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“Progress in science depends on
new techniques, new discoveries and new ideas,

probably in that order.”

Sydney Brenner
Nobel Prize in Medicine Laureate 2002
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Die Phototaxis von H. salinarum

Die Phototaxis des Archaeons Halobacterium salinarum ist ein Beispiel für Signal-
transduktion in Prokaryoten. Die Phototaxis erlaubt den Zellen die Bereiche in der
Umgebung zu finden, die die besten Lichtbedingungen bieten. Halobakterielle Zellen
schwimmen vorwärts durch die Rotation eines Flagellenbündels im Uhrzeigersinn oder
rückwärts durch Rotation gegen den Uhrzeigersinn. Außerdem verfügen die Zellen über
zwei verschiedene Typen von Photo-Rezeptoren, die für Licht verschiedener Wellenlän-
gen empfindlich sind. Die verschiedenen Lichtreize werden durch die Photo-Rezeptoren
aufgenommen und deren Aktivierung einem molekularen Netzwerk übermittelt, wel-
che das Umschaltverhalten zwischen den Rotationsrichtungen je nach äußerem Reiz
beeinflusst. Im molekularen Netzwerk werden unterschiedliche Reize integriert, ver-
stärkt und zeitlich verzögert gelöscht (Adaptation). Die Adaptation ermöglicht, dass
sich die Zellen bei ihrer Suche nach den günstigsten Lichtbedingungen nicht an den
absoluten Reizintensitäten orientieren, sondern nur auf deren Änderungen reagieren.
Ohne Stimulation durch Lichtreize oder im adaptierten Zustand wechseln die Zellen
immer wieder zufällig zwischen der vorwärts- und rückwärts gerichteten Schwimm-
bewegung. Im Mittel geschieht das alle 15 Sekunden. Nach einer Schreckstimulation
wird der Wechsel der Schwimmrichtung deutlich schneller eingeleitet, während bei ei-
ner Lockstimulation die Dauer der aktuellen Schwimmrichtung ausgedehnt wird.

Systembiologische Untersuchung der Phototaxis

Das Phototaxis-Signaltransduktionsnetzwerk ist ein Modellsystem, um die mole-
kularen Mechanismen und Prozesse zu verstehen, die es Zellen erlauben, sinn-
voll auf Umgebungsreize zu reagieren. Als Modellsystem ist die Phototaxis beson-
ders deshalb interessant, weil Auswirkungen von exakt dosierten Stimuli an ein-
zelnen Zellen beobachtet werden können. Dies ist möglich, da zum einen Licht
(d.h. der System-Eingang) bzgl. Wellenlänge, Intensität und Dauer exakt kon-
trolliert werden kann, und die Photo-Rezeptoren photo-biochemisch und kinetisch
sehr gut charakterisiert sind. Zum anderen kann das Schaltverhalten (d.h. der
System-Ausgang) einzelner Zellen leicht mittels Mikroskopie studiert werden. So
können z. B. Häufigkeitsverteilungen der Dauer zwischen Lichtstimulation und Zel-
lantwort gemessen werden. Im Gegensatz zu reinen Mittelwerten enthalten diese
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stochastischen Verteilungen sehr viel mehr Information über das Signaltransduk-
tionsnetzwerk.

Die Phototaxis von H. salinarum wird seit mehr als 30 Jahren untersucht. Mit Hilfe
von biochemischen und molekularbiologischen Methoden wurden an der Signaltrans-
duktion beteiligte molekulare Komponenten identifiziert. Desweiteren konnte die Dy-
namik und die Stochastizität des Schaltverhaltens quantitativ charakterisiert werden.
Weil aber noch nicht vollständig aufgeklärt werden konnte, wie einige der gemessenen
(dynamischen, stochastischen, quantitativen und qualitativen) Phänomene entstehen,
verfolgt diese Arbeit einen systembiologischer Ansatz.

Die Systembiologie bemüht sich um ein systemisches und dynamisches Verständnis
von komplexen Prozessen in biologischen Netzwerken. Dazu werden mathematische
Modelle verwendet, um das biologische Wissen über die Struktur und die Dynamik
eines Netzwerks zu bündeln und zu formalisieren, und um mit Hilfe von systemtheo-
retischen Methoden Vorhersagen und Hypothesen zu generieren. Ein Schwerpunkt bei
der Systembiologie liegt außerdem auf der Entwicklung von neuen Messmethoden, um
physiologische Vorgänge besser und genauer zu erfassen.

Die Struktur eines (systembiologischen) mathematischen Modells wird oftmals durch
die biochemischen Reaktionen von Molekülen definiert. Die Dynamik des Modells (d.h.
die zeitliche Entwicklung von Molekülmengen) wird über Reaktionskinetiken beschrie-
ben. Oft jedoch, und so auch im Fall der Phototaxis, ist nur unvollständiges Wissen
über die Struktur und die Dynamik vorhanden, und in den seltensten Fällen können
molekulare Reaktionen direkt gemessen werden. Deshalb ist in der Systembiologie ein
iterativer Zyklus bestehend aus mathematischer Modellierung, Simulation und Ver-
gleich von experimentellen Daten und Simulationsergebnissen von zentraler Bedeu-
tung. Dabei werden Hypothesen zur Struktur und Dynamik möglicher molekularer
Mechanismen zu Modellen umgesetzt und diese Modelle anhand von experimentellen
Daten validiert. Häufig können so bestimmte Hypothesen verworfen oder bestätigt
werden.

Entsprechend der untersuchten Fragestellung und der vorhandenen Daten kom-
men andere Modellierungsformalismen zum Einsatz. So ist z. B. eine deterministische-
kontinuierliche Modellierung (gewöhnliche Differentialgleichungen) und Simulation für
die Beschreibung und Analyse von stochastischen Phänomenen meistens ungeeignet.
Weiterhin werden bei der mathematischen Modellierung eines biologischen Systems in
einem ersten Schritt häufig zuerst nur einzelne Teile eines Netzwerks betrachtet und
modelliert. Da die Systembiologie sich aber um ein systemisches Verständnis bemüht,
sollten die einzelnen Teilmodelle letztendlich zusammengeführt werden, um so ein ko-
härentes, konsistentes und durch biologische Experimente validiertes mathematisches
Modell des Gesamtsystems zu gewinnen.

XIV



Forschungsbeiträge dieser Arbeit

Ziel der Arbeit ist ein verbessertes systemisches Verständnis für die bei der Phototaxis-
Signaltransduktion ablaufenden molekularen Vorgänge, sowie eine Erklärung der dy-
namischen, quantitativen und stochastischen Phänomene. Zur Erreichung dieses Ziels
wird ein systembiologischer Ansatz gewählt. Dieser besteht aus (1.) biologischen Ex-
perimenten, (2.) der Entwicklung einer Versuchsapparatur zur quantitativen Mes-
sungen der Zellantworten nach genau definierten Perturbationen (Lichtstimuli) des
Phototaxis-Netzwerks und (3.) der mathematischen (deterministischen und stochasti-
schen) Analyse und Modellierung der biologischen Vorgänge. In den einzelnen Kapiteln
der Arbeit werden folgende Forschungsbeiträge erarbeitet:
In Kapitel 2 (basierend auf [185]) wird eine Versuchsapparatur entwickelt, die

dazu dient, Zellen mit Licht zu stimulieren und eine darauf folgende Änderung des
Schwimmverhaltens zu messen. Die Apparatur besteht aus einem Lichtmikroskop und
weiteren optischen, mechanischen und elektronischen Komponenten. Zur Analyse des
Schwimmverhaltens kommen Bildverarbeitungsmethoden und u. a. ein modellbasiertes
stochastisches Filterverfahren (Kalman-Filter) zum Einsatz.
In einem nächsten Entwicklungsschritt werden weitere Software- und Mechatronik-

Komponenten eingeführt, welche es erlauben, dass verschiedene Phototaxis-Versuche
nach festlegbaren Messparametern automatisiert durchgeführt werden. Außerdem wird
eine Rückführung implementiert, in der die online ausgewerteten Messergebnisse die
Reihenfolge der verschiedenen Versuche beeinflusst. Ziel der einfachen Regelung ist da-
bei eine vorgegebene Standardabweichung (der Messdaten zu den verschiedenen Ver-
suchen) zu erfüllen und die Gesamtmesszeit so kurz wie möglich zu halten.
Durch die Automatisierung werden manuelle Eingriffe des Experimentators erheb-

lich reduziert, bekannte systematische Fehlerquellen eliminiert und eine objektivier-
te und standardisierte Messung der Phototaxis wird ermöglicht. Die entwickelte Ap-
paratur wird in dieser Arbeit eingesetzt, um quantitative Daten für die Modellie-
rung der Phototaxis zu erheben. Darüber hinaus lieferte sie in weiteren Projek-
ten [2, 164, 181, 195] wichtige Beiträge zur Charakterisierung der am Phototaxis-
/Chemotaxis-Signaltransduktionsnetzwerk beteiligten molekularen Komponenten.
Das Phototaxis-Netzwerk des Archaeons H. salinarum ist aus ähnlichen moleku-

laren Komponenten aufgebaut und funktioniert nach ähnlichen Prinzipien wie das
Chemotaxis-Netzwerk von Bakterien wie E. coli und B. subtilis . Über das Effektorsys-
tem (d.h. den Motor und dessen Umschaltmechanismus) ist in Archaeen aber nur sehr
wenig bekannt. Er scheint aus völlig anderen molekularen Komponenten zu bestehen
als der bakterielle Motor, da die orthologen Gene bakterieller Motorkomponenten in
Archaeen fehlen.
In Kapitel 3 (basierend auf [184]) wird der grundlegenden, aber bisher vernach-

lässigten Frage nachgegangen, welche Energiequelle die Rotation des Flagellenbün-
dels antreibt. Durch biochemische Experimente und durch Messungen mittels der in
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Kapitel 2 entwickelten Zellverfolgungsapparatur wird festgestellt, dass der Motor in
H. salinarum durch ATP angetrieben wird und nicht durch einen Protonengradienten
wie in den meisten Bakterien. Somit kann zum einen ein fundamentaler Unterschied
zur bakteriellen Motilität gezeigt werden und zum anderen wird auch ein wichtiger
Beitrag zu einem besseren Verständnis der biochemischen Prozesse bei der Phototaxis
geleistet.
Nachdem die experimentell-methodische Grundlage für quantitative Phototaxis-

Messungen gelegt und eine wichtige biologische Frage geklärt wurde, behandelt der
weitere Teil der Arbeit (Kapitel 4–6) die mathematische Modellierung und Analyse.
Das Hauptaugenmerk liegt auf der Modellierung der Adaptation, der Signalintegra-
tion, der Signalamplifikation, der Effizienz der Signalverarbeitung im Netzwerks und
der Stochastizität der Zellantwort. Dazu werden in Kapitel 4 und 5 zuerst verschie-
dene Teile des Phototaxis-Netzwerks getrennt betrachtet und modelliert. In Kapitel 6
werden diese Teile dann zu einem konsistenten Modell zusammengeführt. Die quan-
titativen Daten für die Validierung der (Teil-)Modelle werden teils aus der Litera-
tur übernommen, überwiegend aber in eigenen Experimenten mittels der entworfenen
Messapparatur (Kapitel 2) gewonnen.
In Kapitel 4 wird ein mathematisches Modell für die Aktivierung der Phototaxis

und Chemotaxis Rezeptoren/Transducer hergeleitet. Die Aktivierung der Phototaxis-
Transducer erfolgt durch die Photo-Rezeptoren und die Aktivierung der Chemo-
Rezeptoren durch Bindung von Signalmolekülen. Das Modell macht die Annahme, dass
benachbarte Phototaxis- und Chemotaxis-Rezeptoren/Transducer in Einheiten organi-
siert sind und durch konformative Koppelung alle zeitgleich entweder aktiv oder inaktiv
sind und somit gemeinsam das nachgeschaltete molekulare Netzwerk aktivieren. Dabei
trägt jeder Rezeptor/Transducer in der Einheit zur Aktivierung/Inaktivierung der ge-
samten Einheit bei. Durch die Kooperativität und durch die konformative Koppelung
innerhalb einer Einheit werden verschiedene chemo- und photo-sensorische Reize inte-
griert, d.h. miteinander verrechnet, und durch die gemeinsame Aktivierung verstärkt.
Um eine analytische Gleichung für die Aktivierungswahrscheinlichkeit einer Einheit

herzuleiten, werden ähnliche Annahmen wie im weit verbreiteten Modell von Monod-
Wyman-Changeux (MWC) gemacht. Das MWC-Modell findet seit seiner Veröffentli-
chung 1965 häufig Anwendung in systembiologischen Modellen. Es ist allerdings nur
unter restriktiven und biologisch teilweise unrealistischen Voraussetzungen (völlige
Durchmischung des Reaktionsvolumens, Reaktanden in nicht limitierenden Konzen-
trationen vorhanden, kontinuierliche Konzentrationen anstatt diskrete Molekülzahlen)
gültig. In dieser Arbeit wird z. B. erstmals gezeigt, dass das MWC-Modell bei einer
geringen Anzahl von aktivierenden Signalmolekülen eine weit geringere Kooperativität
zeigt als unter den angenommenen idealen Bedingungen. Im Gegensatz zum MWC-
Modell ist das in dieser Arbeit hergeleiteten Modell auch unter nicht idealen Bedin-
gungen gültig und kann auf die Modellierung von Phototaxis Rezeptoren/Transducer
und Chemo-Rezeptoren angewendet werden. Auf dieses Modell für kooperative Rezep-
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tor/Transducer Einheiten wird im weiteren Verlauf der Arbeit vielfach zurückgegriffen
und die Annahme kooperativen Verhaltens wechselwirkender Moleküle wird mehrfach
und unabhängig bestätigt.
Adaptation an gleichbleibende Umgebungs- und Lichtbedingungen erfolgt, zumin-

dest teilweise, durch reversible Methylierung der an der Signalverarbeitung beteiligten
Transducer-Proteine. Dadurch wird ein stimulus-aktivierter oder -inaktivierter Trans-
ducer wieder ab- oder angeschaltet, so dass sich der Aktivitätszustand der vor dem
Stimulus herrschte, zeitlich verzögert wieder einstellt. Die Demethylierung der Trans-
ducer kann quantitativ und zeitaufgelöst als freigesetztes Methanol (MetOH) gemessen
werden. Das experimentell beobachtete charakteristische Verhalten von Wildtyp-Zellen
(Anstieg der MetOH-Freisetzung bei jeder Art des Stimulus) und das von verschiedenen
Mutanten konnte zu Beginn der Arbeit nicht erklärt werden. Durch iterative Zyklen
bestehend aus mathematischer Modellierung und Vergleich von Modellprädiktionen
mit experimentellen Daten werden in Kapitel 5 (basierend auf [183]) verschiedene
Hypothesen, wie die beobachteten MetOH-Muster zustande kommen könnten, unter-
sucht. Dabei kommt ein deterministischer-kontinuierlicher Modellierungsformalismus
(gewöhnliche Differentialgleichungen) zur Anwendung, da dieser die iterative Model-
lierung und Parameterbestimmung vereinfacht, und die Modelle zur Beschreibung der
experimentellen Daten aus Populationsmessungen ausreichend sind.
Das Modell reproduziert (quantitativ) die MetOH-Freisetzung von Wildtyp-Zellen

und von den untersuchten Mutanten. Dabei ergeben sich aus der iterativen Model-
lierung strukturelle und dynamische Modellmerkmale, die zwingend notwendig sind,
um die Experimente erklären zu können. Das Modell sagt voraus, dass die Transducer
eine aktivierende und eine inaktivierende Methylierungsstelle besitzen, und dass die
Adaptation durch antagonistische, selektive und reversible Methylierung dieser zwei
unterschiedlichen Methylierungsstellen erfolgt. Außerdem wird festgestellt, dass die
Demethylierung der Transducer in nichtlinearer Art und Weise sowohl von deren Ak-
tivität, als auch von der Konzentration des Antwort-Regulator-Protein CheY abhängig
ist. Desweiteren wird vorausgesagt, dass Rezeptoren und Transducer mit unterschied-
lichen Stimulus-Spezifitäten kooperative Einheiten bilden (vgl. Kapitel 4), wodurch
Mutationen an den Methylierungsstellen ausgeglichen werden können.
Bei niedrigen Intensitäten eines Lichtstimulus werden nur wenige Photo-Rezeptoren

in einer einzelnen Zelle aktiviert. Die Anzahl der aktivierten Photo-Rezeptoren pro Zel-
le unterliegt einer stochastischen Verteilung, weshalb deterministische-kontinuierliche
Modellierung und Simulation nicht gut geeignet sind, um die physiologische Antwort
der Zellen bei Aktivierung einzelner Photo-Rezeptoren zu beschreiben. Aus diesem
Grund wird in Kapitel 6 ein stochastisches und diskretes Modell des Phototaxis-
Netzwerks erstellt. Das Modell bündelt das in den vorherigen Kapiteln gewonnene
Wissen über die Adaptation, die Amplifikation sowie die Signalintegration in den ko-
operativen Rezeptor/Transducer Einheiten und verknüpft diese Teilmodelle mit dem
zu Beginn der Arbeit vorhandenen Modell des Motor-Umschaltmechanismus [123].
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Das Modell reproduziert experimentelle Dosis-Wirkungskurven und die zeitlich auf-
gelöste Wahrscheinlichkeitsdichten für ein Umschaltereignis nach verschiedenen Licht-
stimuli. Als Stimuli werden verschiedene kurze und längere Lichtpulse einer oder meh-
rerer Wellenlängen verwendet, um verschiedene Aspekte, wie die gezielte Anregung
eines bestimmten Photo-Rezeptortyp, als auch die Integration und der „cross-talk“
aller Photo-Rezeptoren, zu untersuchen.

Anhand des Modells können verschiedene in der Literatur beschriebene Phänome-
ne besser verstanden werden. Dazu gehört z. B. eine Hypothese (basierend auf einer
statistischen Analyse von Dosis-Wirkungskurven [97]), die besagt, (1.) dass bereits
ein einziger aktivierter Blaulichtrezeptor eine Umschaltreaktion bewirken kann, und
(2.) dass nur 1/10 − 1/20 der aktivierten Blaulichtrezeptoren eine Umschaltreaktion
bewirken, hingegen alle anderen aber keinerlei Reaktion hervorrufen.

Um die Reaktion auf einzelne Photonen zu reproduzieren, ist im Modell eine hohe
Verstärkung in der ultrasensitiven Signalkaskade (Phosphorylierung von CheY durch
CheA und Hydrolyse durch CheC) notwendig aber nicht hinreichend. Durch eine zu-
sätzlich kooperative Antwort von Rezeptor/Transducer-Einheiten ist die Gesamtver-
stärkung des Netzwerks aber hinreichend, um die Daten zu reproduzieren. Entschei-
dend ist dabei die Größe und die damit verbundene gemeinsame Antwort der Rezep-
toren/Transducer einer Einheit. Beide Verstärkungsmechanismen zusammen, d.h. (1.)
wenige aber große Einheiten und (2.) eine ultrasensitive Signalkaskade erlauben es, die
Dosis-Wirkungskurven wiederzugeben.

Für den gewählten Parametersatz besitzt das Modell 30 kooperative Einheiten be-
stehend aus 360 Rezeptor- und Transducer-Molekülen pro Zelle. Das Modell hat da-
mit aber weit weniger (< 1/30) Rezeptor-Moleküle als experimentell bestimmt. Dies
lässt sich wie folgt erklären. In Kapitel 5 wird festgestellt, dass die Einheiten nicht
nur aus Phototaxis-Rezeptoren/Transducer bestehen, sondern auch aus Chemotaxis-
Rezeptoren/Transducern. Dadurch werden aber nicht nur Lichtsignale verstärkt, son-
dern auch chemotaktische Umgebungsreize. Durch Simulationen wird gezeigt, dass
diese Umgebungsreize eine saturierende Aktivierung oder Inaktivierung einzelner Ein-
heiten bewirken können. Ist eine Einheit saturiert, dann kann sie nicht mehr durch ein
Photonen aktiviert werden, oder anders ausgedrückt: das Photon bleibt wirkungslos.
Würde man im Modell die Anzahl der kooperativen Einheiten z. B. verdreißigfachen
und würde man die Umgebungsreize berücksichtigen, so ließe sich die experimentell
beobachtete Photonenineffizienz erklären, während das Modell in etwa die spektrosko-
pisch gemessene Zahl der Rezeptoren/Transducer annimmt. Der beschriebene Saturie-
rungseffekt kann im Prinzip auch durch die Methylierung der Transducer entstehen.
Allerdings können keine Parameter gefunden werden, für die der Effekt stark genug
ist, um die Photonenineffizienz zu erklären.
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Im Modell führt die Aktivierung eines einzelnen Blaulichtrezeptors zu einer starken
und sehr schnellen Aktivierung der Signalkaskade. Bei Blaulichthintergrund werden die
Rezeptoren nur alle paar Sekunden durch ein Photon aktiviert, wobei die Zeitintervalle
zwischen den Aktivierungen (annähernd) exponential verteilt sind. Bei Blaulichthin-
tergrund ist der Adaptationsmechanismus im Modell nicht in der Lage dieses starke
und fluktuierende Signal zu kompensieren und so eine Adaptation zu vermitteln. Hin-
gegen adaptierten die Zellen im biologischen Experiment sehr wohl. Eine Analyse des
Modells deutet darauf hin, dass es einen weiteren Adaptationsmechanismus neben der
reversiblen Methylierung geben muss. Es wird gezeigt, dass eine Veränderung der Grö-
ße der kooperativen Einheiten einen Mechanismus darstellt, welcher die Adaptation
an blaues Hintergrundlicht ermöglicht. Neuere Forschungsergebnisse [38] legen einen
ähnlichen Adaptationsmechanisms im E. coli Chemotaxis-Netzwerk nahe. In Halobac-
terium salinarum könnte die Größenänderung der Einheiten ein direkter Effekt der
reversiblen Methylierung (Kapitel 5) sein.

Schlussbemerkung

Die Kombination von technischen Entwicklungen, biologischen Experimenten sowie
mathematischer Modellierung und Analyse liefert einen wesentlichen Beitrag zu einem
besseren Verständnis der verschiedenen beobachteten quantitativen und stochastischen
Phänomene in der Phototaxis. Außerdem werden durch die Analyse der Modelle neue
Hypothesen zu biologischen Prozessen aufgestellt, wodurch sich neue Ansätze für wei-
tere systembiologisch-orientierte Studien ergeben.
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