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Zusammenfassung

Assemblierung von Proteinkomplexen in vitro und in vivo

Proteine sind an praktisch allen Prozessen in lebenden Zellen mafigeblich betei-
ligt. Auch in der Biotechnologie werden Proteine in vielféltiger Weise eingesetzt.
Ein Protein besteht aus einer Kette von Aminosduren. Haufig lagern sich mehrere
dieser Ketten zu groferen Strukturen und Funktionseinheiten, sogenannten Protein-
komplexen, zusammen. Kiirzlich wurde gezeigt, dass eine Proteinkomplexbildung
bereits wihrend der Biosynthese der Proteine (co-translational) stattfinden kann
und nicht stets erst danach (post-translational) erfolgt. Da Fehlassemblierungen
von Proteinen zu Funktionsverlusten und adversen Effekten fiihren, ist eine prézise
und verléssliche Proteinkomplexbildung sowohl fiir zelluldre Prozesse als auch fiir
biotechnologische Anwendungen essenziell. Mit experimentellen Methoden lassen
sich zwar u.a. die Stochiometrie und die Struktur von Proteinkomplexen bestimmen,
jedoch bisher nicht die Dynamik der Komplexbildung auf unterschiedlichen Zeits-
kalen. Daher sind grundlegende Mechanismen der Proteinkomplexbildung noch
nicht vollstindig verstanden. Die hier vorgestellte, auf experimentellen Erkennt-
nissen aufbauende, computergestiitzte Modellierung der Proteinkomplexbildung er-
laubt eine umfassende Analyse des Einflusses physikalisch-chemischer Parameter
auf den Assemblierungsprozess. Die Modelle bilden moglichst realistisch die expe-
rimentellen Systeme der Kooperationspartner (Bar-Ziv, Weizmann-Institut, Israel;
Bukau und Kramer, Universitidt Heidelberg) ab, um damit die Assemblierung von
Proteinkomplexen einerseits in einem quasi-zweidimensionalen synthetischen Ex-
pressionssystem (in vitro) und andererseits im Bakterium Escherichia coli (in vivo)
untersuchen zu konnen. Mit Hilfe eines vereinfachten Expressionssystems, in dem
die Proteine nur an die Chip-Oberflidche, aber nicht aneinander binden konnen, wird
das theoretische Modell parametrisiert. In diesem vereinfachten in-vitro-System
durchliuft die Effizienz der Komplexbildung drei Regime — ein bindedominiertes
Regime, ein Mischregime und ein produktionsdominiertes Regime. Thr Maximum
erreicht die Effizienz dabei kurz nach dem Ubergang vom bindedominierten ins
Mischregime und féllt anschlieBend monoton ab. Sowohl im nicht-vereinfachten
in-vitro- als auch im in-vivo-System koexistieren je zwei konkurrierende Assemb-
lierungspfade: Im in-vitro-System erfolgt die Komplexbildung entweder spontan in
wissriger Losung (Losungsassemblierung) oder aber in einer definierten Schrittfol-
ge an der Chip-Oberfliche (Oberflichenassemblierung); Im in-vivo-System kon-
kurrieren hingegen die co- und die post-translationale Komplexbildung. Es zeigt
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sich, dass die Dominanz der Assemblierungspfade im in-vitro-System zeitabhén-
gig ist und u.a. durch die Limitierung und Stirke der Bindestellen auf der Chip-
Oberfliche beeinflusst werden kann. Im in-vivo-System hat der riumliche Abstand
zwischen den Syntheseorten der beiden Proteinkomponenten nur dann einen Ein-
fluss auf die Komplexbildung, wenn die Untereinheiten schnell degradieren. In die-
sem Fall dominiert die co-translationale Assemblierung auch auf kurzen Zeitska-
len deutlich, wohingegen es bei stabilen Untereinheiten zu einem Wechsel von der
Dominanz der post- hin zu einer geringen Dominanz der co-translationalen As-
semblierung kommt. Mit den in-silico-Modellen lédsst sich neben der Dynamik u.a.
auch die Lokalisierung der Komplexbildung und -bindung darstellen, was einen
Vergleich der theoretischen Vorhersagen mit experimentellen Daten und somit eine
Validierung der Modelle ermdglicht. Der hier prisentierte in-silico Ansatz ergédnzt
die experimentellen Methoden, und erlaubt so, deren Ergebnisse zu interpretieren
und neue Erkenntnisse davon abzuleiten.
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Kapitel 1

Einleitung

Proteine sind die Hauptbestandteile jedes lebenden Organismus und werden zur
Steuerung und Umsetzung verschiedenster Prozesse in der Zelle benétigt [2]. Einige
dieser Prozesse — wie z. B. Zellbewegung [3], [4], Zellteilung [5], [6], Zellzyklusre-
gulierung [7], Stofftransport [8], [9] oder Metabolismus [10, Kapitel 3, S. 128], [11]
— sind essentiell fiir das Uberleben der Zelle. Biomolekiile wie Peptide [12]-[20],
Nukleinsduren [21]-[26], Polysacchariden [14], [27], [28] inspirieren und werden
genutzt fiir den Bau von kiinstlichen Nanogeriten, die interessante Eigenschaften
wie Biokompatibilitit, Reiz-Reaktionsfihigkeit [29] und Selbstmontage [30] besit-
zen, was zu vielseitigen Anwendungsmoglichkeiten im Biotechnologiebereich fiihrt
[31]. So kénnen Proteine potentiell als Nanomaschinen, Nanosensoren oder als Ab-

gabesystem fiir Medikamente dienen.

Proteine sind aus Aminosduren aufgebaut, wobei die Information fiir ihre Synthe-
se in den Genen eines jeden Organismus codiert sind [32]. Durch die Verkniipfung
von Aminosduren entstehen lineare Ketten, die nach ihrer Faltung zu funktiona-
len Proteinen werden. Um ihre Aufgaben in der Zelle oder in biotechnologischen
Anwendungen iibernehmen zu konnen, miissen sich oftmals einzelne Proteine zu
Proteinkomplexen zusammenfinden. Diese einzelnen Proteine werden in der fol-
genden Arbeit als Proteinuntereinheiten bezeichnet, um zu verdeutlichen, dass es
sich um einen Teil des Proteinkomplexes handelt. Die Komplexbildung ist ein be-
merkenswert effizienter Prozess [33], der im dicht gepackten (engl. crowded) Zell-
inneren stattfindet. Ein bekanntes Beispiel fiir die Proteinkomplexbildung ist der
prizise und effiziente Aufbau des 74-Phagen (Abbildung 1.1). Dieses Bakterien-
virus besitzt einen Kopf und einen Schwanz, wobei allein der Schwanz aus 500
Polypeptidketten besteht, die wiederum das Produkt 22 verschiedener Gene sind



1. Einleitung

[34]. Trotz dieser Komplexitit existieren schon 25 Minuten nach der Infektion ei-
nes Escherichia-coli-Bakteriums (E. coli) mit einem T4-Phagen bereits 300 neue
Kopien dieses Virus [35]. Die Griinde fiir die hohe Effizienz der Proteinkomplex-
bildung sind bisher nicht gut verstanden und Gegenstand aktueller Forschung [36]—
[38].
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Abbildung 1.1.: Schematische Darstellung des T4-Phagen [39]. Der T4-Phage besteht grob aus einem
Kopf (braun) und einem Schwanz. Der Schwanz wird eingeteilt in Schwanzstiick (gelb),
Grundplatte (keilférmige cyanblaue, orange Bereiche) und Schwanzfasern (grau).

Die Assemblierung zu einem Multiproteinkomplex wird in Lehrbiichern oft so dar-
gestellt, dass sie erst nach der Proteinsynthese (post-translational) stattfindet [40].
Aufgrund der dicht gepackten Zellumgebung befinden sich die nach der Synthese
frei beweglichen Proteinuntereinheiten im stidndigen Kontakt mit anderen Makro-
molekiilen, wodurch ein Wettbewerb um Bindepartner entsteht, welcher die post-
translationale Komplexbildung ineffizient erscheinen lisst. Bereits 1960 wurden
biochemisch bei Enzymen in Prokaryoten erste Hinweise darauf gefunden, dass
die Assemblierung von Proteinen ebenfalls wihrend der Proteinsynthese (co-trans-
lational) stattfinden kann [36], [41], [42]. Diese Beobachtungen bezogen sich im
speziellen auf Proteinkomplexe, die sich aus identischen Proteinuntereinheiten (Ho-
momere) zusammensetzten. Neuste Erkenntnisse zeigen die Moglichkeit co-trans-
lationaler Komplexbildung zwischen unterschiedlichen Proteinuntereinheiten (He-
teromere) [36], [43]-[47]. Obwohl es verschiedene Techniken gibt, die Interakti-
on von Proteinen zu untersuchen [48], ist die detaillierte Analyse der Komplexbil-
dung experimentell schwierig, insbesondere in Bezug auf Effizienz und Wirksam-
keit [36]. 2015 gelang es unseren Kooperationspartner Giinter Kramer und seinen
Mitarbeiter*innen (Universitdt Heidelberg) erstmals mit Hilfe einer kombinierten
Methode aus Selective Ribosome Profiling (SeRP) und Immunopurifikation (IP)

die co-translationale Assemblierung des bakteriellen Luciferasekomplexes direkt



zu beobachten [49]. Durch die Trennung der codierenden Operone gewannen Shieh
u. a. [49] erste Erkenntnisse iiber die Effizienz der Komplexbildung in Abhédngigkeit
vom Abstand der Syntheseorte. Sie konnten durch Fluoreszenzmessungen heraus-
finden, dass sich die Luciferaseaktivitit mit der Erhohung des Abstands um 40%
verringert. Experimentelle Untersuchungen mittels Forster-Resonanzenergietrans-
fer (FRET) zeigten, dass sich die gebildeten Komplexe in der Nihe der entspre-
chenden Proteinsyntheseorte authielten. Deshalb erscheint es naheliegend zu ver-
muten, dass die Komplexbildung co-translational erfolgt und dadurch effizienter ist.
Eine Bestimmung der Anzahl der co-translational assemblierten Komplexe in Ab-
hingigkeit vom Abstand der Syntheseorte konnte bislang noch nicht experimentell
erfolgen. Ein direkter Beweis, dass die co-translationale Komplexbildung bei dicht
beieinanderliegenden Syntheseorten fiir eine hohere Effizienz der Komplexbildung

verantwortlich ist, steht somit noch aus.

Um die Proteinkomplexbildung besser verstehen zu konnen, bietet es sich an, den
Prozess moglichst weit zu vereinfachen und diesen auBlerhalb der Zelle in vitro (in
vitro) zu untersuchen. Experimente mit zellfreien Proteinsynthesen in Eintopfre-
aktionslosungen [50]-[53] geben Aufschluss iiber die Assemblierungsreihenfolge
und die Stochiometrie der Proteinuntereinheiten [54]. Fiir stark exprimierte Proteine
konnen zudem mogliche Assemblierungspfade aus der bekannten dreidimensiona-
len Struktur der Komplexe vorhergesagt werden [37], [55], [56]. Diese Methoden
geben jedoch keinen Aufschluss dariiber, welche Faktoren die Assemblierung effizi-
ent machen oder wo sich die meisten Komplexe in der Zelle bilden. Der Einsatz neu-
er experimenteller Methoden wie Hochgeschwindigkeits-Rasterkraftmikroskopie in
Kombination mit maschinellem Lernen erlaubt ein tiefes Verstindnis der Assemb-
lierung von Proteinen zu einem Proteinkomplex an der Oberflache oder in Losung
[preprint 57, 58]. Dieses Verfahren erlaubt eine dynamische Betrachtung des Sys-
tems. Es ist allerdings sehr zeitaufwendig, da nur wenige Proteinkomplexe beob-
achtet werden konnen. Zeitgleich haben unsere Kooperationspartner Roy Bar-Ziv
und seine Mitarbeiter*innen vom Weizmann-Institut in Rehovot (Israel) ein in-vitro-
Setup entwickelt, das sich durch eine lokalisierte Proteinsynthese und die anschlie-
Bende Beobachtung der Verteilung der assemblierten Proteinkomplexe von anderen
Experimenten unterscheidet. Zudem konnen zeitgleich mehrere Experimente in ei-
nem einzigen Setup stattfinden. Die Messung der Verteilung der Proteinkomplexe
erfolgt hierbei jedoch nur zu einem festen Zeitpunkt. Die Dynamik und die Pfa-

de der Assemblierung sind mit diesen Experimenten nicht beobachtbar. Hier setzt
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die vorliegende Arbeit an: Die Experimente unserer Kooperationspartner werden in
silico modelliert, um aufkldren zu konnen, welche Assemblierungspfade die Prote-
inkomplexbildung in vivo und in vitro dominieren. Auflerdem wird in dieser Arbeit
der Einfluss verschiedener physikalische Parameter auf die Komplexbildung unter-

sucht.

1.1. Biologie der Proteinsynthese

Die Informationen des Bauplans fiir die Bildung von Proteinen in der Zelle sind auf
Abschnitten (Genen) der Desoxyribonukleinsdure (DNA) gespeichert. Dabei dienen
die Gene als Vorlage funktioneller Genprodukte (gp), wie Proteinen und Ribonukle-
insduren (RNA). Laut dem Zentralen Dogma der Biologie erfolgt die Neubildung
eines Proteins mittels der sequentiellen Ubertragungsprozesse Transkription und
Translation: Bei der Transkription werden unter Verwendung der DNA als Matri-
ze RNA-Molekiile synthetisiert. Die zelluldare DNA besteht aus vier verschiedenen
Arten von Nukleotiden, deren sequentielle Abfolge die genetische Information co-
diert. Der erste Schritt der Transkription beginnt mit der Bindung des Enzyms RNA-
Polymerase (RNAP) an die als Promotor bezeichnete Region des entsprechenden
DNA-Abschnittes. Die RNA-Polymerase verbindet schrittweise einzelne Nukleo-
tide, die zum gelesenen DNA-Strang komplementér sind, wodurch die so entstan-
dene messenger RNA (mRNA) eine Kopie der Informationen des DNA-Stranges
darstellt.

Proteine sind Molekiilketten, die aus 20 verschiedenen Arten von Aminosduren auf-
gebaut sind. Die Ubertragung der Nukleotidsequenz einer mRNA in eine Kette von
Aminosduren wird als Translation bezeichnet. Hierbei codiert jedes Triplett von
Nukleotiden (Codon) genau eine Aminosdure. Das Auslesen der Codons erfolgt
durch Ribosomen — makromolekulare Komplexe aus ribosomale RNA (rRNA) und
ribosomalen Proteinen — und den Aminoséduretragenden transfer-RNAs (tRNA).
Das Ribosom liest die mRNA Codon fiir Codon und katalysiert die schrittwei-
se Bindung der entsprechenden Aminoséduren zu einer Polypeptidkette. Das An-
wachsen der Polypeptidkette fiihrt zu deren Herauswinden aus einem spezifischen
Ausgangstunnels des Ribosomes (ribosomaler Exittunnel). Diese naszierende Kette
wichst weiter an, bis das Ribosom das sogenannte Stopcodon (auch Terminations-

codon) erreicht und das Freilassen der Polypeptidkette erfolgt. Bereits wihrend der
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Translation kann sich die Polypeptidkette beginnen zu falten, bevor sie nach ihrer
Freilassung ihre definierte dreidimensionale Struktur annimmt, und als Protein ihre
Funktion in der Zelle erfiillt.

Abbildung 1.2.: Translation der mRNA durch ein Ribosom. Das Ribosom bewegt sich Codon fiurr Co-
don (dreifarbig: rot, blau, gelb) entlang der mRNA (bunte Linie). Mit jedem Schritt wird
eine neue Aminosaure (cyanblau) an die naszierende Polypeptidkette (blaue Kugelket-
te) gebunden. Der Transport der neuen Aminoséuren an das Ribosom geschieht mittels
einer tRNA (orange), die ein zum Codon passendes Anticodon besitzt.

Proteinassemblierung

Das Funktionsspektrum von Proteinen kann erweitert werden durch den Zusam-
menschluss zweier oder mehrerer assoziierten Polypeptidketten, zu sogenannten
Proteinkomplexen [10, S. 115]. Durch diesen Zusammenschluss konnen supramo-
lekulare Strukturen wie z.B. Proteinfilamente oder Komponenten von Viren entste-
hen. Proteinkomplexe werden nicht durch ein einzelnes langes Gen codiert, sondern
durch mehrere kiirzere Gene [59]. Speziell bei Prokaryoten wird eine Gruppe von
kurzen Genen, die molekulare Komplexe bilden oder auf einem biochemischen Weg
zusammenwirken, oft zu sogenannten Operonen zusammengefasst [60]. Die daraus
durch Transkription entstandene mRNA wird als polycistronische mRNA bezeich-
net, wohingegen mRNA, die ein einzelnes Protein codiert als monocistronische mR-
NA bezeichnet wird. Die Verwendung von kurzen Genen bringt viele Vorteile mit

sich:
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e Die fiir die Proteinsynthese benétigte Zeit wird verkiirzt im Vergleich zu lan-

gen Genen.

e Transkriptions- und Translationsfehler werden dadurch minimiert [10, S. 118],
[61].

e Die Aufteilung der Informationen auf mehrere Gene ermdglicht eine groflere
Kombinationsvielfalt, was dazu fiihrt, dass in der Zelle weniger Gene benotigt

werden um unterschiedliche Proteinkomplexe zu erzeugen [10, S. 115].

e Bei einer Fehlfaltung muss nicht der gesamte Proteinkomplex neu syntheti-

siert werden, sondern lediglich die fehlgefaltete Proteinuntereinheit.

1.2. Reaktionsdiffusionssysteme

Reaktionsdiffusionssysteme beschreiben die lokale Reaktion von Stoffen und deren
Verteilungen im Raum mittels Diffusion. Diese Systeme lassen sich auf verschie-
denste Phidnomene in der Biologie anwenden. Reaktions-Diffusions-Gleichungssys-
teme bestehen aus einem reaktiven und einem diffusiven Anteil. Im Folgenden wer-
den beide Anteile getrennt voneinander betrachtet. Die Zusammenfiihrung zu einem
Reaktionsdiffusionssystem erfolgt durch die Addition der diffusiven und reaktiven
Terme (Gleichungen (2.2) bis (2.4)). Die Erweiterung und Anwendung eines Reak-
tionsdiffusionssystems erfolgt in den Abschnitten 4.2, 4.3, 5.1 und 6.1.

1.2.1. Diffusion

Diffusion ist ein physikalischer Prozess, der zur vollstindigen Vermischung von
zwei oder mehreren Stoffen fiihrt [62]. Der Ursprung dieses Prozesses kann be-
schrieben werden durch die Brownsche Molekularbewegung. In dieser mikrosko-
pischen Betrachtungsweise des Systems werden in einer Fliissigkeit suspendierte
Teilchen beschrieben, die eine Zufallsbewegung vollfiihren. Diese Zufallsbewegung
entsteht durch Kollisionen der Fliissigkeitsmolekiile mit den suspendierten Teilchen
[63], [64]. Die suspendierten Partikel konnen z.B. Atome, Ladungstriger oder Mo-
lekiile sein. Bei einer rdumlich inhomogenen Verteilung dieser Partikel entsteht ein
Konzentrationsgradient. Durch diesen entsteht eine effektive Bewegung der Teil-

chen aus den Bereichen mit hoher Konzentration in Bereiche geringer Konzentra-
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tion. Dies wird in der makroskopischen Betrachtungsweise als Stofftransport inter-
pretiert. Der Stofftransport wird in dieser Arbeit durch die eindimensionale Diffu-

sionsgleichung ausgedriickt:

oC(a,t) _ 0°Cla,1)

ot dx? (1)

wobei die Konzentration C'(x, t) der suspendierten Teilchen am Ort x zur Zeit ¢ ist
und D die Diffusionskonstante der Teilchen bezeichnet. Fiir eine stark lokalisierte

Anfangskonzentration hat die Diffusionsgleichung folgende Losung [32, S. 497]:

C() 2
C(r,t) = ——==e " /0P (1.2)
(1) VAar Dt
wobei Cj die Konzentration zum Zeitpunkt ¢ = 0 in einer infinitesimal kleinen
Region um x = 0 darstellt. Gleichung (1.2) beschreibt, wie sich die lokalisierte An-
fangskonzentration mit der Zeit und in Abhéngigkeit vom Ort entwickelt, nimlich

zeitabhingige Gauf3verteilung.

1.2.2. Bimolekulare Elementarreaktion

Die grundlegendsten Reaktionen sind unimolekulare (A — P) und bimolekulare
Elementarreaktionen (A+ B — P) [62]. Hierbei entsteht aus einem (unimolekular)
oder zwei (bimolekular) Reaktanten ein Produkt (P) in einem einzelnen Reaktions-
schritt. Das Produkt kann iiber eine Riickreaktion in die Ausgangsstoffe zerfallen.
Das System ist im chemischen Gleichgewicht, wenn die Raten fiir Riickreaktion
und Produktbildung gleich sind.

Im Folgenden wird die zeitliche Anderung der Konzentrationen, der an einer bi-
molekularen Elementarreaktion mit Riickreaktion beteiligten Reaktanten und deren

Erzeugung untersucht, die dem folgenden Reaktionsschema entsprechen:

024 A (1.3)
025 B (1.4)
A+B=¢ (1.5)

Koff



1. Einleitung

Hierbei werden die Reaktanten .4 und BB mit einer konstanten Rate a4 bzw. o er-
zeugt. Sowohl die Binderatenkonstante k., als auch die Konzentration von .4 und
B bestimmen die Schnelligkeit der Bildung des Produktes C. Die konstante Dis-
soziationsrate k¢ und die Konzentration von C hingegen sind maf3gebend fiir die
Geschwindigkeit der Riickreaktion zu den Ausgangsstoffen. Die Konzentrationen
sind nur von ¢ abhédngig und ihr Zeitentwicklung ldsst sich mit folgenden Differen-

tialgleichungen erster Ordnung

oC
a—tA = —RKonCACE + KottCe + g , (1.6)

oC
8_;”’ = —konCaCE + koitCe + a3 , (1.7)
% = KonCuCp — KotCe , (1.8)

ot

und den Anfangsbedingungen

Ca(t=0)=0CYy, (1.9
Cp(t=0) = Cg, (1.10)
Ce (t = 0) = Ce, (L11)

beschreiben. Mit Hilfe der Anfangsbedingungen ldsst sich das Differentialgleichungs-

system (1.6) bis (1.8) zu einer Gleichung vereinfachen:

0C 4
—— = —FKnCa(C, —Cuy+Cu—aq-t+ap-t
ot 4 (Chg A AT Qg 5 t) (1.12)

+/€off<CA0+CCO —CA—l-O(A't)—I-OéA.

Aus Gleichung (1.12) ergibt sich die zeitliche Abhéngigkeit der Konzentration von
Reaktant A. Die Berechnung der Konzentrationen der Population B und C erfolgt

iber folgende Gleichungen:

CB = CBO - OAO +CA—OzAt+Oz3t (113)
Ce=Cyu,+Cey —Cu+aqt. (1.14)

Das Differentialgleichungssystem wurde analytisch mittels Mathematica® gelost.
Auf Grund der Komplexitit der allgemeinen Losung werden die Losungen fiir zwei

Spezialfille — mit und ohne Reaktantenerzeugung — betrachtet:
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1. Ein in der Literatur bekanntes Beispiel ist der Fall, wenn keine Reaktanten
erzeugt werden, d. h. a4 = ap = 0, und von einer Anfangskonzentration der
Reaktanten ausgegangen wird [65]. Mit Cp, = %C Ao» Kot — 0 ergibt sich
folgende Losung fiir C'4 ():

C-AO Kon

Calt) = —Ca® (1.15)

CAOHOH )

—1+2e 2

die fir C4, = 5uM, C¢, = O uM in Abbildung 1.3 b dargestellt ist. Zu Beginn
(von 0 bis 440s) ist eine transiente Phase zu beobachten. Fiir lange Zeiten

entsteht ein stationdrer Zustand.

2. Unter Einbezug der Reaktantenerzeugung ohne Anfangskonzentration der Re-
aktanten C'y, = Cp, = C¢, = 0, Koir — 0 ergibt sich fiir das System folgende
Losung C 4 (%)

1B (1 550 3. 3(a4 — a)kont?)

1F1(ﬁ;2{475; %; %(aA — ap)kont?)

CA(T,) = OéAt' (116)

Die Funktion ; F(d; g; 2) ist die konfluente hypergeometrische Kummer Funk-
tion [1]. Dieser Fall ist fiir die Werte cvq = 1- 107" uMs ™, ag = Saua, on =
1-103s 'uM~! in Abbildung 1.3 a dargestellt. Im Bereich kurzer Zeiten
(0 bis 200) s befindet sich dieses System in einer Transientenphase fiir linge-
re Zeiten geht es in einen quasistationdren Zustand iiber. Die Losung solcher
Systeme ist bereits fiir dieses vereinfachte System komplex.

Dieser Fall ist fiir das Thema dieser Arbeit interessant, weil wir uns mit der
Erzeugung von Proteinen (Reaktanten) und dessen Bildung zu einem Kom-

plex (Produkt) beschiftigen werden.

Die numerische Losung eines solchen vereinfachten Systems wird unter Einbezug
der Diffusion in Kapitel 2, Gleichungen (2.2) bis (2.4) betrachtet.
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Abbildung 1.3.: Reaktion der Reaktanten .4 und 3 zu Produkt C. (a) Konstante Produktion von Reak-
tanten A und B, wobei au = 0.1pMs™ ', oz = Laa und die Anfangskonzentrationen
Ca, = Cs, = Cc, = 0uM , (b) keine Produktion der Reaktanten (s = aq = Opms™?)
mit Anfangskonzentrationen C 4, = 5uM und Cz, = 1/2-C 4,. Weitere Parameter siehe
Anhang Tabelle A.5.
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Kapitel 2

Numerische Methoden

Zur Losung von Differentialgleichungen existiert eine Vielzahl numerischer Verfah-
ren. Hierbei unterscheidet man zwischen expliziten und impliziten Zeitschrittver-
fahren sowie Ein- bzw. Mehrschrittverfahren [66]. Zu den bekanntesten Einschritt-
verfahren zéhlen die Euler-, Heun- und Runge-Kutta-Verfahren, und zu den Mehr-
schrittverfahren die Adams- und BDF-Verfahren (Riickwirts-Differentiationsfor-
meln, engl. backward differentiation formulas) [67]. Im Folgenden stelle ich zwei
verschiedene Einschrittverfahren vor, das explizite Eulervorwirtsverfahren und die
fiir diese Arbeit entwickelte Methode (Reaktion-verlangsamt-Diffusion (RvD)).

Zundchst werden beide Verfahren erldutert und anschlieBend miteinander vergli-
chen. Fiir den Vergleich dient das Beispielsystem, welches in Abschnitt 1.2.2 bereits
analytisch mit Mathematica® gelost wurde, hier durch eine Diffusion der Molekiile

erweitert wird und somit einen Reaktionsdiffusionsprozess beschreibt.

In einem bimolekularen Reaktionsdiffusionssystem reagieren die Molekiile .4 und
B durch Bindung zu Komplexen C. Im Gegensatz zu dem Reaktionssystem in Ab-
schnitt 1.2.2 sind hier die Molekiile A und B nicht mehr homogen im Ort verteilt.
Die Ungleichverteilung entsteht durch eine lokalisierte Erzeugung der Molekiile .4
und B mit einer konstanten Rate av,10q 4 Und ayyroq5- Die erzeugten Molekiile A, B
und C diffundieren frei in der Losung mit den Diffusionskonstante D 4, Dg und De.
Sobald sich die Konzentrationen von .A und B rdumlich tiberlappen, entstehen Kom-
plexe C mit der Binderatenkonstante xy,,. Die Assoziation der Reaktanten soll als
sehr stark angenommen werden im Vergleich zur Dissoziation, sodass die Dissozia-

tion hier vernachldssigt wird. Die Bindung ist somit irreversibel.

A+ B2 2.1)

11
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Dieses System ldsst sich in einer Dimension z mit kontinuierlicher Zeit ¢ als durch

das Differentialgleichungssystem

da(z,t) D Da(x,t)

5 — DA T Kpina(z,1)b(x,t) + as(x) (2.2)
ob(z,t) 0%b(x,t)

5 DBW — Kpma(z, t)b(x,t) + ag(x) (2.3)
dc(x,t) Pc(z,t)

e DCW + Kpma(z, t)b(z, ) (2.4)

beschreiben, wobei die Konzentrationen a(z,t), b(x,t), c¢(z,t) von A, B, C jetzt

von der Zeit und vom Ort abéngen.

2.1. Explizites Eulervorwartsverfahren

Das Differentialgleichungssystem (2.2) bis (2.4) soll fiir gegebene Anfangsbedin-
gungen mit Hilfe des expliziten Eulervorwirtsverfahrens gelost werden. Dafiir wer-
den Ort und Zeit in Bins 7 = 1,2,... N respektive Zeitschritte £ = 1,2,..., M
diskretisiert. Ein Zeitschritt entspricht einer zeitlichen Anderung von At. Der Ort
wird in Ortsinkremente Ax eingeteilt. Bei einem fest vorgegebenen Ortsinkrement,
muss der Zeitschritt At klein genug gewihlt werden, damit das Verfahren nume-
risch stabil bleibt. Die Approximation aller Ableitungen erfolgt durch die Finite-
Differenzen-Methode (FDM) und wird mittels Taylorentwicklung bis zu Termen 1.
Ordnung fiir die Zeit und zu Termen 3. Ordnung fiir den Ort hergeleitet [68], [66,
S. 101-106].

Der Ubergang vom kontinuierlichen System (2.2) bis (2.4) zu einem orts- und
zeitdiskreten System erlaubt eine effektive numerische Losung dieses Beispielpro-
blems. Die Konzentration der Population X" in Bin j zum Zeitpunkt k ist xf . Die
Erzeugung solcher Molekiile X findet lokal begrenzt nur in den Quellen in den
Bins j = jprod Xl statt. Nur hier kommt es zu einer Produktion der Molekiile mit
einer Rate ;04 - Der Bereich der Quellen lésst sich symbolisch durch die Iverson-

Klammer (engl. Iverson bracket) [j = jya,] kennzeichnen. Befindet sich in Bin j

'jorod, = {Bins mit Erzeugung von Molekiilen}

12
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k 1 j-1 j+1 N
PN | 7 |l 7 |l 7

4

At

k+1 N

A

Abbildung 2.1.: Schematische Darstellung der Diskretisierung im Ort und in der Zeit. Anderung der
Konzentration einer Population vom Zeitschritt £ zum Zeitschritt £ 4 1 unter der Annahme
einer Ungleichverteilung der Molekdile nach k Zeitschritten. Die Graustufen beschreiben
die Konzentration in den entsprechenden Bereichen, je dunkler das Grau desto héher ist
die Konzentration der Molekdle. Eine Diffusion ist nur in benachbarte Bins méglich (ge-
schwungene Pfeile). Zwischen den Zeitschritten vergeht eine kleine Zeitdifferenz At. Die
Berechnung der neuen Konzentrationen zum Zeitpunkt k& + 1 erfolgt durch ein explizi-
tes Verfahren und somit Uber die bekannte Konzentration zum Zeitpunkt £ (Richtung des

geraden Pfeils).

eine Quelle fiir die Erzeugung neuer Proteine ergibt sich fiir [j = jproa,] = 1 und

andernfalls 0. Somit ergibt sich fiir die Zeitentwicklung der Konzentration a:

k+1 k k k k
a;t —ak ay_, — 2a% + a’
J J j—1 J Jj+1 k1k S
At =Dy (AZL‘)2 — KbinQ; bj + aprod_A[j = ]prodA]
k k k
at_, —2a’ + a’
k41 _ j—1 J Jj+1 kipk
= a; = AtD 4 (A0)? — Ambinajbj

+ AtOfprod.A[j = jprOdA] + (I? ’

Durch Zusammenfassen der konstanten Terme zu

DAt

§= "
(Az)?’

2 = Kpin AL,

b= CYprod.AAt )

p [.] = jprOdA] = pj:jprodA
vereinfacht sich der Zusammenhang fiir alle Bins j = 2,... N — 1 zu:

Bl (1 e k) k k »
aftt = (1= 25 — 2b5) a + saj_; + 5051 + Djjpa, -

(2.5)

(2.6)

2.7)

(2.8)

13



2. Numerische Methoden

Die Konzentration der Molekiile .4 nach k + 1 Zeitschritten in jedem Bin kann in

ihrer Gesamtheit durch eine Matrix ausgedriickt werden:

k+1 k ‘

ay ap P1=jproa 4
k41| k :

a; = A aj | + Pi=jpea, | wobei (2.9)
k+1 k

aN aN pN:jpmd_A

l—s—z-b"f‘ 5 O

s

>
>
I

s 1-2s—z- 05 s . (2.10)

s 1—5—z~b§3\[

Analog lassen sich die Konzentrationen der Molekiile 5 und C bestimmen (im An-
hang B.1). Hierbei ist zu beachten, dass sich die Werte von s und p je nach Diffusi-

onskonstante D und Produktionsrate av,.q unterscheiden konnen.

2.2. Reaktion-verlangsamt-Diffusion-Methode

Die Reaktion-verlangsamt-Diffusion-Methode (RvD) 16st, wie das Euler-Verfahren,
ein Reaktionsdiffusionssystems mit bekannten Anfangsbedingungen numerisch mit
Hilfe einer Diskretisierung in Ort und Zeit. Der Ort wird in Bins’>von j = 1,2, ..., N
und die Zeit in Zeitschritte von £ = 1, 2, ..., M eingeteilt. Die Konzentrationen der
A und B Molekiile zum Zeitpunkt k£ und in Bin j werden mit aé? und bé? bezeich-
net. Fiir Molekiile der Population A in Bin j gibt es drei mogliche Prozesse: (1)
Diffusion in die Nachbarbins 7 — 1 und j + 1, (2) Bindung mit den B-Molekiilen
in Bin 7 und (3) in Bin j zu verweilen, ohne dass eine Reaktion passiert. Innerhalb
des Zeitschritts von k nach k + 1 werden die in j vorhandenen .4 -Molekiile anteilig

diese drei Moglichkeiten ausfiihren, mit Anteilen ff A

2Ab Abschnitt 4.2 wird der Begriff Bins durch Boxen ersetzt.

14
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C) 1

S
[
=2

Abbildung 2.2.: Schematische Darstellung der méglichen Anderung der Konzentration der Popu-
lation A in Bin j. (a) Eine Diffusion ist nur aus Bin j in benachbarte Bins méglich (b)
Verweilen in Bin j, ohne dass eine Aktion passiert. (c) Anteiliger Verlust f}freacA durch
Reaktion mit B-Molekiilen.

(1) Die Diffusion nach j — 1 oder j + 1 erzeugt einen Verlustanteil von fJ 4
(Abbildung 2.2 a).

(2) Sobald sich in Bin j auch B-Molekiile befinden, konnen diese mit .A-Mo-
lekiilen reagieren. Der Anteil, der dadurch von af entfillt, wird mit f}freac A

beschrieben.

(3) Der Anteil der im Bin j verbleibenden .A-Molekiile ergibt sich somit zu 1 —

k k
2fj,diffA — JjreacA*

Auf Grund der Massenerhaltung gilt (1 — 2/ w4 — freaea) = 0. Um zudem ab-
zubilden, dass Molekiile, die sich bereits in Bin 5 befunden haben, wihrend eines
Zeitschritts weiter in j verweilen ohne eine Aktion auszufiihren, wird ein dimensi-
onsloser Faktor wy,, eingefiihrt, und der Anteil verweilender A-Molekiile definiert

als f;fstay A4 = Wstay f]’fdiff 4~ Aufgrund der Massenerhaltung gilt somit:

1—2f Jl'fdiffA —f ]]‘freacA = Wsay [ j]’fdiffA (2.11)
1— f*
k j,reac A
o ko= -jreacA 2.12
ijdlff.A Wtay +92 ( )

fiir den Diffusionsanteil f}fdiff 4 in Bin j zum Zeitpunkt k. Der Unterschied zum Eu-
lerverfahren (Abschnitt 2.1) besteht hier in der Abhingigkeit des diffusiven Anteils
vom Anteil der miteinander reagierenden Molekiile. Neben den Verlusten fiir aé?
miissen auch die Gewinne durch Diffusion aus den Nachbarbins 7 — 1 und 7 + 1

einbezogen werden. Diese werden durch die anteilige Diffusion von den Molekiilen

15
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g N

Abbildung 2.3.: Schematische Darstellung des Gewinns fiir die Population .4 in Bin j. Diffusion aus
den Nachbarbins 7 — 1 und 5 + 1 mit Diffusionsanteilen f]’il,dim (Pfeil nach rechts) und

fFi1.aina (Pleil nach links).

. . . k k . . . k, k .
aus Bin j — 1 mit f"; a7, und aus Bin j + 1 mit f7,; 4407, beschrieben.

Daraus ergibt sich folgende Konzentration der Molekiile A zum Zeitpunkt k& + 1:

k+1 _ k k k k k k k
a; = (1 - 2fj,diffA - fj,reacA) a; + fj—l,difanj—l + fj+1,difanj+1 ) (2.13)
Wstay f jk,diffA
A k
wobei  fieaca = Kpinb - Al (2.14)

durch die Binderatenkonstante ;;, und die Konzentration b;? der in Bin j vorhan-
denen B-Molekiile definiert ist.

Fiir den ersten (; = 1) und den letzten Bin (j = N) miissen die Gleichungen an-
gepasst werden, da es nur je einen benachbarten Bin gibt, in den Molekiile diffun-
dieren konnen. Der Anteil, der am Ort 7 = 1, NV verbleibt, wird durch ff/ NostayA =

k. k. . . . . .
1—f N diffA i N reacA beschrieben. Dieser soll einem dimensionslosen Faktor

R

wstay

= Wsay + 1 ersetzt

mal dem diffusiven Anteil ff/ N difr.4 €ntsprechen. Mit wgay :

ergeben sich folgende Anteile fiir die Rénder.

(1—f 1k/N,diffA —f 1k/N,reacA) = Wy f 1k/N,diffA (2.15)
PN fk o 1 - ff/N,reacA (2.16)
1/N diff A —wgay 1 .
1— fF.
_ 1/N reac A . (217)
wstay + 2
Bei fehlender Reaktion ist der Diffusionsanteil [y 4 aus jedem Bin j = 1,... N

in die Nachbarbins somit gleich. Unabhiéngig von der Diffusion und Reaktion er-
folgt der Zuwachs der Molekiile A in den Quellbereichen® mit den Bins j = jyrod "

was wie in Abschnitt 2.1 durch die Iverson-Klammer [j = jproa,] und durch den

? jproa, = {Bins mit Erzeugung von Molekiilen A}
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Ratenparameter p;—; ., —ausgedriickt wird. Insgesamt ergibt sich folgendes Glei-

chungssystem

k+1 k .

CLI al pl:]prodA
k+1 _ k 1

a; =Tx aj | + Pi=jmoa, | wobei (2.18)
k+1 k

a’N aN pN:jprod_A

(Wstay + 1)f1k,diffA fzk,diffA N O
T aitra
TA - f]kfl,dif[.A. Wstay [ f,diff.A. f j]'?Jfl,diﬂ"A

O o i ‘ TN difra

k k
IN—14ira (Wsay + 1) fN gifra

Aufgrund der Massenerhaltung nimmt die Summe iiber jede Spalte der Matrix den
Wert 1 an. Analog lassen sich die Konzentrationen fiir B und C berechnen (im
Anhang B.2). Eine Umrechnung der Simulationszeit in Realzeit kann wie in Glei-
chung (2.7) erfolgen. Die Matrizen aus dem Eulerverfahren (Glg. 2.9) und aus der
RvD-Methode (Glg. 2.18) sind sehr @hnlich und unterscheiden sich hauptsichlich in
der Limitierung der Diffusion: Unter Vernachlidssigung der Reaktion wird der An-
teil der Diffusion fJ’fdiff 4 durch die effektive Diffusionskonstante D 4 der Molekiile
A mit f;fdiff 4= (QAAQ% beschrieben. Dieser Anteil kann bei einer ausschlieBlichen
Diffusion in die Nachbarbins (wg,y, = 0) in Gleichung (2.12) einen maximalen Wert
von 1/2 annehmen. Somit ist die effektive Diffusionskonstante nach oben begrenzt
durch A

D — At"f - (2.19)
Die effektive Diffusionskonstante kann also lediglich durch die Verringerung des

Zeitschrittes oder die Verbreiterung der Ortsdiskretisierung Az erhoht werden. Die
in Gleichungen (2.12) und (2.17) ausgedriickte Massenerhaltung bedingt eine effek-
tive Diffusion, die durch den Reaktionsanteil begrenzt ist: Ein hoherer Reaktionsan-
teil fithrt zu einer reduzierten Diffusion. Die effektive Diffusionskonstante im Sys-

tem ohne Reaktion (f}

eaca — 0) entspricht derjenigen im Eulerverfahren, wenn fiir

die dimensionslose GroBe wy,, der Wert (%DLA — 2) gewiihlt wird. Der Zeitschritt
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2. Numerische Methoden

At muss dementsprechend hinreichend klein gewihlt werden, damit wy,, > 0 und

somit die Massenerhaltung erfiillt werden kann.

2.3. Die RvD-Methode im Vergleich zum expliziten
Eulerverfahren

Das explizite Eulerverfahren ist eines der einfachsten Verfahren zur numerischen
Losung von Differentialgleichungen und dient hier auf Grund seiner Ahnlichkeit
als Vergleich zur RvD-Methode. Hierbei wird fiir beide Verfahren die gleiche Dis-
kretisierung in der Zeit At = 1072s und im Ort Az = 10um verwendet. Als
Referenz fiir die Genauigkeit der Verfahren wird das explizite Eulerverfahren, mit
einem sehr viel kleineren Zeitschritt von At = 107%s herangezogen. Analysiert
wird das in Gleichungen 2.2 bis 2.4 definierte Beispielsystem nach ¢ = 10s zeigt
die Verteilungen der Konzentrationen der Molekiile A, B und C entlang des Ortes.
Die Losung mit dem expliziten Eulerverfahren fiir At = 1072 s fiihrt fiir die gewihl-
ten Parameter zu unphysikalische Werten, da der Term (1 — 25 — zbf) stellenweise
negativ werden kann*. Hingegen stimmt die durch die RvD-Methode berechnete
Losung gut mit der Referenzkurve iiberein. Der Grund hierfiir liegt an der im vor-
herigen Abschnitt erlduterten impliziten Regulierung der effektiven Diffusionskon-
stante (Gleichung (2.19)). Diese Regulierung hat zur Folge, dass die RvD-Methode

grofiere Zeitschritte At erlaubt als das explizite Eulerverfahren.

*Stabilitiit des expliziten Eulerverfahrens bei der Losung der Diffusionsgleichung - D™ = ﬁi i [69, Kapi-
tel 4.1, S. 273]
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Abbildung 2.4.: Die RvD-Methode liefert fiir groBe Zeitschritte At eine prazisere L6sung als das
explizite Euler-Verfahren. Verteilungen der A-, B- und C-Molekile nach ¢t = 10s. An-
fangskonzentration a(x,0) = b(x,0) = c(x,0) = 0, Diffusionskonstanten D4 = D =
5000 um?s™*, D¢ = Oum?s™*; Az = 10 pm; Produktion der .4-Molekiile in Bin 3 und
4 mit der Produktionsrate a.4 = 10 uMs~* und Produktion der B-Molekille in Bin 5 und 6
mit s = 10 um s~ *. Referenzverteilungen wurden mit dem expliziten Eulerverfahren mit
Zeitschritten von At = 10~ %s berechnet und sind als graue Linien dargestellt. Weitere
Parameter siehe Anhang Tabelle A.6.
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Kapitel 3

Experimentelle Methoden

Alle in dieser Arbeit verwendeten in-vitro Daten sind von unseren Kooperations-

partnern! der Arbeitsgruppe von Roy Bar-Ziv erhoben worden [54].

Die Arbeitsgruppe von Roy Bar-Ziv vom Weizmann Institut in Israel hat eine Me-
thode entwickelt, die es ermdglicht die Bildung von Proteinkomplexen in-vitro zu
untersuchen [70]. Trotz dessen vereinfachten experimentellen Aufbaus sind die ex-
perimentellen Daten ohne ein theoretisches Modell schwer zu interpretieren. In die-
ser Arbeit wird ein theoretisches Modell entwickelt, was die Experimente unserer
Kooperationspartner nachbildet. Fiir das Aufstellen eines geeigneten Modells, muss
nicht nur das Experiment verstanden werden, sondern auch dessen Einschriankun-
gen. Daher wird in diesem Abschnitt das Experiment und das Messverfahren grob

beschrieben.

Die Besonderheit des Experiments ist, dass Proteine, dhnlich wie in der Zelle, loka-
lisiert erzeugt werden. Durch das Einbringen zweier DNA-Typen, die jeweils einen
anderen Proteintyp codieren, und aller fiir die Proteinsynthese notwendigen mole-
kularen Maschinen, erfolgt die Proteinkomplexbildung autonom in einer zellfreien,
kiinstlichen Umgebung. Im Gegensatz zur Synthese in der Zelle hat das den Vorteil,
dass nur die wichtigsten Komponenten fiir die Erzeugung der Proteine ins System
eingebracht werden. Dadurch bleibt die Anzahl der zu beriicksichtigenden Reak-
tionen iiberschaubar. Zudem lésst sich das System besser steuern, da keine Hinter-
grundreaktionen stattfinden. Ein weiterer Vorteil ist, dass die Experimente auf ei-
nem Siliziumwafer (Si-Wafer) in einem Multi-Well-Array (Lochgitter) stattfinden

[54]. Dadurch lésst sich eine Vielzahl von Experimenten zeitgleich durchfiihren.

'Die in diesem Kapitel beschriebenen Experimente sind durch die Gruppe von Roy Bar-Ziv, im speziellen von
Ohad Vonshak, geplant und durchgefiihrt worden.
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3. Experimentelle Methoden

3.1. Chip-Design

Von unseren Kooperationspartnern wurde ein Biochip entworfen, in dem sich so-
wohl die Proteinsynthese als auch die Proteinerfassung sowie deren Komplexbil-
dung realisieren ldsst [70]. Hierfiir wurde ein Si-Wafer verwendet, auf dem ein
200 nm dickes Siliziumnitrid-Netz aufgespannt wurde. Das Netz wird mit einer
lichtempfindlichen Monoschicht auf der Basis von Polyethylenglycol (PEG) be-
schichtet, um eine unspezifische Adsorption von Biomolekiilen zu verhindern. Durch
UV-Lithografie, d.h. lokale Belichtung der Monoschicht, mit einer Wellenldnge von
365 nm, kommt es zur Musterbildung. Die Belichtung mit UV-Licht bewirkt ein
Aufbrechen der kovalenten Bindung und somit eine Aktivierung der belichteten Be-
reiche. In den aktivierten Bereichen kann Biotin binden [71]. Aus der Biologie ist
bekannt, dass Streptavidin eine sehr starke Bindung mit Biotin eingeht. Durch die
Verbindung von Biomolekiilen, z. B. Antikorper mit Streptavidin lassen sich diese

gezielt an dem Oberflachenmuster immobilisieren.

Die in diesem Versuchsaufbau immobilisierten Biomolekiile sind DNA-Molekiile
und Antikorper. Die synthetisch hergestellte DNA codiert alle Informationen, die
fiir die Herstellung eines Proteins notig sind. Die DNA wird mittels Spotting loka-
lisiert auf den Chip aufgebracht [54]. Die mit der Oberfliche verbundenen DNA-
Molekiile werden als DNA-Biirsten (engl. brushes) bezeichnet. Danach werden die
Antikorper homogen auf dem Chip verteilt und binden in den Bereichen, wo noch
keine DNA gebunden hat. Mit Hilfe eines Zellextraktes vom Bakterium Escherichia
coli (E. coli) werden anschliessend alle wichtigen molekularen Maschinen einge-
bracht, die fiir die Genexpression notwendig sind (Polymerase, tRNA, EF-Tu, Ri-

bosomen, Aminosduren).

Mit dem Einbringen des Zellextraktes beginnt die Proteinbiosynthese (Abschnitt 1.1).
Die so entstandenen Proteine konnen an die Oberflache binden. In dem Experiment
werden zwel unterschiedliche Verfahren fiir die Bindung der Proteine an die Ober-
flache verwendet. Das erste Verfahren nutzt die direkte Bindung der synthetisierten
Proteine an die an der Oberfliche gebundenen Antikdrper mittels HA-Tag?. Das
zweite Verfahren kommt ohne HA-Tag an den zu synthetisierenden Proteinen aus.
Dies gelingt durch die Verwendung eines zweiten Proteintyps, der vor der Synthe-

se des eigentlich interessierenden Proteins an die Antikorper mittels eines HA-Tag

“HA-Tag ist ein Protein-Tag, der aus einem Teilbereich des Himagglutinins besteht und die Aminosiure-
sequenz YPYDVPDYA hat [54], [72].
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3.2. Messung der Verteilung der an der Oberfliche gebundenen Proteine

gebunden wird. Hierbei ist wichtig, dass beide Proteintypen aneinander binden kon-

nen.

Transkription
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Abbildung 3.1.: Schematische Darstellung eines Biochips enthommen aus Heyman u.a. [70]. Lan-
ge DNA-Strénge, die das zu untersuchende Protein codieren, werden an der Oberflache
befestigt. Antikdrper (blaue Y-Formen), die nur spezielle Proteine binden kénnen, sind ne-
ben der DNA immobilisiert. Die DNA wird durch eine RNA-Polymerase (braunes Ellipsoid)
in mMRNA (rote Spirale) transkribiert und durch ein E. coli Ribosom (doppelte orange El-
lipsoide) in naszierende Polypeptide (griine Kette) Ubersetzt. Das gefaltete Protein (griine
gefaltete Kette) diffundiert und bindet an die Antikérperfalle. [39]

3.2. Messung der Verteilung der an der Oberflache
gebundenen Proteine

Die Messung der Verteilung der an der Oberfldche gebundenen Molekiile erfolgt
mittels eines Fluoreszenzmikroskops. Je nach Proteintyp werden zwei unterschied-
liche Verfahren angewendet: Das erste Verfahren wird bei der Beobachtung der Pro-
teine des T4-Phagen (z.B. gpl0, gp7, gp8) verwendet. Diese Proteine enthalten kein
fluoreszierendes Label. Erst durch eine Nachfidrbung (engl. post-staining) mittels ei-
nes gelabelten Proteins kann eine Beobachtung der gebundenen Proteine erfolgen.
Im zweiten Verfahren wird an das zu untersuchende Protein ein fluoreszierendes La-
bel angebracht oder es werden Proteine mit starker Autofluoreszenz, wie z.B. das

griin fluoreszierende Protein (GFP), synthetisiert.
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Abbildung 3.2.: Messung der gebundenen Molekiile. Schematische Darstellung des Designs eines Bio-
chips. Die an der Oberflache befestigten Antikérper (altrosa Trichter) binden freie Mole-
kile (blaue Kugeln) an die Oberflache. Die an die Oberflache gebundenen Partikel (dun-
kelrote Kugeln mit blauem Rand) erzeugen ein Fluoreszenzsignal. Das mit Hilfe eines
Fluoreszenzmikroskops und einer Kamera aufgenommene Bild wird mittels Binning (c)
des Chips in x-Richtung in eine Verteilung von gebundenen Molekdilen (d) entlang der
x-Richtung umgewandelt.
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3.2. Messung der Verteilung der an der Oberfliche gebundenen Proteine

Mit der ersten Untersuchungsmethode ldsst sich die Ausbeute an gebundenen Mo-
lekiilen nach einer bestimmten Zeit ¢ ermitteln. Hier wird die Proteinexpression ge-
stoppt und der Chip anschlieBend gewaschen. Es bleiben somit nur noch die an der
Oberfliche gebundenen Molekiile iibrig. Fiir eine starke Bindung an der Oberfliche
werden bereits per HA-Tag an Antikérper gebundene gpl1 Proteine verwendet. Zur
Untersuchung der Komplexbildung dienen die Proteine gpl0 und gp7. Die Assemb-
lierungsreihenfolge der Proteine des T4-Phagen ist gut bekannt und in der Literatur
beschrieben [73]. Hier kann gp10 oder der Proteinkomplex gp10-7 an gpl1 binden.
Eine Bindung von gp7 an gpll findet nicht statt. Die Komplexbildung von gp10-7
und gp11 lasst sich tiber die Bindung von gp10-7 an der Oberfldche untersuchen.

Mittels einer Nachfidrbung der an der Oberflache gebundenen Proteine wird die Aus-
beute der gebundenen Molekiile bestimmt. Hierfiir werden Proteine gelabelt, die nur
mit bestimmten Proteinen an der Oberfliche reagieren [54]. Durch die Assemblie-
rung der gelabelten Proteinen (hier gp8, gp10) kann herausgefunden werden, wel-
che Proteine an der Oberfliche gebunden sind. Die gelabelten Proteine miissen in
einer bestimmten Reihenfolge aufgebracht werden (umgedrehte Assemblierungs-
reihenfolge) um sicherzustellen, dass gelabelte Proteine nicht an bereits gelabel-
te Proteinkomplexe binden. Durch das Aufbringen von gp8 wird herausgefunden,
welche Verteilung der gebundenen Komplexe gpl0-7 an der Oberfliche zu finden
ist. Die noch freien Plidtze an der Oberflache (unbesetzte gpl1) werden mit Hilfe
von gelabelten gp10 erkannt. Durch Invertieren dieser gpl10-Verteilung ergibt sich
die Verteilung aller besetzten Stellen an der Oberflache. Somit kdnnen mit einem
Experiment sowohl die Verteilungen gebundenen Komplexe als auch die besetzten

Stellen an an der Oberfliche ermittelt werden.

Bei der zweiten Untersuchungsmethode kann die Verteilung eines Proteintyps in
Abhingigkeit von der Zeit untersucht werden. Hierfiir erhélt das zu untersuchende
Protein einen HA-Tag fiir die Bindung an der Oberfldche und ein fluoreszieren-
des Label fiir die Beobachtung mittels Fluoreszenzmikroskopie. Im Fall von GFP
wird kein fluoreszierendes Label bendtigt. Weil bei der Aufnahme der zeitlichen
Entwicklung kein Stoppen der Proteinsynthese erfolgt und kein Waschen, tragen

sowohl gebundene als auch ungebundene Proteine zum aufgenommenen Signal bei.

Zusammenfassend kann man sagen, dass beide experimentellen Verfahren Vor- und
Nachteile mit sich bringen. Wéhrend bei dem ersten Verfahren mittels Nachfér-
bung die gebundenen Komplexe beobachtet werden und die Gesamtheit aller an

der Oberfliche gebundenen Proteine, ist bei dem zweiten Verfahren des autofluo-
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3. Experimentelle Methoden

reszierenden Proteins nur ein Proteintyp beobachtbar und somit keine Komplexbil-
dung. Die Untersuchung der Komplexbildung kann nur zu einem festen Zeitpunkt
erfolgen, wohingegen die Untersuchung eines Proteintyps dynamisch® moglich ist.
Unser Modell soll die fehlende dynamische Beobachtung bei der Komplexbildung

ersetzen.

3Dynamik des Systems kann iiber die Summe aus gebundenen und ungebundenen Proteinen beobachtet wer-
den. Eine Trennung der Daten der gebundenen und ungebundenen Proteine im Experiment ist nicht moglich.
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Kapitel 4

Fallen-Effizienz in Systemen mit einer
Proteinuntereinheit

Das vorliegende Kapitel untersucht den Einfluss der Limitierung der Bindestellen
an der Oberflache auf die zu bindenden Molekiile. Ausgehend vom einfachsten Fall,
dem Ein-Boxmodell, wird ein quasi-realistisches System mit N Boxen vorgestellt.
Hierbei werden die fiir die Systeme entsprechenden Parameter eingefiihrt, die von
der Produktionsrate und Bindeaffinitit der Molekiile im Ein-Boxmodell, iiber die
heterogenen Erzeugungsorte der Reaktanten im Zwei-Boxenmodell bis hin zur Va-
riation der Fallendichte und inhomogener Fallenverteilungen reichen. Zuletzt er-
folgt eine Validierung des quasi-realistischen Systems mit in vitro Daten der Gruppe

von Prof. Dr. Roy Bar-Ziv (Weizmann-Institut, Israel).

4.1. Ein-Boxmodell - homogene Erzeugung der Reaktanten

- S S T

[

Abbildung 4.1.: Schema eines Synthesechips mit Héhe % und einer Lange [ [i.V. 74]. Der Chip ist
mit einer Losung geflillt, die Molekdile (orange Kugeln) enthalt. Diese kénnen an moleku-
lare Fallen (gelbe Kegel) binden, um Molekiil-Fallen-Komplexe zu bilden. Die Fallen sind
der Unterseite des Chips befestigt, der Prozess der Komplexbildung findet daher an der
Oberflache statt.

»
>

27



4. Fallen-Eftfizienz in Systemen mit einer Proteinuntereinheit

Betrachtet wird ein System (Abbildung 4.1) mit der Linge [ (x-Richtung) und der
Hohe h (z-Richtung). Die Box ist gefiillt mit einer Losung von Molekiilen mit einer
zeitabhingigen Konzentration Cy(t). Die Molekiile werden als Punktteilchen be-
trachtet und die Box wird durch die Projektion der y-z-Achse auf die x-Achse auf
ein ein-dimensionales System reduziert. Neue Molekiile werden mit einer konstan-
ten Rate a4 1n der Box erzeugt. Der Boden ist homogen mit Fallen beschichtet,
die freie Molekiile mit einer Binderate x5, an die Oberflache irreversibel binden.
Die so limitierte Bindekapazitit beeinflusst die Konzentration der gebundenen Mo-
lekiile Cy,(¢). Die Konzentration der gebundenen Molekiile Cy,(¢) kann den maxima-
len Wert C{'** nicht iiberschreiten, welche der Konzentration der Fallen entspricht.
Unter der Annahme einer verdiinnten und zu jedem Zeitpunkt gut durchmischten
Losung (homogene Verteilung im Ort) ldsst sich die Zeitabhingigkeit des Systems

als Differentialgleichungssystem

d

ECU(t) — —RKbin Cu(t) (Clranax — Cb<t)) + Qprod (41)
d
ECb(t) = KRbin Cu(t) (Crbnax - Cb(t)) (42)

schreiben. Hiermit wird die Dynamik der Konzentrationen der ungebundenen Mo-
lekiile C,,(¢) und der gebundenen Molekiile beschrieben, unter Einbezug der Mas-
senerhaltung Cges(t) = Ch(t) + Cu(t) = proat + Cp(0) + C,(0) und den An-
fangsbedingungen C},(0), C,(0). Durch das Einsetzen der Massenerhaltung in das
Differentialgleichungssystems lédsst sich das System von zwei auf eine Gleichung
reduzieren. Diese kann analytisch geldst werden und ergibt fiir die Konzentration
der gebundenen Molekiile Cy,(¢) in Einheiten von C[*:
Ch(t) e N Ce(t)?

=1-n—7 5 4.3)
G e VO L O/ (Exf [AC; (1)] — Ext \Ce (0)])

. Rbi
mit A = =,
2Ofprod

CC (t) = _ngax + Cb(O) + Cu(O) + aprodt und
Cp(0)
=(1——=).
! ( Cp= )
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4.1. Ein-Boxmodell — homogene Erzeugung der Reaktanten

Im Folgenden betrachten wir nur die Losung mit der Bedingung C;'** = 1 uM. Fiir

die Losung von Cy, () in Einheiten von C** ergibt sich:

—NCea (0

e MO O Ay /7 (Exf [MCa (1)] — Exf M Ca (0)])

. Kbin
mit A\ = ,
20-/prod

C@l (t) =—-1+ Cb<0) + Cu(()) + Oéprodt und
mh = 1— Cb(O) .

(4.4)

Die Fallen-Effizienz f;,(¢) des Systems beschreibt die zeitliche Entwicklung des An-
teils der gebundenen Cy,(¢) Molekiile zur Gesamtkonzentration Cges(t) der Molekii-

le

£y(£) = Cp(t)/Cres(t) 4.5)

Je nach Parameterkombination kann eine bestimmte maximale Fallen-Effizienz er-
reicht werden. Die maximale Fallen-Effizienz wird durch die Systemparameter be-

stimmt und ist <1.

Der Ubergang vom binde- zum produktionsdominierten Regime

Die Bindung an die Fallen ist besonders effizient, wenn die Fallen-Effizienz ma-
ximal ist, was die Frage aufwirft, wie eine moglichst hohe und stabile maxima-
le Fallen-Effizienzen erreicht werden kann. Im Folgenden wird daher der Einfluss

verschiedener Parameter auf die Fallen-Effizienz f,,(¢) untersucht.

Zum Zeitpunkt ¢ = 0 finden sich keine Molekiile im System. Diese werden mit
konstanter Produktionsrate c,.oq erzeugt. Somit sind zu Beginn alle Bindestellen
an der Oberfliche frei. Mit der Zeit fiillen sich diese mit Molekiilen und sind nach

einer bestimmten Zeit alle Fallen besetzt, ist keine weitere Bindung mehr moglich.

Die zeitliche Entwicklung der Konzentration Cy,(¢) der gebundenen Molekiile am
Beispiel der Produktionsrate ,0q und Bindeaffinitit xy;, ist in Abbildung 4.2 a zu
sehen. Erwartungsgemif3 nimmt die Konzentration der gebundenen Molekiile zu

und néhert sich einem Plateau, was der Sittigung der Fallen entspricht. Reguliert
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4. Fallen-Eftfizienz in Systemen mit einer Proteinuntereinheit

wird der Eintritt der Séttigung liber die Produktionsrate a4 und die Bindeaffinitét
Kbin. Umso hoher die Produktionsrate und Bindeaffinitét, desto schneller wichst die

Anzahl gebundener Molekiile und desto eher ist eine Séttigung erreicht.

Abbildung 4.2b zeigt die zeitliche Entwicklung der Fallen-Effizienz f,,(¢). Nach
Beginn der Molekiilproduktion steigt die Fallen-Effizienz an, erreicht zum Zeit-
punkt ¢* ihr Maximum, f,(#*) = f***, und fillt im Anschluss wieder auf Null.
Abbildung 4.2 a zeigt, dass zum Zeitpunkt t* bereits ein groer Anteil an Fallen
gesittigt ist. Wie aus der analytischen Losung des Systems Gleichung (4.3) und
dem Ausdruck fiir die Fallen-Effizienz Gleichung (4.5) folgt, nimmt fiir grof3e ¢ die
Fallen-Effizienz mit s

lim f,,(t) = G L

t—o0 Qprod t

(4.6)

ab. Dies veranschaulicht Abbildung 4.2 b, da sich bei festgehaltener Produktionsrate
Qprod gleiche Abfille der Fallen-Effizienz nach Erreichen des Maximums ergeben.
Somit ist der Abfall nur noch von der Produktionsrate abhédngig und dieser Zeitraum
wird als produktionsdominiert bezeichnet. Analog dazu gilt fiir den Bereich vor dem
Maximum, dass sich bei festgehaltener Binderate r,;, und variabler Produktionsrate
Qiprod gleiche Anstiege der Fallen-Effizienz ergeben (Abbildung 4.2 ¢ und d). Somit
ldsst sich fiir jede beliebige Kombination aus ki, und oy,0q €in bindedominiertes
und produktionsdominiertes Regime fiir f,,(¢) erkennen, wobei ¢* dessen Ubergang
markiert. Das Maximum und die jeweiligen Regime sind in Abbildung 4.2b, am

Beispiel von s, = 0.1s7 uM ™! und ayroq = 0.001 uM s~ dargestellt.

Ist die Binderate ky,;, groB, so ergibt sich bereits nach kurzer Zeit ein Maximum
der Fallen-Effizienz f*** (Abbildung 4.2d). Dessen Hohe und zeitliche Lage ist
zusitzlich abhiingig von der Produktionsrate ov,q und bei ausreichend hohen Pro-
duktionsraten ov,;.q entsteht ein Plateau. Dagegen verringert eine niedrige Binderate

Kpin die HOhe des Maximums und verzogert dessen Auftreten (Abbildung 4.2 c).

Der genaue Wert der maximalen Fallen-Effizienz {;** fiir CJ'®* = 1 uM und dessen
Zeitpunkt t* hiingt von der Bindeaffinitdt und der Produktionsrate ab und kann durch
das Losen von £, ()] . = 0 bestimmt werden. In Abbildung C.1 im Anhang ist
das Fallen-Effizienz-Maximum in Abhéngigkeit von der Produktionsrate und Bin-
deaffinitédt dargestellt. Sowohl die farbige Codierung als auch die ,,z-Achse* geben
die Werte fiir die Fallen-Effizienz f'** zur Zeit t* an, wobei ¢* von der Parameter-
wahl bestimmt wird und stets 0 < {"** < 1 gilt. Fiir gleiche Verhiltnisse aus K,

und ap,roq ergeben sich gleiche maximale Fallen-Effizienzen. Somit befindet sich
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4.1. Ein-Boxmodell — homogene Erzeugung der Reaktanten
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Abbildung 4.2.: Zeitabhéangigkeit der Konzentration gebundener Molekiile C;,(¢) und deren Fallen-
Effizienz f,,(¢). Die erste Spalte (a-b) zeigt die Konzentration gebundener Molekiile und
die Fallen-Effizienz gebundener Molekile in Abhangigkeit von der Zeit fiir gleiche Para-
metersatze (Legende links). Einteilung der Fallen-Effizienz in Binderegime (I) und Pro-
duktionsregime (ll). Die zweite Spalte (c-d) vergleicht die Fallen-Effizienz in Abh&ngig-
keit von der Zeit fir gleiche Produktionsraten aproa (Legende rechts) und unterschiedli-
che Bindeaffinititen: (c) schwache Bindung xuin = 0.001s™* umMm~?, (d) starke Bindung
Fbin = 0.1s71 pM_l.
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Abbildung 4.3.: Maximal erreichbare Fallen-Effizienz (a) Maximum der Fallen-Effizienz f;'** sowie zeit-
gleich, d.h. zum Zeitpunkt ¢t*, auftretende (b) Konzentration der gebundenen Molekile
Ch(t*) als Funktion des Verhéltnisses aus Produktionsrate und Binderate “2xod

entlang jeder Geraden auf der Ebene, die ihren Ursprung in (kpy, = 0s™tuM™t,
Qprod = 0 uM s™1) hat, immer die gleiche maximale Fallen-Effizienz. Abbildung 4.3 a
verdeutlicht, bei welchem Verhiltnis i, /proa Welche maximale Fallen-Effizienz
erreicht wird. Zum Zeitpunkt ¢* sind, je nach Parameterkombination, grob zwischen
50% und 70% aller Molekiile im System gebunden (Abbildung C.2). Somit ist zum
Zeitpunkt der maximalen Fallen-Effizienz noch nicht die maximale Konzentration
an gebundenen Molekiilen erreicht. Abbildung 4.3 zeigt, dass ein hoheres Maxi-
mum der Fallen-Effizienz mit einer niedrigeren Konzentration Cy,(t*) zum Zeit-

punkt ¢* einhergeht.
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4.2. Zwei-Boxenmodell — inhomogene Erzeugung der
Reaktanten

Abbildung 4.4.: Schema eines Zwei-Boxensystems mit Boxhéhe h, Boxldnge ! [i.V. 74]. Die Molekiile
(orange Kugeln) kénnen zwischen beiden Boxen frei diffundieren und an Fallen (gelbe
Kegel) binden. Neue Molekile werden nur in der linken (blauen) Box produziert.

Im folgenden Abschnitt wird das bereits oben eingefiihrte Ein-Boxsystem um eine
zweite identische Box' (Abbildung 4.4), die mit der ersten Box verbunden ist, er-
weitert. Hierbei sind die Boxen 1 und 2 mit einer Losung gefiillt, die Molekiile mit
den Konzentrationen C(t) bzw. Cy(t) enthilt. Der Boden jeder Box ist mit Fallen
beschichtet, an die Molekiile binden konnen. Diese konnen nur in der Box binden,
in der sie sich befinden. Die Molekiile diffundieren mit der Diffusionskonstanten
D frei zwischen den Boxen. Des Weiteren ist die Produktion nicht mehr homo-
gen: nur in Box 1 werden Molekiile mit der Rate av,.q produziert. Die Dynamik
der Konzentration von ungebundenen C; ,(¢) und gebundenen C; ;,(t) Molekiilen in

Box i = 1, 2 wird beschrieben durch:

dCé;;(t) = D (Cyu(t) — Cru(t)) — #pinCru(t) (CTE — Cip(t)) + Aprod s
@4.7)
dcé;z(t) = b Cru(t) (CT5° = Cup(t)) | (4.8)
AColl) _ 550y (0) — Conlt) — munCan) (R = Can0) . 49
d(j%f(t) = FbinCou(t) (CHRX — Cop (1)) (4.10)

wobei zur Vereinfachung des Systems die mit der Boxldnge skalierte Diffusions-
konstante D = D / [2, auch Diffusionsrate D genannt, verwendet wird. Dabei gilt

die Massenerhaltung:

Clju(t)—FCg’u(t)—i-CLb(t)—FCQ,b(t) = Oéprodt+cl,u(0)+Cl,b(0>+02,u(0>+c2,b(0) .
“4.11)

"Tm Folgenden wird der Begriff Box verwendet, wobei der Begriff Bin aus Kapitel 2 synonym verwendet
werden kann.
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4. Fallen-Eftfizienz in Systemen mit einer Proteinuntereinheit

Zunichst wird die zeitliche Entwicklung der gebundenen Molekiile in Box 1 und
Box 2 betrachtet und im Anschluss die Fallen-Effizienz des Gesamtsystems mit der
Gesamtanzahl von N = 2 Boxen. Die Fallen-Effizienz f;,(¢) des Gesamtsystem ist
definiert durch die Konzentration an gebundenen Molekiilen in Box 1 und Box 2 im

Verhiltnis zur Gesamtkonzentration der Molekiile im System

£y (t) = = LA (4.12)

Sie soll ebenfalls als Summe iiber die Fallen-Effizienzen f; ,(¢) in jeder einzelnen
Box i, aufgefasst werden. Im Zwei-Boxenmodell wird hierbei iiber beide Boxen

i = 1,2 summiert. Somit ist die Fallen-Effizienz in der Box i definiert durch:

B i Cip(t)
N Cyes(t)

fin(t) (4.13)

Die zeitliche Entwicklung der Konzentration gebundener Molekiile in den jewei-
ligen Boxen C; ,,(¢) und Cs,(t) ist in Abbildung 4.5 a, d dargestellt. Die rdumlich
getrennte Produktion der Molekiile fiihrt zu einer Ungleichverteilung der freien Mo-
lekiile im System und zu einer unterschiedlichen Fallenbesetzung. Somit sind fiir
kurze Zeiten in Box 1 bereits Fallen besetzt, wohingegen in Box 2 noch alle Fallen
frei sind. Je nach Parameterkombination fiihrt dies zu einer fritheren Sattigung von
Box 1 im Vergleich zu Box 2. Bei festgehaltener Produktionsrate ov,.,q und Bin-
derate ky, hidngt diese Verzogerung von der Diffusionsrate D ab. Bei einer sehr
schnellen Diffusionsrate D im Vergleich zur Produktionsrate c,0q und Binderate
Kbin (Abbildung 4.5 d), erhilt man ein gut durchmischtes System, was zu einer un-
gefihr gleichen Konzentration an gebundenen Molekiilen in beiden Boxen zu jedem
Zeitpunkt ¢ fiihrt. Bei der Verlangsamung der Diffusion D (Abbildung 4.5 a) wird
hingegen ein Konzentrationsunterschied der gebundenen Molekiile in Box 1 und 2
deutlich.

Durch die Einfithrung der Diffusion ist die Betrachtung der Fallen-Effizienz ver-
glichen mit dem Ein-Boxmodell nicht mehr trivial. Im Ein-Boxmodell unterschei-
det man bei der Fallen-Effizienz zwischen einem produktionsdominierten und ei-
nem bindedominierten Regime. Diese Unterteilung trifft ebenfalls im Zwei-Boxen-
modell zu. Jedoch muss dessen Betrachtung auf Grund der inhomogenen Verteilung
der Erzeugung von Proteinen mit Hilfe der Fallen-Effizienz in der jeweiligen Box
(Box 1 und Box 2) erfolgen (Abbildung 4.5 c, f). Daher soll im Folgenden sowohl
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Abbildung 4.5.: Bindedynamik des Zwei-Boxensystems. (a,d) Konzentrationen Cy 1,(¢) und Ca 1 (¢)
der gebundenen Molekilen in Box 1 (durchgezogene Linie) und Box 2 (gestrichelte Li-
nie). (b,e) Fallen-Effizienz des Gesamtsystems £, (¢). (c,f) Fallen-Effizienz f; 1,(¢) und
f25(t) in Box 1 (gestrichelte Linie) und Box 2 (durchgezogene Linie). Der Vergleich un-
terschiedlicher Diffusionsraten der Molekile erfolgt mittels der Spalten, wobei die linke
Spalte (a-c) eine langsame Diffusionsrate mit D = 0.001s~' und die rechte Spalte
(d-f) eine schnell Diffusionsrate mit D = 0.1s~! zeigt. Die mit Doppelpfeilen hervorge-
hobenen Bereiche in Abbildung (a ,b) kennzeichnen die Zeitspanne (t4 bis tg) vom Zeit-
punkt der maximalen Fallen-Effizienz bis zum reinen produktionsdominierten Regime.
Die Unterscheidung der Regime erfolgt durch die Betrachtung der Fallen-Effizienzen in
den einzelnen Boxen. Die maximale Fallen-Effizienz in Box 1 findet zum Zeitpunkt ¢; statt
und kennzeichnet das Ende des reinen bindedominierten Regimes. Die maximale Fal-
len-Effizienz in Box2 zum Zeitpunkt ¢;r beschreibt den Beginn des reinen produktions-
dominierten Regimes. Die entsprechenden Regime sind am Beispiel des Datensatzes
Oprod = 0.001uM At™%, kpin = 0.1 At~  um~! (cyan blau) eingezeichnet. Die sich so-
mit ergebenen unterschiedlichen Regime ist durch die unterschiedlichen Schraffuren ge-
kennzeichnet, dessen Schnittmenge das Mischregime kennzeichnet. Die entsprechen-
den Parameterkombinationen sind farblich codiert und befinden sich in der Legende.
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4. Fallen-Eftfizienz in Systemen mit einer Proteinuntereinheit

die Fallen-Effizienz f;,(¢) des Gesamtsystems (Abbildung 4.5 b, e), als auch die Fal-
len-Effizienz f; ,(¢) von Box 1 und f5,(¢) von Box 2 (Abbildung 4.5 c, f) betrachtet
werden. Fiir die zeitliche Entwicklung der Fallen-Effizienz f},(¢) des Gesamtsystems
(Gleichung (4.12)) lassen sich drei charakteristische Bereiche (Abbildung 4.5 b, e)

erkennen:

1. Zunichst erhoht sich die Fallen-Effizienz f,,(¢) bis zu ihrem Maximum £{***
bei t = t%.

2. Anschlieend erfolgt eine Abnahme der Fallen-Effizienz f,,(t) .
3. Die Abnahme der Fallen-Effizienz beschleunigt sich bei ¢t = ¢ .

Wie die Zunahme der Fallen-Effizienz erfolgt, hingt von der Anzahl der Molekiile
in der jeweiligen Box ab, die zur Bindung zur Verfiigung stehen. Hierbei unterschei-
det man zwischen freien Molekiilen, die durch Produktion oder Diffusion gewonnen
werden oder freien Molekiilen, die in die Nachbarboxen verloren gehen — was bild-
lich als Fluss von Molekiilen von einer Box zu anderen betrachtet werden kann. Im
Zwei-Boxensystem gibt es nur in Box 1 eine Produktion. Anfanglich werden Mole-
kiile in Box 1 gebunden, bevor diese Box 2 erreichen kénnen (Abbildung 4.5 a, d).

Zum Zeitpunkt ¢t = ¢}, ist ein GroBteil aller Fallen in Box 1 besetzt.

Um die Unterscheidung dieser drei Bereiche zu charakterisieren und eine Einteilung
in Regime vorzunehmen, dquivalent zum Ein-Boxmodell, erfolgt eine Betrachtung
der Fallen-Effizienz in Box 1 und Box 2 (Abbildung 4.5 ¢, f). Die Einteilung der Fal-
len-Effizienzen f; ,(¢) innerhalb einer Box i kann wie im Ein-Boxmodell iiber zwei
Regime erfolgen. Im Ein-Boxmodell wird hierbei zwischen einem binde- und ei-
nem produktionsdominierten Regime unterschieden. Diese Einteilung trifft ebenso
im Zwei-Boxenmodell zu auf die Fallen-Effizienzen f;},(¢) in den Boxen 1 und 2.
Hier liegen das bindedominierte zeitlich vor und das produktionsdominierte Regime
nach dem Erreichen des Maximum £{};** der Fallen-Effizienz. Bei der Betrachtung
(Abbildung 4.5 c, f) des Bereiches vor dem Maximum ist deutlich zu erkennen, dass
sich der Kurvenverlauf in Box 1 von dem Kurvenverlauf in Box 2 unterscheidet.
Durch die Summation der Fallen-Effizienzen f; 1,(¢), f2,(¢) der Boxen 1 und 2 erge-

ben sich somit drei Bereiche fiir die Fallen-Effizienz des Gesamtsystems:

1. Das bindedominierte Regime tritt auf bis zu einem Maximum {;’}* der Fal-
len-Effizienz der ersten Box. In diesem Fall befinden sich sowohl Box 1 als

auch Box 2 im bindedominierten Regime. Erst mit der Abnahme der Fallen-
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Effizienz f; ,(¢) in Box I erfolgt ein Regimewechsel der durch den Zeitpunkt

des Maximums ¢ = ¢{ bestimmt ist.

2. Das Mischregime tritt nach dem Maximum {}* der Fallen-Effizienz in der
ersten Box auf. In diesem Fall befindet sich Box 1 bereits im produktionsdo-
minierten Regime, wohingegen Box 2 sich noch im bindedominierten Regime
befindet.

3. Das reine produktionsdominierte Regime entsteht, wenn sich alle Boxen im
produktionsdominierten Regime befinden, was nach dem Erreichen des Ma-
ximums 3 der Fallen-Effizienz in der zweiten Box zum Zeitpunkt ¢ = ¢j;

erfolgt.

Der Bereich vor dem Erreichen des Maximums der Gesamt-Fallen-Effizienz f,,(t)
wird somit nicht mehr wie im Ein-Boxmodell betrachtet, sondern besteht aus einem
bindedominierten Regime und einem Mischregime, da sowohl die Binderate in der
jeweiligen Box als auch der Fluss der Molekiile in die Nachbarboxen die Komplex-
bildung beeinflussen. Dieser Fluss wird durch die Binderate, die Diffusionsrate und

die Produktionsrate bestimmt.

Bei einem gut durchmischten System (Abbildung 4.5f fiir die rote, orange, dun-
kelblaue Kurve), erhidlt man ein reines bindedominiertes Regime vor dem Errei-
chen des Maximums fiir f; ,(¢) und f;,(¢), was zu einer gleichen maximalen Fal-
len-Effizienz {37 in beiden Boxen fiihrt. Folglich geht unter der Annahme eines

gut durchmischten Systems das Zwei-Boxenmodell in das Ein-Boxmodell iiber.

Bei eher heterogenen Systemen? (z.B. Abbildung 4.5 f hellblau, dunkelgriin; D =
0.157%, Kpin = 0.1s~! uM~1) unterscheiden sich die Maxima der Fallen-Effizienzen
fii im Zeitpunkt und der Intensitéit. Der Abfall nach dem Maximum ist fiir al-
le Parameterkombinationen abhingig von der Produktionsrate und wird somit als
produktionsdominiertes Regime bezeichnet. Bei einer Sittigung der Box i folgt der
Abfall wie im Ein-Boxmodell (Gleichung (4.6)) mit

G 1

lim f;,(¢) = ) 4.14
tgc{lo »(t) Qlprod T ( )

Sind die Fallen-Effizienzen in den einzelnen Boxen nicht bekannt, kann eine un-
gefidhre Abschitzung der Regime durch die charakteristischen Zeitpunkte 7, 15

der gesamten Fallen-Effizienz f,,(¢) erfolgen. Hierbei gilt ¢ < ¢} und ¢ < tj;.

2d.h. es liegt eine Ungleichverteilung der freien Molekiile in Box eins und zwei vor
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4. Fallen-Eftfizienz in Systemen mit einer Proteinuntereinheit

Der Zeitpunkt ¢}, des Maximums der gesamten Fallen-Effizienz kennzeichnet den
Bereich, der sich bereits im Mischregime befindet oder bei einem gut durchmisch-
ten System das Ende des bindedominierten Regimes. Der Zeitpunkt ¢; bei dem
eine Beschleunigung des Abfalls der Fallen-Effizienz erfolgt, kennzeichnet sich bei
schlecht durchmischten Systemen deutlich durch ein Plateau (Abbildung 4.5 ¢ hell-
blau, dunkelgriin). Die Gesamt-Fallen-Effizienz und die Ausprigung aller drei Re-
gime hingt von der Durchmischung des Systems ab, die sich durch den Vergleich
der Fallen-Effizienzen in jeder einzelnen Box i zeigt. Da die Molekiile nur in Box 1
erzeugt werden, wird die Gesamt-Fallen-Effizienz f,,(¢) durch Box 1 dominiert. Das
lang anhaltende bindedominierte Regime in Box 2 fiihrt zu einem verlangsamten
Abfall der Gesamt-Fallen-Effizienz im Mischregime (Plateau Abbildung 4.5 hell-
blau, dunkelgriin). Erst nach dem Plateau befinden sich beide Boxen im produkti-
onsdominierten Bereich. Die Gesamt-Fallen-Effizienz fiir lange Zeiten — wenn alle
Fallen besetzt sind — geht somit mit
Crp*+ Gl Cpax 1

tli)lg) fb(t) = tli)lg} be(t) + f27b(t) = WE = NaprOd - (415)

einher, vergleich Gleichungen (4.12) bis (4.14), wobei fiir eine homogene Fallen-

verteilung G = CTP* = Cyip* gilt.

4.3. Bindung und Diffusion in quasi-realistischen Systemen

Die Diffusion und Bindung von Molekiilen soll in einem realistischen System mit
begrenzten Fallen-Kapazititen untersucht werden, dass aus N >> 1 Boxen besteht.
Die Konzentration C;(¢) der Molekiile dndert sich in den Boxeni = 1, ..., N auf-
grund der Produktion neuer Molekiile und der Diffusion in benachbarte Boxen. Die
Molekiile bewegen sich in der Losung frei mit einer Diffusionsrate D, bis sie mit
einer Bindeaffinitéit k;;, an Fallen binden, die am Boden der Boxen verteilt sind.
Auf Grund der begrenzten Anzahl an Fallen kann es nur zu einer Bindung kom-
men, solange freie Fallen verfiigbar sind. Dadurch kann die Konzentration C;,(¢)
der gebundenen Molekiile in Boxi ihr Maximum C{;™ nicht iiberschreiten. Die
Produktion neuer Molekiile soll, wie im Zwei-Boxmodell, auf einen bestimmten

Boxenbereich beschrinkt werden.
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Im Folgenden wird ein System mit der Linge L = 1 mm untersucht. Das System
wird in N = 100 Boxen diskretisiert, was einer Boxgrofe von Az = 10 um ent-
spricht. Die Boxen ip0q = 12, ..., 19 (Abschnitte 4.3, 4.4 und 4.6, Abb. 4.12) bzw.
iprod = 7, ..., 14 (Abschnitt 4.5 und Kapitel 5, Abb. 4.11) dienen hierbei als Quellen
fiir neue Molekiile, von denen jede Box mit einer Rate ov,,.q neue Molekiile erzeugt.
Der Boxindex i beschreibt die diskretisierte Position relativ zum System, die Linge
des Systems L ist somit L = Az - N. Die Zeitentwicklung der Konzentration von

gebundenen C; 1,(¢) und freien C; ,,(¢) Molekiilen in Box i wird durch

dcéi;(t) = FiinCiu(?) ( N Ci,b(t>) furi=1, ., N, (.10
dC(i;tl(t) =D (Citru(t) + Cicru(t) = 2Ciu(t))

— libinci7u(t) ( irflbax — Ci,b(t)) (417)
+ Qprod [l = 'Z;prod] firi = 2, ceey N — 1, und

dCq . (t ~
W) _ B (Cault) ~ Cout)

— FbinC1,u(?) ( R Cl,b(t))
+ Qlprod [1 = Z'prod] ) (4.18)

dCy.u(t ~

Tl _ B () ~ )
— rpinCru(f) (CRE — Crp(t)) (4.19)
+ Qprod [N = iprod]

beschrieben, wobei die Iverson-Klammer [i = i,,,q] = 1, wenn Boxi eine Quelle

fiir neue Molekiile ist und 0 andernfalls. Dariiber hinaus muss die Massenerhaltung

gelten:
N N
Z (Ciu(t) + Cin(t) = Z (Cin(0) + Cin(0) + aproat [i = Groa]) - (4.20)
i=1 i=1

Das Gleichungssystem wird mit dem in RvD Modell, in Abschnitt 2.2 beschrieben,
gelost. Hierbei wird der Ort in Ax und die Zeit in Zeitschritte At diskretisiert.

Durch die Losung des Systems konnen sowohl die zeitliche Entwicklung als auch
die rdumliche Verteilung der Molekiile in betrachtet werden. Im folgenden Ab-
schnitt werden die Fallen-Effizienz und die Anzahl gebundener Molekiile fiir ver-

schiedene Parameterkombinationen untersucht.
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Drei Regime der Fallen-Effizienz

Die Fallen-Effizienz f;,(¢) in einem 100-Boxensystem, mit einer Gesamtanzahl von
N = 100 Boxen, ist analog zu Gleichung (4.12) iiber das Verhiltnis aus der Konzen-

tration Cy,(t) = 1/N Zfi 1'% Ci1,(t) gebundener Molekiile zur Gesamtkonzentrati-

on Cyes(t) = 1/N N7 (Ci(t) + Ciu(t)) gegeben. Die zeitliche Entwicklung

der Fallen-Effizienz f},(¢) kann dquivalent iiber die Summe der Fallen-Effizienzen
Cip(t)
Cgez(t)

f;1,(t) jeder einzelnen Box i beschrieben werden, wobei f; ,(t) = 1/N
zu Gleichung (4.13).

analog

N=100

f(t) = > fin(t) (4.21)

i=1
Eine genauere Betrachtung der Fallen-Effizienz f},(¢) im Gesamtsystem kann eben-
falls @iber die Schar der Fallen-Effizienzen f;(¢) jeder einzelnen Box1i erfolgen.
Die Fallen-Effizienz f;,,(¢) jeder einzelnen Box1i lésst sich wie im Ein-Boxmodell
durch zwei Regime charakterisieren, ein bindedominiertes und ein produktionsdo-
miniertes Regime (Abbildung 4.6 ¢ und d). Das bindedominierte Regime geht zum
Zeitpunkt ¢ in Box 1 in ein produktionsdominiertes Regime iiber; als Beispiel dient
die Fallen-Effizienz in Box N in Abbildung 4.6 d. Erst durch die Uberlagerung
der einzelnen Fallen-Effizienzen f;},(¢) (Abbildung 4.6 ¢) entstehen drei Regime fiir
die Fallen-Effizienz f,,(¢) des Gesamtsystems (Abbildung 4.6 a), analog zum Zwei-
Boxmodell in Abschnitt 4.2.

Fiir eine genaue Unterteilung in diese drei Regime erfolgt zunéchst eine Betrach-
tung der Schar (Boxeni = 1...100) der bindedominierten Regime (Abbildung 4.6 ¢).
Zu Beginn sind im System noch keine Molekiile C; ,(0) = C;,(0) = 0 vorhanden.
Erst durch die Produktion von Molekiilen in den Boxen i..q gelangen Molekiile
ins System. Die erzeugten Molekiile konnen entweder in den Quellboxen an die
Fallen binden oder in Nachbarboxen diffundieren, um dort zu binden. Der Verlauf
der Fallen-Effizienz in jeder einzelnen Box hédngt hierbei von den fiir die Bindung
zur Verfiigung stehenden Molekiilen in Box i ab, die durch die Binderate xy;,, Pro-
duktionsrate c,0q und Diffusionsrate D bestimmt wird. Jede Box i befindet sich
bis zum Erreichen der maximalen Fallen-Effizienz f;,(¢) in ihrem bindedominier-
ten Regime. Auf Grund der inhomogenen Produktion und somit inhomogenen Ver-
teilung der Molekiile tiber die Boxen ist die Fallen-Effizienz zu unterschiedlichen
Zeitpunkten maximal. Somit erreichen die Quellboxen i = ij,;0q, in denen Molekiile
entstehen, eher die maximale Fallen-Effizienz, als Boxen in die nur durch Diffusi-

on neue Molekiile gelangen (Abbildung 4.6 c¢). Eine Vergroferung der Entfernung
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Abbildung 4.6.: Charakteristika und Regimeaufteilung der Fallen-Effizienz (a) Gesamt-Fallen-Effi-

zienz in Abhangigkeit von der Zeit. Die charakteristischen Punkte entsprechen folgende
Zeitpunkten: (o) Zeit der maximalen Gesamt-Fallen-Effizienz, (¢) der Wendepunkt Fallen-
Effizienz in der N-ten Box und (x) dem Maximum der Fallen-Effizienz in der N-ten Box
(d). (b) Ortsabhangigkeit der gebundenen Molekile zu den charakteristischen Zeitpunk-
ten (vgl. (a)). Das graue Rechteck kennzeichnet den Ort der Quelle. (c) Fallen-Effizi-
enz in der jeweiligen Boxi als Funktion der Zeit. Unterscheidung der Fallen-Effizienz in
den Boxen im Quellbereich (rot), links vom Quellbereich (blau) und rechts vom Quellbe-
reich (grau). Die Einteilung der Summe der Fallen-Effizienz in Box i erfolgt in drei Regime
(Schattierung). Regime I ist das bindedominierte Regime, das endet, sobald die Fallen-
Effizienz der ersten Box maximal ist. In Regime Il finden sich sowohl steigende als auch
sinkende Fallen-Effizienzen. Regime lll ist der Bereich, in dem alle Boxen ihre maximale
Fallen-Effizienz Gberschritten haben und somit die Produktion dominiert. (d) Dargestellt
ist die Fallen-Effizienz in der N-ten Box in Abhangigkeit von der Zeit, wobei Wendepunkt
< und Maximum * markiert sind.
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einer Boxi zur Quelle fiihrt zur Verringerung und zeitlichen Verzdgerung seiner
maximalen Fallen-Effizienz {{}**. Durch die asymmetrische Position der Quellbo-
xen (dicht am linken Rand) ergeben sich Unterschiede in den Fallen-Effizienzen in
den Boxen, die sich links (blau) der Quelle befinden, im Vergleich zu Boxen, die

sich rechts (grau) der Quelle befinden.

Die Unterteilung der Regime der Gesamt-Fallen-Effizienz erfolgt nun auf der Grund-
lage der obigen Beobachtung. (1) Das erste Regime ist der Bereich, in dem sich
jede einzelne Boxi in einem bindedominierten Regime befindet. Es wird als rei-
nes bindedominiertes Regime bezeichnet. Erst mit dem Zeitpunkt ¢;, zu dem die
erste Boxi = 1 ins produktionsdominierte Regime iibergeht, findet ein Regime-
wechsel zum Mischregime statt. (2) Im Mischregime erreichen immer mehr Bo-
xen i ihre maximale Fallen-Effizienz }*, bis die letzte Box zum Zeitpunkt ¢7; ihre
Maximal-Fallen-Effizienz fﬁf‘ erreicht hat (Abbildung 4.6 ¢, d). (3) Nach diesem
Zeitpunkt ¢]; befinden sich alle Boxen im produktionsdominierten Regime, was zu
einem reinen produktionsdominierten Regime fiir die Gesamt-Fallen-Effizienz f},(¢)
fiihrt. Fiir lange Zeiten nimmt £, ;,(¢) mit ; ab, analog zu Gleichung (4.6) im Ein-
Boxmodell. Durch die Diskretisierung in N Boxen und die begrenzten Quellberei-

che ergibt sich fiir lange Zeiten eine Gesamt-Fallen-Effizienz von

N (max
lim fb(t) =_b 3
t—oo Q Oéprodt

(4.22)

mit der Anzahl an Quellboxen () = 8 und einer homogenen Fallenverteilung C'** =

max
i,b

Abbildung 4.6 a zeigt einige Besonderheiten der Gesamt-Fallen-Effizienz f,,(¢): ein
Maximum sowie mehrere Anstiegswechsel. Diese Beobachtung soll mit Hilfe von
charakteristischen Punkten untersucht werden. Der erste charakteristische Punkt,
das Maximum der Fallen-Effizienz ¥, befindet sich bereits im Mischregime und
kennzeichnet den Zeitpunkt kurz nach dem bindedominierten Regime. Zu diesem
Zeitpunkt ¢t = 27 - 103 At sind noch in keiner der Boxen alle Fallen gesiittigt (Ab-
bildung 4.6 b). Der Quellbereich ist mit einer Séttigung bis etwa 84% am stérks-
ten besetzt. Der zweite charakteristische Punkt kennzeichnet den Bereich kurz vor
dem Ubergang ins produktionsdominierte Regime: Hier sind besonders im Bereich
der Quellen alle Fallen gesittigt, je nach Parameterkombination sind die Fallen in
den Boxeni, die weit von den Quellen entfernt sind, noch nicht all vollstindig be-

setzt. Der dritte charakteristische Punkt befindet sich kurz hinter einem ,,Knick* und
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4.3. Bindung und Diffusion in quasi-realistischen Systemen

kennzeichnet den Ubergang ins reine produktionsdominierte Regime. Somit kénnen
die charakteristischen Punkte der Gesamt-Fallen-Effizienz f,,(¢) als ungefihre Ab-
schitzung fiir die oben beschriebenen Regime verwendet werden. Im Folgenden
werden der Verlauf der Fallen-Effizienz f,(¢) und die Verteilung der gebundenen
Molekiile mit Hilfe dieser charakteristischen Zeitpunkte untersucht, was einen zei-

tunabhingigen Vergleich des Einflusses der unterschiedlichen Parameter erlaubt.

Charakteristika der Fallen-Effizienz

In Abbildung 4.7 sind die charakteristischen Zeitpunkte der Fallen-Effizienz f,,(t)
unter Variation verschiedener Parameter dargestellt. Hierfiir wurde eine hohe Bin-
deaffinitit von rpy = 2 - 1072 At~ uM~, eine Diffusionsrate von D = 8.3 - 10~2 At~}
und eine Produktionsrate von apeq = 2- 1074 puM At~ gewihlt. In jeder Spalte
dieser Abbildung wird einer dieser Parameter variiert, wobei jeweils alle anderen

oben angegebenen Parameterwerte festgehalten werden.

In der ersten Spalte (Abbildung 4.7 a-d) erfolgt eine Variation der Bindeaffinitit,
wobei fpin = 2- 102 At M, 2- 103 At umt, 21074 At~ um L. Eine
Verringerung der Bindeaffinitit fiihrt zu einem Abfall der maximalen Fallen-Effi-
zienz f;'**. Bei einer kleineren Bindeaffinitit konnen auf Grund der wenigen Bin-
dungen in den einzelnen Boxen mehr Molekiile in die Nachbarboxen diffundieren.
So entsteht eine gute Durchmischung des Systems und ein geringerer Anstieg im
bindedominierten Regime der Fallen-Effizienz f; 1,(¢) in den einzelnen Boxeni, wo-
durch der Regimewechsel bei der Betrachtung der Fallen-Effizienz f,,(¢) des Ge-
samtsystems weniger deutlich ist. Auch die Konzentration der gebundenen Mole-
kiile (Abbildung 4.7 b) zum Zeitpunkt der maximalen Fallen-Effizienz zeigt, dass
mit abnehmender Bindeaffinitit die Verteilung der Molekiile breiter wird, was zu
einem ldnger anhaltenden bindedominierten Regime fiihrt. Hingegen fiihrt eine Er-
hohung der Bindeaffinitit zu einer stiarkeren Lokalisierung der Molekiile im Bereich

der Quellen. Dies bedingt ein schnelleres Auffiillen der Fallen im Quellbereich.

Zum Zeitpunkt kurz vor dem Wechsel vom misch- zum produktionsdominierten Re-
gime (Abbildung 4.7 ¢), sind bei einer hohen Bindeaffinitit sy, = 2 - 1072 At~ um !
fast alle Bindestellen vollstindig besetzt, auBer in den letzten fiinf Boxen®. Wohin-

gegen bei einer geringen Bindeaffinitit von 2 - 107* At ' uM~t oder2 - 1072 At~ um !

396 Boxen sind mehr als 90% gesittigt
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Abbildung 4.7.: Bindedynamik im 100-Boxensystem. Erste Zeile (a,e,i) zeigt die Fallen-Effizienz

44

unter Variation der Parameter entsprechend der jeweiligen Legende. Sofern nicht ex-
plizit in der Legende erwéhnt, gelten folgende Parameter: Produktionsrate caproa =
2-10"* pM At ™Y, Bindeaffinitét b = 2-1072 At~'um~! und Diffusionsrate D =
8.3-1072 At™'. Zeilen zwei bis vier (b-d, f-h, j-I) zeigen die Ortsabhangigkeit der gebun-
denen Molekile zu charakteristischen Zeiten, durch die Symbole o, ¢ und * gekennzeich-
net. Charakteristische Zeiten werden bestimmt aus dem Maximum der Gesamt-Fallen-Ef-
fizienz fy, (t- ), dem Wendepunkt der Fallen-Effizienz fx b (¢, ) in Box N und dem Maximum
der Fallen-Effizienz fx b (¢+) in Box N. In Spalte eins (a-d) wird die Bindeaffinitét xpin, in
Spalte zwei (e-h) die Diffusionsrate D und in Spalte drei (j-I) die Produktionsrate aproa
variiert. Das graue Rechteck kennzeichnet den Ort der Quelle.



4.4. Variation der Fallenverteilung

die ersten 57 bzw. 88 Boxen mehr als 90% der Sittigung erreicht haben. D.h. eine
geringere Bindeaffinitdt bedingt eine breitere Verteilung des Sittigungsbereiches.
Bei dem Wechsel ins produktionsdominierte Regime (Abbildung 4.7 d) sind alle
Boxen mehr als 90% gefiillt. Bei einer hohen Bindeaffinitit sind alle Boxen gefiillt,
wihrend bei geringer Bindeaffinitdten noch ein Auffiillen in den hinteren Boxen

erfolgt.

Eine Verringerung der Diffusionsrate (Abbildung 4.7 e-h) D von 8.3-1072 At~
auf 3-1072At™! und 9.8 - 1073 At~! fiihrt zu einer Verschiebung der maxima-
len Fallen-Effizienz fi,(¢) hin zu fritheren Zeitpunkten und einer Verldngerung des
Mischregimes (Abbildung 4.7 e). Der Einfluss auf die Verteilung der gebundenen
Molekiile zu den charakteristischen Zeitpunkten ist jedoch gering (Abbildung 4.7 f-
h). Es ist trotzdem zu erkennen, dass bei einer hoheren Diffusion die Verteilung der
gebundenen Molekiile breiter wird.

Auch eine Anderung der Produktionsrate av,oq fiihrt zu einer zeitlichen Verschie-
bung der charakteristischen Punkte der Fallen-Effizienz f},(¢) (Abbildung 4.7 j). Ei-
ner der deutlichsten Unterschiede im Vergleich zu der Verdnderung der Binderate

Kpin und der Diffusionsrate D ist die Anderung des Abfalls im produktionsdomi-

nierten Regime, da f},(¢) fiir groBe Zeiten mit L__ abfillt, sieche Gleichung (4.22).

Qprod t

4.4. Variation der Fallenverteilung

Inhomogenitéten in der Fallenkapazitit konnen durch eine unvollstidndige Beschich-
tung der Oberfliche, eine beabsichtigte Fallenstrukturierung oder durch Verunrei-
nigungen der Reaktionslosung, die die Fallen unspezifisch blockieren, entstehen.
Die Genauigkeit der Fallenstrukturierung ist stark abhéngig von der zum Auftragen
der Fallen verwendeten experimentellen Methode. So konnen zum Beispiel bei der
Photolithographie durch Streustrahlung der Quecksilberdampflampe mehr Bereiche
des Biofilms aktiviert werden als gewollt, was zu einer unspezifischen Bindung der
Fallen an die Systemoberflidche fiihrt (Abschnitt 3.1).

Die bisherigen Analysen beziehen sich auf eine homogene Fallenverteilung mit ei-
ner unabhéngigen maximalen Fallenkonzentration C{}7* = 1uM der gebundenen
Molekiile in Boxi. Die Modellierung einer inhomogenen Fallenkapazitit erfolgt

nun iiber eine lokal variierte C{™.
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Abbildung 4.8.: 100-Boxensystem mit inhomogener Fallenverteilung. Betrachtung zweier unter-

46

schiedlicher Fallenverteilungen (a; d) und deren Einfluss auf die Entwicklung der Anzahl
der gebundenen Molekile (b-c;e-f). Die beiden Spalten (b-c; e-f) zeigen die Entwicklung
bei einer bestimmten Fallen-Effizienz (a;d) und verschiedene Bindeaffinitéten xyin (farbig
gekennzeichnet in der Legende). Die zeitliche Entwicklung (siehe Legende der Zeitpunkte
in c) wird durch die Linien dargestellt. Der Quellbereich ist grau gekennzeichnet. Weitere
Parameter siehe Anhang Tabelle A.8.



4.4. Variation der Fallenverteilung

Am Beispiel von zwei inhomogenen Fallenverteilungen soll deren Einfluss auf die
Verteilung der gebundenen Molekiile an der Oberfliche untersucht werden. Hier
wird unterschieden zwischen einer schmalen Fehlstelle (Abbildung 4.8 a) von Box
i = 46 bis 55 und einer breiten Fehlstelle (Abbildung 4.8 b) im Bereich i = 30 bis 70.
Beide Fehlstellen besitzen nur die Hilfte der urspriinglichen Konzentration an Fal-
len C'** in Box i. Mit einer Produktionsrate cppoq = 2 - 10~* uM At~!, einer Bin-
derate fpm = 2 - 1074 At~! uM~! und einer Diffusionsrate D = 8.3 - 10-2 At ! er-
gibt sich im Vergleich zur Binderate starken Diffusion eine recht homogene Vertei-
lung der gebundenen Molekiile C; 1,(¢) an der Oberfldche. Dies fiihrt dazu, dass be-
reits zu frithen Zeiten die Strukturierung der Fallen sichtbar werden (Abbildung 4.8 c,
d). Mit zunehmender Anzahl der Molekiile im System wird der Fallendefekt deut-
licher. Somit werden Fallendefekte, die sich dicht an der Quelle befinden, friiher
sichtbar (Abbildung 4.8). Dieser Effekt ldsst sich beim Vergleich der unterschiedli-
chen Fallendefekte in Abbildung 4.8 b, e zum Zeitpunkt 20 - 103 At deutlich erken-
nen. Breite Fallendefekte, die sich dicht an den Quellbereichen befinden, erlauben
somit eine frithzeitigere und bessere Sichtbarkeit des Defektes als schmale Berei-

che, die sich weit entfernt davon befinden.

In Abbildung 4.8 c,f ist die Binderate* vergleichsweise groB. Dadurch wird eine
sehr lokalisierte Verteilung der gebundenen Molekiile erreicht. Durch den steilen
Anstieg der Verteilung der gebundenen Molekiile, bedingt durch die geringe Anzahl
an freien Molekiilen im Bereich des Fallendefekts, wird der Defekt erst sichtbar,

wenn die Fallen vor der Fehlstelle fast vollstindig gesittigt sind.

Der Vergleich der unterschiedlichen Verhiltnisse aus Binderate und Diffusionsrate
der zweiten (Abbildung 4.8 b, e) und dritten Zeile (Abbildung 4.8 c, f) zeigt somit,
dass eine hohere Diffusionsrate im Vergleich zu Binderate eine friithzeitigere Iden-
tifizierung der Fallendefekte erlaubt. Fiir eine quantitative Analyse des Einflusses
des Abstands zwischen Quellen und Fallendefekt werden im nichsten Abschnitt die
Fallenbereiche gleich grofl gewihlt und lediglich der Abstand zwischen den Fallen

verandert.

“Die Binderate betrigt fpin = 2 - 1072 At~ uM~* und die Diffusionsrate D=98-10"3 At
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4.5. Variation des Abstandes von Translationsort und Fallen

Der Abstand zwischen Translationsort (Quelle) und ortlich begrenzten Fallenbe-
reich mit fester Breite wird variiert. Der Fallenbereich ist 8 Boxen breit und hat
einen Abstand von 0,4,7,12 und 32 Boxen zum Rand des Translationsbereichs.
Mit diesem Aufbau kann im speziellen der Einfluss der Anderung des Abstandes
zwischen Quell- und Fallenbereich auf die Gesamtkonzentration Cy,(¢) gebundener
Molekiile untersucht werden (Abbildung 4.9, erste Zeile: a,d, g). Zusitzlich wird
die Verteilung der gebundenen Molekiile entlang des Systems zu unterschiedlichen
Zeitpunkten gezeigt (Abbildung 4.9 zweite und dritte Zeile: b, e, h; c, f,1). Hierbei
wird in den Spalten von links nach rechts das Verhiltnis aus Bindeaffinitit zu Diffu-
sionsrate verringert. Eine geringe Diffusionsrate und eine hohe Bindeiffinitit (Ab-
bildung 4.9 a-c) fiihrt zu einer hohen Anzahl an gebundenen Molekiilen im dicht be-
nachbarten Quellbereich, im Gegensatz zu davon weit entfernten Fallenbereichen.
Eine Erhohung der Diffusion (Abbildung 4.9 d-f) der freien Molekiile fiihrt erwar-
tungsgemdl zu einer breiteren Verteilung der gebundenen Molekiile bis in die hin-
teren Fallenbereiche hinein. Eine deutliche Erh6hung der Diffusionsrate und eine
Verringerung der Bindeaffinitit (Abbildung 4.9 g-e) fiihren zu einer noch gleich-
mifigeren Verteilung der gebundenen Molekiile entlang des Systems. Mit der Er-
hohung des Abstandes zwischen der Quelle und Fallenbereich verringert sich die
Anzahl an gebundenen Molekiilen (Abbildung 4.9). Bei einer hohen Bindeaffinitét
im Vergleich zur Diffusion erhidlt man eine inhomogene Verteilung der gebundenen
Molekiile innerhalb der Fallenbereiche (Abbildung 4.9 b-c), wohingegen eine ge-
ringe Bindeaffinitit im Vergleich zur Diffusionsrate eher eine gleichméBigere Ver-
teilung der gebundenen Molekiile bewirkt (Abbildung 4.9 1).

Im Allgemeinen lisst sich feststellen, dass allein die Gesamtanzahl der gebundenen
Molekiile im System — die sich im Experiment z.B. iiber die Intensitédt des Fluo-
reszenzsignals ausdriickt — eine Aussage liefert iiber das Verhiltnis aus der Bin-
deaffinitdt und der Diffusionsrate. Die Einbeziehung der zeitlichen Abhéngigkeit in
Abbildung 4.9 a, d, g (farblich dargestellt) zeigt, dass auf Grund der Limitierung der
Fallen ein zeitabhingiger Wechsel des Vorzeichens der Kurvenkriimmung erfolgen
kann. So lisst sich zum Beispiel in Abbildung 4.9 a ein Wechsel von einem konka-
ven (rot) zu einem konvexen (blau) Kurvenverlauf erkennen. Mit der Verringerung
des Verhiltnisses aus Bindeaffinitdt zu Diffusionsrate wird dieser Wechsel immer
weniger deutlich (Abbildung 4.9d, g).
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Einfluss von Diffusionsrate und Bindeaffinitat bei inhomogener Fallenverteilung.
Zeile eins (a,d, g) zeigt die Gesamtkonzentration Cy, der gebundenen Molekile in Ab-
héngigkeit vom Abstand zwischen Fallenbereich und Quelle (graues Rechteck). Die
Zeitpunkte sind durch die Schattierung der Marker gekennzeichnet, wobei der Farb-
wechsel von rot nach blau den Ubergang der Kurvenkrimmung von konkav zu konvex
kennzeichnet. Zeilen zwei und drei (b,c,e; f,h,i) zeigen die rdumliche Verteilung der
gebundenen Molekile C; 1, fur Zeitpunkte entsprechend der jeweiligen Legende. Da-
bei werden folgende Félle unterschieden: langsame Diffusion bei starker Bindung (a-c;
kb = 2-1072 At~ pM~', D = 9.8 - 1072 At™!), schnelle Diffusion bei starker Bin-
dung (d-f; kpim = 2-1072 At~ 'uM~', D = 8.3-10"2 At~ ') , schnelle Diffusion bei
geringer Bindung (g-i; kpin = 2-10"* At~ pum~', D = 8.3-10"2 At™"). Fur weitere
Parameterwerte siehe im Anhang Tabelle A.9.
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4.6. Erhohung der Fallenkapazitat

Cmax = 1M Cmax = 2 M
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Abbildung 4.10.: Eine Erhéhung der Fallen-Kapazitat bewirkt eine Erhéhung der Fallen-Effizienz
und eine Ausdehnung des bindedominierten Regimes und Mischregime. Darstel-
lung der Gesamt-Fallen-Effizienz fi,(¢) mit einer Fallen-Kapazitat von (a) Cp'®* = 1uM
und (b) Ci'®* = 2uM. Charakteristische Punkte beschreiben den Zeitpunkt: (o) des
Maximums der Fallen-Effizienz, (¢) Wendepunkt der Fallen-Effizienz in Box IV. Die Dar-
stellung der Verteilung der gebundenen Molekile zu den flr die Fallen-Effizienz charak-
teristischen Zeitpunkt befindet sich im Anhang Abbildung C.3

Im Folgenden wird der Einfluss der Erh6hung der Fallenkapazitit, bei einer homo-
genen Fallenverteilung und einer Fallenkapazitit von CJ'** = 1 uM zu CJ*** = 2um
fir i = 1,...100, genauer betrachtet (Abbildung 4.10). Durch die, wie bereits
oben beschriebene, konstante Produktionsrate av,,q Wéchst die Gesamtkonzentra-
tion C,es(t) der Molekiile im System linear mit der Zeit an (im Anhang Abbil-
dung C.3 b, e). Die Anzahl der im Gesamtsystem gebundenen Molekiile Cy,(¢) hingt
hingegen von mehreren Parametern (Binderate xy,,,, Diffusionsrate ZND, Produktions-
rate yr0q) Und insbesondere von der Fallenkapazitit b ab (im Anhang Abbil-
dung C.3 b, e). Mit einer Erhohung der Fallenkapazitit geht eine erhohte Effizienz
der Bindungen an die Oberflache einher (sieche Abbildung 4.10) und die Sattigung
der Fallen tritt spiter auf. Aulerdem bewirkt eine Erhohung der Fallenkapazitit
eine zeitliche Ausdehnung der Regime der Fallen-Effizienz (Abbildung 4.10). Die
Verteilung der gebundenen Molekiile zu den charakteristischen Zeitpunkten hat hin-
gegen den gleichen Verlauf und unterscheidet sich lediglich um den Skalenfaktor
Cp#* (im Anhang Abbildung C.3c,f). Die charakteristischen Zeitpunkte zeigen,
obwohl unterschiedliche Fallenkapazititen angenommen werden, dhnliche Vertei-
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lungen der gebundenen Molekiile (im Anhang Abbildung C.3). Somit ermdglichen

die charakteristischen Zeitpunkte das System zeitunabhéngig zu betrachten.

4.7. Modellvalidierung

Fiir die Validierung des Modells wurde das in Kapitel 3 beschriebene Experiment’
durchgefiihrt [54], unter Einbezug zweier Messverfahren, bei denen jeweils unter-
schiedliche Proteintypen verwendet wurden. Bei dem ersten Messverfahren wurde
die Konzentration der DNA-Biirsten von gp10 verdndert und die Intensitét des Fluo-
reszenzsignals (entspricht der relativen Anzahl an gebundenen Molekiilen) nach 2 h
aufgenommen (Abbildung 4.11). Die Variation der Konzentration der DNA-Biirsten
im Experiment von 25% und 100% entspricht im Modell (Abschnitt 4.3) einer ver-
dnderlichen Produktionsrate ov,,.q. Das Fitting der experimentellen Daten mit dem
Modell erfolgt durch eine sequentielle Minimierung der Summe der Residuenqua-
drate (SSE). Zunichst wird die Produktionsrate o4 in einem bestimmten Bereich
eingeschrinkt, in dem nach einer Zeit von ungefidhr 2h die Ausdehnung des Pla-
teaus betrachtet wird. Eine ungefdhre Abschitzung der Diffusionsrate D aus der
Literatur schrinkt dessen Bereich fiir das Fitting ein. Die Anschlielende Variation
des Verhiltnisses aus Bindeaffinitiit xy;, und Diffusionsrate D bestimmt die Stei-
gung der Verteilung der gebundenen Molekiile nach dem Plateau. Der Vergleich von
Theorie und Experiment zeigt, dass das Modell eine gute Vorhersage iiber die Ver-
teilung der an der Oberfliche gebundenen Molekiile liefert (Abbildung 4.11). Beide
experimentellen Verteilungen konnten mit einem einzigen Parametersatz unter Va-
riation der Produktionsrate gefittet werden. Die so gefundene Parameterkombinati-
on wird spéter bei der Betrachtung der Proteinkomplexbildung in Abschnitt 5.4 Ver-
wendung finden (aproaAt = 2 - 1074 uM, ki At = 2103 pm 1, DAt = 0.045;
Anhang Tabelle A.12).

Eine Anpassung der experimentellen Technik (Abschnitt 3.2) erlaubt unseren Ko-
operationspartnern die summierte Verteilung von gebundenen und ungebundenen
Molekiilen zu betrachten. Im Gegensatz zu dem zuvor beschriebenen Experiment
wird hierbei das Protein GFP synthetisiert, da diese Versuchsanordnung autofluores-

zierende Proteine benotigt ([54], [i. V. 74] ). Es wurden Fallen in unterschiedlichen

>Die in vitro Experimente sind durch die Gruppe von Roy Bar-Ziv geplant und durchgefiihrt worden. Al-
le theoretischen Betrachtungen wie z. B. Modellbildung, Validierung des Modells sind Bestandteil dieser
Arbeit.
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4. Fallen-Eftfizienz in Systemen mit einer Proteinuntereinheit

Experiment || Theorie |
gp 10 aprodAt )
O 25% || =-=-0.0002
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21
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Abbildung 4.11.: Verteilung der gebundenen gp10 Proteine. Fitting der experimentellen Daten mittels
Simulationen vom Modell in Abschnitt 4.3; gebundene gp 10 Proteine an der Oberflache
fir zwei unterschiedliche Konzentrationen an DNA-Bursten 25% und 100 %; experi-
mentelle Daten (o und [J). Simulationsdaten Fitting mit einem Datensatz Anderung der
Produktionsrate aproa der Molekile zur Simulation der unterschiedlichen DNA-Birsten
Konzentration. Das graue Rechteck kennzeichnet den Ort der Quelle. Die Parameter
sind im Anhang Tabelle A.12 zu finden.

Konzentrationen auf den Biochip aufgebracht. Wir unterscheiden dabei zwischen

Fallenverteilungen®:
I bei der sich im Quellbereich eine geringe Anzahl an Fallen befindet,
II einer einfachen Fallenkonzentration und
IIT einer doppelten Fallenkonzentration.

Das Modell ermoglicht sowohl eine Betrachtung der Verteilung der gebundenen
als auch der ungebundenen Molekiile. Eine separate Betrachtung der gebundenen
und ungebundene Molekiile ist mit dem experimentellen Messverfahren allein nicht
moglich. Die Betrachtung der zeitlichen Entwicklung der summierten Verteilung
gebundenen und ungebundenen Molekiile erfolgt in den Simulationen unter Ver-
wendung eines einzigen Parametersatzes, aber unter Variation der Fallenverteilung
(in Abbildung 4.12). Die experimentellen Daten sind auf das Maximum der Kurven-
verteilung nach 2 h normiert (Abbildung 4.13). Der Vergleich zwischen Theorie und
Experiment zeigt, dass insbesondere zu den frithen Zeiten (Abbildung 4.12a,b,c,
Abbildung 4.13 a, b, ¢) das Modell das Experiment gut abbilden kann. Sowohl Theo-

®Die unterschiedlichen Fallenverteilungen werden im Experiment durch die Aktivierung des Biochips an un-
terschiedlichen Stellen erzeugt siehe Anhang Abbildung C.4 und Abschnitt 3.1.
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4.7. Modellvalidierung

rie als auch Experiment zeigen bei einer geringen Fallenkapazitit eine ,,rechtecki-
ge*“ Verteilung der Proteine. Eine hohe Fallenkapazitit (Abbildung 4.12 ¢, Abbil-
dung 4.13 c) liefert eine eher glockenformige Verteilung. In Abbildung 4.12 a zeigt
das Modell eine etwas ungenauere Abschitzung, da auf Grund des experimentellen
Setups die Fallenverteilung’ und -kapazitit nicht genau bekannt ist. Die erste expe-
rimentelle Messmethode, bei der nur die gebundenen Molekiile gemessen werden,
kann verwendet werden, um eine bessere Abschitzung fiir die tatsdchliche Fallen-

verteilung zu erhalten.

Fiir die Verteilung der Proteine zu spiteren Zeitpunkten liefert das Modell eine un-
genauere Abschitzung (Abbildung 4.12b,d, f; Abbildung 4.13b,d, f). Ein Grund
kann hierbei die im Modell angenommene lineare Erzeugung der Proteine sein.
Eine Beobachtung der Anzahl an freien Proteinen und gebundenen Proteinen im
Experiment zeigt jedoch eine nichtlineare Abhingigkeit der Syntheserate von der
Zeit (im Anhang Abbildung F.2). Im Experiment gibt es zunéchst einen langsamen
Anstieg der Proteinkonzentration, da die fiir die Synthese eines Proteins benotigten
molekularen Maschinen erst in den Bereich der DNA-Biirsten diffundieren miissen.
Anschlieend wichst die Gesamtkonzentration der Molekiile zunéchst exponenti-
ell an und verlduft zwischen 30 und 90 min annéhernd linear. Fiir lingere Zeiten
fiihrt das Aufbrauchen der Substrate zu einer verlangsamten Proteinsynthese (im
Anhang Abbildung F.2). Ein weiterer Grund fiir Abweichungen zwischen Theo-
rie und Experiment zu spiteren Zeitpunkten liegt in der Beobachtung mittels eines
inversen Lichtmikroskops. So ist die Intensitdt des Fluoreszenzsignals der freien
Molekiile scheinbar schwicher als die des Fluoreszenzsignals der an der Oberfli-
che gebundenen Molekiile. Diese Vermutung wird gestiitzt durch die Beobachtung,
dass sich im Experiment scheinbar die Gesamtanzahl der Proteine im System mit
der Fallenkapazitit dndert (im Anhang Abbildung F.2). Die Fallenkapazitit sollte

jedoch keinen Einfluss auf die Gesamtanzahl der Proteine im System haben.

"Eine Vorstellung von der Fallenverteilung lisst sich mit der Betrachtung des experimentellen Setups im An-
hang in Abbildung C.4 gewinnen.
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Abbildung 4.12.: Theoretische Betrachtung des Einflusses der Fallenkapazitiat auf die Verteilung
der freien und der an der Oberflache gebundenen Proteine in Abhéangigkeit vom
Ort. Die Spalten zeigen die unterschiedliche Fallenverteilungen (l): inhomogene Fallen-
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Abbildung 4.13.: Experimentelle Betrachtung des Einflusses der Fallenkapazitat auf die Verteilung der

freien und der an der Oberflache gebundenen Proteine in Abhangigkeit vom Ort. Die
Spalten zeigen die unterschiedlichen Fallenkapazitaten C;'y™* (a-b): Ci5™ <= 1M, (c-
d) Ci%™ = 1uM. (e-f) C{'¥™ = 2 uM. Unterschiedlichen Zeitpunkte sind in der Legende
dargestellt. C¥'7%, Cib+u
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Kapitel 5

Oberflachen- vs. Losungsassemblierung in
Systemen mit zwei Proteinuntereinheiten

Das folgende Kapitel betrachtet die Dynamik der Proteinkomplexbildung, wobei
zwei Assemblierungspfade unterschieden werden. Dafiir wird das in Abschnitt 4.3
beschriebene System durch eine zweite Proteinuntereinheit erweitert, was die Be-
trachtung der Assemblierung von Proteinkomplexen erlaubt. In den Experimenten
unseres Kooperationspartners, der Gruppe von Roy Bar-Ziv', werden hierfiir zwei
verschiedene DNA-Biirsten lokalisiert auf die Oberfldche des Biochips aufgebracht,
die die unterschiedlichen Proteintypen (gp10, gp7) codieren. Um ein besseres Ver-
stindnis des Einflusses verschiedener physikalischer Parameter auf den Assemblie-
rungsprozess zweier Proteintypen zu einem Komplex zu erhalten, wird der in Kapi-
tel 3 beschriebene experimentelle Aufbau in silico nachgebildet. Die Losung dieses
numerischen Systems nutzt das in Abschnitt 2.2 beschriebene Verfahren (RvD Mo-
dell). In Verbindung mit den Experimenten wird der Einfluss des Abstands zwischen
den Translationsorten auf die Verteilung der an der Oberflache gebundenen Prote-
inkomplexe auf die Dominanz der Assemblierungspfade sowie auf die Effizienz der

Komplexbindung diskutiert.

Teile der in diesem Kapitel vorgestellten Ergebnisse wurden in Referenz [54] ver-
offentlicht.

lAbteilung fir Materialien und Grenzflachen, Helen & Martin Kimmel Zentrum fiir Nanowissenschaft, Weiz-
mann Institut Rehovot
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5. Oberfiichen- vs. Losungsassemblierung

5.1. Modellierung der Proteinkomplexbildung

Es wird die Bildung von Komplexen aus den Proteinpopulationen A (gp10) und
B (gp7) und deren Bindung an Fallen (gpl1) untersucht. Die Quellen fiir Protei-
ne A und B befinden sich in den Bereichen, in denen die Proteintypen gp10 und
gp7 synthetisiert werden. Zu Beginn sind alle Fallen frei und es befinden sich keine
Proteine A und B im System. Die Synthese der Proteine A und B erfolgt durch
die jeweilige Quelle mit den Produktionsraten o4 und ag. Die Proteine A und B
diffundieren entweder frei in der Losung mit Diffusionsrate D As D 5 oder binden in
der Losung zu einem Komplex AB. Der Komplex A5 diffundiert mit einer Diffusi-
onsrate von D 4 oder bindet mit einer Bindeaffinitéit von xr 45 an die Fallen. Der
soeben beschriebenen Assemblierungspfad fiir die in Losung assemblierten Kom-
plexe wird als losungsassembliert bezeichnet. Ein weiterer Assemblierungspfad der
Komplexbildung ist die Oberflichenassemblierung. Hier bindet das Protein .4 mit
einer Binderate kr 4 an eine freie Falle . Dadurch ist Protein .4 an der Oberfli-
che immobilisiert und kann nur noch durch Bindung eines frei diffundieren Prote-
ins B, mit Binderate «,, zur Komplexbildung beitragen. Auf diesem Weg entsteht
ein neuer oberflichenassemblierter Proteinkomplex ((F.A)B). Durch die Verfol-
gung der Assemblierungspfade und die Beriicksichtigung aller genannten Spezies
und ihrer Kombinationen kann im Modell im Gegensatz zum Experiment zwischen
oberflichen- und losungsassemblierten Komplexen unterschieden werden. Zur Ver-
anschaulichung sind die im Modell betrachteten Reaktionen im Folgenden in einem

Reaktionsschema dargestellt:

e Erzeugung von Proteinen .4 und B
0= A 05 B

e Assemblierung von Proteinen A und B zu gebundenen Komplexen F(.AB)

und (FA)B
oberflichenassembliert: losungsassembliert:
F+ATS FA A+B 5 AB
FA+ B (FAB F + AB 225, F(AB)

Das oben beschriebene System ist im Experiment auf einem Biochip mit gleicher

Geometrie wie im 100-Boxenmodell (Abschnitt 4.3) realisiert. Die schematische
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| > X
0 L

Abbildung 5.1.: Schematische Darstellung der 2D Geometrie (x-y Ebene) des Biochips. Farbig einge-
zeichnet sind die Quellbereiche der Proteine A (griin) und des Proteine B (gelb). Der
Chip hat in x-Richtung die Lé&nge L.

Darstellung in Abbildung 5.1 zeigt die Ausdehnung eines Chips Linge L in x-
Richtung und die Positionen der Quellbereiche fiir Protein .4 und Protein B. Die
dargestellte 2D Geometrie kann nochmals vereinfacht werden durch die Vernach-
lassigung der wechselseitigen sterischen Hinderung der Proteine. Dies erlaubt eine
Reduzierung des Modells durch eine Projektion der kurzen Achse ("y") auf die lan-
ge Achse ("x"). Die zeitliche Entwicklung der sieben verschiedenen Spezies, die
oben eingefiihrt wurden, lassen sich somit durch ein System aus sieben Differenti-
algleichungen erster Ordnung beschreiben. Die Losung des Systems erfolgt mittels
des RvD Modells (siehe Abschnitt 2.2). Hierfiir werden der Ort in Boxen mit Grof3e
Az und die Zeit in Zeitschritte At diskretisiert. Die Positionen und Dimensionen
der Quellen der Proteine A, B werden wie im 100-Boxenmodell (Abschnitt 4.3)

tiber die Iverson-Klammer beschrieben.

dC; #(t)

e —kF,ACLA(t) - Cix(t) — krasCir(t) - Cias(t), (5.1a)
(Kji’;“(t) = rF,AC;A(t) - Cir(t) — koCira(t) - Cipl(t), (5.1b)
W = roCiralt) - Cin(t), (5.1¢)
W = kF ABCi 7 (t) - Cias(t) (5.1d)

fiiri =1, ..., N
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5.2. Dynamik der Komplexbildung und Verteilung der Komplexe

Ohne B-Proteine reduziert sich das System von sieben auf drei Populationen (F, A,
F.A) und entspricht dem in Kapitel 4.3. diskutierten Fall. Fiir ein besseres Verstind-
nis des Systems ist eine Betrachtung des Abschnitt 4.3 daher sinnvoll. Durch den
zweiten Proteintyp (B) treten Konkurrenzreaktionen auf, die wiederum die Kom-

plexbildung beeinflussen.

5.2. Dynamik der Komplexbildung und Verteilung der
Komplexe

Die Komplexbildung soll zundchst am Beispiel eines Zeitpunktes betrachtet und
zwar anhand von zwei Grenzféllen: Im ersten Beispiel (Abbildung 5.2 a) werden
die Parameter so gewihlt, dass eine Oberflichenassemblierung begiinstigt wird.
Durch die Wahl einer sehr kleinen Assemblierungsrate ~; in der Losung im Ver-
gleich zur Bindung x z 4 der .A-Molekiile an die Oberfliche (k) < K r 1) und einer
schnellen Diffusionsrate der freien B-Proteine, wird eine Assemblierung der frei-
en A-Proteine an der Oberfliche begiinstigt. Die Komplexbildung erfolgt somit im
Bereich der Quelle der A-Proteine und die Konzentrationsverteilung der Komplexe
folgt der Verteilung der freien A-Molekiile. Das zweite Beispiel (Abbildung 5.2 b)
kombiniert eine schnelle Diffusionsrate der .A- und eine langsame Diffusionsrate
der B-Proteine mit einer im Vergleich zur Assemblierung in Losung geringen Wahr-
scheinlichkeit der .A-Proteine an der Oberfliche zu assemblieren (kr 4 < k;). Die
freien B-Molekiile sind dadurch lokalisiert. Die Verteilung der gebundenen Kom-
plexe folgt nicht der Verteilung der freien Proteinuntereinheiten B, befindet sich

jedoch wie erwartet eher in der Nihe der Quelle der B-Molekiile.

Abseits dieser beiden Grenzfille ist die Verteilung der Proteinkomplexe weniger
gut intuitiv erfassbar. Jedoch erlauben numerische Berechnungen dieser Verteilung,
die experimentellen Ergebnisse nachzubilden (Abschnitt 5.3), und ein Verstidndnis
fiir die Dynamik der Komplexbildung zu generieren. Im folgenden Abschnitt wird
eine vereinfachte Parameterwahl getroffen und die zeitliche Entwicklung der Kom-
plexbildung untersucht, wobei zwischen l6sungsassemblierten und oberfliichenas-

semblierten Komplexen unterschieden wird.

Das Maximum der Komplexverteilung verschiebt sich mit der Zeit. Fiir

eine genauere Betrachtung der Dynamik des Systems wird von einem vereinfach-
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Abbildung 5.2.: Verteilung der an der Oberfliche gebundenen Komplexe (schwarz) und der in L6-
sung befindlichen freien A- und 5-Proteine (blau). Die Rechtecke zeigen die Quell-
bereiche der Proteine A (griin) und B (gelb). Betrachtet werden verschiedene Parame-
terkombinationen: a) Die Diffusion der B-Molekiile ist schneller als die der .A-Molekiile
und die Bindung von A an die Oberflache ist im Vergleich zur Komplexbildung in L6&-
sung beglnstigt kK, 4 > k1. b) B-Proteine diffundieren langsamer als .4-Proteine und
die Bindeaffinitat der Proteinuntereinheiten zu einem Komplex in L&sung ist starker als
die Bindung von A an die Oberflache xkr 4 < k1. ¢) Die Diffusion ist gleich und die
Bindeaffinitdten von A und B sind gleich Kz 4 = k1.
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5.2. Dynamik der Komplexbildung und Verteilung der Komplexe

ten Parametersatz ausgegangen, in dem die gewihlten Parameter aller Spezies, wie
Produktionsraten, Bindeaffinitdten und Diffusionsraten, gleich sind. Im Anfangszu-
stand befinden sich keine Proteine im System und alle Fallen sind homogen {iiber
die Oberfléche mit einer Fallenkapazitdt Ci™ verteilt, wobei CI™ = C'™* gilt.
Sobald die Proteinsynthese beginnt fiillen sich zunéchst die Fallen im Bereich der
Quelle A bis es zu einer Sittigung im Quellbereich kommt (Abbildung 5.3 a, d).
Der Sittigungsbereich dehnt sich mit der Zeit immer weiter in Richtung der Quelle
der B-Proteine aus (Abbildung 5.3 g).

Zu friithen Zeitpunkten (t = 5 - 103 At, Abbildung 5.3 a-c) werden die Proteinunter-
einheiten A bevorzugt im Bereich der Quelle gebunden, was zu einer Reduzierung
der freien Proteinuntereinheiten A im Quellbereich fiihrt (Abbildung 5.3 b). Die
Proteinuntereinheiten B konnen hingegen nur im Komplex mit Protein A an Fal-
len binden, wodurch zunichst mehr freie B-Proteine im System diffundieren. Die
Komplexbildung wird durch die Bindung der Proteine .4 an die Oberfliche gesteu-
ert (Abbildung 5.3 ¢). Somit sind die oberflichenassemblierten Komplexe im Be-
reich der Quelle der A-Proteine lokalisiert. Die Beschrankung der Proteine B, nicht
an die Oberflache binden zu konnen, begiinstigt eine Diffusion der B in Bereiche
der Quelle A, was zu einer Bildung von ldsungsassemblierten Komplexen in der
Region der .A-Quelle fiihrt.

Mit der Sittigung der Fallen (¢ = 21 - 10® At, Abbildung 5.3 d-f) im Bereich der
Quelle A und der damit verbundenen fehlenden Bindemdglichkeit der freien Prote-
inuntereinheiten A, verbleiben mehr von diesen im Bereich der A-Quelle. Die ma-
ximale Konzentration der in Losung assemblierten Komplexe entsteht am Schnitt-

punkt der Verteilung der freien Proteinuntereinheiten .4 und B.

Mit zunehmender Sittigung (¢ = 50 - 10® At, Abbildung 5.3 g-i) der Fallen entlang
des Chips gelangen mehr Proteinuntereinheiten A bis zur Quelle 5. Dies bedingt ei-
ne Verschiebung des Maximums der Verteilung der in Losung assemblierten Kom-
plexe in Richtung zur Quelle B. Die an der Oberfliche assemblierten Komplexe

befinden sich im Mittel im Vergleich weiterhin niher an der A Quelle.

Die oberflachenassemblierten Komplexe dominieren das System. Die Be-
trachtung der zeitlichen Entwicklung erfolgt durch die Summation der Konzentra-
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Abbildung 5.3.: Die Limitierung der Fallen fiihrt zu einem Wechsel von einem oberfldchenassem-
blierten zu einem I6sungsassemblierten Regime. Dargestellt ist die Konzentrations-
verteilung verschiedener Spezies X' zu den Zeitpunkten ¢: Spalten (a-c) t = 5 - 10® At,
(d-f) t = 21-10% At, (g-i) t = 50 - 10® At. Unterschieden wird in den Zeilen zwischen
den Spezies: (a,d,g) der besetzten Fallen, die der Gesamtheit aller gebundener Pro-
teine im System entspricht, (b, e, h) der freien Proteinuntereinheiten A (blau,—--) und B
(orange,—- -), (c, f,i) der Gesamtkonzentration an gebundenen Komplexen (blau, —) die
aus der Summe der oberfldchenassemblierten Komplexe die an der Oberflache gebun-
den (orange, —--) sind und der ldsungsassemblierten Komplexe (griin, - - -) bestehen.
Die Quellbereiche der Proteinuntereinheiten A (blau) und B (orange) sind als farbige
Rechtecke gekennzeichnet.
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5.2. Dynamik der Komplexbildung und Verteilung der Komplexe

tion der Population X’ iiber alle Boxen Cy(t) = 1/N 3., C; »(t). Die Dominanz

der Assemblierungspfade wird beschrieben durch das Verhiltnis?

Csurf (t)

5.3
Cont(t) + Coar(t) (5.3)

der Konzentration von Cgy(t) oberflichenassemblierten Komplexen zur Summe
der Konzentrationen Cq,(t) und Cqo () von oberfliichen- und losungsassemblier-
ten Komplexen. Die Werte der Dominanz der Oberflichenassemblierung liegen im

Bereich (0.5, 1] und fiir die Dominanz der Losungsassemblierung zwischen [0, 0.5).

Die zeitliche Entwicklung in Abbildung 5.4b (gleicher Parametersatz wie in Ab-
bildung 5.3) zeigt, dass die an der Oberflache gebundenen Komplexe hauptséchlich
aus oberflichenassemblierten Komplexen bestehen. Mit der Zeit nehmen die an
der Oberfliche gebundenen A-Proteine® ab, die noch fiir eine Bindung mit B-Pro-
teinen zur Verfiigung stehen (Abbildung 5.4 b). Dies ist auf die Ausdehnung des
Sattigungsbereiches der Fallen in die Quellbereiche der B-Proteine zuriickzufiihren
(Abbildung 5.3 f,1). Die Ausdehnung des Sittigungsbereiches steigert die Bildung
von losungsassemblierten im Verhiltnis zu oberflichenassemblierten Komplexen
(Abbildung 5.4 b Gradient von dunkelrot zu hellrot; Abbildung 5.3 f, 1).

Bis zur Sittigung der Fallen wird der gesamte Prozess durch die oberfliichenassem-
blierten Komplexe dominiert (Abbildung 5.4 b). Die Dominanz der oberfidichenas-
semblierten Komplexe ist bedingt durch die Eigenschaft der A-Proteine, allein an
der Oberfliche binden zu konnen. Reduziert man die Bindeaffinitit xr 4 der A-
Proteine an die Oberfliche um den Faktor 10 und fiihrt eine schnellere Diffusion
der Proteinuntereinheiten B3 ein, kompensiert das den Bindevorteil der Proteine A
an die Oberflidche (Abbildung 5.4 a). Durch die Reduktion der Bindeaffinitit xr 4
der Proteinuntereinheiten .4 diffundieren diese weiter in Richtung der Quelle der 5,
bevor sie an der Oberfliche binden und sind nicht mehr hochkonzentriert in ihrem
Quellbereich lokalisiert (Anhang, Abbildung D.4). Die oberflichenassemblierten
Komplexe sind dadurch wesentlich breiter verteilt und es erfolgt fiir frithe Zeiten
(t < 1-10* At) eher eine Assemblierung der Komplexe in Losung (Anhang Abbil-
dung D.4, Abbildung 5.4 a). Mit der Zunahme der gebundenen .4 im Quellbereich

entstehen dadurch ebenfalls mehr an der Oberfliche assemblierte Komplexe (Abbil-

’Die Konzentrationen der oberflichen- Cgue(t) und losungsassemblierten Cso1(t) Komplexe sind durch

Csurf(t) = 1/N le\;l Cl,(fA)B(t) und CSOl(t) = l/N leil Civ‘F(AB) (t) gegEben'

*An der Oberfliche gebundene A werden als Spezies F.A bezeichnet. Sobald diese mit B binden werden
diese nicht mehr als oberflichengebundene .4 (Spezies F.A) bezeichnet sondern als oberflichenassembliert
Komplexe (F.A)B
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Abbildung 5.4.: Zeitliche Entwicklung der Dominanz der oberfldchen- (rot) und I6sungsassemblier-
ten (blau) Komplexe. Die Starke der Dominanz berechnet sich aus dem Verhéltnis aus
der Konzentration der an der Oberflache gebundenen Komplexe durch die Gesamtanzahl
der gebundenen Komplexe und ist durch den Farbgradienten dargestellt. Je dunkler die
Farbe desto dominanter ist der jeweilige Assemblierungspfad, wobei weil3 bedeutet, dass
Lésungs- und Oberfldchenassemblierung gleich stark sind. (a) Eine Reduzierung der Bin-
deaffinitat zwischen A-Protein und der Oberflache k7 4 (kx4 = ko/10 = kF, a5/10 =
k1/10) bewirkt eine Verstéarkung der in Lésung assemblierten Komplexe (blaue Flache un-
ter dem Graphen) (b) Gleiche Bindeaffinitdten (k7,4 = ko = kr, a5 = k1) bewirken eine
Dominanz der oberfldchenassemblierten Komplexe (rote Flache unter dem Graphen)

dung 5.4 a). Es folgt ein Regimewechsel von einem [osung- zu einem oberfliichen-
assemblierten Regime, der nicht von langer Dauer ist — der Regimewechsel ist in
Abhingigkeit vom Ort zu erkennen und findet lokal statt (Anhang Abbildung D.4).
Durch die Sittigung der Fallen und der damit limitierten Moglichkeit der freien A-
Proteine in der Nédhe der Quelle binden zu konnen, verringert sich die Dominanz
der oberflichenassemblierten Komplexe erneut. Es kommt zu einem losungsdomi-
nierten Assemblierungsgeschehen. Die Abbildung 5.4 zeigt, dass durch die Redu-
zierung des Vermogens von A an der Oberfldche binden zu konnen, die Dominanz
der Assemblierungspfade von oberfliichen- (Abbildung 5.4b) zu l6sungsassemb-
liert (Abbildung 5.4 a) geidndert werden kann.
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5.3. Vergleich von Simulation und Experiment

Von unseren Kooperationspartnern um Prof. Dr. Roy Bar-Ziv (Weizmann-Institut,
Israel) wurde experimentell die Assemblierung zweier Proteintypen A (gp10) und
B (gp7) zu einem Komplex untersucht. Hierbei wurde der Translationsort fiir .4
festgehalten und fiir B variiert. Die experimentell bestimmte Menge an gebundenen
Komplexen in Abhédngigkeit vom Abstand ist in Abbildung 5.5 mit ihrer Standard-
abweichung dargestellt [54]. Der Abstand zwischen den Translationsorten .4 und B
wurde zwischen 100 und 500 pm variiert. Der Versuchsaufbau und die experimen-
telle Methode zur Messung der Menge der Komplexe sind in Abschnitt 3.2 erklért.
Die Messungen wurden mit dem gleichen Setup wie beim Experiment mit nur ei-
nem Proteintyp (Abschnitt 4.7) durchgefiihrt. Durch die Hinzunahme einer zweiten
DNA-Biirste, die eine weitere Proteinuntereinheit codiert, kann die Entstehung von
Proteinkomplexen beobachtet werden. Mit Hilfe der Computersimulationen werden
diese experimentellen Ergebnisse nachgebildet. Durch die Betrachtung des einzel-
nen Proteintyps A in Abschnitt 4.7 konnten bereits drei Parameter fiir die Simulatio-
nen festgelegt werden. Diese sind die Produktionsrate o 4, die Diffusionsrate D 4 des
Proteins A und die Bindeaffinitét x» 4 von A-Proteinen und der Oberfliche (bzw.
der dort befindlichen Fallenmolekiile). Fiir einige der iibrigen Parameter konnen
Schitzwerte aus der Literatur entnommen werden. So befindet sich z.B. die Diffusi-
onsrate der Proteinuntereinheit B im Bereich derer von A (sieche Anhang D.1). Die
Bestimmung der B-Proteinexpression ist auf Grund der Vielzahl der Prozesse kom-
pliziert. Hier finden u.a. Transkription und Translation statt, zusdtzlich kommt es zu
Effekten wie der Beschleunigung der Transkription bei co-transkriptionaler Trans-
lation um ein sechsfaches [75]. Die Verteilung der Komplexe, die nach ¢ = 2h
an der Oberfliche gebunden sind, ermoglicht indirekt eine Abschitzung der Pro-
duktionsrate der B-Proteine. Auf Grund der Variation vieler Parameter kann diese

Abschitzung aber nur grob erfolgen.

Die Verteilung der gebundenen Komplexe ist experimentell fiir sechs verschiedene
Abstidnde zwischen den Translationsorten jeweils 2 h nach dem Start der Synthe-
se gemessen worden [54]. Die experimentellen Datensitze sollen durch Simulatio-
nen nachgebildet werden, wobei nur ein zu bestimmender Simulationsparameter-
satz verwendet werden soll; lediglich der Parameter, der den Abstand der Trans-
lationsorte darstellt, dndert sich. Als Kriterium fiir die Stirke der Abweichung der
theoretischen von der experimentellen Kurve wird die Summe der Residuenquadra-

te (engl. sum of squared estimate of errors, SSE) verwendet. Beim Fitting (Abbil-
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Abbildung 5.5.: Experimentelle Untersuchung der Komplexbildung durch Variation des Abstandes
zwischen den Translationsorten. Die Daten zeigen die Verteilung der Proteinkomplexe
entlang des Biochips fur verschiedene Distanzen zwischen den Translationsorten (sie-
he Legende). Das Fluoreszenssignal ist normiert auf das Maximum des Signals der ge-
mischten DNA-Bursten. Die Schattierung zeigt die Standardabweichung. In dem Bereich
zwischen 60 und 150 um sind die Daten beschnitten, da durch das Aufbringen der DNA-
Bursten in dem Bereich in den mikroskopischen Bildaufnahmen Artefakte entstanden
(,spotting“ sichtbar).

dung 5.6) sticht der Fall der gemischten DNA-Biirsten (Abstand 0 pm) heraus und
weicht, im Gegensatz zu den anderen Abstinden zwischen den Translationsorten,
vergleichsweise stark von den theoretischen Beobachtungen ab. Der Vergleich von
Abstinden, die dicht beieinander liegen, mit weit voneinander entfernten Transla-
tionsorten zeigt, dass das in-silico-System (Abschnitt 5.1) entweder dicht beiein-
ander liegende Translationsorte gut abbilden kann, oder weit voneinander entfernte
Translationsorte. Ein perfektes Fitting, bei dem alle fiinf Kurven (Abbildung 5.6 b-f)
perfekt reproduziert wurden, gibt es nicht. Die genaue Betrachtung der gemischten
DNA-Biirsten bestédrkt die Vermutung, dass bei dicht beieinander liegenden Trans-
lationsorten ein besonderer Effekt auftritt, der in der Simulation nicht beriicksichtigt

wurde.

Im Fall der gemischten DNA-Biirsten (Abbildung 5.6 a) wurde das experimentelle
Setup leicht verdndert: Wihrend in den Fillen mit endlichen Abstidnden zwischen
den DNA-Biirsten 25% der DNA-Molekiile gp10 und 100% g¢p7 codieren, sind in
den gemischten Biirsten 25% gp10 der DNA-Molekiile und nur 75% gp7 codiert.
Dadurch, dass sich die Translationsorte an einem Ort befinden, halten sich auch al-
le fiir die Proteinsynthese notwendigen molekularen Maschinen an einem Ort auf.

Diese Lokalisierung kann somit eine hohere Proteinexpression bewirken. Dieser Ef-

68



5.3. Vergleich von Simulation und Experiment

0pm 100 pm 200 pm 300 pm 400 pm 500 pm
[a d
1 w Experiment Experiment 11
0.8F = Theorie m === = Theorie 10.8
0.6 10.6
04t / \ 10.4
0.2 10.2
= \\5_-_—
0o— : : : : : : -0
b e
I ! Experiment Experiment 11
> 0.8} I mem s Theorie mem s Theorie {0.8
S A / 10.6
g o4t 10.4
O 02t y/ 10.2
c f
1t Experiment Experiment 11
o8t Theorie Theorie 10.8
0.6 10.6
0.4r 10.4
0.2r 10.2

e —

R

0 A S S .| N S S B ———
0 100 200 300 400 500 600 700 800 90 0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000
Chiplénge [pm]

Abbildung 5.6.: Theoretische Untersuchung des Einflusses des Abstandes der Translationsorte auf
die Verteilung der gebundenen Komplexe (a-f) zeigen die Konzentration Cy, comp der
gebundenen Komplexe entlang des Biochips normiert ber das Maximum der Konzen-

tration Cy'éo ™ der gemischten DNA-BUrsten. Dabei werden die experimentellen Da-
ten (durchgezogene Linien) und deren Standardabweichung (Schattierung) bestmdglich
durch das in Abschnitt 5.1 beschriebene Modell mit einem Parametersatz flr alle Abstan-
de angenahert (gestrichelte Linien). Die Farben in den obigen Schemata entsprechen
dem Abstand zwischen den Translationsorten: (a) gemischter Birstenfall mit O um und
einen Abstand von (b) 100 um (c) 200 um (d) 300 um (e) 400 pm (f) 500 um. Parameter
sind im Anhang in Tabelle A.16 zu finden.
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fekt lie} sich im Computermodell durch eine Erhohung der entsprechenden Produk-
tionsrate nachstellen, was aber nicht zu einer verbesserten Anpassung fiihrt (sieche
Anhang Abbildung D.2, Abbildung D.3). Demzufolge spielen anscheinend andere
Effekte im Fall der gemischten DNA-Biirsten eine Rolle, die in den Simulationen
noch nicht beriicksichtigt sind. Einer dieser Effekt konnte die co-translationale As-
semblierung sein, bei der bereits eine Proteinkomplexbildung an einem noch nicht
fertigen Protein stattfindet. Dies wiirde somit im Modell im Bereich der Transla-
tionsorte zu einer stidrkeren effektiven Bindeaffinitit in der Losung fithren. Eine
weitere mogliche Begriindung fiir die experimentell gemessene breite Verteilung
der Komplexe wire eine schlechte Bindung der in Losung assemblierten Komplexe
an die Oberfliche.

Ich konnte zeigen, dass es moglich ist, die Verteilung der Komplexe aus dem Ex-
periment fiir alle sechs Abstinde zu fitten, solange auch eine Variation des Parame-
tersatzes fiir den gemischten Biirsten-Fall ermoglicht wird [54]. Hierbei wurden die
experimentellen Datensitze fiir die fiinf endlichen Abstinde mit einem Parameter-
satz gefittet und lediglich die Bindeaffinitiit in Losung fiir den gemischten Biirsten
Fall erhoht. Dies zeigte, dass eine genauere Betrachtung der co-translationalen As-
semblierung im Computermodell ein wichtiger Faktor sein konnte fiir eine noch

bessere Abbildung der Experimente.

5.4. Einfluss des Abstands der Translationsorte auf den
Assemblierungspfad

Ein grofler Vorteil des Computermodells im Vergleich zum Experiment ist die Nach-
verfolgbarkeit der Assemblierungspfade. Die Simulation unterscheidet hierbei zwi-
schen oberflichen- und losungsassemblierten Komplexen. Da die Komplexe sich le-
diglich durch die Historie der Komplexbildung unterscheiden und strukturell gleich
sind, kann experimentell nicht zwischen beiden Arten unterschieden werden. Der
Einfluss des Abstands zwischen den Translationsorten auf die Lokalisierung der
Komplexbildung und auf die Dominanz der Assemblierungspfade soll in Abbil-
dung 5.7 nidher betrachtet werden. Hierfiir dient der durch das Fitting an die experi-
mentellen Daten bestimmte Parametersatz. Die Anderung des Abstandes zwischen
den Translationsorten zeigt, dass der Abstand einen Einfluss auf die Lokalisierung
der Komplexe hat (Abbildung 5.7). Mit der Erhohung des Abstands wird die Ver-
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teilung der oberflichenassemblierten Komplexe breiter und verschiebt sich in Rich-
tung des Translationsortes der Proteinuntereinheit B (Abbildung 5.7, Anhang Ab-
bildung D.5). Im Unterschied dazu wird die Verteilung der in Losung assemblierten
Komplexe mit zunehmenden Abstand zwischen den Translationsorten schmaler und
das Maximum sinkt. Nach ¢ = 2 h sind die in Losung assemblierten Komplexe do-
minanter. Durch die Erhohung des Abstands der Translationsstellen gewinnt also
die Assemblierung an der Oberflache an Bedeutung. Die Summe aus oberfldichen-
und [osungsassemblierten Komplexen ergibt die Gesamtkonzentration der gebunde-
nen Komplexe, die im Experiment (Abbildung 5.7, schattierte Regionen) gemessen

wurden.

Effizienz der Komplexbindung

Die Komplexbindungs-Effizienz f; comp mit der Komplexe an die Oberfliche ge-
bunden werden, berechnet sich aus der Konzentration gebundener Komplexe ((F.A) B,
F(AB)) und der maximalen Konzentration aller moglichen Komplexe. Dabei wer-
den sowohl die losungs- als auch oberflichenassemblierten Komplexbildungspfade

beriicksichtigt.

1 SN C; t G t
Jo.comp(t) = —21:1 a5(t) T O () Sh
N CComp,possible(t)

Die Moglichkeit zur Proteinkomplexbildung wird beschrieben durch die im Ge-
samtsystem befindlichen Proteinuntereinheiten .4, B unter Einbezug der Massener-
haltung. Hierbei schreibt die Massenerhaltung vor, dass die jeweils geringere Kon-
zentration der Proteintypen .4 und B die mogliche Konzentration Cciomp, possibie an

Komplexen bestimmt.

NS Y auali = iproanlt, au<op
CComp,possible(t) = Nl ) _ (55)
1/N Zi:l ap [1 = ZprodB] ta aq > Qp

Der Einfluss der Limitierung der Fallen auf die Effizienz der Komplexbindung kann
mit Hilfe der Fallen-Effizienz ermittelt werden. Die Fallen-Effizienz fj, 41 comp der
an der Oberflache gebundenen Molekiile wird beschrieben durch die Gesamtanzahl
aller an der Oberflache gebundenen Proteine im Verhiltnis zur moglichen Anzahl an

gebundenen Proteinen. Die Bindung an der Oberflidche findet nur iiber die Proteine
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Abbildung 5.7.: Unterscheidung der Assemblierungspfade in Abhéngigkeit vom Abstand der Trans-
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lationsorte Gezeigt ist die Verteilung der Konzentrationen der an der Oberflache gebun-
denen Spezies Cp x, d.h. aller Komplexe, oberfldchen- und I6sungsassemblierte Kom-
plexe. Der durch das Fitting in Abbildung 5.6 ermittelte Parametersatz erlaubt eine Unter-
scheidung zwischen oberfldchen- und I6sungsassemblierten (gepunktet und gestrichelt)
Komplexen. Der Bereich der experimentellen Beobachtung (Schattierung, siehe auch Ab-
bildung 5.6) dient zum Vergleich und zeigt die Konzentration Cy, comp der gebundenen
Komplexe. Die Farben in den obigen Schemata entsprechen dem Abstand zwischen den
Translationsorten: (a) gemischter Birstenfall mit O um und einen Abstand von (b) 100 pm
() 200 um (d) 300 um (e) 400 um (f) 500 um. Parameter sind zu finden im Anhang in
Tabelle A.16.
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A statt, somit lédsst sich einfach tiber die Erzeugung « 4 der A-Proteine die mogliche

Anzahl an gebundenen Proteinen bestimmen:

N
i—1 Ci t) + C; t)+ G ¢
Forcomplt) = 2= 07A + Cuizasll) + Cran?) (5.6)
D oin1 @A [l = dproan] t

Die Dynamik und die Effizienz der Komplexbindung in Abhéngigkeit vom Abstand
ist in Abbildung 5.8 dargestellt. Auf den fiir das Experiment relevanten Zeitskalen
resultieren fiir einen kleinen Abstand zwischen den Translationsorten mehr Kom-
plexe im Vergleich zu einem weiten Abstand (Abbildung 5.8 b,d). Die Anzahl der
Komplexe steigt nach einer Zeit von 4 - 10* At linear mit der Zeit an. Die Effi-
zienz der Komplexbindung wichst mit der Verringerung des Abstandes zwischen
den Translationsorten (Abbildung 5.8 a). Erst auf langen Zeitskalen wird der Ein-
fluss der Limitierung der Fallen in der Effizienz der Komplexbindung sichtbar (Ab-
bildung 5.8 ¢), der auch im System mit nur einem Protein beobachtbar ist (Ab-
schnitt 4.3 in Abbildung 4.6 a, Abbildung 4.7 a). Fiir einen direkten Vergleich des
Einflusses der Limitierung der Fallen wird die Fallen-Effizienz fiir zwei Proteinty-
pen mit Gleichung (5.6) eingefiihrt. Diese gibt die maximal erreichbare Effizienz
der Bindung von Molekiilen an der Oberfliche in Abhingigkeit von der Zeit an.
Die Fallen-Effizienz ist unabhingig vom Translationsort der Proteine B, da eine

Bindung an der Oberfliiche* nur iiber A-Proteine moglich ist.

Der Vergleich zwischen Fallen-Effizienz und der Komplexbindungs-Effizienz zeigt
in welchem Bereich die Limitierung der Fallen noch keinen Einfluss auf die Be-
obachtung der Komplexbindung hat (Abbildung 5.8 ). Die Fallen-Effizienz kann
wie in Abbildungen 4.6 und 4.7 in drei Regime eingeteilt werden. Es wird hier-
bei zwischen bindedominierten Regime, Mischregime und produktionsdominierten
Regime unterschieden. Der geringste Einfluss der Fallenkapazitit befindet sich im
bindedominierten Regime, danach erfolgt ein geringer Einfluss der Fallenkapazitit
im Mischregime bis hin zum produktionsdominierten Regime, wo die Limitierung
der Fallen den Verlauf der Fallen-Effizienz bestimmt. Diesen Einfluss sieht man
auch in dem Verlauf der Komplexbindungs-Effizienz, dennoch kann zwischen der
Komplexbindungs-Effizienz und Fallen-Effizienz unterschieden werden, was zeigt,
dass die Komplexbildung im System fiir die Bindung der Komplexe an der Ober-

flache eine Rolle spielt. Insbesondere im bindedominierten Regime und Mischre-

“Die Bindung der Proteinuntereinheiten A erfolgt an eine modifizierte Oberfliche Abschnitt 3.1. Diese bein-
haltet bereits gebundene Molekiile an der Oberfliche, die vor dem Beginn des eigentlichen Experiments
aufgebracht werden.
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gime sind fiir groe Abstinde der Translationsorte Fallen-Effizienz und Komplex-
bindungs-Effizienz unterschiedlich. Dieser Unterschied nimmt mit dem Beginn des
produktionsdominierten Regimes deutlich ab. Das produktionsdominierte Regime
ist daher der Bereich in dem am wenigsten Aussagen iiber die Komplexbildung
im Experiment getroffen werden kann. Diese Zusammenhinge kdnnen mit der Be-
trachtung der an der Oberfliche gebundenen Komplex genauer verdeutlicht werden
(Abbildung 5.8 b, d).

Mit der Sittigung der Fallen und dem Ubergang ins produktionsdominierte Regime
befindet sich das System in einem quasi-stationidren Zustand. Die Konzentration
der gebundenen Molekiile @ndert sich nicht mehr mit der Zeit und die in der Lo-
sung freien Proteinuntereinheiten und Komplexe steigen linear mit der Zeit an. Die
quasi-stationdre Konzentration der an der Oberflache gebundenen Komplexe ist ab-
hingig vom Abstand zwischen den Translationsorten: Bei einem groen Abstand
der Translationsorte zueinander binden zu Beginn recht viele .A-Proteine an die
Oberflédche, da die B-Proteine erst noch in die Nihe der A-Syntheseorte diffundie-
ren miissen und anschlieBend dort an die oberflichengebundenen .A-Proteine bin-
den. Dies fiihrt zu einer anfinglich dominierenden Oberfliichenassemblierung, die
aufgrund der hohen Bindeaffinitit der .A- und B-Proteine in Losung recht schnell in
eine losungsdominierte Assemblierung umschwingt. Mit zunehmender Séattigung
der Fallen verschieben sich die Komplexbildungen immer mehr in Richtung der
Quelle der B. An die eventuell noch freien oberflichen gebundenen A (F.A) wer-
den somit kaum noch B-Proteine binden. Dadurch entstehen fast nur noch in Lo-
sung assemblierte Komplexe. Hingegen fiihrt ein geringerer Abstand zwischen den
Translationsorten zu einer Verbesserung der Bindung der B-Proteine an die oberfld-
chen gebundenen F.A-Proteine zu frithen Zeitpunkten. Dadurch wird zu frithen Zei-
ten der Quellbereich der A-Proteine mit Komplexen gesittigt. Dies erklirt fiir den
quasi-stationdren Zustand, warum weniger gebundene Komplexe bei einem weiten

Abstand zwischen den Translationsorten vorliegen.
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Einfluss des Abstands der Translationsorte
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Abbildung 5.8.: Kurz- und Langzeitverhalten der Komplexbindungs-Effizienz im Vergleich zur
Fallen-Effizienz. Die Beeinflussung der Komplexbindungs-Effizienz durch die Limitie-
rung der Fallen an der Oberflache wird durch die Fallen-Effizienz beschrieben. Wie auch
im Einproteinfall 1asst sich der zeitliche Verlauf der Fallen-Effizienz in drei Regime eintei-
len | bindedominiertes Regime, Il Mischregime, Il produktionsdominiertes Regime. Die
Effizienz der Komplexbindung hangt ab von dem Abstand zwischen den Translationsor-
ten (wie in der Legende angegeben). Die experimentelle Beobachtung fand nach etwa
t = 2h (grau schattierter Bereich) statt, was im beginnenden Mischregime der Fallen-
Effizienz liegt. Detailkurven zu den I6sungs- und oberflachenassemblierten Komplexen in
Abhangigkeit vom Abstand befinden sich im Anhang Abbildung D.7
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Kapitel 6

Proteinkomplexbildung in der lebenden Zelle

Die Entstehung von Multiproteinkomplexen in der Zelle wird hier im speziellen
am Bakterium Escherichia coli (E. coli) diskutiert. Das Bakterium E. coli kann
vereinfacht als ein Zylinder mit sphirischen Endkappen beschrieben werden (Ab-
bildung 6.1). Die Zelle ldsst sich grob in Membran, Zytoplasma und Kerndquivalent
(Nucleoid) einteilen. Das Kerniquivalent beschreibt die Region im Zytoplasma in
der sich die DNA aufhilt. Das Zytoplasma, besteht aus einer wissrigen Losung,
dem sogenannten Zytosol, in dem sich Proteine, Enzyme und die fiir die Protein-
synthese bendtigten molekularen Maschinen und Komponenten, wie z.B. Riboso-
men und tRNA befinden. Die Informationen des Bauplans der Proteine befinden
sich in den entsprechenden Genen auf der DNA, die je nach ihrer Funktionalitét in
Clustern zusammengefasst werden, den sogenannten Operonen. Ein Operon enthélt
nur einen Terminator, der dazu fiihrt, dass die entsprechenden Gene nacheinander
in einer bestimmten Reihenfolge, der sogenannten Operonanordnung, transkribiert
werden. Die nach der Transkription entstandene mRNA wird als polycistronische
mRNA bezeichnet.

Die Transkription (Abschnitt 1.1) beginnt im Kerndquivalent mit der Bindung der
RNA-Polymerase (RNAP) an den Promotor. Wihrend die mRNA noch transkribiert
wird, beginnen bereits die Ribosomen mit der Translation der mRNA (co-transkrip-
tionelle Translation), was zu einer erhohten Bewegung des DNA Locus zur Peri-
pherie des Kerniquivalents fiihrt [77]. Durch dessen Verschiebung ergibt sich eine
bessere Zuginglichkeit der Ribosomen an die mRNA. Mit der Termination der mR-
NA nach der Transkription kann diese frei im Zytoplasma diffundieren. Je nach
Grofle der mRNA kann diese nach ihrer Termination vom Kerndquivalent ausge-

schlossen sein. Dies hingt mit der starken Verkndulung (Supercoiling) der DNA
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6. Proteinkomplexbildung in der lebenden Zelle

Abbildung 6.1.: lllustration des Querschnitts einer E. coli-Zelle von Goodsell [76]. Gezeigt sind drei
Regionen: Die Zellwand (griin), das Zytoplasma (magenta und blau) und das Kernaqui-
valent (gelb und orange), in dem sich die DNA (gelb) aufhélt.

Nucleoid . DNAN_ mRNA (> RNAP @ Ribosom =» Bewegung

4 -8 (-6 |-

d = — —
a b c d e

Abbildung 6.2.: Schematische Darstellung der Bewegung des Genlocus am Beispiel von E. coli,
enthommen aus Yang u. a. [77]. (a) Schematische Darstellung der Zelle mit Kernaqui-
valent (grau) und Zytoplasma (weiB3) (b-e) vergrdoBerter Zellausschnitt; (b) Beginn der
Transkription durch Bindung der RNAP an den Promotor des zu synthetisierenden Gens
(c) Erhéhung der Bewegung des Genlocus in Richtung der Peripherie auf Grund (d, e)
von Bindung von Ribosomen an die noch zu transkribierende mRNA (co-transkriptionelle
Translation).
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zusammen. In der Theorie kann die DNA als doménen-organisiertes Maschennetz
oder Polymernetzwerk mit einer mittleren Maschengroe interpretiert werden [78].
Partikel, die groBer sind als die mittlere Maschengrof3e, konnen nicht ungehindert
durch das Maschennetzwerk hindurch diffundieren und sind daher vom Kernéqui-

valent ausgeschlossen.

Assemblierung von Proteinkomplexen

Die Assemblierung von Proteinkomplexen aus mehreren Untereinheiten innerhalb
der dicht gepackten (engl. crowded) Zellumgebung ist nicht gut verstanden. Die
konventionelle Idee ist, dass es sich um einen post-translationalen Prozess (Abbil-
dung 6.3 a) handelt, d.h. verschiedene Untereinheiten binden erst nach ihrer Pro-
teinexpression aneinander. Die Experimente unserer Kooperationspartner, der Ar-
beitsgruppe von Giinter Kramer (Zentrum fiir Molekulare Biologie der Universitét
Heidelberg) zeigen, dass sich der Komplex auch co-translational (Abbildung 6.3 b)
zusammensetzen kann: D.h. eine frei diffundierende Untereinheit bindet an eine
noch nicht vollstindig synthetisierte Polypeptidkette [49]. Die experimentellen Un-
tersuchungen der Komplexbildung finden im Modellorganismus E. coli statt. An
entsprechenden Orten im E. coli-Chromosom werden Gene eingebracht, die die
zu beobachtenden Proteinkomplexe codieren. Durch die Transkription der entspre-
chenden Gene entsteht mRNA, die fiir die Translation der entsprechenden Protein-

untereinheit benotigt wird.

Bedeutung des Abstandes zwischen den Translationsorten
im in vivo System

Bei Prokaryoten existieren zwei unterschiedliche mRNA-Typen, die monocistroni-
sche und die polycistronische mRNA. Die polycistronische mRNA beinhaltet die
Information mehrerer Proteintypen. Fiir sie lédsst sich der Abstand der Translati-
onsorte aus der Distanz der zu codierenden Sequenzen der Proteinuntereinheiten
berechnen. Bei einer monocistronischen mRNA wird der Abstand der Translations-
stellen durch die Position der entsprechenden Gene bestimmt. Grund hierfiir ist die
in Abbildung 6.2 beschriebene co-transkriptionelle Translation, bei der das zu tran-

skribierende Gen in das Zytoplasma transportiert wird, wo die Translation des Pro-

79



6. Proteinkomplexbildung in der lebenden Zelle

’
&

&
\ | @

Abbildung 6.3.: Co- vs. post-translationale-Assemblierung. R&umlich voneinander getrennten Trans-
lationsorte, die durch mRNA (braun, Linie), Ribosomen (griin) und den naszierenden Po-
lypetidketten (rot bzw. blaue Ketten) dargestellt sind. Es werden zwei voneinander unter-
scheidbare Proteine (rot und blau) auf den entsprechenden Translationsorten syntheti-
siert. Ein fertig synthetisiertes rotes Protein (rot, Knduel), kann auf zwei verschiedenen
Wegen (Pfeile) durch die Bindung mit einem blauen Protein zu einem Komplex (rot und
blau ineinander verknault) werden. Entweder (a) post-translationalen durch die Bindung
mit einem freien blauen Protein (blau, Knduel) oder (b) co-translational durch die Bindung
mit der blauen naszierenden Polypeptidkette (blaue Kette, entspricht dem noch nicht fer-
tig synthetisierten blauen Protein, noch gebunden am Ribosom) und dessen Freilassung
nach der Translation der mRNA.

teins stattfindet. Das Zytoplasma wird in meinem Modell als homogenes Medium
angesehen. Durch diese Vereinfachungen kann das in Abschnitt 5.1 beschriebene
in-vitro-Modell auf die Experimente angepasst werden. Um eine co-translationale
Komplexbildung in silico beobachten zu konnen, wird anstelle der einfachen Erzeu-
gung der fertigen Proteine eine Erzeugung von naszierenden Ketten modelliert und
dadurch eine Initiationsrate und eine Terminationsrate fiir die jeweilige naszierende

Kette eingefiihrt.!

In silico soll herausgefunden werden, unter welchen Bedingungen der co- oder der
post-translationale Assemblierungspfad dominiert. In Zusammenarbeit mit unserer

experimentellen Kooperationsgruppe aus Heidelberg wird das in Abschnitt 5.1 be-

'Die hier verwendeten Begriffe ,,Initiation” und ,,Termination* sind nicht im streng biologischen Sinn defi-
niert. In meinem Modell wird als Initiation der Prozess beschrieben, mit der naszierende Ketten entstehen,
was einer verspiteten Betrachtung des Beginns der Translation gleich kommt. Die Initiationsrate im Modell
beeinflusst die Konzentration der erzeugten naszierenden Ketten pro Zeit, was durch verschiedenste biolo-
gische Faktoren wie die Rate, mit der die Ribosomen an die mRNA binden (Initiationsrate im biologischen
Sinne), die Konzentration der mRNA, oder die Konzentration der auf der mRNA befindlichen Ribosomen
beeinflusst werden kann. Die Termination im Modell beschreibt den Moment, in dem die naszierende Kette
zu einem fertigen Protein geworden ist. Dessen Rate beinhaltet den Translationsprozess, wobei ein Teil der
Faltung des Proteins bereits wihrend des Translationsprozesses stattfindet. Die noch fiir die Faltung beno-
tigte Zeit nach dem Erreichen des Stopcodons liegt im Mikrosekundenbereich und ist gering im Vergleich
zum Translationsprozess, der im Minutenbereich liegt.
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Abbildung 6.4.: Abstand der Translationsorte ist bedingt durch monocistronische (a) und poly-
cistronische (b) mRNA. Raumlich voneinander getrennten Translationsorte, die durch
mRNA (braun, Linie), Ribosomen (griin) und den naszierenden Polypetidketten (rot oder
blaue Ketten) dargestellt sind. Die fir die Proteinsynthese benétigten Informationen fir
(a) genau ein Protein und (b) mehr als ein Protein befinden sich auf einer mRNA.

schriebene System an die von ihnen durchgefiihrten Experimente qualitativ ange-
passt, um so den Einfluss des Abstandes zwischen den Translationsorten der Prote-
inuntereinheiten auf die Effizienz der Komplexbildung bzw. die Konzentration der
Komplexe zu untersuchen. Das hierfiir entwickelte Modell soll die Prozesse der

Proteinsynthese und der Komplexbildung miteinander koppeln.

6.1. Modellierung der in vivo-Proteinkomplexbildung

Im Folgenden soll die Komplexbildung von zwei Proteinuntereinheiten untersucht
werden, die der Einfachheit halber Spezies .4 und B genannt werden. Wie be-
reits oben beschrieben, kann ein Komplex durch zwei unterschiedliche Assemblie-
rungspfade entstehen. Durch die Einfithrung verschiedener Spezies (,,co- und post-
Komplexe*) ldsst sich in der Simulation der Assemblierungspfad zuriickverfolgen

und somit der Ursprung eines jeden Proteinkomplexes aufzeigen.

Zu Beginn der Simulation sind noch keine Proteine im System. Als erstes werden
naszierende Ketten nasc.A und nascB der jeweiligen Proteinuntereinheiten .A und B
mit konstanten Initiationsraten oA und a%*°® erzeugt. Verallgemeinert kann fiir
die Proteinuntereinheiten A oder B auch X’ geschrieben werden, wobei das X’ durch
den jeweiligen Buchstaben der Spezies .4 oder B ersetzt wird. Die naszierenden
Ketten X sind in den Quellbereichen der Proteinuntereinheiten X immobilisiert,
bis sie nach der Translationszeit ablosen und so zu einer fertig gefalteten und frei-

en Proteinuntereinheit X werden. Dieser Prozess wird durch die Terminationsrate

X
term

derate s, an die naszierende Kette nascl3 binden. Der so entstandene, noch nicht

w im Modell beschrieben. Eine freie Proteinuntereinheit .4 kann mit einer Bin-

81



6. Proteinkomplexbildung in der lebenden Zelle

fertige und immobilisierte Komplex AnascBB wird mit der Terminationsrate w5,
die durch die Translationszeit der Proteinuntereinheit 3 vorgegeben ist, frei. Der
nun freie, in der Losung befindliche Proteinkomplex ABco wird auf Grund seines
Ursprungs co-translational assemblierter Komplex genannt. Eine weitere Moglich-
keit der Komplexbildung ist die post-translationale Assemblierung: Alle naszieren-
den Ketten nascB3, die noch keine Bindung mit einem Protein .4 eingegangen sind,
werden mit der Rate w*°P zu freien Proteinen B. Trifft ein Protein B auf ein frei
in der Losung befindliches .4, bilden beide Proteinuntereinheiten mit einer Binde-
rate von ke €inen Komplex ABpost. Entsteht ein Komplex auf diesem Weg, so
sprechen wir von einem post-translational assemblierten Komplex. Der beschrie-
bene Reaktionsverlauf und die Spezies sind im Reaktionsschema in Abbildung 6.5
sowie im Differentialgleichungssystem (6.1) dargestellt. Das so aufgebaute System
erlaubt eine Verfolgung des Ursprungs der Proteinkomplexe und somit eine Unter-

scheidung der unterschiedlichen Assemblierungspfade.

e Initiation der Proteine

anascA anascB
0 —— nascA 0 —— nascB
e Termination der Proteine nach Translationszeit t14¢A = 1/wnased,
nasclB __ nasclB
tterm - 1/wterm
e sy
nascA —"— A nascB —"= B
e Assemblierung der Proteinuntereinheiten nascA — naszierendes Protein A
Ko tne(ﬁgB A — Protein A
./4 + nascBB —=> A?’LCLSCB e ABCO nasclBB — naszierendes Protein 3
Kpost B — Protein B
A + B ABpOSt ABpost — post-translationaler Komplex
ABco — co-translationaler Komplex

Abbildung 6.5.: Reaktionsschema fiir das in vivo-System. Erzeugung von naszierenden Ketten nasc.A,
nascB (Initiation der Proteine); Umwandlung der naszierenden Kette in ein fertiges Pro-
tein A, B; Assemblierung der Proteinuntereinheiten zu einem Proteinkomplex .ABpost,
ABco.
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dC(;;(t) = WPAC e (t) = Fpost CAE)Ca(E) — FeoCa(t) Crases(t) (6.12)
dc(i@ = WP C e (1) — Fipost Ca (1) C(2) (6.16)
dCAip;ost(t) — Ky Ca (D) Cs(1) (6.1¢)
dCAjgo(t) —naseBo, (#) (6.1d)
dCA?g;cB(t) — B s(8) F FeoCa(t)Coasess (£) (6.1e)
an(g;A(ﬂ _ qased _ maseAc (6.16)
anzistcB(t) _ qeseB _ naseBOy () e Ca(t)Crases(t) (6.1g)

Bei dem oben beschriebenen System handelt es sich um ein ortshomogenes System.
Dies gilt nur unter der Annahme, dass die Translationsorte und die Proteinunterein-
heiten homogen verteilt sind. Wie eingangs beschrieben, muss in der Zelle von einer
lokalisierten Proteinsynthese ausgegangen werden, was eine Ortsabhingigkeit im-
pliziert. Die E. coli-Zelle ist ein stibchenférmiges Bakterium und kann als Zylinder
mit sphirischen Endkappen (Abbildung 6.1) betrachtet werden. Diese hat in den
Experimenten unserer Kooperationspartner der Universitdt Heidelberg eine Linge
von 3 pum und einen Durchmesser von 1 um. Zur Vereinfachung des Systems haben
wir diesen als einen lidnglichen Quader angendhert. Dieser ist in seiner y- und z-
Richtung mit 1 pm um ein 3-faches kleiner als in seiner x-Richtung mit 3 um. Eine
Reduzierung des Systems auf eine Dimension erfolgt durch die Projektion der y-
und z-Achse auf die x-Achse, was zu einer Vernachldssigung der Exklusion der in
dem System zu betrachtenden Molekiilen fiihrt (siche Abschnitte 4.1 und 4.2). Wie
in Abschnitt 4.3 beschrieben erfolgt eine Diskretisierung des Ortes in Boxen i mit
N = 100 Boxen, was bei der E. coli Zelle in x-Richtung eine Boxgrée von 0.03 pm
entspricht. Durch die Ortseinfiihrung spielt jetzt auch die Diffusion des jeweiligen
Proteins eine Rolle. Diese wird durch die unterschiedlichen Diffusionskonstanten
D 4, Dg fiir die Proteinuntereinheiten A, 5 und die Diffusionskonstante D 45 der frei
diffundierenden Komplexe .ABpost und .ABco eingefiihrt. Die Diffusionskonstante
D 4 der fertigen Komplexe .ABpost und .ABco ist gleich, unter der Annahme, dass
sich die auf unterschiedlichen Assemblierungspfaden gebildeten Komplexe in ihren

physikalischen, makroskopischen Eigenschaften nicht unterscheiden. Die Spezies
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6. Proteinkomplexbildung in der lebenden Zelle

nascA und nascB sind noch nicht fertig translatiert und befinden sich im Modell
daher immobilisiert im Quellbereich der nascA und nascB. Somit ist die durch den
co-translationalen Prozess entstandene Spezies .Anascl3 bis zur fertigen Translation
des nascB zu B ebenfalls im Quellbereich immobilisiert. Immobilisierte Proteine
besitzen im Modell eine Diffusionskonstante von Null. Das beschriebene System
entspricht folgenden Differentialgleichungssystem, wobei [i = iy04x] die Iverson-

Klammer (engl. Iverson bracket) reprisentiert:

dCi, Anasen(t
L?ggc() - _w?eifrcllgci,AnascB(t) + K’COCLA(t) ’ Ci’"aSCB (t) ’ (6.2a)
dG; t
e All) _ s [ = jpaseA] — AC e a (1) (6:2b)
dG; t
s l0) _ st [ — jrascB)  eneBC (1)
— /‘JcoCi,A(t) : Ci,nascB(t) ) (62C)
firi=1, ..., N,
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A B
——> x in Ax
0 i N=100

Abbildung 6.6.: Schema des diskretisierten Modellbakteriums mit unterschiedlichen Translationsorten fiir

-nasc

Protein A (rot) und B (blau). Die farbigen Bereiche kennzeichnen die Boxen ['1 = iini A]
und [i = z’ﬁ,‘}“B].

Die in vivo Experimente unserer Kooperationspartner fanden in E. coli statt unter
der Betrachtung der Komplexbildung des Proteins CarAB aus den Proteinunterein-
heiten CarA, CarB und dem Protein Luciferase, was aus den Proteinuntereinheiten
LuxA, LuxB [49] aufgebaut ist. Mittels einer Kombination aus Ribosomeprofiling
und Immunopurifikation [49],[79]-[81] konnte herausgefunden werden, dass LuxA
an nascLuxB, aber nicht LuxB an nascLuxA bindet (die gleiche Assymmetrie gilt
fiir CarA und CarB) [49], was in unserem Modell beriicksichtigt wurde. Ebenfalls
zeigten die experimentellen Ergebnisse, dass erst ab einer bestimmten naszierenden
Kettenldnge eine co-translationale Assemblierung moglich ist. Dies liegt u.a. daran,
dass die naszierende Kette erst den Exittunnel des Ribosoms passieren muss, bevor
es fiir eine Bindung zur Verfiigung steht [82]—[87]. Das Modell erlaubt daher auch
erst die Bindung eines freien Proteins mit der naszierenden Kette sobald mehr als
die Hilfte der Kettenldnge des fertigen Proteins vorliegt. Dies hat einen Einfluss
auf die verwendeten Werte der Terminationsraten w*4 und w5, welche sich
nach der Linge der erzeugten naszierenden Kette nasc.A und nascB richten. Die
Experimente unserer Kooperationsgruppe haben gezeigt, dass ab etwa der Hilfte
der exprimierten Kettenlidnge eine Bindung der nascB mit einem fertig translatier-
ten Protein .4 moglich ist [49]. Somit werden im Modell bereits halb lange nascB
und nascA erzeugt. Somit entspricht die Terminationszeit 744, $1%5¢5 der naszie-

renden Ketten nascA, nascB in etwa der Hilfte der biologischen Translationszeit

trascA ynascB qeg oesamten Proteins A, B.

trans ° “trans

6.2. Degradation und Lokalisierung

Unterschiedliche Prozesse wie z.B. Fehlfaltung der translatierten Proteinunterein-

heit [88], [89] oder die Degradation [90] im eigentlichen Sinne fiihren dazu, dass
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eine Proteinuntereinheit fiir die Proteinkomplexbildung nicht mehr zur Verfiigung
steht. Im Modell sind diese Prozesse unter dem Begriff ,,Degradation* zusammen-
gefasst. Dessen Einfithrung im Modell erfolgt durch Degradationsraten %ﬁg, VEeg
fiir die frei in Losung befindlichen Proteinuntereinheiten A, B. Die Degradation der
Proteinkomplexe und der noch zu translatierenden Proteine soll hierbei vernachlis-

sigt werden. Entsprechend ergibt sich folgendes Gleichungssystem:

dCianasen(t) _ _ynascB ey

T torm  Ci, AnascB(t) 1 KcoCi a(t) - Cinasen(t) , (6.4a)
dCi,ng;cA(t) = QneeeA [ = naseA] _ naseAcy gy (6.4D)
dCi,nézicB(t) = aneseB [ = gnascB] _ ynascBoy ()

— fcoCiA(t) - Cinases(t) , (6.4c)

firi=1, ..., N,
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6.2. Degradation und Lokalisierung

Abbildung 6.7 zeigt den Einfluss der Degradation auf die Lokalisierung der Kom-
plexbildung in der Simulation. Der dafiir verwendete Parametersatz ist so gewihlt,
dass er die Eigenschaften der von unserem Kooperationspartner (in Abschnitt 6.1)
verwendeten Proteine abbildet Tabelle A.19. Es werden die Fille mit und ohne De-

gradation der Proteinuntereinheiten A, I3 verglichen.

Ohne eine Degradation ergibt sich fiir hinreichend lange Zeiten eine homogene Ver-
teilung der frei diffundierenden A, B-Untereinheiten (Abbildung 6.7 a), wobei in
den Bereichen rechts der .A-Quelle weniger .A als B Untereinheiten zu finden sind.
Die post-translationale Assemblierung ist durch die Verteilung der beiden Unter-
einheiten bestimmt. Die .A-Proteine sind limitierend, sodass die Verteilung des Ent-
stehungsortes der Komplexe? ihnen folgt (Abbildung 6.7 b). Die co-translationale
Komplexbildung ist durch die Verteilung der .4 und der nascB bestimmt. Die nas-
zierenden Ketten nascB der B-Proteine sind im Bereich der Quelle der B-Proteine
immobilisiert. Eine Entstehung der co-translational assemblierten Komplexe .ABco
findet somit lediglich im Bereich der B Quelle statt. Da in diesem Bereich mehr
nascB-Ketten als A-Proteine existieren (Abbildung 6.7 a), folgt die Verteilung des
Erzeugungsortes der Komplexe® in etwa der Verteilung der Proteinuntereinheiten

A. Dieser Aspekt wird durch die Einfithrung der Degradation verstarkt.

Die Degradation bewirkt fiir hinreichend lange Zeiten eine ortsfeste und stationire
Verteilung der freien Proteinuntereinheiten .4 und B, was auch zu einer Lokali-
sierung der Proteinkomplexbildung fiihrt. Die maximale Ausbeute an Komplexen
ABco und ABpost erhilt man in Bereichen, in denen von beiden Proteinunterein-
heiten genug zur Verfiigung steht (Abbildung 6.7 d). Deshalb entsteht die maximale
Konzentration an post-translational assemblierten Komplexen .ABpost im Schnitt-
punkt der Verteilung der freien Proteinuntereinheiten .A und B (Abbildung 6.7 c, d).
Die Verteilung der Komplexe links und rechts vom Maximum folgt der jeweils limi-
tierenden Untereinheit. Somit folgt die linke Seite der Limitierung durch B-Unter-
einheiten und die rechte Seite der Limitierung durch A-Proteine. Fiir den co-trans-
lationalen Assemblierungspfad lassen sich ebenfalls Unterschiede in der Komplex-
bildung im Vergleich zum Fall ohne Degradation feststellen: Wihrend im Fall ohne
Degradation im B-Quellenbereich eine fast homogene Verteilung der nascB ent-
steht, bewirkt die Degradation der .A-Proteine eine deutlich inhomogene Verteilung,
der nascB im B-Quellenbereich (Abbildung 6.7 ¢). Das Maximum der Komplexbil-

“Beobachtet wird der Entstehungsort der co-translational assemblierten Komplexe .ABco und der post-trans-
lational assemblierten Komplexe ABpost
3co-translational assembliert ABco
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Abbildung 6.7.: Verteilungen von zwei Proteinuntereinheiten und Ort der Komplexbildung ohne
(links) und mit (rechts) Degradation der Proteinuntereinheiten A und 5. Gezeigt
werden die Verteilungen: (a, c) der freien Proteinuntereinheiten .4, B und die naszieren-
den Ketten B3; (b, d) der Entstehungsorte der co- und post-translationalen Proteinkomple-
xe ABco und ABpost.

dung liegt im Schnittpunkt der Verteilung der nascl3 und der A-Untereinheiten. Die
Verteilung, der co-translational assemblierten Komplexe rechts vom Maximum der

nascB nimmt mit sinkender Konzentration der A-Proteine ab.

Durch das Einfiihren einer Degradation der freien Proteinuntereinheiten lisst sich
die Lokalisierung der Proteine steuern. Dies erlaubt eine Lokalisierung der Protein-

untereinheiten, selbst bei einer hohen Diffusion* und einer geringen Bindeaffinit:it.

Einfluss des Abstands der Translationsorte

Wie im vorangegangenen Abschnitt gezeigt, hat die Lokalisierung der Proteinun-
tereinheiten einen Einfluss auf die Lokalisierung der Komplexbildung, insbeson-

dere der post-translational assemblierten Komplexe. Hier verhindern die geringe

“Eine hohe Diffusion bedeutet, dass das Protein die gesamte Zelllinge in wenigen Sekunden durchqueren
kann.
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6.2. Degradation und Lokalisierung

Bindeaffinitit und die hohe Diffusionskonstante bei zu geringen Degradationsraten
eine Lokalisierung. Die Erzeugung der co-translational assemblierten Komplexe ist
auf Grund ihrer Immobilisierung stets lokalisiert.

Die Betrachtungen in Abbildung 6.7 beziehen sich nur auf einen ausgewihlten Zeit-
punkt. Im Folgenden soll eine genaue Untersuchung der Dynamik der Komplexbil-
dung erfolgen — bezogen auf die Degradation der Proteinuntereinheiten und mit

Fokus auf den Abstand der Translationsorte zueinander.

Die Betrachtung der Dominanz des co-translationalen oder post-translationalen As-
semblierungspfades erfolgt iiber das Verhiltnis aus der Gesamtkonzentration der

co- zur Konzentration der post-translational assemblierten Komplexe

CAnascB(t) + CABco(t)
ss(l) =
dA ( ) CABpost<t)

(6.6)

Ist die Dominanz der Assemblierung das > 1 sprechen wir von einer co-transla-
tional dominierten und bei dass < 1 von einer post-translational dominierten As-
semblierung.

Die Verringerung des Abstandes der Translationsorte fiihrt unabhéngig von der De-
gradation der Proteinuntereinheiten zu einer Erhhung der Dominanz der Assemb-
lierung dass (Abbildung 6.8 a, ¢). Durch die Degradation der Proteinuntereinheiten
wird der Einfluss des Abstandes der Translationsorte auf die Dominanz des co-
translationalen Assemblierungspfades ausgeprigter (Abbildung 6.8 ¢). Wihrend fiir
kurze Zeitskalen unter %min der post-translationale Assemblierungsprozess noch
tiberwiegt, steigt die Dominanz des co-translationale Assemblierungsprozesses mit
der Zeit an. Auf lingeren Zeitskalen ¢ > 5min ist die co-translationale Komplex-
bildung dominant und ein quasi-stationirer Zustand stellt sich ein.

Mit einer endlichen Degradation der Proteinuntereinheiten wirkt sich die Verringe-
rung des Abstandes der Translationsorte positiv auf die Effizienz der Komplexbil-
dung aus: Es entstehen mehr Komplexe pro Zeit, wenn die Translationsorte dicht
beieinander liegen, als bei weit entfernten Translationsorten. Ohne Degradation ist
bei der Variation des Abstandes kein Unterschied in der Effizienz der Komplexbil-
dung erkennbar. Trotz der Dominanz der co-translationalen Komplexbildung und
deren Lokalisierung hat auf Grund der homogenen Verteilung der Proteinunter-
einheiten .4, B die Lokalisierung der Translationsorte keinen Einfluss auf die Ge-

samteffizienz der Komplexbildung.
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Abbildung 6.8.: Die Effizienz der Komplexbildung ist nur dann vom Abstand zwischen Translati-
onsorten abhédngig, wenn die Degradation der Proteinuntereinheiten nicht Null ist.
(a) und (c) zeigen die Dominanz der Assemblierung, definiert in Gleichung (6.6) (b) und
(d) geben die Gesamtkonzentration an Komplexen (Ccomp = Cuanases(t) + Canco(t) +
CaBpost (t)) im Lauf der Zeit an.
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6.3. Initiationsrate beeinflusst den Assemblierungsprozess

6.3. Initiationsrate beeinflusst den Assemblierungsprozess

Im hier diskutierten Modell haben die Quellen A und BB voneinander unterscheidba-
re Initiationsraten o*%*4 und o*%*® fiir die naszierenden Ketten nasc.A und nascB.
Somit entstehen in der einen Proteinquelle mehr naszierende Polypeptidketten pro
Zeit als in der anderen. Die Translation der Proteinuntereinheiten .4 und B findet zur

gleichen Zeit und im Gegensatz zum vorherigen Abschnitt, am gleichen Ort statt.
nascA < anascB

ini ini s

In Abbildung 6.9 werden drei Kombinationen der Initiationsraten «

alwseA > qreseB sowie a@B = o794 verwendet und deren Einfluss auf Dyna-

ini ini ini ini

mik und Dominanz des Assemblierungspfades untersucht.

3
10 A

al ascA > Oé_'n,u.s‘(:B

ini ini

co-translational

aﬁgsc/\ =0.0191 /LM/S, OéirélaiscB = 0.0956 },LM/S domini_erte
“ aﬁg&c/\ =0.0956 /,LM/S, aﬁKSCB =0.0191 MM/S Assembherung
< 10 —— A = .0382 1M /s, aB = 0.0382 pM/s |
aﬁqsc/\ — anqsnB
0 /
Ll e T e
qnaseA - gnaseB post-translational
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Assemblierung
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Abbildung 6.9.: Initiationsraten beeinflussen die Dominanz d s der co-translationalen Assemblie-

rung. Initiationsraten a4 und a{%ﬁ“B fir nasc A und nascB: %A < %8 (oran-
ge), alaeA = %8 (plau), ¥t > al%*°B (magenta). Nur im ersten Fall dominiert

die post-translationale Assemblierung flr hinreichend grofBe Zeiten.

Der erste Fall mit, einer fiinfmal geringeren Initiationsrate %4 im Vergleich zu

anseB (qraseA < gnaseB ) zeiot nach einer anfinglichen Dominanz der co-transla-

tional assemblierten Komplexe fiir grofe Zeitskalen eine Dominanz der post-trans-
lational assemblierten Komplexe (Abbildung 6.9). Bei einer hoheren Initiationsrate
der A-Proteine (%4 > a'4s°5) hingegen dominiert der co-translationale Assem-
blierungspfad (Abbildung 6.9). Die Dominanz dg steigt mit der Zeit weiter an
und erreicht bereits nach 8 min den Wert 420. Im Fall gleich grof3er Initiationsraten

nascB — pnascA)y folgt auf einen anfinglichen Anstieg der Dominanz der co-trans-

(alnl mi1

lationalen Assemblierung eine Séttigung bei einem Wert von ungeféhr 2.
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6. Proteinkomplexbildung in der lebenden Zelle

Die alleinige Erhohung der Initiationsrate fiir die naszierende Kette nasc.A bewirkt
also eine zunehmende co-translationale Assemblierung, eine Erhohung der Initia-
tionsrate fiir die naszierende Kette nasc3 hingegen einen Wechsel von einer an-
fanglich co-translationalen Assemblierung hin zur post-translational dominierten
Komplexbildung. Obwohl .4- und B-Untereinheiten am selben Ort entstehen ist
im Bereich kleiner Zeitskalen, d.h. bis ca. 1 min, ein Vorteil der co-translationalen
Komplexbildung im Vergleich zur post-translationalen Komplexbildung zu erken-
nen. Der Unterschied in der Konzentration der Komplexe ist jedoch gering (siche
Anhang Abbildung E.2).

6.4. Einfluss der Operonanordnung auf die Assemblierung

Die Operonanordnung wird simuliert durch unterschiedlich grofle Startkonzentra-
tionen an naszierenden Ketten nasc.A, nascB und bereits freien Proteinuntereinhei-
ten A, B. Eine Operonanordnung AB bewirkt, dass .A vor B translatiert wird, was in
der Simulation durch eine Startkonzentration Cjnesca g A(t =0) > 0der nascA-
Ketten und einer Konzentration Cjnasca 4(t = 0) > 0 der A Proteine in den Quell-
bereichen 4"%**4 implementiert ist; entsprechend der Operonanordnung B.A. Alle
anderen Anfangskonzentrationen bleiben Null. Der Wert der Anfangskonzentration
der naszierenden Ketten hingt von der Lange der jeweiligen mRNA ab: Da auf ei-
ne langere mRNA mehr Ribosomen passen, konnen somit auch mehr naszierende
Ketten des betreffenden Proteintyps entstehen. Fiir den Fall, dass die B-mRNA um
den Faktor r langer ist als die . A-mRNA, ergibt sich fiir die Operonanordnung 5.4
eine r-mal groBere Anzahl an nascB im Vergleich zur Anzahl an nasc.A bei der
Operonanordnung AB. Fiir eine Translation von A und B zur gleichen Zeit wird
das in Abschnitt 6.3 beschriebene System verwendet, in dem die Startkonzentra-
tionen aller Spezies Null sind. Wir unterscheiden im Folgenden also zwischen drei
Fillen: Operonanordnung .43, Operonanordnung 5.4, gleichzeitige Translation der

Proteinuntereinheiten A und B.

Untersucht wird der Einfluss der Operonanordnung auf die Dominanz der Assemb-
lierungspfade (Abbildung 6.10) dags definiert in Gleichung (6.6). Das binire Farb-
schema in Abbildung 6.10 stellt die Dominanz das (Gleichung (6.6)) des jewei-
ligen Assemblierungspfades dar, wobei blau (dpss > 1) fiir eine dominante co-

translationale und rot (dags < 1) fiir eine post-translational dominierte Assemb-
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Abbildung 6.10.: Einfluss der Operonanordnung auf den Regimewechsel von post- (rot) und co-
translationaler (blau) Assemblierung. Die Spalten stehen flir die unterschiedliche
Operonanordnung (a-d) Operon AB, (e-h) Startpunkt der Initiation von A, B erfolgt zur
gleichen Zeit, (i-j) Operon B.A. Jede Zeile zeigt die Variation eines anderen Parameters
(a, e,i) Bindeaffinitat «»:,, der Proteine, (b, f, ) Breite des Translationsortes, (c, g, k) Ab-
stand der Translationsorte, (d, h,j) Verhélnis a{”n"i“““/a{”n"i“s aus der Initiationsrate des
Proteins .A und B5.
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6. Proteinkomplexbildung in der lebenden Zelle

lierung steht. Am Beispiel des Abstands der Translationsorte soll der Einfluss der
Operonanordnung im Folgenden diskutiert werden (Abbildung 6.10c, g, k). Fiir al-
le Operonanordnungen ist der post-translationale Assemblierungspfad auf kurzen
Zeitskalen dominant. Nach einer bestimmten Zeit erfolgt ein Regimewechsel vom
post- zum co-translational dominierten Assemblierungsprozess, der je nach Opero-
nanordnung zu unterschiedlichen Zeiten stattfindet. Fiir die Operonanordnung A5
und der zeitgleichen Translation von A und B, ergibt sich fiir Zeiten ¢ > 1min
ein co-translational dominierter Assemblierungspfad (Abbildung 6.10c, g). Im Ge-
gensatz dazu kommt es fiir die Operonanordnung B.A (Abbildung 6.10k) zu kei-
nem Regimewechsel. Somit bleibt auch fiir lange Zeiten die Dominanz der post-

translationalen Assemblierung bestehen.

Die Operonanordnung A5 (Abbildung 6.10¢) und die zeitgleiche Translation von
A und B (Abbildung 6.10g) zeigen bei einer VergroBerung des Abstandes der
Translationsorte eine Verzogerung des Regimewechsels von einem dominierenden
post-translationalen zu einem co-translational dominierten Assemblierungspfad. Al-
lerdings ist der Einfluss des Abstandes der Translationsorte im Fall der Opero-
nanordnung AB auf die Zeitverschiebung des Regimewechsels vernachldssigbar
klein. Die Steuerung der Dominanz des jeweiligen Assemblierungspfades kann so-
mit durch die Operonanordnung und durch den Abstand der Translationsorte erfol-

gen.

Zusammenfassend kann man sagen, dass bei gleicher Initiation des Translationspro-
zesses (Abbildung 6.10 a-c, e-g, i-k) der post-translationale Assemblierungsprozess
auf kurzen Zeitskalen dominiert. Die Operonanordnung AB (Abbildung 6.10 a-c)
unterstiitzt die Dominanz des co-translationalen Assemblierungsprozesses, wohin-
gegen bei der Operonanordnung B.A (Abbildung 6.10i-k) der post-translationale
Assemblierungsprozess auch auf ldngeren Zeitskalen dominieren kann.Die Opero-
nanordnung hat somit einen entscheidenden Einfluss auf die Dominanz der Assem-

blierungspfade.
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Kapitel 7

Fazit und Ausblick

Die Effizienz und die Prizision, mit der Proteinkomplexe in Zellen gebildet wer-
den, ist zu weiten Teilen noch unverstanden und daher Gegenstand aktueller For-
schung. Im Rahmen dieser Doktorarbeit wurde die Proteinkomplexbildung sowohl
in zellfreien in-vitro-Systemen als auch im in-vivo-Modellsystem E. coli analytisch
sowie in-silico beschrieben und untersucht. Hierbei lag der Fokus auf der Kopplung
von Proteinsynthese und Komplexbildung der Proteinuntereinheiten. Die Modellie-
rung erfolgte in Abstimmung mit den Arbeitsgruppen von Roy Bar-Ziv (Weizmann-
Institut, Rehovot, Israel) und Giinter Kramer (Zentrum fiir Molekulare Biologie der
Universitidt Heidelberg), um eine moglichst realistische in-silico-Nachbildung der
experimentellen Systeme unser Kooperationspartner zu erhalten. So beriicksichtigt
unser in-silico-Modell der Proteinkomplexbildung u. a. verschiedene Syntheseorte
und molekulare Eigenschaften der beteiligten Proteinuntereinheiten wie deren Dif-
fusionsraten und Bindeaffinititen. Mit diesem Modell wurden insbesondere die Dy-
namik der Komplexbildung, die Lokalisierung der Komplexe sowie die Dominanz

unterschiedlicher Assemblierungspfade untersucht.

In Kapitel 4 wurde zunichst ein vereinfachtes in-vitro-System diskutiert, in dem
Proteinuntereinheiten eines Typs iiberall oder in raumlich begrenzten Regionen er-
zeugt und durch molekulare Fallen an der Oberfliche gebunden werden. Hierbei
wurde auch die Endlichkeit der Bindekapazitit aufgrund der begrenzten Anzahl
an verfiigbaren Fallen beriicksichtigt. In diesem vereinfachten System wurde der
Einfluss der Diffusionskonstanten, der Syntheserate und der Bindeaffinitét auf die

Fallen-Effizienz untersucht.

Es stellte sich heraus, dass Systeme mit einer rdumlich homogenen Erzeugung von

Untereinheiten einen Ubergang von einem binde- zu einem produktionsdominier-
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7. Fazit und Ausblick

ten Regime durchlaufen. Das erste Regime ist charakterisiert durch eine Dominanz
der Bindung der Proteinuntereinheiten an die Oberfliche. Das zweite Regime ist
gepragt von einer abnehmenden Fallen-Effizienz, die von einer hohen Fallenbeset-
zung verursacht wird und mit dem Auffiillen des in-vitro-Systems mit ungebunde-
nen Proteinuntereinheiten einhergeht. Die Einfiihrung einer ortlich inhomogenen
Erzeugung der Proteinuntereinheiten bewirkt eine Aufspaltung in drei Regime: Ein
rein bindedominiertes Regime, ein Mischregime und ein rein produktionsdominier-
tes Regime. Der Ubergang von einem bindedominierten zu einem Mischregime er-
folgt, wenn ein Grofteil der Fallen in der Nihe des Syntheseortes besetzt ist. Der
Ubergang vom Mischregime zum reinen produktionsdominierten Regime tritt auf,
wenn auch in den von der Synthese entfernten Regionen die Verfiigbarkeit an frei-
en Fallen abnimmt. Neben den Syntheseorten konnen auch die molekularen Fallen
rdaumlich inhomogen verteilt sein, was eine Verdnderung der Fallen-Effizienz ins-
besondere im Mischregime zur Folge hat. Es zeigte sich, dass sich — je nach Wahl
der Systemparameter — die Fallenverteilung lange vor einer vollstandigen Fallensét-
tigung in der Verteilung der gebundenen Proteine an der Oberfliche wiederfinden
kann. Die Modifizierung der Fallenverteilung ermoglicht somit eine gezielte zeit-
abhingige und rdumliche Steuerung der Bindung der Proteinuntereinheiten an die
Oberfliche. In Systemen mit rdumlich stark eingeschrinkter Bindung wirkt sich
eine Variation des Abstandes zwischen dem Proteinsyntheseort und dem Fallenbe-
reich je nach Parameterwahl unterschiedlich auf die Bindung der Proteine an die
Oberfliche aus. Diese Abhingigkeit liefert einen neuen Ansatz zur Abschitzung
der Bindeaffinitit eines Proteins, sofern seine Syntheserate und Diffusionskonstan-
te bekannt sind. Mit Hilfe unserer Kooperationspartner vom Prof. Dr. Roy Bar-Ziv
(Weizmann-Institut, Israel) konnte zum einen das in Abschnitt 4.3 eingefiihrte Sys-
tem (Einzelbinder) experimentell validiert und zum anderen dessen Modellpara-
meter bestimmt werden. So stimmte die im Experiment beobachtete Bindung der
Proteine gpl0 und GFP bei unterschiedlichen Syntheseraten und Fallenverteilun-
gen sehr gut mit den Vorhersagen der Computersimulationen iiberein. Das Modell
kann beispielsweise verwendet werden, um in Abhéngigkeit der Systemparameter
das Maximum der Fallen-Effizienz zu ermitteln und somit die optimale Experim-

entlaufzeit zu bestimmen.

Die Bildung von Proteinkomplexen aus zwei Untereinheiten wurde durch die Er-
weiterung des einfachen in-vitro-Systems mit einem zusitzlichen Proteintyp in Ka-

pitel 5 untersucht. Hierbei wurde zwischen zwei moglichen Pfaden der Komplex-
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bildung, der Oberflichenassemblierung und der Losungsassemblierung, unterschie-
den. Bei gleicher Wahl der Parameter (Bindeaffinitét, Diffusionskonstante und Pro-
duktionsrate aller Proteinuntereinheiten bzw. Komplexe) wird der Assemblierungs-
prozess zundchst durch die Oberfliichenassemblierung dominiert. Die zunehmende
Besetzung der Fallen verringert diese Dominanz oberfldichen-assemblierter Kom-
plexe. Je nach Wahl der Systemparameter kann es schlielich zu einem Regime-
wechsel von einer Dominanz der Oberfliichenassemblierung zu einer Dominanz
der Losungsassemblierung kommen. Der Vergleich von Simulationen und experi-
mentellen Daten, in denen der Abstand der Translationsorte variiert worden ist, hat
gezeigt, dass das numerische Modell gut an die experimentellen Daten angepasst
werden kann. Mit dem angepassten Modell konnte gezeigt werden, dass der Ab-
stand der Translationsorte direkt die Komplexbildung beeinflusst. So ist der Prozess

umso effizienter, je geringer der Abstand zwischen den Synthesorten ist.

In Kapitel 6 haben wir unser Modell fiir die Analyse der Komplexbildung mit zwei
Proteinuntereinheiten .4 und B in der lebenden Zelle angepasst. Im Gegensatz zum
in-vitro-System entsteht beim in-vivo-System die raumliche Distanz zwischen den
Syntheseorten der beiden Proteinuntereinheiten nicht durch eine fest vorgegebene
Einteilung des Reaktionsvolumens in Kompartimente, sondern durch den Abstand
proteincodierender Sequenzen auf dem Chromosom des Bakteriums. Doch auch im
in-vivo-System existieren zwei konkurrierende Assemblierungspfade, die co- und
die post-translationale Assemblierung. Die hier vorgestellten Analysen haben ge-
zeigt, dass die Operonanordnung bestimmt, auf welchen Zeitskalen eine Dominanz
von co- oder post-translationaler Assemblierung vorherrscht. Wenn Protein B co-
translational von Protein .4 gebunden werden kann, aber nicht umgekehrt, so fiihrt
die Operonanordnung .AB zu einer Dominanz der co-translationalen Assemblierung
und die Operonanordnung B.A zu einer Dominanz der post-translationalen Assem-
blierung. Bei einer genau gleichzeitigen Translation der Proteinuntereinheiten tritt
ein Regimewechsel von der post- zur co-translationalen Assemblierung auf, wobei
der Zeitpunkt des Regimewechsels vom Abstand zwischen den Operonen abhin-
gig ist: Je geringer der Abstand, desto schneller findet der Regimewechsel statt.
Bei realistischen Diffusionskonstanten der Proteine und fiir lange Zeitskalen hat
der Operonabstand keinen Einfluss auf die Anzahl der gebildeten Komplexe, es sei
denn, die Proteine haben eine ausreichend hohe Degradationsrate. In diesem Fall
entsteht bei einem grofen Operonabstand eine kleinere Anzahl an Komplexen als

bei einem geringen Abstand.
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7. Fazit und Ausblick

Die in dieser Arbeit entwickelten in-silico-Modelle lassen sich direkt auf andere
Systeme beispielsweise aus der synthetischen Biologie oder der molekularen Bio-
technologie anwenden. Dabei sind die Anwendungen nicht auf reine Proteinkomplex-
Systeme beschrinkt. Die in-silico-Modelle lieen sich beispielsweise auch fiir die
Analyse und Optimierung von DNA-Origami-Systemen oder der Assemblierung

von Block-Copolymeren nutzen.
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Anhang A

Parameter

Dieser Abschnitt listet die Parameter auf, mit denen die Abbildungen in dieser Ar-
beit erzeugt worden sind. Eine detailliertere Auflistung der Tabellen findet sich unter

https://github.com/stefoe-up/phd-project.

Tabelle A.1.: Parameter fir Abschnitt 4.1 Abbildung 4.2

Qprod Kbin Cp Cp(0) C,u(0) Abbildung Kapitel
vs™ sThpmT] (][] [uM]

0.001 0.0001 1 0 0 4.2a,b 4.1
0.001 0.001 1 0 0 4.2a,b 4.1
0.001 0.1 1 0 0 4.2a,b 4.1
0.01 0.001 1 0 0 4.2a,b 4.1
0.1 0.01 1 0 0 4.2a,b 4.1
0.1 0.1 1 0 0 4.2ab 4.1
1 0.1 1 0 0 4.2a,b 4.1
0.0001  0.001 1 0 0 4.2¢ 4.1
0.001 0.001 1 0 0 4.2¢ 4.1
0.01 0.001 1 0 0 4.2¢c 4.1
0.1 0.001 1 0 0 4.2¢ 4.1
0.0001 0.1 1 0 0 4.2d 4.1
0.001 0.1 1 0 0 4.2d 4.1
0.01 0.1 1 0 0 4.2d 4.1
0.1 0.1 1 0 0 4.2d 4.1
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A. Parameter

Tabelle A.2.: Parameter flr Abschnitt 4.1 Abbildung 4.3, Abbildung C.1, Abbildung C.2
Cp Cp(0) C,u(0) Abbildung Kapitel
uv] ] [um]
1 0 0 4.3 4.1

Variation von aoq in [uMs™!]

Variation von fp, in [s7! uM 1]

Detaillierte Parameterwahl findet sich in github.

Tabelle A.3.: Parameter fir Abschnitt 4.2 Abbildung 4.5

Qprod Kbin D Cpax Cp(0) C,u(0) Abbildung Kapitel
sl sTipuMT] [T [uM] [pM] [uM]

0.001  0.001 0.001 1 0 0 4.5abc 42
0.001 0.1 0.001 1 0 0 4.5abc 42
0.1 0.1 0.001 1 0 0 4.5abc 42
0.01 0.001 0.001 1 0 0 4.5abc 42
0.001  0.0001 0.001 1 0 0 4.5abc 42
0.001  0.001 01 1 0 0 4.5def 42
0001 0.1 01 1 0 0 4.5def 42
0.1 0.1 01 1 0 0 4.5def 42
0.01 0.001 01 1 0 0 4.5def 42
0.001  0.0001 01 1 0 0 4.5def 42

Tabelle A.4.: Parameter flr Abschnitt 4.3 Abbildung 4.6
Oprod At kpin At DAL Cpax Cp(0) Cu(0) ipoa  Abbildung Kapitel

[um] M) ] um]  [um]  [um]

0.0002  0.0002 0.03125 1 0 0 12-19 4.6 4.3
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A.l. Fallenverteilung

A.1. Fallenverteilung

Die Parameterkombination fiir die Erzeugung der Fallenverteilung unter der An-
nahme, dass Streptavidin an die Fallen binden kann. Streptavidin wird benotigt um
die DNA-Biirsten an der Oberflache zu fixieren. Das Anbringen der DNA-Biirsten
erfolgt in den Quellbereichen mittels einer Micropipette, was zu einer Konzentra-
tion von Streptavidin in den Quellbereichen fiihrt (Abschnitt 3.1). Berechnung der
Streptavidinverteilung nach einer Zeit von ¢ = 2h mittels folgender Parameter-
kombinationen. Die Simulationen ergeben die Konzentration Cj; der gebundenen

Streptavidin Molekiile, dessen Inverse entspricht der Konzentration an freien Fallen.

Tabelle A.26.: Parameter fiir die Erzeugung der Fallenverteilungen auf Grund von Verunreinigungen. Die
Verunreinigungen befinden sich zum Zeitpunkt ¢ = O's frei in Ldsung

iprod  QprodAt  KpinAt Cy W(0)  CP™  Fallenverteilung ~ Abbildung
-1

[um] M [um] [um]  Abb. A.1 Cip
12-19 0 0.0002 1 1 1 A1(7)
12-19 0 0.0002 1 2 1 A.1(8)
12-19 0 0.0002 1 10 1 A.1(9)
12-19 0 0.002 1 1 1 A.1(10)
12-19 0 0.002 1 2 1 A1(11)
12-19 0 0.002 1 10 1 A.1(12)
12-19 0 0.002 1 1 38 A.1(39)
12-19 0 0.0002 1 1 38 A.1(40)

Ci,v0a,u(0) beschreibt die Startkonzentration von ungebundenen Molekiilen
an der Stelle ¢p,,,q zum Zeitpunkt ¢t = Os.

DAt =0.03125

Cy(0) =0

A.2. Startkonzentration

Die Startkonzentrationen liegen je nach Proteintyp A, B an unterschiedlichen Orten
Iprod A DZW. ip0q5. Diese werden in allen Simulationen durch Rechteckfunktionen

beschrieben.

117



A. Parameter

o

/e

|

o
n
o

Hia

i

oo

o

——

o

—

o
n

e o o
-0 1 —=o

o
o
-
I_.
—

o

= = E T |
o) - j
ose [ | S

o.i}s_/ | ] °-§ﬁ [ ]
= |
i B il *
e * jf‘fﬁ” L *
e L |
I L faF T 4
E"ﬁ‘g*v — — éo_iFs | m ]
HE | [ ] 4= e
b T e [l
i SRR L
oat e [1
5 = ok 1
/ ‘ s

: R

\
\
\
|
\
L
30 40 50 60 70 80 90 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Ort [Ax] Ort [Ax]

-
o

Abbildung A.1.: Angenommene und simulierte Verteilungen an freien Fallen. Zu Beginn der Simula-
tionen wird eine Startkonzentration an freien Fallen angenommen, die homogen (1) oder
auch inhomogen verteilt sind. Dargestellt ist hier der angenommene Anteil an freien Fal-
len. In (7-12) wird der Anteil der freien Fallen simuliert in dem eine Startkonzentration von
Schmutzpartikeln (Streptavidin) im Quellbereich existiert, die sich entlang des Biochips
verteilen und somit bestimmt Bereiche des Chips belegt, was zu einer Verringerung der
freien Fallen fuhrt. Es wird fir (7-12) von einer homogenen Verteilung (1) der freien Fal-
len ausgegangen, die durch die Verteilung der Schmutzpartikel zu einer inhomogenen
Verteilung wird. Fir (39-41) wird von einer inhomogenen Startkonzentrationsverteilung
(38) an Fallen ausgegangen.
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A.2. Startkonzentration
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Abbildung A.2.: Anfangskonzentration an ungebundenen Molekiilen im System.
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Anhang B

Zusatzmaterial numerische Methoden

B.1. Euler-Verfahren Population 5 und C

Das beschriebene Differentialgleichungssystem (2.2) bis (2.4) ldsst sich mit dem
Euler-Verfahren 16sen. Eine detallierte Beschreibung befindet sich in Abschnitt 2.1
am Beispiel der Population A. In diesem Abschnitt werden die Losungen auch fiir
die Populationen B und C kurz skizziert. Die konstanten Terme fiir die Molekiile B

lauten fiir die Diffusion s?, die Reaktion z und die Produktion p?.

5 _ DeAt
(Az)?
z = KpinAt .
pB = aprOdBAt
b?Jrl = (]_ — 288 — Za/‘];:) b‘l; + 88b§_1 + SBb";—‘rl + pf:jprodB (B.Z)

Die Konzentration von den Molekiilen B nach £+ 1 Zeitschritten in jedem Bin kann
in seiner Gesamtheit durch eine Matrix ausgedriickt werden:

k+1 B

b1+ b]f pl:jpmdB
k+1 _ k B

b | =AB | 05 [ | P (B.3)
k+1 k B

bN bN pN:jprodB
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B. Zusatzmaterial zu Kapitel 2

1—s—z-a} s O

S
s 1-2s—z-db s (B.4)
: k

S 11— s—z-ay

Die konstanten Terme fiir die Molekiile C lauten fiir die Diffusion s¢ und die

Reaktion z.
& DAt
(Az)? (B.5)
Z = libinAt
A= (1-25) 4 s + 5O + zalb) (B.6)

Die Konzentration von den Molekiilen C nach £+ 1 Zeitschritten in jedem Bin kann
in ihrer Gesamtheit durch eine Matrix ausgedriickt werden:

k-+1 r T k kpk

o 1—s s 0 i a1

: s : :

1| ' - - k kpk

€ - s 1=-25 s | +z] dbvy | B
‘ 0 § '

k+1 k k pk

Cyn s 1—2s ciy a'Xrbys

B.2. RvD-Methode Population 5 und C

Die Gleichungen (2.2) bis (2.4) konnen mit Hilfe des in Abschnitt 2.2 beschriebe-
nen RvD-Modell gelost werden. Analog zu Abschnitt 2.2 fiir Population A, lassen
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B.2. RvD-Methode Population B und C

sich auch fiir B und C Zusammenhinge darstellen. Fiir die Konzentration der B-
Molekiile nach k + 1 Zeitschritten gilt:

bk“ (1- 2f diffB ]reacB) bk + f 1 d1ffBb 1T f 1 airesd ]+1 , (B.3)

k
WstayB fj7diﬁ‘B

wobei f;freacza /ibma - At (B.9)

Unabhingig von der Diffusion und Reaktion erfolgt der Zuwachs der Molekiile 5
in den Quellbereichen mit den Bins j = jproa,, Was wie in Abschnitt 2.1 durch die
Iverson-Klammer [j = jproa,] und durch den Ratenparameter p;—; . . Ausgedriickt
wird. Insgesamt ergibt sich folgendes Gleichungssystem

k+1 k
bl bl pl:jpmdB

P =Te | oF | +

j pj:jprodB (B 10)
k+1 k
bN bN pN:jprodB
k k
(wWsys + 1) frais  f2.ais 0
f 1,diffB )
Te = St WaayB [ f,diffs fie 1,diffB8 (B.11)

O R e TN aieB

k k
IN—1 a8 (wsays + 1) fN a8

Die Konzentration der Population C in Bin j nach k + 1 Zeitschritten lédsst sich
Analog zu A (Abschnitt 2.2) mit

L — k
G (1 - 2f dlffC) c; + f -1 dlffccj 1+ f]+1 dlffCC]—l—l + f] reacC (B.12)
%,_/
WstayC fy 7,diffC

wobei  fF e = Kpinaibl - At (B.13)

123



B. Zusatzmaterial zu Kapitel 2

beschreiben.

Tc =

124

k41 k
&) €1

k+1 | _ k
¢ =Tc | ¢

k-+1 k
CN CNn

k k
(Wsaye + 1) fraeee  foae v

k
fiaire

k
f 1,reacC

k
j,reacC

k
f N,reacC

Siz1atte Wsays [ [iva,dc

0

ok k
fN71,diffc (wstayC + 1)fN,diffC

k
I gitic

(B.14)

(B.15)




Anhang C

Zusatzmaterial zu Kapitel 4

Hier befinden sich zusitzliche Abbildungen fiir das Ein-Boxmodell und fiir die

quasi-realistischen Systeme.

0.8
0.6
5 %
e g0
0.4
02 Girod [UMIs]
0.2

0.2
Koin [1/(uM s)]

0.0

0.4

Abbildung C.1.: Maximum der Fallen-Effizienz f5'** zum Zeitpunkt ¢t* in Abhangigkeit von der Binderate
Kbin UNd der Produktionsrate aproq; Der Farbcode sowie die z-Achse geben den Wert
der maximalen Fallen-Effizienz an
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Abbildung C.2.: Konzentration der gebundenen Molekiile Cy,(t*) zum Zeitpunkt ¢t*, wenn das maximale
fi'®* erreicht ist in Abhangigkeit von der Binderate xyin und der Produktionsrate aproa
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Abbildung C.3.: Eine Erhéhung der Fallen-Kapazitat bewirkt eine Verschiebung der Verteilung der
gebundenen Molekiile an der Oberflache zu spéteren Zeitskalen. Erste Spalte (a-c):

Fallen-Kapazitat Ci,™

= 1pM, zweite Spalte (d-f) Fallen-Kapazitat C{">™

1,

= 1pM. (a,d)

Darstellung der Fallen-Effizienz f,, () (b,e) Anzahl an gebundenen und Gesamtanzahl an
Molekilen im System (c,f) Darstellung der Verteilung der gebundenen Molekdle zu den

fur die Fallen-Effizienz charakteristischen Zeitpunkten
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C. Zusatzmaterial zu Kapitel 4

@ DNA Bereich
[ | zu aktivierender Bereich

OOO00O0000000000000000000000000000000000
OO00OO0000000000000000000000000000000000

COOO0OOO0000 000000000 000000000 00000000000
OOOOOOO0OO00OO00000000000000000000000000

e |

Abbildung C.4.: Bereich der Aktivierung der Oberflache des Biochips [74] Gezeigt an einer mikrosko-
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pischen Aufnahme des experimentellen Biochips von oben. Farbig eingezeichnet sind die
Bereiche flr die DNA-Bursten (rot) und die zu aktivierenden Bereiche der Oberflache mit-
tels lokaler Belichtung mit UV-Licht (hellorange). Die durch UV-Licht aktivierten Bereiche,
sind die Bereiche in denen sich die Fallen befinden. Die Versuchsaufbaubeschreibung
findet sich in Abschnitt 3.1 [54], [i.V. 74].



Anhang D

Zusatzmaterial zu Kapitel 5

D.1. Abschatzung der Diffusionskonstanten der Proteine

Die Diffusionskonstanten fiir die jeweiligen Proteine miissen aus der Literatur abge-
schitzt werden, da keine Diffusionskonstanten im Experiment bestimmten wurden.
Die Abschitzungen erfolgt mittels dessen Sedimentationskoeffizienten in [91, Ta-
belle 1,3, 92] unter Verwendung der Gleichung [93, Gleichung (1)] aus dem Paper
von Lebowitz u. a. Angenommen wurde ein spezifisches Volumen 7 = 0.75mlg*
und eine drei mal hohere Viskositidt als Wasser. Dabei ergeben sich die in Tabel-
le D.1 dargestellten Diffusionskonstanten. Die in den Experimenten verwendeten

Proteine haben die in Tabelle D.2 dargestellten Bezeichnungen in der Simulation.

Tabelle D.1.: Diffusionskonstanten aus der Literatur bestimmt

Proteinbezeichnung Sedimentationskoeffizient Diffusionskonstante

[S] [Hm s~?]
gpll 4.2 19
gpl0 7.8 13
gp7 2.7 16
gpl10-gp7 10.2 11
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130

Tabelle D.2.: Proteinbezeichnungen aus dem Experiment und in der Simulation

Experiment Simulation
gpll F

gpl0 A

gp7 B
gpl0-gp7 AB

gpll-gpl0-gp7 F(AB) + (FA)B



D.2. Theoretische Betrachtung — Validierung Modell

D.2. Theoretische Betrachtung — Validierung Modell

Mit einem einzigen Experiment unserer Kooperationspartner kann sowohl die Ver-

teilungen an der Oberfliche gebundenen Proteinkomplexe ((F.A)B, F(AB)), als

auch die Verteilungen aller an der Oberfldche gebundenen Proteine ((F.A)B, F(AB),
FA) gemessen werden. Dies erlaubt das Modell noch besser zu verifizieren. Der

Vergleich der experimentellen und theoretischen Verteilungen der an der Oberfla-

che gebundenen Komplexe erfolgte bereits in Abschnitt 5.4 in Abbildung 5.6. In

diesem Abschnitt soll der Vergleich von Theorie und Experiment fiir die Verteilung

aller an der Oberflache gebundenen Proteine (sieche Abbildung D.1) erfolgen mit

dem bereits fiir das Fitting verwendeter Datensatz (Abbildung 5.6, Tabelle A.16).

0pm 100 pm 200 pm 300 pm 400 pm 500 pm
[a [d
1 = Experiment — Experiment
0.8 = Theorie \ === = Theorie
0.6 \
0.4
0.2 \
0 ) h‘ Pl
b e
5« 1 — Experiment - Experiment
55 08t m== == Theorie L \ m== = Theorie
S 06
B
5 0.4+¢
3
O 0.2f
0r
(o}
17 Experiment [ Experiment
0.8 Theorie L Theorie
0.6
0.4+
0.2

0 1 1 1 B e _— 1 1 1 1 o P e —
0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000
Chiplénge [pm)]

Abbildung D.1.: Theoretische Untersuchung des Einflusses des Abstandes der Translationsorte
auf die Verteilung der gebundenen Komplexe (a-f) zeigen die Konzentration aller ge-
bundenen Proteine (F(AB), F A, (F.A)B) entlang des Biochips. Dabei werden die ex-
perimentellen Daten (durchgezogene Linien) und deren Standardabweichung (Schattie-
rung) bestmdglich durch das in Abschnitt 5.1 beschriebene Modell mit einem Parameter-
satz fir alle Abstande angenahert (gestrichelte Linien). Der dargestellte Parametersatz
entspricht dem in Abbildung 5.6. Die Farben in den obigen Schemata entsprechen dem
Abstand zwischen den Translationsorten: (a) gemischter Birstenfall und einen Abstand
von (b) 100 um (c) 200 pm (d) 300 pm (e) 400 pm (f) 500 um Parameter kdnnen nachge-
lesen werden im Anhang in Tabelle A.16
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D.2.1. Gemischte DNA-Biirsten

Die Anpassung des Fittings mit dem gemischten DNA-Biirsten-Falls erfolgt am

Beispiel der Verianderung der Erzeugung der Produktionsrate a4, oz der Proteine

A und B. Die Variation erfolgt so, dass trotzdem ein Fitting fiir die anderen Trans-

lationsabstinde ermoglicht wird.

0pm

0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000

100 pm 200 pm 300 pm 400 pm 500 pm
d
1 Experiment Experiment 1
08l = Theory m === = Theory los
0.6} 10.6
0.4} I \ 10.4
0.2} = BN 10.2
Or - - - - - - -0
. e
2a ir =y Experiment Experiment |1
cost I e == [Theory {o.8
© 06 10.6
g 04 104
O 02 10.2
oL - " " " N 0
f
1t Experiment Experiment 11
0.8} Theory Theory 10.8
0.6} 10.6
0.4r 10.4
0.2} 10.2

Chipléange [pm)]

Abbildung D.2.: Theoretische Untersuchung des Einflusses des Abstandes der Translationsor-
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te auf die Verteilung der gebundenen Komplexe (a-f) zeigen die Konzentration der
gebundenen Komplexe entlang des Biochips. Dabei werden die experimentellen Da-
ten (durchgezogene Linien) und deren Standardabweichung (Schattierung) bestmdglich
durch das in Abschnitt 5.1 beschriebene Modell mit einem Parametersatz fir alle Ab-
stdnde angendhert (gestrichelte Linien). Die Farben in den obigen Schemata entspre-
chen dem Abstand zwischen den Translationsorten: (a) gemischter Burstenfall und einen
Abstand von (b) 100 pm (c) 200 um (d) 300 um (e) 400 pm (f) 500 um Parameter kénnen
nachgelesen werden im Anhang in Tabelle A.24
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Abbildung D.3.: Theoretische Untersuchung des Einflusses des Abstandes der Translationsor-

te auf die Verteilung der gebundenen Komplexe (a-f) zeigen die Konzentration der
gebundenen Komplexe entlang des Biochips. Dabei werden die experimentellen Da-
ten (durchgezogene Linien) und deren Standardabweichung (Schattierung) bestméglich
durch das in Abschnitt 5.1 beschriebene Modell mit einem Parametersatz fir alle Abstén-
de angenahert (gestrichelte Linien). Die Farben in den obigen Schemata entsprechen
dem Abstand zwischen den Translationsorten: (a) gemischter Burstenfall und einen Ab-
stand von (b) 100 um (c) 200 um (d) 300 um (e) 400 um (f) 500 um. Parameter kénnen
nachgelesen werden im Anhang in Tabelle A.25
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D.3. Dominanz der Assemblierungspfade
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Abbildung D.4.: Die Limitierung der Fallen fiihrt zu einem Wechsel von einem oberflichenassem-
blierten zu einem lI6sungsassemblierten Regime. Dargestellt ist die Konzentrations-
verteilung verschiedener Spezies X’ zu den Zeitpunkten ¢: Spalten (a-c) t = 5 - 10° At,
(d-f) t = 21-10% At, (g-i) t = 50 - 10 At. Unterschieden wird in den Zeilen zwischen
den Spezies: (a,d,g) der besetzten Fallen, die der Gesamtheit aller gebundener Pro-
teine im System entspricht, (b, e, h) der freien Proteinuntereinheiten A (blau,—--) und B
(orange,

), (c, f,i) der Gesamtkonzentration an gebundenen Komplexen (blau, —) die
aus der Summe der oberflichenassemblierten Komplexe die an der Oberflache gebun-
den (orange, ) sind und der I6sungsassemblierten Komplexe (grin, - - -) bestehen.

Die Quellbereiche der Proteinuntereinheiten A (blau) und B (orange) sind als farbige
Rechtecke gekennzeichnet. Genaue Parameter siehe Tabelle A.23, Allgemeine Aussage
zur Dominanz der Assemblierungspfade auf das Gesamtsystem Abbildung 5.4 a)
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Abbildung D.5.: Unterscheidung der Assemblierungspfade in Abhéngigkeit vom Abstand der
Translationsorte Dargestellt ist die Verteilung der Konzentration der an der Oberflache
gebundenen oberflachen- und I6sungsassemblierten Komplexe. Der Ort des Maximums

und die Breite der Verteilung der

oberfldchen- und I6sungsassemblierten Komplexe (a

und b) richtet sich nach dem Abstand der Translationsorte. Gleicher Parametersatz wie in

Abbildung 5.6.
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Abbildung D.6.: Die Starke der Dominanz von Lésungs- und Oberflachenassemblierung richtet sich
nach dem Abstand der Translationsorte. Dargestellt ist die zeitliche Entwicklung der
Dominanz der oberfldchen- (rot) und I6sungsassemblierten (blau) Komplexe. Die Starke
der Dominanz berechnet sich aus dem Verhéaltnis aus der Konzentration der an der Ober-
flache gebundenen Komplexe durch die Gesamtanzahl der gebundenen Komplexe und
ist durch den Farbgradienten dargestellt. Je dunkler die Farbe desto dominanter ist der
jeweilige Assemblierungspfad, wobei weil3 bedeutet, dass Ldsungs- und Oberfldchenas-
semblierung gleich stark sind. Die Translationsorte der .A und B haben einen Abstand

von: (a) 100 pm (b) 500 um
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Abbildung D.7.: Einfluss des Abstand der Translationsorte auf die Komplexbildung. Dargestellt sind
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die Verteilungen von Proteinen zum Zeitpunkt ¢ = 34 - 103A t fr unterschiedliche Ab-
stdnde zwischen den Translationsorten: (a-¢) 0 pm, (d-f) 100 pm, (g-i) 500 um. Unter-
schieden wird in den Zeilen zwischen den Spezies: (a, d, g) der besetzten Fallen, die der
Gesamtheit aller gebundener Proteine im System entspricht, (b, e, h) der freien
Proteinuntereinheiten A (blau) und B (orange), (c, f, i) der Gesamtkonzentration an
gebundenen Komplexen (blau) die aus der Summe der oberflichenassemblierten
Komplexe die an der Oberflache gebunden (orange) sind und der ldsungsassemblierten
Komplexe (griin) bestehen. Die Quellbereiche der Proteinuntereinheiten A (blau) und B
(orange) sind als farbige Rechtecke gekennzeichnet.



Anhang E

Zusatzmaterial zu Kapitel 6

E.1. Abschatzung der Diffusionskonstanten der Proteine

In den Experimenten unserer Kooperationspartner werden u.a. die Proteinkomple-
xe Luciferase und CarAB betrachtet. Luciferase setzt sich aus den Untereinheiten
LuxA, LuxB. Der Proteinkomplex CarAB besteht aus den Untereinheiten CarA und
CarB. Fiir die Simulationen werden fiktive Werte verwendet, die in den Bereichen
von LuxA, LuxB und CarA und CarB liegen. Am Beispiel zweier Proteinunterein-
heiten A und B die zu dem Proteinkomplex 4B werden. Die Proteinuntereinheit
A soll aus einer Kette von 300 Aminosiduren und Proteinuntereinheit B aus 600
Aminosduren bestehen. Allein durch die Information der Anzahl an Aminosduren
lassen sich die Translationszeit, Diffusionskonstante des jeweiligen Proteins grob

abschitzen.

Mit einer mittleren Translationszeit von 0.05s pro Aminosdure [94] in E. coli las-
sen sich die Translationszeiten der Proteinuntereinheiten A und B bestimmen. Fiir
Protein A bzw. B ergibt sich somit einen Translationszeit von 15s bzw. 30 s.

Die Bestimmung der Diffusionskonstanten erfolgte durch unsere Kooperationspart-
nern aus der Gruppe von Giinter Kramer in der E. coli-Zelle. Gemessen wurden
in der Zelle die Diffusionskonstanten von verschiedenen Proteinen mittels FRAP
(engl. fluorescence recovery after photobleaching) in Abhingigkeit von deren mo-
lekularer Masse MM. In Abbildung E.1 sind die experimentell bestimmten Werte
fiir Proteine mit einer molekularen Masse von 27, 64, 68 und 133 kDa dargestellt.
Mittels eines Fittings mit dem Modell von Kumar, Mommer und Sourjik [95] konnte
ein Zusammenhang zwischen der molekularen Masse im Experiment und der Dif-

fusionskonstanten hergestellt werden. Somit ldsst sich unter Verwendung der mo-

137



E. Zusatzmaterial zu Kapitel 6

lekularen Masse MM des jeweiligen Proteins die Diffusionskonstante abschétzen.
Eine Aminosiure besitzt im Mittel eine molekulare Masse von 110 Da [96, S. 78],

woraus sich die molekulare Masse der Proteine berechnen lisst (siehe Tabelle E.1).

Tabelle E.1.: Translationszeit und molekulare Masse der Proteine

Proteintyp Anzahl an Aminosduren mittlere Translationszeit molekulare Masse

[s] [kDa]
A 300 15 ~ 35
B 600 30 ~ 70

25 ; ;
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— Fit Yu-Wei
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=
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Abbildung E.1.: Diffusionskonstante fiir Proteine in E. coli gemessen von Yu-Wei Shieh (Gruppe
Giinter Kramer) bei 30° Fitting der experimentell bestimmten Diffusionskoeffizienten
mittels des Modells in [95, Abbildung 4, S. 556]

Die Summe aus der molekularen Masse der zwei Proteinuntereinheiten A und B
bestimmt die molekulare Masse des Proteinkomplexes .AB mit ~ 105 kDa. Mittels

der empirischen Funktion
D = a(MM)™+ D,

in [95, Abbildung 4, S. 556] ergeben sich folgende Diffusionskonstanten: Die in der
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E.2. Initiationsrate beeinflusst den Assemblierungsprozess

Tabelle E.2.: Aus dem Experiment abgeschatzte sowie in der Simulation verwendete Diffusionskonstanten
der Proteine.

Proteintyp molekulare Masse Diffusionskonstante Diffusionskonstante

aus Experiment in Simulation
[kDal] [um s~?] [ ums 2]
A ~ 35 11 16
B ~ 70 6 8
AB ~ 105 5 4

Simulation verwendeten Diffusionskonstanten liegen ungefihr in dem Bereich der

experimentellen Diffusionskonstanten.

E.2. Initiationsrate beeinflusst den Assemblierungsprozess

N p— afesed = 0.0191 uM/s, al®B = 0.0956 uM/s
al®A = 0.0956 uM/s, a®B = 0.0191 uM/s
—_— A = (.0382 uM/s, a8 = 0.0382 pM/s
0.05 ]
15 [ 0.04 i
0.03
= 0.02
é 0.01
o, 1 r o )
g 0 5 10 15 20 25 30
o Zeit [s]
05 ]
0 L | | ! ! : ‘

Zeit [min]

Abbildung E.2.: Initiationsraten haben einen geringen Einfluss auf die Gesamtkonzentration der
Komplexe. Gesamtkonzentration an Komplexen beinhaltet sowohl die freien Protein-
komplexe (Canco(t) + C.aBpost(t)) als auch die noch gebundenen (C anascs(t)). In-

itiationsraten a%°°* und a%°5 fir nascA und nascB: ol < al®*B (orange),
al®eA = 1B (plau), af@*4 > ol%*°B (magenta). Nur im ersten Fall dominiert die

post-translationale Assemblierung fiir hinreichend gro3e Zeiten.
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Anhang F

Betrachtung der im Modell verwendeten
Proteinexpression in vivo und in vitro

Eine kurze Zusammenfassung der fiir die Proteinexpression verwendeten Modelle

in Kapitel 5 und Kapitel 6 und des Vergleiches zwischen in vitro und in vivo.

F.1. Theoretische Betrachtung der Proteinexpression in vitro

Die Erzeugung von A-Proteine im in vitro Modell in Kapitel 4 wird durch die Dif-
ferentialgleichung F.1 beschrieben. Analog gilt der gleiche Zusammenhang fiir B-

Proteine.

e Erzeugung von A

aro
0 =% A

dC; a(t)
dt

= Olprod [Z = 7;prod.A] (F.1)

Mit der Losung der Differentialgleichung ergibt sich fiir die Gesamtkonzentration

der erzeugten Proteine A im System

N
1 .
CA(t) = NZ Qprod [1 = 7'prod.A} t. (FZ)
i=1
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E Betrachtung der im Modell verwendeten Proteinexpression

F.2. Theoretische Betrachtung der Proteinexpression in vivo

Die Erzeugung von A-Proteine im in vivo Modell in Kapitel 6 wird durch das Dif-
ferentialgleichungssystem F.3, F.4 beschrieben. Analog gilt der gleiche Zusammen-

hang fiir B-Proteine.

e Initiation der Proteine

nascA
Fini

0 —— nascA

e Termination der Proteine nach Translationszeit ¢4

nascA

w. TIm
nascA —=5 A

dC; a(t)

T = w&{ii?ACi,nascA@) (FS)
dCi nasc 4 1 )
’TAU = it [i = it ] — Wi ACs nasea (t) &4

Gesamtkonzentration der Proteine .4 im System

N
1 1 nasc.
Cu(t) = <N Z apased [j = z’iggmA]) (t + —ea (e*wterm““t — 1)) (E5)
. term

F.3. Vergleich Proteinexpression in vitro und in vivo Modell

Die Proteinexpression wird betrachtet am Beispiel von fiktiv gewihlten Initiations-

und Terminationsraten fiir ein Protein.

Experimentelle Ergebnisse (Diskussion bereits in Abschnitt 4.7)
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E3

. Vergleich Proteinexpression in vitro und in vivo Modell

4.5

Vitro aprod = 0.01 uM/s /
Vivo aipi = 0.01 uM/s, wierm = 0.001 /s 7z
Vivo aipi = 0.01 uM/s, wierm = 0.01 /s 7

Clun)
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Abbildung F.1.: Proteinexpression im in vitro und in in vivo. Konzentration der im Gesamtsystem be-
findlichen Proteine A in Abhangigkeit von der Zeit. Unterschieden wird zwischen einem
in vivo Modell mit Initiationsrate und Terminationsrate der Proteine .4 und einem in vitro
Modell mit einer Produktionsrate der Proteine A
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Abbildung F.2.: Summe aus gebundenen und freien griin fluoreszierenden Proteinen (GFP) im in
vitro System. Experimentell von der Gruppe Roy Bar-Ziv ermittelte zeitliche Entwicklung

der Erzeugung

eines Proteintyps (GFP). Die Erzeugung der Protein wird in Systemen

mit drei unterschiedlichen Fallenverteilungen betrachtet. Die zeitliche Entwicklung verlauft
zwischen (30 bis 90) min annahernd linear, wohingegen fir lange Zeitskalen eine leichte
Séttigung eintritt.
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Abkurzungsverzeichnis

DNA Desoxyribonukleinsidure

E. coli Escherichia coli

FDM Finite-Differenzen-Methode
FRET Forster-Resonanzenergietransfer
gp Genprodukt

GFP griin fluoreszierende Protein
HA-Tag Hémagglutinin Tag

IP Immunopurifikation

mRNA messenger RNA

RvD Reaktion-verlangsamt-Diffusion
PEG Polyethylenglycol

RNA Ribonukleinsidure

rRNA ribosomale RNA

RNAP RNA-Polymerase

tRNA transfer-RNA

Si-Wafer Siliziumwafer

SeRP Selective Ribosome Profiling

SSE Summe der Residuenquadrate
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(b) Konzentration der gebundenen Molekiile Cy,(¢*) als Funktion

Qprod

des Verhiltnisses aus Produktionsrate und Binderate 2=, . . . . .

Kbin

Schema eines Zwei-Boxensystems mit Boxhohe £, Boxlinge [
[i.V. 74]. Die Molekiile (orange Kugeln) konnen zwischen beiden
Boxen frei diffundieren und an Fallen (gelbe Kegel) binden. Neue
Molekiile werden nur in der linken (blauen) Box produziert.

Bindedynamik des Zwei-Boxensystems. (a,d) Konzentrationen
Cip(t) und Cqp(t) der gebundenen Molekiilen in Box 1 (durch-
gezogene Linie) und Box 2 (gestrichelte Linie). (b,e) Fallen-Ef-
fizienz des Gesamtsystems f},(t). (c,f) Fallen-Effizienz f; ,(¢) und
fo5(t) in Box 1 (gestrichelte Linie) und Box 2 (durchgezogene Li-
nie). Der Vergleich unterschiedlicher Diffusionsraten der Molekiile
erfolgt mittels der Spalten, wobei die linke Spalte (a-c) eine lang-
same Diffusionsrate mit D = 0.001 s~! und die rechte Spalte (d-f)
eine schnell Diffusionsrate mit D = 0.1s~! zeigt. Die mit Doppel-
pfeilen hervorgehobenen Bereiche in Abbildung (a,b) kennzeich-
nen die Zeitspanne (4 bis t5) vom Zeitpunkt der maximalen Fal-
len-Effizienz bis zum reinen produktionsdominierten Regime. Die
Unterscheidung der Regime erfolgt durch die Betrachtung der Fal-
len-Effizienzen in den einzelnen Boxen. Die maximale Fallen-Effi-
zienz in Box 1 findet zum Zeitpunkt ¢; statt und kennzeichnet das
Ende des reinen bindedominierten Regimes. Die maximale Fallen-
Effizienz in Box 2 zum Zeitpunkt ¢;; beschreibt den Beginn des rei-
nen produktionsdominierten Regimes. Die entsprechenden Regime
sind am Beispiel des Datensatzes ap,0q = 0.001 uM At Ky =
0.1 At~' uM~! (cyan blau) eingezeichnet. Die sich somit ergebenen
unterschiedlichen Regime ist durch die unterschiedlichen Schratfu-
ren gekennzeichnet, dessen Schnittmenge das Mischregime kenn-
zeichnet. Die entsprechenden Parameterkombinationen sind farb-

lich codiert und befinden sich in der Legende. . . . . . .. ... ..
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4.6.

4.7.

4.8.

xviii

Charakteristika und Regimeaufteilung der Fallen-Effizienz (a)
Gesamt-Fallen-Effizienz in Abhingigkeit von der Zeit. Die charak-
teristischen Punkte entsprechen folgende Zeitpunkten: (o) Zeit der
maximalen Gesamt-Fallen-Effizienz, (¢) der Wendepunkt Fallen-
Effizienz in der N-ten Box und (*) dem Maximum der Fallen-Ef-
fizienz in der N-ten Box (d). (b) Ortsabhingigkeit der gebunde-
nen Molekiile zu den charakteristischen Zeitpunkten (vgl. (a)). Das
graue Rechteck kennzeichnet den Ort der Quelle. (c) Fallen-Ef-
fizienz in der jeweiligen Boxi als Funktion der Zeit. Unterschei-
dung der Fallen-Effizienz in den Boxen im Quellbereich (rot), links
vom Quellbereich (blau) und rechts vom Quellbereich (grau). Die
Einteilung der Summe der Fallen-Effizienz in Box i erfolgt in drei
Regime (Schattierung). Regime I ist das bindedominierte Regime,
das endet, sobald die Fallen-Effizienz der ersten Box maximal ist.
In Regime II finden sich sowohl steigende als auch sinkende Fal-
len-Effizienzen. Regime III ist der Bereich, in dem alle Boxen ihre
maximale Fallen-Effizienz iiberschritten haben und somit die Pro-
duktion dominiert. (d) Dargestellt ist die Fallen-Effizienz in der
N-ten Box in Abhingigkeit von der Zeit, wobei Wendepunkt ¢ und
Maximum * markiertsind. . . . ... ... ... ... ... ...

Bindedynamik im 100-Boxensystem. Erste Zeile (a, e, 1) zeigt die
Fallen-Effizienz unter Variation der Parameter entsprechend der je-
weiligen Legende. Sofern nicht explizit in der Legende erwihnt,

gelten folgende Parameter: Produktionsrate avproq = 2 - 1074 uM At ™,

Bindeaffinitiit £, = 2 - 1072 At~ uM~! und Diffusionsrate D =
8.3-1072 At~!. Zeilen zwei bis vier (b-d, f-h, j-1) zeigen die Orts-
abhingigkeit der gebundenen Molekiile zu charakteristischen Zei-
ten, durch die Symbole o, ¢ und * gekennzeichnet. Charakteristi-
sche Zeiten werden bestimmt aus dem Maximum der Gesamt-Fal-
len-Effizienz f,,(¢,), dem Wendepunkt der Fallen-Effizienz fy ,(t.)
in Box N und dem Maximum der Fallen-Effizienz fy j,(¢.) in Box V.
In Spalte eins (a-d) wird die Bindeaffinitit xy,,, in Spalte zwei (e-
h) die Diffusionsrate D und in Spalte drei (j-1) die Produktionsrate
Qprod Variiert. Das graue Rechteck kennzeichnet den Ort der Quelle.

100-Boxensystem mit inhomogener Fallenverteilung. Betrachtung
zweier unterschiedlicher Fallenverteilungen (a; d) und deren Ein-
fluss auf die Entwicklung der Anzahl der gebundenen Molekiile
(b-c; e-f). Die beiden Spalten (b-c; e-f) zeigen die Entwicklung bei
einer bestimmten Fallen-Effizienz (a; d) und verschiedene Bindeaf-
finitdten ky;, (farbig gekennzeichnet in der Legende). Die zeitliche
Entwicklung (siehe Legende der Zeitpunkte in ¢) wird durch die Li-
nien dargestellt. Der Quellbereich ist grau gekennzeichnet. Weitere
Parameter siche Anhang Tabelle A.8. . . . ... ... .......
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4.9.

4.10.

4.11.

4.12.

Einfluss von Diffusionsrate und Bindeaffinitiit bei inhomogener
Fallenverteilung. Zeile eins (a, d, g) zeigt die Gesamtkonzentration
Cy der gebundenen Molekiile in Abhingigkeit vom Abstand zwi-
schen Fallenbereich und Quelle (graues Rechteck). Die Zeitpunkte
sind durch die Schattierung der Marker gekennzeichnet, wobei der
Farbwechsel von rot nach blau den Ubergang der Kurvenkriimmung
von konkav zu konvex kennzeichnet. Zeilen zwei und drei (b, c, €;
f,h,1) zeigen die rdumliche Verteilung der gebundenen Molekiile
Cip fiir Zeitpunkte entsprechend der jeweiligen Legende. Dabei
werden folgende Fille unterschieden: langsame Diffusion bei star-
ker Bindung (a-c; fpi, = 2- 103 At~ tum=1, D = 9.8 - 1073 At™1),

schnelle Diffusion bei starker Bindung (d-f; £y = 2- 1072 At~ um™,

D =83-107% At™"), schnelle Diffusion bei geringer Bindung (g-
i; kpm = 2- 1074 At~ tuM~t, D = 8.3-1072 At™1). Fiir weitere
Parameterwerte sieche im Anhang Tabelle AS. . . . . ... ... ..

Eine Erhohung der Fallen-Kapazitiit bewirkt eine Erh6hung
der Fallen-Effizienz und eine Ausdehnung des bindedominier-
ten Regimes und Mischregime. Darstellung der Gesamt-Fallen-
Effizienz f;,(¢) mit einer Fallen-Kapazitit von (a) C*** = 1 uM und
(b) Cp'** = 2uM. Charakteristische Punkte beschreiben den Zeit-
punkt: (o) des Maximums der Fallen-Effizienz, (¢) Wendepunkt der
Fallen-Effizienz in Box N. Die Darstellung der Verteilung der ge-
bundenen Molekiile zu den fiir die Fallen-Effizienz charakteristi-
schen Zeitpunkt befindet sich im Anhang Abbildung C.3 . . . . ..

Verteilung der gebundenen gp10 Proteine. Fitting der experimen-
tellen Daten mittels Simulationen vom Modell in Abschnitt 4.3; ge-
bundene gp 10 Proteine an der Oberfliche fiir zwei unterschiedliche
Konzentrationen an DNA-Biirsten 25% und 100 %; experimentelle
Daten (o und [J). Simulationsdaten Fitting mit einem Datensatz An-
derung der Produktionsrate ov,.q der Molekiile zur Simulation der
unterschiedlichen DNA-Biirsten Konzentration. Das graue Recht-
eck kennzeichnet den Ort der Quelle. Die Parameter sind im An-
hang Tabelle A.12 zufinden. . . . . . .. ... ... ........

Theoretische Betrachtung des Einflusses der Fallenkapazitiit auf
die Verteilung der freien und der an der Oberfliche gebunde-
nen Proteine in Abhéingigkeit vom Ort. Die Spalten zeigen die
unterschiedliche Fallenverteilungen (I): inhomogene Fallenvertei-
lung, (IT) mit einer Fallenkapazitéit von G = 1 um. (IIT) Ci™ =
2 uM. Das graue Rechteck kennzeichnet den Ort der Quelle. Weitere
Parameter sieche Anhang Tabelle A.11. . . . . ... ... ... ...
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4.13. Experimentelle Betrachtung des Einflusses der Fallenkapazitit auf

5.1.

5.2

54.

die Verteilung der freien und der an der Oberfliche gebundenen
Proteine in Abhingigkeit vom Ort. Die Spalten zeigen die unter-
schiedlichen Fallenkapazititen Cf‘bax (a-b): Cf’bax <= 1pM, (c-d)
Cip® = 1um. (e-f) Cip™ = 2pM. Unterschiedlichen Zeitpunkte

sind in der Legende dargestellt. C3%, Gy - 2 0 0 0o 0oL L

Schematische Darstellung der 2D Geometrie (x-y Ebene) des Bio-
chips. Farbig eingezeichnet sind die Quellbereiche der Proteine A
(griin) und des Proteine B (gelb). Der Chip hat in x-Richtung die

Linge L. . . . . . . . e

Verteilung der an der Oberfléiche gebundenen Komplexe (schwarz)

und der in Losung befindlichen freien .A- und 5-Proteine (blau).
Die Rechtecke zeigen die Quellbereiche der Proteine A (griin) und
B (gelb). Betrachtet werden verschiedene Parameterkombinationen:
a) Die Diffusion der B-Molekiile ist schneller als die der A-Molekiile
und die Bindung von A an die Oberfldche ist im Vergleich zur Kom-
plexbildung in Losung begiinstigt k= 4 > k. b) B-Proteine diffun-
dieren langsamer als .A-Proteine und die Bindeaffinitit der Prote-
inuntereinheiten zu einem Komplex in Losung ist stirker als die
Bindung von A an die Oberfliche kr 4 < k). ¢) Die Diffusion ist
gleich und die Bindeaffinititen von .4 und B sind gleich Kz 4 = .

Zeitliche Entwicklung der Dominanz der oberflichen- (rot) und
losungsassemblierten (blau) Komplexe. Die Stirke der Dominanz
berechnet sich aus dem Verhiltnis aus der Konzentration der an der
Oberfliche gebundenen Komplexe durch die Gesamtanzahl der ge-
bundenen Komplexe und ist durch den Farbgradienten dargestellt.
Je dunkler die Farbe desto dominanter ist der jeweilige Assem-
blierungspfad, wobei weill bedeutet, dass Losungs- und Oberfli-
chenassemblierung gleich stark sind. (a) Eine Reduzierung der Bin-
deaffinitdt zwischen A-Protein und der Oberfliche kr 4 (kr a4 =
Ko/10 = Kz a5/10 = k1/10) bewirkt eine Verstirkung der in Lo-
sung assemblierten Komplexe (blaue Fliche unter dem Graphen)
(b) Gleiche Bindeaffinititen (kx4 = Ko, = Kr g = ki) bewir-
ken eine Dominanz der oberflichenassemblierten Komplexe (rote

Fliche unter dem Graphen) . . . ... .. ... .. ... .....
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5.5. Experimentelle Untersuchung der Komplexbildung durch Va-
riation des Abstandes zwischen den Translationsorten. Die Da-
ten zeigen die Verteilung der Proteinkomplexe entlang des Biochips
fiir verschiedene Distanzen zwischen den Translationsorten (siehe
Legende). Das Fluoreszenssignal ist normiert auf das Maximum des
Signals der gemischten DNA-Biirsten. Die Schattierung zeigt die
Standardabweichung. In dem Bereich zwischen 60 und 150 um sind
die Daten beschnitten, da durch das Aufbringen der DNA-Biirsten
in dem Bereich in den mikroskopischen Bildaufnahmen Artefakte
entstanden (,,spotting sichtbar). . . . . . ... ... ... ... 68

5.6. Theoretische Untersuchung des Einflusses des Abstandes der
Translationsorte auf die Verteilung der gebundenen Komplexe
(a-f) zeigen die Konzentration Cy, comp der gebundenen Komplexe
entlang des Biochips normiert tiber das Maximum der Konzentra-
tion C'¢ony” der gemischten DNA-Biirsten. Dabei werden die ex-
perimentellen Daten (durchgezogene Linien) und deren Standard-
abweichung (Schattierung) bestmoglich durch das in Abschnitt 5.1
beschriebene Modell mit einem Parametersatz fiir alle Abstinde an-
genihert (gestrichelte Linien). Die Farben in den obigen Schemata
entsprechen dem Abstand zwischen den Translationsorten: (a) ge-
mischter Biirstenfall mit O um und einen Abstand von (b) 100 um
(¢) 200 um (d) 300 um (e) 400 um (f) 500 um. Parameter sind im
Anhang in Tabelle A.16 zu finden. . . . . . .. .. ... ...... 69

5.7. Unterscheidung der Assemblierungspfade in Abhéingigkeit vom
Abstand der Translationsorte Gezeigt ist die Verteilung der Kon-
zentrationen der an der Oberfldche gebundenen Spezies Cy v, d. h.
aller Komplexe, oberflichen- und losungsassemblierte Komplexe.
Der durch das Fitting in Abbildung 5.6 ermittelte Parametersatz er-
laubt eine Unterscheidung zwischen oberflichen- und losungsas-
semblierten (gepunktet und gestrichelt) Komplexen. Der Bereich
der experimentellen Beobachtung (Schattierung, siehe auch Abbil-
dung 5.6) dient zum Vergleich und zeigt die Konzentration Cy, comp
der gebundenen Komplexe. Die Farben in den obigen Schemata
entsprechen dem Abstand zwischen den Translationsorten: (a) ge-
mischter Biirstenfall mit O um und einen Abstand von (b) 100 um
(c) 200 um (d) 300 um (e) 400 um (f) 500 um. Parameter sind zu
finden im Anhang in Tabelle A.16. . . . . . . . ... ... ... .. 72
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5.8.

6.1.

6.2.

6.3.

Xxii

Kurz- und Langzeitverhalten der Komplexbindungs-Effizienz
im Vergleich zur Fallen-Effizienz. Die Beeinflussung der Kom-
plexbindungs-Effizienz durch die Limitierung der Fallen an der Ober-
flache wird durch die Fallen-Effizienz beschrieben. Wie auch im
Einproteinfall ldsst sich der zeitliche Verlauf der Fallen-Effizienz in
drei Regime einteilen I bindedominiertes Regime, II Mischregime,
IIT produktionsdominiertes Regime. Die Effizienz der Komplexbin-
dung hdngt ab von dem Abstand zwischen den Translationsorten
(wie in der Legende angegeben). Die experimentelle Beobachtung
fand nach etwa ¢ = 2 h (grau schattierter Bereich) statt, was im be-
ginnenden Mischregime der Fallen-Effizienz liegt. Detailkurven zu
den 16sungs- und oberflichenassemblierten Komplexen in Abhén-
gigkeit vom Abstand befinden sich im Anhang Abbildung D.7

Illustration des Querschnitts einer E. coli-Zelle von Goodsell
[76]. Gezeigt sind drei Regionen: Die Zellwand (griin), das Zyto-
plasma (magenta und blau) und das Kerndquivalent (gelb und oran-
ge), in dem sich die DNA (gelb) aufthalt. . . . ... ... ... ...

Schematische Darstellung der Bewegung des Genlocus am Bei-
spiel von E. coli, entnommen aus Yang u. a. [77]. (a) Schemati-
sche Darstellung der Zelle mit Kerndquivalent (grau) und Zytoplas-
ma (weiB}) (b-e) vergroBerter Zellausschnitt; (b) Beginn der Tran-
skription durch Bindung der RNAP an den Promotor des zu syn-
thetisierenden Gens (c) Erhohung der Bewegung des Genlocus in
Richtung der Peripherie auf Grund (d,e) von Bindung von Ribo-
somen an die noch zu transkribierende mRNA (co-transkriptionelle
Translation). . . . . . . . . . . ... e

Co- vs. post-translationale-Assemblierung. Riumlich voneinan-
der getrennten Translationsorte, die durch mRNA (braun, Linie),
Ribosomen (griin) und den naszierenden Polypetidketten (rot bzw.
blaue Ketten) dargestellt sind. Es werden zwei voneinander unter-
scheidbare Proteine (rot und blau) auf den entsprechenden Transla-
tionsorten synthetisiert. Ein fertig synthetisiertes rotes Protein (rot,
Kniuel), kann auf zwei verschiedenen Wegen (Pfeile) durch die
Bindung mit einem blauen Protein zu einem Komplex (rot und blau
ineinander verknéult) werden. Entweder (a) post-translationalen durch
die Bindung mit einem freien blauen Protein (blau, Knéuel) oder (b)
co-translational durch die Bindung mit der blauen naszierenden Po-
lypeptidkette (blaue Kette, entspricht dem noch nicht fertig synthe-
tisierten blauen Protein, noch gebunden am Ribosom) und dessen
Freilassung nach der Translation der mRNA. . . ... ... .. ..

75



Abbildungsverzeichnis

6.4.

6.5.

6.6.

6.7.

6.8.

6.9.

6.10.

Abstand der Translationsorte ist bedingt durch monocistroni-
sche (a) und polycistronische (b) mRNA. Riumlich voneinander
getrennten Translationsorte, die durch mRNA (braun, Linie), Ribo-
somen (griin) und den naszierenden Polypetidketten (rot oder blaue
Ketten) dargestellt sind. Die fiir die Proteinsynthese benétigten In-
formationen fiir (a) genau ein Protein und (b) mehr als ein Protein
befinden sich auf einermRNA. . . . . . . ... ... ... ..... 81

Reaktionsschema fiir das in vivo-System. Erzeugung von naszie-
renden Ketten nascA, nascB (Initiation der Proteine); Umwand-
lung der naszierenden Kette in ein fertiges Protein .4, 3; Assemblie-
rung der Proteinuntereinheiten zu einem Proteinkomplex .ABpost,

Schema des diskretisierten Modellbakteriums mit unterschiedlichen
Translationsorten fiir Protein .4 (rot) und B (blau). Die farbigen Be-

reiche kennzeichnen die Boxen [1 = 21?1?50“4] und [1 = zg‘f“g}. .... 86

Verteilungen von zwei Proteinuntereinheiten und Ort der Kom-
plexbildung ohne (links) und mit (rechts) Degradation der Pro-
teinuntereinheiten .4 und B. Gezeigt werden die Verteilungen:
(a, c) der freien Proteinuntereinheiten A, B und die naszierenden
Ketten B; (b, d) der Entstehungsorte der co- und post-translationalen
Proteinkomplexe ABco und ABpost. . . .. ... ... ... .. 90

Die Effizienz der Komplexbildung ist nur dann vom Abstand
zwischen Translationsorten abhéingig, wenn die Degradation der
Proteinuntereinheiten nicht Null ist. (a) und (c) zeigen die Domi-

nanz der Assemblierung, definiert in Gleichung (6.6) (b) und (d) ge-

ben die Gesamtkonzentration an Komplexen (Ceomp = Canases(t)+
CaBeo(t) + Cappost(t)) im Lauf der Zeitan. . . . . . .. ... ... 92

Initiationsraten beeinflussen die Dominanz d,., der co-trans-
lationalen Assemblierung. Initiationsraten % und a%*°® fiir

mi mi

nascA nascBB nascA __ . nascB
nascA und nascB: of} < af*P (orange), o = ol
(blau), al'%e4 > B (magenta). Nur im ersten Fall dominiert

die post-translationale Assemblierung fiir hinreichend grof3e Zeiten. 93

Einfluss der Operonanordnung auf den Regimewechsel von post-
(rot) und co-translationaler (blau) Assemblierung. Die Spalten
stehen fiir die unterschiedliche Operonanordnung (a-d) Operon AL,
(e-h) Startpunkt der Initiation von A, B erfolgt zur gleichen Zeit, (i-
j) Operon BA. Jede Zeile zeigt die Variation eines anderen Parame-
ters (a, e, 1) Bindeaffinitit «;;, der Proteine, (b, f, j) Breite des Trans-
lationsortes, (c, g, k) Abstand der Translationsorte, (d, h, j) Verhilnis
afaseA /qnascB aug der Initiationsrate des Proteins Aund B. . . . . 95
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A.l.

A2.

C.1.

C.2.

C.3.

C4.

XX1v

Angenommene und simulierte Verteilungen an freien Fallen. Zu
Beginn der Simulationen wird eine Startkonzentration an freien Fal-
len angenommen, die homogen (1) oder auch inhomogen verteilt
sind. Dargestellt ist hier der angenommene Anteil an freien Fallen.
In (7-12) wird der Anteil der freien Fallen simuliert in dem eine
Startkonzentration von Schmutzpartikeln (Streptavidin) im Quell-
bereich existiert, die sich entlang des Biochips verteilen und somit
bestimmt Bereiche des Chips belegt, was zu einer Verringerung der
freien Fallen fiihrt. Es wird fiir (7-12) von einer homogenen Vertei-
lung (1) der freien Fallen ausgegangen, die durch die Verteilung der
Schmutzpartikel zu einer inhomogenen Verteilung wird. Fiir (39-
41) wird von einer inhomogenen Startkonzentrationsverteilung (38)

an Fallen ausgegangen. . . . . . . .. ... ... ... .......

Anfangskonzentration an ungebundenen Molekiilen im System.

Maximum der Fallen-Effizienz {*** zum Zeitpunkt ¢* in Abhén-
gigkeit von der Binderate ki, und der Produktionsrate a,oq; Der
Farbcode sowie die z-Achse geben den Wert der maximalen Fallen-

Effizienzan . . . . . . . . . . ...

Konzentration der gebundenen Molekiile Cy,(¢*) zum Zeitpunkt ¢*,
wenn das maximale f;'** erreicht ist in Abhédngigkeit von der Bin-

derate kpi, und der Produktionsrate aproq - . . . . . .o oL

Eine Erhohung der Fallen-Kapazitit bewirkt eine Verschiebung
der Verteilung der gebundenen Molekiile an der Oberfliche zu
spiteren Zeitskalen. Erste Spalte (a-c): Fallen-Kapazitit Ci}™ =
1 uMm, zweite Spalte (d-f) Fallen-Kapazitéit Cy™ = 1 M. (a,d) Dar-
stellung der Fallen-Effizienz f,,(¢) (b,e) Anzahl an gebundenen und
Gesamtanzahl an Molekiilen im System (c,f) Darstellung der Ver-
teilung der gebundenen Molekiile zu den fiir die Fallen-Effizienz

charakteristischen Zeitpunkten . . . . . . ... ... ... .....

Bereich der Aktivierung der Oberfliche des Biochips [74] Ge-
zeigt an einer mikroskopischen Aufnahme des experimentellen Bio-
chips von oben. Farbig eingezeichnet sind die Bereiche fiir die DNA-
Biirsten (rot) und die zu aktivierenden Bereiche der Oberfliche mit-
tels lokaler Belichtung mit UV-Licht (hellorange). Die durch UV-
Licht aktivierten Bereiche, sind die Bereiche in denen sich die Fal-
len befinden. Die Versuchsaufbaubeschreibung findet sich in Ab-

schnitt 3.1 [54], [i.V.74]. . . . . . . . oo
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D.1.

D.2.

D.3.

D.s.

Theoretische Untersuchung des Einflusses des Abstandes der
Translationsorte auf die Verteilung der gebundenen Komplexe
(a-f) zeigen die Konzentration aller gebundenen Proteine (F(AB),
FA, (FA)B) entlang des Biochips. Dabei werden die experimen-
tellen Daten (durchgezogene Linien) und deren Standardabweichung
(Schattierung) bestmdoglich durch das in Abschnitt 5.1 beschriebe-
ne Modell mit einem Parametersatz fiir alle Abstinde angenéhert
(gestrichelte Linien). Der dargestellte Parametersatz entspricht dem
in Abbildung 5.6. Die Farben in den obigen Schemata entsprechen
dem Abstand zwischen den Translationsorten: (a) gemischter Biirs-
tenfall und einen Abstand von (b) 100 um (c) 200 pm (d) 300 um
(e) 400 um (f) 500 um Parameter konnen nachgelesen werden im

Anhang in Tabelle A.16 . . . . ... ... .. ... ........

Theoretische Untersuchung des Einflusses des Abstandes der
Translationsorte auf die Verteilung der gebundenen Komplexe
(a-f) zeigen die Konzentration der gebundenen Komplexe entlang
des Biochips. Dabei werden die experimentellen Daten (durchge-
zogene Linien) und deren Standardabweichung (Schattierung) best-
moglich durch das in Abschnitt 5.1 beschriebene Modell mit einem
Parametersatz fiir alle Abstidnde angenihert (gestrichelte Linien).
Die Farben in den obigen Schemata entsprechen dem Abstand zwi-
schen den Translationsorten: (a) gemischter Biirstenfall und einen
Abstand von (b) 100 pm (¢) 200 pum (d) 300 pm (e) 400 pm (f) 500 pm
Parameter konnen nachgelesen werden im Anhang in Tabelle A.24

Theoretische Untersuchung des Einflusses des Abstandes der
Translationsorte auf die Verteilung der gebundenen Komplexe
(a-f) zeigen die Konzentration der gebundenen Komplexe entlang
des Biochips. Dabei werden die experimentellen Daten (durchge-
zogene Linien) und deren Standardabweichung (Schattierung) best-
moglich durch das in Abschnitt 5.1 beschriebene Modell mit einem
Parametersatz fiir alle Abstinde angenihert (gestrichelte Linien).
Die Farben in den obigen Schemata entsprechen dem Abstand zwi-
schen den Translationsorten: (a) gemischter Biirstenfall und einen

Abstand von (b) 100 um (c¢) 200 um (d) 300 pum (e) 400 pum (f) 500 pm.

Parameter konnen nachgelesen werden im Anhang in Tabelle A.25

Unterscheidung der Assemblierungspfade in Abhéingigkeit vom
Abstand der Translationsorte Dargestellt ist die Verteilung der
Konzentration der an der Oberfliche gebundenen oberfldichen- und
losungsassemblierten Komplexe. Der Ort des Maximums und die
Breite der Verteilung der oberflichen- und losungsassemblierten
Komplexe (a und b) richtet sich nach dem Abstand der Translati-
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D.6.

D.7.

E.1.

E.2.
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Die Stirke der Dominanz von Losungs- und Oberflichenassem-
blierung richtet sich nach dem Abstand der Translationsorte.
Dargestellt ist die zeitliche Entwicklung der Dominanz der oberfld-
chen- (rot) und losungsassemblierten (blau) Komplexe. Die Stirke
der Dominanz berechnet sich aus dem Verhiltnis aus der Konzen-
tration der an der Oberfliche gebundenen Komplexe durch die Ge-
samtanzahl der gebundenen Komplexe und ist durch den Farbgra-
dienten dargestellt. Je dunkler die Farbe desto dominanter ist der
jeweilige Assemblierungspfad, wobei weill bedeutet, dass Losungs-
und Oberflichenassemblierung gleich stark sind. Die Translations-
orte der A und B haben einen Abstand von: (a) 100 um (b) 500 pm

Einfluss des Abstand der Translationsorte auf die Komplexbil-
dung. Dargestellt sind die Verteilungen von Proteinen zum Zeit-
punkt ¢ = 34 - 10?At fiir unterschiedliche Abstinde zwischen den
Translationsorten: (a-c) 0 pm, (d-f) 100 pm, (g-i) 500 pm.
Unterschieden wird in den Zeilen zwischen den Spezies: (a, d, g)
der besetzten Fallen, die der Gesamtheit aller gebundener Proteine
im System entspricht, (b, e, h) der freien Proteinuntereinheiten .4
(blau) und B (orange), (c, f, i) der Gesamtkon-zentration an
gebundenen Komplexen (blau) die aus der Summe der
oberflichenassemblierten Komplexe die an der Oberfldche gebun-

den (orange) sind und der losungsassemblierten Komplexe (griin)
bestehen. Die Quellbereiche der Proteinuntereinheiten A (blau) und

B (orange) sind als farbige Rechtecke gekennzeichnet. . . . . . . .

Diffusionskonstante fiir Proteine in E. coli gemessen von Yu-
Wei Shieh (Gruppe Giinter Kramer) bei 30° Fitting der experi-
mentell bestimmten Diffusionskoeffizienten mittels des Modells in
[95, Abbildung 4, S.556] . . . ... ...

Initiationsraten haben einen geringen Einfluss auf die Gesamt-
konzentration der Komplexe. Gesamtkonzentration an Komple-

xen beinhaltet sowohl die freien Proteinkomplexe (C g0 (t)+C appost (t))

als auch die noch gebundenen (C 4,,45.5()). Initiationsraten o134
und %8 fiir nasc.A und nascB: o

ini
B
4" (blau), «

niert die post-translationale Assemblierung fiir hinreichend grofle
ZRIUEN. . . . . e

ini

nascA ~, qnascB (magenta). Nur im ersten Fall domi-

ini ini

ini ini

nascA < apascB (orange), anasc.A —
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F.1.

F2.

Proteinexpression im in vitro und in in vivo. Konzentration der
im Gesamtsystem befindlichen Proteine A in Abhéngigkeit von der
Zeit. Unterschieden wird zwischen einem in vivo Modell mit Initia-
tionsrate und Terminationsrate der Proteine A und einem in vitro
Modell mit einer Produktionsrate der Proteine 4 . . . . ... ..
Summe aus gebundenen und freien griin fluoreszierenden Pro-
teinen (GFP) im in vitro System. Experimentell von der Gruppe
Roy Bar-Ziv ermittelte zeitliche Entwicklung der Erzeugung eines
Proteintyps (GFP). Die Erzeugung der Protein wird in Systemen
mit drei unterschiedlichen Fallenverteilungen betrachtet. Die zeitli-
che Entwicklung verlduft zwischen (30 bis 90) min annédhernd line-
ar, wohingegen fiir lange Zeitskalen eine leichte Sattigung eintritt.
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