Forschung

Explorative Projekte im NGFN

Das Nationale Genomforschungsnetz (NGFN) ist als ko-
operative Netzwerkstruktur organisiert. Wissenschaftler
aus sehr unterschiedlichen Fachrichtungen bringen ihr
jeweiliges Know-How und die von ihnen angewandten
Technologien in gemeinsamen Projekten zusammen. Ne-
ben den bereits bekannten NGFN-Komponenten der
krankheitsorientierten Genomnetze und den Systema-
tisch-Methodischen Plattformen, die auf Kernbereich-
und Plattformtechnologien der ersten Férderphase auf-
bauen, wird es in Zukunft mit den Explorativen Projek-
ten (EP) ein neues Strukturelement geben, in dem inno-

vative Ideen zu methodischen Neu- und Weiterentwick-
lungen oder Ansétze zur Erforschung inhaltlich neuer
krankheitsorientierter Gebiete bearbeitet werden. Diese
Explorativen Projekte gewahrleisten, dass auch For-
schungsideen unterstiitzt werden, die sich noch in einem
sehr friihen Stadium befinden. Ihre Ergebnisse sollen
neue Technolgien und Anwendungsfelder fiir die Human-
genomforschung erschlieBen und direkt in das NGFN ein-
flieBen, wo sie umgesetzt werden kénnen. Einen ersten
Einblick in diesen neuen Bereich geben die folgenden
drei Artikel.

Netzwerke unter der Lupe

Systembiologie - Inferenz regulatorischer Netzwerke basierend auf Genexpressionsdaten
Christian Spieth, Nora Speer und Andreas Zell

Im Bereich der molekularen Genetik und der
Systembiologie wurden in den letzten Jahren
groBe Erkenntnisgewinne erzielt. Die dabei ver-
wendeten Verfahren sind groBteils noch nicht
fest etabliert und die zur Verfiigung stehenden
Analysetools sind noch nicht auf die Art und
Menge der biologischen Daten ausgelegt, wel-
che mit modernen High-Throughput Techniken
erzeugt werden kdnnen. Die meisten Algorith-
men zur Analyse von Genexpressionsdaten, die
bisher entwickelt wurden, ignorieren im Aus-
wertungsprozess  bestehendes biologisches
Wissen iber genregulatorische Mechanismen
oder ontologische Klassifikation einzelner
Gene. Das vorhandene Wissen wird oft erst im
zweiten Analyseschritt hinzugezogen, wenn es
zur eigentlichen Interpretation der gefundenen
Cluster oder Klassifikationsergebnisse kommt.
Dadurch bleibt eine Vielzahl an Informationen
in den Daten, wie zum Beispiel die zeitliche
Abhangigkeit der Expressionslevel, unberiick-
sichtigt. Aus diesem Grund ist es notwendig,
eine neue Klasse von Analysemethoden zu ent-
wickeln, die regulatorische Netzwerke und
deren quantitative Parameter direkt aus den
Experimentdaten bestimmen konnen und im
Gegensatz zu herkémmlichen Analysetechni-
ken vorhandenes biologisches und medizini-
sches Wissen iiber regulatorische Mechanis-

men bereits bei der Analyse nutzen. Ziel des
hier vorgestellten Explorativen Projekts zur
automatisierten Inferenz von regulatorischen
Netzwerken ist deshalb die Entwicklung von
computergesttitzten Verfahren und Algorithmen,
mit denen sich regulatorische Systeme, wie zum
Beispiel genregulatorische Netzwerke oder me-
tabolische Pathways, automatisch auf Experi-
mentdaten basierend rekonstruieren lassen.

Interferenzprobleme

Die Inferenz regulatorischer Netze ist
sehr schwierig, da das zugrunde liegende Pro-
blem auf Grund geringer Datenmengen im Ver-
haltnis zur Anzahl der beteiligten Systemkom-
ponenten hochgradig unterbestimmt ist. Kon-
zeptionell gesehen besteht das Inferenzpro-
blem in der Auswahl eines geeigneten mathe-
matischen Modells, welches die regulatori-
schen Prozesse innerhalb der Zelle abbildet,
und der Bestimmung der zugehdrigen Modell-
parameter.

Modelle - mehr

oder weniger real

Abhangig von der zur Verfligung ste-
henden Rechnerkapazitdt wurden in der Ver-
gangenheit bereits einige mehr oder weniger
realistische Modelle zur Simulation von regula-

torischen Netzwerken vorgeschlagen.

Die einfachsten Modelle sind Random
Boolean Networks, welche den Systemzustand
auf boolesche, also wahrheitsbedingte Zustan-
de reduzieren. In dieser Art der Modellierung
kann ein Gen dementsprechend entweder ,an”
oder ,aus” sein, d.h. exprimiert werden oder
nicht. Obwohl diese Modelle effizient simuliert
werden konnen und bereits eine Vielzahl von
dynamischen Eigenschaften von Netzwerken
an ihnen untersucht werden konnte, sind sie
nicht geeignet flir eine realistische Abbildung
biologischer Vorgédnge in einer Zelle, weil sie
wie erwahnt nur zwei diskrete Zustande erlau-
ben. Qualitative Modelle erweitern zwar das
Modell der booleschen Netzwerke von lediglich
zwei Zustanden auf n Zustande, diskretisieren
jedoch immer noch die mdglichen Zustande des
Netzwerkes. Lediglich quantitative Modelle
kénnen die Biologie zufrieden stellend darstel-
len, da sie, statt diskretisierten Zustanden, kon-
tinuierliche Ubergénge zwischen verschiedenen
Zustanden erlauben. Simulatoren flir quantita-
tive regulatorische Prozesse kénnen in zwei
Kategorien unterschieden werden. Zum einen
deterministische Modelle, welche Metabolite
durch eine Stoffkonzentration charakterisieren
und eine gleichmaBige Verteilung des Stoffes
innerhalb des Reaktionsvolumens annehmen.
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In diesem Fall wird die Verdnderung der Stoff-
konzentration durch gewdhnliche Differential-
gleichungen beschrieben. Zum anderen stochas-
tische Modelle, bei denen einzelne Molekile
betrachtet werden, die sich zufdllig im Reakti-
onsvolumen bewegen und miteinander reagie-
ren. Die Anzahl der einzelnen Molekiile wird
hier durch eine stochastische Zeitreihe be-
schrieben.

Parameterbestimmung

Bei der Bestimmung der Parameter
wird versucht, das mathematische Modell so zu
parametrisieren, dass es die experimentellen
Daten am besten abbildet, d.h. bei der Simula-
tion des Modells eine méglichst hnliche Dyna-
mik erzeugt. Methoden zur Inferenz regulatori-
scher Netzwerke hangen immer von den zu-
grunde liegenden Modellen ab. Zur eigentli-
chen Bestimmung der Parameter der eingesetz-
ten mathematischen Modelle werden unter
anderem direkte analytische Methoden und
Gleichungsldser oder Evolutiondre Algorithmen
(EA) eingesetzt. Letztere sind dafir bekannt,
dass sie sich sehr gut fir Parameteroptimierung
eignen. EAs sind Mitglieder der Familie der sto-
chastischen Suchalgorithmen und basieren auf
dem Darwinschen Prinzip der Evolution mit
Mutation und Selektion. Basierend auf EAs
wurden in der Vergangenheit bereits einige
Inferenzstrategien zur Parameterbestimmung
an unserem Lehrstuhl entwickelt.

Verschiedene Phasen

Der Ablauf des gesamten Inferenzpro-
zesses ist in verschiedene Teilphasen unterteilt
und gliedert sich wie folgt:
i) Datensammlung: Fir die spatere Infe-
renz werden Zeitverlaufe der Expressionslevel
von biologischen Prozessen bendtigt. Diese
kénnen durch High-Throughput-Methoden, wie
zum Beispiel DNA Microarrays, gesammelt wer-
den. Weiterhin kénnen auch metabolische
Daten zur Modellierung von Signalwegen oder
zur Identifizierung von Parametern in metabo-
lischen Systemen fiir die Inferenz verwendet
werden.
ii) Datenfilterung: Um die Komplexitdt und
GroBe der Datensatze zu reduzieren, werden in
einem ersten Schritt diejenigen Daten, die sta-
tistisch gesehen nicht an dem zu untersuchen-
den biologischen Prozess teilnehmen, heraus-
gefiltert. Dazu werden zum Beispiel die Gene,
deren Expressionssignal unter einer festgeleg-
ten Schranke liegt, entfernt, da die Expressi-
onsstarke im Rauschen des Microarrays liegt.

Oder es werden die Gene gefiltert, deren Zeit-
verlauf sich nicht signifikant andert und die
daher vermutlich nicht an den Regulationsme-
chanismen beteiligt sind.
iii) Clustering: Zur weiteren Reduzierung
der Dimensionalitdt des Inferenzproblems wer-
den ahnliche Expressionsprofile geclustert. Nach
Anwendung eines Clusterverfahrens kann das
dadurch gefundene Clusterzentrum als Ex-
pressionsprofil angesehen werden, welches die
anderen Profile im Cluster reprasentiert und da-
durch die Dimensionalitat nochmals verringert.
Die grundlegende Idee zur Reduktion
der Dimensionalitat durch Clusterverfahren ist,
dass co-exprimierte Gene sehr wahrscheinlich
auch co-reguliert sind. Diese Annahme trifft
jedoch nicht notwendigerweise fir alle Gene
innerhalb eines Clusters zu. Deshalb ist es nicht
ausreichend, nur mathematische Clusterver-
fahren zu verwenden. Dadurch, dass bekanntes
biologisches Wissen in den Clusterprozess mit-
einflieBt, kdnnen Clusteralgorithmen fir Gen-
expressionsdaten verbessert werden. Dabei
sind insbesondere  Genfunktionen bereits
bekannter co-regulierter Gene, Interaktionen
von Genprodukten, zelluldre Lokalisation (z.B.
Mitochondrien oder Ribosomen) oder bekann-
te Zusammenhdnge in metabolischen oder
genregulatorischen Netzwerken von groBem
Interesse.

S it A

Von unserem Lehrstuhl wurde bereits
eine Clustertechnik vorgestellt, die biologi-
sches und, im Speziellen, funktionelles Vorwis-
sen basierend auf Gene Ontology (GO) nutzt,
um bessere Cluster zu finden. Die Einbringung
von Vorwissen wird dadurch méglich, dass die
Informationen aus GO maschinell leicht weiter
verarbeitet werden kénnen und diese Ontolo-
gie in allen 6ffentlichen Datenbanken zu den
verwendeten Standards zahlt. Das neue Clu-
sterverfahren kann auf der einen Seite von Bio-
logen dazu verwendet werden, die zu untersu-
chenden Gene funktionell zu klassifizieren. Auf
der anderen Seite bieten wir damit eine Mdg-
lichkeit, sowoh! die Genexpressionswerte als
auch die funktionellen Annotationen zu nutzen.
Dadurch wird die Interpretation der gesammel-
ten experimentellen Daten erleichtert, da co-
regulierte Gene innerhalb ihres biologischen
Kontextes betrachtet werden. Das vorgestellte
Verfahren kann somit als eigenstandiges Exper-
tensystem verwendet werden oder dazu
benutzt werden, die Dimensionalitdt der
Expressionsdaten sinnvoll zu reduzieren.

iv) Inferenz Abstrahiert kann das Verhalten
einer Zelle als genregulatorisches Netzwerk
von n Genen gesehen werden. Jedes Gen g;
produziert bei der genetischen Expression eine
gewisse Menge an biochemischen Molekilen x;
und beeinflusst somit die Konzentrationen aller

Abbildung 1: Dargestellt sind die gemessenen Experimentdaten (gestrichelte Linie) zusammen mit den Daten

(durchgezogene Linie), die aus der Simulation des besten gefundenen mathematischen Modells stammen.
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auftretenden Metaboliten innerhalb der Zelle:

x {t+ 1) = hi :.'-:r;ll, ':I.l|-l'|'||"': ol |

wobei h eine Funktion der Anderung der ein-
zelnen RNA-Level, abhangig von allen oder von
einzelnen RNA-Konzentrationen, zum vorheri-
gen Zeitpunkt darstellt.

Ziel der Inferenz ist es dann, Parameter
der mathematischen Modelle zu finden, sodass
diese Modelle simuliert iiber die Zeit eine dhn-
liche Dynamik zeigen, wie die Experimentda-
ten. Im Inferenzprozess werden die Parameter
des Modells derart adaptiert, dass die Abwei-
chungen zwischen Experimentdaten und simu-
lierten Daten gegen Null gehen (siehe Abbil-
dung 1). Dies kann durch direkte Heuristiken
oder durch kombinatorische Optimierungsver-
fahren (Evolutionare Algorithmen) erfolgen.
v) Validierung Ein wichtiger Teil des Infe-
renzprozesses ist die Verifikation der gefunde-
nen Modelle. Bei Verwendung von kiinstlichen
Datensatzen kann dieser Validierungsschritt in
silico durchgeflihrt werden. Im Falle von echten
biologischen Experimentdaten missen zu die-
sem Zweck Biologen hinzugezogen werden, um
die Qualitat der errechneten Modelle bewerten
zu kénnen.

Werkzeug fiir Analysen Ziel des For-
schungsprojektes ist die Entwicklung bzw. Wei-
terentwicklung eines Softwarewerkzeugs (JCell)
fir Analysen im Bereich der Systembiologie,
welches metabolische und genregulatorische
Netzwerke simulieren und ihre Parameter be-
stimmen kann. Damit sollen Wissenschaftler in
die Lage versetzt werden, ihre experimentellen
Genexpressions- oder Metabolismus-Daten auf

Glossar

Abbildung 2: Hauptfen-
ster von JCell mit einer TG
schematischen Abbildung |
eines Signalwegs, die von L s
KEGG importiert wurde. |

einem wesentlich hoheren Level zu untersu-
chen, als es bisher mit den verwendeten Stan-
dardverfahren mdglich ist. So erméglicht die
Bestimmung der Topologie von genregulatori-
schen Netzwerken, Abhdngigkeiten innerhalb
des Genoms zu erkennen. Die Ergebnisse die-
ser neuen Art der Analyse ermdglichen es,
strukturelle und quantitative Hypothesen Uber
Teilnetze oder komplette regulatorische Syste-
me aufzustellen. Durch quantitative Bestim-
mung der kinetischen Modellparameter kénn-
ten Simulationen von genregulatorischen Pro-
zessen und deren pathogen veranderten Vari-
anten durchgefiihrt werden und dadurch még-
licherweise Ansatze zur Therapie der zugrunde
liegenden Krankheiten gefunden werden.

JCell beinhaltet bereits die meisten
mathematischen Modelle, die zur Simulation

von regulatorischen Systemen verwendet wer-
den koénnen, wie zum Beispiel lineare Ge-
wichtsmatrizen, pseudolineare Modelle und S-
Systeme. Daneben wurden bereits spezielle
Inferenzstrategien fiir die Rekonstruktion von
regulatorischen Netzwerken entwickelt, die
zusatzlich zu den experimentellen Daten auch
biologisches Wissen iiber Pathways aus dffent-
lichen Datenbanken wie KEGG zur Parameter-
bestimmung nutzen (siehe Abbildung 2).
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Algorithmus ist ein prozeduraler Arbeitsvorgang, bei dem durch Wie-
derholung einfacher (Rechen)vorgange auch komplexere Probleme 19s-
bar werden.

Heuristik dient der methodischen Gewinnung neuer Erkenntnisse, mit
Hilfe der Erfahrung. Sie beruht in der kiinstlichen Intelligenz meist auf
Faustregeln bzw. Algorithmen. Heuristische Verfahren nitzen haufig die
sehr spezielle Struktur von Problemen aus, damit sie zu effizienten Ver-
fahren werden und somit im Gegensatz zu exakten Verfahren schnell
zulassige Losungen finden.

Inferenz bedeutet hier die Rekonstitution von dynamischen Systemen,
ausgehend von gemessenen Daten (z.B: Expressionslevel) bzw. die
Bestimmung der Abhangigkeiten zwischen den Systemkomponenten

(z.B. Gene) eines mathematischen Modells des betrachteten Netzwerks.

Gene Ontology ermdglicht es, Genprodukte methodisch und ein-
deutig einer oder mehreren Funktionsklassen zuzuordnen. Drei struk-
turierte und kontrollierte Vokabulare stellen Beschreibungen bezliglich
- der biologischen Prozesse, an denen ein Protein

beteiligt sein kann (biological processes),
- des Zellkompartementes, in dem sich ein Protein

befindet (cellular components), sowie
- der Funktion des Proteins auf molekularer Ebene

(molecular functions) zur Verfligung, und zwar

unabhdngig vom Organismus.
Hierarchisch gliedern sich diese drei Ontologien
in immer detailliertere Beschreibungen.
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