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Chemische Reaktionen konnen Zellen nur am Leben erhalten, wenn  Aus dem Inhalt

die beteiligten Verbindungen an den erforderlichen Stellen zeitlich

priizise angeliefert werden. Die meisten Forschungen haben sich bis- ™ Einleitung 4265
lqng ab.tf akfzve Trans'portmecha{usmen kon‘zentrlert, waohl die pas- Grundlagen von Reaktions-
sive Diffusion oft gleich schnell ist und weniger Energie erfordert. Um Diffusions-Systemen 4267
die Vorteile dieser Transportform zu nutzen, haben die Zellen ausge-
kliigelte Reaktions-Diffusions(RD)-Systeme entwickelt, die zahlreiche 3 RD bei Prokaryoten 4271
;'ellula.re Funktionen kontrolll.eren. —von .Che.motaxzs und Zell.tezlun.g 4. RD bei Eukaryoten 1275
itber Signalkaskaden und -oszillationen bis hin zur Zellbeweglichkeit.
Diese nur scheinbar unterschiedlichen Systeme sind nach allgemeinen 5. Schlussfolgerungen und

Ausblick 4289

Prinzipien aufgebaut und haben viele Gemeinsamkeiten. Wiederkeh-
rende Elemente sind nichtlineare Kinetik, Autokatalyse und Riick-
kopplungsschleifen. Um die Funktion dieser komplexen (bio)chemi-
schen Systeme zu verstehen, muss man die Transportkinetik-Glei-
chungen analysieren oder die charakteristischen Zeiten der Teilpro-
zesse zumindest qualitativ betrachten. Wihrend wir Beispiele fiir zel-
luldre RD-Systeme vorstellen, versuchen wir daher auch, den Leser

traut sind, sind die grundlegenden
Konzepte von Konzentrationsgradien-
ten, Fliissen oder Reaktionsordnungen
den Chemikern wohlbekannt, und die

mit den theoretischen Grundlagen der RD-Phidnomene vertraut zu

machen.

1. Einleitung

Eine Zelle ist viel mehr als ein Sack gleichméBig verteilter
Molekiile, die miteinander reagieren. Vielmehr héngt ihre
Funktion entscheidend von der einwandfreien Synchronisa-
tion biochemischer Reaktionen und der prézisen zeitlichen
und rdumlichen Bereitstellung der benotigten Verbindungen
ab.'! Mit modernen Methoden zur intrazelluliren Bildgebung
mit fluoreszierenden Proteinfusionen (griin fluoreszierendes
Protein, GFP, und dessen Derivate mit anderen spektralen
Eigenschaften)?” und neu entwickelten Sensoren fiir mole-
kulare Wechselwirkungen und Konformationsinderungen®
lassen sich einzelne (Bio)molekiile verfolgen, intrazelluldre
Konzentrationsprofile wechselwirkender Proteine quantitativ
bestimmen und verschiedene Varianten des intrazelluldren
Transports untersuchen. Der Grof3teil der entsprechenden
Forschungen hat sich auf die raffinierteren ,,aktiven“ Trans-
portmechanismen konzentriert (Tabelle 1) und dabei immer
wieder den einfachsten zelluldren Transport iibersehen —
némlich die Diffusion — und seine Bedeutung fiir die Kon-
trolle intrazelluldrer Vorgénge unterschétzt. In diesem Auf-
satz gehen wir der Frage nach, ob und wann Diffusion bio-
chemische intrazellulire Reaktionen kontrolliert. Vor allem
aber wollen wir analysieren, wie die Kopplung zwischen
Diffusion und Reaktion komplexe intrazelluldire RD-Systeme
zustandebringen kann, die zu Riickkopplung, Verstarkung,
Oszillation, intrazelluldarer Musterbildung, zum Aufbau su-
pramolekularer Strukturen und zu Taxis fahig sind.

Aus drei Griinden richtet sich dieser Aufsatz weniger an
Biologen oder Biophysiker, sondern vor allem an Chemiker
und Biochemiker: Erstens waren Transport durch Diffusion
und chemische Kinetik seit jeher Lehrgegenstand im Che-
miestudium.”™ Wihrend einige mathematische Aspekte
gekoppelter Reaktions-Diffusions-Phdnomene nicht so ver-
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Ausweitung zur Beschreibung von
RD-Prozessen erscheint relativ gerad-
linig. Zweitens — und das ist der wich-
tigste Grund - sind es vor allem die
Chemiker, die heutzutage neue Ver-
fahren erfinden, mit denen sich intra-
zelluldrer Transport und Reaktionen sichtbar machen lassen.
Der Nobelpreis 20085 fiir die Entdeckung von GFP und
verwandten Proteinen ist eine spektakuldre Errungenschaft
zweier Chemiker (und natiirlich des Biologen M. Chalfie). Es
sind auBerdem Chemiker, die intensiv an der Entwicklung
neuer spektroskopischer Methoden (z. B. stochastische opti-
sche Rekonstruktionsmikroskopie!>"*! (STORM), Fluores-
zenzloschung durch stimulierte Emission (stimulated emissi-
on depletion, STED),!'* ! photoaktivierte Lokalisations-
mikroskopie (PALM; auch Lokalisationsmikroskopie nach
Photoaktivierung),'”! nichtlineare Mikroskopie mit struktu-
rierter Beleuchtung (SIM, structured-illumination microsco-
py)) und Nanosonden (Goldnanostibchen,'®?" | Nanoka-
fige“,?'??!  Eisenoxid-Nanopartikel®>! und Halbleiter-
Quantenpunkte™ ) fiir die intrazellulire Bildgebung ar-
beiten. Die Untersuchung von RD in Zellen ist ein wichtiges
Feld, in dem sich diese Methoden als hilfreich erweisen
konnen. Und drittens konnen zukiinftig vielleicht zellulédre
RD-Systeme, in denen viele Reaktionen rdumlich und zeitlich
durch Diffusion abgestimmt werden, Anregungen fiir die
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Tabelle 1: Beispiele fuir aktiven, nichtdiffusiven intrazelluliren Transport.

Transportweise Umsetzungen und Funktion

Weitreichender Trans-
port entlang von
Mikrotubuli mithilfe
von Motorproteinen

1. Vesikulidrer Transport

1.1. Bewegung von Endosomen/endo-
cytischen Kompartimenten (Phagocytose, Pi-
nocytose und rezeptorvermittelte Endocyto-
Se) [75,278,279]

Aufnahme und Bewegung von Makromolekii-
len (z.B. Zelloberflichenrezeptoren), anderen
Zellen (Phagocytose), Flissigkeiten und ge-
|6sten Substanzen (Pinocytose) aus der Um-
gebung, eingeschlossen in Vesikeln.

1.2. Exocytose!™

Transport von Vesikeln mit neu synthetisierten
Proteinen und Lipiden vom endoplasmati-
schen Reticulum zu den Trans-Golgi-Feldern
und ihre Sekretion aus der Zelle.

2. Bidirektionaler Transport (d.h. vom Zellin-
neren zur Peripherie und umgekehrt) von
membranumschlossenen Organellen (z.B.
Mitochondrien)®%' und Makromolekiilen
(z.B. Proteinen,®”” mRNAs3) durch die Ki-
nesin- und Dynein-Motoren 2!
Kurzreichender Trans- [284-286]
port entlang von Actin-
filamenten mithilfe
von Motorproteinen

Transport von Membranorganellen,
mRNAs?? und Proteinen.?”

Transportprotein-
vermittelter
aktiver Transport
durch Membranen

ATP-abhingiger Transport von

1. lonen (z.B. Na*-K*-Pumpen-vermittelter
Transport von Natriumionen aus einer Zelle,
gekoppelt mit dem Transport von Kaliumionen
in die Zelle; sehr wichtig in Nerven- und
Muskelzellen, um elektrische Signale zu er-
zeugen).l”> 28

2. spezifischen Molekiilen entgegen einem
Konzentrationsgradienten (z.B. Transport von
lod durch Schilddriisenzellen).”>28

Entwicklung ,kiinstlicher“ chemischer Systeme geben. In
diesem Zusammenhang kann sich das aufstrebende Feld der
Systemchemie ! mit biomimetischen Ansitzen an Netz-
werk-Modulen orientieren, in denen Reaktionen verkniipft
werden, die so komplexe Funktionen wie Signaliibertragung,
Verstiarkung oder sogar Selbstreplikation iibernehmen.

Siowling Soh schloss sein Studium in chemi-
scher Verfahrenstechnik an der National
University of Singapore 2002 ab. Gegen-
wirtig arbeitet er als Doktorand bei Prof.
Bartosz A. Grzybowski in den Departments
of Chemistry and Chemical and Biological
Engineering an der Northwestern University.
~ In seinen wissenschaftlichen Arbeiten kon-

| zentriert er sich auf komplexe chemische
Systeme mit Blick auf Reaktions-Diffusions-
und Reaktionsnetzwerke.
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In diesem Aufsatz werden wir RD in prokaryotischen und
eukaryotischen Zellen vergleichen und die Unterschiede
herausarbeiten. Da Prokaryoten einfache Organismen und
typischerweise klein sind (ca. 1 pm Durchmesser®™), kann
man auch bei langsamer Diffusion erwarten, dass die Mole-
kiile innerhalb kurzer Zeit an der gewiinschten Reaktions-
stelle sind. In den groBeren Eukaryoten (typischerweise ca.
10-30 um Durchmesser™) sollte die Diffusion als molekula-
rer Transportmechanismus dagegen weniger wichtig sein;
stattdessen erwartet man bei diesen Zellen, dass das Reakti-
onsnetzwerk durch aktiven Transport betrieben wird. Wie wir
zeigen werden, sind diese intuitiven Vorhersagen zwar meis-
tens, aber nicht immer richtig. Bei Prokaryoten werden die
biochemischen Reaktionen iiberwiegend durch diffusiven
Transport gekoppelt, um damit Prozesse wie chemotaktische
Zellbewegung, Bestimmung der Zellmitte als Teilungsort und
Bindung von Proteinen an spezifische Stellen der DNA zu
steuern (Abbildung 1a—c). Bei Eukaryoten (Abbildung 1d,e)
sind Reaktions-Diffusions(RD)-Prozesse nicht von so emi-
nenter Bedeutung, aber sie werden — alleine oder in Kombi-
nation mit anderen Mechanismen — doch zur Steuerung eines
erstaunlich groBen Teils der zelluldiren Maschinerie einge-
setzt: Signalkaskaden, Organisation der Kernspindel, Fre-
quenzeinstellung iiber chemische Wellen und Schliisselele-
mente des Cytoskeletts, die an der Zellbeweglichkeit beteiligt
sind. Aus diesen und anderen Beispielen, die wir betrachtet
haben, leiten sich einige iiberraschende Fragen ab: Warum
sind passiver Transport und RD in Eukaryoten trotz ihrer
scheinbaren Ineffizienz erhalten geblieben? In welchen Si-
tuationen ist es fiir die Zelle vorteilhaft, sich auf Diffusions-
vorginge zu verlassen?

Um diese Fragen zu beantworten, miissen wir zunéichst
ein Gefiihl fiir RD-Prozesse entwickeln. Daher beginnen wir
mit den Grundlagen der RD, formulieren Gleichungen, die
die RD beschreiben, analysieren ihre Skalierungseigen-
schaften (charakteristische Zeiten, Abhingigkeiten von der
Dimensionalitdt usw.) und fassen kurz die Energetik des
Transports durch RD im Vergleich zu anderen Transportme-
chanismen zusammen. Danach werden wir RD in prokary-
otischen Zellen diskutieren. Die Beispiele sind so ausgewéhlt,
dass wir sie mit analogen Vorgingen bei Eukaryoten ver-
gleichen konnen. Dabei wird sich herausstellen, dass RD,
wenn auch nicht die schnellste Art, Makromolekiile zu be-

Marta Byrska erhielt ihren M.Sc. in Biologie
2007 an der Jagiellonen-Universitit (Krakau,
Polen) fiir Forschungsarbeiten, die sie an der
University of Chicago im Department of Bio-
chemistry and Molecular Biology durchfiihr-
te. Gegenwirtig ist sie Doktorandin bei Prof.
Bartosz A. Grzybowski an der Northwestern
University. In ihren Arbeiten befasst sie sich
mit der Zellmotilitit auf molekularer Ebene,
insbesondere mit der Synchronisation von
Actinfilamenten, Mikrotubuli und fokalen
Adhdsionen wihrend der Wanderung von
Krebszellen.
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Abbildung 1. Beispiele fiir intrazellulire Reaktions-Diffusions-Prozesse
(RD) in Prokaryoten (a—c) und Eukaryoten (d—e). a) Festlegung der
Zellmitte als Teilungsebene in E. coli; b) chemotaktisch gesteuerte Mo-
tilitdt von Bakterien; c) Aufsuchen spezifischer Stellen in der DNA
durch Restriktionsenzyme; d) Selbstorganisation der Kernspindel;

e) eukaryotische Zellmotilitit; f) eukaryotische intrazellulire Signalwei-
terleitung. [Bildnachweis: a) Copyright Dennis Kunkel Microscopy, Inc.;
b) Copyright Photoresearchers, Inc. c) Abdruck mit freundlicher Geneh-
migung von RCSB und PDB aus Lit. [292], d) Abdruck mit freundlicher
Genehmigung von Prof. Harold Fisk, Ohio State University, e) Abdruck
mit freundlicher Genehmigung aus Lit. [293], f) Abdruck mit freundli-
cher Genehmigung aus Lit. [294]]

wegen, fiir die Zellen einen guten Kompromiss zwischen
Geschwindigkeit und Energieaufwand darstellt. Wenn Ge-
schwindigkeit nicht ausschlaggebend ist, kann es sich die
Zelle erlauben, die Diffusion zu nutzen, die durch das stets

Kristiana Kandere-Grzybowska schloss ihr
Biologiestudium 1998 am College of Saint
Rose ab. Sie promovierte im September
2003 bei T. C. Theoharides in Biochemie an
der Tufts University und war anschliefiend
als Postdoktorandin mit Stipendium des De-
partment of Defense an der Northwestern
University titig. Gegenwiirtig ist sie Research
Assistent Professor bei Prof. Grzybowski in
den Departments of Chemistry und Chemi-
cal and Biological Engineering der North-
western University. Ihr Interesse richtet sich
auf intrazelluliire und Cytoskelett-Dynamik
und Zellmotilitéit in begrenzten Riumen
und bei Krebs.
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vorhandene thermische Rauschen ,kostenlos“ angetrieben
wird und die Energiereserven der Zelle nicht angreift. Wenn
andererseits Molekiile schnell oder spezifisch zu einer Re-
aktionsstelle gebracht werden miissen (wie bei einer polari-
sierten Sekretion oder dem Transport von Proteinen zu Ad-
hisionsstellen), ,,zahlt“ die Zelle einen energetischen Auf-
preis (in ATP oder GTP als Wihrungseinheiten) fiir den ak-
tiven Transport. Diese Situation ist vergleichbar mit dem
Unterschied zwischen einem normalen Brief und einer Eil-
zustellung, nur auf zelluldrer Ebene.

FEine andere Verallgemeinerung werden wir bei unserer
Reise durch die zellulire RD versuchen, ndmlich, dass die
»Architektur” von RD-Systemen in verschiedenen Zelltypen
und Funktionen konserviert ist. Aus der Tatsache, dass die
gleichen Motive immer wieder auftauchen, lasst sich schlie-
Ben, dass diese in der Biologie auf bestimmte erwiinschte
Funtionen hin optimiert worden sind. Diese optimalen
Motive konnen daher als Blaupausen fiir kiinstliche RD-
Systeme dienen, die zumindest einige biologische Funktionen
nachahmen. Bevor aus dieser Vision jedoch Wirklichkeit
werden kann, miissen wir die Prinzipien verstehen, auf denen
RD-Systeme beruhen.

2. Grundlagen von Reaktions-Diffusions-Systemen

Reaktions-Diffusions-Prozesse werden seit iiber einem
Jahrhundert in kiinstlichen und natiirlichen Systemen unter-
sucht.?>3! Zu ersteren gehoren die oszillierende Belousov-
Zhabotinsky(BZ)- und verwandte Reaktionen,*" ! chemi-
sche Wellen in Fliissigkeiten,*' ! in Gelen**! oder auf ka-
talytischen Oberflichen,*** Liesegang-Ringe®>" und
andere periodische Niederschlagsmuster® > sowie Entla-
dungsfilamente.’>** In der Natur verursacht RD die Strei-
fenzeichnung des Achats,> sie formt Stalaktiten in Hohlen®®
und bestimmt das Wachstum von dendritischem Kalkstein;l*”!
RD liegt auch verschiedenen biologischen Phinomenen zu-
grunde, darunter der Bildung von Bakterienkolonien,®*" der
Herzaktivitat!® ! oder Muster der Haut.[*]

Bei Reaktions-Diffusions-Prozessen bewegen sich die
reagierenden Molekiile diffusionsgetrieben durch den Raum.
Diese Definition schlie3t ausdriicklich andere Transportme-
chanismen wie Stromung, Konvektion usw. aus, die durch von

Bartosz A. Grzybowski erhielt sein Diplom
im Jahr 1995 an der Yale University. Er pro-
movierte in physikalischer Chemie an der
Harvard University im August 2000 (bei
G. M. Whitesides). Im Juni 2003 wechselte
er an die Northwestern University, wo er
nun Burgess-Professor fiir physikalische
Chemie und chemisches System-Engineering
ist. Seine Forschung umfasst die Selbstorga-
nisation dynamischer Systeme im Ungleich-
gewicht, komplexe chemische Netzwerke,
r nanostrukturierte Materialien und Nanobio-
BT logie. Er erhielt den ACS Colloids Young In-
vestigator, NSF CAREER und den Gerhard Kanig Innovation Award. Sein
erstes Buch, ,Chemistry in Motion: Reaction-Diffusion Systems for Micro-
and Nanotechnology*, erschien 2010 bei John Wiley & Sons.
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auflen angelegte Felder angetrieben werden, ebenso wie we-
niger {ibliche Diffusionsvarianten wie die anomale Diffusion
(Subdiffusion, Superdiffusion; vgl. Lit. [64-66] fiir eine aus-
fiihrlichere Ubersicht).

Diffusion wird durch thermisches Rauschen getrieben
und erzeugt einen Fluss, der dem lokalen Konzentrations-
gradienten proportional ist. In einer Dimension ist die Teil-
chenstromdichte (also die Zahl der Molekiile, die pro Zeit-
einheit durch eine Flicheneinheit hindurchtreten) gegeben
durch j(x,1) = —Dc(x,1)/dx , wobei D fiir den Diffusions-
koeffizienten steht. In drei Dimensionen gilt das erste Fick-
sche Diffusionsgesetz j(x, y, z,1) = —DVc(x, y, z, 1), mit V als
Gradienten- oder Nabla-Operator. Da bei der Diffusion die
Zahl der Molekiile gleichbleibt, ist der Netto-Diffusionsfluss
in jedes kleine Raumelement gleich der Konzentrationsén-
derung in diesem FElement (Abbildung2a). Fiir den ein-
dimensionalen Fall lisst sich leicht zeigen, dass dies syno-
nym st mit A(j(x,7))/0x + dc(x,1)/dt =0 oder (wenn
man auf das Ficksche Gesetz zuriickgreift) mit
dc(x,t) /0t = DO*c(x,t)/0x* (unter der Voraussetzung, dass D
konstant ist). Ins Dreidimensionale verallgemeinert ergibt
sich daraus Oc(¥,t)/0t = DV?c(¥,t), wobei F ein Positions-
vektor ist.

a) N

Ax (kleines Element)
Einstrom - : : mmmp Ausstrom

GE ). -

PRI - o i - Ausstrom
nur Diffusion: (Tt = [Emsom = Aussior

o Ax
2 [ [
Einstrom | |

mmp Ausstrom

® Reaktionsprodukt

Reaktion-Diffusion: @: Einstrom - Ausstrom +

ot Ax

R

Abbildung 2. a) Diffusion und b) Reaktion-Diffusion in einem eindi-
mensionalen System, hier einer diinnen runden Réhre.

Wenn innerhalb eines Raumelements eine Reaktion ab-
lauft, konnen Molekiile einer oder mehrerer Arten entspre-
chend der spezifischen Reaktionskinetik entstehen oder ver-
braucht werden (Abbildung2b). Diese Ereignisse miissen
zusitzlich in der Diffusionsgleichung beriicksichtigt werden,
sodass man eine RD-Gleichung der allgemeinen Form
dc;/0t = D;V?¢; + Ri({¢;},1) erhilt, in der i Molekiile eines
spezifischen Typs bezeichnet sind und {c;} ein Satz von Kon-
zentrationen ist, von denen der Reaktionsterm R; abhéngt.
Die Abhiéngigkeiten von c; von Zeit und Position wurden
nicht beriicksichtigt, um die Notation zu vereinfachen. Wenn
in einem einfachen Fall eine Molekiilsorte (A) diffundiert
und reagiert gemdB dc, /dt = —kc,4, lautet die RD-Gleichung
Jc, /0t = D, V?c, — kc,. Im Allgemeinen gilt: 1) Es sind so-
viele Gleichungen zur Beschreibung eines RD-Systems er-
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a)
k1
Produkt
k, langsame Diffusion, D,
Al
Reaktant

—| Substrat, S
S T

schnelle Diffusion, D

Abbildung 3. Beispiele einer Musterbildung in einem RD-System vom
Turing-Typ. a) Reaktionsschema, in dem Reaktand R das Substrat S
bildet, das seinerseits zur autokatalytischen Entstehung von A beitrigt.
Die lokale Ansammlung von A wird durch die Kombination von Auto-
katalyse und niedriger Diffusivitit von A ermdglicht. b—e) Verschiedene
Anfangsverteilungen von A (linke Spalte) bilden verschiedene RD-Mus-
tertypen (rechte Spalte). Die Parameter fiir die Simulationen waren
D,=1x10"%cm?*s™', Ds=2x10" cm?*s™", ky=1mM2s™", k,=1s"" und
k;=1ms". Die GréRe der Domane ist 100 umx 100 um (in den Simu-
lationen durch ein 100x 100-Gitter représentiert), es wurden periodi-
sche Randbedingungen aufgezwungen. Die Simulationen liefen tiber
20 s in Zeitintervallen von 0.01 s. In allen Mustern sind hohe Konzen-
trationen von A weifl und niedrige Konzentrationen schwarz darge-
stellt.

forderlich, wie es Molekiile gibt, die ihre Konzentration in
Raum und/oder Zeit dndern, und 2) das System wird schnell
komplex, wenn die Gleichungen untereinander durch Auto-
katalyse oder Riickkopplungen verkniipft sind. Ein anschau-
liches Beispiel dafiir ist ein System mit nur zwei Zwischen-
produkten, A (Aktivator) und S (Substrat), deren Konzen-
trationen sich gemaf3 der autokatalytischen Reaktion 2A + S
i3 A, der Zerfallsreaktion A%, pund der Bildungsreaktion
RS dndert (Reaktionsschema siche Abbildung 3a). Da
vom Reaktionsparter R angenommen wird, dass er im
Uberschuss vorliegt, kann seine Konzentration als konstant
angendhert werden. Somit sind zwei Gleichungen notwendig,
um Reaktion und Diffusion in diesem System zu beschreiben
[GL (1) und (2)].
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Jcy

W:DAVZCA +klc§165 —kycq 1
0
S = DV — kiches + ks 2)

Darin sind D, und Dy die Diffusionskoeffizienten von A
und S, und k,, k, und k; sind die Geschwindigkeitskonstanten.
Wenn das Substrat S deutlich schneller diffundiert als der
Aktivator A (d.h. Dg> D,), kann dieses RD-System eine
Reihe komplexer Muster (sogenannte Turing-Muster nach
ihrem Entdecker Alan Turing®”') aufweisen, die durch das
Wechselspiel zwischen lokaler Anhdufung von A durch Au-
tokatalyse und schneller Wegdiffusion von S aus den A-rei-
chen Regionen zustandekommen. Interessanterweise werden
die verschiedenen Beispiele fiir Turing-Muster, die in Abbil-
dung 3 modelliert sind, auch in biologischen Systemen be-
obachtet, darunter Streifen bei Zebras, konzentrische Kreise
bei kleinen Termitenarbeiterinnen,®*! Spiralen bei der Ag-
gregation von Schleimpilzen!™ und zufillig verteilte Flecken
bei Leoparden.

2.1. Grenzfille und charakteristische Zeiten

Die RD-Gleichungen sind meistens schwer zu 16sen, und
auller fiir die einfachsten Fille sind fortgeschrittene numeri-
sche Methoden erforderlich.""! Man kann jedoch ohne alle
mathematischen Feinheiten ein gutes Gefiihl fiir die wich-
tigsten Eigenschaften eines RD-Prozesses bekommen. Ers-
tens gibt es zwei Grenzfille fiir Reaktions-Diffusions-Syste-
me. Wenn die Reaktionen viel langsamer sind als die Diffu-
sion der Molekiile (,reaktionsbegrenzt®), konnen die RD-
Gleichungen als dc;/0t = R;(c;,t) angendhert werden; wenn
sie viel schneller ablaufen (,,diffusionsbegrenzt®), lautet die
Niherung dc;/0t = D;V*c;. Im Allgemeinen koénnen die re-
lativen Reaktions- und Diffusionsgeschwindigkeiten anhand
der GroBenordnung der ,charakteristischen Zeiten“ abge-
schétzt werden. Bei Reaktionen sind die charakteristischen
Zeiten mit den Reaktionsgeschwindigkeiten korreliert (d.h.
7,x~ 1/k; fiir Molekiilarten i, die nach einer Kinetik erster
Ordnung reagieren). Bei der Diffusion ist die charakteristi-
sche Zeit 7, die Zeit, die ein Molekiil oder Objekt benotigt,
um eine charakteristische Entfernung L durch Diffusion zu
tiberbriicken, in der der interessierende Vorgang stattfindet
(d.h. L ~1 um bei einer RD in einer prokaryotischen Zelle*!
und L ~ 30 pm bei einem typischen Eukaryoten®). Mit einer
Néherung der GroBenordnung in den Termen der Diffusi-
onsgleichung gilt dc/0t ~ ¢/t und D&*c/0x* ~ Dc/L?*; setzt
man diese Abschitzungen gleich, erhélt man 7, ~ L¥D. (Das
gleiche Ergebnis kann man aus der bekannten linearen Be-
ziehung zwischen der mittleren quadratischen Distanz, die ein
diffundierendes Teilchen zuriicklegt, und der Zeit ableiten.)
Zum Beispiel ist die charakteristische Zeit fiir die Diffusion
von GFP durch ein Escherichia-coli-Bakterium (L~1 pum
und Diffusionskoeffizient’™ D ~7.7x107* cm?s™!) 7,~0.1s.
Findet ein analoger Prozess in einer grofleren Eukaryoten-
zelle statt (L~30um, Diffusionskoeffizient”” D =~8.7x
1077 cm?s7Y), ist diese Zeit mit 7,~10s um etwa zwei Gro-
Benordnungen linger.
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Die dimensionslose Damkohler-Zahl Da =7/t gibt das
Verhiltnis von charakteristischer Diffusions- und Reakti-
onszeit an; sie sagt aus, ob der Prozess reaktionsbegrenzt
(Da<1) oder diffusionsbegrenzt (Da> 1) ist, oder ob Re-
aktion und Diffusion betrachtet werden miissen und damit die
vollstindigen RD-Gleichungen behandelt werden miissen
(Da=1). Es tiberrascht nicht, dass die interessantesten Phé-
nomene bei Da= 1 beobachtet werden. Die meisten zellula-
ren Systeme, die wir betrachten, fallen in diese Gruppe.

2.2. Dimensionalitiit

Der zweite Punkt betrifft die Dimensionalitidt und die
durchschnittliche Zeit, die diffundierende Partikel benétigen,
um ihre Reaktionspartner zu finden. Intuitiv wiirde man er-
warten, dass ein Teilchen seinen Reaktionspartner an einem
bestimmten Ort in einer Entfernung L schneller findet, wenn
es auf eine Dimension (d.h. eine Linie) beschrinkt ist, als
wenn es sich frei in einer zweidimensionalen Ebene oder in
einem dreidimensionalen Raum bewegen kann. Fiir Zellen ist
ein lehrreiches Beispiel das einer Doméne vom Radius L, der
einen ,,Kern“ mit dem Radius a < L einschliet und in dem
die diffundierenden Molekiile am Anfang auBlerhalb des
Kerns gleichmiBig verteilt sind (Abbildung 4). Bei dieser
Konfiguration kann man die Ankunftszeit 7, als die Zeit
definieren, die ein Molekiil in der Zelle benotigt, um sein Ziel
im Kern zu erreichen. Rechnungen, die in den Hintergrund-
informationen im Detail ausgefiihrt sind, ergeben die Glei-
chungen (3)—(5) fiir den eindimensionalen Fall [Gl. (3); ,,li-
neare Zelle“, Abbildung4a], den zweidimensionalen Fall
[GL. (4); ,,Pfannkuchenzelle®, Abbildung 4b] bzw. den drei-

3D/

0.0 s
0 51015202530
L/pm

Abbildung 4. Die Dimensionalitit beeinflusst die Effizienz des diffusi-
ven Transports. Molekiile (links, kleinere Kreise) erreichen die Reakti-
onszentren (rechts, gréRere Kreise) im Abstand L durch Diffusion

a) entlang einer eindimensionalen, linearen Trajektorie; b) liber eine
zweidimensionale Ebene und c) durch einen dreidimensionalen Raum.
Graue gestrichelte Kurven deuten ,realistische* Trajektorien an,
schwarze durchgezogene Pfeile zum Vergleich die kiirzestmégliche Tra-
jektorie. Der Graph in d) zeigt die durchschnittliche Ankunftszeit als
Funktion der DominengréRe fiir ein- (durchgezogene Linie), zwei- (ge-
punktete Linie) und dreidimensionale Fille (gestrichelte Linie). Die An-
kunftszeit nimmt mit der Dimensionalitdt zu: Vor allem die Zeit im
dreidimensionalen Fall ist signifikant langer als im zwei- oder gar ein-
dimensionalen Fall. Die Parameter zur Erstellung dieses Graphen sind
D=1x10"7cm?’s ' und a=1 pm.
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dimensionalen Fall [GL (4); ,sphérische Zelle“, Abbil-
dung 4c].

T, ~L*/3D (3)
7, ~ (L*/2D)In(L/a) 4)
4 ~ (L?/3D)(L/a) )

In Abbildung 4d sieht man, dass fiir ein gegebenes a und
fiir veranderliches L die Zeiten fiir den ein- und zweidimen-
sionalen Fall vergleichbar aber deutlich kleiner sind als fiir
den dreidimensionalen Fall. Die praktische Folgerung aus
diesen Betrachtungen ist, dass die Diffusionsgeschwindigkeit,
mit der eine Strecke {iiberbriickt werden soll, gesteigert
werden kann, indem die Dimensionalitit des Systems redu-
ziert wird. Eine wichtige Anwendung dieses Zusammenhangs
werden wir in Abschnitt 3.3 zeigen, wenn wir die Suche von
Proteinen nach spezifischen DNA-Stellen diskutieren; dabei
gleiten die Proteine am (eindimensionalen) DNA-Strang
entlang, anstatt sich frei im dreidimensionalen Raum zu be-
wegen. Ein anderes Beispiel ist die Zellmobilitdt (Ab-
schnitt 4.1.1): Die Abflachung einer Zelle auf einem Substrat
beschleunigt effizient die Diffusion von Molekiilen, die an der
Signaliibertragung beteiligt sind (z.B. GTPasen und Phos-
phoproteine), zu ihren intrazelluldren Zielstrukturen (z. B. im
Kern) im Vergleich zur selben Zelle in einem dreidimensio-
nalen, nicht adhéirenten Zustand."™ In diesem Fall hingt die
Zeit fiir die Signaliibertragung von der Linge der kiirzesten
Diffusionsstrecke ab, die entlang der kurzen Achse einer
abgeflachten ,,Pfannkuchen®“-Zelle kleiner ist als in jeder
Richtung einer nicht adhérenten, ,,sphérischen Zelle.

2.3. Energetik und Effizienz zellulédrer RD

Da Zellen abseits des thermodynamischen Gleichge-
wichts leben, benétigen sie eine konstante Energiezufuhr, um
ihre vitalen Funktionen aufrecht zu erhalten, von denen der
Transport von Molekiilen durch die Zelle nur eine ist. Wir
wollen zunéchst priifen, welche Konsequenzen es hitte, wenn
alle Transportvorgéinge aktiv wiren (also durch energiereiche
Molekiile wie ATP, GTP oder NADH getrieben wiirden). Als
Beispiel diene der Transport eines sekretorischen Vesikels
entlang von Mikrotubuli, der von Kinesin-Motorproteinen
mit ATP als Energiequelle getrieben wird (auch andere Or-
ganellen wie Mitochondrien oder Golgi-Vesikel konnen an
Mikrotubuli oder Mikrofilamenten entlang transportiert
werden). Kinesin bewegt sich an Mikrotubuli mit einer
Geschwindigkeit von ungefihr 3 ums~!, und ein einzelner
Schritt ist etwa 8 nm lang!/>"®! — das Motorprotein fiihrt also
etwa 375 Schritte pro Sekunde aus, von denen jeder ein ATP-
Molekiil verbraucht. Bei etwa 1000 sekretorischen Vesikeln,
die stidndig tber Mikrotubuli in eukaryotischen Zellen
transportiert werden,””"™ betriigt der Energieverbrauch des
Vesikeltransports demnach 3.75x10° ATP pro Sekunde.
Andererseits enthilt eine Zelle insgesamt um 10° ATP-Mo-
lekiile,”™ ! die etwa alle 1-2 Minuten vollstindig umgesetzt
werden,™ sodass der Gesamtverbrauch der Zelle bei unge-
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fihr 10’ ATP-Molekiilen pro Sekunde liegt. Die Kinesinmo-
toren fiir den Transport von 1000 Vesikeln an Mikrotubuli
entlang nimmt also etwa 4% des ATP-Vorrats der Zelle in
Anspruch. Dies ist allerdings nur eine sehr konservative
Schétzung an der unteren Grenze und sie ldge erheblich
hoher, wenn die Zelle ihre gesamten Bestandteile unter-
schiedslos nach diesem energieaufwédndigen Mechanismus
bewegen wiirde. Wiirden Hefe-Zellen beispielsweise alle ihre
15000 Proteine™ aktiv transportieren, so wiirden sie dafiir
etwa 60 % der gesamten Energieressourcen verbrauchen, und
es bliebe nur wenig fiir die anderen Lebensfunktionen iibrig.

Die Diffusion ist dagegen hinsichtlich des Energieauf-
wands ,kostenlos“, solange die Konzentrationsgradienten
aufrechterhalten werden — in spédteren Abschnitten werden
wir sehen, dass solche Gradienten einer funktionierenden
Zelle inhirent sind, weil Molekiile an verschiedenen Stellen
synthetisiert und verbraucht werden. Unter In-vivo-Bedin-
gungen unterliegen die Molekiile in einem Konzentrations-
gradienten der zufélligen Brownschen Molekularbewegung,
wobei, wie sich aus statistischen Betrachtungen ergibt, ein
Nettofluss oder -transport von Gegenden hoher zu solchen
niedriger Konzentrationen resultiert, der selbst keinen zu-
sétzlichen Energieaufwand erfordert.

Nach dieser Bekriftigung, dass passiver Transport aus
energetischen Griinden erforderlich ist, greifen wir noch
einmal kurz die Frage nach der Transportgeschwindigkeit auf.
In diesem Zusammenhang mag es erstaunen, dass abhingig
von der GroBle der Ladung die ,normale Zustellung“ per
Diffusion genauso effizient sein kann wie die aktive ,,Eilzu-
stellung“. Dies ist in Abbildung 5 dargestellt; man sieht die
charakteristischen Zeiten fiir diffusiven Transport von sphé-
rischen Teilchen von 3, 10 und 20 nm GroBe iiber eine Ent-
fernung L im Vergleich zu den Zeiten fiir den Transport
entlang von Mikrotubuli. Wéhrend bei groeren Teilchen die
Diffusion deutlich langsamer abléuft als der aktive Transport,
sind die beiden Transportmechanismen bei ca. 3 nm groflen
Partikeln vergleichbar. Kleine Makromolekiile sollten also in
der Zelle in groere Vesikel verpackt werden, bevor sie iiber
Mikrotubuli oder Mikrofilamente auf den Weg geschickt
werden, oder sie sollten, wenn die Molekiile einzeln trans-
portiert werden miissen, durch Diffusion anstatt durch den
energicaufwindigeren aktiven Transport bewegt werden.
Dies ist tatsdchlich so und nur wenige Makromolekiile/Pro-
teine (z.B. p53, Neurofilamentprotein, APC-Protein!®=)
werden aktiv iiber Mikrotubuli bewegt. Das wohl wichtigste
Beispiel ist das pS53-Protein, das an Zellzykluskontrolle,
Apoptose, Differenzierung, DNA-Reparatur und -Rekombi-
nation und Centrosomenduplikation beteiligt ist und von
Dynein an den Mikrotubuli entlang transportiert wird.®"
Dieses Protein ist allerdings deutlich groBer (Durchmesser
des p53-Tetramers: ungefahr 50 nm®-#) als typische Protei-
ne, und der Transport durch Diffusion wiirde 25mal langsa-
mer ablaufen als aktiv an Mikrotubuli iiber die Entfernung
von 5 pm.

Insgesamt wird der passive/diffusive intrazelluldre Trans-
port durch verschiedene Faktoren beeinflusst: 1) den be-
grenzten Energiebetrag, der nur fiir aktiven Transport tiber
filamentose ,,Schienen“ abgezweigt werden kann; 2) die
Entfernung, die tiberbriickt werden muss (je groBer die Ent-
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Abbildung 5. Vergleich zwischen aktivem und diffusivem Transport.

a) Schema eines aktiven Transports, der ATP verbraucht (hier: Kinesin
auf einem Mikrotubulus). b) Diffusiver Transport, der durch die zufilli-
ge thermische Bewegung (angedeutet durch Klammern um die Parti-
kel) getrieben wird und daher keine Energiezugabe benétigt. c) Zeit-
bedarf fiir den Transport von Frachten im Nanometerbereich mit Mi-
krotubuli (schwarze Kurve) und fiir die Diffusion 3 nm (gestrichelte
graue Linie), 10 nm (graue Linie) und 20 nm (gestrichelte schwarze
Linie) grofler Frachten. Die Zeit, um ein Partikel von 3 nm Durchmes-
ser durch Diffusion zu bewegen, ist vergleichbar mit der, die man fur
den Transport des gleichen Partikels tiber Mikrotubuli benétigt. Bei
gréReren Ladungen dauert die Diffusion allerdings viel linger. Der

Graph wurde mit der Naherung t~L?/D erzeugt, wobei als Diffusions-
koeffizient fiir ein typisches 3 nm groRRes Protein D~ 1x 107" cm?s™"
eingesetzt wurde. Die Diffusionskoeffizienten fiir gréRere Partikel

wurden mithilfe der Stokes-Einstein-Gleichung D = kT/3mu(2R,) (in
der 2R, der Partikeldurchmesser ist) angenahert. Der Einschub zeigt

eine VergréRerung der ersten fiinf Sekunden der Hauptkurve.

fernung, desto weniger effizient ist der diffusive Transport);
und 3) die GroBe der Ladung (je kleiner, desto schneller ist
die Diffusion).

Nach diesen allgemeinen Betrachtungen wollen wir nun
spezifische Situationen betrachten, in denen in Prokaryoten
und Eukaryoten diffusionsgetriebener Transport mit bioche-
mischen Reaktionen zu RD-Systemen gekoppelt ist.

3. RD bei Prokaryoten

In den ,,primitiven® prokaryotischen Zellen sind aktive
Transportmechanismen selten, und Substrate werden nor-
malerweise durch Diffusion zu den Reaktionszentren ge-
bracht. Zu den wenigen Ausnahmen gehoren die Segregation
von zwei Plasmid-DNA-Clustern durch Schubkrifte, die
durch die Polymerisation des bakteriellen Actinhomologen
ParM erzeugt werden,®>*! oder die Chromosomenaufteilung
durch Zugkrifte der ParA-Proteine.® Bei den meisten
intrazelluldren Prozessen sind die charakteristischen Diffusi-
onszeiten mit etwa 0.1 s deutlich ldnger als die Reaktions-
zeiten — damit sind die Prozesse insgesamt diffusionsbegrenzt
(Da>1, siehe Abschnitt 2.1). Bei einigen essenziellen zellu-
laren Funktionen verlaufen Diffusion und Reaktion jedoch in
vergleichbaren Zeitrdumen. In diesem Abschnitt diskutieren
wir die wichtigsten Beispiele solcher RD-Systeme — Signal-
tibertragung, Chemotaxis, Zellteilung und die Erkennung von
Zielsequenzen auf der DNA. Diese Beispiele lassen sich
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direkt mit analogen Prozessen in eukaryotischen Zellen ver-
gleichen, die wir spater behandeln werden.

3.1. Prokaryotische Signalsysteme und Chemotaxis

Viele Signalwege in Bakterien bestehen aus zwei Kom-
ponenten und beruhen auf der Phosphorylierung von zwei
zentralen Effektorproteinen.”*! Das primire Protein einer
Signaltransduktion ist eine membrangebundene Sensor-
Histidinkinase mit einer extrazelluldren spezifischen Input-
Domine (die spezifische Signale in der Umgebung regis-
triert), gekoppelt an eine Autokinasedomine. Die zweite
Komponente des Systems ist eine cytosolische Regulatordo-
méne, die die zelluldre Antwort auslost. Nach Bindung eines
extrazelluldren Liganden an die Input-Doméne phosphory-
liert sich die Histidinkinase selbst und iibertridgt die Phos-
phorylgruppe anschlieBend auf die Empfingerdoméne des
cytosolischen Regulators. Dieses nun phosphorylierte Protein
diffundiert durch die Zelle und reagiert mit seinem Zielpro-
tein, das dann die zelluldre Antwort ansto83t.

Chemotaktische Motilitit von Bakterienzellen ist ein
Beispiel fiir einen solchen Prozess, der auf einem Zwei-
Komponenten-Signalsystem beruht und in dem RD die Si-
gnaltransduktion steuert (Abbildung 6). Bakterien zeigen
zwei verschiedene Schwimmmuster in Abhéngigkeit von der
Bewegungsrichtung des Geiflelmotors. Eine Rotation gegen
den Uhrzeigersinn (CCW, counterclockwise) fasst die Fla-
gellen in ein stabiles Biindel zusammen und erzeugt eine
Vorwirtsbewegung (gleichméBiges Schwimmen). Rotation
im Uhrzeigersinn (CW, clockwise) 16st das Flagellenbiindel

b) Taumelbewegung

a) Schwimmen

Rezeptor cCw

Fortbewegungsrichtung

Abbildung 6. RD-Signalsystem aus zwei Komponenten bei chemotakti-
scher Zellmotilitit von Bakterien. Bakterien zeigen zwei verschiedene
Schwimmmuster, abhéngig von der Drehrichtung des Flagellenmotors.
Drehung entgegen dem Uhrzeigersinn (CCW) verursacht ein gleichma-
Riges Schwimmen, wihrend eine Drehung im Uhrzeigersinn (CW) eine
Taumelbewegung hervorruft. a) Wenn der Oberflichenrezeptor Lock-
stoff-Molekiile (graue Dreiecke) bindet, wird die Autophosphorylierung
der CheA-Kinase (mit A bezeichnet) gehemmt und CheY bleibt inaktiv
(unphosphoryliert), wihrend es durch das Cytoplasma diffundiert
(graue Kreise). Die Flagellen rotieren entgegen dem Uhrzeigersinn, es
bildet sich ein stabiles Flagellenbiindel und es resultiert eine gleichmi-
Rige Schwimmbewegung in Richtung der zunehmenden Konzentration
des Lockstoffs. b) Wenn die Oberflichenrezeptoren jedoch Repellens-
Molekiile binden (weife Dreiecke), wird CheA autophosphoryliert (A-P)
und phosphoryliert/aktiviert anschlieend CheY. Phosphoryliertes CheY
(CheY-P, weife Kreise) diffundiert zu den Flagellen und reagiert dort
mit den Motorproteinen. Dies verédndert die Drehrichtung der Flagel-
len, und die Drehung im Uhrzeigersinn erzeugt die Taumelbewegung
der Bakterien.
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auf und verursacht eine Taumelbewegung des Bakteriums.""!
Die Rotationsbewegung der Flagellen wird durch ein Zwei-
Komponenten-Signalsystem reguliert: den Komplex aus Re-
zeptor Che A und Kinase CheW und das CheY-Protein, das als
Reaktion auf einen Stimulusgradienten (Lockstoff/Repel-
lens) diffundiert. Cluster des Rezeptor-Che A-Kinase-CheW-
Komplexes sind bevorzugt in der Membran an den Polen der
Zelle lokalisiert,”” wo sie anziehende oder abstoBende Sub-
stanzen der Umgebung registrieren und daraufhin den
Phosphorylierungszustand des intrazelluliren CheY-Proteins
verdndern. Bei Bindung eines Repellens an die spezifischen
Rezeptoren der Zelloberfliche autophosphoryliert sich
CheA, worauthin CheY ebenfalls phosphoryliert/aktiviert
wird. Phosphoryliertes CheY (CheY-P) diffundiert zu den
Flagellen, wo es mit den Motorproteinen reagiert, die Rich-
tung der Flagellenrotation auf CW verédndert und damit eine
Taumelbewegung des Bakteriums verursacht (Abbildung 6).
Umgekehrt verhindert die Bindung eines Lockstoffs die Au-
tophosphorylierung von CheA und die Aktivierung von
CheY, und entsprechend schwimmt das Bakterium in Rich-
tung einer steigenden Konzentration des Lockstoffs. In
diesem Prozess wurden als Reaktionszeit der Flagellen — also
die Zeit, die fiir die Diffusion von CheY vom Rezeptor zum
Motor und die anschlieBende Bindung an das Motorprotein
erforderlich ist — experimentell 50-200 ms gemessen.’®*’)
Diese Werte liegen nahe bei der theoretisch geschétzten
charakteristischen Zeit fiir die zweidimensionale Diffusion
von 1~ LD, die fiir ein kleines Protein wie CheY im Cy-
toplasma bei 100 ms liegt (unter der Annahme, dass L =1 um
und dass der Diffusionskoeffizient von CheY D=1x
1077 em?s71021%0 jst). Die Geschwindigkeitskonstante fiir die
Assoziation des CheY-Motors liegt bei k=3x
10°m~ 1571 1941021 ypd die durchschnittliche Konzentration von
CheY in der Zelle bei etwa 3 pum,'®!, sodass die charakteris-
tische Reaktionszeit fiir die Assoziation des CheY-Motors
(tr~ Uk ccpey fiir eine Reaktion 2. Ordnung) ebenfalls in der
GroBenordnung von 100 ms liegt. Daraus errechnet sich eine
Damkohler-Zahl Da=1,/tz~1 fiir den Prozess. Entspre-
chend den Argumenten aus Abschnitt 2.1 ist die Signal-
transduktion bei bakterieller Chemotaxis also ein RD-Pro-
zess. Andere beteiligte Vorgidnge wie die einleitende Wech-
selwirkung zwischen Chemorezeptor und Ligand laufen ver-
mutlich im Vergleich zu dem eben beschriebenen Vorgang
schnell ab,”™® brauchen also in der obigen Analyse nicht be-
riicksichtigt zu werden. Das dynamische Verhalten von Mo-
lekiilen, die an der Chemotaxis beteiligt sind, wurde auch mit
einer diskreten, stochastischen Version des RD-Systems mit
dem Programm ,,Smoldyn* (fiir Smoluchowski-Dynamik)!"*!
simuliert; dieses Modell ergab eine Reaktionszeit der Fla-
gellen von 100-300 ms, die mit den experimentellen Daten
tiberein stimmt.

Ein weiterer Grund, der die ,,Wahl“ des RD-Mechanis-
mus zur Ubermittlung des chemotaktischen Signals rechtfer-
tigt, ist, dass so das durch das Cytoplasma diffundierende
CheY-Protein durch andere ,,Signale* wie das cytoplasmati-
sche CheZ-Protein modifiziert (dephosphoryliert) werden
kann. Solche Modifikationen ermoglichen die gegenseitige
Beeinflussung von Signalwegen und die Adaptation!'®1%! der
Zelle an externe Signale. Dies lédsst sich verdeutlichen, wenn

www.angewandte.de

© 2010 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

B. A. Grzybowski et al.

eine Zelle beginnt, ein Repellens zu registrieren, dessen
Konzentration sich um die Zelle herum allmé&hlich ausgleicht.
CheY wird bei Wahrnehmung des Gradienten phosphoryliert,
diffundiert zu den Flagellen und 16st das Taumeln der Zelle
anstelle des Vorwértsschwimmens aus. Nachdem die Kon-
zentration des Repellens sich allerdings ausgeglichen hat, ist
es fiir die Zelle wichtig, in gewissem Umfang die zufillige
Fortbewegung auf der Suche nach einem Lockstoff (und nach
»Futter®) fortzusetzen. Dies wird durch die Aktivitit von
CheZ sichergestellt, das Che Y-P schnell dephosphoryliert.!'"”
Dadurch kann die Zelle wieder schwimmen und die Region,
die mit Repellens gesittigt ist, verlassen. Wenn der CheY-
Transport aktiv wire (also iiber Cytoskelettfasern vermittelt
wie bei Eukaryoten), wire diese Art der Regulation un-
moglich (auBer, wenn die CheY-Ladung regelmifig vom
Transporter ,,abgeladen“ wiirde), und die Zelle konnte nur
eingeschrankt auf die regulatorischen Signale von CheZ
reagieren.

3.2. Das oszillierende Min-System der bakteriellen Zellteilung

Das nidchste herausragende Beispiel von RD in Proka-
ryoten ist die Zellteilung, wo ein fein austariertes Wechsel-
spiel zwischen Reaktion und Diffusion hilft, die Mitte der
Zelle als Stelle fiir die Teilung festzulegen. Vor der Teilung
nimmt zunichst die ZellgroBe zu, dann wird das Chromosom
dupliziert, und die beiden Kopien werden voneinander ge-
trennt (jede Bakterienzelle hat ein Chromosom, das vor der
Zellteilung verdoppelt wird). Der Teilungsprozess beginnt
mit der Bildung eines kontraktilen polymeren ,,Z-Rings* aus
dem Tubulinhomologen FtsZ unmittelbar unterhalb der Cy-
toplasmamembran.'® Die genaue Positionierung des Z-
Rings in der Zellmitte ist entscheidend fiir die gleichmaBige
Verteilung der Chromosomen auf die Tochterzellen. In Ex-
perimenten mit E.-coli-Wildtypzellen wurde die Teilungs-
ebene mit der bemerkenswert hohen Genauigkeit von (50 +
1.3)% der Zelllinge festgelegt.!'”! Zahlreiche Untersuchun-
gen''™] haben ergeben, dass diese Prizision durch einen
RD-Prozess erreicht wird, an dem die Proteine MinC, MinD
und MinE (siche Abbildung 7) beteiligt sind. Diese Min-
Proteine oszillieren zwischen den Zellpolen entlang der
Lingsachse der Zelle mit einer Periode von etwa 1-2 min.[''®!
Wenn das Min-System genetisch ausgeschaltet wird, werden
bei 40 % der Zellteilungen nucleoidfreie Minizellen gebildet,
die durch eine ungleiche Teilung kein Chromosom erhiel-
ten.l%

MinD ist eine ATPase, die in Gegenwart von ATP di-
merisiert (Abbildung 7a). Dadurch werden amphiphile He-
lices auf dem MinD-Protein exponiert, die mit ihren hydro-
phoben Bereichen an die Zellmembran binden."”) Wichtig
ist, dass sich die MinD-Dimere nur in einer Hélfte der Zelle
bilden. Als néchstes bindet MinE an membrangebundenes
MinD und induziert die Hydrolyse von ATP durch MinD.
Danach 16sen sich die beiden Proteine MinD :ADP und MinE
von der Membran. Das freigesetzte MinD:ADP diffundiert
dann zum anderen Zellpol, durchlduft einen ADP-ATP-
Austausch und eine Dimerisierung mit anschlieSender er-
neuter Anlagerung an der Membran der gegeniiberliegenden
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0 MinD:ATP 1 MinD:ATP-Dimer 0 MinD:ADP @ MinE ()Z-Ring
(2 MinD:ATP-Dimer-Aggregationsstelle mbakterielles Chromosom

Abbildung 7. Oszillationen des Min-Systems steuern die Bildung des
Z-Rings und die Zellteilung bei Bakterien. a) Anfinglich sind die Min-
Proteine gleichmiafig in der Zelle verteilt. b) Kleine stochastische Kon-
zentrationsschwankungen fiihren zu mehr MinD:ATP-Bindung und zu
einer Aggregation in einer bestimmten Region der Membran. c) Nach-
dem die Aggregationsstelle gebildet ist, induziert MinE die Hydrolyse
von MinD-gebundenem ATP zu ADP. Dadurch wird die Freisetzung
von MinD von der Membran ins Cytoplasma ausgelést. MinD:ADP
wird wieder zu MinD:ATP ,aufgeladen”, wihrend es durch das Cyto-
plasma diffundiert. Da die Originalstelle noch immer MinD:ATP ver-
braucht, ist die MinD:ATP-Konzentration an der am weitesten entfern-
ten Stelle (quasi ,diagonal“ zur Ursprungsstelle) am héchsten; dort
beginnt ein neues Aggregationsereignis. d) Das Aggregat wichst auto-
katalytisch an dieser neuen Aggregationsstelle. e) Das Springen der
Aggregationsstelle geht weiter, bis die Oszillation entlang der lingsten
Zellachse fixiert bleibt. f) In diesem stabilen Oszillationszyklus wech-
selt die Aggregationsstelle zwischen den Zellpolen hin und her. MinC
(nicht gezeigt) folgt der Bewegung von MinD und hemmt die Bildung
des Z-Rings, der die Ebene der Zellteilung festlegt. g) Weil die Konzen-
tration von MinC im zeitlichen Mittel in der Zellmitte am geringsten
ist, teilt sich die Zelle letztlich dort. Die in Wirklichkeit stibchenférmi-
ge Bakterienzelle ist oval gezeichnet, um die Illustration zu vereinfa-
chen.

Zellhilfte. Wahrend dieser Zeit folgt MinC nur der Bewe-
gung von MinD, ohne die Wechselwirkung zwischen MinD
und MinE zu beeinflussen. Die entscheidende Funktion von
MinC ist es, die Bildung des kontraktilen Z-Rings zu ver-
hindern."® Indem diese Z-Ring-Bildung an der Zellpolen
unterdriickt wird, dirigiert das Min-System die Teilungszone
genau in die Mitte der Zelle."*!1]

Wir wollen nun diese komplexe Sequenz verschiedener
Ereignisse in die Schliisselbestandteile des zugrundeliegen-
den RD-Prozesses auftrennen. Als erstes erkennen wir als
wichtigstes Phinomen, dass sich das MinD-Protein immer nur
auf einer Hilfte der Zellmembran verankert — wenn an-
schlieBend die ,,Halften“ zwischen den Zellpolen oszillieren,
wird die Position des Z-Rings zwangslédufig festgelegt. Die
Frage ist, wie aus der anfinglich gleichméBigen Verteilung
der MinD-Proteine innerhalb der Zelle die unsymmetrische,
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auf jeweils eine Zellhilfte beschrinkte Verteilung entsteht.
Dieser Symmetriebruch kann durch eine Kombination aus
autokatalytischer Reaktion und Diffusion erklart werden.
Speziell wenn freie MinD:ATP-Dimere an die Membran
binden, ist die Bindungsgeschwindigkeit an solchen Stellen
hoher, an denen die Konzentration des Produkts (also des
membrangebundenen MinD:ATP) ebenfalls hoch ist. In der
kinetischen Gleichung (6) fiir MinD:ATP an der Membran

aaLlA = [ky + ka(ca + cp)lec — kscac (6)
sind k, die Geschwindigkeitskonstanten, c, ist die Konzen-
tration des membrangebundenen MinD:ATP (autokataly-
tisch!), ¢z die des membrangebundenen MinD:MinE:ATP-
Komplexes (fiir den gilt dcg/0t = kscucp — kscp), cc ist die
Konzentration des freien MinD:ATP in der ganzen Zelle
(also nicht nur nahe der Membran), und c; ist die Konzen-
tration des freien MinE, das die Dissoziation des Komplexes
von der Membran induziert (daher das Minuszeichen vor dem
zweiten Term).

Natiirlich ist diese kinetische Gleichung an die Diffusion
von freiem Min (in ATP- und ADP-Form) gekoppelt. Die
RD-Gleichungen (7) und (8) beschreiben die Konzentrati-
onsverdnderungen von freiem Min.

dec

= DcViee + kyep — 0(r — R)[ky + ky(ca + cp)lec ™
dcp N 3
i DpVicp — kycp + 0(r — R)kscy (8)

Dabei ist ¢, die Konzentration von freiem MinD:ADP, D,
und D, sind die Diffusionskoeffizienten von freiem Min-
D:ATP und MinD:ADP, k, ist die Geschwindigkeitskon-
stante des Nucleotidaustauschs (wenn Mind:ADP in Min-
D:ATP umgewandelt wird), und ks ist die Geschwindig-
keitskonstante der Ablosung von MinD:ADP von der
Membran ins Cytoplasma. Die Delta-Funktion d(r—R) be-
schreibt die Stelle, an der die Reaktion an der Membran
stattfindet. (r ist die rdumliche Koordinate und R die spezi-
fische Position an der Membran.) Da die Gegend der Min-
D:ATP-Aggregation auch die Stelle des Verbrauchs von
MinE-Protein ist, ist die Konzentration von MinE dort nied-
rig. Entsprechend diffundiert verbleibendes freies MinE
entlang dem Konzentrationsgefille und 16st dabei weitere
MinD:ATP-Aggregate auf. Mit den RD-Gleichungen lédsst
sich dieser Prozess in Gleichung (9) quantifizieren. D ist
dabei der Diffusionskoeffizient des freien MinE-Proteins.

19
% = DyV?c; — 8(r — R)ksccp + O(r — R)kscy 9)

Wenn diese Gleichungen ausgehend von einer gleichma-
Bigen rdumlichen Verteilung (mit einem infinitesimal kleinen
Rauschen) aller beteiligten Molekiilarten numerisch geldst
werden (Details siehe Lit. [114]), lassen sich damit der Sym-
metriebruch und die nachfolgenden Min-Oszillationen re-
produzieren. Numerische Details wiirden den Rahmen dieses
Aufsatzes sprengen, doch die Abfolge der Ereignisse, die aus
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diesen Gleichungen folgt, ldsst sich qualitativ beschreiben
(sieche Abbildung 7): Zunichst wird jede kleine Stérung in der
Anfangskonzentration von MinD:ATP - in der Realitit
durch thermisches Rauschen, in der Computersimulation
eingefiihrt durch die Festlegung der Anfangsbedingungen —
durch den autokatalytischen Term in Gleichung (6) verstérkt.
Wenn sich die MinD:ATP-Aggregationsstellen bilden, be-
ginnt MinE sie aufzulosen und setzt dabei MinD:ADP ins
Cytoplasma frei. Bevor MinD wieder an die Membran binden
kann, muss die MinD:ADP-Form wieder zu MinD:ATP
»aufgeladen werden. Wihrend dieses Nucleotidaustauschs
diffundiert MinD:ADP durch das Cytoplasma und etabliert
einen Konzentrationsgradienten von MinD:ATP (niedrige
Konzentration nahe der Aggregationsstelle, hohe Konzen-
trationen am weitesten weg von dieser Stelle). Wenn ein
Uberschuss an MinE schlieBlich die urspriingliche Aggrega-
tionsstelle auflost, bildet sich die neue Stelle hochstwahr-
scheinlich in der entferntesten Region, ,,diagonal® iiber die
Zelle, wo sich das meiste neu ,,aufgeladene” MinD:ATP be-
findet (Abbildung 7c,d). Wenn sich dieser ,,Billard“-Prozess
vielfach wiederholt, ist die stabile Konfiguration dann er-
reicht, wenn die ,,entferntesten Stellen die Pole entlang der
langsten Zellachse sind. Die Aggregationsstellen oszillieren
dann zwischen die beiden Polen, sodass in der Mitte der Zelle
eine niedrige Nettokonzentration des MinD-Proteins (und
folglich des MinC-Proteins) vorliegt (Abbildung 7f). Da
MinC die Aggregation des Z-Rings verhindert, bildet sich
dieser entlang dem Aquator der Zelle. Wenn dies geschieht,
werden die duplizierten Chromosomen getrennt, und die
Zellmitte bleibt als nucleoidfreie Region zuriick. Auflerdem
werden Komponenten fiir die Bildung der Zellwand rekru-
tiert, die dem Z-Ring die Kontraktion und Konstriktion er-
moglichen, sodass letztlich die Zelle in zwei Nachkommen
geteilt wird, die jeweils ein vollstdndiges Chromosom ent-
hilt.") Fiir weitere Ausfithrungen iiber die Leistungsfihig-
keit des Modells verweisen wir auf Lit. [120].

3.3. Suche spezifischer Bindestellen auf der DNA durch Proteine

Das Aufsuchen spezifischer Stellen auf der DNA durch
Proteine ist die Basis vieler wichtiger zelluldrer Ereignis-
sel?12l und ist ein weiteres Beispiel fiir Reaktions-Diffusi-
ons-Systeme in prokaryotischen Zellen. Dieser Prozess wird
seit langem intensiv diskutiert,"?'%7%] yor allem, weil die
experimentell bestimmten Zeiten, die die Proteine benétigen,
um ihre spezifischen Bindestellen auf der DNA zu finden, um
ein bis zwei Groenordnungen kiirzer sind als die theoretisch
fir eine dreidimensionale Diffusion vorhergesagten
Zeiten.'”!] Diese Diskrepanz wurde zuerst 1970 beim bakte-
riellen Lacl-Repressor beobachtet, der seine Bindestelle im
lac-Operon etwa 100 mal schneller findet als bei 3D-Diffusion
zu erwarten wire.'”*'*] In diesem Abschnitt werden wir zwei
experimentell bestitigte Mechanismen diskutieren,'213
nach denen DNA-Bindestellen gefunden werden und die
durch die Kombination von Reaktion (d.h. Bindung an die
DNA) und Diffusion (manchmal modifiziert durch die
rdumlichen Fluktuationen der DNA) eine signifikante Re-
duktion der Lokalisationszeiten — im Vergleich zur zufélligen
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dreidimensionalen Diffusion!"?*!®! — durch eine effiziente
Verringerung der Dimensionalitdt des Suchprozesses errei-
chen.

3.3.1. Gleiten

Der erste Mechanismus, Gleiten genannt, beruht auf un-
spezifischen DNA-Bindestellen, die die Zielstelle flankie-
ren.'?! Da die spezifischen Bindestellen kurz sind (im Na-
nometerbereich) und auf langen DNA-Strecken (im Mikro-
meterbereich)*'? spirlich verteilt sind,"?'* wird ein zu-
fallig diffundierendes Protein viel wahrscheinlicher zuerst auf
eine nichtspezifische DNA-Region treffen. Weil die nicht-
spezifische Bindung jedoch schwach ist, kann das Protein
diffundieren oder entlang der DNA zur Zielstelle hin ,,glei-
ten“ (Abbildung 8a). Ausgehend von der Berechnung aus

a)

Abbildung 8. Die Reduktion der effektiven Dimensionalitit der Protein-
diffusion beschleunigt das Auffinden einer Zielsequenz auf der DNA
durch Proteine. Das Schema verdeutlicht drei Suchmechanismen:

a) Gleiten, b) Huipfen, c) Springen. Details siehe Abschnitt 3.3.

Abschnitt 2.2 liegt die Bindungszeit fiir eine zufillige 3D-
Diffusion zu einer Stelle von a=1nm GroBe bei 7, ~ (LY
3D;)(L/a); bei den typischen Parametern fiir die Diffusion in
prokaryotischen Zellen (Diffusionslange L =1 um, 3D-Dif-
fusionskoeffizient D;~1x 10" cm?s™") sind das ca. 33s. Im
Gegensatz dazu gilt fiir die ,gleitende* eindimensionale
Diffusion entlang der DNA 7, ~ L%3 D; mit einem typischen
experimentell bestimmten 1D-Diffusionskoeffizienten von
D;~1x107° cm?s~ ;¥ bjs zur Bindung dauert es dann nur
ca. 3.3 s. Nach dieser vorsichtigen Schitzung ist die 1D-Dif-
fusion um mindestens eine GroBenordnung schneller als die
3D-Diffusion (siche Halford et al.'?”! und Wang et al.!?¥ fiir
eine detailliertere Diskussion). Ein klassisches Beispiel fiir
ein Protein, das die DNA-Bindestelle iiber den Gleitmecha-
nismus aufsucht, ist der schon erwihnte LacI-Repressor.'*!
Dieses besondere Gleiten wurde sorgfiltig an einer Fusion
aus GFP-Protein und Lacl untersucht; dabei konnte man mit
TIRFM (Fluoreszenzmikroskopie mit interner Totalreflexi-
on) ein einzelnes fluoreszierendes Molekiil bei einer eindi-
mensionalen Brownschen Bewegung am DNA-Strang ent-
lang beobachten. 12132

3.3.2. Hiipfen und Springen

Die zweite Art der beschleunigten Zielfindung geschieht
durch ,Hiipfen/Springen“. In diesem Fall dissoziiert ein
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Protein gelegentlich von der DNA und bindet wieder an einer
Stelle ein Stiick entfernt von der urspriinglichen.'” Manch-
mal ist dieser neue Bindungsort nur wenige Basenpaare vom
Ausgangspunkt entfernt (,,Hiipfen*,1*!331 Abbildung 8b),
manchmal sind aber, bedingt durch die Faltung des DNA-
Strangs, auch Stellen, zwischen denen Hunderte von Basen-
paaren liegen, benachbart — in solchen Fillen gleitet das
Protein nicht die gesamte Entfernung, sondern es tiberbriickt
die Distanz mit einem ,,Sprung“/'®! (Abbildung 8c).*¥

Experimentell nachgewiesen wurde, dass Proteine auf der
Suche nach ihren DNA-Bindestellen typischerweise gleiten
und hiipfen/springen.['” %13 Diese Kombination #ndert die
Art der Bewegung von der reinen Brownschen Wanderung
zum Lévy-Flug, der in vielen biologischen Systemen als op-
timale Suchstrategie bekannt ist,"* I vor allem, wenn die zu
durchsuchende Doméne erheblich groBer ist als die Ziel-
struktur selbst. Mathematisch gesehen ist der Lévy-Flug
charakterisiert durch die algebraische Wahrscheinlichkeits-
verteilung P fiir einen Schritt der Lange / geméB P(/)=1". In
diesem Ausdruck ist 4 eine Konstante im Bereich von 1 <u <
3 —je groBer der Exponent, desto mehr verlauft der Flug in
kleineren Schritten und desto mehr #hnelt die Bewegung
einer Diffusion. Fiir u =3 reduziert sich der Lévy-Flug zu
einer zufélligen Brownschen Wanderung, fiir =1 wird der
Prozess durch lange Spriinge bestimmt. Nicht iiberraschend
war der zwingende Nachweis!'*"'*! dass die optimale Strate-
gie fiir die Zielsuche auf der DNA bei dem mittleren Wert u =
2 liegt, bei dem ldngere Spriinge dem Protein helfen, den
gesamten Raum abzusuchen, wihrend die lokalen Brown-
schen ,, Tdnzelschritte* genau zu einem nahegelegenen Ziel
filhren. Es wurde auch experimentell bestitigt, 2136142 dass
Gleiten und Hiipfen/Springen auch in vitro bei Ionenstérken,
die mit den In-vivo-Bedingungen vergleichbar sind, stattfin-
den. Gleiten ist der bevorzugte Mechanismus bei niedrigen
Salzkonzentrationen, wihrend Hiipfen/Springen bei hoheren
Konzentrationen vorherrscht. Eine mogliche Erkldrung ist,
dass die Salzionen die elektrostatische Anziehung zwischen
Protein und DNA abschwéchen und so die Ablosung des
Proteins erleichtern.”’*! Dies wiirde das Hiipfen/Springen
begiinstigen. Die Effizienz des Sprungmechanismus wurde
mit weiteren Experimenten gezeigt, in denen DNA-Strénge
mit optischen Pinzetten aus der natiirlichen Knduelkonfor-
mation in eine vollstidndig gestreckte Konfiguration gebracht
wurde."™ Die Geschwindigkeit der Zielfindung im Knzuel-
zustand (in dem Spriinge moglich sind) war doppelt so hoch
wie in der gestreckten Konformation (in der die Spriinge
verhindert werden).

4. RD bei Eukaryoten

Eine Reihe wihrend der Evolution nacheinander ablau-
fender Ereignisse bei urspriinglichen Bakterien!'**'*! fijhrte
zur Entstehung der Eukaryoten, was einen Meilenstein in der
Entwicklung des Lebens darstellte.'**! Eukaryotische Zellen
sind erheblich groBer als prokaryotische (typischerweise 10—
30 um statt ca. 1 um Durchmesser), und sie bestehen aus
einem intrazelluldren Cytomembran-Netzwerk (dazu geho-
ren das raue endoplasmatische Retikulum (ER), die damit
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zusammenhéngende Kernhiille, das glatte ER, die Golgi-
Felder, Endosomen und Lysosomen), dem Cytoskelett und
dem genetischen Material im Zellkern.['4%147]

Wie wir bereits in Abschnitt 2.3 begriindet haben, be-
giinstigt das groflere Volumen der Eukaryoten aktive Trans-
portmechanismen fiir groBe membrangebundene Vesikel,
Zellorganellen, mRNAs und Proteine entlang definierter
Cytoskelett-Trassen (vorwiegend Mikrotubuli, aber auch
Actinfilamente). In den meisten Zellen sind die Mikrotubuli
polarisiert: das Minus-Ende deutet zum Zellkern hin, das
Plus-Ende zur Zellperipherie. Der intrazellulire Transport
entlang den Mikrotubuli wird durch cytosolische Motorpro-
teine vermittelt — durch Kinesine zum Plus-Ende, durch Dy-
neine zum Minus-Ende. Diese Motorproteine sind an ihre
Ladungen (z.B. an Vesikel) und die Fiihrungsschienen
(Mikrotubuli) gebunden und nutzen ATP als Energiequelle.
Die Polarisierung der Mikrotubuli-Trassen ermoglicht einen
ortsgerichteten Transport und somit eine polarisierte Sekre-
tion, Aufrechterhaltung von apikal-basaler Polaritdt und das
Sortieren von Molekiilen zu den beiden unterschiedlichen
Enden von apikal-basal polarisierten Zellen.*"

Aktiver Transport ist effizient bei groBen Ladungen und
unverzichtbar fiir die Ablieferung dringend benétigter Mo-
lekiile. So betrigt die Diffusionskonstante fiir ein 100 nm
groBes Vesikel durch das Cytosol 0.3 um?s (bestimmt nach
der Einstein-Stokes-Beziehung, siche Abbildung 5), und das
Vesikel wiirde fiir die Strecke von der Zellmembran zum
Kern (etwa 5 um) tiber 80 Sekunden bendtigen. Der aktive
Transport entlang von Mikrotubuli dagegen lauft mit ca.
3ums !0 ab und die Transportzeit betrigt nur etwa
1.7 Sekunden. In einem anderen Fall ermoglicht der gezielte
Transport von mRNA zu bestimmten Zellkompartimenten
iiber Mikrotubuli™*! eine ortspezifische Proteinsynthese, die
besonders bei der Embryonalentwicklung von entscheidender
Bedeutung ist™**"*? (da Abweichungen zu ernsthaften Schi-
digungen fiithren kdnnen), aber auch bei den meisten anderen
Zelltypen gesichert sein muss.!'15%]

Auch wenn es viele weitere Beispiele gibt, bei denen ein
aktiver Transport schnell und effizient ist, kostet dieser viel
Energie (siche Abschnitt 2.3), und viele wichtige Prozesse bei
Eukaryoten héngen noch immer von der Diffusion im Zu-
sammenspiel mit biochemischen Reaktionen ab. Die ausge-
wihlten Beispiele sollen soweit wie moglich den in Ab-
schnitt 3 bei Prokaryoten besprochenen entsprechen. Wir
werden uns daher im Folgenden genauer mit RD-Prozessen
bei der Signaltransduktion, bei der Organisation des mitoti-
schen Spindelapparats und bei der Zellmotilitédt befassen.

4.1. Signaltransduktion bei eukaryotischen Zellen
4.1.1. Signalwege

Die Signaltransduktion bei eukaryotischen Zellen ist in
einzelnen Reaktionswegen angeordnet und reguliert und
koordiniert zellulire Antworten auf extrazellulire Reize.
Zentrales Element der Signalwege ist meistens ein Protein,
das in zwei Formen vorkommt; diese konnen durch zwei
Enzyme mit ,entgegengesetzer” Aktivitit ineinander iiber-
fithrt werden (Abbildung 10a), beispielsweise eine Protein-
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kinase, die andere Proteine phosphoryliert (unter Bildung
von Phosphoproteinen) und eine Proteinphosphatase, die die
entsprechende Dephosphorylierung vornimmt.[>?

Die Signaltransduktion beginnt an der Zellmembran mit
der Bindung eines Liganden an den zugehorigen Membran-
rezeptor. Dies aktiviert den Rezeptor, der dann die cyto-
plasmatischen Signalproteine aktiviert; diese ibermitteln das
Signal schlieBlich in den Zellkern, wo sie eine zelluldre Ant-
wort, z.B. eine Genexpression, auslosen.

Im Zusammenhang mit RD ist die entscheidende Beob-
achtung, dass Kinasen und Phosphatasen — also die Enzyme,
die die Signalproteine aktivieren und desaktivieren — in der
Zelle raumlich getrennt sind. Die Rezeptorkinasen sind fast
ausschlieBlich an der Zellmembran lokalisiert, wihrend die
Phosphatasen oft gleichmafBig im Cytoplasma verteilt sind.
Entsprechend werden die Phosphoproteine durch die Kina-
sen an der Zellmembran phosphoryliert und im Cytoplasma
dephosphoryliert. Betrachten wir zunéchst den Fall, dass
diese raumliche Trennung einen rdumlichen Gradienten eines
einzelnen Phosphoproteins erzeugt. Der Einfachheit halber
gehen wir von einem FlieBgleichgewicht aus,'*“"in dem die
Konzentration des Phosphoproteins, P, durch die RD-Glei-
chung der Form"®! 0= D V? P(x)—kp P(x) bestimmt wird. kp
ist die Geschwindigkeitskonstante der Dephosphorylierung
(meistens als Reaktion erster Ordnung gut angenahert!'®l),
und die Raumkoordinate ist auf x =0 fiir die Membran und
x=1 fiir die Oberfliche des Zellkerns normiert. Lost man
diese Gleichung fiir die Randbedingung, dass es keinen Fluss
an der Oberfliche des Zellkerns gibt, erhélt man ein Kon-
zentrationsprofil, das mit zunehmender Entfernung von der
Membran einen etwa exponentiellen Zerfall zeigt, P(x)
exp(—x/Ly,s), mit einer charakteristischen Zerfallslinge
Ly = /Dp/kp. Mit typischen Werten"”! von D,as1x
107 cm’s ™" und k,~1s"" betrigt die Distanz, iiber die die
Konzentration von P um etwa eine Gréenordnung abnimmt,
ungefdhr 7 um, was im Bereich des Radius einer typischen
eukaryotischen Zelle liegt. Eine wichtige Folge davon ist, dass
das Phosphoproteinsignal den Zellkern deutlich abge-
schwicht erreichen sollte,'®! was die Effizienz der Zellant-
wort auf das Signal reduziert oder eine solche Antwort in
groBeren Zellen sogar unterbindet (z. B. wire das Signal, das
den Kern in den ca. 1 mm groB3en Xenopus-Oocyten erreicht,
um einen Faktor von 107 abgeschwicht!).

Es gibt verschiedene RD-Strategien, mit denen die Zellen
eine solche Signalabschwichung iiberwinden. Eine Strategie
ist es, die Zellform zu verdndern. Anders als Prokaryoten, die
im Wesentlichen immer die gleiche Form einnehmen (z.B.
sphirisch bei Streptococcus oder stibchenformig bei E. coli),
konnen sich Eukaryotenzellen abflachen, ausbreiten oder bei
der Adhision auf Substrat und der Zellmigration diinne
Auslédufer bilden. In wandernden Zellen entsteht dadurch in
Bewegungsrichtung eine diinnere Vorderkante und eine di-
ckere Riickseite. Es verwundert nicht, dass die Signalweiter-
leitung auf Phosphorylierungsbasis hauptsidchlich am vorde-
ren Ende ablduft, wo die Laufstrecke fiir das Signal zum
Zellkern kiirzer ist als vom hinteren Ende her (Abbil-
dung 9).7¥

Eine andere Moglichkeit ist die Signalweiterleitung durch
»Kaskaden“, in denen mehrere Phosphoproteine in Einheiten
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Abbildung 9. Verinderungen der Zellform als Strategie, um die Effizi-
enz der phosphoproteinbasierten Signalgebung zu regulieren. Die Ab-
bildungen in a-d) skizzieren die Zellformen und die zugehérigen Phos-
phorylierungsprofile (d.h. die Konzentrationen des Phosphoproteins P)
entlang der gestrichelten Querschnitte. Die Profile wurden nach dem
im Text diskutierten Modell fiir ein einzelnes Phosphoprotein berech-
net. In allen Fillen wird das Zellvolumen konstant bei ca. 1000 um?
gehalten, und die Konzentration an der Zellmembran wird auf 1 um
festgesetzt. Der Vergleich zwischen sphirischen Zellen in a) und adhi-
renten Zellen in b) zeigt, dass das Abflachen der Zelle (wie beim An-
heften an eine feste Oberfliche) zu einem héheren Phosphorylierungs-
niveau fihrt. Die durchschnittliche Konzentration von P ist 0.39 uMm in
sphirischen und 0.55 um in abgeflachten Zellen. In c) und d) wird
eine nicht polarisierte mit einer polarisierten Zelle verglichen. In c) ist
das Phosphorylierungsprofil symmetrisch bezogen auf die Symmetrie-
achse der Zelle. d) Wenn die Zelle dagegen polarisiert ist, ist das vor-
dere Ende diinner und starker phosphoryliert als das hintere Ende.
Wiedergabe der Schemata neben den Zellen mit freundlicher Genehmi-
gung von Meyers et al.”

angeordnet sind, die das Signal dominoartig weiterleiten. So
wird in der Signalkaskade der mitogenaktivierten Proteinki-
nase (MAPK, Abbildung 10b) die MAPKKK (eine Kinase
der Kinase MAPKK) durch die stromaufwirts liegende Re-
zeptorkinase an der Zellmembran phosphoryliert. Diese
phosphorylierte MAPKKK (MAPKKK-P) phosphoryliert
dann MAPKK (eine Kinase der MAPK) im Cytoplasma. Auf
gleiche Weise aktiviert die phosphorylierte MAPKK
(MAPKK-P) die MAPK (MAP-Kinase), bevor MAPK-P die
stromabwirts liegenden Substrate aktiviert und damit eine
bestimmte biologische Antwort (d.h. die Expression spezifi-
scher Gene) auslost.”!

Um zu sehen, wie eine solche Kaskade die Signaltrans-
duktion erleichtert, betrachten wir erneut ein Modell im
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Abbildung 10. Signalwege in Eukaryoten. a) Ein Motiv, das sich regel-
mifig in Signalwegen findet: Das signalgebende Protein (Substrat)
wechselt zwischen zwei Formen — phosphoryliert (aktiv; rote Kreise be-
deuten Phosphatgruppen) und dephosphoryliert (inaktiv) — in einem
Prozess, der von zwei Enzymen mit ,entgegengesetzten Aktivititen
getrieben wird. b) Schema der mitogenaktivierten Protein-(MAP)-
Kinase-Kaskade. Die Rezeptorkinase wird durch Bindung eines extra-
zelluldren Liganden aktiviert. Die aktivierte Rezeptorkinase phosphory-
liert die MAPKKK und gibt damit das Aktivierungssignal weiter. Die
Phosphorylierung aktiviert die MAPKKK, die nun die Phosphorylierung
und Aktivierung des stromabwirts liegenden Substrats, der MAPKK,
katalysiert. Dieser Prozess l4uft weiter entlang der Kaskade, bis das
Signal den Zellkern erreicht, wo die zellulire Antwort ausgeldst wird.
Die aktiven Formen der MAP-Kinase-Enzyme (MAPKKK-P, MAPKK-P,
MAPK-P) werden durch homogen im Cytoplasma verteilte Phosphata-
sen dephosphoryliert. Durch die raumliche Trennung zwischen Rezep-
torkinase (an der Zellmembran) und Phosphatase (im Cytoplasma ver-
teilt) kommt es zur Bildung des Phosphoprotein-Gradienten, der von
der Zellmembran zum Zellkern gerichtet ist. c,d) Konzentrationsprofile
der phosphorylierten Kinasen im Flie3gleichgewicht. c) Konzentrations-
profile eines vereinfachten Modells (siehe Text): In der Nihe des Kerns
bei x=1 ist die Konzentration von MAPK-P etwa dreimal so hoch wie
die von MAPKKK-P. d) Eine ausgefeiltere theoretische Betrachtung
(siehe Lit. [164]) sagt eine etwa zwanzigfach héhere Konzentration von
MAPK-P an der Oberfliche des Zellkerns im Vergleich zu MAPKKK-P
voraus.

FlieBgleichgewicht, beriicksichtigen diesmal aber mehrere
phosphorylierte Kinasen, die alle einer Reaktions-Diffusions-
Gleichung der Form!"* 0=D WV’ P,(x) + Ry(x)—Rppo(%)
folgen. Dabei ist x wiederum eine normierte Raumkoordi-
nate, P(x) steht fiir die normierte Konzentration der phos-
phorylierten Kinase der i-ten Stufe entlang der Kaskade (d. h.
P, ist die Konzentration von MAPKKK-P, P, von MAPKK-P
und P; von MAPK-P), Ry, ist die Phosphorylierungsge-
schwindigkeit der jeweiligen unphosphorylierten Kinase und
R, ist die Dephosphorylierungsgeschwindigkeit aufgrund
der Reaktion mit Phosphatase. Entsprechend der Darstellung
in Abbildung 10b, und wenn man die Ausdriicke fiir die Re-
aktionsgeschwindigkeiten explizit ausschreibt, erhélt man als
System von FlieBgleichgewichts-RD-Gleichungen [GL. (10)].
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DV Py(x)—k, Py(x) =0
D V? Py(x) + k, Py (x)—ks3 P,(x)

=0 (10)
D V? Py(x) + ky Py(x)—ks P5(x) = 0

—~

Die Terme, die die Geschwindigkeitskonstanten &y, k; und ks
beinhalten, beschreiben die Dephosphorylierung der Ver-
bindungen P,, P, bzw. P; im Cytoplasma, wiahrend die Terme
mit den Konstanten k, und k, sich auf die Erzeugung von P,
und P; durch die jeweils vorgelagerten Kinasen P, und P,
beziehen. Die Verbindung P, wird an der Zellmembran ge-
bildet, und dieser Prozess wird durch die Randbedingung P;-
(x=0) = konstant beriicksichtigt; die andere Randbedingung
ist, dass kein Fluss irgendeiner Verbindung an der Oberfliche
des Zellkerns stattfindet, also OP(x)/0x | ,_; =0.

Lost man das Gleichungssystem numerisch, kann das Er-
gebnis des Kaskadenmodells als Funktion des normierten
Abstands dargestellt werden. MafBigeblich ist hier der Ver-
gleich zwischen der Konzentration von MAPK-P, das den
Zellkern bei x=1 erreicht, und die Konzentration von
MAPKKK-P (das in dem weiter oben beschriebenen Ein-
Protein-Modell das einzige vorhandene Phosphoprotein
wire) an der gleichen Stelle. Abbildung 10¢ zeigt, dass das
Verhiltnis dieser Konzentrationen nahe bei drei liegt, was
zeigt, dass die Kaskade das Signal, das den Kern erreicht,
effizient verstarkt. Der Verstarkungseffekt ist noch groBer, —
mit Konzentrationsverhéltnissen am Kern bei etwa 20 — wenn
im Modell die Kinetik der Phosphorylierung/Dephosphory-
lierung genauer berechnet wird (Abbildung 10d und
Lit. [164]). Doch auch mit diesen Verbesserungen sind die
RD-Kaskaden (oder auch Mechanismen mit aktivem Trans-
port iiber Mikrotubuli) nicht ausreichend, um die Signal-
iibertragung in sehr grofen Zellen wie den 1 mm grofien
Xenopus-Oocyten zu erkldren. In einigen RD-Modellen
wurde zwar versucht, dieses Problem zu 16sen, indem man
Riickkopplungen von den spéteren zu den fritheren Kinasen
einfiihrte,'® doch die Kontroverse ist bei weitem noch nicht
aufgelost, und das Thema bleibt Gegenstand intensiver For-
schung.

Ein anderes faszinierendes Beispiel, wie RD Signaliiber-
tragungen beschleunigt und verstdarkt — diesmal iiber die
zweidimensionale Mannigfaltigkeit einer Zellmembran — ist
die so genannte laterale Phosphorylierungsiibertragung (la-
teral phosphorylation propagation, LPP).l! In diesem Pro-
zess werden einige Rezeptoren des epidermalen Wachs-
tumsfaktors (epidermal growth factor receptor, EGFR) in der
Zellmembran lokal durch spezifische Rezeptoren aus der
Umgebung stimuliert. Nach Bindung der Liganden &ndert
sich die Konformation der EGFR, sodass sie nun ATP binden,
was die intrinsische Kinaseaktivitdt von EGFR verstirkt.
Dies ermdoglicht die Phosphorylierung anderer Rezepto-
ren.'¥”! Damit diese ,,laterale” Phosphorylierung stattfinden
kann, miissen noch nicht aktivierte EGFR zu dem aktivierten
EGFR-Zentrum hin diffundieren und mit diesem wechsel-
wirken (Abbildung 11, links). Da die aktivierten Zentren
jedoch diinn gesit sind, missten die inaktiven EGFRs relativ
weit diffundieren — durchschnittlich iiber L =20 um."* Bei
einem Diffusionskoeffizienten von EGFR innerhalb der
Membran von D~3x107°cm?s!I% lige die Aktivie-
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Abbildung 11. Laterale Ausbreitung der Phosphorylierung (LPP): Ver-
gleich zwischen zwei Modellen auf der Basis von Diffusion (ganz
links) und Reaktion-Diffusion (ganz rechts). Graue Kreise: inaktive Re-
zeptoren; weifle Kreise: durch einen extrazelluldren Liganden aktivierte
Rezeptoren; schwarze Kreise: durch aktive Rezeptoren aktivierte Re-
zeptoren. Die Ausgangssituation (Mitte) zeigt einen lokal aktivierten
Rezeptor. Nach dem rein diffusiven Mechanismus muss jeder inaktive
Rezeptor weit diffundieren — zuerst zum aktiven Zentrum, um aktiviert
zu werden, dann weg, um Platz fiir nachfolgende Rezeptoren zu schaf-
fen. Dies ist eine sehr ineffiziente und langsame Art der Rezeptorakti-
vierung, die liber mehrere Stunden dauern wiirde. Dagegen kénnen im
Reaktions-Diffusions-Szenario die aktivierten Rezeptoren ihren aktivier-
ten Status auf ihre Nachbarn iibertragen, die dadurch nur eine kurze
Strecke bis zur néchsten aktivierten Stelle diffundieren mussen. Mit
diesem RD-Prozess gelingt die Aktivierung vieler Rezeptoren innerhalb
von Sekunden.

rungszeit (also die Zeit, die zur Aktivierung aller Rezeptoren
auf der Zelloberfliche benotigt wird) bei 7~ L*/D ~200 min.
Tatsachlich erfolgte die Aktivierung in Versuchen mit MCF7-
Brustadenokarzinom-Zellen viel schneller, etwa binnen
1 min." Um diese Diskrepanz zu erkliren, wurde vorge-
schlagen,'®! dass die inaktiven EGFR nicht alle zu den Ak-
tivierungszentren diffundieren miissen. Stattdessen brauchten
sie nur zum néchsten phosphorylierten Rezeptor zu diffun-
dieren, um dort selbst phosphoryliert zu werden. Einmal
phosphoryliert, konne der frisch aktivierte Rezeptor diesen
Status dann an seine Nachbarn weitergeben und so die Kas-
kade fortsetzen (Abbildung 11, rechts). Um zu sehen, ob
dieses Szenario tatsichlich den Aktivierungsprozess iiber
eine Doméne der Gro3e L beschleunigt, wollen wir die ver-
trauten Skalenargumente betrachten. Sei 6L der durch-
schnittliche Abstand zwischen zwei Rezeptoren (nicht nur
zwischen aktivierten), und N=L/0L sei die Zahl der RD-
Aktivierungsereignisse, die ablaufen miissen, bevor alle Re-
zeptoren aktiviert sind. Die gesamte Aktivierungszeit ist dann
7~N(OL)YD = LSL/D.'* In humanen Fibroblasten ist die
Gesamtzahl der Rezeptoren auf der Zelloberfliche bei-
spielsweise 1z ~100000,'*1 der Radius der Zelle ist r
~10 um,"" und der Flichenbedarf pro Rezeptor ist ri/ng =
0.003 um?. Dieser Wert entspricht einem durchschnittlichen
Abstand zwischen den Rezeptoren von 6L ~ 60 nm und einer
Aktivierungszeit von nur ungefidhr 40s, was nahe bei den
experimentell beobachteten Werten liegt.

4.1.2. Calciumwellen

Intrazellulires freies Calcium (Ca?") ist ein zentraler se-
kundérer Botenstoff, der an der eukaryotischen Signaliiber-
tragung bei Befruchtung, Zellwachstum, Transformation,
Sekretion, Kontraktion glatter Muskeln, Reizaufnahme und
neuronaler Reizverarbeitung beteiligt ist."””'"'"! Das Calci-
umsignal manifestiert sich meist in Form von Ca**-Wellen, die

www.angewandte.de

© 2010 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

B. A. Grzybowski et al.

099 ) |

t=0h t=6h t=17h t=42h t=56h

Abbildung 12. a) Konfokale Aufnahmen einer Calciumwelle in Seestern-
embryos (im Zeitraffer). Die Embryos werden am linken Rand der Zelle
befruchtet (markiert durch weifle Dreiecke), und die Welle pflanzt sich
durch die Zelle nach rechts fort. Dafiir sind etwa 45 s nétig. Wiederga-
be mit freundlicher Genehmigung von Stricker et al.'”¥ b) Computersi-
mulation der Fortpflanzung einer Ca’"-Welle durch eine kreisférmige
Domine nach einem hypothetischen, reinen Diffusionsmechanismus.
Die Welle wird links ausgelést und pflanzt sich nach rechts fort. Im
Vergleich zu den experimentell erhaltenen Bildern in (a) ist die Front
viel diffuser, und die Fortpflanzung dauert erheblich linger — hier etwa
50 Stunden im Vergleich zu weniger als einer Minute in den Experi-
menten. Die Simulationen wurden bei konstanter Ca’"-Konzentration
an der Injektionsstelle, ohne Substanzfluss liber den Rest der Zelle als
Randbedingung und mit einer Diffusionskonstante D=6x10"% cm?s™"
fur Calcium berechnet.

sich iiber die Zellen ausbreiten (Abbildung 12a). In Eizellen
werden solche Wellen durch einen plotzlichen lokalen An-
stieg der cytosolischen Ca**-Konzentration bei der Befruch-
tung ausgelost, und ihre Ausbreitung iiber die Zelle markiert
den Beginn der Embryonalentwicklung.™!" Ca?*-Wellen
sehen zwar dhnlich aus wie einfache Diffusionsfronten, doch
weder die Ausbreitungsgeschwindigkeit noch die Schérfe der
Front sind charakteristisch fiir eine reine Diffusion. Bei Ex-
perimenten in Xenopus-Eiern wurde die Durchschnittsge-
schwindigkeit der Calciumwelle auf ca. 10 ums™ geschiitzt,
und in etwa einer Minute ist eine 1 mm groBe Zelle mit Ca*"
gefiillt.!'”™! Abweichend davon sagen Computersimulationen
einer einfachen Diffusion in die gleiche Doméne (mit einem
Diffusionskoeffizienten D ~6x 10 cm?s™!, der typisch ist
fiir Ca®* in Zellen!"”) eine ,,Fiillzeit“ von ca. 50 Stunden
vorher (Abbildung 12b). AuBerdem kann Diffusion alleine
die komplexeren Arten der Ca?'-Ausbreitung, die in man-
chen Fillen beobachtet wurden, nicht erklidren (z.B. Kreis-
oder Spiralmuster,'”'”" die den klassischen Belousov-Zha-
botinski-Wellen"”! ihneln; Abbildung 13 f).

Um den Mechanismus der Wellenausbreitung zu erkléren,
halten wir zunichst fest, dass die Konzentration von Ca** im
Cytosol normalerweise niedrig gehalten wird (ca. 20-
100 nm"”), indem es an cytoplasmatische Ca>*-bindende
Proteine gebunden wird, um die cytotoxischen Effekte zu
vermeiden.'””! GroBere Mengen an Calcium werden intra-
zelluldr im endoplasmatischen oder sarkoplasmatischen Re-
ticulum (ER/SR) gespeichert; die Speicher sind iiber Ca?"
Kanéle und Pumpen mit dem Cytosol ,,verbunden* (Abbil-
dung 13a). Wenn Calcium aus einer externen Quelle in die
Zelle ,injiziert* wird, lduft bei den ER/SR-Kanilen ein
Prozess an, der als calciuminduzierte Calciumfreisetzung
(CICR) bekannt ist. Dabei setzt jedes ER/SR den eigenen
Ca’"-Vorrat frei, wenn es externem Ca®" ausgesetzt wird; dies
wiederum beecinflusst die benachbarten ER/SRs, sodass sich
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Abbildung 13. Calciumoszillationen und -wellen. a) Fragment des endo-
plasmatischen Reticulums, das Ca®" speichern und freisetzen kann.
Die Freisetzung (beschrieben durch J.) verlduft tiber Calciumkanile.
Der Riicktransport ins ER/SR wird durch Calciumpumpen bewerkstel-
ligt (Joump)- b) Qualitative Abhingigkeit der Fliisse J, und J,,m, von der
cytosolischen Calciumkonzentration c. c,d) Berechnete Calciumkonzen-
trationen ¢ (schwarze Kurven) und die Zahl n offener Kanile (gepunk-
tete Kurven), aufgetragen als Funktion der Zeit ¢ fiir zwei Fille: c) Die
Kanile reagieren auf Anderungen von ¢ sofort (d.h. 7, ist klein, hier
0.01 s), und d) die Kanile reagieren mit zeitlicher Verzégerung (d.h. 7,
ist groR, hier 2 s). Im ersten Fall erreicht das System ein FlieRgleichge-
wicht; im zweiten Fall schwingt die Calciumkonzentration um das
Gleichgewichtsniveau. ¢ ist in pm aufgetragen, n als Bruchteil der Ge-
samtzahl der Kanile. Die waagrechte Linie in (d) entspricht der Gleich-
gewichtskonzentration in (c). e) Kreis- und f) Spiralwellen, die in Xen-
opus-Eizellen nach Ca**-Injektion beobachtet wurden.””! Wiedergabe
von (e) und (f) mit freundlicher Genehmigung von Lechleiter und
Clapham.l'”!

die Ca’*-Wellen letztlich schnell ausbreiten. Schliisselele-
mente der CICR sind 1) die autokatalytische Freisetzung von
Ca®" aus den Reticula und 2) die nichtlineare Kopplung zwi-
schen der lokalen Calciumkonzentration und der Aktivitét
der Calciumkanile und -pumpen. Diese Elemente lassen sich
mit den RD-Gleichungen (11) und (12) beschreiben.['*181]

dc

i DV?c +Jy(c,n) — Jpump (€) (11)
a’é(f) = (n. —n(c))/1, (12)

Dabei ist ¢ die Calciumkonzentration an einem gegebenen
Ort zu einer bestimmten Zeit, J, ist die Geschwindigkeit, mit
der Ca** aus dem ER/SR freigesetzt wird, und J,,p, ist die
Geschwindigkeit, mit der cytoplasmatisches Ca®" ins ER/SR
zuriickgepumpt wird. n ist der Anteil der offenen Ca®'-

Angew. Chem. 2010, 122, 4264—4294

© 2010 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

Angewandte

Kanile, n_, ist der Wert fiir #» im Fliegleichgewicht, und z,, ist
ein Parameter, der die Geschwindigkeit der Reaktion des
Kanals auf die Konzentrationsdnderung beschreibt: Wenn 7,
klein ist, ist On/Ot grof3 und die Reaktion erfolgt schnell; wenn
7, groB ist, ist On/O¢ klein und die Antwort ist langsam.

Es sind mehrere funktionale Formen der Fliisse J denk-
bar, doch Experimentel'®!*3 und Modelle™*** deuten
darauf hin, dass die wichtigste Eigenschaft die glockenfor-
mige Kurve fiir die Freisetzungsgeschwindigkeit J,.; in Ab-
héngigkeit von der lokalen Calciumkonzentration ist (Ab-
bildung 13b). Im Bereich niedriger Konzentrationen nehmen
die Zahl der offenen Kanile n und der Ca**-Ausstrom auto-
katalytisch mit steigendem ¢ zu. Wenn c¢ allerdings weiter
ansteigt, schlieBen sich die Kanile, und der Ca**-Ausstrom
nimmt ab, um die Toxizitit von Calcium zu vermeiden.'”!
Mathematisch lassen sich diese Effekte durch die Kopplung
zwischen den Gleichungen (11) und (12) ausdriicken. Das
bedeutet, dass ¢ von n abhéngig ist [durch J,(c,n) in Gl. (11)]
und # von ¢ [durch n(c) in Gl. (12)]. Gleichzeitig ist der Fluss
von Calcium, das ins ER/SR zuriickgepumpt wird, J;m,,, nur
von ¢ abhingig; man nimmt an, dass der Fluss monoton in
einer sigmoiden Kurve ansteigt (Abbildung 13 b)),

Die Bildung einer Calciumwelle kann qualitativ so be-
schrieben werden: Wenn eine Zelle mit externem Ca’" sti-
muliert wird (oder mit einem Hormon oder Neurotransmitter
als Agonist, der an der Bildung von Inosit-1,4,5-triphosphat
InsP; beteiligt ist, das beim Offnen der Calciumkanile
hilft')), wird Ca** autokatalytisch aus den ER/SR-Speichern
in der Néahe der Stimulationsstelle freigesetzt. Wenn immer
mehr Ca*" ausgeschiittet wird, beginnen sich die Kanile zu
schlieBen, wihrend Ca®" gleichzeitig kontinuierlich ins ER/
SR zuriickgepumpt wird. Bei einer bestimmten kritischen
Calciumkonzentration halten sich die Freisetzungsgeschwin-
digkeit (/) und der Riickfluss ins ER/SR (/) die Waage,
und es wird ein FlieBgleichgewicht erreicht. Dieses halt eine
relativ hohe Calciumkonzentration im Vergleich zur nicht-
stimulierten Zelle aufrecht. Da die zusétzliche Calciummenge
im Cytoplasma auch diffundieren kann, kann es die Freiset-
zung von Calcium aus benachbarten ER/SR-Regionen an-
stoBen, wo sich der Einstrom-/Ausstromprozess wiederholt.
Dieser ,,Dominoeffekt* setzt sich in Form einer Calcium-
welle, die iiber die ganze Zelle wandert, fort und ldsst sie
schlieBlich ,,aktiviert“ mit hohem Calciumspiegel zuriick."”!
Dieser Zustand kann mehr als zehn Minuten anhalten, doch
in der folgenden Erholungsphase bricht er zusammen, wenn
Ca’" durch die Kanile in der Zellmembran aus der Zelle
gepumpt wird."”?

Die erste Calciumwelle, die iiber die Zelle lduft, ist fiir
viele biologische Funktionen wichtig. Nach der Befruchtung
schreibt man ihr zum Beispiel wichtige Signale fiir die nor-
male Embryonalentwicklung zu.'"’¥ In glatten Muskelzellen
sorgen Ca**-Wellen fiir Entspannung oder Kontraktion der
Zellen." Besonders, wenn kleine, lokalisierte Calciumpulse
in der Ndhe der Plasmamembran einer Muskelzelle ausgelost
werden, entspannt sich die Zelle. Wenn der externe Reiz al-
lerdings stark genug ist, um die autokatalytische Freisetzung
von Ca** aus dem ER/SR einzuleiten, sodass die Ca’>*-Welle
sich liber die ganze Zelle ausbreitet, kontrahiert die Mus-
kelzelle. In einem anderen Fall regulieren Calciumwellen die
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Chloridsekretion von exokrinen Pankreaszellen ins Diinn-
darmlumen, wo die Cl -reiche Pankreasfliissigkeit die Salz-
siaure aus dem Magen neutralisiert.® Als Reaktion auf die
externe Stimulation steigt die Calciumkonzentration am lu-
minalen Pol der Zelle selektiv an. Dies 6ffnet eine Gruppe
von Membrankanilen, durch die Cl -Ionen aus der Zelle
sezerniert werden. Wenn sich die Calciumwelle, die am lu-
minalen Pol ihren Ausgang nahm, iiber die Zelle bis zur
basolateralen Seite fortgepflanzt hat, 6ffnet sich dort eine
andere Gruppe von Kanélen, die Cl*-Ionen in die Zelle auf-
nehmen, was wichtig fiir die Aufrechterhaltung der gerichte-
ten Chloridsekretion ist."s

Die Calcium-RD kann sich auch nach der Passage der
ersten Welle noch auswirken. In Experimenten!'””! erwiesen
sich manche Regionen der Zelle als natiirlich erregbar; nach
dem Abebben der ersten Welle konnen sie weiterhin zwi-
schen hohen und niedrigen Calciumkonzentrationen oszil-
lieren. Wihrend die biologischen Ursachen, aus denen
manche Regionen Oszillationen aufrechterhalten und andere
nicht, noch diskutiert werden,!'® Iisst sich der Mechanismus
der Oszillationen selbst mit den bekannten RD-Gleichungen
(11) und (12) erklédren (wobei fiir ortsfeste Oszillationen der
Diffusionsterm vernachléssigt wird). Der entscheidende Pa-
rameter ist die Kanalreaktionszeit 7,,.

Wenn 7, klein ist, reagieren die Kanile fast augenblicklich
auf Anderungen der Ca**-Konzentration (durch Offnen oder
SchlieBen). Die Dynamik des Systems wird durch das Ver-
héltnis der J,.- und J,,,-Fliisse bestimmt und fiihrt, wie wir
schon gesehen haben, zu einem Flief3gleichgewicht, in dem es
keine weiteren Steigerungen oder Absenkungen der Ca*'-
Spiegel gibt (Abbildung 13¢). Dieses Verhalten dndert sich
jedoch drastisch, wenn 7, grof} ist. Dann reagieren die Kanéile
mit einer deutlichen Zeitverzogerung auf die Konzentrati-
onsdnderungen. Zunéchst wird bei noch niedrigem Calcium-
spiegel durch den ,autokatalytischen“ CICR-Mechanismus
mehr Ca’" aus dem ER/SR freigesetzt. Nach Erreichen einer
ausreichend hohen Ca’-Konzentration beginnt der ,,Aus-
fluss““-Kanal sich zu schlie3en, doch der Vorgang ist langsam
und kann nicht verhindern, dass die cytosolische Calcium-
konzentration Werte bis 1.8 um erreicht, also signifikant
mehr, als im FlieBgleichgewicht mit einer sofortigen Reaktion
des Kanals zu erwarten wire. Erst, wenn das Cytosol mit
zusitzlichem Calcium tiberflutet wird, werden die ,, Ausfluss“-
Kanile schlieflich geschlossen, und die Zelle verlédsst den
unnatiirlichen Zustand hoher Calciumkonzentration, indem
Ca®" zuriick ins ER/SR gepumpt wird. Wihrend dessen be-
ginnen die ,,Ausfluss“-Kanile sich wieder zu 6ffnen, aller-
dings langsam und mit einer Zeitverzogerung. Dadurch wird
die Ca’-Konzentration im ER/SR unnatiirlich hoch, wih-
rend sie im Cytosol sehr tief sinkt (bis auf ca. 0.04 um). Wenn
sich die Kanile endlich wieder 6ffnen, beginnt der schnelle
Fluss ins Cytosol und der Ausstrom-Einstrom-Zyklus wie-
derholt sich. Insgesamt ermoglichen die Verzégerungen der
Kanalreaktionen dem System, mit den Calciumkonzentra-
tionen um ein ,,gewiinschtes“ Gleichgewicht zu pendeln, ohne
dieses zu erreichen (Abbildung 13d).

Oszillationen der Calciumkonzentration sind wichtig zur
Regulation der Signale im Zellkern, also zur Regulation der
Genexpression durch Transkriptionsfaktoren (TF).['87.1881
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Anders als bei konstant niedrigen Ca”'-Konzentrationen
konnen Oszillationen periodisch den Schwellenwert tiber-
schreiten, der fiir die TF-Aktivierung erforderlich ist, und so
die Effizienz der Signalgebung steigern.'” AuBerdem kann
die Frequenz der Ca®*'-Oszillationen die Genexpression
kontrollieren."™ Untersuchungen der Genexpression in T-
Lymphocyten, die durch drei Transkriptionsfaktoren ausge-
16st wird, ergaben, 1% dass seltene Ca>*-Oszillationen nur
einen dieser Faktoren aktivieren, wihrend hochfrequente
Ostzillationen alle drei Faktoren rekrutieren und so eine fre-
quenzspezifische Expression proinflammatorischer Cytokin-
gene verursachen. Auf der Grundlage von In-vitro-Versuchen
vermutet man, dass die CaM-Kinase II (Ca**/Calmodulin-
abhingige Kinase II) eine zentrale Rolle bei der Ubersetzung
der Oszillationsfrequenzen in unterschiedliche Grade der
Kinaseaktivitit spielt.'”” Wenn lokale Oszillationen auch
noch mit Diffusion gekoppelt sind, konnen sie ER/SR-Spei-
cher in der Nihe beeinflussen und mehrfache Ca®"-Wellen
auslosen, die sich als Muster oder Spiralen!'’"!”"! (Abbil-
dung 13e,f) iiber die Zelle ausbreiten. Obwohl die Rolle
dieser komplexen raumzeitlichen Strukturen noch nicht ver-
standen ist, vermutet man, dass Informationen, die in ihrer
Amplitude, Frequenz und Ausbreitungsart verschlisselt sind,
die intrazellulire Signalgebung beeinflussen.['”!"7!

Fir weitere Beispiele zur RD-basierten Signalgebung
verweisen wir auf Lit. [165,191] und auBerdem auf
Lit. [192,193] fiir eine Diskussion calciumverwandter
NAD(P)H-Wellen. Wir wenden uns jetzt RD-Prozessen zu,
an denen groBlere Cytoskelettstrukturen beteiligt sind. In
Abschnitt 3.2 wurde ein komplizierter Mechanismus geschil-
dert, bei dem Konzentrationsoszillationen der Min-Proteine
die Zellteilung bei Prokaryoten vermitteln. Im néchsten
Abschnitt werden wir sehen, wie Eukaryoten das gleiche Ziel
mit einem ganz anderen Mechanismus erreichen,™ indem
sie RD mit den Mikrotubuli genannten Cytoskelettfasern
koppeln.

4.2. Die Selbstorganisation der Mitosespindel, getrieben durch
von den Chromosomen erzeugte Ran-GTP-abhdngige
Gradienten

Mikrotubuli (MTs) sind hohle Rohren aus 13 Protofila-
menten, die ihrerseits aus a- und B-Tubulin-Heterodimeren
bestehen. In eukaryotischen Interphase-Zellen (die sich nicht
teilen) sind MTs oft als radiales Feld, das von den Centro-
somen etwa im Zentrum der Zelle ausgeht, organisiert. MT-
Minusenden sind blockiert und am Centrosom verankert,
wihrend die Plusenden zufillig zwischen Wachstums- und
Abbauphasen wechseln und so das Cytoplasma abtasten. Zur
Vorbereitung der Zellteilung verdoppeln sich die im Cyto-
plasma liegenden Centrosomen und bilden den Ursprung fiir
zwei radiale MT-Felder, die kiirzer und dynamischer sind als
die MTs wihrend der Interphase. Sobald die Kernmembran
sich auflost, erhalten die MT-Plusenden dieser beiden Felder
Zugang zu den Chromosomen. Innerhalb von Minuten
ordnen sich die Mikrotubuli und die zugehorigen Proteine
(darunter die Motorproteine) zur bipolaren mitotischen
Spindel an, einer Struktur, die die duplizierten Chromosomen

Angew. Chem. 2010, 122, 4264 — 4294


http://www.angewandte.de

Reaktions-Diffusions-Systeme

mit tiberraschender Prazision auf die beiden Tochterzellen
verteilt. Wenn sich die Spindel ausbildet, wachsen die MT-
Plusenden auf die Chromosomen zu, und wenn sie dort von
den Kinetochoren (Proteinkomplexe in der Mitte eines jeden
Chromosoms) eingefangen werden, binden sie stabil und er-
zeugen Krifte, die die Chromosomen eines jeden Paars zu
den gegeniiberliegenden Zellpolen ziehen.!'”

Wihrend die Suche und Anheftung der MT an die
Chromosomen urspriinglich als Prozess des zufilligen ,,Su-
chens und Bindens“ aufgefasst wurden,'™ wurde in einer
spateren Computeranalyse nachgewiesen, dass dies viel zu
ineffizient wire, um in kurzer Zeit (etwa 30 min) die Ver-
bindung von MT mit allen Kinetochoren (46 Paare in
menschlichen Zellen) herzustellen, was fiir den Abschluss der
Mitose erforderlich ist. Stattdessen konnte ein auf die Chro-
mosomen gerichtetes Suchen und Binden die experimentell
beobachtete MT-Einfanggeschwindigkeit erkliaren.’”” Au-
Berdem deuten Experimente mit acentrosomalen eukaryoti-
schen Zellsystemen (z.B. viele Oocyten, hohere Pflanzen-
zellen und auch Tierzellen mit zerstérten Centrosomen), bei
denen sich die Kernspindel ohne Centrosomen selbst orga-
nisiert, darauf hin, dass von den Chromosomen ein Signal
ausgeht, das die Organisation der Spindel leitet**2"! _ dieses
Signal und gleichzeitig die entscheidende (und konservierte)
Komponente fiir die Spindelorganisation ist Ran, eine kleine
GTPase aus der Ras-Uberfamilie.”™ Von Bedeutung fiir
unsere Betrachtung ist, dass durch RD eine Reihe von Ran-
GTP-abhingigen Gradienten um die mitotischen Chromo-
somen erzeugt wird und dass diese Gradienten die Organi-
sation der Kernspindel orchestrieren, indem sie Positions-
markierungen fiir die MT-Keimbildung, die Stabilisierung der
centrosomalen MT und eventuell fiir das asymmetrische oder
gerichtete Wachstum der MT auf die Chromosomen hin lie-
fern,[162:203.204]

Die komplexe Sequenz von Ereignissen, die zur Bildung
dieser Gradienten fiihrt, ldsst sich wie folgt beschreiben
(Abbildung 14a): In der Ndhe der Chromosomen ist die
Konzentration von Ran-GTP hoch, im Cytoplasma die Kon-
zentration von Ran-GDP. Dieser Unterschied entsteht durch
die rdumliche Trennung der Proteine, die die beiden Ran-
Formen ineinander umwandeln. Der Ran-Guanin-Aus-
tauschfaktor (guanine exchange factor, GEF), der aus-
schlielich bei den mitotischen Chromosomen lokalisiert ist,
wandelt Ran-GDP in Ran-GTP um. Wenn andererseits Ran-
GTP von den Chromosomen wegdiffundiert, wird es zu Ran-
GDP hydrolysiert und zwar entweder direkt durch das cyto-
plasmatische Ran-GTPase-Aktivierungsprotein RanGAP
oder durch Wechselwirkung mit dem Ran-Bindeprotein
RanBP1. Resultat ist ein steiler Gradient von freiem Ran-
GTP um die Chromosomen. Nicht hydrolysiertes Ran-GTP
kann an Proteine der Importin-pB-Familie binden und sehr
stabile Ran-GTP-Importin-f-Komplexe bilden. Diese Kom-
plexbildung verhindert die Ran-GTP-Hydrolyse,”™ sodass
der Ran-GTP-Importin-p-Komplex weit von den Chromo-
somen wegdiffundieren kann, bevor er von der cytoplasma-
tischen RanGAP wieder zu Ran-GDP umgewandelt wird.
Insgesamt reicht der Gradient von Ran-GTP-Importin-f§
weiter in die Zelle hinein als der steile Gradient von un-
komplexiertem Ran-GTP.**!
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Abbildung 14. Gradient der Ran-GTP-Importin-B-Komplexe und die Bil-
dung der Kernspindel. a) Schema einer entstehenden Kernspindel. MTs
(griin, lange Tubuli), die an den Centrosomen an beiden Polen einer
sich teilenden Zelle entspringen, wachsen asymmetrisch auf die Chro-
mosomen (blau) im Zentrum der Zelle zu. AufRerdem entspringen
auch MTs an den Chromosomen (griin, kurze Tubuli); diese werden
ebenfalls in die vollstindige bipolare Spindel eingebaut. Ran-GTP, das
an den Chromosomen gebildet wird, diffundiert durch das Cytplasma
und bildet verschiedene Proteinkomplexe (siehe Text fiir nihere Erl4u-
terungen der verschiedenen Wechselwirkungen). Durch die Komplexie-
rung mit cytoplasmatischem Importin-f} entsteht ein steiler Ran-GTP-
Gradient und ein weiter reichender Gradient von Ran-GTP-Importin-f3
(orange Wolke). b) Die Gradienten als Funktion des Abstands von den
Chromosomen (x=0). Die Gradienten stellen raumliche Markierungen
fiir die Keimbildung von Mikrotubuli an den Chromosomen und fiir
das asymmetrische centrosomale MT-Wachstum dar. Der Ran-GTP-
Importin-B-Gradient hat verschiedene kurz- und weitreichende Effekte
durch die Freisetzung von zwei Arten NLS-enthaltender Proteine, mit
denen Importin-f beladen ist: Freisetzung der ersten dieser Frachten
(Cn) erméglicht die Keimbildung von MT nahe den Chromosomen;
Freisetzung der zweiten Fracht (Cs) stabilisiert das MT-Wachstum in
groRerer Entfernung und richtet so das MT-Wachstum auf die Chro-
mosomen aus.

Die entscheidenden Eigenschaften der Gradientenbil-
dung und -ausbreitung sind in einem einfachen und lehrrei-
chen RD-Modell abbildbar [Gl. (13) und (14); zusitzliche
Details enthilt Lit. [203])].

JRan

T = Dersza” - Rhl - RCUmP (13)
OR
Batnﬁ = DrangV>Ranf — Riy + Reomp a4

Dabei steht Ran fiir die Konzentration von Ran-GTP, Ranf3
fir den Ran-GTP-Importin-B-Komplex im Cytoplasma; R,

www.angewandte.de

Chemie

4281


http://www.angewandte.de

Aufsitze

4282

ist die Geschwindigkeit der Ran-GTP-Hydrolyse oder des
Abbaus nach anderen Mechanismen, R, ist die Geschwin-
digkeit des Ran-GTP-Importin-p-Verbrauchs in andere
Komplexe und anschlieBende Hydrolyse und Ry, ist die
Geschwindigkeit der Komplexierung von Ran-GTP mit Im-
portin- (Abbildung 14a). Die wichtigste Eigenschaft des
Modells ist die Tatsache, dass R, > R, gilt. Ohne Komple-
xierung wird Ran-GTP durch den R;,;-Term schnell erschopft
und der Gradient wird steil und reicht nicht weit. Allerdings
wandelt Ry, Ran-GTP in einen stabileren Komplex um, der
weiter diffundiert, bevor er durch die langsame R,,-Reaktion
abgebaut wird. Wenn dieses einfache Modell mit realistischen
physikalischen Parametern berechnet wird, sagt es die
Reichweite des Gradienten relativ genau voraus (im Ver-
gleich zu den experimentell mit Extrakten mitotischer
Froscheier™! oder intakten mitotischen Zellen ermittelten
Werten!20%-207),

Die Bildung des weitreichenden Ran-GTP-Importin-f3-
Gradienten ist entscheidend fiir die Organisation der Kern-
spindel, denn zum einen bindet Importin-f an verschiedene
NLS-haltige Proteine (NLS = Kernlokalisierungssignal), die
die MT-Dynamik und Polymerisation regulieren,”*?'" und
zum anderen werden diese Regulatoren freigesetzt, wenn
Importin-f Ran-GTP komplexiert.”*?'! Zwei verschiedene
Arten von MT-Regulatoren — Keimbildner und Stabilisatoren
— werden an verschiedenen Stellen freigesetzt und ermogli-
chen so die kurz- und weitreichenden Effekte des Chromatins
auf die MT-Dynamik. Die Freisetzung von MT-Keimbildnern
erfordert hohe Konzentrationen an Ran-GTP-Importin-f3,
sodass die Keimbildung neuer MTs in der Nihe der Chro-
mosomen geschieht. Andererseits kann die Freisetzung von
MT-Stabilisatoren bei niedrigeren Ran-GTP-Importin-f3-
Konzentrationen ablaufen und daher auch néher an den
Centrosomen stattfinden (Abbildung 14 b).?%!

Keimbildung und Stabilisierung sind wichtig fiir die Or-
ganisation der Kernspindel. Die Plusenden von MT, die nahe
den Chromosomen initiiert wurden, sind auf den Kineto-
choren lokalisiert. Da diese Plusenden immer weiter poly-
merisieren, werden die Minusenden riickwérts ins Cytoplas-
ma geschoben. Diese MTs biindeln sich und wachsen weiter,
bis ihre Minusenden eingefangen und durch einen motor-
proteinabhéngigen Mechanismus entlang centrosomaler MTs
zum Spindelpol transportiert werden.”'??l Gleichzeitig
suchen die MTs, die von den beiden Centrosomen ausgehen,
das Cytoplasma nach den Kinetochoren der Chromosomen
ab.”"®l Dabei werden sie von den durch RD erzeugten Gra-
dienten? von Signalmolekiilen (wie dem hier beschriebenen
Ran-GTP, siche aber auch Lit. [206] und [162]) geleitet. Diese
Gradienten richten das Wachstum der centrosomalen MTs
effizient auf die Chromosomen aus, um sicherzustellen, dass
alle Chromosomen iiber mehrere (ca. 15-30) Mikrotubuli an
die Spindelpole angeheftet sind. Anders ausgedriickt werden
durch diesen in zwei Richtungen zielenden Wachstumsme-
chanismus Kinetochoren mit Centrosomen und Centrosomen
mit Kinetochoren verbunden. Wenn diese bipolare MT-An-
heftung erfolgt ist, ist die Zelle bereit fiir das nichste Mito-
sestadium — die Aufteilung des genetischen Materials.”'*]
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4.3. Motilitdt eukaryotischer Zellen

Wir haben die Abhandlung der RD in Prokaryoten mit
der Diskussion bakterieller Chemotaxis begonnen (Ab-
schnitt 3.1) und werden unsere Betrachtung zelluldrer RD-
Systeme mit der Analyse eines viel komplexeren Mechanis-
mus von Eigenantrieb und Sensorik in Eukaryoten beschlie-
Ben. An der Motilitdt eukaryotischer Zellen sind verschie-
dene Cytoskelett-Bestandteile beteiligt, die die Zellform, das
Adhisionsverhalten gegeniiber der Umgebung, den Zustand
der Zellpolarisation, die Vorstiilpungen am vorderen Ende
der Zelle und das Nachziehen des hinteren Endes kontrol-
lieren. Im Zusammenwirken ermoglichen diese Teilprozesse
eine gerichtete Bewegung der Zelle, was unverzichtbar ist
wihrend der Entwicklung,*™ bei Reparation und Regene-
ration von Geweben,”' fiir die Plastizitit von Neuronen?"”!
und die Immuniiberwachung,?'®! aber auch bei pathologi-
schen Vorgingen wie der Tumormetastasierung.”'>*" Rele-
vant fiir unsere Uberlegungen ist, dass Reaktions-Diffusions-
Mechanismen wichtig ist, um die Maschinerie fiir die Zell-
motilitdt rdumlich und zeitlich zu koordinieren.

4.3.1. Schub nach vorne: Actin

Globulires Actin (G-Actin) ist eines der hiufigsten und in
der Evolution am stirksten konservierten Proteine mit der
einmaligen Fahigkeit, zu 3-7 um langem filamentdsem Actin
(F-Actin) zu polymerisieren.??!l F-Actin ist intrinsisch pola-
risiert in dem Sinne, dass Actin-Monomere mit gebundenen
ATP-Nucleotiden (ATP-G-Actin) am (+)-Ende (,,barbed*
end) des Filaments angefiigt werden, wiahrend am (—)-Ende
(,,pointed* end) das ATP zu ADP hydrolysiert wird und die
Actinmonomere sich ablosen. In-vitro-Experimente® mit
Actin/ATP-Extrakten deuten darauf hin, dass diese dynami-
schen Vorginge vom Reaktions-Diffusions-Typ sind®? und
den , Tretmiihleneffekt“ bei den Actinfilamenten erzeu-
gen, 22 bei dem das (+)-Ende bestindig auf Kosten des
schrumpfenden (—)-Endes wichst. In wandernden Zellen
bilden sich die Actinfilamente an der Vorderkante der Zelle,
wo sie sich als dichtes verzweigtes Netzwerk organisieren, in
dem die (+)-Enden zur Zellmembran hin orientiert sind und
die (—)-Enden zum Zellinneren und zum hinteren Ende der
Zelle. Da sich das gesamte Netzwerk permanent in dem be-
schriebenen Umbau befindet (Abbildung 15),?*! schiebt es
die Zellmembran effizient vorwérts und ermoglicht die Bil-
dung tastender Ausstiilpungen. Diese dynamischen Prozesse
sind essenziell fiir die Zellmotilitét.

Weil G-Actin bei diesem Tretmiihlenmechanismus des
Netzwerks vorwiegend am vorderen Ende der Zelle ver-
braucht wird,”* wihrend der Abbau der Filamente im In-
neren oder am hinteren Ende der Zelle stattfindet, muss es
einen Transportmechanismus geben, der G-Actin zur Zell-
front bringt, um dort die Polymerisation aufrecht zu erhalten
und die gerichtete Zellwanderung zu sichern.”?? Ver-
schiedene RD-Modelle®?*! zur Abschitzung der wichtigs-
ten Parameter der Actin-Netzwerkumwilzung besagen, dass
die Diffusion eine wichtige Rolle beim G-Actin-Transport
spielt. Bei einer angenommenen Linge von L =35 um{*!?
fiir ein wanderndes Filament und einem Diffusionskoeffizi-
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Zellmembran

B G-Actin

Abbildung 15. Die Actin-, Tretmiihle“. Actinfilamente bilden sich an der
Vorderkante wandernder Zellen, wo sie sich in einem verzweigten
Netzwerk organisieren, wobei das schnell wachsende (+)-Ende zur
Zellmembran gerichtet ist und das langsam wachsende (—)-Ende zum
Zellinneren. Diese intrinsische Polarisierung der Actinfilamente unter-
liegt einem RD-basierten permanenten Umbau des Netzwerks nach
einem , Tretmihlen“-Mechanismus, bei dem die Gesamtlinge des F-
Actins etwa konstant bleibt, wahrend das G-Actin das (4)-Ende konti-
nuierlich durch Polymerisation verldngert und das (—)-Ende durch De-
polymerisation von G-Actin schrumpft (nach Auflésung der Verzwei-
gung, siehe Lit. [225]). Vom (—)-Ende des Filaments freigesetztes G-
Actin diffundiert entlang dem Konzentrationsgradienten zur Zellfront,
wo es mit dem (+)-Ende reagiert und in das wachsende Filament ein-
gebaut wird.

------ + Diffusion

enten von D~ 5x 1078 cm?s™'™! fiir G-Actin liegt die cha-
rakteristische Diffusionszeit in der Gréenordnung von 7, ~
L*D=5s. Andererseits werden die Actinmonomere am
vorderen Ende mit einer Geschwindigkeit von etwa k=3 s
verbraucht,?® woraus sich 7z~1/k~0.3s ergibt,”® was
deutlich kleiner, aber gegeniiber 7, nicht zu vernachlissigen
ist. Daher sollte man die (langsamere) Diffusions- und die
(schnellere) Reaktionskomponente beriicksichtigen, wenn
man den Actinumbau modelliert. Auch wenn es andere Ab-
schitzungen gibt und die Debatte um die Grundlagen des
Tretmithlenmechanismus bei Weitem noch nicht abgeschlos-
sen ist (siche z.B. Lit. [233] zur Diskussion eines druckge-
triebenen Transports), wollen wir nun die Konsequenzen
dieses Phdnomens auf der Ebene einer Zelle untersuchen.
FEin faszinierendes Beispiel dazu ist das Reaktions-Dif-
fusions-Modell von Mogilner und Edelstein-Keshet,™ das
nicht nur die Dynamik des Actin-Cytoskeletts beriicksichtigt,
sondern auch die daraus resultierende Zellbewegung repro-
duziert. Wahrend die Details dieses Modells etwas kompli-
ziert sind und iiber den Umfang dieses Aufsatzes hinausge-
hen, haben die RD-Gleichungen fiir die beteiligten vier G-
Actin-Molekiilarten (Details siehe Lit. [229]) die allgemeine
Form in Gleichung (15).
0c; /0t = =V 9c;/0x + D & c;/0x* + R(cy,. . .cy) (15)
i ist der Index zur Nummerierung dieser N =4 Molekiil-
arten und die Reaktionsterme beschreiben die Polymerisati-
on/Depolymerisation der verschiedenen G-Actine. Der qua-
litative Unterschied zwischen dieser und herkommlichen RD-
Gleichungen besteht, soweit wir bisher gesehen haben, in
dem ,, Konvektionsterm* V dc,/0x, der beriicksichtigt, dass sich
der Bezugsrahmen (in diesem Fall die Zelle) mit der Ge-
schwindigkeit V bewegt (Abbildung 16a). Auf diese Weise
werden die Gleichungen tatsdchlich in einem bewegten Be-
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Abbildung 16. RD im Bezugsrahmen einer sich bewegenden Zelle.

a) Eine bewegliche Zelle (hier ein Keratocyt) hat eine polarisierte Form
mit einer breiten Ausstiilpung am vorderen Ende. Actinfilamente, die
in einem verzweigten Netzwerk polymerisieren (blau), schieben gegen
die Membran, die einen elastischen Widerstand bietet (rote Pfeile).
Die Nettobewegung der Zelle hingt von der Balance zwischen den
beiden Effekten ab. Die RD-Gleichungen, die die intrazelluliren RD-
Prozesse beschreiben, werden im Bezugsrahmen der sich bewegenden
Zelle gelsst (Zellgeschwindigkeit V). Der entscheidende Term, dc;/0x,
stellt sicher, dass die Konzentrationsgradienten sich zusammen mit
der gesamten Zelle weiterbewegen. Der graue Hintergrund symboli-
siert den G-Actin-Gradienten in der Zelle. b) Blick von oben auf die
wandernde Zelle. Die Farben entsprechen der Konzentration von G-
Actin, die nach dem Modell von Mogilner®® berechnet wurden (weni-
ger G-Actin und mehr Actinfilamente am vorderen Ende der Zelle). Ein
Film der wandernden Zelle ist bei http://www.math.ucdavis.edu/
~mogilner/CompKerat1.mpg hinterlegt.

zugsrahmen gelost. Das zentrale Problem ist dann, die Actin-
Dynamik auf makromolekularer Ebene zur makroskopischen
Bewegung der Zelle in Beziehung zu setzen. Dies geschieht
anhand der Beobachtung, dass die polymerisierenden (+)-
Enden der Actinfilamente die Membran vorwirts schieben,
wihrend diese einen gewissen elastischen Widerstand leistet.
Die Nettobewegung der Zelle ist durch die Balance zwischen
diesen beiden Tendenzen bestimmt. Das RD-Modell liefert
die Konzentration der (4)-Enden an der Zellmembran (c,_),
und die Ausdriicke fiir den Widerstand F der Membran (pro
Einheitsldnge) sind unabhingig entwickelt worden .+
Daher kann die Geschwindigkeit der Zelle in einer analyti-
schen Form durch V=V(c,_(,F) ausgedriickt werden. Nach
diesen Vorbereitungen werden die Gleichungen numerisch
gelost, um die Zellbewegung zu reproduzieren und um rea-
listische Parameter abzuleiten, die diesen Prozess beschrei-
ben. Das Modell sagt dann z.B. in Ubereinstimmung mit ex-
perimentellen Daten voraus, dass die Geschwindigkeit V, mit
der die Membranausstiilpungen sich schnell bewegender
Zellen gebildet werden, im Bereich von Hunderten von
nms ' liegt. AuBerdem lisst das Modell vermuten, dass die
optimale Dichte von (+)-Enden etwa proportional zum
Membranwiderstand ist. Fiir experimentell abgeschétzte Wi-
derstandswerte von F=50-500 pN um ' sagt die Theorie eine
optimale Dichte von 25-250 (4)-Enden pro Mikrometer
voraus; der experimentelle Wert™” liegt bei 240. Dieses Er-
gebnis ldsst sich auch intuitiv erfassen: Wenn es zu wenig (+)-
Enden pro Einheitsldnge der Membran gibt, reicht die Kraft
nicht aus, um die Membran vorwirts zu schieben. Gibt es
hingegen zu viele (4)-Enden, wird der Vorrat an monomerem
G-Actin erschopft, und es gibt zu wenig Monomere pro Fi-
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lament fiir die Verldngerung und um die Zelle vorwérts zu
bewegen. Diese und andere genaue Vorhersagen des Modells
sind zumindest aus unserer Sicht eine bemerkenswerte Leis-
tung der RD-Modellierung.

4.3.2. Erkundung der Umgebung: Filopodien und Membranfalten

Das breite Lamellipodium am Vorderende der Zelle
schiebt nicht nur vorwirts, sondern unterstiitzt auch Mem-
branfalten und nadeldhnliche Ausstiilpungen, Filopodien ge-
nannt,”! mit denen die Zelle die duBere Umgebung erspiirt.
Wichtige Komponenten fiir Lamellipoden und Filopodien
werden durch ein dynamisches Netzwerk aus Actinfilamen-
ten bereitgestellt, wie es im vorigen Abschnitt vorgestellt
wurde. Fiir die Fortbewegung einer Zelle ist der Vorwirts-
schub durch Actin allerdings nicht ausreichend; vielmehr
miissen sich die neu gebildeten Ausstiilpungen fest an die
Umgebung anheften. Werden solche Adhisionsstellen!”
nicht gebildet, polymerisiert Actin in Lamellipodien, bis es
riickwirts zusammenbricht und stattdessen in einem unpro-
duktiven Prozess wellenformige Membranfalten bildet.-21]

Bemerkenswert ist, dass die Bildung der verschiedenen
Strukturen an der Zellvorderseite mit einem einzigen RD-
Modell erklirt werden kann,?**?*1 das Membrandynamik,
Diffusion von Membranlipiden oder -proteinen, die die Ac-
tinpolymerisation aktivieren (insgesamt als ,, Aktivatoren®
bezeichnet), und vortreibende Krifte aufgrund der G-Ac-
tinpolymerisation an der Vorderkante der Zelle umfasst.**!
Ob diese Vorderkante einer wandernden Zelle Membran-
falten bildet oder Filopodien ausstreckt, liegt an der lokalen
Kriimmung der Membran, die ihrerseits mit der lokalen
Konzentration der Aktivatoren zusammenhéngt. Diese
Kopplung zwischen Konzentration und Krimmung erfordert
die Erweiterung der RD-Gleichung fiir dieses System um
zusitzliche Terme. Eine geschickte Wahl ist Gleichung (16).

%:DVZCfHV“thn (16)

cist die Konzentration der Aktivatoren in der Membran, D ist
ihr Diffusionskoeffizient, # misst die normale Ablosung der
Membran von einer flachen Bezugsfliche (diese Ablosung
folgt einer Integral-Differential-Gleichung der Membrandy-
namik, Details sieche Lit. [243]) und # beschreibt die Bewe-
gung der Aktivatoren aufgrund zufélliger Ereignisse in der
Zelle. Die Bedeutung des entscheidenden, von /4 abgeleiteten
Terms vierter Ordnung ldsst sich erfassen, wenn man be-
riicksichtigt, dass die Kriimmung x der Membran mit x ~ V2h
angendhert werden kann. Damit die Aktivatorproteine in
einer Region maximaler oder minimaler Kriimmung aggre-
gieren konnen, miissen sie entlang dem Gradienten der
Kriimmung wandern. Mathematisch bedeutet das, dass der
Fluss j dieser Proteine proportional zu V>4 ist. Zusammen mit

dem iiblichen  diffusiven Fluss j ergibt sich
j=-DVc+HV’h, und wegen der Massenerhaltung
Oc/Ot+Vj=0  (siche  Abschnitt2) erhalten  wir

dc/ot = DV*c — HV*h.
Die Eleganz dieser Formulierung besteht darin, dass die
Dynamik des Systems effektiv nur durch das Vorzeichen des
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einen Parameters H bestimmt wird, der die Beziehung zwi-
schen der Membrankrimmung und der Konzentration der
Aktivatorproteine widerspiegelt. Ist H >0, tendieren die
Aktivatoren zur Aggregation an Stellen maximaler Kriim-
mung (Abbildung 17a). Bei hoherer Konzentration von Ak-
tivatoren an diesen Stellen nimmt die Actinpolymerisation

Abbildung 17. Die Bildung von Filopodien und Membranfalten hingt
vom Wechselspiel zwischen Membrankriimmung, Diffusion der Aktiva-
torproteine in der Membran und dem Ausmaf der Actinpolymerisati-
on ab. a) Fir H> 0 neigen die Aktivatoren zur Aggregation an Stellen
mit der stirksten Kriimmung. Dort begiinstigen sie die Actinpolymeri-
sation und erzeugen stirkere herausdrangende Krifte an der Mem-
bran, was die Kriimmung verstirkt und eine weitere Akkumulation der
Aktivatoren nach sich zieht (positive Riickkopplung). b) Fiir H<0 ag-
gregieren die Aktivatoren bevorzugt an den Stellen mit der geringsten
Krimmung. Immer, wenn thermische oder zufillige Fluktuationen die
Membran biegen, diffundieren die Aktivatoren schnell aus den ge-
kriimmten Regionen und begrenzen damit die Actinpolymerisation.
Dadurch flacht sich die Membran wieder ab (negative Riickkopplung).
Die gestrichelten Pfeile deuten die Bewegungsrichtung der Aktivator-
proteine an.

zu, wodurch dann stirkere vorantreibende Krifte an der
Membran erzeugt werden. Diese Kréfte verstiarken ihrerseits
die Kriimmung und eventuell die Bildung von nadelférmigen
Filopodien. Somit zeigt das System eine positive Riickkopp-
lung, sodass die Filopodien autokatalytisch wachsen, bis das
Wachstum durch den Membranwiderstand gebremst
wird 22! Tst umgekehrt H <0, tendieren die Aktivatoren
zur Aggregation an Stellen minimaler Membrankriimmung
(Abbildung 17b). Wenn thermische oder zufillige Fluktua-
tionen die Membran an einer Stelle kriimmen, diffundieren
die Aktivatoren schnell aus diesem gekriimmten Bereich weg
und begrenzen damit die Actinpolymerisation an dieser
Stelle, was eine Abnahme der Kriimmung verursacht. Dies ist
ein Beispiel fiir eine negative Riickkopplung, mit der das
System Storungen der Membranen nivelliert und versucht, sie
flach zu halten. Das stédndige Tauziehen zwischen Membran-
verformung und -abflachung verursacht Membranfalten und
-wellen, aber keine Filopodien. Es ist allerdings wichtig zu
wissen, dass eine Zellmembran typischerweise Regionen mit
H >0 und mit H <0 hat, sodass an einigen Stellen Filopodien
und an anderen Membranfalten entstehen. Wo diese Regio-
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nen lokalisiert sind, ist noch nicht vollig verstanden, doch es
gibt experimentelle Hinweise, dass Cdc42-Proteine die
Schliisselrolle im ersten Fall spielen, und Rac-Proteine im
zweiten 2724

Um die Zellumgebung effektiv untersuchen zu konnen,
miissen die Filopodien flexibel und biegsam sein, aber auch
steif genug, um sich viele Mikrometer von der Zelle weg
vorwdlben zu konnen. Letzteres kann nicht mit Filopodien
erreicht werden, die einzelne, nichtvernetzte Actinfilamente
enthalten, die sich biegen und leicht unter der Spannung der
Zellmembran einknicken.”®! Um die Steifigkeit zu verbes-
sern, vernetzt ein Protein namens Fascin das neu polymeri-
sierte F-Actin iiber die Linge der Filopodien in starre
Biindel.?®! Dazu muss Fascin aus dem Zellkorper an die
Spitzen der Filopodien transportiert werden. Dies konnte
durch Diffusion von Fascin geschehen, wobei dieses, wiahrend
es durch die Filopodien wandert, irreversibel an die nicht-
vernetzten Filamente bindet, bis das gesamte Actin der
Filopodien gebiindelt ist (Abbildung 182a).”" Die experi-
mentell bestimmte Wachstumsgeschwindigkeit der Filopodi-
en (typischerweise 2-3 pmmin ') ist allerdings zu groB fiir die
entsprechenden Diffusionszeiten [siche Gleichungen (17)-
(19)].21 Um diesen Widerspruch zu kldren, wurde vermutet,
dass wanderndes Fascin reversibel an Actin binden solle (F +

a) o
(oo @ Fascin
000
i |
000 O freier Platz
.0.0 irreversible
() Bindung
00 @ reversible
® o Bindung
[ X
—— Diffusion
c) ®

-
N A2 0 @ O
O O ©C O o

0

% Vernetzte Platze (cc / Cao)

0123 456 7 8 9 10
Filopodien-Lange (pm)

Abbildung 18. Irreversible und reversible Vernetzung von Actinfilamen-
ten durch Fascin. a) Darstellung von Fascin, das in das Filopodium dif-
fundiert und dort Actinfilamente irreversibel bindet und vernetzt. Nach
diesem Mechanismus kann Fascin nicht so schnell zur Spitze des Filo-
podiums gebracht werden, wie das Filopodium wichst. Folglich bleibt
die Spitze unvernetzt und ist mechanisch nicht belastbar. b) Bei der
reversiblen Fascin-Actin-Bindung ist der Nettotransport von Fascin in
das Filopodium schneller. ¢) Prozentualer Anteil vernetzter Filamente,
Cc/Can fur die Szenarien mit reversibler (k,z=0.12s™", graue Kurven)
und irreversibler Bindung (k.s=0s"", schwarze Kurven). Gestrichelte
Kurven entsprechen Filopodien, die 3 um lang sind — in diesem Fall
erreicht die Vernetzung die Spitze des Filopodiums mit reversibler
oder irreversibler Bindung. Ist das Filopodium jedoch linger (z.B.

10 um, durchgezogene Kurven), erreicht die Vernetzung nur im Falle
reversibler Bindung die Spitze (durchgezogene graue Kurve). Die
Daten zur Erzeugung der Graphen stammen aus Lit. [250].
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A=(C). In der Gleichung steht F fiir freies Fascin, A fiir un-
vernetzte Actinfilamente und C fiir Filamente, die mit Fascin
vernetzt sind. Nach diesem Mechanismus verschiebt Fascin,
das aus dem Zellinneren hinzudiffundiert, die lokalen Ver-
netzungsgleichgewichte innerhalb des Filaments und
»schiebt“ das bereits vorhandene und an die Filamente ge-
bundene Fascin in Richtung der Filopodienspitze weiter
(Abbildung 18b). Qualitativ betrachtet dhnelt dieser Prozess
der Domino-RD, die wir beispielsweise schon bei der late-
ralen Ausbreitung der Phosphorylierung (LPP, siche Ab-
schnitt 4.1.1.) gesehen haben. Ein vertrauter Satz von RD-
Gleichungen, (17)—(19), beschreibt diesen Prozess.

Ocg &y

% = DaTczr — konCrca + koo 17)
oc

aitA = —konCrca + KoCc (18)
oc

Tf = konCrca — koiCo (19)

ko, und k. sind die Geschwindigkeitskonstanten fiir das
Binden und Ablosen von Fascin an bzw. von den Actinfila-
menten; das Filopodium wird als eine lange, eindimensionale
Domine angenihert (x =0 ist die Basis, x = L die Spitze des
Filopodiums), und Fascin F ist das einzige diffusionsfdhige
Molekiil. Anfangs gibt es nur nichtvernetzte Actinfilamente
in den Filopodien (c,(t=0)=c,,) und keine vernetzten
Filamente oder Fascin (cc(t=0) = cz(t=0) =0). Die Konzen-
tration von Fascin an der Basis des Filopodiums wird bei
ci(x=0,t>0) = cp, gehalten, und es gibt keinen Fluss von cp
an der Spitze (Ocg(x=L,t)/0x =0 bei x=L). Die Spitze des
Filopodiums kann sich frei mit einer Geschwindigkeit von
V=3 ummin' bewegen (,,moving boundary“-Bedingung).
Die numerischen Werte anderer Parameter in diesem Modell
wurden experimentell bestimmt:®” k=08 pum~'s™! und
kor=0.12s" (kyz=0s"" gilt fiir die irreversible Bindung);
der Diffusionskoeffizient von Fascin betrigt D =06x
10 cm?s™. Die Ergebnisse des Modells sind in Abbil-
dung 18¢ zusammengefasst mit einer Darstellung des pro-
zentualen Anteils vernetzten Actins fiir kiirzere (3 um) und
langere (10 um) Filopodien. Im ersten Fall konnen die Fascin-
Linker die Spitze des Filopodiums mit reversibler oder irre-
versibler Bindung erreichen. Bei langen Filopodien dagegen
ist eine reversible Fascin-Actin-Bindung auf RD-Basis erfor-
derlich, um sicherzustellen, dass das gesamte Filopodium
vernetzt und mechanisch verstarkt wird.

4.3.3. Wahl der Richtung: Gradientenwahrnehmung und
Zellpolarisation

Bisher haben wir beschrieben, wie RD einer beweglichen
Zelle hilft, ihren Kurs beizubehalten, aber wir haben noch
nicht untersucht, warum und wie eine Zelle entscheidet, eine
bestimmte Richtung einzuschlagen. Dem liegt die Fahigkeit
der Zelle zugrunde, auf externe Gradienten chemischer
Lockstoffe zu reagieren. Dies geschieht nach ganz anderen
und erheblich komplexeren Mechanismen als bei Prokaryo-
ten (vergleiche Abschnitt 3.1). Beispiele dafiir sind schnell
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bewegliche eukaryotische Zellen wie neutrophile Granulo-
cyten und Zellen der sozialen Amobe Dictyostelium discoi-
deum, die auch sehr flache Gradienten (um 2-10% Konzen-
trationsunterschied tiber die Linge der Zelle) wahrnehmen
und sich an ihnen entlang bewegen konnen.”? Der Gra-
dient stimuliert die Aktivierung von Zelloberflichenrezep-
toren (G-Protein-gekoppelte Rezeptoren), die zunichst
gleichmiBig iiber die Zelloberfldche verteilt sind. Die Re-
zeptoraktivierung lockt Phosphatidylinositol-3-kinase (PI3K)
zur Membran, wo sie PI(3,4,5)P, zu PI1(3,4,5)P; (ein Mem-
branphospholipid, das an der 3’-Position der Inosit-Kopf-
gruppe phosphoryliert ist) phosphoryliert. Wahrend dieses
einleitenden Stadiums der Chemotaxis, meist als Gradien-
tenabtastung (,gradient sensing“) bezeichnet (Abbil-
dung 19a), bewegen sich PIP;-bindende Proteine schnell
(binnen t~5-10s) zu dem Teil der Membran, an dem der
Gradient des Lockstoffs am steilsten ist.?! (Dieser Teil wird
im Folgenden als Vorderseite der Zelle bezeichnet.) Gleich-
zeitig wandert das Enzym PTEN (phosphatase and tensin
homolog enzyme), das PIP; abbaut, zum hinteren Ende der
Zelle. Daraus resultiert insgesamt die effektive Verstdrkung
des flachen externen Gradienten, der von der Zelle wahrge-
nommen wird, in einen steilen Gradienten entsprechend
einer ,,polarisierten” Verteilung von Membran- und assozi-

a)
| — F-Aciing
£
t=0 t>10s
Wahrnehmung des  Polarisierung
b) Gradienten und Bewegung

tinpolymexjsation

Abbildung 19. Erfassung von Gradienten und Polarisation bei eukary-
otischer Chemotaxis. a) Eine eukaryotische Zelle transformiert den
flachen Gradienten eines Lockstoffs (hier cyclisches AMP, dunkelgrau
bedeutet hohe Konzentration) in eine grofe Differenz molekularer
Komponenten zwischen vorderem und hinterem Zellende. PIP; und
G-Protein Ga. sind grau, F-Actin schwarz dargestellt. b) Schema der
ausschlaggebenden Signale am vorderen Ende der Zelle, die bei Akti-
vierung der Oberflichenrezeptoren (hier G-Protein-gekoppelte Rezepto-
ren) durch einen Lockstoff (CAMP) die Zellpolarisation einleiten. Links
wird PI3K an der vorderen Membran gesammelt; dort bildet es PIP;,
das dann RacGTPase anlockt und an dieser Stelle die Actinpolymerisa-
tion anst6Rt. Rechts sind die erwarteten molekularen Bestandteile im
balancierten Inaktivierungsmodell dargestellt. Hier entspricht Go. dem
Aktivator (und auch der Verbindung in der grauen Front in a) und der
GB-Gy-Komplex ist der Inhibitor. Eine wichtige Eigenschaft dieses Mo-
dells ist, dass GB-Gy mit der Membran assoziieren kann und so zu-
sétzlichen membrangebundenen Inhibitor bildet. Dieser membran-
gebundene Inhibitor und Ga hemmen sich gegenseitig, da sich ein
terndrer Komplex aus allen drei G-Proteinen bildet. Die geforderte Be-
teiligung von Ga, G} und Gy ist allerdings noch nicht experimentell
nachgewiesen.
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ierten Proteinen, sodass das vorderen und hinteren Ende der
Zelle biochemisch und funktionell unterscheidbar werden.
(Siehe Lit. [254] fiir eine Beschreibung der an diesem Prozess
beteiligten Proteine.) Wichtig ist, dass PIP; am vorderen
Zellende die Rac-GTPase rekrutiert, die ihrerseits lokal eine
Actinpolymerisation und die Ausstiilpung der Membran for-
dert und damit letztlich eine Bewegung der Zelle hin zur
hoheren Konzentration des Lockstoffs auslost (Abbil-
dung 19).

Um die Verstiarkung eines externen Gradienten und die
gleichzeitige scharfe Trennung molekularer Komponenten
zwischen vorne und hinten zu erkldren, wurde eine Reihe
mathematischer Modelle aufgestellt, die das signalgebende
und Motilitdts-System im Zellinneren als Reaktions-Diffusi-
ons-System beschreiben (siche die Ubersichten in
Lit. [253,254]). Die meisten dieser Modelle beruhen auf der
Aktivator-Inhibitor-Dynamik nach Turing,*7*2>%% die be-
reits in Abschnitt 2 vorgestellt wurde. Eine der einfachsten
Formulierungen, genannt LEGI (local excitation — global
inhibition), schldgt vor, dass die intrazelluldre Antwort auf
externe Gradienten durch die gleichzeitige Produktion von
zwei sekunddren Botenstoffen reguliert wird, deren Kon-
zentrationen proportional zum Anteil der Oberfliachenre-
zeptoren S sind, die durch den Lockstoff an jedem Punkt der
Membran aktiviert werden. Diese Botenstoffe sind 1) ein
langsam diffundierender signalgebender Aktivator A, der an
der Membran erzeugt wird und in seiner Wirkung auf die
Membran beschrinkt bleibt 2227281 (Beispiele dafiir sind G-
Proteine und PIP;), und 2) ein lokal erzeugter Inhibitor 7, der
schnell frei durch die Zelle diffundiert. (Die Identitidt von
Inhibitoren ist experimentell noch nicht bewiesen und daher
strittig; verschiedene mogliche Molekiile und sogar Mecha-
nismen wurden vorgeschlagen.>*%¢23-253]) Die resultierende
Nettoantwort der Zelle wird dann durch die Konzentration
des membrangebundenen Molekiils R (,,response element®)
bestimmt, das durch A aktiviert und durch 7 inaktiviert wird.
Die Funktion von R ist es, stromabwirts liegende Kompo-
nenten des Motilitétssystems (z. B. Rac) zu aktivieren oder zu
kontrollieren. Der in Abbildung 20a gezeigte ,,Schaltplan®
fiir das gesamte Modell ldsst sich in das System der RD-
Gleichungen (20)—(22) iibersetzen (siche auch Lit. [264]).

0A

o = kS — koA (20)
% = DV + k3S — kyI (21)
% = ksA — ksIR (22)

k; (i=1-6) sind die Geschwindigkeitskonstanten, und D ist
der Diffusionskoeffizient von I. Abbildung 20b und Abbil-
dung 20 ¢ veranschaulichen die Losung im Flie3gleichgewicht
fiir die Verteilung von / und R entlang der ZellauBBengrenze
(als Kreis angenéhert). Obwohl das Modell die polarisierte
Reaktion der Zelle und verschiedene andere experimentelle
Beobachtungen reproduziert,®® hat es die wesentliche
Schwiche, dass die internen Gradienten, die entstehen, nicht
steiler sind als der externe Gradient des Lockstoffs — mit
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Abbildung 20. Vergleich des Modells mit lokaler Erregung und globaler
Inhibition (LEGI) mit dem Modell der balancierten Inaktivierung (BI)
bei der Gradientenwahrnehmung. a) Funktionsskizze fur LEGI.

b,c) FlieRgleichgewicht, normierte Konzentrationsprofile des Antwort-
elements R und des Inhibitors I, nach dem LEGI-Modell berechnet.
Die L8sung zeigt, dass R auf den Lockstoff reagiert und die Zelle in
dessen Richtung polarisiert (im Bild nach links), obwohl zwischen
Vorder- und Riickseite der Zelle nur ein flacher Gradient von R (etwa
1.03 fach) besteht. (Parameter der Rechnung: D=1x10"% cm*s™",
ki=k;=ks=0.15"", k;=k,=0.02 s~ und ks=0.02 m*mol~'s™".)

d) Funktionsskizze des Bl-Modells. e,f) Konzentrationsprofile des Akti-
vators A (der in diesem Modell auch die Rolle von R spielt) und der
membrangebundenen Form des Inhibitors I. Weil A und [ sich gegen-
seitig hemmen, sieht man in den Konzentrationsprofilen eine raumli-
che Trennung und der ,Kontrast“ zwischen Vorder- und Riickseite
(also die Verstirkung des Gradienten) ist grof3. (Parameter der Rech-
nung: D=1x10"°cm?’s ", ky=1s", ky=k;=0.2 57", ky=3 pms ™' und
ks =1000 pm*mol~"s™".) g) reprasentative experimentelle Abbildung
(Wiedergabe mit freundlicher Genehmigung nach Lit. [266]) der Lokali-
sation des GFP-markierten PIP3-Bindeproteins in einer durch den
Lockstoff stimulierten Umgebung. (Die Zelle ist wegen der Verwen-
dung der Actin depolymerisierenden Substanz Latrunculin A rund; die
Reaktion auf Gradienten bleibt allerdings unbeeinflusst.) h) Verhiltnis
der Konzentrationen von A an der Vorder- und der Riickseite der Zelle,
aufgetragen lber die Geschwindigkeitskonstante ks und berechnet
nach dem Bl-Modell. Die Kurve verdeutlicht, dass der Reaktionsterm
ksAl, der die gegenseitige Hemmung von A und [ beriicksichtigt, ent-
scheidend ist fur die Verstirkung der externen Gradienten — wenn ks
klein ist, sieht man keine Verstarkung.
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anderen Worten, der beobachtete Verstarkungseffekt wird
nicht wiedergegeben.?%%2¢7]

Um diesen Verstarkungseffekt ebenfalls zu erfassen,
wurde LEGI zu dem balancierten Inaktivierungsmodell (BI)
erweitert.”®] Hier ist, wie in LEGI, die Konzentration S der
Zelloberfldchenrezeptoren proportional zur Konzentration
des Lockstoffs an einem bestimmten Membranort. Die akti-
vierten Rezeptoren kontrollieren ihrerseits (mit der gleichen
angenommenen Geschwindigkeitskonstanten k;) die Pro-
duktion des membrangebundenen Aktivators A und des cy-
tosolischen Inhibitors /.. Letzterer kann mit dem Diffusions-
koeffizienten D frei durch das Cytoplasma diffundieren und
kann mit der Konstanten k; an die Membran binden und /
bilden. Das Reaktionsschema fiir diese Prozesse findet sich in
Abbildung 20d, und es gelten die entsprechenden Gleichun-
gen (23)—(25).

0A

o = kS — kA — ksAl (23)
g—f =kyl, — kI — ksAl (24)
ol )

e _ 25
5 DV?I, (25)

Die Geschwindigkeitskonstanten k, und k, beschreiben den
spontanen, aber langsamen Abbau von A bzw. I und ks eine
Reaktion, in der A und [ sich gegenseitig hemmen. Als
Randbedingungen gelten, dass der Fluss von /., durch die
Membran (je Einheitsfliche) gegeben ist durch
—DOl./dn = k;l. — kS, wobei die linke Seite der Gleichung
den Betrag von /. widerspiegelt, der das Cytoplasma verlisst.
(n bezeichet die auswirts gerichtete Normale auf die Mem-
branoberflidche.) Der erste Term auf der rechten Seite be-
schreibt die Umwandlung von I. in [ [vergleiche Gl. (24)] und
der zweite Term die Bildung von /. durch aktivierte Rezep-
toren S. Anders als im LEGI-Modell spielt A eine Doppel-
rolle eines Aktivators und eines ,response element®, die
beide noétig sind, um das stromabwdrts liegende Molekiil zu
beeinflussen.

Lost man die Gleichungen numerisch, sagt das BI-Modell
eine stark asymmetrische Verteilung von A und eine Ge-
samtverstirkung des externen Gradienten um etwa das
100fache voraus, und dies merkwiirdigerweise trotz der
scheinbaren Ahnlichkeit zwischen den BI- und den LEGI-
Gleichungen. Ausschlaggebend ist der zusidtzliche Reakti-
onsterm —ksAI in den beiden Gleichungen (23) und (24)
[analog zu dem Term —k4/R, der in der LEGI-Glei-
chung (22), nicht aber in Gleichung (21) vorkommt]. Dieser
Term beschreibt die gegenseitige Beeinflussung und Hem-
mung zwischen A und [ (siche gestrichelte Linie in Abbil-
dung 20d) und verursacht eine effektive Trennung der beiden
Molekiile in verschiedene Regionen der Membran, A nahe
dem vorderen, / nahe dem hinteren Ende der Zelle. Ent-
sprechend kann bei effizienter gegenseitiger Beeinflussung
(d. h. ks ist groB, oberhalb von 100 pm*mol 's™") das Ver-
hiltnis der Konzentrationen von A vorne und hinten bis zu 15
werden. Das ist mehr als zwei Groenordnungen mehr als bei
dem urspriinglichen Gradient des Lockstoffs (nur ca. 5%
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Konzentrationsunterschied iiber die Zellldnge). Wir sehen
hier einmal mehr, wie die Einfiihrung eines einzigen nichtli-
nearen Terms in ein System von RD-Gleichungen drastische
Auswirkungen auf die Vorhersagen des Modells haben kann.

SchlieBlich ist noch eine Mahnung zur Vorsicht ange-
bracht — obwohl die Ergebnisse, die wir in diesem Abschnitt
erldutert haben, sehr gut mit den Experimenten iiberein-

Tabelle 2: Gemeinsame Motive bei intrazelluldrer Reaktion-Diffusion.

B. A. Grzybowski et al.

stimmen, sollte man nicht vergessen, dass die Inhibitoren 7,
die in BI und LEGI eingefiihrt wurden, noch unbekannt sind
(siehe Abbildung 19b). Dies ist sicher ein Schwachpunkt der
Modelle, die nichtsdestotrotz einige spannende Ansatzpunkte
fiir weitere Forschungen bieten, denn eine eindeutige Besti-
tigung der Existenz der Inhibitoren und ihrer Eigenschaften
wire eines jener seltenen Beispiele, bei denen die Theorie

Beschreibung

Beispiele

Abschnitt Funktion

Reduktion der
Dimensionalitit

® Suchen spezifischer Stellen
auf der DNA durch Proteine
(3D—1 D)[121,123,125]

33 beschleunigt die Zielsuche
oder erhsht die Eindringtiefe
in Zellen

@ Verinderungen der Zell- 411
form (3D—2D)"
______________ ® Kinase-Signalkaskaden!'®" 4.1.1

Dominoihnliche o Laterale Eqﬁpﬂanzung der 411 beschleunigt die Signaltber-
Stafette (( )) Rezeptoraktivierung auf der tragung, verstirkt das Signal

Zellmembran!'® gune &

@ Calciumwellent'”6180.186.289] 4.1.2

0,90 g
Qe -
Gradientenerweiterung 9 .\ * o ¥ ® Ran-GTP-Gradien- 42 erhoht die ,,Reichweite* kom-
durch Komplexbildung . /‘.‘ \ . ten[162202,203,290] . plexierter Verbindungen
‘o @
¢ © (= L
MoIekuItranﬁport \ /\/\ /> ® Vernetzung von Actin vernetzt und stirkt die Filo-
durch reversible " A - 2s0) 43.2 .
Bindung durch Fascin in Filopodien podien
®
@
Gerichtete Zellantwort 74 ® ® Wahrnehmung von Gradi- 433  Ausstiilpungen und gerichtete
durch Polarisation enten(?261.267 Bewegung entlang einem
Lockstoff-Gradienten

@ Actin-, Tretmiihle“228:22%.291] 431
Raumliche oder zeit- ® Min-System('*116.1181 3.2 Genaue Positionierung zellu-
liche Oszillationen o Calcium-Oszillatio- 4.1.2 lsrer Strukturen, frequenz-

165,165,174,268] spezifische Reaktionen
. . . ® Wahrnehmung von Gradi- _—
Signalverstirkung . —_— . . enten 261,267 g 433 registriert Lockstoffe
Positive und negative e Filopodien und Membran- 432 scha}tetkzwlscnen ;ersc"hljde-
Riickkopplung — / \ wellen42-2441 3. nen funktionellen Zustinden
' um
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dem Experiment vorangeht. Es wiirde auch die Aussagekraft
der RD-Modellierungen als einer A-priori- statt einer A-
posteriori-Methode zur Untersuchung des Zellverhaltens
bestétigen.

5. Schlussfolgerungen und Ausblick

In diesem Aufsatz haben wir versucht zu verdeutlichen,
dass Reaktions-Diffusions-Prozesse ein wichtiger Bestandteil
von Transport und Kontrolle in der Zelle sind. Einer der
Griinde fiir ihre Uberlegenheit ist, dass sie energetisch
giinstiger sind als ein aktiver Transport. Daher setzen nicht
nur die kleinen und einfachen Prokaryoten RD-Prozesse ein,
sondern auch die groBeren und komplexeren Eukaryoten.
Andernfalls wéren diese Zellen schlicht nicht in der Lage, die
benotigte Energie aufzubringen, um ihre Bestandteile durch
aktiven Transport zu bewegen. Natiirlich sind Prozesse auf
Diffusionsbasis langsam, besonders, wenn die zu iiberbrii-
ckenden Distanzen grofler werden. Um Abhilfe zu schaffen,
haben Zellen verschiedene RD-,,Motive* oder RD-,,Mecha-
nismen“ entwickelt, in denen durch die geschickte Kopplung
der Diffusion mit der Reaktion und/oder der Dimensionalitét
des Systems der Gesamtprozess effizienter und schneller
wird. Wir haben mehrere solcher Motive beschrieben: Re-
duktion der Dimensionalitit (z.B. bei der Auffindung spezi-
fischer DNA-Stellen durch Proteine und in Signalkaskaden),
domino#hnliche Aktivierungsmuster (z.B. bei Kinase-Si-
gnalgebungen und der lateralen Ausbreitung der Phos-
phorylierung), Erweiterung der Reichweite von Gradienten
durch Komplexbildung (z.B. bei der Ran-GTP-Komplexbil-
dung bei der Organisation der Kernspindel) oder die Ver-
starkung von Gradienten durch Aktivator-Inhibitor-Kopp-
lung (z.B. bei der Zellpolarisierung). Diese und einige andere
Motive sind in Tabelle 2 zusammengestellt. Weil wir anneh-
men, dass die Natur im Verlauf der Evolution diese Motive
fiir eine optimale Funktion (mit Blick auf Transportge-
schwindigkeit, Signalstidrke usw.) selektiert hat, glauben wir,
dass sie auch eine Blaupause fiir die Konstruktion kiinftiger
kiinstlicher RD-Systeme darstellen kénnen.”® Auch wenn
die Systemchemie* noch in den Kinderschuhen steckt,
wird sie — zumindest unserer Meinung nach — bald ein
Kerngebiet der chemischen Forschung sein.

Um Systeme konzertierter Reaktionen zu verstehen, er-
scheint die Beteiligung wandernder Chemikalien nicht nur
eine logische Fortsetzung des gegenwiértigen ,,Eine-Reaktion-
in-einem-Topf“-Dogmas, sondern sie ist auch ein Weg zu
chemischen Systemen, die sich an Umgebungsverdnderungen
anpassen konnen, die Signale empfangen und verstérken, die
sich selbst antreiben, sich selbst heilen oder sich vielleicht
sogar selbst replizieren. Bei dieser Suche nach , kiinstlichen
Zellen konnen die natiirlichen zelluliren RD-Systeme als
Leitbild wirken. Und obwohl die Entwicklung solcher Syste-
me keine einfache Aufgabe sein wird, wird sie sicher méoglich
sein. Hinweise darauf sind kiirzlich entwickelte allgemeine
Schemata fiir das rationale Design von RD-Systemen, dar-
unter auch Turing-Muster?27! und periodische Fillungsre-
aktionen.*™
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Wir schlieBen mit einigen allgemeinen Beobachtungen,
die wir machten, wahrend wir das Manuskript verfassten. Die
erste ist, dass Diffusion mitnichten der langweilige Prozess ist,
der meist mit dem Verschmieren von Gradienten und der
Verschwendung chemischer Energie assoziiert wird. Wird sie
sauber mit chemischen Reaktionen synchronisiert, kann sie
ein zweckmiBiges und leistungsfihiges Werkzeug werden,
mit dem kleine Strukturen transportiert, positioniert und
kontrolliert werden konnen. Dann kann die Diffusion tiber-
raschend prézise sein — hier sei an das Min-System erinnert,
bei dem RD den Z-Ring mit einer Prizision von ca. 1 % der
Zelllinge (im Zehntelnanometer-Bereich!) positioniert. Der
zweite, damit verwandte Punkt ist, dass wir gerade erst be-
ginnen, die erstaunlichen Fihigkeiten und den Reichtum
zelluldrer Phanomene zu erfassen, die auf RD zuriickgehen.
Wihrend die makroskopischen RD-Systeme wie Turing- oder
BZ-Muster schon seit Jahrzehnten untersucht werden, sind
viele Publikationen iiber zellulire RD, die wir in diesem
Aufsatz zitiert haben, noch sehr aktuell; wir sehen also, dass
dieses Forschungsgebiet sich rasch entwickelt. Mit der Ver-
besserung der Auflosung von Mikroskopietechniken fiir das
Zellinnere!>”?” kann man erwarten, dass immer mehr Ex-
perimentatoren den Weg von Molekiilen innerhalb der Zelle
nachverfolgen konnen, sodass wahrscheinlich weitere RD-
Prozesse entdeckt werden. Es sollte jedoch betont werden,
dass diese Untersuchungen erst dann Wissenschaft werden
(und nicht nur, nach Lord Rutherford, eine Form von
,Briefmarkensammeln“®®), wenn die Experimente mit
einer entsprechenden Theorie untermauert werden. Die RD
ist einfach zu komplex und widerspricht zu sehr der Intuition,
als dass sie ohne mathematisches Modell verstanden werden
kann. Zum Gliick folgt die Konstruktion und Losung von
RD-Gleichungen festgelegten Regeln, von denen wir einige
in diesem Aufsatz dargelegt haben. Mehr Information tiber
die mathematischen Grundlagen von RD findet sich in ak-
tuellen Monographien. 7?7 Die weitere Reise in das Reich
der zellularen RD-Systeme wird eine Kombination von Me-
thoden verschiedener Disziplinen (Chemie, Zellbiologie,
Bildgebung, Mathematik, Physik) erfordern. Sie muss nicht
unbedingt einfach sein, aber sie verspricht mit Sicherheit, ein
grofles Abenteuer zu werden.

Diese Arbeit wurde von den National Institutes of Health/
National Cancer Institute (NIH/NCI) unter dem Kennzeichen
#1U54A119341-01 und vom Center of Cancer Nanotechnology
Excellence (CCNE) an der Northwestern University, NIH-
Projekt #1R21A137707-01 (beide an B.A.G.) gefordert.
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homogen verteilt wire [siehe GI. (22)].
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zweiten Term auf der rechten Seite von Gl. (21) reprisentiert
wird, in dem die Wachstumsgeschwindigkeit von / proportional
zu S ist.]
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