Systems-biological Approach to Ras-mediated Signal Transduction
Kurzfassung der Dissertation

Menschliche Zellen besitzen ein komplexes intrazelluldres Netzwerk von
interagierenden Signalmolektlen, das es ihnen ermdglicht, Informationen tiber
ihre Umgebung zu verarbeiten und entsprechend darauf zu reagieren. Dieses
Signalnetzwerk ist essentiell zur Ausbildung und Organisation von Geweben
und Organen. Zellen kommunizieren mit benachbarten Zellen durch die Aus-
schittung von Hormonen. Diese werden von den benachbarten Zellen tber
Rezeptoren wahrgenommen, welche die Signale in das intrazelluldre Signal-
netzwerk leiten. Dieses verarbeitet die Signale und steuert das genetische
Programm, d.h. reguliert, welche Proteine in welcher Menge produziert wer-
den. Aufgrund der Komplexitdt des Signaltransduktionsnetzwerks, sowie der
quantitativen Art der Signalverarbeitung im Netzwerk sind klassische
reduktionistische Herangehensweisen nicht daflir geeignet, das Netzwerk zu
untersuchen. Es scheint dagegen viel versprechend, das Netzwerk mit
systemischen Methoden zu untersuchen.

In der Dissertation ,,Systems-Biological Approaches to Ras-Mediated Signal
Transduction® habe ich den Teil dieses Signalnetzwerkes, der durch ein
kleines, GTP-bindendes Protein (Ras) gesteuert wird, mit systembiologischen
Methoden untersucht. Dieser Teil des Signalnetzwerks ist von fundamentaler
Bedeutung in der Entstehung verschiedener Krebsarten, denn eine ganze
Reihe von typischen Mutationen in Krebszellen betrifft Signalmolekiile in
diesem Netzwerk. Das Netzwerk steuert wichtige zelluldre Funktionen, wie
Wachstum, Differenzierung, Zellteilung und kontrollierter Zelltod. GroBe
Hoffnungen in der Therapie von Krebs richten sich zurzeit auf neue
zielgerichtete Therapien, die mit kleinen Inhibitoren und Antikérpern diesen
Teil des Signalnetzwerkes modulieren. Allerdings haben diese Therapie-
formen derzeit unvorhersagbaren Erfolg. Systembiologische Forschung
verspricht, mit Hilfe von mathematischen Modellen die Effekte solcher
zielgerichteten Eingriffe vorherzusagen. Jedoch liegt eine der groBen
Schwéchen derzeitiger mathematischer Modelle, dass sie sich entweder nur
auf das Signalnetzwerk beschrédnken oder nur auf die Regulation von
Zielgenen beschreiben, und somit Effekte, die aus der Interaktion dieser
beiden wichtigen Prozesse resultieren, nicht beschreiben kénnen. In meiner
Dissertation habe ich versucht, beide Prozesse in die Modelle einzubeziehen.

Im ersten Teil der Arbeit werden zunéchst wichtige Eigenschaften der
Signalkaskade mit Hilfe mechanistischer Modelle untersucht. Hierbei werden
vor allem die Signallibertragungseigenschaften, die so genannten Stimulus-
Antwort-Kurven charakterisiert. Die Vorhersage dieser Modelle, dass die
MAPK geringe Stimuli herausfiltern und ein Schwellwertverhalten zeigen, wird
durch Experimente an Einzelzellen bestéatigt.

Im Anfang des zweiten Teils der Arbeit werden Methoden entwickelt, mit
denen die Funktionen von Zielgenen genomweit vorhergesagt werden



kénnen. Die dort vorgestellte Methode erlaubt zum ersten Mal eine solche
Vorhersage, ohne dass sie eine grof3e Anzahl falscher Vorhersagen trifft. Mit
Hilfe dieses Algorithmus wird vorhergesagt, dass einige Zielgene des MAPK-
Signalwegs Phosphatasen sind, also potentiell den Signalwegs inhibieren.
Diese Vorhersage wird durch eine Analyse von Hochdurchsatzdaten bestétigt.
Daraus wird die Hypothese abgeleitet, dass der MAPK-Signalweg seine
eigenen Phosphatasen induziert und sich dadurch nach einer gewissen Zeit
selber abschalten kann. Ausgehend von dieser Hypothese wird ein system-
biologisches Experiment entworfen, in dem ein Modell an Zeitreihen von
Signalaktivitdten und Phosphatasenexpression angepasst wird und die Giite
der Anpassung flir verschiedene Hypothesen verglichen wird. Es zeigt sich,
dass die Induktion der Phosphatasen und das Schwellwertverhalten, das im
ersten Teil der Arbeit untersucht wurde, essentiell sind, um die gemessenen
Zeitreihen zu verstehen.

Die Folgende Abbildung fasst die Struktur der Arbeit zusammen.

_ . Genomweite Vorhersage
Mechanistische Modellierung g

Kapitel5-6
(Kapitel 2-4) (Kapicel5-6)
Stimuus : ' | { l
3 ‘/ ./ . - H T
s : - Hypothesenbildung und T <. 1./¥ <
Raf ot g dln[T|] [K|d]T] X )
— LRk :num |[ 75 Modells‘elektnon
o | (Kapitel 7) /
: { PE //:—— :rrcm. k) — ka RAS
Eﬂ( ERK ERK 3 = d i RAS
L o '_]'-_..—- - ai"*=\ pusp)
Ic._; < = :r.l’.'rl.'l K3+ kg ERK — ksdusp Neue Design_Prinzip:
s  DUSP—Kydusp -k DUSP Riickkopplung durch
time fhows) Induktion von Inhibitoren
7 (Bestiitigt 2008)
Hochdurchsatzdaten e Tl
(Kapitel 6-7) - et me [N e
i - Zeitreihen = i g
(Kapitel 7) eisp) S\ L g
| CEE (S
|

Die Riickkopplungen konnen zum
Teil erklaren, warum moderne

zielgerichtete Therapien oft
unwirksam sind
Abbildung:  Uberblick iber die Arbeit und die daraus resultierenden
Schlussfolgerungen fir die medizinische Forschung. In den Kapiteln 2-4 werden
mechanistische Modelle diskutiert, die das Schwellwertverhalten vom MAPK-
Signalweg vorhersagen, welches in Kapitel 4 bestétigt wird. Genomweite Vorhersage
von Zielgenen sagt voraus, das Phosphatasen reguliert werden, was experimentell
durch die Analyse von Hochdurchsatzdaten bestétigt wird. Daraus resultiert eine
Hypothese zur Riickkopplungsregulation, die mit Hilfe von Modellselektion,
Hochduchsatzdaten und Zeitreinendaten bestétigt wird. Wir konnten mittlerweile
zeigen, dass das gefundene Design Prinzip der Rlckkopplungsregulation durch die
Induktion von Inhibitoren ist nicht nur begrenzt auf die MAPK-Signaltransduktion ist,
sondern ein generelles Prinzip der Regulation von eukaryotischen Signalwegen ist.



Aus diesem Design-Prinzip leiten sich Erkldrungsmuster flir die Unwirksamkeit der
modernen zielgerichteten Krebstherapien ab.

Bezug zur Medizinischen Systembiologie

Die Arbeit integriert theoretische und experimentelle Ansédtze und generiert
dadurch eine Hypothese zur Regulation eines der wichtigsten Signalwege im
Menschen. Dadurch wird zum ersten Mal ein mathematisches Modell des
MAPK-Signalwegs flir eine krebs-transformierende Zelle vorgestellt, das die
Riickkopplungen durch Anderungen in der Expression von Genen mit
einbezieht. Klinische Forschung hat gezeigt, dass der identifizierte and
modellierte Feedback in der Tat groBe Bedeutung in der Therapieresistenz
von Brustkrebs hat (Cui et al, Cancer Research 2006, 66, 5950-5959).
Wéhrend die Arbeit sich zundchst auf den MAPK-Signalweg beschrankt,
konnten wir mittlerweile zeigen, dass das gefundene Muster, das heif3t die
Induktion von Inhibitoren durch ihre Signalwege, universell in Sauger-
signalwegen auftritt. Das bedeutet flr weitere systembiologische Unter-
suchungen von Signalnetzwerken: Um prediktiven Wert fir medizinische
Eingriffe in das Signalnetzwerk zu haben, sollten mathematische Modelle die
gen-regulatorische  Antwort auf die Aktivierung von Signalwegen
miteinbeziehen. Flr das Design und die Vorhersage der Effizienz von
modernen, zielgerichteten Therapien sind diese transkriptionellen Ruckkopp-
lungen von entscheidener Bedeutung, denn:

1. Die Rickkopplungen greifen auf einer Zeitskala in das Signalnetzwerk

ein, in der wichtige zelluldre Entscheidungen getroffen werden.
2. Wenn innerhalb eines negativen Feedbacks eingegriffen wird, ist die
Effizienz des Eingriffs viel geringer als auBerhalb.

Die negativen, transkriptionellen Rtickkopplungsschleifen, die in der Disserta-
tion untersucht wurden, kénnen demnach eine mdégliche Erkldrung bieten, wa-
rum sich die zunéchst sehr viel versprechenden MEK-Inhibitoren in klinischen
Tests nicht bewéhren konnten. Die in der Arbeit entwickelten Modelle legen
nahe, dass man entweder auBerhalb der Rickkopplungsschleife inhibieren
sollte, oder die Rtckkopplung selber stéren kénnte.

Die Arbeit wurde vom Juli 2002 bis Ende 2005 in der Arbeitsgruppe von Prof.
Herzel am Institut fiir Theoretische Biologie der HU Berlin in Zusammenarbeit
mit dem Institut fir Molekulare Tumorpathologie der Charite erstellt, und am
19.5.2006 am |Institut fir Biologie in Berlin verteidigt und mit dem
Gesamtpréddikat summa cum laude ausgezeichnet.
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