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Systembiologie des Wnt-Signalwege

Die Systembiologie umfasst die
mathematische Modellierung zell-
biologischer Prozesse und die
Untersuchung der Eigenschaften
der Modelle durch Computersimu-
lationen. Aufgrund der Moglich-
keit, Experimente mit dem Com-
puter zu planen, entwickelt sich
diese Wissenschaft zu einer un-
verzichtbaren Unterstiitzung der
Laborarbeit. In diesem Beitrag
wird am Beispiel des kanonischen
Wnt-Signalweges die Stdrken der
mathematischen Modellierung
und der mogliche Gewinn fiir die
Laborarbeit diskutiert.
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rozesse in biologischen Zellen, wie

Signaltransduktion,  Stoffwechsel

und Zellteilung werden durch kom-
plexe Netzwerke biochemischer Reaktio-
nen gesteuert. Diese Netzwerke lassen sich
auf mathematische Modelle abbilden, die
die zeitlichen Anderungen der Protein-
konzentrationen basierend auf verschie-
denen Wechselwirkungen zwischen den
Proteinen beschreiben. Die mathemati-
sche Modellierung der Netzwerke und die
Untersuchung der Eigenschaften der ma-
thematischen Modelle durch Computersi-
mulationen ist Gegenstand der sich rasant
entwickelnden Wissenschaft der System-
biologie. Grundlagen der Systembiologie
sind die Biologie und die Systemtheorie
aus den Ingenieurwissenschaften. Letzte-
re stellt Methoden zur Analyse mathema-
tischer Modelle bereit. Die Systembiologie
hat zum Ziel, Beziehungen zwischen der
Struktur und der Funktion eines bioche-
mischen Reaktionsnetzwerkes zu identifi-
zieren und dariiber hinaus experimentell
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1 Arbeitsfluss in der Systembiologie.

iiberpriifbare Vorhersagen iiber dessen
Eigenschaften zu erstellen. Der Arbeits-
fluss in der Systembiologie ist in Abbil-
dung 1 dargestellt.

Ein traditioneller mathematischer Mo-
dellierungsansatz in der Systembiologie ba-
siert auf Differenzialgleichungen zur Be-
schreibung der zeitlichen Anderungen der

Proteinkonzentrationen, der sich durch
viele Anwendungen etabliert hat [1-8]. Die
Differenzialgleichungen werden auf Grund-
lage von experimentellen Erkenntnissen
tiber die Wechselwirkungen spezifischer
Proteine in einem biochemischen Reak-
tionsnetzwerk aufgestellt. Die Parameter
der Gleichungen sind die chemischen Ra-
tenkonstanten, die mit statistischen Me-
thoden aus quantitativen experimentellen
Daten berechnet werden konnen [8]. Die-
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ser Modellierungsansatz ermdoglicht
quantitative Vorhersagen der dyna-
mischen Eigenschaften eines bioche-
mischen Reaktionsnetzwerkes und
unterstiitzt damit direkt die Planung
von Experimenten.

Die Eigenschaften eines mathemati-
schen Modells konnen durch Computer-
simulationen sehr schnell und fiir um-
fangreiche Parametervariationen unter-
sucht werden (s. Abb. 1). Mit Methoden
der Bifurkationsanalyse konnen kritische
Parameter identifiziert werden, die zu
qualitativen Anderungen der Stabilitit der
Protein-Konzentrationen fiihren [2]. Zum
Beispiel kann das Uberschreiten eines kri-
tischen Parameters Oszillationen im zeit-
lichen Verlauf der Konzentration eines
oder mehrerer Proteine hervorrufen, de-
ren Konzentrationen unterhalb des kriti-
schen Parameters konstante stationdre
Werte annahmen. Parameter oder Kon-
zentrationen, die sensitiv das Ausgangs-
signal beeinflussen, werden durch die tra-
ditionelle metabolische Kontrollanalyse
bestimmt [5]. Unbekannte Parameter kon-
nen optimiert werden, um ein bestimmtes

Ausgangssignal zu simulieren.

Durch die schnelle und umfangreiche
Analyse der Eigenschaften mathematischer
Modelle biochemischer Reaktionsnetzwer-
ke entwickelt sich die Systembiologie zu ei-
ner praktischen Unterstiitzung der Labor-
arbeit. Knock-out- und sRNAi-Experimente
konnen schnell durch das Verringern der
entsprechenden Variablen in den Differen-
zialgleichungen modelliert werden. Der
Einfluss einer hypothetischen Wechselwir-
kung kann durch das Einfiigen von neuen
Variablen in die Differenzialgleichungen
untersucht werden. Kritische Parameter,
die zu qualitativen Anderungen der Eigen-
schaften fiithren, konnen vorhergesagt wer-
den. Durch diese detaillierten Untersu-
chungen der mathematischen Modelle
unterstiitzt die Systembiologie die Planung
von Experimenten und hilft dabei, quanti-
tative Daten schnell und effizient zu er-
zeugen. In zwei aktuellen Veroffentlichun-
gen hat die mathematische Modellierung zu
neuen Erkenntnissen {iber biochemische
Reaktionsnetzwerke gefithrt, die experi-
mentell bestatigt wurden [8, 10].

Nachfolgend wird eine aktuelle Verof-
fentlichung tiber ein mathematisches Mo-
dell des kanonischen Wnt-Signalweges [7]
vorgestellt und iiber den mdglichen Ge-
winn fiir die Laborarbeit diskutiert.

Der Wnt-Signalweg spielt eine wichtige
Rolle in der Embryonalentwicklung und in
der Biologie adulter Stammzellen, ein-
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schlieflich Krebs. Seine Dysregulation ist
z.B. die prominenteste Ursache fiir Dick-
darmkrebs [12]. Der Wnt-Signalweg setzt
sich aus verschiedenen Teilsignalwegen
zusammen. Der bekannteste ist der kano-
nische Wnt-Signalweg [11]. Das Reak-
tionsschema dieses Signalweges ist in Ab-
bildung 2 dargestellt. Er hat die Aufgabe,
die Expression bestimmter Gene zu requ-
lieren. Der kanonische Wnt-Signalweg
wird durch die Bindung des Wnt-Proteins
an einen Zweikomponenten-Rezeptor-
komplex aktiviert. Dieser Komplex beste-
het aus den Proteinen LRP5/6 und Frizz-
led auf der Zellmembran. Der aktive Sig-
nalweg fithrt zur Stabilisierung des Trans-
kriptionskofaktors B-catenin. Das wird er-
reicht durch die Aufspaltung des B-cate-
nin-Inaktivierungskomplexes, bestehend
aus den Proteinen APC, Axin und GSK3p.
APC und Axin sind Scaffoldproteine.
GSK3pB phosphoryliert Axin und APC, wo-
durch der B-catenin-Inaktivierungskom-
plex aktiviert wird sowie daran gebunde-
nes B-catenin, das dadurch abgebaut wer-
den kann. Ein erstes mathematisches Mo-
dell, das wichtige biochemische Reaktio-
nen fiir die Signaliibertragung im kanoni-
schen Wnt-Signalweg in Xenopus Oocyten
Extrakten beschreibt, wurde in einer ak-
tuellen Vero6ffentlichung von Zellbiologen
der Harvard Universitdt in Boston und Sys-
tembiologen der Humboldt Universitat zu
Berlin vorgestellt [7]. Auf Grundlage von
experimentellen Daten (Proteinkonzen-
trationen und Abbauprozesse) haben die
Autoren Differenzialgleichungen fiir zeit-
liche Anderungen der Proteinkonzentra-
tionen aufgestellt. Da die Details der
Wechselwirkungen der Proteine unbe-
kannt waren, wurden diese in der ein-
fachsten mathematischen Form beschrie-
ben. Unbekannte Parameter, die sensitiv
die Eigenschaften des Modells beeinflus-
sten, wurden experimentell gemessen. Die
verbleibenden unbestimmten Parameter
wurden optimiert, damit das Modell den
experimentell gemessenen zeitlichen Ver-
lauf des Ausgangssignals quantitativ re-
produziert. In Xenopus Oocyten Extrakten
konnte nur der inaktive Signalweg unter-
sucht werden, in dem der Abbauprozess
des Proteins B-catenin die Hauptrolle
spielt. Der zeitliche Verlauf des Abbaus von
B-catenin stimmte quantitativ zwischen
Simulation und Experiment fiir die Stan-
dardparameter und fiir Variationen ein-
zelner Proteinkonzentrationen iiberein.
Die Autoren hatten das Ziel, durch mathe-
matische Modellierung Details des Abbau-
prozesses besser zu verstehen — mit beson-
derem Interesse fiir die Fragen:

Warum ist die Axin Konzentration so
klein (0,02nM) und was sind die Funktio-
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Auf Grund der geringen Axin-Konzen-
tration wurde die Hypothese aufgestellt,
dass Axin der Hauptregulator des kanoni-
schen Wnt-Signalweges ist. Diese Hypo-
these wurde durch Computersimulationen
und Experimente untersucht. In den Simu-
lationen fiihrte eine Verdoppelung der
Axin-Konzentration zur Halbierung der
Halbwertzeit von B-catenin. Dagegen blieb
bei einer Verdoppelung der GSK3B-Kon-
zentration die Halbwertzeit von B-catenin
fast konstant. Experimente bestétigen qua-
litativ, dass der B-catenin Abbau viel sen-
sibler von der Axin-Konzentration abhangt,
als von der GSK3-Konzentration. Quantita-
tive Unterschiede wurden vermutlich durch
inaktive Proteine verursacht.

Die Autoren haben durch Computersimu-
lationen die Eigenschaften der beiden Scaf-
fold-Proteine des B-catenin-Inaktivie-
rungskomplexes Axin und APC verglichen.
Sie konnten zeigen, dass die gemessene
Konzentration von Axin kleiner ist als eine
optimale Konzentration, die zum schnell-
sten Abbau von B-catenin fiihrt. Es wurde
vermutet, dass die Axin-Konzentration
nicht fiir den B-catenin-Abbau optimiert
wurde, sondern um Wechselwirkungen mit
anderen Signalwegen zu unterdriicken, die
eine viel hohere Axin-Konzentration beno-
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Phosphorylertes B-catenin

tische Rolle von Axin

spiegelt sich auch in

der Simulation des

transient aktivierten

Signalweges wieder.

Die Axin-Umset-
zungsrate steuert die Amplitude und Dauer
des B-catenin-Signals. Die Bestimmung sen-
sitiver Parameter mit Methoden der meta-
bolischen Kontrollanalyse fithrte zu dem Er-
gebnis, dass die stationdre -catenin Kon-
zentration sensitiv von der B-catenin-Syn-
theserate, der Aktivierung des Inaktivie-
rungskomplexes und von der Axin-Umset-
zungsrate abhdngt, aber nicht von den B-
catenin-Abbauraten. Das bedeutet, die B-
catenin-Konzentration ldsst sich besser
iiber den Inaktivierungskomplex als iiber
seine Abbauraten kontrollieren.

Diese neuen Einsichten {iber die unter-
schiedlichen Eigenschaften des Axin-Pro-
teins im kanonischen Wnt-Signalweg wur-
den durch mathematische Modellierung
und Simulation gewonnen. Die Ergebnisse,
die zum Teil experimentell bestdtigt wur-
den, belegen eine Schliisselrolle von Axin
im Wnt-Signalweg. Da scheint es wider-
spriichlich, dass die Axin-Konzentration zu
klein fiir einen opti-
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diese Erkenntnisse fiir "
experimentelle Untersu-

chungen des Wnt-Sig- ‘ L
nalweges von Bedeu-
tung. Entsprechend der
Ergebnisse aus den Si-
mulationen wadre Axin das geeignete Ziel-
protein, um den kanonischen Wnt-Signal-
weg im Experiment zu aktivieren oder zu
deaktivieren, wobei aber eine zu starke Er-
hohung der Axin-Konzentration einen Ein-
fluss auf andere Signalwege haben kann.
Allerdings sind noch keine Molekiile be-
kannt, die Axin inaktivieren konnen. In vi-
tro kann der kanonische Wnt-Signalweg
z.B. durch Zugabe von LiCl aktiviert wer-
den, das aber GSK3[ deaktiviert.

Tatsdchlich konnte durch nachfolgende
Experimente anderer Gruppen gezeigt wer-
den, dass im aktiven kanonischen Wnt-Sig-
nalweg ein Teil des Zweikomponenten-Re-
zeptorkomplexes (LRP5/6) freies Axin bin-
det und somit seine Konzentration im Cy-
toplasma verringert [13]. Die Aktivierung
von LRP5/6 im Rezeptorkomplex wird in
neuesten Arbeiten als der entscheidende
Schritt angesehen, der den kanonischen
Wnt-Signalweg von anderen Wnt-Signal-
wegen unterscheidet, in denen Wnt auch an
Frizzled, nicht aber an LRP5/6 bindet, und
in denen keine Erhchung der B-catenin-
Konzentration zu beobachten ist [14]. So-
mit wurden durch die mathematische Mo-
dellierung des kanonischen Wnt-Signalwe-
ges entscheidende Hinweise zum Design ge-
eigneter Experimente zur Aufkldrung der
molekularen Mechanismen geliefert.

Die Autoren dieses Artikels untersuchen
den kanonischen Wnt-Signalweg in der Dif-
ferenzierung neuronaler Stammzellen. Der
Schwerpunkt in der Modellierung liegt auf
der Untersuchung des Einflusses von Riick-
kopplungsschleifen auf die Dynamik. Durch
den Transkriptionsfaktorkomplex TCE/pB-
catenin werden Gene transkribiert, und ei-
nige der gebildeten Proteine wechselwirken
mit Proteinen des kanonischen Wnt-Sig-
nalweges. Bekannte Riickkopplungen in

diesem Signalweg sind

malen B-catenin- in dem Ubersichtsarti-
Abbau ist, sondern Weitere informationen: kel von Logan und
vermutlich eher op- www.Iaborpruxis.de Nusse zusammenge-
timiert wurde, um fasst [11].
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Wechselwirkungen
mit anderen Signal-
wegen zu vermei-
den. Das wirft die
Frage nach Evolu-
tionskriterien  fiir
Signalwege auf.
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