe eines systembiologischen Forschungsansatzes
auch sekundire Effekte der intrazelluldren Glucose in Hinblick

auf die PHA-Synthese aufgekldrt werden (Abb. 1).

Ralstonia eutropha als Zellfabrik

Ein besonderes Augenmerk liegt derzeit auf der Produktion

von Aminoséurepolymeren in R. eutropha. Cyanophycin ist ein
nicht-ribosomal synthetisiertes Polyamid, bestehend aus den
Aminoséuren Aspartat und Arginin (Abb. 3), dessen verschiedene
Abbauprodukte zahlreiche Anwendungen insbesondere in der
chemisch-pharmazeutischen Industrie als auch im medizinischen
Bereich finden. Die Synthese von Cyanophycin in Zellen von R.
eutropha wird durch die Expression von Fremdgenen erreicht.
Um eine effiziente Stabilisierung von Fremd-DNA ohne externen
Selektionsdruck wie zum Beispiel Antibiotika zu gewéhrleisten,
werden Plasmid-Abhidngigkeitssysteme entwickelt und eingesetzt
(Kroll et al., 2009). Diese Systeme werden in der weien Biotech-
nologie aufgrund des unterbundenen Plasmidverlustes wihrend
der Wachstums- und Produktionsphase sowie des Entfallens
teurer und prozessstdrender Antibiotika bevorzugt eingesetzt.
Proteom- und Metabolomanalysen bilden die Basis fiir gezieltes
,metabolic engineering’, um neue Variationen der Aminosiurepo-
lymere zu erzeugen und die Ausbeute der gewiinschten Produkte
zu steigern. Dieser Ansatz soll in Kooperation mit dem Indus-
triepartner Silantes GmbH unter der Leitung von Dr. Hermann
Heumann zur Marktreife gebracht werden. Silantes ist auf die
Herstellung isotopenmarkierter Biomolekiile spezialisiert, die

unter anderem bei der Aufklirung dreidimensionaler Protein-

strukturen sowie bei metabolischen Untersuchungen in der
Medizin zur Anwendung kommen. Die Moglichkeit, mit R. eutropha
als lithoautotrophem Produktionsstamm isotopenmarkiertes
Cyanophycin zu produzieren, ist von groRem wirtschaftlichem

Interesse.

Steckbrief Forschungsprojekt:

Ziel der vom Bundesministerium fiir Bildung und Forschung
(BMBF) geférderten Forschungs- und Férderinitiativen ,,Geno-
Mik*, ,,GenoMik-Plus“ und ,,GenoMik-Transfer* ist die gezielte
Nutzung des genetischen und metabolischen Potentials von
Mikroorganismen mit Bedeutung fiir die Landwirtschaft, den
Umweltschutz, die chemische Industrie, die Biotechnologie sowie
fiir die menschliche Gesundheit. Dieses beinhaltet die Genomana-
lyse von Bakterien, die Aufkldrung der Funktion interessanter
Gene und schlieRlich die konkrete Anwendung der Ergebnisse
und die Entwicklung von Produkten bis hin zur Marktreife (www.

genomik-transfer.de).

Projektpartner:

Prof. Dr. Botho Bowien,
Georg-August-Universitdt Gottingen
Dr. Armin Ehrenreich,

Technische Universitdt Miinchen
Prof. Dr. Birbel Friedrich,
Humboldt-Universitit zu Berlin
Prof. Dr. Gerhard Gottschalk,
Georg-August-Universitdt Gottingen
Prof. Dr. Michael Hecker,
Ernst-Moritz-Arndt-Universitét Greifswald
Dr. Hermann Heumann,

Silantes GmbH Miinchen

Prof. Dr. Rudibert King,

Technische Universitit Berlin

Prof. Dr. Alexander Steinbiichel,

Westfilische Wilhelms-Universitit Miinster
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Abbildung 3:
Chemische Struktur von Cyanophycin. Das Ruckgrat aus Polyaspartat ist in

schwarz dargestellt, die Argininreste in blau (n = 90 - 400).
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neue wege 1Ur eine

nacnhaltige biotechnologie

von Thomas Drepper, Achim Heck und Karl-Erich Jaeger

Bakterien sind die Arbeitspferde der Biotechnologie.
Sie werden eingesetzt fir die Nahrungsmittelproduk-
tion, die Herstellung von Chemikalien und pharma-
zeutischen Wirkstoffen, zur Beseitigung industrieller
Abfalle, bei der Abwasserreinigung und in vielen an-
deren Bereichen. Neben dem Darmbakterium
Escherichia coli, das als bestuntersuchtes und meist
verwendetes Bakterium gilt, werden neuerdings
alternativ auch Mikroorganismen mit besonderen
physiologischen Eigenschaften, wie etwa thermo-
phile oder photosynthetische Bakterien, fir innovative
biotechnologische Prozesse verwendet. Um jedoch
Bakterien flr industrielle Zwecke nutzen zu kénnen,
mussen diese zumeist fir den jeweiligen biotechno-
logischen Prozess optimiert werden. Dies geschieht
mit molekularbiologischen Methoden, und dabei
spielt die funktionelle Expression wirtsfremder Gene
eine Schlisselrolle. Diese sogenannte heterologe
Expression erméglicht theoretisch die Synthese jedes
gewdlnschten Proteins in einem lebenden Organis-
mus. Bakterien lassen sich mit Hilfe der heterologen
Expression geeigneter Gene, z. B. fir die Produktion
von Biokatalysatoren oder zur Herstellung industrieller
Produkte wie Bulk- und Feinchemikalien, umpro-
grammieren.

Das photosynthetische Bakterium Rhodobacter
capsulatus als Licht-betriebene Zellfabrik

Einzellige Mikroorganismen wie Hefen oder heterotrophe Bak-
terien werden seit jeher fiir Prozesse der weiflen Biotechnolo-
gie eingesetzt. Interessanterweise aber werden phototrophe
Mikroorganismen trotz ihres vielseitigen Zellstoffwechsels und
ihres groflen Potentials bei zahlreichen biotechnologischen
Anwendungen fiir industrielle Zwecke bislang kaum verwendet.
Diese Bakterien bieten im Gegensatz zu den herkdmmlichen
Mikroorganismen einige Vorteile. So kann das fakultativ pho-
totrophe Bakterium R. capsulatus unter photosynthetischen
Wuchsbedingungen mit Licht als einziger Energiequelle wach-

sen. Um Sonnenlicht effizient absorbieren zu kénnen, werden

T —
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die Farbstoffe Bakteriochlorophyll a und die Carotinoide
Spheroiden und Spheroidenon an die Photosynthesekomplexe
gebunden. Diese Photopigmente verleihen dem Organismus seine

charakteristische Farbe (Abb. 1).

Unter phototrophen Kultivierungsbedingungen vereint das
Bakterium auf hocheffiziente Weise energetische mit stoffli-
chen Kreisldufen. Der Einsatz phototropher Bakterien wie R.
capsulatus fiir biotechnologische Anwendungen dhnelt damit
dem herkémmlicher Nutzpflanzen in der Landwirtschaft: Ele-
mentare Stoffwechselleistungen wie die Photosynthese und die
CO,-Fixierung werden hier eingesetzt, um Biomasse energiespa-
rend und CO,-neutral zu erzeugen. R. capsulatus bietet gegen-
iiber Pflanzen und Algen sogar noch einen zusitzlichen Vorteil,
denn es kann Luftstickstoff (N,) biologisch fixieren. Demnach
ist das Bakterium ein idealer Kandidat fiir die photobiotechno-
logische Produktion von Biokatalysatoren sowie Spezial- und

Feinchemikalien.

Neue Rhodobacter-basierte Expressionssysteme fir
die effiziente Produktion von Proteinen

Im Zeitalter der Genom- und Metagenomforschung besteht
eine der grofRen Herausforderungen darin, dass in den Daten-
banken zwar Millionen von DNA-Sequenzen hinterlegt sind,
deren biologische Bedeutung und biotechnologisches Potential
aber ungeklart bleibt. Der Hauptgrund hierfiir liegt darin, dass
die meisten putativen Gene in herkémmlichen mikrobiellen
Expressionswirten wie E. coli nicht funktionell exprimiert werden,
also in die entsprechenden funktionellen Proteine iiberfiihrt
werden kénnen. Gerade die Synthese biotechnologisch oder
pharmazeutisch relevanter Proteine wie die von Membranpro-
teinen und Enzymen mit Metall-Kofaktoren stellt eine beson-
dere Herausforderung dar und macht die Entwicklung neuer
und innovativer Expressionssysteme unumgénglich. Aufgrund
seiner besonderen Physiologie weist R. capsulatus gegeniiber
anderen mikrobiellen Expressionswirten hier einige entschei-
dende Vorteile auf, welche die Uberexpression der genannten
Problemproteine in aktiver Form prinzipiell ermdglichen

(Katzke et al., 2010; Katzke et al., 2012): Unter phototrophen

www.systembiologie.de



Die Autoren (von links nach rechts): Thomas Drepper, Karl-Erich Jaeger, Achim Heck (Foto: Institut fir Molekulare Enzymtechnologie)

Wuchsbedingungen bildet R. capsulatus ein enorm vergréfertes
vesikuldres Membransystem aus, welches die membranstiandi-
gen Photosysteme beherbergt und somit eine hohe intrinsische
Aufnahmekapazitit fiir Membranproteine aufweist. Dariiber
hinaus ist das Bakterium unter diesen Bedingungen in der
Lage, nahezu alle beschriebenen Metall-Kofaktoren in groRen
Mengen zu synthetisieren und auch in entsprechende hetero-

loge Proteine einzubauen.

Zur effizienten Uberexpression in R. capsulatus haben wir maR-
geschneiderte Uberexpressionsvektoren mit verschiedenen
Promotoren sowie optimierte Expressionsstimme konstruiert.
Fiir die Produktion von heterologen Zielproteinen wurde ein R.
capsulatus-Expressionssystem erzeugt, das funktionell auf der
DNA-abhingigen RNA-Polymerase des Bakteriophagen T7 basiert
(Katzke et al., 2010). Das Expressionssystem besteht dabei aus

zwei Funktionselementen, dem Expressionsstamm R. capsulatus

B10S-T7 und dem Expressionsvektor pRhotHi-2 (Abb. 2). Das
T7-RNA-Polymerase-Gen ist in das Chromosom des Rhodobacter
T7-Expressionsstamms integriert und steht unter der Kontrolle
eines Fruktose-induzierbaren Promotors. Nach Induktion der
T7-Polymerase-Expression bindet die Polymerase spezifisch an
den Zielpromotor des pRho-Vektors (Abb. 2, P ), wodurch die
Expression des Ziel-Gens eingeleitet wird. Expressionsstudien
mit dem gelb-fluoreszierenden Protein YFP (yellow fluorescent
protein) ergaben, dass mit dem R. capsulatus-T7-Expressionssys-
tem unter photosynthetischen Bedingungen 16sliche Proteine
mit sehr hohen Proteinausbeuten von bis zu 90 mg/L Bakterien-
kultur erreicht werden kénnen, vergleichbar mit den Ausbeuten
in E. coli T7-Expressionsstimmen mit identischen Expressions-
vektoren. Derzeit untersuchen wir im Rahmen des BMBF-
geférderten Verbundprojekts ExpresSys - ,,A Platform of Novel
Expression Systems for Industrially Relevant Genes®, inwieweit

die Rhodobacter-Expressionstoolbox gezielt fiir die Expression

Abbildung 1: Das fakultativ phototrophe Bakterium R. capsulatus

Aufnahmen von R. capsulatus Einzelkolonien, die
unter chemoheterotrophen (A) und phototrophen
Bedingungen (B) angezogen wurden. Unter photo-
trophen Kultivierungsbedingungen bildet der Orga-
nismus deutlich sichtbar Photopigmente aus, wie in
Flussigkulturen von R. capsulatus zu sehen ist (C)
(Quelle: Institut fur Molekulare Enzymtechnologie der

Heinrich-Heine-Universitat Disseldorf, Forschungs-

zentrum Julich).
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Abbildung 2: Das R. capsulatus T7-Expressionssystem

Das System besteht aus dem Expressionsstamm R. capsulatus B10S-T7 und dem Expressionsplasmid pRhotHi-2. In das Chromosom des Bakterienstamms sind das
T7-RNA-Polymerase-Gen unter Kontrolle des Fruktose-induzierbaren Promotors P, sowie ein Gentamicin-Resistenzgen (Gm®) integriert. Das Plasmid tragt die Gene
fur die Resistenz gegen die Antibiotika Chloramphenicol (Cm°) und Kanamycin (Km®) sowie einen Replikationsursprung (ori) und den T7-Polymerase-spezifischen Promotor (P,,)

(Quelle: Institut fir Molekulare Enzymtechnologie der Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf, Forschungszentrum Julich).

von schwer exprimierbaren Proteinen wie etwa heterologen
Membranproteinen sowie fiir das Screening von Metagenom-
Banken genutzt und optimiert werden kann. Die Eignung der
Rhodobacter-Toolbox speziell fiir die Expression von humanen
Membranproteinen wird derzeit in einem weiteren Projekt
untersucht, das wir gemeinsam mit der Firma Protagen AG

(Dortmund) durchfiihren.

Funktionelle Expression vollstédndiger Biosynthesewege
Rhodobacter ist prinzipiell geeignet, um mit Hilfe von Nitroge-
nasen und Hydrogenasen aus Sonnenenergie Biowasserstoff als
alternative Energiequelle zu erzeugen. Um die Effizienz solcher
Prozesse zu erhdhen, muss die Expression entsprechender Enzym-
gene zum einen deutlich gesteigert, zum anderen aber auch von

regulatorischen Prozessen entkoppelt werden. Hierbei ist jedoch

Abbildung 3: T7-RNA-Polymerase-abhéngige Uberexpression der R. capsulatus Hydrogenasegene
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In R. capsulatus liegen die 16 Gene der Hydroge-
nase in einem gemeinsamen Gencluster vor. Die
Expression der Gene wird im Wildtyp durch drei
Promotoren (P,-P,) kontrolliert (A). Durch das neue
T7-RNA-Polymerase-System kann der Expressions-
level aller Gene des Hydrogenase-Genclusters
signifikant erhoht werden (B). Die Farben der Gene
symbolisieren die Expressionsstarke der jeweiligen
Hydrogenasegene in den entsprechenden Rhodo-
bacter-Stammen (Quelle: Institut fir Molekulare
Enzymtechnologie der Heinrich-Heine-Universitéat

Dusseldorf, Forschungszentrum Julich).
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zu beachten, dass Enzymkomplexe wie die Nitrogenase oder die
Hydrogenase von einer Vielzahl verschiedener Gene kodiert werden,
die neben den Enzymstruktur-Genen auch sog. akzessorische Gene
umfassen, die fiir die Synthese von spezifischen Kofaktoren sowie
fiir die Enzym-Assemblierung notwendig sind. Dieser Umstand
macht die funktionelle Expression, also die konzertierte Koex-
pression aller Gene, mit herkdmmlichen Expressionssystemen
nahezu unméglich. Um solch komplexe Enzymsysteme dennoch
funktionell exprimieren zu kdnnen, haben wir kiirzlich eine
neue Methode entwickelt, die es erstmals erméglicht, geclusterte
Gene koordiniert im Zielwirt zu exprimieren (Arvani et al., 2012):
Fiir die Etablierung dieser Methode wurde das Hydrogenase-
Gencluster aus R. capsulatus als ,,Proof of Concept* verwendet. Das
Cluster besteht aus 16 Genen, die in drei Transkriptionseinheiten
organisiert sind (Abb. 3). Wir konnten hier erstmals zeigen, dass
die T7-RNA-Polymerase fiir eine vollstindige und ungehinderte
Transkription von Genen einer Chromosomenregion verwendet
werden kann, wohingegen bakterielle RNA-Polymerasen fiir solche
Zwecke ungeeignet sind. Diese Methode kann zukiinftig sowohl fiir
die Stammoptimierung als auch fiir die koordinierte Expression al-

ler Gene eines gewiinschten Biosynthesewegs eingesetzt werden.

Neue Fluoreszenzreporter flr quantitative Expressi-
onsanalysen in lebenden Zellen

Fluoreszenzproteine (FP), wie das griin fluoreszierende Pro-
tein GFP, sind als molekulare Reporter fiir die Molekular- und
Zellbiologie, fiir die Echtzeitanalysen der Genexpression, die
Validierung von neuen Expressionssystemen sowie fiir die Uber-
wachung biotechnologischer Produktionsprozesse unverzichtbar
geworden. Grundsitzlich wird die Verwendbarkeit dieser FP
jedoch durch lokale Faktoren beeinflusst. So hat bei allen FP der
GFP-Familie Sauerstoffmangel einen unmittelbaren Effekt auf
die autokatalytische Synthese des Fluorophors: Bei niedrigen
0,-Konzentrationen kann der fluoreszenzaktive Chromophor
aufgrund eines Sauerstoff-abhingigen Katalyseschritts nicht
gebildet werden (Tsien, 1998). Um O -limitierte Prozesse den-
noch mit Hilfe von FP untersuchen zu kénnen, wurde in unserer
Gruppe eine véllig neue Klasse fluoreszierender Reporterprote-
ine entwickelt, die Flavinmononukleotid (FMN) als Chromophor
binden und daher als FMN-bindende Fluoreszenzproteine (FbFP)
bezeichnet werden (Drepper et al., 2007). In zahlreichen in vivo-
Expressionsstudien konnte gezeigt werden, dass diese FbFP im

Gegensatz zu GFP auch in Abwesenheit von O, eine helle Fluores-

Oben: Strukturmodelle von EGFP und FbFP; hellgriin: B-Faltblatter,
dunkelgriin: a-Helices, die jeweiligen Chromophore sind als ,ball-
and-stick” Modelle dargestellt. Unten: Fluoreszenzmikroskopische
Aufnahmen einzelner Zellen von R. capsulatus nach Expression von
YFP and FbFP bei Anzucht unter aeroben (+O,) und anaeroben (-O,)
Kultivierungsbedingungen (Quelle: Institut fir Molekulare Enzym-
technologie der Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf, For-

schungszentrum Julich).
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zenz zeigen. In Abbildung 4 sind exemplarisch die Struktur eines
FbFP- und GFP-Vertreters sowie die Ergebnisse vergleichender
Expressionsstudien mit FbFP und YFP unter aeroben und anaero-
ben Bedingungen dargestellt. Wie klar zu erkennen ist, fithrt nur
die Expression von FbFP in lebenden R. capsulatus Zellen unter
anaeroben Bedingungen zu einer nachweisbaren Fluoreszenz,
wohingegen YFP in Abwesenheit von O, nicht fluoresziert. Die
neuen Fluoreszenzreporter kénnen also sowohl in Gegenwart als
auch in Abwesenheit von O, als in vivo-Reporter fiir quantitative
Analysen eingesetzt werden (Drepper et al., 2007; Drepper et al.,
2010). Mit Hilfe der FbFP werden damit erstmals Untersuchungen
bio(techno)logischer Prozesse in fakultativ und strikt anaeroben
Mikroorganismen mit mikroskopischen und spektroskopischen
Verfahren méglich (Choi et al., 2011; Huber et al., 2009; Lobo et dl.,
2011; Piekarski et al., 2009; Tielker et al., 2009).

Steckbrief Forschungsprojekt:

Ein Forschungsschwerpunkt im Institut fiir Molekulare Enzym-
technologie (IMET) der Heinrich-Heine-Universit4t Diisseldorf
am Forschungszentrum Jiilich ist die Charakterisierung beste-
hender und die Entwicklung neuer bakterieller Expressions-
systeme. Die Arbeitsgruppe ,,Bakterielle Photobiotechnologie*
beschiftigt sich dabei vorrangig mit der Entwicklung neuer
Expressionstechnologien mit dem phototrophen Bakterium R.
capsulatus sowie der Entwicklung und Charakterisierung neuer

Fluoreszenzreporter.

Das IMET koordiniert zahlreiche Forschungsprojekte, die sich
mit der Entwicklung und Anwendung neuer Expressionssysteme
befassen. Dazu gehdren das von der EU geférderte Projekt
MAMBA, das sich mit mariner Metagenomik beschiftigt; die vom
Land NRW im Rahmen des Clusters fiir Industrielle Biotechnolo-
gie CLIB** geforderte Technologie-Plattform ExpressO, sowie die
vom BMBF geférderten Verbundprojekte ExpresSys, MiPro und
HT-ENZ, die sich mit Proteinexpression in den Bakterien E. coli, R.
capsulatus und B. glumae befassen. Einige der am IMET neu entwi-
ckelten Expressionssysteme und Fluoreszenzreporter werden in
enger Zusammenarbeit mit der Firma evocatal GmbH in Diissel-

dorf (http://www.evocatal.com/) kommerzialisiert.
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WAaSSErstoft aus wasser —

pioclogisch und dkonomisch’?

solargetriebener Energiemodule

von Matthias Régner

Photosynthese ist Ursprung und Triebkraft (fast) al-
len Lebens auf der Erde. Allerdings wird ein GroBteil
dieser umgewandelten Sonnenenergie in den Auf-
bau von ,,griner” Biomasse oder die Synthese lang-
fristiger Speicherstoffe investiert. Hierbei geht be-
kanntlich — bezogen auf die urspriinglich absorbierte
Solarenergie — mehr als 95% der Energie verloren.
Nachhaltige und effiziente Energieernte kann des-
halb nur erzielt werden, wenn die energieliefernden
Prozesse so direkt wie moglich an die Primérreakti-
onen der Photosynthese gekoppelt werden, die mit
einer (Quanten-)Effizienz von bis zu 99% ablaufen.
Wasserstoff wére ein idealer Energietrager fir diese
Kopplung, da er CO,-neutral ist, eine hohe Energie-
dichte besitzt und — im Gegensatz zu den in der
Photosynthese priméar gebildeten energiereichen In-
termediaten — langfristig speicherbar ist. Seine Ener-
gie kann z.B. in Brennstoffzellen ohne Umwege di-
rekt freigesetzt und verwertet werden. Gelange es,

die fur die Wasserstofferzeugung benétigten Elek-
tronen mit Hilfe der photosynthetischen Wasser-
spaltung direkt aus Wasser, das an vielen Stellen
der Welt im Uberfluss vorhanden ist (neben SiiB-
wasser sind auch Meer- bzw. Salzwasser nutzbar),
zu beziehen und hierfir die kostenlose Energie der
Sonne zu nutzen, hatte man einen duBerst umwelt-
freundlichen energieerzeugenden Prozess, der im
H,O/H,-Zyklus mit der Brennstoffzelle als einziges
»Abfallprodukt® wieder die Ausgangskomponente
Wasser erzeugt (Abb. 1).

Die Strategie

Da natiirliche photosynthetische Zellen - sofern sie das fiir die

H -Erzeugung notwendige Enzym ,Hydrogenase* (H,ase) iiber-
haupt besitzen (nur Cyanobakterien und Griinalgen) - in der
Regel Wasserstofferzeugung nur als ,Notventil“ unter ungiinstigen
Umweltbedingungen ,,anschalten* und entsprechend ineffizient

sind, muss der Energiemetabolismus der ganzen photosyntheti-

®) i
\

H,+1%,0,

/HEG\

Energiekreislauf von Wasserstoff und Wasser, in welchem Solarenergie mit Hilfe der naturlichen Katalysatoren Photosystem 2 (PS2) und Hydrogenase (H,ase)

in Wasserstoff umgewandelt wird, dessen Energie dann wieder in einer Brennstoffzelle freigesetzt und verwertet werden kann, wobei als , Abfallprodukt” wieder

Wasser entsteht (Quelle: Matthias Régner).
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Matthias Régner vor dem Prototyp eines 100 L-Flachbett-Photobioreaktors, welcher zusammen mit der Fa. KSD (Hattingen) entwickelt wurde
(Foto: Dieter Wunsch)

schen Zelle umgestellt werden. Nur so kann Wasserstoff in aus-
reichenden Mengen und unter Bedingungen erzeugt werden, die
eine spatere okonomische Nutzung sinnvoll und aussichtsreich
erscheinen lassen. Schitzungen gehen von einer notwendigen
Optimierung der H,-Erzeugungsrate der besten bisher verfiigbaren
ynatiirlichen® Griinalgenzellen (Chlamydomonas reinhardtii) um
einen Faktor 100 aus (Abschétzung Prof. H.-]. Wagner, LEE, RUB).
Dies kann durch Proteindesign von H,asen und Expression in
Designerorganismen gelingen, mithilfe dessen die volle Aktivit4t
der H,asen unter aeroben (statt anaeroben) Bedingungen zur
Verfiigung steht. Fast alle H,asen sind ndmlich extrem sauer-
stoffempfindlich. Zweiter wichtiger Schritt ist die optimale, d. h.
energetisch giinstigste Kopplung von Photosynthese und Wasser-
stofferzeugung, um die Elektronen auf moglichst direktem Weg
von der Wasserspaltung in PS2 auf die H,ase zu leiten. Hierbei
handelt es sich um einen iterativen Prozess, bei welchem in vie-
len Einzelschritten Mutanten der zentralen Proteine (s. ,,Design-
proteine® in Abb. 2) erzeugt und charakterisiert werden miissen.
Als Ausgangsorganismus fiir diese ,,Designzelle” nutzen wir das
Cyanobakterium Synechocystis PCC 6803, da es der einfachste, am
besten charakterisierte und am schnellsten genetisch modifizier-

bare Organismus fiir diesen Zweck ist.

Grundsitzliche Fragestellungen zur Optimierung von Elektro-
nentransfer und Protein-Protein-Interaktion sowie zur ener-
getischen Effizienzabschdtzung kldren wir parallel hierzu mit
einem semiartifiziellen Modellsystem, welches lediglich die
isolierten und aufgereinigten Hauptkomponenten enthilt, die
auf Goldelektroden immobilisiert werden (,,Biobatterie in Abb.
2). Zu dieser ,Machbarkeitsstudie” gehért auch die Entwicklung
und Optimierung spezieller Photobioreaktoren einschlieRlich
der Steuerungssysteme zum kontinuierlichen Betrieb. Diese sind
sowohl fiir die Standardisierung des Verfahrens, die Optimierung
des Ertrags als auch als verkniipfbare Module fiir eine spitere
Massenanzucht der photosynthetischen Designzellen unabding-
bar. Zusitzlich muf der Preis dieser Photobioreaktoren erheblich
reduziert werden, um einen kompetitiven Endpreis fiir den zu-

kiinftigen Biowasserstoff zu erzielen.

B T

Die Realisierung (1): ,Biobatterie*

Mithilfe dieses Ansatzes soll die Effizienz der Kopplung der
photobiologischen Wasserspaltung am PS2 an die biologische
Wasserstofferzeugung mittels H ase in einem méoglichst einfa-
chen Modellsystem als ,,Proof of Principle” optimiert werden.
Die einfachste Méglichkeit ist die Isolierung der hierzu benétig-
ten Enzyme/Elektronencarrier und deren Zusammenfithrung

in einem semiartifiziellen ,,Minimalsystem“. GroRtes Hindernis
ist die Hydrogenase. Das mit Abstand aktivste Enzym, die Fe-Fe-
Hydrogenase aus Griinalgen oder Clostridien, ist extrem sauer-
stoffempfindlich. Dieses Enzym empfingt in Organismen wie

der Griinalge Chlamydomonas seine Elektronen iiber Ferredoxin
(Fd) von Photosystem 1 (PS1) - allerdings nur unter anaeroben
Bedingungen. Diese sind nur zu realisieren, wenn die O, erzeu-
gende Wasserspaltung auf ca. 5% reduziert wird. Um die volle
Kapazitit von sowohl Wasserspaltung als auch H,-Erzeugung un-
ter optimalen Bedingungen simulieren zu kénnen, werden beide
Prozesse in der ,,Biobatterie* in einen aeroben und einen anae-
roben Bereich getrennt (Abb. 3). Im aeroben Bereich wird ther-
mostabiles isoliertes PS2 auf Goldelektroden immobilisiert, im
anaeroben Bereich thermostabiles PS1. In beiden Féllen wird der
leitende Kontakt zur Elektrodenoberflidche durch ein e-leitendes
Osmium-Polymer hergestellt, welches sowohl die Lebenszeit

der Photosysteme deutlich verldngert als auch die mit Abstand
hachsten bisher gemessenen Photostréme erméglicht (Badura

et al. 2011). Wenn jetzt noch die optimale Ankopplung der H ase
an PS1 gelingt, haben wir eine perfekte ,,Biobatterie“ realisiert,
welche dhnlich der Elektrolyse aber mit biologischen Katalysato-
ren Sauerstoff und Wasserstoff erzeugt. Nach Optimierung aller
Komponenten dhnlich einem Baukastenprinzip, kénnen mit die-
ser ,,Biobatterie* die maximale Leistungsfahigkeit dieses Systems
simuliert und wertvolle Erkenntnisse fiir die natiirliche ,,Design-
zelle* gewonnen werden. Aufgrund der zeitlich beschriankten
Lebensdauer insbesondere von PS2, handelt es sich jedoch hier

eindeutig um ein Modellsystem zum Testen der einzelnen Kom-

ponenten und ihres Potentials.
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Abbildung 2:
Strategie zur Erzeugung einer wasserstoffproduzierenden ,Designzelle” mit potentieller Anwendung: Zentrale Proteine der Wildtyp-Zelle von Synechocystis PCC
6803 werden im Hinblick auf eine optimale Verknipfung von biologischer Wasserspaltung und Wasserstoffproduktion genetisch verandert und sowohl in einem

semiartifiziellen Minimal-Modellsystem als auch in der schrittweise erzeugten ,Designzelle” getestet und optimiert. Gleichzeitig werden preisgiinstige Flachbett-

Photobioreaktorsysteme entwickelt, die das Potential fir ein Up-scaling zu GroBreaktoren haben (Quelle: Matthias Rdgner).

Die Realisierung (2): Designzellen & Photobioreaktor
Unser langfristiges Ziel ist die Herstellung einer natiirlichen
»Designzelle”, die sich selbstindig repariert, repliziert und in
Massenkultur in geschlossenen Photobioreaktorsystemen ge-
halten werden kann (Waschewski et al. 2010). Abgesehen von
Aufwand und Kosten fiir die ,,Biobatterie, ist die Designzelle
insbesondere wegen PS2 erforderlich, das eine durchschnitt-
liche Halbwertszeit von nur 30 min hat und stindig ,,repariert”
werden muss. Dies ist in einem semiartifiziellen System wie der
Biobatterie nicht realisierbar. Das von uns ausgewahlte Cyano-
bakterium Synechocystis 6803 muss aus mehreren Griinden fiir die
H,-Erzeugung (mittels der O,-resistenten Fremdhydrogenase)
metabolisch angepasst werden:

7 Das System hat zu viele Lichtsammelantennen: Durch Deletion
der Cyanobakterien-typischen Phycobilisomen kann eine
wesentlich héhere Zelldichte im Photobioreaktor erzielt und
das PS2/PS1-Verhiltnis sowie der lineare ET um das bis zu
7-fache erhéht werden (Bernat et al. 2009).

?  Der lineare ET, welcher fiir die spitere H -Produktion entschei-
dend ist, kann durch die Verwendung einer ATPase-Mutante
mit partieller Entkoppelung verdoppelt werden (Imashimizu et
al. 2011), ohne dass die Zellen Schaden nehmen.

A Ferredoxin stellt die fiir die ,,importierte” H,ase benétigten
Elektronen zur Verfiigung. Durch Erzeugung von FNR-
Mutanten mit deutlich geringerer Affinitit zu Fd kann ein
Grof3teil der Elektronen - schitzungsweise 75% sind mdg-
lich - von Fd auf die H,ase ,,umgeleitet werden (s. Abb. 4, Fd),

was zur Zeit getestet wird.
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Diese Beispiele sollen verdeutlichen, dass die zukiinftige De-
signzelle ein groRes Potential zur Erh6hung der H,-Produktion
hat. Einen wesentlichen Anteil hieran (Faktor 10-20) wird die
Hydrogenase haben, deren Sauerstofftoleranz z. Zt. iiber High-
Throughput-Screening in Kombination mit ,,directed evoluti-
on“ und anderen genetischen Methoden erhéht wird (AG Pho-

tobiotechnologie von Prof. Thomas Happe, s. Abb. 4, H,ase).

Ein weiterer zentraler Faktor ist das Design und die Herstellung
kostengiinstiger Photobioreaktoren und deren kontinuierlicher
Betrieb unter konstanten Bedingungen. In Zusammenarbeit
mit der Fa. KSD (Hattingen) konnten wir einen 5 L-Flachbett-
reaktor entwickeln, der sich durch optimalen Lichteintrag
und geringe Herstellungskosten auszeichnet. Ein hierfiir ent-
wickeltes automatisches Steuersystem erméglichte bereits
ein iiber 9-monatiges kontinuierliches Wachstum einer Kultur

unter gleichbleibenden Bedingungen.

Ausblick & Potenzial

Das Potenzial des Flachbett-PBR, verbunden mit dem kontinuier-
lichen Verfahren, wurde inzwischen auf einen 100 L-Flachbett-
reaktor iibertragen, der sich in der Erprobung befindet. Die ite-
rative Verbesserung von Designzelle, PBR und Prozesssteuerung
wird zeigen, ob wir unser ehrgeiziges Ziel erreichen, Biowasser-
stoff zu einem marktfahigen Preis herzustellen. Parallel hierzu

eroffnen unsere Untersuchungen wichtige prinzipielle Einsichten

www.systembiologie.de



in die ,,Systembiologie der biologischen Energieerzeugung”, etwa
in die Frage, ob Bakterien als direkte Energielieferanten ohne
den energetisch verlustreichen Umweg iiber die Biomasse dienen
kénnen und wie die Stoff- und Energiebilanz phototropher Zellen
aussieht, wenn man ihnen durch Dauerbelichtung langfristig die

Nachtruhe raubt.

Steckbrief Forschungsprojekt:

Projektname: Design natiirlicher Systeme zur lichtgetriebenen
H,-Produktion: Von molekularen zu Massenfermentationssystemen
(Akronym: ,H,-Designzellen“).

Koordinator: Matthias Rogner

Photosynth. Res. 99, 205-216
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26602

Waschewski, N., Bernat, G. & Rogner, M. (2010) Engineering pho-
tosynthesis for H, production from H,0: Cyanobacteria as design
organisms; in: ,,Biomass to Biofuels - Strategies for Global Industries*
(Vertes, A., Qureshi, N., Yukawa, H., Blaschek, H.P. eds.) John Wiley &
Sons, Chichester, UK, p. 387-401
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Abbildung 3:

Abbildung 4:

,Biobatterie* als semiartifizielles Minimalsystem zur Optimierung der Elektro-
nentransportprozesse der zuklnftigen ,Designzelle”: Der wasserspaltende,
sauerstoffentwickelnde Bereich mit PS2 (linke Halbzelle, aerobe Bedingungen)
ist raumlich getrennt vom wasserstofferzeugenden, sauerstoffempfindlichen
Teil mit der Hydrogenase (rechte Halbzelle, anaerober Bereich). Der optimale
Kontakt der beiden Photosysteme zur Goldelektrode wird durch leitende

Osmiumpolymere in beiden Halbzellen erreicht (Quelle: Matthias Rogner).

B T

Zukunftige ,Designzelle” mit Komponenten, die im Hinblick auf eine erhdhte
Biowasserstoffproduktion angepasst werden missen: Mengenverhéltnis
der Photosysteme (PS1, PS2), Phycobilisomenantenne (PBS), partielle
Entkopplung der ATPase, Elektronenubertragung von Ferredoxin (Fd) auf
die Ferredoxin-NADP-Oxidoreduktase (FNR) sowie die Hydrogenase (H,ase)
(Quelle: Matthias Rogner).

-
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Auftaktdes Wissenschaftsjahres mit den Bundesministern Annette Schavan und Norbert Réttgen sowie Vertreterinnen und Vertretern der an der
ZukunftsWerkStadt teilnehmenden Stadte und Landkreise sowie Wissenschaftlerinnen und Wissenschaftlern © BMBF

Wissenschaftsjahr 2012 - Zukunftsprojekt
ERDE

Wie wollen wir leben, um unseren Planeten zu er-
halten? Wie miissen wir wirtschaften, um unseren
Kindern eine Zukunft sichern zu kénnen? Und wie
koénnen wir unsere Umwelt bewahren, um diese
Lebensgrundlagen zu schiitzen? Das sind Fragen,
die im Wissenschaftsjahr 2012 ,,Zukunftsprojekt
ERDE*® gestellt werden.

Ein nachhaltiger Umgang mit unserer Umwelt und
ihren Ressourcen findet in Gesellschaft und Wissen-
schaft immer mehr die notwendige Beachtung.

Im ,,Zukunftsprojekt ERDE“ mochte das BMBF die
Wirksamkeit moderner Nachhaltigkeitsforschung
aufzeigen, deren Verdienst unter anderem erheb-
liche Effizienzsteigerungen der deutschen Wirt-
schaftim Energie- und Materialverbrauch sind.

Entscheidende Akteure fir die Entwicklung einer
nachhaltigen Lebensweise sind die Stadte und
Kommunen. Sie spielen daher eine zentrale Rolle
im Wissenschaftsjahr, das Bundesforschungs-
ministerin Annette Schavan Anfang Februar
gemeinsam mit Bundesumweltminister Norbert
Rottgen sowie 25 Vertretern von Stéddten, Gemein-

den und Landkreisen in Berlin eroffnet hat. Teil des
Wissenschaftsjahrs ist die mit 3,5 Millionen Euro
geforderte Initiative ,,ZukunftsWerkStadt®, in der
Diskussionsforen von Biirgern und Wissenschaft-
lern Perspektiven zur Nachhaltigkeit ausloten

und Ideen fiir den Umbau von Kommunen liefern
werden. ,,Forschung und Wissenschaft sind der
Schlissel fiir die nachhaltige Entwicklung von
Stddten und Gemeinden. Wissenschaftler aus Uni-
versitdten und Forschungsinstituten werden die
Biirger als Partner dabei unterstiitzen, ihre Ge-
meinden nachhaltig zu gestalten®, sagte Schavan.
Auf den Ergebnissen der ,ZukunftsWerkStadt“ soll
noch 2012 eine Forderinitiative zur ,,CO,-neutralen,
energieeffizienten und klimaangepassten Stadt®
aufbauen, mit deren Hilfe sich Stadte ab 2020 CO,-
neutral entwickeln kénnen.

Weitere Informationen unter:
http://www.bmbf.de/de/17858.php

Wisgsnschalinjahr

Lukunfisprojekt
ERDE
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Bild: © Johanna Miihlbauer - Fotolia.com

Energietechnologien fiir die Zukunft

Nichterst seit den tragischen Ereignissen von Fuku-
shima ist die Energiewende ein wichtiges Thema.
Die damit verbundenen groen Herausforderungen
an Politik, Wirtschaft, Wissenschaft und Technik
werden in der Offentlichkeit kontrovers diskutiert,
dadie Burger den Wandel im Alltag mittragen
mussen.

In Deutschland sind Wasserkraft, Windenergie,
Photovoltaik und Bioanlagen inzwischen eine nicht
mehr wegzudenkende Sdule der Energiewirtschaft.
Der Anteil erneuerbarer Energien an der Stromer-
zeugung hatsich in Deutschland in den vergange-
nen zehn Jahren anndhernd von 4,5 auf heute etwa
17 Prozent vervierfacht. Nach den Pldnen der Bun-
desregierung wird dieser Trend anhalten, so dass
2030 der Anteil erneuerbarer Energien bei 50 Pro-
zent, 2040 bereits bei 60 Prozent und 2050 sogar
bei 80 Prozent liegen wird.

Im Burgerdialog ,,Energietechnologien fiir die
Zukunft“ wurden erste Schritte fiir eine aktive
Zusammenarbeit von Gesellschaft und Staat fiir
nachhaltige Entwicklung gefordert. ,Jetzt ist
wichtig, die Ergebnisse dieses Biirgerdialogs in die
Gremien einzubringen, die sich mit der Gestaltung

Bundesministerium >
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der Energiewende beschéftigen - in der Politik, in
der Wissenschaft, in der Wirtschalft, in der Zivil-
gesellschaft“, sagte Schavan bei der Uberreichung
konkreter Empfehlungen fiir die Gestaltung der
Energiewende.

Weitere Informationen unter:
http://www.bmbf.de/de[16753.php

Deutschland ist fiihrender Innovations-
standort

»Die Hightech-Strategie der Bundesregierung zeigt
Wirkung®, stellte Bundesforschungsministerin
Schavan anlésslich der Ubergabe des fiinften Gut-
achtens zu Forschung, Innovation und technolo-
gischer Leistungsfahigkeit fest. Die Expertenkom-
mission Forschung und Innovation (EFI), die seit
2007 die Bundesregierung berdt, begriiBtin ihrem
jahrlichen Gutachten, dass Deutschland in den
vergangenen Jahren die 6ffentlichen und privat-
wirtschaftlichen FuE-Investitionen systematisch
steigern konnte. 2010 sind die Aufwendungen in
diesen Bereichen mit knapp 70 Milliarden Euro auf
den Rekordwertvon 2,82 Prozent des Bruttoinlands-
produktes gestiegen. Davon entfielen 46,9 Milliar-
den Euro auf die Wirtschaft und 12,8 Milliarden auf
den Bund. Deutschland ist damitinternational er-
neut ,fithrender Wirtschafts- und Innovations-
standort®.

Nach Einschéatzung der EFI tragen zu dieser Position
nichtnur deutschlandweite Manahmen wie die
positiv bewertete Exzellenzinitiative, der ,,Hoch-
schulpakt 2020, der ,,Pakt fiir Forschung und Inno-
vation®, der Spitzenclusterwettbewerb oder die
Initiative ,,Forschungscampus - 6ffentlich private
Partnerschaften fiir Innovationen® bei. Die Exper-
tenkommission begriiBt auch die bildungs- und
forschungspolitischen Kooperationen des Bundes-
ministeriums fir Bildung und Forschung mit China.
Bundesministerin Schavan kiindigte an, dass die
Bundesregierung das Gutachten sorgféltig priifen
und im Sommer im Bundesbericht Forschung und
Innovation 2012 dazu Stellung nehmen werde.

Weitere Informationen unter:
http://www.bmbf.de[/press/3242.php
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Forschung fiir die zivile Sicherheit

Sicherheitist eines der hochsten Giter einer Ge-
sellschaft und sowohl die Basis eines freien Lebens
als auch ein wichtiger Faktor des wirtschaftlichen
Wohlstandes. Im Rahmen der Globalisierung steht
der Schutz der zivilen Sicherheit vor neuen Heraus-
forderungen. Zunehmende Extremwetterereignis-
se, weltweit operierender Terrorismus, aber auch
freier Handel, Reisen und Kommunikation erzeu-
gen Gefahrenpotentiale, die nach innovativen
Losungen verlangen.

Das neue Rahmenprogramm ,,Forschung fiir die
zivile Sicherheit® 2012-2017 baut auf der im Jahr
2007 gestarteten ersten Programmphase auf. Im
Mittelpunkt stehen Losungen, die den Schutz der
Bevolkerung und der kritischen Infrastrukturen
vor Bedrohungen durch Terrorismus, Sabotage,
organisierter Kriminalitdt, Piraterie, aber auch vor
den Folgen von Naturkatastrophen und Grounfal-
len gewéhrleisten und einen Beitrag zum Schutz
unseres freiheitlichen Lebensstils leisten. Die fiinf
Handlungsfelder zielen dabei auf die Sicherheit
kritischer Infrastrukturen, der Wirtschaft und des
Cyberraums.

Das BMBF kooperiert hierzu mit den fiir die jewei-
ligen Politikbereiche verantwortlichen Ressorts.
Forschung, Gesetzgebung, Standardsetzung, inter-
nationale Kooperation und Beschaffung im Bereich
der zivilen Sicherheit werden auf diese Weise im
Gesamtkontext betrachtet. In den Projekten wer-
den alle Akteure der Innovationskette, wie etwa
Behorden und Organisationen mit Sicherheitsauf-
gaben sowie Betreiber von Infrastrukturen, einbe-
zogen, um gemeinsam innovative Technologien
und effizientere Organisationsformen zu schaffen.

Weitere Informationen unter:
http://www.bmbf.de/de/6293.php und
http://www.bmbf.de/de[11773.php

Den demografischen Wandel aktiv gestalten

Die Verdnderung der Altersstruktur unserer Gesell-
schaftistin den vergangenen Jahren immer deut-
licher geworden. Wéhrend die durchschnittliche
Lebenserwartung in Deutschland heute so hoch ist
wie nie zuvor, sinkt die Bevolkerungszahl aufgrund
einer anhaltend niedrigen Geburtenrate. Laut Pro-
gnose des Statistischen Bundesamtes wird im Jahr



2030 etwa die Halfte der Menschen hierzulande
iiber 50 und fast jede dritte Person dlter als 65 Jahre
sein. Bereits heute sind beispielsweise an Schulen
erste Folgen dieser Verdnderungen sichtbar.

Mit der im November 2011 vom Bundeskabinett
verabschiedeten ,,Forschungsagenda fiir den
demographischen Wandel: Das Alter hat Zukunft*
adressieren erstmals mehrere Ressorts ibergrei-
fend dieses Thema. Im Fokus der Agenda stehen
insbesondere dltere Menschen, die sich in den letz-
ten Jahren ihres Berufslebens befinden oder bereits
aus dem Berufsleben ausgeschieden sind.

,Wir wollen durch Forschung die Entwicklung von
neuen Losungen, Produkten und Dienstleistungen
vorantreiben, die die Lebensqualitdt und gesell-
schaftliche Teilhabe &lterer Menschen verbessern.
Wir wollen dadurch zum Wohle aller Generationen
bislang verborgene Schétze einer Gesellschaft des
langeren Lebens heben®, sagte Schavan anlésslich
der Bekanntgabe der Agenda. Insgesamt sechs
Handlungsfelder werden als Ziel der Forschung
benannt: Grundsatzfragen einer Gesellschaft des
langeren Lebens, Kompetenzen und Erfahrungen
dlterer Menschen fiir Wirtschaft und Gesellschaft
nutzen, alter werden bei guter Gesundheit, gesell-
schaftliche Teilhabe: Mobil in Verbindung bleiben,
sicher und unabhéngig Wohnen sowie mit guter
Pflege zu mehr Lebensqualitét.

Weitere Informationen unter:
http://www.bmbf.de/de/4657.php

Anerkennungsgesetz

Wirtschaftlicher Aufschwung und demographi-
scher Wandel fiithren in Deutschland zu einem
immer intensiveren Wettbewerb um die begrenzte
Zahlvon Fachkréften. Neben der Aktivierung und
Nutzung inldndischer Potenziale soll auch die
qualifizierte Zuwanderung attraktiver werden.
Das am 01. April 2012 in Kraft getretene ,,Gesetz zur
Verbesserung der Feststellung und Anerkennung
im Ausland erworbener Berufsqualifikationen®
erleichtert daher die Anerkennung im Ausland
erworbener Berufsqualifikationen.
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fiir Bildung
und Forschung

R

Durch die Neuregelung wird erreicht, dass kiinf-
tig fiir Anerkennungssuchende, Arbeitgeber und
Betriebe nachvollziehbare und bundesweit még-
lichst einheitliche Bewertungen zu beruflichen
Auslandsqualifikationen zur Verfiigung stehen.
Das Anerkennungsgesetz umfasst ein neues Bun-
desgesetz, das sogenannte Berufsqualifikations-
feststellungsgesetz, sowie Anpassungen in bereits
bestehenden Regelungen zur Anerkennung von
Berufsqualifikationen in rund 60 auf Bundesebe-
ne geregelten Berufsgesetzen und Verordnungen
fur diereglementierten Berufe, also z.B. fiir die
akademischen und nichtakademischen Heilberu-
fe und die Handwerksmeister. Die Linder haben
angekindigt, die berufsrechtlichen Regelungen
inihrem Zustdndigkeitsbereich (beispielsweise
Lehrer, Ingenieure, Erzieher) ebenfalls zu &ndern,
um auch fiir diese Berufe die Anerkennungsver-
fahren zu verbessern.

Der bislang stark begrenzte Personenkreis, dem die
Anerkennung ausldndischer beruflicher Qualifika-
tionen offenstand, wird durch das Gesetz erheblich
erweitert. Es gibt nun fiir 350 nicht reglementierte
Berufe (Ausbildungsberufe im dualen System nach
dem Berufsbildungsgesetz und im Handwerk)
einen Rechtsanspruch auf das Bewertungsverfah-
ren. Das Gesetz schafft zudem die Kopplung an die
deutsche bzw. EU-Staatsangehorigkeit weitgehend
ab. Ausschlaggebend sind in den meisten Berufen
kiinftig nur der Inhalt und die Qualitat der Berufs-
qualifikationen, nicht aber die Staatsangehorigkeit
oder Herkunft.

Weitere Informationen unter:
http://www.bmbf.de/de/15644.php

Informationen zu diesen und anderen inter-
essanten Themen zur Hightech-Strategie
fiir Deutschland finden Sie unter
www.hightech-strategie.de
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MEHR POWER FUR GEHIRN-SIMULATIONEN

Simulation Laboratory Neuroscience in Jilich gegriindet

Mit Supercomputern das Gehirn verstehen - das ist das Ziel des
neuen Simulation Laboratory Neuroscience am Forschungszentrum
Julich, welches durch die Helmholtz-Gemeinschaft gegriindet wurde.
Im Rahmen der neuen Institution wird die ,,Bernstein Facility
Simulations- und Datenbanktechnologie® eingerichtet, die dem vom
Bundesministerium fiir Bildung und Forschung (BMBF) geférderten
Nationalen Bernstein Netzwerk Computational Neuroscience
angeschlossen ist. Sie wird dessen Wissenschaftler beratend
unterstitzen und dadurch eine optimale Verzahnung mit dem Feld
der Computational Neuroscience in Deutschland herstellen.

Computer-Simulationen und theoretische Modelle werden immer
wichtigere Werkzeuge, um die komplexen Prozesse unseres Gehirns
zu verstehen. Das Simulation Laboratory unterstiitzt Neurowissen-

Computermodelle integrieren die raumliche
Verteilung der Nervenfaserbahnen im
menschlichen Gehirn

Die im Institut fiir Neurowissenschaften und Medizin, INM-1, entwickelte dreidimensionale
Bildgebung mit polarisiertem Licht (3D-Polarized Light Imaging, 3D-PLI) ermdglicht die
rdumliche Darstellung von Nervenfaserbahnen im menschlichen Gehirn mit einer
Aufldsung von bis zu einem tausendstel Millimeter. So kdnnen selbst kleinste Faser-
verbindungen (hier dargestellt als dreidimensionale Réhren oder ,tubes®) mit bislang
unerreichtem Detailreichtum sichtbar gemacht werden.

Quelle: Katrin Amunts, Markus Axer, Forschungszentrum Jiilich
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schaftler aus ganz Europa bei der optimalen Nutzung der Jilicher
Hochleistungscomputer. AuBerdem wird es die Weiterentwicklung
und Standardisierung theoretischer Modelle im Bereich der Hirnfor-
schung vorantreiben.

Der leistungsstarkste Computer der Welt sitzt in unserem Kopf. Etwa
100 Milliarden Nervenzellen wirken im Gehirn zusammen. Nach
welchen Regeln die Zellen und Hirnareale miteinander kommunizieren
und was bei neurologischen Erkrankungen verédndert ist, untersuchen
Wissenschaftler immer haufiger in Simulationen. Doch je realistischer
diese werden, desto rechenintensiver sind sie auch. Zudem gewinnen
in den Neurowissenschaften Verfahren an Bedeutung, bei denen
innerhalb kurzer Zeit sehr groBe Datenmengen gesammelt werden
kdnnen. So werden z.B. bei der Analyse von Faserbahnen durch
Bildgebung mit polarisiertem Licht (3D-PLI) bereits jetzt Datenséatze
erzeugt, die mehrere Hundert TByte flir nur ein einziges Gehirn
betragen. Derartige Datenmengen erfordern neue Wege in der
Datenverarbeitung. Die Forscher am Jiilich Supercomputing Centre
(JSC), einem der fiihrenden Supercomputer-Zentren in Europa,
werden darum Methoden weiterentwickeln, welche die Analyse
immer groBerer neurowissenschaftlicher Datensatze ermoglichen.

Um die Leistung der Jilicher Supercomputer wie JUGENE voll
ausnutzen zu kdnnen, miissen Simulationen von Hirnprozessen erst
auf deren speziellen Anforderungen und Moglichkeiten angepasst
werden. ,Heutige Supercomputer bestehen aus hunderttausenden
von Rechenkernen. Um eine Simulation effizient liber diese Prozessoren
zu verteilen, bendtigen wir vollig neue Datenstrukturen und Kommuni-
kationsalgorithmen im Vergleich zu denen, die wir auf kleineren
Systemen eingesetzt haben®, erklart Markus Diesmann, Professor fiir
Computational Neuroscience am Forschungszentrum Jilich und Leiter
des Netzwerks zur Modellierung des menschlichen Gehirns in der
Helmholtz-Allianz Systembiologie. Aufgaben wie diese sind Bestand-
teil des Helmholtz-Portfolioprojektes ,,Supercomputing and Modelling
for the Human Brain“ (Sprecher: Katrin Amunts, Thomas Lippert).
Gemeinsam werden hier Experten fiir Computational Neuroscience,
Datenanalyse, den experimentellen Neurowissenschaften, Virtuelle
Realitat und Supercomputing daran arbeiten, ihre Programme
anzupassen und zu optimieren. Durch eine verbesserte Standardisie-
rung der Modellbeschreibung erhoffen sich die Forscher sowohl eine
bessere Vergleichbarkeit als auch eine vereinfachte Kombination
unterschiedlicher Teilmodelle. Durch Zusammenarbeit mit Kolleginnen
und Kollegen in der Helmholtz-Allianz Systembiologie sollen die



Der vom Jiilich Supercomputing Centre betriebene Supercomputer JUGENE sowie sein Nachfolger und andere Spezialrechner werden im Rahmen der neuen Einrichtung vermehrt fiir
Simulationen zur Aufklarung der Gehirnfunktion eingesetzt werden.

gewonnen Erkenntnisse und Methoden auf andere biologische
Prozesse, etwa zur Simulation der Kommunikation von Tumorzellen
mit ihrer Umgebung und untereinander Ubertragen werden.

Als Teil des Nationalen Bernstein Netzwerks Computational Neuro-
science ist die neue Einrichtung von Beginn an hervorragend in die

neurowissenschaftliche Forschungslandschaft in Deutschland
eingebunden. Im Bernstein Netzwerk, das sich innerhalb weniger

Jahre eine international fiihrende Rolle erarbeitet hat, sind tiber 200

Das Bernstein Netzwerk Computational
Neuroscience

&3 Bemstein Preis

& Bernstein Kooperation

& Bermstein Gruppe
Bernstein Zentrum

*Bemstein Koordinationsstelle
*Bernstein Facility: Simulations- &
Datenbanktechnologie
* Nationaler INCF Knoten
& D-USA Kooperation

O Bernstein Fokus: Neurotechnologie

&3 Bernstein Fokus: Neuronale Grundlagen
des Lernens

Das Bernstein Netzwerk Computational Neuroscience verkniipft die nationalen
Forschungseinrichtungen und Projekte auf dem Gebiet der Computational Neuro-

science. Das Forschungszentrum Jiilich betreibt nun die Bernstein Facility Simulations-

und Datenbanktechnologie.

Quelle: Bernstein Netzwerk Computational Neuroscience

Quelle: Forschungszentrum Jiilich

wissenschaftliche Arbeitsgruppen miteinander vernetzt. Hier werden

groBe Mengen relevanter neurobiologischer Daten gesammelt und
komplexe Modelle und Simulationen eingesetzt, die eine langfristige
Verfligbarkeit und Weiterentwicklung von Simulations-Software

erfordern und sich zum Teil erst mit den Jllicher Supercomputern

rechnen lassen. Die Zusammenarbeit mit dem Bernstein Netzwerk ist

ein gelungenes Beispiel dafiir, wie sich langfristige institutionelle

Forderung der Helmholtz Gemeinschaft und Projektférderung des
BMBF erganzen kénnen - fiir ein gemeinsames Ziel: Das Verstandnis
des Gehirns.

Quelle: Pressemitteilung Forschungszentrum Jiilich

WEITERE INFORMATIONEN UND KONTAKT:

Julich Supercomputing Centre (JSC)
http://www.fz-juelich.de/ias/jsc
Direktor: Prof. Dr. Dr. Thomas Lippert

Institut fir Neurowissenschaften und Medizin, Bereich
Strukturelle und Funktionelle Organisation des Gehirns
(INM-1)

http://www.fz-juelich.de/inm/inm-1

Direktorin: Prof. Dr. Katrin Amunts

Institut fiir Neurowissenschaften und Medizin, Bereich
Computational and Systems Neuroscience (INM-6)
http://www.csn.fz-juelich.de

Direktor: Prof. Dr. Markus Diesmann

Bernstein Netzwerk Computational Neuroscience
http://www.nncn.de/

Simulation Laboratory Neuroscience - Bernstein Facility
Simulation and Database Technology
http://www.fz-juelich.de/bfsd

ANSPRECHPARTNER:

Prof. Dr. Markus Diesmann
Forschungszentrum Jiilich
diesmann@fz-juelich.de
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NEUE ANSATZE FUR DIE KREBSFORSCHUNG:

Drei neue Systembiologieprojekte am DKFZ gestartet

Seit dem Jahr 2007 erforscht das SBCancer-Netzwerk der Helm-
holtz-Allianz Systembiologie Storungen in Signalwegen, die bei
vielen Krebsarten entscheidend fiir die Entstehung und den Verlauf
der Krankheit sind. Dabei arbeiten Forscher des Deutschen
Krebsforschungszentrums (DKFZ) eng zusammen mit Partnern an
Universitaten und anderen Einrichtungen. Auf Grundlage der im
Rahmen der Helmholtz-Allianz gewonnenen Erkenntnisse wurden
jetzt drei am DKFZ koordinierte Forschungsverbiinde fiir eine
Forderung im Rahmen des ,,Systembiologie in der Krebsforschung -
CancerSys® -Programms des Bundesministeriums fiir Bildung und
Forschung (BMBF) ausgewahlt. Die im Friihjahr 2012 gestarteten
Verbilinde werden dabei fiir drei Jahre mit insgesamt neun Millionen
Euro geférdert. Die Verbiinde LungSys Il, CancerEpiSys und
MYC-NET kombinieren experimentelle Messverfahren mit mathema-
tischen Modellen, um die komplexen molekularen Vorgénge bei der
Krebsentstehung aufzukléren. Dazu arbeiten die Wissenschaftler
des DKFZ eng mit Forschern an den Universitatskliniken in Heidel-
berg und Ulm und mit Unternehmen wie etwa Roche zusammen.

Resistenz von Krebszellen erforschen

Im Verbundprojekt MYC-NET untersucht ein Forscherteam des DKFZ
und der Universitat Heidelberg um Dr. Frank Westermann, Prof. Dr.
Thomas Hdéfer und Prof. Dr. Stefan Pfister die molekularen Mecha-
nismen, die Krebszellen kindlicher Tumoren des Nervensystems
widerstandsféhig gegen Chemo- oder Strahlentherapie machen. Bei
einer Vielzahl von Patienten I6sen diese Therapien jedoch Mutationen
aus, die Krebszellen zur Resistenz gegen die Therapie verhelfen. Um
zu verstehen, wie die Mutationen die normalerweise fein abgestimmte
Balance zwischen Zelltod und Zellteilung beeinflussen, kombinieren
die Wissenschaftler genetische, biochemische, systembiologische
und mathematische Ansatze. Insbesondere wollen sie zum ersten
Mal unter dem Mikroskop beobachten, wie Krebszellen auf eine
Chemotherapie reagieren, um die Variabilitdt des Zellverhaltens und
die Selektion therapieresistenter Krebszellen auf Einzelzellebene zu
charakterisieren

Auch die Verpackung spielt eine Rolle

Wie lasst sich eine der haufigsten Blutkrebsarten der westlichen
Welt, die chronisch lymphatische Leukdmie, wirkungsvoller behan-
deln? Dieser Frage gehen Wissenschaftler im Forschungsnetzwerk
CancerEpiSys nach.

Dass sich Krebszellen anders verhalten als gesunde Zellen, liegt
nicht nur an Verdnderungen der Erbinformation selbst, sondern
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auch an ihrer ,Verpackung®. Verédnderungen in diesem Bereich
kénnen dazu fiihren, dass die Erbinformation nicht richtig gelesen
wird. Dadurch kann eine kranke Zelle z. B. Gene ausschalten, die
die Krebsentstehung normalerweise verhindern. Mit den vielfaltigen
Wechselwirkungen von ,Verpackung“ und Erbinformation befasst
sich die Epigenetik. ,Wir wollen epigenetische Zusammenhénge heraus-
filtern, die fur die Entstehung und Bekd@mpfung der chronischen
lymphatischen Leukdmie entscheidend sind®, erldutern Dr. Karsten
Rippe vom DKFZ und Dr. Daniel Mertens von der Ulmer Universitats-
klinik fir Innere Medizin I, die das neue Forschungsnetzwerk
koordinieren. Gleichzeitig wollen die Forscher herausfinden, wie
epigenetisch wirksame Krebsmedikamente auf diese Faktoren
Einfluss nehmen.

Optimale Behandlung von fortgeschrittenem Lungenkrebs

In Deutschland ist Lungenkrebs bei Ménnern die haufigste, bei
Frauen die dritthdufigste krebsbedingte Todesursache. Das Fehlen
von Symptomen wahrend der friihen Stadien der Krankheit und die
frihe Metastasierung sind die haufigsten Ursachen dafiir, dass diese
Krebsart oft erst sehr spat und in fortgeschrittenen Stadien erkannt
wird. Nur 2% der Patienten mit metastasiertem Lungenkrebs leben
noch 5 Jahre nach der Diagnose.

Das Konsortium LungSys Il - Systembiologie des Lungenkrebs -
Dynamische Eigenschaften der friihen Metastasierung und therapeu-
tische Optionen adressiert ein zentrales Problem des Lungenkrebs,
die friihe systemische Ausbreitung von Tumorzellen unabhéngig von
der TumorgréBe. Innerhalb des LungSys Il Konsortiums, das von
Prof. Dr. Ursula Klingmiiller und Prof. Dr. Thomas Héfer koordiniert
wird, arbeiten Partner aus unterschiedlichen Disziplinen eng mit
der Thoraxklinik in Heidelberg und der pharmazeutischen Industrie
(Roche Diagnostics und Merrimack) zusammen, um die komplexen
Mechanismen, die friihe Metastasierung im Lungenkrebs beglinsti-
gen, zu verstehen. Bisher zeigen Therapien mit niedermolekularen
Inhibitoren oder therapeutischen Antikorpern auf Grund von Sekun-
dérmutationen oft nur voriibergehende Effekte, da umfangreiche
Interaktionen zwischen Signaltransduktion der Wachstumsfaktoren
und anderen Signalwegen existieren. Die integrative mathematische
Modellierung ermdglicht es, das komplexe dynamische Zusammen-
spiel der verschiedenen Systemkomponenten quantitativ zu erfas-
sen und die Auswirkung von Stérungen auch z. B. von Kombinations-
therapien vorherzusagen. Dieser Ansatz birgt das Potential, sowohl
Therapiemoglichkeiten zu optimieren als auch fir die individuelle
Konstellation in Patienten anzupassen und wird daher einen wesent-
lichen Beitrag zur Personalisierten Medizin leisten.

Quelle: Pressemitteilung DKFZ Heidelberg



MYC-NET

Das MYC-NET Konsortium untersucht Resistenzmechanismen von
Krebszellen, beim Neuroblastom und dem Medulloblastom. Das
Onkogen MYCN stellt hier ein Schliisselmolekdil dar. MYCN inter-
agiert mit weiteren zellularen Signalmolekdilen, die gemeinsam das
Wachstum und die Differenzierung der Zelle kontrollieren. Verdnde-
rungen in diesen Molekiilen durch MYCN-getriebene Uberexpression
und Mutationen spielen eine wichtige Rolle bei Krebs. Das Zusam-
menwirken dieser genetischen Veranderungen wird im Rahmen von
MYC-NET untersucht. MYC-Onkogene sind auch bei ca. 70% aller
humanen Tumore verandert, so dass MYC-NET prinzipielle Einsich-
ten in die Mechanismen der Therapieresistenz von Tumoren liefern

soll. =g . L2V, 3P, BT,
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CancerEpiSys

Durch Hochdurchsatz-Genomsequenzierungen konnen selbst kleinste
Veranderungen im Erbgut und seiner Verpackung in Tumorzellen
identifziert werden. Fiir kurze Bruchstiicke des Genoms wird die
DNA-Sequenzabfolge durch aufeinanderfolgende Reaktionen mit
vier verschiedenen Farbstoffen (rot, gelb, griin und blau) sichtbar
gemacht, die die vier Buchstaben der DNA reprdsentieren. So
entstehenden nach jedem Reaktionsschritt Farbmuster, wie sie auf
der Abbildung gezeigt sind. Aus diesen Mustern werden fiir das
gesamte Genom die DNA-Sequenzen bestimmt, die in den Tumorzellen
epigenetische Verdnderungen zeigen, die Thema des Verbundes
CancerEpiSys sind.

LungSys I

Der Hepatocyte Growth Factor HGF ist e l‘|l_"
ein kritischer Faktor fiir die Regulation
der Zellmigration bei der Metastasie-
rung von Lungenkrebs. Im Rahmen
von LungSys Il soll seine Rolle besser
untersucht und neue Strategien zur
Intervention entwickelt werden. Dabei

soll zunachst auf molekularer Ebene
das Signalnetzwerk entschlisselt wer-
den, welches dann das Verhalten der

Zellen bestimmt. Daraus sollen dann f.: - E

neue Behandlungsstrategien abgeleitet
werden. ¢
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direkt oder indirekt,
das ist hier die frage!

von Saskia Trump, Jacob J. Michaelson, Andreas Beyer und Irina Lehmann

Zellen sind die kleinsten Bausteine unseres Korpers.
In jeder dieser Zellen laufen komplexe Prozesse ab,
die unter normalen Umstanden daflr sorgen, dass
die Gesundheit unseres Kdrpers aufrechterhalten
werden kann. Werden nun aber die daftrr verantwort-
lichen Prozesse durch duBere Faktoren wie beispiels-
weise durch den Kontakt mit Chemikalien beein-
flusst, kann dieses sensible Prozessgleichgewicht
gestodrt werden. Ein umfangreiches Verstandnis der
Konsequenzen dieser ,,Gleichgewichtsstérungen*”
bildet die Grundlage fir eine sichere Vorhersage von
toxischen Effekten sowie fur mégliches therapeuti-
sches Einwirken auf Krankheitsprozesse, die durch
auBere Exposition hervorgerufen werden.

Entgiftung, was sonst?

Der Arylhydrocarbon-Rezeptor (Ah-Rezeptor), ein intrazelluldres
Protein, das in der Lage ist, die Genantwort spezifisch zu regu-
lieren, ist ein bekannter Angriffspunkt fiir solche Chemikalien.
Die Aufgabe dieses Rezeptors besteht unter anderem darin, die
Entgiftung von schidlichen Xenobiotika (Chemikalien oder auch
Therapeutika) zu aktivieren und deren Ausscheidung aus der
Zelle zu vereinfachen. Kommt eine Zelle mit Chemikalien in Kon-
takt, binden diese an den Ah-Rezeptor, wodurch dieser aktiviert
wird. In seiner Rolle als Transkriptionsfaktor beeinflusst er dann
spezifisch die Genantwort der Zelle, wodurch zum Beispiel Gene
aktiviert werden, die fiir den Entgiftungsprozess verantwortlich
sind. Beim Versuch der Zelle, die fiir sie schidlichen Chemika-
lien zu eliminieren, kénnen allerdings giftige Abbauprodukte
entstehen, die selbst auf die Genregulation einwirken kénnen.
Betrachtet man nun den Effekt einer Chemikalie auf die gesamte
Genantwort, ist diese eine Mischung unterschiedlicher Prozesse:
Von direkten iiber den Ah-Rezeptor ausgeldsten Effekten zum
Schutz der Zelle und von durch Abbauprodukten verursachten
indirekten, oftmals toxischen Effekten (Abb. 1). Will man vorher-
sagen, ob eine Chemikalie toxische Effekte hervorrufen kann und

diesen entgegenwirken, muss man diese Prozesse voneinander

unterscheiden kénnen.

Forschung Direkt oder indirekt, das ist hier die Frage!

Lernen und Kilassifizieren

Dies ist uns durch die Verwendung eines sogenannten Random
Forest, eines maschinellen Lernverfahrens, gelungen. Dieses
Klassifikationsverfahren beruht auf wihrend des Lernpro-
zesses zufillig gewachsenen Entscheidungsbiaumen, die dem
Verfahren ihren Namen gaben. Das Computerprogramm wird
mit Genexpressionsdaten von Chemikalien mit bekannten to-
xischen oder nichttoxischen Effekten trainiert und kann dann
in einem unbekannten Genexpressionsdatensatz direkte, Ah-
Rezeptor-spezifische, von indirekten, toxischen Effekten, die
durch Abbauprodukte von Chemikalien verursacht werden,
trennen. Unter Verwendung dieses Verfahrens konnten wir
nach Aktivierung des Rezeptors durch Benzo[a]pyren, einem
sehr hiufig in der Umwelt vorkommenden Schadstoff, 81 di-
rekte Zielgene des Ah-Rezeptors identifizieren und 1.308 Gene,
die durch indirekte, toxische Effekte reguliert werden (Micha-
elson et al., 2011) (Abb. 2).

Endogene Signalwege beeinflussen

Unter den Genen, die als direkt durch Ah-Rezeptor beeinflusst
identifiziert werden, sind solche, die selbst Transkriptionsfak-
toren sind, also ebenfalls direkt die Regulation anderer Gene
steuern kdnnen. Somit ist die Aktivierung des Ah-Rezeptors
der initiale Schritt in einer Transkriptionskaskade, in der
nacheinander Transkriptionsfaktoren angeschaltet und deren
entsprechende Zielgene aktiviert werden. Durch die Identifi-
zierung dieses durch den Ah-Rezeptor regulierten Transkrip-
tionsnetzwerks haben wir Hinweise darauf gefunden, dass der
Ah-Rezeptor neben Entgiftungsprozessen auch weitere wichtige
physiologische Prozesse der Zelle steuert und damit wahr-
scheinlich eine viel stirkere Krankeitsrelevanz besitzt als bisher

vermutet.

Es war lange angenommen worden, dass die Aufgabe dieses Re-
zeptors allein darin besteht, die Entgiftung von schédlichen

Chemikalien zu vermitteln. Diese Sicht auf die Rolle des Ah-Re-
zeptors beginnt sich nunmehr zu verdndern. Unsere Daten deuten

ebenso wie die Ergebnisse aus weiteren unlidngst erschienenen

www.systembiologie.de



Die Aktivierung des Arylhydrocarbon-Rezeptors (Ahr) durch einen seiner Liganden fiihrt zur Translokation des Rezeptors in den Zellkern. Dies
ist ein essentieller Schritt, der der Modulation der Genantwort vorausgeht. Durch die Markierung des Ahr mit einem griin fluoreszierenden
Protein kann diese Lokalisationsveranderung auf Einzelzellebene beobachtet werden (Bild: Saskia Trump).

Studien darauf hin, dass Signale, die durch die Aktivierung dieses
Rezeptors ausgeldst werden, auf zelluldre Entscheidungsprozesse
einwirken und so auch eine wichtige Rolle in der Krankheits-
entstehung spielen kénnen. So konnte im vergangenen Jahr
erstmals eine Beteiligung des Ah-Rezeptors an der Entstehung
von Gehirntumoren nachgewiesen werden. Dabei bedienen sich
Tumorzellen eines Tricks, um sich gegen Immunzellen zu
schiitzen, die sie bekdmpfen wollen: Sie produzieren eine Sub-
stanz namens Kynurenin, die von T-Lymphozyten (Immunzellen),

die eigentlich den Tumor abwehren sollen, aufgenommen wird

und durch die Aktivierung des Ah-Rezeptors deren Aktivitit
hemmt (Opitz et al., 2011).

Die Identifizierung des durch den Ah-Rezeptor induzierten
genregulatorischen Netzwerkes, das fiir die Reaktion einer
Zelle auf eine Chemikalie verantwortlich ist, wird nicht nur
dabei helfen, toxische Effekte von Chemikalien besser vorher-
zusagen. Es ist auch die Grundlage fiir die gezielte Beeinflus-
sung von durch den Ah-Rezeptor fehlgesteuerten Prozessen in

der Zelle.

. Abbaupnsdukte der Chemikalie

Tritt eine Chemikalie in eine Zelle ein, kann diese an ein Protein
binden, das als Ah-Rezeptor (AhR) bekannt ist. In seiner Rolle als
Trankriptionsfaktor aktiviert der AhR spezifische Zielgene (direkter
Effekt), die unter anderem zum Abbau der Chemikalie fihren
(P450 Abbau). Die so entstehenden Abbauprodukte kénnen
jedoch ebenfalls schadlich fur die Zelle sein und selbst auf die

Genregulation einwirken (indirekter oder toxischer Effekt)

(Bild: Saskia Trump).

www.systembiologie.de
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Steckbrief Forschungsprojekt:

Projektname: ,,From contaminant molecules to cellular respon-
se: Quantitative and predictive development”. Das Projekt wird

im Rahmen der Helmholtz-Allianz Systembiologie geférdert.
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Ein maschinelles Lernverfahren (Random Forest)
erkennt die charakteristischen Merkmale in der zeit-
abhangigen Genantwort und kann so die verschie-

denen Klassen identifizieren (Bild: Saskia Trump).

Forschung Direkt oder indirekt, das ist hier die Frage!
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piotransiormation von
remdstofien in der leoer

Systembiologische Ansétze zur Vorhersage von

Arzneimittelwirkungen

von Ulrich Zanger, Maria Thomas, Reinhold Kerb, Ute Hofmann, Benjamin Kandel, Marcus Klein

und Matthias Schwab

Unser Organismus nimmt permanent eine Vielzahl
von Fremdstoffen auf, zu denen unter anderem
Nahrungsstoffe, Arzneimittel oder Umweltgifte zahlen.
Die Aufgabe, diese Substanzen unschéadlich zu ma-
chen und flr die Ausscheidung vorzubereiten, ist
eine lebenswichtige Funktion der Leber. Dieser Pro-
zess, der hauptsachlich in den Hepatozyten ablauft,
besteht aus einer komplexen Abfolge von Reaktions-
schritten, die von einem umfangreichen Arsenal von
Proteinen katalysiert werden, zu dem Cytochrom
P450 Monooxygenasen (CYP), verschiedene Konju-
gationsenzyme sowie Transportproteine gehdren
(gemeinsam ADME Gene genannt, da sie an ab-
sorption, distribution, metabolism and excretion
von Fremdstoffen beteiligt sind). Eine typische Sys-
temeigenschaft dieses Biotransformationssystems,
welches durch die breiten und tUberlappenden Sub-
stratspezifitdten der einzelnen Enzyme und Transporter
ensteht, ist Robustheit gegenlber exogenen oder
endogenen Stdrungen. Allerdings reicht diese nicht
immer aus, so dass - bedingt durch Variationen im
Erbgut (genetische Polymorphismen), Krankheit
oder Umweltfaktoren — ein eingenommenes Medi-
kament nicht mehr hinreichend abgebaut oder akti-
viert wird. Die Folge sind Uberreaktion, Toxizitat
oder Therapieversagen. Das Dr. Margarete Fischer-
Bosch Institut fur Klinische Pharmakologie in Stutt-
gart (Leiter: M. Schwab), eine Einrichtung der Robert
Bosch Stiftung, erforscht seit vielen Jahren die
komplexen Mechanismen, welche zu unerwarteten
Arzneimittelwirkungen (UAW) fiihren oder eine feh-
lende Wirksamkeit erkldren. An diesen sind oft
genetische Polymorphismen beteiligt (Zanger et al.,
2008), aber auch Regulationsprozesse, die zu ver-
anderter Expression der beteiligten Enzyme und
Transporter flihren, spielen eine wesentliche Rolle.
Systembiologische Ansétze sollen helfen, die kom-

www.systembiologie.de

plexen Vorgénge der Biotransformation besser zu
verstehen und Modelle zur Vorhersage der Arznei-
mittelwirkung zu entwickeln. Bereits in den BMBF
geférderten HepatoSys-Netzwerken wurden die
Robustheit des Arzneimittelmetabolismus sowie die
cholesterinsenkenden Statine mittels systembiolo-
gischer Methoden untersucht (Bucher et al., 2011;
Schréder et al., 2011). Im Kompetenznetzwerk
Virtuelle Leber koordiniert das IKP Stuttgart drei
Projekte, die sich mit der Regulation durch nukleére
Rezeptoren, den Einfluss entziindlicher Prozesse,
sowie die Translation von Forschungsergebnissen
in die Klinik befassen.

Nukleadre Rezeptoren: Interface zwischen endoge-
nem und Fremdstoffmetabolismus

Die nukledren Rezeptoren (NR) bilden eine beim Menschen aus 48
Mitgliedern bestehende Superfamilie von Transkriptionsfaktoren,
die bei der Entwicklung, Differenzierung und Homdostase eine
wichtige Rolle spielen. Viele dieser Proteine sind ligandenakti-
vierbare Transkriptionsfaktoren, deren Hauptaufgabe es ist, die
Transkription von Zielgenen in Abhingigkeit eines endogenen
oder exogenen Liganden zu regulieren. In den Hepatozyten koor-
dinieren mehrere NR, wie z.B. die durch Peroxisomen Prolifera-
toren aktivierten Rezeptoren (PPAR), der Farnesoid-X-Rezeptor
(FXR) oder der Glukokortikoidrezeptor (GR) den Energiehaushalt,
den Lipid- und Glukosestoffwechsel, Entziindungs- sowie weitere
physiologische Prozesse. Die klassischen Xenorezeptoren PXR
und CAR koordinieren dagegen hauptséchlich die Regulation
vieler ADME Gene durch Fremdstoffliganden (Abb. 1). Allerdings
gibt es zwischen endogenem Stoffwechsel und Fremdstoffmeta-
bolismus auch regulatorische Verbindungen. In unserer Gruppe
haben wir vor kurzem einen unerwartet deutlichen Einfluss

von PPARQ, einem Hauptregulator des Lipid- und Energiestoff-
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Reinhold Kerb, Kathrin Klein und Jessica Rieger (Foto: Bern Borstel).

wechsels, auf den CYP-vermittelten Arzneimittel-Metabolismus
gezeigt (Klein et al., 2012). Umgekehrt weisen jiingste Ergebnisse
auf eine Beeinflussung des Energiestoffwechsels durch PXR und
CAR hin. Wir interpretieren diese neuen Ergebnisse dahinge-
hend, dass funktionelle Redundanz auch auf der Ebene der Gen-
regulation die Robustheit des Systems gegeniiber endogenen und

exogenen Storfaktoren erhsht.

Um diese Systemeigenschaften weiter zu charakterisieren, unter-
suchen wir den Einfluss der hepatischen nukledren Rezeptor-
vermittelten Signaltransduktion auf den endogenen und exogenen
Stoffwechsel mittels Nasslabor aber auch mittels Computermo-
dellierung. Hierzu haben wir einen experimentellen Workflow
zur Generierung zeitaufgeldster Proben fiir quantitatives Tran-
skriptom-Profiling, LC-MS/MS-Metabolomik (Lipide, Gallensduren,
Metaboliten des Zentralstoffwechsels und Arzneimittelstoffwechsel),
sowie fiir Proteomik- und Phosphoproteomik-Analysen unserer

Partner am Naturwissenschaftlichen und Medizinischen Institut

Die beteiligten Partner am IKP Stuttgart : v.I.n.r.: Marcus Klein, Maria Thomas, Benjamin Kandel, Matthias Schwab, Uli Zanger, Ute Hofmann; nicht im Bild:

Reutlingen entwickelt (Abb. 2). Die Transkriptom-, Proteom- und
Metabolomdaten werden von Andreas Driger und Andreas Zell
vom ZBIT (Zentrum fiir Bioinformatik Tiibingen) zur Erstellung
von dynamischen mathematischen Modellen der NR-Signaltrans-
duktion verwendet, die dann in einer iterierenden Abfolge von

Modellierung und experimenteller Uberpriifung verfeinert werden.

Der Einfluss von Zytokinen: Wenn die Leber Wichti-
geres zu tun hat

Wihrend einer bakteriellen Infektion signalisieren von Makro-
phagen produzierte pro-inflammatorische Zytokine wie TNFa,
IL1-B und IL-6 den Hepatozyten, dass sie schnellstmdglich Akut-
phaseproteine (z.B. C-reaktives Protein) synthetisieren miissen,
die zur Initiierung der Immunabwehr benétigt werden. Offenbar
nimmt diese {iberlebenswichtige Funktion die Hepatozyten so in
Anspruch, dass sie momentan verzichtbare Funktionen wie den
Fremdstoffmetabolismus abschalten. Fiir den Patienten kann das

allerdings unangenehme Folgen haben, zum Beispiel wenn dadurch

Abbildung 1: Schematisches Diagramm Ligand-abhangiger, cytosolischer Signaltransduktionswege

in Hepatozyten

FRR. T AR
LAE, VI

iNOS: induziebare Nitricoxid Synthase, GST:
Glutathione S-Transferase, NQO: NAD(P)

H: Quinone Oxidoreduktase (adaptiert von
Nakata et al. 2006, Drug Metab Pharma-
cokinet. 21:437-457).

www.systembiologie.de



die Konzentration eines verabreichten Medikaments hdher als
erwartet ausfillt und aufgrund dessen Nebenwirkungen auftreten.
Wie die Signaliibertragung vom Zytokin bis zur Transkription der

ADME-Gene abliduft, ist erst in Umrissen bekannt.

Mehrere Mechanismen einschlieBlich der JAK/STAT-, MAPK-,
C/EBP- und PI3K/Akt-Signalwege wurden vorgeschlagen, um
eine Downregulation von CYPs und anderen ADME-Enzymen
auf transkriptioneller Ebene zu erkldren. Die Rolle der einzel-
nen Signalkaskaden und ihre Spezifitdten sind bisher allerdings
ungeklért. Um diese Frage zu beantworten, verwenden wir zum
Beispiel chemische Inhibitoren oder shRNA-kodierende Lenti-
viren gegen Schliissel-Molekiile der oben genannten Signalwege
in primiren humanen Hepatozyten. Ahnlich dem in Abbildung 2
gezeigten Workflow werden dann Hochdurchsatzdaten generiert,
die wiederum der Erstellung systembiologischer Modelle durch

die Tiibinger Partner dienen.

Vom Labor zum Patienten: Bestimmung der indivi-
duellen Entgiftungskapazitat der Leber

In vivo wird der Abbau von Arzneimitteln im wesentlichen durch
die drei Prozesse Leberdurchblutung, Arzneimitteltransport und
Arzneimittelmetabolismus bestimmt. Transport und Metabolismus
von Arzneimitteln kénnen im Menschen gemessen werden, in dem
spezifische Testmedikamente verabreicht werden, von denen die
Transport- und Abbauwege bekannt sind. Aus den pharmakokine-
tischen Parametern (z.B. Halbwertzeit, Arzneimittel-Clearance)
und dem Metabolitenprofil lassen sich so die entsprechenden Ab-
bau- und Transportwege modellieren. Die Phédnotypisierung mit
einem sogenannten ,,Cocktail“ von Testmedikamenten ist eine
auch in der Arzneimittelentwicklung etablierte Methode, die Ent-
giftungskapazitit der Leber funktionell im Menschen zu charak-
terisieren. So kénnen z.B. Arzneimittelwechselwirkungen oder
die Auswirkungen von Lebererkrankung oder genetischen Poly-
morphismen auf die Leberfunktion quantifiziert werden (Kerb

und Schwab, 2010). Der speziell fiir das ,,Virtual Liver“-Projekt

Perturbation
Zytokine
# Lentivirale Infiekfion (RMAL)

'!" H Drug {Ligand)

Hepatozyien

Humane Hepatozytenkulturen werden nach
unterschiedlichen Perturbationen fir die
simultane Analyse dynamischer Genexpres-
sionsprozesse aufgearbeitet. Die Erstellung
von Transkriptom-Profilen erfolgt mittels
Fluidigm™ Platform (IKP), die Analyse von
(Phospho)Proteomics mit Hilfe von Reverse-
Protein-Arrays (NMI), und die Messung von
Metabolomik durch LC-MS/MS (IKP)
(Grafik: Ulrich Zanger).
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zusammengestellte ,,Cocktail” besteht aus Medikamenten, die die

wichtigsten Transportproteine und Enzyme gezielt testen: Co-
dein fiir CYP2D6, Talinolol fiir die Efflux-Transporter ABCB1 und
ABCC2, Koffein fiir CYP1A2 und NAT2, Midazolam fiir CYP3A4/5,
sowie Torasemide fiir CYP2C9 und den Aufnahme-Transporter
OATP1B1. Auch die Leberdurchblutung kann durch den Einsatz
modernster bildgebender Verfahren im Menschen nicht-invasiv
gemessen werden. Die Kernspintomographie erlaubt es, die
Blutfliisse in der Leber und am Herzen zu quantifizieren und
gleichzeitig noch Information zur LebergréRe und gegebenfalls

pathologische Verdnderungen zu erfassen.

In diesem klinischen Teilprojekt wird derzeit eine reprisentative
Anzahl von gesunden Freiwilligen (n=120) systematisch mit
pharmakologischen und bildgebenden Verfahren hinsichtlich
der metabolischen Kapazitit ihrer Leber umfassend phéno-
typisiert. Von allen Probanden wird zudem ein pharmakoge-
netisches Profil aller wichtigen Genpolymorphismen erstellt.
Damit entsteht erstmals ein systembiologisches Gesamtbild
mit im Projekt abgestimmten Daten zur Leberfunktion von der
molekularen Ebene iiber die Organebene bis zum gesamten
Menschen innerhalb einer homogenen Population. Anhand die-
ser Daten erstellen unsere Projektpartner Lars Kiipfer und Jorg
Lippert von Bayer Technology Services (Leverkusen) vertikal
integrierte Modelle. Die dabei verwendete Modellierungstech-
nologie PBPK (physiology-based pharmacokinetics) erméglicht
neben der Beriicksichtigung physiologischer Daten auch die
Verwendung molekularer Parameter wie Enzymexpression und
Genotyp-Phénotyp Korrelationen, die zusitzlich aus Untersuch-
ungen von Gewebeproben einer grofen humanen Leberbank

des IKP integriert werden.

Diese unter Verwendung umfassender in-vivo und in-vitro Daten
neu entwickelten systembiologischen Modelle sollen zukiinftig
eine Vorhersage der individuellen Entgiftungskapazitit der Leber
vor Therapiebeginn erméglichen und damit einen Beitrag zur
personalisierten Medizin leisten. In gleicher Weise sind diese
Modelle auch fiir die Arzneimittelentwicklung von Bedeutung. Es
ist zu erwarten, dass Modelle mit valider Vorhersagekraft prizisere
Fragestellungen in Priifstudien am Menschen erlauben und letzt-

lich eine Reduktion klinischer Priifstudien erméoglicht.

Steckbrief Forschungsprojekt:

Die Forschungsprojekte sind Teilprojekte des BMBF-geférderten
Projektes Virtuelle Leber, einem Netzwerk aus siebzig Forscher-
gruppen, die sich zum Ziel gesetzt haben, ein dynamisches,
mehrskaliges Modell der menschlichen Leber zu erstellen. An
den vorgestellten Projekten sind folgende Institute und Personen

beteiligt:

Forschung Biotransformation von Fremdstoffen in der Leber

Dr. Margarete Fischer-Bosch Institut fiir Klinische Pharmakologie,
Stuttgart (Ute Hofmann, Benjamin Kandel, Reinhold Kerb, Kathrin
Klein, Marcus Klein, Jessica Rieger, Matthias Schwab, Maria
Thomas, Ulrich Zanger); Zentrum fiir Bioinformatik (ZBIT) der
Universitét Tiibingen (Roland Keller, Stefanie Tscherneck,
Andreas Dréger, Andreas Zell); Naturwissenschaftliches und Me-
dizinisches Institut Reutlingen (Ute Metzger, Markus Templin,
Thomas Joos); Bayer Technology Services Leverkusen (Lars

Kiipfer, Jérg Lippert).
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die biclogie

hinter den daten sehen

Analyse und Interpretation von Next Generation Sequencing Daten
Firmenportrait Genomatix Software GmbH

von Korbinian Grote

»Revolution®, ,Paradigmenwechsel”, ,,Durchbruch®...
Es gibt viele Mdglichkeiten, den technologischen
Umbruch, den wir in der Molekularbiologie gerade
erleben, zu beschreiben. Tatsache ist, dass sich
durch die innerhalb der letzten vier Jahre etablierten
sNext Generation Sequencing“-Methoden schneller
und besser Einblicke in die molekularen Prozesse
eines Organismus gewinnen lassen, als das irgend-
jemand zum Jahrtausendwechsel fir méglich gehalten
hatte. Heute kann man Genome und Transkriptome
einzelner Individuen innerhalb weniger Tage — in naher
Zukunft innerhalb weniger Stunden — entschlisseln,
in groBem MaBstab die Bindung von Transkriptions-
faktoren an die DNA erfassen oder Einblicke in die
individuellen Modifikationen des Genoms durch
Methylierung oder andere epigenetische Verénde-
rungen finden. Soweit die Theorie.

In der Praxis ergeben sich durch die anfallenden enormen Daten-
mengen eine Reihe von Herausforderungen, nicht nur im Bereich
der Speicherung und Handhabung, sondern insbesondere bei der
Analyse und Interpretation. Die von den Sequenzierern gelieferten
Rohdaten (,,reads”) miissen zunichst auf Referenzgenomen oder
-transkriptomen verortet werden, anschlieRend miissen die ge-
fundenen Positionen in Bezug zu bereits bekannten funktionellen
Einheiten (Gene, Transkripte, Promotoren, etc.) gesetzt werden.
Erst dann kénnen iiber die Assoziation mit genregulatorischen
Netzwerken, Funktionen, Prozessen und Krankheiten, bekanntes
Wissen verifiziert oder neue Hypothesen generiert werden. Der
grofRe Vorteil der neuen Sequenziertechnologien ist, dass sie
gleichzeitig Beobachtungen sowohl im groRen MaRstab (z.B. die
Analyse aller Gene eines Organismus) als auch im Detail (z.B. die
Identifikation der Fusion zweier Transkripte) erméglichen. Mit
zunehmendem Einzug in klinische Applikationen treten zudem
Standardisierungs- und Zertifizierungsaspekte in den Vorder-

grund, die adressiert werden miissen.

www.systembiologie.de

Die Genomatix Software GmbH aus Miinchen bietet integrierte
L3sungen und Dienstleistungen an, mit denen sich alle diese
Moglichkeiten ausschdpfen lassen. Die ganze Analysestrecke, vom
Positionieren der reads auf eine Referenz iiber die Identifikation
,interessanter Regionen oder Gene bis zur Visualisierung, ldsst
sich dabei mit Hilfe intuitiv zu bedienender Benutzeroberflichen
abarbeiten. Dies ermdglicht schnelle und unkomplizierte Daten-
analysen und die anschlieRende Interpretation im Kontext mit
umfangreichen Annotationsdaten wie Netzwerken, Funktionen
oder Krankheiten - eben im Lichte der Systembiologie. Forscher
kénnen sich so auf die interessanten biologischen Aspekte ihres
Experiments konzentrieren, ohne sich mit technischen Problemen
wie Datentransfer oder -konvertierung auseinandersetzen zu miis-
sen. Dariiberhinaus lassen sich die Ergebnisse verschiedener Expe-
rimente miteinander verkniipfen. So kénnen z.B. Daten, die von
verschiedenen Patienten stammen, zu verschiedenen Zeitpunkten
erhoben wurden oder durch unterschiedliche Beeinflussung des
untersuchten Organismus generiert wurden, miteinander vergli-
chen werden. Fiir systembiologische Fragestellungen ist insbeson-
dere die Mdglichkeit interessant, verschiedene Experimenttypen
zu kombinieren: Mit der RNA-Seq-Methode gewonnene Expres-
sionsdaten, die alle RNA-Transkripte der Zellen erfasst, lassen sich
z.B. mit ChIP-Seq-Daten, die die Bindestellen von Transkriptions-
faktoren bestimmen, iiberlagern und so target-Gene identifiziert
oder Abliufe in genregulatorischen Netzwerken veranschaulicht
werden. Auch Methylierungsdaten und Histonmodifikationen
koénnen fiir die Untersuchung epigenetischer Fragestellungen mit
einbezogen werden. Der hohe Integrationsgrad ist dabei nicht nur
aus Anwendersicht ein Vorteil, sondern auch wesentliche Grundla-

ge fiir Standardisierungsprozesse fiir klinische Applikationen.

Die Kunden von Genomatix kénnen dabei wahlen, ob sie sich fiir
ein Komplettpaket aus Hard- und Software (,,Genomatix Mining

Station“ und ,,Genomatix Genome Analyzer*) fiir die Installation
vor Ort entscheiden, eine Cloud-Lésung mit ausgelagerter IT-Infra-

struktur bevorzugen oder die Erfahrung des Genomatix-Teams

im Rahmen einer Full-Service Betreuung in Anspruch nehmen.



Zur fortwidhrenden Weiterentwicklung der eingesetzten Tech-

nologien arbeiten bei Genomatix Bioinformatiker, Mathematiker
und Biologen Hand in Hand, um méglichst schnell neue Antwor-
ten und Lésungen fiir die sich dndernden Anforderungen der
Kunden liefern zu kénnen. Die dabei gewonnene Expertise setzt
die Firma als aktiver Partner auch in verschiedenen nationalen
und internationalen Forschungsprojekten ein. Im SYNERGY-
Teilprojekt der ERASysBio+-Initiative werden z.B. Abldufe der
Genregulation untersucht, bei denen der Ostrogen-Rezeptor
involviert ist. Im BLUEPRINT-Projekt der EU sollen zunichst in
groflem Mafstab epigenetische Hintergrunddaten erzeugt werden.
Anhand der Unterschiede zwischen erkrankten und gesunden
Individuen lassen sich dann Bluterkrankungen wie Leukdmie
oder Autoimmunerkrankungen wie Diabetes Typ 1 untersuchen,
um epigenetische Marker zu finden, die zu besseren Diagnosen

und individuelleren Behandlungen fiihren sollen.

Die innovativen Visualisierungen der Software von Genomatix
wurden 2011 mit dem ,,iDEA Challenge Award - most creative
visualization“ der Firma Illumina ausgezeichnet, der Genomatix
Genome Analyzer mit dem Industriepreis 2012 in der Kategorie

,Biotechnologie* (www.industriepreis.de). Das ist Bestdtigung

und Ansporn zugleich. Denn es gibt noch viele Ideen, wie man die
stetig zunehmende Datenflut in der Biologie so analysieren und
interpretieren kann, dass aus den Daten letztendlich biologisches

und biomedizinisches Wissen entsteht.

Genomatix ist ein weltweit fithrender Anbieter von Analysetech-
nologien zur Auswertung und Interpretation genomischer Daten.
Unsere Hard- und Softwareldsungen helfen bei der Analyse von
Next Generation Sequencing Daten, Microarray-Experimenten
und Fragestellungen aus der Systembiologie. Dafiir nutzen wir
die Methode der integrierten Meta-Analyse nach dem Multilayer-
Prinzip: Statt einzelne Informationen isoliert zu betrachten,
greifen wir auf eine auRergewdhnlich groRe Datenmenge zuriick,
die aus zahlreichen Quellen stammt und stindig weiter wichst.
Diese Meta-Analyse fithrt zu relevanteren Ergebnissen, differen-
zierten wissenschaftlichen Expertisen und besseren Chancen,
molekulare Zusammenhinge in der Genregulation und -expression
sichtbar zu machen. Wir vereinen Sequenz- und Promotorana-
lysen, proprietire Genomannotation, vergleichende Genomik,
Literatur-, Pathway- und Netzwerkdaten, Expressionsprofile und
NGS-Daten in Anwendungen und Pipelines. Gegriindet und bis
heute gefiihrt von einem engagierten Forscherteam, arbeiten wir

eng vernetzt mit allen relevanten Marktteilnehmern zusammen.

Unser Ziel ist es, wissenschaftliches Know-how stdndig weiter zu
verfeinern und fiir Innovationen in der molekularbiologischen

und biomedizinischen Forschung nutzbar zu machen.

Steckbrief Genomatix Software GmbH:

Die Genomatix Software GmbH ist 1997 als Ausgriindung aus der
GSF - Forschungszentrum fiir Umwelt und Gesundheit (heute
Helmholtz Zentrum Miinchen - Deutsches Forschungszentrum

fiir Gesundheit und Umwelt) entstanden.
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V.L.n.r.: Klaus May, Martin Seifert, Korbinian Grote und Matthias Scherf
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Visualisierung biologischer Daten auf dem Genomatix Genome Analyzer
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Visualisierung von Varianten bei der
Genexpression

Im Transcriptome Viewer kénnen Benutzer
die Expression alternativer Transkripte eines
Gens visualisieren. Auch Genfusionen, d.h.
Zusammenschlisse mehrerer Gene, die
insbesondere bei Krebserkrankungen eine
Rolle spielen kénnen, lassen sich genauer
untersuchen. Dargestellt ist eine Genfusion
aus zwei Brustkrebs-assoziierten Genen
(BCAS4 und BCASS), die in MCF7-Zellen
(einer Brustkrebszelllinie) gefunden wurde
(Bild: Genomatix).

Darstellung von genregulatorischen
Netzwerken ermdglicht neue Einsichten
In diesem Screenshot aus dem Genomatix
Pathway System (GePS) sieht man ein gen-
regulatorisches Netzwerk aus 12 Genen,
die in bestimmten Prostata-Tumoren aktiv
sind. Das SPARC Gen kann als Indikator fur
ein erhdhtes Metastasierungs-Risiko dienen
(DeRosa et al., 2011). Wissenschaftler kénnen
sich mit GePS schnell einen Uberblick

Uber das Zusammenspiel von Genen und
Wirkstoffen verschaffen und herausfinden,
mit welchen Geweben, Funktionen oder
Krankheiten eine Verknipfung besteht.
Eigene experimentelle Daten kénnen dabei
mit bestehendem Wissen Uberlagert werden
und erlauben so die schnelle Interpretation
systembiologischer Zusammenhéange (Bild:
Genomatix).

Der Genome Browser ermdéglicht Ein-
blicke in Veranderungen des Genoms
durch Integration von verschiedenen
Datenebenen

Die Visualisierung der mit Hilfe der NGS-
Technologien erzeugten Daten steht heute
im Mittelpunkt vieler Analysen. Im Genomatix
Genome Browser lassen sich verschiedenste
experimentelle Daten in ihrem genomischen
Kontext abbilden. Forscher kénnen die
Darstellung inren Winschen entsprechend
anpassen, Daten Uberlagern, fur Detail-
ansichten hinein- oder fur den Uberblick
herauszoomen. Dargestellt ist das FOX Gen
zusammen mit aus dem SYNERGY Projekt
Daten fUr 2 verschiedene Zeitpunkte. Die
Unterschiede bei Genexpression (blau),
Methylierung (grtin), Polymerase-Il Bindung
(schwarz) und den Histonmodifikationen
(grau und rot) lassen Rickschlisse auf
eine gednderte Genexpression zu (Bild:
Genomatix).




HITS: daten Uber alles

von Peter Saueressig

Auf den ersten Blick scheinen theoretische Bioche-
mie und theoretische Astrophysik Gberhaupt nicht
zusammenzupassen. Man muss schon genauer
hinschauen: In beiden Feldern produzieren die For-
scher groBe Datenmengen und werten sie aus. Sie
verwenden ahnliche Methoden, erstellen mathema-
tische Modelle und Computersimulationen. Und sie
greifen auf die gleichen Hochleistungsrechner zu.
Angesichts der exponentiell wachsenden Daten-
menge in der Wissenschaft gilt das fir eine Reihe
von Fachbereichen. Von diesen Gedanken geleitet
rief der Stifter und Wissenschaftsmézen Klaus
Tschira im Jahr 2010 das Heidelberger Institut fir
Theoretische Studien (HITS) ins Leben.

Am HITS forschen Biologen Seite an Seite mit Informatikern,
Computerlinguisten, Chemikern und Physikern. Klaus Tschira
erwartet ,,dass sich in diesem Bereich viele algorithmische
Gemeinsamkeiten zwischen den verschiedenen Wissen-
schaftsbereichen ergeben werden.“ Als gemeinniitziges For-
schungsinstitut der Klaus Tschira Stiftung betreibt das HITS
Grundlagenforschung mit dem Schwerpunkt auf Theorie- und
Modellbildung. Dabei spielen rechnergestiitzte Simulationen
und DatenerschlieBung eine grofe Rolle. Sie ziehen sich wie
ein roter Faden durch die Arbeit der sechs Forschergruppen.
Auf dem HITS-Campus am Schloss-Wolfsbrunnenweg arbeiten
aktuell rund 100 Wissenschaftler aus 15 Landern. Viele davon
forschen in der Systembiologie, denn die Lebenswissenschaften

bilden einen Schwerpunkt der HITS-Forschung.

Die Software TRAPP (TRAnsient Pockets in Proteins)
ermittelt mogliche Variationen der rdumlichen und
chemischen Eigenschaften der Bindungstasche,

die durch Konformationsanderungen im Protein
entstehen. So kdnnen neue Bindungstaschen iden-
tifiziert werden, die fUr potentielle Wirkstoffmolekule
geeignet sind. Das Verfahren lauft in zwei Stufen:
groBe Konformationséanderungen im Protein werden
durch rechnerische Verfahren simuliert. Dann werden
die meisten konservierten und transienten Regionen
der Bindungstasche durch eine Analyse der Dynamik
des Proteinhohlraums identifiziert, und die Ahnlichkeit
zwischen Bindungstaschen der verschiedenen Protein-

konformationen wird ermittelt (Bild: HITS).

72 Zentrumsportrait HITS: Daten Uber alles

www.systembiologie.de



Abbildung 2: Ein Modell des vollstandigen membrangebundenen Cytochrom P450 2C9 Das Enzym ist unerlasslich fir den Medikamentenmetabolismus
in der menschlichen Leber. Forscher aus der Gruppe von Rebecca Wade erstellten das Modell mit einem Ansatz, der grobkdrnige Simulationen mit Simulation in
atomarer Aufldsung kombiniert (Cojocaru et al., 2011) (Bild: Vlad Cojocaru).

Das HITS unterhilt enge Kontakte zu den Heidelberger GroR-
forschungseinrichtungen DKFZ und EMBL und zur Universitét
Heidelberg. Seit einigen Jahren existiert ein Rahmenabkommen
zwischen HITS und Universitit. Es umfasst unter anderem auch
gemeinsame Berufungen. So lehren der Astrophysiker Volker
Springel, der Computerlinguist Michael Strube und der Informa-
tiker und HITS-Geschiftsfithrer Andreas Reuter als Professoren
an der Ruperto Carola. Im Januar 2012 erhielt die Biophysikerin
Rebecca Wade die Professur ,,Computational Structural Biology*

an der Fakultit fiir Biowissenschaft.

Rebecca Wade ist mit ihrer Forschungsgruppe Molecular and
Cellular Modeling (MCM) an dem vom BMBF finanzierten
BioRN Spitzencluster ,,Zellbasierte & Molekulare Medizin in der
Metropolregion Rhein-Neckar* beteiligt. Zusammen mit dem
Industriepartner Merck entwickelt sie eine neuartige Methode,
Bindungstaschen an Molekiilen zu identifizieren, die nur temporir
auftreten. Damit schaffen die HITS-Forscher neue Ansétze fiir die

Medikamentenentwicklung (Abb. 1).

Computational Biology: Wissen, was in der Zelle
steckt

Die MCM-Gruppe beschiftigt sich mit der Interaktion von Bio-
molekiilen. Es geht dabei um Fragen wie: Wie finden Molekiile
ihre Bindungspartner? Was bestimmt beim Zusammenspiel von
Medikament und Rezeptor die spezifische und selektive Wir-
kung? Wie kénnen sich Proteine in einem Komplex ansammeln,
und welche Form kann dieser Komplex annehmen? Biomoleku-
lare Erkennung ist ein anspruchsvolles Problem, das modernste
rechnergestiitzte Methoden aus den verschiedenen Fachgebie-
ten erfordert. Die MCM-Forscher verwenden Techniken, die ein
breites Spektrum abdecken - von interaktiven, webbasierten Vi-

sualisierungs-Tools bis zu atomgenauen Molekularsimulationen.

www.systembiologie.de

Thre Expertise bringen sie zum Beispiel in SysMO-LAB2 ein,
einem Projekt, das eine vergleichende Biologie der Milchséure-
bakterien betreibt. Es ist Teil der europdischen Initiative ,,Sys-
tems Biology of Microorganisms*, die vom Bundesministerium
fiir Bildung und Forschung (BMBF) koordiniert wird. Die MCM-
Gruppe steuert hier Modelle und Analysen von Proteinstruktu-
ren bei, um die vergleichende Modellierung und Simulation von

Stoffwechselwegen zu unterstiitzen.

Die HITS-Forscher arbeiten auch beim nationalen , Netzwerk
Systembiologie der Leber* (Virtual Liver Network) mit, das vom
BMBF initiiert wurde und finanziert wird. Sie entwickeln und
wenden in einem Teilprojekt Simulationsmethoden an, die es
ermdglichen, das Zusammenspiel zwischen Signaliibertragungs-
wegen und der sogenannten Endozytose zu untersuchen. Unter
Endozytose versteht man einen Vorgang, bei dem sich eine Zelle
kleinere Nahrungspartikel oder andere Substanzen einverleibt.
Der Schwerpunkt der Simulationen liegt dabei auf der Wechsel-
wirkung von Proteinen und Protein-Membransystemen (Abb. 2,

Cojocaru et al., 2011; Mereghetti et al. 2011).

Wissenschaftliche Datenbanken: Kurzer Weg zu
wichtigen Daten

Ebenfalls beim ,,Virtual Liver Network* (VLN) ist die HITS-
Forschungsgruppe Scientific Databases and Visualization (SDBV)
aktiv. Unter der Leitung von PD Dr. Wolfgang Miiller betreut sie
zwei Teilprojekte im Datenmanagement. Die HITS-Datenbank-
spezialisten bauen eine Plattform auf, die Daten, Modelle und
Arbeitsabldufe aus den Projekten des Forschungsverbundes ver-

walten soll. Alle am VLN beteiligten Wissenschaftler kdnnen auf

diese Plattform zugreifen. In einem zweiten Projekt arbeitet die

Zentrumsportrait HITS: Daten Uber alles



(Foto: HITS)

SDBV-Gruppe zusammen mit der MCM-Gruppe an weiterfiihren-
den L3sungen zur Speicherung, Abfrage und Analyse von kineti-
schen Daten. Sie steuert dabei ihr Know-how aus SABIO-RK bei,
einer weltweit genutzten Datenbank mit Informationen zur Re-
aktionskinetik, die am HITS entwickelt wurde (Wittig et al., 2012)
und unter anderem vom BMBF gefordert wird. Der Ausbau von
SABIO-RK ist auch Gegenstand des Teilprojekts. Wolfgang Miiller
ist iiberdies Koordinator des Arbeitspakets ,,Datenmanagement®,
eines von insgesamt neun Arbeitspaketen des interdisziplindren

Forschungsverbundes.

Die SDBV-Gruppe arbeitet auch in der ,,SysMO“-Initiative mit
und ist dort seit einigen Jahren Partner von SysMO-DB: Dort
werden gemeinsame Konzepte erstellt, um die Forschungsdaten
zu sichern und zu verwalten und den Austausch von Daten und
Modellen zu verbessern. Die Resultate flieRen direkt in die

Arbeiten des VLN ein.

Generell unterstiitzen die HITS-Forscher Systembiologen durch
die Einrichtung und Pflege spezieller Datenbanken. Die Daten
werden nicht nur gesammelt und verwaltet, sondern auch stan-
dardisiert und miteinander in Beziehung gesetzt. Die Datenbank
SABIO-RK enthilt aufbereitete Angaben zu Stoffwechselwegen.
So genannte Biokuratoren sorgen hier dafiir, dass Gleiches
gleich gespeichert wird. Auerdem vereinheitlicht SABIO-RK die

Bezeichnungen der entsprechenden Stoffe und Reaktionen.

In den letzten Jahren wurden zahlreiche Standards entwickelt,
die jeweils Teilbereiche der Systembiologie abdecken. Bisher
wurden diese Standards aber weitgehend unabhingig von-
einander erstellt, was eine Orientierung fiir Wissenschaftler
erschwerte und eine Vereinheitlichung der Standards erforder-
lich machte. Das ist auch das Ziel der internationalen Initiative
,Computational Modeling in Biology Network* (COMBINE), an
der das HITS beteiligt ist. Sie will kompatible Beschreibungs-
standards der Systembiologie weiterentwickeln und bereits
bestehende Standards aufeinander abstimmen. Das zweite COM-

BINE-Treffen fand letzten Herbst am HITS in Heidelberg statt.
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Das HITS befindet sich oberhalb des Heidelberger Schlosses, in direkter Nachbarschaft zur Villa Bosch, dem Sitz der Klaus Tschira Stiftung.

Molekulare Mechanismen und gigantische Galaxien
Die Wissenschaftler am HITS beschiftigen sich mit GréRenord-
nungen von 10 bis 10'2 Meter Ldnge, oder anders ausgedriickt:
Von Nanometern bis Lichtjahren. So will die Molecular Biome-
chanics (MBM) Gruppe unter Leitung von Dr. Frauke Gréter das
Zusammenspiel von mechanischer Kraft und biochemischen
Prozessen untersuchen. Die Biomechaniker wollen herausfinden,
wie Proteine - die Hauptakteure in diesem Spiel - auf die mecha-
nischen Krifte reagieren, wie sie in gespannten Muskelzellen,

Seidenfasern oder Spinnenseide vorkommen.

Durch computergestiitzte Simulationen ergriinden die HITS-
Forscher beispielsweise, wie das VWF (Von-Willebrand-Faktor)-
Protein auf der atomaren Ebene funktioniert. So deckten sie
erstmals einen molekularen Mechanismus bei der Blutgerinnung
auf, der mit dem Scherfluss im Blut zusammenhingt (Zhou et
al., 2011). Frauke Griter ist auch Mit-Koordinatorin der neuen
DFG- Forschergruppe SHENC (,,Shear Flow Regulation of He-
mostasis®), in der theoretische Forscher Schulter an Schulter
mit Medizinern arbeiten. Gemeinsam verfolgen sie das Ziel,
langfristig Diagnostik und Therapien von angeborenen Blut-
gerinnungsstérungen, akuten Thrombosen und Schlaganfillen

voranzubringen.

Wihrend die Molekularbiologen im Computer an winzigen Mole-
kiilen ziehen, lassen die HITS-Astrophysiker gleich ganze Galaxi-
en kollidieren. Auch sie nutzen Supercomputer zur Berechnung
ihrer Modelle und Simulationen, denn in ihrem Forschungsge-
biet sind Versuche nicht méglich. Prof. Volker Springel unter-
sucht mit seiner Gruppe die Entstehung von Galaxien und Ster-
nen, um die mysteridse ,,dunkle Materie* ans Licht zu bringen.
So hat er beispielsweise die ,,Millennium XXL“-Simulation mit
300 Milliarden Teilchen berechnet, die weltweit gréte kosmolo-

gische Simulation.

www.systembiologie.de



Die Molecular Cellular Modeling (MCM) Group unter der Leitung von
Rebecca Wade (Finfte v.r.) (Foto: HITS)

Blumen, Bienen und Wikipedia

Wie Informatiker Biologen helfen kénnen, zeigt sich am Beispiel
der Scientific Computing Gruppe unter Leitung von Dr. Alexandros
Stamatakis. Er hat das Computerprogramm RAXML (Randomized
Accelerated Maximum Likelihood) entwickelt. Damit kann anhand
von Gendaten ein evolutiondrer Stammbaum der verschiedenen
Organismen berechnet werden. So gelang es den HITS-Forschern,
den bisher gréRten Stammbaum der Pflanzen mit rund 55.000
Arten zu berechnen (Smith et al., 2011).

Was fiir Blumen funktioniert, ldsst sich auch auf Bienen anwen-
den: Im Forschungsprojekt ,,1IKITE“ (1K Insect Transcriptome
Evolution) arbeiten Experten aus sieben Lindern zusammen.
Stamatakis ist einer der Koordinatoren des Netzwerks, das die
Transkriptome von 1000 Insektenarten untersucht, um heraus-

zufinden, wie sich diese so erfolgreich entwickeln konnten.

Last but not least ist auch die Sprache ein Forschungsgegen-
stand am HITS: Die HITS-Computerlinguisten wollen den Compu-
ter zu einem niitzlichen Hilfsmittel beim tiglichen Umgang mit
Sprache und Texten machen, vor allem bei der Informationser-
schlieBung aus dem WWW und aus digitalen Bibliotheken. Des-
halb entwickelte der Computerlinguist Prof. Michael Strube mit
seiner Gruppe ein Verfahren zur Extraktion eines semantischen

Netzwerkes aus Wikipedia.

Alle genannten Forschungsbereiche stehen gleichermafen vor
der Herausforderung, dass sie riesige Datenmengen sinnvoll und
effizient bearbeiten miissen. Beim Umgang mit dieser Problema-
tik kénnen die verschiedenen Ficher voneinander profitieren.
Die ,,HITS-K3pfe* verfolgen das Ziel, langfristig Methoden und
Algorithmen aus unterschiedlichen Fachbereichen zu biindeln -

nicht nur in der Systembiologie.

www.systembiologie.de

Die Scientific Databases and Visualization (SDBV) Group unter der
Leitung von Wolfgang Miiller (ganz links) (Foto: HITS)
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dem posttranskriptionalen

regulatorisc
auf der spur

von Markus Schiiler und Christoph Dieterich

Das Genom, der Bauplan des Lebens, muss immer
wieder neu ausgelesen und interpretiert werden,

um unseren Organismus an die Herausforderungen
einer sich wandelnden Umwelt anzupassen. Die

genetische Information wird im Zellkern gespeichert
und abgelesen, prozessiert und als Botenmolekile
(mRNAs) in das Cytoplasma exportiert. Dort dienen
die mRNAs als Vorlage fiir die Synthese von Protei-
nen. mRNAs sind auf ihrem Weg zu den Protein-

fabriken vielen Kontroll- und Verarbeitungsschritten
unterworfen. Die ,,doRiNA“-Datenbank (Anders et al.,

Nen coge

2012) des Berlin Institute for Medical Systems Biology
(BIMSB) ermoglicht nun erstmals eine umfassende

Untersuchung dieser Vorgange, die unter dem Namen
sPosttranskriptionale Genregulation“ zusammen-

gefasst werden.

Posttranskriptionale Genregulation: Ein Code aus
Buchstaben, Molekllen und Interaktionen

Die Aktivitit unserer Gene wird an spezifischen Stellen ge-
steuert und kontrolliert. Getreu dem zentralen Dogma der

Molekularbiologie werden Gene kontextabhingig ausgelesen
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Nach Transkription der genetischen Informa-
tion in RNA durchlauft diese mehrere Modi-
fizierungsschritte zur finalen mMRNA. Diese
wird wiederum von Ribosomen in Proteine
translatiert. All diese Schritte werden durch
das Zusammenspiel von RNA-bindenden
Proteinen und microRNAs reguliert
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Markus Schiiler (links) und Christoph Dieterich (rechts) aus der BIMSB Bioinformatics/Mathematical Modelling-Gruppe am MDC Berlin
(Foto: Martin Siegert)

(Transkription), d. h. von der DNA- auf die RNA-Ebene iiberfiihrt.
Diese RNA-Abschriften werden prozessiert und nach einem
»Reifungsprozess* als mRNA aus dem Zellkern exportiert. Die
diverse Population von mRNA-Molekiilen kann nun in den Pro-
teinfabriken der Zelle, den Ribosomen, in Proteine iiberfiihrt
werden (Translation), die dann wiederum beispielsweise als En-
zyme stoffwechselrelevante Funktionen wahrnehmen. Das For-
schungsfeld der posttranskriptionalen Genregulation untersucht
all jene Regulationsschritte, die zwischen der Transkription des
Gens und der Translation der mRNA in ein Protein stattfinden.
Praktisch alle Vielzeller im Tier- und Pflanzenreich verfiigen
iiber umfangreiche Kontrollmechanismen auf posttranskriptio-
naler Ebene. Diese steuern die Verfiigbarkeit von mRNA fiir die
Translation im Raum (also die Lokalisierung der mRNA in der
Zelle), als auch in der Zeit (also wann eine mRNA in ein Protein
iibersetzt wird). Einen Gesamtiiberblick iiber den Lebenslauf ei-
ner mRNA gibt die Abbildung 1. Die Lebensdauer, der Transport
sowie die Bevorratung und Translation von mRNAs wird durch
ihre Wechselwirkung mit RNA-bindenden Proteinen (RBPs) und
anderen RNAs bestimmt. Zu diesen RNAs gehoren vor allem die
microRNAs, kleine nicht kodierende RNAs mit einer Linge von
durchschnittlich 22 Nukleotiden, die eine entscheidende Rolle
bei der posttranskriptionalen Genregulation spielen, indem

sie zum Abbau bestimmter mRNAs oder der Unterbindung der

Translation fiihren.

Als RBPs werden all jene Proteine bezeichnet, die RNA binden
kénnen. Diese Bindung kann ursichlich zu einer Reaktion

des Proteins mit der RNA fithren oder aber Teil einer zuvor
beschriebenen Kontrollfunktion sein. Vielfach untersuchte
Beispiele sind die Interaktion zwischen microRNAs und Argo-
nautenproteinen, evolutionir stark konservierte Proteine, die
eine wichtige Rolle in der Prozessierung von mRNAs spielen.

Die Kombination aus Argonautproteinen, microRNAs und gege-

benfalls weiterer Kofaktoren bindet spezifisch an vorhandenen

mRNAs und fiithrt zu deren Abbau oder zu einer Unterbindung
der Translation (Bartel, 2009). Viele Wissenschaftler gehen heute
von einem generellen Zusammenspiel der Bindung von RBPs
und microRNAs aus, um die richtige Menge Protein zur richtigen
Zeit und am richtigen Ort zu synthetisieren. Dieses Zusammen-
spiel, oft auch als der ,,posttranskriptionale regulatorische
Code* (Keene 2007) bezeichnet, steht im Fokus der Forschung

vieler Arbeitsgruppen weltweit.

Die Arbeitsgruppe Dieterich am Berlin Institute for Medical Sys-
tems Biology (BIMSB) hat nun vor kurzem in Kooperation mit
den Arbeitsgruppen Landthaler und Rajewsky eine umfassende
Webapplikations- und Datenbanklgsung prisentiert, die die
Ergebnisse aus diesen Forschungsanstrengungen biindelt und
so einen umfassenderen Blick bei der Suche nach dem regula-
torischen Code ermdglicht: Die ,,database of RNA interactions
in post-transcriptional regulation, kurz doRiNA (http:/dorina.
mdc-berlin.de). Die doRiNA-Datenbank fiihrt Informationen
iiber spezifische miRNA- und RBP-Bindungsstellen aus ver-
schiedenen experimentellen und computergestiitzten Ansitzen
zusammen. Momentan stehen Daten aus der Zellkultur (Maus
und Mensch) sowie Modellorganismen wie dem Fadenwurm
(Caenorhabditis elegans) zur Verfiigung. Weitere Organismen und
Datensitze werden folgen. Uber die Zeit entsteht so eine immer

dichter werdende Karte des posttranskriptionalen Netzwerks.

doRiNA, die BIMSB-Datenbank fir posttranskrip-
tionale regulatorische Elemente

Das Ziel bei der Entwicklung von doRiNA war gré3tmogliche Flexi-
bilitdt bei komfortabler Benutzbarkeit und gleichzeitig hoher
Geschwindigkeit. Zu diesem Zweck wurde doRiNA aus zwei Kom-

ponenten aufgebaut, die eng miteinander verkniipft sind.

Auf der einen Seite steht die Webapplikation, also der Teil,

den man im Browser sehen kann. Dieser erméglicht es dem




a1

cap#

(0 WN

Benutzer, seine Suche auf jenen Teil des regulatorischen Netz-
werkes einzuschrinken, der ihn interessiert. Hierzu gibt es die
Méglichkeit, Anfragen aus der Perspektive der mRNA zu stellen
(,,Welche microRNAs/RBPs binden an eine spezifische mRNA?“)
sowie aus der Sicht der Regulatoren (“Welche mRNAs werden
von einer bestimmten microRNA oder einem bestimmten RBP
reguliert?”). Um dies so einfach wie méglich zu gestalten und
trotzdem auch komplexere Abfragen zu erméglichen, wurde
die Oberfléche in einen vereinfachten ,,Simple search“-Bereich
mit eingeschrinkter Wahlmdglichkeit sowie einen erweiterten
“Combinatorial search”-Bereich mit vollstdndiger Funktionalit4t

unterteilt. Ersterer nimmt dem Benutzer die meisten Entschei-

dungen ab und erlaubt damit einen unkomplizierten Einstieg

in die Analyse, wihrend die komplexe Suche weitere Méglichkei-
ten bietet, den Suchraum noch genauer zu bestimmen. Hierzu
gehort die Beschrinkung auf Bindungsstellen in spezifischen
Bereichen der mRNA (z.B. die kodierende Sequenz, Introns,
3’UTRs und 5’UTRs) sowie die Verkniipfung zweier unabhingiger
Suchanfragen mittels verschiedener Mengenoperationen. Ab-
bildung 2 zeigt eine Veranschaulichung der vielfachen Anfra-
gemdglichkeiten, die mit der komplexen Suche méglich sind. Die
Formulierung einzelner Anfragen wird zusétzlich unterstiitzt durch
fortgeschrittene Web2.0-Merkmale wie der automatischen Vervoll-

stindigung bei der Eingabe, der Priifung der korrekten Schreibwei-

Liste aller RBPs

Regulatorliste A
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Regionen-Filter
(CDS, 3'UTR, ...)
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Komplement

Symmetrische Differenz
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Liste aller microRNAs

Regulatorliste B

Regionen-Filter
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Ausgehend von der kompletten Liste
an RBPs und microRNAs definiert
der Benutzer zwei Submengen von
Regulatoren. Diese kénnen durch
zusatzliches Filtern auf Bindungsstellen
in bestimmten Bereichen der mRNA
reduziert werden. Als letzten Schritt

T werden die beiden Mengen mittels vom

Benutzer gewéhlter Mengenoperation

miteinander verrechnet und das
Ergebnis ausgegeben (Bild: Aus Anders
et al., 2012, Nucleic Acids Res., Oxford

University Press).
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se, der eingabespezifischen Aktivierung von Schaltflichen sowie
einer umfangreichen Hilfefunktion. Nur Anfragen, die als korrekt

erkannt worden sind, werden schlieBlich auch ausgefiihrt.

Die zweite an die Webapplikation angekoppelte Komponente
von doRiNA ist die zugrundeliegende Datenbank und der Web-
server. Geschwindigkeit wird hier vor allem durch die Integrati-
on schneller Computersysteme erreicht, jedoch auch durch ein
speziell auf die Daten zugeschnittenes Abfragesystem, welches
einen optimierten Zugriff auf die Daten erlaubt, um auch lange
Ergebnislisten und komplexe Anfragen schnell bearbeiten zu
kénnen. Die Ausgabe, die fiir den Benutzer generiert wird, ist
schlieRlich eine Liste der gebundenen mRNAs bzw. der Regula-
toren einer oder mehrerer mRNAs. Diese Listen beinhalten eine
Vielzahl von Informationen, wie den Namen der zu den mRNAs
zugehdrigen Genen, deren Regulatoren, die genaue Positionen
der Bindungsstellen, usw. Der Benutzer kann die Tabelle nach
all diesen Kriterien sortieren, um so die fiir ihn wichtigen Ergeb-
nisse sofort angezeigt zu bekommen. Zur weiteren Analyse der
Ergebnisse ist doRiNA vollstindig mit einer lokalen Kopie des

UCSC-Genome-Browsers (http://genome.ucsc.edu) verkniipft.

Der UCSC-Genome-Browser erméglicht eine hochauflgsende
Darstellung einzelner Bindungsstellen und ihres genomischen
Kontexts (Abb. 3). Der UCSC-Genome-Browser ist unter Biologen
auf der ganzen Welt aufgrund seiner einfachen Bedienbarkeit

hoch geschitzt.

Der Vorteil, der durch die Vernetzung doRiNAs mit dem UCSC-
Genome-Browser erreicht wird, ist vor allem, dass Biologen sich
nicht an ein neues System gewShnen miissen, was die Akzeptanz
erhéht. Gleichzeitig kénnen die Daten zur posttranskriptiona-
len Regulation aus doRiNA in einen gréReren Kontext gestellt
werden, da der UCSC-Genome-Browser bereits viele 6ffentlich
zugéngliche Datensitze enthilt (z.B. Einzelnukleotid-Polymor-
phismen oder SNPs, Bindemotive, Expressionsdaten usw.). Fiir
Benutzer, die ihre Ergebnisse dariiber hinaus selbststindig wei-

tergehend analysieren wollen, besteht zudem die Méglichkeit,

diese als Tabellen auf den eigenen Rechner zu laden.

Keine Datenbank ohne Daten

Eine wichtige Frage, die bisher noch nicht angesprochen wurde,
ist die nach dem Ursprung der in doRiNA integrierten Bindungs-
stellen. Hierbei muss zwischen RBP- und microRNA- Bindungs-

stellen unterschieden werden.

Die in doRiNA integrierten RBP-Bindungsstellen basieren alle
auf ,,Cross-Linking-Immunoprézipitations“- oder kurz ,,CLIP*“-
Experimenten. Bei dieser Technik wird das RNA-bindende
Protein chemisch an die mRNA gebunden. Danach werden die
gebundenen mRNA-Fragmente in ¢cDNA iiberfiithrt und sequen-
ziert. Uber den Sequenzierungsschritt knnen die Bindungsstellen
von RBPs kartiert werden. Eine neue Variante von CLIP-Experi-
menten, die sog. ,,Photoaktivierbaren Ribonukleosid-verbesser-
ten CLIPs* (PAR-CLIPs, Hafner et al., 2010), ermédglichen dabei
eine noch genauere Bestimmung von einzelnen Bindungsstellen.
Dies wird durch den Einsatz von “photoaktivierbarer Ribonukle-
oside” erreicht. Diese werden in die mRNA integriert und fithren
dort zu charakteristischen Mutationen bei der Sequenzierung.
Die Einlagerung des Molekiils “4-Thiouridin” fiihrt iiberall dort
zum Austausch von T- zu C-Basen, wo das untersuchte RBP bin-
det. Durch diese charakteristische Mutation kann die Sequenz
einer Bindungsstelle leicht von Sequenzen anderen Ursprungs
unterschieden werden. Die zurzeit in doRiNA integrierten Daten-
sdtze basieren vor allem auf am BIMSB generierten PAR-CLIP Ex-

perimente. Publizierte Datensdtze werden sukzessive eingepflegt.

Im Gegensatz zu RBPs gibt es fiir microRNAs bisher noch keine
effiziente in vivo-Methode zur experimentellen Bestimmung
von Bindungsstellen. Allerdings lassen sich einige wesentliche
Eigenschaften von microRNAs zur computergestiitzen Vorher-
sage von Bindungsstellen nutzen. In doRiNA wurde das von der
Arbeitsgruppe Rajewsky entwickelte Programm ,,PicTar 2.0“
(Lall et al., 2006) integriert. Das Programm nutzt beispielsweise
die mRNA-Sequenzen vom Menschen und vergleicht diese mit
anderen nah und weiter entfernt verwandten Organismen, um
falsch-positive Vorhersagen herauszufiltern. Damit der Nutzer

selber entscheiden kann, wie sehr er sich auf diesen Vergleich
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verlassen mochte, stellt doRiNA die Méglichkeit bereit, die maxi-

male evolutiondre Distanz zu wihlen (Vergleiche innerhalb der
Sdugetiergenome, bis zum Hithnergenom oder sogar bis zu den
Fischen). Das Ergebnis ist wiederum eine Liste von vorherge-

sagten Bindungsstellen, die der Benutzer durchsuchen oder im

UCSC-Genome-Browser betrachten kann.

DoRINA ist als Komplettlgsung fiir die Untersuchung posttran-
skriptionaler Experimente im Kontext eines regulatorischen Codes
gedacht. Schon jetzt fungiert doRiNA als Knotenpunkt zur Integ-
ration der Ergebnisse der verschiedenen BIMSB-Arbeitsgruppen.
Um die Aktualitit der Daten zu gewahrleisten, werden zukiinftig
eine Vielzahl weiterer Experimente sowohl von BIMSB Forschern
als auch externer Forschungsgruppen in die Datenbank aufgenom-
men werden. Ziel ist mit den so bereitgestellten Daten sowie der
Entwicklung weiterer Verbesserungen, z.B. einer direkten Visuali-
sierung der regulatorischen Netzwerke, unser Wissen iiber das Zu-
sammenspiel von RNA-bindenden Proteinen und microRNAs weiter
auszubauen und die Grundlage fiir neue Erkenntnisse im Bereich

der posttranskriptionalen Genregulation zu schaffen.

Steckbrief Forschungsprojekt:

DoRiNA, die Datenbank fiir posttranskriptionale regulatori-
sche Elemente, wird entwickelt am Berlin Institute of Medical
Systems Biology (BIMSB) durch die Gruppen ,,Bioinformatics

in Quantitative Biology“ (Gruppenleiter: Christoph Dieterich)

in Zusammenarbeit mit Markus Landthaler (PAR-CLIP-Experi-
mente) und Nikolaus Rajewsky (PAR-CLIP-Analyseprogramme,
PicTar). Das Projekt wird durch Zuwendungen vom MDC Sys-
tems Biology Network (MSBN) als Teil der Helmholtz-Allianz fiir

Systembiologie, dem Bundesministerium fiir Bildung und For-

schung und dem Senat von Berlin geférdert (0315362A).
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Bioinformatics in Quantitative Biology / Berlin Institute for
Medical Systems Biology (BIMSB)

Max-Delbriick-Centrum fiir Molekulare Medizin (MDC)
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Das Bild zeigt den 3'UTR-Bereich des Gens ,LCOR" sowie die experimentell verifizierten Bindungsstellen der Argonautenproteine 1-4 (,AGO 1-4“) und bioinfor-
matische Vorhersagen von microRNA-Bindungsstellen (,PicTar2.0%). Zusétzlich sind weitere Annotationen gezeigt, wie das Auftreten von SNPs, DNA-Konservie-

rung (,Mammal Cons*) und repetitiven Regionen (,RepeatMasker”) (Bild: www.genome.ucsc.edu).
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Modellierung von Differenzierungsd

von Carsten Marr und Fabian J. Theis

In einem gesunden Erwachsenen werden taglich
fast eine Billion Blutzellen produziert. Welche Pro-
zesse ermoglichen die robuste Erneuerung des
Blutes, ohne dass es zu kritischen Ungleichge-
wichten zwischen den mehr als 20 bekannten
Blutzelltypen kommt? Die addquate Beschreibung
solcher Zellentscheidungen auf molekularer Ebene
ist eine groBe offene Frage der Wissenschaft, de-
ren Beantwortung stark von der raumlich-zeitli-
chen Skala, den méglichen BeobachtungsgrdBen
und naturlich den Zielen eines systembiologischen
Modelles abh&ngt. Wir interessieren uns hier flr
Zelldifferenzierungsprozesse, die typischerweise
Stunden bis Tagen dauern. Dazu wahlen wir einen
Zugang, der einerseits auf das genregulatorische
Netzwerk (GRN) mehrerer Zelldifferenzierungsstu-
fen fUhrt, und andererseits die molekulare Dyna-
mik einzelner Zellen wahrend einer Linienentschei-
dung beschreibt.

namiken der Blutbildung auf

Die Blutbildung (Hamatopoese): Dynamik und
Gleichgewicht vereint in Perfektion

Unser Blut befindet sich in einem erstaunlich stabilen dynamischen
Gleichgewicht. Stindig werden alte Zellen durch neue ersetzt,
wobei das Zahlenverhiltnis der reifen Zellen zueinander gewahrt
bleibt. Gleichzeitig ist das System flexibel, um auf Veranderungen
wie groRe kdrperliche Anstrengung oder eine Infektion angemes-
sen zu reagieren. Wie entsteht dieses stabile Gleichgewicht? Einen
Erkldrungsansatz bietet ein hierarchisches Entscheidungsmodell
(Orkin und Zon, 2008), das Paradigma der Blutstammzelldifferen-
zierung (siehe Abb. 1). Schrittweise spezifiziert sich demnach eine
Stammzelle tiber mehrere Differenzierungsschritte und Vorlaufer-
stadien (MPP, CLP, CMP, MEP, GMP in Abb. 1) hinweg bis hin zu den
reifen Zellen des Blutsystems. So kann sich eine myeloische Vor-
lduferzelle (CMP) in die im Knochenmark reifenden Erythrozyten,
Makrophagen, Monozyten und Granulozyten ausdifferenzieren.

Ist das Gleichgewicht der Entscheidungen durch verinderte Eigen-
schaften der Vorlduferzellen gestért, sind Erkrankungen des Blut-

systems, eine Leukdmie oder Andmie, die Folge.

Molekulares Modell
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Ausgehend von der hdmatopoetischen Stammzelle (HSC) entstehen tber
mehrere Vorlaufer-Zellstadien (MPP: multipotent progenitor, CLP: common
lymphoid progenitor, CMP: common myeloid progenitor, MEP: megakary-
ocytic and erythroid progenitor, GMP: granulocyte macrophage progenitor)
alle reifen Zellen des Blutsystems. Je tiefer im Differenzierungsbaum sich ein
Zelltyp befindet, desto eingeschrankter ist sein Potential, sich in verschiedene
Zelltypen auszupréagen. Die Zellen der myeloischen Linie (Erythrozyten, Makro-
phagen, Monozyten und Granulozyten) werden im Knochenmark gebildet und
haben eine gemeinsame Vorlauferzelle (CMP). Wir betrachten verschiedene
Aspekte der Differenzierung auf zwei Beschreibungsskalen: Die Stabilitat des

myeloischen Teilbaums mit einem Mesoskalenmodell und die Details einer

einzelnen Linienentscheidung mit einem molekularen Modell.
(Quelle: Carsten Marr & Fabian Theis, verdndert nach

A. Rad/Wikimedia unter Lizenz CC BY-SA 3.0)
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Abbildung 2: Mesoskalenmodell der myeloischen Differenzierung

(A) Genregulatorisches Netzwerk (GRN) von elf Transkriptionsfaktoren, die an der myeloischen Differenzierung beteiligt sind. Auswahl der Faktoren und ihre
gegenseitige Regulation (Aktivierung oder Inhibierung) basiert auf Literatur, Meta-Datenbanken, und biologischer Expertise. (B) Das Zustandsnetzwerk des GRNs
ergibt sich durch Implementierung einer Booleschen Dynamik mit einem Anfangszustand, der einer myeloischen Vorlauferzelle (CMP in Abb. 1) entspricht. Eine
maogliche Trajektorie des Systems ist farblich hervorgehoben. (C) Die Booleschen Zustande (0 oder 1) der 11 Faktoren in den vier Attraktoren des Zustandsnetz-
werks entsprechen den mRNA Profilen aus zwei Expressionsstudien (Quelle: Krumsiek et al., 2011).

Erfassung der Differenzierung Uber ein Mesoskalen-
modell

Mit einem Mesoskalenmodell, also einem Modell, das zwischen
10 und 100 Komponenten umfasst, versuchen wir die Stabilitét
des myeloischen Teils des Differenzierungsbaus in Abb. 1 zu ver-
stehen. Wir fragen uns dabei, welches regulatorische Netzwerk
zur Auspragung der genau vier reifen Zelltypen der myeloischen

Linie fiihrt.

Ein Netzwerk besteht aus Knoten und Kanten. Die Knoten sind

in unserem Fall Transkriptionsfaktoren, also Proteine, die an die
DNA anderer Gene binden und so deren Genexpression aktivieren
oder inhibieren. Reguliert ein Transkriptionsfaktor die Expressi-

on eines anderen, entsteht im GRN eine Kante.

Welche Transkriptionsfaktoren sind an der myeloischen Diffe-
renzierung beteiligt? Und wie regulieren sie sich gegenseitig?
Um diese beiden Fragen zu beantworten haben wir, basierend auf
existierenden Forschungsarbeiten, Meta-Datenbanken und der
Expertise unserer biologischen Partner, elf Transkriptionsfak-

toren ausgewdihlt, die bekanntermaRen in Differenzierungspro-
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zessen im myeloischen Teilbaum beteiligt sind. Die gegenseitige
Regulation der Faktoren wurde ebenfalls aus der Literatur abge-
leitet und so das GRN der myeloischen Differenzierung konstru-

iert (Abb. 2A).

Um zu testen, ob dieses Netzwerk imstande ist, die vier reifen
Zelltypen der myeloischen Linie zu erzeugen, miissen wir eine
Dynamik auf dem Netzwerk implementieren, die der realen Dif-
ferenzierung dhnelt. In unserer Arbeit haben wir uns fiir eine
Boolesche Dynamik entschieden. Dabei werden die Zustdnde
eines Faktors mit aktiv/inaktiv (oder 0/1) beschrieben. Dies erlaubt
eine grobkdrnige Beschreibung des System, die uns aus zwei
Griinden angemessen erscheint: Zum einen entspricht dies dem
biologischen Wissen tiber die Aktivitit vieler Faktoren (,,Gen x ist
aktiv in Zelltyp y*), zum anderen ist unser Modell damit bis auf
die Bestimmung der Booleschen Regeln, die wir wieder aus der

Literatur ableiten, parameterfrei.
Wir starten die Boolesche Dynamik in einem Zustand, der dem

der myeloischen Vorlduferzelle (CMP in Abb. 1) entspricht. In

jedem Zeitschritt kann sich dieser in einen anderen Zustand

www.systembiologie.de



gemiR der Booleschen Regeln verdndern. Da wir jeden Knoten

einzeln aktualisieren, ergeben sich fiir jeden Zustand mehrere
mdogliche Folgezustinde. Wenn wir nun die Zustdnde des Systems
mit Knoten und die Uberginge mit Kanten visualisieren, entsteht
wiederum ein Netzwerk, das Zustandsnetzwerk unseres Modells
(ADbb. 2B). Dieses Netzwerk hat zwei bemerkenswerte Eigenschaf-
ten. Zum einen besitzt es genau vier Attraktoren, also Zustdnde
ohne Folgezustinde. Zum anderen ist es azyklisch, d.h. jede Dy-
namik landet schlieRlich immer in einem der vier Attraktoren.
Eine exemplarische Trajektorie ist in Abb. 2B farblich hervorge-
hoben. Um unser Modell zu validieren, haben wir die Booleschen
Zustdnde unserer Faktoren in den Attraktoren mit den mRNA-
Profilen der vier reifen myeloischen Zelltypen verglichen. Abb.
2C zeigt die sehr gute Entsprechung der Modellvorhersage mit

den Daten.

Unser Mesoskalenmodell kann also das Differenzierungspotential
einer myeloischen Vorlduferzelle rekonstruieren. Verwenden
kénnen wir es, um den Einfluss dysfunktionaler Faktoren vorher-
zusagen und um Transdifferenzierungsstrategien (also die geziel-
te Verwandlung eines Zelltyps in einen anderen) zu simulieren

(Krumsiek et al., 2011).

Ein molekulares Modell erklart das Funktionsprinzip
von Genschaltern

Neben der Stabilitit der Differenzierungsdynamik interessiert
uns der molekulare Mechanismus, der zu einer Linienentschei-
dung fiihrt. Das zentrale Motiv fiir diese Entscheidung ist die
gegenseitige Inhibition zweier Transkriptionsfaktoren, welches
auch als Genschalter bezeichnet wird. Dieses Motiv taucht in
unserem Mesoskalenmodell gleich viermal auf (siehe z.B. PU.1
vs. GATA-1 in Abb. 2A). Wollen wir die Dynamik eines solchen
Schalters im Detail verstehen, miissen wir die Beschreibungs-
skala dndern: Von dem grobkdrnigen Booleschen Netzwerk zu
einem Modell, das die Expressionsstirke der einzelnen Gene
einbezieht. Wir haben fiir das molekulare Modell eines Gen-
schalters eine stochastische Beschreibung gewihlt, in dem der
Einfluss der Abfolge der Einzelreaktionen beriicksichtigt wird
(Strasser et al., 2012). Motiviert wird diese Wahl zum einen von

Arbeiten, die zeigen, dass die Zufilligkeit der Einzelreaktionen

www.systembiologie.de

die beobachteten Proteinzahlen besser beschreiben kann als
kontinuierliche Modelle, zum anderen durch die Beobachtung
kleiner mRNA Zahlen, wodurch der Einfluss der Zufilligkeit der
Reaktionsabfolge steigt.

Unser molekulares Schaltermodell ist in Abb. 3A dargestellt: Es
beriicksichtigt Transkription, Translation, Zerfall und Protein-
bindung als einzelne Reaktionen, die jeweils durch einen Para-
meter, die Reaktionsrate, charakterisiert sind. Neu an unserer
Beschreibung ist die Einbeziehung der mRNA, die in den bisheri-
gen Modellen ignoriert wurde. Abb. 3B zeigt den Zustandsraum
des Modells, wobei auf den beiden Achsen die Menge der Protei-
ne der beiden sich gegenseitig inhibierenden Faktoren angetra-
gen ist. Man erkennt farblich kodiert vier Bereiche mit groen
Aufenthaltswahrscheinlichkeiten des Systems, die wir in Ana-
logie zum Mesoskalenmodell als Attraktoren bezeichnen. Star-
ten wir unser System in einem beliebigen Anfangszustand, so
wird es nach einiger Zeit in einem der vier Attraktoren landen.
Im Gegensatz zu bisherigen Modellen zeigt unser Modell eine
Attraktorstruktur, die sich mit dem biologischen Konzept des
,Lineage priming“, also der Vorbestimmung von Vorlduferzel-
len in eine bestimmte Differenzierungsrichtung, deckt. Befindet
sich das System in einem der beiden vorbestimmten Zustdnde
S,* oder s * mit relativ kleinen Proteinzahlen, so entspricht dies
einer noch unentschiedenen Vorlduferzelle mit einer Tendenz
in eine bestimmte Differenzierungsrichtung. Erst durch den
Ubergang in einen der Attraktoren mit groBen Proteinzahlen (S,
oder S) entscheidet sich die Vorlduferzelle endgiiltig fiir eine
bestimmte Richtung. Die Entscheidung, so nehmen wir an, wird
dann durch die Aktivierung von linienspezifischen Genen stabi-
lisiert, die durch die groe Zahl der Proteine des Schaltergens

aktiviert werden.
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Ausblick: Anpassung der Modelle an die nattrliche
Komplexitat

Die Modellierung der myeloischen Differenzierungsentschei-
dung auf verschiedenen Skalen ermdglicht unterschiedliche
Einblicke in die jeweiligen molekularen Prozesse. Mit dem
Mesoskalenmodell kénnen wir einerseits versuchen, generelle
Architekturprinzipien solcher genregulatorischer Netzwerke
(GRN) zu entdecken und eventuell zu verallgemeinern. Offen-
sichtlich ist nicht nur die tatsdchliche Differenzierung, sondern

auch das zugrunde liegende Netzwerk hierarchisch aufgebaut:

Das Modell koppelt zunéchst den PU.1 vs. GATA-1 Schalter mit
zwei detaillierteren Schaltern in einer tieferen Schicht. Gegen-
wirtig simulieren wir ein grofes Ensemble von méglichen Netz-
werken mit vier stabilen Zustinden, um zu verstehen, welche
Robustheitseigenschaften eines solchen hierarchischen Systems
notwendig waren, um einen evolutiondren Vorteil zu gewinnen.
Auflerdem wollen wir unser Modell um weitere myeloische
Zellen und den lymphoiden Ast der Himatopoese erweitern, um
krankhafte Verdnderungen des Gesamtsystems umfassend zu

beschreiben.

(A) Wir beschreiben die gegenseitige Inhibition
zweier Faktoren mit einem zweistufigen
Genexpressionsmodell: Die DNA des
Faktors A wird in eine mRNA abgelesen,

die zerfallen oder in ein Protein A Ubersetzt
werden kann. Auch das Protein zerfallt mit
einer gewissen Rate, es kann aber auch an
die DNA des Gegenspielers B binden und
dort die Transkription hemmen. Die Prozesse
sind spiegelbildlich fur den Faktor B, was zu
einem Genschalter fhrt: Entweder das eine
oder das andere Protein wird produziert und
unterdriickt seinen Gegenspieler (Quelle:

Strasser et al., 2012).

Vi

(B) Der Zustandsraum des Modells zeigt vier
Bereiche erhdhter Aufenthaltswahrscheinlich-
keit. Diese Bereiche lassen sich biologisch als
Zusténde der Vorlauferzelle mit bestimmter
Linientendenz (S,* und S;*) bzw. als entschie-
dene Zusténde mit weiter eingeschréanktem
Differenzierungspotential (S, oder S) deuten

(Quelle: Strasser et al., 2012).

_logp(ss)(x)
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Das Kernmotiv des oben beschriebenen GRNs ist der Gen-
schalter. Dieses regulatorische Motiv haben wir auf moleku-
larer Ebene durch ein stochastisches System beschrieben und
analysiert. Wir konnten sehen, dass kleine mRNA-Zahlen zu
vorentschiedenen Zustdnden fithren. In echten Stammzelldif-
ferenzierungsbiumen, die wir aus zeitaufgeldster Mikroskopie
in enger Zusammenarbeit mit der experimentellen Gruppe von
Timm Schroeder am Helmholtz Zentrum Miinchen erheben
und quantifizieren, bestétigen sich solche Eigenschaften - in
der Tat beobachten wir haufig eine duflerst frithe Entschei-
dung, die dann zu homogenen Bidumen einzelner Zelltypen
fithrt (Marr et al., 2012). In der Zukunft werden wir solche Ent-
scheidungsprozesse iiber mehrere Zellzyklen hinweg in unsere
Modelle einbauen, um die gemessenen Differenzierungsbaume

addquat zu beschreiben.

Orkin, S. H. and Zon, L. 1. (2008). Hematopoiesis: an evolving
paradigm for stem cell biology. Cell, 132(4):631-644.

Strasser, M., Theis, F. J., and Marr, C. (2012). Stability and mul-
tiattractor dynamics of a toggle switch based on a two-stage
model of stochastic gene expression. Biophysical Journal,

102(1):19-29.

Steckbrief Forschungsprojekt:

Das Projekt ist im Rahmen des Netzwerks CoReNe (Control of Re-
gulatory Networks) der Helmholtz-Allianz Systembiologie ent-
standen und wird durch das Schwerpunktprogramm 1356 (Pluri-
potency and Cellular Reprogramming) der DFG unterstiitzt.
Weitere Informationen:

http://cmb.helmholtz-muenchen.de

http://www.helmholtz-muenchen.de/en/scd
Beteiligte Partner:

Felix Buggenthin, Jan Krumsiek, Philipp Hoppe, Timm
Schroeder, Michael Schwarzfischer, Michael Strasser
Beteiligte Institute:

Institut fiir Bioinformatik und Systembiologie & Research Unit

Stem Cell Dynamics, Helmholtz Zentrum Miinchen

Referenzen:

Krumsiek, J., Marr, C., Schroeder, T., and Theis, F. J. (2011). Hie-
rarchical differentiation of myeloisch progenitors is encoded in
the transcription factor network. PLoS ONE, 6(8):e22649.

Marr, C., Strasser, M., Schwarzfischer, M., Schroeder, T., and
Theis, F. J. (2012) Multi-scale modeling of GMP differentiation
based on single-cell genealogies. FEBS Journal, ICSB 2011 edition,

In press.
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TS
VON der hepatischen

stemzelle zum 3D-moagel
der leberregeneration

Exakte Zellanalyse und bahnbrechende 3D-Modelle
werden in Zukunft helfen, die Komplexitat des Leber-
stoffwechsels besser zu verstehen. Dazu lokali-
siert das Team um Dr. Iryna llkavets aus der For-
schergruppe von Prof. Steven Dooley am Klinikum
Mannheim der Universitat Heidelberg mit modernen
Mikroskopierverfahren Sternzellen in der Leber. Aus
den erstellten Bildanalysen werden in Zusammen-
arbeit mit den Arbeitsgruppen um Prof. Jan Hengstler
und PD Dr. Dirk Drasdo dreidimensionale Modelle
erstellt, die die Vorgénge in gesunden und gescha-
digten Lebern simulieren kdnnen. Die interdiszipli-
nare Arbeit ist Teil des bundesweiten Forschungs-
verbundes Virtual Liver Network und man erhofft
sich neue Erkenntnisse zur Funktion der Sternzellen

von Iryna llkavets, Sonja Lukowski, Frank Herweck und Steven Dooley

wéhrend eines Leberschadens (Holzhitter et al.,

2012). Das erweiterte Verstandnis der Leberrege-
neration weist dann die Richtung flr verbesserte
Therapien.

Das Ratsel der Leberregeneration und die Rolle von
Sternzellen

Die Fahigkeit der Leber, sich nach Schidigungen wieder nahezu
vollstandig zu regenerieren, gibt den Forschern immer noch
Rétsel auf. ,,Im Grunde geht es uns darum, die zelluldren Vor-
ginge in der erkrankten Leber - und hier insbesondere die
Rolle der Sternzellen - auf molekularer und Gewebeebene zu
verstehen, diese Prozesse wahrend der Leberregeneration zu
verfolgen und die beobachteten Resultate mathematisch zu er-

fassen,” erkldrt Dr. Ilkavets.

LY

2
-

2 i E ._- ..' r_._,..cl'-"'-'.--;: t.l -

::_&' { .1' r_._"._ll" il ! L, _,‘"'-' [ P .

Ruhende Sternzellen : Aktivierte Sternzellen * rj*,'- N E,' i
ar oK - I "y

Forschung Von der hepatischen Sternzelle zum 3D-Modell der Leberregeneration

Die unterschiedliche Morphologie der Sternzellen wird durch ihren physiologischen Zustand bestimmt. Die Sternzellen wurden aus Mauslebern isoliert und auf der

Plastikoberflache der Kulturplatten wéhrend 2 (ruhende HSCs) oder 7 Tagen (aktivierte Sternzellen) geztchtet (Bilder: I. llkavets).
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Obwohl Sternzellen nur einen duRerst geringen Anteil des ge-

sunden Lebervolumens ausmachen, sind sie von fundamentaler
Bedeutung. Unter anderem speichern sie iiber Dreiviertel des
Vitamin A im K8per und sind an der Wundheilung essentiell
beteiligt. Den heutzutage géngigen Namen ,,Sternzelle* verdan-
ken sie ihrer typischen Form. ,,Ein 3D-Modell der Sternzellen
hatte Karl W. von Kupffer mit Sicherheit noch nicht vor Augen,
als er 1876 die Sternzellen entdeckte und erstmals beschrieb,*
meint Dr. Ilkavets. ,,Doch befinden wir uns heute auf dem bes-
ten Weg dahin.”

Von der Zelle zum Computermodell

Bereits vor einigen Jahren entwickelten Wissenschaftler des
HepatoSys-Verbundes in den Arbeitsgruppen von PD Dr. Dirk
Drasdo (IZBI, Universitit Leipzig & INRIA Paris) und Prof. Jan
Hengstler (IFADO, TU Dortmund) ein hervorragendes 3D-Modell
des Leberlappens (Hoehme et al., 2010). Dieses bildete sowohl
Prozesse in der gesunden Leber als auch nach Vergiftungen
mit Tetrachlorkohlenstoff (CCL,) ab (vgl. systembiologie.de
2011/3, S. 35-38).

Anhand von experimentellen Daten wurden Parameter defi-
niert, die die Anordnung und das Verhalten der Hepatozyten
wiedergeben. Hepatozyten in vergifteten Regionen sterben nach
gangiger Lehrmeinung aufgrund der toxischen Wirkung von
CCL, nach und nach ab, bis der regenerative Prozess einsetzt
und die abgestorbenen Bereiche durch die Bildung neuer Zellen
verschlossen werden. Darauf aufbauend konzentrieren die For-
scher der Mannheimer Arbeitsgruppe ihre Aufmerksamkeit auf
die Sternzellen, die an Wundheilung und Leberregeneration be-
teiligt sind. Aktuell verfolgtes Ziel ist die Erweiterung und somit
Verbesserung des vorstehend erwihnten bestehenden mathe-

matischen Modells der Leberregeneration um die Sternzellen.

Dazu wurden experimentelle Daten generiert. Dies geschah

sowohl in vitro mit kultivierten primiren Mauszellen, als auch

in vivo unter Verwendung verschiedener Mausmodelle (Dooley
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et al., 2008). Fiir die in vitro erzeugten Daten wurden die Stern-
zellen aus der Mausleber isoliert und in Plastik-Kulturschalen
kultiviert (Abb. 1). Zur Generierung von in vivo-Daten wird den
Mausen CCL, gespritzt, und die dadurch geschédigten Lebern

werden iiber einen Zeitraum von einer Woche analysiert.

Hepatische Sternzellen und Hepatozyten stehen in
standiger Kommunikation miteinander

Sternzellen haben sowohl die Moglichkeiten tiber direkten
Kontakt (beispielsweise durch Notch-Jagl und Connexin 43) als
auch indirekt (iiber sekretierte Molekiile) mit Hepatozyten zu
kommunizieren (Friedman 2008). Nach einem Leberschaden
wirken die abgestorbenen Zellreste und die freigesetzten Zyto-
plasmabestandteile der Hepatozyten im Gegenzug aktivierend
auf die Sternzellen. Nach Aktivierung verlieren die Sternzellen
Vitamin A und beginnen im hohen MaRe Zytokine und Chemo-
kine wie TGFa TGF-3, PDGF, HGF und EGF auszuschiitten. Diese
wirken als Wachstumsfaktoren und starten die Vermehrung der
Hepatozyten. Wurden geniigend neue Zellen gebildet, um die
,Hepatozytenliicken* zu schlieRen, werden wiederum TGF-3

und Aktivin ausgeschiittet, um die Wachstumsrate zu bremsen.

Die aktivierten Sternzellen kehren zeitgleich in ihren deakti-
vierten Zustand zuriick, wobei der Wirkungsmechanismus bis-
her noch nicht ausreichend erkldrt werden konnte. Genaue Zeit-
und Konzentrationsreihen der ausgeschiitteten Zytokine werden
mit modernen quantitativen Methoden wie Luminex- und ELISA
ermittelt und anschlieBend mit dem mathematischen Modell

abgespielt und simuliert.

Lokalisation der Sternzellen in vivo

Zur Modellierung ist es erforderlich, genau zu bestimmen, wo
sich die Sternzellen im Zellzusammenschluss der Leber befin-
den. Sie miissen also als solche nachgewiesen, das heif3t visua-
lisiert werden. Man macht sich dabei zunutze, dass bestimmte
zelltypische Marker nur in den Sternzellen und in keinem ande-

ren Zelltyp der Leber zu finden sind. Mit Immunhistochemie an

Forschung Von der hepatischen Sternzelle zum 3D-Modell der Leberregeneration



Pfortader

Partalvene

DAPI gefarbt (blau) (Bilder: I. llkavets).

Leberschnitten nutzen die Wissenschaftler Desmin-Farbungen
zur Bestimmung aller, d.h. sowohl aktiver als auch ruhender
Sternzellen, wohingegen die a-SMA-Firbungen nur die akti-
vierte Form der Sternzellen detektiert. Die Forscher benutzen
hierbei zwei Sorten der Immunohistochemie mit anschlieBender
Mikroskopie: (i) konventionelle Immunohistochemie an 3-4 ym
dicken Leberschnitten mit Lichtmikroskopie (Abb. 3) und whole
slide imaging, oder (ii) immunfluoreszente Immunhistochemie an
100 um dicken Leberschnitten und anschlieRender konfokaler
Mikroskopie (Abb. 2). Wihrend die erste Methode fiir die spe-
zifische Farbung eines Markers und die Firbung des gesamten

Lebergewebes herangezogen wird, dient die zweite Methode der

Abbildung 2: Sternzellen in vivo und Gewebearchitektur im Bereich der Portalvene, der Pfortader und des Parenchyms
Mausleber wurde in 100 pm dicke Stiicke geschnitten und mit Fluoreszenz-Immunohistochemie geférbt. Bilder wurden mit konfokaler Mikroskopie
aufgenommen. Die Sternzellen wurden mit Antikérpern gegen Desmin nachgewiesen (grtin), das sinusoidale Netzwerk ist rot und die Zellkerne wurden mit

Parénchyma Parenchyma + Brilcke

gleichzeitigen Firbung von bis zu vier verschiedenen Markern.
Die Firbungen werden in letzterem Fall mit 3D-Mikroskopie
analysiert. Die Forscher erhalten als Ergebnis sogenannte aus
bis zu 100 aufeinanderfolgenden Bildern bestehende 3D-stacks,
die in einem Abstand von 0.1-0.2 um aufgenommen wurden.
Die Bilder geben unter anderem die Firbungen von Sternzellen,
Gallengangnetzwerken, das Sinusoidnetzwerk und Zellkerne
wieder. Anhand dieser Bilder-sets kann die Zelltopologie in
Regionen der Zentralvene, der Pfortader und des Parenchyms
experimentell quantifiziert und nachfolgend simuliert werden.
AnschlieBend folgt wiederum die Einbindung der Zelltopologien

in die mathematischen Modelle.

. W i O

e = “m - [y T g
Tag 3 na_lfl\__QCL4Jnjekt| n s i

Forschung Von der hepatischen Sternzelle zum 3D-Modell der Leberregeneration

s
.. .E. ‘-." "‘

o Il BN o

‘Unbehandelte Kontrolle

= g i & .l' 2 . 'r'i-"‘ -1."\-

Immunohistochemische Férbung gegen Desmin (Sternzellen-Marker) und Lichtmikroskopie. Wurde die Maus zuvor mit CCL, behandelt, sind die Hepatozyten
um die Zentralvene herum geschadigt (hellblau). In diesen Bereichen befinden sich am Tag 3 nach Schadigung vermehrt hepatische Sternzellen (braun). In der

unbehandelten Kontrolle sind diese nur vereinzelt in der sinusoidalen Region zu finden (Bilder: I. llkavets).
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Die Morphologie der Sternzellen in vivo

Fiir die Modellierung ist die exakt definierte Morphologie der
Sternzellen wichtig. Das bestehende Modell beschreibt zwar
bereits die Morphologie der Hepatozyten, diese ist allerdings
nicht einfach auf Sternzellen iibertragbar. Denn, wihrend Hepa-
tozyten eine verhiltnismaRig einfache Morphologie aufweisen
und sich dicht aneinanderreihen, befinden sich die Sternzel-

len in den Zwischenrdumen der Hepatozyten in einem losen
Netzwerk und dndern ihre Morphologie abhingig von ihrem
physiologischen Zustand. Diese Informationen wurden aus in
vitro-Zellkulturdaten mit Fluoreszenz-/konfokaler Mikroskopie
oder aus in vivo-Daten mit Elektronenmikroskopie gewonnen. Im
ruhenden Zustand besitzen die runden Sternzellen mit einem
Durchmesser von 5-7 um Vitamin A/Lipid-Speichertropfen. Im
aktivierten Zustand hingegen sind nur wenige Vitamin A/Lipid-
Tropfen in den protrusionierten Sternzellen (Durchmesser von

20 pym) vorhanden.

Zusammenfassung

Mit Maus-Modellen und verschiedenen Mikroskopierverfahren
stellt das Forscherteam um Dr. Iryna Ilkavets wichtige Para-
meter bereit, die zur 3D-Rekonstruktion der Leberarchitektur
dienen. Die Form der Sternzellen, deren Anzahl und Lokalisation
helfen dabei, die raumliche und zeitliche Dynamik eines Leber-
schadens und die anschliefende Regeneration genauer zu erfas-
sen. Das Verstdndnis der Funktion der Sternzellen bei diesem
Prozess tragt dazu bei, nach und nach das Ritsel der Leberrege-

neration zu l6sen.

G. Hengstler, J.G., and Drasdo, D. (2010). Prediction and validation
of cell alignment along microvessels as order principle to restore
tissue architecture in liver regeneration. Proc. Natl. Acad. Sci.
(UsA), 107(23), 10371-10376.

Holzhiitter HG, Drasdo D, Preusser T, Lippert J, Henney AM.
(2012). The virtual liver: a multidisciplinary, multilevel challenge
for systems biology. Wiley Interdiscip Rev Syst Biol Med. 2012
May;4(3):221-35.

Steckbrief Forschungsprojekt:

Das Sternzellen-Projekt ist ein Teil des bundesweiten interdizi-
plinidren Forschungsverbundes Virtual Liver Network. Das Projekt
umfasst die detallierte Beschreibung der Physiologie und Patho-
physiologie von hepatischen Sternzellen unter Verwendung von

experimentellen Analysen und mathematischer Modelle.

Kontakt:

Dr. Iryna Ilkavets

AG Prof. Steven Dooley

Molecular Hepatology - Alcohol Associated
Diseases

Medizinische Fakultdt Mannheim

(der Universitit Heidelberg)

Mannheim

iryna.ilkavets@medma.uni-heidelberg.de

Sonja Lukowski

sonja.lukowski@medma.uni-heidelberg.de

Frank Herweck

frank.herweck@medma.uni-heidelberg.de

Prof. Dr. Steven Dooley
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Explosion im Erbgut verursacht Hirntumoren

Erbliche Defekte im Gen fiir das Protein p53 kénnen zur
explosionsartigen Umlagerung grof3er Teile des Erbguts
fithren, was Zellen offenbar besonders leicht zu Krebszellen
entarten lidsst. Heidelberger Forscher entdeckten dies an

einem duflerst aggressiven Hirntumor bei Kindern.

Menschen mit ererbten Defekten im Gen p53 durchleben oft
eine jahrzehntelange Leidensgeschichte: Hiufig erkranken sie
im Laufe ihres Lebens an mehreren verschiedenen Krebsarten.
Thnen mangelt es an intaktem p53-Protein, dem sogenannten
,Wichter des Genoms*, welches nach Erbgutschiddigung die
Zellteilung aufhilt, damit die Zelle die DNA-Defekte reparie-
ren kann. Sind die Schiden irreparabel, dann sorgt p53 fiir die

Einleitung des Zelltods (Apoptose).

N )

. ¥

oY)

Eine erbliche Veranderung im p53, dem ,Wachter des Genoms*, ist még-

licherweise die Ursache fir explosionsartige Umlagerungen im Erbgut

(© EMBL/P. Riedinger).

90 News

Wissenschaftler um Prof. Peter Lichter (DKFZ), Dr. Stefan Pfister
(DKFZ und Universitétsklinikum Heidelberg) und Dr. Jan Korbel
(EMBL Heidelberg) entzifferten das Erbgut eines Madchens mit
einem besonders aggressiven Hirntumor, dem SHH-Medullo-
blastom. Sie wurden von einer erblichen p53-Mutation gepaart
mit einem beispiellosen Chaos iiberrascht: Abschnitte einzelner
Chromosomen waren an unzihligen Stellen zerbrochen und
regelwidrig wieder zusammengebaut worden, so dass ganze Erb-
gutabschnitte fehlten, andere dagegen vervielfiltigt oder in fal-
scher Orientierung eingebaut waren. Dieses Desaster im Erbgut
unterscheidet sich von allen bisher bekannten Erbgutdefekten
in Tumorzellen und wird als Chromothripsis bezeichnet. Chro-
mothripsis entsteht vermutlich durch ein einzelnes Ereignis

in der Zelle, das die Chromosomen geradezu explodieren lésst,
denn eine allmihliche Anhidufung einzelner Mutationen, wie
man sie von den meisten Krebserkrankungen kennt, kann ein

solches Durcheinander nicht erkldren.

Eine derartige Haufung von Chromothripsis bei einer einzel-
nen Krebsart war bislang nicht bekannt, ebenso wenig ein
Zusammenhang zwischen Chromothripsis und einem bestimmten
Gendefekt. ,,Wir priifen daher, ob wir nicht in Zukunft bei
allen Patienten mit SHH-Medulloblastomen nach erblichen
p53-Mutationen suchen sollen®, sagt Stefan Pfister. Liegt eine
solche Mutation vor, so haben die Betroffenen, mdglicherweise
auch deren Angehérige, ein besonders hohes Krebsrisiko.
Entdecken wir einen erblichen p53-Defekt, so kénnen wir
engmaschige Fritherkennungsuntersuchungen empfehlen, um
mogliche Tumoren rechtzeitig in einem besser behandelbaren

Stadium zu entdecken.*

Zudem ist in diesem Fall besondere Vorsicht bei der Wahl der
Behandlungsmethoden geboten, denn sowohl Strahlenthera-
pie als auch einige Zytostatika bewirken Erbgutschidigungen.
Da bei Menschen mit ererbtem p53-Defekt die DNA-Reparatur
jedoch in allen Kérperzellen beeintréchtigt ist, kénnten the-
rapiebedingte DNA-Schddigungen leicht zu weiteren Krebser-

krankungen fiihren.

Originalpublikation: Rausch et al. (2012). Genome sequencing
of pediatric medulloblastoma links catastrophic DNA rearrange-
ments with TP53 mutations. Cell 148, 59-71.

Quelle: Pressemitteilung DKFZ
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Virusabwehr durch Interferon — gezielt oder zuféllig?
Menschliche Zellen wehren sich gegen eindringende Viren,
indem sie Gefahrensignale, die Interferone, produzieren und
ausscheiden. Sezerniertes Interferon aktiviert in den Produzen-
ten sowie in Nachbarzellen die Bildung von Proteinen, welche
die Virusvermehrung verhindern. Wissenschaftler um Hansjorg
Hauser sowie Mario K&ster am Helmholtz-Zentrum fiir Infektions-
forschung in Braunschweig und Thomas Héfer am Deutschen
Krebsforschungszentrum in Heidelberg haben die antivirale
Interferonantwort in Einzelzellen sichtbar gemacht. Erstmals
haben sie dazu den Weg von der Viruserkennung iiber das Ab-
lesen der Interferongene bis hin zur Reaktion auf sezerniertes
Interferon mit Hilfe von fluoreszenten Reporterproteinen ver-
folgt und mathematisch modelliert. Ein iiberraschendes Ergebnis
dieser Studie ist, dass alle beobachteten Teilabschnitte dieser
Wirkkette wie zufillige Schalter funktionieren. Ob und wann

ein Schalter in einzelnen Zellen umgelegt wird, erfolgt trotz der
lebenswichtigen Funktion keineswegs zuverldssig - sondern
zufillig. Das mathematische Modell sagt allerdings vorher, dass
eine schlagkriftige Virusabwehr erzielt werden kann, wenn das
Interferonsignal sehr viele umliegende Zellen erreicht. Diese
Prognose konnte anschliefend im Experiment bestitigt werden.
Da humanpathogene Viren das Interferonsystem unterdriicken
kénnen, haben diese Ergebnisse grundlegende Bedeutung fiir das
Verstédndnis viraler Infektionskrankheiten. Die Wissenschaftler
wollen nun den Wettlauf zwischen der Interferonantwort und

der Ausbreitung eines Virus im infizierten Gewebe untersuchen.

Mittels fluoreszenten Reporterproteinen wurden Signaltransduktion und
Genexpression von Einzelzellen gemessen (links) und mit einem mathe-

matischen Model simuliert (rechts) (Grafik: aus Rand et al., 2012).
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Originalpublikation: Rand, U., Rinas, M., Schwerk, J., Nohren, G.,
Krdger, A., Kély-Kullai, K., Flossdorf, M., Hauser, H., Hofer, T. and
Késter, M. (2012) Multi-layered cellular stochasticity and paracri-
ne amplification shape the type-I interferon response. Mol. Syst.

Biol. 8: 584.

Neues Systembiologie-Zentrum in Dresden gegrindet
Mit Unterstiitzung des Bundesministeriums fiir Bildung und
Forschung (BMBF), der Klaus Tschira Stiftung und der Max-
Planck-Férderstiftung griindet die Max-Planck-Gesellschaft
in Dresden ein Zentrum fiir Systembiologie. Als Direktor des
Zentrums wurde Eugene W. Myers berufen, der gleichzeitig
eine Abteilung am Max-Planck-Institut fiir molekulare Zell-
biologie und Genetik in Dresden und eine Nachwuchsarbeits-
gruppe am HITS, dem Heidelberger Institut fiir Theoretische

Studien, leiten wird.

Gene Myers, Direktor des neuen Systembiologie-Zentrums der Max-

Planck-Gesellschaft in Dresden (© MPG, Myers)

Gene Myers (58) gehdrt zu den Pionieren der Bioinformatik
und hat maRgeblich bei der Entschliisselung des menschlichen
Genoms mitgewirkt. Mit seinen Arbeiten hat er die Informatik
mit der Biologie untrennbar verkniipft. Mit den von ihm ent-
wickelten Algorithmen kénnen Wissenschaftler im ,,shot-gun*-
Verfahren die bei der Genomanalyse entstehenden unzihligen

kleinen DNA-Schnipsel zu einem zusammenhéingenden Genom




zusammensetzen. Auf diese Weise wurde die Entschliisselung
des Genoms der Fruchtfliege Drosophila, der Maus und eben des
Menschen deutlich beschleunigt. Dafiir erhielt er 2004 den Max-

Planck-Forschungspreis.

Da bei der Analyse von Vorgédngen innerhalb von Zellen etliche
Terrabytes an Bilddaten anfallen, die nur noch mithilfe von
extrem leistungsfahiger Software ausgewertet werden kénnen,
will Myers an dem neuen Dresdner Zentrum mdglichst viel
Information aus diesen Bilddaten holen. Dazu plant er, Mikros-
kopieverfahren und die dazugehorige Bilderkennungs- und
Analyse-Software so weiterzuentwickeln, dass der gesamte
Entwicklungsablauf biologischer Systeme digital erfasst werden
kann. Mit neuer Software sollen die Rohdaten dann in 3D-Mo-
delle umgerechnet und Beobachtungen der molekularen Ebene
virtuell abgebildet werden. ,,Wir sind sicher, dass solche Daten-
sammlungen der Weg der Zukunft sind, mit ihrer Hilfe wird
man bald mehr iiber die Aufgabe ganzer Genom-Abschnitte
erfahren konnen, als das bisher mit allen géingigen Ansitzen
moglich ist“, so Myers.

Quelle: Pressemitteilung Max-Planck-Gesellschaft

Erster DFG-NSF Workshop zur Synthetischen Biologie
in Heidelberg

Am 15. und 16. Mai 2012 organisierten die Deutsche For-
schungsgemeinschaft (DFG) und ihre US-amerikanische
Partnerorganisation National Science Foundation (NSF) im
BioQuant Zentrum in Heidelberg einen Workshop zum Thema
»Synthetische Biologie* und gaben damit 30 amerikanischen
und deutschen Wissenschaftlerinnen und Wissenschaftler eine
Plattform, um die Probleme und Perspektiven dieses sich neu

entwickelnden Forschungsgebiets zu diskutieren.

Deutlich wurde dabei, dass die dort anwesenden amerikanischen
Wissenschaftler einen stirkeren ingenieurwissenschaftlichen
Ansatz gezeigt haben, wohingegen die Deutschen einen stérker
anwendungsbezogen lebenswissenschaftlichen Ansatz verfolgten.
Einig waren sich die Wissenschaftler darin, dass die Komplexitit
des Lebens sehr viel mehr Ritsel aufgibt als erwartet und die
Synthetische Biologie ein notwendiges Werkzeug zum Ver-

standnis dieser Strukturen ist. Der Ethiker Peter Dabrock von

der Universitit Erlangen appellierte eindringlich daran, in die-
sen Fragen kontinuierlich mit der Offentlichkeit im Gesprich
zu bleiben. Das Wichtigste zur Akzeptanz dieses Wissenschafts-
gebietes sei es, Vertrauen aufzubauen. Um das Themenfeld wei-
ter zu verfolgen, wurde ein mdgliches Folgetreffen allgemein
befiirwortet.

Quelle: Pressemitteilung Deutsche Forschungsgemeinschaft

Ausgezeichnet fir sein Lebenswerk! Peter Lichter
erhélt den Preis der European Society of Human
Genetics 2012

Die European Society of Human Genetics hat am 26. Juni 2012
ihren ESHG Award an Prof. Peter Lichter, Leiter der Abteilung
Molekulare Genetik am Deutschen Krebsforschungszentrum
Heidelberg, verliehen. Mit dem Preis wurde Peter Lichter fiir
sein Lebenswerk und seine bahnbrechenden Erkenntnisse auf
den Gebieten der Molekularen Zytogenetik und der Struktur
von Genomen sowie fiir die Entwicklung neuer Technologien,
die grundlegende Mechanismen der Krebsgenese aufdecken,

geehrt.

Professor Peter Lichter (Foto: DKFZ Heidelberg)

Zu seinen herausragenden Leistungen gehdren die maRgebliche
Entwicklung sowohl des Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierungsverfah-

rens (FISH) zum Nachweis von DNA und RNA in Zellkernen als auch
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das Array-CGH-Verfahren (comparative genomic hybridization) zur
hochauflgsenden Bestimmung von DNA-Gewinnen und -Verlusten.
Beide Methoden haben sich in den letzten zehn bis fiinfzehn Jahren
zu unverzichtbaren Werkzeugen in der medizinischen Genetik und
in der Krebsforschung entwickelt. Bei seiner Forschung hat Peter
Lichter immer auch die Anwendung dieser Methoden im klinischen

Alltag und zum Nutzen der Patienten vorangetrieben.

Peter Lichter studierte Biologie in Heidelberg und ging als Postdok-
torand zu Prof. D.C. Ward an die Yale Universitdt nach New Haven,
USA. Seit 1990 forscht er am Deutschen Krebsforschungszentrum in
Heidelberg auf dem Gebiet der molekularen Genetik und ist seit 2000
Professor an der Universit4t Heidelberg.

Quelle: Pressemitteilung Pressemitteilung ESHG

Schilerteam aus Heidelberg gewinnt den ,,iGEM
2012 Highschool Jamboree” in den USA

Fiinf Schiiler des Heidelberger Life-Science Labs, einer Einrichtung
am DKFZ zur Férderung naturwissenschaftlich begabter Schiilerin-
nen und Schiiler, haben beim iGEM-Highschool-Wettbewerb in In-
diana, USA, mit ihrem Projekt ,,Unveiling the Invisible - Enthiillung
des Unsichtbaren® den 1. Platz belegt und sich damit erfolgreich
gegen 16 internationale Highschool-Teams durchgesetzt. Das deut-
sche Schiilerteam aus Karlsruhe, Wiesbaden und Kiinzelsau unter
der Betreuung von PhD- und Masterstudenten am DKFZ entwickelte
ein Messgerit zur genauen Quantifizierung von UV-Strahlung und
radioaktiver Strahlung. Sowohl UV-Strahlung als auch Radioaktivi-
tét sind natiirliche Strahlungen, die uns téglich begegnen. In gerin-
gen Dosen sind diese Strahlungen harmlos, fiir manche Organismen
sogar lebenswichtig. Eine Dosis-Uberschreitung kann jedoch zu
schweren Zellschidigungen fiihren, die wiederum beim Menschen
Erkrankungen wie Krebs hervorrufen kénnen. Das iGEM-Team des
Heidelberger Life-Science Labs hat einen synthetischen Werkzeug-
satz entwickelt, der eine prizise Messung von UV- und radioaktiver
Strahlung im Alltag erméglicht. Von der UV-Messung beim Sonnen-
baden bis hin zu radioaktiven Messungen in Hochrisikogebieten,
bieten die bakteriellen Strahlensensoren eine grof3e Bandbreite an

Anwendungsmoglichkeiten.

,Damit die Leute unseren Strahlendetektor immer gern bei sich

tragen, z.B. beim Sonnenbaden, entwickelten wir neben der wissen-

www.systembiologie.de

schaftlichen Projektarbeit eine exklusive Schmuckkollektion, in die
wir unseren Strahlensensor integriert haben®, erkldrt Teammitglied

Charlotte Bunne den besonderen Clou ihres lebenden Detektors.

Mit diesem Produkt méchte das Schiilerteam die Offentlichkeit auf
diese unsichtbare, permanent anwesende Gefahr hinweisen und die
enormen Anwendungsmoglichkeiten der Synthetischen Biologie fiir

unser tigliches Leben aufzeigen.

Von links nach rechts: Katharina Genreith (Betreuerin), Stefan Holderbach,
Mariam Harmouche, Tim Heinemann (Betreuer), Charlotte Bunne, Jakob

Kreft, Anna Huhn und Dominik Niopek (Betreuer)

iGEM (international genetically engineered machine competition)
ist ein internationaler, nicht kommerzieller Wettbewerb fiir Synthe-
tische Biologie, der seit 2003 vom Massachusetts Institute of Tech-
nology (MIT) in Boston veranstaltet wird und sich an Bachelor- und
Masterstudenten richtet. Der daraus entstandene iGEM Highschool
Jamboree versucht seit 2011 Schiiler fiir die Biowissenschaften zu
begeistern.

Mehr Informationen finden Sie unter:

http://2012hs.igem.org/Main_Page




International Conference on Systems Medicine —
ICSM 2012
9.-12. September 2012, Dublin, Irland

SYSTEMS
MEDICINE

ntarnational Condaranc

Die Forschungsinitiative Systems Biology Ireland (SBI) veran-
staltet im September 2012 und 2014 in Dublin die International
Conference on Systems Medicine. Die Konferenzserie wird
unterbrochen von begleitenden Workshops fiir junge Kliniker
und Forscher in den Jahren 2013 und 2015, die im LCSB - Luxem-
bourg Centre for Systems Biomedicine stattfinden werden. Diese
Serie will neueste Entwicklungen und Technologien prisentieren
sowie Herausforderungen medizinischer Problemstellungen
wahrnehmen. Die Konferenz richtet sich gleichermaRen an
Kliniker und Forscher, die sich mit der Erforschung von Krank-
heiten beschiftigen und méchte damit die Kommunikation
innerhalb des Gesundheitswesens fordern. Die erste ICSM findet
am 9.-12. September 2012 im Kildare Carton House auRerhalb
von Dublin statt.

Koordinatoren:

Konferenzen: Prof. Walter Kolch, Director,

Systems Biology Ireland

Workshops: Prof. Rudi Balling, Director,

Luxemburg Centre of Systems Biomedicine.

Weitere Informationen unter:

www.sysmed2012.eu

Intension des seit acht Jahren stattfindenden Workshops
»Molecular Interactions* ist es deshalb, den wissenschaft-
lichen Nachwuchs iiber die neuesten Trends, Technologien
und analytischen Ansitze in der Biotechnologie zu informie-
ren, sie fiir die Forschung und Entwicklung zu begeistern und
ihnen Kontakte zu Experten aus Universitdten, Forschungsein-
richtungen sowie nationalen und internationalen Unternehmen

zu vermitteln.

Nach den BegriiBungsworten von Bundesminister a.D. Dr. Heinz
Riesenhuber MdB und der Eroffnungsrede von Professor Dieter
S6ll (Yale University, USA) werden insgesamt 28 renommierte
Wissenschaftler aus der ganzen Welt zum diesjéhrigen Thema
,JFrom Molecules to Product Innovation* iiber die neuesten Ent-
wicklungen in ihren Forschungsgebieten berichten und mit den
Teilnehmern diskutieren.

Mehr Informationen und Anmeldung unter:

www.molecularinteractions.de

8. Workshop Molecular Interactions —

From Molecules to Product Innovation

12.-14. September 2012, Berlin

Der Einsatz und die Entwicklung moderner Technologien im Be-
reich der Lebenswissenschaften sind von essentieller Bedeutung
fiir das menschliche Leben geworden. Dabei steht der Begriff
»Biotechnologie* als Sammelbegriff fiir eine Vielzahl von Ver-
fahren, Produkten und Methoden. Die Komplexitit dieses For-
schungsgebiets erfordert daher ein hohes MaR an Spezialwissen,
eine enge Verkniipfung verschiedener Forschungsgebiete und

eine kontinuierliche, sorgfiltige Weitergabe von Fachwissen. Die

MiCom 2012 - 3rd International Conference on
Microbial Communication

5.-8. November 2012, Jena

Mikroorganismen sind wichtige Komponenten der Biosphdre,
und mikrobielle Kommunikation ist ein wichtiger Antrieb des
Okosystems Erde. Die jahrlich stattfindende Konferenz fiir Mikro-
bielle Kommunikation (MiCom) versucht, ein neues Verstindnis
fiir die méglichen Interaktionen und die daraus entstehenden
vielen Konsequenzen sowohl auf molekularer als auch globaler

Ebene zu entwickeln.

Von Studenten fiir Studenten: Die Jenaer School for Microbial
Communication (JSMC) freut sich daher, zur 3. Internationalen
Konferenz fiir Mikrobielle Kommunikation vom 5. bis 8. Novem-
ber 2012 in Jena einladen zu kénnen. Die Konferenz wird von
Studenten der JSMC organisiert und richtet sich speziell an PhD-

Studenten.

»Meet the experts” - Informelle Diskussionsrunden mit den in-
ternational renommierten Hauptrednern sowie renommierten
Wissenschaftlern aus Jena werden eine optimale Kommunikation

unter den Teilnehmern erméglichen.

www.systembiologie.de




3rd International Conferencen Microbial Communication
November 5" - 8'" 2012 Jena, Germany
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Themen werden sein: Mikroben und Umwelt, Mikrobe-Wirt-In-
teraktion: Pathogenitit und Symbiose, Molekulare Kommunika-
tion, Mikroben in Modellen und Methoden. Beitrége in Form von
Vortrédgen oder Postern sind herzlich willkommen.

Anmeldung, Posterbewerbungen und weitere Informationen
unter:

www.micom-conference.de

BIOTEC FORUM 2012 -

Bioinformatics and Computational Biology

6.-7. Dezember 2012, Dresden

Das BIOTEC FORUM 2012 - Bioinformatics and Computational
Biology fiihrt internationale, nationale und lokale Experten
dieses Fachgebiets zusammen, um die neuesten Entwicklungen

in den Bereichen Imaging, Modellierung in der Systembiolo-

BIOTEC

gie, Sequenzanalyse und Genomics, strukturelle Bioinformatik,
Protein-Interaktionsnetzwerke sowie Hochdurchsatz-Verfahren

zu diskutieren.

Seit 2007 hat sich das BIOTEC FORUM zu einer jahrlich stattfin-
denden, offenen Veranstaltung entwickelt, die die aktuellsten
Themen eines oder mehrerer Forschungsgebiete des BIOTEC-
Zentrums Dresden reprdsentiert. Das Format des Meetings be-
steht aus international renommierten Sprechern, die fiithrend
auf ihren Fachgebieten sind und iiber neueste wissenschaftliche
Errungenschaften berichten werden. Die Veranstaltung ist offen
fiir alle interessierten Wissenschaftler, es werden keine Konfe-
renzgebiihren erhoben. Es kdnnen eigene Beitrdge in Form eines
Posters wahrend der Postersession prasentiert werden.

Mehr Informationen finden Sie unter:

www.biotec.tu-dresden.de/biotec-forum
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Indo-German Symposium on Systems Biology
27.-29. November 2012, Hyderabad, Indien

Das Bioquant-Zentrum der Universitit Heidelberg, das Heidel-
berg Zentrum Siidasien und die School of Life Sciences der
Central University of Hyderabad veranstalten gemeinsam in der
Universitdt Hyderabad, Indien, das 1. Indo-German Symposium
on Systems Biology 2012. Um Kooperationen in Forschung und
Lehre zu férdern, werden Wissenschaftler aus Deutschland und
Indien die aktuellsten Forschungsthemen im Fachgebiet System-
biologie diskutieren. Die Schwerpunkte werden in den Bereichen
Synthetische Biologie, Infektionsbiologie, Krebsforschung,
Signaltransduktion, Mikroarray-Techniken, Drugdesign und der

Modellierung von Stoffwechselwegen liegen.

Das Symposium mochte Wissenschaftlern aus den verschiedensten
Fachdisziplinen wie Mathematik, Statistik, Physik, Chemie und
Biologie eine Plattform bieten, Ideen auszutauschen und Kollabora-
tionen ins Leben zu rufen. Die Veranstaltung richtet sich gleicher-
maRen an Doktoranden und Post-Doktoranden sowie Dozenten und

interessierte Fachkollegen.

Weitere Informationen unter:

www.hcsa.uni-heidelberg.de und www.uohyd.ac.in

Foto: davidevison — fotolia.com

www.systembiologie.de

systembiologie.de
Das Magazin fir systembiologische Forschung in
Deutschland - Ausgabe 05, Juli 2012

systembiologie.de ist ein halbjéhrlich erscheinendes Magazin
mit Informationen aus der deutschen Systembiologieforschung.
ISSN 2191-2505

Herausgeber:

systembiologie.de wird herausgegeben von den Geschaftsstellen der
Forschungsnetzwerke ,,Helmholtz-Allianz Systembiologie” und ,Virtual Liver
Network" sowie dem ,Projekttrager Julich®.

Redaktion:

Chefredakteur: Prof. Dr. Roland Eils (DKFZ/Universitat Heidelberg)
Redaktionelle Koordination: Ulrike Conrad (Helmholtz-Allianz System-
biologie, DKF2)

Redaktion:

Johannes Bausch (Virtual Liver Network, Universitat Freiburg), Ulrike Conrad
(Helmholtz-Allianz Systembiologie, DKFZ), Dr. Jan Eufinger (Helmholtz-Allianz
Systembiologie, DKF2), Dr. Bernhard GilleBen (PtJ), PD Dr. Klaus-Peter Michel (PtJ),
Dr. Gisela Miczka (PtJ), Dr. Angela Oberthir (BioQuant, Universitat Heidelberg),
Dr. Yvonne Pfeiffenschneider (PtJ) und Stephanie Werner-Ried (DKF2).

Anschrift:

Redaktion systembiologie.de

c/o Deutsches Krebsforschungszentrum (DKFZ)
Abteilung Theoretische Bioinformatik - BO8O

Im Neuenheimer Feld 580, D-69120 Heidelberg

Der Inhalt von namentlich gekennzeichneten Artikeln liegt in der Verantwortung
der jeweiligen Autoren. Wenn nicht anders genannt, liegen die Bildrechte der in
den Artikeln abgedruckten Bilder und Abbildungen bei den Autoren der Artikel.
Die Redaktion tragt keinerlei weitergehende Verantwortung flr die Inhalte der
von den Autoren in ihren Artikeln zitierten URLs.

Gestalterische Konzeption und Umsetzung:

LANGEuUndPFLANZ Werbeagentur GmbH, Speyer (www.LPsp.de)

Druck:

Werbedruck GmbH Horst Schreckhase, Spangenberg (www.schreckhase.de)

"'\ PEFC zertifiziert
1 '?* ’ Dieses Produkt stammt aus nachhaltig

bewirtschafteten Waldern und kontrollierten Quellen

~E FC www.pefc.de

Aboservice:

Das Magazin wird aus Mitteln der Helmholtz-Gemeinschaft und des Bundes-
ministeriums fur Bildung und Forschung (BMBF) geférdert. Diese Verdffentlichung
ist Teil der Offentlichkeitsarbeit der unter Herausgeber genannten Initiativen.
Sie wird kostenlos abgegeben und ist nicht zum Verkauf bestimmt.

Wenn Sie das Magazin abonnieren mdchten, fiillen Sie bitte das For-
mular auf www.systembiologie.de aus oder wenden sich an:

Redaktion systembiologie.de, ¢/o Abteilung Theoretische Bioinformatik BO8O
Deutsches Krebsforschungszentrum (DKF2)

Im Neuenheimer Feld 580, D-69120 Heidelberg
abo@systembiologie.de

Impressum 97



systembiologie.de mochte die Erfolge der deutschen Systembio- fonds der Helmholtz-Gemeinschaft getragenen Helmholtz-

logie auf anschauliche Weise einem breiten Publikum zugénglich ~ Allianz Systembiologie und aus Mitteln des Bundesministeri-
machen. Erstellt wird das zunéchst zweimal jahrlich erscheinen- ums fiir Bildung und Forschung (BMBF).

de Heft gemeinsam durch die Geschiftsstellen der bundesweiten

Systembiologienetzwerke Helmholtz-Allianz Systembiologie und

Virtual Liver Network sowie dem Projekttréger Jiilich. Finanziert

wird das Heft aus Mitteln der iiber den Impuls- und Vernetzungs-

Die Redaktionsmitglieder von systembiologie.de (v. links n. rechts):
Ulrike Conrad (Helmholtz-Allianz Systembiologie), Klaus-Peter Michel (Ptd), Yvonne Pfeiffenschneider (PtJ), Kai Ludwig (LANGEundPFLANZ),

Roland Eils (Helmholtz-Allianz Systembiologie), Jan Eufinger (Helmholtz-Allianz Systembiologie), Angela Oberthtr (BioQuant),
Johannes Bausch (Virtual Liver Network), Gisela Miczka (PtJ), nicht im Bild: Bernhard GilleBen (PtJ) und Stephanie Werner-Ried (DKFZ).

98 Wir tiber uns Die systembiologie.de-Redaktion stellt sich vor www.systembiologie.de
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