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5.14 Örtliche Verteilung der Nukleoid-Destabilisierungskonstanten kdestab2,d

in der Modellvariante B2. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 82

5.15 Simulationsergebnisse des membrangebundenen kontraktilen Proteins

Zm und des Radius R im Modell B2 des in-silico-Modells nach dem

Baukastenprinzip. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 83

5.16 Schematische Struktur der Modellvariante C der in-silico Protozelle

nach dem Bukastenprinzip. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 85

5.17 Simulationsergebnisse der membrangebundenen Min-Proteine Minm

und des membrangebundenen kontraktilen Proteins Zm in der Modell-

variante C des in-silico Protozellmodells nach dem Baukastenprinzip. 88

5.18 Simulationsergebnisse des Radius R in der Modellvariante C des in-

silico Protozellmodells nach dem Baukastenprinzip. . . . . . . . . . . . 89

5.19 Simulationsergebnisse einer Parameterstudie bezüglich der Elongati-
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kex2 Rückwärts-Nukleotidaustauschkonstante

Z2 Z-Dimer

knuc1 Nukleationskonstanten
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1 Kurzfassung

Eine an die Synthetische Biologie gestellte Aufgabe ist die Entwicklung von Protozel-

len, die die Grundfunktionalitäten von lebenden Zellen nachahmen aber synthetisch

hergestellt werden sollen. Der Kern dieser Arbeit ist die Entwicklung von mathema-

tischen Modellen, die solch eine Produktion von synthetischen Protozellen begleiten.

Diese Arbeit liefert grundlegende Erkenntnisse für die Synthetische Biologie bezüg-

lich der notwendigen Bestandteile einer Protozelle und deren Verknüpfung zu einem

in-silico Protozellmodell. Bei der Erarbeitung sinnvoller Modularisierungskonzepte

werden zwei unterschiedliche Herangehensweisen definiert, anhand derer zwei un-

terschiedlich konzipierte in-silico Protozellmodelle entwickelt und in verschiedenen

Modellvarianten untersucht werden:

Der Modularisierungsansatz bringt ein in-silico Protozellmodell hervor, das die Kern-

punkte aus hypothetischen, bereits vorhandenen Modellen vereint und diese an die

Eigenschaften einer Protozelle annähert. Vor allem die Eigenschaft der Selbstrepro-

duzierbarkeit eines synthetischen Systems wird anhand dieses Modells näher be-

leuchtet, da es bestehend aus den funktionalen Modulen Metabolismus, Polymeri-

sationssystem und Membran in der Lage ist Tochterzellkomponenten abzuspalten,

die wiederum einen neuen Protozellzyklus starten. Wegen seiner geringen Komple-

xität und einer gering gehaltenen Anzahl von Bausteinen eignet sich dieses Modell

vor allem zur Untersuchung von Interaktionen zwischen den einzelnen zu einem

Gesamtsystem verknüpften funktionalen Modulen. Das Protozellmodell nach dem

Modularisierungsansatz definiert notwendige Eigenschaften einer Protozelle, wie die

Versorgung der Membran mit Membranbausteinen, das Protozellwachstum infolge

des Membranwachstums und der daraus resultiernden Volumenzunahme sowie die

1



1 Kurzfassung

Protozellteilung. Damit bildet es eine Grundlage für ein weiteres Modell, das nach

dem Baukastenansatz entwickelt wird und realen Prozessen angenähert ist.

Der Baukastenansatz sieht vor, aus realen und optimalerweise bereits experimentell

validierten Subsystemen, die als funktionale Module definiert werden, eine in-silico

Protozelle aufzubauen. Das Modell nach dem Baukastenansatz verknüpft die funktio-

nalen Module Container und Divisom. Dabei besteht das Divisom aus einem Positio-

nierer und einer kontraktilen Einheit. Besonders die Interaktionseigenschaften dieser

zwei funktionalen Module des Divisoms werden in unterschiedlichen Modellvarian-

ten untersucht und optimiert. Das Protozellmodell nach dem Baukastenansatz eignet

sich als Grundlage für weitere in-silico Protozellstudien, da es aufgrund seiner modu-

laren Struktur durch weitere funktionale Module ergänzt werden kann. Aus diesem

Grund dient das Protozellmodell nach dem Baukastenansatz auch für Experimen-

tatoren als Grundlage zur Protozellkonstruktion, sei es als Grundsatzüberprüfung

oder zur Prozessoptimierung.
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2 Einleitung

2.1 Synthetische Biologie als neuer Wissenschaftszweig

In der Grundlagenforschung entwickelt sich seit einigen Jahrzehnten ein junger wis-

senschaftlicher Zweig der Synthetischen Biologie. Synthetische Biologie vereint un-

terschiedliche naturwissenschaftliche Disziplinen, wie molekulare Biologie, Genetik,

Systembiologie, Biotechnologie und Chemie, mit ingenieurwissenschaftlichen Metho-

den [14]. Wird die Entwicklung molekularbiologischer Gentechniken, wie die Polyme-

rasekettenreaktion (PCR), die von Kary B. Mullis Ende der 1970er Jahre entwickelt

wurde [48], oder die Sequenzierung Mitte der 1970er Jahre [66], als Anfänge der

Synthetischen Biologie betrachtet, so kann behauptet werden, dass am Anfang der

Synthetischen Biologie die Beeinflussung der existierenden, lebenden Systemen im

Fokus stand. Dieses Ziel war stets getrieben durch den immerwährenden Wunsch

nach dem vollkommenen Verständnis der biologischen Welt.

Die Weiterentwicklung der Techniken in der System- und Molekularbiologie wei-

teten die anfänglichen Zielsetzungen der Grundlagenforschung in Richtung anwen-

dungsorientierter Synthetischer Biologie aus. Das Design von veränderten oder neu-

en biologischen Einheiten für Prozesse mit einem gewünschten Eingangs-Ausgangs-

Verhalten steht immer mehr im Mittelpunkt der Forschung in der Synthetischen

Biologie [1, 58]. An dem Punkt, wo die klassische Biotechnologie an ihre Grenzen

stößt, soll die Synthetische Biologie Abhilfe schaffen. In der konventionellen Biotech-

nologie sind reale, biologische Systeme, die als Produzenten verwendet werden, sehr

komplex. Daher lassen sich diese Systeme durch mathematische Modelle, die zur

System- und somit Produktionsoptimierung verwendet werden, kaum beschreiben.
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Dies macht eine gezielte Manipulation oder eine gezielte Optimierung der Systeme

schwierig oder gar unmöglich, was sich auf die Produktivität dieser biotechnolo-

gischer Prozesse auswirkt. Genau an diesem Punkt soll die Synthetische Biologie

ansetzen und durch Entwicklung von Minimalzellen oder durch die Synthese von

Protozellen zu neuen Möglichkeiten in der Biotechnologie verhelfen.

2.1.1 Begriffsklärung

Der Begriff Minimalzelle bezeichnet eine synthetische Zelle mit einem minimalen

Genom, das entweder synthetisch konstruiert oder aus dem Genom eines realen bio-

logischen Systems verkleinert wurde. Eine Protozelle hingegen bezeichnet die Her-

stellung synthetischer Zellen mit Eigenschaften realer, biologischer Systeme, ohne

dass die Anforderung eines minimalen Genoms besteht [14]. Beide Formen synthe-

tischer Zellen sollen dennoch unter Laborbedingungen lebensfähig beziehungsweise

produktionsfähig über einen gewissen Zeitraum sein und dabei aufgrund ihrer ge-

ringen Komplexität manipulierbar bleiben.

In der Synthetischen Biologie wird zwischen dem top-down Ansatz und dem bottom-

up Ansatz unterschieden [39, 64, 79, 60]. Wobei es oft nicht klar ist, wo die Grenze

zwischen diesen zwei Ansätzen verläuft und diese sich oft überschneiden. Während

der top-down Ansatz darauf abzielt, einen existierenden Organismus zu verändern

um eine andere Funktionalität oder ein besseres Verständnis durch ein minimales

Genom zu erlangen, versucht die Strategie des bottom-up Ansatzes eine zellähnliche

Einheit - die Protozelle - aus einzelnen biologischen Bausteinen aufzubauen (Abb.

2.1).

Der Begriff biologischer Baustein beschreibt hierbei die molekularen Bausteine des

Lebens, nämlich Kohlenhydrate, Proteine und Fette sowie deren Verbindungen zu

funktionalen Teilen [19]. Als funktionales Modul wird eine Einheit aus unterschiedli-

chen funktionalen Teilen definiert [1, 37]. Ein Zusammenschluss mehrerer funktiona-

ler Module zu einer selbst-erhaltenden Einheit wird als System bezeichnet [37]. Ein

funktionales Modul beschreibt eine selbst-erhaltende Einheit, die ein Eingangs- und
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2.1 Synthetische Biologie als neuer Wissenschaftszweig

Abbildung 2.1: Bottom-up- und top-down-Ansatz in der Synthetischen Biologie. Bei der bottom-

up-Strategie werden biologische Bausteine zu funktionalen Teilen und diese zu

funktionalen Modulen verknüpft, aus denen anschließend Protozellen aufgebaut

werden. Die entgegengesetzte Richtung, bei der aus realen Systemen Minimalzel-

len mit ausschließlich lebensnotwendigen Bestandteilen erzeugt werden, wird als

top-down-Ansatz bezeichnet.

Ausgangssignal sowie eigene Randbedingungen aufweist und kann somit als ein ei-

genständiges Subsystem funktionieren. Werden mehrere funktionale Module zu einer

zellähnlichen Einheit verknüpft, besitzt diese zum einen die Eigenschaften, die durch

die einzelnen funktionalen Module definiert werden und zum anderen die durch ihre

Interaktionen entstehen [19].

2.1.2 Biologische Sicherheit in der Synthetischen Biologie

Die große Vision der Synthetischen Biologie ist es synthetische Zellen nach dem Bau-

kastenprinzip schnell und entsprechend der an diese gestellten Anforderungen her-

zustellen und zur Produktion gewünschter Substanzen zu verwenden [76]. In diesem
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Zusammenhang kommt es oft zur Frage der biologischen Sicherheit [77]. Auch wenn

die große Vision des schnell aus einem Baukasten herstellbaren Bio-Produzenten

aus der heutigen Sicht und nach aktuellem Forschungsstand noch weit entfernt ist,

muss die Problematik der biologischen Sicherheit bereits in diesem frühen Stadium

der Synthetischen Biologie stets mitbedacht werden und zukunftsorientierte Sicher-

heitsmaßnahmen entwickelt, etabliert und eingehalten werden [14, 60, 67].

Die Synthetische Biologie nimmt Einfluss auf die Gesellschaft, die Ethik und die

Regierung und stellt diese vor Herausforderungen [80]. Wie in der konventionellen

Biotechnologie müssen die Befürchtungen der Öffentlichkeit ernst genommen und

stets für Aufklärung und Dialog zwischen der Öffentlichkeit und Wissenschaft ge-

sorgt werden [80, 6]. Sowohl genetisch veränderte Organismen als auch neu entwi-

ckelte biologische Systeme dürfen keine Gefahr für Mensch und Natur darstellen.

Auch mit Fragen, ob die Wissenschaft mit Hilfe der Synthetischen Biologie
”
Gott

spielen“ will, muss sich auseinandergesetzt werden [12]. Die Gewährleistung und

Überwachung der biologischen Sicherheit beinhaltet den Umgang mit Gefahren, wie

”
do-it-yourself“-Biologie oder Biohacker-Angriffe und dem daraus resultierenden po-

tentiellen Missbrauch der Errungenschaften der Synthetischen Biologie. Die Basis

der biologischen Sicherheit müssen somit durch die Regierung geschaffene rechtliche

Grundlagen darstellen [80].

2.1.3 Forschungsschwerpunkte in der Synthetischen Biologie

Das Feld der Synthetischen Biologie findet ein weltweites Interesse. Viele interna-

tionale Gruppen und Forschungsnetzwerke beschäftigen sich zunehmend intensiver

mit der Synthetischen Biologie, wobei die Anwendungsbereiche sehr vielfältig sind.

So werden Techniken der Synthetischen Biologie erfolgreich in der Biotechnologie zur

Reorganisierung von Mikroorganismen eingesetzt, wie es beispielsweise die Arbeits-

gruppe um Craig Venter erfolgreich gezeigt hat [21]. Dabei wurde ein synthetisch

hergestelltes Genom in Mycoplasma capricolum eingesetzt, welches ausschließlich die

synthetisch hergestellte DNA beinhaltet und dabei die erwarteten phenotypischen
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Eigenschaften sowie die Fähigkeit der Selbstreplikation besitzt.

Durch die Entwicklung eines synthetisch hergestellten Genoms von Saccharomyces

cerevisiae konnte beispielsweise in der Biotechnologie eine Erhöhung der Produk-

tivität erreicht werden [61, 98], da genetisch modifizierte Hefestämme bereits in

hohem Umfang zur Produktion von Schmerzmitteln [20], rekombinanten Proteinen,

wie Insulin [29], oder zur Herstellung von Biokraftstoffen [36] eingesetzt werden.

Das künstlich hergestellte Genom erlaubt es die Produktionskosten zu reduzieren,

da es im Gegensatz zu natürlichen Stämmen eine hohe Wachstumsrate hat. Eben-

so ermöglicht es eine gezielte Auswahl des effizientesten Stammes hinsichtlich der

Produktivität und Produktionskosten zu treffen, wie im Fall des synthetsich herge-

stellten Wirkstoffs gegen Malaria Artemisinin [63].

Die zunehmende Anwendung der Synthetische Biologie in der Pharmaindustrie und

der Medizin wird auch bei der Entwicklung neuer Therapiemethoden gegen chro-

nische Schmerzen deutlich. Dabei werden mikroverkapselte, menschliche Zellen, die

transgen für Pfefferminz-Stimulus-Produktion und Absonderung von therapeutisch

transgenen Stoffen sind, als eine Möglichkeit getestet bei chronischen Schmerzen

den Wirkstoff nur bei Bedarf freizusetzen. Dies wirkt Effekten, wie dosislimitie-

render Toxizität, Wirkstoffunverträglichkeit oder Entwicklung einer Medikamen-

tenabhängigkeit entgegen [94].

Weiterhin spielt die Synthetische Biologie bei der Entwicklung von neuen Krebsthe-

rapien eine große Rolle, wobei auch hier beispielsweise menschliche Zellen als lebende

Therapeutika dienen. Hierbei werden Immunzellen reprogrammiert, sodass sie spe-

zifische Merkmale auf Krebszelloberflächen erkennen und diese abtöten, jedoch das

gesunde Gewebe verschonen [16].

Wie bereits erwähnt, stellt die schnelle Herstellung des Bio-Produzenten aus einem

Baukasten und die damit verbundene anwendungsorientierte Richtung nur einen Fo-

kus der Synthetischen Biologie dar. Ein weiterer Schwerpunkt liegt im Bereich der

Grundlagenforschung: Hier erhoffen sich viele Forschungsgruppen Antworten auf ei-

nige der fundamentalsten Fragen des Lebens im Universum zu finden, die unter

anderem von dem berühmten Physiker Erwin Schrödinger [72] oder dem Bioche-

miker Alexander Oparin [51] bereits vor mehreren Jahrzehnten formuliert wurden:

Was ist Leben und Wie entsteht Leben? [40, 38, 73, 78, 85]
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Die vorliegende Arbeit und die ihr zugrunde liegenden Forschungsanregungen ent-

standen im Rahmen des interdisziplinären Forschungskonsortiums MaxSynBio. Die-

ses beleuchtet das Feld der Synthetischen Biologie ebenfalls aus der Sicht der Grund-

lagenforschung, mit dem Ziel biologische Systeme zu verstehen und schließlich dar-

auf basierende künstliche Minimalsysteme nach dem bottom-up Ansatz aufzubauen

[46, 77]. Dabei werden sowohl die Funktionseinheiten, aus denen die essentiellen

Lebensprozesse in Minimalzellen nachgebaut werden sollen, wie biologische Baustei-

ne (zum Beispiel Gewinnung von Adenosintriphosphat (ATP) [52]) und funktionale

Module (zum Beispiel Energieversorgungseinheit [52] oder Actomyosin-Cortex [93])

experimentell synthetisiert, als auch neuartige Techniken entwickelt und angewandt,

wie beispielsweise die Mikrofluidik [54] oder Vesikeladhäsion durch ein elektrisches

Feld [81].

An der Universität von Süddänemark gibt es unter der Leitung des Professors Steen

Rasmussen das Forschungsprojekt FLinT (Center for fundamental Living Tech-

nology), das ähnlich wie das MaxSynBio-Projekt den bottom-up Ansatz verfolgt

[10, 30]. Sein hauptsächliches Ziel ist es minimale lebende Systeme zu entwickeln,

wobei selbstorganisierende Prozesse untersucht werden, um die wirkenden Kräfte in

natürlichen und künstlich hergestellten Systemen zu verstehen. Auch hier steht die

Grundlagenforschung im Mittelpunkt.

Es gibt aber auch Forschungsgruppen, die die Entwicklung von biologischen Sys-

temen sowohl mit dem bottom-up- als auch mit dem top-down-Ansatz verfolgen,

jedoch mit dem deutlichen Ziel die gewonnenen Erkenntnisse ihrer Forschung an-

wendungsorientiert in der Gesundheitsindustrie einzusetzen. Beispielsweise verfah-

ren das Forschungszentrum Synberc (The Synthetic Biology Engineering Research

Center) unter Leitung der UC Berkley [84] oder BrisSynBio an der Universität von

Bristol [8] nach diesem Prinzip.
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2.1.4 Mathematische Modellierung in der Synthetischen Biologie

Ganz gleich, welche Intention hinter den jeweiligen Forschungsnetzwerken stehen,

eins haben sie gemeinsam: Die mathematische Modellierung der synthetischen Sys-

teme ist dabei unumgänglich und sehr hilfreich [11, 18, 58]. Dabei sind die schnellen

Ergebnisse oder Schätzungen, die mit Hilfe der mathematischen Modellierung erzielt

werden, sehr nützlich, um beispielsweise in der anwendungsorientierten Richtung ei-

ne Kosten-Nutzen-Analyse eines biotechnologischen Prozesses zu erstellen oder im

Fall der Grundlagenforschung zur Grundsatzüberprüfung. Optimierungsverfahren

finden ebenfalls zunächst theoretisch statt, was nicht nur Zeit, sondern auch Res-

sourcen einspart. Der bottom-up Ansatz der Synthetischen Biologie ist zwar noch

weit entfernt von Anwendungen im großen Maßstab, dennoch ist es sinnvoll die

Funktionsweise, die Randbedingungen und mögliche Faktoren, die einen angestreb-

ten Prozess beeinflussen, zunächst theoretisch zu untersuchen.

2.2 Zielstellung der Dissertation

Das Ziel dieser Arbeit ist die Definition und Beschreibung der notwendigen funk-

tionalen Module sowie die Entwicklung eines mathematischen, synthetischen Proto-

zellmodells. Für den Zweck der Modellentwicklung stellt der bottom-up Ansatz die

vorteilhaftere Herangehensweise dar, im Vergleich zum top-down Ansatz. Durch die

Bildung einer synthetischen Protozelle beginnend mit den biologischen Bausteinen,

wird aufgrund der geringeren Komplexität im Vergleich zu reellen Systemen ein

besseres Verständnis des Gesamtsystems erwartet. Dies ermöglicht einen besseren

Überblick vom Verhalten der einzelnen biologischen Bausteine innerhalb eines funk-

tionalen Moduls sowie von den Wechselwirkungen zwischen einzelnen funktionalen

Modulen [19, 1].

Es gibt eine Reihe von qualitativen Gesamtzellmodellen in der Literatur, die eine

künstliche Zelle mit Hilfe der top-down Strategie beschreiben [63, 21, 53, 4] oder
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mit Hilfe der bottom-up beziehungsweise einer kombinierten Strategie. Die weg-

weisenden, theoretischen Arbeiten im Bereich des bottom-up Ansatzes in der Syn-

thetischen Biologie erfolgten durch die Chemoton-Theorie von Gánti vor mehr als

dreißig Jahren: Das Chemoton wird als ein fluid automaton beschrieben, das aus

drei sich selbst-produzierenden, stöchiometrisch verknüpften Subsystemen besteht

[22, 24, 23]. Die drei verknüpften Subsysteme sind das Membran-Subsystem, der

selbst-reproduzierbare chemische Zyklus und das Template-Subsystem [23]. Später

mit der bottom-up Strategie entwickelte Theorien - basierend ebenfalls auf diesen drei

Subsystemen - verwenden die Begriffe Container, Metabolismus und Informations-

träger oder Programm [60, 79, 5]. Ein anderer wichtiger Aspekt im Bereich der Eigen-

schaften von Protozellen ist das Konzept der Autopoiesis. Dieser Begriff wurde von

Varela et al. [91] geprägt. Autopoiesis ist eine der zentralen Eigenschaften, die von

der Luisi-Gruppe bereits seit Jahrzehnten untersucht wird [2, 50, 44, 43]. Die durch

diese Gruppe entwickelten Protozellmodelle haben alle die Eigenschaft der Selbster-

haltung gemeinsam, die den zentralen Punkt der Autopoiesis-Theorie darstellt. Die

Luisi-Gruppe untersucht außerdem Lipidvesikel als ein mögliches Container-Modul

einer Protozelle. Eine andere wichtige Eigenschaft einer Protozelle ist die Energie-

versorgung, die in den Untersuchungen von Morowitz et al. [47] sowie Pohorille und

Deamer [57] beschrieben werden. Manche dieser bottom-up Modelle beschreiben va-

ge eine Gesamtzelle aus der theoretischen Sicht, andere beschreiben nur einzelne

funktionale Module ohne Interaktionen mit anderen funktionalen Einheiten.

Die Aufgabe dieser Arbeit ist es, eine künstliche, zellähnliche Einheit - die in-silico

Protozelle - mit Hilfe des bottom-up-Ansatzes zu entwickeln. Die in-silico Protozelle

soll unterschiedliche, miteinander verknüpfte und einander regulierbare funktionale

Module enthalten. Dies setzt die Definition eines sinnvollen Modularisierungskon-

zeptes voraus, das geeignete, interagierende funktionale Module verwendet, die auf

realen Reaktionsnetzwerken basieren, um eine spätere Protozellentwicklung im La-

bor zu ermöglichen.
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2.3 Modellierungskonzept einer synthetischen Protozelle

In der Verfahrenstechnik wurden für das Design von komplexen Produktionsanla-

gen mit Hilfe des Zerlegungskonzeptes sehr wirksame Werkzeuge entwickelt. Dabei

sind anspruchsvolle Vorgänge in Subprozesse unterteilt, was die Beschreibung der

einzelnen Subprozesse vereinfacht. Dies erfordert zunächst eine Definition der ein-

zelnen Prozesseinheiten und ihrer Funktionalitäten. Bei der Konzeption einer che-

mischen Anlage wird der Gesamtprozess zunächst in Elementarschritte, zum Bei-

spiel Wärmetauscher, Separation und Substrataufschluss, aufgeteilt. Erst in einem

späteren Stadium erfolgt die Spezifizierung dieser verfahrenstechnischen Grundope-

rationen. So kann für den Substrataufschluss unter anderem ein mechanischer Zer-

kleinerer oder Ultraschall gewählt werden. Im Anschluss erfolgt die endgültige Kon-

struktion der Anlage.

Dieses Zerlegungskonzept wird in der vorliegenden Arbeit auf die Synthetische Bio-

logie übertragen, um ein modulares Protozellmodell zu entwickeln [64]. Das heißt,

man legt zunächst fest, welche funktionalen Module benötigt werden, um eine Pro-

tozelle zu beschreiben, und welche Eigenschaften diese funktionalen Module besit-

zen müssen. Im nächsten Schritt wird nach molekularen Systemen gesucht, die die

benötigten Eigenschaften erfüllen. Durch die Verwendung experimenteller Beobach-

tungen werden mathematische Modelle für jedes einzelne funktionale Modul entwi-

ckelt, die die erforderlichen Eigenschaften erfüllen. Erst dann erfolgt der Zusam-

menbau zum Gesamtsystem - der in-silico Protozelle. Die Lücken, die dabei entste-

hen, werden gefüllt durch weitere Annahmen, welche abstrahiert die im Experiment

beobachteten Vorgänge darstellen. Als solch ein Lückenfüller könnte beispielsweise

die Annahme dienen, dass ein Nebenprodukt eines funktionalen Moduls zu einem

biologischen Baustein eines anderen funktionalen Moduls in einer Zwischenreaktion

konvertiert werden kann. Alternativ kann die Interaktion der funktionalen Module

mit Hilfe eines Signals realisiert werden, das von einem funktionalen Modul ausge-

hend einen Mechanismus in einem anderen funktionalen Modul anregt. So könnte

beispielsweise die Verdoppelung eines Informationsträgers als Signal für die Mem-

braneinschnürung bei der Protozellteilung dienen.

Großer Wert wird dabei auf die Komplexität des Gesamtsystems gelegt. Hier wird
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angestrebt die Komplexität der einzelnen Module und deren Verknüpfung so gering

wie möglich zu halten, um ein besseres und grundlegendes Verständnis der Inter-

aktionen zwischen den funktionalen Modulen zu erlangen, aber dennoch die volle

Funktionalität der verwendeten funktionalen Module zu erhalten.

Wie in der Abb. 2.2 dargestellt, finden in dieser Arbeit zwei Herangehensweisen der

Modellierung einer synthetischen, zellähnlichen Einheit ihre Anwendung: Der erste

Weg ist es unstrukturierte oder nur wenig strukturierte, theoretische Gesamtzellmo-

delle, die in der Literatur bereits beschrieben sind, zu betrachten. Dies geschieht im

Hinblick auf die funktionalen Module, aus denen diese theoretischen Modelle aufge-

baut sind. Hierbei ist es wichtig zu klären, welche funktionalen Module notwendig

sind und welche Eigenschaften diese funktionalen Module haben müssen. Dieser An-

satz wird hier als Modularisierungsprinzip bezeichnet. Nach der Bestimmung der

Protozell-Module aus existierenden Modellen, kann ein hypothetisches Modell beste-

hend aus definierten funktionalen Modulen entwickelt werden. Im nächsten Schritt

ist es durchaus sinnvoll nach realen, experimentell validierten, biochemischen Syste-

men zu suchen, die den Eigenschaften der verwendeten Module entsprechen.

Die zweite Möglichkeit ist es mit Subsystemen zu beginnen, die bereits im Ex-

periment untersucht wurden und für die Zwecke einer künstlichen Protozelle für

geeignet erklärt wurden. Solche Studien von isolierten Subsystemen erlauben es die

Funktionalitäten der einzelnen Submodule entkoppelt von den anderen Zellbestand-

teilen zu untersuchen. Durch die Definition von Schnittstellen und Interaktionsei-

genschaften zwischen den funktionalen Modulen zum Material- und Informationsaus-

tausch können die einzelnen Module anschließend zu einer möglichen künstlichen,

zellähnlichen Einheit zusammengebaut werden, was sehr stark an einen Baukas-

ten erinnert. Aus diesem Grund trägt dieses Modellierungskonzept die Bezeichnung

Baukastenprinzip. Diese zwei unterschiedlichen Ansätze, die in dieser Arbeit ver-

wendet werden, sind stark miteinander verknüpft. Bei einer genaueren Betrachtung

stellt man fest, dass der Pfad der Modularisierung (Abb. 2.2) das Baukastenprinzip

innehat, welches ebenso im letzten Schritt vor dem Fertigstellen des Gesamtsystems

beim Modularisierungsansatz zum Einsatz kommen kann.
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Abbildung 2.2: Unterschiedliche Herangehensweisen in der theoretischen Synthetischen Biologie.

Der oben dargestellte Ansatz wird als Modularisierungsprinzip bezeichnet und ba-

siert auf der Verwendung von Informationen aus bereits bestehenden Modellen.

Der untere Weg stellt das Baukastenprinzip dar, das unterschiedliche, experimen-

tell validierte Module, die bereits jedes für sich eine funktionale Einheit bildet,

zu einem Gesamtsystem verknüpft.

2.4 Gliederung der Dissertation

Basierend auf den unterschiedlichen Herangehensweisen zur Entwicklung einer in-

silico Protozelle, Modularisierungs- und Baukastenprinzip, ist die vorliegende Dis-

sertationsschrift wie folgt aufgebaut:

Im Kapitel 3 werden ausgewählte Ideen aus bestehenden Protozellmodellen sowie

dem MaxSynBio-Konsortium im Hinblick auf betrachtete funktionale Module vorge-

stellt. Anschließend erfolgt eine Festlegung von funktionalen Modulen, die notwendig

und geeignet für den Aufbau einer Protozelle sind.

Das Kapitel 4 behandelt die Protozellmodellierung nach dem Modularisierungsan-

satz und wurde zum Teil als Konferenzbeiträge veröffentlicht [68, 69]. Dabei werden

die zuvor im Kapitel 3 festgelegten funktionalen Module verwendet und angelehnt

an die Strukturen des Chemoton-Modells und der Goldbeter-Minimalkaskade ei-
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ne in-silico Protozelle entwickelt. Aufgrund der makroskopischen Betrachtungsweise

ermöglicht dieses Modell vor allem die Untersuchung der Selbstreproduzierbarkeit

einer Protozelle, muss jedoch aufgrund der sehr einfach gehaltenen Struktur auf den

Einsatz real existierender funktionaler Module verzichten.

Um der experimentellen Realität näher zu kommen, wird im Kapitel 5 die Entwick-

lung eines in-silico Protozellmodells nach dem Baukastenprinzip beschrieben. Dabei

finden die grundlegenden Eigenschaften des makroskopischen in-silico Protozellm-

odells aus Kapitel 4 ihre Anwendung. Es werden unterschiedliche Modellvarianten

erläutert, die sich Schritt für Schritt an die Strukturen der real existierenden funk-

tionalen Module annähern. Die im Kapitel 5 behandelten Inhalte wurden teilweise

in einem Konferenzbeitrag [71] und einem Zeitschriftenartikel [70] veröffentlicht.

Das Kapitel 6 fasst die Ergebnisse dieser Arbeit im Hinblick auf die Erfüllung der

Zielstellung zusammen und diskutiert Möglichkeiten der Verwendung und Erweite-

rungen der hier entwickelten in-silico Protozellmodelle.
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Das Ziel des bottom-up Ansatzes der Synthetischen Biologie ist es Schritt für Schritt

eine künstliche, zellähnliche Einheit zu entwickeln. Den Anfang stellt dabei die Bil-

dung von biologischen Bausteinen dar, gefolgt von deren Verknüpfung zu funktio-

nalen Teilen, die wiederum zu funktionalen Modulen zusammengeschlossen werden.

Anschließend erfolgt die Verknüpfung funktionaler Module zu einem System.

Eine ähnliche Vorgehensweise findet sich im Chemieingenieurwesen wieder, wobei

die Grundoperationen, wie beispielsweise Mischen, Trennen, Stoffwandlung etc., aus

denen chemische Anlagen aufgebaut werden, seit Jahrzehnten bekannt und adaptiv

umgesetzt sind. Die Synthetische Biologie hingegen steht noch vor der Herausforde-

rung die notwendigen Grundoperationen einer Protozelle festzulegen und die Reali-

sierbarkeit dieser Grundoperationen zu etablieren.

3.1 Funktionale Module innerhalb des

MaxSynBio-Konsortiums

Beim Aufbau und der Beschreibung einer synthetischen Protozelle, wird sich zu-

nächst an den Merkmalen und Prozessen von lebenden Systemen orientiert. So

können zur Definition von funktionalen Modulen einer synthetischen Protozelle die

Hauptfunktionalitäten der lebenden Organismen, wie Kompartimentierung, Prote-

insynthese, Energieversorgung, Metabolismus, Zellpolarität, Morphogenese, Signal-
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3 Funktionale Module einer Protozelle

übertragung und Motilität, Zellwachstum und Zellteilung, herangezogen werden [77].

All diese Prozesse tragen unter anderem dazu bei, dass die realen Systeme eine leben-

de Einheit definieren. In der Synthetischen Biologie ist die Lebensfähigkeit der syn-

thetischen Protozelle nicht zwingend erforderlich, sodass auch wenige ausgewählte

Lebensprozesse betrachtet werden können, um die Komplexität der synthetischen

Protozelle zu beschränken.

Innerhalb des MaxSynBio-Konsortiums, in dessen Rahmen diese Arbeit entstand,

werden folgende Eigenschaften lebender Systeme untersucht, die als mögliche funk-

tionale Module einer synthetischen Protozelle fungieren können [77]:

Kompartimentierung

Biomimetische Micro-Kompartimente werden in der Synthetischen Biologie

als Systemgrenzen genutzt, um die synthetische Protozelle von der Umge-

bung räumlich abzugrenzen. Dabei können Wasser-in-Öl-Tröpfchen als einfa-

che Strukturen eingesetzt werden. Die im MaxSynBio-Konsortium bereits sehr

gut etablierte Mikrofluidik-Technologie erlaubt eine Herstellung von Wasser-

in-Öl-Tröpfchen einer einheitlicher Größe in hoher Menge und Präzision [54].

Komplexere, membranbasierte Strukturen, wie Lipidvesikel [34] und Polymer-

some [55, 62], bieten den Vorteil der Betrachtung von Stoffaustausch zwischen

dem extra- und intrazellulären Raum.

Metabolismus

Wird der biotechnologische Nutzen eines synthetischen Systems betrachtet, so

steht der Metabolismus eindeutig im Vordergrund. Durch Manipulation und

Optimierung der metabolischen Netzwerke wird im industriellen Maßstab das

Ziel der besseren Ausbeute eines bestimmten Produktes verfolgt. Durch die

synthetischen Systeme wird die Reduktion solcher metabolischer Netzwerke

angestrebt, um dessen Steuerbarkeit und Optimierung zu erleichtern [74].

Energie

Im Zusammenhang mit dem Metabolismus kann auch die Energieversorgung

eine große Rolle spielen. Der metabolische Prozess verbraucht nicht nur Ener-
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3.2 Bestehende Protozell-Ansätze in der Literatur

gie, dieser könnte im synthetischen System auch dafür genutzt werden, um die

benötigte Energie bereitzustellen und zu speichern.

Wachstum, Replikation und Teilung

Werden das Wachstum und somit die Volumen- und Oberflächenzunahme des

synthetischen Systems betrachtet, was wiederum eng mit der Versorgung aus

dem metabolischen System verknüpft werden kann, so erscheint die Teilung

der synthetischen Protozelle als ein logischer, nächster Schritt. Der Teilungs-

prozess umfasst mehrere Stufen. Wird eine lebende Zelle und deren Cytoki-

nese betrachtet, so erfolgt die Zellteilung in vier zeitlich aufeinanderfolgenden

Schritten [90], die allesamt dem Zweck dienen, die gespeicherte genetische In-

formation zu verdoppeln und diese auf zwei Tochterzellen gleichermaßen auf-

zuteilen.

Signalübertragung und Motilität

Der Teilungsprozess einer Protozelle bringt Formänderungen mit sich, die bei-

spielsweise durch bestimmte Signale ausgelöst werden können. Dabei ist das

Zellform-bestimmende Cytoskelett einer Protozelle, das auf einen Stimulus

ebenso mit Oberflächen-Adhäsion oder gerichteter Bewegung reagieren kann

[97], stark von der Energieversorgung abhängig [95].

3.2 Bestehende Protozell-Ansätze in der Literatur

Werden bereits bestehende Theorien oder mathematische Modelle einer syntheti-

schen Protozelle oder einer Minimalzelle betrachtet, ist das große Interesse der Syn-

thetischen Biologie an den funktionalen Modulen - Container, Metabolismus, Repli-

kation und Energieversorgung - offensichtlich [17, 79, 60].

Es gibt eine Reihe von theoretischen Studien und verschiedenen Protozell-Ansätzen,

die aus unterschiedlichen, funktionalen Modulen aufgebaut sind. Den Anfang bilden

17



3 Funktionale Module einer Protozelle

theoretische Studien zur biologischen Selbstregulation und Zellpolarität in Abhän-

gigkeit von Diffusion, die von Rashevsky bereits in den 1940er Jahren angestellt

wurden [59].

Ein ebenfalls hypothetisches Modell einer Ribozelle, die zwei Ribozyme einschließt,

wurde von Bartel und Unrau [3] entwickelt. Dabei repliziert ein Ribozym sich selbst

und ein zweites, wobei das zweite Ribozym die Membranbausteine synthetisiert.

In einem Protozellmodell von Pohorille und Deamer [57] werden die Transkriptions-

und Translationssysteme in Kombination mit einem Energie-Transduktionssystem

betrachtet. Die DNA wird in die RNA transkribiert und diese anschließend in ein

Protein translatiert. Die Aminosäuren, die dafür notwendig sind, gelangen durch ei-

ne Pore ins Innere der Zelle und werden durch Adenosintriphosphat (ATP) aktiviert.

Das ATP wird mit Hilfe des lichtgetriebenen Bacteriorhodopsin und der ATPase aus

Adenosindiphosphat (ADP) und einem Phosphat gebildet und zur Aktivierung der

Aminosäuren benötigt.

Die funktionalen Module Container und Metabolismus werden beispielsweise im Pro-

tozellmodell von Mavelli verknüpft [43, 45]. Dabei wird ein Precursor durch die

Membran der Protozelle aufgenommen und durch eine enzymatische Reaktion - den

Metabolismus - in einen Memranbaustein umgewandelt. Durch den Einbau des Mem-

branbausteins kommt es zum Wachstum der Membran.

Bis zur tatsächlichen Zellteilung gehen die Betrachtungen im Chemoton-Modell von

Gánti [22], welches unter anderem einen programmierenden Teil enthält zur Spei-

cherung von Information und Regulation von Prozessen innerhalb der Zelle. Das

Chemoton besteht aus drei sich selbst-reproduzierbaren Systemen: dem autokataly-

tischen, chemischen Zyklus, dem Templatesubsystem und dem Membransubsystem.

Die Membran ist nur für den Nährstoff und das Abfallprodukt durchlässig. Der

Nährstoff wird im autokatalytischen Zyklus verbraucht, bei der Bildung von Mono-

meren für die Polymerisation und bei der Bildung eines Precursors des Membranbau-

steins. Die Monomermoleküle bilden einen Polymerstrang durch Polykondensation,

wobei vom Monomer ein Molekül abgespalten wird, das mit dem Membranprecursor

zum Membranbaustein reagiert. Dieser wird anschließend in die Membran eingebaut,

was zur Volumenzunahme bis hin zur Volumenverdoppelung führt und das Chemo-

ton sich spontan in zwei identische Einheiten teilt.

18



3.3 Auswahl der funktionalen Module für die Protozellmodellierung

Ein sehr interessantes experimentell realisiertes Protozellmodell eines wachsenden

und sich selbst-reproduzierenden großen Vesikels (engl.: giant vesicle, GV) [87, 89,

86] untersucht den Einfluss der Selbstreplikation eines Informationsträgers auf die

Selbstreproduktion des Containers. Durch die Zugabe eines Membran-Precursors

zum System bestehend aus einem GV, das ein DNA-Fragment einschließt, kann ein

Wachstum des GVs und seine spontane Teilung beobachtet werden. Außerdem wird

gezeigt, dass die DNA-Amplifikation durch eine Polymerasekettenreaktion (PCR)

innerhalb des GVs das Wachstum und die Teilung des GVs beschleunigt [35].

Große unilamellare Vesikel (engl.: giant unilamellar vesicle, GUV) können als zell-

ähnliche Bioreaktoren fungieren, wie experimentell von Noireaux und Libchaber [49]

gezeigt wird. Die GUVs werden genutzt zur Transkription und Translation von Plas-

midgenen. Ein in das GUV eingebautes Porenprotein ermöglicht selektive Permeabi-

lität von Substraten, womit Energie- und Materiallimitierung ausgeschlossen werden

und das GUV seine Produktionsfähigkeit über einen längeren Zeitraum behält.

3.3 Auswahl der funktionalen Module für die

Protozellmodellierung

Die synthetische Protozelle muss keineswegs alle Merkmale einer realen, lebenden

Zelle besitzen. Im Gegenteil ist es vom späteren Zielprozess der synthetischen Pro-

tozelle abhängig, welche Merkmale im Vordergrund stehen sollen. Dies wird am

Beispiel der Zellteilung deutlich: Ginge es um die Ausbeute eines bestimmten Pro-

duktes in hohen Mengen, so wäre es denkbar, dass die Konstruktion der synthe-

tischen Protozelle so schnell und mit wenig Ressourcen möglich ist, dass sie sich

nicht zwangsweise vermehren muss. Das Produkt wird geerntet und die hergestell-

ten, synthetischen Protozellen verworfen. Wird jedoch eine kontinuierliche Ausbeute

des Produktes in großem Maßstab angestrebt, könnte die synthetische Protozelle so

konstruiert werden, dass sie sich ohne Alterungsprozesse unendlich oft teilen kann.

So könnten hohe Wachstumsraten und damit hohe Ausbeuteraten in einem kon-
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3 Funktionale Module einer Protozelle

tinuierlichen, automatisierbaren Prozess erreicht werden. Die Baukastenvorstellung

einer solchen synthetischen Protozelle ist in der Synthetischen Biologie deshalb so

reizvoll, weil diese komplett an die jeweiligen Bedürfnisse angepasst werden kann.

Dabei muss eine Beschränkung auf einen geringen Teil dieser Prozesse erfolgen, um

die Überschaubarkeit beziehungsweise system-theoretische Nachvollziehbarkeit und

Steuerbarkeit der synthetischen Protozelle garantieren zu können.

Die vorliegende Arbeit konzentriert sich bei der Entwicklung einer in-silico Protozel-

le auf die Verwendung der folgenden, funktionalen Module: Dem wissenschaftlichen

Konsens folgend, wird auch hier der Container als eines der funktionalen Modu-

le betrachtet. Dieser grenzt den intrazellulären und extrazellulären Raum ab und

erlaubt einen Stoff- und Energieaustausch zwischen beiden. Weiterhin ist der Me-

tabolismus als funktionales Modul notwendig, das es der synthetische Protozelle

ermöglicht eigene Komponenten sowie potentielle Produkte auf Basis eines oder

mehrerer Substrate herzustellen. Ebenso erscheint das Programm als eine wich-

tige Protozell-Komponente, die beispielsweise als Informationsträger und wichtige,

regulatorische Schnittstelle zwischen mehreren funktionalen Modulen dienen kann.

Nimmt man an, dass die synthetische Protozelle sich tatsächlich teilt, so muss das

funktionale Modul - Divisom - ebenfalls betrachtet werden. Das Divisom kann -

inspiriert durch den realen Prozess der Cytokinese - aus mehreren Untereinheiten

aufgebaut sein, um die unterschiedlichen Phasen der Protozellteilung in getrennten

funktionalen Modulen betrachten zu können.

Die Herausforderung bei der Modellierung einer synthetischen in-silico Protozelle

ist es eine Modellstruktur zu definieren, die die Synchronisation der unterschiedli-

chen, verknüpften funktionalen Module sicherstellt. Dies beinhaltet unter anderem

die Anforderung einer robusten funktionalen Abhängigkeit der Module, die gegeben

ist, wenn in jedem Modul das Material innerhalb eines Zellzyklus mindestens verdop-

pelt wird. In diesem Fall kann angenommen werden, dass die künstliche Gesamtzelle

ein selbst-reproduzierendes Verhalten aufweist. Anderenfalls, wenn die Zelle sich

teilt, bevor das Material sich mindestens verdoppelt hat, muss damit gerechnet wer-

den, dass nach mehreren Generationen beispielsweise zu kleine Zellen entstehen mit

unvollständiger genetischen Information und einem nicht mehr funktionsfähigen Me-

tabolismus.
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4 Modularisierungsansatz

- Protozellmodell basierend auf dem

Chemoton und der

Goldbeter-Minimalkaskade

Wie im Kapitel 2.3 bereits erläutert, wird in dieser Arbeit zur Modellbildung ei-

ner in-silico Protozelle unter anderem der Modularisierungsansatz verwendet. Dabei

werden bereits bestehende Protozellmodelle untersucht und die dabei verwendeten

fuktionalen Module definiert. Es werden Eigenschaften festgelegt, die eine in-silico

Protozelle aufweisen muss, und mit den gewonnenen Erkenntnissen ein in-silico Pro-

tozellmodell entwickelt. Der Vorteil dieser Herangehensweise liegt eindeutig in der

Wahl der sehr einfach strukturierten Vorbildmodelle, die eine geringe Komplexität

besitzen und somit system-theoretisch leicht nachvollziehbar sind. Das nach diesen

Vorbildmodellen neu entwickelte Protozellmodell muss der Forderung nach geringer

Komplexität ebenso gerecht werden.

Das hier entwickelte Protozellmodell basiert auf den Vorbildmodellen Chemoton

und Goldbeter-Minimalkaskade, die folgende im Kapitel 3.3 festgelegte funktionale

Module sowie notwendige Eigenschaften einer Protozelle besitzen: Container, Meta-

bolismus, Programm, Divisom und Selbstreproduzierbarkeit. Nicht nur wegen seiner

miteinander verknüpften Subsysteme, sondern auch wegen seines dynamischen Ver-

haltens rückt das Chemoton-Modell, das von T. Gánti bereits in den siebziger Jahren

vorgestellt wurde [22, 24, 23], für den Zweck der Modellentwicklung nach dem Mo-

dularisierungsprinzip in den Vordergrund. Wie die Abbildung 4.1 zeigt, umfasst das
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4 Modularisierungsansatz

Chemoton-Modell drei funktionale Module, die von T. Gánti als Subsysteme bezeich-

net werden und einen selbst-erhaltenden Charakter aufweisen: Die treibende Kraft

stellt der auto-katalytische, chemische Kreislauf dar. Dieser wandelt das von außen

aufgenommene Substrat in die nötigen Bausteine für die anderen zwei funktiona-

len Module um und kann daher als das Metabolismus-Modul betrachtet werden.

Dabei fungiert ein Baustein als ein Monomermolekül für den Polymerisationzyklus,

welcher die Eigenschaft des Informationsträgers im Gesamtsystem erfüllt. Ein wei-

terer im Metabolismus-Modul gebildeter Baustein reagiert mit einem Nebenprodukt

aus dem Polymerisationszyklus zu einem Membranbaustein. Die Membran, die das

dritte funktionale Modul - den Container - definiert, wächst somit proportional zur

Bereitstellung des Polymerisationszyklus-Nebenproduktes, bis sich das Volumen des

Chemotons verdoppelt hat. Sobald die Volumenverdoppelung vorliegt, teilt sich das

Chemoton spontan in zwei identische Systeme.

Aufgrund der einfachen und gut nachvollziehbaren Interaktionen der funktionalen

Module im Chemoton-Modell eignet es sich sehr gut als ein Vorbildmodell für das De-

sign eines Protozellmodells. Die selbst-erhaltenden Oszillationen, die das Chemoton-

Modell zeigt, ist eine Eigenschaft, die bei dem Design einer Protozelle anzustreben

ist. Nichtsdestotrotz sind die selbst-erhaltenden Oszillationen des Chemotons mit

dem Containerwachstum nicht synchronisiert. Dies wird beim Vergleich der Ver-

doppelungszeit der zellinternen Komponenten mit der Oszillationsperiode deutlich,

da diese nicht immer ein ganzzahliges Vielfaches voneinander darstellen. Um dies

zu erreichen, müssen die kinetischen Parameter sehr genau aufeinander abgestimmt

werden. Im Chemoton-Modell fehlt eine Struktur, die eine eigenständige Synchro-

nisation der funktionalen Module - Container, Metabolismus und Polymerisation -

sicherstellt und zwar für einen großen Bereich von kinetischen Parametern, um die

Robustheit des Systems im Hinblick auf Systemstörungen zu gewährleisten.

Die Minimalkaskade von Goldbeter [25] liefert solch eine Struktur (Abb. 4.1). Das

Chemoton-Modell ist zwar sehr stark durch die Funktionalitäten einer lebenden Zelle

inspiriert, dennoch repräsentiert es lediglich nur eine Fluid-Organisation als ein Re-

aktionsnetzwerk [24]. Im Gegensatz dazu beschreibt die Minimalkaskade von Gold-

beter einen realen Prozess biologischer Systeme, nämlich den mitotischen Oszillator

im Zellteilungsprozess durch eine Phosphorylierungs-Dephosphorylierungs-Kaskade
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Abbildung 4.1: Vorbildmodelle des in-silico Protozellmodells nach dem Modularisierungsan-

satz: Chemoton-Modell von T. Gánti [24] mit den funktionalen Modulen auto-

katalytischer, chemischer Kreislauf, Polymerisationszyklus sowie Con-

tainer (links) und Goldbeter-Minimalkaskade (rechts), die den mitotischen Os-

zillator einer lebenden Zelle mit Hilfe von drei Komponenten beschreibt: a) Cy-

clin, das mit einer konstanten Reaktionsrate vi gebildet wird, b) cdc2-Kinase, die

durch das Cyclin vom inaktiven Zustand M+ in den aktiven Zustand M mit der

Phosphataserate V1 sowie mit der Kinaserate V2 zurück in den inaktiven Zustand

transformiert wird und c) eine Protease, die vom inaktiven Zustand X+ durch

die aktivierte cdc2-Kinase M mit der Kinaserate V3 in den aktiven Zustand X

umgewandelt wird. Die Umwandlung der aktiven Protease X zurück in den inak-

tiven Zustand erfolgt mit der Phosphataserate V4. Die Aktivierung der Protease

X führt zum Abbau des synthetisierten Cyclins mit der Cyclindegradationsrate

vd [25].

von Cyclin, cdc2-Kinase und einer Protease [25]. Aufgrund der geringen Komple-

xität, der miteinander synchronisierten Reaktionen zwischen den einzelnen Kaska-

denstufen sowie der selbst-reproduzierenden Eigenschaft eignet sich die Goldbeter-

Minimalkaskade als ein Vorbildmodell für das Design eines Protozellmodells zur

Beschreibung der Protozellteilung.
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4 Modularisierungsansatz

4.1 Modell einer selbst-reproduzierenden in-silico

Protozelle

Die einfache Struktur der Goldbeter-Minimalkaskade [25] (Abb. 4.1) und die funktio-

nalen Module des Chemoton-Modells [22, 24, 23] wurden als Gerüst für den Aufbau

einer selbst-reproduzierenden in-silico Protozelle verwendet [68, 69]. Das in der Ab-

bildung 4.2 gezeigte System S1 repräsentiert die Mutterzelle, die im Wachstums-

und Reproduzierbarkeitsprozess eine Tochterzelle S2 abspaltet. Die abgespaltene

Tochterzelle geht anschließend ebenfalls in die Wachstumsphase und den Reprodu-

zierbarkeitsmodus über.

Das System S1 umfasst nach dem Vorbild des Chemotons drei funktionale Mo-

dule: Metabolismus A, Polymerisationssystem, bestehend aus dem Polymertempla-

te Pt und dem neuen wachsenden Polymer P sowie Membransystem, bestehend

aus den katalytisch inaktiven Membranbausteinen M∗ und den katalytisch aktiven

Membranbausteinen M . Zunächst wird die Aktivität des Metabolismus A durch

das Polymertemplate Pt mit der konstanten Aktivierungsrate vA induziert. Mit der

fortschreitenden Polymerreplikation wird diese Aktivierungsrate aufgrund der Ab-

nahme des Polymertemplates Pt immer geringer. Die Polymerreplikation wird durch

den Metabolismus A katalysiert, bis das Polymertemplate Pt gänzlich verbraucht ist.

Anschließend spaltet sich das replizierte Polymer P in das ursprüngliche Polymer-

template Pt und das neue Polymer Pt,d, das beim Teilungsprozess an die Tochterzelle

weitergereicht wird. Zur gleichen Zeit während der Polymerisation katalysiert das

neue wachsende Polymer P die Aktivierung der katalytisch inaktiven Membranbau-

steine M∗ zu den katalytisch aktiven Membranbausteinen M . Im aktiven Zustand

katalysieren die Membranbausteine M ihre eigene Verdoppelung und die Abspaltung

der Tochterzelle. Dabei wird ein Teil des Metabolismus Ad mit der Degradationsrate

vdA, das neu gebildete Polymer Pt,d mit der Degradationsrate vdP und ein Teil der

neu gebildeten Membran M∗

d mit der Degradationsrate vdM abgespalten.

Die Modellstruktur nach dem Vorbild der Goldbeter-Minimalkaskade ermöglicht ei-

ne sehr gute Verknüpfung der einzelnen funktionalen Module. So beeinflussen sich

der Metabolismus und das Polymerisationssystem gegenseitig. Zusätzlich hängt das
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4.1 Modell einer selbst-reproduzierenden in-silico Protozelle

Abbildung 4.2: Schematische Darstellung des Modells einer in-silico Protozelle basierend auf der

Minimalkaskade von Goldbeter und bestehend aus den funktionalen Modulen

Metabolismus, Polymerisation und Container angelehnt an das Chemoton-

Modell von Gánti. Die Mutterzelle, bestehend aus dem Metabolismus A, dem

Polymertemplate Pt, dem neuen wachsenden Polymerstrang P , katalytisch inak-

tiven Membranbausteinen M∗ und katalytisch aktiven Membranbausteinen M ,

bildet das System S1. Durch den Protozellteilungsprozess entsteht aus dem von

der Mutterzelle abgestoßenen Material das System S2, das als Tochterzelle be-

zeichnet werden kann. Die Tochterzelle besteht anfangs ausschließlich aus der

Metabolismuskomponenten Ad, dem Polymertemplate Pt,d und der Membran,

die zunächst nur die katalytisch inaktiven Membranbausteine M∗

d enthält. Dabei

werden zwei Reaktionsarten unterschieden: Katalyse (→) und Induktion (⇢). [69]

Membranwachstum von dem neu synthetisierten Polymer ab und beeinflusst alle drei

verknüpften funktionalen Module. Diese Wechselwirkungen sorgen für die Synchro-

nisation der einzelnen funktionalen Module. Somit wird der selbst-reproduzierende

Charakter dieses Protozellmodells durch die Funktionalität des Membransystems

bestimmt. Nach der Aktivierung eines Membranbausteins durch das Polymer P ,

bindet dieser an einen zweiten katalytisch aktiven Membranbaustein und induziert

seine Verdoppelung. Nach dem Verdoppelungsprozess werden zwei der neu gene-

rierten Membranbausteine bei der Abspaltung der Tochterzelle inaktiv und eins

verbleibt im aktiven Zustand und kann so den nächsten Verdoppelungszyklus der
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Membranbausteine induzieren. Hierbei sei darauf hingewiesen, dass das Membran-

wachstum auf zwei unterschiedliche Weisen beschrieben wird. Im ersten Schritt wird

angenommen, dass die neu gebildeten Membranbausteine im Inneren der Mutterzelle

verbleiben und erst bei der Protozellteilung die Membran der Tochterzelle formen,

so dass die Volumenänderung zunächst vernachlässigt werden kann. Später werden

auch Volumenänderungen betrachtet, die durch die Annahme zustande kommen,

dass die neu gebildeten Membranbausteine in die Membran der Mutterzelle ein-

gebaut werden und somit zur Oberflächen- und Volumenzunahme führen. Bei der

Protozellteilung wird anschließend ein Teil der Mutterzellmembran als Tochterzell-

membran abgespalten.

Bei der Modellierung des in-silico Protozellmodells nach dem Modularisierungsan-

satz kommt ein Petrinetz mit drei Knoten zum Einsatz (Abb. 4.3), die drei unter-

schiedliche Operationsmodi darstellen. Wie in der Abbildung 4.3 zu erkennen ist,

befindet sich das System im Normalmodus, wenn Pt + P = Ptot und M∗ +M =Mtot

gilt. Das heißt, in diesem Modus gleicht die Gesamtmenge aller Polymere Ptot ge-

nau der Summe aus dem Polymertemplate Pt und dem neu gebildeten Polymer P .

Die Gesamtmenge aller Membranbausteine Mtot setzt sich dabei zusammen aus der

Summe der katalytisch inaktiven M∗ und der katalytisch aktiven Membranbausteine

M .

Im Normalmodus wird die in-silico Protozelle durch folgende Reaktionsgleichungen

beschrieben:

Pt

vA
A (4.1)

Pt
A

kP
P (4.2)

P
kPt

Pt (4.3)

M∗ P

kM
M (4.4)

M
kM∗

M∗ (4.5)

A
M

vdA
Ad (4.6)

P
M

vdP
Pt +Pt,d (4.7)
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4.1 Modell einer selbst-reproduzierenden in-silico Protozelle

Abbildung 4.3: Darstellung der drei verschiedenen Operationsmodi des in-silico Protozellmodells

als Petrinetz. Das System befindet sich im Normalmodus, wenn die Gesamtmen-

ge der Polymere Ptot gleich der Menge des Polymertemplates Pt und des neu

synthetisierten Polymers P ist (Pt + P = Ptot) und wenn die Gesamtmenge der

Membranbausteine Mtot sich aus der Menge der katalytisch inaktiven Membran-

bausteine M∗ und der katalytisch aktiven Membranbausteine M zusammensetzt

(M∗ +M = Mtot) (oben). Ist die Summe des Polymertemplates Pt und des neu

gebildeten Polymers P kleiner als die Polymergesamtmenge Ptot (Pt + P < Ptot),
befindet sich das System im Modus des P + Pt-Defizites (Mitte). Im Modus des

M+M∗-Defizites befindet sich das System im Fall, dass die Summe der katalytisch

inaktiven Membranbausteine M∗ und der katalytisch aktiven Membranbausteine

M kleiner als die Gesamtmenge aller Membranbausteine Mtot ist (unten). [69]

M
M

vdM
M∗ +M∗

d (4.8)

Aus den Reaktionsgleichungen (4.1)-(4.8) für den Fall, dass das System sich im Nor-

malmodus befindet, ergeben sich folgende Differentialgleichungen, die für die nume-

rische Berechnung der Systemdynamik verwendet werden:
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4 Modularisierungsansatz

dA

dt
= vAPt −

vdAMA

KmdA +A
(4.9)

dP

dt
= kPAPt

KmP + Pt
− kPtP

KmPt + P
− vdPMP (4.10)

dPt
dt

= − kPAPt
KmP + Pt

+ kPtP

KmPt + P
+ vdPMP (4.11)

dM

dt
= kMPM

∗

KmM +M∗
− kM∗M

KmM∗ +M − vdMM
2 (4.12)

dM∗

dt
= − kMPM

∗

KmM +M∗
+ kM∗M

KmM∗ +M + vdMM
2 (4.13)

dAd
dt

= vdAMA

KmdA +A
(4.14)

dPt,d

dt
= vdPMP (4.15)

dM∗

d

dt
= vdMM

2 (4.16)

Betrachtet man die Differentialgleichungen des Polymersystems und des Membran-

systems, kann man leicht erkennen, dass die Polymergesamtmenge P + Pt und die

Gesamtmenge der Membranbausteine M +M∗ im Normalmodus konstant bleiben.

Nach der Protozellteilung, wenn die Tochterzelle abgespalten wird, kann es jedoch

passieren, dass die Gesamtmenge der an die Tochterzelle abgegebene Polymere nicht

ausreichend ist, das heißt die Bedingung einer vordefinierten Gesamtmenge der Po-

lymere nicht erfüllt ist: Pt + P < Ptot. In diesem Fall befindet sich das System im

P + Pt-Defizit-Modus, in dem es zunächst ausschließlich den Bestand an P and Pt

der Mutterzelle (2. Generation) auffüllt und erst im Anschluss mit der Synthese des

Polymers für die Tochterzelle (2. Generation) Pt,d beginnt. Für diesen Fall ändert

sich die Abspaltungsgleichung (4.7) folgendermaßen:

P
M

vdP
2 Pt (4.17)

Somit müssen die Differentialgleichungen für die Polymertemplates sowohl der Mut-

terzelle (2. Generation) Pt als auch der Tochterzelle (2. Generation) Pt,d an die neuen

Anforderungen angepasst werden:

dPt
dt

= − kPAPt
KmP + Pt

+ kPtP

KmPt + P
+ 2vdPMP (4.18)
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4.2 Simulationsergebnisse

dPt,d

dt
= 0 (4.19)

Ebenso kann nach der Protozellteilung der Fall eines Membranbaustein-Defizites ein-

treten. In diesem Fall geht das System in den Modus M +M∗-Defizit (Abb.4.3, S.

27) über und füllt zunächst seinen Membranbausteinbestand auf, bevor Membran-

bausteine für die nächste Protozellgeneration gebildet werden. Damit verändert sich

die selbst-reproduzierende Reaktionsgleichung der Membranbausteine:

M
M

vdM
2 M∗ (4.20)

Für den M +M∗-Defizit-Modus ergeben sich damit folgende Differentialgleichun-

gen:

dM∗

dt
= − kMPM

∗

KmM +M∗
+ kM∗M

KmM∗ +M + 2vdMM
2 (4.21)

dM∗

d

dt
= 0 (4.22)

Während die Bildung der inaktiven Membranbausteine im Vergleich zum Normal-

modus verstärkt wird, erfolgt keine Produktion der Tochterzellmembranbausteine.

4.2 Simulationsergebnisse

Die numerische Berechnung und Simulation des in-silico Protozell-Modells nach den

Vorbildmodellen Chemoton und Minimalkaskade, die mit den Anfangsbedingungen

und dem Parametersatz gelistet in Tab. 4.1 erfolgt, zeigt ein oszillatorisches Ver-

halten der drei betrachteten funktionalen Module der Mutterzelle im Normalmodus

(Abb. 4.4).

Das oszillatorische Verhalten der Mutterzellzustände zeigt sich in allen drei funktio-

nalen Modulen: Wenn die Aktivität des Metabolismus A - induziert durch das freie

Polymertemplate Pt - steigt, nimmt die Menge des neu synthetisierten Polymers P

aufgrund der katalytischen Einflussnahme des Metabolismus auf die Polymerreplika-

tion zu. Mit der fortschreitenden Polymerreplikation und dem daraus folgenden An-

stieg von P nimmt die Menge des freien Polymertemplates Pt ab, was zur Abnahme
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4 Modularisierungsansatz

Tabelle 4.1: Bei der numerischen Berechnung verwendete Anfangsbedingungen (AB) und Para-
metersatz des in-silico Protozell-Modells nach dem Modularisierungsansatz bei kon-
stantem Volumen.

Zelle
AB/
Parameter Bedeutung Wert

M
u
tt

er
ze

ll
e

A0 Metabolismus 0.5
Pt0 Polymertemplate 2.0
M∗

0 katalytisch inaktiver Membranbaustein 2.0
P0 neu synthetisiertes Polymer 0.0
M0 katalytisch aktiver Membranbaustein 0.0
Ptot Gesamtmenge der Polymere 2.0
Mtot Gesamtmenge der Membranbausteine 2.0
vA Aktivierungsrate des Metabolismus 0.025
KmdA Gleichgewichtskonstante der Metabolismusdegradation 0.002
KmP Gleichgewichtskonstante der Polymersynthese 0.001
KmPt Gleichgewichtskonstante der Polymerspaltung 0.001

KmM

Gleichgewichtskonstante der Membranbausteinaktivie-
rung 0.001

KmM∗
Gleichgewichtskonstante der Membranbausteindeakti-
vierung 0.001

kP Polymersynthesekonstante 3.0
kPt Polymerspaltungskonstante 1.5
kM Aktivierungskonstante des Membranbausteins 1.0
kM∗ Deaktivierungskonstante des Membranbausteins 0.5
vdA Degradationskonstante des Metabolismus 0.02
vdP Degradationskonstante des Polymers 0.02
vdM Degradationskonstante der Membranbausteine 0.02

T
o
ch

te
rz

el
le

Ad0 Metabolismus 0.0
Pt,d0 Polymertemplate 0.0
M∗

d0
katalytisch inaktive Membranbausteine 0.0

Ad0(t = 16.6 ZE) Metabolismus nach der Teilung 0.4629
Pd0(t = 16.6 ZE) neu synthetisierten Polymer nach der Teilung 0.0
Pt,d0(t = 16.6 ZE) Polymertemplate nach der Teilung 0.6275
Md0(t = 16.6 ZE) katalytisch aktiver Membranbaustein nach der Teilung 0.0
M∗

d0
(t = 16.6 ZE) katalytisch inaktiver Membranbaustein nach der Teilung 0.8671

der Aktivität des Metabolismus A führt. Nimmt die Menge des neu synthetisierten

Polymers P zu, nimmt auch die Menge der katalytisch aktiven Membranbausteine

M zu, da das wachsende Polymer P die Umwandlung der Membranbausteine vom

katalytisch inaktiven Zustand M∗ zum katalytisch aktiven Zustand M katalysiert.

Bei hohen Konzentrationen des katalytisch aktiven Membranbausteines M nehmen

sowohl die Aktivität des Metabolismus A als auch die Menge des neu synthetisier-

ten Polymers P wieder ab aufgrund derer Umwandlung in Tochterzellkomponenten,

die durch die katalytisch aktiven Membranbausteine M induziert wird. Die katalyti-

sche Aktivität der Membranbausteine M nimmt während der Degradation von den

Tochterzellkomponenten Ad, Pt,d and M∗

d ab, da zum einen die Membranbausteine
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4.2 Simulationsergebnisse

Abbildung 4.4: Simulationsergebnisse des in-silico Protozellmodells nach dem Modularisierungs-

ansatz im Normalmodus. Dargestellt ist das dynamische Verhalten funktionaler

Module der Mutterzelle: Metabolismus A, neu synthetisiertes Polymer P und ka-

talytisch aktive Membranbausteine M .

selbst zu katalytisch inaktiven Membranbausteinen der Tochterzelle umgewandelt

werden und zum anderen im selbst-reproduzierenden Prozess des Membransystems

die Membranbausteine zwar verdoppelt werden, diese jedoch initial katalytisch in-

aktiv sind. Sobald der Polymerdoppelstrang in das Polymertemplate Pt und das

Polymertemplate der Tochterzelle Pt,d aufgespalten wird, katalysiert durch die ka-

talytisch aktiven Membranbausteine M , steigt die Aktivität des Metabolismus A

wieder und ein neuer Protozellzyklus sowie eine neue Reaktionskaskade starten.

Bei der Betrachtung der Tochterzellkomponenten muss beachtet werden, dass hier

lediglich deren Bildung betrachtet wird und deren Prozess nach der Protozellteilung

zunächst außer Acht zu lassen ist. In den Abbildungen 4.5 und 4.6 sind die jeweils

korrespondierenden Komponenten der Mutter- und Tochterzelle für ungefähr einen

Protozellzyklus dargestellt. So ist beispielsweise deutlich zu erkennen, dass erst wenn

das Level des Mutterzell-Metabolismus A abnimmt, der Tochterzell-Metabolismus

Ad zunimmt aufgrund der Umwandlung von A zu Ad beim Protozellteilungsprozess

(Abb. 4.5). Das gleiche Verhalten ist bezüglich des Polymertemplates der Tochter-
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4 Modularisierungsansatz

zelle zu beobachten: Erst wenn das neu synthetisierte Polymer der Mutterzelle P

ein höheres Level als das Mutterzell-Polymertemplate Pt erreicht, beginnt die De-

gradation des Polymertemplates der Tochterzelle Pt,d aus der Mutterzelle, was am

Anstieg von Pt,d zu erkennen ist (Abb. 4.5). Auch das Verhältnis der katalytisch

inaktiven und katalytisch aktiven Membranbausteine der Mutterzelle, M∗ und M ,

muss sich zunächst umkehren, bevor die Bildung der Tochterzell-Membranbausteine

M∗

d einsetzt (Abb. 4.6).

Zur Wahl der in Tabelle 4.1 (S. 30) aufgeführten Parameter sei gesagt, dass im

Prozess der Modellentwicklung zunächst Parameterwerte aus den Vorbildmodel-

len genutzt wurden und diese an die veränderte Modellstruktur angepasst wurden.

Nichtsdestotrotz konnte gezeigt werden, dass das Modell sehr robust bezüglich Pa-

rameterunsicherheiten ist (Abb. 4.7). Werden alle Parameter um +20% ausgelenkt,

erkennt man, dass sich der Protozellzyklus lediglich verkürzt und bei einer Auslen-

kung von −20% verlängert. Das gewünschte oszillatorische Verhalten in allen drei

funktionalen Modulen bleibt jedoch erhalten.

4.2.1 Selbst-Reproduzierbarkeit

Wie bereits erwähnt, wird bei der Simulation des dynamischen Verhaltens der Mut-

terzelle nicht spezifiziert, was mit den abgespaltenen Tochterzellkomponenten ge-

schieht. Um die Selbstreproduzierbarkeit des entwickelten Protozellsystems zu tes-

ten, muss untersucht werden, ob die degradierten Tochterzellkomponenten Ad, Pt,d

und M∗

d zum Zeitpunkt der Protozellteilung in einer ausreichenden Menge vorliegen,

um einen neuen Protozellzyklus zu starten. Es wird angenommen, dass die Proto-

zellteilung zum Teilungszeitpunkt tdiv erfolgt, zu welchem die Konzentration von

katalytisch aktiven Membranbausteinen der Mutterzelle M unter einen bestimmten

Wert fällt aufgrund ihrer Degradation während des Teilungsprozesses. Es werden die

Konzentrationen der Tochterzellkomponenten zum Zeitpunkt der ersten Protozelltei-

lung tdiv = 16.6 ZE (ZE - Zeiteinheit) bestimmt und diese als Anfangsbedingungen

für die abgespaltene Tochterzelle definiert (Tab. 4.1, S. 30).
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4.2 Simulationsergebnisse

Abbildung 4.5: Simulationsergebnisse des in-silico Protozellmodells nach dem Modularisierungs-

ansatz im Normalmodus bezüglich Metabolismus- und Polymerisationskompo-

nenten während eines Protozellzyklus. Vergleich der zeitlichen Änderungen der

Komponenten der funktionalen Module Metabolismus der Mutterzelle A und

Tochterzell-Metabolismus Ad (oben) sowie Polymertemplate der Mutterzelle Pt,

neu synthetisiertes Polymer der Mutterzelle P und Polymertemplate der Toch-

terzelle Pt,d (unten).
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4 Modularisierungsansatz

Abbildung 4.6: Simulationsergebnisse des in-silico Protozellmodells nach dem Modularisierungs-

ansatz im Normalmodus bezüglich der Membrankomponenten während eines Pro-

tozellzyklus. Vergleich der zeitlichen Änderungen der Komponenten des funktio-

nalen Moduls Container: katalytisch inaktive Membranbausteine der Mutterzelle

M∗, katalytisch aktive Membranbausteine der Mutterzelle M und katalytisch in-

aktive Membranbausteine der Tochterzelle M∗

d .

Wie in der Abbildung 4.8 zu erkennen ist, zeigt die Tochterzelle nach der ersten

Protozellteilung ebenfalls ein periodisches Verhalten. Somit liegen die degradierten

Komponenten in ausreichenden Mengen vor, um einen neuen Protozellzyklus zu

starten. Dennoch ist es erkennbar, dass die Tochterzelle eine gewisse Adaptierungs-

phase benötigt, da sie sich zunächst in dem Komponenten-Defizit-Modus befindet.

Die bestimmten Anfangsbedingungen nach der ersten Protozellteilung zwingen das

System zunächst in den Pd + Pt,d-Defizit-Modus überzugehen und den Polymer-

mangel auszugleichen (Abb. 4.3, S. 27). Das Polymerisationssystem wird so lange

aufgefüllt, bis die Bedingung Pd + Pt,d = Ptot erfüllt ist. Erst dann wird auch der

Membranbaustein-Defizit im Md +M∗

d -Defizit-Modus ausgeglichen, bis die Bedin-

gung Md+M∗

d =Mtot erfüllt ist. Sind alle Defizite ausgeglichen, geht die Tochterzelle

in den Normalmodus über, etwa nach 215 ZE. Befindet sie sich erst im Normalm-

odus, dann erkennt man das gleiche dynamische Verhalten wie bei der Betrachtung
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4.2 Simulationsergebnisse

Abbildung 4.7: Globale Modellrobustheit bezüglich Parameterunsicherheiten. Auswirkungen der

globalen Auslenkung der Parameter um ±20% auf die funktionalen Module: Me-

tabolismussystem (oben), Polymersystem (Mitte) und Membransystem (unten).
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Abbildung 4.8: Simulationsergebnisse der Tochterzelle des in-silico Protozellmodells nach der ers-

ten Protozellteilung im Defizit-Modus. Dargestellt ist das dynamische Verhalten

des Metabolismus der Tochterzelle Ad, des neu synthetisierten Polymers der Toch-

terzelle Pd und der katalytisch aktiven Membranbausteine der Tochterzelle Md.

der Mutterzelle. Durch die verwendete Modellstruktur und die geeignete Wahl der

Modi-Bedingungen des verwendeten Petrinetzes besitzt das Protozellmodell einen

robusten selbst-reproduzierenden Charakter.

4.2.2 Volumenänderung

Bislang wurde die Protozelle mit einem konstanten Volumen während des gesamten

Protozellzyklus betrachtet, indem angenommen wurde, dass die neu gebildeten Mem-

branbausteine sich im Inneren der Mutterzelle befinden und erst im Teilungsprozess

das Membransystem der Tochterzelle bilden. Bei der Betrachtung des Falls, dass

die neu gebildeten Membranbausteine in die Membran eingebaut werden, inspiriert

durch die realen Prozesse einer lebenden Zelle, müssen Volumenänderungen infol-

ge der Oberflächenzunahme der Membran berücksichtigt werden. Für diesen Zweck
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müssen die Differentialgleichungen durch einen Verdünnungsterm ergänzt werden.

Unter der Annahme einer beliebigen Protozellgeometrie kann für das Protozellvolu-

men folgende Gleichung angenommen werden:

V = V0 + V0σM (4.23)

Dabei geht man davon aus, dass sich das Volumen V proportional zur Änderung

des aktiven Membranbildungsblocks M ändert, der in die Membran eingebaut wird

und zur Volumenvergrößerung führt. Der Proportionalitätsparameter σ beschreibt

dabei den Anteil der Volumenzunahme, die durch den Einbau eines katalytisch akti-

ven Membranbausteins M zustande kommt. Durch die Annahme, dass das Volumen

V eine Funktion der Zeit t und des katalytisch aktiven Membranbausteins M ist

(V = f(t,M)), ergibt sich das totale Differential der Volumengleichung (4.23):

dV = ∂f(t,M)
∂t

dt + ∂f(t,M)
∂M

dM (4.24)

Mittels Anwendung der Kettenregel für multivariate Funktionen ergibt sich die Glei-

chung für die Volumenänderung:

dV

dt
= ∂f(t,M)

∂t
+ ∂f(t,M)

∂M

dM

dt
(4.25)

Nach Ableiten der Funktion f(t,M) ist die Gleichung für die Volumenänderung wie

folgt definiert:

dV

dt
= V0σM

dM

dt
(4.26)

Wird angenommen, dass sich die katalytisch aktiven Membranbausteine M zeitlich

durch die kinetischen Reaktionen und durch die Verdünnung ändern:

dM

dt
= rM −

M

V

dV

dt
, (4.27)

wobei rM die kinetischen Terme der katalytisch aktiven Membranbausteine definiert:

rM = kMPM
∗

KmM +M∗
− kM∗M

KmM∗ +M − vdMM
2, (4.28)
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so ergibt sich durch das Einsetzen der Gleichung (4.27) in die Volumenänderungs-

gleichung (4.26) der Verdünnungsterm:

1

V

dV

dt
= V0σrM

V + V0σM
(4.29)

Das in-silico Protozell-Modell für den Fall der Protozell-Volumenänderung kann

somit durch das folgende Differentialgleichungssystem unter Berücksichtigung des

Verdünnungseffektes beschrieben werden:

dA

dt
= vAPt −

vdAMA

KmdA +A
− A
V

dV

dt
(4.30)

dP

dt
= kPAPt

KmP + Pt
− kPtP

KmPt + P
− vdPMP − P

V

dV

dt
(4.31)

dPt
dt

= − kPAPt
KmP + Pt

+ kPtP

KmPt + P
+ vdPMP − Pt

V

dV

dt
(4.32)

dM

dt
= kMPM

∗

KmM +M∗
− kM∗M

KmM∗ +M − vdMM
2 − M

V

dV

dt
(4.33)

dM∗

dt
= − kMPM

∗

KmM +M∗
+ kM∗M

KmM∗ +M + vdMM
2 − M

∗

V

dV

dt
(4.34)

dAd
dt

= vdAMA

KmdA +A
− Ad
V

dV

dt
(4.35)

dPt,d

dt
= vdPMP − Pt,d

V

dV

dt
(4.36)

dM∗

d

dt
= vdMM

2 − M
∗

d

V

dV

dt
(4.37)

Durch die Ergänzung der partiellen Differentialgleichungen mit den Verdünnungs-

termen, ändert sich der Bereich, in dem periodische Lösungen möglich sind. Somit

müssen die Anfangsbedingungen und die Parameter angepasst werden. Die Tabelle

4.2 fasst die für die Berechnung verwendeten Anfangsbedingungen und den Parame-

tersatz zusammen.

Das Modell der in-silico Protozelle nach den Vorbildmodellen Chemoton und Mini-

malkaskade zeigt auch für den Fall der Volumenänderung ein stabiles, periodisches

Verhalten. In der Abbildung 4.9 ist zu erkennen, dass die Anpassung des Parame-

tersatzes zur Kompensation des Verdünnungseffektes einen längeren Zellzyklus zur

Folge hat. Das dynamische Verhalten des Protozellmodells bleibt jedoch erhalten:

Auch im Fall der Volumenänderung ist zu beobachten, dass bei steigender Aktivität

des Metabolismus A die Konzentration des neu synthetisierten Polymers P ebenfalls
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Tabelle 4.2: Bei der numerischen Berechnung verwendete Anfangsbedingungen (AB) und Para-
metersatz des in-silico Protozell-Modells nach dem Modularisierungsansatz bei Be-
trachtung der Volumenänderung.

Zelle
AB/
Parameter Bedeutung Wert

Mutterzelle

A0 Metabolismus 0.1
Pt0 Polymertemplate 2.0
M∗

0 katalytisch inaktiver Membranbaustein 2.0
P0 neu synthetisiertes Polymer 0.0
M0 katalytisch aktiver Membranbaustein 0.0
V0 Volumen 100.0
vA Aktivierungsrate des Metabolismus 0.01
KmdA Gleichgewichtskonstante der Metabolismusdegradation 1 ∗ 10−4

KmP Gleichgewichtskonstante der Polymersynthese 1 ∗ 10−4

KmPt Gleichgewichtskonstante der Polymerspaltung 1 ∗ 10−4

KmM

Gleichgewichtskonstante der Membranbausteinaktivie-
rung 1 ∗ 10−4

KmM∗
Gleichgewichtskonstante der Membranbausteindeaktivie-
rung 1 ∗ 10−4

kP Polymersynthesekonstante 2.0
kPt Polymerspaltungskonstante 0.1
kM Aktivierungskonstante des Membranbausteins 0.5
kM∗ Deaktivierungskonstante des Membranbausteins 0.3
vdA Degradationskonstante des Metabolismus 0.01
vdP Degradationskonstante des Polymers 0.02
vdM Degradationskonstante der Membranbausteine 0.01
σ Proportionalitätsfaktor 1.0

Tochterzelle
Ad0 Metabolismus 0.0
Pt,d0 Polymertemplate 0.0
M∗

d0
katalytisch inaktive Membranbausteine 0.0

steigt. Durch die Kaskadenstruktur des Modells kommt der Effekt zustande, dass

die Bildung der katalytisch aktiven Membranbausteine M eine gewisse Zeit konstant

bleibt und erst wenn eine bestimmte Konzentration von P erreicht wird, steigt auch

die Konzentration der katalytisch aktiven Membranbausteine M . Haben die kataly-

tisch aktiven Membranbausteine M ihre maximale Konzentration erreicht, hat sich

das Anfangsvolumen der Mutterzelle verdoppelt (Abb. 4.9). Während der Bildung

der Tochterzellkomponenten des Metabolismus und des Polymersubsystems, d. h.

wenn A und P abnehmen, bleibt M zunächst konstant und fällt dann während der

Protozellteilung ziemlich schnell auf den Ausgangswert zurück. Die Protozellteilung

ist genauso bei der Volumenänderung der Mutterzelle zu beobachten, wobei sich das

Volumen halbiert. Nach der Protozellteilung beginnt der Zyklus erneut.

Durch die vorliegende Modellstruktur und den Zusammenhang zwischen der Volu-

men- und Membranbausteinänderung wird die Volumenänderung erwartungsgemäß
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4 Modularisierungsansatz

Abbildung 4.9: Simulationsergebnisse des in-silico Protozellmodells nach dem Modularisierungs-

ansatz mit Volumenänderung. Zeitliche Änderungen des Metabolismus der Mut-

terzelle A, des neu synthetisierten Polymers P und der katalytisch aktiven Mem-

branbausteine M (oben). Volumenänderung der Mutterzelle V (unten).

stark durch die Wahl des Proportionalitätsfaktors σ definiert. Während σ = 0 bedeu-

tet, dass sich das Volumen nicht ändert und somit auch keine Verdünnungseffekte

auftreten, wird für steigende Werte von σ eine Volumenzunahme beobachtet (Abb.
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4.2 Simulationsergebnisse

Abbildung 4.10: Simulationsergebnisse der Abhängigkeit des Volumens V des in-silico Proto-

zellmodells nach dem Modularisierungsansatz mit Volumenänderung vom Pro-

portionalitätsfaktor σ.

4.10). Für σ = 1.0 verdoppelt sich das Volumen in einem Protozellzyklus. Für ge-

ringere Werte von σ zeigt sich, dass zum einen die Zyklusdauer zunimmt und zum

anderen die bei der Protozellteilung abgespaltene Tochterzelle ein kleineres Volumen

hat als ihre Mutterzelle.

Auch im Fall der Volumenänderung der Protozelle ist zu beachten, dass die Darstel-

lung der Tochterzellkomponenten (Abb. 4.11, Abb. 4.12) eine Akkumulation dieser

über die Zeit darstellt, d. h. die steigende Konzentration der Tochterzellkomponen-

ten von Zyklus zu Zyklus ist eine Summation über alle vorangegangenen Zyklen, da

der Tochterzellzyklus nach deren Abspaltung nicht betrachtet wird.

Vergleicht man die einzelnen Komponenten innerhalb eines Moduls, so stellt man

fest, dass die maximalen Konzentrationen der korrespondierenden Modulkomponen-

ten, d. h. des Polymertemplates Pt und des wachsenden Polymers P sowie der kataly-

tisch inaktiven Membranbausteine M∗ und der katalytisch aktiven Membranbaustei-

ne M zum Ende des Zyklus immer im Verhältnis zwei zu eins stehen (Abb. 4.12).

Dieser Effekt der Proportionalitätsänderung kommt durch den Verdünnungseffekt

zustande. Wird σ = 0 angenommen, wodurch das Volumen konstant gehalten wird,
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4 Modularisierungsansatz

Abbildung 4.11: Simulationsergebnisse der zeitlichen Änderung des Metabolismus der Mutterzelle

A und der Tochterzelle Ad im in-silico Protozellmodell nach dem Modularisie-

rungsansatz mit Volumenänderung.

wird deutlich, dass die Umwandlung der korrespondierenden Modulkomponenten

wieder im Verhältnis eins zu eins stattfindet (Abb. 4.13), wie im Modell ohne Be-

trachtung von Volumenänderungen.

4.3 Zusammenfassung

Das nach dem Modularisierungsansatz entwickelte Modell einer in-silico Protozel-

le basiert auf zwei bestehenden Vorbildmodellen: a) dem Chemoton, welches eine

theoretische, synthetische Zelle beschreibt und aus drei verknüpften funktionalen

Modulen besteht [22] und b) der Goldbeter-Minimalkaskade, die den mitotischen

Oszillator lebender Zellen beschreibt und im Vergleich zum Chemoton eine geringere

Modellkomplexität sowie einen selbst-reproduzierbaren Charakter von miteinander

synchronisierten Modellteilen besitzt [25].
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Abbildung 4.12: Simulationsergebnisse der Änderung der korrespondierenden Modulkomponen-

ten im Polymerisations- und Membranmodul des in-silico Protozellmodells nach

dem Modularisierungsansatz mit Volumenänderung. Zeitliche Änderung des Po-

lymerisationsmoduls: Polymertemplate der Mutterzelle Pt, neu synthetisiertes

Polymer der Mutterzelle P und Polymertemplate der Tochterzelle Pt,d (oben).

Zeitliche Änderung des Membranmoduls: Katalytisch inaktiven Membranbau-

steine der MutterzelleM∗, katalytisch aktiven Membranbausteine der Mutterzel-

le M und katalytisch inaktiven Membranbausteine der Tochterzelle M∗

d (unten).
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4 Modularisierungsansatz

Abbildung 4.13: Simulationsergebnisse der Konzentrationsänderungen von Modulkomponenten

des in-silico Protozellmodells nach dem Modularisierungsansatz mit Volu-

menänderung für σ = 0. Zeitliche Änderung der korrespondierenden Kompo-

nenten der Mutterzelle im Polymerisationsmodul Pt,d und P (oben) sowie im

Membranmodul M∗ und M (unten).

Das aus den Vorbildmodellen entwickelte Modell vereint die Funktionalität des Che-

motons mit der Modellstruktur der Minimalkaskade und beschreibt eine robuste,
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selbst-reproduzierende in-silico Protozelle. Das bedeutet, dass die nach jedem Pro-

tozellzyklus abgespaltenen Komponenten, die sich zu einer Tochterzelle organisie-

ren, in ausreichender Menge vorhanden sind, um einen neuen Protozellzyklus in der

Tochterzelle zu starten. Dieses Wachstums-Teilungsverhalten wurde mit Hilfe eines

Petri-Netzes modelliert, so dass es der abgespaltenen Tochterzelle ermöglicht wird

zunächst ihre eigenen Komponenten aufzustocken, bevor sie in den nächsten Tei-

lungszyklus übergeht.

Auch wenn das Modell zunächst vereinfacht für ein über den gesamten Protozellzy-

klus konstantes Protozellvolumen entwickelt wurde, wurde ebenfalls gezeigt, dass bei

Annahme einer Volumenänderung für eine allgemeine Protozellgeometrie das Modell

ebenfalls ein periodisches Verhalten zeigt. Somit beschreibt das entwickelte Modell

einen Protozellzyklus auch beim Auftreten von Verdünnungseffekten als Folge der

Volumenzunahme während des Protozellzyklus.

Das mit Hilfe des Modularisierungsansatzes entwickelte Protozellmodell identifiziert

elementare funktionale Module und Eigenschaften für eine selbst-reproduzierende

Protozelle: Versorgung der Membran mit Membranbausteinen aus dem Metabolis-

mus, Protozellwachstum infolge des Membranwachstums und der daraus resultiern-

den Volumenzunahme sowie Protozellteilung. Zum einen eignet sich dieses Modell,

um qualitative Eigenschaften von selbst-reproduzierenden Systemen zu untersuchen

und zum anderen gibt es Hinweise, wie die funktionalen Module gestaltet werden

müssen, um das gewünschte Verhalten bezüglich der Synchronisation der einzelnen

funktionalen Module mit der Protozellteilung zu erreichen. Eine quantitative Be-

schreibung experimenteller Vorgänge ist mit diesem Modell jedoch schwierig. Um

der experimentellen Realität näher zu kommen, werden im nächsten Kapitel reale

und experimentell validierte funktionale Module ausgewählt und nach dem Baukas-

tenansatz in-silico zusammengeschaltet.
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5 Baukastenansatz

- Modular aufgebaute in-silico

Protozelle aus bestehenden

funktionalen Modulen

Basierend auf den Erkenntnissen aus dem Modell für eine selbst-reproduzierende

Protozelle nach dem Modularisierungsansatz (Kapitel 4) wird ein Protozellmodell

nach dem Baukastenansatz entwickelt. Das Protozellwachstum infolge des Membran-

wachstums und die damit verbundene Volumenzunahme, die Interaktion des Mem-

branmoduls mit dem Metabolismus sowie die Protozellteilung sind Eigenschaften,

die ausgehend vom Protozellmodell nach dem Modularisierungsansatz im Baukas-

tenansatz der experimentellen Realität angenähert werden.

Inspiriert durch bestehende und zum Teil experimentell validierte Modelle von funk-

tionalen Modulen - Metabolismus [43], Positionierer [15, 27] und kontraktile

Einheit [83] - werden diese zu einer in-silico Protozelle verknüpft [71, 70], die fol-

gende Eigenschaften besitzt: Ein wachsender Container bildet die Systemgrenzen

und ein Divisom sorgt für die Teilung der Protozelle. Das Divisom besteht in der

hier beschriebenen Protozelle aus einem Positionierer, der die richtige Position der

Membraneinschnürung definiert und einer kontraktilen Einheit, die die Membran

schließlich einschnürt. Das Gesamtsystem soll die Eigenschaften einer wachsenden

Protozelle erfüllen, die sich teilt, sobald die Länge der Protozelle sich mindestens

verdoppelt hat, um den Effekt immer kleiner werdenden Tochterzellen zu vermei-

den.
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5 Baukastenansatz

Bei der Modellbildung wird zunächst von sehr einfachen Annahmen ausgegangen, in-

dem ein sehr vereinfachtes, mechanistisches Modell für das Divisom betrachtet wird.

Anschließend wird dieses Modell schrittweise erweitert und die Annahmen werden

verfeinert. So wird das mechanistische Modell durch experimentell validierte Modelle

aus der Literatur ersetzt, die Subsysteme mit der gleichen Funktionalität in realen

Systemen beschreiben.

5.1 Container

Das Hauptmerkmal des Container-Moduls besteht darin ein geschlossenes System

mit Systemgrenzen zu bilden, um den Innenraum einer Protozelle von ihrer Umge-

bung zu trennen. Diese Trennung ist auch in lebenden Organismen ein sehr wich-

tiger Aspekt. Die Kompartimentierung in lebenden Zellen verhindert Diffusion und

Verdünnung von Zellkomponenten und erlaubt selektive Reaktionen in einem ab-

gegrenzten Raum. Dies ist für eine lebende Zelle nicht nur energetisch günstiger,

sondern liefert auch eine Zeitersparnis, da viele Prozesse parallel ablaufen können.

Daher erfolgt die Annahme, dass diese Eigenschaften eines Containers für das De-

sign von synthetischen Systemen ebenso wie in lebenden Organismen eine große

Rolle spielen müssen.

Unterschiedliche Varianten des Containermoduls werden bereits für synthetische

Systeme experimentell entwickelt und je nach den Anforderungen, die an die Sys-

temgrenzen gestellt werden, verfeinert. Die einfachste Variante sind die Wasser-in-

Öl Tröpfchen. Die membranbasierten Mikro-Kompartimente, wie Lipidvesikel und

Polymersome, sind Wasser-Kompartimente gelöst in Wasser und haben daher geeig-

netere Eigenschaften für einen Protozellcontainer als Wasser-in-Öl Tröpfchen [41].

Für die Beschreibung einer Protozelle wurde das Modell eines wachsenden Contai-

ners beschrieben durch Mavelli et al. [43] verwendet. Dieses Modell beruht auf der

Theorie eines wachsenden Lipidvesikels und liefert eine gute Basis für die Beschrei-

bung der Protozellgrenzen. Die Oberfläche dieses Systems wächst durch den Einbau
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5.1 Container

von den in der Zelle produzierten Lipid-Membranbausteinen L, welche aus dem von

außen aufgenommenen Precursor P in einer enzymatischen Reaktion gebildet wer-

den. Durch den Einbau der gebildeten Lipid-Membranbausteine in die Membran

wächst diese. Der wachsende Container wird in dieser Arbeit, inspiriert durch reale

biologische Systeme, Membranmodul genannt. Das originale Modell von Mavelli et

al. [43] beschreibt ein gut durchmischtes kugelförmiges Vesikel. Dieses wird in dem

hier entwickelten Modell der modularen in-silico Protozelle zu einem örtlich verteil-

ten, eindimensionalen System erweitert. Dabei wird ein zylinderförmiger Container

angenommen, der sich nur in axialer, jedoch nicht in radialer, Richtung ausbreiten

kann. Die zylindrische Geometrie des Containers wird nach dem Vorbild des rea-

len Mikroorganismus E. coli, das ein stäbchenförmiges Bakterium ist, gewählt. Die

Wahl auf dieses Vorbildbakterium fiel geleitet durch die Tatsache, dass bereits viele

Informationen über diesen Modellorganismus bezüglich seiner Zellteilungsmechanis-

men vorhanden sind.

Das Membran-Modul wird durch folgende Reaktionsgleichungen beschrieben:

Pext

kperm
P (5.1)

P +E
klip

L +E +W (5.2)

L
kin Lm (5.3)

Wie in der Abb. 5.1 dargestellt ist, wird der Precursor P aus dem extrazellulären

Raum in das Innere der Protozelle mit der Permeabilitätskonstante kperm aufgenom-

men, was durch die Permeabilitätsrate rperm beschrieben wird [43]:

rperm = kperm(Pext − P ) (5.4)

Die Lipid-Membranbausteine L werden aus dem Precursor P mit Hilfe des Enzyms

E mit der Lipidbildungskonstanten klip gebildet (Gl. (5.5)) und anschließend mit

der Einbaukonstanten kin in die Membran eingebaut (Gl. (5.6)) [43]:

rlip = klipEP (5.5)

rin = kin(L −Leq) (5.6)
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5 Baukastenansatz

Abbildung 5.1: Membran-Modul nach dem Prinzip von Mavelli et al. [43]: Der Precursor P wird

mit einer Permeabilitätskonstanten kperm in die Zelle aufgenommen. Mit Hilfe

des Enzyms E wird der Precursor P in einen Lipid-Membranbaustein L mit der

Lipidbildungskonstanten klip unter der Abspaltung eines Nebenproduktes W um-

gewandelt. Der Einbau des Lipid-Membranbausteins L in die Membran erfolgt mit

der Lipideinbaukonstanten kin, was zum Membranwachstum in axialer Richtung

führt.

Durch die Annahme eines Gleichgewichtszustandes Leq zwischen dem Ein- und Ab-

bau der Membranbausteine ist der Einbau proportional zur Differenz vom Gleichge-

wichtszustand.

Das Membranwachstum wird durch folgende Bilanzgleichungen beschrieben, wobei

ẋ für die Änderung der Zylinderlänge, R für den Radius der zylindrischen Protozelle,

jη für die einzelnen Massenströme abhängig vom jeweiligen Diffusionskoeffizienten

Dmem stehen:

∂(R2P )
∂t

+ ∂(R
2Pẋ)
∂x

= −∂(R
2jP )
∂x

−R2rlip + 2Rrperm (5.7)

∂(R2L)
∂t

+ ∂(R
2Lẋ)
∂x

= −∂(R
2jL)
∂x

+R2(rlip − rin) (5.8)

∂(R2E)
∂t

+ ∂(R
2Eẋ)
∂x

= −∂(R
2jE)
∂x

(5.9)
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5.2 Divisom

jη = −Dmem
∂η

∂x
(5.10)

Im Originalmodell von Mavelli et al. [43] wurde angenommen, dass die Membra-

noberfläche mit jedem eingebauten Membranbaustein um die spezifische Oberfläche

des Lipids αL zunimmt. Daher wird die Änderung der Membranoberfläche in Ab-

hängigkeit von der Lipideinbaurate rin beschrieben:

2
∂R

∂t
+ 2

∂(Rẋ)
∂x

= αL
2
R2rin (5.11)

Hierbei wird angenommen, dass der Einbau der Membranbausteine L ausschließlich

in der Mantelfläche der zylindrischen Protozelle erfolgt. Die Grundfläche des Zylin-

ders wird dabei vernachlässigt, d. h. auch der Stoffaustausch erfolgt ausschließlich

über die Mantelfläche der zylindrischen Protozelle.

Um das Gesamtsystem örtlich zu diskretisieren, wird die Finite-Volumen-Methode

mit stückweise konstanter Profilannahme genutzt. Die Implementierung und Lösung

der resultierenden Differentialgleichungen erfolgt in ProMoT/Diana [31] unter der

Verwendung des ida-Lösers für dynamische Integration der SunDials-Bibliothek [28].

5.2 Divisom

Ein weiteres wichtiges Protozellmodul stellt das Divisom dar. Das Divisom be-

schreibt den Prozess der Membraneinschnürung im Protozellteilungsprozess in ei-

nem bestimmten Bereich der Membran.

Die Zellteilung in lebenden Zellen durchläuft mehrere Stadien, so auch das Sta-

dium der Membraneinschnürung und die Teilung in zwei Tochterzellen. Für das

Modell einer in-silico Protozelle wird sich hier der realen Prozesse der Cytokinese

bedient. Zum Beispiel erfolgt die Membraneinschnürung in E. coli durch das FtsZ-

Protein, das sich in der Zellmitte an die Membran anlagert. Dieser Bereich wird

durch selbstorganisierende Min-Proteinwellen definiert [7, 33]. Daraus folgend wird

das Divisom bei der Entwicklung eines Protozellmodels in zwei Submodule unter-
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5 Baukastenansatz

teilt: in das Positionierungs- und das Einschnürungsmodul.

Das Positionierungsmodul definiert die Stelle auf der Membran, an der die Ein-

schnürung stattfinden soll. Mathematisch erfolgt dies zunächst auf eine makrosko-

pische Weise durch die Annahme eines örtlich verteilten Bindungsparameters von

bestimmten kontraktilen Proteinen, die schließlich die Einschnürung hervorrufen

können. Anschließend wird das Modell durch einen komplexeren Positionierungs-

mechanismus aus realen biologischen Systemen - das Min-Protein-System - erwei-

tert. Dabei wandern die Min-Proteine wellenförmig entlang der Membran. Die Wel-

lenlänge der Min-Protein-Wanderung definiert Bereiche auf der Membran, in denen

sich die kontraktilen Proteine anlagern und die Membran einschnüren können. Das

Einschnürungsmodul sorgt dann für die eigentliche Membraneinschnürung durch

die Anlagerung der kontraktilen Z-Proteine an die definierte Position und durch die

schließliche Einstülpung der Membran durch die resultierende Z-Protein-Kontraktion.

5.2.1 Makroskopisch betrachteter Positionierer

Bei Betrachtung der realen Systeme lässt sich feststellen, dass bei Mikroorganismen,

wie beispielsweise E. coli, die Zellteilung in der Mitte der Mutterzelle erfolgt. Diese

Tatsache dient im ersten Schritt der Modellierung eines Teilungspositionierers als

Vorbild.

So wird im folgenden angenommen, dass die Einschnürung der Protozellmembran in

der Mitte der Zelle stattfindet. Um dies im Modell zu beschreiben, wird die Anbin-

dung des kontraktilen Proteins an die Protozellmembran mit Hilfe eines örtlich ver-

teilten Anbindungsparameters katt,d realisiert. Dadurch bindet das kontraktile Pro-

tein an der vordefinierten Stelle der Membran, die sich durch die örtliche Verteilung

des Anbindungsparameters in der Protozellmitte befindet, und verursacht schließ-

lich die Membraneinschnürung. Die örtlich verteilte Anbindungskonstante katt,d wird

durch die folgende Normalverteilung definiert:

katt,d = katte
(x − xopt)2/σ2

, (5.12)
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wobei katt die Anbindungskonstante, x die Ortskoordinate, xopt der erwartete An-

bindungsbereich der Z-Proteine auf der Membran und σ die Standardabweichung

der Normalverteilung sind.

5.2.2 Min-Protein-Positionierer

Das Positionierungsmodul in Form des Min-Protein-Systems wird mit einem bereits

bestehenden Modell beschrieben [15, 27]. Das Min-Protein-System wird in synthe-

tischen Systemen erfolgreich untersucht, wobei beispielsweise die Selbstorganisation

der Min-Protein-Wellen auf oberflächenfixierten Lipiddoppelschichten (supported li-

pid bilayer) untersucht wird [32]. Die Abbildung 5.2 zeigt die Funktionsweise des

Min-Protein-Systems, welches durch die folgenden Reaktionsgleichungen beschrie-

ben werden kann:

MinDADP
k1 MinDATP,c (5.13)

MinDATP,c
k2 MinDATP,m (5.14)

MinDATP,m +MinDATP,c
k3 2 MinDATP,m (5.15)

MinDEm +MinDATP,c
k3 MinDEm +MinDATP,m (5.16)

MinDATP,m +MinE
k4 MinDEm (5.17)

MinDEm
k5 MinE +MinDADP (5.18)

Zunächst wird das cytosolische Protein MinDADP zu MinDATP,c mit der Nukleo-

tidaustauschkonstanten k1 phosphoryliert, was durch die Reaktionsrate r1 beschrie-

ben wird:

r1 = k1MinDADP (5.19)

Ausschließlich im phosphoryliertem Zustand kann das MinD-Protein an die Mem-

bran binden mit der MinDATP,c-Bindungskonstanten k2. Dabei wird angenommen,
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Abbildung 5.2: Min-Protein-System nach Huang et al. [27]: Das intrazelluläre Protein MinDADP

wird phosphoryliert zum MinDATP,c mit der Reaktionskonstanten k1. Im phos-

phorylierten Zustand bindet das MinD-Protein mit der Reaktionskonstanten k2

an die Membran. Durch bereits membrangebundene MinDATP,m- und MinDEm-

Proteine wird die Anbindung der MinDATP,c mit der Reaktionskonstanten

k3 verstärkt. Das membrangebundene MinDATP,m-Protein bindet das MinE-

Protein mit der Reaktionskonstanten k4. Dies führt zur Dephosphorylierung von

MinDATP,m, dessen Ablösung von der Membran sowie seiner Freisetzung aus

dem Komplex MinDEm mit der Reaktionskonstanten k5.

dass die Anbindung des cytosolischen Proteins MinDATP,c bevorzugt an Membran-

bereichen andockt, die bereits durch Min-Proteine besetzt sind [65]. Die Rekrutie-

rung des cytosolischen Proteins MinDATP,c an die Membran durch bereits mem-

brangebundene Proteine MinDATP,m erfolgt mit der gleichen MinDATP,c-Bereit-

stellungskonstanten k3 wie die Rekrutierung durch den membrangebundenen Kom-

plex MinDEm. Die Reaktionsraten r2, r31 und r32 beschreiben diese unterschiedli-

chen Rekrutierungs- und Anbindungsschritte:

r2 = k2 MinDATP,c (5.20)

r31 = k3 MinDATP,m MinDATP,c (5.21)

r32 = k3 MinDEm MinDATP,c (5.22)
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Sobald MinDATP,m an die Membran gebunden hat, bindet es das Protein MinE

mit der MinE-Bindungskonstanten k4:

r4 = k4 MinE MinDATP,m (5.23)

Das Protein MinE ist für die Dephosphorylierung von MinDATP,m und somit für

dessen Ablösung von der Membran verantwortlich. Gleichzeitig löst sich MinE aus

dem Komplex MinDEm mit der Dephosphorylierungskonstanten k5. Diese Vorgänge

der Dephosphorylierung sowie der Ablösung von der Membran werden durch die Re-

aktionsrate r5 beschrieben:

r5 = k5 MinDEm (5.24)

Wie aus den Reaktionsgleichungen (5.13-5.18) ersichtlich, werden nur die Min-Prote-

ine MinD und MinE betrachtet. Laut Huang et al. [27] ist dies ausreichend, um die

Musterbildung zu beschreiben, da ein weiteres in dem Min-System aktives Protein

MinC an das MinD gekoppelt wandert und somit die gleiche Wellenlänge besitzt

wie MinD.

Die Bildung der Min-Protein-Muster wird durch die folgenden Bilanzgleichungen

beschrieben, wobei nur die cytosolischen Komponenten frei im Protozellinneren dif-

fundieren. Die Massenströme werden durch jDADP , jDATP,c und jE definiert und mit

Hilfe des Diffusionskoeffizienten DMin beschrieben:

∂(R2MinDADP )
∂t

+ ∂(R
2MinDADP ẋ)

∂x
= −∂(R

2jMinDADP )
∂x

− ∂(R
2ẋ)

∂x
r1

+2
∂(Rẋ)
∂x

r5 (5.25)

∂(R2MinDATP,c)
∂t

+ ∂(R
2MinDATP,cẋ)

∂x
= −

∂(R2jMinDATP,c)
∂x

+ ∂(R
2ẋ)

∂x
r1

+2
∂(Rẋ)
∂x

(−r2 − r31 − r32) (5.26)

∂(R2MinE)
∂t

+ ∂(R
2MinEẋ)
∂x

= −∂(R
2jMinE)
∂x

+2
∂(Rẋ)
∂x

(−r4 + r5) (5.27)
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∂(RMinDATP,m)
∂t

+ ∂(RMinDATP,mẋ)
∂x

= ∂(Rẋ)
∂x

(r2 + r31 + r32 − r4) (5.28)

∂(RMinDEm)
∂t

+ ∂(RMinDEmẋ)
∂x

= ∂(Rẋ)
∂x

(r4 − r5) (5.29)

Hierbei wird zwischen volumenbezogenen Reaktionen unterschieden, wie r1, die aus-

schließlich cytosolische Komponenten beinhalten, und Reaktionen, die ausschließ-

lich an der Membran stattfinden, wie r2, r31, r32, r4 und r5, und deshalb ober-

flächenabhängig sind.

5.2.3 Makroskopische kontraktile Einheit mit einem makroskopischen

Positionierer

Im ersten Schritt wird der Einschnürungsprozess auf die makroskopische Weise be-

schrieben um die Modellkomplexität so gering wie möglich zu halten. Das makro-

skopische Divisom besteht aus einem cytosolischen kontraktilen Protein Zc und dem

membrangebundenen kontraktilen Protein Zm, welches mit Hilfe eines örtlich ver-

teilten Anbindungsparameters katt,d an die vordefinierte Stelle an der Membran bin-

det (s. Kapitel 5.2.1). Das cytosolische kontraktile Protein Zc wird aus dem Ne-

benprodukt W des Container-Moduls mit der Z-Bildungskonstanten kwz gebildet.

Dies stellt gleichzeitig eine Verknüpfung zwischen dem Container-Modul und dem

Divisom-Modul dar. Das cytosolische kontraktile Protein Zc bindet mit dem ver-

teilten Parameter katt,d an die Membran und wird somit zum membrangebundenen

kontraktilen Protein Zm (Abb. 5.3). An der Membran gebunden, verbinden sich

die Proteine Zm spontan miteinander zu einer Ringstruktur auf der intrazellulären

Membranoberfläche, was hier nicht im Detail betrachtet wird. Dieser Ring zieht sich

spontan zusammen durch Hydrolyse zwischen den einzelnen verbundenen Proteinen

Zm. Die wichtigste Eigenschaft der kontraktilen Einheit besteht darin die Mem-

bran einzuschnüren. Daher wird angenommen, dass durch die Hydrolyse ein Zm-

Protein abgespalten wird, wodurch sich der Ringumfang verringert und sich somit

die Membran zusammenzieht. Als Inspiration für diesen Mechanismus dient hier die

GTP-Hydrolyse-Fähigkeit des FtsZ-Rings während der bakteriellen Cytokinese[13].
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Abbildung 5.3: Makroskopische kontraktile Einheit mit einem makroskopischen Positionierer: Die

makroskopische kontraktile Einheit besteht aus dem cytosolischen kontraktilen

Protein Zc und dem membrangebundenen kontraktilen Protein Zm. Das cytosoli-

sche kontraktile Protein Zc wird intrazellulär als Nebenprodukt des Containermo-

duls mit der Bildungskonstanten kwz gebildet und bindet mit der örtlich verteilten

Bindungskonstanten katt,d an die Membran. In einer Hydrolysereaktion löst sich

das membrangebundene kontraktile Protein Zm mit der Hydrolysekontanten khyd

von der Membran ab.

Makroskopisch betrachtet wird hier nur der Hydrolysierungsschritt beschrieben, der

mit der Ablösung gleichgesetzt wird.

Der Gesamtprozess der kontraktilen Einheit wird durch folgende drei Reaktions-

gleichungen beschrieben:

W
kwz Zc (5.30)

Zc

katt,d
Zm (5.31)

Zm

khyd
Zc (5.32)

Daraus resultieren die jeweiligen Reaktionsraten für die Bildung des kontraktilen

Proteins rwz, für dessen Anbindung an die Membran ratt,d sowie dessen Hydrolyse

rhyd:
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rwz = kwzW (5.33)

ratt,d = katt,dZc (5.34)

rhyd = khydZm (5.35)

Die örtlich verteilte Anbindung an die Membran, charakterisiert durch den verteilten

Parameter katt,d, garantiert, dass das kontraktile Protein ausschließlich in der Mitte

der Protozelle an die Membran bindet. Die zwei Komponenten der kontraktilen Ein-

heit werden unter der Berücksichtigung der volumenbezogenen Reaktionsrate rwz

und der oberflächenbezogenen Reaktionsraten ratt,d und rhyd durch folgende parti-

elle Differentialgleichungen beschrieben:

∂(R2Zc)
∂t

+ ∂(R
2Zcẋ)
∂x

= −∂(R
2jZc)
∂x

+ ∂(R
2ẋ)

∂x
rwz

+2
∂(Rẋ)
∂x

(rhyd − ratt,d) (5.36)

∂(RZm)
∂t

+ ∂(RZmẋ)
∂x

= ∂(Rẋ)
∂x

(ratt,d − rhyd) (5.37)

Da der membranassoziierte Ring sich durch die Hydrolyse verkürzt und somit die

Protozellmembran zusammenzieht, muss sich dies auch auf den Protozellradius aus-

wirken. Somit wird angenommen, dass die Änderung des Radius proportional zur

Hydrolyserate rhyd ist:

dR

dt
= −kproprhyd, (5.38)

wobei kprop der Proportionalitätskoeffizient ist. Durch die Membraneinschnürung

werden die Membranbausteine Lm in Richtung der Protozellpole gedrückt, was un-

ter anderem zum Containerwachstum in axialer Richtung beiträgt.
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5.2.4 Makroskopische kontraktile Einheit mit dem

Min-Protein-Positionierer

Im weiteren Schritt wird das Modell erweitert bezüglich der Positionierung der kon-

traktilen Einheit. Diese erfolgt mit Hilfe des Min-Protein-Systems. Die Ausbreitung

der Min-Protein-Wellen von Zellpol zu Zellpol verursacht die Ausbildung von Mem-

branbereichen mit hohen und niedrigen Min-Proteinkonzentrationen. Die Membran-

bereiche mit niedrigen Min-Proteinkonzentrationen werden durch die kontraktile

Einheit des Divisoms besetzt. Dies stellt den Initialisierungsschritt der Membran-

einschnürung dar. Die Funktionsweise der kontraktilen Einheit wird mit folgenden

Reaktionsgleichungen beschrieben:

W
kwz Zc (5.39)

Zc

katt(Mmax −Minm)
Zm (5.40)

Zm

khyd
Zc (5.41)

Zm

kdisplMinm
Zc (5.42)

Nach der Bildung des cytosolischen kontraktilen Proteins Zc aus dem Container-

nebenprodukt W (Abb. 5.4), was durch die Bildungsrate rwz (Gl. 5.33) beschrieben

wird, erfolgt seine Anbindung an die Membran in Abhängigkeit von freien Mem-

branbindungsstellen, was durch die Anbindungsrate ratt ausgedrückt wird:

ratt = kattZc(Mmax −MinDATP,m −MinDEm), (5.43)

mit der Zc-Anbindungskonstanten katt und der maximalen Anzahl von Membran-

bindungsstellen Mmax. Es wird angenommen, dass das kontraktile Protein Zc an

die freien Bindungsstellen der Membran bindet, die nicht von den Min-Proteinen

besetzt sind.

Eine weitere Annahme, die aus den Beobachtungen in realen Systemen stammt

und hier ebenfalls eingesetzt wird, ist die Verdrängung der bereits angebundenen

kontraktilen Proteine Zm durch die membrangebundenen Min-Proteine [42]. Dieser
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Abbildung 5.4: Makroskopische kontraktile Einheit mit dem Min-Positionierer: Die makroskopi-

sche kontraktile Einheit, bestehend aus dem cytosolischen kontraktilen Protein

Zc und dem membrangebundenen kontraktilen Protein Zm, wird in dieser Mo-

dellvariante durch die Min-Proteine positioniert. Die Bildung des cytosolischen

kontraktilen Proteins Zc erfolgt intrazellulär als Nebenprodukt des Container-

moduls mit der Bildungskonstanten kwz. Das cytosolische kontraktile Protein Zc

bindet an die Membran mit der Bindungskonstanten katt in Abhängingkeit von

freien Membranbindungsstellen, die aus der Differenz aus der maximalen Anzahl

der Membranbindungsstellen Mmax und den membrangebundenen Min-Proteinen

Minm resultiert. Die Ablösung der membrangebundenen kontraktilen Proteine

Zm erfolgt zum einen in einer Hydrolysereaktion mit der Hydrolysekontanten

khyd und zum anderen durch deren Verdrängung durch die membrangebundenen

Min-Proteine Minm mit der Verdrängungskonstanten kdispl. Die cytosolischen

kontraktilen Proteine Zc werden durch die membrangebundenen Min-Proteine

mit der Destabilisierungskonstanten kdestab1 und durch die Nukleoid-Okklusion

mit der örtlich verteilten Destabilisierungskonstanten kdestab2,d gehämmt.

Vorgang wird durch die Verdrängungsrate rdispl beschrieben, wobei kdispl die Ver-

drängungskonstante ist:

rdispl = kdisplZm(MinDATP,m +MinDEm) (5.44)

Die Annahme der Verdrängung der kontraktilen Proteine Zm von der Membran

durch die membrangebundenen Min-Proteine verhindert die Akkumulation der mem-

brangebundenen kontraktilen Proteine Zm an den Zellpolen und somit die dort lo-

kalisierte Einschnürung der Membran. Die Differentialgleichungen der kontraktilen

60



5.2 Divisom

Einheit setzen sich mit den neuen Annahmen durch die Min-Protein-Positionierung

wie folgt zusammen:

∂(R2Zc)
∂t

+ ∂(R
2Zcẋ)
∂x

= −∂(R
2jZc)
∂x

+ ∂(R
2ẋ)

∂x
rwz

+2
∂(Rẋ)
∂x

(−ratt + rhyd + rdispl) (5.45)

∂(RZm)
∂t

+ ∂(RZmẋ)
∂x

= ∂(Rẋ)
∂x

(ratt − rhyd − rdispl) (5.46)

Im nächsten Schritt und unter der Annahme, dass die cytosolischen Z-Proteine Zc

in bestimmten Bereichen der Zelle gehemmt werden durch die Min-Proteine, aber

auch durch Nukleoid-Okklusion [96, 33], wodurch die Z-Proteine aus der Nähe des

Chromosoms verdrängt werden, kann das Modell der makroskopischen kontraktilen

Einheit mit dem Min-Protein-Positionierer zusätzlich mit zwei Destabilisierungsglei-

chungen ergänzt werden:

Zc

kdestab1(MinDATP,m +MinDEm)
(5.47)

Zc

kdestab2,d
(5.48)

Hierbei werden zwei unterschiedliche Destabilisierungsmechanismen angenommen:

Zum einen erfolgt die Destabiliesierung und somit die Hemmung der cytosolischen Z-

Proteine Zc durch die membrangebundenen Min-ProteineMinDATP,m undMinDEm

an den Zellpolen, was durch die Gleichung (5.47) beschrieben wird. Und zum an-

deren wird das cytosolische Z-Protein Zc durch das Nukleoid gehemmt, das sich im

Cytosol zunächst in der Zellmitte befindet, sich während der Cytokinese teilt, sich

gleichmäßig auf die zwei Zellhälften verteilt und somit einen Bereich in der Zellmit-

te freiwerden lässt, in dem die Z-Proteine im Teilungsprozess aktiv werden können

(Gl. (5.48)). Durch die Hemmung der kontraktilen Einheit, die sich ausschließlich

auf die cytosolischen Z-Proteine Zc bezieht, ändert sich im Fall der Destabilisierung

lediglich die Differentialgleichung für das cytosolische Z-Protein:

∂(R2Zc)
∂t

+ ∂(R
2Zcẋ)
∂x

= −∂(R
2jZc)
∂x

+ ∂(R
2ẋ)

∂x
(rwz − rdestab2,d)

+2
∂(Rẋ)
∂x

(−ratt + rhyd + rdispl − rdestab1), (5.49)
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mit den Destabilisierungsraten rdestab1 für die Destabilisierung durch Min-Proteine

und rdestab2,d für die Destabilisierung durch die Nukleoid-Okklusion:

rdestab1 = kdestab1Zc(MinDATP,m +MinDEm) (5.50)

rdestab2,d = kdestab2,dZc (5.51)

Der Mechanismus der Nukleoid-Okklusion wird hier nicht im Detail betrachtet, son-

dern makroskopisch durch die Annahme einer örtlich verteilten Destabilisierung be-

schrieben mit der örtlich verteilten Destabilisierungskonstanten kdestab2,d . Gemäß der

Annahme, dass das sich geteilte Nukleoid bei der Zellteilung in der Zellmitte einen

schmalen Bereich für die Z-Protein-Aktivität freilässt, kann die Destabilisierungs-

konstante kdestab2,d wie folgt definiert werden:

kdestab2,d = kdestab2
2

− kdestab2e
− (x − xopt)2/σ2

(5.52)

Dabei sind kdestab2 die Destabilisierungskonstante durch das Nukleoid, x die Orts-

koordinate, xopt der erwartete Aktivitätsbereich der Z-Proteine und σ die Standard-

abweichung der Normalverteilung.

5.2.5 FtsZ-basierte kontraktile Einheit mit dem

Min-Protein-Positionierer

Eine weitere Ergänzung des Modells wird bezüglich der kontraktilen Einheit be-

trachtet, wobei die Positionierung mit Hilfe des Min-Protein-Systems erfolgt. Wie

in der Abbildung 5.5 gezeigt wird, erfolgt in dieser Modellvariante zusätzlich ein

Polymerisationsprozess des membrangebundenen kontraktilen Proteins, was an den

FtsZ-Ring in realen biologischen Systemen angelehnt ist. Die Implementierung die-

ses Moduls basiert auf der mathematischen Beschreibung des FtsZ-Ringes von Su-

rovtsev et al. [83]. Da jede individuelle Polymerlänge mit einer Bilanzgleichung be-

schrieben wird steigt bei dieser Betrachtungsweise die Modellkomplexität stark an.
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5.2 Divisom

Abbildung 5.5: Kontraktile Einheit basierend auf dem FtsZ-Ring nach Surovtsev et al. [83].

Das mit der Reaktionskonstanten kwz gebildete GDP-gebundene Protein ZGDP

reagiert mit dem freien GTP mit der Nukleotidaustauschkonstanten kex1 zum

GTP-gebundenen Z-Protein ZGTP . Die Rückreaktion erfolgt mit einer gerin-

geren Nukleotidaustauschkonstanten kex2. Zwei ZGTP -Proteine lagern sich zu

einem Dimer Z2 zusammen mit der Nukleationskonstanten knuc1 und können

mit der reversiblen Nukleationskonstanten knuc2 wieder zerfallen. Das Dimer

Z2 wächst durch die Bindung eines weiteren ZGTP -Proteins mit der Elongati-

onskonstanten kel1 zum kürzesten Polymer Z3,c, welches sich zunächst im Cy-

tosol befindet. Der Zerfall des Polymers erfolgt mit der kleineren reversiblen

Elongationskonstanten kel2. Das cytosolische Polymer Z3,c bindet an die frei-

en Membranbindungsstellen, die durch (Mmax − Minm) beschrieben sind mit

der Anbindungskonstanten katt. Dabei bezeichnet Mmax die maximale Anzahl

der Membranbindungsstellen und Minm die Summe der membrangebundenen

Min-Proteine MinDATP,m +MinDEm. Das membrangebundene Polymer Z3,m

wächst mit der Vorwärts-Elongationskonstanten kel1 und verkürzt sich mit der

Rückwärts-Elongationskonstanten kel2. Das kürzeste membrangebundenen Po-

lymer Z3,m wird durch die membrangebundenen Min-Proteine Minm mit der

Verdrängungskonstante kdispl von der Membran abgelöst. Durch eine Hydrolyse-

reaktion mit der Hydrolysekonstanten khyd verkürzen sich die cytosolischen und

membrangebundene Polymere durch die Abspaltung von einem GDP-Molekül und

das Z-Dimer spaltet sich in ein GDP- und ein GTP-Melekül.

Jedoch kann diese Erweiterung neue Wege zur Manipulation des Gesamtsystems

ermöglichen.

Wie in den bereits beschriebenen Modulen der kontraktilen Einheit erfolgt die Bil-

dung des kontraktilen Grundbausteins, der hier als GDP-bindendes Z-Protein ZGDP

definiert wird, aus dem Nebenprodukt des Containers W mit der Bildungskonstan-
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ten kwz, was die folgende Reaktionsgleichung beschreibt:

W
kwz ZGDP (5.53)

Die daraus resultierende Bildungsrate wird durch die Gleichung (5.33) beschrieben.

Das GDP-bindende Z-Protein ZGDP wird durch die Bindung eines Nukleotids aus

dem GTP in einer reversiblen Reaktion zum GTP-bindenden Z-Protein ZGTP :

ZGDP +GTP
kex1

kex2

ZGTP +GDP (5.54)

Die Hinreaktion mit der Nukleotidaustauschkonstanten kex1 erfolgt dabei schneller

als die Rückreaktion mit der Nukleotidaustauschkonstanten kex2.

Im nächsten Schritt verbinden sich zwei GTP-bindende Z-Proteine ZGTP reversibel

zu einem Dimer Z2 in der Hinreaktion mit der Nukleationskonstanten knuc1:

2 ZGTP
knuc1

knuc2
Z2 (5.55)

Die Rückreaktion der Nukleation findet mit der kleineren Nukleationskonstanten

knuc2 statt. Es wird angenommen, dass das Z-Protein nur im GTP-bindenden Zu-

stand in der Lage zur Nukleation und Polymerisation ist. Das Dimer Z2 verlängert

sich reversibel durch die Bindung eines weiteren GTP-bindenden Z-Proteins ZGTP

zum kürzesten Polymer Z3,c, das sich zunächst im Cytosol befindet. Die Terminolo-

gie Polymer wird genutzt für i, j ≥ 3, wobei i und j die Polymerlängen definieren. Die

maximale Polymerlänge wird mit imax bezeichnet. Surovtsev et al. [83] nahmen an,

dass Polymere bestehend aus drei oder mehr Monomeren membranassoziiert sind.

In dem hier beschriebenen Modul wird angenommen, dass ein Polymer der Länge

i = 3 auch cytosolisch sein kann. Auch der Schritt der Verlängerung zum kürzesten

Polymer Z3,c ist vorwärts gerichtet mit der größeren Konstanten kel1 im Vergleich

zur Rückreaktion mit der geringeren Geschwindigkeit, die durch die Konstante kel2

definiert wird:

Z2 + ZGTP

kel1

kel2
Z3,c (5.56)
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Das kürzeste Polymer Z3,c bindet an eine freie Membranbindungsstelle mit der An-

bindungskonstanten katt. Dabei werden die freien Membranbindungsstellen durch

den Ausdruck (Mmax −Minm) beschrieben mit Mmax als die Gesamtanzahl der

Membranbindungsstellen und Minm =MinDATP,m +MinDEm als die membrange-

bundenen Min-Proteine:

Z3,c

katt(Mmax −Minm)
Z3,m (5.57)

Das kürzeste membrangebundene Polymer Z3,m wird durch die membrangebunde-

nen Min-Proteine Minm mit der Verdrängungskonstanten kdispl von der Membran

abgelöst:

Z3,m

kdisplMinm
Z3,c (5.58)

Dies stellt eine zusätzliche Annahme im Vergleich zum mathematischen Modell von

Surovtsev et al. [83] dar, die auf Beobachtungen in realen biologischen Systemen

beruht [42].

Das kürzeste, membrangebundene kontraktile Polymer Z3,m unterliegt ebenfalls ei-

ner reversiblen Polymerisationsreaktion unter Bindung GTP-bindender Z-Proteine

ZGTP . Dabei erfolgt die Bildung längerer Polymere Zi+1 mit der Reaktionskonstan-

ten kel1 sowie deren Rückbildung mit der Reaktionskonstanten kel2, wobei kel1 > kel2
gilt:

Zi + ZGTP

kel1

kel2
Zi+1 (5.59)

Sowohl das Z-Dimer Z2 als auch die Z-Polymere Zi verkürzen sich durch eine Hydro-

lysereaktion mit der Hydrolysekonstanten khyd. Durch die Hydrolyse eines Dimers

Z2 entstehen ein GDP- und ein GTP-Molekül, wohingegen bei der Hydrolyse von

Z-Polymeren Zi für i ≥ 3, unabhängig davon ob membrangebunden oder cytosolisch,

ein GDP-Molekül in jedem Hydrolyseschritt entsteht:

Z2

khyd
ZGTP + ZGDP (5.60)
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Zi

khyd
Zj + ZGDP + Zi−j−1 (5.61)

Aus den Reaktionsgleichungen resultieren folgende Reaktionsraten, die bei der Defi-

nition der partiellen Differentialgleichungen der FtsZ-basierten kontraktilen Einheit

verwendet werden:

rex1 = kex1GTPZGDP (5.62)

rex2 = kex2GDPZGTP (5.63)

rnuc1 = knuc1Z
2
GTP (5.64)

rnuc2 = knuc2Z2 (5.65)

rel12 = kel1ZGTPZ2 (5.66)

rel22 = kel2Z3,c (5.67)

ratt = kattZ3,c(Mmax −MinDATP,m −MinDEm) (5.68)

rel1i = kel1ZGTPZi (5.69)

rel2i = kel2Zj (5.70)

rdispl = kdisplZ3,m(MinDATP,m +MinDEm) (5.71)

rhyd2 = khydZ2 (5.72)

rhyd3,c = 2khydZ3,c (5.73)

rhydi = (i − 1)khydZi, (5.74)

mit 3 ≥ i ≥ imax.

Auch bei der Beschreibung der FtsZ-basierten kontraktilen Einheit wird angenom-

men, dass die Radiusänderung proportional der Hydrolyserate der membrangebun-

denen kontraktilen Polymere rhydi ist. Dies beruht auf der Annahme, dass sich die

Polymere durch Hydrolyse verkürzen und somit die Membran mit sich ziehen, was

letztendlich zur Einschnürung der Membran führt. Dabei werden die Hydrolyseraten

aller möglichen Polymerlängen berücksichtigt:

dR

dt
= −kprop

imax

∑
i=3

rhydi (5.75)

Sowohl die GTP- als auch die GDP-Konzentration werden während des gesamten

Prozesses als konstant angenommen.
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Mit den getroffenen Annahmen lassen sich Bilanzgleichungen formulieren. Dabei

wird ebenfalls zwischen volumenbezogenen Reaktionen, die ausschließlich im Cy-

tosol stattfinden, und oberflächenbezogenen Reaktionen, die ausschließlich an der

Membranoberfläche stattfinden, unterschieden.

Die volumenbezogenen Komponenten, die frei im Cytosol diffundieren können, wer-

den mit dem Massenstrom der cytosolischen Komponenten jη definiert:

∂(R2ZGDP )
∂t

+ ∂(R
2ZGDP ẋ)
∂x

= −∂(R
2jZGDP )
∂x

+∂(R
2ẋ)

∂x
(rwz − rex1 + rex2 + rhyd2 + rhyd3,c)

+2
∂(Rẋ)
∂x

(
imax

∑
i=3

rhydi) (5.76)

∂(R2ZGTP )
∂t

+ ∂(R
2ZGTP ẋ)
∂x

= −∂(R
2jZGTP )
∂x

+∂(R
2ẋ)

∂x
(rex1 − rex2 − rnuc1 + 2rnuc2

−rel12 + rel22 + rhyd2)

+2
∂(Rẋ)
∂x

(−
imax−1

∑
i=3

(rel1i + rel2i)) (5.77)

∂(R2Z2)
∂t

+ ∂(R
2Z2ẋ)
∂x

= −∂(R
2jZ2)
∂x

+∂(R
2ẋ)

∂x
(rnuc1 − rnuc2 − rhyd2 +

1

2
rhyd3,c

−rel12 + rel22)

+2
∂(Rẋ)
∂x

(1
2
rhyd3 −

imax

∑
i=4

( 2

i − 1
rhydi)) (5.78)

∂(R2Z3,c)
∂t

+ ∂(R
2Z3,cẋ)
∂x

= −
∂(R2jZ3,c)

∂x

+∂(R
2ẋ)

∂x
(rel12 − rel22 − rhyd3,c)

+2
∂(Rẋ)
∂x

(−ratt + rdispl) (5.79)

Bei den membrangebundenen Komponenten Zi (mit i ≥ 3) sind die Reaktionsraten

auf den rechten Seiten auf die Oberfläche des zylindrischen Containers bezogen:

∂(RZ3)
∂t

+ ∂(RZ3ẋ)
∂x

= ∂(Rẋ)
∂x

(−rel13 + rel24 + rel12 − rhyd3

+1

3
rhyd4 +

imax

∑
5

2

j − 1
(rhydj)
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+ratt − rdispl) (5.80)

∂(RZi)
∂t

+ ∂(RZiẋ)
∂x

= ∂(Rẋ)
∂x

(−rel1i + rel2i+1
+ rel1i−1

− rel2i

−rhydi +
1

i
rhydi+1

+
imax

∑
j=i+2

( 2

j − 1
rhydj)) (5.81)

∂(RZimax−1)
∂t

+ ∂(RZimax−1ẋ)
∂x

= ∂(Rẋ)
∂x

(−rel1imax−1
+ rel2imax

+rel1imax−2
− rel2imax−1

−rhydimax−1
+ 1

imax − 1
rhydimax ) (5.82)

∂(RZimax)
∂t

+ ∂(RZimax ẋ)
∂x

= ∂(Rẋ)
∂x

(rel1imax−1
− rel2imax−1

− rhydimax

+ 1

imax − 1
rhydimax ) (5.83)

Für die membrangebundenen Komponenten Zi wird angenommen, dass keine Dif-

fusion stattfindet.

5.3 Konstruktion der modularen in-silico Protozelle und

Simulationsergebnisse

Der modulare Charakter einer in-silico Protozelle ist stark geprägt von der Vorstel-

lung eines Protozellbaukastens, aus dem nur die funktionalen Module entnommen

werden, die für die Konstruktion einer Protozelle nötig sind. Dieser Wunsch gilt in

der Synthetischen Biologie als das anspruchsvollste Ziel, dessen Realisierung noch

Jahrzehnte dauern mag. Um dies in-silico zu verwirklichen, kann die Protozelle als

eine Art Baukasten implementiert werden. Die in diesem Kapitel beschriebene in-

silico Protozelle, die nach dem Baukastenprinzip entwickelt wurde, wird nach und

nach aus unterschiedlichen, bereits mathematisch beschriebenen funktionalen Modu-

len aufgebaut. Die in der Tabelle 5.1 dargestellten funktionalen Module sind dabei

von unterschiedlicher Struktur und Komplexität und können je nach Anforderung

an das Gesamtmodell gewählt werden und fungieren dann als ein funktionales Modul

in der in-silico Protozelle.

Der Modellierungsansatz, der hier verwendet wird, um eine in-siliso Protozelle auf-
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Tabelle 5.1: Definierte funktionale Module einer in-silico Protozelle. Symbolische Darstellung und

Nomenklatur.

Modulbezeichnung Symbol Beschreibung

Container
Membran, die die

Systemgrenzen bildet

Divisom

Positionierer

makroskopisch

Min-Proteine

kontraktile

makroskopisch

Einheit FtsZ-Ring

zubauen, orientiert sich stark an einem verfahrenstechnischen Ansatz - dem Konzept

der Grundoperationen. Wie bereits beschrieben, werden zunächst die notwendigen

Grundoperationen definiert, anschließend werden die geeigneten Funktionalitäten

der Grundoperationen bestimmt und erst im letzten Schritt wird die gesamte Anlage

zusammengebaut. Wird diese Vorgehensweise auf die Synthetische Biologie bezogen,

so werden erst die für eine in-silico Protozelle benötigten funktionalen Module fest-

gelegt, dann die gewünschten Eigenschaften definiert, die diese funktionalen Module

besitzen sollen, und schließlich werden reelle, existierende, molekulare Systeme mit

solchen gewünschten Eigenschaften genutzt, um eine strukturierte zellähnliche Ein-
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5 Baukastenansatz

heit aufzubauen.

Nachdem die unterschiedlichen funktionalen Module und ihre Funktionen in die-

sem Kapitel erläutert wurden, erfolgt im Weiteren die Konstruktion der in-silico

Protozelle. Dabei werden unterschiedliche Varianten betrachtet, wobei verschiedene

Systeme für ein und dasselbe Modul untersucht werden und diskutiert wird, welche

Variante für welche Zwecke vorteilhaft ist.

5.3.1 Modell A: Örtlich verteilt parametriert positionierte,

makrokopische konstraktile Einheit

Modell A beschreibt eine makroskopisch betrachtete in-silico Protozelle. Wie in der

Abbildung 5.6 verdeutlicht wird, verwendet das Modell folgende funktionale Module:

den Container, der das Membranmodell von Mavelli et al. [43] zur Grundlage hat;

den makroskopischen Positionierer, der durch den örtlich verteilten Parameter die

Membranposition für die Anbindung des kontraktilen Rings festlegt; und die makro-

skopische kontraktile Einheit, die aus einem Protein besteht, das in den Zuständen

cytosolisch oder membrangebunden vorkommen kann. Durch diese vereinfachte Be-

trachtungsweise des Divisoms dient das Modell A als ein makroskopisches Modell,

das erwartungserfüllend parametrisiert wird. Der für die Implementierung des Mo-

dells A verwendete Parametersatz und die Anfangsbedingungen sind in Tabelle 5.2

aufgelistet.

Obwohl das Modell A bezüglich der einzelnen funktionalen Module sehr vereinfacht

dargestellt wird, hat es eine Gemeinsamkeit mit den komplexeren Modellvarianten:

Die funktionalen Module werden auf die gleiche Weise miteinander durch minimalen

Informationsaustausch verknüpft. So liefert das Container-Modul ausschließlich die

geometrischen Daten an den makroskopischen Positionierer und dieser gibt die In-

formation der korrekten Position an die makroskopische kontraktile Einheit weiter

(Abb. 5.6). Die kontraktile Einheit, die mit ihren Bausteinen durch das Container-

Modul versorgt wird, gibt dann den kontraktilen Stress an den Container weiter,

was zur Geometrieänderung führt. Durch das Wachstum des Containers in axialer
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Tabelle 5.2: Anfangsbedingungen (AB) und Parametersatz der Modellvariante A des in-silico Pro-
tozellmodells nach dem Baukastenprinzip.

Modul
AB,
Parameter Bedeutung Wert

M
em

b
ra

n

P Precursor 0.0
E Enzym 1.25 ∗ 102

L Membranlipid Leq
W Abfallprodukt 0.0
R Radius 0.5
klip Lipidbildungskonstante 2.0
kin Lipideinbaukonstante 2.0
αL spezifische Lipidoberfläche 1.0 ∗ 10−6

kperm Permeabilitätskonstante 3.34 ∗ 10−3

Pext externe Precursorkonzentration 1.0 ∗ 105

Leq Gleichgewichtskonstante des Lipideinbaus 1.7 ∗ 10−2

Dmem Diffusionskoeffizient 2.5
kprop Proportionalitätskonstante 1.5
nx Anzahl der Stützstellen 100

D
iv

is
o
m

Zc cytosolisches Z-Protein 0.0
Zm membrangebundenes Z-Protein 0.0
kwz Z-Bildungskonstante 1.0 ∗ 10−6

katt Bindungskonstante 5.0 ∗ 10−2

σ Standardabweichung der kattd -Verteilung 1.5 ∗ 10−1

i0

erwarteter Bereich der maximalen Z-
Proteinanbindung nx/2 + 1/2

khyd Hydrolysekonstante 5.0 ∗ 10−4

Dz Diffusionskoeffizient 2.5

Richtung ist dieser Kreislauf dynamischer Natur und unterliegt bezüglich der wei-

terzuleitenden Information kontinuierlicher Änderung.

Die Dynamik von Modell A zeigt das erwünschte und erwartete Verhalten einer

Protozelle: In der Abbildung 5.7 ist ein Wachstumsverhalten und eine deutliche

Membraneinschnürung, d.h. ein eingeleitetes Teilungsverhalten, erkennbar. Bei Be-

trachtung der zeitlichen Änderung der Precursor-Konzentration, ist ein Anstieg er-

sichtlich. Dies verursacht eine Zunahme der Lipidkonzentration in der Membran.

Durch den Einbau der Lipide in die Membran wächst die Protozelle in axialer Rich-

tung, so dass die anfängliche Protozelllänge von 4 LE nach 2000 ZE verdoppelt wird.

Die steigenden Konzentrationsmaxima des Precursors P und des Membranlipids L

in der Protozellmitte (Abb. 5.7) sind die Folge der stärkeren Versorgung dieser Mem-

branregion mit den Membranlipiden L. Durch die Membraneinschnürung kommt es

in dieser Region zur Oberflächenzunahme. Da die Membranlipide überall auf der

Protozellmembran mit der gleichen Rate eingebaut werden, werden durch die Ober-
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Container

Geometrie

makroskopischer Positionierer

Position

makroskopische kontraktile Einheit

kontraktiler Stress Bausteine

Abbildung 5.6: Schnematische Struktur des Modells A. Das Membran-Modul nach Mavelli et al.

[43] bildet den Container der Protozelle. Der Container definiert die Geometrie

des Systems und gibt diese Information an den makroskopischen Positionierer

weiter. Zusätzlich liefert der Container Bausteine der kontraktilen Einheit. Der

Positionierer definiert die Membranposition, an der die makroskopische kontrak-

tile Einheit bindet. Die makroskopische kontraktile Einheit nimmt Einfluss auf

den Container durch kontraktilen Stress.

flächenzunahme in der Protozellmitte lokal betrachtet mehr Lipide eingebaut.

Bei der makroskopischen Betrachtungsweise im Modell A wurde die Anbindungsrate

des kontraktilen Proteins mit der Anbindungskonstanten katt,d als verteilt angenom-

men (Abb. 5.8). Dessen Ziel war es, die Anbindung des kontraktilen Proteins auf die

Protozellmitte zu lenken.

Das dynamische Verhalten des Modells A zeigt genau dieses Ergebnis in den Si-

mulationsergebnissen (Abb. 5.9). Werden die zeitlich gemittelten und normalisier-

ten Konzentrationen des membrangebundenen kontraktilen Proteins Zm betrach-

tet, wird erkennbar, dass nur die Membranregion in der Protozellmitte mit dem

membrangebundenen kontraktilen Protein Zm besetzt ist. Dabei wurde die Norma-

lisierung auf den [0, 1]-Bereich genutzt, um die Ergebnisse der unterschiedlichen

Modellvarianten besser miteinander vergleichen zu können. Wird die zeitliche Ra-

diusänderung der Protozelle untersucht, so wird deutlich, dass der Protozellradius
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Abbildung 5.7: Simulationsergebnisse der Modellvariante A. Precursor-Konzentration P (oben)

und Membranlipidkonzentration L (unten) zu unterschiedlichen Zeitpunkten t.

Die Protozelllänge x nimmt mit der Zeit zu, wobei die maximalen Konzentra-

tionen vom Precursor P und vom Membranlipid L zu jedem Zeitpunkt in der

Protozellmitte zu verzeichnen sind.

genau in dieser Membranregion, in der das kontraktile Protein Zm gebunden hat,

stark abnimmt. So erfolgt zum Zeitpunkt t = 2000 ZE, in dem die Protozelllänge ver-
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5 Baukastenansatz

Abbildung 5.8: Örtliche Verteilung der Anbindungskonstanten katt,d in der Modellvariante A.

doppelt wurde, eine Radiusverringerung in der Protozellmitte von anfänglich 0.5 LE

(LE - Längeneinheit) auf 0.21 LE.

5.3.2 Modell B: Min-Protein positionierte, makroskopische kontraktile

Einheit

Die Modellvariante B beschreibt eine andere Art der Positionierung der kontraktilen

Einheit. Hier wird im Gegensatz zur Modellvariante A der Positionierer nicht durch

einen mechanistischen Ansatz beschrieben, sondern mit Hilfe eines bestehenden Vor-

bildmodells eines in lebenden Zellen vorkommenden Min-Protein-Positionierers. Mit

dem Einsatz des Min-Protein-Vorbildmodells nimmt die Modellkomplexität deutlich

zu aufgrund der komplexeren Struktur des Min-Protein-Moduls. Die Min-Proteine,

die entlang der Membran wandern und Min-Protein-Wellen einer bestimmten Wel-

lenlänge generieren, definieren unterschiedliche Membranbereiche. Während die Pole

der Zelle, über die Zeit gemittelt betrachtet, nahezu konstant von den Min-Proteinen
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Abbildung 5.9: Simulationsergebnisse der Modellvariante A. Die Akkumulation des membrange-

bundenen kontraktilen Proteins Zm über der Zeit bezüglich der Protozelllänge x

ist dargestellt als zeitlich aufsummierte und mit dem maximalen Wert normali-

sierte Konzentration (oben). Änderung des Protozellradius R zu unterschiedlichen

Zeitpunkten t (unten).
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besetzt sind, entsteht in der Zellmitte ein Min-Protein freier Bereich [33]. Genau die-

ser Bereich definiert die Membranstelle, an der das kontraktile Protein Zm wirksam

werden kann. Das Zm-Protein akkumuliert auf diesem Membranabschnitt mit der

Zeit und erzwingt die Membraneinschnürung durch seine kontraktile Eigenschaft in-

folge der Hydrolyse [9]. Bei der Modellvariante B werden zwei Fälle betrachtet: Im

einfachsten Fall wird zunächst angenommen, dass die cytosolischen Z-Proteine Zc

sich gleichmäßig entlang der Protozelllänge verteilen (Modell B1). Inspiriert durch

reale Vorgänge in E. coli muss jedoch ein weiterer Einfluss auf die Z-Proteine be-

trachtet werden, und zwar die Destabilisierung und somit die Verdrängung der cyto-

solischen Z-Proteine Zc aus bestimmten Bereichen der Zelle (Modell B2). Im zwei-

ten Fall wird somit die Aktivität des kontraktilen Proteins durch zwei Komponenten

auf die Protozellmitte gelenkt: Zum einen destabilisieren die membrangebundenen

Min-Proteine das Zc-Protein an den Zellpolen. In realen Systemen erfolgt eine Inhi-

bierung der Polymerisation von FtsZ-Filamenten durch den MinD-MinC-Komlex.

Es wurde gezeigt, dass MinC direkt mit dem FtsZ-Protein interagiert und so die

Polymerisation verhindert [26]. Darüber hinaus verhindert das Nukleoid, das sich bei

der Zellteilung gleichermaßen auf die Zellhälften verteilt, dass sich in dessen Nähe

Zc-Proteine aufhalten. Dadurch wird das Zc-Protein weiter zur Zellmitte gedrängt

[33, 96].

Das Modell der in-silico Protozelle beschrieben durch die Modellvarianten B1 und

B2 weist die in der Abbildung 5.10 gezeigte schematische Struktur auf.

Die Protozellgeometrie wird durch das Membranmodul definiert und dem Min-

Protein-Positionierer als Information zur Verfügung gestellt. Das Membranmodul

liefert auch die notwendigen Bausteine für die makroskopische kontraktile Einheit,

indem es diese Bausteine als ein Nebenprodukt bereitstellt. Der Positionierer de-

finiert den Membranbereich, in dem die kontraktile Einheit anbinden kann durch

die Bereitstellung der Information über besetzte und freie Membranbindungsstellen.

Die an die Membran bindende kontraktile Einheit verursacht durch deren Hydrolyse

und daraus resultierenden kontraktilen Stress die Membraneinschnürung in diesem

Membranbereich.

Die numerische Implementierung der in-silico Protozellmodelle B1 und B2 - entwi-

ckelt nach dem Baukastenprinzip - erfolgte mit den in der Tabelle 5.3 aufgeführten
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Container

Geometrie

Min-Positionierer

Position

makroskopische kontraktile Einheit

kontraktiler Stress Bausteine

Abbildung 5.10: Schematische Struktur der Modellvariante B1 und B2. Wie im Modell A wird

das Container-Modul der Protozelle durch das Modell von Mavelli et al. [43] zur

Beschreibung des Membranwachstums definiert. Der Container gibt die geome-

trische Information an den Min-Protein-Positionierer [15, 27] weiter und liefert

außerdem Bausteine an die kontraktile Einheit. Der Min-Protein-Positionierer

erzeugt Bereiche auf der Membran, die von der makroskopischen kontraktilen

Einheit besetzt werden können. Die makroskopische kontraktile Einheit erzwingt

dann eine Geometrieänderung durch Kontraktionen der Membran.

Anfangsbedingungen und Parameterwerten. Hierbei sei erwähnt, dass die Anfangs-

bedingungen für MinDADP und MinE so gewählt wurden, dass sie bereits zu Be-

ginn entlang der Protozelllänge wellenförmig verteilt sind. Damit wird die Phase

der Wellenentwicklung übersprungen, die bei konstant angenommenen Anfangsbe-

dingungen auftritt.

Die Betrachtung der Destabilisierung in der Modellvariante B2 macht eine Para-

meteranpassung notwendig, da sich die Destabilisierung stark auf das Wachstum

der Protozelle auswirkt. Die entsprechenden Parameter sind ebenfalls in Tabelle 5.3

aufgelistet.

Die Simulationsergebnisse der Modellvariante B1 (Abb. 5.11) zeigen, dass sie mit der

system-theoretischen Erwartung übereinstimmen. Die membrangebundenen Min-

Proteine oszillieren von Zellpol zu Zellpol und haben somit gemittelt über die Zeit
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Tabelle 5.3: Anfangsbedingungen (AB) und Parametersatz für die numerische Berechnung des
in-silico Protozell-Modells B nach dem Baukastenprinzip. Betrachtet werden zwei
Varianten der cytosolischen Z-Protein-Lokalisierung: Varianten B1 und B2. Die
MinDADP0 - und MinE0-Proteine werden mit einer Schwingung Φ = (1+ cos(ix/nx∗
π)) verteilt.

Modul
AB,
Parameter Bedeutung

Variante
B1

Variante
B2

M
em

b
ra

n

P0 Precursor 0.0 0.0
E0 Enzym 1.25 1.25
L0 Membranlipid Leq Leq
W0 Abfallprodukt 0.0 0.0
R0 Radius 0.5 0.5
klip Lipidbildungskonstante 2.85∗10−5 2.85∗10−5

kin Lipideinbaukonstante 10.0 10.0
αL spezifische Lipidoberfläche 1.0 ∗ 10−5 1.0 ∗ 10−5

kperm Permeabilitätskonstante 2.5 ∗ 10−5 6.0 ∗ 10−4

Pext externe Precursorkonzentration 1.0 ∗ 105 1.0 ∗ 105

Leq Gleichgewichtskonstante des Lipideinbaus 1.7 ∗ 10−2 1.7 ∗ 10−2

Dmem Diffusionskoeffizient 5.0 5.0
kprop Proportionalitätskonstante 1.0 ∗ 10−2 1.0 ∗ 10−2

nx Anzahl der Stützstellen 100 100
Mmax Anzahl der Membranbindungsstellen 1.0 ∗ 104 1.0 ∗ 104

P
o
si

ti
o
n
ie

re
r

MinDADP0 cytosolisches MinDADP -Protein
MinDtot0

Φ

R2
MinDtotΦ

R2

MinDATP,c0cytosolisches MinDATP -Protein 0.0 0.0

MinE0 cytosolisches MinE-Protein
MinEtot0

Φ

R2
MinEtotΦ

R2

MinDATP,m0membrangebundenes MinDATP -Protein 0.0 0.0
MinDEm0 membrangebundener Min-Proteinkomplex 0.0 0.0
MinDtot0 Gesamtmenge von MinD 5.0 ∗ 103 5.0 ∗ 103

MinEtot0 Gesamtmenge von MinE 4.0 ∗ 103 4.0 ∗ 103

k1 Nukleotid-Austauschkonstante 1.0 1.0
k2 MinDATP,c-Bindungskonstante 1.0 ∗ 10−2 1.0 ∗ 10−2

k3 MinDATP,c-Bereitstellungskonstante 2.0 ∗ 10−4 2.0 ∗ 10−4

k4 MinE-Bindungskonstante 5.7 ∗ 10−3 5.7 ∗ 10−3

k5 Dephosphorylierungskonstante 2.44∗10−1 2.44∗10−1

DMin Diffusionskoeffizient 5.0 5.0

k
o
n
st

ra
k
ti

le
E

in
h
ei

t Zc0 cytosolisches Z-Protein 0.0 0.0
Zm0 membrangebundenes Z-Protein 0.0 0.0
kwz Z-Bildungskonstante 1.0 ∗ 10−5 1.0 ∗ 10−4

katt Bindungskonstante 20.0 2.0 ∗ 102

khyd Hydrolysekonstante 1.0 ∗ 10−3 1.0 ∗ 10−3

kdispl Verdrängungskonstante 9.0 9.0
kdestab1 Min-Protein-Destabilisierungskonstante − 1.0 ∗ 10−2

kdestab2,d Nukleoid-Destabilisierungskonstante − 1.0 ∗ 103

Dz Diffusionskoeffizient 5.0 5.0

ihre maximalen Konzentrationen an den Zellpolen. Damit entsteht ein für die Z-

Proteinanbindung freier Membranbereich in der Protozellmitte (Abb. 5.12).

Im Vergleich mit der Modellvariante A der in-silico Protozelle wird deutlich, dass der

Membranbereich, der durch die kontraktile Einheit besetzt ist in der Modellvariante
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Abbildung 5.11: Simulationsergebnisse der membrangebundenen Min-Proteine Minm im Modell

B1 des in-silico-Modells nach dem Baukastenprinzip. Örtliche Verteilung der

über die Zeit summierten und mit dem Maximum gewichteten Konzentrationen

der membrangebundenen Minm-Proteine (Minm =MinDATP,m +MinDEm).

B1 deutlich breiter ist (Abb. 5.12), was durch den Min-Protein-Positionierer ver-

ursacht wird. Dies wird wie folgt begründet: Je größer die durch die Min-Proteine

besetzten Polkappen sind und je kleiner der Membranbereich, der frei von Min-

Proteinen ist, desto geringer fällt die Breite der kontraktilen Einheit an der Mem-

bran aus. Es ist jedoch nicht trivial die örtliche Verteilung der membrangebundenen

Zm-Proteine in der Modellvariante B1 zu beeinflussen, beispielsweise durch Para-

meteranpassung, ohne Einbußen bei den Funktionalitäten der anderen zwei funk-

tionellen Module und der Synchronisation zwischen allen drei Modulen. Aufgrund

der Zm-Hydrolyse in der Mitte der Protozelle und der resultierenden Membranein-

schnürung, kann eine Radiusabnahme in diesem Bereich beobachtet werden. Es fällt

jedoch auf, dass der Radius nicht nur in der Protozellmitte abnimmt, sondern im

geringen Maße auch an den Protozellpolen. Der Effekt der Membraneinschnürung

durch die Hydrolyse der membrangebundenen Zm-Proteine ist in der Modellvariante

B1 somit nicht so ausgeprägt wie in der Modellvariante A.
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Abbildung 5.12: Simulationsergebnisse des membrangebundenen kontraktilen Proteins Zm und

des Radius R im Modell B1 des in-silico-Modells nach dem Baukastenprinzip.

Örtliche Verteilung der über der Zeit summierten und mit dem Maximum ge-

wichteten Konzentrationen des membrangebundenen kontraktilen Proteins Zm

(oben) und die Änderung des Radius R entlang der Protozelllänge x zu unter-

schiedlichen Zeitpunkten (unten).

Hingegen zeigt das dynamische Verhalten der Modellvariante B2, in der die Zc-
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Abbildung 5.13: Simulationsergebnisse der membrangebundenen Min-Proteine Minm im Modell

B2 des in-silico-Modells nach dem Baukastenprinzip. Örtliche Verteilung der

über der Zeit summierten und mit dem Maximum gewichteten Konzentrationen

der membrangebundenen Minm-Proteine (Minm =MinDATP,m +MinDEm).

Proteine durch die membrangebundenen Min-Proteine und durch das geteilte Nu-

kleoid aus den Protozellpolen verdrängt werden, einen deutlichen Einfluss der De-

stabilisierung auf das Gesamtsystem. Eine leichte Veränderung ist in der Verteilung

der membrangebundenen Min-Proteine entlang der Protozellmembran zu erkennen

(Abb. 5.13). Im Vergleich zur Modellvariante B1 ist der durch die Min-Proteine

besetzte Bereich an den Polkappen größer, so dass ein schmalerer Membranbereich

entsteht, der frei von Min-Proteinen und somit frei für die kontraktilen Proteine

bleibt.

Die Nukleoid-Destabilisierungskonstante kdestab2,d wurde so verteilt, dass die An-

nahme erfüllt wird, dass das geteilte Nukleoid sich gleichmäßig auf die zwei Proto-

zellhälften verteilt und dort im Cytoplasma das Zc-Protein verdrängen kann (Abb.

5.14). In der Mitte der Protozelle nimmt das Nukleoid jedoch keinen Einfluss auf

das kontraktile Protein, welches in dieser Protozellregion aktiv werden kann.

Der Einfluss der verteilten Nukleoid-Destabilisierungskonstante kdestab2,d wird vor
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5 Baukastenansatz

Abbildung 5.14: Örtliche Verteilung der Nukleoid-Destabilisierungskonstanten kdestab2,d in der

Modellvariante B2 mit der Annahme der Aktivitätsbeschränkung des Zc-

Proteins durch das Nukleoid auf einen schmalen Bereich in der Protozellmitte.

allem in der Verteilung der membrangebundenen kontraktilen Proteine sichtbar

(Abb. 5.15). Während an den Zellpolen nur wenig Zm-Proteine an der Membran

gebunden sind, da das cytosolische Zc-Protein durch die membrangebundenen Min-

Proteine und die Nukleoide von den Protozellpolen verdrängt werden, nimmt die

Konzentration der Zm-Proteine in der Protozellmitte deutlich zu. Die beschränkte

Aktivität der Z-Proteine auf die Protozellmitte wird auch bei der Änderung des

Protozellradius R deutlich, welcher in der Protozellmitte stark abnimmt - von in-

itial 0.5 LE auf einen minimalen Wert von 0.29 LE nach der Verdoppelung der

Protozelllänge x.

Wie bereits erwähnt, beeinflusst die Destabilisierung der Zc-Proteine die Wachs-

tumsgeschwindigkeit der Protozelle, weshalb die kinetischen Parameter kperm und

katt angepasst werden mussten. Sowohl kperm als auch katt mussten im Vergleich

zur Modellvariante B1 erhöht werden: Zum einen musste die Bereitstellung der Zc-

Proteine aus dem Membranmodul durch die Erhöhung der Permeabilitätskonstante

kperm verstärkt werden, um den Effekt der Destabilisierung auf das Wachstum der

Protozelle auszugleichen. Zum anderen kann durch die schnellere Anbindung der
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Abbildung 5.15: Simulationsergebnisse des membrangebundenen kontraktilen Proteins Zm und

des Radius R im Modell B2 des in-silico-Modells nach dem Baukastenprinzip.

Örtliche Verteilung der über der Zeit summierten und mit dem Maximum ge-

wichteten Konzentrationen des membrangebundenen kontraktilen Proteins Zm

(oben) und die Änderung des Radius R entlang der Protozelllänge x zu unter-

schiedlichen Zeitpunkten (unten).
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Zc-Proteine an die Membran durch die Erhöhung der Anbindungskonstanten katt

die Wachstumsgeschwindigkeit indirekt über Protozelleinschnürung reguliert wer-

den. Ein stärkerer Einfluss auf die kontraktilen Z-Proteine durch die Nukleoid-

Destabilisierung muss in einem detaillierterem Modell untersucht werden. Dabei

wäre es sinnvoll ein funktionelles Modul zu implementieren, das die Vorgänge bei

der Nukleoid-Teilung und die Verdrängung der Z-Proteine genauer beschreibt.

5.3.3 Modell C: FtsZ-Ring basierte, kontraktile Einheit positioniert

durch Min-Proteine

In der Modellvariante C des in-silico Protozellmodells nach dem Baukastenprinzip

kommen weiterhin das betrachtete Membranmodul und der Min-Protein-Positionierer

zum Einsatz, jedoch wird die kontraktile Einheit durch ein anderes Vorbildmo-

dell ausgetauscht. Dabei bleiben die von der kontraktilen Einheit erwarteten, zu

erfüllenden Eigenschaften gleich, jedoch werden diese auf eine deutlich detailliertere

Art beschrieben, orientiert an dem realen FtsZ-Ring-Systems in E. coli. Diese detail-

liertere Betrachtungsweise zieht eine höhere Komplexität des Modells im Vergleich

zu den bereits betrachteten Modellvarianten nach sich. Dennoch kann die Modellva-

riante C ermöglichen das Gesamtsystem so zu manipulieren, dass die Zm-Protein-

Verteilung sich auf einen schmalen Bereich in der Protozellmitte beschränkt, ohne

die Annahme jeglicher Destabilisierung der cytosolischen Z-Proteine Zc, da für des-

sen detailliertere Beschreibung kein geeignetes Vorbildmodell zur Verfügung steht.

Als mathematisches Vorbildmodell dient hierbei die Herangehensweise von Surovt-

sev et al. [83]. Dieses bestehende Modell wird dennoch an die im Gesamtmodell

zu erfüllenden Bedingungen aufgrund der Verknüpfung von mehreren funktionalen

Modulen angepasst.

Die systemtheoretische Beschreibung erfolgt trotz eines anderen Systems der kon-

traktilen Einheit auf die gleiche Weise wie in der Modellvariante B. In der Abbil-

dung 5.16 wird deutlich, dass auch in der Modellvariante C das Modul Container

zum einen die notwendige Information über die Protozellgeometrie an den Min-
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Container

Geometrie

Min-Positionierer

Position

FtsZ-basierte kontraktile Einheit

kontraktiler Stress Bausteine

Abbildung 5.16: Schematische Struktur der Modellvariante C der in-silico Protozelle nach dem

Bukastenprinzip. Das Membran-Modul nach Mavelli et al. [43] bildet den Con-

tainer der Protozelle. Der Container gibt die geometrischen Daten an den Min-

Protein-Positionierer weiter und bildet Bausteine für die FtsZ-basierte kontrakti-

le Einheit. Durch den Min-Protein-Positionierer wird die Membranposition fest-

gelegt, an der der FtsZ-Ring bindet und kontrahiert, wodurch es zur Membran-

einschnürung und somit zur Geometrieänderung kommt.

Protein-Positionierer liefert und zum anderen die notwendigen Bausteine für die

FtsZ-basierte kontraktile Einheit bereitstellt. Durch den Min-Protein-Positionierer

eingeteilte Membranbereiche erlauben es der FtsZ-basierten kontraktilen Einheit

an bestimmten Membranregionen zu binden und durch die Verkürzung der ange-

bundenen FtsZ-Proteine - resultierend aus der Hydrolysereaktion - die Membran

zusammenzuziehen. Der kontraktile Stress wirkt also wieder auf den Container und

bewirkt eine Geometrieänderung aufgrund der Radiusverringerung im Bereich der

membrangebundenen FtsZ-basierten kontraktilen Einheit.

Der bei der numerischen Lösung verwendete Parametersatz und die Anfangsbedin-

gungen sind in der Tabelle 5.4 aufgeführt.

Trotz der erweiterten Betrachtungsweise der kontraktilen Einheit in der Modellva-

riante C verglichen mit der Modellvariante B1 können keine schmaleren Akkumula-

tionsbereiche der kontraktilen Proteine an der Membran beobachtet werden (Abb.
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Tabelle 5.4: Anfangsbedingungen (AB) und Parametersatz für die Modellvariante C des Proto-
zellmodells nach dem Baukastenprinzip bestehend aus einem Membranmodul, einem
Min-Protein-Positionierer und dem kontraktilen FtsZ-Ring-Modul. Die MinDADP0 -
und MinE0-Proteine werden mit einer Schwingung Φ = (1 + cos(ix/nx ∗ π)) verteilt.

Modul
AB,
Parameter Bedeutung Wert

M
em

b
ra

n

P0 Precursor Pext
E0 Enzym 1.25 ∗ 10−1
L0 Membranlipid Leq
W0 Abfallprodukt 0.0
R0 Radius 0.5
klip Lipidbildungskonstante 1.3 ∗ 10−4

kin Lipideinbaukonstante 1.0
αL spezifische Lipidoberfläche 1.0 ∗ 10−6

kperm Permeabilitätskonstante 7.0 ∗ 10−3

Pext externe Precursorkonzentration 1.0 ∗ 105

Leq Gleichgewichtskonstante des Lipideinbaus 1.7 ∗ 10−2

Dmem Diffusionskoeffizient 5.0
kprop Proportionalitätskonstante 1.0 ∗ 10−2

nx Anzahl der Stützstellen 100

P
o
si

ti
o
n
ie

re
r

MinDADP0 cytosolisches MinDADP -Protein
MinDtot0

Φ

R2

MinDATP,c0 cytosolisches MinDATP -Protein 0.0

MinE0 cytosolisches MinE-Protein
MinEtot0

Φ

R2

MinDATP,m0 membrangebundenes MinDATP -Protein 0.0
MinDEm0 membrangebundenes Min-Proteinkomplex 0.0
MinDtot0 Gesamtmenge von MinD 5.0 ∗ 103

MinEtot0 Gesamtmenge von MinE 4.0 ∗ 103

k1 Nukleotidaustauschkonstante 1.0
k2 MinDATP,c-Bindungskonstante 1.0 ∗ 10−2

k3 MinDATP,c Bereitstellungskonstante 1.7 ∗ 10−4

k4 MinE-Bindungskonstante 5.7 ∗ 10−3

k5 Dephosphorylierungs- und Ablösungskonstante 2.4 ∗ 10−1

DMin Diffusionskoeffizient 5.0

k
o
n
tr

a
k
ti

le
E

in
h
ei

t

ZGDP0 cytosolisches GDP-gebundenes Z-Protein 0.0
ZGTP0 cytosolisches GTP-gebundenes Z-Protein 0.0
Zi,c0 cytosolisches Z-Protein, i = 2,3 0.0
Zi,m0 membrangebundenes Z-Protein, 3 ≤ i ≤ imax 0.0
imax maximale Polymerlänge 100
kwz Z-Bildungskonstante 1.0 ∗ 10−5

katt Bindungskonstante 20.0
kdispl Verdrängungskonstante 15.0
khyd Hydrolysekonstante 1.0 ∗ 10−3

Mmax maximale Anzahl der Membranbindungsstellen 1.0 ∗ 104

kex1 Nukleotidaustauschkonstante 1.0 ∗ 10−2

kex2 reversible Nukleotidaustauschkonstante 8.9 ∗ 10−3

knuc1 Nukleationskonstante 4.0 ∗ 101

knuc2 reversible Nukleationskonstante 4.0 ∗ 10−2

kel1 Elongationskonstante 5.0
kel2 reversible Elongationskonstante 5.0 ∗ 10−1

GDP GDP-Konzentration 1.0 ∗ 10−1

GTP GTP-Konzentration 1.0 ∗ 10−2

Dz Diffusionskoeffizient 5.0
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5.17).

Bei der Betrachtung der Simulationsergebnisse in Abbildungen 5.17 und 5.18 wird

deutlich, dass die komplexere Betrachtungsweise der kontraktilen Einheit zu keiner

gravierenden Änderung des dynamischen Verhaltens des Gesamtsystems führt ver-

glichen mit den Simulationsergebnissen in der Modellvariante B1 (siehe Abb. 5.11,

S. 79, und Abb. 5.12, S. 80). Die Radiusänderung der wachsenden Protozelle ist in

der Modellvariante C in einem größeren Membranbereich zu beobachten.

Die Idee, durch die komplexere Betrachtungsweise der kontraktilen Einheit meh-

rere Regulierungsstellen in Form von Designparametern zu erhalten, wurde an der

Modellvariante C geprüft. Die Polymerisationskonstanten der kontraktilen Einheit

können genutzt werden, um die Zm-Verteilung in die Protozellmitte zu drängen.

Durch Parameterstudien ist es gelungen die Elongationskonstanten kel1 und kel2

als geeignete Regulationsparameter zu bestimmen, da diese stärker als alle anderen

Parameter der kontraktilen Einheit die Breite der Zm-Verteilung auf der Membran

beeinflussen. Werden unterschiedliche Werte von kel1 und kel2 betrachtet, wird deut-

lich, dass je höher die Rückwärts-Elongationskonstante kel2 ist, desto ausgeprägter

ist die Akkumulation von Zm-Proteinen in der Protozellmitte und desto weniger

Zm-Proteine akkumulieren an Protozellpolen (Abb. 5.19). Dies hat den erwünschten

Effekt zur Folge, dass der Radius R an den Protozellpolen weniger stark verringert

wird.

Die Simulation des FtsZ-Ring-basierten Modells zeigt, dass der gewünschte Effekt

einer schmaleren Verteilung der membrangebundenen Z-Proteine, wie beispielsweise

durch die Annahme der Destabilisierung der Z-Proteine in der Modellvariante B2,

nicht erreicht werden konnte durch zusätzliche Zwischenzustände des FtsZ-Ringes

in Form der unterschiedlich langen Polymere. Dennoch bietet der Polymerisations-

prozess mit den zusätzlichen Parametern innerhalb der kontraktilen Einheit eine

weitere Möglichkeit das dynamische Verhalten des Systems zu beeinflussen und in

eine bestimmte Richtung zu lenken.
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Abbildung 5.17: Simulationsergebnisse der membrangebundenen Min-Proteine Minm und des

membrangebundenen kontraktilen Proteins Zm in der Modellvariante C des

in-silico Protozellmodells nach dem Baukastenprinzip. Die Konzentration der

membrangebundenen Min-Proteine (Minm = MinDATP,m +MinDEm) (oben)

und die Konzentration der membrangebundenen kontraktilen Proteine Zm (un-

ten) sind als Summe über der Zeit relativ zu dem jeweiligen maximalen Wert

dargestellt.
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R

x

Abbildung 5.18: Simulationsergebnisse der Modellvariante C des in-silico Protozellmodells nach

dem Baukastenprinzip: Der Radius R ist über der Protozelllänge x zu verschie-

denen Zeitpunkten t dargestellt.

5.4 Zusammenfassung

Die Entwicklung der modular aufgebauten in-silico Protozelle aus bestehenden funk-

tionalen Modulen nach dem Baukastenansatz erfolgt schrittweise. Von einer Modell-

variante mit zum Teil vereinfachten Annahmen in mechanistisch beschriebenen Mo-

dulen, die miteinander zu einem Gesamtsystem verknüpft werden, wird das Modell

durch den Einsatz von immer detaillierter beschriebenen funktionalen Modulen wei-

terentwickelt.

Während das Container-Modul in allen Modellvarianten auf die gleiche Weise be-

schrieben wird, nämlich durch die Verwendung des Vorbildmodells eines wachsenden

sich selbst-reproduzierenden Vesikels nach Mavelli et al. [43], wird das Divisom be-

stehend aus einem Positionierer und einer kontraktilen Einheit mit verschiedenen

Ansätzen betrachtet. In der Modellvariante A werden sowohl für den Positionie-

rer der kontraktilen Einheit als auch für die kontraktile Einheit selbst vereinfachte
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Abbildung 5.19: Simulationsergebnisse einer Parameterstudie bezüglich der Elongationskonstan-

ten kel1 und kel2 im Modell C. Die Akkumulation des membrangebundenen kon-

traktilen Proteins Zm ist als relative Summe in der Zeit über der Protozelllänge

x für unterschiedliche Werte von kel1 and kel2 aufgetragen (oben). Einfluss der

Elongationskonstanten kel1 und kel2 auf den Radius R (unten). Gezeigt ist der

Radius R über der Protozelllänge x zum Zeitpunkt t = 2000 ZE für unterschied-

liche Werte von kel1 and kel2.
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Annahmen verwendet. Hierbei wird die Anbindung der kontraktilen Einheit an die

Membran durch einen verteilten Parameter auf die Protozellmitte beschränkt, da

nur in diesem Bereich die kontraktile Einheit wirksam werden und die Membran

einschnüren soll.

Die Modellvarianten B1 und B2 bedienen sich des in natürlichen Systemen vorkom-

menden Positionierers - des Min-Protein-Systems, welches hier nach den Vorbildmo-

dellen von Di Ventura und Sourjik [15] und Huang et al. [27] implementiert wird.

Durch sich selbst organisierende Min-Protein-Wellen werden Membranbereiche defi-

niert, in denen die kontraktile Einheit an die Membran bindet und dort zur Verringe-

rung des Protozellradius führt. Dabei wird die kontraktile Einheit in den Modellva-

rianten B1 und B2 immer noch makroskopisch betrachtet. Im Modell B1 wird davon

ausgegangen, dass die membrangebundenen Min-Proteine Minm die kontraktile Ein-

heit lediglich insofern beeinflussen, dass sie die bereits an die Membran gebundenen

Z-Proteine Zm verdrängen, sobald sie selbst an die Membran binden. Dies stellt den

ersten Regulationsschritt dar, der die Zm-Proteine in die Protozellmitte lenken soll,

was jedoch nur in solch einem Maß erfolgen kann, wie die Größe der durch die Min-

Proteine besetzten Polkappen und somit der Min-Protein-freier Bereich es zulassen.

Um diesen Bereich weiter zu begrenzen und eine deutlichere Membraneinschnürung

in der Protozellmitte zu bewirken, wird in der Modellvariante B2 ein weiterer Re-

gulationschritt eingefügt, nämlich die Z-Protein-Destabilisierung, die zwar auf ei-

ne makroskopische Weise, aber dennoch zum gewünschten dynamischen Verhalten

des Gesamtmodells führt. Durch die geeignete Wahl der Nukleoid-Destabilisierungs-

Verteilung wird hier der Membranbereich, in dem die Einschnürung stattfinden kann,

deutlich verringert. Dieser Regulationsschritt der Membraneinschnürung durch die

Z-Protein-Destabilisierung muss jedoch durch geeignete mathematische Modelle er-

weitert und überprüft werden, was im Umfang dieser Arbeit noch nicht erfolgt ist.

Als ein weiterer Regulationsschritt der kontraktilen Einheit in der Modellvariante C

wird dieses funktionale Modul nicht auf die makroskopische Weise untersucht, son-

dern mit einem detaillierten Vorbildmodell des kontraktilen FtsZ-Rings, der eben-

falls in natürlichen Systemen vorkommt und durch das mathematische Modell von

Surovtsev et al. [83] beschrieben ist. Die parametrische Manipulation der Modell-

variante C wird jedoch durch deren stark zugenommene Komplexität im Vergleich
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Tabelle 5.5: Vergleich der Rechnenzeiten der Modellvarianten der in-silico Protozelle nach dem
Baukastenprinzip. Betriebssystem: Linux 3.5. Prozessor: Intel(R) Core(TM) i3-2100
CPU @ 3.10 GHz. Software: ProMoT (Version: v-0-8-5 9772)/Diana (Version: 0.8.3
r9768).

Modell

Anzahl der
Differential-
gleichungen

Anzahl der
algebraischen
Gleichungen

Anzahl der
Hilfsvariablen

Rechenzeit
ProMoT [s]

Rechenzeit
Diana [s]

A 800 200 1200 8.317 9.325
B1 1300 200 2300 10.640 15.992
B2 1300 200 2600 12.188 13.855
C 11300 200 42200 585.560 1833.289

zu den anderen Modellvarianten schwieriger aufgrund der ansteigenden Rechenzeit,

wie in der Tabelle 5.5 verdeutlicht ist.

Werden die Rechenzeiten der einzelnen Modellvarianten verglichen, wird erkennbar,

dass je genauer beziehungsweise realitätsnäher die funktionalen Module beschrieben

sind und somit je komplexer das Gesamtsystem wird, desto höher ist die Rechenzeit.

So ist ein genaues Abwägen erforderlich, ob mit der in-silico Modellierung einer Pro-

tozelle die molekulare Detailtreue zu den realen Vorbildmodellen erwartet wird oder

ob eine grobe Schätzung der im Gesamtsystem ablaufenden Mechanismen verdeut-

licht werden sollen, sodass sich die Rechenzeit durch makroskopische Beschreibungen

deutlich reduzieren ließe.

Wie bereits erwähnt, spielt die parametrische Manipulation des in-silico Protozell-

modells eine wichtige Rolle, um das Gesamtsystem in eine gewünschte Richtung zu

lenken und so ein gewünschtes dynamisches Verhalten zu erzielen. Als erster Anhalts-

punkt bezüglich der Parameterwerte dienten immer die Werte aus den originalen

Modellen in der Literatur. Nach der Identifikation von sensitiven Parametern wur-

den diese an die gewünschten Dynamiken des Gesamtsystems angepasst. In jedem

einzelnen Modul gibt es Parameter, die nicht nur ihr eigenes dynamisches Verhalten

beeinflussen, sondern auch das des gesamten Systems. Diese werden als Designva-

riablen betrachtet, um das System in den gewünschten Zustand zu versetzen.

Die wichtigsten Designparameter im Container-Modul sind die Permeabilitätskons-

tante kperm und die Lipidbildungskonstante klip. Diese wurden genutzt, um die Pro-

tozelllänge und das Ende des Wachstumsprozesses sowie des Einschnürungsprozesses

anzupassen. Je höher diese zwei Parameter eingestellt werden, umso schneller ist das
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Protozellwachstum. Die Parameter des Min-Protein-Systems beeinflussen nicht nur

ihre eigene Dynamik, sondern auch das Verhalten des Container-Moduls und der

kontraktilen Einheit.

Durch das Justieren der Parameter des Min-Protein-Systems wird beispielsweise

die Konzentration der Z-Proteine an der Membran beeinflusst, aufgrund der Ab-

hängigkeit deren Membrananbindung und -ablösung von den membrangebundenen

Min-Proteinen. Zudem wird auch das Container-Modul stark beeinflusst. So ist die

Konstante k4 für die Größe der Protozell-Polkappen verantwortlich, die durch die

Min-Proteine besetzt sind, und nimmt somit einen Einfluss auf die Breite der Mem-

branregion, wo das membrangebundene kontraktile Protein Zm über die Zeit akku-

mulieren kann. Auch die Protozelllänge ist von der Konstanten k4 abhängig. Je

kleiner k4 ist, umso größer sind die Polkappen und umso kleiner ist die Breite

der Zm-Verteilung auf der Membran, aber gleichzeitig ist das Protozellwachstum

langsamer. Die axiale Symmetrie der propagierenden Min-Protein-Wellen ist stark

abhängig von den Parametern k2, k3 und k5. Eine sehr feine Justierung dieser drei

Parameter ist erforderlich für die Positionierung der kontraktilen Einheit in der Pro-

tozellmitte. Dabei beeinflussen die Konstanten k2 und k5 die Gesamtkonzentration

der Min-Proteine vor allem an den Protozellpolen. Die Konstante k3 beeinflusst die

Retentionszeit der Min-Proteine auf der Membran. Je größer k3 gewählt wird, desto

länger verbleiben die Min-Proteine an einer Polkappe und somit haben auch die

Z-Proteine mehr Zeit, um an der entgegengesetzten Polkappe zu akkumulieren. Im

Fall der Betrachtung der Z-Protein-Verdrängung durch die Min-Proteine ist jedoch

die Verdrängungskraft nicht stark genug, um die akkumulierten Z-Proteine auf der

entgegengesetzten Polkappe vollständig von der Membran abzulösen. Über mehrere

Oszillationsperioden wird daher eine uniform verteilte Akkumulation der Z-Proteine

entlang der Protozellmembran beobachtet. Dies zieht eine ebenso uniforme Radius-

verringerung entlang der gesamten Protozelle nach sich ohne den gewünschten Effekt

des lokal begrenzten Einschnürungsbereiches.

Eine erfolgreiche Begrenzung des Einschnürungsbereiches erfolgt erst mit der Einfüh-

rung der Destabilisierung der cytosolischen Z-Proteine Zc durch die Min-Proteine

und das Nukleoid, was durch die Erweiterung im Modell B2 erreicht wird. Dies

hängt wiederum sehr stark von der Wahl der Verteilung der Nukleoid-Destabilisie-
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rungskonstanten kdestab2,d ab, die die Membranregion vorgibt, in der die kontraktile

Einheit wirksam werden kann. Bezüglich der Synchronisation des Einschnürungs-

prozesses - sowohl innerhalb der kontraktilen Einheit als auch mit den anderen zwei

funktionalen Modulen - sind die am meisten einflussnehmenden Parameter der kon-

traktilen Einheit die Anbindungskonstante katt und die Ablösungskonstante kdispl.

Um eine geeignete Akkumulation der membrangebundenen Z-Proteine Zm entlang

der Protozellmembran zu erhalten, müssen diese zwei Parameter in einem gut ba-

lanciertem Verhältnis zu einander stehen. Damit wird die genügend starke Anbin-

dungsaffinität und die gleichzeitig genügend starke, aber nicht zu starke, Ablösung

von der Membran garantiert. Die Parameter der kontraktilen Einheit nehmen Ein-

fluss ebenso nicht nur auf ihr eigenes dynamisches Verhalten, sondern auch auf die

anderen zwei Module. So beeinflusst beispielsweise die Bildungskonstante kwz so-

wohl die Konzentration des cytosolischen Z-Proteins als auch die Wachstumsrate

der Protozelle. Je größer kwz ist, umso schneller wächst die Protozelle. Wie erwartet

spielt die Hydrolysekonstante khyd eine wichtige Rolle bei der Membraneinschnürung

aufgrund der Abhängigkeit der Radiusänderung von der Hydrolyserate rhyd. In dem

komplexen Modell C konnte beispielsweise beobachtet werden, dass die Elongations-

konstanten kel1 und kel2 eine wichtige Rolle bei der Breite der Zm-Verteilung auf der

Membran spielen. Je kleiner die Elongationskonstante der Rückreaktion kel2 ist und

somit je mehr lange Z-Polymere an der Membran gebunden sind, desto flacher ist

deren Verteilung auf der Protozellmembran. Um das gesamte System zu synchroni-

sieren, müssen die Parameter genau untersucht und eingestellt werden. Nicht nur die

Parameter an den Interaktionsstellen zwischen den einzelnen Modulen, wie die Pro-

portionalitätskonstante kprop, die Bildungskonstante kwz, die Anbindungskonstante

katt sowie die Ablösungskonstante kdispl, sind bei der Synchronisation von großer

Bedeutung, sondern auch die Parameter innerhalb der einzelnen Module.

94



6 Resümee

Die vorliegende Arbeit beschäftigt sich mit der Entwicklung von mathematischen

Modellen von in-silico Protozellen und deren Weiterentwicklung unter Nutzung der

in Simulationen gewonnenen Erkenntnissen sowie unter Einbeziehung aktueller For-

schungsergebnisse in der Synthetischen Biologie.

Als erster Schritt mussten funktionale Module definiert werden, die für den Aufbau

einer Protozelle geeignet erscheinen und zu einem Gesamtsystem in-silico zusam-

mengebaut werden können. Im Hinblick auf den Nachbau einer solchen Protozelle

im Labor ist es wichtig mit Hilfe der mathematischen Modellierung zu untersuchen,

ob die Verknüpfung der betrachteten funktionalen Module grundsätzlich möglich ist

beziehungsweise mit welchen Problemen bei der Konstruktion einer Protozelle un-

ter realen Laborbedingungen zu rechnen wäre. Zum einen aus dem Konzept des

MaxSynBio-Projektes als auch aus der Untersuchung bereits bestehender theore-

tischer Modelle einer Protozelle wurden funktionale Module definiert, die für das

Design einer in-silico Protozelle verwenden werden können.

Die Entwicklung eines mathematischen Modells einer in-silico Protozelle wurde im

Umfang dieser Arbeit aus zwei unterschiedlichen Blickwinkeln betrachtet. Zu Be-

ginn dieser Arbeit waren noch keine Modularisierungskonzepte in der Synthetischen

Biologie bekannt. Um eine Grundlage für eine sinnvolle Modularisierung zu bilden,

wurde als erster Ansatz das Modularisierungsprinzip definiert, welches die Nutzung

von bestehenden Vorbildmodellen vorsieht. Dabei werden bereits existierende Ge-

samtzellmodelle in einzelne funktionale Module zerlegt und diese für den Aufbau

eines neuen mathematischen Modells verwendet. Die verwendeten funktionalen Mo-

dule werden im weiteren Schritt durch reale Komponenten ersetzt. Vereinfacht dar-

95



6 Resümee

gestellt, kann man sagen: Von hypothetischen Annahmen nähert man sich schritt-

weise den realen Systemen an. Im Gegensatz dazu beginnt die Modellierung einer

in-silico Protozelle beim zweiten Ansatz - dem Baukastenprinzip - bereits mit realen

Systemen. Hierbei werden bereits experimentell validierte funktionale Module einer

Protozelle untersucht, für jedes einzelne Modul ein mathematisches Modell entwi-

ckelt und zum Schluss werden diese zu einem Gesamtzellmodell verknüpft. Aus den

zwei definierten Modellierungsansätzen sind im Umfang dieser Arbeit zwei Modelle

entwickelt und in unterschiedlichen Modellvarianten untersucht worden.

Das Protozell-Modell nach dem Modularisierungsansatz wurde nach den Vorbildmo-

dellen Chemoton, das drei funktionale Module zu einer theoretischen, synthetischen

Zelle verknüpft [22], und Goldbeter-Minimalkaskade, die den mitotischen Oszillator

lebender Zellen beschreibt [25], entwickelt. Somit werden die Eigenschaften der funk-

tionalen Module des Chemoton-Modells, nämlich Metabolismus, Polymerisation und

Membran, mit der Selbstreproduzierbarkeit der geringer komplexen Minimalkaska-

de kombiniert. Der Metabolismus wird durch das Polymerisationssystem aktiviert,

was jedoch mit einer fortschreitenden Polymerreplikation, die durch den Metabolis-

mus katalysiert wird, abnimmt. Durch die Polymerisation wird das Membranwachs-

tum katalysiert, bis sich eine Tochterzelle mit einem Teil des Metabolismus, dem

während des Polymerisationsprozesses neu synthetisierten Polymer und der durch

Selbst-Reproduzierbarkeit neu gebildeten Membran, abspaltet. Das entwickelte in-

silico Protozell-Modell beschreibt einen selbst-reproduzierbaren Protozellzyklus, der

robust bezüglich Parameterunsicherheiten ist und somit für einen großen Parame-

terraum das selbst-reproduzierbare Verhalten behält. Dabei steht die Eigenschaft

der Selbstreproduzierbarkeit für die Fähigkeit aus abgespaltenen Mutterzellkompo-

nenten nach jedem Protozellzyklus einen Tochterzellzyklus zu initiieren. Das Modell

wurde zunächst für ein konstantes Volumen betrachtet und im nächsten Schritt

mit Verdünnungstermen erweitert, die eine Volumenänderung für eine allgemeine

Protozellgeometrie innehaben. Dabei mussten die zeitlichen Änderungen der intra-

zellulären Komponentenkonzentrationen mit der Volumenänderung synchronisiert

werden. Dies wurde durch Parameterjustierung erreicht. Vor allem der Proportio-

nalitätsfaktor σ wurde bei der Synchronisation als ein Designparameter definiert.

Während für σ = 0 das Volumen konstant bleibt, treten für größere σ-Werte Volu-
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menänderungseffekte auf. Für σ = 1 ist dabei eine Volumenverdoppelung während ei-

nes Protozellzyklus zu beobachten, während für 0 < σ < 1 die Volumenverdoppelung

nicht erreicht wird und eine kleinere Tochterzelle im Vergleich zum Mutterzellvo-

lumen abgespalten wird. Das entwickelte Modell nach dem Modularisierungsansatz

eignet sich besonders für Protozell-in-silico-Studien auf einer makroskopischen Ebene

von funktionalen Modulen, wobei diese sehr vereinfacht mit so wenigen Komponen-

ten wie möglich beschrieben werden. Dies ermöglicht eine genauere Untersuchung

der Interaktionen zwischen den einzelnen zu einem System verknüpften funktionalen

Modulen. Eine Verfeinerung des Modells zu detaillierteren Beschreibungen der funk-

tionalen Module ist jedoch ebenfalls möglich. So könnte beispielsweise das Polymeri-

sationsmodul hinsichtlich einer tatsächlichen Informationsspeicherung in Form einer

vordefinierten Sequenz erweitert werden, was wiederum der Struktur des Chemoton-

Vorbildmodells näher käme aber zugleich die Modellkomplexität erhöhen würde.

Das nach dem Baukastenprinzip entwickelte in-silico Protozellmodell wurde aus ex-

perimentell validierten und mathematisch beschriebenen funktionalen Modulen, die

für das Design einer Gesamtprotozelle für geeignet erscheinen, aufgebaut. Wichtige

Eigenschaften einer Protozelle, die im Modularisierungsansatz ihre Anwendung fin-

den, wie Teilung, Protozellwachstum durch Membranwachstum oder die Interaktion

von Metabolismus und Membran, werden im Baukastenansatz verwendet und an die

experimentelle Realität angenähert. Drei funktionale Module wurden so miteinan-

der verknüpft, dass sie eine zellähnliche Einheit bilden. Das Membranmodul nach

dem Vorbildmodell von Mavelli et al. [43] bildet dabei die Systemgrenzen und das

Divisom bestehend aus zwei Untermodulen, dem Positionierer und der kontrakti-

len Einheit, ist für die korrekte Einschnürung der Membran in der Protozellmitte

verantwortlich. Dabei wurde das Divisom zunächst auf eine makroskopische Art be-

schrieben: Der makroskopische Positionierer legt durch vordefinierte Parameterver-

teilung einen Membranbereich fest, in dem die kontraktile Einheit wirksam werden

kann. Die makroskopische kontraktile Einheit - bestehend aus lediglich zwei Kom-

ponenten, einer intrazellulären und einer membrangebundenen Spezies - sorgt in

dem vom Positionierer definierten Membranbereich für die Membraneinschnürung

(Modell A). Anschließend erfolgt eine schrittweise Erweiterung des Modells nach

dem Baukastenprinzip, indem in einer weiteren Modellvariante zunächst der makro-
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skopisch definierte Positionierer durch ein reales Vorbildmodell - das Min-Protein-

System - ersetzt wird. Als theoretisches Vorbildmodell für dessen mathematische

Modellierung wurde das Modell von Huang et al. [27] verwendet. Hierbei wurden

unterschiedliche Annahmen bezüglich des Einflusses der Min-Proteine auf die kon-

traktile Einheit untersucht. Während im Modell B1 davon ausgegangen wird, dass

das cytosolische kontraktile Protein Zc im gesamten Cytosol gleichmäßig verteilt ist,

betrachtet die Modellvariante B2 den Fall der Destabilisierung der Zc-Proteine zum

einen durch die Min-Proteine und zum anderen durch das Nukleoid [33]. Durch diese

zwei Destabilisierungseffekte wird die Aktivität der kontraktilen Einheit verstärkt

in die Protozellmitte gedrängt. Die kontraktile Einheit wird in den Modellen B1

und B2 weiterhin auf die makroskopische Weise beschrieben. Die Modellvariante C

untersucht hingegen eine mikroskopische Beschreibung der kontraktilen Einheit an-

gelehnt an reale biologische Systeme, in denen der FtsZ-Ring die Funktionalitäten

dieser übernimmt. Das mathematische Vorbildmodell, das für die Modellierung der

FtsZ-basierten kontraktilen Einheit verwendet wurde, stammt von Surovtsev et al.

[83].

Im sehr vereinfacht dargestellten Modell A sind sowohl das Protozellwachstum als

auch die korrekte Positionierung der kontraktilen Einheit und die damit verbundene

Membraneinschnürung in der Protozellmitte zu beobachten. Für eine mechanistische

Darstellung der Protozelle ist diese Modellvariante womöglich ausreichend, zumal

solch eine vereinfachte Betrachtungsweise der funktionalen Module es ermöglicht die

Interaktionen zwischen diesen genau zu untersuchen und mögliche regulatorische

Komponenten, die die Synchronisation zwischen den funktionalen Modulen erlau-

ben, zu ergänzen. So wurden beispielsweise das Container-Modul und die kontrakti-

le Einheit direkt miteinander verschaltet durch die Annahme, dass das cytosolische

kontraktile Protein Zc als Nebenprodukt aus dem Container-Modul hervorgeht. Die

makroskopische Beschreibung im Modell A ermöglichte so den Parametersatz zu be-

stimmen, der die Synchronisation der funktionalen Module sicherstellt. Der Nachteil

an der Modellvariante A bleibt jedoch die Tatsache, dass das erzielte dynamische Ver-

halten nicht von der Eigendynamik der verknüpften funktionalen Module herrührt,

sondern von der vorausgesetzten Verteilung der Z-Protein-Anbindung an die Mem-

bran. Um dieses Defizit des Protozellmodells zu beheben, wurde das Modell B1 um
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den real existierenden Min-Protein-Positionierer erweitert. So erfolgt die Positionie-

rung der kontraktilen Einheit in einer autonomen Weise durch die von den Min-

Proteinen festgelegten Membranbereiche für die Akkumulation des membrangebun-

denen Z-Proteins Zm. Im Modell B1 zeigt sich jedoch nicht das gewünschte Verhal-

ten der sich auf einen minimalen Bereich der Protozellmembran beschränkenden Z-

Proteinakkumulation. Durch eine auf die Protozelllänge bezogene breite Verteilung

der membrangebundenen Z-Proteine Zm erfolgt auch die Membraneinschnürung

entlang dieses breiten Bereiches. Dieses Systemverhalten zu unterdrücken, gelang

es durch die Annahme der Z-Protein-Destabilisierung in der Modellvariante B2.

Durch die Verdrängung der cytosolischen Z-Proteine Zc aus den Zellpolen durch

die Min-Proteine und durch die zusätzliche Verdrängung dieser durch das sich ge-

teilte Nukleoid beschränkt sich die kontraktile Aktivität auf einen schmalen Bereich

der Protozellmembran. Die Nukleoid-Destabilisierungseffekte sind zwar ähnlich wie

die Positionierung im Modell A mit Hilfe einer verteilten Parametrierung makro-

skopisch beschrieben, sind jedoch mit Hinblick auf die korrekte Positionierung der

kontraktilen Einheit lohnenswert weiterführend detaillierter zu betrachten. Mit der

Modellvariante C wurde ein real existierendes funktionales Modul gewählt, um die

kontraktile Einheit detaillierter zu beschreiben und um so mögliche zusätzliche re-

gulatorische Ebenen zu definieren, die die Positionierung der kontraktilen Proteine

an der Protozellmembran positiv beeinflussen. Da die FtsZ-Ring-Implementierung

Polymerisations- und Depolymerisationsprozesse der Z-Proteine beinhaltet, werden

damit eine Reihe zusätzlicher Synchronisationsmöglichkeiten geschaffen. Die jedoch

damit einhergehende signifikant erhöhte Modellkomplexität macht die Manipulation

des Modells im Hinblick auf die Bestimmung des geeigneten Parametersatzes schwie-

riger. Hauptursache dafür ist der hohe Aufwand bei der numerischen Lösung. Den-

noch konnten die Elongationskonstanten kel1 und kel2 als geeignete regulatorische

Parameter für die Manipulation der Z-Protein-Verteilung entlang der Protozellmem-

bran identifiziert werden. Die erwartete schmale Verteilung der membrangebundenen

Z-Proteine Zm konnte jedoch durch den Einsatz der FtsZ-basierten kontraktilen Ein-

heit nicht erzielt werden. So bleibt abzuwägen, ob die detailliertere Beschreibung der

kontraktilen Einheit, die realen Systemen näher kommt, einer geringeren Rechen-

zeit, wie beispielsweise im Modell B2, vorzuziehen ist. Um die Wechselwirkungen

99



6 Resümee

der einzelnen funktionalen Module zu untersuchen, ist die Erweiterung des nach

dem Baukastenansatz entwickelten Modells mit der FtsZ-Ring-basierten kontrakti-

len Einheit nicht empfehlenswert. Sind jedoch die Vorgänge und Funktionalitäten

innerhalb des Moduls der kontraktilen Einheit von Bedeutung, muss hierfür dieses

funktionale Modul bezüglich weiterer Annahmen weiterentwickelt werden.

Zusammenfassend bezüglich des Modells nach dem Baukastenprinzip lässt sich sa-

gen, dass durch die Justierung der Modellparameter das Modell zwar beeinflussbar

ist und bis zu einem gewissen Grad die Synchronisation der einzelnen funktionalen

Module erreicht werden kann, diese Parameter jedoch sehr fein angepasst werden

müssen. Des Weiteren ist es nicht in allen Fällen möglich das gewünschte dyna-

mische Verhalten mit Hilfe einer Parameteradaption zu erreichen. Diese Tatsache

spricht dafür, dass das Protozellmodell durch weitere funktionale Teile und funktio-

nale Module erweitert werden muss, um die Erwartungen, die an das System gestellt

werden, zu erfüllen. Ein sehr interessantes und zur Weiterentwicklung dieses Pro-

tozellmodells geeignetes funktionales Modul ist die Energieversorgung. Sowohl das

Min-Protein-System als auch der kontraktile FtsZ-Ring werden in realen Systemen

direkt durch energiereiche Moleküle ATP beziehungsweise GTP beeinflusst. Durch

Ergänzung des Protozellmodells durch ein Energiemodul würden zusätzliche inter-

modulare Schnittstellen geschaffen werden, die für die Synchronisation des Positio-

nierers mit der kontraktilen Einheit verwendet werden könnten. Zur Justierung der

kinetischen Parameter in der Realität müssen geeignete Mechanismen gesucht wer-

den, die die Systemdynamik beeinflussen. Solche Mechanismen existieren zwar, aber

deren Betrachtung zieht ebenfalls die Erweiterung des Modells um weitere regulie-

rende Module nach sich. Von lebenden Organismen ist bekannt, dass beispielsweise

das Membranpotenzial eine wichtige Rolle im Teilungsprozess spielt. Es wird gezeigt,

dass die Membrananker für das MinD-Protein sensitiv bezüglich des Membranpo-

tenzials sind [82]. Die kontraktile Einheit nutzt dieselben Membrananker, so dass

angenommen wird, dass der FtsZ-Ring in realen Systemen ebenso vom Protonen-

gradienten abhängig ist. Weiterhin ist bekannt, dass die Lipidzusammensetzung und

die Salzkonzentration einen direkten Einfluss auf das selbstorganisierende Verhalten

der Min-Protein-Muster auf oberflächengebundenen Lipiddoppelschichten in-vitro

haben [92]. Obwohl die Min-Protein-Muster robust gegenüber eines breiten Spek-
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trums an anionischen Lipiddichten und Salzkonzentrationen sind, verursachen eine

höhere Konzentration an anionischen Lipiden in der Membran und eine geringere

Salzkonzentration kürzere Min-Protein-Wellenlängen und eine langsamere Wellen-

ausbreitung. Weitere Faktoren, wie Temperatur [88] und Zellgeometrie [75, 99], be-

einflussen ebenfalls die Min-Protein-Oszillationen und somit auch die Positionierung

der kontraktilen Einheit. So kann beispielsweise durch die Erhöhung der Tempera-

tur die Oszillationsperiode der Min-Protein-Wellen verringert werden [88] oder durch

Erhöhung der Protozelllänge die Anzahl der Min-Protein-Perioden entlang der Pro-

tozelle erhöht werden [99]. Die kontraktile Einheit kann aber auch direkt manipuliert

werden. Beispielsweise ist es bekannt, dass durch die Abwesenheit der Proteine FtsA

und ZipA, die in den hier betrachteten Modellen nicht berücksichtigt wurden, jedoch

in realen Systemen einen Grundbaustein der kontraktilen Einheit darstellen, es zu

keiner Ringbildung kommt und die bereits gebildeten FtsZ-Polymere destabilisiert

werden [56]. Die zusätzliche Betrachtung der Proteine FtsA und ZipA in den be-

schriebenen modularen Protozellmodellen könnte eine weitere Justierungsstelle lie-

fern, um die Z-Protein-Polymerisation und dessen Akkumulation an der Membran

zu regulieren. Auch bezüglich des Container-Moduls kann das Protozellmodell nach

dem Bauskastenprinzip weiterentwickelt werden. In dieser Arbeit wird ein zylindri-

scher Container betrachtet unter der Annahme, dass keinerlei Reaktionen an den

Polkappen direkt stattfinden. Wird jedoch das reale Min-Protein-System betrach-

tet, so sind genau an den Zellpolen die meisten membrangebundenen Min-Proteine

lokalisiert. Folglich wird die Beschreibung der Polkappengeometrie unumgänglich.

Ein weiterer wichtiger Punkt, der bislang vernachlässigt wurde, ist die Betrachtung

des Protozellmodells bis zur tatsächlichen Zellteilung. Daraus würde ein reproduzier-

bares, modular aufgebautes Protozellmodell resultieren. Somit wäre in dem bereits

entwickelten Modell nach dem Baukastenprinzip die Eigenschaft der Reproduzier-

barkeit wie im Modell nach dem Modularisierungsprinzip gegeben. Weiterhin muss

über die Selbsterhaltung des entwickelten in-silico Systems nachgedacht werden. Ist

die Selbsterhaltung der Protozelle von großer Bedeutung, so müssen die Baustei-

ne, wie das Enzym E und die Min-Proteine intrazellulär gebildet werden. Hierbei

müssten die funktionalen Module Container und Positionierer erweitert werden, um

die intrazelluläre Synthese dieser funktionaler Bausteine sicherzustellen.
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Hinsichtlich der Einordnung dieser Arbeit im Gesamtbereich der Synthetischen Bio-

logie kann behauptet werden, dass sie wichtige Erkenntnisse bezüglich einiger zu

verknüpfender funktionaler Module liefert. Es wird deutlich, dass die mathemati-

sche Modellierung von künstlichen Systemen sich noch mit grundlegenden Fragen

beschäftigt, zum größten Teil verschuldet durch die noch fehlenden, in Realität syn-

thetisierten Protozellen. Dennoch sind diese Grundlagen von höchstem Interesse für

die Formulierung von Hypothesen und Vorhersagen, die den Experimentatoren in

Zukunft behilflich sein können. Die hier entwickelten in-silico Protozellmodelle lie-

fern eine solide Grundlage für die theoretische Synthetische Biologie. Ebenso bieten

sie zahlreiche Möglichkeiten zur Weiterentwicklung und Anpassung an reale Subsys-

teme, derer man sich noch lange Zeit bedienen wird, da die reine bottom-up Synthese

von Protozellen nach dem heutigen Stand der Forschung noch nicht möglich ist.
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