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Die Zellteilung ist ein hochgradig regulierter Prozess, und
selbst „einfache“ Organismen wie das Bakterium Escherichia
coli verwenden komplexe Mechanismen, um ihre zeitliche
und r�umliche Organisation w�hrend der Zytokinese zu
steuern. E. coli teilt sich typischerweise durch bin�re Teilung,
einen Prozess, der durch das Divisom (einem Proteinkom-
plex, der in einer ring�hnlichen Struktur in der Mitte der
Zelle lokalisiert ist) vermittelt wird. Die Lokalisation des
Divisoms wird r�umlich vom Min-System, das aus den drei
Proteinen MinC, MinD und MinE besteht, geregelt. Eine
besonders interessante Eigenschaft dieser Proteine ist die
F�higkeit zur Selbstorganisation und zur dynamischen Pol-zu-
Pol-Oszillation,[1–6] wodurch zeitlich gemittelt ein inhomoge-
nes Konzentrationsprofil der Min-Proteine mit der hçchsten
Konzentration an den Zellpolen und der niedrigsten Kon-
zentration in der Mitte der Zelle entsteht.[3, 5–7] In den letzten
drei Jahrzehnten sind die Rollen von MinC, MinD und MinE
bei der r�umlichen Regulation der Zellteilung von E. coli
intensiv untersucht worden. In Experimenten mit Deletions-
mutanten und fluoreszenzmarkierten Proteinen zeigte sich,
dass MinE und MinD f�r den Mechanismus der dynamischen
Pol-zu-Pol-Oszillationen verantwortlich sind und MinC ein
Zellteilungs-Inhibitor ist, der den Bewegungen der anderen
beiden Min-Proteine durch Bindung an MinD folgt und da-
durch die Zellteilung nahe der Zellpole unterbindet.[2, 4,8–10]

Die biochemische Grundlage des Min-Systems wurde durch
In-vitro-Studien mit aufgereinigten Min-Proteinen aufge-
kl�rt.[11–14] Es wurde gezeigt, dass MinD eine ATPase ist und
dass MinD.ATP mithilfe einer amphipathischen Helix an
Membranen bindet.[12, 15,16] Die Assoziation von MinE mit
MinD aktiviert die ATPase-Aktivit�t von MinD, was zur
Dissoziation der Min-Proteine von der Membran f�hrt.[13,14]

Anschließend wird MinD.ADP zu MinD.ATP umgewandelt,
und in sich wiederholenden Zyklen aus kooperativem Mem-
branbinden und -lçsen selbstorganisieren sich die Min-Pro-
teine und formen Muster.[3,5–6] Loose et al. zeigten, dass auf-
gereinigte Min-Proteine in der Lage sind, sich in einer

k�nstlichen Umgebung aus festkçrpergest�tzten Lipidmem-
branen selbstzuorganisieren.[17] Die Min-Proteine formten
dynamische wellenartige Muster auf den Lipidmembranen,
was darauf schließen l�sst, dass der Mechanismus, der die
Proteinwellen in vitro erzeugt, der gleiche ist wie f�r die Min-
Oszillationen in vivo.[17] Aber was sind die mechanistischen
Voraussetzungen f�r das Auftreten von regelm�ßigen, rich-
tungweisenden Oszillationen? Studien mit abweichend ge-
formten E. coli-Zellen sowie theoretische Modelle weisen
darauf hin, dass die Zellform eine Rolle bei der Min-Protein-
Musterbildung spielt.[18–22] Bislang wurden die Min-Protein-
Oszillationen jedoch nicht in Minimalsystemen rekonstruiert,
und somit fehlte bisher ein wohldefiniertes System, um die
Beziehung zwischen Kompartimentgeometrie und der F�-
higkeit der Oszillationen, als raum-zeitlicher Taktgeber zu
fungieren, untersuchen zu kçnnen.

Hier zeigen wir erstmals, dass Min-Protein-Oszillationen
in einem synthetischen System generiert werden kçnnen. Wir
verwenden ein System bestehend aus Modellmembranen und
mikrometergroßen Reaktionskammern und zeigen, dass Min-
Oszillationen in limitierten Probenvolumina mit Bakterien-
�hnlicher Form auftreten. Dar�ber hinaus untersuchen wir
den Einfluss von Geometrie auf die Min-Protein-Musterbil-
dung in synthetischen Systemen und vergleichen unsere Be-
funde mit Studien an lebenden Zellen, die den Einfluss von
abweichend geformten Bakterien auf ihre Min-Proteindyna-
mik zeigten. Unsere Daten belegen, dass die Musterbildung
in runden und fadenfçrmigen Zellen in vitro reproduziert
werden kann und liefern weitere Belege daf�r, dass die
Zellgeometrie eine zentrale Rolle bei der biologischen Mus-
terbildung und f�r die zeitliche Taktgebung spielt.

In sph�rischen und fadenfçrmigen E.-coli-Zellen ist die
Min-Musterbildung gegen�ber der in Wildtyp-Zellen ver�n-
dert.[3, 18, 23] Daher nahmen wir an, dass oszillierende Min-
Muster in E. coli eine bestimmte Grçße und Form des Bak-
teriums erfordern, und dass das gleiche f�r ein In-vitro-
System gelten m�sste. Um diese Hypothese zu testen, kon-
struierten wir ein biomimetisches System mit eingeschr�nk-
ten Reaktionsvolumina wohldefinierter Geometrie, in denen
die dynamische Min-Musterbildung untersucht werden
konnte. Um das Probenvolumen auf mikrometergroße Ab-
messungen zu beschr�nken, produzierten wir mikrotechnisch
hergestellte Polydimethylsiloxan(PDMS)-Kammern. Ihre
Dimensionen wurden entsprechend den etwa zehnmal l�n-
geren Min-Wellenl�ngen in vitro gegen�ber denen in leben-
den Bakterien skaliert. Mit Standard-Photolithographietech-
niken wurden Resistmikrostrukturen mit zell�hnlicher Form
und einer Hçhe von 10 mm auf Si-Wafern hergestellt, gegen
die PDMS abgeformt werden konnte. Nach dreist�ndiger
Aush�rtung bei 80 8C wurde das PDMS (Abbildung 1 a) ab-
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gezogen, was in einer festen PDMS-Schicht mit Mikrostruk-
turen resultierte, die als Tr�ger f�r Lipidmembranen ver-
wendet wurde. Die E.-coli-Lipidmembranen wurden durch
Vesikelfusion erzeugt und nahmen die Topografie der dar-
unterliegenden PDMS-Strukturen an. Die zweidimensionale
Beweglichkeit der Membran wurde durch FRAP (FRAP =

Fluorescence Recovery after Photobleaching; Daten nicht
gezeigt) best�tigt. Als aufgereinigtes MinD (1 mm), MinE
(1 mm) und Alexa488-markiertes MinE (0.1 mm) zum Puffer-
reservoir �ber der Lipiddoppelschicht hinzugef�gt wurden,
konnte die Bildung von selbstorganisierenden Oberfl�chen-
wellen �hnlich der Muster, die von Loose et al.[17] beschrieben
worden waren, beobachtet werden (Hintergrundinformatio-
nen, Film 1). Nach der Bildung der Min-Protein-Wellen
wurde der Puffer auf ein Niveau unterhalb des oberen Randes
des PDMS-Strukturen verringert, um Pikoliter-Probenvolu-
mina (Abbildung 1b) zu erzeugen.

Um Min-Musterbildung in begrenzten Volumina mit
wohldefinierter Geometrie zu untersuchen, haben wir das
Fluoreszenzsignal von MinE-Alexa488 in stabfçrmigen Mi-
krokammern von 10 mm Hçhe, 10 mm Breite und 25 mm
L�nge mit konfokaler Zeitraffer-Mikroskopie aufgenommen.
Die Beschr�nkung auf geringe Volumina und stabfçrmige
Geometrie f�hrte tats�chlich zu regelm�ßigen Oszillationen
des Fluoreszenzsignals. Mit anderen Worten oszillierte MinE-
Alexa488 in einer Weise, die stark den Min-Oszillationen
in vivo (Abbildung 2) �hnelte, schnell zwischen den beiden
Polen des PDMS-Hohlraums hin und her. In sich wiederho-
lenden Zyklen trennten sich die Min-Proteine von der
Membran, sobald sie einen Pol der Mikrostruktur erreicht
hatten, setzten sich dann in der N�he der Mitte der Struktur
wieder zusammen und bewegten sich in Richtung des entge-
gengesetzten Pols. Durch sich wiederholende Zyklen von
kooperativer Membranassoziation, Wellenausbreitung in
Richtung der Pole und Membrandissoziation wurden oszil-
lierende Min-Muster gebildet. Um die Oszillationen in vitro
besser mit Oszillationen in vivo vergleichen zu kçnnen, wurde
die durchschnittliche Oszillationsperiode in dem syntheti-

schen System bestimmt. Die Oszillationsperiode in E. coli
betr�gt 0.5 bis 2 Minuten, was weit unterhalb der Generati-
onszeit von E. coli liegt, die unter optimalen Bedingungen ca.
20 min betr�gt.[3,5–6] Die kurze Oszillationsperiode ermçglicht
es den Min-Proteinen, mehrere Oszillationen zwischen zwei
sukzessiven Zellteilungen durchzuf�hren und gibt der Zelle
die Mçglichkeit, zeitlich gemittelt ein Proteinkonzentrati-
onsprofil zu erzeugen, das die geringste Proteinkonzentration
in der Zellmitte hat. In �bereinstimmung mit Literaturwer-
ten von 0.5 bis 2 min f�r die Oszillationsperiode in E. coli
betr�gt die durchschnittliche Oszillationsdauer von n = 6
synthetischen Proben 70 s mit einer Standardabweichung von
13 s. Ber�cksichtigt man, dass die Min-Proteine Oberfl�-
chenwellen bilden, bevor das Probenvolumen reduziert wird
und die Proteine zu oszillieren beginnen, belegen unsere
Befunde, dass wellenartige Muster in der Tat dem gleichen
Mechanismus wie oszillierende Muster unterliegen und dass
die Grçße und Geometrie des Reaktionsvolumens tats�chlich
Bedingung f�r das Auftreten der Oszillationen ist. Es ist dabei
zu beachten, dass das Reaktionsvolumen im Unterschied zu
einer dreidimensionalen Zelle nicht vollst�ndig von einer
Membran umgeben ist, sondern dass die obere Fl�che des
Probenvolumens an Luft grenzt. Auch wenn die Lipidmem-
bran und die Einschr�nkung des Probenvolumens f�r das
Auftreten von Min-Oszillationen erforderlich sind, ist eine
vollst�ndige Umschließung der Min-Proteine in Membran-
h�llen also nicht zwingend nçtig.

Wie oben erw�hnt, ist die Wellenl�nge der Min-Muster
auf flachen Membranen typischerweise um eine Grçßenord-

Abbildung 1. Experimenteller Aufbau eines synthetischen Modellsys-
tems f�r Min-Protein-Oszillationen. a) Elektronenmikroskopische Auf-
nahme einer mikrostrukturierten PDMS-Membranunterlage. Skala:
100 mm. b) Membranen wurden mit Vesikelfusionstechniken auf
PDMS-Mikrostrukturen hergestellt. MinD und MinE wurden zum
Puffer hinzugef�gt, und anschließend wurde das Pufferniveau bis un-
terhalb des oberen Randes der Mikrostrukturen verringert. Die Abbil-
dung ist nicht maßstabsgetreu.

Abbildung 2. Synthetische Min-Protein-Oszillationen sind mit der Mus-
terbildung in vivo vergleichbar. a) Zeitserie konfokaler Abbildungen von
aufgereinigten Min-Proteinen auf Lipidmembranen in einem PDMS-Mi-
krokompartiment. Die PDMS-Struktur ist 10 mm breit, 25 mm lang und
10 mm hoch. 1 mm MinD, 1 mm MinE mit 10% Alexa488-markiertem
MinE. Die Abbildungen wurden durch Subtraktion der durchschnittli-
chen Intensit�t w�hrend der Aufnahmezeit der Zeitserien modifiziert,
um fluoreszierende Hintergrundsignale zu entfernen. b) Kymograph
(Zeit-Raum-Diagramm) f�r MinE-Alexa488 entlang der L�ngsachse des
Kompartiments in (a). c) Min-Protein-Oszillationen in vivo. Wiederga-
be aus Lit. [5] (Copyright: 2001, The National Academy of Sciences,
U.S.A).
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nung grçßer als in vivo (3.0–4.0 mm).[24] Unter Ber�cksichti-
gung dieser Tatsache konnten PDMS-Strukturen, die deutlich
grçßer als Bakterienzellen waren, verwendet werden, um die
gleichen Muster zu beobachten. Obwohl die Oszillationen
nun in vitro reproduziert werden kçnnen, ist es immer noch
eine offene Frage, wie genau die Grçße der Min-Muster be-
stimmt wird. Die Muster kçnnten durch Viskosit�t beeinflusst
werden,[17] aber auch andere regulierende Faktoren, z. B.
verst�rkter biochemischer Wettbewerb um die Min-Proteine
in der zellul�ren Umgebung, kçnnen nicht ausgeschlossen
werden. Derzeit stehen experimentelle Belege f�r einen
Schl�sselparameter, der die Grçße der Min-Muster modu-
liert, noch aus und sollten in zuk�nftigen Studien betrachtet
werden. Dennoch ist die Mçglichkeit, Min-Proteinmuster in
grçßeren Kompartimenten als einer Bakterienzelle zu re-
produzieren, sehr komfortabel, da Strukturen in der Grç-
ßenordnung von zehn Mikrometern einfach mit photolitho-
graphischen Techniken hergestellt werden kçnnen und die
Beobachtung der dynamischen Prozesse weit �ber der opti-
schen Auflçsungsgrenze wesentlich einfacher ist.

Nachdem oszillierende Min-Muster in stabfçrmigen
Hohlr�umen beobachtet worden waren, vermuteten wir, dass
unser Ansatz auch angewendet werden kçnnte, um Min-
Muster in fadenfçrmigen Zellen zu reproduzieren, die meh-
rere dynamische MinE-Ringe aufweisen (Abbil-
dung 3a).[5,6, 24] Um die Musterbildung abh�ngig von der

Kompartimentl�nge zu untersuchen, wurde die Min-Muster-
bildung in 45 mm langen Kompartimenten (statt in den zuvor
genannten 25 mm langen Kompartimenten) untersucht. In
einigen der langen Kompartimente wurden weiterhin Pol-zu-
Pol-Oszillationen beobachtet (Hintergrundinformationen,
Film 2). In vielen der 45 mm langen Kompartimente �hnelten
die MinE-Muster tats�chlich den Mustern von fadenfçrmigen
Zellen: Wie in kurzen bakteriellen Filamenten wurden im
synthetischen System zwei unterschiedliche MinE-Regionen
detektiert (Abbildung 3b), die wiederholt die folgende Ab-
folge von Schritten durchliefen: Die Min-Regionen bewegten
sich in Richtung der Mikrostrukturpole, dissoziierten an-
schließend von der Membran und reassoziierten wieder zwi-
schen dem Pol und dem Zentrum. Danach bewegten sich die
fluoreszierenden MinE-Regionen in entgegengesetzter
Richtung zum Zentrum, trennten sich von der Membran und
setzten sich wieder zwischen Pol und Mitte zusammen, um
sich in Richtung Pol der Struktur zu bewegen. Die Bewegung
der MinE-Muster scheint dabei hoch koordiniert zu sein, weil
die eine MinE-Struktur die andere in Bezug auf eine Sym-
metrieebene im Zentrum senkrecht zur L�ngsachse spiegelt.
Bei der Untersuchung von noch l�ngeren Kompartimenten
als 45 mm wurde der Anteil an Mustern mit nur einer hellen
oszillierenden Region, zugunsten derjenigen mit mehreren
hellen Regionen, noch geringer. In 195 mm langen Strukturen
wurden sogar Muster mit bis zu vier hellen Bereichen beob-
achtet (Abbildung 3d). In Anbetracht der unterschiedlichen
Muster in kurzen und langen synthetischen Zellen (aber unter
ansonsten gleichen Bedingungen) scheint es offensichtlich,
dass die Min-Muster �ber die Kompartimentl�nge moduliert
werden kçnnen. In �bereinstimmung mit Untersuchungen in
fadenfçrmigen Zellen[5,6, 24] lassen unsere Daten darauf
schließen, dass mehrere Min-Ringe in fadenfçrmigen Bakte-
rien wegen der L�nge der Zellen auftreten und dass außer
geometrischen Merkmalen keine weiteren Parameter f�r die
Entstehung mehrerer versus einzelner mobiler MinE-Ringe
bençtigt werden.

Zur weiteren Aufkl�rung des Einflusses der Probengeo-
metrie auf die Musterbildung untersuchten wir Min-Muster in
runden, d.h. zylindrischen PDMS-Hohlr�umen mit einer
Hçhe von 10 mm und einem Durchmesser von 40 mm. Wenn
die Richtungsabh�ngigkeit der Min-Muster durch die
L�ngsachse des Reaktionsvolumens bestimmt wird, sollte
keine Vorzugsrichtung der Min-Proteinbewegung in solchen
Reaktionsvolumen detektiert werden. Wie erwartet konnte
keine eindeutige Ausrichtung der Min-Musterbewegung in
solche Reaktionsvolumen beobachtet werden. Haupts�chlich
haben wir drei Arten der Min-Musterbewegung in zylindri-
schen Hohlr�umen beobachtet: Zun�chst wurden Oszillatio-
nen mit sich �ndernder Oszillationsachse detektiert (Abbil-
dung 4). Zweitens wurden Muster mit Kreisbewegungen de-
tektiert (Hintergrundinformationen, Film 3). Schließlich be-
obachteten wir Oszillationen entlang einer festen Achse
(Hintergrundinformationen, Film 4), aber die Winkelvertei-
lung in zylindrischen Strukturen mit fester Achse schien zu-
f�llig zu sein, und wir kçnnen eine �nderung der Achsen-
ausrichtung nach der Aufnahmezeit der Zeitrafferserie nicht
ausschließen. Die Befunde f�r zylindrische, k�nstliche Sys-
teme sind in Einklang mit Studien an sph�rischen Zellen, in

Abbildung 3. Die Min-Musterbildung wird durch die L�nge des Reakti-
onsvolumens moduliert. a) Min-Proteinmuster in fadenfçrmigen E.-
coli-Bakterien. Wiedergabe aus Lit. [5] (Copyright: 2001, The National
Academy of Sciences, U.S.A). b) Konfokale Abbildung von Min-Protein-
mustern in kurzen und langen Mikrokompartimenten. Beide Struktu-
ren sind 10 mm hoch und 10 mm breit. Die L�ngen entsprechen 25 mm
und 45 mm. c) Kymograph f�r MinE-Alexa488 entlang der L�ngsachse
der Kompartimente in (b). Konfokale Abbildung der Min-Proteinmuster
in sehr langen Mikrokompatimenten mit einer L�nge von 195 mm. Die
Struktur ist 10 mm hoch und 10 mm breit.
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denen Min-Proteine sich entlang ver�ndernder oder fester
Achsen bewegen oder kreisfçrmige Bewegungen ausf�h-
ren.[18] Wir weisen darauf hin, dass wir ausschließlich Bewe-
gungen entlang einer Achse in allen vorgenannten l�nglichen
Hohlr�umen beobachteten. Daher zeigen unsere Untersu-
chungen der Min-Muster in runden und l�nglichen Hohlr�u-
men, dass Min-Muster in Geometrien ohne L�ngsachse er-
zeugt werden kçnnen, aber dass eine l�ngliche Geometrie mit
großer Genauigkeit zu Bewegungen entlang einer festen
Achse f�hrt.

Wir haben hier gezeigt, dass dynamische Min-Protein-
muster durch geometrische Merkmale in synthetischen Mi-
nimalsystemen aus mikrostrukturierten Membrantr�gern,
Lipid-Doppelschichten und aufgereinigten Min-Proteinen
moduliert werden kçnnen. Durch Anpassung der Grçße und
Geometrie des Reaktionsvolumens konnten �hnliche Min-
Oszillationen wie im Wildtyp, in fadenfçrmigen und in
sph�rischen Zellen beobachtet werden. Unsere experimen-
tellen Befunde zeigen, dass die Form von Wildtyp-E. coli
optimal ist, um Min-Oszillationen hervorzurufen, und bele-
gen, dass Variationen in der Zellform zu Variationen in Min-
Proteinmustern und dem Auftreten der taktgebenden Oszil-
lationen f�hren. Obwohl also die Geometrie von E.-coli-
Membranen relativ einfach gegen�ber der vieler anderer
Zellen ist, scheint die Zellform doch eine zentrale Rolle bei
der Min-Musterbildung und daher auch bei der r�umlichen
und zeitlichen Regulierung der Zellteilung zu spielen. Wir
glauben, dass unser Ansatz, die Auswirkungen der zellul�ren
Form auf die Min-Musterbildung zu untersuchen, eine viel-
versprechende Methode zur Untersuchung der r�umlichen
Regulation der Zellteilung bietet und neue Wege im Bereich
der Bottom-up-synthetischen Biologie ebnen kçnnte.

Experimentelles
Proteinaufreinigung und -markierung: His-MinD und His-MinE
wurden mit einem N-terminalen His-Tag, wie zuvor in Lit. [17] be-
schrieben, aufgereinigt. MinE wurde mit AlexaFluor488-C5-Malei-
mid nach Anleitung des Herstellers (Molecular Probes) markiert.

Mikrofabrikation der PDMS-Strukturen: Photoresiststrukturen
(ma-P 1275, micro resist technology GmbH) auf Si-Wafern (Si-Mat,
Kaufering) wurden durch Photolithographie mithilfe einer Chrom-
maske (Compugraphics Jena GmbH) hergestellt. Der Wafer mit
Resiststrukturen wurde mit Chlortrimethylsilan (Sigma-Aldrich) be-
schichtet. PDMS (Sylgard184, Dow Corning) wurde im Verh�ltnis 9:1
(Monomer zu Vernetzungsagens) gemischt, im Vakuum entgast und
drei Stunden bei 80 8C auf dem Wafer ausgeh�rtet. Das geh�rtete
PDMS wurde vorsichtig abgezogen und bis zur weiteren Verwendung
bei Raumtemperatur aufbewahrt. Bevor die mikrostrukturierte
PDMS-Schicht als Membrantr�ger verwendet wurde, wurde sie 5 min
in Ethanol im Ultraschallbad gereinigt, anschließend mit Wasser ge-
sp�lt, luftgetrocknet und einem Sauerstoffplasma ausgesetzt.

Lipidmembranen (SLBs): SLBs wurden unter Verwendung von
Standard-Vesikelfusionstechniken hergestellt. „E. coli polar lipid
extract“ in Chloroform wurde von Avanti Polar Lipids bezogen. Die
Lipide wurden in einem Glasbeh�lter unter einem Stickstoffstrom
getrocknet und 30 min im Vakuum platziert. Anschließend wurden
die getrockneten Lipide in Puffer A (25 mm Tris-HCl pH 7.5, 150 mm

KCl, 5 mm MgCl2) gelçst, 30 min bei 37 8C inkubiert, 15 min im Ul-
traschallbad behandelt und mit einer Konzentration von 0.5 mgmL�1

auf die PDMS-Tr�ger gegeben. 2.5 mm CaCl2 wurde zugegeben, um
das Platzen der Vesikel zu erleichtern. F�r die Bildung der Lipid-
membranen wurden die Vesikel 20 min bei 37 8C inkubiert und an-
schließend mit Puffer A gewaschen. F�r die Versuche mit Min-Pro-
teinen wurden 1 mm MinD, 1 mm MinE mit 10% Alexa488-markier-
tem MinE und 2.5 mm ATP zugegeben.

Mikroskopie: Die mikroskopischen Aufnahmen erfolgten auf
einem konfokalen Laser-Scanning-Mikroskop (LSM780) von ZEISS
(Jena), das mit einem ZEISS-Plan-APO-25 � /NA-0.8-Objektiv aus-
gestattet war.
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