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SYSTEMORIENTIERTE
BIOPROZESSTECHNIK:
INTERDISZIPLINARE FORSCHUNG
IN BIOLOGIE, SYSTEM- UND
COMPUTERWISSENSCHAFTEN

Andreas Kremling, Katja Bettenbrock, Jirg Stelling, Udo Reichl, Ernst-Dieter Gilles

Die aktuelle Forschung in der molekularen Genetik und die Erfolge bei der Analyse von Genexpression und
Proteinfunktion fiibren zu einer bisher unerreichten Fiille von Informationen iiber biologische Phinomene.
Damit ergeben sich neben der medizinischen Anwendung auch neue Moglichkeiten und Aufgaben in der bio-
technologischen Produktion von Wirkstoffen. Um dieses biologische Potenzial voll ausschopfen zu kinnen,
bedarf es jedoch verstiirkt interdisziplinirer Forschung in Biologie, System- und Computerwissenschaften. Der
hier skizzierte Forschungsansatz soll langfristig zum Aufbau eines , Virtuellen Biologischen Labors* fiibren, in
dem Experimente am Rechner analog zu Experimenten im Labor durchgefiihrt werden kinnen. Damit steht
in Forschung und Lehre ein Werkzeug zur Vermittlung quantitativer und qualitativer Aspekte von zelluliiren

Stoffwechsel- und Regulationsvorgingen zur Verfiigung.

In den modernen Biowissenschaften riicken die
Analyse, die gezielte gentechnische Gestaltung,
sowie die medizinische und technische Nutzung
zelluldrer Systeme immer stirker in den Mittel-
punkt des Interesses. Um molekularbiologische
Erkenntnisse aber tatsichlich zur Behandlung
von Krankheiten oder zur Produktion neuer
Wirkstoffe umsetzen zu kénnen, bedarf es neben
der detaillierten Beschreibung biologischer Phi-
nomene insbesondere eines ganzheitlichen Ver-
stindnisses der Funktionsweise solcher Systeme.
Zur Zeit ist diese Einsicht allerdings nur ansatz-
weise vorhanden. Dafiir lassen sich im wesentli-
chen zwei Griinde nennen: Ein Grofiteil der
experimentellen Untersuchungen ist qualitativ
beschreibender Natur und auf das Verstindnis
molekularbiologischer Details ausgerichtet; quan-
titative Daten sind deswegen nur unzureichend
verfiigbar. Dieser Engpass wird sich zwar durch
Weiterentwicklung und Einsatz moderner, insbe-
sondere paralleler Analysetechniken beseitigen
lassen, aufgrund der Komplexitit zellulirer
Systeme wird aber auch eine weitgehende mess-
technische Erfassung des Systemzustands per se
nicht zu einem ganzheitlichen Verstindnis funk-
tionaler Zusammenhiinge fithren.

Aus dieser Problematik ergibt sich die Notwen-
digkeit einer neuen Betrachtungsweise dieser
Systeme mit dem Ziel einer quantitativen Analyse
des Verhaltens. Eine auf systemtheoretischen und
signalorientierten Grundlagen basierende
Betrachtungsweise, soll im folgenden Beitrag vor-
gestellt werden. Diese Richtung wird zur Zeit

auch im internationalen Umfeld, insbesondere
den USA /1/ und Japan /2/ stark forciert, wobei
allerdings die Entwicklung eines tragfihigen
theoretischen Konzeptes meist vernachlissigt
wird.

Ziel dieses neuen Forschungsansatzes ist es, ein
verbessertes Verstindnis der in einer Zelle ablau-
fenden Stoffwechsel- und Regulationsprozesse zu
erhalten. Damit soll nicht nur der gezielte Ent-
wurf von Experimenten erleichtert, sondern auch
die Gestaltung und Einbringung neuer Stoff-
wechselwege ermdglicht werden. Dies spielt
neben medizinischen Fragestellungen wie z. B.
bei der Suche nach Angriffspunkten fiir Wirk-
stoffe vor allem in der Biotechnologie eine immer
wichtiger werdende Rolle, wenn es um die Ent-
wicklung, Produktion und Optimierung von
Medikamenten geht. Aber auch in den beiden
anderen Zweigen der Biotechnologie, der
Umwelt- und der Pflanzenbiotechnologie erge-
ben sich neue Méglichkeiten durch den Einsatz
von systemtheoretischen Methoden.

Wichtigstes Hilfsmittel bei der Anwendung die-
ser Methoden ist die mathematische Modellie-
rung. Diese Modelle stellen eine abstrakte Abbil-
dung der Realitit dar und beschreiben Zusam-
menhinge zwischen Elementen mit mathemati-
schen Gleichungen. Mit diesen Modellen ist
nicht nur eine Voraussage des Verhaltens des
Systems mdglich, durch gezieltes Eingreifen
kann das System auch in gewiinschter Weise
gestaltet werden. Die Entwicklung leistungsstar-
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ker Modelle wird in der Bioprozesstechnik zu
neuen Maoglichkeiten der Prozessfithrung und
-gestaltung fithren. Dazu ist es allerdings not-
wendig, die i.a. detaillierten Modelle biologi-
scher Systeme auf die, fiir die Aufgaben der Pro-
zessregelung und -beobachtung wesentlichen
Eigenschaften zu reduzieren, da die Verfahren
der Systemtheorie im allgemeinen nur den Ein-
satz von vergleichsweise einfachen Modellstruk-
turen zulassen.
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Abb. 1 Ausgehend von der Betrachtung eines bioverfah-

Strukturierung bioverfahrens-
technischer Prozesse.: Appa-
rate-, Phasen- und Speicher-
ebene. Funktionseinheiten
sind Strukturierungselemente
in der Speicherebene. Ein
Anwendungsbeispiel flr die
Einheit , Transport” wird im
Text diskutiert.
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renstechnischen Prozesses (Abbildung 1) an dem
in das Modellierungskonzept eingefiihrt wird, soll
in den weiteren Abschnitten anhand von zwei
Anwendungsbeispielen die Vorgehensweise und
Problemstellung bei der Modellierung zellulirer
Systeme gezeigt werden. Das erste Beispiel
beschiftigt sich dabei mit Kohlenhydrat Trans-
portprozessen in einem Bakterium; das zweite
Beispiel aus dem Lehrstuhl fiir Bioprozesstechnik
der Universitit Magdeburg untersucht die Virus-
replikation in Sdugerzellen, die zur Impfstofther-
stellung in Bioreaktoren angeziichtet werden.
Eine wesentliche Unterstiitzung der Modellie-
rung geschieht dabei mit Rechnerwerkzeugen, die
auf diese Aufgabenstellungen zugeschnitten sind.
Die Integration einzelner Werkzeuge zur Modell-
erstellung, -analyse und -visualisierung stellen
eine Herausforderung dar, die international in
mehreren Arbeitsgruppen bearbeitet wird. Die
am Max-Planck-Institut fiir Dynamik komplexer
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technischer Systeme in Magdeburg entwickelten
Werkzeuge sollen langfristig Experimente mit zel-
luldren Systemen in einem virtuellen Labor ana-
log zu Experimenten in einem realen Labor
ermdglichen.

MODELLIERUNGSKONZEPT

Abbildung 1 zeigt verschiedene Ebenen, auf
denen eine Modellierung bioverfahrenstechni-
scher Prozesse erfolgen kann. Die Apparateebene
betrachtet Einheiten wie z.B. Fermenter und
Chromatographieapparate, die zu Gesamtanlagen
verschaltet sind. In der zweiten Ebene erfolgt eine
Fokussierung auf den Fermenter, in dem die bio-
logische Stoffumwandlung stattfindet. Dieser
lasst sich durch Wechselwirkungen von drei Pha-
sen, der Fliissig-, Gas- und Biophase beschreiben.
Zur Erstellung von Modellen fiir zelluldre
Systeme ist insbesondere die Strukturierung der
Biophase von Bedeutung. Diese wird durch die
Betrachtung von Funktionseinheiten méglich
/3/, 14/. Eine Funktionseinheit umfasst dabei eine
feste Anzahl von Elementen. Betrachtet man die
Speicherebene so kénnen dies einzelne Metabo-
lite, enzymatische Reaktionen, aber auch ganze
Stoffwechselwege sein. Funktionseinheiten sind
aufgrund ihrer physiologischen Funktion, ihrer
genetischen Strukeur oder ihrer Signalverarbei-
tung und Regulation gegeniiber ihrer Umgebung
relativ abgeschlossen und besitzen damit eine
beschrinkte Autonomie. Sowohl zwischen den
Funktionseinheiten, als auch zwischen der Viel-
zahl von Komponenten, aus denen eine Funkdi-
onseinheit im allgemeinen besteht, existieren
zahlreiche durch Stoff- und Informationsfliisse
vermittelte, komplexe Wechselwirkungen, deren
Verhalten im allgemeinen gedanklich kaum
nachvollziehbar ist. Es besteht deshalb die
Gefahr, dass wichtige funktionelle Zusammen-
hinge nicht erkannt und experimentelle Befunde
falsch interpretiert werden.

An dieser Stelle sollen Grundziige eines neuen
Modellierungskonzeptes  vorgestellt  werden,
welches eine strukturelle Dekomposition des
zelluliren Reaktionsnetzwerkes erlaubt /4/, /5/.
Dabei wird davon ausgegangen, dass die Bio-
phase in ihrem globalen Verhalten einer gemit-
telten Zelle entspricht. Eine zentrale Idee des
Konzeptes ist es, dem Benutzer Modellbau-
steine zur Verfligung zu stellen, die parametriert
und mit anderen Modellbausteinen zu héher
strukturierten Modellen — den Funktionseinhei-
ten — verschaltet werden. Die Modellbausteine
besitzen strukturelle Eigenschaften wie Anzahl
und Typus von Ein- und Ausgangsgrofien sowie
verhaltensbeschreibende Eigenschaften, welche
die mathematische Beschreibung der Bausteine
reprisentieren. Biologisch motivierte Kriterien
zur Abgrenzung der Funktionseinheiten werden
unten vorgestellt. Die Kriterien erlauben eine
direkte Zuordnung dieser formalen Einheiten
zu  Dbiologischen Stoffwechseleinheiten und
erhéhen so die Transparenz des Modellierungs-
vorganges.
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Der ganzheitliche Aspeke des Modellierungskon-
zeptes beruht auf der Beobachtung aus der Biolo-
gie, dass sich der gesamte Stoffwechsel durch eine
begrenzte Anzahl solcher Einheiten darstellen
ldsst. Zelluldre Systeme sind in der Lage, sich sehr
schnell auf indernde Umweltbedingungen einzu-
stellen. Dies liegt zum einen an der Méglichkeit
der Informationsverarbeitung, um einen duferen
Reiz — etwa in Form einer drastischen Verinde-
rung der Substratkonzentration — in ein zellulires
Signal umzuwandeln. Dieses Signal wird weiterge-
leitet und verarbeitet, um eine zellulire Antwort
hervorzurufen. Die Prozesse der Signaltransduk-
tion beruhen hauptsichlich auf Wechselwirkun-
gen von Proteinen. Des Weiteren besitzt die Zelle
eine hohe Anzahl von Steuer- und Regelkreisen,
die es erlauben, gewiinschte Stoffwechselwege zu-
oder abzuschalten und damit in optimaler Weise
auf eine neue Situation zu reagieren. Dies duflert
sich beispielsweise in der Anderung der Synthese-
rate oder Aktivitit der entsprechenden Stoffwech-
selenzyme.

Die Komplexitit des Stoffwechsels, seine Regula-
tion und die Informationsverarbeitung in Orga-
nismen legt es nahe, das gesamte Reaktionsnetz-
werk zunichst in zwei Teilnetzwerke aufzuteilen
(Abbildung 2). Das Stoffwechselnetzwerk
umfasst den Stofffluss ausgehend von den Sub-
straten bis zu den zelluliren Strukturen und den
Produkten; das Regulationsnetzwerk beschreibt
die Prozesse der Replikation, Transkription und
Translation. Die Regulation der Enzymaketivitit
z. B. iiber Inhibitoren und Aktivatoren oder iiber
kovalente Enzymmodifikation sowie die Prozesse
der Signaltransduktion und Signalverarbeitung
sind ebenfalls Gegenstand des Regulationsnetz-
werks.

Das Stoffwechselnetzwerk kann gemifl Abbil-
dung 3 am Beispiel des Kohlenhydratstoffwech-
sels in weitere Funktionseinheiten gegliedert wer-
den (Transportreaktionen, Katabolismus, Mono-
mer- und Polymersynthesereaktionen). Dariiber
hinaus sind neben den /lokalen Metaboliten auch
globale Metabolite wie z.B. ATP, NADH,
NADPH an den Stoffwechselvorgingen beteiligt.
Diese Metabolite beeinflussen eine Vielzahl von
Stoffwechselreaktionen und nehmen daher eine
Sonderstellung ein. Die Transporteinheit umfasst
neben der Aufnahme auch den spezifischen
Abbau von Kohlenhydraten bis zu den zentralen
Abbauwegen (z. B. Glycolyse, Zitronensiurezy-
klus).

Definition von Modellbausteinen
Charakteristisch  fiir Funktionseinheiten ist
eine gewisse Abgeschlossenheit gegeniiber der zel-
luliren Umgebung. Diese Abgeschlossenheit
ergibt sich dadurch, dass
¢ alle Komponenten einer Untereinheit an eine
gemeinsame  Funktion (Energiegewinnung,
Monomersynthese, Stoffwechselwege zu Sekun-
didrmetaboliten) angepasst sind,
e die fiir die Funktion einer Untereinheit zustin-
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digen Gene in einem oder mehreren Operonen
zusammengefasst sind und koordiniert abgele-
sen werden

e alle Flemente der Funktionseinheit iiber ein
gemeinsames Signaltransduktionssystem
gesteuert werden.

DNA, RNA
Proteine
Regulationsnetzwerk
Sensorsignale Aminosauren
Nuklecotide
Steuersignale Proteine
Metabolite
Zdlstruktur
Produkte
Stoffwechselnetzwer k
Abb. 2

Schematische Darstellung des Stoffwechsel -und Regulations-

netzwerks eines Bakteriums.
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Abb. 3

Strukturbild des Stoffwechselnetzwerks flr das Beispiel des Kohlenhyaratstoffwechsels.

Die Zuckermolekile werden in kleinere Molekile abgebaut, die als \Vorstufen zur Synthese
von Aminosauren, Nukleotiden und Lipiden dienen. Diese sind wiederum Ausgangsstoffe
zur Bildung der Makromolekile in der Zelle und bilden Strukturelemente wie die Zellmem-

bran aus.

Dies soll an einem Beispiel erldutert werden.
Beim Wachstum des Bakteriums Escherichia coli
auf der Kohlenstoffquelle Laktose werden einige
Reaktionsschritte  durchlaufen, bis zentrale
Abbauwege, also Abbauwege fiir alle Zucker,
erreicht werden. Nach dem ersten Kriterium bil-
den diese Reaktionsschritte eine physiologische
Einheit, da sie Aufnahme und Stoffwechsel sehr
spezifisch beschreiben. Eine Betrachtung der fiir
diese Schritte relevanten Gene zeigt aber, dass
eine weitere Aufteilung méglich ist. Die Gene fiir
Aufnahme- (Permease) und ersten Reaktions-

schritt (B-Galaktosidase) liegen auf der DNA hin-
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tereinander im /acZYA Operon kodiert. Das
heiflt, dass die Gene immer zusammen abgelesen
werden, wobei fiir das dritte Protein LacA noch
keine physiologisch relevante Funktion bekannt
ist.

l Repr essor

Signalwandler

|_7

AlloL actose

DNA
lacZYA

Signal

Regulationsnetzwerk

Stoffwechselnetzwerk

Glc

Gal

Abb. 4

Regulations- und Stoffwech-
selnetzwerk am Beispiel der
Funktionseinheit ,Laktose-
stoffwechsel”, Gezeigt sind
elementare Bausteine (grine
Symbole sind Signalwandler,
blaue Symbole sind Stoff-
wandler, rote Symbole sind
Stoffspeicher) und ihre
Aggreation zu héher struktu-
rierten Funktionseinheiten
(schwarz umrandet, gelb
unteregt). Die Prozesse der
Transkription (TK) und Trans-
lation (TL) sind im Regula-
tionsnetzwerk beschrieben.
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Das gesamte biochemische Netzwerk der Funkti-
onseinheit ,Laktosestoffwechsel“ ist in Abbil-
dung 4 gezeigt. Dargestellt sind die elementaren
Modellbausteine. Sie reprisentieren die hdchste
Auflssung des Modells. Rote Symbole bezeich-
nen dabei einzelne Metabolite und blaue Symbole
die reaktiven Stoffumwandlungsprozesse zwi-
schen den Metaboliten. Griine Symbole beschrei-
ben die Prozesse der Signaltransduktion. Wie in
der Abbildung zu sehen ist, liegt eine starke Ver-
netzung der Information vor. Das im Stoffwech-
selnetzwerk aus der Umsetzung von Laktose in
Glukose und Galaktose entstehende Beiprodukt
Allolaktose wirke im Regulationsnetzwerk als
Aktivator und beeinflusst die Transkription.
Durch die Aktivierung kommt es zur Synthese
von mRNA und zur Bildung der Stoffwechselen-
zyme LacY und LacZ, die ihrerseits den Stofffluss
durch den Pfad erhshen. Dieser ,positiven®
Riickkopplung ist eine im Bild nicht gezeigte
negative Riickkopplung iiberlagert. Sie sorgt
dafiir, dass sich nach Beginn der Genexpression
ein stationirer Wert einstellt.

Zur Erstellung eines Modells ist den Einheiten
noch eine mathematische Beschreibung zuzuord-
nen. Die Bilanzgleichungen fiir die Metabolite
ergeben sich aus der strukeurellen Vernetzung des
Reaktionsnetzwerks. Fiir die kinetischen Reakti-
onsausdriicke der einzelnen enzymatischen
Schritte sind aus der Literatur viele Ansitze
bekannt, die hier Verwendung finden kénnen
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und in einer Modellbibliothek zusammenzufas-
sen sind (z.B. Michaelis-Menten Kinetik,
Modelle allosterischer Wechselwirkungen). Lie-
gen ausreichende Kenntnisse iiber einzelne
Schritte vor, kann ein detailliertes Modell erstellt
werden und z. B. zur Analyse des Systemverhal-
tens genutzt werden. In vielen Fillen liegen fiir
einzelne enzymatische Schritte jedoch zu wenig
quantitative Daten vor, die eine detaillierte
Modellierung erlauben. Es ist daher sinnvoll diese
Einheiten nicht immer einzeln und im Detail zu
modellieren, sondern sie teilweise zu aggregieren.
Das bedeutet, dass mehrere Reaktionsschritte zu
einem einzigen Schritt zusammengefasst werden.
Dadurch reduziert sich die Anzahl der Zustinde
und Parameter. Das Zusammenfassen der
Schritte muss jedoch so erfolgen, dass die oben
genannten Kriterien fiir die Abgrenzung der
Modellbausteine Beachtung finden.

Die Vorteile des vorgestellten Modellierungskon-
zepts liegen zum einen in der Moglichkeit detail-
lierte Modelle zu erstellen, die ein besseres Ver-
stindnis der komplexen Wechselwirkungen von
zelluliren Systemen erlauben. Dies wird beispiels-
weise dadurch erreicht, dass Mutationen in einen
Stoffwechselweg eingebracht und ihre Auswir-
kungen in Simulationsrechnungen analysiert wer-
den kénnen. Zum anderen lassen sich aber auch
Modelle mit begrenzter Komplexitit erstellen, die
zur Prozessfilhrung herangezogen werden kén-
nen. Diese ergeben sich aus einer Reduktion eines
komplexen Modells indem die Funktionseinhei-
ten mit einer geringen Anzahl von Gleichungen
beschrieben werden.

ANWENDUNGSBEISPIELE

Koblenhydrat Aufnahme in E. coli

Der oben beschriebene Baustein der Laktose-
aufnahme ist Teil eines detaillierten Modells zur
Beschreibung der ,Kataboliten Repression’ in
E. coli 16/, 17]. Kataboliten Repression’ meint die
Fihigkeit des Zuckers Glukose, die Aufnahme
einer ganzen Reihe von anderen Kohlenhydraten
zu blockieren. In der Zelle wird diese Blockade
durch eine Vielzahl von biochemischen Reaktio-
nen, die ein komplexes Signaltransduktionssy-
stem bilden, realisiert. Beteiligt sind die Aufnah-
mesysteme der Zucker, die als Sensoren fungieren
sowie Regulatorproteine am Ende der Kette, die
direkt mit den entsprechenden Bindestellen auf
der DNA interagieren und das Ablesen der ent-
sprechenden Information hemmen oder aktivie-
ren. Zur Beschreibung der Zuckeraufnahme und
des Stoffwechsels wurde ein mathematisches
Modell mit 23 Differentialgleichungen und 9
algebraischen  Gleichungen aufgestellt. Das
Modell beinhaltet eine grofie Anzahl von Parame-
tern, die zum groflen Teil aus der Literatur
zusammengestellt sind.

Um das Modell zu validieren, d. h. zu iiberprii-
fen, ob es die Realitit richtig beschreibt, sind am
Max-Planck-Institut fiir Dynamik komplexer
technischer Systeme, Magdeburg, eine ganze
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Reihe von Experimenten durchgefiihrt worden.

Diese Experimente wurden so geplant, dass das

System von unterschiedlichen Blickwinkeln aus

betrachtet wird. Dazu gibt es mehrere Méglich-

keiten:

* Variation der Kohlenstoffquelle: Bei den Expe-
rimenten wurden die Zucker Glukose, Laktose
und Galaktose in unterschiedlicher Menge ins
Medium gegeben.

* Verinderung der Anfangsbedingungen intrazel-
luldrer Metabolite: Durch Variation der Vorkul-
tur, z. B. Verwendung von Laktose statt Glu-
kose, kann das Expressionsniveau der Enzyme
im Stoffwechselweg fiir Laktose verindert wer-
den.

* Experimente mit isogenen Mutantenstimmen:
Diese Stimme besitzen gezielte Mutationen in
den relevanten Signalketten und blockieren die
Weiterleitung der Signale. Durch Experimente
mit diesen Mutanten kann festgestellt werden,
wie groff der Einfluss der fehlenden Proteine
auf das Wachstumsverhalten des Organismus
ist.

Stamm
CyaA Q-0
Lacl” . Medium
. . Lac .
PtsG~
® ® ¢ o @
. Lac/Glc.
ellc . Al /! ®
® ®© ©° Induktor
o [ J o
Vorkultur
Glc Lac Gly
Abb. &5

Ubersicht tber verschiedene Experimente zur Katabo-
litenpression. Auf der y-Achse sind die Stammvarian-
ten gezeigt, auf der x-Achse die verschiedenen Vor-
kulturen. Das Medium ist durch farbige Kreise kodlert.
Rote Kreise stehen fir Laktose, blaue fir Glukose. Ein
griiner Punkt zeigt die Zugabe eines Signalstoffes an.

Abbildung 5 gibt einen Uberblick iiber alle
durchgefiihrten Experimente. Die Farbkreise
reprisentieren dabei die Zusammensetzung des
Mediums. Auf der Y-Achse sind die entsprechen-
den Stammvarianten aufgetragen, auf der X-
Achse die Variation der Vorkultur. Aufgrund der
sehr unterschiedlichen experimentellen Vorge-
hensweise kann in der Regel nicht erwartet wer-
den, dass die in der Literatur gefundenen Para-
meter das Verhalten quantitativ richtig wiederge-
ben. Aus der Systemtheorie sind allerdings Ver-
fahren bekannt, die es erlauben, die Messinfor-
mation zu analysieren und Parameter daraus
abzuschitzen. Die Ergebnisse dieser Parameter-
identifikation sind in der Abbildung 6 fiir ein
Experiment gezeigt. Als Messgroflen aus der
Fliissigphase stehen Zeitreihen fiir die Konzen-
tration an Biomasse, Glukose, Laktose, Galak-
tose, cAMP und Acetat zur Verfiigung. Als intra-
zelluldre Messgrofen ist der Verlauf des Enzyms
LacZ gezeigt.
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Wie zu sehen ist, ergibt sich eine gute Uberein-
stimmung zwischen den Messungen und den
Simulationen. In der ersten Wachstumsphase
wird nur Glukose aufgenommen wihrend Lak-
tose nicht aufgenommen wird, da die entspre-
chenden Gene nicht abgelesen werden kénnen
(LacZ hat nur Basalniveau). Es wird auch
kaum cAMP ins Medium abgegeben. Aller-
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dings reichert sich Acetat dort an, was darauf Abb. 6

schlieffen lisst, dass die aufgenommene Glu-
kose nicht optimal genutzt werden kann. In
dieser Phase ist das Protein EIIA in der unpho-
phorylierten Form. EIIA ist ein Protein, wel-
ches beim Transport von Glukose in die Zelle
beteiligt ist und dessen Phosphorylierungszu-
stand Aufschluss iiber die Akrtivitit der Sig-
naliibertragungskette liefert. In der zweiten
Phase, nach Verbrauch der Glukose, wird der
Stoffwechsel auf Laktose umgestellt. Die ent-
sprechenden Enzyme werden produziert und
cAMP wird im Medium angereichert. Bei EIIA
ist folgende Dynamik zu beobachten. Nach
Verbrauch von Glukose findet dann zunichst
ein rascher Wechsel von der unphosphorylier-
ter Form in die phophorylierte Form statt,
dann ein langsamer Riickgang in die urspriing-
liche Form, bevor am Ende das Protein voll-
stindig phosphoryliert ist.

Vergleich zwischen Simulati-
onsrechnung und Experiment.
Gezeigt werden experimen-
telle Daten und Simulations-
rechnungen der Konzentratio-
nen von Biomasse, Glukose,
Laktose, Gal aktose, Acetat,
cAMP (ex) und LacZ. Fur wei-
tere wichtige GréBen wie
intrazelluléres cAMP, EIIA und
Allolaktose sind die Simulati-
onsvorhersagen gezeigt.
Erkldrungen zu den Kurven-
verldufen finden sich im Text,
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VERFAHRENS- UND SYSTEMTECHNIK

Beobachter: Mit einem Beobach-
ter lassen sich durch Bereitstel-
lung von Messgroflen und einem
mathematischen Modell
Zustandsgrofen eines Systems,
die messtechnisch nicht oder nur
schwer zuginglich sind, rekon-
struieren.

Funktionseinheit: Teil eines
komplexen biochemischen
Reaktionsnetzwerkes, der sich
durch eine beschrinkte Autono-

mie auszeichnet.

Kataboliten Repression: Beob-
achtung, dass wihrend des Zell-
wachstums in der Anwesenheit
von Glukose im Medium, die
Aufnahme von anderen Kohlen-

hydraten gehemmt wird.

Modellbausteine: Teilmodell,
welches durch strukturelle Eigen-
schaften (Anzahl und Typ der
Ein- und Ausginge) und durch
verhaltensbeschreibende Eigen-
schaften (mathematische

Beschreibung) gekennzeichnet ist.

Modellierungswerkzeug (Rech-
nerwerkzeug): Software zur
Unterstiitzung des Modellie-
rungsvorganges und der Modell-

analyse.
Identifikation: Schitzung unbe-

kannter Parameter aus Zeitver-

liufen von Messgroflen.
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Neben der Identifikation von Parametern lassen
sich aber auch grundlegendere Fragen mit
systemtheoretischen Methoden beantworten. Ist
man am zeitlichen Verlauf von intrazelluliren
Metaboliten interessiert und steht nur eine
geringe Anzahl von Messgrofien zur Verfiigung,
so kann basierend auf einem Modell und dem
Entwurf eines Beobachters zumindest ein Teil der
fehlenden Messinformation rekonstruiert wer-
den. Mit Hilfe des Beobachters kann also festge-
stellt werden, fiir welche Messgrofen sich die
Entwicklung oder Anschaffung der Analytk

besonders lohnt.
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* Replikation des Influenzavirus in MDCK-Zel-
len

e chromatographische Prozesse zur Aufreinigung
des Virusantigens

In der chemischen Verfahrenstechnik ist der Ein-
satz mathematischer Modelle zur Beschreibung
von Reaktionsabliufen und zur Optimierung von
Prozessen weit verbreitet. Fiir biologische Pro-
zesse dagegen sind die zugrundeliegenden Mecha-
nismen hiufig nicht ausreichend genau bekannt
und eine detaillierte Beschreibung aller relevanten
zelluliren Reaktionen und Vorginge ist dadurch

Neben dem  oben
beschriebenen  Projeke,
das gemeinsam mit Prof.
Lengeler, Arbeitsgruppe
Genetik des Fachbe-
reichs Biologie der Uni-
versitit Osnabriick bear-
beitet wird, gibt es wei-
tere Projekte mit dhnli-
chen Fragestellungen in
Zusammenarbeit  mit
den Universititen Halle
und Stuttgart. Beispiels-
weise wird in Koopera-
tion mit Frau Prof.
Breunig am Institut fiir
Genetik in Halle die
Aufnahme von Kohlen-
hydraten bei der Hefe
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untersucht. Beide
Modellstrukturen sollen
miteinander verglichen
werden, um moglichst
allgemeine  Prinzipien
der Stoffwechselregula-

ton zu ermitteln.

Abb. 7

Viren.

Virusreplikation

In der Biotechnologie werden seit Jahren tie-
rische Zellkulturen zur Produktion von Anti-
kérpern, rekombinanten Proteinen und Vakzi-
nen eingesetzt. Auf Grund der enormen wirt-
schaftlichen Bedeutung von Infektionskrank-
heiten sowie der problematischen Kontrolle
lange bekannter Infektionsrisiken, z. B. Tuber-
kulose, Influenza, Aids oder Hepatitis C, steht
die Entwicklung und Verbesserung von Impf-
stoffen nach wie vor im Fokus der aktuellen
Forschung.

Ziel der Arbeiten am Lehrstuhl Bioprozesstechnik
der Otto-von-Guericke-Universitit Magdeburg
ist die Entwicklung und Optimierung von inte-
grierten Prozessfithrungskonzepten zur Steige-
rung von Virusausbeute und Reinheit sowie der
Wirksamkeit und Sicherheit von Impfstoffen /8/.
Am Beispiel der Produktion des Influenzavirus
werden unter anderem folgende Prozessschritte
detailliert untersucht:

e Anzucht und Scale-up von Siugerzellen
(MDCK) auf Mikrocarriern

Schematische Darstellung der Replikation von Influenzaviren in Séugerzellen. Wich-
tige Schritte sind: Anheftung des Virus an die Zellmembran, Endozytose, Transport
des Virusgenoms in den Zellkern, Transkription der Virus RNA und Translation der
Virusproteine, Vermehrung der viralen RNA und Freisetzung der neu gebildeten

kaum méglich. In der Praxis muss man sich des-
halb meist mit sehr stark vereinfachten Modellen
begniigen, die den Verlauf weniger und zudem
leicht messbarer Groflen wiedergeben. Wihrend
fiir das Wachstum und die Antikérperbildung in
Hybridomazellen bereits mehrere Modellierungs-
ansitze existieren, war die Impfstoftherstellung
bisher seltener Gegenstand detaillierter Modelle.
Ein Schwerpunkt der Arbeiten ist deshalb
zunichst die Erstellung eines méglichst einfachen
mathematischen Modells, welches das Wachstum
adhirenter Zellen, die Virusreplikation und alle
wesentlichen Stoffwechsel- und Regulationsvor-
ginge beschreibt (Abbildung 7). Auch hierbei
kommt das oben beschriecbene Modellierungs-
konzept zur Anwendung. Auf der Grundlage die-
ses Modells, erginzender Untersuchungen zu
Zellmetabolismus und Virusreplikation in Biore-
aktoren und Einzelzellkulturen sowie der Mes-
sung von in der industriellen Praxis bestimmba-
ren on-line und off-line Messgroflen (z. B. Glu-
kose, Ammonium, Lactat, Aminosiuren, Virusti-
ter), soll so die Moglichkeit geschaffen werden,
Konzepte zur Prozessiiberwachung und -fithrung
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zu entwickeln, um Ausbeuten zu erhshen, Aus-
beuteschwankungen zu analysieren und die Vali-
dierung dieser Prozesse zu unterstiitzen.

DAS VIRTUELLE BIOLOGISCHE LABOR

Durch interdisziplindre Kooperationen sollen
die vorstehend an Beispielen erlduterten Entwick-
lungen in ein in Forschung und Lehre einsetzba-
res Virtuelles Biologisches Labor miinden (Abbil-
dung 8). Ziel ecines solchen Virtuellen Biologi-
schen Labors ist die computergestiitzte Modellie-
rung und Simulation von zelluliren Systemen,
mit deren Hilfe man in dhnlicher Weise wie im
realen biologischen Labor experimentieren kann.

Im Zentrum des Virtuellen Biologischen Labors
stehen mathematische Modelle zelluldrer Funkti-
onseinheiten, die mit Hilfe des Modellierungs-
konzepts erstellt wurden. Die einfache Erstellung
dieser Modelle erfolgt mit Hilfe des graphischen
Modellierungswerkzeuges PROMOT, welches am
Institut fiir Systemdynamik und Regelungstech-
nik der Universitit Stuttgart und am MPI Mag-
deburg entwickelt wird /9/, /10/. Das Werkzeug
verfiigt iiber einen begrenzten Satz elementarer
Modellbausteine, mit dessen Hilfe sich die unter-
schiedlichen Arten zellulirer Funktionseinheiten
in einfacher Weise strukturieren lassen. Wesent-
lich ist, dass die Verschaltung der Bausteine
immer nach den gleichen Prinzipien und iiber
einheitlich definierte Schnittstellen erfolgt. Die
Verschaltung zu einem Gesamtmodell erfolgt
rechnergestiitzt und vollautomatisch. Der Model-
lierungsvorgang ist somit von Gleichungsmani-

pulationen véllig entlastet. Die biologische
Grundlagenforschung trigt durch experimentelle
Untersuchungen in Bioreaktoren oder an Einzel-
zellen mit dem Einsatz leistungsfihiger Messver-
fahren (cDNA Chips, 2-D Gelelektrophorese,
Massenspektroskopie, Laserscanning Mikrosko-
pie) zum virtuellen Labor bei. Ein wichtiger
Punkt bei diesen Arbeiten ist die gemeinsame
Erstellung von Hypothesen. Diese sollen durch
Modellierung und modellgestiitzte Experiment-
planung tiberpriift werden.

Das zum Einsatz kommende Modellierungskon-
zept erlaubt es, komplex strukturierte Funktions-
einheiten auf eine Verschaltung einfacher Einhei-
ten zuriickzufiithren. In der Lehre kann deshalb
mit Hilfe des Virtuellen Biologischen Labors
systematisch eine ganzheitliche Denkweise ver-
mittelt werden, die im Zentrum einer interdiszi-
pliniren Ausbildung von Biologen, Systemwis-
senschaftlern und Informatikern steht: Ausge-
hend von der Untersuchung elementarer Prozesse
erdffnet es iiber die Erstellung einfacher Stoff-
wechsel- und Signalwege zunichst die Moglich-
keit der anschaulichen Vermittlung von biologi-
schem Grundlagenwissen. Im Rahmen weiter-
fiihrender Studien bieten sich durch die compu-
tergestiitzte Simulation und Visualisierung kom-
plexer Systeme neuartige Perspektiven der inter-
aktiven Wissensvermittlung z. B. in den Berei-
chen Signalverarbeitung in zelluldren Systemen,
Regulation des Stoffwechsels und der Genexpres-
sion, Bioprozesstechnik und biologische Daten-
banken.
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Abb. 8

Virtuelles Biologisches Labor: Interdisziplinédrer Autbau. Gezeigt sind die Beitrdge der Disziplinen Biologie (links),

Informatik (rechts) und Systemwissenschaften (unten).

VERFAHRENS- UND SYSTEMTECHNIK

Signalverarbeitung, Signaltrans-
duktion: Die Beobachtung, dass
Mikroorganismen sehr schnell
und flexibel auf Umweltinde-
rungen reagieren konnen, lisst
sich durch ein effizientes und
hierarchisch aufgebautes Sig-
naliibertragungs- und -verarbei-

tungssystem erkliren.

Stoffwechsel: Gesamtheit aller in
einer Zelle ablaufenden Prozesse
fiir Wachstum und Fortpflan-

zung.

Systemorientierte Bioprozess-
technik — Biosystemtechnik:
Interdisziplinirer Forschungsan-
satz zum besseren Verstindnis
des komplexen Wachstums- und
Produktionsverhalten zellulirer

Systeme.

, Virtuelles’ Labor: Fine in For-
schung und Lehre einsetzbare,
rechnergestiitzte Arbeitsplatt-
form, die Experimente mit zel-
luldren Systemen analog zu
Experimenten im realen Labor
erlauben soll.
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Aufgrund der Integration eines breiten Metho-
denspektrums in das Virtuelle Biologische
Labor kénnen zudem z.B. Methoden der
Datenbankkonzeption und -realisierung ebenso
wie systemwissenschaftliche Analyse- und Syn-
theseverfahren anhand einfacher biologischer
Beispiele veranschaulicht werden. In der For-
schung wird durch das Virtuelle Biologische
Labor ein effizienteres und mit bisherigen
Methoden weitgehend unmégliches Arbeiten
erreicht. Beispiele hierfiir sind Rechnerexperi-
mente mit modular aufgebauten Modellen,
Uberpriifung biologischer Hypothesen, syste-
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matische Experimentplanung sowie Analyse
und Gestaltung von Funktionseinheiten mit
Hilfe systemwissenschaftlicher Methoden. Das
Virtuelle Biologische Labor wird jedoch nicht
nur in der Grundlagenforschung Anwendung
finden, sondern auch in der anwendungsorien-
tierten Forschung wie z.B. in der Krebsfor-
schung oder im ,Metabolic Engineering’.
Auflerdem konnen Erkenntnisse iiber Struktu-
ren biologischer Regulationsnetzwerke fiir die
Gestaltung  leistungsfihiger Konzepte
Fiihrung komplexer verfahrenstechnischer Pro-
duktionsanlagen tibertragen werden.
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